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1 EINLEITUNG

1.1 Akute tubulédre Nekrose

1.1.1 Ursachen und klinischer Verlauf der Akuten Tubul&ren Nekrose

Bei der akuten tubularen Nekrose (ATN) unterscheidet man ursachlich zwischen
der nephrotoxischen und der ischamischen ATN. Letztere wird am haufigsten
durch eine absolute oder funktionelle renale Hypoperfusion hervorgerufen, zum
Beispiel durch einen hamorrhagischen Schock, Hypovolamie, im Rahmen grol3er
Operationen, Verbrennungen, Sepsis oder nach einer Nierentransplantation.

Die akute tubulare Nekrose verlauft in drei Phasen. Wahrend der Initialphase sind
die Nieren der Ischamie oder dem Toxin ausgesetzt und die ATN ist noch
potentiell vermeidbar.

In der Hauptphase kommt es zum Absinken bzw. Sistieren der glomerularen
Filtration fir wenige Tage bis zu zwei Wochen, gelegentlich aber auch wesentlich
langer. Histologisch erkennbar sind Zeichen der Nekrose vor allem im auf3eren
Nierenmark, der Zellverlust ist meistens fokal.

Es folgt in der anschlieRenden Regenerationsphase die Wiederherstellung der
Nierenfunktion durch Reparationsvorgange im Nierengewebe.

Typisch ist die haufig grof3e Diskrepanz zwischen einem ausgepragtem klinischen

Befund (Anurie) und den relativ geringen histologischen L&sionen.

1.1.2 Akute Tubulare Nekrose nach Nierentransplantation

Von einer ATN im Rahmen der Nierentransplantation spricht man bei der
Notwendigkeit von mehr als zwei postoperativen Dialysen. Die Inzidenz liegt
zwischen 6% und 50%, im Durchschnitt bei etwa 25% (Marcen und Mitarbeiter
1998).

Die Hauptursache der ATN ist nach bisherigen Kenntnissen eine Kombination aus
Ischdmie- und Reperfusionsschaden. Durch den Sauerstoff- und N&hrstoffmangel
wahrend der Ischdmie kommt es zur Akkumulation von gewebeschadigenden
metabolischen Zerfallsprodukten. Bei der anschlieBenden Reperfusion werden
wahrend der Reoxigenierung freie Sauerstoffradikale gebildet, die fir die

Produktion von inflammatorischen Zytokinen und die Expression von



Adhasionsmolekilen im Sinne eines unspezifischen Entziindungsprozesses
verantwortlich gemacht werden (Shoskes und Mitarbeiter 2001).

Die Risikofaktoren fur eine Akute Tubuldre Nekrose nach Transplantation lassen
sich in allgemeine, ischamische und immunologische Faktoren unterteilen. Eine

Ubersicht Uber die Einzelfaktoren enthalt Tabelle 1.1.

allgemeine Faktoren - Leichenspender

Spender alter als 50 Jahre

praoperative Erh6hung des Kreatinins beim
Spender

intra-operative Mannitolgaben

praoperativ erhohter Hamatokritwert des
Empféangers

ischamische Faktoren - préaexistierende ischamische Nierenschaden des
Spenders

hypotensive Krisen wahrend der
Intensivtherapie des Spenders

hochdosierte Katecholamingaben

inadaquate Organperfusion

kalte Ischamiezeiten* von Uber 24 Stunden
lange warme Isch&miezeiten**

immunologische - erhodhte Panel Reactive Antibody Titer***
Faktoren

Tabelle 1.1 Risikofaktoren der Akuten Tubuléren Nekrose (ATN), * Zeitintervall von der
Ex- bis zur abgeschlossenen Transplantation, ** intraoperative Anastomosenzeit,
**praformierte Antikorper, hervorgerufen durch Vortransplantationen, Bluttransfusionen
oder Geburten (Lit.: Schmidt u. Mitarb. 1993, Koning u. Mitarb. 1995, Troppmann u.
Mitarb. 1995, Marcen u. Mitarb. 1998, Shoskes u. Mitarb. 2001)

Zur Abhangigkeit des Transplantatiberlebens von einer ATN gibt es
widerspruchliche Aussagen. Die meisten Arbeiten zu diesem Thema geben
Hinweise auf eine verkirzte Transplantatiberlebenszeit nach ATN (Koning u.
Mitarb. 1995, Feldman u. Mitarb. 1996, Ojo u. Mitarb. 1997). Kommt es zusatzlich
noch zu einer Rejektion, nimmt die Transplantatiiberlebenszeit weiter ab (Feldman
u. Mitarb. 1996, Ojo u. Mitarb. 1997). Andere Autoren finden jedoch keine
Auswirkungen der ATN auf das Transplantatiiberleben ohne zusatzliches
Auftreten einer Rejektion (Troppmann u. Mitarb. 1996, Humar u. Mitarb. 1997,
Marcen u. Mitarb. 1998). Ereignet sich dann allerdings zusétzlich zur ATN eine
akute Rejektion, haben diese Patienten von allen die geringste
Transplantatuberlebenszeit (Humar u. Mitarb. 1997, Marcen u. Mitarb. 1998).
Besonders von Interesse ist die Beobachtung, dass bei Patienten mit ATN per se
die Inzidenz einer Rejektion erhoht ist (Troppmann u. Mitarb. 1995, Ojo u. Mitarb.
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1997, Marcen u. Mitarb. 1998). Ein Hinweis auf die Ursache dieses
Zusammenhangs konnte die beim Ischdmie-Reperfusionsschaden (Shackleton u.
Mitarb. 1990) sowie auch bei der ATN (Shoskes u. Mitarb. 1991) beobachtete
verstarkte Expression von MHC-Klasse II-Molekiilen sein (s. 1.2). Wichtig ist auch,
dass eine akute Rejektion einen bedeutenden Risikofaktor fur die Entstehung
einer chronischen Rejektion und somit flr ein vorzeitiges Transplantatversagen
darstellt (Tesi u. Mitarb. 1993).

Mdogliche Ursachen einer dauerhaften Schéadigung des Transplantats als Folge
einer ATN sind wahrend der ATN vermehrt produzierte proinflammatorische
Agonisten, wie Interferon-d, Interleukin 2, TGF-3 und andere (Goes u. Mitarb.
1995). Diese kdnnen eine nicht-antigen-abhangige Entziindung und Vernarbung
hervorrufen (Shoskes u. Mitarb. 1991). Der dadurch herbeigefuhrte Verlust an
Nephronmasse mit anschliel3ender Hyperfiltration der restlichen Glomerula kann
letztendlich zur Fibrose und Sklerose des Organs fihren (Shoskes u. Mitarb.
2001). Auch koénnte die unspezifische Entzindung mittels Migration von
inflammatorischen Zellen des Empfangers zu einer erhdhten
Alloantigenprésentation mit Aktivierung von spezifischer Immunitat fihren (Ojo u.
Mitarb. 1997).

1.2 Das Haupthistokompatibilitdtssystem (MHC)

Im Gegensatz zu B-Lymphozyten, die in der Lage sind, freies Antigen zu
erkennen, ist fur die antigenspezifische Stimulation von T-Lymphozyten eine
adaquate Prasentation des Antigens erforderlich. Das Antigen muss ihnen in Form
eines Komplexes aus Antigen und korpereigenen MHC-Molekilen auf der
Oberflache von antigenprasentierenden Zellen (APC) prasentiert werden. Es gibt
zwei Arten von MHC-Molekilen. MHC-Klasse I-Molekile werden von allen
kernhaltigen Zellen exprimiert, die MHC-Klasse II-Molekule hingegen gewoéhnlich
nur von professionellen antigenprasentierenden Zellen. Zu den APC zéhlen
dendritische Zellen, Makrophagen und B-Lymphozyten (Lee, Wintrobe's Clinical
Hematology, S. 551). Es konnen aber auch andere Zellen mittels Interferon-d
MHC-Klasse II-Molekile exprimieren (Pober u. Mitarb. 1983) wie vaskulére
Endothelzellen, einige parenchymatdse Epithelzellen sowie Enterozyten und
renale Tubuluszellen (Valente und Alexander 1998).



Der Begriff MHC ist ein Oberbegriff fur alle Spezies. Beim Menschen wird der
MHC als humanes Leukozyten-Antigen (HLA) bezeichnet. Die Klasse-I-Loci
werden beim Menschen als HLA-A, HLA-B und HLA-C bezeichnet, die Klasse-II-
Loci als HLA-DN, HLA-DO, HLA-DP, HLA-DQ und HLA-DR. Diese Antigenfamilien
(Unterklassen) besitzen wiederum mehrere phenotypische Auspragungen. Zur
Sicherung gro3tmdoglicher Kompatibilitdt versucht man, jedem Organempfanger
eine moglichst ahnliche Phanotypenkonstellation des Spenders zuzuordnen
(Antigen Matching). Ein gutes HLA-B und HLA-DR Antigen-Match ist dabei
offenbar verbunden mit besserem Kurzzeittransplantatiiberleben (bis zu einem
Jahr), ein gutes HLA-A Match ist eher mit einer besseren Langzeitprognose
assoziiert (Brenner and Rector's The Kidney, S. 2549).

Nach Injektion von Donorzellen oder bei Transplantation erkennen im Rahmen der
Antigenprozessierung naive T-Zellen mit ihrem T-Zell-Rezeptor (TZR) und dem
CD4/CD8-Molekul den Komplex aus MHC-Molekil und Allopeptid auf der
Oberflache der APZ und werden dadurch aktiviert. Die MHC-Komplexe der
Spenderzellen wirken hierbei selbst als Antigene; Antikdrper oder TZR kdnnen an

Epitope der MHC-Molekiile binden.

Abb. 1.1 Schema der Alloantigenerkennung - Interaktion zwischen antigen-
prasentierender Zelle (APZ) und T-Lymphozyt



Bei der Transplantatabstofiung unterscheidet man zwischen direkter
Alloantigenerkennung, bei der eine Empfanger-T-Zelle ein intaktes Allo-MHC-
Antigen auf der Oberflache einer Spenderzelle erkennt und der indirekten
Alloantigenerkennung, bei der ein von einer Empfanger-APC prozessiertes

Spenderantigen von einer Empfanger-T-Zelle erkannt wird.

Direkte Indirekte
Alloantigenerkennung Alloantigenerkennung

TCR1 TCR2

pepia ne
Spender MV Empfanger MHC /

Spender APZ

& Empfanger APZ

Abb. 1.2  Direkte und indirekte Alloantigenerkennung

1.2.1 HLA-DRin der Niere

Bei menschlichen Spendernieren wird HLA-DR im Glomerulum von Endothelien
und von mesangialen Zellen, aufRerhalb der Glomerula von intertubuléren
Kapillaren und interstitiellen dendritischen Zellen exprimiert (Fuggle u. Mitarb.
1983). In dieser Studie wurde ferner beschrieben, dass HLA-DR von den
Epithelien groRerer Gefalle kaum und von Tubuli nur in 60 % der untersuchten
Nieren exprimiert wurde. Bei letzteren waren nur die proximalen
Tubulusabschnitte HLA-DR positiv. Die Inzidenz einer ATN korrelierte hier nicht

mit der tubuldren HLA-DR Expression.

Bei immunhistologischer Untersuchung von Nierentransplantaten mit ATN oder
Funktionsverschlechterung zeigte sich in den Nieren mit einer histologisch
nachgewiesenen Rejektion eine verstarkte Expression von HLA-DR in den
proximalen und distalen Tubuli, in der Henle-Schleife und in den Sammelrohren
(Hall u. Mitarb. 1984). In den Nieren ohne oder mit minimaler Rejektion waren die
genannten Strukturen Gberwiegend negativ. Lediglich die proximalen Tubuli waren
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leicht positiv. Hingegen waren das Mesangium und die kapillaren Endothelien der
Glomerula sowie vaskulare Endothelien von Venen und Arterien bei allen
biopsierten Nieren positiv. Eine neuere Studie bestatigte diese Ergebnisse (Chen
u. Mitarb. 1996). Bei postoperativen Biopsien von Transplantatnieren mit
klinischen Zeichen einer Rejektion war die HLA-DR Expression in Endothel,
peritubuléren Kapillaren und Mesangium starker ausgepragt als praoperativ.
Besonders interessant waren die tubuléren Befunde. Praoperativ waren bei 60,7%
der untersuchten Nieren die proximalen Tubuli positiv, postoperativ waren sie bei
fast allen Nieren mit klinischen Anzeichen einer Rejektion positiv. Es wurde
allerdings nicht untersucht, ob gerade diejenigen Transplantate, bei denen schon
vor der Transplantation die Tubuli HLA-DR positiv waren, auch die waren, die
nach der Transplantation unter Rejektion eine verstarkte HLA-DR Expression
aufwiesen. Damit konnte nicht die Frage beantwortet werden, ob die HLA-DR
Expression im Spenderorgan moglicherweise durch Spender-abhéngige Faktoren
als ein Risikofaktor fir postoperative Komplikationen beim Empfanger (ATN,
Rejektion) einzustufen ist. Ein Zusammenhang wéare jedoch denkbar, da eine
erhohte HLA-DR Expression die Immunogenitat des Transplantats steigert und
damit Angriffspunkte fir den T-Zell-Erkennungsprozess im Sinne eines allogenen
Triggers bietet (Pratschke u. Mitarb. 2001).

1.2.2 Physiologie des Hirntods und dessen Auswirkung auf die HLA-DR
Expression

Mit dem Auftreten des Hirntods kommt es zu einer Phase, die als ,Autonomic
Storm*“ bezeichnet wird. Die dadurch ausgeloste starke Vasokonstriktion fiihrt zu
einer verminderten Durchblutung peripherer Organe trotz erh6hten
Perfusionsdrucks (Herijgers u. Mitarb. 1996). Folgen konnen schwerwiegende
Organischdmien im Spenderorgan sein. Experimentelle Untersuchungen zur
Beziehung zwischen pl6tzlich auftretendem Hirntod und der immunogenen
Aktivierung peripherer Organe haben belegen kdnnen, dass es zu einer schnellen
Infiltration mit Leukozyten und konsekutiver Hochregulation ihrer assoziierten
Zytokine kommt (Takada u. Mitarb. 1998). Zusatzlich fuhrt bei Transplantationen
der Reperfusionsschaden zur Hochregulation der HLA-DR Expression (Brenner
and Rector’'s The Kidney, S. 2534). Insgesamt wird der kombinierte Ischamie- /
Reperfusionsschaden als Hauptursache der erhdéhten Inzidenz einer ATN nach
Leichennierentransplantation gegentber Lebendnierentransplantation angesehen
(Lagiewska u. Mitarb. 1996, Nagareda u. Mitarb. 1993).



Therapeutisch wurde versucht, die mit dem Hirntod in Verbindung stehende
immunogene Aktivierung durch Vorbehandlung der Hirntoten mit Steroiden zu
verhindern (Pratschke und Mitarb. 2001). Als Vergleichsgruppen dienten
Lebendspender- und Leichenspendernieren, die nicht mit Steroiden behandelt
wurden. Die Infiltration entzundlicher Zellen und die HLA-DR Expression der
interstitiellen  mononukledren  Zellen waren bei den unbehandelten
Leichenspendernieren im Vergleich zu den Lebendspendernieren und den mit
Steroiden behandelten Leichenspendernieren stark erhoht. Die
Transplantattiberlebenszeit der mit Steroiden behandelten Leichennieren war im
Gegensatz zu der der nicht behandelten Leichennieren ahnlich hoch wie bei den
Lebendspendernieren.

Durch den Hirntod wird also in den meisten Fallen die Expression von HLA-DR in
verschiedenen Strukturen verstarkt. Da dies aber offenbar nicht immer bei allen
Nieren von hirntoten Patienten der Fall ist (Fuggle u. Mitarb. 1983, Chen u. Mitarb.
1996), erscheint es wichtig, Unterschiede zwischen den Spendernieren
herauszuarbeiten. Ein wichtiger Ansatzpunkt wére hierzu die genaue Analyse der
Spenderkonditionen.

