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1. Einleitung 

1.1 Allogene Stammzelltransplantation 

Eine der ersten erfolgreichen allogenen Stammzelltransplantationen wurde 1968 unter 

der Leitung von Robert A. Good durchgeführt. Sie erfolgte zwischen einem humanen 

Leukozytenantigen(HLA)-identischen Geschwisterpaar aufgrund einer schweren Im-

mundefizienz des damals fünf Monate alten Bruders (Gatti et al. 1968). Mittlerweile ist 

die allogene Stammzelltransplantation ein etabliertes Verfahren zur kurativen Behand-

lung von vielen hämatoonkologischen Erkrankungen, wie die akute myeloische oder lym-

phatische Leukämie, aber auch von angeborenen Immundefizienzen und hämatopoeti-

schen Insuffizienzen nicht maligner Genese (Holowiecki 2008). Im Jahr 2014 wurden 

allein in Europa mehr als 40.000 hämatopoetische Stammzelltransplantationen durch-

geführt. Davon waren 43 % allogene Stammzelltransplantationen und 57 % autologe 

Stammzelltransplantationen. Im Jahr 2000 wurden in Europa 80 % weniger Stammzell-

transplantationen als im Jahr 2014 durchgeführt (Passweg et al. 2016). Diese Zahlen 

verdeutlichen, welchen wichtigen Stellenwert diese Form der Therapie im klinischen All-

tag einnimmt. 

Zur Durchführung einer Stammzelltransplantation werden hämatopoetische Stammzel-

len benötigt. Hämatopoetische Stammzellen (HSC) sind pluripotente Zellen, von wel-

chen die Hämatopoese ausgeht. Das heißt, sie können sich sowohl selbst erneuern, als 

auch zu verschiedenen Zelllinien des Blutes differenzieren (Shizuru et al. 2005). HSC 

kommen im Knochenmark, in geringen Mengen im peripheren Blut und im Nabel-

schnurblut vor (Hatzimichael und Tuthill 2010).   

Zur Gewinnung der Stammzellen stehen verschiedene Verfahren zur Verfügung. Die 

Gewinnung der HSC über eine Knochenmarkpunktion rückt immer weiter in den Hinter-

grund seit sich das Verfahren der Stammzellapharese etabliert hat (Eapen et al. 2015). 

Bei diesem Verfahren wird zunächst die Bildung von peripheren Blutstammzellen 

(PBSC) beim Stammzellspender durch die Gabe des Granulozyten-Kolonie-stimulieren-

den Faktor (G-CSF) angeregt (Bensinger et al. 1996). Anschließend werden die produ-

zierten PBSC mittels Stammzellapherese herausgefiltert. Studien, wie zum Beispiel von 

Bensinger et al. (2001), konnten zeigen, dass die Gewinnung der Stammzellen mittels 

PBSC zu einem schnelleren Anwachsen des Transplantats und somit geringeren Trans-

fusionsraten führten. Jedoch wurde auch ein erhöhtes Risiko für das Auftreten einer 

Graft-versus-Host Disease (GvHD), besonders einer chronischen GvHD (cGvHD) fest-

gestellt (Flowers et al. 2011; Bittencourt et al. 2009; Cutler et al. 2001).  
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Eine Alternative zu den herkömmlichen Stammzellquellen aus Knochenmark und PBSC 

stellt das Nabelschnurblut dar. Die HSC aus Nabelschnurblut sind immunologisch noch 

nicht vollständig ausgereift, weshalb bei der Auswahl der Nabelschnurblutspende ein 

größerer HLA-Unterschied zwischen Spender und Empfänger möglich ist (Bradley und 

Cairo 2005). Vor allem bei Kindern wurde diese Form des Transplantats erfolgreich an-

gewandt. Sie geht zwar mit einem etwas späteren Einwachsen des Transplantats, 

gleichzeitig aber auch mit einem geringeren Risiko eine GvHD zu entwickeln und einem 

geringeren Auftreten von Rezidiven, einher. Bei Erwachsenen zeigten sich insgesamt 

jedoch schlechtere Resultate nach einer Stammzelltransplantation mit HSC aus dem 

Nabelschnurblut, als bei einer Stammzelltransplantation mit HSC aus dem Knochen-

mark. Die Menge der HSC aus dem limitierten Nabelschnurblut reicht hier oft nicht aus 

(Wang et al. 2010).  

Bevor die eigentliche Stammzelltransplantation erfolgt, wird in der Regel zunächst eine 

Konditionierung des Patienten durchgeführt. Der Patient erhält dabei eine Chemothera-

pie oder eine Ganzkörperbestrahlung mit oder ohne Chemotherapie. Dieses Vorgehen 

hat zum Ziel, so viele maligne Zellen wie möglich zu zerstören und über eine Immunsup-

pression eine mögliche Abstoßungsreaktion des Transplantats durch den Empfänger zu 

verhindern.  

Die Konditionierung wird aktuell in drei Intensitätsstufen eingeteilt: die myeloablative, die 

nicht myeloablative und die intensitätsreduzierte Konditionierung (Bacigalupo et al. 

2009). Diese Abstufung erfolgte auf der Grundlage von Untersuchungen, die bei gerin-

gerer beziehungsweise keiner knochenmarkzerstörenden Konditionierung zu weniger 

toxischen Nebenwirkungen führten. Trotz der reduzierten Konditionierung kam es zu ei-

nem Anwachsen des Transplantats und einer Zerstörung der Tumorzellen durch die T-

Zellen des Spenders (Transplantat-gegen-Tumor-Reaktion) (Giralt et al. 1997). Die Wahl 

des Konditionierungsregimes muss für jeden Patienten individuell evaluiert und entschie-

den werden. Dabei spielen Faktoren wie Alter, Komorbidität und Rezidivrisiko eine wich-

tige Rolle (Sorror et al. 2011).  

Im Anschluss an die Konditionierung erfolgt die eigentliche Stammzelltransplantation. 

Bei der autologen Stammzelltransplantation handelt es sich bei Spender und Empfänger 

um dieselbe Person. Unverträglichkeitsreaktionen, wie die Entwicklung einer GvHD kön-

nen bei dieser Form der Transplantation nicht auftreten. Dabei besteht jedoch prinzipiell 

die Gefahr, dass Tumorzellen zurück in den Körper des Patienten gelangen. Diese Form 

der Transplantation erfolgt vor allem nach Hochdosischemotherapien, um die Erholung 

des blutbildenden Systems zu beschleunigen (Korbling et al. 1986). Vor Durchführung 
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der Hochdosischemotherapie werden die Stammzellen des Patienten durch eine Che-

motherapie und/oder die Gabe des G-CFS mobilisiert, entnommen und eingefroren. 

Nach erfolgter Therapie, durch die der Tumor, aber auch das blutbildende System zer-

stört wurden, werden die zuvor gesammelten Stammzellen dem Patienten zurückinfun-

diert (Korbling et al. 1990).  

Bei der allogenen Stammzelltransplantation werden HSC von einem Spender auf einen 

anderen Empfänger übertragen. Bei dem Stammzellspender kann es sich um einen leib-

lichen Geschwisterteil oder einen freiwilligen nicht verwandten Spender handeln. Vo-

raussetzung für die Spende ist eine möglichst große HLA-Übereinstimmung zwischen 

Spender und Empfänger (Holowiecki 2008). Ein Vorteil dieser Form der Transplantation 

besteht in der Induktion der Transplantat-gegen-Tumor-Reaktion/Graft-versus-Leu-

kemia (GvL) (Horowitz et al. 1990). Die Zellen des allogenen Spenders greifen die Leu-

kämie- bzw. Tumorzellen des Empfängers an und zerstören die im Körper verbliebenen 

malignen Zellen. Die Patienten profitieren von weniger Rezidiven (Horowitz et al. 1990). 

Einen wichtigen Beitrag zur Erkennung und Zerstörung dieser malignen Zellen leisten 

dabei die CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie die Natürliche Killerzellen (NK) des Spenders 

(Truitt und Atasoylu 1991; Barrett 1997). Dieser Nutzen geht jedoch gleichzeitig mit dem 

Risiko für die schwerwiegendste Komplikation einer allogenen Stammzelltransplantation 

einher: Die Entstehung einer mit hoher Morbidität und Mortalität korrelierenden GvHD 

(Ferrara und Reddy 2006).  

 

1.2 Graft-versus-Host Disease (GvHD) 

Eine häufige und gefürchtete Komplikation nach einer Stammzelltransplantation ist die 

akute Graft-versus-Host Disease (aGvHD). Sie tritt bei bis zu 40-60 % der behandelten 

Patienten auf (Jagasia et al. 2012). Dabei kommt es zu einer Immunreaktion der CD4+ 

und CD8+ T-Zellen des Spenders gegen das Gewebe des Empfängers (Shlomchik 

2007). Die am häufigsten betroffenen Gewebe sind Haut, Gastrointestinaltrakt und Le-

ber. Der Befall der Haut äußert sich dabei durch ein makulopapulöses Exanthem mit 

Erythrodermie und Juckreiz. Klinische Zeichen einer Darm-GvHD sind neben wässrigen 

Diarrhoen und Tenesmen, auch Übelkeit, Erbrechen und Gewichtsverlust. Auf eine Be-

teiligung der Leber weist ein Anstieg des Bilirubins mit klinischem Ikterus hin (Glucksberg 

et al. 1974). Die aGvHD wird je nach Ausprägung und Anzahl des Befalls der drei Organe 

in vier Schweregrade (I-IV) eingeteilt. Je höher der Schweregrad, desto schlechter die 

Prognose des Patienten. So zeigte sich ein Langzeitüberleben von 25 % bei Schwere-

grad III und ein Überleben von nur 5 % bei Schweregrad IV (Cahn et al. 2005). Von der 
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akuten Form der GvHD wird eine chronische Form unterschieden (cGvHD). Bei der 

cGvHD stehen autoimmune und andere immunologische Störungen im Vordergrund. 

Dazu zählen Symptome von Krankheiten wie Poikilodermie, Sjögren Syndrom, Bronchi-

olitis obliterans und chronische Immundefizienz. Die frühere Einteilung nach dem Zeit-

punkt des Auftretens der Symptome ist mittlerweile hinfällig. Nach allgemeiner Meinung 

entscheidet allein die klinische Symptomatik, ob es sich um eine akute oder chronische 

GvHD handelt. (Filipovich et al. 2005). Diese Arbeit beschäftigt sich mit der akuten Graft-

versus-Host-Disease.  

Um in Zukunft weitere Prophylaxe- und Therapiemöglichkeiten entwickeln zu können, 

muss die Pathogenese der Krankheit verstanden werden. Verschiedenste Tier-, insbe-

sondere Mausmodelle halfen bisher den Ablauf der Entstehung einer aGvHD besser zu 

begreifen. Die Pathogenese der aGvHD lässt sich vereinfacht mit Hilfe eines Drei-Stu-

fenschemas nach Ferrara und Kollegen (2009) darstellen. 

Die erste Phase ist durch die Aktivierung von antigenpräsentierenden Zellen (APC) ge-

kennzeichnet. Dies geschieht bereits durch die zugrundeliegende, meist maligne, häma-

tologische Erkrankung und durch die myeloablative Therapie. Das Empfängergewebe 

schüttet aufgrund des daraus entstandenen Gewebeschadens unter anderem entzün-

dungsfördernde Zytokine, wie Tumornekrosefaktor α (TNFα), Interleukin-6 (IL-6) und In-

terleukin-1 (IL-1) aus und sorgt so für die Aktivierung der APC (Xun et al. 1994; Hill et al. 

1997). Dieser Prozess wird besonders durch geschädigtes Gewebe im gastrointestina-

len Trakt gefördert, da hier weitere entzündungsfördernde bakterielle Produkte, wie Lip-

opolysaccharide freigesetzt werden und einen weiteren inflammatorischen Reiz setzen 

(Hill und Ferrara 2000).   

In der zweiten Phase werden die T-Zellen des Stammzellspenders durch die, auf den 

Empfänger-APC, präsentierten Antigene aktiviert. Dies führt zu einer Proliferation und 

Differenzierung der Spender T-Zellen, besonders der CD4+ und/oder CD8+ T-Zellen. 

Auch bei HLA-identischer (match) Spender- und Empfängerkombination kann es durch 

die Präsentation von polymorphen Peptiden, den sogenannten Nebenhistokompatibili-

tätsantigenen (miHA), die sich trotz HLA-Identität voneinander unterscheiden können, 

ebenfalls zu einer Präsentation und folglich Aktivierung von T-Zellen kommen (Shlom-

chik 2007). Diese Kaskade der T-Zell Aktivierung führt zu einer weiteren Freisetzung von 

proinflammatorischen Zytokinen wie Interferon gamma (INFγ), TNFα und IL-1.  

In der dritten Phase wird durch zelluläre und entzündungsfördernde Prozesse das Emp-

fängergewebe zerstört. Zytotoxische T-Zellen und natürliche Killerzellen spielen dabei 

auf zellulärer Ebene die entscheidende Rolle. Sie fördern den Entzündungsprozess 
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durch die weitere Ausschüttung von Zytokinen und sorgen für die direkte zytolytische 

Zerstörung des Effektororgans (Ferrara et al. 2009).   

Als wichtigster Risikofaktor für das Auftreten einer aGvHD nach Stammzelltransplanta-

tion gilt die Diskrepanz des humanen Leukozytenantigens (HLA) zwischen Spender und 

Empfänger (Flowers et al. 2011). HLAs werden durch den Major Histocompatibility Com-

plex (MHC) kodiert und sind Glykoproteine des Immunsystems (Ferrara et al. 2009). 

Ferrara und Kollegen (2009) wiesen darauf hin, dass die Prävalenz der aGvHD direkt 

mit der Diskrepanz der HLA Proteine korreliert. Liegt eine HLA identische Empfänger-

/Spenderkombination vor (match), kommt es in 35-45 % der Fälle zu einer aGvHD. Stim-

men Empfänger-/Spenderkombinationen dagegen nicht komplett überein (mismatch), 

erleiden 60-80 %, also knapp doppelt so viele Patienten, eine aGvHD (Jagasia et al. 

2012). Auch das Geschlecht des Spenders und Empfängers spielt als Risikofaktor eine 

Rolle. So haben Stammzellen von Spenderinnen, die für männliche Empfänger bestimmt 

sind, das höchste Risiko eine aGvHD zu entwickeln, besonders bei vorangegangener 

Schwangerschaft der Spenderin (Alloimmunisierung) (Gale et al. 1987; Flowers et al. 

1990). Das Ausmaß der Konditionierung beeinflusst ebenfalls das Risiko für die Entste-

hung der Erkrankung. Je ausgeprägter die myeloablative Therapie ausfällt, desto größer 

ist der verursachte Gewebeschaden des Empfängers. Wie bereits in der Pathogenese 

(siehe Drei-Stufenschema nach Ferrara und Kollegen, S.4-5) beschrieben, kommt es so 

zu einer erhöhten Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen und einer stärke-

ren Aktivierung von APC (Hill und Ferrara 2000). Weiterhin wurde ein erhöhtes Risiko 

für das Auftreten einer GvHD bei der HSC-Gewinnung aus PBSC (siehe Kapitel 1.1 „Al-

logene Stammzelltransplantation“) festgestellt (Bittencourt et al. 2009).  

 

1.3 Prophylaxe der akuten GvHD (aGvHD) 

Die Entwicklung einer aGvHD nach Stammzelltransplantation geht mit einer deutlich re-

duzierten Überlebensrate der Patienten einher. Ohne Prävention durch Medikamente 

oder andere Verfahren ist die Inzidenz einer aGvHD deutlich erhöht und liegt in Studien 

bei bis zu 100 % (Sullivan et al. 1986). Eine wirkungsvolle Prophylaxe ist daher essen-

ziell. Innerhalb zahlreicher Studien wurde in den letzten Jahrzehnten versucht ein opti-

males Prophylaxe-Konzept zu entwickeln. Zwar konnte eine Verbesserung hinsichtlich 

der Inzidenz erzielt werden, dennoch wurde das optimale Verfahren zur sicheren Prä-

vention einer aGvHD noch nicht gefunden (Ruutu et al. 2012).   
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Als Standard-Prophylaxe der aGvHD wird in den deutschen Leitlinien zur Diagnostik und 

Therapie von Blut- und Krebserkrankungen (Onkopedia) aktuell die Gabe einer Kombi-

nation aus Cyclosporin A (CyA) oder Tacrolimus mit Methotrexat (MTX) oder Myco-

phenolat Mofetil (MMF), gegebenenfalls in Kombination mit Antithymozytenglobulin 

(ATG) empfohlen. Eine individuelle Anpassung der Intensität und Dauer der Prophylaxe 

gemäß dem Risikoprofil des Patienten soll erfolgen (Onkopedia 2020). Zu den bisher am 

besten erforschten Substanzen mit der breitesten klinischen Anwendung gehören MTX 

und CyA (Storb et al. 1986; 1988). Bei MTX handelt es sich um einen Folsäure-Antago-

nist, der das Enzym Dihydrofolat-Reduktase reversibel hemmt und zu einer Inhibition der 

Proliferation der Spender T-Lymphozyten führt (Pavletic und Fowler 2012). Allerdings 

treten bei der Gabe von MTX häufig unerwünschte Nebenwirkungen wie eine Mukositis, 

ein verzögertes Anwachsen des Transplantats und eine Schädigung von weiteren Orga-

nen auf. Eine nebenwirkungsärmere Alternative bietet der Inosinmonophosphat-Dehyd-

rogenase Hemmer MMF. Eine Anwendung in Kombination mit CyA wird bei einer inten-

sitätsreduzierten Konditionierung und bei Transplantationen mit Nabelschnurblut als 

Standard-Prophylaxe empfohlen (Ruutu et al. 2014). In Studien konnte gezeigt werden, 

dass die Gabe von MMF zusammen mit CyA deutlich weniger der genannten Nebenwir-

kungen hervorruft und dabei genauso zuverlässig eine aGvHD verhindert (Niederwieser 

et al. 2003; Bolwell et al. 2004). CyA ist ein Calcineurin-Inhibitor. Er blockiert über die 

Hemmung des Calcineurins die Aktivierung des nuclear factor of activated T-Cell (NF-

AT) und hemmt so die T-Zell-Aktivierung und -Proliferation (Matsuda und Koyasu 2000). 

Auch Tacrolimus gehört zu der Gruppe der Calcineurin-Inhibitoren. Eine Kombination 

von Tacrolismus mit MTX wird in ihrer Wirksamkeit in der aGvHD-Prophylaxe als gleich-

wertig zur Kombination CyA/MTX betrachtet (Nash et al. 2000; Ruutu et al. 2014). Die 

Empfehlung zum zusätzlichen Einsatz von ATG bei unverwandten Spendern in der Prä-

vention der aGvHD begründet sich aus den Erkenntnissen von verschiedenen Studien. 

Darin wurde festgestellt, dass die Gabe von ATG nach Stammzelltransplantation zu we-

niger akuten und chronischen GvHD Erkrankungen führte (Finke et al. 2009; Pidala et 

al. 2011; Socie et al. 2011). Neben dieser In-vivo-Elimination der T-Zellen, gibt es weitere 

Ansätze einer T-Zell-Depletion als Prophylaxe der GvHD. Dazu zählt die In-vivo-Elimi-

nation mit Alemtuzumab, einem monoklonalen Antikörper gegen das Glykoprotein 

CD52, das sich auf B- und T-Lymphozyten befindet (Kanda et al. 2011). Aber auch Ex-

vivo-Verfahren wurden und werden weiterhin untersucht und getestet.  

https://de.wikipedia.org/wiki/Enzym
https://de.wikipedia.org/wiki/Dihydrofolat-Reduktase
https://de.wikipedia.org/wiki/Inosinmonophosphat-Dehydrogenase
https://de.wikipedia.org/wiki/Inosinmonophosphat-Dehydrogenase
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1.4 Erstlinientherapie der aGvHD  

Als Gold-Standard der Erstlinientherapie gilt die systemische Anwendung von Glukokor-

tikoiden. Glukokortikoide wirken antiinflammatorisch, immunsuppressiv und zeigen ei-

nen toxischen Effekt gegenüber Lymphozyten (Martin et al. 2012b). Der genaue Wirk-

mechanismus während einer aGvHD ist noch nicht genau verstanden. Die Indikation zur 

Therapie wird anhand des klinischen Schweregrades der aGvHD festgelegt. Liegt ein 

Schweregrad von II oder mehr vor, sollte mit der systemischen Erstlinientherapie begon-

nen werden. Eine Dosis von 2 mg/kg/KG/Tag Methylprednisolon für sieben Tage wird 

empfohlen (Ruutu et al. 2014). Die Gabe einer höheren Dosis (10 mg/kg/KG/Tag) zeigte 

keinen Vorteil (van Lint et al. 1998). Eine langsame Reduktion der Dosis sollte erst ab 

Tag 7 und nur bei gleichzeitiger Abnahme der klinischen Symptome erfolgen. Bei milder 

Grad I GvHD der Haut kann die alleinige Gabe von lokalen Glukokortikoiden ausreichen 

(Penas et al. 2004). Aufgrund der Vielzahl an möglichen Nebenwirkungen, zu denen 

unter anderem opportunistische Infektionen, Gastritis, Osteoporose und Diabetes zäh-

len, ist die zeitgleiche Durchführung von supportiven Maßnahmen sehr wichtig (Mo-

ghadam-Kia und Werth 2010; Schacke et al. 2002). 

Bei Vorliegen einer Darm-GvHD verhindert die zusätzliche Gabe von nicht resorbierba-

ren oralen Glukokortikoiden wie Budesonid oder Beclomethason das Auftreten eines 

Rezidivs und weist ein besseres Überleben der Patienten auf (Hockenbery et al. 2007; 

Bertz et al. 1999). Weitere Studien zur Bestimmung der idealen Dosis und genaueren 

Differenzierung der beiden Medikamente sind nötig, um diese Form der Therapie besser 

zu verstehen und weiterhin anwenden zu können (Ibrahim et al. 2009).   

Viele verschiedene Studien wurden durchgeführt, um weitere Möglichkeiten einer wir-

kungsvolleren Erstlinientherapie zu finden. Jedoch ohne vielversprechende Ergebnisse 

hervorzubringen. Zum Beispiel wurde versucht eine Verbesserung der Erstlinientherapie 

durch Kombinationen mit anderen immunmodulierenden Medikamenten zu erreichen. 

Dabei zeigte die Kombination von Glukokortikoiden mit MMF zunächst eine vielverspre-

chende Ansprechrate der Therapie (Alousi et al. 2009). In einer weiteren Studie konnte 

jedoch keine Verbesserung dieser Kombination gegenüber der alleinigen Glukokortikoid-

gabe festgestellt werden (Bolaños-Meade et al. 2013). 

 

1.5 Zweitlinientherapie der aGvHD 

Nur etwa die Hälfte aller Patienten, die eine aGvHD entwickeln, reagieren auf die Erstli-

nientherapie mit Glukokortikoiden (Martin et al. 1990; MacMillan et al. 2002). Die andere 
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Hälfte erweist sich als steroidresistent. Der Beginn der Zweitlinientherapie wird empfoh-

len, sobald ein Ansprechen des Patienten auf die Erstlinientherapie bis Tag 7 noch nicht 

erfolgt ist oder sich eine deutliche Verschlechterung des Allgemeinzustandes mit Fort-

schreiten der aGvHD innerhalb der ersten fünf Tage nach Beginn der Erstlinientherapie 

zeigt (Ruutu et al. 2014). Aktuell gibt es keine etablierte und standardisierte Zweitlinien-

therapie (Martin et al. 2012a). Zunächst sind eine optimale supportive Behandlung und 

die Fortführung der Glukokortikoid- und Calcineurin-Inhibitor-Gabe berechtigte Maßnah-

men (Ruutu et al. 2014). Zu den weiteren klinisch häufig angewandten Substanzen und 

Verfahren zählen MMF, ATG, die extrakorporale Photophorese und monoklonale Anti-

körper wie TNF-α-Inhibitoren, Basiliximab und Alemtuzumab (Martin et al. 2012b, Wolff 

et al. 2013). Allerdings zeigte der Vergleich der verschiedenen Therapiekonzepte keine 

eindeutige Tendenz für eine Substanz bzw. Verfahren. (Martin et al. 2012b). Eine Glu-

kokortikoid-resistente GvHD geht weiterhin mit einer äußert hohen Mortalität von bis zu 

90 % einher (Westin et al. 2011). Dementsprechend sind neue und aussichtsreiche The-

rapieansätze, sowohl zur Prophylaxe als auch zur Erst- und Zweitlinientherapie dringend 

nötig.  

