1. Einleitung

Eine Vielzahl von Darmerkrankungen erfordern im Therapieverlauf eine mehr
oder minder ausgepragte Dunndarmresektion. Intestinale Fehlbildungen und
Ganglionosen im Kindesalter, sowie Morbus Crohn und Mesenterialinfarkte im
Erwachsenenalter sind Beispiele hierfiir'®>. Die Darmresektion fiihrt zu einem
Mangel an Resorptionsflache, dem sog. Kurzdarmsyndrom. Ist eine Adaptation
des verbliebenen Darmanteils auf eine vermehrte Nahrstoffaufnahme nicht
ausreichend, miissen operative MaRnahmen erwogen werden®. Hierzu zahlt
z.B. die Interposition eines antiperistaltischen Segmentes*®. Sind diese MaRk-
nahmen erfolglos, bleibt als Ausweg nur die totale parenterale Ernahrung. lhr
langfristiger Einsatz aber fuhrt unweigerlich zu Katheterinfektion bis hin zu
Sepsis, Thrombosierung und Entwicklung von Leberversagen®”®. Um derartige
Komplikationen zu vermeiden, kann als chirurgische Therapie des Kurzdarm-

syndroms die Dunndarmtransplantation (DDTX) erwogen werden.

Erste experimentelle Versuche der DDTX wurden 1902 von A. Carrel an
Hunden durchgefiihrt’. Am Menschen erfolgten erste Versuche erst in den 60er

10,11,12,13,14,

und 70er Jahren, jedoch mit desolaten Ergebnissen '° Erst nach

Einflihrung von Cyclosporin A (CsA) und spater von FK-506 (Tacrolimus®) als
potente Immunsuppressiva zeigten sich langerfristige Erfolge'®'"181920  Den-
noch ist die Uberlebensrate nach DDTX (75 % nach 1 Jahr und 42 % nach 5

)'82122 gchlechter als nach Leber->> und Nierentransplantation®® (60 bzw.

Jahren
69 % nach 5 Jahren). Die Operation an sich ist im Vergleich zur Leber-
transplantation technisch weniger anspruchsvoll. Jedoch aufgrund der anato-
mischen und funktionellen Besonderheiten des intestinalen Gewebes treten
Komplikationen auf, die bei anderen Transplantatorganen wie Herz, Leber oder
Niere nicht in diesem Male in Erscheinung treten. Schaden an der Dinn-
darmwand haben weitreichendere Folgen als beispielsweise Parenchym-
schaden der Leber oder der Niere, denn sie fuhren zur Minderung der Dunn-
darmmotilitat*>2® und infolge des Ischdmie- und Reperfusionsschadens’ des
intestinalen Epithels zu Resorptionsstérungen. Damit wird der Ubertritt potentiell
pathogener Keime direkt in die Blutbahn des Empfangers mdglich, woraus eine

Sepsis resultieren kann?’.



Ein weiteres Problem liegt in der starken Immunogenitat des Dunndarms (DD).
Er besitzt ein sehr komplexes lymphatisches Netzwerk. Zum einen besteht
dieses aus lymphoiden Aggregaten in den Peyerschen Plaques und in der
Lamina propria. Hier erfolgt der initiale Kontakt der Lymphozyten mit den
Antigenen aus dem Darmlumen. Den anderen Teil des lymphatischen
Netzwerks bilden diffus verteilte Lymphozyten in der Lamina propria sowie im
Epithel als intraepitheliale Lymphozyten bzw. IEL?®. Diese sind fiir die
Immunreaktionen an der mukosalen Oberflaiche verantwortlich?®®. Dieses
gesamte Netzwerk wird als Darm-assoziiertes lymphatisches Gewebe

bezeichnet.

Die Transplantatakzeptanz wird aber auch durch die besondere funktionelle
Rolle des Dinndarms erschwert. Als Teil des Gastrointestinaltraktes kommt das
DD-Epithel, genauer gesagt, kommen die intraepithelialen Lymphozyten (IEL),
direkt in Kontakt mit den Fremdantigenen der Nahrung. Sie werden als Erste
mit der Flut von externen, oral aufgenommenen Antigenen konfrontiert. Aktuelle
In Vitro-Ergebnisse zeigen, dass eine direkte Aktivierung der IEL durch die
Zottenepithelzellen (ZEZ) méglich ist® (Abb.1.1).
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Abb. 1.1 Langsschnitt durch das Diinndarmepithel einer Diinndarmzotte mit Darstellung
der intraepithelialen Lymphozyten (IEL = intraepitheliale Lymphozyten, LPL =
Lamina propria-Lymphozyten, ZEZ = Zottenepithelzellen, M-Zelle = spezielle
Zottenepithelzelle) (aus Current Protocols in Immunology Volume 1. Coligan JE,
Kruisbeek AM, Margulies DH, Strober SW. 1996 by John Wiley & Sons, Inc.).



Dabei unterliegen die IEL hohen Anforderungen. lhre Reaktion muf} sich
bewegen zwischen Abwehr der fur den Korper gefahrlichen Fremdantigene
einerseits und Akzeptanz ungefahrlicher Antigene bzw. Vermeiden
Uberschieflender Reaktionen andererseits. Der transplantierte Dinndarm
kommt nach einer Phase der postoperativen parenteralen Erndhrung mit einer
Uberfiille von Fremdantigenen aus der Nahrung in Kontakt und ist somit viel
starkeren Reizsituationen ausgesetzt als zum Beispiel ein transplantiertes Herz.
Wahrend fur die Lymphozyten der Mesenteriallymphknoten deren Beteiligung
an der Immunaktivierung bereits gezeigt wurde, finden sich derzeit nur wenige
Daten in der Literatur zur Rolle der IEL in der DunndarmabstoRung. Weiter ist
unklar, was sich im intraepithelialen Kompartiment auf zellularer Ebene abspielt,
wenn das Transplantat seine Funktion verliert. Dazu werden zwei Modelle
betrachtet: das AbstoBungsmodell (AB) und das Toleranzmodell (TOL). Im
AbstoBungsmodell manifestierte sich 100 Tage nach Transplantation die
TransplantatabstoRung, wahrend das Toleranzmodell Toleranz zeigte. Zur
Isolierung der IEL wurde ein Protokoll mit der Anforderung etabliert, die
Kontamination durch Lymphozyten aus anderen DD-Kompartimenten, z.B. aus
der Lamina propria, moglichst gering zu halten. Mit diesem Protokoll wurden die
IEL beider Modelle zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transplantation
isoliert und ihre Zusammensetzung durchfluRzytometrisch analysiert. Dabei
sollte geklart werden, inwieweit die zur Abstof3ung bzw. zur Toleranz fuhrenden
zellularen Mechanismen die Zusammensetzung des intraepithelialen Kom-
partiments verandern. Mit diesem Vergleich sollten die fur die Phase der
AbstoRung charakteristischen Zellpopulationen identifiziert werden. Sie kdnnten
Zielstrukturen fur eine mogliche therapeutische Intervention zur Vermeidung der

Transplantatabstol3ung darstellen.



2. Fragestellung

Um den gegenseitigen EinfluR der intraepithelialen Lymphozyten auf die
AbstoBungsreaktionen im Dinndarm bzw. vice versa umfassend beurteilen zu

koénnen, soll zu folgenden Fragen Stellung genommen werden:

1. Welche Subpopulationen charakterisieren das intraepitheliale Kompar-

timent in einem nicht transplantierten Diinndarm?

2. Unterliegt das intraepitheliale Kompartiment einem Zellaustausch bzw.
welche Rolle spielt dieses Phanomen fiir die Akzeptanz des Transplan-

tates?

3. Welche zellularen Veranderungen des intraepithelialen Kompartimen-

tes zeigen sich im AbstoBungsmodell (AB)?

4. Welche zelluldaren Veranderungen des intraepithelialen Kompartimen-

tes zeigen sich im Toleranzmodell (TOL)?

5. Welcher Zusammenhang besteht zwischen Klinik, Zellphysiologie und

Histologie?



3. Material und Methodik

3.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Als Versuchstiere dienten mannliche Ratten aus kontrollierten Inzuchtstammen.

Folgende Inzuchtstamme wurden verwendet:

Transplantat- Lewis MHC-Haplotyp RT;
Empfanger: (LEW) (Charles River, Sulzfeld)

Transplantat- Brown MHC-Haplotyp RT";
T o . Spender: Norway (Charles River, Sulzfeld)
[ — b (BN)

In der experimentellen Chirurgie der Universitat Wirzburg wurden die Tiere
jeweils paarweise in Macrolon® Kafigen gehalten und erhielten Altromin®-
Pressfutter und Wasser ad libitum. Der Transplantat-Spender erhielt zwei Tage,
der Transplantat-Empfanger einen Tag vor Operation lediglich Wasser. Zu
diesem Zeitpunkt waren die Ratten drei bis vier Monate alt und wogen zwischen
220 und 250 Gramm. Nach Transplantation standen die Tiere unter keimarmen
Bedingungen in Scantainer® Klimaschranken der Firma Scanbur, Kggen,
Danemark unter Beobachtung (Haltungstemperatur: 2212 °C, relative
Luftfeuchtigkeit: 50-60 %, 12 Stunden-Hell-Dunkel-Rhythmus). Postoperativ
erhielten die Tiere am Operationstag Wasser, am 1. Tag p.op. Wasser + 20 %
Glucose, am 2. Tag p.op. Wasser + Fresubin und ab dem 3. Tag p.op. Wasser

+ Altromin®-Pressfutter + Haferflocken.

3.2 Immunsuppression

Die postoperative Immunsuppression erfolgte mit FK 506 (Tacrolimus®), einem
Makrolidantibiotikum, das von Streptomyces tsukabaensis produziert wird®".
FK 506 inhibiert die Ca®*-abhéngigen Prozesse der Lymphokin-Synthese in den
T-Lymphozyten. Intrazellular bindet FK 506 an das Bindungsprotein FKBP12
und hemmt als FK 506-FKBP12-Komplex das fur die IL-2 Synthese wichtige
Enzym Calcineurin®. In diesem Versuch stand eine sterile Trockensubstanz der

Firma Fujisawa aus Osaka, Japan (Prograf®) zur Verfiigung. In Vorversuchen



wurde die therapeutische Dosis ermittelt. Die Ratten erhielten FK 506, verdinnt
mit 0,9 %-iger NaCl-Losung, intramuskular (im.) in der Dosierung 2 mg pro kg

Korpergewicht.

3.3 Experimentelle Gruppen und immunsuppressives Therapie-
schema

Die orthotope Dinndarmtransplantation (DDTX) wurde in der syngenen

(LEW->LEW) und in der allogenen (BN->LEW) Kombination durchgefihrt. Drei

Modelle wurden unterschieden. Zusammen mit den jeweiligen Immunsup-

pressionsschemata sind diese in Tabelle 3.1 aufgefuhrt:

Tab. 3.1 Uberblick iiber die drei Modelle KON, AB und TOL und die entsprechende
Immunsuppression

Modell Stammkombination Tie(r:)ahl Imm:rll(s;(;)GP;;s_Sion
Kct;(t)rc")lll 6 LEW->LEW 18 .
Absﬁ)gung BN->LEW 22 T2agr;n g / l;gplfo(;.
Tolorans BNSLEW 7 2ma/kgke

Zur Kontrolle dienten ferner unbehandelte, nicht transplantierte LEW- und BN-
Ratten (jeweils n = 3). Zur Isolierung der IEL wurden die Tiere von KON und AB
an Tag 3, 7, 14, 30, 60 p.op. und zum Zeitpunkt der Transplantatabsto3ung um
Tag 100 p.op. getotet. Im Toleranzmodell wurden drei Tiere an Tag 100 p.op.,
vier Tiere an Tag 250 p.op. getotet. Eine Ubersicht hierzu findet sich in
Tabelle 3.2.



Tab. 3.2 Ubersicht iiber die Zeitpunkte der IEL-Isolierung in den verschiedenen Modellen
(zu jedem Zeitpunkt wurden 3 bis 4 Tiere analysiert), (+) = IEL-Isolierung, (-) =
keine IEL-Isolierung.

Modell Tage p.op.
3 7 14 30 60 100 250
KON + + + + + + -
AB + + + + + + -
TOL - - - - - + +

3.4 Mikrochirurgische Technik der Dunndarmtransplantation

Die orthotope Transplantation wurde nach dem von Deltz und Thiede
beschriebenen Modell*® in modifizierter Form durchgefiihrt. Die Operation
erfolgte unter aseptischen unsterilen Bedingungen in Isoflurannarkose (Fa.
Abbott, Wiesbaden). Als optische Hilfsmittel dienten Operationsmikroskope
(Typ Mentor C, Wild M650, Leica, Fa. Codman, Herbruggen, Schweiz) mit 10-
bis 25-facher VergroBerung. Die Gefallanastomosen erfolgten in Standard-
nahttechnik mit monofilen, nicht resorbierbaren Faden der Starke 8-0 (Prolene®,
Ethilon®, Fa. Ethicon, Hamburg). Fir die postoperative Analgesie stand Tramal®
(Fa. Grunenthal, Stolberg) zur Verfugung. Nach DD-Entnahme wurden die
Spendertiere durch intrakardiale Injektion von T61® (Fa. Hoechst Veterinar
GmbH, Unterschleil3heim) getotet.