1.3 Das Endothelin-System

1.3.1 Allgemeine Grundlagen des Endothelin-Systems

Das aus 21 Aminosauren bestehende Peptid Endothelin (Yanagisawa u. Mitarb.
1988) ist der nach bisherigen Erkenntnissen starkste endogene Vasokonstriktor
(Karet und Davenport 1996b). Endothelin hat neben seiner physiologischen auch
eine Bedeutung bei zahlreichen pathologischen Zustanden wie subarachnoidalen
Blutungen, Myokardinfarkt, toxischen Wirkungen von Arzneimitteln und der Sepsis
(Kohan 1997). Endothelin-assozierte Nierenschaden werden beim ischamischen
Nierenversagen (Begnini u. Mitarb. 1991), beim hepatorenalen Syndrom (Karet
und Davenport 1996b), der akuten vaskularen Transplantatabstof3ung
(Watschinger u. Mitarb. 1991) und der akuten tubularen Nekrose (Yamada u.
Mitarb. 1994) beschrieben. Endothelin ist ein lokal autokrin und parakrin
agierendes Hormon wund deshalb sowie wegen seiner sehr schnellen
Metabolisierung durch seinen Plasmaspiegel nicht ausreichend reprasentiert
(Naicker u. Mitarb. 1999).



1.3.1.1  Synthese und Abbau von Endothelin

Der von drei Isotypen im Menschen hauptsachlich zirkulierende Isotyp ist das
Endothelin-1 (Ando u. Mitarb. 1989). Das biologische Vorlaufermolekil des
Endothelin-1 ist das Peptid Pre-Pro-Endothelin-1. Durch Abspaltung von zwei
Fragmenten dieses Molekiils entsteht das so genannte Big-Endothelin (Karet und
Davenport 1996b). Big-Endothelin-1 (Big-ET-1) wird durch Endothelin Converting
Enzyme (ECE) zu Endothelin-1 (ET-1) gespalten (Kohan 1997). Big-Endothelin-1
hat offenbar keine markanten biologischen Wirkungen (Howard u. Mitarb. 1992).
Die Sekretion von Endothelin scheint hauptsachlich durch die Transkription und
Translation geregelt zu sein (Naicker u. Mitarb. 1999). Produziert wird es von
vaskularen Endothelzellen (Yanagisawa u. Mitarb. 1988, Bunchman u. Brookshire
1991), glomerularen Endothelzellen (Marsden u. Mitarb. 1991), Mesangiumzellen
(Sakamoto u. Mitarb. 1990, Zoja u. Mitarb. 1991), Tubulusepithelien (Horie u.
Mitarb. 1991) sowie von Leukozyten (Murer u. Mitarb. 1997), Makrophagen und
Monozyten in vitro (Ehrenreich u. Mitarb. 1990).

Der Abbau von Endothelin kann auf drei Wegen erfolgen: Degradierung in
Lysosomen, Aufnahme von zirkulierendem Endothelin in die Lunge und

hydrolytische Spaltung durch die Neutrale Endopeptidase (Simonson 1993).

1.3.1.2  Endothelinrezeptoren

Es existieren zwei Rezeptoren: Der Endothelin-A-Rezeptor (ETA-Rezeptor) und
der Endothelin-B-Rezeptor (ETB-Rezeptor). Der humane ETA-Rezeptor bindet
ET-1 starker als ET-2 und dieses wiederum starker als ET-3 (Hosoda u. Mitarb.
1992). Der humane ETB-Rezeptor bindet alle Endotheline mit der gleichen Affinitat
(Sakamoto u. Mitarb. 1991). Alle Endothelinrezeptoren gehoren zur Superfamilie
der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (Simonson 1993).

Es gibt in der menschlichen Niere etwa doppelt so viele ETB-Rezeptoren wie ETA-
Rezeptoren. Etwa ? aller ET-Rezeptoren befinden sich im Nierenmark. In der
Nierenrinde sind die ETA-Rezeptoren tberwiegend in den Gefal3en lokalisiert, der
ETB-Rezeptor ist heterogener verteilt. Der ETB-Rezeptor konzentriert sich
hauptsachlich auf das Nierenmark, insbesondere auf die Markstrahlen (Karet u.
Mitarb. 1993).



1.3.3 Die Biologie des Endothelins in der Niere

Endothelin beeinflusst in der Niere die Regulation der glomerularen Filtrationsrate
(GFR) und des renalen Plasmaflusses (RPF). Es reguliert den Tonus der Gefal3e
sowie den mesangialen Zelltonus, ist an der Zellproliferation beteiligt und hat
Auswirkungen auf den Natrium- und Wasserhaushalt (Kohan 1997). In der Niere
wird hauptsachlich ET-1 produziert. Die Niere ist das Organ mit den hdchsten
Konzentrationen an Endothelin. Daher kénnte eine Nierenschadigung zu einer
groReren Freisetzung an Endothelin fuhren als andere Organschaden (Kon und
Badr 1991).

1.3.3.1 Endothelin im GefaRsystem der Niere

Die Nierengefal3e sind gegenuber Endothelin empfindlicher als alle anderen
Gefallsysteme (Madeddu u. Mitarb. 1989, Pernow u. Mitarb. 1989). Die Grinde
hierfiir liegen zum einen in der gro3en Anzahl an Endothelinrezeptoren in den
Widerstandsgefal3en der Niere (vorwiegend ETA-Rezeptoren) und zum anderen in
der bedeutsamen Produktion von Endothelin durch die Nierengefal3e selbst.
Endothelin wird Gberwiegend im Endothel der Gefal3e synthetisiert und abluminal
in Richtung glatter Gefal3muskulatur sezerniert, wo es mit dieser interagiert und
eine Vasokonstriktion bewirkt (Kohan 1997).

Stimuliert wird die Endothelinproduktion durch inflammatorische Zytokine wie
Interleukin-1 (IL-1), Transforming Growth Factor-3 (TGF-3) und Tumor Necrosis
Factor-a (TNF-a), durch vasokonstriktorische und thrombogene Mediatoren (zum
Beispiel Thrombin, Angiotensin Il, Vasopressin, Noradrenalin und Adrenalin) und
letztendlich durch physikalische Faktoren wie mechanische Dehnung, Druck und
Scherkrafte (Kon und Badr 1991, Yamada u. Mitarb. 1994, Kohan 1997).

Inhibiert wird die endotheliale Endothelinproduktion hauptsachlich durch
Vasodilatatoren und Antikoagulanzien wie Heparin, Bradykinin, Prostaglandin E2,
Prostazyklin, Stickstoffmonoxid (NO) und ANP (atriales natriuretisches Peptid)
(Kohan 1997).

Die Endothelinexpression wurde im Gefal3system der gesunden Niere
immunhistologisch lokalisiert in interlobularen Arterien, den Aa. arcuatae und den
glomeruléaren Kapillaren (Karet und Davenport 1996a). Auch das peritubullare
kapillare Netzwerk (PTCN) exprimiert Endothelin (Wilhelm u. Mitarb. 1999b),
sowie die afferenten und efferenten Arteriolen der Glomerula (Herman u. Mitarb.



1998). Das komplette ventse System der Niere scheint ebenso Endothelin zu
exprimieren. Das Endothel ist der Hauptproduktionsort des Endothelins im renalen
GefalRsystem, obwohl in selteneren Fallen auch die glatte Muskulatur der Arterien
Endothelin exprimiert (Herman u. Mitarb. 1998). Die Effekte des Endothelins
entsprechen weitgehend der Lokalisation seiner Rezeptoren: Endothelin bewirkt
eine Kontraktion der afferenten und efferenten Arteriolen, der Aa. Arcuatae, der
interlobularen Arterien und der absteigenden Vasa recta des &aul3eren
Nierenmarks (Kohan 1997). Dies geschieht wie bei anderen Vasokonstriktoren
Uber eine Erhdéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration (Simonson 1993)
und erklart auch, dass Kalziumkanalblocker die von ET-1 induzierte
Vasokonstriktion der NierengefafR3e mildern konnen (Rabelink u. Mitarb. 1994).

1.3.3.2  Endothelin im Glomerulum

Die Hauptproduktionsstatten des Endothelins in den Glomerula sind die
Endothelzellen vor den epithelialen und mesangialen Zellen (Kohan 1992, Herman
u. Mitarb. 1998). In mesangialen Zellkulturen wird die Endothelinproduktion
stimuliert durch Thrombin, TNF-a, TGF-3 und Platelet-derived Growth Factor
(PDGF) (Murer u. Mitarb. 1997). Das Mesangium besitzt vorwiegend ETA-
Rezeptoren (Herman u. Mitarb. 1998), uber die ET-1 die Kontraktion und
Proliferation mesangialer Zellen bewirkt (Kohan 1997), aul3erdem wirkt Endothelin
auf mesangiale Zellen mitogen (Simonson u. Mitarb. 1989).

1.3.3.3  Endothelin in den Tubuli

Die Sammelrohre im Bereich des inneren Nierenmarks (IMCD) sind die
Hauptproduktionsstatten von Endothelin-1 im Tubulus. Andere Tubulussegmente
wie kortikale Sammelrohre (CCT), dicker aufsteigender Teil der Henle-Schleife
und proximaler Tubulus produzieren Endothelin-1 in deutlich geringerem Ausmal3.
Wichtigster Rezeptortyp ist der ETB-Rezeptor (Kohan 1997). Uber diesen hat
Endothelin Einfluss auf die Regulation des Natrium- und Wasserhaushalts. Lange
Zeit herrschte jedoch Unklarheit, ob Endothelin-1 eine Natrium- und
Wasserretention oder eine vermehrte Natrium- und Wasserausscheidung bewirkt.
ETB-Rezeptoren in den Tubuluszellen kdnnen offenbar mittels positiven
Feedbacks eine Autoinduktion von ET-1 bewirken (Ong u. Mitarb. 1995). Die
Rezeptorstimulation und die konsekutive ET-1-Produktion werden durch eine
tubulare Hypoxie ausgeldost und bewirken Uber ETB-Rezeptoren eine
Zellproliferation (Ong u. Mitarb. 1995).
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1.3.4 Endothelin bei der Nierentransplantation

1.3.4.1  Endothelin und Ischamie

Kalte und warme Ischamie erhéhen den renalen Endothelin Spiegel. Unter kalter
Ischamie versteht man die Zeit der Kiihlung des Organs wahrend des Transports
von der Organentnahme bis zur Implantation in den Empfanger; die darauf
folgende warme Ischdmiezeit ist das Zeitintervall bis zur Reperfusion des Organs,
sie entspricht der Zeit zur Herstellung der vendsen und arteriellen Anastomosen.
Durch die kalte IschAmie kommt es zu einer signifikanten Steigerung der
Expression von Endothelin-1 der kortikalen peritubularen Kapillaren, der
medullaren Vasa recta und der Sammelrohre des inneren Nierenmarks.
AuBBerdem wurde nachgewiesen, dass eine Hochregulation der Pre-Pro-
Endothelin-1-mRNA stattfindet. Hieraus folgt, dass die Ursache der vermehrten
Freisetzung von Endothelin eine erhdhte Produktion und nicht nur eine vermehrte
Freisetzung aus ischamisch geschéadigten Zellen ist (Wilhelm u. Mitarb. 1999a).
Die Gewebshypoxie in der Niere ist der eigentliche Stimulus fur die gesteigerte
Endothelinproduktion. Es folgt nach Wiederherstellung des Blutflusses die
Freisetzung der wahrend der Ischdmie entstandenen metabolischen
Zerfallsprodukte und freien Sauerstoffradikale, was eine weitere Steigerung der
Endothelinproduktion zur Folge hat. Somit persistiert auch nach Beendigung des
auslosenden Ereignisses der verminderte renale Blutfluss und die verminderte
glomeruléare Filtrationsrate vermittelt durch die Wirkung des Endothelins (Kohen
1997). Eine Studie von Wilhelm u. Mitarbeitern bestétigt, dass schon durch die
Ischamie allein die Bildung von Pre-Pro-Endothelin-1 (ppET-1) gesteigert wird und
diese Uber drei Stunden nach Reperfusion persistiert. Dies ist aufgrund der kurzen
Halbwertzeit des Endothelins nur durch eine anhaltende Produktion von
Endothelin auch wahrend der Reperfusionsphase erklarbar (Wilhelm u. Mitarb.
1999b). Der Ischdmie-Reperfusionsschaden kann reduziert werden durch den

Gebrauch eines Endothelin-Rezeptorantagonisten (Herrero u. Mitarb. 1999).
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1.3.4.2  Zusammenhang zwischen ATN und Endothelin

Endothelin spielt scheinbar eine groRe Rolle bei der Entwicklung einer Akuten
Tubularen Nekrose nach Nierentransplantation. Bei Patienten mit ATN ist der
Plasma-Endothelinspiegel erhéht und verlauft parallel zum Plasma-Kreatinin
(Yamada u. Mitarb. 1994). Besonders die Endothelinexpression des peritubuléren
kapillaren Netzwerks (PTCN) ist nach Ischamie deutlich erhéht. Das PTCN ist eine
Fortsetzung der efferenten Arteriole des Glomerulums und stellt die
Hauptblutzufuhr fur die Tubuli convoluti dar. Eine durch Endothelin induzierte
Vasokonstriktion des PTCN fiihrt zu Hypoxie und Nekrosen der anliegenden
tubuléren Zellen selbst dann noch, wenn die Makrodurchblutung des
Transplantats schon wiederhergestellt ist (Wilhelm u. Mitarb. 1999a). In einer
friheren Studie konnte die durch warme Ischamie ausgeléste ATN mittels
Verwendung eines Endothelinrezeptorantagonisten erfolgreich therapiert werden
(Shibouta u. Mitarb. 1990).

1.3.4.3  Zusammenhang zwischen Rejektion und Endothelin

Bei der akuten und chronischen Rejektion von Nierentransplantaten kommt es
ebenfalls zu einer verstarkten Produktion von Endothelin-1 vorwiegend in den
Epithelien des proximalen und distalen Tubulus sowie an Stellen von
tubulointerstitiellen Schéaden und zellularer Infiltration (Chareandee 2000). In den
GefalRen wird Endothelin offenbar aber nur bei Patienten mit chronischer Rejektion
und Transplantatvaskulopathie verstarkt exprimiert (Simonson u. Mitarb. 1998).
Bei der akuten Rejektion war die Expression von ETB-Rezeptoren in den
Glomerula signifikant erh6ht, wahrend die Expression der ETA-Rezeptoren in den
Glomerula und distalen Tubuli nicht relevant war. In den Endothelzellen und
glatten Muskelzellen der BlutgeféalRe sowie im interstitiellen Infiltrat war die
Expression sowohl von ETA- als auch von ETB-Rezeptoren erhoht (Naicker u.
Mitarb. 1999). Auch bei einer Rejektion scheint die Verabreichung von Endothelin-
Rezeptorantagonisten oder von ECE-1-Inhibitoren von Vorteil zu sein, da bei einer
Therapie mit diesen Substanzen die intimale Proliferation und die Ausbildung einer
Transplantatvaskulopathie gemindert werden (Orth u. Mitarb. 1999, Simonson u.
Mitarb. 1999).
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1.4 Katecholamintherapie zur Spenderkonditionierung

Nach Eintritt des Hirntodes sind h&ufig hochdosierte Katecholamingaben zur
Kreislaufstabilisierung notwendig. Dies geschieht oft zu Lasten der
Nierenperfusion. In einer Katecholaminvergleichsstudie fanden Ueno und
Mitarbeiter heraus, dass Dopamin und Noradrenalin, nicht aber Adrenalin den
kortikalen renalen Blutfluss vermindern (Ueno u. Mitarb. 2000). Eine mdgliche
Erklarung hierfir ist, dass Adrenalin priméar die Herzleistung in einem so grof3en
Ausmald steigert, dass die Durchblutung der Niere trotz eines erhohten
GefalRwiderstands suffizient ist.

Schnuelle und Mitarbeiter berichteten lGber das gehaufte Auftreten von ATN bei
Empfangern von Leichennieren, deren Spender mit Noradrenalin therapiert
wurden. Allerdings wurde auch eine verminderte Rejektionsrate nach
Noradrenalingebrauch beim Spender beobachtet, sowie bei Noradrenalin- und
Dopamingebrauch ein verbessertes Langzeitiiberleben des Transplantats. Erklart
wurde dies mit dem herabregulierenden Effekt adrenerger Substanzen auf die
Expression von Adhasionsmolekilen wie VCAM und E-Selektin in den Gefal3en
des Transplantats (Schnuelle u. Mitarb. 1999).

Schneider u. Mitarbeiter (1982) und Kadieva u. Mitarb. (1993) berichteten von
einer erhodhten Inzidenz der ATN bzw. einem verminderten 1-Jahres-Organ-
Uberleben nach  Verabreichung von Dopamin im Rahmen der

Spenderkonditionierung.
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1.5 Ziel der Studie und Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit soll folgende Ubergeordnete Frage bearbeitet werden:

Welche Faktoren tragen zur Entstehung der Akuten Tubuldren Nekrose nach
Nierentransplantation bei und ist sie als spezifische immunologische oder als

unspezifische Komplikation anzusehen?