 

1.6 Graft-versus-Host Disease im Mausmodell 

Mausmodelle der aGvHD sind essenziell, um die Pathomechanismen der Krankheit bes-

ser zu verstehen und bereiten so den Weg für neue und verbesserte Therapiekonzepte. 

Mittlerweile gibt es viele etablierte Mausmodelle, in denen verschiedene Szenarien si-

muliert werden können. In dieser Arbeit wurde ein gut fundiertes MHC-Mismatch-Modell 

zwischen BALB/c und C57BL/6J (B6) Mäusen verwendet. In diesem Mausmodell wird 

die aGvHD durch CD4+ und CD8+ T-Zellen verursacht (Schroeder und DiPersio 2011). 

Es gibt auch Mausmodelle, bei welchen die aGvHD nur durch einen der beiden Zelltypen 

verursacht wird. Dies war und ist hilfreich, um die genauen Pathomechanismen der un-

terschiedlichen T-Zellen, die zum Ausbruch der Krankheit führen, im Einzelnen zu ver-

stehen (Sprent et al. 1990). So konnte gezeigt werden, dass CD8+ T-Zellen ausschließ-

lich durch Empfänger-APC aktiviert werden können und über die Bindung an MHC I-

Rezeptoren zu einer Ausschüttung von Perforin, Granzymen und der Expression von 

Fas-Ligand führt (Shlomchik et al. 1999; Maeda et al. 2005; Graubert et al. 1997). CD4+ 

T-Zellen dagegen können, sowohl durch die Empfänger-, als auch die Spender-APC ak-

tiviert werden und führen über die Bindung an MHC II-Rezeptoren zu einem TNFα-ver-

mittelten zytotoxischen Effekt im Epithel des Empfängers (Anderson et al. 2005; Teshima 

et al. 2002).  
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Die Schwere der aGvHD im Mausmodell wird vor allem durch die Menge der transplan-

tierten T-Zellen und die Stärke der Konditionierung, aber auch durch die genetischen 

Unterschiede zwischen den Mäusen und den umweltbedingten Abweichungen der Pa-

thogene in den verschiedenen Laboren bestimmt (Schroeder und DiPersio 2011). Die 

Krankheit verläuft im hier durchgeführten Modell typischerweise in zwei Krankheitswel-

len. Die erste Krankheitswelle tritt nach etwa acht, die zweite Krankheitswelle nach etwa 

21 Tagen im Anschluss an die Stammzelltransplantation auf (siehe Abbildung 1) (Budde 

et al. 2014).  

 

Abbildung 1: Verlauf der aGvHD im Mausmodell. Typischer Verlauf der aGvHD im C57BL/6J 
 BALB/c transplantierten Mausmodell in zwei Krankheitswellen, dargestellt anhand des Krank-
heitsscores (siehe Tabelle 11). Typischer Zeitpunkt des Auftretens der 1. Krankheitswelle nach 
etwa acht Tagen und der 2. Krankheitswelle nach etwa 21 Tagen nach KMT. Abbildung basierend 
auf Budde et al. (2015) mit freundlicher Genehmigung des Autors. 

 

1.7 Heparin  

Heparin ist eines der ältesten Medikamente, das bis heute weitverbreitete klinische An-

wendung als Antikoagulanz findet. Der Medizinstudent Jay McLean extrahierte 1916 

zum ersten Mal Heparin aus Hundeleber und zeigte gerinnungshemmende Eigenschaf-

ten. Zwei Jahre später beschrieb Howell seine chemische Struktur und nannte es seiner 

Herkunft entsprechend Heparin (Wardrop und Keeling 2008). Heparine sind Glykosami-

noglykane (GAG) und weisen eine Molekülmasse zwischen 4.000-40.000 Da auf. Die 

GAG-Ketten bestehen aus abwechselnden Disaccharideinheiten, die aus einer Kombi-

nation von D-Glucosamin mit einer Uronsäure, entweder D-Glucuronsäure oder L-I-

duronsäure, aufgebaut sind. Durch angehängte Sulfatgruppen sind Heparine negativ ge-

laden. Im menschlichen Körper kommt Heparin vor allem in den Mastzellen vor (Page 
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2013). Das heutzutage erhältliche und im klinischen Alltag eingesetzte Heparin wird aus 

der Mukosa des Schweinedarms gewonnen (Fu et al. 2013).  

Die antikoagulatorische Wirkung entsteht durch die Bindung von Heparin an Antithrom-

bin, einen Hemmstoff der Blutgerinnung. Antithrombin inaktiviert die Gerinnungsfaktoren 

IIa (Thrombin), Xa, IXa, XIa und XIIa. Dabei werden besonders die Faktoren IIa (Throm-

bin) und Xa gehemmt. Die Bindung zwischen Heparin und Antithrombin führt zu einer 

Konformationsänderung des Antithrombins und beschleunigt den gerinnungshemmen-

den Effekt um das 1.000-fache (Hirsh et al. 2001a). Für die Interaktion der beiden Sub-

stanzen ist ein Pentasaccharid des Heparins mit einer bestimmten dreidimensionalen 

Struktur verantwortlich (Choay et al. 1983; Walenga et al. 1987). Heparin wird aufgrund 

dieser gerinnungshemmenden Wirkung standardmäßig zur Prophylaxe und Therapie 

von thromboembolischen Ereignissen, wie einer tiefen Beinvenenthrombose oder Lun-

genembolie verwendet (Hirsh et al. 2001a). Aufgrund der großen Variabilität zwischen 

den einzelnen Heparinen hinsichtlich der gerinnungshemmenden Wirkung wird die Dosis 

als Aktivität in Internationalen Einheiten (I.E.) angegeben (Gray 2012). 

 

1.8 Niedermolekulares und unfraktioniertes Heparin (NMH 

 und UFH) 

Heparin wird in zwei Formen unterschieden: das fraktionierte oder niedermolekulare He-

parin (NMH) und das unfraktionierte oder hochmolekulare Heparin (UFH). UFH haben 

mit durchschnittlich 15.000 Da und mindestens 18 Sacchariden Kettenlänge eine deut-

lich größere Molekülmasse als NMH. Letztere werden durch chemische oder enzymati-

sche Depolymerisation aus UFH hergestellt. Sie haben eine deutlich geringere Molekül-

masse von durchschnittlich 4500 Da und meist eine Kettenlänge von weniger als 18 

Sacchariden. Hieraus lässt sich auch die unterschiedliche Wirkweise der beiden Hepa-

rine hinsichtlich ihrer Hemmung der Gerinnungsfaktoren erklären. Zur Inaktivierung von 

Thrombin muss Heparin gleichzeitig an Antithrombin und Thrombin binden können. Hier-

für sind mindestens 18 Saccharide nötig. Folglich inhibiert NMH vor allem Faktor Xa, der 

unabhängig von der Kettenlänge inaktiviert werden kann und kaum Thrombin. UFH ist 

es möglich mit seiner größeren Kettenlänge sowohl Faktor Xa, als auch Thrombin zu 

inhibieren (Weitz 1997; Garcia et al. 2012).  

Die Elimination erfolgt bei NMH ausschließlich renal, während UFH durch Endothelzellen 

und Makrophagen gebunden und renal ausgeschieden werden. Auch hinsichtlich der 

Bioverfügbarkeit und Halbwertszeit (HWZ) gibt es Unterschiede. UFH weisen eine deut-

lich höhere Affinität zu Plasmaproteinen auf als NMH. Die Bindung führt zur Aufhebung 
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des gerinnungshemmenden Effekts und ist vermutlich für die reduzierte Bioverfügbarkeit 

der UFH verantwortlich (Hirsh et al. 2001a). NMH haben durch ihre geringe Affinität zu 

Plasmaproteinen mit fast 100 % eine wesentlich höhere Bioverfügbarkeit. Aus diesem 

Grund ist auch die HWZ der NMH länger als die dosisabhängige HWZ der UFH, weshalb 

eine einmal tägliche Gabe zur Thromboseprophylaxe genügt. Insgesamt ist die Biover-

fügbarkeit und HWZ der NMH anders als die der UFH von Dosis und Plasmakonzentra-

tion unabhängig (Hirsh und Levine 1992). Oral werden beide Substanzen nicht resor-

biert, weshalb die Applikation ausschließlich subkutan (s.c.) oder bei UFH auch intrave-

nös (i.v.) erfolgt (Dal Pozzo et al. 1989). Bei einer s.c. Injektion von UFH muss die Dosis 

höher gewählt werden als bei einer i.v. Gabe, da die s.c. Gabe mit einer geringeren 

Bioverfügbarkeit verbunden ist (Garcia et al. 2012).  

Der Einsatz von Heparin birgt auch Nebenwirkungen. So kann insbesondere die Be-

handlung mit UFH zu einer Heparin-induzierten Thrombozytopenie oder Osteoporose 

führen. Außerdem kommt es bei beiden Heparinen zu einer gesteigerten Blutungsnei-

gung (Alban 2012). Der antikoagulatorische Effekt des UFH kann mit der Antidot Prota-

min aufgehoben werden (Horrow 1985). 

 

1.9 Antiinflammatorischer Effekt des Heparins 

Neben der antikoagulatorischen Wirkung verfügen Heparine auch über antiinflammato-

rische Eigenschaften. Wood und Bick (1959) konnten bereits 1959 einen antiinflamma-

torischen Effekt von Heparin bei allergischen Reaktionen des Auges bei Kaninchen fest-

stellen. Als zugrundeliegender Mechanismus konnte eine Inhibition der Leukozytenad-

häsion an das Endothel durch die Hemmung von P- und L-Selektin identifiziert werden 

(Nelson et al. 1993). L-Selektin ist ein Adhäsionsmolekül, das auf T-Lymphozyten vor-

kommt. Es ist an der frühen Phase der Leukozytenadhäsion beteiligt und wird durch 

Heparin gebunden und inhibiert (Koenig et al. 1998). P-Selektin findet sich auf der Zell-

oberfläche von aktivierten Endothelzellen und Thrombozyten und bindet während der 

Entzündungsreaktion die entlang rollenden T-Lymphozyten (Springer 1994). Die Bin-

dung von Heparin an die beiden Selektine hängt vermutlich von der Molekülgröße und 

der Sulfatierung des Heparins ab (Nelson et al. 1993; Koenig et al. 1998). Die Relevanz 

dieses Mechanismus bezüglich der Entstehung einer aGvHD konnten Lu und Kollegen 

(2010b) in einer Studie zeigen. Bei Induktion einer aGvHD bei P-Selektin Knock-out-

Mäusen wurde ein verbessertes Überleben und ein milderer klinischer Verlauf der 

aGvHD beobachtet. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass die Inhibition 

von L-Selektin und α4-Integrin im Mausmodell zu einem verzögerten Auftreten der 

aGvHD mit einem verbesserten Überleben der Tiere führte (Li et al. 2001).  
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Zudem kann Heparin die Aktivierung einiger proinflammatorischer Zytokine in humanen 

Monozyten inhibieren (Hochart et al. 2006) sowie die Expression von Th-1, Th-2 und Th-

17 herunter regulieren (Huang et al. 2014). Diese Ergebnisse gelten sowohl für UFH, als 

auch für NMH. 

Dementsprechend müssten viele entzündlich bedingte Erkrankungen von den antiin-

flammatorischen Eigenschaften der Heparine profitieren. Eine klinische Studie konnte 

folglich eine positive Wirkung von inhaliertem Heparin bei Kortikoid-resistenten Patienten 

mit exazerbierten Asthma demonstrieren (Bendstrup und Jensen 2000). Einige Jahre 

zuvor konnte bereits in tierexperimentellen Studien eine Verminderung der allergischen 

Infiltration der Eosinophilen bei inhalativer Anwendung von Heparin gezeigt werden 

(Seeds et al. 1995). Auch bei der chronisch-entzündlichen Darmerkrankung Colitis Ulce-

rosa beschrieben mehrere Studien einen günstigen antientzündlichen Effekt von Heparin 

auf die Erkrankung (Gaffney et al. 1995, Evans et al. 1997, Wang et al. 2013). Ebenfalls 

wurde in einigen Studien eine positive Wirkung einer Behandlung mit Heparin auf die 

Mortalität von Sepsis-Patienten festgestellt (Zarychanski et al. 2015; Wang et al. 2014; 

Jiang et al. 2015). Dabei wiesen die mit Heparin behandelten Patienten kein erhöhtes 

Blutungsrisiko auf (Wang et al. 2014).  

Im Jahr 1993 führten Naparstek et al. (1993) eine Studie zur Wirkung von niedrig dosier-

tem Heparin bei der aGvHD in Mäusen durch. Dabei wurde durch eine Knochenmark-

transplantation die aGvHD in den Versuchstieren induziert. Anschließend wurde die The-

rapiegruppe für 30 Tage mit UFH s.c. behandelt. Die Ergebnisse zeigten, dass die the-

rapierten Mäuse eine mildere aGvHD entwickelten und eine deutlich geringere Mortalität 

als die Kontrolltiere aufwiesen. Die Therapie mit Heparin beeinflusste indessen weder 

den GvL-Effekt, noch das Anwachsen des Transplantats. Dies ist die bislang einzige in 

der Literatur verfügbare Studie zur Behandlung der aGvHD mit Heparin.  

 

1.10 T- und B-Lymphozyten 

Lymphozyten gehören zu den Leukozyten und werden im Knochenmark gebildet. Sie 

sind spezifische Zellen des Immunsystems. Sie werden unter anderem in T- und B-Lym-

phozyten unterteilt. 

T-Lymphozyten sind Träger der zellulären Immunantwort und werden in CD4+ und CD8+ 

T-Lymphozyten unterteilt. Die CD4+ T-Lymphozyten werden auch als T-Helferzellen be-

zeichnet und in weitere Untergruppen, die TH1-, TH2- und TH17-Zellen sowie die regu-

latorischen T-Zellen (Treg) gegliedert. Sie erkennen an MHC-Klasse-II gebundene Anti-
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gene. TH1-Zellen aktivieren Makrophagen, CD8+ T-Zellen und andere zytotoxische Zel-

len und synthetisieren Zytokine wie IL-2 und INF-γ. TH2-Zellen aktivieren über die Bil-

dung von Zytokinen B-Lymphozyten und regulieren so die humorale Immunantwort. 

Th17-Zellen produzieren IL-17 sowie weitere Zytokine und sind bei der Entstehung von 

Autoimmunkrankheiten und chronischen Entzündungen wie der rheumatoiden Arthritis 

von Bedeutung. Die regulatorischen T-Zellen bewirken eine Suppression von Autoim-

munprozessen und regulieren durch Inhibition der T-Zellen die körpereigene Immunto-

leranz (Luckheeram et al. 2012; Larosa und Orange 2008). CD8+ T-Lymphozyten wer-

den auch zytotoxische T-Zellen genannt, da sie infizierte oder als körperfremd erkannte 

Zellen durch Lyse mittels Perforin, Granzyme und anderen Faktoren direkt zerstören 

können. CD8+ Zellen erkennen an MHC-Klasse-I gebundene Antigene. Das charakteris-

tische Oberflächenprotein aller T-Lymphozyten ist der CD3-Rezeptor, er gilt als Pan-T-

Zellmarker (Larosa und Orange 2008). T-Lymphozyten spielen, wie bereits in Kapitel 1.2 

beschrieben, in der Pathogenese der aGvHD eine entscheidende Rolle. Dementspre-

chend konnte eine Erhöhung der CD8+ T-Zellen bei an einer aGvHD erkrankten Patien-

ten noch vor Erscheinen einer klinischen Symptomatik nachgewiesen werden (August 

et al. 2011). 

B-Lymphozyten vermitteln die humorale Immunantwort. Sie exprimieren Immunglobu-

line, welche als Antigenrezeptoren dienen, können Antigene präsentieren und produzie-

ren Zytokine und Chemokine. Zu den typischen Oberflächenmolekülen der B-Lympho-

zyten gehören der CD19-, CD20-, CD21- und CD22-Rezeptor. B-Lymphozyten kommt 

in der Regulierung und Stimulierung von CD4+ und CD8+ T-Zellen eine wichtige Bedeu-

tung zu (Shimabukuro-Vornhagen et al. 2009). Sie können zum einen eine Aktivierung 

und ein Priming zum anderen eine immunologische Toleranz, also eine spezifische 

Suppression dieser Zellen, bewirken (Croft et al. 1997; Constant et al. 1995). Die exakte 

Rolle der B-Zellen in der Entstehung und Entwicklung der GvHD ist bisher allerdings nur 

unvollständig verstanden. Im Mausmodell führte eine B-Zell Depletion zu einem vermin-

derten Auftreten einer aGvHD (Schultz et al. 1995). Eine hohe Zahl an B-Lymphozyten 

im Stammzellpräparat bei Stammzelltransplantationen ging in einer klinischen Studie 

wiederum mit einer erhöhten Inzidenz der aGvHD einher (Iori et al. 2008). In verschie-

denen Studien konnte zudem durch die Anwendung des Anti-CD20-Antikörpers Rituxi-

mab eine Linderung der aGvHD erreicht werden (Shimabukuro-Vornhagen et al. 2009). 

Demgegenüber wurde in anderen Studien eine protektive Wirkung von erhöhten Zahlen 

an Vorläufer-B-Zellen im Stammzellpräpräparat bezüglich des Auftretens der aGvHD 

festgestellt (Michonneau et al. 2009). 
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1.11 Monozyten 

Monozyten gehören zu den Leukozyten und werden im Knochenmark gebildet. Sie be-

finden sich nur kurzzeitig im peripheren Blut und wandern rasch in das Gewebe ab, wo 

sie sich zu Makrophagen differenzieren. Diese sind wichtiger Bestandteil des mononuk-

leären Phagozytensystems und gehören zu den Antigen-präsentierenden Zellen. Sie er-

kennen Krankheitserreger, phagozytieren diese und schütten Zytokine und Chemokine 

aus und sind somit wichtiger Teil der angeborenen Immunantwort. Des Weiteren spielen 

sie durch die Fähigkeit zur Antigenpräsentation eine wichtige Rolle in der Aktivierung 

von T-Lymphozyten und somit der spezifischen Immunantwort. Das charakteristische 

Oberflächenmolekül der Monozyten und Makrophagen ist der CD14-Rezeptor (Ginhoux 

und Jung 2014). 

 

1.12 Lipopolysaccharid (LPS)  

Lipopolysaccharide (LPS) kommen in der äußeren Zellmembran gram-negativer Bakte-

rien vor und stimulieren als Endotoxin durch eine Vielzahl an Mechanismen die angebo-

rene Immunantwort. Dies geschieht unter anderem durch die Bindung des LPS an das 

Lipopolysaccharid-bindende-Protein, welches wiederum an den CD14-Rezeptor auf Mo-

nozyten und Makrophagen bindet, diese dadurch aktiviert und zu einer Ausschüttung 

diverser Zytokine (z. B. TNF-α, IL-6, IFN-γ) führt. Im Rahmen dieser Reaktion kommt es 

bei einer Infektion mit gram-negativen Erregern zu Symptomen wie Fieber, Übelkeit und 

Erbrechen bis hin zum endotoxischen Schock. Des Weiteren verursacht LPS eine Akti-

vierung und Proliferation von B-Zellen im murinen Organismus (Xu et al. 2008). Ver-

schiedene Studien konnten zudem zeigen, dass bereits eine geringe Menge LPS eine 

Proliferation muriner und humaner T-Lymphozyten, insbesondere der CD8+ T-Zellen, 

bewirkt (Tough et al. 1997; Mattern et al. 1998). Auch in der Pathogenese der aGvHD 

spielt LPS eine wichtige Rolle. Das bereits durch die Konditionierung und durch die im 

Rahmen der GvHD ablaufenden immunlogischen Prozesse geschädigte Gewebe im 

gastrointestinalen Trakt fördert die Freisetzung von LPS und dessen Aufnahme in den 

systemischen Kreislauf. Hierdurch wird ein weiterer inflammatorischer Reiz gesetzt, der 

erheblich zur Entstehung und Entwicklung der aGvHD beiträgt (Hill und Ferrara 2000). 

 

1.13 Zielsetzung der Arbeit 

Diese Arbeit beschäftigt sich mit dem Einsatz von niedermolekularen und unfraktionier-

ten Heparinen als mögliche Therapeutika in der Behandlung der aGvHD im Mausmodell. 
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Das Ziel dieser Arbeit ist es durch die Anwendung von UFH und NMH in einem Maus-

modell der aGvHD einen möglichen therapeutischen Einfluss der genannten Substanzen 

zu erkennen und nachzuweisen. Aufgrund der oben beschriebenen Studien zu dem an-

tiinflammatorischen Potential von Heparin in verschiedenen Erkrankungen (Kapitel 1.9 

Antiinflammatorischer Effekt des Heparins) wird angenommen, dass Heparin auch einen 

positiven Effekt auf das Überleben und den Schweregrad der ebenfalls durch verschie-

dene entzündliche Mechanismen ausgelösten aGvHD haben könnte. Die bisher einzige 

in der Literatur verfügbare Studie zeigte bereits einen positiven Effekt von Heparin auf 

die Ausprägung und Mortalität der Erkrankung im Mausmodell. In dieser Studie erfolgte 

jedoch weder eine Dosisfindung, noch eine Differenzierung zwischen unfraktioniertem 

und niedermolekularem Heparin (Naparstek et al. 1993).  

Hauptbestandteil dieser Arbeit ist es daher in einem etablierten Mausmodell der aGvHD 

beide Formen des Heparins hinsichtlich ihrer Wirksamkeit zu testen und möglicherweise 

die erfolgversprechendere Form abzugrenzen. Zudem wurden verschiedene Applikati-

onsformen miteinander verglichen und untersucht. Konkret führten wir eine Studie zur 

Dosisfindung mit NMH und UFH mittels s.c. und i.v. Applikation in dem etablierten MHC-

Mismatch-Mausmodell der aGvHD durch. 

Zusätzlich wurde in einer In-vitro-Versuchsreihe der mögliche Einfluss von Heparin auf 

Immunzellen des Menschen untersucht. Hierbei wurde mit Hilfe von Zellkulturen das 

Proliferationsverhalten humaner Leukozyten mit und ohne Zugabe von Heparin betrach-

tet.  
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2. Material und Methoden 

Das folgende Kapitel beschäftigt sich mit den verwendeten Materialien und den durch-

geführten Methoden. Dabei wird vor allem auf die tierexperimentellen Methoden und die 

In-vitro-Untersuchungen genauer eingegangen. Zunächst folgt eine Übersicht über die 

verwendeten Materialien. 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien, Medien und Puffer  

Tabelle 1: Übersicht über die verwendeten Chemikalien, Medien und Puffer und deren Be-
zugsquelle. Geordnet in alphabetischer Reihenfolge. 

Produktname Hersteller/Bezug 
Alkopharm 80 Desinfektionsmittel Brüggemann Alkohol, Heilbronn, DE 

Ampuwa® Spüllösung Plastipur® Fresenius, Bad Homburg v. d. H., DE 

Aqua Spüllösung Ecotainer® B Braun, Melsungen, DE 

autoMACS™ Running Buffer Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE 

Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE 

Ficoll-Paque™ PLUS GE Healthcare, Uppsala, SE 

HI Fetal Calf Serum (FCS) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Isotone Natriumchloridlösung 0,9% B Braun, Melsungen, DE 

Lipopolysaccharides E. coli 026:B6 Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE 

Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml) Gibco® Life Technologies™, Darmstadt, 
DE 

PBS pH 7,4 (1X) (-) CaCl₂ (-)MgCl₂ Gibco® Life Technologies™, Darmstadt, 
DE 

Red Blood Cell Lysing Buffer Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE 

RPMI Medium 1640 (1X) + GlutaMAX™ Gibco® Life Technologies™, Darmstadt, 
DE 
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2.1.2 Labormaterialien 

Tabelle 2: Übersicht über die verwendeten Labormaterialien und deren Bezugsquellen. Ge-
ordnet in alphabetischer Reihenfolge.