3.4.1 Dunndarmexplantation

Nach Rasur der Spenderratte, Desinfektion und medianer Laparotomie erfolgte
die Freipraparation der Vena porta, der Arteria mesenterica superior und der
Aorta abdominalis. Anschlielend wurde der Dinndarm vom Treitz’schen Band
bis ca. 1 cm vor der lleocoecalklappe mit den Gefalistielen der A. mesenterica
superior, den im Mesenterialstrang liegenden Lymphknoten und der V. portae
aus dem Spendertier entfernt. Nach Perfusion der TransplantatgefaRe und des
Darmlumens mit 0,9 %-iger NaCl-Losung (4 °C) wurde das Spenderorgan bis
zur Implantation in NaCl-Lésung konserviert. Die kalte Ischamiezeit betrug
dabei 1,5 Stunden.



Folgende Abbildung (Abb. 3.1) zeigt das explantierte Organ:

Abb. 3.1 Diinndarm einer LEW-Ratte am Ubergang
lleum / Coecum abgesetzt.

3.4.2 Orthotope Diinndarmtransplantation

Nach Langslaparotomie des Empfangers und Explantation des Empfanger-
Didnndarms (Kap. 3.4.1) wurde der Spender-Dinndarm orthotop eingesetzt. Die
Verbindung der entsprechenden Gefal3e (Aorta, Arteria mesenterica superior
und Vena portae) erfolgte in End-zu-Seit-Anastomose in fortlaufender Naht mit
einem 8-0 Ethilon®-Seidenfaden. Die Operationsdauer betrug dabei 1,5
Stunden. Transplantattiere, die innerhalb der ersten drei Tage p.op. starben
(<10 %), wurden als technische Versager betrachtet und nicht in die Analyse

aufgenommen.

3.5 Nachuntersuchung und Beurteilung des Allgemeinzustan-
des der transplantierten Tiere
Die Nachuntersuchung der transplantierten Tiere bezuglich Allgemeinzustand,
Gewicht, Operationswunden und Transplantatfunktion (Durchfall ja/nein) fand
taglich statt. Beurteilungskriterien waren: Vigilanz, Kdorperhaltung, Weichheit
des Abdomens, Beschaffenheit des Fells, Tastbarkeit der Lymphknoten und
Veranderungen an Augen und Nase. Die Gewichtsverlaufe wurden in Prozent
des Ausgangsgewichts dargestellt. Alle anderen Parameter wurden in einer
vierstufigen Graduierungsskala (Merkmal O = nicht/ 1 =leicht/ 2 = mittel / 3 =

stark ausgepragt) aufgenommen.



3.6 Obduktion der Versuchstiere und Organgewinnung

Zu den in Kapitel 3.3 genannten Zeitpunkten wurden die Tiere in Isofluran-
narkose getotet und obduziert. Nach makroskopischer Beurteilung der Bauch-

organe erfolgte die Enthahme des Spender-Dinndarms.

3.6.1 Makroskopische Beurteilung der Bauchorgane

Nach Laparatomie wurden die Bauchorgane inspiziert und die Anastomosen auf
ihre Durchgangigkeit hin Uberprift. Es folgte die Beurteilung des Dinndarms
auf Farbe, Konsistenz und Verwachsungen. Entsprechend wurden Spender und
Empfanger-Lymphknoten sowie Milz, Leber und Nieren des Empfangers
beurteilt.

3.6.2 Isolierung der intraepithelialen Lymphozyten (IEL) aus
dem Dinndarm

Zur Isolierung der intraepithelialen Lymphozyten (IEL) wurde in diesem Versuch

eine modifizierte Methode von Kearsey und Stadnyk angewendet**. Damit

lieBen sich die IEL mit grofer Reinheit (92 bis 95 % Lymphozyten) und 98 %

Vitalitat isolieren. Pro Dunndarm betrug die isolierte Lymphozytenzahl circa

3 (£2,5) x10°.



Die Isolierung der IEL verlief wie folgt:

1. Nach Entnahme des Spender-Dinndarms (lleum und Jejunum) erfolgte die
Abtrennung von je 1 cm an beiden Dunndarm-Enden fur die histologische
Untersuchung. Danach wurde der Dunndarm in vier gleich groRe Stucke
(= ,Schlauche®) geschnitten.

e Jeder ,Schlauch® wurde auf eine 14 G Knopfkanule (Fa. Braun,
Melsungen) aufgezogen.

e Das Schlauchende an der Kanullenspitze wurde mit einem monofilen
Faden der Starke 1-0 (Prolene®, Fa. Ethicon, Hamburg) mit vierfachem
Knoten verschlossen, wobei die Kanule dabei im Schlauchinneren blieb.

¢ Anschliellend wurde vom freien Schlauchende her der Dunndarm wieder
ruckwarts Uber das verschlossene Schlauchende gestllpt, so dass die
Innenseite d.h. die Epithelseite des Dinndarms aul3en lag.

e Das offene Schlauchende wurde ebenfalls mit vierfachem Koten
verschlossen.

o Uber die Kaniile wurde in den Darm PBS (phosphate buffered saline) bis
hin zu maximaler Spannung gefullt. AnschlieRend wurde der Schlauch mit
vierfachem Knoten direkt vor der Kanulenspitze verschlossen.

e Danach wurde der Schlauch von der Kanule abgetrennt und bis zur
weiteren Verarbeitung in einer Losung aus PBS und 2 mM Dithiothreitol

(DDT, Sigma, Taufkirchen) zwischengelagert.

2. Diese so vorbereiteten ,Dinndarmschlauche” wurden in einem Erlenmeier-
Kolben in RMPI 1640 Medium (Fa. Invitrogen life technologies, Pailsley,
Karlsruhe) 2 Minuten bei einer Frequenz von 2000 Umdrehungen / min
geschuttelt (gevortext). Dabei fielen die intraepithelialen Lymphozyten aus
dem Epithel und reicherten sich im RMPI 1640 Medium an.

3. Mit diesem RMPI 1640 Medium, gefiltert Uber Gaze (Fa. Hartenstein, Wirz-
burg), wurde ein 50 ml-Zentrifugenrohrchen (Fa. Greiner, Frickenhausen) bis
zur 35 ml-Skalierung aufgefullt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 15 ml

Percoll (Fa. Amersham pharmacia biotech, Freiburg).



4. Die in dieser 50 ml Losung, bestehend aus 35 ml RMPI 1640 Medium und
15 ml Percoll, befindlichen IEL wurden 15 min bei 22 °C und 500 xg

zentrifugiert.

5. Das IEL-Pellet wurde mit 5 ml PBS in einem 15 ml-Zentrifugenrohrchen
resuspendiert, mit PBS auf 15 ml aufgefullt und ein zweites Mal zentrifugiert
(5 min, 22 °C, 500 xg).

6. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml PBS gel6st. Hieraus
wurde ein 20 pl Aliquot entnommen, mit Trypanblau angefarbt und in der
Zahlkammer ausgezahlt. Im Durchschnitt lieRen sich mit dieser Methode

ca. 3 (£2.5) x10° Lymphozyten pro Diinndarm isolieren (Abb. 3.2).

Isolierung von IEL
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IEL ——> FACS-Analyse

Abb. 3.2 Protokoll zur Isolierung der intraepithelialen Lymphozyten (IEL).



3.6.3 Histologische Untersuchung der Dinndarms

Zu jedem Dunndarm (DD) erfolgte eine histologische Kontrolle des AbstoRungs-
zustandes. Hierzu wurden direkt nach DD-Entnahme an beiden Enden jeweils
1 cm lange Stlcke abgeschnitten, diese der Lange nach gedffnet, gewendet
und wieder so aufgerollt, dass die Epithelschicht aullen zu liegen kam.
AnschlieRend wurde der aufgerollte Dinndarm mit einem monofilen Faden der
Starke 4-0 (Prolene®, Fa. Ethicon, Hamburg) zusammengebunden, in 4 %-igem
Formaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet. Daraus wurden 3 pym dicke

Schnitte angefertigt, mit Hamatoxilin-Eosin gefarbt und anschliel3end beurteilt.

3.7 Farbung mittels monoklonaler Antikorper

In Vorversuchen wurden die Antikorper (Fa. Serotec, England Uber Fa. Biozol,
Deutschland) in unterschiedlichen Konzentrationen getestet, um die fur die

jeweiligen Farbungen optimalen Antikdrperkonzentrationen zu ermitteln.

3.7.1 Antikorper

Spender- und Empfangerlymphozyten wurden durch folgende ,Rattenstamm®-
spezifische Antikorper, die gegen das entsprechende MHC-Klasse-I-Molekdl
gerichtet waren, voneinander unterschieden (Tab. 3.3):

Tab. 3.3 Monoklonale Antikoérper zur Differenzierung zwischen Empfanger- (NDS60) und
Spenderlymphozyten (OX27).

o MHC cgrgs: Verdiinnung /
UL Haplotyp ERESI Ml pro Farbeansatz
NDS60 RT1.A' MHC-I-Antigen (LEW) 1:50/50 pl
ox27 RT1.A" | MHC-l-Antigen (BN) | <€ V%ri‘f””“r‘g /

Der Antikdrper OX27 wurde in der FITC-konjugierten Form verwendet, wahrend
NDS60 in der unkonjugierten Form vorlag und deshalb mit einem Phyko-

erythrin-gekoppelten Sekundar-Antikorper markiert wurde.
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Neben der Einteilung in Spender- und Empfangerlymphozyten erfolgte die

Aufteilung in die Lymphozytensubpopulationen mittels folgender Antikorper

(Tab. 3.4):

Tab. 3.4 Ubersicht iiber die verwendeten Antikérper zur Differenzierung in Leuko-
zytensubpopulationen mit der jeweiligen Verdiinnung pro Farbeabsatz.

marker

Antikérper Obfn’;'fife*:_e"' Spezifitit
,Leukocyte common
Lymrﬁgr‘l’(ze{te"' OX1 CD45 antigen* (LCA),
Positivkontrolle
cD4’ T- T-Helfer-Lymphozyten,
Lymphozyten Wa/2s CD4 Makrophagensubpopulation
. Zytotoxische T-
CD8 T- Lymphozyten, T-
Lymphozyten OX8 CcDs8 Suppressorzellen (CD8 a-
Kette)
i i aB-T-Zell-Rezeptor (auf fast
off T-Zellrezeptor R73 aB-TCR allen T-Lymphozyten)
] R yo-T-Zell-Rezeptor (auf CD3
yd T-Zellrezeptor V65 yo-TCR positiven T-Lymphozyten)
,Leukocyte common
B-Lymphozyten OX33 %Dj?/Réo‘ antigen® (LCA) (nur auf B-
' Zellen)
CD161 Naturliche Killerzellen
AT 10/78 NKR-P1A (60 kD Homodimer)
Aktivierungs- IL-2-Rezeptor (55 kD, a-
marker 039 CD25 Kette) (auf T-Zellen)
ICAM-1 (90 kD-Kette)
Aktivierungs- 1A29 CD54 (auf T-Zellen)

(Adhasionsmoleklil, Ligand
fir LFA-1)




3.7.2 Doppel- und Dreifachfarbung

Die pro Dinndarm isolierten intraepithelialen Lymphozyten [3 (+2,5)x10°
Zellen] wurden in 1 ml PBS resuspendiert und zu je 50 pl flr die Antikorper-
farbungen verwendet (entsprach einer Zellzahl von 1,5 bis 2,8 x 10° Zellen).
Alle Inkubationsschritte wurden im Eisbad bei 4 °C fur 25 min durchgefuhrt. In
Tabelle 3.5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Antikorperkombinationen

sowie die pipettierten Antikdrpervolumina aufgefuhrt.

Tab. 3.5 Farbeprotokoll, Antikorperverdiinnungen und pipettierte Volumina. (F = FITC/
PE = Phykoerythrin / DAM = Esel-anti-Maus / MS = Mausserum /AK= Antikorper/
Sek-AK = Sekundar-Antikérper / --- = keine Zugabe von Reagens / X = Zugabe
von Reagens).

entz | 1AK | 2AK | selcar | SRR sk | SERECEY
1) OX8 F |W3/25 PE --- --- R73 BIO X
2) V65 F OX8 PE --- --- W3/25 BIO X
3) 1A29 F | OX8 PE --- --- W3/25 BIO X
4) OX39F | OX8 PE --- --- W3/25 BIO X
5) OX27 F NDS60 |DAM-PE| MS R73 BIO X
6) OX27 F NDS60 |DAM-PE| MS | OX33BIO X
7) OX27 F | OX8 PE --- --- W3/25 BIO X
8) OX39F | OX8 PE --- ---  |NKRP1 BIO X
9) 1A29 F | OX8 PE - --- |NKRP1 BIO X
10) OX1F --- --- --- --- ---
Verdiinnung: Pipettierte Volumina:

FITC und PE-konjugierte AK - 1

biotinylierte AK - 5l

Mausserum 1:200 |[in 1800 ul PBS 50 ul

Sek-AK (PE) 1:500 |[in 499 ul PBS 50 pl

Streptavidin Tri-Colour® - 1 ul

NDS60 1:50 |in 980 ul PBS 50 ul

OoXx27 1:10 |in 90 ul PBS 50 pl

OX33 BIO 1:1 in 150 ul PBS 50 pl

OX39 F 1:128 |in 1200 ul PBS 50 pl
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Bis auf NDS60 waren alle Antikorper entweder mit den Fluoreszenzfarbstoffen
FITC oder PE konjugiert oder sie waren mit Biotin markiert.

