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1 Einleitung

Die Organtransplantation wird bei einer Vielzahl von Erkrankungen als kurative
Therapie eingesetzt. Sie stellt nicht nur eine lebensrettende Malinahme — etwa
bei Herz- oder Leberinsuffizienz — dar; durch sie kann auch die Lebensqualitat
der Patienten erheblich verbessert werden —wie bei Niereninsuffizienz oder
Kurzdarmsyndrom. Im Gegensatz zur Herz-, Leber- oder Nierentransplantation,
welche weltweit mit guten klinischen Ergebnissen durchgefihrt werden, ist die

Dunndarmtransplantation nur wenigen Spezial-Zentren vorbehalten.

Seit Mitte des vergangenen Jahrhunderts wird die Dunndarmtransplantation
intensiv in experimentellen Studien untersucht (Lillehei RC et al., 1959). Beim
Menschen wurde sie erstmals in den 1960er Jahren angewandt; jedoch mit ver-
heerenden Ergebnissen: Die Patienten Uberlebten jeweils nur Stunden oder
Tage. Ursache hierfir waren die akute TransplantatabstoRung und postope-
rative Sepsis. Da der Dinndarm ein Gberaus immunkompetentes Organ ist, das
Uber das GALT (,gut associated lymphatic tissue“) — hierzu gehéren Lympho-
zyten der Lamina propria, der Peyer-Plaques und der mesenterialen Lymph-
knoten —an der Abwehr von Fremdantigenen beteiligt ist (Monchik GJ und
Russell PS, 1971), kommt es nach Transplantation zu einer starken
Immunantwort. Durch  Verbesserung  der  chirurgischen  Technik,
Gewebetypisierung und Reduzierung von Infektionen wurden die

Uberlebensraten nur unwesentlich verlangert.

1.1 Der Januskopf der Immunsuppression

Ein wesentlicher Durchbruch bei der Verlangerung der Uberlebenszeit gelang
erst mit Einfiuhrung des Immunsuppressivums Cyclosporin A bzw. spater mit
dem Einsatz von Tacrolimus (FK 506) (Lee KKW et al., 1990; Deltz E et al.,
1990). Die Einnahme dieser Immunsuppressiva verhindert die akute Absto3ung
in aller Regel sehr gut, doch stehen dem ,Benefit* eine Reihe gravierender
Nebenwirkungen bei der Langzeitapplikation gegentber. Das Problem besteht

darin, dass beide Immunsuppressiva nicht nur die Funktion der T-Lymphozyten



hemmen, sondern auf das gesamte Immunsystem wirken (Isakov N et al., 1987,
Hess AD et al., 1988). Diese geringe Spezifitat fuhrt dazu, dass nicht nur die an
der Transplantatabstof3ung beteiligten T-Lymphozyten in ihrer Reaktivitat unter-
drickt werden, sondern samtliche von T-Lymphozyten vermittelten Abwehrreak-
tionen beeintrachtigt werden. Die Folgen sind ein gehauftes Auftreten von Neo-
plasien — insbesondere der Haut und des lymphatischen Systems (Opelz G und
Dohler B, 2004) — und opportunistische Infektionen (z.B. Pneumonien), die
haufig letal verlaufen. Auf3erdem verursachen diese Immunsuppressiva
toxische Organschaden —vor allem an Nieren und dem Nervensystem
(Abramovicz D et al., 2000; Bechstein WO et al., 2000). Unter Tacrolimus wird
zudem das Auftreten eines de-novo-Diabetes beobachtet (Braun F, 1998).

Zu diesen Nebenwirkungen kommt noch hinzu, dass samtliche in der Klinik ver-
wendeten Immunsuppressiva nicht in der Lage sind, die so genannte chro-
nische Abstol3ung, die das Transplantatiiberleben in einem gravierenden Um-
fang limitiert, erfolgreich zu bekampfen. Die chronische Transplantatabstof3ung
lauft unter Immunsuppression ab und stellt ein multifaktorielles Geschehen dar
(Land W, 1996), dem sowohl immunologische Ursachen —wie etwa HLA-
Inkompatibilitdt zwischen Spender und Empfanger (Petersen P et al., 1995) —

als auch unspezifische Ursachen zugrunde liegen (Land W, 1995).

Das Ziel einer optimierten postoperativen Therapie sollte somit sein, aus-
schlie3lich solche T-Lymphozyten-Untergruppen antigen-spezifisch zu hem-
men, die an der AbstoRung des Organtransplantates beteiligt sind (Gorantla VS
et al., 2000). Der Grolteil des T-Zell-Repertoires sollte von dieser Therapie
weitestgehend unbeeinflusst bleiben, damit diese auch weiterhin ihre Aufgaben
bei der allgemeinen Abwehr von Infektionen und Krebserkrankungen (Neopla-
sien) Ubernehmen koénnen. Vor allem das Verstandnis der immunologischen
Vorgange wahrend der AbstofRung stellt eine grundlegende Voraussetzung zur
Entwicklung Antigen-spezifischer Immuntherapien mit dem Ziel dar, Transplan-

tatlangzeitfunktion ohne generalisierte Immunsuppression zu erméglichen.



1.2 Immunbiologie der Transplantatabstof3ung

Die TransplantatabstoRung beruht im Wesentlichen darauf, dass sich Spender
und Empfanger in ihren Oberflachenmolekilen, den so genannten Haupthisto-
kompatibilitatskomplexen (major histocompatibility complex oder MHC), unter-
scheiden. Eine Transplantation, die zwischen zwei Individuen einer Art
durchgefuhrt wird, die sich in den MHC-Molekilen unterscheiden, bezeichnet
man als eine allogene Transplantation. In einer solchen Situation erkennen die
T-Lymphozyten des Transplantatempfangers die allogenen MHC-Molekile auf
den Zellen des Spenderorgans als fremd. Hieraus resultiert eine, als
Alloreaktivitdt bezeichnete, Aktivierung von T-Lymphozyten, die zur
Transplantatdestruktion fuhrt (Sayegh MH et al., 1994).

Nach Transplantation treten zwei verschiedene Mechanismen der T-Zell-Erken-
nung auf, die als direkte und indirekte Allo-Antigenerkennung bezeichnet wer-
den, Uber die jeweils alloreaktive T-Lymphozyten aktiviert werden (Via CS et al.,
1990).

Bei der direkten Allo-Antigenerkennung erkennen T-Lymphozyten ganze Allo-
MHC-Molekiile: CD4" T-Lymphozyten binden direkt an Allo-MHC-Klasse II-
Molekiile, CD8" T-Lymphozyten binden an Allo-MHC-Klasse I-Molekiile (Lechler
RI et al., 1990 und 1991). In der Regel befinden sich diese MHC-Molekile auf
Spender-Leukozyten, die mit dem Organ transplantiert werden. Die Zahl dieser
auch als ,passenger leucocytes” bezeichneten Zellen nimmt kontinuierlich ab.
Deshalb ist die direkte Allo-Antigenerkennung vor allem unmittelbar nach Trans-

plantation von Bedeutung.

Die indirekte Allo-Antigenerkennung entspricht der klassischen Antigenerken-
nung, etwa im Rahmen von Infektionen. Hierbei erkennen CD4*-T-Lymphozyten
Peptide, die sich in der MHC-Klasse llI-Rezeptortasche eigener antigenprasen-
tierender Zellen befinden. Diese Peptide sind Fragmente der allogenen MHC-

Molektle, die die antigenprasentierenden Zellen zuvor aufgenommen und



prozessiert haben (Shoskes AD et al., 1994). Uber Zytokine, die die aktivierten
T-Lymphozyten ausschitten, werden verschiedene Effektorzellen wie z.B.
zytotoxische  T-Lymphoyzten oder Makrophagen aktiviert, was zur
Transplantatabstof3ung fuhrt.

Allo-Antigenerkennung

direkt indirekt
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Abbildung 1: Direkter und indirekter Weg der Allo-Antigenerkennung. Schematische Dar-
stellung der T-Zellaktivierung mit nachfolgender Zytokinproduktion durch die aktivierten Zellen.
Weitere Erlauterungen sind im Text zu finden. APC = antigenprasentierende Zelle, T, =
zytotoxischer CD8" T-Lymphozyt, B = B-Lymphozyt, M@ = Makrophage, NK = natirliche
Killerzelle



Lange Zeit wurde der direkten Allo-Antigenerkennung die grof3ere Bedeutung in
der Transplantationsimmunologie zugeschrieben, da 90% der alloreaktiven T-
Lymphozyten Allo-Antigene direkt erkennen (Whitelegg A und Barber LD,
2003). Seit den 90er Jahren ist aber immer deutlicher geworden, dass die
Bedeutung der indirekten Allo-Antigenerkennung bis dahin unterschétzt wurde
(Sayegh MH et al., 1994; Steele DJR et al., 1996). Im Gegensatz zur direkten
Allo-Antigen-Erkennung ist die indirekte Allo-Antigenerkennung dauerhaft an die
Prasenz des Organtransplantates gebunden; erst wenn dieses entfernt wird,
kommt dieser Weg zum erliegen (Rogers NJ und Lechler RI, 2001). Deshalb
wird dieser Weg insbesondere fur die chronische Abstof3ung verantwortlich
gemacht (Lee RS et al., 2001). Im Umkehrschluss gelang es, durch
Manipulation der indirekten Allo-Antigenerkennung das Transplantatiiberleben
zu verlangern (Oluwole SF et al., 1995; Waaga AM et al., 1999): Hierzu wurden
synthetische MHC-Klasse |- bzw. MHC-Klasse II-Peptide intrathymisch
(Hancock WW et al., 1994; Fandrich F et al., 1999), oral (Zavazava N et al.,
2000) bzw. in die Vena portae (Ghobrial RR et al., 1996) verabreicht.

1.3 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit werden zwei synthetische Allo-MHC-Peptide, die
jeweils 25 Aminosauren der hypervariablen Region der B-Kette des MHC-
Klasse lI-Molekuils der Wistar Furth-Ratte entsprechen, untersucht. Diese Pep-
tide wurden gewahlt, da in den MHC-Klasse-II-Rezeptortaschen antigenpra-
sentierender Zellen besonders haufig Peptide gefunden wurden, die aus MHC-
Molekilen prozessiert worden waren (Auchincloss Jr. und Sultan, 1996). Auch
beziiglich der Lange solcher synthetischen Peptide wurde sich an den in MHC-
Klasse-llI-Rezeptortaschen gefundenen Peptiden orientiert (Rudensky AY et al.,
1991). Durch die Applikation synthetischer Allo-MHC-Peptide kann man somit in
vivo die MHC-Klasse-II-Molekile antigenprasentierender Zellen mit dem glei-
chen Peptid beladen und somit den indirekten Weg der Allo-Antigenerkennung
gezielt stimulieren (Murphy B und Krensky AM, 1999). Die Spezifitat einer T-
Zell-vermittelten Immunantwort beruht auf der Interaktion zwischen T-Zell-

Rezeptor, MHC-Klasse-II-Molekll und dem préasentierten Peptid (Sayegh MH et



al., 1994). Durch die Beladung von MHC-Klasse-lI-Molekulen mit definierten
Allo-MHC-Peptiden wird die Analyse der auf dieser Interaktion beruhenden

immunologischen Effekte moglich.

In dieser Arbeit sollten die immunologischen Effekte der Allo-Antigenerkennung
analysiert werden. Besonderes Augenmerk galt der Beeinflussung des Trans-
plantatiberlebens nach pra- und intraoperativer Peptidapplikation. In einem
weiteren Schritt sollte die Strategie Uberpruft werden, vor einer Organ-
transplantation die durch die beiden Allo-MHC-Peptide aktivierten T-Lympho-
zyten durch den gezielten Einsatz von relativ niedrigdosiertem Cyclosporin A zu
eliminieren. Von dieser Strategie wurde sich erhofft, die Transplantatfunktion zu

verlangern.



2 Fragen

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war zu klaren, ob es im Experimentalmodell
Ratte mdglich ist, durch die gemeinsame Verabreichung spenderspezifischer
MHC-Klasse Il-Peptide und Cyclosporin A alloreaktive T-Lymphozyten des
Empfangers gezielt zu depletieren und ob dies mit einer Verlangerung der
Transplantatfunktion einhergeht.

Hierzu wurden Experimente im indirekten T-Lymphozyten-Proliferationsassay
und im Transplantatmodell durchgefuhrt.

1. Aktivieren die synthetischen MHC-Klasse Il-Peptide RT1.B2 und RT1.D2
alloreaktive T-Lymphozyten in vivo und lassen sich diese in vitro nach-

weisen?

2. Beschleunigen die synthetischen MHC-Klasse II-Peptide RT1.B2 und
RT1.D2 die Transplantatabsto3ung?

3. Verzogert die kombinierte Gabe der synthetischen MHC-Klasse Il-Peptide
RT1.B2 und RT1.D2 und Cyclosporin A die Transplantatabsto3ung? Falls ja,
sind in Tieren mit Transplantatlangzeitfunktion alloreaktive T-Lymphozyten

nachzuweisen?



3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mannliche Ratten folgender Inzuchtstamme verwen-
det: Wistar Furth (WF, RT1"Y) und Lewis (LEW, RT1Y); in Klammern sind
Stammabkirzung und der MHC-Haplotyp angegeben. Die Wistar Furth-Tiere
fungierten als Organspender; die Lewis-Ratten als Organempfanger.

Die Tiere wurden Uber Charles River, Sulzfeld, bezogen. Zum Zeitpunkt der
Transplantation wogen sie zwischen 200 und 220 Gramm und waren zwei bis

drei Monate alt.

Die Ratten wurden in der Experimentellen Transplantations-Immunologie der
Chirurgischen Klinik des Universitatsklinikums Wurzburg paarweise in Macro-
lon®-Kafigen auf Sdgemehleinstreu gehalten. Sie erhielten Altromin®-Press-
futter und Wasser ad libitum. Der Organ-Spender wurde 24 Stunden und der
Organ-Empfanger 12 Stunden vor Operation nichtern gesetzt, d. h. er erhielt
nur noch Wasser. Nach der Transplantation befanden sich die Tiere in Lamina-
Flow-Schranken (Scantainer®, Scanbur, Kogen, D&nemark) bei einer
Haltungstemperatur von 22+2°C und einer relativen Luftfeuchte von 50-60%.
Der Hell-Dunkel-Rhythmus betrug 12 Stunden. Der Kostaufbau post
transplantationem erfolgte nach folgendem Schema: am OP-Tag: Wasser; am
1. postoperativen Tag: Wasser + 20% Glucose, am 2. postoperativen Tag:
Wasser + Fresubin®; am dem 3. postoperativen Tag: Wasser + Altromin®-

Pressfutter in Pelletform.

3.2 Transplantation

3.2.1 Technische Hilfsmittel
Zur mikrochirurgischen Operation wurden Operationsmikroskope (Typ Mentor
C, Wild M650, Leica, Codman, Herbruggen, Schweiz) mit 10- bis 25-facher



VergrofRerung verwendet. Es wurde in Isoflurannarkose (Abbott, Wiesbaden)

unter aseptischen, nicht sterilen Bedingungen operiert.

3.2.2 Dinndarmtransplantation

Die orthotope Dinndarmtransplantation erfolgte nach dem von Deltz und
Thiede beschriebenen Modell in modifizierter Form (Deltz E und Thiede A,
1985): Es wurden Jejunum und Ileum vom Treitzschen Band bis 1 cm vor der
lleocoecalklappe zusammen mit Mesenterium, mesenterialen Lymphknoten,

Arteria mesenterica und Aortenmanschette orthotop transplantiert.