Produkt Hersteller 

5 ml Spritzen BD Discardit™, Heidelberg, DE 

5 ml Polystyrol-Round-Bottom Tube BD Falcon, Heidelberg, DE 

15 ml Clonical Tube BD Falcon, Heidelberg, DE 

50 ml Cellstar® Clonical Tube Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE 

Dental-Maske mit Ohrenschlaufen Farstar medical, Barsbüttel, DE 

Glaspipetten, steril (5-25 ml) BD Falcon, Heidelberg, DE 

Hämacytometer Deckgläser Brand, Wertheim, DE 

MACS MultiStand Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE 

MACS® Seperation Columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE 

Micro-Fine™+ Demi U100 Insulinspritzen BD, Heidelberg, DE 

Microlance™ 3 Kanülen BD, Heidelberg, DE 

Micro tubes 1,5 und 2 ml Sarstedt, Nürnbrecht, DE 

MoliNea normal Hartmann, Heidenheim, DE 

Neubauer Zählkammer Hecht Assistent, Sondheim v. d. Rhön, 
DE 

Nitril Next Gen® Handschuhe Meditrade, Kiefersfelden, DE 

Pasteurpipetten aus Glas Brand, Wertheim, DE 

QuadroMACS Separator Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE 

Rad-Sure™ blood irradiation indicators Ashland, Convington, USA 

Safe-Lock Tubes 1,5 und 2 ml Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Sterican Kanülen Gr. 20 B Braun, Melsungen, DE 

Spritze mit Kanüle BD Plastipak™, Heidelberg, DE 

Surgical Hood Barrier, Mölnlycke Health Care, Erkrath-
Unterfeldhaus, DE 

TC-Zellkulturflaschen 25 cm² mit Filter CytoOne, Hamburg, DE 

TC-Schalen Sarstedt, Nürnbrecht, DE 

TipOne Pipettenspitzen mit Filter, ver-
schiedene Größen 

Starlab, Hamburg, DE 

Tuberkulinspritzen 1 ml Luer BD Plastipak, Heidelberg, DE 

Zellkultur Multiwellplatte Cellstar® Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE 

Zellsieb 40 µm und 70 µm BD Falcon, Heidelberg, DE 
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2.1.3 Laborgeräte 

Tabelle 3: Übersicht über die verwendeten Laborgeräte und deren Bezugsquellen. Geord-
net in alphabetischer Reihenfolge. 

Gerät Gerätetyp Hersteller 

Absaugpumpe - KNF Laboport, Freiburg, DE 

Brutschrank HERAcell Heraeus, Hanau, DE 

Bestrahlungsanlage Xstrahl RS 225 Gulmay Medical Limited, 
Surrey, UK 

Durchflusszytometer FACSCanto II BD, Heidelberg, DE 

Eismaschine - Brema Ice Makers, Villa Cor-
tese, IT 

Gefrierschränke – 20°C Premium Liebherr, Biberach an der 
Riß, DE 

Kühlschränke Premium/Comfort Liebherr, Biberach an der 
Riß, DE 

Lichtmikroskop Axiostar Zeiss, Oberkochen, DE 

Lichtmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Oberkochen, DE 

Pipetten, verschiedene 
Größen 

Eppendorf Reference Eppendorf AG, Hamburg, 
DE 

Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Bioscience, Kon-
stanz, DE 

Präparierbesteck - Fine Science Tools®, Hei-
delberg, DE 

Rotlichtlampe  Sollux 750 Original Hanau, Hanau, DE 

Sterilbank Microflow Biological Safety 
Cabinet 

Nalge Nunc International, 
Rochster, USA 

Taschenwaage TEE 150-1 Kern, Balingen-Frommern, 
DE 

Taumelrollenmischer TRM 50 IDL GmbH, Nidderau, DE 

Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries, New 
York, USA 

Wasserbad 3042 Köttermann, 
Uetze/Hänigsen, DE 

Zentrifugen Rotanta 46 RS Hettich, Kirchlengern, DE 

 

2.1.4 Mauslinien 

Tabelle 4: Übersicht über die verwendeten Mauslinien und deren Bezugsquelle. Geordnet 
in alphabetischer Reihenfolge. 

Stamm Hintergrund  Herkunft 
BALB/c (H2d) Inzucht  Charles River Laborato-

ries, Sulzfeld, DE  
C57BL/6J (H2b) 
 

Inzucht  Janvier, St. Berthevin Ce-
dex, FR  
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2.1.5 Primärantikörper Anti-Maus 

Tabelle 5: Übersicht über die verwendeten Primärantikörper Anti-Maus mit Klon, Konjugat 
und Hersteller. 

Spezifität Klon Konjugat Hersteller 
CD3ɛ 
 

145-2C11 FITC BioLegend, London, 
UK 
 

CD4 
 

RM4-5 PE BioLegend, London, 
UK 
 

CD8a 
 

53-6.7 APC BioLegend, London, 
UK 
 

CD117 
 

3C11 APC Miltenyi Biotec, Ber-
gisch Gladbach, DE 
 

MC CD90.2 T Cell Cock-
tail 

30-H12 PE Miltenyi Biotec, Ber-
gisch Gladbach, DE 
 

Anti-Biotin Bio3-18E7 FITC Miltenyi Biotec, Ber-
gisch Gladbach, DE 
 

Lineage Cell Detection 
Cocktail-Biotin: CD5, 
CD11b, CD45R, Anti-7-4, 
Anti-Gr-1, Anti-Ter-119 

 FITC Miltenyi Biotec, Ber-
gisch Gladbach, DE 

 

2.1.6 Primärantikörper Anti-Human 

Tabelle 6: Übersicht über die verwendeten Primärantikörper Anti-Human mit Klon, Konju-
gat und Hersteller. 

Spezifität Klon  Konjugat Hersteller 
CD3 
 

HIT3a FITC BioLegend, London, UK 

CD14 
 

M5E2 PE BioLegend, London, UK 

CD19 
 

HIB 19 APC BioLegend, London, UK 

Cell Proliferation Dye 
(CPD) eFluor® 450 
 

- eFluor/Pacific 
Blue 

eBioscience, Frankfurt, 
DE 

Human TruStain 
FcX™ 

- - BioLegend, London, UK 
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2.1.7 Reagenzien zur Zellisolierung 

Tabelle 7: Übersicht über die verwendeten Reagenzien zur Zellisolierung und deren Be-
zugsquelle.  

Name Hersteller 
Pan T Cell Biotin-Antibody Cocktail, mouse: 
CD11b, CD11c, CD19, CD45R, CD49b, CD105, 
Anti-MHC class II, Ter-119 
 

Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach, DE 

Anti-Biotin MicroBeads 
 

Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach, DE 
 

CD90.2 MicroBeads, mouse Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach, DE 

2.1.8 Medikamente 

Tabelle 8: Übersicht über die verwendeten Medikamente, deren Wirkstoff und Hersteller. 
Geordnet in alphabetischer Reihenfolge.  

Name Wirkstoff Hersteller 

Clexane® 20mg Enoxaparin-Natrium Sanofi-Aventis, Frankfurt am 
Main, DE 
 

Heparin-Natrium-5000-rati-
opharm® 
 

Heparin-Natrium Ratiopharm, Ulm, DE 

Metapyrin 500mg/ml Metamizol-Natrium Serumwerk Bernburg AG, 
Bernburg, DE 
 

Neomycin trisulfate salt hyd-
rate 

Neomycin Sigma-Aldrich, Deisenh-
ofen, DE 
 

2.1.9 EDV-Programme 

Tabelle 9: Übersicht über die verwendeten EDV-Programme. Geordnet in alphabetischer Rei-
henfolge.  

Software Verwendung Firma 
BD FACSDiva V6.1.3 
 

 BD, Heidelberg, DE 

Citavi 4 
 

Literaturverwaltung Swiss Academic Software 
GmbH, Wädenswil, CH 
 

Statistika 12 Statistik  StatSoft, Hamburg, DE 
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2.1.10 Herstellung gebrauchsfertiger Medien und Lösungen 

Tabelle 10: Übersicht über die verwendeten Medien und Lösungen und deren Zusammen-
setzung. 

Name Zusammensetzung 

Zellkulturmedium  Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium 1x 
+ L-Glutamin 
Penicillin/Streptomycin 1 % 
Fetal Calf Serum (FCS) 10 % 
 

Neomycin-Stammlösung 
Trinkwasser 

250 mg Neomycin trisulfat salt hydrat in  
1.000 ml H₂O 
 

Natriumcitrat(NaCi)-
Stammlösung 

73,525 g tri-Natrium-Citrat-Dihydrat in 
1.000 ml Aqua dest. 
 

NaCi-Lösung 1 Teil NaCi-Stammlösung  
1 Teil PBS ohne Mg, Ca und EDTA  
 

Buffy-Lösung 1 Teil NaCi-Lösung  
1 Teil Buffy-Coat  
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2.2 Methoden 

2.2.1 Tierexperimentelle Methoden 

Alle tierexperimentellen Methoden wurden unter Einhaltung der gesetzlichen Regelun-

gen und Bestimmungen laut Tierschutzgesetz durchgeführt und sind durch das Nieder-

sächsische Landesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit durch die Tier-

versuchsanträge 33.9-42502-04-12/0943 genehmigt worden. Um das Leiden der Mäuse 

so gering wie möglich zu halten, wurde das Trinkwasser mit dem Schmerzmittel Meta-

mizol versetzt. 

2.2.1.1 Haltung der Versuchstiere 

Die Tiere wurden den kompletten Versuchszeitraum in einem IVC-Käfig (individual ven-

tilated cage) mit einer maximalen Anzahl von fünf Mäusen pro Käfig gehalten. Dabei 

betrug die Temperatur 20 °C ± 2 °C und die Luftfeuchtigkeit 55 % ± 5 %. Zur Vermei-

dung von Kontaminationen wurden die Käfige nur unter einem Abzug geöffnet. Alle Tiere 

erhielten die gleiche Diät, als Futtermittel dienten Pellets (V1534-0, ssnif R/M-H) und 

Breifutter (V1530-0, ssnif R/M-H). Das Breifutter wurde erst ab einem Gewicht von unter 

20 g bei mindestens einem Tier im Käfig zusätzlich gefüttert. Bei Breifuttergabe wurden 

die Käfige täglich gewechselt. Ansonsten erfolgte ein Käfigwechsel am Transplantati-

onstag und an den Therapietagen. Um Infektionen zu vermeiden und Schmerzen zu 

reduzieren, wurde dem Trinkwasser ab dem Tag der Transplantation das Antibiotikum 

Neomycin und das Schmerzmittel Metapyrin (Metamizol) zugesetzt. Dafür wurden 

100 ml Neomycin-Stammlösung und 2,8 ml Metapyrin mit 900 ml Wasser vermischt. Das 

Trinkwasser wurde dreimal pro Woche erneuert.  

2.2.1.2 Mäusemodell zur aGvHD 

Um eine aGvHD im Mäusemodell auslösen zu können, ist das Vorgehen nach einem 

Transplantationsmodell notwendig (Tischner et al. 2011). Als Empfängertiere dienten 

immer zwischen zehn und zwölf Wochen alte, männliche BALB/c Mäuse (Charles River 

Laboratories, Sulzfeld, Deutschland). Die Zellen zur Transplantation wurden bei allen 

Transplantationen aus männlichen C57BL/6J (B6) Spendertieren (Janvier, St. Berthevin, 

Frankreich) gewonnen. Bei dieser Kombination handelt es sich um ein MHC-Mismatch-

Modell. Zunächst wurden die Empfängertiere mittels Ganzkörperbestrahlung konditio-

niert. Am darauffolgenden Tag (Tag 0) erfolgte die Gewinnung der zu transplantierenden 

Zellen und die Transplantation. 
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2.2.1.3 Bestrahlung der Mäuse 

Zur Konditionierung, vor der Knochenmarktransplantation, erhielten die Mäuse einmalig 

eine Ganzkörperbestrahlung mit der letalen Dosis von 9,5 Gy (1 Gy/min). Dazu wurden 

die Mäuse käfigweise in ein Bestrahlungsgefäß gesetzt und durch die Röntgenstrahlan-

lage Gulmay RS 225 bestrahlt. Die Grayzahl konnte mittels Tischhöhe eingestellt wer-

den. Die Bestrahlung erfolgte immer mit 1 Gy/min über 9,5 min. Zur Kontrolle wurde je-

weils ein Indikatorstreifen (Rad-Sure™ blood irradiation indicators, Ashland, Convington, 

USA) mitbestrahlt. An dem Farbumschlag des Indikatorstreifens konnte die Grayzahl ab-

geschätzt und so die Bestrahlung verifiziert werden.  

2.2.1.4 Gewinnung der Zellen 

Um eine akute GvHD sicher induzieren zu können, müssen zunächst ausreichend Spen-

derzellen aus Knochenmark, Lymphknoten und Milz gewonnen werden. Im durchgeführ-

ten Transplantationsmodell wurden pro Empfängertier 10x106 Knochenmarkzellen aus 

Femur und Tibia und 2x106 T-Zellen aus Lymphknoten und Milz für eine sichere Auslö-

sung einer aGvHD benötigt. 

Die C57BL/6J Spendertiere wurden dafür mittels CO₂ und zervikaler Dislokation abge-

tötet. Anschließend wurden mit Hilfe von sterilem Präparationsbesteck die inguinalen, 

zervikalen, axillaren und mesenterialen Lymphknoten sowie die Milz entnommen und in 

Petrischalen mit eisgekühlter, steriler phosphatgepufferten Salzlösung (PBS) gegeben. 

Tibia und Femur beider Hinterbeine wurden entfernt und von Geweberesten befreit. 

Lymphknoten und Milz wurden jeweils unter sterilen Bedingungen mit Hilfe des Stempels 

einer Spritze durch ein 40 µm Zellsieb gedrückt. Dabei wurde mehrfach mit PBS gespült, 

um alle Zellen aus dem Zellsieb zu entfernen. Die Knochenenden von Tibia und Femur 

wurden mit einer Schere abgeschnitten und das Knochenmark unter sterilen Bedingun-

gen mit einer Spritze mit Kanüle durch PBS aus dem Knochen in eine Petrischale ge-

spült. Anschließend wurden die separat gewonnenen Zellsuspensionen von Lymphkno-

ten, Milz und Knochenmark jeweils bei 300 g0 (g0 ist die Fallbeschleunigung von 

9,81m/s²) und 4 °C für 10 min zentrifugiert und dann mit Hilfe einer Neubauer Zählkam-

mer die jeweiligen Zellzahlen bestimmt. 

Zur weiteren Separation wurde das Verfahren der Magnetic Cell Seperation (MACS) an-

gewandt.  

Bei der Magnetic Cell Seperation werden, mit Hilfe magnetischer MicroBeads und mag-

netischer Säulen, Zellen markiert und so sortiert. Dabei wird die gewünschte Zellpopu-

lation zunächst in einer Zellsuspension durch Antikörper, die mit den magnetischen 
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MicroBeads verbunden sind, markiert. Die Zellsuspension, die nun markierte und un-

markierte Zellen enthält, wird in die MACS-Säule gegeben. Sie befindet sich im MACS-

Separator. Der MACS-Separator enthält einen starken Magneten, der ein Magnetfeld 

erzeugt, wodurch die magnetisch markierten Zellen zurückgehalten werden. Die nicht 

markierten Zellen können die MACS-Säule ungehindert durchlaufen. Diese aufgefan-

gene Zellsuspension enthält keine markierten Zellen mehr (Depletion). Die in den Säulen 

verbliebenen markierten Zellen können anschließend bei Bedarf ausgewaschen werden 

(positive Selektion) (Miltenyi et al. 1990). 

Im Einzelnen wurde dabei folgendermaßen vorgegangen: 

Die gewünschten Zellzahlen von Knochenmark (KM), Milz (SP) und Lymphknoten (LN) 

(maximal 6x108 Zellen pro Säule) wurden gewaschen und anschließend in dem vorge-

schriebenen Volumen PBS aufgenommen.  

2.2.1.5 Depletion der T-Lymphozyten aus der Knochenmarkzellsuspension  

Die T-Lymphozyten bestimmen die Schwere der aGvHD. Aus diesem Grund wurde die 

Knochenmarkzellsuspension T-Zell depletiert, um so den Ausprägungsgrad der aGvHD 

besser steuern zu können. Die T-Zellen wurden aus Milz und Lymphknoten gewonnen. 

Das Antigen CD90.2 ist auf den T-Lymphozyten der meisten Inzucht-Mauslinien zu fin-

den und kann dazu genutzt werden, diese zu markieren und zu selektieren. Dafür wurde 

die Knochenmarkzellsuspension mit 167 µl CD90.2 MicroBeads gemischt und für 15 min 

bei 4 °C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 5 ml PBS und eine Zentrifugation bei 

300 g0 für 10 min. Das Pellet wurde in 3 ml PBS resuspendiert. 1,5 ml der KM-Suspen-

sion wurden in die zuvor mit 3 ml gewaschenen MACS-Säulen gegeben. Nachdem die 

Zellsuspension die Säulen passiert hatte, wurden die Säulen mit 3x3 ml PBS gespült, 

um alle nicht markierten Zellen aus den Säulen zu waschen. Das Ganze wurde nochmals 

genauso mit den verbliebenen 1,5 ml der KM-Suspension wiederholt. Die so gewonne-

nen und aufgefangenen T-Zell-depletierten Knochenmarkzellen wurden gezählt.  

2.2.1.6 Gewinnung der T-Zellen 

Die Suspensionen von Lymphknoten und Milz wurden jeweils mit 3 µl Pan T Cell Biotin-

Antibody Cocktail pro 107 Zellen für 10 min inkubiert. Danach wurden sie mit 10 µl PBS 

pro 107 Zellen gemischt und mit 6,5 µl Anti-Biotin Beads pro 107 Zellen für 15 min inku-

biert. Anschließend erfolgte die Zugabe von je 4 ml PBS und eine Zentrifugation bei 

300 g0 für 10 min. Die Pellets wurden in 3 ml PBS resuspendiert. Die zwei Zellsuspensi-

onen wurden analog zum Knochenmark mittels MACS-Säulen separiert und gezählt. 
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2.2.1.7 Fertigstellung des Stammzelltransplantats 

Pro Tier wurden 10x106 KM-Zellen, 1x106 LN-Zellen und 1x106 SP-Zellen benötigt. Um 

bei der Injektion ausreichend Transplantat zur Verfügung zu haben, wurde die doppelte 

Zellzahl angesetzt. Das heißt, bei einer Serie mit 20 Tieren wurde ein Ansatz für 40 Tiere 

(400x106 KM-Zellen, 40x106 LN-Zellen, 40x106 SP-Zellen) hergestellt.  

Die benötigten Zellzahlen von Knochenmark, Lymphknoten und Milz wurden in einem 

50 ml Röhrchen gesammelt und nochmals bei 300 g0 und 4 °C für 10 min zentrifugiert. 

Das Pellet wurde in PBS (150 µl pro Injektion) resuspendiert und in sterile Micro tubes 

gefüllt. Bis zur Transplantation wurde das Transplantat durchgehend auf Eis gekühlt.  

2.2.1.8 Stammzelltransplantation (Tag 0) 

Das gewonnene und aufgereinigte Transplantat wurde nun den BALB/c-Empfängertie-

ren injiziert. Die Transplantation der Zellen erfolgte i.v. in die linke oder rechte Schwanz-

vene. Jedes Tier erhielt ein Injektionsvolumen von 150 µl. Dafür wurden die Mäuse, ins-

besondere der Schwanz, unter einer Infrarotlampe angewärmt, um die Schwanzvenen 

zu erweitern und so die korrekte i.v. Injektion des Transplantats zu erleichtern. In einer 

speziell angefertigten Halterung wurden die Mäuse fixiert, um so ungehindert in die 

Schwanzvenen injizieren zu können. Zur Injektion wurden sterile Insulinspritzen verwen-

det. Anschließend wurde das Ausgangsgewicht der Mäuse ermittelt.  

2.2.1.9 Färbung der Zellen der Stammzelltransplantation 

Am Tag nach der Transplantation (Tag 1) wurden die Zellen, die für die Knochenmark-

transplantation an Tag 0 genutzt wurden, gefärbt und mittels Durchflusszytometrie ana-

lysiert. Dafür wurden 1x106 Zellen von Knochenmark, Lymphknoten und Milz in jeweils 

zwei Röhrchen gegeben (eine gefärbte und eine ungefärbte Probe pro Gewebe). Die 

Röhrchen mit den ungefärbten Proben wurden bis zu der Messung im Durchflusszyto-

meter gekühlt. Die Zellen des Knochenmarks wurde mit 10 µl Lineage Cell Detection 

Cocktail Biotin mouse gemischt und für 10 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert und an-

schließend mit 1 ml PBS gewaschen und bei 350 g0 für 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Das 

Pellet wurde in 100 µl PBS resuspendiert und mit 10 µl Anti-Biotin FITC, 10 µl CD117 

APC und 10 µl CD90.2 T-Cell Cocktail durchmischt und erneut für 10 min bei 4 °C im 

Dunkeln inkubiert. Der Waschschritt wurde wiederholt und das Pellet in 200 µl PBS re-

suspendiert. Die Zellen von Lymphknoten und Milz wurden jeweils mit 10 µl CD90.2 T-

Cell Cocktail für 10 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert, ebenfalls gewaschen und in 200 µl 

PBS resuspendiert. Die gefärbten und ungefärbten Proben wurden im Anschluss im 

Durchflusszytometer FACS Canto II, BD gemessen. 
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2.2.1.10 Monitoring der transplantierten Mäuse  

Die Tiere wurden nach der Transplantation täglich begutachtet und gewogen. Der Krank-

heitsverlauf wurde mit Hilfe einer Punktetabelle dokumentiert (siehe Tabelle 11). Dabei 

wurde anhand der Kriterien Fellbeschaffenheit/Hautintegrität, Aktivität, Körperhaltung, 

Durchfall und Gewichtsverlust der Ausprägungsgrad der GvHD beurteilt. Pro Kriterium 

konnte eine maximale Punktzahl von zwei Punkten vergeben und so eine Maximalpunkt-

zahl von zehn Punkten erreicht werden. Erreichten die Tiere jedoch einen Gesamtscore 

von sechs oder mehr Punkten oder einen Gesamtscore von fünf oder mehr Punkten an 

mehr als drei aufeinanderfolgenden Tagen, wurden die Tiere aus tierschutzrechtlichen 

Gründen aus dem Versuch genommen und zur weiteren Untersuchung von Lymphkno-

ten und Milz mittels CO₂ und zervikaler Dislokation euthanasiert. Bei einem Gewichts-

verlust von mehr als 25 % innerhalb von 24 Stunden wurden die Mäuse ebenfalls vor-

zeitig aus dem Versuch genommen. Nach 49 bzw. 30 Tagen wurde der Versuch beendet 

und die verbliebenen Tiere wurden zur weiteren Analyse von Lymphknoten und Milz eu-

thanasiert. 

Tabelle 11: Punktetabelle für das tägliche Monitoring. 

Kriterium Score 0 Score 1 Score 1,5 Score 2 

Körperhal-

tung 
Normal 

Leichtes  

Buckeln nur 

während des 

Sitzens 

Deutliches 

Buckeln 

Starkes Bu-

ckeln, auch 

während der 

Bewegung 

Aktivität Normal 
Leicht redu-

ziert 

Deutlich redu-

ziert 

Bewegungslo-

sigkeit, außer 

nach Stimula-

tion 

Fellbeschaf-

fenheit und 

Hautintegrität 

Normal 

Leicht struppi-

ges Fell oder 

schuppige 

Haut 

Stark struppi-

ges Fell 

Stark struppi-

ges Fell und 

regionaler Fell-

verlust 

Diarrhoe Keine Leicht Mäßig Stark 

Gewichtsver-

lust 
< 10 % 

> 10 % bis 

< 20 % 
- > 20 % 
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2.2.1.11 Therapie der transplantierten Mäuse 

Um die Einwirkung von UFH und NMH auf die aGvHD im Mausmodell zu untersuchen 

und die möglichst effektivste Form zu finden, wurden unterschiedliche Dosen beider 

Substanzen über verschiedenen Applikationswege erprobt. Als NMH wurde Enoxaparin-

Natrium (Clexane) der Firma Sanofi-Aventis verwendet. Als UFH diente Heparin-Nat-

rium-5000 der Firma Ratiopharm (Heparin). Eine Übersicht über alle durchgeführten Se-

rien mit den jeweiligen Therapieschemata ist in Tabelle 12 dargestellt. 

Tabelle 12: Übersicht über alle Serien mit Therapieschemata. 

Serien-

Nummer 
Tierzahl 

Medika-

ment 

Injektions-

art 

Dosis pro 

Injektion 

I.E./kg 

KG 

Serie 42 
10 Therapietiere 

10 Kontrolltiere 

Clexane 

NaCl 
s.c. 

5 I.E. 

- 

200 

- 

Serie 44 

8 Therapietiere 

8 Therapietiere 

9 Kontrolltiere 

Clexane 

Heparin 

NaCl 

s.c. 

0,5 I.E. 

5 I.E. 

- 

20  

200 

- 

Serie 46 

7 Therapietiere 

7 Therapietiere 

6 Kontrolltiere 

Heparin 

Heparin 

NaCl 

s.c. 

2,5 I.E. 

1,25 I.E. 

- 

100 

50 

- 

Serie 48 

7 Therapietiere 

7 Therapietiere 

6 Kontrolltiere 

Clexane 

Heparin 

NaCl 

i.v. 

0,5 I.E. 

2,5 I.E. 

- 

20 

100 

- 

Serie 50 

7 Therapietiere 

7 Therapietiere 

6 Kontrolltiere 

Clexane 

Heparin 

NaCl 

i.v. 