Wurden Biotin-konjugierte Antikdrper verwendet, dann wurden die Zellen in
einem weiteren Schritt mit Strepavidin (Fa. Caltag Laboratories, Deutschland)
inkubiert, welches mit sehr hoher Affinitat an das kleine Biotinmolekul bindet.
Das Streptavidin war mit dem Fluoreszenzfarbstoff TriColor® verkniipft; so dafR
auch die Bindung solcher Antikérper an Oberflachenmolekile durchflul3-
zytometrisch analysiert werden konnte.

Waren Primarantikorper, wie der NDS60, weder mit einem Fluoreszenzfarbstoff,
noch mit Biotin konjugiert, dann muflte ein sogenannter Sekundarantikorper,
hier der mit Phykoerythrin konjugierte Esel-anti-Maus (DAM) Antikorper,
hinzugefigt werden. Dieser band an den unkonjugierten Primarantikorper.
Sollten weitere Antikérper dem Farbeansatz zugesetzt werden, mufdten, um
falsch positve Ergebnisse zu vermeiden, die Bindungsstellen des Sekundar-

antikorpers mit Mausserum blockiert werden (siehe auch Abb. 3.3).

Wurden konjugierte Antikoper verwendet, unabhangig davon, ob sie mit
Fluoreszenzfarbstoffen oder Biotin markiert waren, so konnten sie alle
zusammen in einem Farbeansatz mit den Zellen inkubiert werden. Waren
Biotin-konjugierte Antikorper im Farbeansatz vorhanden, wurde nach einem
Waschschritt den in PBS resusupendierten Zellen noch 5 ul Strepavidin

zugesetzt.

Wurden Farbeansatze mit NDS60, dem unkonjugierten Antikorper,

durchgefuhrt, so war die Reihenfolge der Inkubationsschritte wie folgt:

1. NDS60;

2. Esel-anti-Maus (DAM);

3. Absattigung freier Bindungsstellen mit Mausserum;

4. weitere konjugierte Primarantikorper;

5. Zugabe von Streptavidin, falls ein Biotin-konjugierter Antikdrper eingesetzt

wurde.

Zwischen allen Farbeschritten wurde jeweils ein Waschschritt durchgefihrt.



Eine schematische Darstellung der Farbe- und Markierungsmethoden zeigt
Abbildung 3.3.

Durchflusszytometrisches Farbeschema I

Unkonjugierter Antikor-
per mit PE-Antikorper

o i j- ®
markiert und mit Maus- Tri COIOL.". gekop.peltem
vpe Streptavidin markiert
serum abgesittigt

Biotin-Antikorper mit

Direkt FITC- oder PE-
gekoppelter Antikorper

Abb. 3.3 Farbeschema fiir durchfluBzytometrische Analysen.

3.8 Messung am Durchflusszytometer

Die Messung der markierten Zellsuspensionen erfolgte in einem Durchfluf3-
zytometer

(FACScan, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg), in dem die Zellen einen Argon-
Laserstrahl von 488 nm Wellenlange passierten. Die Lichtstreuung, durch die
Zelle selbst verursacht, oder die Fluoreszenz, durch an Antikorper gebundene
Farbstoffe, ermoglichten eine Auswertung nach finf Parametern (Zellgroiie,
Zellgranularitat, 1., 2. und 3. Fluoreszenzfarbe). Das Absorptionsspektrum des
FITC-konjuguierten Antikorpers lag im Grunwellenbereich (A =530 nm), das
Absorptionsspektrum des PE-konjugierten Antikorpers im Rotwellenbereich
(A =570 nm). Pro Farbeansatz wurden 7.000 - 10.000 Zellen ausgewertet.

3.9 Auswertung und Verarbeitung der Ergebnisse

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit den Programmen PC-Lysis II (Fa.
Becton, Dickinson, Heidelberg) und WinMDI 2.5 (Joseph Trotter) unter

Einbeziehung aller funf Parameter. Die Aufarbeitung der Daten und die
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Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit der Software Excel 2000 (Fa.
Microsoft). In jeder Versuchsreihe wurden unterschiedliche Kontrollansatze
verwendet. Als Positivkontrolle diente der Pan-Leukozytenantikrper OX1; als
Negativkontrolle und zum Ausschlu® von Kreuzreaktivitaten wurde die
Eigenfluoreszenz der IEL ohne Antikdrperzugabe sowie die jeweils alleinige
Inkubation mit dem Sekundar-PE-Antikérper bzw. mit dem Tri-Colour®-
gekoppelten Streptavidin ohne entsprechende Primarantikdrper gemessen. Die
Ergebnisse wurden als prozentualer Anteil an der Lymphozytenpopulation
angegeben. In der Regel wurden pro Farbung von den ca. 100.000 Zellen pro
Messrohrchen stets 10.000 Zellen ausgewertet, wobei zuvor bei der Einstellung
der ZellgroRRe (FSC-Profil) und der Granularitat (SSC-Profil) das Messfenster so

gewahlt wurde, dass nur lebende OX1-positive Leukozyten erfasst wurden.

3.10 Statistische Auswertung

Alle ermittelten Zahlenwerte, wie Gewichtsverlaufe, Laborwerte und
durchflulizytometrisch gemessene Prozentwerte wurden der statistischen
Analyse unterzogen. Mittelwerte und Standardabweichungen wurden mit Hilfe

von Excel 2000 (Fa. Microsoft) ermittelt. Die Zahlenwerte wurden gerundet.
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4. Ergebnisse

In dieser Versuchsreihe wurden folgende drei Modelle untersucht:

Kontrolle (KON): Hier wurden LEW-Empfangertiere syngen transplantiert
(Stammkombination: LEW->LEW). Wegen der MHC- und Non-MHC-Kompa-
tibilitat (MHC = major histocompatibility complex) zwischen Spender und
Empfanger war keine Immunsuppression notwendig. In diesem Modell sollte
der Einflul® der Transplantation auf die Zusammensetzung des intraepithelialen
Kompartimentes untersucht werden. Als weitere Kontrollen dienten nicht
transplantierte LEW- und BN-Tiere, um die physiologische Zusammensetzung

des intraepithelialen Kompartimentes zu analysieren.

AbstoBungsmodell (AB): In diesem Modell wurde der BN-Dunndarm orthotop
in die LEW-Ratte transplantiert (Stammkombination: BN->LEW). Hierbei
handelte es sich um eine allogene Stammkombination, d.h. es bestand keine
MHC-Kompatibilitat zwischen Spender und Empfanger. Die zur Verhinderung
der Abstoflung notwendige Immunsuppression mit FK 506 wurde in einer
Dosierung von 2 mg/ kg KG/ Tag von Tag 0 bis Tag 5 p.op. verabreicht. In
diesem Modell sollte der Einfluss der Absto3ung auf die Zusammensetzung des

intraepithelialen Kompartimentes untersucht werden.

Toleranzmodell (TOL): Dieses  Modell  basierte auf der gleichen
Stammkombination wie das Absto3ungsmodell. Der BN-Dunndarm wurde
ebenfalls orthotop in die LEW-Ratte transplantiert. Der Unterschied lag
ausschlieBlich in der Dauer der Immunsuppression (ebenfalls 2 mg/ kg KG/
Tag FK 506), die hier vier Tage langer, von Tag 0 bis Tag 9 p.op., erfolgte. Hier
sollte die Zusammensetzung des intraepithelialen Kompartimentes eines MHC-
differenten Organs in der Phase der Toleranz untersucht werden. Folgende
Kriterien der Toleranz waren erflllt: (1) Das Dinndarmtransplantat wurde nach
Absetzen der Immunsuppression langfristig ohne klinische Zeichen der
AbstoBung akzeptiert. (2) Erhielten diese Tiere 60 Tage nach der

Dunndarmtransplantation ein heterotop transplantiertes BN-Herz, d.h. das
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Immunsystem wurde ein zweites Mal mit Antigenen des BN-Stammes in
Kontakt gebracht, kam es nicht zur AbstoBung beider Transplantate. (3)
Erhielten die Tiere jedoch zum gleichen Zeitpunkt ein heterotop transplantiertes
Drittstamm-Herz, z.B. vom Rattenstamm Dark Agouti (DA), d.h. das
Immunsystem wurde mit fur ihn unbekannten Antigenen in Kontakt gebracht,
kam es, wie erwartet, zur Abstollung des Herzens. Dies zeigte, dal} das
Immunsystem der LEW-Empfangertiere durch die kurzzeitige Immun-
suppression die Fahigkeit erwarb, BN-Antigene als selbst zu akzeptieren,
wahrend die Reaktivitat gegen andere Fremdantigene, hier Antigene von DA,

erhalten blieb.

4.1 Charakterisierung der Versuchsreihen nach Klinik und
Histologie

Das Ausgangsgewicht der zu transplantierenden Tiere lag zwischen 220 und
250 g. Nach der Dunndarmtransplantation stieg bis Tag 65 das Gewicht der
transplantierten Tiere aller drei Versuchsreihen kontinuierlich an. Die Ratten
wogen zu diesem Zeitpunkt ca. 350 g. Wahrend die Tiere des AbstolRungs-
modells von diesem Zeitpunkt an stark an Gewicht verloren, zeigten die Tiere
des Kontroll- und Toleranzmodells weiterhin eine kontinuierliche Gewichts-
zunahme. An Tag 100 wogen diese Tiere ca. 450 g, die AB-Ratten hingegen
nur noch ca. 300 g (Abb. 4.1).

Veranderung des Korpergewichts [%]

250 =
295 — (KON) LEW->LEW
*(AB) BN->LEW 5Tage FK506
200 —(TOL) BN>LEW 9Tage FK506 A "

75 e anatil

150 M
105 e L
100
75
0 50 100 150 200
Tage p-op. [

Abb. 4.1 Postoperative Gewichtsverlaufe der Modelle KON, AB und TOL. Das Absto-
Rungsmodell (AB) zeigte bereits 30 Tage vor Auspragung der klinischen Symp-
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tome der AbstoBung eine Gewichtsabnahme. Im Toleranzmodell (TOL) hingegen
nahmen die Tiere kontinuierlich an Gewicht zu.

Neben der taglichen Gewichtskontrolle erfolgte eine grindliche Inspektion der
Tiere hinsichtlich klinischer Veranderungen. So zeigten sich im AbstoRungs-
modell ab Tag 80 parallel zum Gewichtsverlauf Symptome der AbstolRung, wie
eingeschrankte Vigilanz, gekrimmte Koérperhaltung und geblahtes Abdomen.
Kurz vor TransplantatabstoRung gegen Tag 100, die mittlere Uberlebenszeit
dieser Tiere betrug 98 + 2 Tage (Abb. 4.2), entwickelten sie Diarrhoe und es
traten Entzindungen an den Schleimhauten, besonders an Nase, Augen und
Ohren, hinzu. Hingegen lieflen sich in der Kontrolle und im Toleranzmodell
keine derartigen Erscheinungen beobachten. Wie erwartet, waren die TOL-

Tiere auch am Versuchsende, an Tag 250 p.op., ohne Symptome.

Uberlebensrate [%]
1010 o ——————
80
: 4 )\
60 — BN->LEW unbehandelt
; - BNLEW 5Tage FK506
40 — BN->LEW 9Tage FK506
: \ J
B I
0 :
0 50 1‘00 159 200
Tage p.op.

Abb. 4.2 Postoperative Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier der Modelle Kontrolle
(KON), AbstoRBung (AB) und Toleranz (TOL). Die Tiere des AbstoBungsmodells
verstarben gegen Tag 100, wahrend die Tiere des Toleranzmodells langfristiges
Uberleben zeigten. Hier wurde der Versuch an Tag 250 beendet.

Die Histologie syngen transplantierter Dunndarme zeigte eine dem
unbehandelten Dunndarm vergleichbar gut erhaltene Zottenarchitektur. Auch
das Epithel war unbeschadet. Bei den allogenen Transplantaten des
AbstoBungsmodells (AB) hingegen fanden sich am Tag der Abstoliung
folgende Veranderungen: Abgestumpfte, plumpe Villi begleitet von Krypten-

Hyperplasie und Kryptenabszessen (nekrotische Zellen in den Krypten). Die
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glatte Muskulatur zeigte eine deutliche Dickenzunahme. Letztendlich lieRen alle
Darmschichten eine starke Infiltration mit Lymphozyten erkennen. Das
Toleranzmodell (TOL) hingegen zeigte sowohl an Tag 100 als auch an Tag 250
eine sehr gut erhaltene Zottenarchitektur und ein unbeschadetes Epithel
(Abb. 4.3).

Abb. 4.3  Mikroskopische Darstellung (HE-Farbung / x200) transplantierter Diinn-
didrme in den drei Modellen:

A) KON = Kontrolle: Tag 100 unbeschadetes Epithel mit sehr
gut erhaltener Zottenarchitektur
B) AB = AbstoBungsmodell: zerstorte Zottenarchitektur:

Tag 98 plumpe Villi, Kryptenhyperpla-
sie, Kryptenabszesse, verdickte
glatte Muskulatur und Infiltra-
tion mit Entziindungszellen

C und D) = Toleranzmodell: unbeschadetes Epithel mit sehr
TOL Tag 250: gut erhaltener Zottenarchitektur
Zusammenfassung:

Die beiden Modelle AbstoRung (AB) und Toleranz (TOL) unterschieden sich in
Abhangigkeit von der immunsuppressiven Gesamtdosis in der Langzeitfunktion
ihrer Diunndarmtransplantate. Dies war sowohl klinisch, als auch histologisch zu
beobachten. Die Tiere des AbstolRungsmodells (AB) zeigten nach einer

unauffalligen postoperativen Phase bis Tag 65 eine kontinuierliche Gewichts-
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abnahme. An Tag 100 manifestierten sich die klinischen Zeichen der
AbstoBung wie Gewichtsabnahme und Diarrhoe. Histologisch wiesen die
Transplantate eine starke Zottenatrophie auf. Die Tiere des Toleranzmodells
(TOL) waren Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 250 Tagen
klinisch unauffallig und ihre Transplantate zeigten histologisch ein unbe-

schadetes Epithel.

