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1. Einleitung

Der Dunndarm stellt auch weiterhin ein grundlegendes Problem in der
Transplantationschirurgie dar. Im Gegensatz zu Herz, Leber oder Niere, die
weltweit mit guten klinischen Resultaten in zahlreichen Zentren transplantiert
werden, ist die Dunndarm-Transplantation derzeit den 55 Spezial-Zentren
vorbehalten (nach dem ,Intestinal Transplant Registry®). Dabei sind die
Ergebnisse trotz Behandlung mit hoch potenten Immunssuppressiva, wie dem
FK 506 (Tacrolimus®), mit einer Uberlebensrate von nur rund 75% nach einem
Jahr und von 42% nach 5 Jahren weiterhin unbefriedigend (Reyes 2002, Sigalet
2000, Jan 1999). Hierbei handelt es sich um die Daten von padiatrischen
Patienten, deren Immunsystem noch nicht voll ausgereift ist. Im Vergleich
hierzu sind die Ergebnisse bei Erwachsenen noch unginstiger. Nicht die
optimal standardisierte chirurgische Technik der Dinndarm-Transplantation ist
Ursache flir diese Situation, sondern die ungewdhnlich starke Immunogenitat

der Dunndarm-Transplantate und die Nebenwirkungen der Immunsuppression.

Der Dinndarm als immunkompetentes Organ hat auch die Abwehr von
Fremdantigenen zur Aufgabe. Diese komplexe Funktion wird von den Lympho-
zyten der Lamina propria des Darmepithels, den Payerschen Plagues und den
mesenterialen Lymphknoten wahrgenommen. Nach einer Transplantation sind
sie es, die eine starke Immunantwort auslésen. Diese starke Immunogenitét
erfordert, dass der Empfanger hohe Dosen an Immunsuppressiva bendtigt.
Damit wird in der Regel die akute Abstof3ung gut verhindert, jedoch verur-
sachen sie in der Dauertherapie erhebliche Nebenwirkungen, die insbesondere
auf die generelle Suppression des Immunsystems zurtickzufihren sind. Diese
sind hauptséchlich durch Bakterien, Pilze und Viren verursachte oppor-
tunistische Infektionen, die haufig zu einer Sepsis mit hoher Letalitat fihren
(Reyes 1992, Goulet 1998) und lymphoproliferative Erkrankungen (Pollard
1997). Weitere Nebenwirkungen sind die von den Immunsuppressiva verur-
sachten Organschadigungen; so fuhren z.B. die Calcineurin-Inhibitoren, insbe-

sondere das Cyclosporin A, zu Nephrotoxizitat, Neurotoxizitdt bzw. zur einem



de-novo-Diabetes (Braun 1998). Vor allem die klinische Dunndarm-
Transplantation profitierte von der, im Vergleich zu Cyclosporin, starkeren
immunsuppressiven Wirksamkeit des ebenfalls zu den Calcineurin-Inhibitoren
gehorenden FK 506 (Tacrolimus®). Ein weiterer Vorteil ist seine geringere

Nephrotoxizitat.

In der Regel stellt das Kurzdarm-Syndrom den Hauptgrund fir eine Dinndarm-
Transplantation dar. Dieses ist gekennzeichnet durch eine Malabsorbtion und
Malassimilation. Bei Erwachsenen kann das Kurzdarm-Syndrom entstehen,
wenn z.B. durch einen Mesenterialinfarkt, chronische Darmerkrankungen,
Tumorbefall, Trauma oder eine Strahlenenteritis eine ausgedehnte Dinndarm-
resektion erforderlich wird. Bei Kindern kann es auch durch eine angeborene
Darm-Atresie, Agangliose oder einer nekrotisierenden Enterocolitis zu einem
Kurzdarm-Syndrom kommen. Die konservative Standard-Therapie hierfir, die
.Total Parenteral Nutrition", ist jedoch eine auBerst kostenintensive,
komplikationsreiche und die Lebensqualitdt mindernde Therapie-Form. Hier
konnte die Dunndarm-Transplantation in den nachsten Jahren Abhilfe schaffen.
Um jedoch als ernst zunehmende therapeutische Alternative akzeptiert zu
werden, ist die Sicherheit einer solchen Therapie zu gewahrleisten. Hierzu sind
verbesserte Therapieansatze erforderlich, um auch die chronische Abstol3ung,

neben der akuten Abstol3ung, erfolgreich zu verhindern (Kocoshis 1997).

In experimentellen Modellen zur Dinndarm-Transplantation werden sowohl die
akute als auch die chronische Abstof3ung analysiert. Unsere Untersuchungen
wurden an einem nach Deltz und Thiede (1985) modifizierten Modell der
orthotopen Dunndarm-Transplantation in der Ratte durchgefiihrt. Durch Varia-
tion der FK 506-Dosierung konnte sowohl die chronische AbstoRung als auch
Transplantatlangzeitfunktion induziert werden. Wahrend die Tiere der chroni-
schen AbstolRungsgruppe um den Tag 100 das Vollbild der chronischen Ab-
stoBung aufwiesen, zeigten die Tiere der Langzeitfunktionsgruppe Kklinisch
keine Zeichen der Abstof3ung. Es wurden sowohl durchfluRzytometrische als

auch histologische Analysen von Dunndarm-Transplantaten zu verschiedenen



Zeitpunkten durchgefihrt, um die morphologischen und zellularen Vorgange,
die mit der chronischen Abstol3ung in Verbindung stehen, zu verfolgen. Auch
die Reaktion des Empfangers auf das fremde Transplantat wurde an immuno-
logisch relevanten Organen, wie Milz, Blut und Lymphknoten, untersucht.

Ziel dieser Arbeit war, die Auswirkungen der durch das Dunndarm-Transplantat
verursachten dauerhaften Immunaktivierung zu untersuchen. Insbesondere die
sich hieraus entwickelnde chronische Abstof3ung sollte anhand histomor-
phologischer Merkmale charakterisiert werden. Hierzu wurden die zellularen
Vorgéange in der Phase der akuten AbstoRung bzw. wahrend der Transplantat-

Langzeitfunktion als Vergleich herangezogen.



2.

Fragestellungen

Ziel der Untersuchungen war die Beantwortung folgender Fragen:

1.

Welches sind die charakteristischen histomorphologischen Merkmale der

akuten Abstol3ung im Dinndarm-Transplantat?

Welches sind die charakteristischen histomorphologischen Merkmale der

chronischen Abstol3ung im Dinndarm-Transplantat?

Welche histomorphologischen Veranderungen Kkorrelieren mit der

chronischen Abstol3ung?

Welche histomorphologischen Merkmale kennzeichnen die Dunndarm-
Transplantate der Langzeitfunktionsgruppen?

Welche immunologischen Vorgange induzieren die chronische Abstof3ung?



3. Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere fir die Duanndarm-Transplantationen dienten maéannliche
Inzuchtratten aus kontrollierten Zichtungen, die in den Tierstallen der Chirur-
gischen  Universitatsklinik ~ Wiurzburg, Experimentelle  Transplantations-
Immunologie, unter standardisierten Bedingungen gehalten wurden.

e  Brown Norway (BN): MHC-Haplotyp RT1", erworben von der Fa. Charles

River; sie dienten als Transplantatspender.
e Lewis (LEW): MHC-Haplotyp RT1', erworben von der Fa. Charles River;

sie dienten als Transplantatempfanger.

Die beiden Rattenstdmme unterschieden sich in ihren MHC-Klasse-l und
Klasse-ll Antigenen. Zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns wogen die Tiere
zwischen 220-240 Gramm. Die Haltung erfolgte jeweils paarweise in
Makrolan®-Ké&figen. Operierte Tiere wurden in keimarmen Klimaschrénken
(Scantainer®, Fa. Scanbur, Kégen, Danemark) gehalten. Die Tiere erhielten am
Operationstag Wasser, am 1. Tag post op. Wasser + 20% Glucose, am 2. Tag
post op. Wasser + Fresubin und ab dem 3. Tag post op. Wasser + Altromin®-

Pressfutter ad libitum.

3.2 Versuchsgruppen

Die DUunndarmtransplantation wurde in der syngenen (LEW—LEW) und in der
allogenen (BN—LEW) Kombination durchgefiihrt (Tab. 3.1). Die syngen trans-
plantierten Tiere (SYN) stellten die Referenzgruppe dar. Die akute Abstof3ung
wurde an der allogen unbehandelten Gruppe der akuten AbstofRungsgruppe
(AA) untersucht. In der Versuchsgruppe mit der initialen FK 506-Gabe kam es
am Tag 100 zu einer chronischen Transplantat-AbstoRung (Tab. 3.1). Sie
wurde daher als chronische AbstoRungsgruppe (CA) bezeichnet und war die
wichtigste Gruppe fir diese Arbeit. Die chronische Absto3ung lie3 sich durch

eine unterschiedlich lange Applikation von FK 506 verzdogern. Da diese Tiere



auch fir eine lange Zeit Kklinisch unauffallig blieben, wurden sie der

Langzeitfunktionsgruppe (LF-1 und LF-2) zugeordnet (Tab. 3.1).

Tab. 3.1: Ubersicht tber die Transplantationsgruppen. Zur Immunsuppression wurde
FK 506 verwendet.

Stamm- Immun-
Gruppe - . Anzahl Kommentar
kombination suppression
SYN LEW-LEW keine n=18 SYNgene Kontrolle
_ Gruppe der
AA BN-LEW keine n=38
Akuten AbstoRRung
Gruppe der
CA BN-LEW Tag 0-5 n=21 _
Chronischen Abstol3ung
Langzeit-Funktions-
LF-1 BN-LEW Tag0-5+60-65 n=9
gruppe 1
Langzeit-Funktions-
LF-2 BN-LEW Tag 0-9 n=28
gruppe 2

Die Organentnahmen in der SYN Gruppe als auch bei den Tieren der CA-
Gruppe erfolgten an den postoperativen Tagen: 3, 7, 14, 30, 60, 100. Die un-
behandelten Tiere der akuten AbstoRungsgruppe wurden am Tag 3 und 7 ge-
tétet. In der LF-1-Gruppe wurde am Tag 180 und in der LF-2-Gruppe am Tag
250 post op. die Organentnahmen vorgenommen. Weitere Erlauterungen und

Hinweise finden sich in Tab. 4.2 auf Seite 16.