3.3 MHC-Klasse ll-spezifische Allopeptide

Fur die Versuche wurden synthetische Peptide verwendet, die den Amino-
sauresequenzen der hypervariablen Regionen der B-Ketten von RT1.D"- und
RT1.B" der als Spender dienenden Wistar Furth-Ratte entsprechen. Allgemein
ist das RT1.D"-Kompartiment dem humanen MHC-Kompartiment DR
gleichzusetzen, das RT1.B“-Kompartiment dem humanen Kompartiment DQ
(Sayegh MH und Krensky AM, 1996). Bei dieser Arbeit wurden Peptide
verwendet, die den Aminoséaurepositionen 20 bis 44 der jeweiligen B-Kette
entsprechen, im Folgenden kurz RT1.D2 und RT1.B2 genannt. RT1.D2 und
RT1.B2 unterscheiden sich an 6 Aminosaurepositionen (Position 24, 26, 28, 30,
38, 40), welche sich vor allem am N-terminalen Ende (Positionen 22 — 30)

befinden.

Tabelle 3.1 (Seite 10): Darstellung der Aminosauresequenzen der synthetisch herge-
stellten MHC-Klasse Il-Peptide fiir den Haplotyp RT1" (,,WF-Peptide*) im Vergleich zu den
entsprechenden Aminosaurepositionen 20 bis 44 der B-Kette der RT1.DR (RT1.DB") und
RT1.DQ (RT1.BB') Sequenz des RT1'-Haplotyps von LEW. Die Aminosauresequenz ist im
Ein-Buchstaben-Code vom aminoterminalen (N) zum carboxyterminalen (C) Ende aufgefihrt.
Rot dargestellt sind die Unterschiede zwischen RT1.D2 und RT1.B2. Blau reprasentiert die
Unterschiede zwischen RT1.DB' und RT1.D2; Griin den Unterschied zwischen RT1.Bp' und
RT1.B2. X = unbekannte Aminoséure



Peptidbezeichnung Aminosauresequenz

RT1.D2 N - GTQRVRLLARLIYNREEYARFDSDV - C
RT1.B2 N - GTQR IRNLI RYIYNREEY LRYDSDV - C
RTl.DBI N - XXXRVRL LARYIYNREEYTRFDSDV - C
RTl.BBI N - XXXR | RNLI RYIYNQEEY LRYDSDV - C

Vergleicht man die Sequenzen der synthetischen WF-Peptide mit denen der als
Empfanger dienenden LEW-Ratte (RT1), so finden sich zwei Unterschiede
zwischen RT1.D2 und der entsprechenden Sequenz an den Positionen 20 — 44
der B-Kette von RT1.D'. Zum Einen ist an Position 30 Leucin durch Tyrosin
ersetzt; zum Anderen befindet sich an Position 38 Threonin statt Alanin.
Betrachtet man die Aminosauresequenz 20 — 44 der B-Kette des RT1.B, so
unterscheiden sich Wistar Furth und Lewis hier nur in einer Aminosaure: an

Position 34 besitzt RT1. BB' Glutamin statt Arginin.

Die MHC-Klasse llI-Allopeptide RT1.D2 und RT1.B2 wurden von MWG Biotech
in Ebersberg synthetisiert. Der Reinheitsgrad von tber 95% wurde durch RP-
HPLC getestet; die Masse durch MALDI Massenspektronomie bestimmt. Zur
Immunisierung wurden die Peptide in sterilem PBS-Puffer (phosphate buffered
saline: 140 mM NacCl, 2,7mM KCI, 7,2 mM NazPO4 x 2 H20, 1,47 mM KH,POy;

pH 7,2) gelést und auf eine Konzentration von 1mg/ml eingestellt.

3.4 Immunisierung

Die Sensibilisierung naiver LEW-Ratten erfolgte durch subkutane Injektion einer
TiterMax®-Emulsion (Sigma, Taufkirchen) — TiterMax : Peptidlésung = 1:1 — in
beide Hinterpfoten. Dabei erhielt jedes Tier pro Pfote 50 ug eines der MHC-

Allopeptide. Die Immunisierung wurde jeweils sieben Tage vor Entnahme der
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stimulierten Lymphknoten beziehungsweise vor Transplantation durchgefihrt.
Transplantierte Tiere erhielten intraoperativ nochmals einen Peptid-Booster von

insgesamt 100 png.

3.5 Immunsuppression

Zur Immunsuppression wurde Cyclosporin A oder — kurz — CsA (Sandimmun®,
Novartis, Nurnberg) verwendet. Es zahlt zu den Calcineurin-Inhibitoren und
wirkt  selektiv. auf  Lymphozyten, insbesondere T-Zellen. Seine
immunsuppressive Wirkung beruht vor allem auf der Hemmung der Interleukin-
1-Freisetzung aus Makrophagen und der Synthesehemmung von Interleukin-2
in T-Helferzellen. Es hat keinen Effekt auf die Aktivierung von T-
Suppressorzellen. Auch die indirekte Allo-Antigenerkennung bleibt von CsA
unbeeinflusst (Hess AD et al., 1988).

3.6 Zellisolierung

3.6.1 Isolierung der T-Lymphozyten aus Milz und Lymphknoten

Milz und Lymphknoten wurden jeweils durch ein Sieb gedrickt und die Zellen in
Komplettmedium (RPMI 1640 Medium) aufgefangen. Dieses enthielt 10 %iges
fotales Kalberserum (FCS), 100 U/ml Penicillin, 100pg/ml Streptomycin, 2x107
M 2-Mercaptoethanol, 5 mM HEPES, 1% nicht-essentielle Aminosauren und 1
mM Natriumpyruvat (alles: Life Technologies GmbH, Karlsruhe). Die Zellen
wurden bei 402 xg fur 5 Minuten zentrifugiert (Sigma 4K10). Das gewonnene
Zellpellet wurde wiederum in Komplettmedium resuspendiert und nochmals
zentrifugiert; dieses Procedere wurde noch zweimal wiederholt. Nach dem
letzten Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 10fach verdinntem
Lysepuffer resuspendiert, um die enthaltenen Erythrozyten zu eliminieren. Nach
3 Minuten wurde die Lyse durch Zugabe von Komplettmedium gestoppt. Die
Zellsuspension wurde Uber Gaze (Hartenstein, Wirzburg) filtriert und nochmals

gewaschen. AbschlieRend wurden die Zellen gezahilt.
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3.6.2 Isolierung von Zellen aus peripherem Blut

Die Blutentnahme erfolgte nach abgeschlossener Organentnahme aus der
Vena cava inferior. Diese wurde mit einer 0,7 mm Kandile punktiert und das Blut
in eine heparinisierte Spritze aufgezogen, wobei dem Tier zur Aufrechterhaltung
des Kreislaufs zwischendurch 0,9%ige NaCl-Lésung substituiert wurde. Pro Tier
lieRen sich ca. 15 ml Blut gewinnen. Dieses wurde 1:4 mit PBS verdinnt und zu
Portionen a 10 ml auf 50 ml Réhrchen verteilt. Darauf wurden vorsichtig jeweils
10 ml Ficoll (Linaris, Biologische Produkte GmbH, Wertheim) geschichtet. Die
so entstandenen Ficoll-Gradienten wurden anschlieRend bei Raumtemperatur
fur 20 Minuten bei 800 xg zentrifugiert (Sigma 4K10). Die gebildete Interphase
wurde mit dem Sauger abgenommen und die Zellen in Komplettmedium resus-
pendiert. Nach der Lyse verbliebener Erythrozyten wurden die restlichen Zellen

nochmals mit Komplettmedium gewaschen und gez&hlt.

3.6.3 Gewinnung Dendritischer Zellen

Milzen naiver LEW-Ratten wurden durch ein steriles Stahlsieb gedruckt, die
Zellen aufgefangen, zweimal gewaschen, lysiert, iber Gaze filtriert und in Kom-
plettmedium aufgenommen. Danach wurden sie in eine Zellkulturschale (Nunc,
Wiesbaden) tberfithrt und im Brutschrank (NUAIRE™ TS Inkubator) bei 37°C
und 6 %-iger CO, Atmosphare inkubiert. Nach einer Stunde wurde der
Uberstand verworfen. Die plastikadharenten Zellen wurden erneut in
Komplettmedium resuspendiert und Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag
wurde der Uberstand mit den diesmal in Suspension befindlichen dendritischen
Zellen abgenommen und dreimal gewaschen. Nach erneutem dreimaligem
Waschen wurden die Zellen tber 14,5 %-iges Metrizamid (Cedarline, London,
Ontario, Canada) geschichtet und fir 13 Minuten bei 1800 xg und 4°C
zentrifugiert. Die Zellen der Interphase wurden aufgenommen, erneut
gewaschen und gezahlt. Die so gewonnene Population Dendritischer Zellen
(DC) zeigt eine Reinheit von 50-60 %. (Otto et al., 2001). AbschlieRend wurden
die Zellen mit einem Kobalt-B-Strahler fir zehn Minuten mit 20 Gray bestrahlt,
damit sie noch zur Antigen-Prasentation, nicht aber zur Zell-Proliferation fahig

waren.
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3.7 Versuchsgruppen

Die allogene Dunndarmtransplantation wurde in der Stammkombination Wistar
Furth (WF) auf Lewis (LEW) durchgefihrt. Zunachst wurde die Geschwindigkeit
der DUnndarmtransplantat-Absto3ung ohne postoperative Immunsuppression
untersucht (Gruppe 1). In den weiteren Gruppen wurde der Einfluss der Immun-
suppression auf die Transplantatfunktion untersucht: a) mit einer Hochdosis-
Immunsuppression (15 mg/kg KG CsA) von Tag 0 bis 13 (Gruppe II) und b) mit
einer verlangerten Immunsuppression (Gruppe Ill). Dabei wurde Cyclosporin A
von Tag O bis 7 in einer Dosis von 5 mg/kg subkutan verabreicht; danach bis
Tag 30 in einer Dosis von 1 mg/kg.

Tabelle 3.2 Ubersicht tber die immunsuppressive Therapie nach
Dinndarmtransplantation (DDTx) mit und ohne Peptidapplikation. 0: keine
Peptidapplikation; B; Applikation von RT1.B2; D: Applikation von RT1.D2; n: Anzahl der
untersuchten Tiere.

Gruppe Immunsuppression (CsA) n
Konzentration Dauer (Tage)
0 4
I B 4
D 4
0 2
I B 15 mg/kg KG 0-13 4
D 2
0 5 mg/kg KG 0-7 !
. 5 1mg /kg KG 8-30 !
D 7

Wie unter 3.4 beschrieben, wurden die Tiere der Gruppen B und D praoperativ
mit synthetischen MHC-Klasse Il-Allopeptiden behandelt. Die Peptid-Applikation
erfolgte jeweils sieben Tage vor Transplantation. Am Tag der Operation erhiel-
ten diese Tiere eine erneute Peptid-Applikation zum ,Boostern®. Tiere der
Gruppen B erhielten das synthetische Peptid RT1.B2, Tiere der Gruppen D das
Peptid RT1.D2.

13



3.8 Untersuchungen

3.8.1 Makroskopisch-klinische Beurteilung

Die transplantierten Ratten wurden taglich begutachtet. Die Beurteilung um-
fasste die Transplantatfunktion (Gewichtsabnahme, Stuhl, Beschaffenheit des
Abdomens) und den Allgemeinzustand (Vigilanz, Korperhaltung, Fellbeschaf-
fenheit). Bei einer Gewichtsabnahme von Gber 20% oder einem kontinuierlichen
Verlust von mehr als 2% des Korpergewichts tber einen Zeitraum von sechs

Tagen wurde der Versuch aus Tierschutzgriinden beendet.

3.8.2 Makroskopische Situsbeurteilung

Zur Organentnahme wurde das Abdomen in Isoflurannarkose durch eine
mediane Laparotomie erdffnet. Das Dunndarmtransplantat mitsamt der mesen-
terialen Lymphknoten sowie Milz und Peritoneum des Empfangers wurden
beurteilt. Beurteilungskriterien stellten beim Dunndarm die Durchblutung, die
Beschaffenheit der Darmwand, der Grad der Verwachsung der Darmschlingen
untereinander und mit der Umgebung, die Beschaffenheit der Peyer-Plaques
sowie das Vorliegen von Bauchfelltranssudat (Aszites) dar. Die mesenterialen
Lymphknoten wurden nach Gré3e und Grad der Fibrosierung beurteilt. Bei den
Mesenterien richtete sich das Augenmerk auf Fibrosierung und Thrombosen.

Die Milz wurde beziglich ihrer Gro3e beurteilt.

3.8.3 Histologische Auswertung

Das Transplantat wurde entnommen, in longitudinaler Schnittrichtung er6ffnet
und vom Inhalt befreit. Danach wurde es so aufgerollt, dass die Epithelschicht
aufRen zu liegen kam. Zum Schluss wurde die Rolle mit einem monofilen Faden
der Starke 4-0 (Prolene®, Ethicon, Hamburg) gebunden, in 4 %-igem Formalin
fixiert und in Paraffin eingebettet. Von den Paraffinblocken wurden Schnitte a

3um Dicke angefertigt und mit Hamatoxilin-Eosin gefarbt (H.E.-Farbung).
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Die Praparate wurden mit einem Lichtmikroskop (BH 2%, Olympus) beurteilt.
Dabei wurde auf Erhalt der Organstruktur, GefalRveranderungen und Art,
Ausmald und Lokalisation von Zellinfiltraten geachtet. Die histologische Abstu-
fung der Abstol3ungsreaktion orientierte sich an den von Rosemurgy und
Schraut (1986) definierten Phasen der akuten Abstof3ung.

Tabelle 3.3: Histologische Phasen der akuten Abstof3ungsreaktion (nach Rosemurgy AS
und Schraut WH, 1986).

Histologische Phasen der akuten AbstoRung

0 Keine AbstoRungsreaktion

1 Mononukleares Zgllinfiltrat in Mukosa und Submukosa, Epithel teilweise
abgehoben, Kryptitis

2 Diffuseres Zellinfiltrat, Verplumpung der Zotten

3 Komplette Abflachung der Zotten, transmurales zellulares Infiltrat

Andererseits wurde ein besonderes Augenmerk auf die Vaskulopathie in Sub-
mukosa und Subserosa gerichtet, welche kennzeichnend fur die verzégert
chronische Abstof3ung ist (Langrehr JM et al., 1993). Sie aul3ert sich vor allem
in Intimahyperplasie und Muskularishypertrophie. AulBerdem wurde das
vaskulare und perivaskulare Infiltrat beurteilt. Hierbei sind zwei pathologische
Muster von Bedeutung: die Endothelialitis (Adhasion mononuklearer Zellen an

der GefalRwand) und die Arteriitis (Mononukleares Infiltrat der Arterienwand).

3.8.4 Indirekter T-Lymphozytenproliferations-Assay

Dem indirekten T-Lymphozytenproliferations-Assay liegt das Prinzip der indi-
rekten Allo-Antigenerkennung zugrunde. Hierbei erkennen CD4" T-
Lymphozyten mittels T-Zellrezeptor Peptid-Antigene, die von MHC-Klasse-II-
Rezeptoren antigenprasentierender Zellen dargeboten werden. Mit dem
sogenannten T-Zell-Proliferationsassay lasst sich die Starke der Uber den
indirekten Weg der Allo-Antigenerkennung induzierten T-Zell-Proliferation

messen. Hierbei wird sich die besondere Eigenschaft der MHC-Klasse-II-Mole-
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kiule zunutze gemacht, diese auch von aul3en mit synthetischen Peptiden

beladen zu konnen.