Zur Beantwortung dieser Frage wurden mehrere klinische und laborchemische
Parameter der Spender und ihrer Intensivtherapie analysiert sowie die Expression
von HLA-DR als spezifisch immunologischer und von Endothelin als eher
unspezifischer vaskularer Marker im Rahmen des Hirntods in Nierenstanzbiopsien
immunhistologisch  untersucht. Als  Vergleich dienten Biopsien von
Lebendspendern.

Hieraus ergaben sich dann folgende Detailfragen:

1. Findet sich ein Zusammenhang zwischen der Spenderkonditionierung und
dem Auftreten einer ATN oder einer Rejektion? Wirken sich einige dieser

Faktoren auch auf die Transplantattiberlebenszeit aus?
2. Unterscheidet sich die Expression von Endothelin bei Leichenspendern von
der bei Lebendspendern und hat eine verstarkte Expression von Endothelin

einen pradiktiven Wert?

3. Wovon ist das Ausmall der Expression von HLA-DR abhangig und mit

welchen Transplantationskomplikationen ist erhéhte Expression verbunden?
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2 PATIENTEN, METHODEN UND MATERIALIEN

2.1 Patienten

2.1.1 Datenerhebung bei Leichenspendern

In der Zeit vom 02.11.1998 bis 21.10.2001 wurden 35 Leichenspender untersucht.
Zwanzig waren ehemalige Patienten des Universitatsklinikums Libeck, flinfzehn
kamen aus mit dem Transplantationszentrum Lubeck kooperierenden
Krankenhausern in Lineburg, Winsen/Luhe, Pinneberg, Moélin und Neustadt/
Holstein.

Anhand der Akten wurden, soweit vorhanden, folgende Daten erhoben (s.a.
Tabellarien 6.1.1 bis 6.1.6 im Anhang):

- Aufnahmedatum in die entsprechende Klinik und Todestag

- Geschlecht, Geburtsdatum, GroRRe, Gewicht

- Ursache des Hirntods, Notarztprotokoll (Reanimation ?)

- Grunderkrankungen des Patienten

- Drogen-, Nikotin- und Alkoholanamnese

- Labordaten bei Aufnahme sowie aktuelles Labor vor Organentnahme

- Mengen an kristallinen und kolloidalen Infusionen kumulativ in den letzten 24
Stunden vor Organentnahme sowie deren Absolutmengen 24 Stunden, 6
Stunden und eine Stunde vor Organentnahme

- Diurese, zentralventser Druck, Temperatur und Blutdruck 24 Stunden, 6
Stunden und eine Stunde vor Organentnahme

- Anzahl und Dauer von Blutdruckkrisen (definiert als Blutdruck von 70/40
mmHg oder weniger) sowie der Minimalwert

- Mengen an Katecholaminen (Dopamin, Dobutamin, Adrenalin und
Noradrenalin in mg) kumulativ sowie deren Absolutmengen 24 Stunden, 6
Stunden und eine Stunde vor Organentnahme sowie deren intraoperativer
Verbrauch

- Blutgase 24 Stunden, 6 Stunden und eine Stunde vor Organentnahme sowie
intraoperativ

- andere Medikamente
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2.1.2 Datenerhebung bei Leichennierenempféangern des

Transplantationszentrums des UKL

In die Auswertung gingen 30 Patienten ein, deren postoperativer Verlauf direkt

verfolgt werden konnte und bei denen folgende Daten protokolliert wurden:

Alter, Geschlecht

HLA-Mismatches und Geschlechter-Mismatch (der Begriff Geschlechter-
Mismatch ist dblich bei Transplantation eines weiblichen Organs auf einen
mannlichen Empfanger = Syn. Grél3en-Mismatch)

CMV- Konstellation des Spenders und Empfangers

Kalte und warme Ischamiezeit

Auftreten einer Akuten Tubularen Nekrose (ATN) sowie einer mdglichen
Rejektion wéhrend der Dauer der ATN-Phase

Rejektionsinzidenz und Art der Rejektion (zellular, vaskular oder gemischte
Rejektion)

Rejektionstherapie

Infektionen

Serum-Kreatininwert bei Entlassung

Funktionsverlust des Transplantats

2.1.3 Datenerhebung bei Leichennierenempfangern anderer

Transplantationszentren

Ein grofRer Teil der Spendernieren aus dem Bereich des Transplantationszentrums

des UKL ging an Empfanger anderer Transplantationszentren im In- und Ausland.

Anhand der Eurotransplant-ID-Nummern konnten die Zentren dieser Patienten

ausfindig gemacht werden und mittels Rundschreiben baten wir um folgende

Basisinformationen:

Kalte und warme Ischamiezeit

Auftreten einer Akuten Tubuldren Nekrose sowie einer moglichen Rejektion
wahrend der Dauer einer ATN-Phase

Rejektionsinzidenz und Art der Rejektion

Rejektionstherapie

Funktionsverlust des Transplantats

Serum-Kreatininwert bei Entlassung

2.1.4 Datenerfassung bei Empfangern von Lebendspendernieren

Bei den dieser Gruppe zugehorigen Patienten wurden alle unter Punkt 2.1.2

erwahnten Parameter erfasst.
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2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung der Gewebeproben

Fur die Studiengruppen wurden Gewebeproben der Nieren von Leichenspendern,
Lebendspendern und von den jeweiligen Transplantatempfangern gesammelt. Als
Kontrollen dienten  Proben von gesunden Anteilen verschiedener
tumornephrektomierter Nieren (Murer u. Mitarb. 1997, Pupilli u. Mitarb. 1997). Die
Gewebeproben der Spender wurden mittels Stanzbiopsie (Single Action Biopsy
Device Einmalstanzgerat, Firma US Biopsy) wahrend der Organentnahme unter
Sichtkontrolle unmittelbar vor kalter Perfusion des Organs entnommen. Das
Vorgehen war bei Leichen- und Lebendspendern das gleiche. Die ethische
Unbedenklichkeit zur Probenentnahme wurde von der Ethikkommission im
Oktober 1998 bestatigt.

Sofern sich bei den Transplantatempfangern aus diagnostischen Grinden die
Notwendigkeit einer Biopsie ergab (Indikationsbiopsie), wurde diese in
Lokalanasthesie unter sonografischer Kontrolle durchgefiihrt (Biopty Stanzgerat,
Firma Radiplast AB). Samtliche Gewebsproben wurden in Nahrmedium (Tissue

Freezing) eingebettet und bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung tiefgefroren.

2.2.2 Anfertigung der Gefrierschnitte

Das in Nahrmedium eingebettete Material wurde in ca. 5 X 5 mm grof3e Blocke
geschnitten, auf dem Kryostat-Tisch befestigt und anschliel3end in den Kryostaten
eingespannt. Hier wurden etwa 5 pm dicke Schnitte angefertigt und auf
Objekttrager aufgezogen.

2.2.3 Immunhistologie

Aus jeder Gewebeprobe wurden Schnitte sowohl mit Endothelin-1- als auch mit
HLA-DR-Antikorpern markiert. Zur optischen Auswertung wurde die APAAP-
Methode (Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase) angewendet.
Hierbei handelt es sich um eine Enzym-Anti-Enzymkomplex-Technik, durch die

eine Signalverstarkung des erstgebundenen Antikdrpers bewirkt wird.
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Abbildung 2.1: Schemazeichnung des APAAP-Verfahrens

Das Vorgehen im Einzelnen:

Zunachst werden alle Schnitte fiir 5 bis 10 Minuten in kaltem Aceton (-20°C) fixiert,
luftgetrocknet, mit einem Fettstift umkreist und praparatcharakterisierend
beschriftet. AnschlieBend wird auf jeden Schnitt 50 pl des verdinnten
Primarantikorpers (im vorliegenden Fall HLA-DR bzw. Endothelin-1) aufgetragen
und fur eine Stunde in der feuchten Inkubationskammer bei Raumtemperatur

inkubiert. Die Primarantikdrper werden mit dem Verdinnungspuffer fir primére

Antikérper auf eine Verdinnung von 1:250 fur Endothelin, bzw. auf eine
Verdinnung von 1:100 bis 1:200 fur HLA-DR verdinnt. Nach der Inkubation
werden die Schnitte in TBS-Waschpuffer gewaschen. Danach wird in einer
Verdinnung von 1:25 der unkonjugierte  Sekundarantikorper, der
Bruckenantikdrper, aufgetragen. Dieser wird fur 30 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert und ebenfalls in TBS-Waschpuffer gewaschen. Der Verdinnungspuffer

fur sekundére Antikérper enthalt hitzeinaktiviertes Humanserum (AB-Serum) zur

Blockade unspezifischer Bindungsstellen. Der Sekundarantikbrper muss zwei
Anforderungen erfullen: Zum einen muss er gegen Immunglobuline der Spezies
gerichtet sein, aus der sowohl der Primarantikorper als auch der Tertiarantikdrper
stammen; zum anderen muss er im Uberschuss vorliegen, so dass einer der

beiden Fab-Arme (= antigenbindendes Fragment eines Antikdrpers) an den
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Primarantikérper bindet, der andere Fab-Arm hingegen zur Anlagerung des
Antikoérpers aus dem Enzym-Immunkomplex (entspricht dem Tertiarantikdrper)
verfugbar ist. Nach Entfernung des Uberschissigen Anteils des
Sekundarantikorpers durch Waschen in TBS-Waschpuffer wird der Enzym-
Immunkomplex, der in diesem Fall auch als APAAP-Komplex bezeichnet wird,
aufgetragen und ebenfalls fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der
APAAP-Komplex baut sich aus zwei Molekilen alkalischer Phosphatase und
einen dagegen gerichteten Antikorper auf. Auch hier wird nach Ablauf der
Inkubationszeit mit TBS-Waschpuffer gewaschen. Der Sekundar- und der
Tertiarantikdrper werden nacheinander fur jeweils 10 Minuten erneut aufgetragen
und nach jedem Arbeitsschritt wird wiederum mit TBS-Waschpuffer gewaschen.
Dies bewirkt eine zusatzliche Enzymanlagerung an die Antigenbindungsstelle und
somit eine intensivere Farbreaktion.

Bei der anschlieBenden Herstellung der Farbeldsung wird die Lésung 1 (enthalt
Levamisole zur Unterdriickung der endogenen alkalischen Phosphatase) mit der
Losung 2, die das Substrat Naphthol-AS-Bl-Phosphat der alkalischen
Phosphatase enthélt, vermischt. Die alkalische Phosphatase des APAAP-
Komplexes spaltet nun das Substrat in eine Phenolkomponente und Phosphat.
Die Phenolkomponente verbindet sich bei der nachfolgenden Zugabe der Losung
3 mit dem darin enthaltenen Chromogen Neufuchsin zu einem roten Farbstoff. Die

Neufuchsin-Entwicklerlosung wird auf alle Schnitte filtriert und 10 bis 20 Minuten

inkubiert. Danach werden die Schnitte mit Leitungswasser gewaschen, fir zwei
Minuten mit Formalin fixiert und nochmals mit Leitungswasser gewaschen. Im
Anschluss erfolgt fur 15 Minuten die Gegenfarbung mit Hamatoxilin, welches die
Zellkerne blau farbt. Danach werden die Praparate mit warmem Leitungswasser
gespilt und mit Aquatex eingedeckelt.

Zur Sicherstellung der Spezifitat wird je eine Isotypkontrolle in der
Proteinkonzentration des jeweiligen Primarantikdrpers und zur Validierung der
Methode eine Leerkontrolle durchgefiihrt. Bei letzterer wurde der Primarantikorper

weggelassen und durch den Verdinnungspuffer flr primére Antikdrper ersetzt.
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2.2.4 Histologische Auswertung

Die histologische Auswertung erfolgte semiquantitativ (Chen u. Mitarb. 1996) nach
morphologischen Gesichtspunkten. So wurde bei allen Schnitten die Anféarbung
durch HLA-DR- und Endothelinexpression in Gefal3en, Tubuli und Glomerula

beurteilt. Hierzu wurde folgender Punkte-Score gewahlt:

0 Punkte: keine Expression
1 Punkt: geringe Expression
2 Punkte: starke Expression

Um die interne Fehlerquote dieser semiquantitativen Auswertung zu reduzieren,
wurden alle Schnitte dreifach ausgewertet und der jeweilige Mittelwert in die
Ergebnisauswertung einbezogen. Wurden beispielsweise die Tubuli in einem HLA-
DR markierten Schnitt zwei Mal mit einem Punkt und einmal mit 2 Punkten

beurteilt, wurde das Ergebnis von 1,33 Punkten in die Auswertung tibernommen.

2.2.5 Statistische Methoden

Zum Vergleich zweier prozentualer Anteile mit den statistischen Grolien
Stichprobenumfang und Anteil diente der statistische Test Vergleich zweier
Anteile. Zum Vergleich zweier Gruppen mit Standardabweichung, Mittelwert und
Anzahl diente der unverbundene T-Test. Zur Prifung auf Signifikanz der
Unterschiede zweier Vergleichsgruppen wurde jeweils der Wert P berechnet.
Statistische Signifikanz besteht bei P < 0,05. Zur Durchfiihrung der statistischen
Berechnungen diente das Programm Biostatistik fir Windows in der Version 4.04.
Die statistischen Auswertungen dieser Arbeit sind als ausschlief3lich deskriptiv zu

verstehen.
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2.3

2.3

Material

.1 Reagenzien

2-Amino-2-2-methyl-propan 1,3diol

TRIS: Tris(hydroxymethyl)-
aminomethane research grade
Natriumchlorid, reinst
Levamisole
Naphthol-AS-Bl-Phosphat
N,N-Dimethylformamid

Merck-Schuchardt, Hohenbrunn
Serva, Boehringer Ingelheim,

Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt

HCI
Neufuchsin
Natriumnitrit
Formalin
Hamatoxilin

Bovines Serum Albumin (BSA),

Fraction V

hitzeinaktiviertes Humanserum

(AB-Serum)

Aceton zur Analyse, 99,5%

Reinheit

Apotheke des UKL
Chroma, Brattleboro, USA
Sigma, Steinheim
Apotheke des UKL
Apotheke der UKL

Sigma, St. Louis, USA

Institut fur Transfusionsmedizin des
UKL
Merck, Darmstadt

2.3.2 Technische Gerate und Zubehor

Waage
Prazisionswaage
Zentrifuge
Kryostat
Schattler
pH-Meter

Ruhrgerat
Pipettierhilfe
Pipetten (10, 200,
1000 Mikroliter)

Stanze

Stanze

Sartorius Type L610D, Sartorius, Gottingen
AG204Delta Range, Mettler-Toledo, Greifensee, CH
Centrifuge 5417C, Eppendorf, Hamburg

1720 Digital, Leica, Bensheim

VF2, Janke & Kunkel IKA Labortechnik, Staufen
pH 90, Wissenschaftlich Technische Werkstatten,
Weilheim

IKAMAG REOQO, Janke & Kunkel IKA Labortechnik,
Staufen

Pipetboy, Brand, Medina, USA

Finnpipette, Labsystems, Egelsbach

Single Action Biopsy Device ( 18g X 15 cm, 20 mm
Throw, 15 mm Notch), US Biopsy, Franklin, USA
Biopty, Radiplast AB, Uppsala, Schweden
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2.3.3 Gebrauchsmaterial

Objekttrager, Super Frost
Deckglaser, 24x50 mm

Aquatex

Fettstift

Zellstoff

Pipettenspitzen (10, 200, 1000 pl)
Filter

Nadel (fir Stanze)

Nahrmedium

2.3.4 Antiseren

Monoklonal Maus anti Human,
HLA-DP, DQ, DR Antigen
Endothelin-1, Maus, IgG1
Kaninchen Anti Maus
Immunglobulin

APAAP, Maus, Monoklonal
Isotyp 1gG1, Maus

2.3.5 Puffer und Lésungen

Tris-Stammlosung (pH 7,4)
12 g TRIS
2000 ml a.d.

TRIS-Puffer (pH 9,7)
3gTRIS

500 ml a.d.