0,5 I.E. 

2,5 I.E. 

- 

20 

100 

- 

Serie 52 

9 Therapietiere 

8 Therapietiere 

8 Kontrolltiere 

Heparin 

Heparin 

NaCl 

s.c. 

1,25 I.E. 

0,625 I.E. 

- 

50 

25 

- 

 

Als Applikationsformen wurde sowohl die s.c. als auch die i.v. Injektion angewandt. Es 

wurden Konzentrationen von 20-200 I.E. Heparin oder Clexane pro kg Körpergewicht 

(KG) appliziert. 

Die jeweils gewünschten Konzentrationen an Heparin oder Clexane wurden steril in iso-

toner Natriumchloridlösung (NaCl) gelöst und pro Injektion wurde ein Volumen von 

100 µl, je nach Serie entweder s.c. oder i.v., verabreicht. In allen Serien gab es parallel 
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zu den Therapietieren auch eine Gruppe von Kontrolltieren. Diese erhielten auf die glei-

che Injektionsart ein Volumen von 100 µl NaCl ohne Zugabe des Therapeutikums. Die 

Therapie- und Kontrolltiere wurden in allen durchgeführten Serien gemischt gehalten. 

Zur eindeutigen Identifizierung wurden die Tiere vor Versuchsbeginn mittels Ohrlochung 

markiert.  

Die s.c. Injektionen erfolgten dreimal pro Woche, jeweils Montag, Mittwoch und Freitag, 

über den kompletten Versuchszeitraum (siehe Abbildung 2). In einer Serie erfolgten die 

s.c. Injektionen einmal täglich, an sechs Tagen die Woche, über einen Zeitraum von 30 

Tagen. Dabei wurde abwechselnd in die Nacken- oder Leistenfalten der Mäuse injiziert, 

um die Entstehung eines Abszesses durch die häufigen Injektionen vorzubeugen. Zur 

Injektion in die Nackenfalte wurden die Mäuse mit einer Hand auf dem Käfiggitter fixiert 

während gleichzeitig mit zwei Fingern die Haut des Nackens etwas angehoben wurde. 

Mit der anderen Hand wurde die gewünschte Substanz in die angehobene Nackenfalte 

injiziert. Zur Injektion in die rechte oder linke Leistenfalte wurden die Tiere im Zwangsgriff 

fixiert. Dazu wird die Maus vorsichtig auf das Käfiggitter gedrückt und mit Daumen und 

Zeigefinger im Nacken gegriffen. Der Schwanz wird zwischen Ring- und Kleinfinger der-

selben Hand fixiert. Nun liegen die Leistenfalten frei und mit der anderen Hand kann s.c. 

injiziert werden. Die Injektion erfolgte mit Sterican Einmalkanülen Gr. 20. 

 

 

Abbildung 2: Zeitskala der s.c. Injektionen in Tagen, eigene Darstellung. Tx: Transplantation 

 

Die i.v. Injektionen erfolgten ein- bzw. zweimal pro Woche vor den zu erwartenden 

Krankheitswellen über einen Zeitraum von drei Wochen in die beiden außen liegenden 

Schwanzvenen (siehe Abbildung 3). Diese Applikationsform wurde nicht über den ge-

samten Versuchszeitraum angewandt, da die Schwanzvenen der Mäuse durch die 

aGvHD und die mehrfachen Injektionen stark vernarben und eine korrekte und vollstän-

dige Applikation des Medikamentes so nach beiden abgelaufenen Krankheitswellen 

nicht mehr gewährleistet gewesen wäre. Insgesamt erfolgte die Injektion an fünf ver-

schiedenen Zeitpunkten. Wie auch bei der Transplantation wurden die Mäuse vor der 

i.v. Injektion, speziell der Schwanz, unter einer Infrarotlampe angewärmt, um die Venen 
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zu erweitern. In einer speziell angefertigten Halterung wurden die Mäuse fixiert, so dass 

ungehindert in die Schwanzvenen injiziert werden konnte. Die Injektion erfolgte analog 

zur Transplantation mit sterilen Insulinspritzen. Aufgrund der beschriebenen Maßnah-

men konnte bei allen durchgeführten i.v. Applikationen die geplante Dosis sicher injiziert 

werden.  

 

 

Abbildung 3: Zeitskala der i.v. Injektionen in Tagen, eigene Darstellung. 

 

2.2.1.12 Durchflusszytometrische Analyse von Lymphknoten und Milz 

Sobald die Tiere einen Gesamtscore von sechs oder mehr Punkten erreichten oder der 

Versuch nach 49 bzw. 30 Tagen beendet wurde, ohne dass ein Gesamtscore von sechs 

oder mehr Punkten erreicht wurde, wurden die Tiere euthanasiert und die Zellen von 

Lymphknoten und Milz mittels Durchflusszytometrie analysiert. Zwei Beispiele zu den 

Gating-Strategien in der Durchflusszytometrie sind in den Abbildungen A.1 und A.2 im 

Anhang dargestellt.  

Hierzu wurden den Tieren, nach der Tötung, Lymphknoten und Milz entnommen und 

jeweils nicht steril durch ein 40 µm Zellsieb gedrückt. Das Sieb wurde mehrfach mit PBS 

gespült, um alle Zellen zu entfernen. Anschließend wurden beide Zellsuspensionen bei 

350 g0 und Raumtemperatur für 5 min zentrifugiert. Das Pellet der Lymphknotensuspen-

sion wurde in 300 µl PBS resuspendiert und jeweils 1x106 Zellen in zwei Röhrchen ge-

geben (gefärbte und ungefärbte Probe). Das Pellet der Milzsuspension wurde zur Eryth-

rozytenlyse mit 1 ml Red Blood Cell Lysing Buffer gemischt und für eine Minute auf ei-

nem Rollenmischer geschwenkt. Danach wurde der Zellsuspension 20 ml PBS hinzuge-

fügt und bei 400 g0 und Raumtemperatur für 7 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml 

PBS resuspendiert und ebenfalls je 1x106 Zellen in zwei Röhrchen gegeben.  

Die Röhrchen mit den ungefärbten Proben wurden gekühlt aufbewahrt. Die Zellen der 

verbliebenen Röhrchen wurden jeweils mit 1 µl Anti-mouse CD3 FITC (0,5 µg), 0,7 µl 

Anti-mouse CD4 PE (0,125 µg) und 0,7 µl Anti-mouse CD8 APC (0,125 µg) Antikörpern 

durchmischt und für 10 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 
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wurden 2 ml PBS hinzugefügt und für 5 min bei 350 g0 zentrifugiert. Das Pellet wurde in 

200 µl PBS resuspendiert und im Durchflusszytometer FACS Canto II, BD gemessen.  

2.2.2 In-vitro-Untersuchungen 

2.2.2.1 Zellkultur 

Da der Einfluss von Heparin und Clexane auf die Immunzellen des Menschen im Rah-

men des Projekts von großem Interesse war, wurden zusätzlich zu den In-vivo-Untersu-

chungen auch In-vitro-Untersuchungen durchgeführt. Mit Hilfe von Zellkulturen wurde 

das Proliferationsverhalten humaner Leukozyten nach Zugabe von Lipopolysaccharid 

E.coli 026:B6 als Immunstimulans und nach Zugabe von Clexane oder Heparin als mög-

licher Hemmstoff der Immunzellen untersucht. Die humanen Leukozyten wurden aus 

Buffy Coats des Blutspendedienstes der Universitätsmedizin Göttingen extrahiert. Die 

durchgeführten In-vitro-Versuche sind durch die Ethikkommission der Universitätsmedi-

zin Göttingen durch den Ethikantrag „Untersuchung inflammatorischer Parameter huma-

ner mononukleärer Zellen nach Behandlung mit Heparin und Heparin-Derivaten in vitro“ 

mit der Antragsnummer DOK_287_2015 genehmigt worden. 

2.2.2.2  Extraktion der Leukozyten 

Um aus dem Buffy-Coat die Leukozyten für die Zellkulturen zu extrahieren, wurde der 

Buffy-Coat aufgereinigt und von den Thrombozyten freigewaschen. Im Anschluss wur-

den die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cell Proliferation Dye (CPD) eFluor® 450 

gefärbt und für 72 Stunden bei 37 °C und 5 % CO₂ inkubiert. Es wurde in allen Versuchen 

das unter 2.1.10 „Herstellung gebrauchsfertiger Medien und Lösungen“ dargestellte 

Nährmedium mit einem Zusatz von RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin, 1 % Penicil-

lin/Streptomycin und 10 % FCS verwendet. 

Im Einzelnen wurde dabei folgendermaßen vorgegangen:  

Zuerst erfolgte die Herstellung der NaCi- und Buffy-Lösung (siehe Kapitel 2.1.10 „Her-

stellung gebrauchsfertiger Medien und Lösungen“). Danach wurden 20 ml Ficoll-Paque 

PLUS in ein 50 ml Röhrchen gegeben und mit 30 ml der Buffy–Lösung vorsichtig über-

schichtet. Das 50 ml Röhrchen wurde bei 800 g0, Raumtemperatur und ohne Bremse 

(R = 0) für 30 min zentrifugiert. Durch die Zentrifugation bilden sich drei Schichten (siehe 

Abbildung 4), eine obere Schicht aus Plasma, eine mittlere Schicht aus Leukozyten (und 

Thrombozyten) und eine untere Schicht aus Erythrozyten. Die obere Plasmaschicht 

wurde mit einer Glaspipette abgesaugt und verworfen. Da nur die Leukozytenschicht 

benötigt wurde, wurde diese mit einer 1 ml Pipette aufgenommen und in ein neues 50 ml 

Röhrchen überführt. Die untere Erythrozytenschicht verblieb im Röhrchen und wurde 
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verworfen. Zur Auswaschung der Thrombozyten wurde das Volumen der Leukozyten-

schicht mit dem dreifachen Volumen NaCi-Lösung gemischt und für 10 min bei 100 g0 

und Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 8 ml NaCi–Lösung resuspen-

diert und nochmals für 10 min bei 100 g0 und Raumtemperatur zentrifugiert. Darauffol-

gend wurde dem Pellet 1 ml NaCi-Lösung zugegeben und die Leukozyten mit Hilfe einer 

Neubauer Zählkammer ausgezählt. 

 

Abbildung 4: Röhrchen mit Buffy-Lösung und Ficoll Paque Plus™ vor und nach Zentrifu-
gation, basierend auf GE Healthcare (2007). 

 

2.2.2.3 Färbung der Leukozyten mit dem Farbstoff CPD eFluor® 450  

Mit Hilfe des CPD eFluor® ist es möglich die Proliferationsrate von Zellen mittels Durch-

flusszytometrie zu messen. Dafür bindet der Farbstoff an zelluläre Proteine mit primären 

Aminen und verteilt sich bei einer Zellteilung gleichmäßig auf die entstehenden Tochter-

zellen. Dabei wird die Fluoreszenzintensität halbiert und dieser Fluoreszenzabfall kann 

im Durchflusszytometer ermittelt werden. Das heißt, je mehr Zellteilungen stattfinden, 

desto größer ist der gemessene Fluoreszenzabfall. Der Farbstoff wird bei einer Wellen-

länge von 409 nm maximal angeregt (Thermo Fisher Scientific 2017). 

Bevor die Leukozyten mit dem Fluoreszenzfarbstoff CPD eFluor® 450 (eBioscience, 

Frankfurt, DE) gefärbt wurden, wurde zunächst eine ungefärbte Kontrolle mit 5x106 Leu-

kozyten in einer Zellkulturflasche mit 5 ml Medium ausplattiert. Einer Leukozytenzahl von 

40x106 wurden 2 ml PBS zugegeben und mit 2 µl des CPD Farbstoffes vermischt. Die 

Zellsuspension wurde im Dunkeln bei Raumtemperatur für 20 min inkubiert. Durch die 

Zugabe des vier- bis fünffachen Volumens des Mediums mit einer Temperatur von ca. 

4 °C wurde der Färbevorgang gestoppt und die Leukozytensuspension wurde für weitere 

5 min auf Eis und im Dunkeln inkubiert. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation bei 

350 g0 und Raumtemperatur für 10 min. Dem Pellet wurden 2 ml PBS zugegeben und 

die Probe wurde erneut zentrifugiert.  



 Material und Methoden 

32 
 

Die mit CPD gefärbten Leukozyten wurden gezählt und im Anschluss jeweils 5x106 Zel-

len in vier Zellkulturflaschen mit je 5 ml Medium ausplattiert. Die vier Zellkulturflaschen 

wurden im Anschluss unterschiedlich beimpft. In eine Zellkulturflasche wurde 1 µg/ml 

des Lipopolysaccharids E.coli 026:B6 (LPS) hinzugegeben, in eine weitere Zellkulturfla-

sche 0,4 I.E./ml Heparin bzw. Clexane und in eine Dritte sowohl LPS als auch Heparin 

bzw. Clexane. Eine Übersicht über die Beimpfung der Zellkulturflaschen ist in Tabelle 13 

dargestellt. Die Zellkulturflaschen wurden für 72 Stunden unter Lichtausschluss bei 

37 °C und 5 % CO₂ inkubiert.  

Tabelle 13: Übersicht über die Beimpfung der Zellkulturflaschen. 

Kulturfla-

schenbe-

zeichnung 

Zellen + 

Medium 
CPD 

LPS 

1 µg/ ml 

Heparin/ 

Clexane        

0,4 I.E./ml 

Kontrolle 
5x106 Zellen in 

5 ml Medium 
- - - 

CPD 
5x106 Zellen in 

5 ml Medium 
+ - - 

LPS 
5x106 Zellen in 

5 ml Medium 
+ + - 

Heparin/ 

Clexane 

5x106 Zellen in 

5 ml Medium 
+ - + 

LPS + Heparin/ 

Clexane 

5x106 Zellen in 

5 ml Medium 
+ + + 

 

2.2.2.4 CD3-, CD14-, CD19- Färbung der Leukozyten und durchflusszytometri-
sche Analyse 

Nach abgeschlossener Inkubationszeit erfolgte die Färbung der Leukozyten mit drei wei-

teren humanen Antikörpern (CD3 FITC, CD19 APC und CD14 PE) und die Analyse der 

Proliferationsrate sowie Zellzahl der CD3+, CD19+, und CD14+ Zellen im Durchflusszyto-

meter FACS Canto II, BD. Hierbei war stets darauf zu achten, die bereits mit CPD ge-

färbten Zellen so gut wie möglich vor Lichteinfall zu schützen, da dieser Farbstoff sehr 

lichtempfindlich ist. Pro Zellkulturflasche wurden eine Millionen Zellen entnommen und 

in beschriftete Röhrchen gegeben. Alle Röhrchen wurden äquivalent gewaschen und 

gefärbt. Zunächst wurden die Zellen durch zweimaliges Waschen bei 350 g0 und Raum-

temperatur für 5 min vom Medium gereinigt und anschließend in 200 µl PBS resuspen-

diert. Das Kontroll-Röhrchen mit den ungefärbten Zellen wurde beiseite gestellt. Den 

übrigen vier Röhrchen wurden 5 µl Human TruStain FcX zugeben und für 5 min bei 
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Raumtemperatur inkubiert. Die Zugabe von Human TruStain FcX (Fc Receptor Blocking 

Solution) verhindert eine ungewollte, überschießende Färbung. Dabei wird die spezifi-

sche und gewollte Antikörperfärbung nicht beeinflusst. Im Anschluss konnte ohne wei-

tere Waschung die Zugabe von 2,5 µl Anti-human CD3 FITC, 2,5 µl Anti-human CD19 

APC und 2,5 µl Anti-human CD14 PE Antikörper und die Inkubation für 10 min bei Raum-

temperatur im Dunkeln erfolgen. Die Zellen wurden mit 2 ml PBS gewaschen und bei 

350 g0 für 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 µl PBS resuspendiert und im 

Durchflusszytometer gemessen. In der durchflusszytometrischen Analyse wurde jeweils 

der Anteil der proliferierenden T-Zellen, B-Zellen oder Monozyten in Bezug auf alle mo-

nonukleären Zellen betrachtet. Ein Beispiel zur Gating-Strategie in den In-vitro-Untersu-

chungen ist in der Abbildung A.3 im Anhang dargestellt.  

2.2.3 Statistische Auswertungen  

Die Überlebensraten wurden mit Hilfe der Kaplan-Meier-Überlebenskurven analysiert 

und der Log-Rank-Test diente zur Ermittlung der dazugehörigen p-Werte. Ein p-Wert 

von < 0,05 wurde als statistisch signifikant definiert. Die Auswertung der Daten aus den 

durchflusszytometrischen Analysen erfolgte mit Hilfe des Student´s t-Test. In den Bal-

kendiagrammen wurde stets der Mittelwert mit dem Standardfehler dargestellt. 
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3. Ergebnisse 

In dem folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der durchgeführten Versuche darge-

stellt. Dabei werden zunächst die tierexperimentellen Versuche (Abschnitt 3.1) und da-

rauffolgend die In-vitro-Versuchsergebnisse (Abschnitt 3.2) abgebildet und erläutert. Die 

Durchführung der Versuche und die Gewinnung der Daten erfolgten durch die in Kapitel 

2.2 beschriebenen Methoden.  

3.1 Ergebnisse der tierexperimentellen Versuche 

In mehreren Studien konnte bereits die antiinflammatorische Wirkung von Heparin in 

verschiedenen Erkrankungen nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wurde daher an-

genommen, dass die Gabe von Heparin, die ebenfalls durch entzündliche Mechanismen 

ausgelöste aGvHD, mildern kann. Um dies zu untermauern, wurden mehrere Versuchs-

reihen mit unterschiedlichen Applikationsformen und Konzentrationen von UFH und 

NMH nach muriner Knochenmarktransplantation und Induktion einer aGvHD durchge-

führt. Um einen möglichen therapeutischen Einfluss der genannten Substanzen auf die 

aGvHD zu erkennen und nachzuweisen, wurden das Überleben, der klinische Ausprä-

gungsgrad der Krankheit und der Gewichtsverlust der Tiere der Therapie- und Kontroll-

gruppen miteinander verglichen. 

Nach Erreichen von einem Gesamtscore von sechs oder mehr Punkten oder nach Be-

endigung des Versuches nach 49 bzw. 30 Tagen wurden die T-Zellen aus Lymphknoten 

und Milz der unterschiedlichen Gruppen mittels Durchflusszytometrie analysiert und ver-

glichen. Ein möglicher immunologischer Effekt der Therapie sollte so aufgedeckt wer-

den. 

Die Ergebnisse der tierexperimentellen Versuche beziehen sich auf die s.c. Injektionen 

mit NMH (Abschnitt 3.1.1) und UFH (Abschnitt 3.1.2) sowie die i.v. Injektionen mit NMH 

und UFH (Abschnitt 3.1.3). Zum Schluss werden noch die Ergebnisse der Versuchsrei-

hen mit einer täglichen s.c. Injektion von UFH (Abschnitt 3.1.4) betrachtet. 

3.1.1 Subkutane Injektionen mit NMH 

Bei der s.c. Applikation von NMH handelt es sich mittlerweile um ein etabliertes Verfah-

ren im Krankenhausalltag, das zum Beispiel zur Thromboseprophylaxe angewendet 

wird. Dementsprechend wurden zunächst Versuchsreihen durchgeführt, in denen die 

s.c. Gabe von unterschiedlichen Dosen des NMH Enoxaparin (Clexane) erfolgte. Hierbei 

wurden Konzentrationen von 200 I.E./kg KG und 20 I.E./kg KG verwendet. In Kapitel 4.3 
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„Einfluss der unterschiedlichen Dosen auf den Krankheitsverlauf der aGvHD im Maus-

modell“ folgt eine nähere Erläuterung bezüglich der zu Beginn und im Verlauf gewählten 

Dosen. 

 

Abbildung 5: Einfluss der s.c. Injektion von NMH (Clexane) auf die murine aGvHD. Zwei 
Therapiegruppen wurden nach KMT im C57BL/6J  BALB/c transplantierten Mausmodell mit 
einer Clexane-Konzentration von 20 I.E./kg KG (n = 8) oder 200 I.E./kg KG (n = 10) behandelt 
und mit einer Kontrollgruppe, die nach simultaner KMT das gleiche Volumen NaCl erhielt (n = 19), 
verglichen. Der therapeutische Einfluss wurde anhand der Überlebenskurve nach Kaplan-Meier 
(A), dem klinischen GvHD Krankheitsscore (B) und dem Gewicht (C) ausgewertet und verglichen. 
Die Daten sind als Mittelwert dargestellt und wurden in zwei voneinander unabhängigen Versu-
chen durchgeführt. Abbildung A und B basierend auf Budde et al. (2015) mit freundlicher Geneh-
migung des Autors. 

In Abbildung 5 A ist mit Hilfe der Kaplan-Meier-Kurve das Überleben der Therapie- und 

Kontrollgruppen während des Versuchszeitraumes von 49 Tagen nach muriner Kno-

chenmarktransplantation dargestellt.  

Der Vergleich der Überlebensrate zeigt, dass sowohl die Therapiegruppe, die mit 

20 I.E./kg KG behandelt wurde, als auch die Therapiegruppe, die mit 200 I.E./kg KG be-

handelt wurde, zwischen Tag 9 und 38 ein geringeres Überleben aufwiesen als die Kon-

trollgruppe. Die Überlebensrate der Kontrolltiere lag an Tag 15 bei 79 %, während die 

Überlebensrate beider Therapiegruppen bei 50 % lag. Ab Tag 17, zu Beginn der zweiten 

Krankheitswelle, nahm jedoch auch die Tieranzahl der Kontrollgruppe ab und sank bis 

25

50

75

100

0 10 20 30 40 50

Ü
be

rl
eb

en
 in

 %

Zeit nach KMT in d

A

0

1

2

3

4

5

6

0 10 20 30 40 50

K
ra

nk
he

its
sc

or
e

Zeit nach KMT in d

B

70

80

90

100

0 10 20 30 40 50

G
ew

ic
ht

 in
 %

 

Zeit nach KMT in d

C

  Kontrolle 

  Clexane 20 I.E./kg KG 

  Clexane 200 I.E./kg KG 



 Ergebnisse 

36 
 

zum Ende des Versuchszeitraums auf eine Überlebensrate von 42 %. Die Therapie-

gruppe, die 20 I.E./kg KG erhielt, blieb ab Tag 9 konstant bei einer Überlebensrate von 

50 %. Das heißt, dass kein weiteres Tier dieser Gruppe während des Versuchszeit-

raums, auch nicht während der zweiten Krankheitswelle, aus dem Versuch genommen 

werden musste. Die Überlebensrate ist somit höher, allerdings gemäß dem Log-Rank-

Test nicht statistisch signifikant höher, als die der Kontrollgruppe (p = 0,97). Die Überle-

bensrate der dritten Vergleichsgruppe mit einer verabreichten Konzentration von 

200 I.E./kg KG NMH sank bis auf 30 % an Tag 49 und wies somit die geringste aber 

ebenfalls nicht statistisch signifikante Überlebensrate der drei Gruppen auf (p = 0,48). 

Wird der komplette Versuchszeitraum betrachtet, gibt es keinen statistisch signifikanten 

Unterschied hinsichtlich der Überlebensrate der drei Versuchsgruppen. 

Abbildung 5 B veranschaulicht den klinischen Ausprägungsgrad der aGvHD während 

des Versuchszeitraumes von 49 Tagen. Der Krankheitsscore zeigte zwischen der The-

rapiegruppe, die mit 20 I.E./kg KG NMH behandelt wurde und der Kontrollgruppe keinen 

wesentlichen und insbesondere keinen statistisch signifikanten Unterschied. Der Verlauf 

des Krankheitsscores zwischen den zwei Gruppen war annährend gleich. An Tag 6 

zeigte sich mit 1,3 Punkten Unterschied die größte Differenz zwischen den beiden Grup-

pen. Während des restlichen Versuchzeitraumes lag diese Differenz zwischen 0,1 und 

0,8 Punkten. Die Therapiegruppe, die eine s.c. Gabe von 200 I.E./kg KG NMH erhielt, 

hatte im Vergleich zur Kontrollgruppe dagegen durchgehend einen deutlich schwereren 

klinischen Ausprägungsgrad der aGvHD. Von Tag 11 bis Tag 20 lag der Krankheitsscore 

der Therapiegruppe, die mit 200 I.E./kg KG behandelt wurde, mindestens einen Punkt 

höher als der Krankheitsscore der Kontrollgruppe. An Tag 15 zeigte sich zwischen den 

zwei Gruppen ein statistisch signifikanter Unterschied mit einem Krankheitsscore von 

3,05 Punkten in der Kontroll- und einem Krankheitsscore von 4,45 Punkten in der The-

rapiegruppe (p = 0,04 an Tag 15, Abbildung 5 B). Der Verlauf des Krankheitsscores spie-

gelt erwartungsgemäß die Überlebensrate wider. Die Therapiegruppe mit der geringsten 

Überlebensrate, die mit 200 I.E./kg KG NMH behandelt wurde, wies den größten Krank-

heitsscore auf, während die Therapiegruppe mit der zum Versuchsende höchsten Über-

lebensrate (20 I.E./kg KG NMH) den geringsten Krankheitsscore aufwies. 