Damit der indirekte T-Lymphozytenproliferations-Assay funktioniert, ist es not-
wendig, dass sich antigenaktivierte T-Lymphozyten in der zu testenden T-
Zellpopulation befinden. Mit dem entsprechenden Peptid, dass von autologen
Dendritischen Zellen préasentiert wird, lassen sich diese aktivierten T-
Lymphozyten in vitro restimulieren. Dieser Assay ist streng antigenspezifisch
und beruht auf dem immunologischen "Gedachtnis" der T-Lymphozyten; "naive"
T-Lymhozyten werden in diesem Assay nicht aktiviert. In dieser Arbeit wurden
T-Lymphozyten aus poplitealen  Lymphknoten immunisierter  Tiere
(Entnahmezeitpunkt: Tag 7 nach Immunisierung) beziehungsweise aus Milz
und Blut Dudnndarm-transplantierter  Ratten, welche nach dem
immunsuppressiven Schema der Gruppe IlI behandelt wurden, verwendet
(Entnahmezeitpunkt: Tag 20 bzw. Tag 40 nach Transplantation). Sie wurden mit
autologen Dendritischen Zellen kultiviert, die zuvor mit RT1.B2 bzw. RT1.D2

inkubiert wurden.

In Vivo m
Subkutane Immunisierung mit
Synthetischem Peptid RT1.02
1 N
LEWY-Ratta .
N 1 ~ |zolierung
() w I I » syngener
dendritischer
L] : Tag-7  Tag0 Zelen - LEW-Miz

Inkubation mit
synthetischen
Peptiden

lzolation der sensibilisierten
T-Lymphozyten ; é

Indirekter Proliferations-Assay

In Vitro

16



Abbildung 3.1 (Seite 16): Schematische Darstellung des indirekten T-
Lymphozytenproliferations-Assays. Weitere Erlauterungen sind im Text zu finden.

Der T-Zell-Proliferationsassay wurde in Zellkultur-Mikroplatten mit 96 Rund-
boden-Vertiefungen von Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland, durch-
gefiihrt. Jede Vertiefung enthielt 1x10° T-Lymphozyten und 1x10* bestrahlte
Dendritische Zellen sowie 10 pg eines der beiden Peptide (RT1.B2 oder
RT1.D2) in einem Gesamtvolumen von 150 ul Komplettmedium. Hierzu wurden
zunachst die Dendritischen Zellen mit einem der beiden Peptide fir eine Stunde
inkubiert und danach die T-Lymphozyten hinzugegeben. Des Weiteren wurden
folgende Kontrollen angesetzt: T-Lymphozyten solo; T- Lymphozyten mit
Peptid; T- Lymphozyten und Dendritische Zellen; Dendritische Zellen solo;
Dendritische Zellen mit Peptid; Medium und mit Concanavalin A (2 pl/ml;
Sigma, Taufkirchen) stimulierte T-Lymphozyten als Positivkontrolle. Die
Kulturplatten wurden fur 3 Tage bei 37°C und 5%-iger CO,-Sattigung kultiviert.
Wahrend der letzten 6 Stunden wurden die Zellen mit 0,5 pCi [*H]-Thymidin je
Vertiefung inkubiert ("gepulst"). Der [°H]-Thymidin-Einbau wurde mit einem "f-
plate"-Szintillationsmef3gerat bestimmt (Institut fur Virologie und Immunbiologie
der Medizinischen Fakultat der Universitat Wirzburg). Jedes Experiment wurde
in  sechs Parallelansatzen durchgefuhrt und die Ergebnisse als
Durchschnittswerte in ,Impulsen pro Minute“ (counts per minute oder cpm)

angegeben.

3.9 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit dem Programm Microsoft Excel 2003 (Microsoft
Corporation 1985-2003) statistisch ausgewertet. Die Werte zur Proliferation von
T-Lymphozyten (Abb. 4.1 - 4.5) sind als Mittelwert mit Standardabweichung
angegeben. Die Transplantatfunktionszeiten (Abb. 4.6, 4.7 und 6.1) in Tagen
sind als Boxplot (auch als Kastengrafik bezeichnet) dargestellt. Die Funf-
Punkte-Werte sind: Median, unteres und oberes Quartil sowie Minimal- und

Maximalwert.
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4  Ergebnisse

Wesentliche Ursache der TransplantatabstoRung sind genetisch bedingte
Unterschiede in den Molekilen des MHC-Komplexes zwischen Spender und
Empfanger (s. auch Einleitung). In dieser Arbeit wurde die Bedeutung der
indirekten Allo-Antigenerkennung zur Ausldsung, aber auch zur Hemmung der
Transplantatabsto3ung untersucht. Hierzu wurden die beiden synthetischen
Allopeptide RT1.B2 und RT1.D2 hinsichtlich ihrer Fahigkeit, antigenspezifische
T-Lymphozyten in vivo zu aktivieren, untersucht. Beide Peptide reprasentieren
einen bestimmten Bereich der B-Kette des MHC-Klasse-lI-Molekiils der Wistar
Furth-Ratte (s. auch Einleitung bzw. Material und Methoden). Fir die Trans-
plantationsexperimente sind Wistar Furth-Ratten die Transplantatspender, wes-
halb diese beiden Allopeptide fir das Immunsystem von Lewis-Ratten, den

Transplantatempfangern, spenderspezifische Antigene darstellen.

4.1 Indirekter T-Lymphozytenproliferations-Assay zum Nach-

weis Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten

Um zu untersuchen, ob die beiden Allopeptide RT1.B2 und RT1.D2 T-Lympho-
zyten in vivo aktivieren, wurden sie gemischt und subkutan in die Hinterpfoten
von Lewis-Ratten injiziert (Abb. 4.1). Klinisch unterschieden sich die Tiere nicht
von unbehandelten (,naiven®) Lewis-Ratten, jedoch waren sieben Tage nach
Peptid-Applikation die poplitealen Lymphknoten im Vergleich zu den poplitealen
Lymphknoten naiver Tiere deutlich vergréRert — ein erster Hinweis auf eine
Immunreaktion. Ob dieses Phdnomen auf eine Aktivierung von T-Lymphozyten
zuruckzufihren ist, wurde im indirekten T-Lymphozytenproliferations-Assay
analysiert. Dieses Detektionssystem basiert darauf, dass T-Lymphozyten bei
einem Zweitkontakt mit dem Antigen erneut proliferieren. Zur Restimulierung
wurden autologe Dendritische Zellen mit den beiden Allopeptiden RT1.B2 bzw.
RT1.D2 beladen (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Nachweis Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten in vitro: Vergleich der beiden
Allopeptide RT1.B2 und RT1.D2. Lewis-Ratten wurden mit einem Gemisch der Peptide
RT1.B2 und RT1.D2 im Verhdltnis 1:1 immunisiert. Nach sieben Tagen wurden die poplitealen
Lymphknoten entnommen, die Lymphozyten isoliert und mit Peptid RT1.D2 bzw. RT1.B2 im
Proliferationsassay restimuliert. Die Proliferation der in vitro restimulierten T-Lymphozyten ist als

Mittelwert + Standardabweichung aus wenigstens 6 Parallelwerten im Proliferationsassay
gezeigt. Die Daten basieren auf jeweils 3 Immunisierungen.

Die Proliferation der aus den poplitealen Lymphknoten isolierten antigenspezifi-
schen T-Lymphozyten war im Vergleich zum Kontrollansatz ohne Peptid erhdht
(Abb. 4.1). Dabei proliferierten die T-Lymphozyten in Gegenwart von RT1.D2
deutlich starker als mit Peptid RT1.B2: 28.065 + 4.323 cpm vs. 16.745 + 3.528
cpm. Die Starke der T-Zellproliferation im Kontrollansatz betrug 8.679 + 2.633
cpm. Beide synthetischen Allopeptide sind somit in der Lage, antigenspezi-
fische T-Lymphozyten in vivo zu induzieren. Da Peptid RT1.D2 eine starkere T-
Zell-Antwort auslost als Peptid RT1.B2, wird es als immundominantes Peptid

bezeichnet.

Im indirekten T-Lymphozytenproliferations-Assay sollen ausschlie3lich antigen-
spezifische T-Lymphozyten tber ihre Proliferation nachgewiesen werden. Diese
Zellen, die bereits in vivo mit dem entsprechenden Allopeptid Kontakt hatten,
lassen sich in vitro mit diesem Peptid restimulieren. Im Gegensatz dazu sollten
naive T-Lymphozyten nicht aktiviert werden. Um dies zu uUberprufen, wurde die
Proliferation naiver T-Lymphozyten, die aus den poplitealen Lymphknoten nicht-

immunisierter Tiere isoliert wurden, mit der Proliferation RT1.D2-aktivierter T-
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Lymphozyten verglichen. Hierzu enthielten

autologe Dendritische Zellen (Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Nachweis Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten in vitro: Vergleich zwischen
antigenspezifischen und naiven T-Lymphozyten. Lewis-Ratten wurden mit dem Peptid
RT1.D2 immunisiert und nach sieben Tagen die aus den poplitealen Lymphknoten isolierten
Lymphozyten in vitro mit RT1.D2 restimuliert. Als Kontrolle wurden naive T-Lymphozyten
verwendet, die aus nicht-immunisierten Tieren isoliert wurden Nur T-Lymphozyten, die zuvor in
vivo mit dem immunogenen Allopeptid RT1.D2 sensibilisiert wurden (fir RT1.B2 nicht gezeigt),
proliferierten im indirekten T-Lymphozytenproliferations-Assay. Nur sie lieRen sich restimulieren,

nicht aber naive T-Lymphozyten. Die Proliferation ist als Mittelwert + Standardabweichung aus
wenigstens 6 Parallelwerten im Proliferationsassay gezeigt. Die Daten basieren auf jeweils 3
Immunisierungen.

Die Auswertung des indirekten T-Lymphozytenproliferations-Assays zeigte,
dass nur zuvor in vivo aktivierte T-Lymphozyten bei erneutem Antigenkontakt
proliferierten (Abb. 4.2): Die Proliferation der RT1.D2-aktivierten T-Lymphozyten
war mit 22.790 + 2.466 cpm zwar etwas niedriger als fur die in Abb. 4.1
gezeigte Versuchsserie, aber doch eindeutig. Die naiven T-Lymphozyten
proliferierten nicht (2.019 + 376 cpm). Somit werden unter den gegebenen
Bedingungen des in vitro Assays ausschlie3lich in vivo aktivierte T-Lympho-

zyten reaktiviert. Dagegen blieb eine Aktivierung naiver Zellen aus.
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In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob zur Reaktivierung Allopeptid-
spezifischer T-Lymphozyten in vitro das Allopeptid erforderlich ist, mit dem die
T-Lymphozyten in vivo aktiviert wurden, oder ob die Reaktivierung auch mit
anderen Allopeptiden mdglich ist. Hierzu wurden mit RT1.D2-sensibilisierte T-
Lymphozyten mit RT1.D2 oder mit RT1.B2-gepulsten Dendritischen Zellen
inkubiert (Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Nachweis Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten in vitro: Bedeutung des Pep-
tidantigens flur die Restimulierung Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten. Lewis-Ratten
wurden mit dem Peptid RT1.D2 immunisiert und nach sieben Tagen die aus den poplitealen
Lymphknoten isolierten Lymphozyten in vitro mit RT1.D2 bzw. RT1.B2 restimuliert. RT1.D2-
spezifische T-Lymphozyten wurden durch RT1.D2-beladene Dendritische Zellen (DC) starker
restimuliert als durch RT1.B2-beladene Dendritische Zellen. Die Proliferation ist als Mittelwert +
Standardabweichung aus wenigstens 6 Parallelwerten im Proliferationsassay gezeigt. Die
Daten basieren auf jeweils 3 Immunisierungen.

Abbildung 4.3 zeigt, dass sich Allopeptid-spezifische T-Lymphozyten am
effektivsten mit dem Allopeptid restimulieren lassen, mit dem auch immunisiert
wurde. So zeigten RT1.D2-spezifische T-Lymphozyten in vitro eine starkere
Proliferation in Gegenwart von Peptid RT1.D2 als von RT1.B2 (22.790 + 2.466
cpm vs.11.217 + 2.330 cpm). Dabei proliferierten die RT1.D2-spezifischen T-
Lymphozyten in Gegenwart von Peptid RT1.B2 nur gering. Diese lag um ca.

30 % Uber dem Kontrollansatz ohne Peptid (8.698 + 2.118 cpm; nicht gezeigt).
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Umgekehrt wurden RT1.B2-spezifische T-Lymphozyten in vitro am effektivsten
mit dem weniger immunogenen Peptid RT1.B2 restimuliert. Die Proliferation
von 33.619 + 4.889 cpm in Gegenwart von RT1.B2 war im Gegensatz zu Peptid
RT1.D2 (17.245 £ 1.958 cpm) deutlich um 172 % erhoéht. Im Vergleich zur Proli-
feration im Kontrollansatz ohne Peptid (12.369 + 870 cpm), war die Proliferation
RT1.B2-spezifischer T-Lymphoyzten in Gegenwart von RT1.D2 leicht um 39 %
erhoht.

Des Weiteren ist zur Reaktivierung Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten in
vitro das Allopeptid erforderlich, dass auch zur Immunisierung verwendet wurde
(Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Nachweis Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten in vitro: Bedeutung des Pep-
tidantigens fir die Restimulierung Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten. Lewis-Ratten
wurden mit dem Peptid RT1.B2 immunisiert und nach sieben Tagen die aus den poplitealen
Lymphknoten isolierten Lymphozyten in vitro mit RT1.D2 bzw. RT1.B2 restimuliert. RT1.B2-
spezifische T-Lymphozyten wurden durch RT1.B2-beladene Dendritische Zellen starker
restimuliert als durch RT1.D2-beladene Dendritische Zellen. Dabei ist die durch Peptid RT1.D2
ausgeldste Proliferation der RT1.B2-spezifischen T-Lymphozyten starker als die von RT1.D2-
spezifischen T-Lymphozyten in Gegenwart von Peptid RT1.B2 (Abb. 4.3). RT1.B2-spezifische
T-Lymphozyten scheinen somit eine gewisse Kreuzreaktivitat zum Peptid RT1.D2 zu zeigen.
Die Proliferation ist als Mittelwert + Standardabweichung aus wenigstens 6 Parallelwerten im
Proliferationsassay gezeigt. Die Daten basieren auf jeweils 3 Immunisierungen.

In den bisher vorgestellten Experimenten wurden autologe Dendritische Zellen
mit dem jeweiligen Allopeptid beladen. In einer weiteren Versuchsserie wurde

untersucht, ob zur Reaktivierung Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten das
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.l0sliche® Allopeptid alleine ausreicht, oder ob mit Allopeptid beladene
Dendritische Zellen notwendig sind.
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Abb. 4.5: Nachweis Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten in vitro: Die Notwendigkeit
Allopeptid-beladener Dendritischer Zellen zur Restimulierung Allopeptid-spezifischer T-
Lymphzyten. Nur wenn die Allopeptid-spezifischen T-Lymphozyten (hier RT1.D2-spezifsche T-
Lymphozyten) mit RT1.D2-beladenen Dendritischen Zellen inkubiert wurden, war eine Restimu-
lierung zu beobachten — ein Hinweis auf den indirekten Weg der Alloantigenerkennung (siehe
Einleitung). RT1.D2-spezifische T-Lymphozyten, die in Abwesenheit Dendritischer Zellen mit
RT1.D2 inkubiert wurden, proliferierten nicht (RT1.D2 solo). Die Proliferation ist als Mittelwert +
Standardabweichung aus wenigstens 6 Parallelwerten im Proliferationsassay gezeigt. Die
Daten basieren auf jeweils 3 Immunisierungen.