3.3 Mikrochirurgische Operationstechniken

Die orthotope Dunndarmtransplantation wurde nach dem von Deltz und Thiede
(1985) beschriebenen Modell in modifizierter Form durchgefihrt. Als optische
Hilfsmittel wurden Operationsmikroskope (Fa. Wild 1650 Heerbrugg, Schweiz)

mit 10-bis 16-facher VergroRerung verwendet. Gefal3-Anastomosen wurden mit



monofilen, nicht resorbierbaren Faden der Starke 7-0 (Prolene®, Ethikon®, Fa

Ethikon, Hamburg) in fortlaufender, transluminarer Nahttechnik erstellt.

3.3.1 Spender-Explantation

Nach Rasur des Spendertieres und Desinfektion erfolgte der Zugang Uber eine
mediane Laparatomie. Danach wurden die V. porta, die A. mesenterica superior
sowie die Aorta abdominalis prapariert. Nun erfolgte die Dinndarmpréparation
vom Treitz'schen Band bis etwa 1 cm vor der lleocoecalklappe. Mit dem Darm
wurde auch der Gefal3stiel der A. mesenterica superior sowie der V. portae
entfernt. Mit einer Knopfkantle wurde das Dinndarm-Transplantat gespult und

in 4°C kaltem NaCl bis zur Implantation konserviert.

3.3.2 Empfangerimplantation

Nach medianer Laparatomie und Explantation des Empfangerdarms wurde der
Spender-Dinndarm orthotop eingesetzt. Die Gefal3e (Aorta, A. mesenterica
superior und V. porta) wurden End-zu-End in fortlaufender Nahttechnik verbun-
den. Der Verschluss des Peritoneums erfolgte in Einzelknopf-Nahttechnik und
der Verschluss der Haut in fortlaufender Naht. Die Operationszeit betrug beim
Spender ca. 30 und beim Empfanger ca. 50 Minuten. Tiere, die innerhalb der
ersten 48 Stunden nach der Operation verstarben, wurden als technische
Versager deklariert und nicht in die Analysen mit einbezogen; ihr Anteil lag

unter 6%.

3.4 Immunsuppressive Therapie

Um die AbstoRungsreaktion nach allogener Dunndarmtransplantation zu
verhindern, wurde als Immunusuppressivum FK 506, auch als Tacrolimus® be-
zeichnet (Fujisawa, Japan), verwendet. Die Tiere erhielten eine tagliche Dosis
von 2 mg pro Kilogramm Kdorpergewicht abwechselnd in die rechte oder linke
Unterschenkelmuskulatur appliziert. FK 506 inhibiert die Ca®*-abhéngigen Pro-



zesse der Lymphokin-Synthese, insbesondere die zur Synthese von Interleukin-
2 (IL-2), in den T-Lymphozyten. Es bindet an das Bindungsprotein FKBP 12,
wodurch dieser Komplex in der Lage ist, das Enzym Calcineurin zu hemmen,
das an der Aktivierung eines fur die Synthese von IL-2 wichtigen
Transkriptionsfaktors beteiligt ist. Zur Prophylaxe der bei Dinndarmtrans-
plantationen haufig beobachteten bakteriellen Translokation erhielten die Emp-
fanger fur die Dauer der Immunsuppression alle 2 Tage 0,04 ml des Antibio-

tikums Tardomyocel®.

3.5 Nachuntersuchung und klinische Beurteilung

Die Tiere wurden einmal taglich visitiert, wobei insbesondere auf Anzeichen
einer beginnenden akuten oder chronischen Abstol3ungsreaktion (Schleimhaut-
entztindung, Gewichtsverlust, etc.) geachtet wurde. Zur Beurteilung des Allge-
meinzustandes wurden Vigilanz, Koérperhaltung, Fellbeschaffenheit und der
Gewichtsverlauf herangezogen. Die Abbruchkriterien aul3erhalb der festgesetz-
ten Zeitpunkte zur Organentnahme waren dann erfillt, wenn ein oder mehrere
dieser Parameter starke Auffalligkeiten aufwiesen. Die Gewichtsverlaufe
wurden in Prozent des Ausgangswertes dargestellt, fur alle anderen Parameter
wurde eine 4-stufige Graduierungsskala verwendet: 0: Merkmal nicht erkenn-

bar, 1-3: Merkmal leicht, mittel oder stark ausgepragt.

3.6 Organgewinnung

Hierzu wurden die Tiere mit Isofluran narkotisiert und die entsprechenden
Organe (Milz, Transplantat-Lymphknoten (auch als Spender-Mesenterial-
lymphknoten bezeichnet), Empfanger-Mesenteriallymphknoten, Jejunum und
lleum) entnommen und fur die Histologie, Immunhistochemier und die durch-

fluRzytometrische Analyse aufbereitet.



3.7 Bestimmung der Blutleukozyten

Das aus der V. cava inferior gewonnene Blut der Empfangertiere wurde im
Zentrallabor der Universitatsklinik untersucht. Bei dem untersuchten Differential-
blutbild interessierte insbesondere die Verteilung der Lymphozyten und

Leukozyten.

3.8 Bestimmung des Milz-Index
Um den Einflu@ der akuten oder chronischen Abstol3ung auf die Immuna-
ktivierung in der Milz zu untersuchen, wurde der Milzindex (MI) ermittelt. Hierzu

wurde das Verhaltnis von Organ- zu Kérpergewicht bestimmit.

3.9 Histologische Untersuchung der Organe

Zur histologischen Beurteilung der Organe wurde jeweils ein ca. 0,5-1 cm
grof3es Stick in 3,5%- igem Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Die

1 um dicken Schnitte wurden mit Hamatoxilin-Eosin (HE) geféarbt. Folgende

Organe wurden beurteilt:

Jejunum und lleum des Transplantates

Spender-Mesenteriallymphknoten SMLK oder(Transplantat-Lymphknoten)

Empfanger-Mesenteriallymphknoten oder EMLK
Milz

Bei der Auswertung der Transplantathistologien wurde besonders auf die
Morphologie der epithelialen Zottenarchitektur, den vaskularen Status sowie auf
die Menge und die Verteilung der immunkompetenten Zellen in den einzelnen
Dunndarmabschnitten geachtet. Zur Beurteilung der Dinndarm-Transplantate
siehe auch Tab. 4.3 auf S. 25.



3.10 Gewinnung von Lymphozyten und deren Doppel- und Dreifach-
farbung mit Antikdrpern
Nach der Organentnahme wurden die Milz, sowie die Mesenteriallymphknoten
zuerst durch ein Sieb zerkleinert und die Zellen fur rund 3 Minuten mit einem
Erythrozyten-Lysepuffer inkubiert. Um anschlieRend den Lysepuffer wieder zu
entfernen, wurden die nicht-lysierten Leukozyten "gewaschen". Hierzu wurden
sie zentrifugiert und anschlieBend mit PBS resuspendiert; dies wurde insgesamt
zweimal durchgefuhrt. AbschlieRend wurden die Leukozyten Uber Gaze mit
einer Porengréf3e von 100 um filtriert, um sie noch von bindegewebigen
Bestandteilen zu reinigen. Die Einstellung der Zellsuspensionen auf 10* Zellen

pro pl erfolgte mit Hilfe der vom Zellzahler im Zentrallabor ermittelten Daten.

Alle Inkubationsschritte zur Antikdrper-Farbung wurden im Eisbad bei 4°C fir
25 Minuten durchgefuhrt. Bis auf den Antikérper NDS 60 (Tab. 3.2) waren alle
anderen Antikorper (Tab. 3.3) entweder mit den Fluoreszenzfarbstoffen FITC
bzw. PE konjugiert oder sie waren mit Biotin markiert. Wurden Biotin-kon-
jugierte Antikérper verwendet, so war ein anschlie3ender Inkubationsschritt mit
Streptavidin notwendig. Streptavidin (Fa. Caltag), das mit dem Fluoreszenz-
farbstoff TriColor® verknlpft war, bindet mit sehr hoher Affinitéat an das kleine
Biotinmolekil, so dass die Antikdrperbindung an die entsprechenden Ober-
flachenmolektle durchflu3zytometrisch analysiert werden konnte. Waren
Primarantikorper, wie der NDS 60 Antikorper, weder mit einem Fluoreszenz-
farbstoff, noch mit Biotin konjugiert, dann muf3te ein sog. Sekundarantikérper,
hier der PE-konjugierte Esel-anti-Maus Antikdrper, hinzugefiigt werden, der sich
an den Primarantikorper heftete. Sollten weitere Antikbrper dem Farbeansatz
zugesetzt werden, mufdten, um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden, die
Bindungsstellen des Sekundarantikérpers mit Mausserum blockiert werden
(siehe auch Abb. 3.2).
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Durchflusszytometrisches Farbeschema I

* Biotin-Antikérper mit
¥ Tri-Color® gekoppeltem

o Streptavidin markiert
Unkonjugierter
Antikorper mit PE-
Antikorper markiert und x
mit Mausserum abge-
sattigt
®

/-

Direkt FITC- oder PE-
gekoppelter
Antikorper

Abb. 3.2 Schematische Darstellung der Moglichkeiten zur Visualierung der
Antikdrperbindung an Oberflachenstrukturen: Entweder sind die Anti-
korper direkt mit den Farbstoffen FITC oder PE konjugiert, oder der sog.

Priméarantikorper wird indirekt mit einem Farbstoff-markierten Sekundéar-
antikorper, der spezifisch an den Primarantikdrper bindet, nachgewiesen.
Ist der Primarantikdrper mit Biotin verkntpft, dann wird dieser nach der
Zugabe von Farbstoff-markiertem Streptavidin, das eine hohe Affinitat zu

Biotin aufweist, nachweisbar.

Die Spender- und Empfangerlymphozyten wurden durch "Rattenstamm®-
spezifische Antikorper, die die entsprechenden MHC-Klasse-I-Molekiile von BN
und LEW erkennen, unterschieden (Tab. 3.2).

11



Tab. 3.2 Monoklonale Antikdrper zur Differenzierung zwischen Empféngerleukozyten
(NDS 60 positiv) und Spenderleukozyten (OX 27 positiv).

Antikdper MHC Haplotyp Spezifitat
NDS 60 RTL.A' MHC-I-Antigen (LEW)
OX 27 RT1.A" MHC-I-Antigen (BN)

Mit diesen sog. "Rattenstamm”-spezifischen Antikdrpern und den in Tab. 3.3

aufgelisteten Antikdrpern wurden die aus Milz und mesenterialen Lymphknoten

isolierten Lymphozyten analysiert, ob sie vom Spender- oder Empfanger

stammten, ob sie aktiviert waren und zu welcher Subpopulation sie gehorten.