4.2 DurchfluBzytometrische Analyse der intraepithelialen Lym-
phozyten

FUr die durchfluBzytometrischen Untersuchungen wurden die intraepithelialen
Lymphozyten (IEL) aus dem Dunndarmepithel, wie in Kapitel 3 beschrieben,
isoliert. Die dabei pro Dunndarm gewonnene Zellzahl lag in der Regel bei ca.
3 (£2,5) x10° Lymphozyten. Nach Angaben der Erstbeschreiber dieser Metho-
de, Kearsey und Stadnyk35, die darauf beruht, die IEL durch Zentrifugalkraft aus
dem Epithel herauszuschleudern, sollte hierbei das Epithel mit den darin
befindlichen IEL von der Lamina propria abgetrennt werden. Um dies zu
Uberprufen, wurde nach jeder IEL-Isolierung ein histologisches Praparat vom

Dinndarm angefertigt.

In dieser Arbeit zeigte sich, dal® mit dieser Methode in Uber 50 % der Falle nicht
mehr als die Halfte des Dunndarmepithels von der Lamina propria abgetrennt
war. Dabei wurde keine Beschadigung der Lamina propria beobachtet. Nach
diesen Ergebnissen bestand kein Zusammenhang zwischen isolierter Zellzahl
und dem Anteil des abgetrennten Epithels. Aus Praparationen mit grof3flachig
abgetrenntem Epithel lieRen sich signifikant nicht mehr IEL isolieren als aus

Praparationen mit wenig abgetrenntem Epithel.

Die Abbildung 4.4 zeigt reprasentative Histologien:
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3 Diinndarm-Histologien nach IEL-Isolier-
\ ung (HE-Farbung / x200):
% A) Kaum abgetrenntes DD-Epithel
B) Zu 50% abgetrenntes DD-Epithel
C) Volisténdig abgetrenntes DD-Epithel

Um den Anteil der isolierten |IEL zu bestimmen, wurden die Lymphozyten mit
Trypanblau gefarbt und in einer Zahlkammer ausgezahlt. AnschlieRend erfolgte
die durchfluBzytometrische Phanotypisierung der IEL. Fir jede Einzelmessung
wurden 7.000 bis 10.000 Zellen im FACScan® ausgewertet. Die Abbildung 4.5
zeigt reprasentative Ergebnisse dieser Analysen. In einem ersten Schritt wurde
bei diesen Zellen die Expression von CD45 als Lymphozytenmarker bestimmt.
Nur CD45 (OX1) positive Zellen, die sich hauptsachlich in der Region R1
befanden, wurden analysiert (Abb. 4.5). Sie stellten somit die Ausgangs- und
Bezugspopulation fur alle weiteren Auswertungen dar. Der Anteil der in dieser

Region R1 liegenden Lymphozyten betrug zwischen 92 und 95 %.

Die restlichen Zellen hingegen — eingegrenzt in R2 — waren CD45 negativ und
somit keine Lymphozyten. Die beiden Regionen R1 und R2 sind in dem
folgenden Contour-Diagramm (Zwei-Parameter-Auswertung / Abb. 4.5), in dem
die Zellen nach GroRe (Vorwarts-Seitwarts-Streulicht oder FSC) und
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Granularitat (Seitwarts-Seitwarts-Streulicht oder SSC) aufgetrennt sind, ein-
gezeichnet. Die beiden auf der folgenden Seite abgebildeten Histogramme (Ein-
Parameter-Auswertung / Abb. 4.6) zeigen die flr jede Region getrennte

Fluoreszenzauswertung fur den anti-CD45 Antikdérper OX1. Dabei zeigt die

Verschiebung des Peaks nach rechts, d.h. die Zunahme der Fluoreszenz-

intensitat, die Expression von CD45 an.

_.253

R2

Zellgranularitat (SSC)

R1

Zellgrofe (FSC)

1 Region R2

CD45-

Eventz

[}
10% 407 10 107 10%
CD45 (0X1)

Eventsz

1 Region R1

[}
0% 107 0% 10° 104
CD45 (OX1)

Abb. 4.5

Darstellung der isolierten intra-
epithelialen Lymphozyten im Vor-
warts-Seitwarts-Streulicht als
Contour-Diagramm (Lymphozyten
in Region R1, Nicht-Lymphozyten
in Region R2).

Abb. 4.6

Darstellung der CD45 (OX1)-Ex-
pression der in den Regionen R1
(=Lymphozyten) und R2 (=Nicht-
Lymphozyten) befindlichen Zellen
als Histogramm.

Im Gegensatz zu den Nicht-Lym-
phozyten exprimieren die Lym-
phozyten den Lymphhozyten-Mar-
ker CD45, veranschaulicht durch
die Verschiebung der Fluores-
zenzintensitidt nach rechts auf der
x-Achse.
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In den auf der folgenden Seite dargestellten Abbildungen (Abb. 4.7 A bis L) sind
die Fluoreszenzdaten der verwendeten Antikorper als sogenannte Dot-Plot-

Analyse (Zwei-Parameter-Auswertung) dargestellt.

Diese Bilder entstammen einem Tier des AbstoRungsmodells (AB) zum
Zeitpunkt der Abstollung an Tag 100. Die Dot-Plot-Auswertung wird dabei in
vier Quadranten unterteilt. So ergibt z.B. die Auswertung fur die beiden
Antikdrper OX8 (anti-CD8) und W3/25 (anti-CD4) folgende Zellverteilung
(Abb. 4.7 A): Links unten befinden sich die W3/25-OX8 doppelt-negativen
Zellen, links oben und rechts unten die jeweils einfach positiven (W3/25 bzw.

OX8 positiven Zellen) und rechts oben die W3/25-OX8 doppelt-positiven Zellen.
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schriftung: Antigen, in Klammern Antikérper-Klon) (Anteil in % aus R1/Abb. 4.5).



4.2.1 Physiologische Zusammensetzung des intraepithelialen
Kompartiments im nicht transplantierten Diinndarm
Im intraepithelialen Kompartiment des nicht transplantierten Dinndarms stellten
CD8" ap T-Lymphozyten (OX8" R73") mit 64 % die dominierende Population
des intraepithelialen Kompartiments dar. CD8" y& T-Lymphozyten (OX8" V65")
hingegen waren mit 8,5 % vertreten. Wahrend der yd-T-Zell-Rezeptor nur von
CD8" T-Lymphozyten exprimiert wurde, fand sich der aB-T-Zell-Rezeptor, den
75 % der IEL exprimierten, auch auf CD4" T-Lymphozyten. Der Anteil dieser
CD4" T-Lymphozyten (W3/25" R73" OX8) betrug 10 bis 12 %. Ebenso zur
Normalpopulation gehdrten Makrophagen (W3/25" R73° OX8) und NK-Zellen
(10/78%) zu je ca. 5 %. Der Anteil isolierter B-Zellen (OX33") war gering (4 %).
Keine dieser Zellpopulationen wies eine signifikante Expression des
Aktivierungsmarkers IL-2R  (OX39") und des Adhéasionsmolekiils ICAM-1
(1A29") auf. Der Anteil aktivierter Zellen lag unter 3 %. Die Tabelle 4.1 gibt
einen Uberblick Uber die physiologische Zusammensetzung des
intraepithelialen Kompartiments.
Tab. 4.1 Physiologische Zusammensetzung des intraepithelialen Kompartiments (Anga-
ben in % aus R1/Abb. 4.5). Die Oberflaichenmerkmale sind durch entsprechende

Antikorper definiert. Hieraus lassen sich entsprechende Subpopulationen
identifizieren.

. Mittelwert
IEL-Populationen a?‘zgrangT;?::rT‘iLe + Standard-
abweichung
CD8" aB T-Lymphozyten OX8" R73" 64 + 2
CD8" yd T-Lymphozyten OX8" V65" 8,5+1
CD4" T-Lymphozyten W3/25" R73" OX8 13+2
Makrophagen W3/25" R73 OX8" 57 +1
B-Lymphozyten OX33" 4+3
CD8a-Kette* NK-Zellen 10/78" OX8* 35+2
CD8a-Kette” NK-Zellen 10/78" OX8 1,3+ 1
Summe (IEL) 100
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Doppeltpositive CD4"CD8"-af T-Lymphozyten lagen in der Normalpopulation
zu 6 % vor. Das Verhaltnis von CD4" zu CD8" im intraepithelialen Komparti-
ment betrug 1 : 5 (im Vergleich dazu im Lymphknoten 1 : 0,5).

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transplantation wurden die drei Modelle
Kontrolle (KON), Abstof3ung (AB) und Toleranz (TOL) betrachtet, das Dunn-
darm-Transplantat entnommen und untersucht. Bei den Modellen KON und AB
erfolgte dies an den Tagen 3, 7, 14, 30, 60, 100 p.op., bei TOL an den Tagen
100 und 250 nach Transplantation.

4.2.2 Der Spender- und Empfanger-Zellchimarismus im intraepi-
thelialen Kompartiment

In der Literatur wurde bereits mehrfach das Phanomen des Austausches von
Lymphozyten zwischen Spender und Empfanger nach Duinndarmtransplan-
tation im Transplantatlymphknoten beschrieben®. In dieser Arbeit wurde
untersucht, ob sich auch im intraepithelialen Kompartiment solche Austausch-
vorgange beobachten lassen. Die Differenzierung zwischen Spender- und
Empfangerlymphozyten erfolgte mittels ,stammspezifischer® Antikorper, die
Haplotypen-spezifische Strukturen auf MHC-Klasse-I-Molekilen erkennen.
Dabei erkennt der Antikbrper OX27 das MHC-Klasse-I-Antigen RT1.A" vom
Rattenstamm BN (Haplotyp RT1"), nicht aber von LEW. Der Antikdrper NDS60
hingegen bindet nur an das MHC-Klasse-I-Antigen RT1.A' vom Rattenstamm
LEW (Haplotyp RT1').

Sowohl im AbstoBungs-, als auch im Toleranzmodell lie® sich ein
diskontinuierlicher ~Austausch beobachten: Die mit dem Dinndarm
Ubertragenen spenderspezifischen Lymphozyten wurden bis Tag 100 fast
vollstandig durch Empfangerlymphozyten ausgetauscht. Bereits an Tag 3 waren
die Spenderzellen im Dunndarmepithel zu 2/3 durch Empfangerzellen ersetzt.
Bis Tag 14 war dieser Austausch wieder rucklaufig und es lagen 2/3 Spender-
und 1/3 Empfangerzellen vor. Danach erfolgte kontinuierlich der endgultige
Austausch, so dass ab Tag 100 mindestens 96 % Empfanger- und nur 4 %
Spenderzellen vorlagen (Abb. 4.7.L in Kap. 4.2), wobei zu bedenken gilt, dass
der Hintergrund in der durchflusszytometrischen Analyse bei knapp 4 % lag.

Dieses Phanomen des Zellaustausches wird ,intraorganischer Zellchimarismus*
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genannt. Die Abbildung 4.8 veranschaulicht diesen dynamischen Austausch-

vorgang nach Transplantation:

o O Spender (0X27) B Empfinger (NDS60)
120

100 { =

80 1+ =

60

e

40 |

20 1 s

0 3 7 14 30 60 100
Tage p.op.

Abb. 4.8 Der Anteil der intraepithelialen Spender- und Empfangerlymphozyten im Ab-
stoBungsmodell (AB) in Abhangigkeit vom Untersuchungszeitpunkt. An Tag 0,
dem Tag der DD-Transplantation sind alle Zellen im Transplantat OX27-positiv
(Spenderlymphozyten), an Tag 100 NDS60-positiv (Empfangerlymphozyten).

Auch im Toleranzmodell (TOL) war dieser Zellaustausch zu beobachten. Ab
Tag 100 waren auch hier fast ausschlieBlich Empfangerlymphozyten im
Spenderdarm nachzuweisen (Tab. 4.2). Die Tatsache, dass sowohl im
AbstoRungs-, als auch im Toleranzmodell dieser Zellchimarismus beobachtet
wurde, lie folgern, dass es sich hierbei um einen physiologischen Vorgang

handelte und nicht ein fur die AbstolRung charakteristisches Phanomen darstellt.
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Tab. 4.2 Der Spender- und Empfianger-Zellchimarismus im AbstoBungsmodell (AB) und
im Toleranzmodell (TOL) in Abhangigkeit vom Untersuchungszeitpunkt (Anga-
ben in % aus R1/Abb. 4.5).