6 g NaCl

Menzel, Braunschweig
Menzel, Braunschweig
Merck, Darmstadt

Pehazell, Hartmann, Heidenheim

Saarstedt, Saarstedt

595,5 Folded Filters, Schleicher &

Schuell, Dassel

Biopty-Cut (18g X 16 cm Lange,

Zylinderlange 1,7 cm), Bard,
Covington, Grol3britannien
Tissue freezing

DAKO, Glostrup, Danemark

Dianova, Hamburg
DAKO, Glostrup, Danemark

DAKO, Glostrup, Danemark
DAKO, Hamburg

Neufuchsinlésung (5%)

5 g Neufuchsin
100 ml 2N HCI

TRIS Buffered Saline (TBS-Waschpuffer)

10,125 mg NacCl
125 ml TRIS-Stammldsung
1125 ml a.d.
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Verdinnungspuffer fur priméare Antikorper und APAAP-Komplex
TBS
BSA (2%)

Verdinnungspuffer fir zweiten AntikSrper
8 Teile TBS
2 Teile hitzeinaktiviertes Humanserum (AB-Serum)

Natriumnitrit (4%)

40 mg Natriumnitrit
1 mla.d.

LOosung 1

18 ml 0,2M 2-Amino-2-2-Methyl-Propan-1,3-diol
50 ml 0,05M TRIS-Puffer

0,6 g 0,15M NacCl

28 mg Levamisole

LGsung 2
35 mg Naphthol-AS-Bl-Phosphat

420 pl N,N-Dimethylformamid

L6sung 3
140 pl 5% Neufuchsinlésung

350 pl 4% Natriumnitritldsung

Neufuchsin-Entwicklerlésung (pH 8,7)

Losung 1 und L6sung 2 mischen
L6sung 3 hinzugeben

Die Losungen wurden, soweit erforderlich und nicht anders angegeben, mit

1M HCI-L6sung oder 1 M NaOH-L6sung auf den gewiinschten pH-Wert titriert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Patienten

3.1.1 Leichennierenspender und -empfanger

Es wurden Nieren von 37 postmortalen Spendern aus dem Einzugsgebiet des
Transplantationszentrums des Universitatsklinikums Libeck untersucht. Daraus
resultieren theoretisch 74 Empféanger von Transplantatnieren. Es konnten jedoch
nur 68 Datensatze ausgewertet werden. Der Verbleib von drei Nieren konnte nicht
verfolgt werden, bei einem Spender wurde bei der Explantation ein
Nierenzellkarzinom diagnostiziert und ein weiterer Spender war einnierig. Von
jedem der verbliebenen Spender gewannen wir jeweils eine Stanzbiopsie fur
unsere Studie.

Von den 68 Transplantatempfangern waren 32  Patienten  des
Universitatsklinikums Libeck. Von acht Leichenspendern blieben jeweils beide
Nieren an unserer Klinik, so dass hier ein direkter Vergleich des klinischen
Verlaufs beider Transplantatnieren moglich war (n=16). Sieben Patienten schieden
vorzeitig aus der Studie aus, vier der sieben erlitten einen Organverlust und drei
verstarben vor Ablauf der Studie mit erhaltener Transplantatfunktion. 14
Transplantatbiopsien erhielten wir post transplantationem von Patienten, die aus
klinischer Indikation biopsiert wurden.

36 Leichennieren von Spendern des UKL wurden an Empfanger in auswartigen
Transplantationszentren vergeben. Zur Auswertung der Verlaufe dieser
Transplantationen richteten wir ein Rundschreiben mit der Bitte um Angabe der
wichtigsten Informationen an die entsprechenden Transplantationszentren. 31 von
36 Rundschreiben wurden beantwortet und gelangten in die Auswertung. Einer
der Patienten verstarb vor Ablauf der Studie mit guter Transplantatfunktion und
sechs weitere Patienten erlitten einen Transplantatverlust (Tabelle 3.1).

Unsere Studie erfolgte Uber einen Zeitraum von mehr als drei Jahren. Die kirzeste
Beobachtungszeit betrug drei Monate. Ein Patient schied vor Ablauf dieses
Zeitraums aus der Studie aus, da er wahrend der ersten drei Monate nach der
Transplantation verstarb.
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Auswertung Uber 0-3Mo. | 3-6 Mo. |6-12M. | 1-2]. 2-3J. >3].
Transplantate 68 67 61 52 46 17
Organverlust 6 1 1 2 1 0
verstorben 1 0 2 1 0 0

Tabelle 3.1 Zahl ausgewerteter Transplantate, Organverluste von Organempfangern
sowie verstorbener Patienten des UKL und auswartiger Transplantationszentren

3.1.2 Lebendspender

14 Nieren von Lebendspendern und deren Transplantatempfangern wurden in die
Studie einbezogen. Zum einen war dadurch die Moglichkeit gegeben, Verlaufe von
Lebendnierentransplantationen mit denen von Leichennierentransplantationen zu
vergleichen, zum anderen konnten die Nullbiopsien der Lebendspendernieren als
Kontrollen zu Leichennierenbiopsaten dienlich sein. Bei den Empfangern dieser
Nieren kam es im Laufe der Studie zu einem Organverlust (1 / 14).

3.2 Bildung von Vergleichsqruppen

Zur  Ermittlung und zum Vergleich Kklinischer Ereignisse bei den
Transplantatempfangern wurden Gruppen gebildet. Ein Transplantierter, bei dem
mehrere Ereignisse zutrafen, kann in mehr als einer Gruppe aufgefihrt sein. In
Tabelle 3.2 sind die verschiedenen Vergleichsgruppen und die jeweilige Anzahl
von Patienten aufgefuhrt.

Vergleichsgruppen Empfénger von
(Ereignisse nach Transplantation) Leichennieren Lebendnieren
Anzahl | in% | Anzahl | in%
Akute Tubulare Nekrose (ATN) 23 34 4 27
keine Akute Tubul&re Nekrose 45 66 10 71
Rejektion in ATN 12 18 1 7
keine Rejektion in ATN 56 82 13 93
andere Rejektion (ohne Rej. in ATN) 17 25 4 29
keine andere Rejektion 51 75 10 71
Rejektionen insgesamt 30 44 5 36
keine Rejektion 38 56 9 64
ATN u./o. Rejektion u./0. Organverlust 39 57 7 50
weder ATN, noch Rej. 0. Organverlust 29 43 7 50
Organverlust 11 16 1 7
Kein Organverlust 57 84 13 93

Tabelle 3.2 Anzahl und Inzidenz von Klinischen Ereignissen bei Leichen- und
Lebendnierenempfangern
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3.3 Laborparameter und klinische Ereignisse der Leichenspender

Die untersuchten Laborwerte entsprachen den auf dem Spenderinformationsblatt
nach Eurotransplant-Standard geforderten Parametern. Im Folgenden beschranke
ich mich auf die Beschreibung Klinisch relevanter und statistisch signifikanter
Parameter im Vergleich der verschiedenen Gruppen. Im Text nicht dargestellte
Einzelergebnisse sind im Anhang aufgefihrt (s. Verweise).

3.3.1 Laborparameter

Die Leberenzyme ASAT, ALAT und LDH waren bei den Spendern der
Transplantatempfanger, die postoperativ eine Rejektion oder einen Organverlust
erlitten, sowohl bei Aufnahme auf die Intensivstation als auch bei der letzten
Kontrolle vor der Organentnahme gegeniber den Vergleichsgruppen ohne
Rejektion oder Organverlust erhoht (n.s.). Ahnliches gilt fur die 2-GT (n.s., s. Abb.
6.1 — 6.8 im Anhang).

Die Pankreasenzyme Amylase und Lipase waren ebenfalls in fast allen Gruppen
mit Komplikationen im Transplantationsverlauf im Vergleich zu den jeweiligen
Gruppen ohne Komplikationen schon im Aufnahmelabor erhéht. Noch deutlicher
wurde dies in der letzten Laboruntersuchung vor Explantation. Wegen der grof3en
Streubreite der erfassten Laborparameter waren die genannten Unterschiede
jedoch statistisch nicht signifikant. Eine exemplarische Darstellung der
Pankreasenzyme der Spender vor Explantation zum Vergleich der verschiedenen
Patientengruppen mit Posttransplantationskomplikationen zeigen die Abbildungen
3.1und 3.2.

Amylase (vor Explantation)
STABW: 179 210 229 201 232 197 176 222 275 191 217 212
400
300 +—
200 1 ] — —
i B B B BRI
0 ‘ ‘ ‘ ‘ T
Organverlust ATN Rejektion andere Rej. Rej. in ATN ATN u/o Rej.
u/o Org.-Verl.

Abbildung 3.1 Mittelwerte und Standardabweichungen fir Amylase vor Explantation (U/l),
STABW = Standardabweichung, Unterschiede nicht signifikant.
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Lipase (vor Explantation)
STABW: 176 143 198 125 165 139 135 154 208 140 174 114
250
200 -+
150 +— | 1
100 +—
- Ll B
0 T
Organverlust ATN Rejektion andere Rej. Rej. in ATN ATN u/o Rej.
u/o Org.-Verl.

Abbildung 3.2 Mittelwerte und Standardabweichungen fir Lipase vor Explantation (U/l),
STABW = Standardabweichung, Unterschiede nicht signifikant.

Auch die Herz- und Muskelenzyme CPK und CKMB waren pra-explantationem
bei den Spendern erhoht, deren Empfanger postoperativ eine ATN und/oder
wahrend der ATN-Phase eine Rejektion erlitten (n.s., s. Abb. 6.9 u. 6.10 im
Anhang).

In den Gruppen ATN, Organverlust und alle Komplikationen war der letzte vor der

Organentnahme gemessene Serum-Kreatininwert im Vergleich zu den jeweiligen

Gruppen ohne Komplikationen erhoht. In der Vergleichsgruppe ATN / keine ATN

war der Unterschied statistisch signifikant (s. Tab 3.3).

Veraleichsaruopen N S-Kreatinin Statistische
g grupp (umol /1) Priifung

ATN 20 104 £ 75 _
keine ATN A7 78 + 28 P=0043
Organverlust 10 101 £ 75 _
kein Organverlust 57 84 + 42 P=0,306
ATN u./o. Rejektion 36 94 + 61
u./o. Organverlust P =0177
weder ATN, noch Rejektion, ’

31 77 £ 27
noch Organverlust

Tabelle 3.3 Serum-Kreatininwerte der Spender vor Organexplantation, ATN = Akute
Tubuléare Nekrose
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Die Leukozytenzahlen der Spender waren in der Gruppe der Empfanger mit
Organverlust bei Aufnahme auf die Intensivstation im Durchschnitt 15,5 + 4,96 (N
= 10) und vor der Explantation 16,7 + 5,95 (N = 10). Im Vergleich dazu waren die
Leukozytenzahlen in der Gruppe ohne Organverlust mit 12,0 + 4,8 (N = 59) bei

Aufnahme und 12,6 + 5,5 (N = 59) vor Explantation jeweils signifikant geringer (P
= 0,036 zu beiden Zeitpunkten, Abb. 3.3). In den Ubrigen Parametern des

Blutbildes fanden sich keine Unterschiede.

Leukozytenzahlen
bei Aufnahme vor Explantation

25
20 T B
15 T
10 4 .

5

0

@ Organverlust m kein Organverlust

Abbildung 3.3  Mittelwerte und Standardabweichungen fir Leukozyten nach Aufnahme
und vor Explantation, STABW = Standardabweichung, Unterschiede statistisch signifikant
(P jeweils = 0,036).

Ebenfalls auffallig zwischen den Vergleichsgruppen Organverlust / kein

Organverlust war der Unterschied in der Sauerstoffsattigung dieser Spender
direkt vor der Organentnahme (eine Stunde praoperativ). Diese betrug bei den
Spendern von Transplantaten, die nach Ablauf der Studie noch funktionstichtig
waren, 97,7% * 2,74 (N = 32). Bei den Organspendern, deren Empfanger einen
Organverlust erlitten, betrug die Sauerstoffsattigung zum entsprechenden
Zeitpunkt nur 94,1% * 4,62 (N = 4). Mit einem P-Wert von 0,026 ist dieser
Unterschied statistisch signifikant (Abb. 3.4).
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Abbildung 3.4

Mittelwerte und Standardabweichungen fir die Sauerstoffsattigung vor

Explantation, STABW = Standardabweichung, Unterschied stat. signifikant (P = 0,026).

3.3.2 Spendertherapie

Die Auswertung der verabreichten Katecholamindosen bei den Organspendern
beschrankt sich auf die Verabreichung von Dopamin, da andere Katecholamine

wie Dobutamin, Adrenalin oder Noradrenalin nur sporadisch appliziert wurden und

es somit nicht moglich war, eine Auswertung vorzunehmen.

Kumulative Dopamindosen

Statistische

noch Organverlust

Vergleichsgruppen N (mg, Uber die letzten 24 h pra- Prafun
op., Mittelwerte, STABW) 9

ATN 19 681 + 482 -

Keine ATN 46 484 + 421 P=0.105

Rejektion 25 551 + 438 -

. —— P=0,
Keine Rejektion 34 535 + 457 0,893
Rejektion in ATN 10 720 + 425 P=0177
Keine Rejektion in ATN 51 509 + 450 ’
ATN u./o. Rejektion 35 589 + 463
u./o. Organverlust P =0.333
weder ATN, noch Rejektion, 29 479 + 431

Tabelle 3.4 Kumulative Dopamingaben in den letzten 24 Stunden pra-explantationem,

ATN = Akute Tubuléare Nekrose, STABW = Standardabweichung

Obwohl deutliche Tendenzen zu hodheren Dopamindosen bei Spendern zu
erkennen sind, deren Empfanger mit einer ATN konfrontiert wurden, sind die

Unterschiede statistisch nicht zu sichern.
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3.4 Transplantationsparameter

3.4.1 Spender- und Empfangeralter

Fasst man alle Spender von Transplantierten, die entweder eine ATN, eine
Rejektion oder einen Organverlust erlitten haben, zu einer Gruppe zusammen,
waren diese mit 55 + 15,4 Jahren (N = 11) etwa funf Jahre &lter als die Spender
der Empfanger ohne jegliche Komplikationen (51 + 14,4 Jahre, N = 50). Wegen
der insgesamt jedoch geringen Zahl von Ereignissen waren die Altersunterschiede
statistisch nicht signifikant.

Am Aufféalligsten war bei diesem Parameter der Vergleich der Gruppen Rejektion
in ATN / keine Rejektion in ATN. Die Spender der ersten Gruppe waren im Mittel
61 = 17,0 Jahre alt (N = 12), die der Gruppe ohne Rejektion in ATN jedoch nur 52
+ 14,0 Jahre (N = 48). Der P-Wert liegt mit 0,053 an der Signifikanzgrenze.

Die Transplantatempfanger, die einen Organverlust erlitten, waren im
Durchschnitt 54 + 17,8 Jahre alt (N = 11). Im Vergleich dazu waren die
Transplantatempfanger, deren Organe nach Ablauf der Studie noch voll
funktionsttichtig waren, nur 50 £ 16,9 Jahre alt (N = 51). Aufgrund der geringen
Zahl an Organverlusten war jedoch auch dieser Unterschied statistisch nicht
signifikant.

Wie beim Spenderalter war auch im Prifkriterium Empfangeralter der Vergleich

der Gruppen Rejektion in ATN / keine Rejektion in ATN am auffalligsten. Wahrend

die Empfanger der Gruppe ohne Rejektion in ATN nur 48 = 17,4 Jahre alt waren
(N = 50), betrug das Durchschnittsalter der Empfanger mit einer Rejektion in ATN
59 + 11,7 Jahre (N = 11). Die Grenze zur statistischen Signifikanz wurde mit P =

0,059 auch hier fast erreicht.

3.4.2 Ischamiezeiten

Bei der Analyse der warmen Ischamiezeiten gab es keine Unterschiede in den
Vergleichsgruppen. Statistisch signifikant war der Unterschied der Kkalten
Ischamiezeit (KIZ) in den Gruppen andere Rejektion / keine andere Rejektion
(KIZ 16,8 + 5,92 (N = 14) vs. 13,2 + 5,17 Stunden (N = 39); P = 0,031, Abb. 3.4).
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Kalte Ischamiezeit

25

20

15

O andere Rejektion

10 = m keine andere Rej.

Klz

Abbildung 3.5 Mittelwerte und Standardabweichungen fir die kalte Ischamiezeit,
STABW = Standardabweichung, Unterschied statistisch signifikant (P = 0,031).

3.4.3 HLA-Mismatches
Die Unterschiede in den HLA-Mismatches zwischen den verschiedenen Gruppen
sind in der folgenden Tabelle (Tab. 3.5) zusammengefasst.