Oberflachen-

Antikorper marker Spezifitat
,Leucocyte common antigen”
LENEZED OX1 CD45 (LCA), Positivkontrolle
CD4" T- T-Helfer-Lymphozyten,
Lymphozyten W3/25 Cb4 Makrophagensubpopulation
CD8" T- OX8 cDS8 Zytotoxische TLymphozyten, T-
Lymphozyten Suppressorzellen (CD8 aKette)
aff T- i aff T-Zell-Rezeptor auf den
Zellrezeptor R73 ap-TCR meisten T-Lymphozyten
vo T- i vd T-Zell-Rezeptor auf CD3
Zellrezeptor Ves ¥&-TCR positiven T-Lymphozyten
B- ,Leucocyte common antigen”
Lymphozyten OX33 CDA45RA o. A/B (LCA) nur auf B-Zellen
Naturliche Killerzellen
NK-Zellen NKR-P1A CD161 (60 kD Homodimer)
Aktivierte T- OX39 CD25 IL-2-Rezeptor (55 kD, a-Kette)
Lymphozyten auf T-Zellen
- ICAM-1 (90kD-Kette) auf T-
AIIETS U= 1A29 CD54 Zellen (Adhasionsmolekill,
Lymphozyten

Ligand fur LFA-1)

Tab. 3.3: Ubersicht tiber die verwendeten Antikorper.
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3.11 Durchflusszytometrische Messungen und Auswertung

Die Bindung der monoklonalen Antikorper (Tab. 3.2 und 3.3) an die Lympho-
zyten wurde in einem DurchfluRzytometer (FACScan, Fa. Becton Dicinson,
Heidelberg) mit einem Argon Laser (488 nm) Uberprift. Dieses Gerat misst
neben der ZellgréRe und Zellgranularitdt drei unterschiedliche Fluoreszenz-
farben (Grin, Rot und Dunkelrot). Die Auswertung erfolgte mit dem Software
Programm WinMDI (Joseph Trotter). Die Aufarbeitung der Daten und Dar-
stellung der Ergebnisse wurde mit dem Software-Programm Excel 97 (Fa.
Microsoft) durchgefihrt. Zu jeder Versuchsserie wurden verschiedene Kontroll-
ansatze durchgefuhrt. Als Positivkontrolle diente die Farbung mit dem Anti-
korper OX 1 (CD45); bei den indirekten Verfahren zum Bindungsnachweis des
unkonjugierten primaren Antikorpers (s. auch Abb. 3.2) wurde als Negativ-
Kontrolle, um madgliche Kreuzreaktionen des Sekundarantikorpers auszu-
schlieBen, die alleinige Inkubation mit dem Sekundarantikbrper vorgenommen.
Alle durchflusszytometrischen Ergebnisse wurden in Prozent, bezogen auf die
Lymphozytenpopulation, angegeben.

3.12 Auswertungen und Fotodokumentation

Samtliche Zahlenwerte, wie Gewichtsverlaufe, Laborwerte sowie durchfluf3-
zytometrisch ermittelten Prozentwerte, wurden der statistischen Analyse unter-
zogen. Mittelwerte und Standardabweichungen wurden mit Hilfe von Microsoft
Excel 97 ermittelt. Die histologischen und immunhistologischen Schnitte wurden
mit einem Olympusfotomikroskop auf Agfa-chrom Professional-Filmen

aufgenommen.

13



4. Ergebnisse

4.1 Versuchsgruppen und klinische Parameter der Abstof3ungen

Zur Untersuchung der klinischen und zellularen Phanomene nach Dinndarm-
Transplantation in der Ratte wurden funf Versuchsgruppen gebildet (s. Tabelle
4.1). Die Gruppe SYN diente als Kontrolle, um die durch den chirurgischen
Eingriff induzierten Effekte nachzuweisen. Die akute AbstoRung wurde in der
akuten AbstoBungsgruppe (AA-Gruppe) untersucht. Hierbei wurde auf eine

Immunsuppression mit FK 506 verzichtet.

Tab 4.1: Darstellung der Versuchsgruppen zur Untersuchung der akuten (AA) und
chronischen (CA) AbstoBung sowie der Langzeitfunktionsgruppen LF-1 und LF-2.

Stamm- Immun-
Gruppe - . Anzahl Kommentar
kombination suppression
SYN LEW-LEW keine n=18 SYNgene Kontrolle
_ Gruppe der
AA BN-LEW keine n=38
Akuten AbstoRRung
Gruppe der
CA BN-LEW Tag 0-5 n=21 _
Chronischen Abstol3ung
Langzeit-Funktions-
LF-1 BN-LEW Tag0-5+60-65 n=9
gruppe 1
Langzeit-Funktions-
LF-2 BN-LEW Tag 0-9 n=28
gruppe 2

Durch die initiale FK 506-Gabe von Tag 0 bis 5 kam es um den Tag 100 zu
einer chronischen Transplantat-Absto3ung. Diese chronische Abstof3ungs-
gruppe (CA-Gruppe) war die wichtigste Untersuchungsgruppe fiur diese Arbeit.
An diesen Tieren wurden die zur CA flihrenden morphologischen

Verédnderungen an den Tagen 3, 7, 14, 30, 60 und 100 untersucht. Neben dem
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Dunndarm-Transplantat wurden auch Milz, Blut sowie die mesenterialen

Lymphknoten von Spender und Empfanger entnommen und analysiert.

Durch eine Dosis-Anderung in der immunsuppressiven Therapie wurden zwei
unterschiedliche Langzeitfunktionsgruppen etabliert: In der LF-1-Gruppe wurde
durch zusatzliche ,Bolus“-Gaben von FK 506 zwischen den Tagen 60 bis 65 die
chronische AbstoRung deutlich verzogert und die Uberlebenszeit um nahezu 70
Tage verlangert (Abb. 4.1 und Tab. 4.2). Diese Tiere wiesen erst um den Tag
170 histomorphologische Zeichen der chronischen Abstof3ung auf. In der LF-2
Gruppe wurde der Erfolg einer initial deutlich verlangerten Immunsuppression
getestet. Hier tberlebten rund 2/3 der Tiere langfristig und sie zeigten bis zum
Versuchsende am Tag 250 keine klinischen Zeichen der Abstol3ung. Bei dem
anderen Drittel wurde der Versuch wegen der CA um den Tag 110 beendet
(Tab. 4.2).

[%] Uberlebensrate
100 i M=

80

60
«AA »*CA=LF-1m| F-2

40

20

0 ! ! ! ! ! .
0 25 50 75 100 125 150 175 200 250

Abb. 4.1: Kaplan-Meier-Darstellung der allogenen Transplantationsgrup-
pen. Die Tiere der CA- sowie der LF-1-Gruppe wiesen alle Zeichen der
chronischen AbstoBung auf. Die LF-2-Gruppe war geteilt: Wahrend etwa
2/3 keinerlei Zeichen der AbstoBung am Tag 250, dem Zeitpunkt des Ver-
suchsendes, zeigten, wies etwa 1/3 der Tiere um den Tag 110 klinische

und histologische Zeichen der chronischen AbstoRung auf.
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Neben zu den zuvor festgelegten Zeitpunkten zur Organentnahme wurde der
Versuch beendet, wenn die Tiere folgende klinische Zeichen der chronischen
AbstoBung aufwiesen: Deutlicher Gewichtsverlust, Vigilanz-Verschlechterung,
Entziindung der Nase und Ohren sowie ein struppiges Fell.

Tab. 4.2: Darstellung der Zeitpunkte der Organentnahmen.

bGrgppen- Anzahl Zeitpunkte )
ezeichnung der Organentnahmen™ [Tage]
SYN n=18 3,7,14,30,60,100%
AA n= 8 3und 79
CA n=21  3,7,14,30,60% [96,96,98,101,102,106]*°
LF-1 n=9 [158,162,166,166,170,173,176,181,182]*’
LF.2 n =928 [97,98,98,99,104,112,113,118,140]*°

250 (x19)

Y Die Tage 3, 7, 14, 30 und 60 waren vor Versuchsbeginn als Entnahmezeitpunkt festgelegt
worden, ebenso der Tag 100 in der SYN-Gruppe.

% Der Entnahmezeitpunkt richtete sich nach dem Auspragungsgrad der klinischen AbstoRungs-
zeichen des Tieres.

3 je 3 Tiere pro Entnahmetag.

“ je 4 Tiere pro Entnahmetag.

% Mittelwert 108,8 + 14 Tage

® Mittelwert 99,8 + 3,9 Tage

) Mittelwert 170 + 8,3 Tage

4.1.1 Gewichtsverlaufe

Die Tiere der SYN-Gruppe (siehe Abb. 4.2) erreichten am dritten postoperativen
Tag wieder ihr Ausgangsgewicht. Im folgenden Verlauf kam es zu einer kontinu-
ierlichen Gewichtszunahme auf das Doppelte des Ausgangsgewichtes. Im Ge-
gensatz dazu waren die Gewichtszunahmen bei den Tieren der allogenen

Gruppen verzogert.
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Die Tiere der CA-Gruppe zeigten bereits ab Tag 65, also rund 35 Tage vor dem
Versuchsende, eine deutliche Stagnation und anschlieRend eine Abnahme
ihres Korpergewichts. Dies war vor allen anderen klinischen Zeichen der erste
Hinweis auf die CA. In der LF-1-Gruppe kam es unter der zweiten FK 506-
Therapie zwischen Tag 60-65 zu einem temporaren Gewichtsverlust, der aber
wieder ausgeglichen werden konnte. Erst um den Tag 160 fiel in dieser Gruppe
die Gewichtskurve im Rahmen der chronischen AbstoRung wieder ab. Die
langzeittiberlebenden Tiere der LF-2-Gruppe (s.Tab. 4.2) zeigten hinsichtlich

ihres Gewichtsverlaufes bis zum Versuchsende keine Auffalligkeiten.

Kdérpergewicht [%]

250
IS-Gabe Tag 60-65 (LF-1)

225

200

175

150 |
SYN >€CA *LF1 ™=LF-2

125 |

100 Tgm

75
0 50 100 150 200 250

Tag post Tx

Abb. 4.2: Ubersicht Uber die Entwicklung des Korpergewichts der ver-
schiedenen Gruppen. Die Gewichtsstagnation in der CA- und LF-1-Gruppe
stellte dabei den ersten Hinweis auf eine chronische AbstoBung der

Dunndarm-Transplantate dar.