AB TOL
Tag0 | Tag3 | Tag 7 | Tag14 | Tag 30| Tag 60 | Tag 100 | Tag 100

jsf“' 100 |32+£2|52+8|78+6 |51+2 1924 | 42 | 4+2

Em-
R 0 62+3|33+6|20+6 |50+1|81+4| 962 93+3
Zusammenfassung:

Der nach Transplantation stattfindende Zellaustausch geschah unabhangig vom
Schicksal des Transplantates — d.h. sowohl im Absto3ungs-, als auch im
Toleranzmodell fanden sich an Tag 100 fast ausschlieBlich Empfanger-
lymphozyten im Dunndarmepithel. Die Prasenz von Empfangerzellen im
Transplantat war somit kein Indiz daftr, ob sich eine AbstolRung manifestierte
oder nicht. Andererseits war aber auch nicht auszuschlieRen, dass dieser
Zellchimarismus auf eine immunologische Reaktion hindeutete. Dieser in der
FrGhphase nach Transplantation nicht kontinuierliche Austausch stabilisierte
sich ab Tag 30. Zwischen Tag 30 und Tag 100 war ein kontinuierlicher Anstieg

von Empfangerlymphozyten im Transplantatepithel zu beobachten.

4.2.3 Die Aktivierungsmarker IL-2R und ICAM-1
Aktivierte T-Lymphozyten exprimieren den IL-2 Rezeptor (IL-2R / OX39") und

regulieren die Expression des Adhasionsmolekuls intercellular adhesion
molecule“ (ICAM-1/ 1A29") hoch.

In der Kontrolle (KON) fanden sich kaum aktivierte T-Lymphozyten. |hr Anteil
lag stets unter 3 % (Kap. 4.2.1). Da sich dieser Wert nicht von dem in nicht
transplantierten DUnndarmen unterschied, fuhrte die syngene Transplantation —
wie erwartet — zu keiner T-Zell- bzw. Immunaktivierung. Auch im AbstolRungs-
modell (AB) blieb bis Tag 3 nach Transplantation der Anteil der IL-2R" T-
Lymphozyten in diesem Bereich. An Tag 14 jedoch stieg ihr Anteil temporar auf
15 % an, blieb danach bis Tag 60 auf leicht erhdhtem Niveau von ca. 8 %, um

zum Zeitpunkt der AbstoRung auf das Maximum von 20 % anzusteigen (vgl.
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auch Abb. 4.7 G, H und K in Kap. 4.2). Im Toleranzmodell hingegen waren mit
2 % sowohl an Tag 100, als auch an Tag 250 kaum T-Lymphozyten aktiviert
(Tab. 4.3).

Tab. 4.3 Anteil der IL-2- und ICAM-1-positiven Lymphozyten an den IEL in den drei
Modellen Kontrolle (KON), AbstoBung (AB) und Toleranz (TOL) in Abhangigkeit
vom Untersuchungszeitpunkt (Angaben in % aus R1/Abb. 4.5).

KON AB TOL
Tag
Tag100| Tag3 | Tag 7 | Tag 14| Tag 30| Tag 60 | Tag 100 100

IL-2R*| 2+1 2+2 | 82 |156+£1|12+1|10+x1| 201 | 2+ 1

ICAM-
1+

2+1 2+1 | 61 |13+1| 8+x2 | 8+x1 | 202 | 2+2

Sowohl B- als auch T-Lymphozyten exprimierten das Adhasionsmolekil ICAM-
1. Da der Anteil der B-Lymphozyten stets bei 4 % lag, waren sie wahrscheinlich
nicht an der Abstol3ung beteiligt. Der Hauptanteil ICAM-1 positiver Lympho-
zyten wurde von T-Lymphozyten gestellt. Direkt p.op. und im Toleranzmodell
lag ihr Anteil bei nur 2 %. Im AbstoRungsmodell hingegen stieg ihr Anteil an
Tag 14 zunachst auf 13 % an und erreichte zum Zeitpunkt der Abstof3ung an
Tag 100 ein Maximum von 20 % (Tab. 4.3, vergleiche auch Abb. 4.7 E ,F und J
in Kap. 4.2). Wahrend an Tag 14 hauptsachlich Spenderlymphozyten isoliert
wurden, handelte es sich bei den 20 % aktivierten Lymphozyten an Tag 100

ausschlieRlich um Empfangerlymphozyten (Kapitel 4.2.2).

Diese 20 % aktivierten Lymphozyten (IL-2R* bzw. ICAM-1") bestanden zur
einen Halfte aus CD8" af T-Lymphozyten (10 %), zur anderen Halfte aus
CD4" T-Lymphozyten (3 %) und NK-Zellen (7 %) (Abb. 4.9).
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Aktivierte Lymphozyten:
20 %

O CD8" T-Lymphozyten
O cD4" T-Lymphozyten
Bl NK-Zellen

Abb. 4.9 Zusammensetzung der aktivierten Zellen aus CD8' T-Lymphozyten, CD4" T-
Lymphozyten und NK-Zellen im AbstoBungsmodell (AB) zum Zeitpunkt der
AbstoBung (Angaben in % aus R1/Abb. 4.6).

Zusammenfassung:

Wahrend in der Kontrolle (KON) und im Toleranzmodell (TOL) mit 5 % kaum
aktivierte Lymphozyten vorlagen, stieg ihr Anteil im Abstoliungsmodell (AB)

zum Zeitpunkt der AbstoBung an Tag 100 auf 20 % an. Diese bestanden zur
einen Halfte aus CD8" T-Lymphozyten, zur anderen Halfte aus CD4" T-
Lymphozyten und NK-Zellen. An Tag 100 stammten fast alle im Transplantat
befindlichen Lymphozyten vom Empfanger, sowohl im AbstoRungsmodell, als
auch im Toleranzmodell. Im Toleranzmodell waren sie zu 5 %, im
AbstoRungsmodell zu 20 % aktiviert. Dies zeigte, dass im AbstoRungsmodell
immunologische Reaktionen abliefen, an der alloreaktive CD8*- und CD4"-T-

Lymphozyten und NK-Zellen beteiligt waren.

4.2.4 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten als charakteristische Population des Dunndarmepithels lassen
sich aufgrund ihrer Oberflachenmarker in die beiden Subpopulationen CD8"
(OX8") und CD4" (W3/25") T-Lymphozyten einteilen. Da CD8" T-Lymphozyten
im aktivierten Zustand (zytotoxische T-Lymphozyten) MHC-inkompatible Zellen
zerstoren konnen, sind sie auch direkt am Abstol3ungsgeschehen beteiligt.
CD4" T-Lymphozyten aktiveren in ihrer Helferfunktion zahlreiche andere Zellen,

wie CD8" und B-Lymphozyten, die ihrerseits an der AbstoRung beteiligt sind.
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Die vom Antikorper OX8 angefarbte a-Kette des CD8-Molekuls wird aulder von
CD8" T-Lymphozyten auch von anderen Subpopulationen exprimiert. Zum
Zeitpunkt der AbstoRung an Tag 100 betrug der Anteil an OX8" T-Lymphozyten
im AbstoBungsmodell 79 %. Diese setzten sich zusammen aus 42 %
CD8" ap T-Lymphozyten (OX8" R73%), 11 % CD8" yd T-Lymphozyten (OX8"
V657) und 26 % CD8a-Kette™ NK-Zellen (OX8" 10/78%) (vgl. Abb. 4.7 B, D und |
in Kap. 4.2). Die CD8" aB T-Lymphozyten stellten in der Kontrolle, wie auch im
Toleranzmodell mit 64 % die dominierende |IEL-Population dar. Im AbstoRungs-
modell lag ihr Anteil bis Tag 30 uber 60 %, danach sank er bis zum Tag der
AbstoRung auf 42 % (Abb. 4.10 und Tab. 4.4).

% W CD4' T-Lymphozyten [@ CD8* T-Lymphozyten
70

H
H

H
H

60 1

H

50 -

H

40 -
30
20 |

pil BS WD WS S
0

3 7 14 30 60 100
Tage p.op.

len
Lymphozyten im AbstoBungsmodell (AB) in Abhangigkeit vom Untersuchungs-
zeitpunkt. In dieser Abbildung wurden nur die CD8" ap T-Lymphozyten be-
trachtet (siehe Tab. 4.1).

Im AbstoBungsmodell (AB) waren an Tag 100 15 % W3/25" T-Lymphozyten zu
isolieren. Auch hierbei handelte es sich um eine heterogene Population, die
sich zusammensetzte aus 10 % CD4" T-Lymphozyten (W3/25" R73" OX8") und
5 % Makrophagen (W3/25" R73 OX8") (vgl. Abb. 4.7 A und C in Kap. 4.2). Der
Anteil der CD4" T-Lymphozyten lag in allen drei Modellen konstant zwischen 10
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und 12 % und veranderte sich auch nicht zum Zeitpunkt der Transplantat-
abstofRung.

Das Verhéltnis der CD4" zu CD8" T-Lymphozyten zeigte somit eine Dynamik
von1:6anTag3zu1:4anTag 100 hin (Tab. 4.4 und Abb. 4.11).

Tab. 4.4 Ubersicht iiber die intraepithelialen CD8" und CD4" T-Lymphozyten in den drei

Modellen Kontrolle (KON), AbstoBung (AB) und Toleranz (TOL) in Abhangigkeit
vom Untersuchungszeitpunkt (Angaben in % aus R1/Abb. 4.5).

KON AB TOL
Ta Ta
108 Tag3 | Tag7 | Tag14 | Tag 30 | Tag 60 | Tag 100 1 08
cDbs8*
oxe' rya |64 2| 641 |62+£5164+2|63+1|54+1| 421 |64+2
CD4"

waest 1222 11+£1 [ 12+£1(12+£2 | 10+x1|11+£2 | 1022 |12+2
R73" OX8

Summe
e 76 75 74 76 73 60 52 76

Verhalt-
nis 1:6 1:6 1:5 1:6 1:6 1:6 1:4 1:6
(CD4:CD8)

Zwei Drittel der T-Lymphozyten trug den aB-T-Zell-Rezeptor (R73%), nur 8 %
exprimierten den yd-T-Zell-Rezeptor (V657). Dies galt fur die Modelle Kontrolle
und Toleranz (Tab. 4.5). Dabei betrug das Verhaltnis von aB-T-Zell-Rezeptor-
zu yo-T-Zell-Rezeptor-exprimierenden T-Lymphozyten 7 : 1.

Tab. 4.5 Anteil der a3- und yd-T-Zell-Rezeptor (TCR) positiven Lymphozyten an den IEL
in den drei Modellen Kontrolle (KON), AbstoBung (AB) und Toleranz (TOL) in
Abhéngigkeit vom Untersuchungszeitpunkt (Angaben in % aus R1/Abb. 4.5).

KON AB TOL
Tag100| Tag3 | Tag 7 |Tag 14 | Tag 30 | Tag 60| Tag 100 | Tag 250
ap-
TCR| 762 |72+5|75+£3 |76+1|75+1|69+2| 523 | 765
(R73%)
Y5-
TCR| 81 8+1 [10£1] 9+1 |10x1 | 111 | 112 8+2
(V65"
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Wahrend die a3-T-Lymphozyten im AbstoRungsmodell einen starken Abfall von
72 % an Tag 3 auf 52 % an Tag 100 zeigten, liel3 sich bei den yd-T-Lympho-
zyten ein leichter Anstieg von 8 % auf 11 % beobachten. Die 52 % aof-T-
Lymphozyten der Kontrolle setzten sich zusammen aus 10 % CD4" T-Lympho-
zyten (W3/25" R73%) und 42 % CD8" aB-T-Lymphozyten (OX8" R73") (verglei-
che hierzu auch Tab. 4.4). Die yd-T-Lymphozyten hingegen exprimierten aus-
schliel3lich das CD8-Molekul (Abb. 4.11).

ap-T-Lymphozyten:
52 %

42 % CD8 " -Zellen

10 % CD4 -Zellen

Abb. 4.11 Zusammensetzung der af-T-Lymphozyten aus CD4"- und CD8"-Zellen
im AbstoBungsmodell (AB) an Tag 100 (Angaben in % aus R1/
Abb. 4.5).

Zusammenfassung:

Wahrend der Anteil der CD4" T-Lymphozyten im intraepithelialen Kompartiment
nach Transplantation konstant bei 10 % blieb, zeigten die CD8" op-T-
Lymphozyten eine starke Dynamik: Ihr prozentualer Anteil sank im AbstoRungs-
modell innerhalb von 100 Tagen nach Transplantation um ein Drittel auf 42 %.
Die CD8" yd-T-Lymphozyten hingegen stiegen leicht auf 11 % an. Das zu
diesem Zeitpunkt geringe CD4": CD8" Verhaltnis von 1:4 kam dadurch zu-
stande, dass sich der Anteil der CD8" T-Lymphozyten gegentiber den CD4" T-

Lymphozyten stark verringerte.

4.2.5 Naturliche Killerzellen (NK-Zellen)

Nach eigenen Daten (siehe Kapitel 4.2.1) gehorten die Natirliche Killerzellen
(NK-Zellen) mit einem Anteil von 5 % zur physiologischen Lymphozyten-
population des intraepithelialen Kompartimentes. Da dieses zur Zeit in der
Literatur kontrovers diskutiert wird, wurde diese Zellpopulation im Rahmen der

TransplantatabstoRung genauer betrachtet. NK-Zellen sind Lymphozyten, die
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weder af- noch yd-Rezeptoren tragen und in aktiviertem Zustand Zielzellen
lysieren. In dieser Arbeit wurde ihre Anwesenheit mit dem Antikorper 10/78, der
an NKR-P1A (oder CD161) bindet, nachgewiesen (Tab. 4.6). Der Anteil der NK-
Zellen am intraepithelialen Kompartiment lag sowohl in der Kontrolle (KON), wie
auch im Toleranzmodell (TOL) stets bei 5 %. Die NK-Zellen setzten sich
zusammen aus CD8a-Kette-negativen-NK-Zellen (10/78" OX8) und NK-Zellen,
die die a-Kette exprimierten (10/78" OX8") (vgl. auch Abb. 4.7 1). Dabei lag das
Verhaltnis CD8a-Kette-negativen NK-Zellen zu CD8a-Kette-positiven NK-Zellen

in allen Modellen zu jedem Analysezeitpunkt bei circa 1 : 2.