Vergleichsgruppen N . HLA- Sta“..S“SChe
Mismatches Prifung
Akute Tubulédre Nekrose 21 2,191,774 P =0727
keine Akute Tubulére Nekrose 34 2,03+ 1,58 '
Rejektion in ATN 11 3,00 +1,65 P =0028
keine Rejektion in ATN 43 1,81 +1,54 '
Andere Rejektion (ohne Rej. in ATN) 13 2,00 +1,36 P = 0.894
keine andere Rejektion 41 2,07 £1,20 '
Rejektionen insgesamt 25 2,52 + 1,58 P =0073
keine Rejektion 30 1,73+1,61 '
ATN u./o. Rejektion u./o. Organverlust 34 2,38 £ 1,68 P = 0.093
weder ATN, noch Rej. 0. Organverlust 21 1,62 £ 1,46 '
Organverlust 11 2,64 +1,97 _
kein Organverlust 44 1,95 + 1,52 P=0,184

Tabelle 3.5 HLA-Mismatches der verschiedenen Vergleichsgruppen, HLA-Mismatches =
Anzahl von Fehlibereinstimmungen im humanen Leukozyten-Antigen System, ATN =
Akute Tubuléare Nekrose

Mit Ausnahme der Vergleichsgruppen andere Rejektion / keine andere Rejektion

wurde jeweils ein hoheres Mismatch-Niveau bei den Empfangern mit

Komplikationen analysiert. In dem Vergleich Rejektion in ATN / keine Rejektion in

ATN war dieser Unterschied statistisch signifikant.
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3.5 Zusammenhange zwischen Posttransplantationskomplikationen

Bei der Priifung der Gruppen auf Uberlappungsereignisse (mehrere Ereignisse bei
einem Transplantatempfanger) ergaben sich aufféllige Koinzidenzen in den
Gruppen ATN / keine ATN mit den Gruppen Rejektion / keine Rejektion. So erlitten
65 % (N = 23) der Patienten mit einer ATN auch eine Rejektion, bei den Patienten
ohne ATN waren es nur 34 % (N = 41, P= 0,033, Abb. 3.6).

Bei Gegenprufung betrug die Inzidenz einer ATN bei Patienten mit einer Rejektion
im Verlauf nach Transplantation 55 % (N = 29). Von den Patienten, die keine
Rejektion erlitten, hatten nur 23 % (N = 31) eine ATN. Auch dieser Unterschied ist
statistisch signifikant (P= 0,023, Abb. 3.6).

Rejektion in % ATN in %

70
60
50
40
30
20
10

-

ATN Rejektion

Abbildung 3.6  Koinzidenz einer ATN bei Patienten mit Rejektion (P = 0,023), bzw.
Koinzidenz einer Rejektion bei Patienten mit einer ATN (P = 0,033)

3.6 HLA-DR Immunhistologie

Von insgesamt 37 zur Verfigung stehenden Biopsaten von Leichenspendern
wurden 35 untersucht. Der Datensatz eines Spenders wurde nicht verwertet, da
der Verbleib seiner beiden explantierten Nieren nicht nachverfolgt werden konnte
und bei einem weiteren wurde wahrend der Explantation ein Nierenkarzinom
diagnostiziert. Von den verbliebenen 35 Spendernieren waren 5 aufgrund einer
qualitativ minderwertigen Stanzbiopsie nicht auswertbar. Von weiteren 3 Stanzen
waren wegen der Knappheit des Materials fur die HLA-DR Immunhistologie keine
Schnitte verfugbar, da die wenigen vorhandenen Schnitte zur Untersuchung der
ET-1 Immunhistologie verwendet wurden. Insgesamt konnten somit 27
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Nierenbiopsate von Leichenspendern HLA-DR immunhistologisch untersucht
werden.

Empfangerseits gab es 32 Patienten, deren postoperativen Verlauf wir entweder
durch unser Rundschreiben oder direkt an unserer Klinik verfolgen konnten.
Natdrlich hatten wir nur bei den Leichennierenempfangern des UKL die
Maoglichkeit, eine Stanzbiopsie durchzufiihren. Dieses erfolgte nur aus
medizinischer Indikation, Protokollbiopsien wurden nicht durchgefiihrt. Damit
standen uns 14 Stanzen zur Verfigung, von denen wiederum drei aufgrund der
Minderwertigkeit des Stanzmaterials nicht auswertbar waren. Somit wurden 11
Stanzen immunhistologisch untersucht.

AuBBerdem war es uns moglich, von 15 Lebendspendern Nullbiopsien zu
gewinnen. Auch hier konnten zwei Stanzen aufgrund der gegebenen
Materialbeschaffenheit nicht ausgewertet werden, somit wurde die HLA-DR
Expression von 13 Nullbiopsaten der Lebendspender immunhistologisch
untersucht.

Zur Verdeutlichung der Unterschiede zwischen negativen, einfach und zweifach
positiven Farbungen wurden beispielhaft Praparate von Glomerula, Tubuli und
Gefallen zur photographischen Darstellung ausgewahlt (s. Abb. 3.7 bis 3.13).

Abbildung 3.7  zweifach positives Glomerulum
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Abbildung 3.8  negatives Glomerulum u. negatives Gefalr

L .

Abbildung 3.9  positives Gefal



Abbildung 3.11 einfach positive Tubuli
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Abbildung 3.12 negative Tubuli

Von zentraler Bedeutung ist die Tatsache, dass die ausgewerteten Stanzen fast
aller Leichenspender, Leichennierenempféanger und Lebendspender eine HLA-DR
Basisexpression aller bewerteten Strukturen, soweit in den jeweiligen Schnitten
vorhanden, aufwiesen. Sie wurde mit einem Expressionsgrad von 1 bewertet. Eine
Ausnahme bildeten die Tubuli im Biopsat eines Lebendspenders, die komplett
HLA-DR negativ waren.

3.6.1 Leichenspendernieren und Transplantate von Leichen- und
Lebendspendern

Bei der Auswertung der Gesamt-HLA-DR Expression der Nieren fiel bei den
Leichenspendern im Vergleich zu den Lebendspendern eine hohere HLA-DR
Expression auf. Bei den Stanzen, die von Empfédngern von Leichennieren
gewonnen wurden, war die HLA-DR Expression nochmals hoéher als bei
Nullbiopsien der Organe vor der Transplantation.

Beim Vergleich der histologischen Einzelstrukturen zwischen den drei
verschiedenen Gruppen fallt auf, dass es hinsichtlich der HLA-DR Expression der
Glomerula kaum Unterschiede gibt. Sowohl in den Tubuli als auch in den Gefal3en
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ist die HLA-DR Expression der Lebendspendernieren geringer als bei den
Leichenspendernieren pra-transplantationem und diese wiederum geringer als bei
Leichenspendernieren post-transplantationem. Die statistische Berechnung der
Unterschiede ergab bei den angefuhrten Ergebnissen jedoch kein

Signifikanzniveau.

Durchschnittliche Starke der HLA-DR Expression der
Tubuli Glomerula GefalRe Tub., (?Iom.,
GefalRe
Lebendnieren 1,07 £ 0,62 1,5+0,58 1+£0,0 1,05+ 0,53
(pra-Tx) N=14 N=4 N=10 N=14
Leichennieren 1,23+0,42 1,48 +0,51 1,09 +£0,29 1,22 +0,32
(pra-Tx) N =53 N =29 N =45 N =53
Leichennieren 1,3+0,48 15+0,55 12+04 1,28 +£0,42
(post-Tx) N =10 N=6 N=9 N =10

Tabelle 3.6 Durchschnittliche Starke der HLA-DR Expression, wobei gilt:
negativ=0, einfach positiv=1, zweifach positiv=2, Unterschiede nicht signifikant.

3.6.2 Kaorrelation zu Posttransplantationskomplikationen

Die durchschnittiche HLA-DR Expression aller Strukturen (= Mittelwert aus dem
Grad der HLA-DR Expression von Tubuli, Glomerula und Gefalen) war in der
Nullbiopsie bei der Mehrheit der Spendernieren < 1,5. Daher stuften wir diesen
Wert als geringgradige HLA-DR Expression ein; Durchschnittswerte von > 1,5
wurden als hochgradig angesehen. Bei 14 Empfangern betrug die
durchschnittliche HLA-DR Expression der entsprechenden renalen Strukturen >
1,5. 10 dieser Empfanger (71%) entwickelten postoperative Komplikationen
(entweder ATN, Rejektion, Organverlust oder mehrere dieser Ereignisse
kombiniert). 40 Empfanger gehorten zu der Gruppe mit einer durchschnittlichen
HLA-DR Expression von < 1,5. Ein deutlich geringerer Anteil von 58% (N=23)
entwickelte eine der oben genannten Komplikationen. Aufgrund der geringen Zahl
der Empfanger war dieser Unterschied jedoch statistisch nicht signifikant.
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3.6.3 Unterschiede zwischen den einzelnen Vergleichsgruppen

In den Vergleichsgruppen ATN / keine ATN waren keine markanten Unterschiede

bezuglich der HLA-DR Expression zu verzeichnen. Deutlicher waren die
Unterschiede im Zusammenhang mit einer Absto3ung, also in den
Vergleichsgruppen Rejektion in ATN / keine Rejektion in ATN sowie andere

Rejektion / keine andere Rejektion. Bei den Spendern, deren Empfanger

postoperativ eine Rejektion in der ATN-Zeit entwickelten, war bereits vor der
Transplantation die Expression von HLA-DR der Glomerula im Vergleich zu denen
in der Gruppe keine Rejektion in ATN erhoht (Rejektion in ATN 1,67 = 0,57, N =3
vs. keine Rejektion in ATN 1,48 + 0,51, N = 25, P = 0,55, n.s.). Im Gegensatz
hierzu war bei den Spenderorganen, deren Empfanger unabhangig von einer ATN
eine Rejektion entwickelten, die Expression von HLA-DR in den Tubuli gegentber
der in der entsprechenden Vergleichsgruppe erhdht (andere Rejektion 1,36 + 0,5,
N = 14, vs. keine andere Rejektion 1,18 + 0,39, N = 38, P = 0,18, n.s.). Die HLA-
DR Expression der GefalRe war im Zusammenhang mit einer postoperativ
auftretenden Rejektion in beiden genannten Vergleichsgruppen schon praoperativ
in der Spenderniere erhoht (Rejektion in ATN 1,17 + 0,41, N = 6 vs. keine
Rejektion in ATN 1,08 = 0,27, N = 38, P = 0,48, n.s. // andere Rejektion 1,17 +
0,39, N = 12 vs. keine andere Rejektion 1,06 + 0,25, N = 32, P = 0,27, n.s.).

Bei den Empfangern von Leichennieren, die im Laufe der Studie einen
Organverlust erlitten, war postoperativ die HLA-DR Expression in den Tubuli, vor
allem aber in den Glomerula, gegeniber den Empfangern ohne einen
Organverlust erhoht. Das gleiche gilt fur Empfanger, bei denen postoperativ eine
Rejektion ohne ATN (= andere Rejektion) auftrat gegentber denjenigen, bei
denen diese Komplikation nicht auftrat. Zusatzlich war bei diesen auch die HLA-
DR Expression der Geféal3e erhoht (n.s.).

Zur Ubersicht tiber diese Resultate dienen die Tabellen 6.1 und 6.2 im Anhang.

3.7 Endothelin Immunhistologie

Aus den oben beschriebenen Griinden (s. 3.6) gelangten von den anfanglich 37 in
die Studie aufgenommenen Leichenspenderbiopsaten nur 35 in die
immunhistologische Auswertung. Von diesen 35 waren drei aufgrund der

Beschaffenheit des Materials nicht auswertbar. Von weiteren vier Stanzen standen
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uns aufgrund der Knappheit des Materials nach bereits durchgeftuhrter HLA-DR
Immunhistologie nicht gentgend Schnitte fir die ET-1 Immunhistologie zur
Verfiigung. Somit blieben 28 Stanzen zur Auswertung. Empfangerseits konnte von
den 14 Nierenbiopsaten eines wegen der schlechten Qualitat der Stanze nicht ET-
1 immunhistologisch untersucht werden. Daher gelangten 13 Stanzen in die
Auswertung. Von den Lebendspenderstanzen konnten ebenfalls 13
immunbhistologisch auf ET-1 Expression untersucht werden; von den 15 zunachst
zur Verfugung stehenden Stanzen konnten zwei wiederum aufgrund der
Materialbeschaffenheit nicht ausgewertet werden.

Auch von der ET-1 Immunhistologie wurden exemplarisch Bilder von
verschiedenen Strukturen mit einer unterschiedlich starken ET-1 Expression
ausgewahlt (s. Abb. 3.14 — 3.20).

Abbildung 3.13 zweifach positives Glomerulum
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Abbildung 3.15 negatives Glomerulum



Abbildung 3.16 negative GefalRe

Abbildung 3.17 positives Gefal
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Abbildung 3.19 zweifach positive Tubuli
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3.7.1 Leichenspendernieren und Transplantate von Leichen- und
Lebendspendern

Die durchschnittliche Starke der ET-1 Expression der postoperativ von

Leichennierenempféangern gewonnenen Biopsate war deutlich hoher als die

derselben Nieren praoperativ. Uberraschenderweise war die Expression bei dem

préoperativ von Lebendspendern untersuchtem Nierengewebe hoher als bei den

préoperativ untersuchten Leichennieren (Tab. 3.7).

Durchschnittliche Starke der ET-1 Expression der

Tubuli Glomerula Gefalle Tub., (%Iom.,
Gefalle

Leichennieren 1,14+0,35*+ | 1,37 £0,49 ** 0,96 +0,19 1,13 + 0,24***
(pra-Tx) N =57 N =41 N =55 N =57

Leichennieren 1,4+0,52* 1,75 £ 0,46 ** 1+0 1,36 £ 0,23***
(post-Tx) N =10 N=8 N =10 N =10

Lebendnieren 1,5+0,65 + 1,4 +0,55 1,09 +£0,3 1,3+0,53

(pra-Tx) N =14 N=5 N=11 N =14

Tabelle 3.7  Durchschnittliche Starke der ET-1 Expression, wobei gilt: negativ
= 0, einfach positiv = 1, zweifach positiv = 2; die Berechnung der Statistik ergab folgende
statistische Signifikanzen: * P = 0.049, ** P = 0.049, *** P = 0.007; * P = 0.006

3.7.2 Korrelation zu Posttransplantationskomplikationen

Wir sahen bei der Auswertung der ET-1 Immunhistologie nur relativ wenige
Biopsate mit einer hohen Expression. Wir bildeten daher eine Gruppe mit einer
Basisexpression von < 1 (N = 40) und verglichen sie mit einer Gruppe mit einer
erhohten ET-1 Expression von > 1 (N = 16). 21 Empfanger (53%) von
Leichentransplantaten aus der Basisexpressionsgruppe erlitten Komplikationen
wie ATN, Rejektion, Organverlust oder mehrere dieser Ereignisse. Komplikationen
bei Empfangern von Leichennieren mit erhdhter ET-1 Expression traten bei 62%
auf (N = 10). Die Unterschiede erreichten jedoch kein Signifikanzniveau.
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3.7.3 Unterschiede zwischen den einzelnen Vergleichsgruppen
In der Gruppe ATN ist die Expression von Endothelin-1 der Glomerula schon bei
der noch nicht transplantierten Niere im Spender héher als in der Gruppe keine

ATN. In Biopsaten, die aufgrund der Komplikation einer ATN entnommen wurden
(Indikationsbiopsie), war die Expression von ET-1 der Glomerula noch starker als
zuvor. Allerdings war auch bei den Empfangern, bei denen bioptisch keine ATN
festgestellt wurde, die Expression von Endothelin-1 der Glomerula héher als in
den entsprechenden Nieren vor der Transplantation. Die statistische Berechnung
der Unterschiede ergab jedoch kein Signifikanzniveau. Einzelergebnisse siehe
Anhang (Tab. 6.3).

Grol3ere Unterschiede der Expression von ET-1 waren erkennbar in den Gruppen
mit einer Rejektion, besonders in der Gruppe Rejektion in ATN / keine Rejektion in

ATN. Hier war bei den Spendern der Gruppe Rejektion in ATN die Expression in

den Tubuli und in den Glomerula héher als in der zugehdrigen Vergleichsgruppe,
der Unterschied in den Tubuli war signifikant (P=0,046). Nach der Transplantation
war ein nennenswerter Unterschied zwischen der Niere beim Empfanger mit

Rejektion in ATN und ohne Rejektion in ATN jedoch nur in den Glomerula zu

beobachten. Die Expression von ET-1 war hier jeweils héher als bei den Organen
im Spender vor der Transplantation.