4.1.2 Milz-Index

Der Milz-Index stellt das Verhaltnis des Milzgewichtes zum Kdrpergewicht da
(Abschnitt 3.8). Sowohl in der akuten AbstoBungsgruppe (AA) am Tag 7 als
auch in der chronischen Abstof3ungsgruppe (CA) am Tag 60 war die Milz
deutlich vergrof3ert, was auf eine gesteigerte immunologische Reaktion
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hindeutete. Dagegen veranderte sich der Milz-Index in der SYN-Gruppe Uber

die Zeit kaum. Die Milz reagierte damit als immunkompetentes Organ sowohl

auf die akute als auch auf die chronische Abstol3ung.

0,6

0,5

HAA

OSYN

OCA

(10

Tag post Tx

100

Abb. 4.3: Die Veranderung des Milz-Index in der AbstoRung. Eine Spleno-

megalie war sowohl bei der akuten AbstoRung am Tag 7 als auch bei der

chronischen Abstofung ab Tag 60 zu beobachten.
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4.1.3 Blutleukozyten-Werte

Zum Explantationszeitpunkt wurde Blut aus der V. cava inferior zur Bestimmung
der Leukozytenzahl entnommen. Es zeigten sich in der klinisch unaufalligen
SYN-Gruppe keine erhohten Werte im Sinne einer Entzindung. Der
physiologische Leukozytenwert im Ratten-Blut lag zwischen 5 bis 10 x10°
Zellen/pl. Eine echte Blut-Leukozytose mit mehr als 10x103 Zellen/ul war in der
AA-Gruppe am Tag 7 zu beobachten. Auch in der CA-Gruppe fand sich eine
solche Leukozytose am Tag 100. Die Blutleukozytose war damit ein wichtiger

systemischer Parameter der durch das Transplantat induzierten

Immunaktivierung.
25
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Abb. 4.4: Eine Blut-Leukozytose fand sich sowohl bei der akuten

AbstoBung am Tag 7 als auch bei der chronischen AbstolRung am Tag
100.
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4.2 Histomorphologische Kennzeichen der akuten und chronischen
AbstoRung am Dinndarm-Transplantat
Vom Dunndarm-Transplantat wurde sowohl das Jejunum als auch das lleum
begutachtet. Die syngenen Transplantate am Tag 100 (Abb. 4.5 A) zeigten ein
weitgehend &hnliches Bild wie der nicht transplantierte Darm. Fir die akute
AbstoBung war eine massive transmurale Entzindungsreaktion mit lympho-
zytarer Infiltration kennzeichnend. Diese ging von den grol3lumigen Verteilerge-
falRen der Submukosa als perivaskulares Infiltrat aus und infiltrierte alle Schich-
ten der Darmwand einschliel3lich der Muskulatur (nicht gezeigt). Das Epithel
war deutlich in seiner Hohe reduziert und ebenfalls entzindlich infiltriert.
Zeichen der Sklerose fanden sich keine. Die frihe Immunsuppression, mit der
die akute Abstol3ung verhindert wurde, hatte das entzindliche Infiltrat in den
Gruppen CA, LF-1 und LF-2 deutlich reduziert.

In der CA-Gruppe kam es durch die von Tag O bis 5 verabreichte
Immunsuppression ab Tag 14 zu einer mafiigen lymphozytaren Infiltration der
Submukosa und der Lamina propria. Dieses Infiltrat verstéarkte sich ab dem Tag
60 (Abb. 4.5 B+D). Am Tag 100 schlieZlich war die CA gekennzeichnet durch
eine Hypertrophie der Muskulatur und Sklerosierung des Bindegewebes sowie
einer Transplantat-Vaskulopathie (Abb. 4.8). Aullerdem zeigte sich eine
massive Entziindung aller Wandabschnitte und eine Reduktion der Zottenhdhe
mit dem Verlust des Biirstensaums (Abb. 4.6 B+C).

Auch die Tiere der LF-1-Gruppe zeigten das oben beschriebene Vollbild der

CA. Durch die zusatzliche Immunsuppression von Tag 60 bis 65 wurde jedoch
der Zeitpunkt der CA um fast 70 Tage verzdogert (Abb. 4.1).
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Abb. 4.5: Ubersichtsdarstellung der Transplantat-Dunndarme  (HE-
Farbung; A, B, D x400, C x800).

A) SYN, Tag 100

B) CA, Tag 100

C) LF-2, Tag 250

D) LF-2, Tag 250

Unauffalliges Epithel und Submukosa (T) ohne

lymphozytares Infiltrat.

Verlust der lokalen Integritdt durch entzindliche
Destruktion der Zotten (®) und Kryptitis (*). Hyper-
trophie (X) der Muskelschichten und Transplantat-

Vaskulopathie (T) mit perivaskularem Infiltrat.

Darstellung des lymphozytéren Infiltrats (1) und der
Bindegewebs-Proliferation (*) zwischen den Kryp-

ten des Epithels.

Darstellung des persistierenden Infiltrats in der

Submukosa (1) und der Lamina propria (*).
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Abb. 4.6: Vergleich der Infiltration der Lamina propria im Bereich der
Zotten und der epithelialen Integritat zum Zeitpunkt der chronischen
AbstoRRung (HE, x800).

A) SYN, Tag 100 Unauffallige Dinndarm-Zotte mit intaktem Bursten-
saum (T). Lamina propria ohne entziindliches Infil-
trat. Sichtbar ist auch der lockere Verbund der Ka-
pillargefale in der Zottenmitte(») .

B) CA, Tag 100 Hochgradiges lymphozytares Infiltrat in der Lamina

propria (1) als Zeichen einer Entziindung.

C) CA, Tag 250 Abnehmende Zottenhdhe durch Abschilferung und

Verlust des Biirstensaumes (7).
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Anders dagegen das histomorphologische Bild bei den Tieren der LF-2-Gruppe
(siehe Abb. 4.5 D). Hier war am festgesetzten Entnahmetag 250 kein Vollbild
der CA zu sehen, sondern nur ein maRiges lymphozytares Infiltrat im Bereich
der Submukosa und Lamina propria. Trotz leicht reduzierter Zottenhdhe war
das histologische Bild in der Ubersicht zufriedenstellend (Tab. 4.3).

In der Phase der CA zeigte sich in allen histologischen Praparaten eine
massive Hypertrophie der Lamina muskularis mukosa und eine Sklerosierung
der gefal3reichen Submukosa am Tag 100 (Abb. 4.7). Dies fuhrte dazu, daf3

beide Schichten nicht mehr voneinander zu unterscheiden waren.

Abb. 4.7: Hypertrophie der Lamina muskularis mukosae und Sklerosie-
rung der Submukosa bei der chronischen AbstoRung (HE, x800).

A) SYN, Tag 100 Gute Abgrenzbarkeit der feinen Lamina

muskularis mukosa (T) von der Submukosa (*).

B) CA, Tag 100 Verschmelzung beider Schichten durch Hyper-
trophie und Sklerose (1).
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Ab Tag 60 zeigte sich erstmals die fur die CA charakteristische Transplantat-
Vaskulopathie. Alle Auslaufer der A. mesenterica superior und auch die Venen
des submukdsen Plexus wiesen eine akzelerierte Arteriosklerose sowie eine
O0demattdse Endothel-Schadigung auf. Weiter zeigte sich an den Gefal3en eine
deutliche Hypertrophie und Fibrose der Media. Dies flihrte am Tag 100 neben
einer weitgehenden Verschmelzung der GefaBwandschichten zu einer
erheblichen Lumenreduktion. Betroffen waren alle Gefal3e, jedoch variierte das
Ausmal} der pathologischen Veranderungen.
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Abb. 4.8: Repréasentative Beispiele fur eine Transplantat-Vaskulopathie (A)
und ein massives perivaskulares Infiltrat (B) am Tag 100 in der CA-Gruppe
(HE, x800).

A) Deutliche Media-Hypertrophie (*) und Sklerose-Bildung (X) der
Auslaufer der A. mesenterica superior in der Submukosa. Aul3er-
dem o6dematdse Endothelitis (1), perivaskuldres Infiltrat (@) und

Aufhebung der Abgrenzbarkeit der einzelnen Gefallwandschichten.

B) Massives perivaskuldres Infiltrat (1), das auf die Kryptenregion
Ubergreift. Dabei kommt es oberhalb der Gefal3e zu einer Destruk-

tion der Lamina muskularis mukosae (*).
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In Tabelle 4.3 sind die histologischen Charakteristika zum Entnahmezeitpunkt
fur die verschiedenen Versuchsgruppen zusammengefasst. Diese Tabelle
verdeutlicht, dass die CA wie auch die AA, durch einen erheblichen
Zottenschaden und eine massive Entzindung gekennzeichnet waren. Doch
ausschlieBlich wahrend der CA fanden sich solche histomorphologischen

Merkmale wie Hypertrophie, Transplantat-Vaskulopathie und Sklerosierung.

Tab. 4.3: Ubersicht tber die histologischen Hauptkriterien der Diinndarm-Transplantate

zum Entnahme-Zeitpunkt. Zusatzlich wurde die Qualitat der Transplantate beurteilt.

Gruppen- Zotten- Transplantat- Sklerosierung Entziindungs- Transplantat

Bezeichnung Schaden Vaskulopathie Fibrosierung Zeichen Qualitat®
SYNY + --- - --- [+ + +]
AA 2 LIS — — b =]
CA?® ++ + ++ + ++ + ++ + [----]
LF-1% S S ot S ==
LF-29 ++ + ++ + [+ +]

(+ = gering, ++ = mittelgradig +++ = hochgradig ---- = negativ)

YTag 100, ?Tag 7, ¥ zw. Tag 96-106, ¥ zw. Tag 158-182, ® Tag 250. siehe auch Tab. 4.2.

®([++] = maRig, [+++] = gut, [ ---] = schlecht)

Um die Ursache fur die Infiltration im Transplantat festzustellen, wurden immun-
histologische Farbungen mit dem Antikorper OX 27 angefertigt, der sich spezi-
fisch gegen die allogenen MHC-Klasse-I-Molekiille des Spenders richtet.
Waéhrend sich am Tag 7 sowohl unterschiedliche Gewebestrukturen des
Transplantates, wie Binde- und Fettgewebe, Muskulatur und Gefaf3e und sich
die im Transplantat befindlichen "passenger leukocytes” mit diesem Antikdrper
anfarben lieRen (Daten nicht gezeigt), traf dieses am Tag 100 ausschlie3lich fir
die Gewebestrukturen des Transplantates zu. Somit ist davon auszugehen,
dass die von ihnen exprimierten allogenen MHC-Molekile nach dem
Verschwinden der "passenger leukocytes" fur die Aktivierung alloreaktiver T-

Lymphozyten verantwortlich sind.
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Wie am Beispiel der Transplantat-Lymphknoten in Abb. 4.13 gezeigt, reduziert
sich der Anteil der "passenger leukocytes" wenige Tage nach Transplantation
drastisch, wahrend die Immunzellen des Empfangers diese Strukturen
infiltrieren. Dadurch, dass die Transplantat-Gewebe auch weiterhin allogene
MHC-Molekile exprimieren, wird dies als Ursache fir die Aktivierung
alloreaktiver T-Lymphozyten angesehen. Uber verschiedene, von diesen Zellen
freigesetzte Mediatoren werden weitere immunkompetente Zellen angelockt.