Tab. 4.6 Anteil der NK-Zellen an den IEL in den drei Modellen Kontrolle (KON), Absto-
Rung (AB) und Toleranz (TOL) in Abhangigkeit vom Untersuchungszeitpunkt
(Angaben in % aus R1/Abb. 4.5).

KON AB TOL

Igg Tag3 |Tag7 |Tag 14 |Tag 30 |Tag 60 |Tag 100 |Tag 250
NK- 1 511 |6+03]13£0.3]10£0.3[13:03 | 25+1 | 3822 | 541
Zellen

Im Abstollungsmodell stieg ihr Anteil bereits an Tag 7 auf Uber 10 %. An Tag
100 jedoch erreichten die NK-Zellen ein Maximum von 38 %, von denen 1/5
aktiviert war. An diesem Anstieg waren beide NK-Zell-Populationen, die CD8a-
Kette-negativen und CD8a-Kette-positiven NK-Zellen, zu gleichen Teilen betei-
ligt, so dass auch an Tag 100 ihr Verhaltnis konstant bei 1 : 2 blieb (Abb. 4.12).

% NK-Zellen

50
40 -

3 7 14 30 60 100
Tage post op.

[#9 CD8a-Kette-negative NK-Zellen
Il cD8a-Kette-positive NK-Zellen

Abb. 4.12 Prozentualer Anteil der intraepithelialen NK-Zellen im AbstoRungsmodell (AB)
in Abhéngigkeit vom Untersuchungszeitpunkt (Angaben in % aus R1/Abb. 4.5).
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Der Vergleich der Daten zum Zellchimarismus (Kapitel 4.2) zeigte, dass es sich
bei diesen NK-Zellen an Tag 100 fast ausschlief3lich um Zellen des Empfangers
handelte, die aus der Peripherie in das Transplantat eingewandert waren. Diese
Empfangerzellen waren im AbstoRungsmodell (AB) zum Zeitpunkt der
AbstoRRung somit zu fast 40 % NK-Zellen. Im Toleranzmodell (TOL) hingegen
waren an Tag 100 empfangereigene CD8'-Lymphozyten zu 64 % und
empfangereigene NK-Zellen zu 5% zu finden. Dies entsprach exakt den
physiologischen Verhaltnissen eines nicht transplantierten Dunndarms
(Kapitel 4.2.1).

4.2.6 Das intraepitheliale Kompartiment zum Zeitpunkt der
AbstoRung

Abbildung 4.13 zeigt die prozentuale Zusammensetzung des intraepithelialen

Kompartiments zum Zeitpunkt Tag 3 unter Immunsuppression und zum

Zeitpunkt der AbstoRung an Tag 100. Weiter verdeutlicht sie, dal® der Anteil der

intraepithelialen NK-Zellen zum Zeitpunkt der AbstoRung stark anstieg - von 5

auf 38 %.

CD8" T-Lymphozyten und NK-Zellen

64
42
38
8,5 5 6

AB AB
Tag 3 Tag 100

= CD8" af T-Lymphozyten
1 CD8" y& T-Lymphozyten
B NK-Zellen

Abb. 4.13 Zusammensetzung des intraepithelialen Kompartiments im AbstoBungsmodell
(AB) an Tag 3 und Tag 100. B-Lymphozyten und Makrophagen wurden heraus-
genommen. Die Zusammensetzung der IEL in der Kontrolle (KON) und im
Toleranzmodell (TOL) entsprach der des AbstoBungsmodells (AB) an Tag 3
(Angaben in % aus R1/ Abb. 4.5).
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FUr das AbstolRungsmodell (AB) an Tag 100 ergab sich folgende in Tabelle 4.7
dargestellte zellulare Zusammensetzung des intraepithelialen Kompartiments.
Verglichen mit Tag 3 waren die starksten Veranderungen bei den CD8+ T-

Lymphozyten und den NK-Zellen zu sehen.

Tab. 4.7 Zusammensetzung des intraepithelialen Kompartiments im AbstoBungsmodell
(AB) an Tag 3 und Tag 100 (Angaben in % aus R1/Abb. 4.5).

Oberflichen- | Mittelwert | Mittelwert
CLpopuisionan | “metkmale | St | S
Antikorper-Klone Tag 3 Tag 100
CD8" af T-Lymphozyten |OX8" R73* 64 + 2 42 +3
CD8" yd T-Lymphozyten |OX8" V65" 8,5+ 1 11 +£1
CD4" T-Lymphozyten W3/25" R73" OX8" 13+2 10+ 2
Makrophagen W3/25" R73 OX8 57+ 1 3+ 1
B-Lymphozyten OX33" 4+3 2+3
CD8a-Kette" NK-Zellen 10/78" OX8" 35+2 26 + 1
CD8a-Kette” NK-Zellen 10/78" OX8 1,3 +1 12+ 2
Summe (IEL) 100 100

Die Zusammensetzung des intraepithelialen Kompartimentes des Absto3ungs-
modells (AB) an Tag 3 entsprach der der Kontrolle (KON) sowie des Toleranz-
modells (TOL) bzw. der physiologischen Zusammensetzung der IEL (vgl.
Kapitel 4.1).

Zusammenfassung der Kapitel 4.2.5 und 4.2.6:

NK-Zellen gehdrten mit 5 % zur Normalpopulation der IEL. In der Kontrolle und
im Toleranzmodell betrug ihr Anteil ebenfalls konstant 5 %. Im Abstol3ungs-
modell hingegen zeigten die NK-Zellen eine starke Dynamik. Bereits eine
Woche nach Transplantation stieg ihr Anteil leicht an. Das Maximum von 38 %,
dabei waren 1/5 dieser Zellen aktiviert, erreichten sie in der Phase der
AbstoBung an Tag 100. Zu diesem Zeitpunkt, an dem fast ausschlieBlich
Empfangerzellen vorlagen, war der prozentuale Anteil der CD8" a T-Lympho-
zyten auf 42 % gesunken. Die AbstoRung im intraepithelialen Kompartiment

schien somit ein NK-Zell-dominierender Entzindungsproze3 zu sein.
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5. Beantwortung der Fragen

ad (1) Welche Subpopulationen charakterisierten das intraepitheliale Kom-

partiment in einem nicht transplantierten Diinndarm?

Das intraepitheliale Kompartiment des nicht transplantierten DiUnndarms setzte
sich zusammen aus 64 % CD8" aB T-Lymphozyten, 8,5 % CD8" yd T-Lympho-
zyten und 13 % CD4"-Lymphozyten sowie NK-Zellen und Makrophagen zu je
5 %. Die Zusammensetzung der IEL wurde durch die Transplantation per se
nicht beeinfluRt. Somit blieben die CD8" af T-Lymphozyten, mit Ausnahme zum
Zeitpunkt der AbstoRung, weiterhin die charakteristische Population der IEL.

Ad (2) Unterlag das intraepitheliale Kompartiment einem Zellaustausch
bzw. welche Rolle spielte dieses Phanomen fiir die Akzeptanz des

Transplantates?

Nach Diunndarmtransplantation erfolgte im intraepithelialen Kompartiment ein
diskontinuierlicher Zellaustausch von Spender- durch Empfangerlymphozyten.
Bereits an Tag 3 waren Zweidrittel der Spenderlymphozyten durch Empfanger-
lymphozyten ausgetauscht; bis Tag 14 kehrte sich dieses Verhaltnis jedoch
wieder um. Ab Tag 100 lag der endgultige Austausch mit 96 % Empfanger- und
4 % Spenderzellen vor. Dieses Phanomen — Zellchimarismus genannt —
erfolgte unabhangig vom Transplantatschicksal; das heil3t, sowohl im
AbstoBungs-, als auch im Toleranzmodell war dieses Phanomen zu
beobachten. Hieraus folgte, dass die Prasenz von Empfangerzellen im
Dunndarmepithel kein Indiz dafur war, ob sich eine AbstoRung manifestierte

oder nicht.

Ad (3) Welche zellularen Veranderungen im intraepithelialen Komparti-

ment zeigten sich im AbstoBungsmodell (AB)?

Im AbstolRungsmodell (AB) unterlag die Zusammensetzung des intraepithelialen

Kompartiments einer starken Dynamik. Zum Zeitpunkt der Transplantatabsto-
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Rung an Tag 100 sank der prozentuale Anteil der CD8" ap T-Lymphozyten auf
42 %. Der Anteil der CD4" ap T-Lymphozyten (11 %), sowie der Makrophagen
(5 %) hingegen blieb konstant. Besonderes Verhalten zeigten die NK-Zellen.
Diese, die mit 5% der Normalpopulation der IEL angehérten, stiegen bis
Tag 100 auf fast 40 % an, was einer Verachtfachung ihres Ausgangswertes
entsprach. Damit stellten sie zu diesem Zeitpunkt, an dem das Tier zunehmend
Diarrhoe entwickelte, fast den gleichen Anteil wie die CD8" ap T-Zell-Population
dar. Diese Beobachtungen lielken einen engen Zusammenhang zwischen NK-
Zell-Anstieg und Transplantatabstof3ung vermuten. Auch der Anteil aktivierter
Lymphozyten stieg zum Zeitpunkt der AbstoRung von 3 % auf 20 % an. Alle
diese Veranderungen an Tag 100 betrafen fast ausschlieBlich Empfanger-
lymphozyten, da bis zu diesem Zeitpunkt nahezu alle Spenderlymphozyten

durch Empfangerlymphozyten ausgetauscht worden waren.

Ad (4) Welche zelluldren Verdanderungen im intraepithelialen Komparti-

ment zeigten sich im Toleranzmodell (TOL)?

Im Toleranzmodell (TOL) zeigten sich weder an Tag 100, noch an Tag 250
Veranderungen des intraepithelialen Kompartiments im Vergleich zur Normal-
population. Die CD8" ap T-Lymphozyten blieben mit 64 % die starkste
Population. Auch der Anteil aller anderen Subpopulationen lag im
Normalbereich (ad 1). NK-Zellen blieben auf niedrigem Niveau (5 %), wie auch
der Anteil aktivierter Zellen (3 %). Da der Zellchimarismus unabhangig vom
Modell erfolgte, waren auch im Toleranzmodell (TOL) direkt p.op. nur spender-
spezifische, an Tag 100 und Tag 250 nur empfangerspezifische Lymphozyten
vorhanden. Man bedenke, dass ab Tag 100 ein komplett anderer MHC-
Haplotyp vorlag und dennoch die physiologische Zusammensetzung der IEL

gewabhrt blieb.
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Ad (5) Welcher Zusammenhang bestand zwischen Klinik, Zellphysiologie

und Histologie?

Klinik, zellulare Veranderungen und Histologie korrelierten in dieser Studie stets
miteinander. Sowohl in der Kontrolle (KON), als auch im Toleranzmodell (TOL)
fanden sich ein sehr guter klinischer Allgemeinzustand, eine prozentuale
Verteilung der IEL-Subpopulationen, die der physiologischen Zusammen-
setzung (ad 1) entsprach, kaum aktivierte Lymphozyten und histologisch ein

unbeschadigtes Epithel.

Noch deutlicher wurde diese Korrelation im Abstolungsmodell (AB). Der
schlechte klinische Zustand an Tag 100 - Gewichtsverlust, Diarrhée und
Entzindung - wies auf die AbstoBung des Transplantates hin. Zu diesem
Zeitpunkt, an dem die NK-Zellen auf das Achtfache ihres Ausgangswertes
angestiegen waren, und das Maximum an aktivierten Lymphozyten vorlag,
zeigte sich in der Histologie ein sehr angegriffenes Epithel mit plumpen Zotten.
Krypten-Hyperlasie, Kryptenabszesse, verdickte Muskularis und entzundliche
Infiltrationen pragten das Bild. Diese Ergebnisse zeigten, dass sowohl die
klinischen Symptome, als auch die Veranderung der zellularen Zusammen-
setzung des intraepithelialen Kompartiments, insbesondere der Anstieg der NK-
Zellen (ad 3), ein Indiz fur die TransplantatabstoRung waren, welche auch

histologisch beobachtet werden konnte.
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6. Diskussion

Der limitierende Faktor und damit das Hauptproblem der klinischen Dunndarm-
transplantation stellt derzeit die hohe AbstoRungsrate des Diunndarms dar.
Ursache hierflr ist die groRe Anzahl an Leukozyten im DD-Epithel, die fur das
Immunsystem des Empfangers einen starken Stimulus darstellt. Die Tatsache,
dass das intraepitheliale Kompartiment mehr als die Halfte aller Lymphozyten
aller anderen peripheren Iymphatischen Organe bzw. ebenso Vviele
Lymphozyten wie die Milz enthalt, zeigt die Bedeutung dieses immunologischen
Organs. Der Hauptanteil der Transplantat- oder Spender-Leukozyten befindet
sich im intraepithelialen Kompartiment, das durch die Basalmemembran von
der Lamina propria abgegrenzt wird. Dort liegen die intraepithelialen
Lymphozyten (IEL) zwischen den Enterozyten. Da sich dieses Kompartiment
Uber die gesamte Oberflache des Dinndarms verteilt, stellt es im Gegensatz
zum anatomisch begrenzten Lymphknoten ein ungewohnlich gro3es spezia-
lisiertes “immunologisches System“ dar®®. Ihre Lage an der Grenzfliche
zwischen externen und internen bzw. kdrpereigenen Kompartimenten zeigt die
besondere Rolle dieser intraepithelialen Lymphozyten fir die Erhaltung der

Homdostase des intestinalen Mikromilieus®’.