In der allgemeiner definierten Vergleichsgruppe Rejektion / keine Rejektion

(unabhéngig vom Auftreten einer ATN), war bei den Spendern der
Rejektionsgruppe die Expression von ET-1 ebenfalls in den Tubuli und den
Glomerula hoher als bei denen ohne eine Rejektion (Tab. 3.8).

Spender Empfanger

Tubuli N Glomerula N Glomerula

N
Keine Rej. in ATN |1,09+0,28* |47 |1,3+0,47 33 /1,67+0,58 |3
Rejektionin ATN | 1,33+05* 9 |157+053 |7 |20+0 3

Keine Rejektion 1,09 + 0,29 34 |1,32+0,48 25

Rejektion 1,22 £ 0,42 23 11,44+£0,51 16

Tabelle 3.8 Expression von ET-1 in Verbindung mit einer Rejektion; der Unterschied der
Expression in den Tubuli beim Vergleich der Gruppen mit bzw. ohne Rejektion in ATN war
statistisch signifikant (* P = 0,046)




4 DISKUSSION

Die Prognose nach Nierentransplantation hangt von mehreren immunologischen
und nicht-immunologischen Faktoren ab (Frei 2001, Klempnauer 2001, McKay
1996, Opelz 2001, Sperschneider 2001); von diesen vereinigen sich bei fast jedem
Transplantatempfanger wenige bis mehrere Faktoren zu einem multifaktoriellen
Risiko fur einen vorzeitigen Funktionsverlust des Organs.

Zu den immunologischen Ursachen einer chronischen Tranplantatdysfunktion
zahlen (McKay u. Mitarb. 1996, Frei 2001, Opelz 2001):

Inkompatibilitaten im humanen Leukozyten Antigen (HLA) — System
Anzahl und Schwere akuter Rejektionen

Retransplantation

Unterimmunsuppression

Infektionen

Diese Faktoren werden am h&ufigsten im Zusammenhang mit dem Auftreten von
akuten und / oder chronischen Rejektionen beobachtet. Rejektionen ihrerseits
konnen dann konsekutiv zu akutem oder schleichendem Funktionsverlust des
Nierentransplantats fuhren.

Zu den nicht-immunologischen Faktoren gehoren:

Kalte Ischamiezeit (Zeitintervall zwischen Explantation und Transplantation)
Akute Tubulére Nekrose (ATN) bzw. Initiale Nicht-Funktion (INF)
Primare Organdysfunktion (delayed graft function [DGF])

Inkompatibilitéat zwischen Gro3e des Spenderorgans und Kérpermasse des
Empfangers sowie in der Altersdifferenz zwischen Spender und Empfanger
Toxizitat (insbesondere Nephrotoxizitat) der immunsuppressiven Therapie
Posttransplantationshypertonie

Diabetes mellitus

Hyperlipidamie

Nikotinabusus

Non-Compliance

Diese Faktoren tragen besonders zum Entstehen der chronischen
Transplantatdysfunktion bei. Fur die chronischen Transplantatschaden hat sich —
unabhéngig von der auslosenden Ursache — in jlingster Zeit der Begriff der
,chronic allograft nephropathy* (CAN) durchgesetzt (Halloran u. Mitarb. 1999 u.
2002).

Das Auftreten eines Akuten Nierenversagens (ANV) des Transplantats im Sinne
initialer (postoperativer) Nicht-Funktion (INF) und mit dem histomorphologischen
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Korrelat der Akuten Tubuldren Nekrose (ATN) gehort zu den etablierten Faktoren
fur verkirztes Organuberleben. Die Zuordnung der ATN zu den nicht-
immunologischen Faktoren indes wird zunehmend in Frage gestellt. Bei der
Charakterisierung dieses Nierenversagens sind bis heute viele Fragen offen
geblieben. So ist nicht geklart, ob unterschiedliche Ursachen des ANV
(zirkulatorisch, toxisch etc.) zu gleichen oder unterschiedlichen Auswirkungen und
Verlaufen fuhren; ferner ist unklar, ob primar spenderassoziierte Faktoren oder
Uberwiegend perioperative Faktoren (kalte Ischamie, warme Ischamie) fur das
Auftreten einer ATN verantwortlich sind. Die Beantwortung dieser und weiterer
Fragen Uber das Problem der initialen Nicht-Funktion der transplantierten Niere
erscheint aber wichtig, da eine Klarung direkte therapeutische Konsequenzen
hatte. So galt es in vorliegender Arbeit primar zu klaren, ob das ANV des
Nierentransplantats als ein priméar immunologisches oder als ein unspezifisches,
z.B. zirkulatorisches Ereignis zu charakterisieren ist. Kénnte man eindeutig eine
immunogene Ursache nachweisen, hatte man mit der Verstarkung der induktiven
Immunsuppression in  den ersten Wochen nach Transplantation einen
therapeutischen Ansatzpunkt zur Vermeidung friher akuter Rejektionen, deren
Inzidenz bei ATN bekanntlich hoher ist als bei Patienten mit Sofortfunktion
(Troppmann u. Mitarb. 1995, Ojo u. Mitarb. 1997, Marcen u. Mitarb. 1998). Lange
Zeit konzentrierte sich die Suche nach Risikofaktoren flr eine akute Rejektion nur
auf den Transplantatempfanger. Ein junges Empfangeralter, Zugehorigkeit zur
afroamerikanischen Rasse, ein hoher Grad an praformierten Antikdrpern préa-
transplantationem, Retransplantationen und ein schlechtes HLA-Match bedingen
eine erhohte Inzidenz einer akuten Rejektion (Benson und Mitarbeiter 2002).

Wir haben in diesem Zusammenhang hingegen versucht, Kriterien von Spendern
auf ihre Relevanz fur Veranderungen an den Transplantatnieren zu untersuchen
und diese mittels immunhistologischer Bestimmung der HLA-DR- und Endothelin-
1-Expression in verschiedenen renalen Strukturen der Spenderorgane vor und im
Verlauf nach Transplantation zu validieren. Die potenziell relevanten Kriterien
suchten wir in den durch die Spender gegebenen allgemeinen Faktoren
(Spenderalter, Geschlecht, Grunderkrankungen etc.), in der praoperativen
Intensivtherapie der Leichennierenspender (Spenderkonditionierung) sowie in den
transplantationsoperativen Bedingungen. Die Untersuchungen erfolgten im
Vergleich zu Lebendspendern. Die Ergebnisse sollten beitragen zu klaren, ob eine
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Modifizierung der herkémmlichen Therapiestandards bei hirntoten Organspendern
das Transplantationsergebnis verbessern kann.

Die Patienten mit Leichennierentransplantation in dieser Studie wiesen eine
wesentlich hohere Rate an ATN, Rejektionen und Organverlusten auf. Dies steht
in guter Ubereinstimmung mit dem Schrifttum (Cecka 1998, Sesso u. Mitarb. 1998,
Pratschke u. Mitarb. 2001). ATN und Rejektionen sind unabhéngige Risikofaktoren
fur Transplantatverluste (Prommool u. Mitarb. 2000, Shoskes u. Mitarb. 2001).
Dartber hinaus werden nach dem Auftreten einer postoperativen ATN aber auch
deutlich mehr Rejektionen beobachtet. Hieraus lasst sich ableiten, dass die
Ursachen fur ATN und Rejektionen z.T. unterschiedliche, andererseits aber auch
gemeinsame sind. Wir haben in den Analysen der pr&- und perioperativen
Bedingungen der untersuchten Transplantationen im Einzelnen versucht,
Labordaten der Spender, ihre Pharmakotherapie sowie die verschiedenen
Spender- / Empfangerkonstellationen mit den Transplantationsergebnissen zu

korrelieren:

4.1 Spenderbedingungen

Barnett und Mitarbeiter untersuchten 1997 bei S&uglingen, die durch einen
schweren hypoxischen Hirnschaden starben, die Kollateralschaden anderer
Organe. Eindeutige pathologische Veranderungen fanden sich in 62 % der
Herzen, in 33 % der Lungen, in 28 % der Nieren und in 22 % der Lebern. Dabei
wiesen haufig schon klinisch vollig unaufféllige Organe in der histopathologischen
Untersuchung Schaden auf (Barnett und Mitarbeiter 1997). Folglich ist die
Wahrscheinlichkeit einer Nierenschadigung hoch, wenn gleichzeitig ein
Leberschaden durch Erhéhung der Leberenzyme messbar ist. Wir haben gezeigt,
dass ASAT, ALAT, LDH und ?-GT bei den Leichennierenspendern von

Transplantatempfangern, deren postoperativer Verlauf durch das Auftreten einer

Rejektion kompliziert wurde oder gar mit einem Organverlust endete, vor der
Organexplantation im Vergleich zu den Spendern von Transplantatempfangern
ohne Rejektion oder Organverlust erhéht waren. Durch die insgesamt noch zu
geringe Fallzahl, mehr jedoch noch durch die grof3e Streubreite der Enzymwerte,

wurde keine statistische Signifikanz erreicht. Die Pankreasenzyme Amylase und
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Lipase waren vor Organentnahme in fast allen Vergleichsgruppen mit
Komplikationen gegeniber denen ohne Komplikationen erhéht. Das Pankreas
wurde von Barnett und Mitarbeitern zwar nicht untersucht, mdglicherweise treten
Schaden am Pankreas als Kollateralschaden des Hirntods jedoch ebenfalls friher
auf als an der Niere, so dass im Falle einer laborchemisch nachweisbaren
Schadigung des Pankreas auch von einer simultanen Schadigung der Niere
ausgegangen werden kann. Auch die Enzyme CPK und CKMB waren in einigen
Patientengruppen mit Komplikationen gegeniiber denen ohne Komplikationen
erhoht (ATN / keine ATN; Rejektion in ATN / keine Rejektion in ATN). Da in der

Studie von Barnett und Mitarbeitern bei 62 % der Herzen pathologische

Veranderungen gefunden wurden, jedoch nur bei 28 % der Nieren, kann man bei
einem potenziellen Leichennierenspender mit erhéhten CPK- und / oder CKMB-
Werten pra-explantationem nur in einigen Fallen von einer gleichzeitigen
Schadigung der Niere ausgehen.

Mit dem Auftreten des Hirntods kommt es zum sogenannten ,Autonomic Storm*
I.S. massiver Katecholaminfreisetzung. Diese fuhrt zu einer extremen
Vasokonstriktion mit Hypoxie der peripheren Organe (Herijgers u. Mitarb. 1996).
Ein Multiorganversagen kann die Folge sein. Ist die Leber betroffen, kommt es
schon bei einer vergleichsweise geringen Schadigung zu einem
Plasmaenzymanstieg. Da es sich beim ,Autonomic Storm“ um eine systemische
Reaktion handelt, ist vor allem deshalb von einer Mitbeteiligung der Niere
auszugehen, weil sog. high-flow Organe wie die Niere von dem
Katecholaminexzess besonders betroffen sind. Der bei einem Nierenschaden am
frihesten messbare Laborparameter ist das Serum-Kreatinin, das jedoch erst
ansteigt, wenn die glomerulére Filtrationsrate auf unter 50 % des Normalwertes
sinkt. Es fehlt also eine Mdglichkeit, schon geringe Nierenschaden anhand der
herkdbmmlichen Laborparameter zu erkennen. Durch die zuvor beschriebenen
Zusammenhange kann man bei erhdohten Leberwerten im Plasma zu einem
friheren Zeitpunkt als mit den herkémmlichen Untersuchungen von einer
wahrscheinlichen Schadigung der Niere ausgehen.

Die Leichennierenspender der Empfanger, die post-transplantationem eine ATN,
eine Rejektion oder einen Organverlust erlitten, waren durchschnittlich 5 Jahre
alter als die Spender der Empfanger ohne diese Komplikationen. Diejenigen
Spender, deren Empfanger eine ATN entwickelten und in der ATN-Zeit eine
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Rejektion erlitten, waren im Vergleich zu denen, die hiervon nicht betroffen waren,
im Mittel sogar 10 Jahre &lter. Ein erhdhtes Spenderalter gilt als Risikofaktor fur
eine ATN (Troppmann u. Mitarb. 1995, Marcen u. Mitarb. 1998, Shoskes u. Mitarb.
2001). Ebenso ist die Transplantatiiberlebenszeit bei Nieren von &alteren Spendern
reduziert. Erklart wird dies durch die verminderte funktionelle Reserve in alteren
Nieren. Ab dem 30. Lebensjahr sinkt die glomerulare Filtrationsrate mit jeder
weiteren Lebensdekade um 13 ml/min (Modlin u. Mitarb. 2001). Nach einer Studie
von Ojo und Mitarbeitern erh6hen Bluthochdruck und Diabetes der Spender die
Inzidenz der ATN und einer akuten Rejektion und vermindern die
Transplantatuberlebenszeit. Die Spender mit diesen Risikofaktoren waren
durchschnittlich 17 Jahre é&lter als die Spender ohne eine Hypertonie oder
Diabetes (Ojo u. Mitarb. 2000).

In Zusammenschau unserer Ergebnisse mit denen aus dem Schrifttum kann
behauptet werden, dass ein erhdhtes Spenderalter sowohl die Inzidenz der ATN
als auch der Rejektionen sowie der Organverluste erhdéht. Nach unseren
Ergebnissen kommt es nach Transplantation alterer Spenderorgane besonders

haufig zu einem gemeinsamen Auftreten von ATN und Rejektion.

Das Durchschnittsalter der Empfanger mit einem Organverlust war etwa 5 Jahre
hoher als das derer ohne Organverlust. Mit etwa 10 Jahren war der
Altersunterschied der Empfanger mit Rejektion in der ATN-Zeit gegentber denen
ohne Rejektion noch deutlicher. Mit zunehmendem Alter nimmt die
Immunkompetenz bekanntlich ab. Dies fuhrt moglicherweise zu einer geringeren
Rate an Rejektionen bei alteren Menschen. Man nimmt dies h&ufig zum Anlass,
bei dieser Patientengruppe die pharmakologische Immunsuppression gegenuber
den Standardprotokollen zu reduzieren. Studienergebnisse, die dieses Vorgehen
rechtfertigen, stehen jedoch aus. Troppmann und Mitarbeiter beschrieben ein
erhohtes Empfangeralter als Risikofaktor fir eine ATN (Troppmann u. Mitarb.
1995). Auch bei Palomar und Mitarbeitern war die Inzidenz einer ATN bei
Organempfangern uber 60 Jahren mit 31 % groBer als bei den unter
sechzigjahrigen mit 22,8 %. Ebenso war das 1-Jahres-Transplantattiberleben etwa
10% geringer als bei den jingeren Empfangern (Palomar u. Mitarb. 2001).

Nach unseren Ergebnissen ist eine ATN bei alteren Transplantatempfangern ein
besonderes Risiko fur das gleichzeitige Auftreten einer Rejektion. Ursache ist
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wahrscheinlich  die  durch  die tubuldre  Nekrose hervorgerufene
Entzindungsreaktion, die auch beim &lteren Menschen mit einem potenziell
schwécheren Immunsystem eine Rejektion triggern kann.

In vorliegender Studie konnten wir einen signifikanten Unterschied in der kalten
Ischamiezeit (KIZ) zwischen den Vergleichsgruppen andere Rejektion / keine

andere Rejektion (also alle Rejektionen aufRer denen in ATN) nachweisen. Die KIZ

in der Gruppe mit Rejektion war deutlich langer als in derjenigen ohne Rejektion.
Der Einfluss der kalten Ischamiezeit auf die Inzidenz einer ATN wurde - im
Gegensatz zum Einfluss der KIZ auf eine Rejektion - schon haufig untersucht und
konnte positiv korreliert werden (Koning u. Mitarb. 1995, Troppmann u. Mitarb.
1995, Marcen u. Mitarb. 1998, Shoskes u. Mitarb. 2001). Die Arbeitsgruppe von
Christopher F. Bryan hat den Zusammenhang zwischen kalter Ischamiezeit und
der Bildung von Antikérpern gegen HLA-Klasse I-Molekiile untersucht. Sie hat
nachgewiesen, dass nach einer KIZ von uber 15 Stunden diese Antikorper
vermehrt gebildet werden, vermutlich dber den indirekten Weg der
Alloantigenerkennung. Bei diesen wird, im Gegensatz zur direkten
Antigenerkennung, ein allogenes Antigen von einer eigenen
antigenprasentierenden Zelle (APZ) des Wirts den Lymphozyten prasentiert.
Mogliche Ursachen hierfur sind die vermehrte Expression von HLA-Molekilen
sowie von Zytokinen wie IFN-?, TGF 3-1, IL-2 und IL-10 bei langer KIZ mit der
Folge gesteigerter Immunogenitat des Transplantats (Bryan u. Mitarb. 2001).
Somit steigt mit zunehmender Dauer der kalten Ischamiezeit die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Rejektion.