Somit erscheint dieses Infiltrat Ausdruck einer standigen Immunaktivierung zu

sein, die als "low-grade" Entziindung bezeichnet wird.

Abb. 4.9: Immunhistologischer Nachweis der MHC-Klasse-I-Expression
(Braun-Farbung) unterschiedlicher Gewebe des Diunndarmtransplantates
zum Zeitpunkt der chronischen Abstol3ung am Tag 100.

A) Muskulatur und Fettgewebe der Dinndarm-Wand
B) Bindegewebe der Kryptenregion
C) GefalRe der Submukosa
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4.3 Histologische und durchflusszytometrische Analysen der
Transplantat-Lymphknoten
Die Transplantat-Lymphknoten des Spenders waren, im Mesenterium liegend,
mit transplantiert worden und aufgrund ihres hohen Anteils allogener
lymphatischer Zellen die Ursache fir die starke Aktivierung des Empfanger-
immunsystem. Aus diesem Grund konnten auch keine durchfluRzytometrischen
Analysen am Tag 100 durchgefuhrt werden, da zu diesem Zeitpunkt die
Lymphknoten nahezu vollstandig fibrosiert waren. Die Lymphknoten syngener
Transplantate zeigten postoperativ nur geringe Veranderungen durch die
Transplantation. In der AA-Gruppe zeigten sich jedoch am Tag 3 und 7 massive
Infiltrationen der Sinus-Areale (Abb. 4.10). Diese gingen mit einer deutlichen

Prominenz der Reaktionszentren einher. Am Tag 7 war zusatzlich eine

entzindliche Destruktion des gesamten Lymphknotens zu beobachten.

Abb. 4.10: Morphologie der Transplantat-Lymphknoten wahrend der

akuten und chronischen Absto3ung

A) AA, Tag 3 Ausschnitt mit Darstellung der fulminanten Lympho-
zyteninfiltration in den Reaktionszentren (7).

B) AA, Tag 7 Entzundliche Destruktion der regelhaften Lymph-
knoten-Architektur.

C) CA, Tag 60 Deutliche Organ-Sklerose und Reduktion der Lympho-
zytendichte.
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Wahrend der massiven Infiltration der Transplantat-Lymphknoten in der Phase
der AA (Abb.4.10) wurde der Anteil aktivierter Lymphozyten
durchflul3zytometrisch bestimmt. Als Marker fur die Aktivierung dienten das
interzellulare Adhasionsmolekul ICAM-1 und der Interleukin-2-Rezeptor (IL-2R).
Die Abbildungen 4.11 und 4.12 zeigen den Anteil ICAM-1 positiver CD4" und
CD8" T-Lymphozyten in den Transplantat-Lymphknoten. Auffallig ist der
Unterschied am Tag 7 zwischen der AA-und CA-Gruppe: Der Anteil ICAM-1-
positiver Zellen war wéhrend der AA und der CA in der Frihphase jeweils
deutlich erhoht.

Ein ahnliches Bild wie fur die ICAM-1 positiven Lymphozyten zeigte sich auch
fur die IL-2 Rezeptor positiven Zellen in den Transplantat-Lymphknoten (keine
Graphik). Das Interleukin-2 und sein Rezeptor spielt in der frihen Phase der
AbstoRRung bei der Aktivierung naiver T-Lymphozyten eine grof3e Rolle. In der
AA-Gruppe waren sowohl die CD4" als auch die CD8" T-Lymphozyten aktiviert.
In der SYN-Gruppe fanden sich dagegen kaum IL-2R-positive Zellen.
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Abb. 4.11: Anteil ICAM-1-positiver CD8" T-Lymphozyten in den Transplan-
tat-Lymphknoten.
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Abb. 4.12: Anteil ICAM-1-positiver CD4" T-Lymphozyten in den Transplan-
tat-Lymphknoten.

Ab dem Tag 60 zeigten sich in der CA-Gruppe Verdanderungen in der
Zusammensetzung der die Transplantat-Lymphknoten infiltrierenden Zellen
(Abb. 4.14 bis 4.16). Histologisch war das Bild ab Tag 60 durch die
zunehmende Sklerosierung der Transplantat-Lymphknoten gepragt (Abb. 4.10
C). Um den Ursprung der sich in den Transplantat-Lymphknoten befindlichen
Lymphozyten wahrend der AA und CA zu klaren, d.h. handelte es sich hierbei,
wie vermutet, um immunkompetente Zellen des Empfangers, wurden diese
Zellen mit den stammspezifischen Antikérpern OX 27 und NDS 60 (Tab. 3.2)
gefarbt. Die Abbildung 4.13 zeigt, dass innerhalb von nur 3 Tagen bereits 60%
der urspringlichen Spender-Lymphozyten nicht mehr vorhanden waren;
entweder waren sie in lymphoide Organe des Empfanger ausgewandert oder
sie waren zerstort worden. Danach erfolgte eine kontinuierliche Reduktion ihrer
Zellzahl bis zum  Tag 60. Wahrenddessen infiltrierten die
Empfangerlymphozyten bis zum Tag 60 die Transplantat-Lymphknoten fast
vollstandig. Der Anstieg der Zellzahlen wahrend der AA und der CA (Abb. 4.14
bis 4.16) ist daher fast ausschlieBlich auf den Einstrom von Empfanger-

Lymphozyten zurtickzufuhren.
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Abb. 4.13: Rasche Infiltration der Transplantatlymphknoten mit Empféan-
ger-Lymphozyten und Reduktion der Spender-Lymphozyten.

Das in Abb. 4.10 gezeigte Infiltrat besteht somit zum gréf3ten Teil aus
Immunzellen des Empfangers, das sich in der AA-Gruppe hauptsachlich aus
CD8" T-Lymphozyten, NK-Zellen und Makrophagen zusammensetzte (Abb.
4.14 bis 4.16). Diese Zellen verfugen Uber ein zytotoxisches Potential und
konnten somit an Zellschaden beteiligt sein. Auch in der CA-Gruppe kam es ab
Tag 60 zu einem deutlichen Anstieg dieser drei Subpopulationen. Die
Transplantat-Lymphknoten der LF-1- und LF-2-Gruppe waren wegen der

Organsklerose zum Zeitpunkt der Organentnahme nicht mehr zu untersuchen.
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Abb. 4.14: Anteil der NK-Zellen in den Transplantat-Lymphknoten.
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Abb. 4.15: Anteil der Makrophagen in den Transplantat-Lymphknoten.
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Abb. 4.16: Anteil CD8" T-Lymphozyten in den Transplantat-Lymphknoten.

4.4 Histologische und durchfluBzytometrische Analysen der Milz und der
Empfanger-Mesenteriallymphknoten (EMLK)
Um zu zeigen, ob und wann sich die AA und die CA des Dunndarm-
Transplantats zu einer systemischen Immunantwort manifestierten, wurden Milz
und EMLK untersucht. Wahrend der AA zeigten sich folgende Veranderungen:
Die Reaktionszentren waren ebenso wie die periarteriellen lymphatischen
Scheiden (PALS) deutlich prominent. Neben einer grol3en Anzahl an
Lymphozyten war die regelhafte Organstruktur am Tag 7 nahezu aufgel6st
(Abb. 4.17). Ab dem Tag 60 fand sich in der CA-Gruppe eine zunehmende
Verbreiterung der PALS und eine Infiltration des Randsinus als Zeichen

vermehrter Organ-Aktivitat. In der LF-2-Gruppe fand sich am Tag 250 dagegen
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ein heterogenes Bild: Neben einer deutlichen Auflockerung dieses Randsinus
sowie einer sklerotischen Rarefizierung der Organarchitektur zeigten sich auch
hier teilweise multiple, aktivierte Reaktionszentren und prominente PALS. Dies

war auf Grund der unauffalligen Klinik nicht zu erwarten gewesen.

Die Verbreiterung der PALS am Tag 60 und Tag 100, die als Zeichen eines
vermehrten T-Lymphozyten-Umsatzes gewertet werden, sind mdglicherweise
auch verantwortlich fur die deutliche Blut-Leukozytose (Abb. 4.4) im Rahmen
der AA und der CA. Ebenso scheint der Milz-Index, der wahrend der AA und

der CA deutlich anstieg, mit diesen Ergebnissen zu korrelieren (Abb. 4.3).

Abb. 4.17: Milz-Morphologie zum Zeitpunkt der akuten und chronischen

AbstofRung.

A) AA,Tag 7 Massiv aktivierte Milz mit prominenten PALS (T) und
diffusen Einblutungen.

B) CA, Tag 100 Deutliche Lymphozytendichte in Rand- und Mark-

sinus (1.
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Wahrend der AA waren in der Milz alle Zeichen einer fulminanten Entziindung
mit diffusen Einblutungen und Organdestruktion am Tag 7 zu beobachten. Auch
unter der immunsuppressiven Therapie war das lymphozytare Infiltrat in Rand-
und Marksinus, das bis zum Tag 14 in der CA-Gruppe auftrat, nicht zu
vermeiden. Ebenso war die Prominenz der Reaktionszentren im Vergleich zur
SYN-Gruppe deutlich héher. Ab Tag 60 bestimmte eine zunehmende Sklerose
das Bild: Die Gliederung der Lymphknoten in Mark und Rinde war nicht mehr
vorhanden. Neben einer leichten chronischen Lymphadenitis und einer

histozytaren Reaktion im Sinus, zeigte sich ein verbreitertes T-Zell-Areal.