Gegenwartig ist wenig darUber bekannt, wie die Transplantation dieses System
beeinflult. Hierzu wurden in dieser Arbeit die qualitativen und quantitativen
zellularen Veranderungen in der Phase der Abstoflung und der Toleranz
durchfluBzytometrisch analysiert. Ziele dieser Arbeit waren (1) die Analyse der
zelluldren Zusammensetzung des intraepithelialen Kompartiments nach
experimenteller Dudnndarmtransplantation (2) die Analyse der Austausch-
vorgange zwischen dem intraepithelialen Kompartiment des Transplantates und
dem Immunsystem des Empfangers; (3) die Analyse der Interaktionen zwischen
Zellen des adaptiven (T-Lymphozyten) und nicht-adaptiven (NK-Zellen und

Makrophagen) Immunsystems in der Phase der AbstoRung und Toleranz.
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6.1 Analyse der zellularen Zusammensetzung des intraepi-
thelialen Kompartiments nach experimenteller Dinndarm-
transplantation

Intraepitheliale Lymphozyten (IEL), lokalisiert nicht nur im Intestinaltrakt,

sondern auch im Respirations-, Genitaltrakt und in der Haut, sind aufgrund ihrer

Lokalisierung zwischen den Epithelzellen der Dunndarmzotten die ersten

Immunzellen, die mit externen Antigenen bzw. Pathogenen, die die protektive

Mukosaschicht oberhalb des Dunndarmepithels durchdrungen haben, in Kon-

takt treten®. Ihre Funktion erstreckt sich (iber T-Helfer-Zell-Aktivitat wie Antikor-

perproduktion, Suppressor-Aktivitat, Einflu® auf die Epithelzellregeneration bis
hin zu Aufrechterhaltung oraler Toleranz. In mehreren Versuchen bereits
wurden diese intraepithelialen Lymphozyten charakterisiert. Die Haupt-
population der IEL stellen in dieser Arbeit mit 64 % die CD8" T-Lymphozyten
dar. Der Anteil der CD4" T-Lymphozyten, der charakteristischen Population der

Lamina Propria, am intraepithelialen Kompartiment hingegen, betragt lediglich

12 %. Diese Dominanz der CD8" T-Lymphozyten wird auch von Kearsy und

Stadnyk® (70 % CD8* T-Lymphozyten, 33 % CD4" T-Lymphozyten) und

Camerini*® beschrieben. Im Gegensatz zu Kearsy und Stadnyk gehdren neben

4 % B-Lymphozyten und 5,7 % Makrophagen (bei Kearsy und Stadnyk 5 % B-

Lymphozyten und 2 % Makrophagen) auch NK-Zellen mit 5 % der Normal-

population des intraepithelialen Kompartiments an. Diese NK-Zellen unterschei-

den sich durch die Anwesenheit grober intrazytoplasmatischer Granula morpho-
logisch von den Ubrigen feingranulierten IEL*®. Diese partielle Anwesenheit von
intracytoplasmatischen Granula beschreibt Mayrhofer et al.*® als morpho-

logisches Charakterisitkum der IEL.

Hinsichtlich der Verteilung der T-Zell-Rezeptoren (TCR = T cell receptor) zeigt
diese Arbeit eine Dominanz der aB-T-Lymphozyten mit 75 %, die auch Kearsy
und Stadnyk®, Camerini*® und Boll*' sehen. Der Anteil der y3-T-Lymphozyten
hingegen liegt in den eigenen Ergebnissen bei nur 8,5 %. Camerini®® isoliert
31 % y&-T-Lymphozyten und Beagley und Husband®® sprechen sogar von
annahernd gleichen Anteilen von ap-T-Lymphozyten und y&-T-Lymphozyten im
intraepithelialen Kompartiment. Die Differenzierung der y&-T-Lymphozyten, die

Thymus-unabhangig erfolgt, gehe der der ap-T-Lymphozyten (Thymus-
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abhangig) voraus, wobei sich das danach eingestellte Verhaltnis von TCRaB+
zu TCRyd+, aulder unter Diat und Altern, nicht mehr andert. Auch die eigenen
Ergebnisse zeigen ein konstantes Verhaltnis von TCRaf+ zu TCRyd+ von 7 : 1.
Eine besondere Rolle spielen die yd-T-Lymphozyten in der Aufrechterhaltung
oraler Toleranz, einem Zustand immunologischer Nicht-Reaktivitat gegenuber
oral zugefuhrten Antigenen. Sie bewirken eine Zentralisierung immunologischer
Abwehrreaktionen im Darm gegenlber diesen oralen Antigenen, wahrend

hingegen das systemische Immunsystem davon unberiihrt bleibt®®.

Diese in dieser Arbeit dargestellte Zusammensetzung der IEL ist charak-
teristisch fur das intraepitheliale Kompartiment und wird auch nicht durch eine
Dunndarmtransplantation, mit Ausnahme zum Zeitpunkt der Abstof3ung,
verandert. Selbst der Austausch der Spender- durch Empfangerlymphozyten,
der nach Transplantation im Dinndarm erfolgt und in Kapitel 6.2 diskutiert wird,
hat keinen Einfluss auf diese Zusammensetzung. Die Dominanz der CD8" T-
Lymphozyten, die sich in den eigenen Ergebnissen auch im CD4/CD8-
Verhaltnis von 1:5 widerspiegelt und somit eine starkere Dominanz der
CD8"' T-Lymphozyten aufweist als bei Gorczynski*> mit 1:3, bleibt stets
erhalten. Dies belegt das Toleranzmodell (TOL), welche dieselbe Zusammen-
setzung der IEL zeigt wie die Kontrolle (KON) oder das AbstoRungsmodell (AB)
an Tag 0, obwohl es ab Tag 100 fast ausschlieBlich empfangerspezifische

Lymphozyten enthalt.

Bezuglich ihres Aktivierungsgrades sind die IEL bereits mehrfach untersucht
worden. Dadurch hat man sich neue Erkenntnisse Uber Zellinteraktionen und
mogliche Einfliisse auf die TransplantatabstoBung erhofft. Gramzinski**> beob-
achtet dabei, dal Thymus-abhangige IEL eine hohere Proliferations- und
Sekretionsrate aufweisen als Thymus-unabhangige IEL. Insgesamt aber sei die
Proliferationsrate der IEL niedriger als die der peripheren Lymphozyten*!.
Abhangig von ihrem Aktivierungsgrad seien die IEL auch in der Lage, die
Epithelproliferation und —funktion zu beeinflussen. So bewirken das von den IEL
in groRer Menge produzierte IFN-y, sowie das unter bestimmter IEL-Aktivierung
produzierte IL-4 Zeit- und Dosis-abhangig eine Schwachung der Barrieren-

funktion des Epithels®. Auch scheinen die IEL daran beteiligt zu sein,
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Epithelzellen, die sich aufgrund ihres Regenerationsprozesses an die Spitze der

Dunndarmvilli verlagern, zu eliminieren®.

Der vorliegende Versuch konzentriert sich bei der Untersuchung des
Aktivierungsgrades der IEL auf die IL-2-Rezeptor- und die ICAM-1-Rezeptor-
Expression. Dabei liegen im physiologischen intraepithelialen Kompartiment mit
2 % IL-2R" Lymphozyten kaum aktivierte Lymphozyten vor. Auch die Trans-
plantation per se fuhrt nicht zu einer Aktivierung der IEL. Selbst nach 250
Tagen liegen im Toleranzmodell (TOL) mit 2 % kaum aktivierte IEL vor. Im
AbstoBungsmodell (AB) jedoch steigt die IL-2-Rezeptor- bzw. die ICAM-1-
Rezeptor-Expression bereits gegen Tag 14 temporar an und erreicht zum
Zeitpunkt der AbstolRung an Tag 100 ein Maximum von 20 %, welches die
starken immunologischen Reaktionen zu diesem Zeitpunkt widerspiegelt. Bisher
ist in der Literatur nicht darauf eingegangen worden, welche Zellpopulationen
genau diese aktivierten Lymphozyten darstellen. Die eigenen Untersuchungen
zeigen, dass die aktivierten T-Lymphozyten zur Halfte CD8" T-Lymphozyten
und zu ca. je 25 % CD4" T-Lymphozyten sowie NK-Zellen darstellen. Hier wird
bereits deutlich, welche Subpopulationen im intraepithelialen Kompartiment an

den immunologischen Prozessen wahrend der AbstoRung beteiligt sind.

6.2 Analyse der Austauschvorgange zwischen dem intraepi-
thelialen Kompartiment des Transplantats und dem Immun-
system des Empfangers

Nach Dunndarmtransplantation unterliegt das intraepitheliale Kompartiment

einem kontinuierlichen Austausch von Spender- und Empfangerlymphozyten.

Das intraepitheliale Transplantatkompartiment ist bereits an Tag 3 p.op. zu 2/3

durch Empfangerlymphozyten ersetzt, die aus dem Empfanger in das

Transplantat eingewandert sind. Auch Daten der eigenen Arbeitsgruppe zeigen,

dall diese Abnahme der Spenderlymphozyten im transplantierten Organ mit

dem vermehrten Auftreten dieser Zellen im Blut sowie in peripheren
lymphatischen Organen wie Lymphknoten und Milz des Transplantat-
empfangers einhergeht®>*°40474849 " An Tag 100 liegt mit 96 % Empfanger-
lymphozyten im Transplantatepithel ein nahezu vollstandiger Austausch vor.

Dieser ist unabhangig davon, ob das Transplantat abgestolien wird oder nicht,
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wie in dieser Arbeit anhand des AbstoRungs- (AB) bzw. des Toleranzmodells
(TOL) gezeigt wird. Dieser nach Transplantation zu beobachtende intraorga-
nische Zellchimarismus® ist temporar, d.h. ab Tag 100 befinden sich im intra-
epithelialen Kompartiment des Transplantats nahezu ausschlie3lich eingewan-
derte Lymphozyten. Dieser Einstrom der Empfangerlymphozyten erfolgt nicht
kontinuierlich, sondern ist zwischenzeitlich um den Tag 14 racklaufig. Zu
diesem Zeitpunkt erhoht sich der Anteil der transplantatspezifischen
Spenderlymphozyten erneut (80 %), vermutlich durch Spenderlymphozyten aus
den Transplantatlymphknoten oder, wie Schattenfroh®' zeigt, aus der Spender-
Zell-Population in der Empfangermilz, in die sie zuvor ausgewandert sind.
Danach erst sinkt der Anteil dieser Zellen endgultig. Der an Tag 100 eingestellte
Zustand bleibt, wie das Toleranzmodell (TOL) an Tag 250 zeigt, unverandert.
So bleiben die CD8'af T-Lymphozyten, mit Ausnahme in der Phase der
AbstoBung, sowohl vor als auch nach Transplantation die dominierende
Population. Auch der Anteil der anderen intraepithelialen Subpopulationen,
CD8"yd-und CD4" T-Lymphozyten, wird durch den Einstrom empfanger-
spezifischer Lymphozyten nicht verandert. Es muss eine Art Filter oder
Ubergeordnete Steuerung geben, die bewirkt, dass trotz des Zellaustausches
die urspriingliche Zellverteilung bestehen bleibt. Denn laut Schattenfroh®
nehmen die CD8" dominierenden IEL ihren Ursprung von der Spender-
Population in der Milz, die aber hauptsachlich CD4"-T- und B-Lymphozyten
enthalten. Zu ahnlichen Ergebnissen kommt auch Webster® bei der
Untersuchung der Lymphozytenpopulationen der Peyerschen Plaques sowie

der mesenterialen Lymphknoten des Transplantats.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Analysen zum Zellchimarismus
konzentrieren sich auf die intraorganischen Vorgange, wahrend zahlreiche
andere Arbeiten den Zellchimarismus in den peripheren lymphatischen Orga-

nen des Empfangers, wie Milz und Lymphknoten, untersuchen (Abb. 6.1).
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Abb. 6.1 Darstellung des intraorganischen Chiméarismus (Einstrom von empfangerspe-
zifischen Lymphozyten in das Transplantatepithel) und des peripheren Chimar-
ismus bzw. Mikrochimdrismus (Einstrom von spenderspezifischen Lympho-
zyten in lymphytische Organe des Empfangers wie Milz und Lymphknoten).