Hierzu wurden RT1.D2-spezifische T-Lymphozyten mit I6slichem, d.h. mit nicht
an Dendritischen Zellen gebundenem, RT1.D2-Peptid bzw. mit Allopeptid-
beladenen Dendritischen Zellen restimuliert (Abb. 4.5). Ausschlief3lich in den
Ansatzen, in denen sich auch beladene Dendritische Zellen befanden, war eine
deutliche  Proliferation restimulierter T-Lymphozyten zu beobachten
(22.790 + 2.466 cpm). Im Gegensatz dazu war kein Unterschied festzustellen,
ob die aktivierten T-Lymphozyten mit bzw. ohne RT1.D2 kultiviert wurden
(8.698 +£2.118 cpm vs. 7.822 + 1.669 cpm). Die Anwesenheit autologer Dendri-
tischer Zellen, die die Allopeptide in ihren MHC-Klasse-lI-Rezeptoren
prasentieren, stellt somit eine wesentliche Voraussetzung fur die Restimu-
lierung antigenspezifischer T-Lymphozyten dar. Nur dann ist eine Proliferation

Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten in vitro zu messen.
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Zusammenfassung von Kapitel 4.1:

1. Die beiden Allopeptide RT1.B2 und RT1.D2 sind immunogen; das heif3t, sie
aktivieren in vivo antigenspezifische T-Lymphozyten. Das Peptid RT1.D2 ist
im Vergleich zum Peptid RT1.B2 das immundominante Peptid.

2. Nur T-Lymphozyten, die auch in vivo mit Allopeptid aktiviert (immunisiert)
wurden, sind im indirekten T-Lymphozytenproliferations-Assay restimulierbar
und damit nachweisbar. Fur diese Restimulierung ist das Allopeptid not-
wendig, das auch zur Immunisierung verwendet wurde.

3. Zur Restimulierung Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten sind autologe

Dendritische Zellen notwendig, die mit Allopeptid beladen werden.

4.2 Allopeptid-induzierte Effekte nach Organtransplantation

Nachdem gezeigt wurde, dass die hier verwendeten Allopeptide antigenspezi-
fische T-Lymphozyten in vivo induzieren, wurde untersucht, welche Wirkung sie
auf ein Organtransplantat haben. In den Transplantationsexperimenten waren
Wistar Furth-Ratten die Transplantatspender und Lewis-Ratten die Transplan-
tatempfanger. Die hier verwendeten Allopeptide stammen aus Bereichen des
MHC-Klasse-II-Molekiils der Wistar Furth-Ratte und stellen somit spenderspezi-
fische Antigene fur das Immunsystem der Lewis-Ratte dar. Deshalb wurde ver-
mutet, dass mit Allopeptiden immunisierte Lewis-Ratten ihre Transplantate

schneller zerstoren als nicht-immunisierte Tiere.

Die Transplantationsexperimente wurden mit dem sehr immunogenen Dinn-
darm durchgefuhrt. Hierzu wurde der Dunndarm in orthotoper Position
transplantiert (s. auch Material und Methoden). Der Effekt der beiden Allopep-
tide RT1.B2 und RT1.D2 auf die akute AbstoR3ung wurde untersucht (Abschnitt
4.2.1). Hierzu wurden keine Immunsuppressiva verwendet. Als weiteres wurde
untersucht, ob die Allopeptid-induzierte akute Absto3ung durch eine kurzfristige
Immunsuppression mit hoch dosiertem Cyclosporin A zu verhindern ist

(Abschnitt 4.2.2). Da CsA in hohen Dosen die Antigenprasentierung hemmt
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(Hess et al., 1988), die fur die indirekte Alloantigenerkennung notwendig ist,
wurde ebenfalls untersucht, ob eine niedrig dosierte Immunsuppression mit
CsA, die uber einen langeren Zeitraum verabreicht wurde als die hoch dosierte
Immunsuppression, die verzdgerte Abstol3ung beeinflusst (Abschnitt 4.2.3).

4.2.1 Allopeptid-induzierte Effekte ohne Immunsuppression

In einer ersten Versuchsreihe erfolgte die orthotope Diunndarmtransplantation in
der Stammkombination WF—LEW. Die Tiere der Gruppen I.B und I.D wurden
sieben Tage vor der Operation und am Tag der Operation mit jeweils 50 pug
Peptid (RT1.B2 bzw. RT1.D2) immunisiert. Kontrolltiere (Gruppe 1.0) wurden
nicht immunisiert. Samtliche Transplantate wurden, wie erwartet, akut
abgestof3en, wobei die Immunisierung mit den beiden Allopeptiden die Ab-
sto3ung eindeutig beschleunigte (Tab. 4.1). Die Unterschiede der Gruppen 1.B
und I.D zur Kontrollgruppe 1.0 sind signifikant (p =0.004 bzw. 0.001; Student’s t-
Test).

Tabelle 4.1: Versuchsgruppe |: Dinndarmtransplantation ohne Immunsuppression. Unter-
sucht wurde die Wirkung der beiden Allopeptide RT1.B2 und RT1.D2 auf die Transplan-
tatfunktion. Untergruppe 1.0: Empfangertiere wurden nicht mit einem Allopeptid immunisiert; 1.D:
Empfangertiere wurden mit dem Allopeptid RT1.D2 immunisiert; |.B: Empfangertiere wurden mit
dem Allopeptid RT1.B2 immunisiert.

Transplantatfunktion

. *) . ***)
Gruppe Peptid N in Tagen ** Mittelwert + Stabw
1.0 4 55,56 53+0,5
1.B RT1.B2 4 3,3,4,4 3,5+0,6
I.D RT1.D2 4 3,3,34 3,3+0,5

" Sieben Tage vor und zum Zeitpunkt der Diinndarmtransplantation wurden den Tieren jeweils
50 pg Peptid subkutan in die Ful3sohle injiziert.

“Kriterium fur den Zeitpunkt der TransplantatabstoRung war die Entwicklung anhaltender
Diarrhoe mit rapidem Gewichtsverlust (s. hierzu auch Abschnitt 3.8.1) wobei sdmtliche Tiere
praterminal obduziert wurden. Zu diesem Zeitpunkt war die Funktion der Transplantate stark
vermindert.

") Standardabweichung (Angabe in Tagen).
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In nicht-immunisierten Empfangertieren verloren die Transplantate durchschnitt-
lich nach funf Tagen (5,3 £ 0,5 Tage) ihre Funktion. Die Immunisierung der
Empfangertiere mit Peptid RT1.B2 und RT1.D2 fuhrte zu einer beschleunigten
AbstoRung von 3,5 + 0,6 Tage bzw. 3,3 + 0,5 Tage (Tab. 4.1). Histologisch
wiesen alle Transplantate das Bild einer akuten Abstof3ungsreaktion auf: Die
Zotten erschienen 6dematts verdickt und ihre Spitzen waren abgeschilfert. Die
Krypten waren infiltriert, teilweise herrschte ein transmurales Infiltrat vor (Daten

nicht gezeigt).

| el

Transplantatfunktionszeit (Tage)

1.0 1.B I.D

Gruppen

Abb. 4.6: Graphische Darstellung der Transplantatfunktionszeiten fiir die Versuchs-
gruppe I. Die Immunisierung mit den Allopeptiden RT1.B2 und RT1.D2 verkirzt die Transplan-
tatfunktionszeiten signifikant (*). Flr weitere Informationen siehe Text und Tab. 4.4.
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4.2.2 Allopeptid-induzierte Effekte unter hoch dosierter Immunsup-

pression

Transplantatfunktion nach orthotoper Dinndarmtransplantation
Ohne Immunsuppression fuhrte die Applikation von Allopeptiden sieben Tage
vor und zum Zeitpunkt der Dunndarmtransplantation zur beschleunigten Trans-
plantatabsto3ung. In einem n&chsten Schritt wurde versucht, die Transplantat-
funktion mit einer zeitlich begrenzten Immunsuppression zu verlangern. Hierzu
wurden die Tiere mit Cyclosporin A in einer Dosis von 15 mg/kg KG von Tag 0
bis 13 behandelt, welches intramuskular verabreicht wurde. Die Peptidapplika-
tion erfolgte wiederum wie in Material und Methoden beschrieben.

Tabelle 4.2: Versuchsgruppe Il: Dinndarmtransplantation mit hoch dosierter Immunsup-
pression von 15 mg/kg KG CsA von Tag 0-13. Untergruppe 11.0: Empfangertiere wurden nicht
mit Allopeptid immunisiert; Untergruppe I[I.D: Empfangertiere wurden mit Allopeptid RT1.D2
immunisiert; Untergruppe I1.B: Empfangertiere wurden mit Allopeptid RT1.B2 immunisiert.

Transplantatfunktion

Gruppe Peptid ¥ N Mittelwert + Stabw ***

in Tagen **
1.0 --- 2 74,122 88+ 19,8
1.B RT1.B2 4 43, 55, 57****) 51,7+7,6
1.D RT1.D2 2 36, 56 46 + 14,1

K Peptidapplikation sieben Tage vor und wahrend der Dinndarmtransplantation (Tag —7/0).

) Kriterium fur die Obduktion war ein anhaltender Gewichtsverlust >2% tiber > 6 Tage, sowie
eine deutliche Verschlechterung des Allgemeinzustandes mit Rétung von Nase und Ohren,
struppigem Fell, abdomineller Verhartung bzw. Schwellung und ggf. Aszites.

" Standardabweichung (Angabe in Tagen).

"™ Ein mit RT1.B2 immunisiertes Tier zeigte am Tag 64 noch keine klinische AbstoRungs-
reaktion. Es wurde aber als Kontrolle obduziert, um Uber die Histologie Einblicke in die
Transplantatfunktion zu gewinnen.

Die alleinige Immunsuppression mit CsA (Gruppe 11.0, Tab. 4.2) verlangerte die
Transplantatfunktion von 5,3 + 0,5 Tagen (Tab. 4.1) auf nahezu 90 Tagen (88 +
19,8 Tage). Wurden die Tiere vor Transplantation mit Allopeptiden immunisiert,
so war die Transplantatfunktionszeit deutlich verkirzt: 46 + 14,1 Tage flr

Transplantate der Gruppe II.D und 51,7 + 7,6 Tagen fur Transplantate der
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Gruppe I1.B (Tab. 4.2). Aufgrund der geringen Gruppengrof3e waren die
Unterschiede der Gruppen 11.B und II.D zur Kontrollgruppe 11.0 statistisch nicht
signifikant (p= 0.09 bzw. 0,18).

1407

120 T

100

o]
o
’7

Transplantatfunktionszeit (Tage)

0 —
T
40 1
20 T
0 ;
11.0 11.B I1.D
Gruppen

Abb. 4.7: Graphische Darstellung der Transplantatfunktionszeiten fiir die Versuchsgrup-
pe Il. Die Immunisierung mit den Allopeptiden RT1.B2 und RT1.D2 verkirzt die Transplan-
tatfunktionszeiten auch nach einer Kurzzeit-Therapie mit hochdosiertem CsA. Fir weitere
Informationen siehe Text und Tab. 4.2.

Die praoperative Applikation der Allopeptide RT1.B2 und RT1.D2 fiihrte somit
auch unter einer kurzzeitigen Hochdosis-Immunsuppression zu einer beschleu-
nigten TransplantatabstoRung. Dabei schien das immundominante Allopeptid
RT1.D2 (Abschnitt 4.1) im Vergleich zum weniger immunogenen Allopeptid
RT1.B2 die AbstoRung starker zu beschleunigen. Die Gruppengréf3en lassen
jedoch keine statistisch gesicherten Aussagen zu. Was jedoch gesagt werden
kann ist, dass auch unter einer kurzzeitigen Hochdosis-Immunsuppression
Allopeptid-spezifische T-Lymphozyten die Transplantatabstof3ung beschleu-

nigen.
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Histologische Auswertung

Die histologische Abstufung der Abstol3ungsreaktion orientierte sich an den von
Rosemurgy und Schraut definierten Phasen der akuten Absto3ung (siehe
Material und Methoden). Des Weiteren wurde vor allem der Zustand der
Gefalle beurteilt. Dabei wurden Vaskulopathien als Zeichen der chronischen
AbstoRung gewertet, die bei diesen Transplantatfunktionszeiten bereits zu
erwarten sind (Tab. 4.3).

Bei der Uberwiegenden Anzahl der Transplantate der Versuchsgruppe Il (Tab.
4.3, Seite 31) wurden — unabhangig davon, ob die Tiere mit Allopeptiden immu-
nisiert worden waren oder nicht — Merkmale akuter und chronischer Abstof3ung
nebeneinander vorgefunden, wobei die der akuten Abstof3ung dominierten. Die
meisten Tiere dieser Versuchsgruppe befanden sich in Phase 2 der akuten
AbstoRung (Tab. 4.3). Die Zotten der Transplantate wirkten durch Abschilferung
und ein Stromaddem plump. In der Kryptenregion war der Anteil der Becher-
zellen deutlich verringert. Die gesamte Mukosa und die Muskularis waren mit
Immunzellen infiltriert. Bei 2 Tieren (Tier 12 und 15) war diese lokale Immun-
antwort bereits so stark ausgepragt, dass sich ihre Transplantate im Ubergang
zur Phase 3 befanden, die durch eine transmurale zellulare Infiltration
charakterisiert ist. Ein Tier der Gruppe 1I.B (Tier 6) war hingegen zu diesem
Zeitpunkt Kklinisch unauffallig und zeigte lediglich minimale Abschilferung der

Zottenspitzen (Phase 0-1).

Tabelle 4.3 unterlegt, dass sich die Tiere der Gruppe II.B zum Zeitpunkt der
Organentnahme Uberwiegend in einer frihen Phase der AbstoRRung befanden
(Tier 5, 7 und 8). In der Gruppe II.D ist die Transplantatdestruktion zum
Obduktionszeitpunkt insbesondere bei einem Tier (Tier 12) schon weit
fortgeschritten. Bei nicht-immunisierten Tieren (Tier 15) fand sich eine ahnlich
weit fortgeschrittene akute AbstoRungsreaktion erst nach deutlich langerer

Transplantatfunktionsdauer.
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Abb. 4.8: Histologien zur Versuchsgruppe Il: Dinndarmtransplantation mit hochdosierter
Immunsuppression von 15 mg/kg KG CsA von Tag 0-13. A) Syngene Kontrolle, B) RT1.B2-
immunisiertes Tier (Untergruppe 11.B2) am Tag 64, C) RT1.D2-immunisiertes Tier (Untergruppe
[1.D2) am Tag 56, D) nicht immunisiertes Kontrolltier (Untergruppe 11.0) am Tag 122.
Untergruppe 11.0: Empfangertiere wurden nicht mit Allopeptid immunisiert; Untergruppe 11.D2:
Empfangertiere wurden mit Allopeptid RT1.D2 immunisiert; Untergruppe 11.B2: Empfangertiere
wurden mit Allopeptid RT1.B2 immunisiert.

Neben den akuten Abstol3ungsreaktionen waren Zeichen einer leichten (1 von 7
Tieren) bis moderaten (4 von 7 Tieren) Vaskulopathie zu erkennen. Diese Tiere
zeigten vor allem eine Intimahyperplasie. In drei Fallen konnte die Adhasion
mononuklearer Zellen am Arterienendothel (Endothelialitis) festgestellt werden.
AulBerdem trat in drei Fallen eine leichte Muskularishypertrophie auf. Wiederum
bestanden zwischen den Gruppen keine wesentlichen Differenzen. Bei dem
Tier der Gruppe 1I.B (Tier Nr. 6), bei dem die Organentnahme im klinisch
unauffalligen Zustand erfolgt war, fanden sich keine Anzeichen fir eine
Vaskulopathie. Ebenso bei einem weiteren Tier dieser Gruppe (Tier Nr. 7), das
sich jedoch in Phase 2 der akuten AbstolRungsreaktion befand.
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Tabelle 4.3: Pathohistologische Beurteilung der Transplantate der Versuchsgruppe I
Dunndarmtransplantation mit hochdosierter Immunsuppression von 15 mg/kg KG CsA
von Tag 0-13. Gruppe 11.0: Empfangertiere wurden nicht mit einem Allopeptid immunisiert;
Gruppe 11.D2: Empféangertiere wurden mit dem Allopeptid RT1.D2 immunisiert; Gruppe 11.B2:
Empfangertiere wurden mit dem Allopeptid RT1.B2 immunisiert.