Abbildung 5 C zeigt den Gewichtsverlust der Tiere während des Versuchszeitraumes 

von 49 Tagen. Der Verlauf des Gewichtes der Kontrollgruppe und der Therapiegruppe, 

die mit 20 I.E./kg KG behandelt wurde, verläuft annähernd gleich und lag ab Tag 33 bei 

81 % +/- 2 % des Ausgangsgewichts. Die Therapiegruppe, die mit 200 I.E./kg KG thera-

piert wurde, wies dagegen ab Tag 19 einen 2-3 % größeren Gewichtsverlust im Ver-
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gleich zu den beiden erstgenannten Gruppen auf. An Tag 22 und 23 zeigte sich im Ver-

gleich zur 20 I.E./kg KG Therapiegruppe ein 6 % größerer Gewichtsverlust. Insgesamt 

ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.  

Zusammenfassend zeigte sich weder in der Überlebensrate, noch im klinischen Ausprä-

gungsgrad der aGvHD (bis auf eine Ausnahme an Tag 15) oder beim Gewichtsverlust 

der Tiere ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Die s.c. Appli-

kation von NMH (Clexane) beeinflusste den Verlauf der Krankheit nicht und zeigte zum 

Teil die Tendenz, den Krankheitsverlauf ungünstig zu beeinflussen. Insbesondere die 

gewählte Konzentration von 200 I.E./kg KG beeinflusste die Krankheit negativ. Die Tiere 

hatten den schwersten Krankheitsverlauf (p = 0,04 an Tag 15), den größten Gewichts-

verlust und die geringste Überlebensrate.  

 

 

Abbildung 6: Durchflusszytometrische Analyse der CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen von 
Lymphknoten (LN) und Milz (SP) nach s.c. Injektion von NMH (Clexane). Zwei Therapiegrup-
pen der C57BL/6J  BALB/c transplantierten Mäuse wurden jeweils mit einer Clexane-Konzent-
ration von 20 I.E./kg KG Clexane (n = 7) oder 200 I.E./kg KG (n = 9) behandelt, während die si-
multan transplantierte Kontrollgruppe (n = 19) das gleiche Volumen NaCl erhielt. Die LN und SP 
der Mäuse wurden analysiert, sobald die Tiere einen Gesamtscore von ≥ 6 Punkten erreichten 
oder der Versuch nach 49 Tagen beendet wurde. Der prozentuale Anteil der CD3+ T-Zellen (A), 
der CD4+ T-Zellen (B) und der CD8+ T-Zellen (C) von LN und SP wurde mittels durchflusszyto-
metrischer Analyse ausgewertet und verglichen (* p< 0,05). Die Daten der Balkendiagramme sind 
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als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt und wurden in zwei voneinander unabhängigen Ver-
suchen durchgeführt. Abbildung B und C basierend auf Budde et al. (2015) mit freundlicher Ge-
nehmigung des Autors. 

Die Ergebnisse der T-Zell-Analyse mittels Durchflusszytometrie zeigten in den Lymph-

knoten einen prozentual erhöhten Anteil der CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen in beiden 

Clexane-Gruppen. Dabei zeigte sich bei der mit 20 I.E./kg KG behandelten Therapie-

gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe eine statistisch signifikante Erhöhung der CD8+ 

T-Zellen mit einem p-Wert von p = 0,03. Die T-Zell-Analysen der Milz zeigten dagegen 

keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. Die Ergebnisse sind 

in den Abbildungen 6 A bis C dargestellt. 

3.1.2 Subkutane Injektionen mit UFH  

Im Anschluss an die Versuchsreihe der s.c. Applikation von NMH (Clexane) wurden wei-

tere s.c. Versuchsreihen mit UFH (Heparin) durchgeführt. Dabei kamen Injektionsdosen 

von 50, 100 und 200 I.E./kg KG UFH zur Anwendung.  

 

Abbildung 7: Einfluss der s.c. Injektion von UFH (Heparin) auf die murine aGvHD. Drei The-
rapiegruppen wurden nach KMT im C57BL/6J  BALB/c transplantierten Mausmodell mit einer 
Heparin-Konzentration von 50 I.E./kg KG (n = 7), 100 I.E./kg KG (n = 7) oder 200 I.E./kg KG 
(n = 8) behandelt und mit einer Kontrollgruppe, die nach simultaner KMT das gleiche Volumen 
NaCl erhielt (n = 15), verglichen. Der therapeutische Einfluss wurde anhand der Überlebenskurve 
nach Kaplan-Meier (A), dem klinischen GvHD Krankheitsscore (B) und dem Gewicht (C) ausge-
wertet und verglichen. Die Daten sind als Mittelwert dargestellt und wurden in zwei voneinander 
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unabhängigen Versuchen durchgeführt: Abbildung A und B basierend auf Budde et al. (2015) mit 
freundlicher Genehmigung des Autors. 

Abbildung 7 A veranschaulicht, mit Hilfe der Kaplan-Meier-Kurve, das Überleben der 

Kontroll- und der drei verschiedenen Therapiegruppen, die mit UFH behandelt wurden, 

während eines Versuchszeitraumes von 49 Tagen nach muriner Knochenmarktrans-

plantation. Die Überlebensraten der Therapiegruppen, die mit 200 I.E./kg KG und 

50 I.E./kg KG UFH behandelt wurden, lagen von Tag 9 bis Tag 49 konstant unter der 

Überlebensrate der Kontrollgruppe. Die beiden Therapiegruppen fielen bis zum Ver-

suchsende auf eine Überlebensrate von unter 15 % ab. Dabei verringerte sich das Über-

leben der Therapiegruppe, die 200 I.E./kg KG UFH erhielt, stetig bis zum Versuchsende. 

Ein Vergleich dieser Gruppe mit der Kontrollgruppe zeigt einen Abfall der Überlebensrate 

der Therapiegruppe von Tag 25 bis Tag 37 von 38 % auf 25 %, während die Kontroll-

gruppe von Tag 25 bis 37 konstant eine Überlebensrate von 60 % aufwies und bis zum 

Versuchsende stufenweise bis auf eine Überlebensrate von 40 % abfiel. Hierbei zeigte 

sich gemäß dem Log-Rank-Test kein statistisch signifikanter Unterschied (p = 0,18). Die 

mit 50 I.E./kg KG behandelte Therapiegruppe wies ebenfalls ab Tag 9 im Vergleich zur 

Kontrollgruppe einen kontinuierlichen, stufenweisen Abfall der Überlebensrate auf. Zwi-

schen Tag 25 und 38 fiel die Überlebensrate deutlich von 43 % auf 14 % ab, aber auch 

hier zeigte sich gemäß dem Log-Rank-Test kein statisch signifikanter Unterschied zwi-

schen der Therapie- und Kontrollgruppe (p = 0,20). Insgesamt waren die beiden be-

schriebenen Therapiegruppen der Kontrollgruppe bezüglich der Überlebensrate tenden-

ziell unterlegen. 

Die Therapiegruppe, die mit 100 I.E./kg KG UFH behandelt wurde, wies dagegen von 

Tag 9 bis Tag 31 mit 71 % eine geringfügig höhere Überlebensrate als die Kontroll-

gruppe mit 67 % (Tag 9 bis 17) und 60 % (Tag 17 bis 37) auf. Ab Tag 31 fiel die Überle-

bensrate der Therapiegruppe auf 43 % und somit unter die Überlebensrate der Kontroll-

gruppe ab. Zum Ende des Versuchszeitraumes näherten sich beide Gruppen mit einer 

Überlebensrate der Therapiegruppe von weiterhin 43 % und einer Überlebensrate der 

Kontrollgruppe von 40 % wieder an. Insgesamt betrachtet, gab es keinen statistisch sig-

nifikanten Unterschied hinsichtlich der Überlebensraten zwischen den zwei Versuchs-

gruppen (p = 0,87). Jedoch war die Überlebensrate der Kontrollgruppe sowie der Thera-

piergruppe, die mit 100 I.E./kg KG UFH behandelt wurde am Versuchsende mit 40 % 

bzw. 43 % deutlich höher als die Überlebensrate der beiden weiteren Therapiergruppen 

(50 I.E./kg KG und 200 I.E./kg KG), die jeweils unter 15 % lag. 

In Abbildung 7 B ist der klinische Ausprägungsgrad der aGvHD während des Versuchs-

zeitraumes von 49 Tagen nach Knochenmarktransplantation dargestellt. Auch hier fiel, 

besonders gegen Ende des Versuches, auf, dass die Therapiegruppen, die mit 50- und 
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200 I.E./kg KG UFH behandelt wurden, einen etwas schwereren klinischen Ausprä-

gungsgrad der Erkrankung aufwiesen. Der Krankheitsscore lag von Tag 35 bis zum Ver-

suchsende auf einem durchschnittlichen Wert von 5,6. Der Krankheitsscore der Kontroll- 

und der 100 I.E./kg KG Therapiegruppe war annähernd gleich und mit einem Wert von 

durchschnittlich 5,0 geringer als der der anderen zwei Therapiegruppen. Die Ergebnisse 

des Krankheitsscores zeigten zu keinem Zeitpunkt einen statistisch signifikanten Unter-

schied bezüglich des Ausprägungsgrad der aGvHD. 

Abbildung 7 C bildet den Gewichtsverlust innerhalb des Versuchszeitraumes von 49 Ta-

gen nach Knochenmarktransplantation ab. Der Verlauf des Gewichtsverlustes während 

des Versuchszeitraumes war zwischen allen vier Versuchsgruppen vergleichbar. Jedoch 

wies die Therapiegruppe, die mit 100 I.E./kg KG behandelt wurde, den größten Ge-

wichtsverlust von ca. 26 % zwischen Tag 1 und Tag 49 auf. Die Kontroll- sowie die The-

rapiegruppe, die 50 I.E./kg KG erhielt, hatten dagegen einen maximalen Gewichtsverlust 

von 22 %. Dies spiegelt nicht die entsprechenden Ergebnisse der Überlebensrate und 

des Krankheitsscores wider. Die Überlebensrate lag wie oben beschrieben bei der The-

rapiegruppe, die 100 I.E./kg KG erhielt sowie der Kontrollgruppe höher als die, der bei-

den weiteren Therapiegruppen (50 I.E./kg KG und 200 I.E./kg KG). Der Krankheitsscore 

war passend hierzu geringer. Zwischen den Therapiergruppen und der Kontrollgruppe 

zeigte sich jedoch hinsichtlich des Gewichtsverlustes kein statistisch signifikanter Unter-

schied. 

Werden alle Ergebnisse vergleichend betrachtet, zeigte sich in dieser Versuchsreihe we-

der im Überleben der Tiere, noch im klinischen Ausprägungsgrad der Krankheit oder 

beim Gewichtsverlust ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. 

Eine nicht tägliche s.c. Anwendung von UFH hat keinen Effekt auf den Verlauf der 

aGvHD im Mausmodell. 
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Abbildung 8: Durchflusszytometrische Analyse der CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen von 
Lymphknoten (LN) und Milz (SP) nach s.c. Injektion von UFH (Heparin). Drei Therapiegrup-
pen der C57BL/6J  BALB/c transplantierten Mäuse wurden jeweils mit einer Heparin-Konzent-
ration von 50 I.E./kg KG (n = 5), 100 I.E./kg KG (n = 6) oder 200 I.E./kg KG (n = 6) behandelt, 
während die simultan transplantierte Kontrollgruppe (n = 14) das gleiche Volumen NaCl erhielt. 
Die LN und SP der Mäuse wurden analysiert, sobald die Tiere einen Gesamtscore von ≥ 6 Punk-
ten erreichten oder der Versuch nach 49 Tagen beendet wurde. Der prozentuale Anteil der CD3+ 
T-Zellen (A), der CD4+ T-Zellen (B) und der CD8+ T-Zellen (C) von LN und SP wurde mittels 
durchflusszytometrischer Analyse ausgewertet und verglichen. Die Daten der Balkendiagramme 
sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt und wurden in zwei voneinander unabhängigen 
Versuchen durchgeführt: Abbildung B und C basierend auf Budde et al. (2015) mit freundlicher 
Genehmigung des Autors. 

Die Analyse der CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen von Lymphknoten und Milz mittels 

Durchflusszytometrie ergaben keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den 

Therapie- und Kontrollgruppen (siehe Abbildung 8 A bis C). Es zeigte sich jedoch in den 

Lymphknoten der Therapiegruppe, die 50 I.E./kg KG UFH erhielt, im Vergleich zur Kon-

trollgruppe ein prozentual erhöhter Anteil der CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen. In der 

Therapiegruppe, die mit 100 I.E./kg KG UFH behandelt wurde, lag der prozentuale Anteil 

der CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen in Lymphknoten und Milz dagegen immer etwas 

niedriger als der prozentuale Anteil dieser Zellen in der Kontrollgruppe. 
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3.1.3 Intravenöse Injektionen mit NMH und UFH 

Da die bisher durchgeführten Versuchsreihen der s.c. Applikationsform von NMH und 

UFH keine deutliche Beeinflussung, insbesondere keinen positiven Effekt auf den Ver-

lauf der aGvHD zeigen konnten, wurde als nächster Schritt die Applikationsform gewech-

selt. Es wurden einige Versuchsreihen mit einer i.v. Applikation von NMH und UFH 

durchgeführt. Dabei wurden Versuchsreihen mit Konzentrationen von 20 I.E./kg KG 

NMH (Clexane) oder 100 I.E./kg KG UFH (Heparin) durchgeführt, da diese Konzentrati-

onen in den zuvor s.c. durchgeführten Versuchsreihen die am vielversprechendsten Er-

gebnisse hervorbrachten. 

 

Abbildung 9: Einfluss der i.v. Injektion von NMH (Clexane) und UFH (Heparin) auf die 
murine aGvHD. Zwei Therapiegruppen wurden nach KMT im C57BL/6J  BALB/c transplantier-
ten Mausmodell mit einer Clexane-Konzentration von 20 I.E./kg KG (n = 14) oder einer Heparin-
Konzentration von 100 I.E./kg KG (n = 14) behandelt und mit einer Kontrollgruppe, die nach si-
multaner KMT das gleiche Volumen NaCl erhielt (n = 12), verglichen. Der therapeutische Einfluss 
wurde anhand der Überlebenskurve nach Kaplan-Meier (A), dem klinischen GvHD Krankheits-
score (B) und dem Gewicht (C) ausgewertet und verglichen. Die Daten sind als Mittelwert darge-
stellt und wurden in zwei voneinander unabhängigen Versuchen durchgeführt: Abbildung A und 
B basierend auf Budde et al. (2015) mit freundlicher Genehmigung des Autors. 

Abbildung 9 A zeigt mit Hilfe der Kaplan-Meier-Kurve das Überleben der Therapie- und 

Kontrollgruppen während des Versuchszeitraumes von 49 Tagen nach muriner Kno-

chenmarktransplantation. Die Therapiegruppe, die 20 I.E./kg KG Clexane erhielt, wies 

bis Tag 35 eine annähernd gleiche Überlebensrate wie die Kontrollgruppe auf. Ab 
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Tag 35 fiel die Überlebensrate dieser Therapiegruppe unter die der Kontrollgruppe ab, 

ab Tag 42 sogar so weit, dass die Gruppe eine Überlebensrate von 0 % aufwies. Die 

Kontrollgruppe dagegen lag weiterhin konstant bei einer Überlebensrate von 17 %. Ei-

nen statistisch signifikanten Unterschied gab es zwischen den zwei Gruppen nicht 

(p = 0,55). Die Therapiegruppe, die eine Dosis von 100 I.E./kg KG UFH erhielt, zeigte 

demgegenüber ab Tag 9 durchweg eine höhere Überlebensrate als die Kontrollgruppe. 

Ab Tag 11 bis zum Versuchsende an Tag 49 lag die Überlebensrate der 100 I.E./kg KG 

Therapiegruppe sogar stets 12 % oder mehr über der Überlebensrate der Kontroll-

gruppe. Von Tag 21 bis Tag 23 zeigte die Therapiegruppe überdies eine 32 % höhere 

Überlebensrate als die Kontrollgruppe. Am Versuchsende (Tag 49) wies die UFH-The-

rapiegruppe ein Überleben von 29 % und die Kontrollgruppe ein Überleben von 17 % 

auf. Insgesamt war dies jedoch gemäß dem Log-Rank-Test mit einem p-Wert von 

p = 0,34 nicht statistisch signifikant. 

Abbildung 9 B veranschaulicht den klinischen Ausprägungsgrad der aGvHD während 

des Versuchzeitraumes von 49 Tagen nach Knochenmarktransplantation. Auch hier 

zeigte sich zwischen der Therapiegruppe, die 20 I.E./kg KG Clexane erhielt und der Kon-

trollgruppe kein statistisch signifikanter Unterschied. Bis Tag 28 waren die Punktzahlen 

beider Gruppen annähernd gleich. Ab Tag 28 bis zum Versuchsende zeigte die Clexa-

negruppe passend zur Überlebensrate einen im Verlauf zunehmend schwereren klini-

schen Ausprägungsgrad der Krankheit als die Kontrollgruppe. Die Heparinversuchs-

gruppe dagegen wies auch hier ab Tag 10 einen deutlich geringeren Krankheitsscore 

als die Kontrollgruppe auf. An Tag 14 zeigte sich dabei ein statistisch signifikant niedri-

gerer Krankheitsscore der Heparingruppe mit einem p-Wert von p = 0,04 (Heparin-

Score: 3,1 Kontroll-Score 4,5 an Tag 14). Zum Versuchsende näherte sich der klinische 

Ausprägungsgrad der beiden Gruppen wieder an. 

In Abbildung 9 C ist der prozentuale Gewichtsverlust der Gruppen innerhalb des Ver-

suchszeitraumes von 49 Tagen nach Knochenmarktransplantation dargestellt. Die The-

rapiegruppe, die mit 20 I.E./kg KG Clexane therapiert wurde, wies ab Tag 8 einen durch-

weg größeren und im Verlauf zunehmenden Gewichtsverlust bezogen auf die Kontroll-

gruppe auf. Am Ende des Versuches zeigte sich ein 7 % größerer Gewichtsverlust dieser 

Therapiegruppe verglichen mit der Kontrollgruppe. Der Gewichtsverlust zwischen der 

Heparin- und Kontrollgruppe stellte sich annähernd gleich dar und lag ab Tag 20 bis zum 

Versuchsende bei beiden Gruppen bei 82 % +/- 3 % des Ausgangsgewichts. Am Ver-

suchsende wies die Therapiegruppe einen 3 % (79 % des Ausgangsgewichts) höheren 

Gewichtsverlust als die Kontrollgruppe (82 % des Ausgangsgewichts) auf. Insgesamt 

zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.  
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Der Vergleich der i.v. Veruchsreihen zeigt, dass weder im Überleben, noch im klinischen 

Ausprägungsgrad der aGvHD oder beim Gewichtsverlust der Tiere ein statistisch signi-

fikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen auftrat. Die i.v. Applikation von 

20 I.E./kg KG NMH (Clexane) beeinflusste den Krankheitsverlauf sogar eher ungünstig. 

Demgegenüber ließ sich bei der mit 100 I.E./kg KG Heparin behandelten Therapie-

gruppe ein geringfügiger therapeutischer Effekt feststellen. Es zeigte sich hier sowohl im 

Überleben als auch beim klinischen Ausprägungsgrad der Krankheit eine günstige Be-

einflussung des Krankheitsverlaufs. 

 

Abbildung 10: Durchflusszytometrische Analyse der CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen von 
Lymphknoten (LN) und Milz (SP) nach i.v. Injektion von NMH (Clexane) und UFH (Heparin). 
Zwei Therapiegruppen der C57BL/6J  BALB/c transplantierten Mäuse wurden jeweils mit einer 
Clexane-Konzentration von 20 I.E./kg KG (n = 11) oder einer Heparin-Konzentration von 
100 I.E./kg KG (n = 14) behandelt, während die simultan transplantierte Kontrollgruppe (n = 9) 
das gleiche Volumen NaCl erhielt. Die LN und SP der Mäuse wurden analysiert, sobald die Tiere 
einen Gesamtscore von ≥ 6 Punkten erreichten oder der Versuch nach 49 Tagen beendet wurde. 
Der prozentuale Anteil der CD3+ T-Zellen (A), der CD4+ T-Zellen (B) und der CD8+ T-Zellen (C) 
von LN und SP wurde mittels durchflusszytometrischer Analyse ausgewertet und verglichen. Die 
Daten der Balkendiagramme sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt und wurden in zwei 
voneinander unabhängigen Versuchen durchgeführt: Abbildung B und C basierend auf Budde et 
al. (2015) mit freundlicher Genehmigung des Autors. 

Die Ergebnisse der prozentualen Analyse der CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen mittels 

Durchfusszytometrie waren sowohl in der Milz als auch in den Lymphknoten zwischen 
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den Kontroll- und Therapiegruppen annähernd gleich. Es zeigte sich kein statistisch sig-

nifikanter Unterschied. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 10 A bis C dargestellt. 

3.1.4 Tägliche subkutane Injektion mit UFH  

Da sich in einigen Versuchsreihen ein zum Teil zwar geringfügiger und noch nicht sta-

tistisch signifikanter, aber tendenziell therapeutischer Effekt des UFH auf den Verlauf 

der aGvHD zeigte, wurde eine erneute Versuchsreihe mit UFH durchgeführt. In dieser 

Versuchsreihe wurde den Tieren das UFH täglich in s.c. Form appliziert. Der Versuchs-

zeitraum wurde aufgrund des erhöhten Stresslevels für die Tiere durch die tägliche In-

jektion auf 30 Tage reduziert. Des Weiteren birgt die tägliche Injektion ein höheres Risiko 

für Infektionen und Abszesse an den Injektionsstellen. Es wurden Konzentrationen von 

25 I.E./kg KG und 50 I.E./kg KG zur täglichen s.c. Injektion verwendet.  

 

Abbildung 11: Einfluss der täglichen s.c. Injektion von UFH (Heparin) auf die murine 
aGvHD. Zwei Therapiegruppen wurden nach KMT im C57BL/6J  BALB/c transplantierten 
Mausmodell mit einer Heparin-Konzentration von 25 I.E./kg KG (n = 8) oder von 50 I.E./kg KG 
(n = 9) behandelt und mit einer Kontrollgruppe, die nach simultaner KMT das gleiche Volumen 
NaCl erhielt (n = 8), verglichen. Der therapeutische Einfluss wurde anhand der Überlebenskurve 
nach Kaplan-Meier (A), dem klinischen GvHD Krankheitsscore (B) und dem Gewicht (C) ausge-
wertet und verglichen. Die Daten sind als Mittelwert dargestellt und wurden in zwei voneinander 
unabhängigen Versuchen durchgeführt.  
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In Abbildung 11 A ist mit Hilfe der Kaplan-Meier-Kurve das Überleben der Therapie- und 

Kontrollgruppen während des Versuchszeitraumes von 30 Tagen nach muriner Kno-

chenmarktransplantation dargestellt. Ab Tag 9 zeigte sich ein durchweg höheres Über-

leben sowohl der mit 25 I.E./kg KG, als auch der mit 50 I.E./kg KG behandelten Thera-

piegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe, die von Tag 9 bis Tag 26 ein Überleben von 

50 % aufwies. Ab Tag 26 bis zum Versuchsende lag die Überlebensrate der Kontroll-

gruppe bei 38 %. Die Therapiegruppe, die 50 I.E./kg KG Heparin erhielt, zeigte bis 

Tag 26 ein Überleben von 67 %. Ab Tag 26 fiel die Überlebensrate dieser Gruppe bis 

auf 44 % ab und näherte sich so zum Versuchsende dem Überleben der Kontrollgruppe 

bis auf 6 % an. Das Überleben der Therapiegruppe, die 25 I.E./kg KG Heparin erhielt, 

lag ab Tag 9 bis zum Versuchsende konstant bei 63 % und somit zunächst 13 % und 

zum Schluss sogar 25 % über dem Überleben der Kontrollgruppe. Insgesamt war dies 

gemäß dem Log-Rank-Test jedoch weder bei der Therapiegruppe, die mit 50 I.E./kg KG 

UFH (p = 0,80) noch bei der Therapiegruppe, die mit 25 I.E./kg KG UFH behandelt 

wurde (p = 0,48) statistisch signifikant. 