Mit Blick auf die histologisch sichtbaren entztndlichen Veranderungen in Milz
und EMLK wurde auch hier der Aktivierungszustand der Lymphozyten ana-
lysiert. Dabei zeigte sich in der Milz ein deutlicher Anstieg ICAM-1 positiver
Lymphozyten sowohl in der AA als auch in der CA, wahrend in der LF-1- und
LF-2-Gruppe keine Veranderungen auftraten (Abb. 4.18). Dies war fur die LF-1-
Gruppe, die zum Zeitpunkt der Organentnahme deutliche klinische Zeichen der

AbstoRung aufwies, nicht zu erwarten.
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Abb. 4.18: Anteil ICAM-1-positiver Lymphozyten in der Milz. Sowohl in der
AA als auch in der CA fuhrte die vom Transplantat ausgehende

Immunaktivierung zu einem deutlichen Anstieg ICAM-1-positiver Zellen.
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Weitere Untersuchungen zeigten, dass wahrend der AA vor allem CD8" T-
Lymphozyten unter den ICAM-1-positiven Zellen in der Milz nachzuweisen
waren (nicht gezeigt). Dies war unter Immunsuppression nicht zu sehen. So
fanden sich in der CA-Gruppe ICAM-1-positive CD8" T-Lymphozyten erst nach
dem Absetzen der Immunsuppression am Tag 14 (nicht gezeigt). Ahnliches war
fur die IL-2R-positiven Zellen zu beobachten. Auch hier kam es zu einer starken
Zunahme IL-2R-positiver Zellen im Rahmen der AA und der CA, nicht aber

unter Immunsuppression (Abb. 4.19).
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Abb. 4.19 Interleukin-2-Rezeptor (IL-2R) positive Lymphozyten in den
EMLK. Nach dem Absetzen der Immunsuppression am Tag 5 in der CA-
Gruppe, kam es zu einem temporéren Anstieg IL-2R-positiver Lympho-
zyten am Tag 14 und dann wieder am Tag 100, dem Zeitpunkt der

chronischen Abstol3ung.

Der Anteil der CD4" T-Lymphozyten, die mit 40-45% die groRte Subpopulation
in beiden Organen bildete, blieb konstant. Ihnen wird eine zentrale Rolle bei der
Immunaktivierung zugeschrieben. Auch der Anteil an B-Lymphozyten und NK-
Zellen blieb unverandert. Hingegen erhohte sich der Anteil an CD8" T-
Lymphozyten und Makrophagen wahrend der akuten und chronischen
AbstoRRung deutlich (Abb. 4.20 und 4.21).
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Abb. 4.20: CD8" T-Lymphozyten in den EMLK. Sowohl! in der akuten als

auch in der chronischen Absto3ung war ihr Anteil deutlich erhoht.
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Abb. 4.21: Makrophagen in den EMLK. Insbesondere in der friihen Phase
der akuten AbstofRung und ab Tag 30 in der CA-Gruppe war ihr Anteil
erhoht.

Um die aus dem Dinndarm-Transplantat und den Transplantat-Lymphknoten
emigrierten immunkompetenten "passenger leukocytes" zu verfolgen, wurden
ihre Prasenz in Milz und EMLK mit dem Rattenstamm-spezifischen Antikoérper
Ox 27 nachgewiesen (Kap. 3.10). Der Anteil, dieser aus dem Transplantat
stammenden Zellen stieg bis auf 15% an, um dann bis zum Tag 60

kontinuierlich abzufallen.
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Abb. 4.22: Infiltration der Milz der CA-Gruppe mit Spenderlymphozyten
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Abb. 4.23: Infiltration der
Spenderlymphozyten.

Empfangerlymphknoten der CA-Gruppe mit
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5. Beantwortung der Fragen

Ad (1) Welches sind die charakteristischen histomorphologischen

Merkmale der akuten Abstof3ung im Dunndarm-Transplantat?

Folgendes histologisches Bild kennzeichnete die akute Absto3ung am Tag 7:
Ein ausgepragtes perivaskulares Infiltrat, das die gesamte Darmwand und die
Zotten erfal3te, die zudem massiv in ihrer Hohe reduziert waren. Zu diesem
Zeitpunkt war weder eine Schadigung der Gefal3e noch eine Sklerosierung zu
beobachten. Die durchfluBzytometrischen Analysen der mesenterialen
Lymphknoten zeigten, dass sowohl das adaptive (mit CD4" und CD8" T-
Lymphozyten) als auch das nicht-adaptive (mit Makrophagen und NK-Zellen)

Immunsystem an dieser akuten AbstolRung beteiligt sind.

Ad (2) Welches sind die charakteristischen histomorphologischen
Merkmale der chronischen AbstoBung im Dinndarm-

Transplantat?

Das histologische Vollbild der chronischen AbstoRung war durch vier morpholo-

gische Haupt-Merkmale gekennzeichnet:

A) Hypertrophie der glatten Muskelschichten, insbesondere der Lamina
muskularis mukosae, und Sklerosierung des Bindegewebes, vor allem der
Submukosa;

B) Transplantat-Vaskulopathie der Geféal3e mit Lumenreduktion;

C) massive, transmurale Entziindung und Infiltration der Darmwand;

D) deutliche Reduktion der Zottenhdhe und Verlust der epithelialen Integritat.
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Ad (3) Welche histomorphologischen Veranderungen korrelieren mit

der chronischen Abstol3ung verantwortlich zu sein?

Eine grof3e Bedeutung fur die Induktion der chronischen Abstof3ung wird dem
persistierenden Infiltrat beigemessen, das in der chronischen AbstoRungs-
gruppe bereits ab Tag 14 zu beobachten war. Dieses Infiltrat wird als eine "low-
grade"-Entziindung interpretiert, das die histomorphologischen Verdnderungen
um den Tag 100 induziert, wie z.B. die deutliche Hypertropie der Lamina mus-
kularis mukosae. Diese Hypertrophie fuhrt dazu, dass sie nicht mehr von der
darunter liegenden sklerosierten Submukosa abzugrenzen war. Es ist bekannt,
dass samtliche zur Versorgung der Zotten notwendigen Arteriolen und Kapil-
laren durch die Laminia muskularis mukosae verlaufen. Es kann somit davon
ausgegangen werden, dass sowohl die Hypertrophie der Lamina muskularis
mukosae als auch die Sklerosierung der Submucosa dazu fihrten, dass diese
Gefalle von aul3en komprimiert wurden. In Kombination mit der ebenfalls beo-
bachteten Transplantat-Vaskulopathie und der damit verbundenen Lumenver-
engung fuhrte dies zu einem ischamischen Schaden, der sich histologisch in ei-

ner massiven Reduktion der Zottenhdhe zeigte.

Ad (4) Welche histomorphologischen Merkmale kennzeichnen die

Dunndarm-Transplantate der Langzeitfunktionsgruppen?

Zum Zeitpunkt der Analyse zeigten die Transplantate der LF-1-Gruppe
deutliche Zeichen der chronischen AbstoR3ung, wéhrend die Transplantate der
LF-2-Gruppe milde Zeichen der chronischen Absto3ung am Tag 250 aufwiesen.
Diese waren mit denen der am Tag 30 beobachteten morphologischen

Veranderungen der chronischen AbstofRungsgruppe vergleichbar.
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Ad (5) Welche immunologischen Vorgange induzieren die
chronische AbstoRung?

Wie alle kernhaltigen Zellen exprimieren auch die Zellen des Transplantat-
Gewebes, wie Muskulatur und Bindegewebe, MHC-Klasse-I-Molekiile. Nach
allogener Transplantation stellen sie eine dauerhafte Quelle zur Aktivierung der
Immunzellen des Empfangers, insbesondere der T-Lymphozyten, dar. Die
MHC-Molekile werden von empfangereigenen antigenprasentierenden Zellen
aufgenommen, prozessiert und prasentiert. Hingegen koénnen die mit dem
Transplantat Ubertragenden Immunzellen, die sog. "passenger leukocytes®,
nicht Ursache einer langfristigen Immunaktivierung sein, die sie bereits
innerhalb kurzer Zeit nach Transplantation vom Empfangerimmunsystem
zerstort werden (Abb. 4.13). Die Aktivierung spiegelt sich histologisch in einem
permanenten, milden lymphozytaren Infiltrat ab Tag 14 in der chronischen
Abstol3ungsgruppe wider. Diese Beobachtung wird als Ursprung einer "low-
grade"-Entzindung gewertet, die zwischen Tag 14 und Tag 60 zu einer
zunehmenden Sklerosierung und ersten Zeichen einer Transplantat-Vaskulo-
pathie fiihrte. Diese Entwicklung verstarkte sich bis Tag 100 und resultierte in

einem Transplantatversagen.
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6. Diskussion

Die Monate bzw. Jahre nach Transplantation auftretende chronische Abstof3ung
ist das Haupthindernis fur eine erfolgreiche Transplantat-Langzeitfunktion
verschiedenster vaskularisierter Organe, wie z.B. Herz (Paul 1992), Niere
(Libby 1994) und Dunndarm (Orloff 1999). Ziel dieser Arbeit war, an einem
Experimentalmodell zur orthotopen Dunndarmtransplantation sowohl die histo-
morphologischen Merkmale der chronischen Abstof3ung zu beschreiben als

auch die zugrunde liegenden immunologischen Vorgange zu untersuchen.

6.1 Immunbiologische Grundlagen der chronischen AbstoRung *

Zu den allgemeinen pathophysiologischen Merkmalen der chronischen Ab-
stoRung, wie der Intimaproliferation und Fibrosierung, war das Vollbild der
chronischen Dunndarm-Transplantat-AbstoRung am Tag 100 durch folgende
morphologischen Veranderungen charakterisiert: Fulminante transmurale Ent-
zundungen (Abb. 4.6), u.a. Hypertrophie der Lamina muscularis (Abb. 4.7),
Transplantat-Vaskulopathien (Abb. 4.8) sowie hochgradige Abschilferungen des
Epithels (Abb. 4.6).

Die Entwicklung der chronischen AbstoRung wird als Folge eines persis-
tierenden milden Infiltrats im Bereich der Lamina propria und Submukosa ange-
sehen (Abb. 4.5). Dieses Infiltrat wurde bereits kurz nach dem Absetzen der
Immunsuppression am Tag 14 in der CA-Gruppe sichtbar, auch wenn sich zu
diesem Zeitpunkt in den Transplantat- oder Spender-Lymphknoten kein Hinweis
fur eine Immunaktivierung fand. Erst am Tag 60, als sich erste

histomorphologische Veranderungen am Transplantat manifestierten, wurde

') Die antigenunabhangigen Faktoren, ausgelost durch Ischamie und Reperfusion, sind in
dieser Arbeit nicht berlcksichtigt worden, da aufgrund der Standardisierung, wie der
Verwendung von Inzuchttieren, genormte Ischamie- und Transplantationszeiten, der Einfluss
dieser Faktoren als sehr gering betrachtet wird.
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auch ein Anstieg von zytotoxischen T-Lymphozyten, NK-Zellen und
Makrophagen in den Transplantat-Lymphknoten beobachtet. Um den Tag 100,
also zum Zeitpunkt der maximalen Ausprdgung der CA, kam es zu einer
fulminanten Zunahme immunkompetenter Zellen im Transplantat als Grundlage
einer sich ausweitenden systemischen Immunaktivierung. Neben einem extrem
hohen Milz-Index (Abb. 4.3) und einer Leukozytose (Abb. 4.4) kam es zu einer
deutlichen Ansammlung aktivierter Lymphozyten in Milz und Empfanger-
Lymphknoten (Abb. 4.18 und 4.19). Klinisch korrelierte dies mit einer massiven
Gewichtsabnahme (Vgl. Tab. 4.3).