Tier/ Obduktion*  Akute AbstoRungsreaktion Chronische AbstoRungsreaktion
Gruppe (Tag)

Mukosa Vaskulopathie

wem QI phase i hpet o Orad
5/11.B 43 + + (+) 1 +, E (+) leicht
6/11.B 64 (+)
7/1.B 57 ++ + + 2
8/11.B 55 + + + 2 ++ (+) ---  moderat
10/11.D 56 ++ + + 2 + E + moderat
12/11.D 36 ++ + 4+ 2-3 +E .. + moderat
15/11.0 122 + + ++ 2-3 ++ ---  moderat

Die Bewertung der akuten AbstoBungsreaktion orientiert sich an den von Rosemurgy und
Schraut definierten Phasen (siehe Material und Methoden). ++ = moderat, + = leicht, (+) =
minimal, E = Endothelialitis

*) Kriterium fir die Obduktion war ein anhaltender Gewichtsverlust >2% Uber > 6 Tage

Die praoperative Applikation der Allopeptide RT1.B2 und RT1.D2 fuhrte somit
unter einer kurzzeitigen Hochdosis-Immunsuppression nicht nur zur beschleu-
nigten klinischen Transplantatabsto3ung. Insbesondere Tiere der Gruppe 11.D
wiesen schon zu frilhen Zeitpunkten nach Transplantation akute Abstol3ungs-
reaktionen auf, die in der Kontrollgruppe 1.0 erst weit tber Tag 100 post trans-
plantationem gefunden wurden. Wiederum schien die Applikation des immuno-
generen Peptides RT1.D2 zu ausgepragteren akuten Abstol3ungsreaktionen zu
fuhren als die Applikation des Peptides RT1.B2. Auch chronische Abstol3ungs-
vorgange waren nach vorheriger Immunisierung mit RT1.B2 weniger ausge-
pragt als nach Immunisierung mit RT1.D2. Eventuell stehen diese Beobach-
tungen in Zusammenhang mit der Transplantatlangzeitfunktion eines Tieres der
Gruppe I1.B (Tier Nr. 6).
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4.2.3 Allopeptid-induzierte Effekte unter niedrig dosierter Langzeit-

Immunsuppression

Durch eine hoch dosierte Immunsuppression kann die Transplantatfunktion in
Allopeptid-sensibilisierten Tieren im Vergleich zu Allopeptid-sensibilisierten
Tieren ohne Immunsuppression verlangert werden (Tab. 4.1 und 4.2). Durch die
Allopeptide wurden zwar antigenspezifische T-Lymphozyten in vivo generiert,
doch wurde durch Cyclosporin A die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NFAT (nuclear factor of activated T cells) blockiert, der fur die Transkription von
IL-2 und weiterer Cytokine von grol3er Bedeutung ist. CsA ist jedoch nicht in der
Lage, die nach Transplantation auftretende massive Immunaktivierung
vollstandig zu ,beseitigen®, da nach Absetzen der Immunsuppression die gegen
das Transplantat gerichtete Immunantwort erneut ,auffammt® und die

Transplantate dann verzdgert abgestof3en werden.

Um zu untersuchen, ob Allopeptid-sensibilisierte Tiere von einem niedrig
dosierten  Langzeit-lmmunsuppressions-Schema aus hoher  dosierter,
kurzzeitiger Immunsuppression kombiniert mit niedrig dosierter, verlangerter
Immunsuppression profitieren, erhielten die Transplantatempfanger fur sieben
Tage CsA in einer Dosis von 5 mg/kg KG und danach bis Tag 30 in einer
Dosierung von 1 mg/kg KG. Insgesamt erhielten die Tiere mit diesem Dosis-
schema 63 mg/kg KG CsA im Vergleich zur hoch dosierten Immunsuppression
mit 210 mg/kg KG (Tab. 4.2). Die Peptidapplikation in den Untergruppen I11.B

und 111.D erfolgte wie in Material und Methoden beschrieben.
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Tabelle 4.4: Versuchsgruppe lll: Dinndarmtransplantation mit Langzeit-Immunsuppres-
sion von 5 mg/kg KG CsA von Tag 0-7 und 1 mg/kg KG von Tag 8-30. Gruppe Il1.0:
Empfangertiere wurden nicht mit Allopeptid immunisiert; Gruppe 111.D: Empfangertiere wurden
mit Allopeptid RT1.D2 immunisiert; Gruppe III.B: Empfangertiere wurden mit Allopeptid RT1.B2
immunisiert.

. Transplantatfunktion Mittelwert + Stabw
Gruppe Peptid » N iinagen *) *okk)
1.0 - 7 37,43, 47,51, 54, 55, 62 49,9+ 8,3
1.B-1: 42, 43, 45, 50 45+ 3,6
l.B RT1.B2 7 I1.B-2: 78, 120 (x2)**** 106 + 24,2
l.D RT1.D2 7 42, 45, 47, 47,51, 53 47,1+ 3,8

“ subkutane Peptidapplikation sieben Tage vor und wahrend der Dinndarmtransplantation (Tag
—7/0).

") Kriterium fur die Obduktion war ein anhaltender Gewichtsverlust >2% tiber > 6 Tage, sowie
eine deutliche Verschlechterung des Allgemeinzustandes mit Rétung von Nase und Ohren,
struppigem Fell, abdomineller Verhartung bzw. Tumor und ggf. Aszites.

") Standardabweichung (Angabe in Tagen).

"™ Versuchsabbruch nach 120 Tagen bei unauffalliger Klinik

Mit diesem immunsuppressiven Protokoll lag die Transplantatfunktionszeit der
Kontrollgruppe bei 50 Tagen (49,9 + 8,3 Tage). Eine Immunisierung mit Peptid
RT1.D2 in Kombination mit der Langzeit-Immunsuppression hatte keinen Ein-
fluss auf die Transplantatfunktion: Die Tiere der Gruppe IlI.D stieBen ihr Trans-

plantat nach durchschnittlich 47 Tagen (47,1 + 3,8 Tage) ab.

Anders die Tiere, denen préaoperativ RT1.B2-Peptid appliziert wurde (Gruppe
[11.B): Die Immunisierung mit diesem Peptid in Kombination mit der Langzeit-
Immunsuppression verlangerte bei 43 % der Transplantatempfanger die Trans-
plantatfunktion auf mehr als 100 Tage (106 + 24,2 Tage). Bei zwei Tieren (29%)
wurde sogar eine Transplantatlangzeitfunktion induziert. Als der Versuch an
Tag 120 endete, waren beide Tiere klinisch unauffallig (Abb. 4.8, Seite 41).
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Abb. 4.9: Kaplan-Meyer-Kurve zur Funktionsdauer von Dinndarmtransplantaten der Ver-
suchsgruppe lll: Dinndarmtransplantation mit Langzeit-Immunsuppression von 5 mg/kg
KG CsA von Tag 0-7 und 1 mg/kg KG von Tag 8-30. Die Langzeit-Immunsuppression in
Kombination mit dem Allopeptid RT1.B2 war sehr erfolgreich (s. auch Tab. 4.4). Die Transplan-
tatabstoBung wurde Uber den Gewichtsverlust von 2 % an jeweils 6 aufeinanderfolgenden
Tagen Klinisch festgestellit.

Wie bereits erwahnt, profitierten die Tiere der Kontrollgruppe I11.0 nicht von die-
ser Langzeit-Immunsuppression (Tab. 4.4 und Abb. 4.9). Mit einer durchschnitt-
lichen Transplantatfunktionszeit von 49,9 + 8,3 Tagen stiel3en diese Tiere ihr
Transplantat sogar schneller ab als im Vergleich zur hoch dosierten Immun-
suppression (88 + 19,8 Tage, Tab. 4.2). Im Gegensatz dazu die Tiere der Grup-
pe Ill.B, die im Vergleich zur hoch dosierten Immunsuppression (51,7 = 7,6
Tage, Tab. 4.2) von der Langzeit-Immunsuppression profitierten. Zwar war eine
Verlangerung der Transplantatfunktion nicht bei allen Tieren dieser Gruppe zu
beobachten, doch zumindest bei 3 von 7 Tieren (43 %), wahrend bei der hoch
dosierten Immunsuppression nur 1 von 4 Tieren (25 %) eine verlangerte

Transplantatfunktionszeit aufwies (Tab 4.2 und 4.4).
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Makroskopischer Befund des Situs

Bei der Exploration des Situs wurde insbesondere auf das Transplantat (Dinn-
darm, Mesenterium und mesenteriale Lymphknoten) geachtet. Zudem wurden

die Milz und der Zustand der Bauchhohle (Aszites, Peritonitis) beurteilt.

Gruppe IlIl.0: Niedriqg dosierte Langzeit-Immunsuppression mit CsA

Vier von 7 Transplantaten wiesen eine schlechte Perfusion auf, zudem wurden
Nekrosen beobachtet. Die Darmwand war bei 2 von 7 Transplantaten verdickt;
bei 3 von 7 Transplantaten lag ein lleus im Bereich der Anastomosen vor; 3 von
7 Transplantaten wiesen keine Peyer-Plaques mehr auf, wahrend sie bei 4 von
7 Transplantaten sehr stark verringert waren. Die mesenterialen Lymphknoten
waren stets vergrofRert und fibrosiert; zudem sahen die Mesenterien Uber-
wiegend milchig wei3 aus (5 von 7 Transplantaten), zwei waren ganzlich
fibrosiert. Drei von 7 Transplantaten waren mit dem Omentum majus und/oder
der Bauchwand verwachsen. Zwei Tiere wiesen Aszites auf, und 4 Tiere zeig-

ten eine Splenomegalie.

Tabelle 4.5: Situsbeurteilung der Tiere aus Gruppe lll: Dinndarmtransplantation mit
Langzeit-Immunsuppression von 5 mg/kg KG CsA von Tag 0-7 und 1 mg/kg KG von Tag
8-30. Gezeigt ist die Gruppe 111.0: Tiere wurden nicht mit Peptid immunisiert, sondern erhielten
postoperativ nur die Immunsuppression mit CsA.

Tier schlechte Nekrosen Wand lleus Peyer Mesenterial- Verwachs- Aszites Spleno Gra_q der
; ] : . Verande
Nr.  Perfusion verdickt Plagues fibrose ungen megalie rung
29 X X X X SCHWER
SEHR
30 X X X X X X SCHWER
SEHR
31 X X X X X X X SCHWER
36 X X X X X SCHWER
38 X X X X X SCHWER
40 X X MODERAT
42 X X X X SCHWER

X = Auftreten der Veranderung. Jede Veranderung wurde mit einem Punkt bewertet und die
Addition der Punkte fuhrte zu einem Bewertungsscore: 0-1 Punkt = LEICHT, 2-3 Punkte =
MODERAT, 4-5 Punkte = SCHWER, >6 Punkte = SEHR SCHWER.
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Insgesamt zeigten die Transplantate bei 4 von 7 Tieren vorwiegend schwere
und bei 2 von 7 Tieren sehr schwere Veranderungen. Nur bei einem Tier traten

lediglich moderate Ver&nderungen auf.

Gruppe llI.D: Immunisierung mit RT1.D2 und anschlieRender niedrig

dosierter Langzeit-lmmunsuppression mit CsA

Die beobachteten makropathologischen Veranderungen an den Transplantaten
dieser Gruppe entsprachen denen der Gruppe 1l1.0. Ein Tier konnte nicht
eroffnet und beurteilt werden, da es noch vor Obduktion verstarb. Die
Transplantate der verliebenden sechs Tiere waren wie folgt: Zwei Transplantate
wiesen mittelschwere Verdnderungen auf, drei Transplantate zeigten schwere
und ein Transplantat sogar sehr schwere Veranderungen. Die Mesenterien
samtlicher Transplantate waren verdickt und alle mesenterialen Lymphknoten
fibrosiert. Im Gegensatz zur Gruppe 111.0 war die Wand des Transplantates fast
immer verdickt (5 von 6 Transplantate); allerdings wiesen nur 2 Transplantate
einen lleus im Bereich der Anastomose auf. Die Halfte der Transplantate zeigte
schwere Verwachsungen. Die Halfte der Tiere wies Aszites auf, und

Splenomegalie wurde bei drei Tieren vorgefunden.
Insgesamt schienen die Transplantate besser durchblutet zu sein als bei

Gruppe 111.0: Nekrosen waren nur bei 2 Transplantaten zu beobachten und

lediglich ein Transplantation wies kaum mehr Peyer-Plaques auf.
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Tabelle 4.6: Situsbeurteilung der Tiere aus Gruppe lll: Dinndarmtransplantation mit
Langzeit-Immunsuppression von 5 mg/kg KG CsA von Tag 0-7 und 1 mg/kg KG von Tag
8-30. Gezeigt ist die Gruppe IlI.D: Sensibilisierung mit RT1.D2 vor Transplantation und niedrig
dosierter Langzeit-Immunsuppression.

Tier schlechte Nekrosen Wand lleus Peyer Mesenterial- Verwachs- Aszites Spleno Gra_ql der
; ; . . Verande
Nr.  Perfusion verdickt Plaques fibrose ungen megalie rung
16 X X X X SCHWER
19 X X X X X SCHWER
20 X X X MODERAT
21 X X X X X SCHWER
23 X X X MODERAT
SEHR
28 X X X X X X X SCHWER

X = Auftreten der Veradnderung. Jede Veradnderung wurde mit einem Punkt bewertet und die
Addition der Punkte fuhrte zu einem Bewertungsscore: 0-1 Punkt = LEICHT, 2-3 Punkte =
MODERAT, 4-5 Punkte = SCHWER, >6 Punkte = SEHR SCHWER.

Gruppe llIl.B: Immunsierung mit RT1.B2 und anschlieRender niedrig do-

sierter Langzeit-immunsuppression mit CsA

Die Transplantate dieser Gruppe wiesen ein heterogenes Bild auf (Tab. 4.9).
Die Tiere, deren Uberlebensdauer sich nicht von den Gruppen 111.0 und 1lI.D
unterschied (Tier 25, 27, 35 und 41), entsprachen auch im Schweregrad der
makroskopischen Veranderungen denen der Gruppen II1.0 und 1ll.D, wobei

insbesondere schwere bis sehr schwere Veranderungen nachweisbar waren.

Die zwei Transplantate mit Langzeitfunktion wiesen allenfalls leichte Verande-
rungen auf: Bei Tier 37 ergaben sich aul3er einer leichten Mesenterialfibrose
keinerlei Auffalligkeiten; der Situs von Tier 43 war ganzlich unauffallig! Auch
beim dritten Tier mit Langzeittiberleben (Tier 26, Tag 78) waren die Situsveran-
derungen noch moderat und betrafen vor allem die Darmwand (Verdickung,

Fehlen von Peyer-Plaques).
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Tabelle 4.7: Situsbeurteilung der Tiere aus Gruppe lll: Dunndarmtransplantation mit Lang-
zeit-Immunsuppression von 5 mg/kg KG CsA von Tag 0-7 und 1 mg/kg KG von Tag 8-30.
Gezeigt ist die Gruppe III.B: Sensibilisierung mit RT1.B2 und niedrigdosierter Immun-
suppression.

Tier schlechte Nekrosen Wand lleus Peyer Mesenterial- Verwachs- Aszites Spleno \G/ragl il
; . > . erande
Nr. Perfusion verdickt Plaques fibrose ungen megalie rung
25 X X X MODERAT
26 X X X MODERAT
SEHR
27 X X X X X X X SCHWER
35 X X X X SCHWER
37 X LEICHT
41 X X X X SCHWER
UNAUF-
43 FALLIG

X = Auftreten der Veradnderung. Jede Veradnderung wurde mit einem Punkt bewertet und die
Addition der Punkte fuhrte zu einem Bewertungsscore: 0-1 Punkt = LEICHT, 2-3 Punkte =
MODERAT, 4-5 Punkte = SCHWER, >6 Punkte = SEHR SCHWER.