Abbildung 11 B veranschaulicht den klinischen Ausprägungsgrad der aGvHD während 

des Versuchszeitraumes von 30 Tagen nach muriner Knochenmarktransplantation. 

Auch hier zeigte sich ein deutlich höherer Krankheitsscore der Kontrollgruppe bezogen 

auf beide Therapiegruppen über den gesamten Versuchszeitraum. Der Krankheitsscore 

beider Therapiegruppen wies durchgängig einen annähernd gleichen Verlauf auf. Die 

Differenz des Krankheitsscores der Therapiergruppen und der Kontrollgruppe lag im 

Schnitt bei 0,8 Punkten und bestätigt den stärkeren Krankheitsverlauf der Kontroll-

gruppe. Jedoch zeigte sich auch hier zwischen den beiden Therapiegruppen und der 

Kontrollgruppe kein statistisch signifikanter Unterschied. 

Abbildung 11 C zeigt den Gewichtsverlust der Gruppen innerhalb des Versuchszeitrau-

mes von 30 Tagen nach Knochenmarktransplantation. Zwischen beiden Therapiegrup-

pen wies dieser bis zum Versuchsende einen vergleichbaren Verlauf auf. Der Gewichts-

verlust der Kontrollgruppe von bis zu 20 % an Tag 30 stellte sich bezogen auf die The-

rapiegruppen etwas größer dar. Der Gewichtsverlust der Therapiegruppe mit 

50 I.E./kg KG Heparin betrug an Tag 30 17 % und die Therapiergruppe mit 25 I.E./kg KG 

hatte nur einen Gewichtsverlust von 16 %. Insgesamt zeigte sich jedoch kein statistisch 

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. 

Alles in allem konnte auch hier weder im Überleben noch im klinischen Ausprägungsgrad 

der Erkrankung oder beim Gewichtsverlust ein statistisch signifikanter Unterschied zwi-

schen den verschiedenen Gruppen festgestellt werden. Allerdings zeigte sich in allen 

drei Kategorien tendenziell ein günstiger Effekt der täglichen s.c. Heparininjektionen auf 
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den Verlauf der aGvHD der beiden Therapiegruppen. Besonders die Therapiegruppe, 

die mit einer täglichen Heparindosis von 25 I.E./kg KG behandelt wurde, zeigte konstant 

bis zum Versuchende eine höhere Überlebensrate, einen geringeren klinischen Ausprä-

gungsgrad und einen schwächeren Gewichtsverlust im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei 

dieser Therapiegruppe ließ sich zwar kein statistisch signifikanter, aber dafür ein thera-

peutischer Effekt feststellen, der noch durch weitere Versuchsreihen untersucht werden 

sollte. 

 

 

Abbildung 12: Durchflusszytometrische Analyse der CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen von 
Lymphknoten (LN) und Milz (SP) nach täglicher s.c. Injektion von UFH (Heparin). Zwei The-
rapiegruppen der C57BL/6J  BALB/c transplantierten Mäuse wurden jeweils mit einer Heparin-
Konzentration von 25 I.E./kg KG (n = 7) oder von 50 I.E./kg KG (n = 9) behandelt, während die 
simultan transplantierte Kontrollgruppe (n = 8) das gleiche Volumen NaCl erhielt. Die LN und SP 
der Mäuse wurden analysiert, sobald die Tiere einen Gesamtscore von ≥ 6 Punkten erreichten 
oder der Versuch nach 49 Tagen beendet wurde. Der prozentuale Anteil der CD3+ T-Zellen (A), 
der CD4+ T-Zellen (B) und der CD8+ T-Zellen (C) von LN und SP wurde mittels durchflusszyto-
metrischer Analyse ausgewertet und verglichen. Die Daten der Balkendiagramme sind als Mittel-
wert mit Standardfehler dargestellt und wurden in zwei voneinander unabhängigen Versuchen 
durchgeführt. 

Die Ergebnisse der T-Zell-Analyse mittels Durchflusszytometrie zeigten in den Lymph-

knoten und der Milz einen prozentual leicht erhöhten Anteil der CD3+, CD4+ und CD8+ 

T-Zellen in allen Kontrollgruppen im Vergleich zu den Therapiegruppen. Dies war kein 
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statistisch signifikanter Unterschied. Dabei fällt auf, dass ein geringerer prozentualer T-

Zellanteil in den Gruppen auftrat. In diesem Fall bei den Therapiegruppen, die einen 

tendenziell günstigeren Krankheitsverlauf aufwiesen. Die T-Zell-Analysen der Milz zeig-

ten zusätzlich einen erhöhten prozentualen Anteil der CD3+, CD4+ und CD8+ T-Zellen 

der mit 50 I.E./kg KG Heparin behandelten Gruppe gegenüber der mit 25 I.E./kg KG He-

parin behandelten Gruppe, jedoch ebenfalls ohne statistische Signifikanz. Die Ergeb-

nisse sind in den Abbildungen 12 A bis C dargestellt. 

3.2 Ergebnisse der In-vitro-Versuche 

Neben den tierexperimentellen Versuchen wurde zusätzlich eine In-vitro-Versuchsreihe 

durchgeführt, um einen möglichen Einfluss von NMH und UFH auf die Immunzellen des 

Menschen aufzudecken. Dafür wurde mit Hilfe von Zellkulturen das Proliferationsverhal-

ten humaner Leukozyten mit und ohne Zugabe von NMH oder UFH beurteilt. LPS diente 

dabei als Immunstimulans. Um einen möglichen immunmodulierenden Effekt des Hepa-

rins beurteilen zu können, wurde der Anteil an proliferierender Zellen nach alleiniger 

LPS- oder Heparin- oder nach kombinierter LPS- und Heparin-Zugabe mittels Durch-

flusszytometrie verglichen. Es erfolgte die Beurteilung des Proliferationsverhaltens der 

T- (CD3+ Zellen) und B-Zellen (CD19+ Zellen) sowie der Monozyten (CD14+ Zellen) nach 

Färbung mit dem Cell Proliferation Dye eFluor® 450. 
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3.2.1 Proliferationsverhalten humaner Leukozyten nach Zugabe von NMH 

 

Abbildung 13: Durchflusszytometrische Analyse des Proliferationsverhaltens humaner B-
Zellen, T-Zellen und Monozyten nach Zugabe von LPS und NMH (Clexane). Nach Extraktion 
und Färbung der Leukozyten aus Buffy-Coats (n = 10) wurden diese nach Beimpfung mit LPS, 
Clexane oder LPS+Clexane für 72 h in Zellkulturflaschen inkubiert. Der prozentuale Anteil der 
proliferierenden B-Zellen (A), T-Zellen (B) und Monozyten (C) aus den unterschiedlichen Kulturen 
wurde mittels durchflusszytometrischer Analyse ausgewertet und verglichen (* p< 0,05, 
** p< 0,001). Die Daten der Balkendiagramme sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt 
und wurden in mehreren (n = 10) voneinander unabhängigen Versuchen durchgeführt. 

Abbildungen 13 A bis C veranschaulichen das Proliferationsverhalten humaner Leuko-

zyten mit und ohne Zugabe des NMH Clexane. Dabei wurde das Proliferationsverhalten 

der B- und T-Lymphozyten sowie der Monozyten in Bezug auf alle mononukleären Zellen 

genauer betrachtet. 

Abbildung 13 A bildet den prozentualen Anteil der proliferierenden B-Zellen an allen mo-

nonukleären Zellen ab. Die nur mit CPD behandelte Probe (untreated) wies durchschnitt-

lich einen Anteil von 0,69 % proliferierender B-Zellen auf. Unter alleiniger LPS-Zugabe 

steigerte sich dieser Anteil statistisch signifikant von 0,69 % auf 4,7 % (LPS) (p< 0,001). 

Nach Zugabe von Clexane (Clexane) zeigte sich ein prozentualer Anteil von 0,66 % und 

somit keine Veränderung des Anteils der proliferierenden B-Zellen im Vergleich zur un-

treated-Gruppe. Unter der gleichzeitigen Zugabe von LPS und Clexane wiesen die B-
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Zellen weiterhin eine statistisch signifikant gesteigerte Proliferationsrate im Vergleich zur 

nur mit CPD behandelten Probe von 4,78 % auf (p< 0,001). Die Zugabe von Clexane 

führte somit zu keiner Veränderung, insbesondere zu keiner Verminderung der Prolife-

rationrate der B-Zellen. 

Dieses Proliferationsverhalten zeigte sich ebenso in dem in Abbildung 13 B dargestellten 

Proliferationsverhalten der T-Zellen. Die untreated-Probe wies hier durchschnittlich ei-

nen Anteil von 0,88 % proliferierender T-Zellen auf. Mit der Zugabe von LPS steigerte 

sich dieser Anteil auf 1,4 % und unter der Zugabe von Clexane blieb der Anteil der 

proliferierenden T-Zellen bei 0,82 %. Die gleichzeitige Zugabe von LPS und Clexane 

wies wie bei der alleinigen Zugabe von LPS eine gesteigerte Proliferationsrate von 

1,53 % auf. Die Ergebnisse der T-Zell-Proliferation waren nicht statistisch signifikant. 

Abbildung 13 C stellt den prozentualen Anteil der proliferierenden Monozyten dar. Die 

nur mit CPD behandelte Probe wies durchschnittlich einen Anteil von 0,21 % proliferie-

render Monozyten auf. Unter alleiniger LPS-Zugabe steigert sich dieser Anteil signifikant 

von 0,21 % auf 0,49 % (p < 0,05). Nach alleiniger Zugabe von Clexane zeigte sich mit 

einem prozentualen Anteil von 0,17 % keine statistisch signifikante Veränderung des 

Anteils der proliferierenden Monozyten im Vergleich zur untreated-Gruppe. Unter gleich-

zeitiger Zugabe von LPS und Clexane wiesen die Monozyten weiterhin im Vergleich zur 

untreated-Gruppe eine gesteigerte, allerdings nicht signifikante, Proliferationsrate von 

0,7 % auf.  

Durch die Zugabe von LPS wurde das Proliferationsverhalten aller drei Zellreihen ge-

steigert, während durch die Zugabe von Clexane das Proliferationsverhalten der Zellrei-

hen nicht, insbesondere nicht statistisch signifikant, beeinflusst wurde. 
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3.2.2 Proliferationsverhalten humaner Leukozyten nach Zugabe von UFH 

 

Abbildung 14: Durchflusszytometrische Analyse des Proliferationsverhaltens humaner B-
Zellen, T-Zellen und Monozyten nach Zugabe von LPS und UFH (Heparin). Nach Extraktion 
und Färbung der Leukozyten aus Buffy-Coats (n = 10) wurden diese nach Beimpfung mit LPS, 
Heparin oder LPS+Heparin für 72 h in Zellkulturflaschen inkubiert. Der prozentuale Anteil der 
proliferierenden B-Zellen (A), T-Zellen (B) und Monozyten (C) aus den unterschiedlichen Kulturen 
wurde mittels durchflusszytometrischer Analyse ausgewertet und verglichen (* p< 0,05). Die Da-
ten der Balkendiagramme sind als Mittelwert mit Standardfehler dargestellt und wurden in meh-
reren (n = 10) voneinander unabhängigen Versuchen durchgeführt. 

In den Abbildungen 14 A bis C ist das Proliferationsverhalten verschiedener humaner 

Leukozyten mit und ohne Zugabe von UFH dargestellt. Dabei wurde das Proliferations-

verhalten der B- und T-Lymphozyten sowie der Monozyten in Bezug auf alle mononuk-

leären Zellen genauer betrachtet.  

Abbildung 14 A bildet den prozentualen Anteil der proliferierenden B-Zellen ab. Die nur 

mit CPD behandelte Probe (untreated) wies durchschnittlich einen Anteil von 1,09 % 

proliferierender B-Zellen auf. Unter alleiniger LPS-Zugabe steigerte sich dieser Anteil 

statistisch signifikant von 1,09 % auf 3,95 % (LPS) (p< 0,05). Nach der Zugabe von UFH 

(Heparin) zu den mit CPD behandelten Proben kam es mit einem Anteil von 1,1 % 

proliferiender B-Zellen zu keiner statistisch signifikanten Änderung des Proliferationsver-

haltens der B-Zellen. Unter Zugabe von LPS und Heparin wiesen die B-Zellen weiterhin 
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eine statistisch signifikant gesteigerte Proliferationsrate von 4,16 % auf (p< 0,05). Die 

Zugabe von UFH führte somit zu keiner Veränderung, insbesondere zu keiner Vermin-

derung der Proliferationrate der B-Zellen. 

Dieses Proliferationsverhalten zeigte sich ebenso in dem in Abbildung 14 B dargestellten 

Proliferationsverhalten der T-Zellen. Die untreated-Probe wies hier durchschnittlich ei-

nen Anteil von 0,88 % proliferierender T-Zellen auf. Mit der Zugabe von LPS steigerte 

sich dieser Anteil statistisch signifikant auf 1,42 % (p< 0,05) und unter der Zugabe von 

Heparin blieb der durchschnittliche Anteil der proliferierenden T-Zellen bei 0,85 %. Die 

gleichzeitige Zugabe von sowohl LPS als auch Heparin wies weiterhin eine statistisch 

signifikant gesteigerte Proliferationsrate von 1,35 % auf (p< 0,05). 

Abbildung 14 C stellt den prozentualen Anteil der proliferierenden Monozyten dar. Die 

untreated-Probe wies durchschnittlich einen Anteil von 0,48 % proliferierender Monozy-

ten auf. Unter alleiniger LPS-Zugabe steigert sich dieser Anteil statistisch signifikant von 

0,48 % auf 1,24 % (p< 0,05). Nach Zugabe von UFH zeigte sich ein prozentualer Anteil 

von 0,39 % und somit keine statistisch signifikante Abnahme des Anteils der proliferie-

renden Monozyten im Vergleich zur untreated-Gruppe. Unter Zugabe von LPS und He-

parin wiesen die Monozyten weiterhin eine gesteigerte, aber statistisch nicht signifikante 

Proliferationsrate von 0,77 % auf. 

Durch die Zugabe von LPS wurde das Proliferationsverhalten aller drei Zellreihen ge-

steigert, während durch die Zugabe von UFH das Proliferationsverhalten der drei Zell-

reihen statistisch nicht signifikant beeinflusst wurde.  
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4. Diskussion 

Auf dem Gebiet der Stammzelltransplantation und Transfusionsmedizin wird nach wie 

vor intensiv an neuen Therapiemöglichkeiten und -ansätzen für die häufig nach Stamm-

zelltransplantation auftretende Komplikation der aGvHD geforscht. Zahlreiche veröffent-

lichte Studien konnten bereits einen antiinflammatorischen Effekt der Heparine und eine 

daraus resultierende positive Auswirkung auf einige entzündliche Erkrankungen wie 

Asthma bronchiale oder Colitis ulcerosa aufzeigen (Nelson et al. 1993; Dolowitz und 

Dougherty 1960; Bendstrup und Jensen 2000; Gaffney et al. 1995). Sowohl UFH, als 

auch NMH inhibieren die Aktivierung proinflammatorischer Zytokine und anderer Ent-

zündungsparameter (Young 2008; Huang et al. 2014; Hochart et al. 2006). Vor diesem 

Hintergrund war das Ziel dieser Arbeit, die Auswirkungen einer Applikation von UFH und 

NMH auf das Überleben und den Schweregrad der aGvHD im Mausmodell zu untersu-

chen. Zudem sollten mögliche Erklärungen für die gegebenenfalls entstehenden Auswir-

kungen auf den Krankheitsverlauf und das Überleben überprüft werden. Im folgenden 

Kapitel werden die Ergebnisse der durchgeführten Versuche diskutiert. Dabei wird zu-

nächst auf die unterschiedliche Auswirkung der verwendeten Heparinform, Applikations-

art und Dosis eingegangen und die möglichen Ursachen erörtert. Zusätzlich werden die 

Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse und der In-vitro-Versuchsreihe ge-

nauer betrachtet. 

Die bereits erwähnte schubweise verlaufende chronisch entzündliche Darmerkrankung 

Colitis ulcerosa (CU) geht zum Teil mit vergleichbaren Symptomen wie die Darm-GvHD 

einher. Hierzu zählt die Entzündungsreaktion der Darmmukosa mit wässrigen bis bluti-

gen Diarrhoen in Kombination mit schmerzhaften abdominellen Krämpfen. Aufgrund des 

beschriebenen antiinflammatorischen Potentials von Heparin gibt es einige Studien zu 

weiteren Therapiemöglichkeiten der CU mit Heparin. Aufgrund des bestehenden Man-

gels an vorhandenen Studien zum Einfluss von Heparin auf die aGvHD und somit feh-

lenden Vergleichsmöglichkeiten werden im Folgenden die Ergebnisse dieser Arbeit den 

Ergebnissen aus Arbeiten zum Einfluss von Heparin auf die CU und andere entzündliche 

Erkrankungen gegenübergestellt. 

Insgesamt konnte in dieser Arbeit kein statistisch signifikanter therapeutischer Effekt des 

NM- und UFH auf das Überleben und den Krankheitsverlauf der aGvHD im Mausmodell 

festgestellt werden. Allerdings konnten gewisse Tendenzen der beiden Substanzen zur 

günstigen und ungünstigen Beeinflussung der aGvHD beobachtet werden. Dabei war 

der Einfluss von der Applikationsart, der Dosis und der verwendeten Substanz abhängig.  
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4.1 Vergleich von NMH und UFH als Therapeutika der aGvHD 

 im Mausmodell 

In den letzten Jahrzehnten wurde die Anwendung von UFH im klinischen Alltag durch 

die Anwendung von NMH abgelöst. NMH weisen eine höhere Bioverfügbarkeit und eine 

längere HWZ als UFH auf. Weiterhin liegt ein deutlich günstigeres Nebenwirkungsprofil 

vor. Die Wahrscheinlichkeit unter der Therapie mit NMH eine heparininduzierte Throm-

bozytopenie Typ II zu entwickeln ist mit 0,1 % etwa 30-fach geringer als bei einer The-

rapie mit UFH. Auch das Osteoporoserisiko bei einer Langzeittherapie mit NMH ist deut-

lich geringer (Hirsh et al. 2001b; Al-Eidan 2015). Die Ergebnisse einer literarischen Über-

sichtsarbeit von Costantino und Kollegen (2012) deuten zudem darauf hin, dass die s.c. 

Anwendung von NMH in der Behandlung von akuten venösen Thrombembolien zu we-

niger Blutungskomplikationen als die Anwendung von UFH führt.  

Werden diese Eigenschaften berücksichtigt, scheint es naheliegend, dass sich die An-

wendung von NMH in der Therapie der aGvHD insgesamt günstiger und nutzbringender 

als der Einsatz von UFH auf den Krankheitsverlauf der aGvHD auswirken könnte. Ent-

gegen dieser Vorstellung konnte in den Ergebnissen dieser Arbeit eine gegensätzliche 

Tendenz nachgewiesen werden. Die Applikation von NMH wies in allen durchgeführten 

Versuchen keinen oder sogar einen nachteiligen Effekt bezüglich der Überlebensrate 

und des klinischen Ausprägungsgrades der aGvHD im Vergleich zu den Kontrollgruppen 

auf. Weder eine niedrige (20 I.E./kg KG), noch eine höher gewählte Dosis 

(200 I.E./kg KG) führte zu einer Verbesserung der Überlebensrate oder einer Abmilde-

rung des klinischen Ausprägungsgrades der Therapiegruppen. Dabei zeigte sich in der 

Therapiegruppe, die mit der höher gewählten Therapiedosis (200 I.E./kg KG) des NMH 

s.c. behandelt wurde, durchgehend ein deutlich schwererer klinischer Verlauf der 

aGvHD. An Tag 15 ließ sich sogar ein statistisch signifikant höherer Krankheitsscore 

(p = 0,04) als in der Kontrollgruppe nachweisen. Dagegen konnte bei der Anwendung 

des UFH, insbesondere in den Versuchen zur i.v. Applikation von UFH, ein schwächerer 

klinischer Ausprägungsgrad und eine höhere Überlebensrate nachgewiesen werden. So 

wies die Heparinversuchsgruppe ab Tag 10 einen deutlich geringeren Krankheitsscore 

als die Kontrollgruppe auf. An Tag 14 zeigte sich dabei sogar ein statistisch signifikant 

niedrigerer Krankheitsscore der Heparingruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe 

(p = 0,04). 

Passend zu den Ergebnissen dieser Arbeit konnte in einer Studie von Koenig et al. 

(1998) gezeigt werden, dass NMH deutlich schwächere Inhibitoren der L- und P-Selek-

tine sind und somit einen geringeren immunmodulierenden Effekt als UFH aufweisen. 

Ursächlich hierfür sind vermutlich die geringere Molekülgröße und die damit veränderte 



 Diskussion 

55 
 

Bindungseigenschaft der NMH. Des Weiteren wird ein Verlust der benötigten Bindungs-

stellen während der chemischen Fraktionierung diskutiert (Koenig et al. 1998; Lu et al. 

2010a). Insbesondere das NMH Enoxaparin, das in dieser Arbeit als NMH verwendet 

wurde, war in der Studie von Koenig et al. (1998) ein deutlich schwächerer Inhibitor der 

L- und P-Selektine als das UFH. Für UFH konnte dagegen bereits bei einer 12-50-fach 

niedrigeren Dosierung, als für die Anwendung zur Antikoagulation empfohlen, eine Inhi-

bition der genannten Selektine nachgewiesen werden. 

Die Gabe von Heparinen geht immer mit einem gewissen Blutungsrisiko, insbesondere 

im Rahmen der aGvHD, die mit dem Auftreten von blutigen Diarrhoen assoziiert ist, ein-

her. Werden die oben beschriebenen Ergebnisse berücksichtigt, scheint es plausibel, 

dass eine höhere Dosis des NMH benötigt wird, um den gleichen immunsuppressiven 

Effekt eines UFH zu bewirken. Eine höher gewählte Heparindosis führt wiederum zu 

einem erhöhten Blutungsrisiko. Das schlechtere Abschneiden der mit NMH behandelten 

Therapiegruppen kann somit bei der höher gewählten Dosis von 200 I.E./kg KG mit dem 

vermutlich vermehrten Auftreten von Blutungskomplikationen und bei der geringer ge-

wählten NMH-Dosis von 20 I.E./kg KG mit einem nicht ausreichenden immunsupprimie-

renden Effekt erklärt werden.  

In den bereits erwähnten Studien zur Auswirkung von Heparin auf die chronisch ent-

zündliche Darmerkrankung CU konnte entsprechend sowohl bei der i.v. als auch s.c. 

Anwendung von UFH ein positiver Effekt auf den Krankheitsverlauf der CU festgestellt 

werden (Evans et al. 1997; Gaffney et al. 1995; Folwaczny et al. 1999). Die s.c. Applika-

tion von NMH dagegen zeigte keinen Effekt auf den Verlauf der Erkrankung (Chande et 

al. 2010; Zezos et al. 2006). Insbesondere für das NMH Endoxaparin, das in dieser Ar-

beit verwendet wurde, konnte in einer Studie von Zezos et al. (2006) kein therapeutischer 

Nutzen nachgewiesen werden. 

Die beschriebenen Ergebnisse unterstützen die Resultate dieser Arbeit. Zusammenfas-

send konnte durch die Applikation von NMH keine nutzbringende Wirkung hinsichtlich 

der Überlebensrate oder des Krankheitsverlaufes der aGvHD erzielt werden. Zwar zeigte 

sich bei der Anwendung von UFH ebenfalls kein statistisch signifikantes Ergebnis, doch 

konnte insgesamt betrachtet ein vorteilhafterer Verlauf in Bezug auf die Überlebensrate 

und den klinischen Ausprägungsgrad der aGvHD festgestellt werden. Der therapeuti-

sche Effekt hängt dementsprechend von der Form des verwendeten Heparins ab. Ge-

mäß dem Algorithmus des verwendeten Log-Rank-Tests ist es wahrscheinlich, dass wei-

tere Versuchsreihen mit einer größeren Tierzahl zu statistisch signifikanten Ergebnissen 

führen würden.  
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4.2 Auswirkungen der s.c. und i.v. Applikation auf den Krank-

 heitsverlauf der aGvHD im Mausmodell 

Injektionen können durch verschiedene Arten einem Organismus zugeführt werden. Zu 

den häufig angewandten Formen zählen die intravenöse (i.v.), subkutane (s.c.) und in-

tramuskuläre (i.m.) Form (Jin et al. 2015). In dieser Arbeit wurde ausschließlich die i.v. 

und die s.c. Applikation verwendet. Bei der s.c. Injektion wird der Wirkstoff in die Subkutis 

appliziert. Dies hat zur Folge, dass sich hier ein Depot bildet und der Wirkstoff nach und 

nach in den Körper abgegeben wird. Die Wirkung tritt also nicht sofort ein. Bei der s.c. 