Erwartungsgemal? waren auch in vorliegender Studie die Unterschiede in den
HLA-Mismatches in den Gruppen am grof3ten, in denen Rejektionen auftraten: In
den Vergleichsgruppen Rejektion / keine Rejektion mit P = 0,073 und in denen mit
Rejektion in ATN / keine Rejektion in ATN mit P = 0,028. Mit der Anzahl der HLA-
Mismatches steigt bekanntermaf3en das klassische immunogene Risiko fur eine

Rejektion im postoperativen Verlauf einer Transplantation. Der besonders
markante Unterschied in letzterer Gruppe mit simultanem Auftreten von ATN und
Rejektion stitzt die Hypothese, dass die tubulare Nekrose als immunogenes

Ereignis aufzufassen ist.
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Koning und Mitarbeiter beschrieben einen erhohten Serum-Kreatininwert der
Organspender als einen Risikofaktor fir ein primares Versagen des Transplantats
(Koning u. Mitarb. 1995). Dies konnten wir mit unseren Ergebnissen bestatigen:
Die Serum-Kreatininwerte der Organspender waren in der Gruppe der Empfanger
mit einer ATN signifikant hoher als bei den Empfangern ohne ATN (P = 0,043).
Ein &hnliches Ergebnis sahen wir bei der Analyse der Blutbilder der
Organspender. Bei den Spendern, deren Organe postoperativ friihzeitig verloren
gingen, waren die Leukozytenzahlen pra-explantationem signifikant héher als in
der entsprechenden Gegengruppe ohne Organverlust. In einer neuen Studie aus
dem Jahre 2002 von Benson und Mitarbeitern wurde die Leukozyteninfiltration der
Spendernieren histologisch untersucht. Die Spendernieren wurden hierbei in zwei
Gruppen unterteilt: Nieren mit einer konsekutiven akuten Rejektion beim
Empfanger versus jene ohne akute Rejektion. Es ergab sich eine signifikant
hohere Leukozytenzahl in Nieren, die im postoperativen Verlauf akut abgestol3en
wurden. Dabei fand man Leukozyten in den Glomerula wie auch intertubular. Bei
der Analyse mdglicher Ursachen dieser Resultate fanden die Autoren heraus,
dass bei Cytomegalie-AK-positiven Spendern die Leukozytenzahlen in der Niere
signifikant héher waren als bei denen ohne CMV-Antikérper (Benson u. Mitarb.
2002). In diesem Zusammenhang ist die CMV-Infektion sicher nur ein Beispiel fur
die Triggerung von Rejektionen durch ein anderes immunogenes Ereignis. Man
kann davon ausgehen, dass auch durch viele andere Ereignisse, die die
Leukozytenzahl im Blut erhéhen, eine Migration von Entzindungszellen in das
Transplantat stattfindet. Die Leukozyten erhdhen die Immunogenitéat
verschiedener renaler Strukturen und konnen damit eine Immunreaktion i.S.
akuter Rejektionen auslosen. Eine stattgehabte akute Rejektion ist wiederum eine
der Hauptursachen fir die Induktion einer chronischen Rejektion und somit fur
frihzeitigen Transplantatverlust.

Zur perioperativen Sauerstoffsattigung der Spender im Zusammenhang mit dem
Resultat von Organtransplantationen gibt es bisher keine Studien. Wir fanden
einen hochsignifikanten Unterschied (P = 0,026) in der durchschnittlichen

Sauerstoffsattigung bei den Vergleichsgruppen Organverlust / kein Organverlust.

Priméare durch pulmonale Komplikationen hervorgerufene Sattigungsabfélle haben
hierbei vermutlich einen geringeren Stellenwert als die durch kritische
Kreislaufsituationen bedingten sekundaren Sattigungsabfélle, z.B. im Rahmen
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starker Blutdruckabfalle sowie durch extreme Vasokonstriktion im Rahmen des
»2Autonomic Storm“ beim Hirntod. Eine niedrige praoperative Sauerstoffsattigung
waére als einfacher und sensitiver Messparameter fir die hier dargestellte
Kausalkette und somit als prospektiver Marker fir ein erhohtes Risiko nach
Transplantation denkbar. Da Studien hierzu fehlen, wéare eine prospektive

Evaluierung dieses Parameters wiinschenswert.

Neben der Deskription von Laborparametern der Organspender und ihrer
Korrelation zu Ereignissen nach Transplantation war die Analyse der

therapeutischen Interventionen beim Spender Gegenstand vorliegender Studie.

Die wichtigsten Interventionen betrafen die Kreislaufunterstitzung mit
Katecholaminen. Bis heute ist umstritten, ob sich der Einsatz von Katecholaminen
zur  Spenderkonditionierung  generell positiv  oder negativ auf die
Transplantatfunktion auswirkt oder ob es obere bzw. untere Grenzdosierungen
gibt, die Uber positive oder negative Auswirkungen entscheiden. Unsere
Ergebnisse deuten jedoch wie die der meisten Arbeitsgruppen auf einen
Negativeffekt der Katecholamintherapie hin:

Wahrend der letzten 24 Stunden praoperativ erhielten die Spender der
Komplikationsgruppe ATN kumulativ ca. 200 mg mehr Dopamin als die der
Gruppe keine ATN. Noch etwas deutlicher war der Unterschied in den Gruppen
Rejektion in ATN / keine Rejektion in ATN. Aufgrund der unvermeidlich grof3en

Streubreite in den Mengen an verabreichtem Dopamin von 0 mg bis ber 2000 mg
konnten wir bei der gegebenen Patientenzahl in vorliegender Untersuchung keine
statistische Signifikanz beschreiben. Wir haben aber versucht, eine Grenzdosis zu
bestimmen, oberhalb derer die Gefahr einer ATN unverhéaltnismafig steigt.
Unterhalb von 500 mg/24 h lag die Inzidenz der ATN bei 25 %, oberhalb von 500
mg/24 h bei 48,4 %.

Kadieva und Mitarbeiter berichteten 1993 Uber ein vermindertes 1-Jahres-
Organtiberleben nach Therapie der Spender mit Dopamin. In einer Studie aus
dem Jahre 1996 von Marshall und Mitarbeitern betrug die Inzidenz der ATN nach
Behandlung der Spender mit positiv inotropen Substanzen (Dopamin, Dobutamin,
Adrenalin, Noradrenalin oder einer Kombination dieser Substanzen) von mehr als
10 pg/kg/min 41,7 % und das 1-Jahres-Organtberleben 72,9 %. Dies wurde
verglichen mit Spendern, die keine Katecholamintherapie bendtigten. Hier lag die
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Inzidenz der ATN nur bei 17,6 % und das 1-Jahres-Organuberleben bei 91,2 %.
Die Unterschiede waren statistisch signifikant. Ahnliche Ergebnisse legten O Brien
und Mitarbeiter vor: Sie untersuchten ebenfalls die Auswirkung einer Therapie der
Spender mit Vasopressoren (Dopamin, Adrenalin und Noradrenalin in einer Dosis
von > 10 pg/kg/min vs. keine Vasopressorentherapie). Zusatzlich fihrten sie ein
Matching bezuglich Spenderalter und kalten Ischdmiezeiten durch. Auch in dieser
Versuchsreihe war die Inzidenz einer ATN in der Gruppe der mit Vasopressoren
behandelten Spender (61,5 %) signifikant hoher als in der Gruppe der nicht
vasopressorpflichtigen Spender (34,6 %, O Brien u. Mitarb. 1996). Bereits 1982
beobachteten Schneider und Mitarbeiter vermehrt primare Nicht-Funktion nach
Dopamingabe bei der Spenderkonditionierung.

4.1.1 Konsequenzen aus den Analysen der Spenderdaten
Aus unseren Analysen der prospektiv erfassten Spenderkonditionen lassen sich
zusammenfassend einige markante Risikofaktoren far den
Transplantationsverlauf erkennen:

Das Auftreten einer Akuten Tubuldren Nekrose ist eng assoziiert mit

zunehmendem Alter von Spender und Empfanger, hoherem Serum-
Kreatinin und héherer Katecholamindosis der Spender sowie langerer kalter
Ischamiezeit.

Die Rejektionsinzidenz ist positiv korreliert mit erhdhten Leberwerten und

hoherer Katecholamindosis der Spender, langerer kalter Ischamiezeit sowie

- erwartungsgemal’ - mit der HLA-Inkompatibilitat.

Frihzeitiger Organverlust konnte auf die Risiken Alter sowie erhohte

Leberwerte, Leukozytose und verminderte Sauerstoffsattigung der Spender

zuruckgefuhrt werden.
Spender- bzw. Transplantationsbedingungen sind entweder unumganglich (Alter,
HLA-Kompatibilitat etc.) oder beeinflussbar (Katecholamindosen, Ischamiezeiten,
z.T. die Organfunktionsparameter). Besonders fur letztere gilt, dass eine
optimierte Spenderkonditionierung das Risiko fur den Transplantatempfanger
deutlich senken und zu einem verbesserten Transplantatiiberleben beitragen
kann. Mussen potenziell beeinflussbare negative Bedingungen dennoch im
Einzelfall akzeptiert werden, besteht durch die Kenntnis dieser Risiken sekundé&r
nach Transplantation noch die Mdglichkeit, durch Modifikation der Therapie des
Transplantatempfangers (Beispiel: verstarkte induktive Immunsuppression) eine
Risikominimierung herbeizufihren.
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4.2 Immunhistologische Untersuchungen

Nach den Ergebnissen dieser Studie fuhrt das primare Transplantatversagen mit
ATN zu erhéhter Inzidenz von akuten Rejektionen. Auch bei Umkehrung der
Prifung war eine akute Rejektion am haufigsten mit einer ATN vergesellschaftet.
Beide Parameter waren statistisch signifikant unterschiedlich von der jeweiligen
Kontrollgruppe.

Auch im Schrifttum finden sich zahlreiche Beispiele fir eine erhohte Inzidenz von
Rejektionen bei Patienten mit ATN (Troppmann u. Mitarb. 1995, Ojo u. Mitarb.
1997, Marcen u. Mitarb. 1998), nicht jedoch fiir eine erhdhte Inzidenz der ATN bei
Patienten mit einer Rejektion. Aufgrund der offensichtlich sehr engen
Verknupfungen dieser Ereignisse kann man auch von ahnlichen
pathophysiologischen Ursachen ausgehen. Da einer Rejektion bekanntermal3en
immunogene Ursachen zugrunde liegen, kann man diese Zusammenhénge als
weiteres Indiz fur eine vermutlich ebenfalls immunogene Ursache der ATN werten.
Ein weiterer Hinweis ergibt sich aus der Untersuchung von Shoskes und
Mitarbeitern, die eine verstarkte Expression von MHC-Klasse I[I-Molekilen bei
Patienten mit einer ATN beobachteten (Shoskes u. Mitarb. 1991). Um die
mogliche gemeinsame Pathogenese von ATN und friher akuter Rejektion naher
charakterisieren zu konnen, dienten die longitudinalen immunhistologischen

Untersuchungen renaler Strukturen im Vergleich pra- vs. post-transplantationem.

4.2.1 HLA-DR Immunhistologie

Die Expression von HLA-DR war in den in situ vor Explantation entnommenen
Nullbiopsaten der Leichennieren hoher als in denen der Lebendspendernieren.
Dies wurde auch schon von einigen anderen Arbeitsgruppen beschrieben (z.B.
Pratschke u. Mitarb. 2001). Der wahrscheinlichste Grund hierfir ist eine Ischamie
der Leichenspendernieren (Hall u. Mitarb. 1984, Shoskes u. Mitarb. 1991). Fur
diese sind zahlreiche Ursachen denkbar: Nach Eintritt des Hirntodes kommt es
zundchst zu dem bereits zitierten ,Autonomic Storm* mit konsekutiver
Vasokonstriktion in den Widerstandsgefal3en verschiedener Organe und daraus
resultierender Ischamie. Im weiteren Verlauf des Hirntodes entstehen aufgrund
des Ausfalls der zerebralen Kreislaufregulation h&ufig massive Blutdruckkrisen,
die die Organischamie weiter verstarken kénnen. Durch Ischdmien selbst wird
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wiederum ET-1 freigesetzt, das als starker Vasopressor die Ischdmien nochmals
verstarkt (Wilhelm u. Mitarb. 1999a) und somit Teil eines sich selbst
dynamisierenden circulus vitiosus wird.

Denkbar ist auch, dass eine systemische Hypoxie die gleichen Auswirkungen auf
die HLA-DR Expression hat wie eine Ischamie. Hypoxamien als Folge
respiratorischer Komplikationen sind sowohl vor als auch nach Eintritt des
Hirntodes héaufige Begleiterscheinungen. Sekundéare Hypoxamien z.B. als Folge
absoluten oder relativen Volumenmangels lassen sich jedoch nicht von o.g.
Isch&mieursachen trennen, da sie mit diesen pathophysiologisch direkt verbunden
sind. Alle bisher erwahnten Griinde fir eine Ischamie betreffen die Spenderorgane
préa-explantationem.

Post-transplantationem fanden wir die durchschnittliche HLA-DR Expression aller
Strukturen der Spenderorgane nochmals verstéarkt. Ursache ist der mit der kalten
und warmen Ischamie im Rahmen der Transplantation durchgemachte Ischamie- /
Reperfusionsschaden, dessen Wirkung sich zu denen der oben beschriebenen
Ischamien / Hypoxien addiert. Weitere Ursachen sind vermutlich Komplikationen
der Empfanger, wie z.B. ATN oder Rejektion; dies lasst sich aus unseren
Studienergebnissen zwar unschwer folgern, nicht aber beweisen, da wir aus
ethischen Griinden auf eine postoperative Protokollbiopsie von Empfangern mit
einem unkomplizierten Verlauf verzichtet haben. Somit fehlt ein Vergleich von
Leichennierenempfangern mit und ohne postoperative Komplikationen.

Bei allen untersuchten Kategorien von Nieren (Leichenspendernieren pra- u. post-
transplantationem, Lebendspendernieren) fiel auf, dass die durchschnittliche HLA-
DR Expression jeweils in den Glomerula hoher als in den Tubuli und in den Tubuli
wiederum hoher als in den Gefal3en war. Die gleichen Unterschiede in der HLA-
DR Expression der verschiedenen renalen Strukturen beschrieb schon 1983 die
Gruppe von Fuggle, allerdings wurde durch sie nur Leichennieren préa-
transplantationem untersucht (Fuggle u. Mitarb. 1983).

Bei den Leichenspendernieren mit einer ATN im postoperativen Verlauf (ohne eine
zusatzliche Rejektion) gab es keine wesentlichen Unterschiede in der HLA-DR
Expression. Kam es jedoch in der ATN-Phase zu einer Rejektion, waren
Glomerula und Gefalle der Spendernieren schon préoperativ starker HLA-DR

positiv als in der Kontrollgruppe. Im Gegensatz dazu war die HLA-DR Expression
der Tubuli und Gefal3e in der Gruppe mit anderen Rejektionen (unabhangig von
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einer ATN) hoher als in der Gruppe ohne Rejektion. Somit lassen sich
moglicherweise Rejektionen mit oder ohne gleichzeitige ATN durch
unterschiedliche Expressionsmuster von HLA-DR Molekilen immunhistologisch
differenzieren. Im Schrifttum gibt es Beispiele fiir eine erh6hte HLA-DR Expression
der Tubuli bei Tranplantaten mit einer Rejektion (Hall u. Mitarb. 1984, Chen u.
Mitarb. 1996). Bei Chen und Mitarbeitern waren bei Anzeichen einer Rejektion
auch Glomerula und Geféal3e verstarkt HLA-DR positiv, bei Hall und Mitarbeitern
fanden sich zwischen diesen Strukturen keine Unterschiede. Von beiden
Arbeitsgruppen wurde jedoch nicht zwischen einer Rejektion in ATN und einer
Rejektion unabhangig von ATN unterschieden. Eine mdgliche Erklarung fir die
verstarkte HLA-DR Expression der Glomerula bei den Untersuchungen von Chen
und Mitarbeitern ware daher unter Bericksichtigung unserer Ergebnisse ein
hoherer Anteil von biopsierten Transplantatnieren mit einer Rejektion in der ATN-
Phase. Untersuchungen der HLA-DR Expression von Transplantatnieren in
Abhéangigkeit vom Auftreten einer ATN existieren nicht. Um die Frage zu
beantworten, ob die verstarkte Expression von HLA-DR einzelner Strukturen bei
den verschiedenen Komplikationen nach Transplantation Ursache oder Folge der
jeweiligen Ereignisse ist, fuhrten wir die immunhistologischen Untersuchungen
prospektiv an Leichenspendernieren schon vor der Explantation durch. Nach
unseren Ergebnissen scheint eine verstarkte HLA-DR Expression der Tubuli der
Spendernieren vor Explantation mit einem erhdhten Risiko fur eine Rejektion,
unabhéngig vom Auftreten einer ATN, verbunden zu sein. Eine vermehrte
Expression von HLA-DR der Glomerula hingegen scheint die Inzidenz von
Rejektionen in der ATN-Zeit zu erhohen.