Uberblick zur Situsbeurteilung

1. Sofern es zu einer TransplantatabstoRung kam, wiesen samtliche Trans-
plantate der Versuchsgruppe Il dhnlich ausgepragte makropathologische
Veranderungen auf.

2. Transplantate der Gruppe I11.0 waren tberwiegend schlecht perfundiert.

3. Transplantate der Tiere, die mit RT1.D2 immunisiert worden waren, zeigten
Wandveranderungen, wahrend die Perfusion gut war.

4. Transplantate der Tiere, die mit RT1.B2 immunisiert worden waren,
unterschieden sich stark in ihren Veranderungen. Die Transplantate mit
Langzeitfunktion zeigten allenfalls minimale makropathologische Verande-

rungen am Mesenterium und den angrenzenden Lymphknoten.
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Mikroskopischer Befund der Transplantate

Die mikrohistologischen Veranderungen an den Transplantaten der Versuchs-

gruppe lll sind in Tab. 4.8 zusammengefasst.

Tabelle 4.8: Ubersicht der pathohistologischen Veranderungen in Versuchsgruppe lil:
Dinndarmtransplantation mit Langzeit-lmmunsuppression von 5 mg/kg KG CsA von Tag
0-7 und 1 mg/kg KG von Tag 8-13. Gezeigt sind die 3 Gruppen 111.D, 111.B und III.0.

[ Gruppe 111.B (RT1.B2) [ Gruppe 1.0

[ Gruppe I11.D (RT1.D2)

Obdu
Tier |(<_It_i0n)* Akute AbstoRungsreaktion Chronische AbstoRungsreaktion
ag
Mukosa Vaskulopathie
aﬁgtthi:;)- Kryptitis Phase h Intimla-_ Mur?;;(la?_r ~ Grad
fung yperpiasie trophie
16 53 + + 2 3 o moderat
19 47 + A 2 - (+)
20 45 + 2 - +)
21 51 (+) 1 --- (+) leicht
23 47 + 2 +, E + moderat
28 45 ++ 2-3 + — moderat
25 42 ++ ++ 3 + leicht
26 78 + + 2 + leicht
27 43 ++ 2 (+) leicht
35 50 + 2 + aF moderat
37 117 -—- - 0
41 45 ++ + 2-3 + E, A + moderat
43 89 -—- - 0 —
29 51 + + 2 +
30 43 ++ + 3 + + moderat
31 37 +++ 3 leicht
36 47 +++ 3
38 62 + + 2 + leicht
40 54 (+) 1-2 + E, A + moderat
42 55 + 2 + leicht
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Die Bewertung der akuten Abstol3ungsreaktion orientiert sich an den von Rosemurgy und
Schraut definierten Phasen (siehe Material und Methoden). +++ = schwer, ++ = moderat, + =
leicht, (+) = minimal, E = Endothelialitis, A = Arteriitis

*) Kriterien fr die Obduktion war eine Gewichtsabnahme >2% an sechs aufeinanderfolgenden
Tagen

Zur besseren Ubersicht werden die Gruppen zusammen betrachtet und nicht

wie bei den makroskopischen Ergebnissen jede Gruppe einzeln.

Verglichen mit den Transplantaten der Versuchsgruppe Il, die eine kurzzeitige
hoch dosierte Immunsuppression erhielten (Tab. 4.2), fanden sich bei den
Transplantaten der Versuchsgruppe Il zum Zeitpunkt der Organentnahme
vermehrt Zeichen der akuten AbstoRung. Insgesamt waren 4 Transplantate
bereits in Phase 3 der Abstol3ung; drei von ihnen gehorten zur Gruppe 111.0. Die
Zotten waren vollkommen abgeflacht, und ein dichtes transmurales Infiltrat war

vorzufinden.

Wahrend sich zum Zeitpunkt der Organentnahme eine Reihe von
Transplantaten der Gruppe 1l1.0 (3 von 7) bereits in Phase 3 befand, waren die
Transplantate der Gruppe IlIl.D Uberwiegend in Phase 2 (5 von 6

Transplantaten).

Transplantate der Gruppe 1ll.B wiesen ein histologisches Bild der Abstof3ung
auf, das sich zwischen den beiden anderen Gruppen befand. Die beiden
Transplantate, die eine Langzeitfunktion aufwiesen, waren weitgehend unauf-
fallig. Hier fanden sich lediglich leichte Abschilferungen an den Zottenspitzen.
Das Transplantat, das bis Tag 78 eine Funktion aufwies, war bereits in Phase 2

der Abstol3ung.
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Abb. 4.10: Histologien der Mukosa der Versuchsgruppe Ill: Dinndarmtransplantation mit
Langzeit-Immunsuppression von 5 mg/kg KG CsA von Tag 0-7 und 1 mg/kg KG von Tag
8-30. A) Syngene Kontrolle am Tag 100, B) Immunisierung mit RT1.B2, Tag 120, C)
Immunisierung mit RT1.D2, Tag 51, D) Nicht-immunisierte Kontrolle, Tag 51.

Veranderungen an den GefaRen, die auf eine chronische Immunantwort
hindeuteten, waren unabhangig von Allopeptid- und CsA-Applikation zu
beobachten: 7 der 20 Transplantate zeigten leichte und 7 von 20 Transplan-
taten moderate pathohistologische Veranderungen an den GefaRen. Dabei war
Uberwiegend eine  Muskularishypertrophie festzustellen. Wurde eine
Intimahyperplasie beobachtet, konnte sehr haufig parallel dazu eine
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Endothelialitis und in manchen Fallen auch eine Arteriitis (monozytares Infiltrat

der Arterienwand) nachgewiesen werden.

Abb. 4.11: Histologien der Versuchsgruppe lll: Dinndarmtransplantation mit Langzeit-Im-
munsuppression von 5 mg/kg KG CsA von Tag 0-7 und 1 mg/kg KG von Tag 8-30. A) + B)
Vaskulopathie. Intimahyperplasie. RT1.D2-immunisiertes Tier am Tag 45 (Tier 28). C)
Muskularishypertrophie. Nicht-immunisierte Kontrolle am Tag 54, D) Mesenterium eines
RT1.D2-immunisierten Tieres am Tag 51 (Tier 21): Hyperplasie von Intima und Muskularis, so-
wie ein dichtes lympho-monozytare Infiltration der Intima und perivaskular. Perivaskulares In-
filtrat und Hamorrhagien. E) Dichtes perivaskuldres lympho-monozytares Infiltrat sowie
Hamorrhagie der Lamina muscularis bei einem RT1.D2-immunisierten Tier am Tag 47 (Tier 23),
F) Thrombosierung eines GefaRes aufgrund lympho-monozytéren Infiltrates bei einem RT1.B2-
immunisierten Tier am Tag 50 (Tier 35).
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Zusammenfassung von Kapitel 4.2

Wahrend in Kapitel 4.1 nach Immunisierung Allopeptid-spezifische T-Lympho-
zyten in vitro charakterisiert wurden, waren in Kapitel 4.2 die Auswirkungen
dieser Immunisierung auf die Funktionsdauer von Organtransplantaten

Gegenstand der Untersuchungen.
Zusammengefasst ergibt sich Folgendes:

1. Ohne Immunsuppression war die Transplantatfunktionszeit Allopeptid-
sensibilisierter Tiere im Vergleich zu nicht sensibilisierten Tieren deutlich
verkurzt (Tab. 4.1).

2. Immunsuppression verzogerte den Zeitpunkt der Transplantatabstof3ung
auch in Allopeptid-sensibilisierten Tieren. Doch im Vergleich zu nicht sensi-
bilisierten Kontrolltieren war der Zeitpunkt der Transplantatabstof3ung auch
unter diesen Bedingungen friher (Tab. 4.2 und 4.4).

3. Niedrig dosierte Langzeit-lImmunsuppression in Kombination mit Allopeptid
RT1.B2 verlangerte in 3 von 7 Tieren die Transplantatfunktionszeit um mehr
als das Doppelte (Tab. 4.4).

4. Die makroskopischen Veranderungen am Transplantat Allopeptid-immuni-
sierter Tiere waren nach niedrig dosierter Langzeit-lmmunsuppression gerin-
ger als bei den Kontrolltieren. Dabei spielte es keine Rolle, ob mit RT1.B2
oder RT1.D2 immunisiert worden war (Tab. 4.5 bis 4.7).

5. Auch die mikroskopischen Veranderungen am Transplantat waren zum
Zeitpunkt der Absto3ung bei nicht-immunisierten Tieren weiter fortgeschritten
(Tab. 4.8).

4.3 Nachweis Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten nach

Organtransplantation

Durch Applikation des weniger immunogenen Allopeptids RT1.B2 in Kom-
bination mit einer niedrig dosierten Langzeitimmunsuppression wurde bei 3 von

7 Tieren (dies entspricht 43 %) eine Langzeitfunktion (> 70 Tage) ihrer Trans-
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plantate beobachtet (Abb. 4.9, Seite 34). Um ein vergleichbares Ergebnis ohne
Allopeptid zu erhalten, ist eine dreimal hohere Dosis an CsA notwendig (Tab.
4.2, Gruppe 11.0). Diese Daten lassen somit den Schluss zu, dass das
Allopeptid RT1.B2 mit niedrig dosiertem CsA synergistisch bzw. additiv wirkt.

Um zu untersuchen, ob die Immunisierung mit dem Allopeptid RT1.B2 und die
anschlieBende Immunsuppression tatsachlich den Pool antigenspezifischer T-
Lymphozyten effektiver beeinflusst als das Allopeptid RT1.D2, wurden weitere
Tiere, die gemall dem Protokoll (Peptidapplikation, Transplantation und
Immunsuppression) der Gruppen II1.0, 111.B und 11l.D behandelt wurden, auf die
Anwesenheit RT1.B2- und RT1.D2-spezifischer T-Lymphozyten untersucht. In
Kapitel 4.1  wurde gezeigt, dass mit dem indirekten  T-
Lymphozytenproliferations-Assay in vivo generierte antigenspezifische T-
Lymphozyten in vitro durch ihre Proliferation nachzuweisen sind. Hierzu wurde
am Tag 20 nach Transplantation, also noch unter Immunsuppression, ein Tell

der Tiere auf die Prasenz Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten untersucht.

Die Untersuchung von Milz- und Blutlymphozyten ergab einen eindeutigen
Nachweis Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten in allen drei Gruppen (Tab.
4.9). Dass auch in Tieren der Gruppe I11.0, die nicht mit Allopeptid immunisiert
wurden, in vitro T-Lymphozyten nachgewiesen wurden, die sich mit Allopeptid
RT1.B2 und RT1.D2 restimulieren lieRen, ist sicherlich darauf zuriickzufiihren,
dass es sich bei den beiden Allopeptiden um spenderspezifische Antigene

handelt, die im Rahmen der Abstol3ung eine Rolle spielen.

Tabelle 4.9 (Seite 45): Nachweis Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten in Transplantat-
empfangern der Versuchsgruppe lll. Hierzu wurden Lymphozyten aus Milz und Blut isoliert
und in vitro mit den beiden Allopeptiden RT1.B2 und RT1.D2 restimuliert. Siehe hierzu auch
Kapitel 4.1 bzw. Material und Methoden.
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Gruppe Tag 20 Tag 40

Nachweis von

RT1.B2-spez. RT1.D2-spez. RT1.B2-spez. RT1.D2-spez.
T-Lymphozyten T-Lymphozyten T-Lymphozyten T-Lymphozyten
Milz Blut Milz Blut Milz Blut Milz Blut
1.0 + + + + + + + +
I11.B (+) + +) +
.D (+) --- + + (+) + +

+ = eindeutiger Nachweis durch starke T-Zellproliferation, (+) = T-Zellproliferation liegt nicht
signifikant Uber der des Kontrollansatzes ohne Peptid, --- = geringere Proliferation als im
Kontrollansatz.

Weitere Versuchstiere wurden am Tag 40 (10 Tage nach Ende der Immun-
suppression) auf Allopeptid-spezifische T-Lymphozyten in Milz und Blut unter-
sucht. Zu diesem Zeitpunkt waren in den Tieren der Kontrollgruppe II.0 Allo-
peptid-spezifische T-Lymphozyten nachzuweisen. Ihre dauerhafte Anwesenheit
ist sicherlich der Grund dafiir, dass die niedrig dosierte Langzeit-lmmunsup-
pression im Vergleich zur hoch dosierten Immunsuppression die Transplantat-
funktion nur méaRig um 50 Tage (Tab. 4.4) anstatt um 88 Tage verlangerte (Tab.
4.2).

Wahrend am Tag 40 in den Tieren der Gruppe IlI.D Allopeptid-spezifische T-
Lymphozyten nachzuweisen waren, war dies fur Tiere der Gruppe III.B
erstaunlicherweise nicht der Fall. Dieses Ergebnis kdénnte somit den Erfolg
dieser Kombination aus Allopeptid und Immunsuppression erklaren. Da jedoch
nicht alle Tiere der Versuchsgruppe III.B von dieser Kombination profitierten, ist

in weiteren Untersuchungen der Grund hierfir zu suchen.

Die Ergebnisse des indirekten T-Lymphozytenproliferations-Assay am Beispiel

der am Tag 20 aus Milzen isolierten T-Lymphozyten sind (s. auch Abb. 4.10):

1. Tiere der Versuchsgruppe 111.0 wiesen am Tag 20 sowohl RT1.D2- als auch
RT1.B2-spezifische T-Lymphozyten auf: 24.800 + 1.083 cpm und 23.408 +
4.513 cpm.
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2. Tiere der Versuchsgruppe IlI.D wiesen am Tag 20 ebenfalls RT1.D2- als
auch RT1.B2-spezifische T-Lymphozyten auf: 20.330 + 1.681 cpm und
15.150 £ 2.261 cpm.

3. Tiere der Versuchsgruppe IIl.B wiesen am Tag 20 ebenfalls RT1.D2- als
auch RT1.B2-spezifische T-Lymphozyten auf: 15.597 + 3.203 cpm und
13.996 + 2.719 cpm.
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Abb. 4.12: Nachweis Allopeptid-spezifischer T-Lymphozyten aus Milzen transplantierter

Ratten der Versuchsgruppe Il im indirekten T-Lymphozytenproliferations-Assay 20
(links) und 40 Tage (rechts) nach Transplantation. Auf der X-Achse sind die Gruppen der
Versuchsserie |l angegeben: 111.0: Empfangertiere wurden nicht mit einem Allopeptid

immunisiert; 111.D: Empfangertiere wurden mit dem Allopeptid RT1.D2 immunisiert; 1l.B:
Empfangertiere wurden mit dem Allopeptid RT1.B2 immunisiert.

[ |RT1.D2-reaktive T-Lymphozyten
[ RT1.B2-reaktive T-Lymphozyten

Am Tag 40 nach Transplantation wurde folgende Situation beobachtet:

1. Tiere der Versuchsgruppe 111.0 wiesen auch am Tag 40 sowohl RT1.D2- als
auch RT1.B2-spezifische T-Lymphozyten auf: 20.387 +1.973 cpm und
16.526 + 2.625 cpm.

2. Tiere der Versuchsgruppe Ill.D wiesen am Tag 40 ebenfalls RT1.D2- als
auch RT1.B2-spezifische T-Lymphozyten auf: 23.156 + 1.292 und 12.441 +
1.502 cpm.

3. Tiere der Versuchsgruppe III.B wiesen am Tag 40 RT1.D2- aber keine
RT1.B2-spezifische T-Lymphozyten auf: 11.124 + 2.454 cpm und 8.096 +
605 cpm (Proliferation ohne Peptid: 8.090 + 1.474 cpm).