So konzentrieren sich Webster®? und Schattenfroh® auf die Austauschvorgange
der Lymphozyten in der Empfangermilz. Hinsichtlich der Persistenz der
Spenderlymphozyten im Empfangerorganismus finden sich in der Literatur
kontroverse Meinungen. So postuliert Starzl et al. in seinen Versuchen bei
Lebertransplantation die Persistenz spenderspezifischer Lymphozyten im
Empfangerorganismus als Voraussetzung flr die transplantatspezifische
Toleranz und spricht in diesem Zusammenhang von Mikrochimarismus®®. Er
differenziert dabei zwischen einer frithen Phase des Zellchimarismus in den
ersten Wochen nach Transplantation, in der eine groRe Anzahl Spenderzellen
im Empfangerorganismus zu detektieren ist, und einer spaten Phase 3 bis 6
Monate nach Transplantation, in der persistierende Spenderzellen nur noch
molekularbiologisch — daher der Begriff ,Mikrochimarismus® - nachzuweisen
sind. Diese Beobachtungen erfolgten im Tiermodell nach Leber-TX, wobei die
funktionelle Bedeutung dieses Mikrochimarismus noch ungeklart ist.

Mdglicherweise ist diese kontinuierliche Prasentation des Alloantigens durch
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spenderspezifische antigenprasentierende Zellen Voraussetzung fur ein
Langzeitiberleben des Transplantates, um eine chronische Absto3ung zu

verhindern®*%°,

6.3 Analyse der Interaktionen zwischen Zellen des adaptiven (T-
Lymphozyten) und nicht-adaptiven (NK-Zellen und Makro-
phagen) Immunsystems in der Phase der AbstoRung und
Toleranz

In der Literatur wird zwischen adaptivem und nicht-adaptivem Immunsystem

unterschieden®®*"*®. Dabei stellt das adaptive Immunsystem (B- und T-Lym-

phozyten) die erworbene Immunitdt dar, wahrend das nicht-adaptive

Immunsystem (NK-Zellen und Makrophagen) angeboren ist. NK-Zellen, die eine

wichtige Rolle im nicht adaptiven wie auch im adaptiven Immunsystem spielen,

sind strahlenresistente grob-granulierte Lymphozyten (,large granular lympho-
cytes®), mit der Fahigkeit, Tumorzellen, Virus-infizierte Zellen und hamato-
poetische Stammzellen zu lysieren®. Ausgestattet mit Ca**-abhangigen

Rezeptoren (NKR-P1) der C-Typ-Lectin-Familie stimulieren sie den Zelltod

gebundener Zielzellen®.

Beruhend auf der ,missing self-Hypothese®', die besagt, dass bei mangelnder
Expression von ,self-MHC molecules® (eigenen MHC-Molekulen) diese von NK-
Zellen lysiert werden, genugt die MHC Klasse-I Molekul-Expression, um die
IFN-y-Produktion durch NK-Zellen und damit die Zelllyse zu verhindern®®. Diese
Produktion von IFN-y durch NK-Zellen wird durch IL-2 stimuliert und bewirkt
seinerseits zum Einen eine vermehrte Expression von ICAM-1-Molekulen auf

den Endothelzellen, zum Anderen die Sekretion von Chemokinen®.

Diese NK-Zellen sind zur Zeit Gegenstand vieler Versuche. lhre Bedeutung in
der TransplantatabstoRung wurde bisher oft unterschatzt. Dabei scheinen
gerade sie eine Mediatorrolle im AbstolRungsgeschehen einzunehmen.
Sarnacki® beobachtet, dass vom Empfanger tolerierte Transplantate signifikant
weniger Makrophagen und NK-Lymphozyten enthalten als abgestoldene
Transplantate. Diese Beobachtung deckt sich auch mit den Ergebnissen, die

eine Dynamik der prozentualen Verteilung der NK-Zellen im intraepithelialen
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Kompartiment zeigen. In der syngenen Gruppe, wie auch bei nicht
transplantierten Tieren fanden sich 5 % NK-Zellen. Hiermit ist bewiesen, dass
NK-Zellen zur Normalpopulation der IEL gehdren. Dies wird in der Literatur bei
Beschreibungen der IEL-Normalpopulation oft Ubersehen oder anderweitig
gedeutet. Jedoch nicht nur ihre Zugehdrigkeit zur Normalpopulation des
intraepithelialen Kompartiments zeigte sich in dieser Arbeit, sondern es liel} sich
ferner eine Dynamik dieser NK-Zellen im AbstoRungsprozel} verfolgen. So stieg
ihr Anteil im AbstoRungsmodell (AB) bereits ab Tag 7 und erreichte ein
Maximum von nahezu 40 % zum Zeitpunkt der Abstol3ung an Tag 100, an dem
fast ausschlielllich Empfangerlymphozyten vorlagen. Dies wurde so in der
Literatur bisher noch nicht beschrieben. Dieser Anstieg der NK-Zellen, von
denen 1/5 aktiviert waren, deutete bereits auf zunehmend starke im-
munologische bzw. inflammatorische Reaktionen im Dunndarmepithel gegen
Tag 100 hin. Die Tatsache, dass die NK-Zellen im Toleranzmodell (TOL)
hingegen zu nur 5 % isoliert wurden, ist ein deutliches Indiz dafur, dass eine
enge Korrelation zwischen der AbstolRungsreaktion an Tag 100 und dem
Anstieg der NK-Zellen besteht, denn im Falle einer Transplantattoleranz bleiben
die NK-Zellen unberthrt. Auch andere Autoren erkennen, dass NK-Zell-
Populationen Alloreaktivitat besitzen: So wird vermutet, dass NK-Zellen nach
erfolgreich abgewendeter akuter AbstoRung eine Mediatorrolle im Verlauf der

verzdgerten TransplantatabstoRung spielen®.
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7. Ausblick

Akute und chronische Abstof3ung einerseits, Sepsis und Induktion maligner
Prozesse andererseits, sind die Grundprobleme der klinischen Dunndarm-
transplantation. Mit der Einflhrung potenter Immunsuppressiva, wie CsA und
FK 506, lasst sich die akute AbstoRung, die in den ersten Wochen nach
Transplantation erfolgt, verhindern. Eine Verbesserung postoperativer Ergeb-
nisse durch unbegrenzte Steigerung der Immunsuppression ist aber
unrealistisch, da sie die Rate postoperativer Infekte und maligner Prozesse
erhdhen wirde. Die derzeitigen immunsuppressiven Schemata fihren zu einer
Hemmung der T-Zellantwort des Empfangers, die ein erhohtes Infektionsrisiko,
insbesondere fur virale Erreger, nach sich zieht. Ziel einer verbesserten
Therapie der AbstoBung mufld es daher sein, spezifisch an den fur die
TransplantatabstoRung verantwortlichen Lymphozyten anzugreifen, ohne die
gesamte T-Zellantwort zu blockieren. Um dies zu realisieren, bedarf es weiterer

spezifischer Untersuchungen der intraepithelialen Lymphozyten.

Der in dieser Arbeit beobachtete Anstieg der NK-Zellen auf das Achtfache ihres
Ursprungswertes zum Zeitpunkt der TransplantatabstoRung deutet auf einen
engen Zusammenhang zwischen AbstoRung und dieser IEL-Subpopulation hin.
Um beurteilen zu kdnnen, ob die NK-Zellen eine Mediatorrolle im Absto3ungs-
geschehen einnehmen, mussen Protokolle zu ihrer Isolierung etabliert werden.
Auch die Untersuchung der Frage, ob sich NK-Zellen des intraepithelialen Kom-
partiments funktionell von NK-Zellen anderer Organe z.B. der Milz unterschei-
den, erfordert aufgereinigte Populationen. Dabei ist von Interesse, die zu ihrer
Aktivierung notwendigen Signale und Transkriptionsfaktoren, ihr lytisches Ver-
halten gegenlber allogenen Zellen, sowie ihr eigenes Expressionsmuster

zwischen den verschiedenen NK-Zell-Populationen zu vergleichen.

Mit diesen Analysen soll die Frage beantwortet werden, ob NK-Zellen an der
Dunndarmabstol3ung beteiligt sind, was aufgrund ihres Anstieges zu erwarten
ware. Sollte dies bestatigt werden, erdffnet sich die Moglichkeit, diese NK-
Zellen durch depletierende monoklonale Antikorper zu reduzieren. Bei Erfolg
konnte dieser spezifische Einsatz NK-Zell-spezifischer Antikdrper mit Immun-
suppressiva kombiniert werden und somit die derzeit notwendigen Immun-

suppressiva-Dosen reduzieren.
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8. Zusammenfassung

Da der limitierende Faktor der humanen DuUnndarmtransplantation derzeit in der
hohen AbstoRungsrate liegt, wird versucht, die AbstoRungsvorgange auf allen
Ebenen genauer zu untersuchen. Ziel der vorliegenden Versuchsreihe war es,
die immunologischen Reaktionen, die sich nach Dunndarmtransplantation im
transplantierten Organ selbst abspielen, auf zellularer Ebene zu analysieren.
Dabei spielen die intraepithelialen Lymphozyten (IEL) einerseits aufgrund ihrer
Lokalisierung an der Grenzlinie zwischen externen und kdrpereigenen internen
Kompartimenten, andererseits aufgrund ihrer hohen Anzahl an Lymphozyten
und damit ihrer starken Immunogenitat, die Mediatorrolle im AbstoRungs-
geschehen. Es wurden zwei Modelle, das Abstollungsmodell (AB) und das
Toleranzmodell (TOL), betrachtet, die sich lediglich darin unterschieden, dass
die Tiere des Toleranzmodells nach Transplantation vier Tage langer unter
Immunsuppression standen als die Tiere des Abstollungsmodells. Wahrend
das AbstoBRungsmodell gegen Tag 100 Transplantatabstol3ung zeigte, zeigte
das Toleranzmodell Langzeituberleben bis Tag 250, an dem die Versuche

beendet wurden.

Das intraepitheliale Kompartiment ist charakterisiert durch die drei
Hauptpopulationen: CD8" af T-Lymphozyten (64 %), CD4" aB T-Lymphozyten
(13 %) und NK-Zellen (5 %). Diese Zusammensetzung des intraepithelialen
Kompartiments wurde durch die Dunndarmtransplantation per se nicht
verandert, mit Ausnahme zum Zeitpunkt der Abstof3ung. Die Dominanz der
CD8" af T-Lymphozyten, die sich auch im Verhaltnis CD4": CD8" von 1:6
widerspiegelte, wie auch die Dominanz der af-T-Lymphozyten (75 %) und das
Verhéltnis von TCRaB": TCRyd" mit 7 : 1 blieben konstant. Auch der Akti-
vierungsgrad der IEL, der sowohl vor, als auch nach Transplantation bei nur

3 % lag, wurde durch die Transplantation per se nicht beeinfluf3t.

Nach Dunndarmtransplantation wurde im Transplantat ein Zellaustausch von
Spender- durch Empfangerlymphozyten beobachtet. Dieser Austausch, der
zwei Wochen nach Transplantation temporar rickgangig war, war ab Tag 100
abgeschlossen und anderte sich danach nicht mehr. An Tag 100, zum Zeitpunkt

der AbstoBung, waren somit nahezu alle isolierten intraepithelialen
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Lymphozyten empfangerspezifische Lymphozyten (96 % Empfangerlympho-
zyten und 4 % Spenderlymphozyten). Dieses Phanomen, auch intraorganischer
Zellchimarismus genannt, zeigte sich unabhangig vom Schicksal des
Tansplantats, d.h., sowohl im Abstolungs- (AB), als auch im Toleranzmodell

(TOL) war dieses Phanomen zu beobachten.

Wahrend die Zusammensetzung des intraepithelialen Kompartimentes kaum
auleren Einflissen unterlag, veranderte diese Zusammensetzung aber zum
Zeitpunkt der TransplantatabstoRung stark ihr Profil. Der prozentuale Anteil der
CD8" ap T-Lymphozyten sank auf 42 %, der Anteil der CD4" af T-Lymphozyten
betrug 10 %. Die einzige Population, die mit einem extremen Anstieg einherging
und damit mit der Abstol3ung korrelierte, waren die NK-Zellen, die von 5 % auf
das Achtfache, auf fast 40 % anstiegen. Zum Zeitpunkt der AbstoBung an
Tag 100 waren somit im intraepithelialen Kompartiment CD8" off T-
Lymphozyten und NK-Zellen gleich stark vertreten. Die sich hierbei
abspielenden immunologischen und inflammatorischen Vorgange, die sich an
Tag 100 auch im Anstieg der Aktivierungsmarker auf 20 % widerspiegelten,
waren auch klinisch anhand des Gewichtsverlustes und des zunehmend

reduzierten Allgemeinzustandes zu erkennen.

Die Tiere des Toleranzmodells hingegen zeigten sowohl an Tag 100, als auch
an Tag 250 keine Veranderung der Zusammensetzung des intraepithelialen
Kompartimentes im Vergleich zu nicht transplantierten Tieren. Die CD8" af T-
Lymphozyten waren weiterhin die dominierende Population mit 64 % und die
NK-Zellen stellten mit konstant 5 % nur einen kleinen Anteil der IEL, die nicht
aktiviert waren, dar. Auch klinisch zeigte sich ein guter Allgemeinzustand. Das
Immunsystem des Transplantatempfangers sollte so beschaffen sein, dass das
Transplantat nicht abgestolien wird, aber dass es dennoch weiterhin in der

Lage ist, fir den Korper schadliche Fremdantigene zu eliminieren.

Somit scheint die AbstoRung im intraepithelialen Kompartiment des Dinndarm-
transplantats ein von NK-Zellen dominierter Entziindungsprozel3 zu sein,
wahrend die NK-Zellen in toleranten Tieren als normaler Bestandteil der IEL-

Subpopulationen unauffallig bleiben.
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