Im Mittelpunkt der Auseinandersetzung zwischen Transplantat und
Empfangerimmunsystem stehen die T-Lymphozyten, die Uber den direkten und
indirekten Weg der Antigenerkennung aktiviert werden (Rogers 2001, Sayegh
1999, Waaga 1998, Sykes 1996). Die Hauptursache dieser T-Zell-Aktivierung
ist die Erkennung von allogenen MHC-Molekulen bzw. hieraus prozessierten
MHC-Peptiden. Diese Antigene werden sowohl von Zellen des Transplantates
als auch von den sog. "passenger leukocytes® exprimiert, die mit dem
Transplantat Ubertragen werden. Da nach einer gewissen Zeit die "passenger
leukocytes” weder im Transplantat (Abb. 4.13) noch im Empfanger zu finden
sind (Abb. 4.22 und 4.23), kommt auch der von ihnen ausgeldste direkte Weg
der Antigenerkennung zum Erliegen. Hingegen bleibt der indirekte Weg
unverandert bestehen. Dabei nehmen antigenprasentierende Zellen des
Empfangers vom Transplantat abgeschilferte MHC-Moleklle auf, prozessieren
diese zu Peptid-Bruchsticken und prasentieren sie auf der Zell-Oberflache den
eigenen CD4" T-Lymphozyten (Shirwan 1995). Diese aktivieren ihrerseits durch
ihre Zytokine weitere Effektor-Zellen, wie B-Lymphozyten, CD8" T-Lymphozyten
und Makrophagen (Rogers 2001, Gould 1999, Thorsby 1997). Untersuchungen
zum Zytokin-Muster in diesem Infiltrat zeigten, das u.a. vermehrt Interleukin-4
sowie TNFa exprimiert wurden (Walgenbach 1996, Toogood 1996). Auch die
vermehrte Expression von Interferon-y scheint fur die Hypertrophie

charakteristisch zu sein (Su 1996). Fiur die Bindegewebs-Sklerosierung
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scheinen spezifische Wachstumsfaktoren, wie der “fibroblast growth factor”,

verantwortlich zu sein (Kouwenhoven 1999).

Eigene immunhistochemische Analysen zeigen, dass auch 100 Tage nach
Transplantation verschiedene Zellen des Transplantates (z.B. Muskelzellen)
weiterhin allogene MHC-Klasse-I-Moleklle exprimieren (Abb. 4.9). Damit kann
der indirekte Weg der T-Zell-Aktivierung als wesentliche Ursache fiur die lokale
Immunaktivierung angesehen werden, die schlieBlich in die chronische

AbstoRung mindet.

6.2 Zusammenhang zwischen den histopathologisch-zellularen Ereig-

nissen und der chronischen Transplantat-AbstoRung

In  diesem Kapitel wird der Zusammenhang zwischen den histo-
morphologischen Veranderungen, die in ihrer Summe als chronische Ab-
stolung bezeichnet werden, und den sich hieraus ergebenden Konsequenzen
fur das Transplantat-Uberleben diskutiert. Ein pragnantes Zeichen der
chronischen Abstof3ung, das in dieser Arbeit beobachtet wurde, war die Hyper-
trophie der glatten Muskulatur, insbesondere der Lamina muskularis mukosae.
Die glatte Muskulatur findet sich zum einen in der Darmwand als kraftige
Longitudinal- und Transversalschicht, aber auch als feine Lamina muskularis
mukosae im Epithel oberhalb der Submukosa (Abb. 6.1 und 6.2). AuRerdem
enthalten sdmtliche Blut-Gefal3e glatte Muskelzellen in ihrer Wand.

Die Hypertrophie und Hyperplasie der glatten Muskulatur als Zeichen der
chronischen AbstofR3ung ist bekannt (Heeckt 1993, Pritchard 1985), ist aber
bisher nicht auf die Lamina muskularis mukosae fokussiert worden. Die
massive Hypertrophie der Lamina muskularis mukosae fiihrte dazu, dass diese
lichtmikroskopisch nicht mehr von der sklerosierten Submukosa zu unter-
scheiden war (Abb. 4.7). Durch die Sklerosierung kommt es moglicherweise zu
einer Kompression der durch sie hindurchtretenden GefalRe. Die Arteriolen und
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Kapillaren verfligen Uber keine stabile GefaR-Wand (Abb. 4.6A), um diesem
Druck von auf3en standhalten zu kénnen. Durch diese Lumenreduktion kommt
es wahrscheinlich auch zur Ischamie (s. auch Kap. 5). Der Grund, dass die
Lamina muskularis mukosae im Vergleich zu den Transversal- und
Longitudinalschichten in besonderer Weise von der Infiltration betroffen ist, liegt

in ihrer starken Durchsetzung mit GefaRen (Abb. 6.1).

Langsmuskulatur

Quermuskulatur

muskularis
mukosae

endses System

Arterielles System

Abb. 6.1: Physiologische Blutversorgung des Diunndarms: Die Sub-
mukosa enthalt ein grofRes arterielles, ventses und lymphatisches

Kapillar-Netzwerk.

Ein weiterer Effekt, der im Rahmen der chronischen AbstoBung zu
Veranderungen an den Gefal3en fluhrte, ist die Transplantat-Vaskulopathie, die
bereits in zahlreichen Arbeiten beschrieben wurde (Russel 2001, Orloff 1999,
Sugitani 1997, Langrehr 1994). In der CA-Gruppe zeigten sich
lichtmikroskopisch ab Tag 60 eindeutig pathologische Veranderungen der
GefalRe (Abb. 4.8). Diese waren gekennzeichnet von einer Endothelitis, einer
Zunahme der Wanddicke durch Hypertrophie der Media-Muskulatur und eine
akzelerierten sklerotischen Umbau. Im Vollbild der Abstol3ung waren die

Gefal3schichten nicht mehr voneinander abzugrenzen. So kam es zu einer
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zunehmenden Lumenreduktion und partiellen Okklusion. Solche Kapillar-
Thrombosen wurden bereits friher durch elektronenmikroskopische

Untersuchungen bestétigt (Teitelbaum 1996).

Abb. 6.2: Durchtrittstelle der kapil-
laren GefalRe der Submukosa durch

Ischamie

eine normal breite Lamina musku- | Venése Ab-

fluR-Stérung w—

laris mukosa (Kreise). Die in der e

chronischen AbstoRung zu beo-
bachtende Hypertrophie dieser
Lamelle und die zunehmende Skle-
rosierung der Submukosa fuhrt
wahrscheinlich zu einer Kompres-
sion der zu- und abflieRenden Ge-
faBe (Vgl. Abb. 4.7). Als Folge
dieser Entwicklung kommt es zu
Zirkulationsstdérungen im GefaR-
kreislauf und zur Ischamie mit
Zottendestruktion.

Lamina muskularis mukosae = EOS A e N auRen

Diese beiden histopathologischen Vorgange, Transplantat-Vaskulopathie und
die durch Hypertrophie wahrscheinlich verursachte Gefallkompression, fuhrten
zu einem zunehmenden Ischamie-Schaden. Dies konnte auch erklaren, dass
die Tiere in der chronischen AbstoBung am Tag 60 in ihrem Gewicht
stagnierten und ab Tag 70 ein kontinuierlicher Gewichtsverlust festzustellen
war. Als Ursache hierfur durfte moglicherweise eine zunachst relative, und dann
absolute Ischamie bei der Nahrungsresorption in Frage kommen. Wahrend die
Durchblutung des Transplantates im Normalzustand nur einen geringen Blutflul3
erfordert, wird sie bei der Nahrungsresorption maximal beansprucht. Aufgrund
der zunehmenden Ischamie ist eine Steigerung des Blutflusses wéahrend der
chronischen AbstoBung nicht mdglich. Dies flihrte mdoglicherweise zu
intestinalen Schmerzen, die das Tier von der weiteren Nahrungsaufnahme ab-

hielten. Ein ahnliches Bild findet sich klinisch z.B. bei der ischamischen Kolitis.
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Fur den Gewichtsverlust konnte auch die mit dem Epithelschaden (Abb. 4.5)
einhergehende Reduktion der Resorptionskapazitat verantwortlich gemacht
werden. Jedoch war am Tag 60, dem Beginn des Gewichtsverlustes, das histo-
logische Bild des Epithels noch zufriedenstellend. Die zunehmende Ischamie in
den Dunndarmzotten fuhrte zu einer Schadigung des Epithels. Selbst in der
SYN-Gruppe war am Tag 100 die Zottenhthe im Vergleich zu den nicht
transplantierten Kontrollen leicht reduziert (Abb. 4.8). Dies lal3t vermuten, dass
auch immunologisch unabhéngige Faktoren, wie z.B. die Denervierung und

eine geringe postoperative Vernarbung dafir verantwortlich sind.

Durch den Epithelschaden kommt es zu einer erheblichen Reduktion der
Resorptionsflache. Diese wird erhoht durch die Falten (x3), durch die Zotten
(x10) und durch die Mikrovilli (x30). Gerade letztere, die als Birstensaum
entscheidenden Anteil an der Resorption haben, werden als erste in das Lumen
abgeschilfert und reduzieren damit die Aufnahme fur Nahrstoffe in erheblichem
Umfang (Abb. 4.6A/C). Teidelbaum konnte auch den damit verbundenen
Verlust der Integritat des Epithels elektronenmikroskopisch demonstrieren.
Hierdurch nimmt die Permeabilitat fur Molekile deutlich zu und fihrt zu einem
Einstrom von Antigenen, Bakterien und Nahrungsbestandteilen (Teitelbaum
1996).