46



Zusammenfassung des Kapitels 4.3

O RT1.B2-aktivierter T -Lymphozyt Indirekter T-
O RT1.D2-aktivierter T -Lymphozyt Lymphozytenproliferations-Assay

Tag 20 Tag 40

‘ RT1.B2 ‘ RT1.D2 RT1.B2 RT1.D2
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Abb. 4.13: Schematische Darstellung der Ergebnisse zur T-Zell-Proliferation im indirekten
T-Lymphozytenproliferations-Assay (Abb. 4.10) fur die Versuchsgruppe lll:;. DiUnndarm-
transplantation mit Langzeit-Immunsuppression von 5 mg/kg KG CsA von Tag 0-7 und 1
mg/kg KG CsA von Tag 8-13. Die Anzahl der Klgelchen zeigt die Starke der jeweiligen T-Zell-
Proliferation.

Bei Tieren, denen praoperativ das Allopeptid RT1.B2 appliziert wurde, waren 40
Tage nach Dunndarmtransplantation keine Allopeptid-spezifischen T-Lympho-
zyten im indirekten T-Lymphozytenproliferations-Assay nachweisbar. Dieses
Ergebnis erklart moglicherweise die nur in dieser Gruppe beobachtete Trans-
plantatlangzeitfunktion und beruht wahrscheinlich auf einer spezifischen Deple-
tion oder Inhibition RT1.B2-spezifischer T-Lymphozyten. Da aber nur 3 von
7 Tieren dieser Gruppe von der Kombination aus Allopeptid-Applikation und
niedrig dosierter Langzeit-Immunsuppression profitierten, sind weitere Unter-
suchungen unbedingt notwendig, um die Auswirkungen dieser Kombination auf

zellularer Ebene besser zu verstehen.
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5 Beantwortung der Fragen

1. Aktivieren die synthetischen MHC-Klasse II-Peptide RT1.B2 und RT1.D2
alloreaktive T-Lymphozyten in vivo und lassen sich diese in vitro nach-

weisen?

Die subkutane Immunisierung mit den MHC-Klasse II-Peptiden fihrt zu einer
deutlichen VergroR3erung der drainierenden poplitealen Lymphknoten. Dass sich
in diesen Lymphknoten antigen-spezifische T-Lymphozyten befinden, wird mit
dem indirekten T-Lymphozytenproliferations-Assay uberpruft. Hierbei wird sich
die besondere Eigenschaft der MHC-Klasse lI-Molekiile zunutze gemacht, dass
diese auch von auf3en mit synthetischen Peptiden beladen werden kénnen. Die
Lymphozyten werden aus den lokalen Lymphknoten isoliert und mit syngenen
Dendritischen Zellen inkubiert, die mit dem Peptid beladen werden, das auch
zur Immunisierung verwendet wurde. Diese Restimulation der antigenspezi-
fischen T-Lymphozyten wird Uber den Einbau von radioaktivem Thymidin
qguantifiziert. Der T-Zell-Proliferationsassay ist streng antigen-spezifisch und
basiert auf dem immunologischen Gedachtnis aktivierter T-Lymphozyten. Naive
T-Lymphozyten werden in diesem Assay nicht aktiviert. Dieser Assay eignet
sich deshalb ausgezeichnet, um die Prasenz alloreaktiver T-Lymphozyten nach

Organtransplantation nachzuweisen.

Die beiden in dieser Arbeit getesteten synthetischen Peptide sind immunogen,
wobei RT1.D2 eine starkere Restimulierung antigenspezifischer T-Lymphozyten

in vitro auslost und deshalb als immundominantes Peptid bezeichnet wird.

2. Beschleunigen die synthetischen MHC-Klasse II-Peptide RT1.B2 und RT1.D2
die TransplantatabstoBung?

Werden in der Spender-Empfanger-Kombination WF auf LEW Dinndarmtrans-
plantate tUbertragen, so werden diese ohne Immunsuppression innerhalb von 5

Tagen (5,3 = 0,5 Tagen) zerstért. Die pra- bzw. intraoperative Applikation der
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beiden Peptide beschleunigte die Abstol3ung um ca. 2 Tage: RT1.B2 Ioste eine
Abstol3ung nach 3,5 + 0,6 Tagen und RT1.D2 nach 3,3 = 0,5 Tagen aus. Diese
Daten lassen vermuten, dass auch der indirekte Weg der Allo-
Antigenerkennung fur die akute Abstof3ung von Bedeutung ist.

3. Verzdogert die kombinierte Gabe der synthetischen MHC-Klasse II-Peptide
RT1.B2 und RT1.D2 und Cyclosporin A die TransplantatabstoBung? Falls ja,
sind in Transplantaten mit Langzeitfunktion alloreaktive T-Lymphozyten
nachzuweisen?

Auch unter einer kurzfristigen hochdosierten Immunsuppression mit Cyclosporin
A wurden allogene Dunndarmtransplantate nach Peptidapplikation schneller
abgestol3en als bei Tieren ohne Immunisierung. In Empféangertieren, die das
immundominante Peptid RT1.D2 erhalten hatten, war die AbstoRung im
Vergleich zu Tieren, die mit RT1.B2 immunisiert worden waren, sogar noch
beschleunigt (Tab. 4.2):

88 + 19,8 Tage (Kontrolle), 51,7 + 7,6 Tage (RT1.B2) und 46 + 14,1 Tage
(RT1.D2). Ein mit RT1.B2 immunisiertes Tier zeigte zum Zeitpunkt der Organ-
entnahme keinerlei klinische und histologische Anzeichen flr eine Abstol3ung.
Mit einer niedrig dosierten Langzeit-Immunsuppression mit Cyclosporin A wurde
nach kombinierter Applikation von RT1.B2 bei 43 % der Empfangertiere eine
Transplantatlangzeitfunktion beobachtet (Tab. 4.6). Am Tag 40 post trans-
plantationem wurde bei Tieren, die CsA und RT1.B2 erhielten, keine RT1.B2-
reaktiven T-Lymphozyten im indirekten Proliferations-Assay nachgewiesen,
wahrend alloreaktive RT1.D2-spezifische T-Lymphozyten weiterhin vorhanden
waren — ein mdglicher Hinweis darauf, dass die Abstol3ung von Dunndarm-
transplantaten an das Vorhandensein RT1.B2-reaktiver T-Lymphozyten gebun-

den ist.
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6 Diskussion

6.1 Wege der Allo-Antigenerkennung

Nach Organubertragung wird die TransplantatabstoRung sowohl durch den
direkten als auch den indirekten Weg der Allo-Antigenerkennung (Abb. 1)
eingeleitet (Sherman LA und Chattopadhyay S, 1993; Watschinger B et al.,
1994; Liu et al., 1993). In beiden Féllen ist das Vorhandensein alloreaktiver T-
Lymphozyten Voraussetzung, um die TransplantatabstoRung auszuldsen
(Fangmann J et al., 1994; Gallon L et al., 1995). So sind etwa T-Zell-defiziente
Mause nicht in der Lage, ein zuvor transplantiertes allogenes Organ abzu-
stoRen (Bradley JA, Sarawar SR et al., 1992; Bolton EM et al., 1989). T-Lym-
phozyten kénnen zwischen selbst (autolog) und fremd (allogen) unterscheiden.
Beim direkten Weg der Allo-Antigenerkennung erkennen T-Lymphozyten ganze
Allo-MHC-Molekile des Spenders (Lechler RI et al., 1990, 1991). Dem indirek-
ten Weg der Allo-Antigenerkennung liegt die Interaktion zwischen dem T-Zell-
Rezeptor von Empfanger-T-Lymphozyten und einem Allopeptid auf dem Emp-
fanger-MHC II-Komplex einer antigenprasentierenden Zelle zu Grunde (Krensky
AM et al., 1990).

Mit dem indirekten T-Lymphozytenproliferations-Assay wurde in dieser Arbeit
ein Assay eingesetzt, mit dem in vivo aktivierte T-Lymphoyzten in vitro
nachzuweisen sind; vorausgesetzt das antigene Peptid wird zur Restimulierung
eingesetzt. Zuvor in vivo durch Immunisierung mit synthetischen Peptiden
aktivierte  Allopeptid-reaktive  T-Lymphozyten werden im indirekten
Proliferationsassay reaktiviert und somit nachweisbar. Der indirekte
Proliferationsassay eignet sich somit auch, um nach Transplantation

alloreaktive T-Lymphozyten nachzuweisen.

Der direkte und indirekte Weg der Allo-Antigenerkennung hat fur verschiedene
Phasen der AbstofRung eine unterschiedliche Bedeutung. So liegt die Zahl der
Uber den direkten Weg der Allo-Antigenerkennung aktivierten T-Lymphozyten

direkt nach Transplantation um das 10- bis 100-Fache héher als die Zahl der T-
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Lymphozyten, die tber den indirekten Weg aktiviert werden (Lombardi G und
Lechler R, 1991). Deshalb wird der direkte Weg der Allo-Antigenerkennung
auch in erster Linie fur die akute Abstofl3ung verantwortlich gemacht (Bradley JA
et al.,, 1992; Benichou G et al.,, 1992). Voraussetzung fur diesen Weg sind
sogenannte passenger leukocytes — Antigen-prasentierende Zellen des Spen-
ders — da nur sie Uber das entscheidende kostimulatorische Signal fir eine T-
Zell-Aktivierung verfigen (Hornick PI et al., 1998). Wahrend der frihen Phase
nach der Transplantation sind diese Spender-Leukozyten, die mit dem
Transplantat Ubertragen werden, vorhanden. Diese werden jedoch im Laufe der
Zeit durch Empfanger-Leukozyten ersetzt (Lechler Rl und Batchelor JR, 1982),
wodurch der direkte Weg der Allo-Antigenerkennung in den Hintergrund tritt
(Larsen CP et al., 1990). Der indirekte Weg der Allo-Antigenerkennung soll die
chronische AbstoBung dominieren (Braun YM et al.,, 1993; Sayegh MH und
Carpenter CB, 1996).

In dieser Arbeit wird fir das Rattenmodell gezeigt, dass der indirekte Weg der
Allo-Antigenerkennung bereits an der akuten Abstof3ung beteiligt ist. Die pra-
und intraoperative Applikation relevanter synthetischer Peptide fordert die
Bildung alloreaktiver T-Lymphozyten und somit die Transplantatabstof3ung.
Dies wurde auch fir die klinische Situation beobachtet (Liu Z et al., 1996). Der
Nachweis alloreaktiver T-Lymphozyten an Tag 20 und 40 in nicht immunisierten
Empfangertieren unterstreicht die dominante Rolle des indirekten Weges der
Allo-Antigenerkennung in der spat-akuten und chronischen AbstoR3ung (Suciu-
Foca N et al 1991).

6.2 Modulation der Immunantwort durch synthetische
Allopeptide

Synthetische Allopeptide (sowohl MHC-Klasse | und -Klasse Il) beeinflussen in

vivo die Immunantwort vielfaltig (Waaga AM et al., 1999). Die Peptide wirken

dabei Uber unterschiedliche Mechanismen.
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Sogenannte Allotrap-Peptide, hierbei handelt es sich um immunregulierende
Sequenzen aus der al1-Helix des Spender MHC-Klasse I-Molekils, verhindern
die Differenzierung von NK- und CD8'-T-Lymphozyten (Clayberger C and
Krensky AM, 1995). Es handelt sich hierbei allerdings nicht um spezifische
Immuntherapeutika, da grundsatzlich samtliche zytotoxischen T-Lymphozyten
in ihren Reaktionen gehemmt werden. In Kombination mit einer niedrig
dosierten Immunsuppression mit CsA wurde mit den Allotrap-Peptiden die
Ausbildung von Toleranz, also einer antigen-spezifisch induzierten Nichtreak-
tivitat, nach Transplantation erreicht (Nisco S et al., 1994; Buelow R et al.,
1995). Durch Applikation von Allotrap vor bzw. nach Dunndarmtransplantation

wurde das Transplantatiberleben signifikant verlangert (Willetts IE et al., 1997).

Spenderspezifische Allopeptide kénnen Uber den indirekten Weg der Allo-
Antigenerkennung immunmodulierend wirken (Sayegh MH und Krensky AM,
1996). Dabei kommt in vivo dem Thymus eine wesentliche Rolle zu (Remuzzi G
et al., 1995). So wurde durch intrathymische Injektion l6slicher MHC-Klasse I-
Peptide des Spenders im Rattenmodell Toleranz induziert (Sayegh MH et al.,
1993; Oluwole et al., 1994). Als wesentlicher Mechanismus wurde die Induktion
von T-Zell-Anergie identifiziert. Zudem wurden eine thymusabhangige Induk-
tionsphase und eine thymusunabhéngige Erhaltungsphase beobachtet (Sayegh
MH, Perico N et al., 1994). Auch die orale Applikation immunogener Peptide er-
zeugt Toleranz (Sayegh MH et al., 1992).

Eine Suppression der indirekten Allo-Antigenerkennung durch Peptide kann
durch Blockade des MHC-Molekils oder des T-Zell-Rezeptors erfolgen (Colovai
Al et al., 1996). Durch Injektion nicht-immunogener MHC-Klasse II-Peptide
gelang es, MHC-Moleklle zu blockieren, da diese Peptide mit den ,echten®
Antigenen um den Platz in der Rezeptortasche des MHC-Molekils konkurrieren
und letztere verdrangen. Hierdurch verhinderten sie eine T-Zell-Aktivierung
(Guery JC et al.,, 1992). Peptid-Analoge — modifizierte Peptide, bei denen
einzelne Aminosduren ausgetauscht wurden, die essentiell fir die T-Zell-

Bindung sind, sogenannte ,altered peptide ligands® — wirken als TCR-Antago-
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nisten und unterbinden so den indirekten Weg der Allo-Antigenerkennung
(Colovai Al et. al., 1997; Frasca L et al., 2000).

Eine weitere Strategie zur Verhinderung der TransplantatabstofRung ist die
Induktion sogenannter ,high zone tolerance® (Critchfield JM et al., 1994): Durch
die hoch konzentrierte Applikation synthetischer Peptide, die dem immundo-
minanten Epitop des Spender-MHC-Molekils entsprechen, kommt es nach
einer voribergehenden T-Zell-Aktivierung zur Induktion von Apoptose in diesen
Lymphozyten (Webb S et al., 1990).

Die in dieser Arbeit untersuchten Peptide RT1.B2 und RT1.D2 hatten im
Rattenmodell nach Injektion in den Thymus zur Transplantattoleranz des
Empfangers nach Nierentransplantation gefiihrt (Waaga AM et al., 1999). Die
subkutane Injektion dieser Peptide l6ste in vivo eine T-Zell-Proliferation aus,
deren Auswirkungen nach Dinndarrmtransplantation im Rattenmodell WF —
LEW untersucht wurde. Grundsatzlich ist fir das Ausmaf der Immunantwort
nach Transplantation die Inkompatibilitdt zwischen Spender- und Empfanger-
MHC ausschlaggebend. Das sich zum Empfangerantigen in 2 Aminoséure-
positionen unterscheidende RT1.D2 war in unseren Versuchen auch deutlich
immunogener als das Peptid RT1.B2, welches nur in einer Aminosaureposition

vom Empfangerantigen abweicht.