Anwendung von UFH verzögert sich die antikoagulatorische Wirkung um ein bis zwei 

Stunden (Hirsh et al. 2001b). Des Weiteren können nur geringe Volumina über diesen 

Applikationsweg verabreicht werden. Bei der i.v. Injektion wird das Medikament direkt in 

den venösen Kreislauf appliziert. Die Wirkung tritt daher unmittelbar ein und es besteht 

die Möglichkeit ein größeres Volumen zu verabreichen (Jin et al. 2015).  

Im klinischen Alltag werden NMH in der Regel s.c. appliziert. Eine Ausnahme stellt die 

einmalige i.v. Bolus-Injektion gefolgt von der regelmäßigen s.c. Injektion beim akuten 

ST-Hebungsinfarkt dar. Hier ist jedoch das Ziel schnellstmöglich eine optimale gerin-

nungshemmende Aktivität zu erreichen. UFH wird sowohl i.v., als auch s.c. angewendet. 

Die i.v. Anwendung erfolgt hierbei in der Regel aufgrund der geringeren HWZ kontinu-

ierlich (Hirsh et al. 2001b). Die s.c. Anwendung der UFH wird zur Thromboseprophylaxe 

angewandt. Da die s.c. Applikation eine geringere Bioverfügbarkeit aufweist, sollte eine 

ausreichende Anfangsdosis gewählt werden.  

In dieser Arbeit wurde die s.c. Applikation, mit Ausnahme einer Versuchsreihe (siehe 

Kapitel 4.4 „Tägliche s.c. Applikation von UFH“), dreimal pro Woche über den kompletten 

Versuchszeitraum von 49 Tagen durchgeführt. Die i.v. Gabe erfolgte dagegen nur ein- 

bis zweimal pro Woche vor den Krankheitswellen in den ersten drei Wochen des Ver-

suchszeitraumes. Die Versuchsreihen, die eine s.c. Heparinapplikation erhielten, waren 

den Versuchsreihen der i.v. Heparin Injektion dabei hinsichtlich der Überlebenszeit und 

des Ausprägungsgrads der aGvHD unterlegen. Insbesondere die Therapiegruppe mit 

einer i.v. Gabe von UFH zeigte einen geringeren klinischen Ausprägungsgrad und eine 

höhere Überlebensrate als die Kontrollgruppe und die Therapiegruppen, die UFH s.c. 

erhielten. Möglicherweise liegt eine der Ursachen in der besseren Bioverfügbarkeit der 

i.v. Applikation. Dieser positive Effekt wurde zudem ohne einen gleichbleibenden phar-

makologischen Medikamentenspiegel des UFH erreicht, denn die i.v. Gabe erfolgte, wie 

oben beschrieben, nur ein bis zweimal pro Woche. Dies indiziert, dass die immunologi-

schen Eigenschaften des Heparins lang andauernd und mit einer längeren HWZ, als die 

antikoagulatorischen Eigenschaften, die nur eine HWZ von wenigen Stunden aufweisen, 
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einhergehen. In mehreren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass der immunmo-

dulierende Effekt der Heparine unabhängig vom antikoagulatorischen Effekt abläuft (Rao 

et al. 2010; Page 2013). Es liegen allerdings keine Studien bezüglich der HWZ des im-

munmodulierenden Effektes von Heparin vor. 

Evans et al. (1997) sowie Ang und Kollegen (2000) konnten in klinischen Studien zur 

Therapie der CU mit Heparin zeigen, dass die i.v. Anwendung von UFH die gleiche Wirk-

samkeit, wie die etablierte Glukokortikoidtherapie aufweist. Hier erfolgte allerdings im 

Gegensatz zu dieser Arbeit eine kontinuierliche i.v. Gabe. Trotz einer verlängerten akti-

vierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) auf das 1,5 bis 2,5-fache kam es dabei zu 

keiner Zunahme von Blutungskomplikationen. In der klinischen Studie von Ang et al. 

(2000) führte die i.v. Anwendung von UFH zu einer signifikanten Verbesserung des kli-

nischen Ausprägungsgrades der CU mit deutlicher Reduktion der Stuhlfrequenz sowie 

endoskopischen und histologischen Rückgang der Krankheit. Eine weitere Studie zur i.v. 

Anwendung von UFH zeigte dagegen keinen Effekt auf den klinischen Ausprägungsgrad 

der CU und war mit dem vermehrten Auftreten von Blutungskomplikationen assoziiert. 

Allerdings wurde in dieser Studie weder die endoskopische noch histologische Verbes-

serung der CU berücksichtigt (Panés et al. 2000). Insgesamt ist es schwierig die vorhan-

denen Studien zur Heparintherapie der CU zu vergleichen, da sich diese in den verwen-

deten Remissionskriterien und der Studiendauern oft stark unterscheiden und somit eine 

große Heterogenität aufweisen (Shen et al. 2007). 

Die s.c. Applikation von NMH weist im Gegensatz zu der von UFH aufgrund der gerin-

geren Molekülgröße eine gute Bioverfügbarkeit auf. Es konnte allerdings gezeigt wer-

den, dass Heparine mit einem niedrigen Molekulargewicht eine geringere Selektin-Inhi-

bition und somit einen geringeren immunsuppressiven Effekt aufweisen (Koenig et al. 

1998). Dies bedeutet, dass die Bioverfügbarkeit bei der s.c. Anwendung von NMH zwar 

gut ist, allerdings gleichzeitig eine geringere immunmodulierende Aktivität im Vergleich 

zum UFH vorliegt. Bei Berücksichtigung dieser Erkenntnisse ist es plausibel, dass die 

Therapiegruppen, die i.v. UFH erhielten, bessere Ergebnisse hinsichtlich der Überle-

bensrate und des klinischen Ausprägungsgrades der aGvHD als die Therapiegruppen, 

die NMH s.c erhielten, erzielen konnten.  

Bei der i.v. Anwendung von NMH konnte weder ein positiver noch ein negativer Effekt 

auf das Überleben oder den Ausprägungsgrad der aGvHD erkannt werden. Hier spielt 

vermutlich die sehr gering gewählte Konzentration von 20 I.E./kg KG bei gleichzeitiger 

geringerer immunmodulierender Aktivität des NMH eine Rolle.   
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Eine zusammenfassende Studie von Chande et al. (2010) zu Heparin in der Therapie 

der CU ergab ebenfalls keinen Vorteil von s.c. applizierten NMH hinsichtlich des klini-

schen Verlaufs der CU gegenüber einer Placebogruppe. In einer Studie von Celasco et 

al. (2010) konnte allerdings eine Applikation von NMH (Parnaparin sodium) in Form von 

Tabletten eine Linderung des klinischen Ausprägungsgrades der CU bewirken. Womög-

lich liegt in dieser Form der Applikation von NMH neues therapeutisches Potential be-

züglich entzündlicher Darmerkrankungen, zu welchen die Darm-GvHD zählt, vor. Durch 

die orale Anwendung ist bei fehlender oraler Bioverfügbarkeit der NMH eine hochdo-

sierte Gabe ohne erhöhtes Blutungsrisiko möglich (Celasco et al. 2010; Hirsh et al. 

2001a). Dieser Effekt würde allerdings auf Kosten einer ebenfalls im Rahmen der aGvHD 

gewünschten systemischen immunsuppressiven Wirkung gehen, so dass diese Form 

der Applikation im Rahmen eines supportiven Konzepts der Darm-GvHD in Betracht ge-

zogen werden könnte. 

Zusammenfassend betrachtet, hatte die Applikationsform keinen statistisch signifikanten 

Einfluss auf das klinische Ergebnis. Es konnten jedoch Tendenzen erkannt werden. Die 

i.v. Applikation von UFH wies dabei in den hier besprochenen Versuchsreihen das viel-

versprechendste Ergebnis auf. Dies liegt womöglich an der besseren Bioverfügbarkeit 

der i.v. Applikation. Allerdings scheint dieses Ergebnis, wie bereits im vorherigen Kapitel 

beschrieben, insbesondere von der verwendeten Heparinform, in diesem Fall dem UFH, 

abzuhängen. Weder durch die i.v., noch die s.c. Gabe von NMH konnte ein positiver 

Einfluss auf den Verlauf der aGvHD erkannt werden. In Studien zur Verwendung von 

Heparin als Therapeutikum der CU wurde in vielen Fällen bei der Verwendung von UFH 

zunächst mit einer i.v. Anwendung begonnen, die im Verlauf auf eine s.c. Applikation 

umgestellt wurde (Ang et al. 2000; Folwaczny et al. 1999). Möglicherweise liegt in dieser 

praktikableren Kombination der Injektionsformen eine weitere Möglichkeit das therapeu-

tische Potential des Heparins in der aGvHD im Mausmodell aufzudecken. Hierfür sind 

weitere Studien mit größeren Tierzahlen von Nöten. Des Weiteren liegt in der oralen 

Applikation von Heparin eventuell weiteres therapeutisches Potential, auch hinsichtlich 

einer Anwendung von NMH. Hierfür sind ebenfalls weiterführende Versuche und Studien 

notwendig. 
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4.3 Einfluss der unterschiedlichen Dosen auf den Krankheits-

 verlauf der aGvHD im Mausmodell 

NMH und UFH werden im klinischen Alltag unter anderem routinemäßig in der Therapie 

und Prophylaxe von tiefen Beinvenenthrombosen angewandt (Hirsh et al. 2001a). Hier-

bei wird die Dosis zur Thromboseprophylaxe des NMH Enoxaparin (Clexane) anhand 

des Risikoprofils des Patienten mit Beachtung des Körpergewichts bestimmt. Das heißt, 

es erfolgt eine zusätzliche Anpassung der Dosis bei besonders adipösen oder kachekti-

schen Patienten. In der Regel werden einmal täglich je nach Risikoprofil 2.000 bzw. 

4.000 I.E. s.c. injiziert. Bei einem Körpergewicht von 70 kg entspricht dies einer Dosis 

von 29 bzw. 57 I.E./kg KG täglich. Zur Therapie von venösen Thrombembolien wird von 

dem NMH Clexane zweimal täglich eine Dosis von 100 I.E./kg KG, das heißt eine Ta-

gesdosis von 200 I.E./kg KG verabreicht (Sanofi-Aventis Deutschland GmbH 2015). 

UFH wird zur Vollantikoagulation bei tiefen Beinvenenthrombosen zunächst als Bolus 

mit einer absoluten Dosis von 5.000 I.E. (entspricht etwa einer Dosis von 70 I.E./kg KG 

bei einem Körpergewicht von 70 kg) und anschließend kontinuierlich mittels Perfusor-

system in einer Tagesdosis von durchschnittlich 350 I.E./kg KG verabreicht. Zur Throm-

boseprophylaxe wird UFH zweimal täglich in einer absoluten Dosis von 7.500 I.E. s.c. 

injiziert. Bei einem Körpergewicht von 70 kg entspricht dies einer Dosis von 

214 I.E./kg KG täglich (ratiopharm GmbH 2017). Eine Internationale Einheit (I.E.) be-

schreibt die blutgerinnungshemmende Wirkung von Heparin. Dabei wird die Gerinnung 

von Schafsplasma bei 37°C unter Zugabe von Heparin untersucht und mit einer Stan-

dardzubereitung verglichen (Hänsel und Sticher 2006). Dies bedeutet, dass sich die hier 

verwendete Angabe der I.E. streng genommen nur auf den gerinnungshemmenden und 

nicht auf den in dieser Arbeit untersuchten und gewünschten antientzündlichen Effekt 

des Heparins bezieht. Dieser Wert ist also nicht zwangsläufig gleichbedeutend mit der 

antiinflammatorischen Wirkung der Substanz, gibt jedoch eine Vorstellung der injizierten 

Dosis. Zudem sollte bei der Dosisfindung auch der mögliche gerinnungshemmende Ein-

fluss und die folgenden Komplikationen berücksichtigt werden. Bezüglich der antiin-

flammatorischen Wirkung gibt es bisher noch kein sicheres und messbares Korrelat, da 

dieser Mechanismus bisher nur ansatzweise verstanden und geklärt ist. Es gibt jedoch 

in vielen Studien Hinweise darauf, dass dieser Effekt unabhängig von den antikoagula-

torischen Eigenschaften stattfindet (Koenig et al. 1998; Nelson et al. 1993). 

In dieser Arbeit wurde zunächst mit der auch im klinischen Alltag zur Thromboseprophy-

laxe verwendeten s.c. Dosis des UFH von 200 I.E./kg KG begonnen. Zu Vergleichszwe-

cken wurde ebenfalls eine Versuchsreihe, in der dieselbe Dosis NMH verabreicht wurde, 

durchgeführt. Die genannte Dosis wurde den Tieren dreimal pro Woche s.c. injiziert. Es 
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zeigten sich in beiden Therapiegruppen eine tendenziell geringere Überlebensrate, ein 

schwererer klinischer Ausprägungsgrad und ein größerer Gewichtsverlust als in den 

Kontrollgruppen. An Tag 15 ergab sich bei der mit 200 I.E./kg KG NMH behandelten 

Gruppe sogar ein signifikant höherer Krankheitsscore im Vergleich zur Kontrollgruppe. 

Diese Ergebnisse indizieren, dass die zunächst gewählte Dosis von 200 I.E./kg KG zu 

hoch bemessen war und dies mutmaßlich zu einer Überdosierung mit einem erhöhten 

Auftreten von Komplikationen wie beispielsweise vermehrten inneren Blutungen und da-

mit zu einer Verschlechterung des klinischen Krankheitsverlaufs und einem früheren 

Versterben führte. Eine Reduktion der s.c. Dosis des NMH auf 20 I.E./kg KG, d.h. ein 

Zehntel der vorherigen Dosis und auf eine Dosis, die unter der zur Thromboseprophylaxe 

verwendeten Dosis liegt, hatte wiederum keinen therapeutischen Effekt auf das Überle-

ben, den Krankheitsscore und das Gewicht der Tiere im Vergleich zu Kontrollgruppe. Im 

Umkehrschluss zeigte sich bei dieser Dosis auch keine Verschlechterung des Krank-

heitsverlaufes, wie es bei der mit 200 I.E./kg KG NMH behandelten Therapiegruppe be-

obachtet werden konnte. Offenbar war diese Dosis des NMH in der s.c. Applikationsform 

zu gering gewählt, so dass eine ausreichende antientzündliche Wirkung nicht stattfinden 

konnte bzw. komplett ausblieb. Diese Annahme bestätigt sich auch bei einer zu Eno-

xaparin als Therapeutikum der CU durchgeführten Studie, bei der eine höhere und täg-

liche s.c. Injektion von 100 I.E./kg KG keinen therapeutischen Effekt erzielen konnte. 

Gleichzeitig wurde diese Dosis gut vertragen und es kam nicht zu vermehrten Blutungs-

komplikationen (Zezos et al. 2006). Hier spielt vermutlich abermals die bereits darge-

stellte schwächere Inhibition der L- und P-Selektine und die somit geringere immunmo-

dulierende Aktivität des NMH Enoxaparin eine Rolle (Koenig et al. 1998). Demzufolge 

ist, um den gleichen immunmodulierenden Effekt wie UFH zu erreichen, bei der Anwen-

dung von NMH eine höhere Dosis nötig, die wiederum mit einer erhöhten Gefahr für das 

Auftreten von Komplikationen verbunden ist.  

Da es bei der hohen Dosis (200 I.E./kg KG) des UFH ebenfalls zu einem tendenziell 

schlechteren Verlauf der aGvHD kam, wurden auch hier Versuche mit einer reduzierten 

s.c. Dosis von 50 I.E./kg KG und 100 I.E./kg KG durchgeführt. Hier ergab sich für die 

Dosis von 50 I.E./kg KG tendenziell ebenfalls eine geringere Überlebensrate und ein hö-

herer klinischer Ausprägungsgrad der aGvHD. Dieses Resultat ist erstaunlicherweise mit 

dem bereits beschriebenen Ergebnis der Gruppe, die mit 200 I.E./kg KG UFH behandelt 

wurde vergleichbar und schlechter als das Ergebnis der Kontrollgruppe. Womöglich war 

die Dosis von 50 I.E./kg KG zu gering gewählt, allerdings wäre in diesem Fall ein mit der 

Kontrollgruppe vergleichbares Ergebnis zu erwarten gewesen. Werden die bisherigen 
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und folgenden Ergebnisse berücksichtigt, liegt es nahe, dass es in dieser Versuchskons-

tellation zu einem einmaligen unerwartet verschärften Krankheitsverlauf der aGvHD 

kam. Ferner besteht kein statistisch signifikanter Unterschied.  

Für die s.c. Dosis von 100 I.E./kg KG UFH zeigte sich bis Tag 31, das heißt über die 

erste und zweite Krankheitswelle hinaus, tendenziell eine höhere Überlebensrate als in 

der Kontrollgruppe. Zum Ende des Versuchszeitraumes näherten sich beide Gruppen 

an. Auch eine in dieser Dosis durchgeführte i.v. Versuchsreihe ergab nach der ersten 

Krankheitswelle eine höhere Überlebensrate als die Kontrollgruppe. Jedoch waren diese 

Versuchsreihen ebenfalls statistisch nicht signifikant. Auch der klinische Ausprägungs-

grad und der Gewichtsverlust der Therapiegruppe verliefen milder. An Tag 14 zeigte sich 

ein statistisch signifikant niedrigerer Krankheitsscore der Gruppe, die mit 100 I.E./kg KG 

UFH behandelt wurde (mit einem p-Wert von 0,04). Von den bisher besprochenen Dosen 

wies die verwendete Dosis von 100 I.E./kg KG demnach das vielversprechendste Er-

gebnis auf. Möglichweise konnte mit dieser Dosis ein immunmodulierender Effekt ohne 

ein Auftreten von vermehrten Blutungskomplikationen erreicht werden. Diese Hypothese 

wird durch eine Studie von Attal et al. (1992) zur Prävention von hepatisch venookklusi-

ven Erkrankungen nach Knochenmarktransplantation verstärkt. Hier konnte gezeigt wer-

den, dass eine kontinuierliche prophylaktische Gabe von 100 I.E./kg KG UFH pro Tag 

zu keinem erhöhten Blutungsrisiko und zu keiner Verlängerung der PTT führte. Dieses 

Ergebnis ist allerdings an die verwendete Heparinform, in diesem Fall an das UFH ge-

bunden. Wie bereits beschrieben, konnte eine Dosis von 100 I.E./kg KG bei der Verwen-

dung von NMH im Rahmen einer Studie zur CU keinen therapeutischen Effekt erzielen 

(Zezos et al. 2006). Zusätzlich muss bei der Bestimmung und Angabe der Dosis in der 

Einheit I.E./kg KG berücksichtigt werden, dass bei der Berechnung der Dosis von einem 

durchschnittlichen Körpergewicht der Maus von 25 g ausgegangen wurde. Im Verlauf 

der Versuche kam es jedoch, bedingt durch die Erkrankung der aGvHD, zu einem pro-

gredienten Gewichtsverlust. Die zu Beginn bestimmte absolute Dosis wurde beibehal-

ten. Das bedeutet, dass es während des Versuchsverlaufs automatisch zu einer leichten 

Steigerung der relativen Dosis (I.E./kg KG) kam.  

Zusammenfassend ergaben sowohl die s.c. als auch die i.v.Versuchsreihen, in welchen 

eine Dosis von 100 I.E./kg KG UFH verwendet wurde, das vielversprechendste Ergeb-

nis. Hier zeigten sich tendenziell eine bessere Überlebensrate und ein schwächerer kli-

nischer Ausprägungsgrad der aGvHD, jedoch ohne statistische Signifikanz. Die Ergeb-

nisse waren abhängig von der verwendeten Heparinform (NMH oder UFH). Da es be-

züglich der Halbwertszeit der antiinflammatorischen Wirkung des Heparins bisher noch 

kein sicher messbares Korrelat gibt, hängt der therapeutische Erfolg womöglich nicht nur 
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von der Dosis, sondern auch von der Häufigkeit der Applikation ab. Weitere Studien mit 

größeren Tierzahlen und unterschiedlichen Injektionsfrequenzen und Dosen sind not-

wendig, um das mögliche therapeutische Potential des Heparins in der aGvHD im Maus-

modell aufzudecken. 

 

4.4 Tägliche s.c. Applikation von UFH 

Bereits 1993 wurde von Naparstek et al. (1993) eine Studie zur Wirkung von Heparin als 

Therapeutikum der aGvHD im Mausmodell durchgeführt. In dieser Studie erfolgte eine 

tägliche s.c. Injektion von UFH an sechs Tagen die Woche über einen Zeitraum von 

30 Tagen. Der Krankheitsverlauf und die Überlebensrate der Mäuse konnten dabei in 

einer abgeschwächten Form der aGvHD statistisch signifikant verbessert werden. Dies 

ist bis heute die einzige in der Literatur verfügbare Studie zur Behandlung der aGvHD 

mit Heparin im Mausmodell.  

Angelehnt an die oben beschriebene Studie wurde in dieser Arbeit zusätzlich eine Ver-

suchsreihe mit einer täglichen s.c. Injektion von UFH durchgeführt. Im klinischen Alltag 

stellt die praktische Ausführung einer täglichen s.c. Applikation beim Patienten kein 

Problem dar. Im Mausmodell birgt eine tägliche Injektion für die Tiere allerdings ein deut-

lich höheres Stresslevel und ein erhöhtes Risiko für das Auftreten von Infektionen und 

Abszessen an den Injektionsstellen. Aus diesen Gründen wurde die Versuchsdauer die-

ser Versuchsreihe auf 30 Tage reduziert. Eine tägliche i.v. Applikation ist durch die 

starke Vernarbung, der für die Injektion benötigten Schwanzvenen, bei regelmäßiger In-

jektion und gleichzeitiger aGvHD nicht praktikabel, da so eine korrekte und vollständige 

Applikation des Medikamentes nicht mehr gewährleistet ist. Auf die Durchführung einer 

analogen Versuchsreihe mit einer täglichen i.v. Gabe wurde dementsprechend, trotz ten-

denziell vielversprechenderen Ergebnissen der i.v. Applikation in den bisher durchge-

führten Versuchen, verzichtet.  

In dieser Versuchsreihe erfolgten die s.c. Injektionen einmal täglich, an sechs Tagen pro 

Woche, über einen Zeitraum von 30 Tagen. Es wurden zwei verschiedene Konzentrati-

onen (25 I.E./kg KG und 50 I.E./kg KG) getestet. Sowohl in der Therapiegruppe, in der 

eine Dosis von 25 I.E./kg KG UFH appliziert wurde, als auch in der Therapiegruppe, die 

täglich 50 I.E./kg KG UFH erhielt, zeigten sich über den kompletten Versuchszeitraum 

ein zwar nicht statistisch signifikanter, aber tendenziell schwächerer klinischer Ausprä-

gungsgrad und eine höhere Überlebensrate der Tiere als in der Kontrollgruppe. Insbe-

sondere die Gruppe, die 25 I.E./kg KG UFH erhielt, wies ab Tag 9 mit einer Überlebens-

rate von 63 % eine konstant höhere Überlebensrate als die Tiere der Kontrollgruppe 
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(Überlebensrate von 50 % bis Tag 25 und 38 % ab Tag 26 bis zum Versuchsende) auf. 

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine tägliche s.c. Applikation tendenziell einen 

vorteilhafteren Verlauf der aGvHD, insbesondere im Vergleich zu einer nicht täglichen 

s.c. Applikation, zu begünstigen scheint. Diese Annahme wird durch Studien zur Hepa-

rintherapie in der CU verstärkt. So führte in einer klinischen Studie von Gaffney et al. 

(1995) eine zwei Mal tägliche s.c. UFH-Gabe zu einer statistisch signifikanten Remission 

der CU. Ebenso konnte in einer Studie von Ang et al. (2000) eine tägliche s.c. Injektion 

von UFH im Verlauf ein gleichwertiges Ergebnis wie die Anwendung von Cortison in der 

Therapie der CU erzielen. Da die Halbwertszeit der antiinflammatorischen Wirkung nicht 

bekannt ist, konnte vermutlich durch die tägliche s.c. Applikation eine bessere und nach-

haltigere Inhibition der Selektine als durch eine nicht tägliche s.c. Injektion erreicht wer-

den. Möglicherweise wird aber auch bzw. additional durch die tägliche s.c. Anwendung 

des UFH der Nachteil der geringeren Bioverfügbarkeit der s.c. Anwendung kompensiert 

und so eine effektivere antientzündliche Wirkung erzielt. Ferner muss auch hier berück-

sichtigt werden, dass die antiinflammatorische Wirkung von Heparin nicht zwangsläufig 

mit der in I.E. angegebenen antikoagulatorischen Wirkung korreliert. Durch die hier sehr 

gering gewählte Konzentration (25 I.E./kg KG und 50 I.E./kg KG) kam es vermutlich zu 

einer klinisch nicht relevanten gerinnungshemmenden Wirkung bei weiterhin hinreichen-

der Inhibition der Selektine und somit antientzündlichen Effekt. Diese Annahme wird 

durch die Erkenntnis verstärkt, dass die Bindung von P- und L-Selektin an für die Leu-

kozytenadhäsion benötigte Selektinliganden bereits durch 12 bis 50-fach geringere Kon-

zentrationen von UFH als für eine effektive Antikoagulation empfohlen, gehemmt wird 

(Koenig et al. 1998).  