Die drei Mechanismen: (1) Transplantat-Vaskulopathie, (2) Hypertrophie und
Sklerose sowie (3) der Epithelschaden fuhrten zum Verlust der Transplantat-
Funktion. Als immunologische Ursache wird die durch die allogenen MHC-
Molekile verursachte Immunaktivierung gesehen. Dies fuhrte zu einer "low-
grade"-Entziindung. Die hierbei frei gesetzten Zytokine IL-4 und IL-6 sowie das
IFN-y induzierten eine bisher im Detail noch nicht vollstandig erklarbare Muskel-
zellproliferation und diese wiederum muindete in der Hypertrophie u.a. der
Lamina muscularis mukosae sowie in der Sklerosierung der Bindegewebs-

strukturen der Submukosa.
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Die Abb. 6.3 gibt dazu eine Ubersicht iiber die chronologische Abfolge dieser
auch z.T. parallel verlaufenden Prozesse, die dem Transplantat-Versagen

vorausgehen.

Allogenes Diinndarm-
Transplantat

/ \

Fulminante entziindliche
AbstoRRung

Transplantatversagen

Persistierende, CD4
vermittelte Immun-
Antwort gegen allogene
MHC-Klasse-I-Antigene

f |

Epithelschaden mit
Verlust der Darm-

Low-grade-Entziindung
im Transplantat (Infiltrat)

Integritat (Zytokine)
Bindegewebs-Sklerosierung
Ischamische u.a. der Submukosa und

Zirkulationsstérung in
den Zotten-Kapillaren

Entstehung der

okklusivenTransplantat-
Vaskulopathie

Hypertrophie der glatten
Muskulatur insbesondere der
Lamina musc.mukosae

N

Vermutete mechanische
Kompression des
submukésen GefalR-Plexus

Abb. 6.3: Ubersicht der zur chronischen AbstoRBung fuihrenden Haupt-
mechanismen nach allogener Dinndarm-Transplantation, die zum Teil in

dieser Arbeit untersucht wurden.
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6.3 Histomorphologische Zeichen der chronischen AbstofRung in den
Transplantat-Langzeitfunktionsgruppen

In der Langzeitfunktionsgruppe 2 (LF-2), die initial eine verlangerte FK 506-
Therapie erhielt (und zwar von Tag O bis 9), stie3 rund 1/3 der Tiere das
Transplantat um den Tag 110 ab (Tab. 4.2), wahrend 2/3 der Tiere bis zum
Versuchsende am Tag 250 keine klinischen Zeichen der Abstol3ung zeigten.
Der Unterschied zwischen diesen Tieren und denen der CA-Gruppe, die um
den Tag 110 klinische Zeichen der CA aufwiesen, lag vor allem im Ausmal3 der
entztindlichen Veranderungen. Wahrend bei den langzeitiberlebenden Tieren
der LF-2-Gruppe erst ab Tag 250 ein persistierendes Infiltrat vorlag, zeigten die
Tiere der CA-Gruppe dieses Bild bereits ab Tag 60. Ebenso wiesen die
Transplantate der LF-2-Gruppe lediglich eine leicht reduzierte Zottenhéhe und
nur milde Zeichen der Transplantat-Vaskulopathie auf. Es ist daher
anzunehmen, dass bei einer noch langeren Versuchsdauer, z.B. tber ein Jahr,
auch diese Tiere in die chronische AbstoRung geraten wéren. Die Dauer der
initialen Immunsuppressionstherapie hatte somit einen entscheidenden Effekt

auf die Verzoégerung der chronischen Abstof3ung.

Dass diese Tiere Zeichen der chronischen Abstof3ung zeigten, war umso er-
staunlicher, da sie alle Merkmale spenderspezifischer Toleranz aufwiesen.
Hierzu erhielten diese Tiere ab Tag 150 (Tab. 4.2) zusatzlich ein heterotopes
Herztransplantat entweder vom Spenderstamm Brown Norway (BN) oder von
einem Drittstamm (Dark Agouti). Ohne Immunsuppression wurden die BN-
Herzen spontan akzeptiert. Dass es sich hierbei um keine Immuninkompetenz
der Dunndarmtransplantat-Empféanger handelte, zeigten die Ergebnisse der
"Drittstamm-Herzen“. Diese wurden regelhaft innerhalb von 7 Tagen akut
abgesto3en. Diese Ergebnisse lassen transplantatspezifische Toleranz ver-
muten, da  BN-spezifische  Antigene toleriert werden, wahrend
Drittstammantigene eine spezifische Immunantwort induzieren (Timmermann et
al. 2000).
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7. Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der chronischen Dunndarm-
AbstoBung eine permanente Aktivierung des Immunsystems als "low-grade"-
Entzindung vorausgeht. Diese antigenspezifische Aktivierung kann derzeit mit
keinem Immunsupressivum wirksam unterbunden werden. In wie weit das neue
Immunsuppressivum  Sirolimus im klinischen Einsatz die konventionelle
Therapie der Dinndarm-Transplantation erweitern oder ersetzen kénnte, bleibt
abzuwarten (Florman 2002, Allers 2002).

Es bedarf ebenfalls neuer Immunsuppressiva, die nicht nur die Aktivierung
alloreaktiver T-Lymphozyten inhibieren, sondern die auch die fatalen Folgen der
chronischen Absto3ung, insbesondere der Muskel-Hypertrophie und Trans-
plantat-Vaskulopathie, verhindern (Hayry 2002).

Vorstellbar ist auch, sollte es gelingen, das spezifische Zytokin-Muster der
chronischen AbstoRung zu identifizieren, die Immunantwort gegebenenfalls
selektiv mit monoklonalen Antikérpern gegen diese Zytokine zu inhibieren.

Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, war es prinzipiell méglich, mit einer FK
506 Therapie eine Organlangzeitfunktion nach experimenteller Dinndarm-
Transplantation zu induzieren. Inwieweit es sich hierbei um "echte" spender-
spezifische Toleranz handelt, wird gegenwartig weiter untersucht. Daftr spricht,
dass die langzeitiberlebenden Tiere alle Merkmale spenderspezifischer
Toleranz erfillten. Dagegen spricht das ein persisitierendes Infiltrat im Trans-
plantat, das, nach den Daten der CA-Gruppe, mit hoher Wahrscheinlichkeit zu
einer chronischen Absto3ung auch bei diesen langzeitiberlebenden Tieren
gefuhrt hatte. Dieser interessanten Beobachtung wird in weiterfihrenden

Arbeiten nachgegangen.
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8. Zusammenfassung

Die Monate bzw. Jahre nach Transplantation vaskularisierter Organe
auftretende chronische AbstoRung ist ein Haupthindernis fir eine erfolgreiche
Transplantat-Langzeitfunktion. Insbesondere das sehr immunogene Diunndarm-
Transplantat unterliegt der chronischen Absto3ung. Das Ziel dieser Arbeit war,
sowohl die histopathologischen Zeichen der chronischen Abstol3ung des
Dunndarm-Transplantats zu klassifizieren, als auch die hierzu fihrenden immu-

nologischen Vorgange zu klaren.

Die histologischen und durchflulzytometrischen Untersuchungen wurden an
einem Experimentalmodell zur orthotopen Diunndarm-Transplantation durch-
gefuhrt. Dabei war der Rattenstamm Brown Norway der Transplantat-Spender
und der Rattenstamm Lewis der Transplantat-Empféanger. Mit Hilfe des Immun-
suppressivums FK 506, das die akute Abstof3ung verhindert, war es maoglich,
die zeitliche Abfolge der immunologischen und hieraus resultierenden histo-
morphologischen Ereignisse der chronischen Abstol3ung zu analysieren. Mit
unterschiedlichen FK 506-Dosierungen liel3 sich auch der Zeitpunkt der
chronischen Abstol3ung variieren. Wurde FK 506 taglich in einer Dosierung von
2 mg/kg bis Tag 5 verabreicht, war das Vollbild der chronischen Abstol3ung um
den Tag 100 nach Transplantation zu beobachten. Dieses war charakterisiert
durch folgende vier histomorphologische Merkmale: (1) Massives transmurales
Infiltrat, (2) deutliche Reduktion der Zottenhohe und Verlust der Epithel-
Integritat, (3) Hypertrophie der Muskulatur und Sklerosierung des Binde-

gewebes sowie (4) die okklusive Transplantat-Vaskulopathie.

Die chronische Abstof3ung entwickelte sich mit hoher Wahrscheinlichkeit aus
einem milden lymphozytaren Infiltrat im Bereich der Lamina propria und
Submukosa, das sich innerhalb von 14 Tagen nach Transplantation mani-
festierte. Die Ursache fur dieses Infiltrat wird in der antigenspezifischen
Immunaktivierung durch die hochpolymorphen MHC-Molekiile gesehen, die von

den Transplanatatzellen exprimiert werden. Monoklonalen Antikorper, der
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spezifisch fur die allogenen MHC-Klasse-I-Molekile des Transplantat-Spenders
ist, zeigten, dass diese Gewebe auch am Tag 100 weiterhin allogene MHC-
Moleklle exprimierten, wahrend die mit dem Transplantat Ubertragenen
"passenger leukocytes”, auf deren Zelloberflache ebenfalls allogene MHC-
Molekile zu finden sind, bereits wenige Wochen nach Transplantation nicht
mehr zu detektieren waren. Folgendes immunpathologisches Modell zur
chronischen  AbstolBung ergibt sich aus den eigenen Daten:
Antigenprasentierende Zellen prozessieren aus den allogenen MHC-Molekiilen
antigene Peptide, die alloreaktive T-Lymphozyten aktivieren. Diese aktivieren
ihrerseits Uber verschiedene Zytokine die an der Transplantatzerstérung
beteiligten Effektorzellen, wie zytotoxische T-Lymphozyten oder Makrophagen.
Insbesondere in der Phase, in der sich die chronische AbstoRung manifestierte,
wurde ein drastischer Anstieg dieser Zellen in den mesenterialen Transplantat-

Lymphknoten beobachtet.

Diese Untersuchungen verdeutlichen, dass ein effektiver und langfristiger Erhalt
der DUnndarm-Transplantat-Funktion nur durch eine effektive Verhinderung der
lymphozytaren Infiltration zu erreichen sein wird. Hierzu ist vor allem die
Aktivierung alloreaktiver T-Lymphozyten, die wahrscheinlich eine zentrale Rolle
bei der Induktion der chronischen Abstol3ung spielen, zu hemmen. Zusatzlich
wird es notwendig sein, die pathologischen Folgen der chronischen Abstol3ung,
insbesondere die beobachtete Hypertrophie und Transplantat-Vaskulopathie,
durch geeignete Medikamente zu verhindern. Die Kombination dieser beiden
Therapie-Schemata kénnte nach jetzigem Erkenntnisstand die chronische

Transplantat-AbstoRung erfolgreich verzogern oder gar verhindern.
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