Es kann davon ausgegangen werden, dass die durch Immunisierung
generierten alloreaktiven T-Lymphozyten durch das Dunndarmtransplantat re-
stimuliert werden (Otto et al., 2002). Hiermit korrelieren unsere Beobachtungen,
dass die Applikation der spenderspezifischen Peptide die akute Trans-
plantatabstoRung — ohne die gleichzeitige Gabe einer Immunsuppression —
beschleunigt; in besonderem Mal3e wenn das immunogenere Peptid RT1.D2
verabreicht wurde. Entsprechende Beobachtungen wurden auch nach Herz-
(Vella JP et al., 1999) und Nierentransplantation (Lenhard SM et al., 2002) in

Rattenmodellen gemacht.
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Eine der ,high zone tolerance” entsprechende Depletion alloreaktiver T-
Lymphozyten, insbesondere nach Immunisierung mit dem immunogeneren
Peptid RT1.D2, wurde nicht beobachtet. Selbst unter Immunsuppression waren
am Tag 40 nach Transplantation noch RT1.D2-reaktive T-Lymphozyten nach-
weisbar. Es ist zu diskutieren, ob die verwendeten Peptidkonzentrationen fur
eine Erzeugung einer derartigen Toleranz zu niedrig gewahlt wurden. Da die
Applikation von RT1.D2 sogar noch zu kiurzeren Transplantatiberlebenszeiten
fuhrte als die Applikation des weniger immunogenen RT1.B2, wurde in dieser
Arbeit auf eine niedrig dosierte Immunsuppression zur Elimination der durch

Immunisierung generierten alloreaktiven T-Lymphozyten fokussiert.

6.3 Kombinierter Einsatz von Peptiden und Cyclosporin A

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Allopeptid RT1.B2 in Kombi-
nation mit einer niedrig dosierten und auf 30 Tage begrenzten Immunsup-
pression mit Cyclosporin A das Transplantatiiberleben nach Dunndarmtrans-
plantation signifikant verlangert (Abb. 6.1). Hierbei ist anzumerken, dass die
Transplantatfunktionszeiten der mit RT1.B2 behandelten Empfangertiere sehr
heterogen waren (Tab. 4.4, Abb. 4.7): Drei der sieben Tiere wiesen
Transplantatfunktionszeiten von tber 78 Tagen (1 Tier) bis 120 Tagen (2 Tiere)
auf; wobei im Vorfeld die Versuchsdauer auf 120 Tage begrenzt wurde. Im
Gegensatz dazu wiesen vier der sieben Tiere eine Transplantatfunktionszeit
von unter 50 Tagen auf. RT1.B2 und CsA scheinen synergistisch zu wirken:
Durch die Immunisierung mit dem Peptid werden alloreaktive T-Lymphozyten in
vivo (mit Spezifitat fir RT1.B2) generiert, die durch das Dinndarmtransplantat

restimuliert werden und mittels CsA eliminiert werden.

Die wesentliche Wirkung von CsA beruht auf einer Inhibition von Calcineurin
durch Komplexbildung, was die Proliferation naiver T-Lymphozyten verhindert
(Liu J et al., 1991). AulRerdem spielt CsA eine direkte Rolle beim programmier-
ten Zelltod reifer Lymphozyten (Andjelic S et al., 1997; Shibasaki F et al., 1995).
Im Gegensatz dazu belegen Daten die Unfahigkeit von CsA, Apoptose in

aktivierten T-Lymphozyten auszulésen. Vielmehr wird angenommen, dass die
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T-Lymphozyten nicht weiter proliferieren und in ihrer Funktion ,ruhig® gestellt
werden (Strauss G et al., 2002). Inwieweit CsA den indirekten Weg der Allo-
Antigenerkennung beeinflusst, wird kontrovers diskutiert: Sawyer et al. (1993)
postulierten, dass CsA in zuvor immunisierten Ratten nicht in der Lage ist, die
Funktion von T-Helferzellen bei der Antikdrperproduktion zu hemmen. Auf der
anderen Seite zeigten Clerici et al. (1990), das die indirekte Allo-Antigener-
kennung empfindlicher durch CsA gesttrt werden kann als die direkte. Weitere
Daten belegen, dass CsA auch die Funktion Antigen-prasentierender Zellen be-
einflusst, u.a. ihre Reifung und Zytokinproduktion hemmt (Tajima K et al., 2003).

140
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Abb. 6.1: Graphische Darstellung der Transplantatfunktionszeiten fur die Versuchs-
gruppe lll. Mit dem Allopeptid RT1.B2 immunisierte Tiere (111.B-2) profitierten eindeutig von der
Langzeit-Immunsuppression mit CsA. Siehe auch Tab. 4.4 und Abb. 4.7.
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Erst durch die Kombination von RT1.B2 und CsA wurde eine Verlangerung des
Transplantatiiberlebens erzielt. Die alleinige Applikation von RT1.B2 beschleu-
nigt die AbstoBung sogar noch. Ahnliche Beobachtungen wurden nach spen-
derspezifischer Bluttransfusion (donor specific blood transfusion; DST) ge-
macht: DST allein flhrt zu einer Beschleunigung der Transplantatabstof3ung,
jedoch in Kombination mit CsA wurde das Transplantatiberleben deutlich ver-
langert (Santiago SF et al., 1994; Tweedle JR et al., 1996). Diese immunmodu-
latorische Wirkung der DST beruht ebenfalls auf dem indirekten Weg der Allo-
Antigenerkennung (Kishimoto K et al., 2004).

Das verlangerte Transplantatiiberleben scheint insbesondere in Zusammen-
hang mit der Abwesenheit RT1.B2-reaktiver T-Lymphozyten zu stehen, da
diese im indirekten Proliferationsassay an Tag 40 post transplantationem in
zuvor mit RT1.B2 sensibilisierten und anschlieRend CsA-behandelten Tieren
nicht mehr nachzuweisen sind. Vella et al. (1997) untersuchten die spat-akute
AbstoBung an einem Herztransplantationsmodell mit 3-wochiger CsA-
Behandlung. Eine Peptidapplikation fand nicht statt. Nach Ende der Immun-
suppression erfolgte bei allen Tieren eine Transplantatabsto3ung. In diesem
Stadium wurden Proliferationsassays mit denselben Peptiden durchgefuhrt,
welche auch in dieser Arbeit verwendet wurden. Hierbei wurde eine deutlich
geringere Proliferation gegentber dem Peptid RT1.B2 beobachtet als gegen-
Uber RT1.D2. Ein mdgliches Indiz, dass CsA insbesondere auf RT1.B2-reaktive
Lymphozyten wirkt.

6.4 Grundlagen der Toleranzentwicklung

Toleranz wird als Abwesenheit einer Immunantwort auf definierte Antigene bei
gleichzeitiger Reaktivitdt gegentber anderen Antigenen definiert (Schwartz,
1993). ,Echte” Toleranz ist selten; meistens wird mit diesem Begriff eine
verminderte Immunantwort beschrieben. Auch impliziert Langzeitiberleben
nicht notwendigerweise Toleranz, da Transplantate mit Langzeitfunktion nicht

unbedingt eine normale Funktion und Morphologie aufweisen (Sayegh MH and
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Carpenter CB, 1997). Einige Studien belegen den Zusammenhang zwischen
Toleranzentwicklung und dem Ausbleiben einer chronischen Transplantatab-
stoRung (Orloff MS et al., 1995; Shin YT et al., 1995; Murase NM et al., 1995).

Auch in den detaillierten histologischen Untersuchungen dieser Arbeit fanden
sich bei Tieren mit Langzeitliiberleben, welche allesamt eine Immunisierung mit
dem Peptid RT1.B2 erhalten hatten, allenfalls dezente Anzeichen einer chroni-
schen Transplantatabstof3ung; ein Tier war ganzlich unauffallig.

Eine Toleranzprifung gegeniber WF-Spenderantigenen kann durch DTH-
Reaktion oder den indirekten Proliferationsassay erfolgen. Beide Verfahren
spiegeln die T-Zell-Reaktivitat eines Organismus gegenuber Allo-Antigenen
wider (Sayegh MH, Perico N et al., 1994; Hancock WW et al., 1994), wobei
Toleranz mit Nicht-Reaktivitdt gegeniber einem Allo-Antigen einhergeht.
Weitere Prifungen der Toleranz bestehen in der Akzeptanz weiterer Organe
desselben Spenders (z.B. Herz, Haut) bei erhaltener Immunkompetenz gegen-
Uber anderen Spendern (Chowdhury NC et al., 1993).

In dieser Arbeit wurde der indirekte Proliferationsassay zum Nachweis
alloreaktiver Gedachtnis T-Lymphozyten verwendet. Vierzig Tage nach Trans-
plantation waren in Tieren, die zuvor mit RT1.B2 immunisiert worden waren,
keine RT1.B2-reaktiven T-Lymphozyten mehr nachweisbar, wohingegen
RT1.D2-reaktive T-Lymphozyten weiterhin nachgewiesen wurden. Das
verlangerte Transplantatiberleben scheint somit in einem unmittelbaren
Zusammenhang mit der Abwesenheit RT1.B2-reaktiver T-Lymphozyten zu
stehen. Die wichtige Frage, ob diese T-Lymphozyten wirklich nicht mehr
vorhanden sind, oder ob sie funktionsuntiichtig geworden sind, bleibt zu klaren.
Nach Sayegh und Carpenter (1997) kann erworbene Toleranz auf drei verschie-
denen Mechanismen beruhen: T-Zell-Anergie, T-Zell-Depletion und einer
Immundeviation — d.h. einem Wechsel vom Thl- zum Th2-Zytokinmuster
(Sayegh MH, Akalin E et al., 1995; Shirwan H et al., 1998).
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Die Kombination aus Peptid RT1.B2, einem spenderspezifischen Antigen, das
die Transplantatabsto3ung beschleunigt, und konventioneller Immunsuppres-
sion fuhrt zu einem deutlich verlangerten Transplantatiberleben bei ca. 43 %
der Empfangertiere. Hierzu sind deutlich geringere CsA-Dosen notwendig als
bei einem alleinigen Einsatz von CsA. Die in dieser Arbeit prasentierten Daten
unterstitzen die Vermutung, dass diese Kombination entweder die allopeptid-
spezifischen T-Lymphozyten selektiv zerstort (z.B. durch Induktion von

Apoptose) oder dauerhaft inhibiert.
Die Daten dieser Arbeit zeigen zudem, dass durch Immunisierung mit

Allopeptiden antigenspezifische T-Lymphozyten induziert werden, die an der

Transplantatabstof3ung beteiligt sind.
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7 Ausblick

Die starke Immunogenitat des Dinndarms provoziert eine Uberaus starke akute
Abstol3ung, die starke Immunsuppression erfordert. Die gegenwartig in der
Klinik eingesetzten Immunsuppressiva werden dem Anspruch einer selektiven
und spezifischen Hemmung der gegen Antigene des Transplantates gerichteten
Immunantwort nicht gerecht. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass durch die
Applikation spenderspezifischer MHC-Klasse II-Peptide der Weg der indirekten
Allo-Antigenerkennung beeinflusst werden kann — mit dem Erfolg einer

verlangerten Transplantatfunktion.

In dieser Arbeit wurde mit RT1.B2 in Kombination mit einer niedrig dosierten
konventionellen Immunsuppression eine erfolgreiche Immunmodulation nach
Transplantation durchgefuhrt: Trotz geringerer Dosis an Immunsuppressivum
wurde in 43 % der Falle eine Verlangerung der Transplantatfunktion erreicht.
Des Weiteren wurde gezeigt, dass ab Tag 40 nach Transplantation die
Proliferation =~ RT1.B2-spezifischer = T-Lymphozyten  ausblieb.  Weitere
Untersuchungen sind notwendig, um zu klaren, auf welchen Mechanismen

(Apoptose, Anergie) dieses Ausbleiben einer T-Zellproliferation beruht.

Da ausschlieBlich die Abwesenheit RT1.B2-spezifischer T-Lymphozyten mit
einer verlangerten Transplantatfunktionszeit korreliert, stellt sich die Frage nach
der Ursache fur diese Beobachtung. Anscheinend sind nicht samtliche Allo-
Antigene an der Transplantatabstof3ung beteiligt. In diesem Bereich sind, ohne
Frage, weitere Untersuchungen von grol3er Bedeutung, um zu verstehen,
warum nicht samtliche Allo-Antigene fir die T-Lymphozyten vermittelte
AbstoRung relevant sind. Auch ist wichtig zu untersuchen, ob diese Strategie

auch fir andere Spender-Empfanger-Kombinationen erfolgreich ist.
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8 Zusammenfassung

T-Lymphozyten des Empfangers kdnnen tber den direkten oder indirekten Weg
der Allo-Antigenerkennung Spender-MHC-Molekile (Allo-Antigene) erkennen.
Hieraufhin werden diese aktiviert und kénnen anschliel3end eine Transplantat-
abstoBung auslésen. In der Klinik wird die Transplantatabstof3ung durch den
Einsatz von Immunsuppressiva verhindert. Ein grol3er Nachteil ist, dass sich die
Immunsuppression auf samtliche T-Lymphozyten gleichsam auswirkt - unab-
hangig von ihrer Spezifitat. Somit sind nicht nur T-Lymphozyten betroffen, die
Allo-Antigene erkennen, sondern auch solche, die fur die Abwehr von
Infektionen notwendig sind bzw. die Entstehung von Malignomen verhindern.
Dies korreliert mit klinischen Beobachtungen, wonach organtransplantierte
Patienten ein hoheres Risiko aufweisen, an schweren Infektionen oder
Neoplasien zu erkranken. Wiuinschenswert wére somit eine selektive

Suppression ausschliel3lich der an der Abstol3ung beteiligten T-Lymphozyten.

In dieser Arbeit wurde die biologische Funktion von zwei synthetischen Allopep-
tid-Antigenen, RT1.B2 und RT1.D2, untersucht. Die Peptide, die mit bestimmten
Sequenzen von MHC-Klasse II-Molekulen des Spenders identisch sind, akti-
vieren Uber den indirekten Weg der Allo-Antigenerkennung alloreaktive T-Lym-
phozyten des Empfangers. RT1.D2 erwies sich dabei als das immunogenere
Peptid. Wurden die Empfanger vor Transplantation mit diesen Peptiden immu-
nisiert, so verkirzte sich die Transplantatfunktionszeit um 2 Tage. Nicht-
immunisierte Empfangertiere wiesen eine Transplantatfunktionszeit von 5,3 +
0,5 Tage auf, nach Immunisierung mit RT1.B2 bzw. RT1.D2 verringerte sich die
Transplantatfunktionszeit 3,5 bzw. 3,3 Tage. Die Verklrzung der Transplantat-
funktionszeit durch Immunisierung mit Allopeptiden wurde auch nach einer
kurzfristigen Immunsuppression mit CsA beobachtet. Im Gegensatz dazu fihrte
eine Verlangerung der Immunsuppression auf 30 Tage nach Transplantation zu
einer Verlangerung der Transplantatfunktionszeit, wenn zuvor mit dem

Allopeptid RT1.B2 immunisiert wurde.
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Das Konzept dieser Arbeit war, die pra- und intraoperative Applikation von
Allopeptiden, die nachweislich an der Transplantatabsto3ung durch Induktion
alloreaktiver T-Lymphozyten beteiligt sind, mit einer niedrig-dosierten
Immunsuppression zu kombinieren, die alleine nicht in der Lage ist, die spéat-
akute Absto3ung des Dunndarmtransplantates zu verhindern, um somit gezielt
die alloreaktiven T-Lymphozyten zu eliminieren. Dies gelang nach Applikation
des weniger immunogenen Allopeptides RT1.B2 in Kombination mit niedrig
dosiertem CsA: Nahezu die Halfte der so behandelten Tiere wies nach
Dunndarmtransplantation eine Transplantatlangzeitfunktion auf. Histologische
Untersuchungen der Transplantate zeigten keine bzw. allenfalls leichte
Veradnderungen im Sinne einer chronischen TransplantatabstoRung. Auf
zellularer Ebene konnten in derartig behandelten Tieren mittels indirektem
Proliferationsassay an Tag 40 nach Transplantation keine RT1.B2-reaktiven T-

Lymphozyten mehr nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der Arbeit deuten darauf hin, dass die Kombination aus Immuni-
sierung mit dem Peptid RT1.B2 und einer niedrig dosierten Immunsuppression
zu einer selektiven Immunsuppression fuhrt, bei der die RT1.B2-spezifischen T-

Lymphozyten inhibiert bzw. depletiert werden.
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