Weiterhin konnte in Studien zur Verminderung einer Metastasenbildung durch Heparin 

im Mausmodell, welche ebenfalls auf eine Hemmung der P- und L-Selektine beruht, ge-

zeigt werden, dass eine s.c. Applikation von UFH unabhängig von der antikoagulatori-

schen Wirkung zu einer Verminderung der Metastasenbildung führte (Stevenson et al. 

2005; Simonis et al. 2007; Ludwig 2004). In diesen Studien wurde zudem gezielt der 

Einfluss der verschiedenen Heparinarten auf die Inhibition der Selektine untersucht. Si-

monis et al. (2007) konnten beispielsweise zeigen, dass UFH eine höhere Bindungsaffi-

nität an die P- und L-Selektine als das NMH Endoxaparin, das in dieser Arbeit verwendet 

wurde, aufweist und im Umkehrschluss über eine größere antimetastatische und anti-

entzündliche Wirkung verfügen. 

Zusammenfassend führte die tägliche s.c. Injektion zu einem statistisch nicht signifikan-

ten, aber vorteilhafteren Verlauf der aGvHD im Mausmodell als eine nicht tägliche s.c. 

Applikation. Dies könnte zum einen an der hierdurch verbesserten antiinflammatorischen 
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Wirkung bei gleichzeitig minimalem antikoagulatorischen Nebenwirkungsprofil bei nied-

rig gewählter Dosis, zum anderen aber auch an der verwendeten Heparinart (UFH) lie-

gen. In den in dieser Arbeit durchgeführten und diskutierten Versuchen konnte durch die 

Anwendung von UFH durchweg ein vielversprechenderes Ergebnis als durch die Injek-

tion von NMH festgestellt werden. Zugleich zeigte eine tägliche s.c. Gabe von NMH in 

verschiedenen klinischen Studien zur CU keinen Effekt auf den Krankheitsverlauf 

(Bloom et al. 2004; Zezos et al. 2006; Bièvre et al. 2007) Eine tägliche s.c. Gabe von 

NMH wäre deshalb vermutlich der täglichen s.c. Applikation von UFH unterlegen gewe-

sen.  

Weitere Studien mit unterschiedlichen Dosen und höheren Tierzahlen sind notwendig 

um das mögliche, therapeutische Potential von Heparin in der aGvHD im Mausmodell 

zu erfassen. Ergänzend sollte, insbesondere unter Berücksichtigung der bisher analy-

sierten und diskutierten Ergebnisse, eine Kombination der i.v. und täglichen s.c. Appli-

kationsform in Betracht gezogen werden. So wäre womöglich eine tägliche s.c. Hepari-

nanwendung, die durch i.v. Injektionen vor den Krankheitswellen ergänzt wird, ein opti-

males und im Mausmodell gut praktikables Therapieregime. 

 

4.5 Beeinflussung der T-Zellpopulation durch Heparin 

Die verschiedenen T-Zellen spielen in der Pathogenese der aGvHD eine entscheidende 

Rolle. Ein Anstieg des Anteils der CD3+, CD4+, und CD8+ T-Zellen nach KMT im Blut 

geht mit der Entwicklung einer aGvHD einher (Brinkman et al. 2007). Aus diesem Grund 

wurden in dieser Arbeit die CD3+, CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten aus Lymphknoten und 

Milz, der an der aGvHD erkrankten Mäuse, isoliert und mittels durchflusszytometrischer 

Analyse untersucht. Besonderes Interesse galt hierbei der Auswirkung der Heparingabe 

auf die T-Zellpopulation in Abhängigkeit vom Krankheitsverlauf.  

Bereits 1986 kam mit dem murinen monoklonalen Antikörper Muromonab-CD3 ein Anti-

körper gegen den CD3-Rezeptor der T-Lymphozyten auf den Markt. In verschiedenen 

Studien konnte gezeigt werden, dass die Anwendung eines CD3-Rezeptor-Antikörpers 

zu einer Verminderung der CD3+ T-Zellen und Milderung des klinischen Ausprägungs-

grads der aGvHD führte (Anasetti et al. 1992; Benekli et al. 2006; Martin et al. 1988). 

Eine verminderte Anzahl an CD3+ T-Zellen geht hiernach mit einem schwächeren Aus-

prägungsgrad der aGvHD einher. Entgegen dieser Erkenntnisse konnte in dieser Arbeit 

weder ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den unterschiedlichen Krank-

heitsverläufen noch generell zwischen den Kontroll- und Therapiegruppen bezüglich der 

Anteile CD3+ T-Zellen festgestellt werden. Lediglich in einer Versuchsreihe konnte ein, 
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allerdings statistisch nicht signifikant, verminderter Anteil CD3+ T-Zellen mit einem ten-

denziell günstigeren Krankheitsverlauf in Zusammenhang gebracht werden. Dieses Er-

gebnis deckt sich mit den Resultaten einer Studie von Budde et al. (2014), diese zeigte 

ebenfalls keinen Unterschied bezüglich des Anteils der CD3+ T-Zellen bei transplantier-

ten Mäusen mit aGvHD und transplantierten Mäusen ohne aGvHD. In dieser Studie von 

Budde et al. (2014) wurde ebenfalls nachgewiesen, dass die an einer aGvHD erkrankten 

Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant verminderte Zahl an CD4+ T-Lym-

phozyten aufwiesen. Huang und Kollegen (2014) konnten im Rahmen eines Tiermodells 

zu allergischen Atemwegserkrankungen zeigen, dass eine intranasale Verabreichung 

von UFH und NMH im Mausmodell zu einer Abnahme der CD4+ Zellen führte. Folglich 

wäre in dieser Arbeit eine verminderte Zahl an CD4+ T-Zellen bei den mit Heparin be-

handelten und an einer schweren aGvHD erkrankten Tieren zu erwarten gewesen. Im 

Gegensatz hierzu zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den 

Kontroll- und Therapiegruppen in Bezug auf die Veränderungen der CD4+ T-Zellen, auch 

waren keine einheitlichen Tendenzen erkennbar. Lediglich in einer Versuchsreihe 

konnte ein, allerdings nicht statistisch signifikant, verminderter Anteil CD4+ T-Zellen mit 

einem günstigeren Krankheitsverlauf in Zusammenhang gebracht werden. Ferner 

konnte diesbezüglich kein Unterschied zwischen den Tieren erkannt werden, die den 

Versuch überlebten und den Tieren, die frühzeitig aufgrund des Schweregrades der Er-

krankung aus dem Versuch genommen werden mussten. Dieses Ergebnis bildete sich 

ebenfalls in einer Studie zur Therapie der GvHD mittels extrakorporaler Photopherese 

im Mausmodell ab. Hier konnte kongruent kein Unterschied hinsichtlich der Entwicklung 

der CD4+ Zellen zwischen den Kontroll- und Therapietieren sowie zwischen den unter-

schiedlichen Krankheitsverläufen erkannt werden (Papert 2016). Allerdings wurde so-

wohl in der letztgenannten Studie als auch in dieser Arbeit der prozentuale Anteil der 

CD4+ T-Zellen ausschließlich zwischen Tiergruppen verglichen, die an einer aGvHD lit-

ten und lediglich unterschiedlich therapiert wurden. In der Studie von Budde et al. (2014) 

demgegenüber erfolgte der Vergleich des Anteils der CD4+ T-Zellen zwischen transplan-

tierten Mäusen mit einer aGvHD und transplantierten Mäusen ohne eine aGvHD.  

August et al. (2011) konnten bereits zeigen, dass es zu einem Anstieg der CD8+ Zellen 

in einem an aGvHD erkrankten Patienten kommt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte pas-

send zu den Erkenntnissen von August et al. (2011) bei der Therapiegruppe, die mit 

20 I.E./kg KG NMH behandelt wurde, im Vergleich zur Kontrollgruppe eine statistisch 

signifikante Erhöhung der CD8+ T-Zellen in den Lymphknoten (p = 0,03) festgestellt wer-

den. Die beschriebene Therapiegruppe wies hierbei im Vergleich zur Kontrollgruppe ei-

nen ausgeprägteren Krankheitsverlauf auf. Allerdings konnte in keiner weiteren Ver-
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suchsreihe ein statistisch signifikanter Unterschied bezüglich der CD8+ T-Zellen festge-

stellt werden. Lediglich in einer weiteren Versuchsreihe in dieser Arbeit konnte ein, aller-

dings nicht statistisch signifikant, verminderter Anteil CD8+ T-Zellen mit einem tendenzi-

ell günstigeren Krankheitsverlauf assoziiert werden. 

Inwieweit und ob Heparin die T-Zellpopulationen, insbesondere im Rahmen einer 

aGvHD beeinflusst, konnte durch diese Arbeit nicht geklärt werden. Des Weiteren konn-

ten insgesamt keine in sich geschlossenen Tendenzen der Veränderung der T-Zellpo-

pulation in Bezug auf die Schwere der Erkrankung erkannt werden. Möglicherweise liegt 

in der komplexen Plastizität und Vielschichtigkeit der T-Zellen, die sich unter anderem 

durch die Ausschüttung diverser Zytokine und anderer Faktoren und damit direkter sowie 

indirekter Beeinflussung weiterer Zellen manifestieren, eine Erklärung für die uneinheit-

lichen Ergebnisse. Die exakte Funktion und Beteiligung der T-Zellen in der Pathogenese 

der aGvHD ist bisher nur unvollständig verstanden und geklärt. Folgendermaßen ist es 

denkbar, dass die ausgeprägte Dynamik der T-Zellpopulation zu einer stetigen Verän-

derung der Zellzusammensetzung führt und mit den hier dargestellten Ergebnissen nur 

eine Momentaufnahme vorliegt, die diesen dynamischen Prozess nicht widerspiegelt 

(Coghill et al. 2011). Zudem wurde die durchflusszytometrische Analyse stets am Ende 

der Versuche bzw. nach Erreichen von einem Gesamtscore von sechs oder mehr Punk-

ten vorgenommen. Eine Querschnittsuntersuchung zu einem früheren Zeitpunkt hätte 

möglicherweise ein anderes Bild ergeben. Zusammenfassend sind weitere detailliertere 

und umfassendere Studien notwendig, um den Einfluss von Heparin auf die aGvHD und 

die beteiligten Zellpopulationen abschließend beurteilen zu können. 

 

4.6 Beeinflussung des Proliferationsverhaltens humaner Leu-

 kozyten durch NMH und UFH 

Eine durch LPS induzierte Proliferation humaner T-Lymphozyten und Monozyten konnte 

in der Vergangenheit bereits in mehreren Studien nachgewiesen werden (Mattern et al. 

1994; Ulmer et al. 2000). Humane B-Lymphozyten werden im Gegensatz zu murinen B-

Lymphozyten nicht allein durch LPS zur Proliferation stimuliert. Hier kommt es durch das 

Zusammenspiel zwischen T- und B-Lymphozyten zu einer Proliferation letzterer (Zubler 

et al. 1987). In dieser Arbeit wurde das Proliferationsverhalten aller drei Zellreihen durch 

die Zugabe von LPS sowie der Einfluss von NM- und UFH auf dieses Proliferationsver-

halten untersucht. Ziel war es Hinweise auf mögliche immunmodulatorische Wirkmecha-

nismen im humanen Organismus zu erhalten. 
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Im Rahmen dieser In-vitro-Versuchsreihe konnte durchweg eine Steigerung der Prolife-

ration aller drei Zellreihen durch die Zugabe von LPS nachgewiesen werden, so dass 

von einer prinzipiell effizienten Versuchsdurchführung ausgegangen werden kann. Aller-

dings konnten mehrere Studien aufzeigen, dass humane B-Zellen aufgrund der fehlen-

den Expression des Toll-like-Rezeptors 4, der ein wesentlicher Faktor für die Zellaktivie-

rung durch LPS darstellt, nicht mit einer Proliferation nach LPS-Stimulation reagieren. 

Murine B-Lymphozyten sowie Monozyten und T-Lymphozyten reagieren dagegen mit 

einer Proliferation auf LPS (Vaure und Liu 2014; van Belle et al. 2016). Indessen er-

brachten andere Untersuchungen den Nachweis, dass eine B-Zell-Proliferation durch 

LPS nach einer Aktivierung der Zellen durch bestimmte Zytokine möglich ist. Insgesamt 

ist der exakte Einfluss von LPS auf humane B-Lymphozyten nicht abschließend geklärt 

(Dumont et al. 2009). Da in dieser Arbeit die B-Lymphozyten nicht separat, sondern ein 

Zellgemisch aus allen Leukozyten mit LPS beimpft und inkubiert wurden, führte womög-

lich diese Kokultivierung mit anderen Immunzellen zu der in dieser Arbeit nachgewiese-

nen Steigerung der Proliferation der B-Zellen. 

Durch die alleinige Zugabe von NMH oder UFH konnte in keiner der drei untersuchten 

Zellreihen eine Veränderung des Proliferationsverhaltens erreicht werden. Unter der si-

multanen Zugabe von LPS und Heparin kam es weiterhin zu einer gesteigerten Prolife-

rationsrate aller drei Zellreihen. Weder die Zugabe von NMH noch von UFH zu den LPS-

stimulierten Zellen führte zu einer Beeinflussung derselben. Eine In-vitro-Studie von 

Hochart et al. (2006) beschreibt den Einfluss von NMH und UFH auf die Ausschüttung 

proinflammatorischer Zytokine in LPS-stimulierten humanen Monozyten. Die alleinige 

Heparinzugabe zu den Monozyten ohne LPS-Stimulation beeinflusste in Übereinstim-

mung mit den Ergebnissen dieser Arbeit nicht die Zytokinabgabe. Durch die Zugabe so-

wohl von NMH als auch UFH und gleichzeitiger LPS-Stimulation konnte jedoch eine sig-

nifikante Inhibition der Zytokinausschüttung nachgewiesen werden. Hier wurde zum Teil 

sogar mit einer geringeren Heparindosis (0,1 I.E./ml vs.0,4 I.E./ml) als in dieser Arbeit 

gearbeitet, so dass eine zu gering gewählte Dosis als Ursache der fehlenden Beeinflus-

sung von Heparin auf das Proliferationsverhalten unwahrscheinlich erscheint. Allerdings 

wurde zugleich eine 1.000-fach geringere LPS-Dosis verwendet. Weiterhin erfolgte die 

Impfung der Zellen zunächst mit Heparin und erst im Anschluss wurde LPS hinzugege-

ben (Hochart et al. 2006). Beide beschriebenen Aspekte könnten möglichweise einen 

wesentlichen Einfluss auf die Wirkung des Heparins und folglich auf die ungleichen Re-

sultate haben. Zwar wurde in der Arbeit von Hochart et al. (2006) nicht der Effekt auf die 

Proliferation der Zellen, sondern die Wirkung auf die Zytokinausschüttung betrachtet, 

doch führt eine vermehrte Zytokinausschüttung der untersuchten Zytokine wiederum zu 

einer gesteigerten Proliferation der immunmodulatorischen Zellen.  
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Des Weiteren beruht ein wichtiger Teil der antiinflammatorischen Wirkung von Heparin 

auf die Inhibition der Leukozytenadhäsion an das Endothel durch die Hemmung von P- 

und L-Selektin (Nelson et al. 1993). Folglich schließt die in dieser Arbeit festgestellte 

fehlende Hemmung der Proliferation der mononukleären Zellen durch Heparin den im-

munmodulierenden Effekt von Heparin nicht aus, sondern kam hier möglicherweise ein-

fach nicht zur Darstellung. 

Zusammenfassend hatte die alleinige Heparinbehandlung keine Wirkung auf die Prolife-

rationsrate bzw. die Zytokinausschüttung der untersuchten Zellen. Durch die gleichzei-

tige Hinzugabe von LPS und Heparin zeigte sich zwar ein deutlich gesteigertes Prolife-

rationsverhalten der Zellen, allerdings konnte eine Inhibition durch Heparin nicht erkannt 

werden. Wie bereits im In-vivo-Teil dieser Arbeit diskutiert, ist womöglich der Zeitpunkt 

der Heparingabe ein entscheidender Faktor in Bezug auf die mögliche immunmodualto-

rische Wirkung. Diese Annahme wird durch die Ergebnisse der beschriebenen Studie 

von Hochart et al. (2006), in welcher eine Beimpfung der Zellen mit Heparin vor der 

Zugabe von LPS zu einer Hemmung der Zytokinausschüttung führte, ebenfalls unter-

stützt. Insbesondere um die Einflussnahme des richtigen Zeitpunkts der Heparinapplika-

tion auf den immunmodulatorischen Effekt aufzudecken, sind weitere Studien nötig, in 

welchen neben dem Proliferationsverhalten ergänzend andere wichtige Marker, wie bei-

spielsweise die Zytokinausschüttung oder die Selektine, betrachtet werden sollten. 

 

4.7 Fazit und Ausblick 

Das Hauptziel dieser Arbeit war es den möglichen therapeutischen Einfluss von NMH 

und UFH in der Behandlung der akuten GvHD im Mausmodell zu identifizieren. In den 

Ergebnissen der In-vivo-Versuchsreihen konnte dabei kein statistisch signifikanter the-

rapeutischer Effekt festgestellt werden. Die Aussagekraft in Hinblick auf künftige mögli-

che therapeutische Optionen in der Behandlung der aGvHD ist daher begrenzt. Es konn-

ten allerdings richtungsweisende Resultate gewonnen werden. 

Zusammenfassend konnte durch die Applikation von NMH durchweg keine nutzbrin-

gende Wirkung hinsichtlich der Überlebensrate oder des Krankheitsverlaufes der aGvHD 

beobachtet werden. Die Applikation von UFH führte hingegen zu einem günstigeren 

Krankheitsverlauf und einer höheren Überlebensrate und war damit einer Gabe von 

NMH grundsätzlich überlegen. In weiteren Studien sollte daher die Anwendung von UFH 

bevorzugt werden. Inwieweit sich die Verwendung anderer NMH (z. B. Dalteparin) auf 

den Verlauf der aGvHD im Mausmodell auswirkt, muss in weiteren Studien geklärt wer-

den. 
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Die verwendete Dosis von 100 I.E./kg KG wies das vielversprechendste Ergebnis auf. 

Dies war allerdings erwartungsgemäß abhängig von der verwendeten Heparinform. Be-

züglich der Applikationsform konnte das aussichtsreichste Ergebnis dieser Arbeit durch 

die tägliche s.c. Applikation von UFH erreicht werden. 

Diese Arbeit gibt Hinweise darauf, dass sowohl die Dosis als auch die Häufigkeit und 

Form der Applikation eine wesentliche Rolle auf die immunmodulierende Wirkung des 

Heparins hat. Weitere Studien mit deutlich größeren Tierzahlen und unterschiedlichen 

Injektionsfrequenzen und Dosen sind nötig, um das mögliche therapeutische Potential 

von Heparin in der Behandlung der aGvHD im Mausmodell aufzudecken. Gemäß dem 

Algorithmus des verwendeten Log-Rank-Tests ist es wahrscheinlich, dass weitere Ver-

suchsreihen mit einer größeren Tierzahl zu statistisch signifikanten Ergebnissen führen 

würden. Insbesondere die Kombination der s.c. und i.v. Applikation äquivalent zu den 

vielversprechendsten Versuchsreihen, gegebenenfalls unter Hinzunahme einer oralen 

Verabreichung, könnte erfolgsversprechende Wege aufzeigen. Darüber hinaus sind ver-

mutlich der Applikationszeitpunkt und somit der Beginn der Therapie von großer Bedeu-

tung. Der Nutzen einer Heparingabe schon vor möglichem Krankheitsausbruch, also be-

reits vor der Knochenmarktransplantation sollte ebenfalls durch weitere Versuche geklärt 

werden. 
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5. Zusammenfassung 

Die akute Graft-versus-Host Disease (aGvHD) ist eine häufige und gefürchtete Kompli-

kation nach Stammzelltransplantationen. Sie resultiert aus einer Immunreaktion der 

CD4+ und CD8+ T-Zellen des Spenders gegen das Gewebe des Empfängers. Bislang 

gilt die systemische Anwendung von Glukokortikoiden als Gold-Standard der Erstlinien-

therapie. Etwa die Hälfte der Patienten erweist sich jedoch als steroidresistent. Eine 

etablierte und standardisierte Zweitlinientherapie gibt es aktuell nicht. Heparin verfügt 

neben seinen antikoagulatorischen auch über antiinflammatorische Eigenschaften und 

kann in verschiedenen entzündlichen Erkrankungen einen günstigen antientzündlichen 

Effekt bewirken. 

Ziel dieser Arbeit war es den möglichen therapeutischen Einfluss von niedermolekularen 

Heparin (NMH) und unfraktionierten Heparin (UFH) auf die aGvHD im Mausmodell nach-

zuweisen. Konkret wurde eine Studie zur Dosisfindung mit unfraktionierten und nieder-

molekularen Heparin mittels subkutaner (s.c.) und intravenöser (i.v.) Applikation in einem 

etablierten Mausmodell der aGvHD (C57BL/6 -> BALB/c) durchgeführt. Anhand des kli-

nischen Krankheitsscores und der Überlebensrate wurde der therapeutische Effekt er-

mittelt und anschließend beurteilt. Der Anteil der T-Zellen wurde am Versuchsende mit-

tels Durchflusszytometrie analysiert. Zusätzlich wurde in einer In-vitro-Versuchsreihe der 

mögliche Einfluss von Heparin auf humane Immunzellen untersucht. 

Die Anwendung von UFH hatte im Gegensatz zu NMH einen günstigeren aber nicht sta-

tistisch signifikanten Effekt auf die Schwere der Erkrankung und die Überlebensrate. 

Hierbei wies die i.v. sowie die tägliche s.c. Anwendung von UFH das vielversprechendste 

Ergebnis auf. Eine tägliche s.c. Injektion war einer nicht täglichen s.c. Applikation über-

legen. Die Versuchsreihen mit den verwendeten Dosen von 25, 50 und 100 I.E./kg KG 

zeigten in Abhängigkeit von der Applikationsform die mildesten Krankheitsverläufe. Eine 

signifikante Beeinflussung der T-Zellpopulationen konnte weder durch die Gabe von 

NMH noch durch die Applikation von UFH festgestellt werden. In den durchgeführten 

In-vitro-Untersuchungen war durch eine Heparinbehandlung keine Wirkung auf die 

Proliferationsrate der Immunzellen zu beobachten. 

Zusammengefasst konnte zwar kein statistisch signifikantes Ergebnis beobachtet wer-

den, dennoch weisen die Ergebnisse auf einen immunmodulierenden Einfluss von He-

parin in der aGvHD hin. Um eine abschließende Aussage treffen zu können, besteht 

jedoch weiterer Untersuchungsbedarf. Weitere Studien mit größeren Tierzahlen und ei-

ner Anpassung der Applikationswege und Zeitpunkte könnten erfolgsversprechende 
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Herangehensweisen aufzeigen und möglicherweise die vollständige antientzündliche 

Bedeutung von Heparin in der aGvHD aufdecken.   
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6. Anhang 

                                                                                         

 

 

 

 

                                                                            

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung A.1: Gating-Strategien in der Durchflusszytometrie zur Identifikation von CD3+ 

CD4+ und CD3+ CD8+ T-Zellen aus einer murinen Milz.  
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Abbildung A.2: Gating-Strategien in der Durchflusszytometrie zur Identifikation von CD3+ 

CD4+ und CD3+ CD8+ T-Zellen aus murinen Lymphknoten.  
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Abbildung A.3: Gating-Strategie in der Durchflusszytometrie zur Beurteilung des Prolife-
rationsverhaltens humaner T-Zellen in einer nur mit CPD behandelten Probe (untreated) 
(A) sowie nach Zugabe von NMH (Clexane) (B), LPS (C) oder LPS + NMH (Clexane) (D). 
Durch die Färbung der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff CPD kann der mit der Zellteilung 
einhergehende Fluoreszenzabfall und damit die Proliferationsrate der Zellen ermittelt werden. In 
der Grafik wird dies durch eine nach links wandernde Zellpopulation (siehe P1) deutlich. 
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