Die von uns untersuchten renalen Strukturen gehdren nicht zu den primér
professionellen antigenprasentierenden Zellen (APZ). Zu diesen zéhlen
dendritische Zellen, Makrophagen und B-Lymphozyten (Lee, Wintrobe's Clinical
Hematology, S. 551). Unter gewissen Umstanden kénnen aber mittels Stimulation
durch Interferon-? auch andere Zellen HLA-DR exprimieren (Pober u. Mitarb.
1983). Explizit beschrieben wurde diese Fahigkeit fir vaskulare Endothelzellen
und renale Tubuluszellen von Valente und Alexander 1998. Somit kbnnen wir fur
unsere Studie davon ausgehen, dass es sich bei den massiv HLA-DR

exprimierenden Glomerula und Tubuli der Gruppen mit unterschiedlichen

56



Rejektionen um potenziell antigenprasentierende Zellen handelt, die in der Lage
sind, eine Immunantwort im Sinne der Absto3ungsreaktion auszulésen.

Fasst man alle aus unterschiedlichen Grinden zu einem frihen Organverlust
fuhrenden Transplantationen zu einer Gruppe zusammen, so ist hier die
Expression von HLA-DR in den Tubuli, besonders aber in den Glomerula héher
als in der Kontrollgruppe ohne Organverlust (1,33 vs. 1,2 bzw. 2,0 vs. 1,33). Da
einem frihen Organverlust meist akute Rejektionen (mit oder ohne parallel
verlaufender ATN) oder frihe chronische Rejektionen zugrunde liegen, bieten
hierfir unsere immunhistologischen Ergebnisse und die diskutierten Kausalketten

eine folgerichtige Erklarung.

4.2.2 Endothelin Immunhistologie

Als zweiter immunhistochemischer Parameter wurde in vorliegender Arbeit
Endothelin (ET) untersucht. Verstarkte Expression von ET in der Niere wird in
Zusammenhang mit verschiedenen Schadigungen beschrieben, unter anderem
bei renaler Ischamie sowie bei akuten vaskuldren Abstof3ungsreaktionen und
akuter tubularer Nekrose im Verlauf nach Nierentransplantation (Watschinger u.
Mitarb. 1991, Yamada u. Mitarb. 1994). Da in der Niere hauptsachlich ET-1
produziert wird (Kon und Badr 1991), haben wir uns auf die Untersuchung dieses
Isotyps konzentriert.

Uber Unterschiede zwischen Lebend- bzw. Leichenspendernieren beziiglich der
ET-1 Expression ist im Schrifttum bisher nicht berichtet worden. Beim Vergleich
der praoperativen Expression von ET-1 von Leichen- mit Lebendspendernieren
stellte sich in unserer Studie heraus, dass die Expression von ET-1 in den Tubuli
der Lebendspendernieren signifikant hoher war als bei den Leichennieren (p =
0,006). Bei den Glomerula und GefaBen gab es keine nennenswerten
Unterschiede; dennoch waren diese Ergebnisse Uberraschend. Eher zu erwarten
war eine durch Katecholamine (endogen freigesetzt im Rahmen des Hirntodes
und / oder iatrogen verabreicht zur Kreislaufstitzung) und durch einige andere
Faktoren induzierte Stimulation der Endothelinproduktion bei den Leichennieren
und weniger bei den Lebendspendernieren. Es muss jedoch bedacht werden, dal3
dem Hirntod der Leichennierenspender meist intrakranielle Prozesse (wie z.B.
Apoplex, Aneurysmablutungen) oder massive Traumata zugrunde liegen. Durch
diese Schadigungen und die durch sie hervorgerufenen Entziindungsreaktionen
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werden auch zahlreiche Mediatoren freigesetzt, die die endotheliale
Endothelinproduktion inhibieren. Zu diesen zahlen das Heparin (endogen
freigesetzt, wie auch therapeutisch verabreicht), Kallikrein und das durch dieses
gebildete Bradykinin. Kallikrein wird bei Verletzungen und Entziindungen aus
Niere, Darm und Pankreas freigesetzt. Diese Mediatoren bewirken hauptséchlich
eine Erhdhung der Kapillarpermeabilitét und eine Vasodilatation. Durch beide
Mechanismen wird die Endothelinproduktion inhibiert. Ferner wird hierdurch
vermehrt Prostaglandin E2 und Prostazyklin freigesetzt. Diese Substanzen
verstarken Uber eine weitere Verminderung des Gefal3tonus die Vasodilatation
und Nierendurchblutung, was die Produktion von ET-1 zuséatzlich hemmt.
Insgesamt ist eine Vielzahl an Mechanismen denkbar, die einerseits die
Produktion und Freisetzung von Endothelin férdern, andererseits aber auch
hemmen. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei Leichennieren mehr
hemmende als stimulierende Mechanismen der Endothelinproduktion wirksam
sein koénnten.

Die  Expression von Endothelin-1  war bei  Transplantaten von
Leichennierenempféangern, die aufgrund postoperativer Komplikationen biopsiert
wurden, hoher als bei den Nullbiopsien aller Leichenspendernieren. Dieses
entsprach den Erwartungen. Bei der Analyse der Summe aus allen untersuchten
renalen Strukturen waren die Unterschiede hochsignifikant (p = 0,007) mit
Betonung der Expression von ET-1 in Tubuli und Glomerula (p jeweils = 0,049).
Damit konnten wir bestéatigen, dass ET-1 eine wichtige Rolle bei Komplikationen
nach Nierentransplantationen spielt (Watschinger u. Mitarb. 1991). In fast allen
Fallen konnten bioptisch die vermuteten Komplikationen (Rejektionen) bestatigt
werden. Interessant erschien uns die Frage, ob bei den Empfangern mit
postoperativen Komplikationen die ET-1 Expression der Leichenspendernieren
bereits schon praoperativ erhéht war. Wir ermittelten, dass Empfanger von
Leichennieren mit einer ET-1 Expression oberhalb eines Cutoff-Index von 1 eine
um etwa 10 % hohere Komplikationsrate gegeniber der Vergleichsgruppe
unterhalb dieses Cutoffs aufwiesen. Dies erscheint zun&chst im Widerspruch zu
unserer Beobachtung zu stehen, dass die ET-1 Expression von
Lebendspendernieren préaoperativ héher war als die der Leichenspendernieren.
Denkbar ware aber, dass bei den Leichennierenspendern die ET-1 Produktion erst

dann ansteigt, wenn sich diese in einer kritischen Kreislaufsituation befinden. In
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dieser Situation kdnnte eine erhohte Produktion von ET-1 die physiologische
Endstrecke vor dem kompletten Kreislaufzusammenbruch und somit auch vor
einem drohenden Multiorganversagen darstellen. Da bekannt ist, dass die Organe
derart kompromittierter marginaler Spender die schlechtesten
Transplantationsergebnisse liefern, konnte die erhohte ET-Expression bei
Zutreffen dieser Postulate in der Tat einen Hinweis auf bedenkliche
Transplantatqualitat geben.

Ischamien per se sowie lange kalte und warme Ischamiezeiten sind im Rahmen
von Transplantationen bekannte Risikofaktoren fir eine akute tubulére Nekrose
(Koning u. Mitarb. 1995, Troppmann u. Mitarb. 1995, Marcen u. Mitarb. 1998,
Shoskes u. Mitarb. 2001). Eine Ischamie bewirkt eine verstarkte ET-1 Expression
des peritubuléren kapillaren Netzwerkes (PTCN), welches die Hauptblutzufuhr fur
die Tubuli convoluti darstellt. Eine durch ET-1 induzierte Vasokonstriktion dieser
Gefal3e fuhrt zu Hypoxie und akuter Nekrose der Tubuluszellen (ATN, Wilhelm u.
Mitarb. 1999a). Die Autoren dieser Studie zeigten dartber hinaus auch eine
gesteigerte ET-1 Expression in anderen renalen Strukturen, wie z.B. in den
medullaren Vasa recta und den Sammelrohren. Unsere Studie beschrénkte sich
auf die Untersuchung von Glomerula, Tubuli und GefaRen. Jedoch kann
angenommen werden, dass bei einer gesteigerten ET-1 Expression dieser
Strukturen auch die des PTCN erhoht ist. Die Expression von ET-1 war nach
unseren Ergebnissen in den Tubuli der Spendernieren mit ATN kaum, in den
Glomerula jedoch deutlich héher (1,46 vs. 1,32; NS) als in den Spendernieren,
deren Empfanger keine ATN aufwiesen. In den von Transplantaten mit einer ATN
entnommenen Biopsien war die ET-1 Expression nochmals hoher als in den
Nullbiopsien der gleichen Nieren wahrend der Organentnahme (2,0 vs. 1,46). Dies
wirden wir deuten als fortbestehende und ggf. sich verstarkende Reaktion auf
eine Vorschadigung der Niere durch den zusatzlichen Ischamie- /
Reperfusionsschaden.

In der Patientengruppe mit Rejektion war die ET-1 Expression in den Tubuli und
Glomerula in den Nullbiopsien ihrer Spenderorgane hoher als in der Gruppe ohne
Rejektionen. Simonson und Mitarbeiter haben gezeigt, dass bei akuten und
chronischen Rejektionen von Nierentransplantaten ET-1 in den Tubuli verstarkt
exprimiert wird (Simonson u. Mitarb. 1998). Eine andere Arbeitsgruppe beschrieb

eine verstarkte Expression von ETB-Rezeptoren in den Glomerula (Naicker u.
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Mitarb. 1999). Beide Studien konnten jedoch nicht zwischen einer erhdhten
Endothelinexpression als Ursache fir eine Rejektion oder als Folge einer
Rejektion unterscheiden. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine erh6hte
ET-1 Expression eher ursachlich an der Ausbildung einer Rejektion beteiligt ist, da
wir schon in der Nullbiopsie vor Transplantation eine verstarkte ET-1 Expression
fanden. Diese ist jedoch primar nicht als immunologische Reaktion zu verstehen,
wie es bei einer Rejektion zu erwarten ware. Mdglich wéare aber, dass die
Endothelinexpression im Transplantat Schaden anzeigt, die die Immunogenitat
des Transplantats steigern und damit die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer
Rejektion erhdhen. Deutlichere, statistisch signifikante Unterschiede in der ET-1
Expression von Tubuli und Glomerula fanden sich bei Patienten mit Rejektion bei
gleichzeitigem Vorliegen einer ATN gegeniuber denen ohne Rejektion (p = 0,046).
Wie oben beschrieben, steigt die Inzidenz einer ATN mit erhohter ET-1
Expression. Ihre Auspragung in den Glomerula ist bei den Nullbiopsien der
Empfanger mit postoperativer ATN einerseits und Rejektion andererseits nahezu
identisch. Scheinbar werden also beide Ereignisse gleichsinnig durch den Grad
der ET-1 Expression reprasentiert und / oder kausal beeinflusst. Bei zeitgleichem
Auftreten beider Ereignisse ist die ET-1 Expression folgerichtig noch hoher als bei
den Einzelereignissen. Eine zunehmende ET-1 Expression erhéht demnach das
Risiko fir eine Rejektion in der Phase der akuten tubul&ren Nekrose.

Bei den Empfangern, die ihr Transplantat bereits in der Nachbeobachtungszeit der
Studie verloren, war die Expression von ET-1 der Tubuli und der Glomerula
erhoht. Dies steht im Einklang sowohl mit den Ergebnissen erhohter ET-1
Expression bei ATN und / oder Rejektion als auch mit den bekannten statistischen
Ergebnissen eingeschréankten Organiberlebens durch die dafir unabhangigen
Risikofaktoren ATN und Rejektion.

4.2.3 Konsequenzen aus den immunhistologischen Ergebnissen

Aus immunhistologischen Ergebnissen klinisch fassbare Konsequenzen
abzuleiten, ist generell eine zu hohe Anforderung an diese Methodik. Trotz
Auswertung, die in vorliegender Studie auf semiquantitativem Weg erfolgte, und
trotz Dreifachauswertung jedes Schnitts bleibt ein erhebliches MalRR an Zufall
(,sampling error®) und Subjektivitdt, so dass signifikante Resultate primar

eigentlich nicht erwartet wurden. Es wéaren alternativ exorbitant hohere
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Stichproben nétig gewesen, um diese systemimmanenten Nachteile ausgleichen
zu kénnen. Dies ware besonders fur die Biopsien von den
Transplantatempfangern unrealistisch gewesen, da wir ethisch nicht vertreten
mochten, ohne Klinische Indikation eine grof3e Zahl von Protokollbiopsien
vorzunehmen. Wir verstehen deshalb diese Ergebnisse vielmehr als Trends mit
dem Ziel, Anlass zu weiteren detaillierteren und noch starker fokussierten
Untersuchungen zu geben.

Zusammenfassend zeigen die immunhistologischen Untersuchungen, dass beide
Parameter sowohl spezifische als auch komplementdre Bedeutung fur die

prospektive Einschatzung von Spenderorganen haben.

Fur die ET-1 Expression gilt:
Sie zeigt keine direkte Abh&ngigkeit von der primaren Immunogenitat: in
der Nullbiopsie von Lebendnieren z.B. héher als bei Leichennieren
Sie ist im Gegensatz zum HLA-DR bereits bei ATN erhdht (glomerular),
gesteigert dann nochmals durch Rejektion
Erhohte Expression im Spenderorgan pradisponiert nur beim

Leichenspender zur Rejektion und zum friihzeitigen Organverlust.

Fur die HLA-DR Expression gilt:
Sie ist hoéher, je mehr Immunogenitat vorliegt: post-Tx > pra-Tx und
Leichenniere > Lebendniere!
Sie ist nicht erhdht bei unkomplizierter ATN, wohl aber bei Rejektion in der
ATN-Zeit

Erhohte Expression bereits im Spenderorgan pradisponiert zur Rejektion.

Da wir uns bemuht hatten, die immunhistologischen Untersuchungen
semiquantitativ darzustellen, versuchten wir auch fir HLA-DR einen Grenzwert
herauszuarbeiten, der geeignet erschien, zwischen einem weitgehend
unkomplizierten und einem eher komplizierten Verlauf zu unterscheiden. Dabei
ergab sich fur einen mittleren HLA-DR Expressionswert von 1,5 als Grenze, dass
71 % der Patienten, die eine Niere mit einem Expressionsindex von =1,5 erhielten,
postoperative Komplikationen (ATN, Rejektionen, Organverlust oder mehrere

dieser Ereignisse) entwickelten, wahrend nur 57 % der Patienten mit einem
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praoperativen HLA-DR Expressionsindex von <1,5 oben genannte Komplikationen
zeigten. Obwohl die Stichproben in vorliegender Studie letztlich noch zu klein
waren, um derartige, klinisch wiinschenswerte Ergebnisse mit entsprechender
statistischer Absicherung prasentieren zu kdnnen, erscheint uns aber dennoch der
eindeutige Trend dieser Resultate ausreichend zu sein, um anzuregen, in Zukunft
von Spendernieren, mindestens jedoch von sog. marginalen Spendern, eine HLA-
DR Immunhistologie im Nullbiopsat anzufertigen. Denkbar wéare, dass man bei den
Empfangern, die ein Transplantat mit einer von vornherein hohen HLA-DR
Expression erhalten, die postoperative Therapie modifizieren kdnnte, wie zum
Beispiel mittels Verstarkung der induktiven Immunsuppression, um absehbaren

Komplikationen vorzubeugen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Eine Akute Tubulare Nekrose (ATN) des Nierentransplantats sowie eine Rejektion
sind unabhangige Risikofaktoren fur eine chronische Transplantatdysfunktion
(CAN, chronic allograft nephropathy). Diese wiederum stellt die haufigste Ursache
fur einen frihzeitigen Transplantatverlust dar. Trotz zahlreicher Untersuchungen
sind die zugrunde liegenden Mechanismen (unspezifisch-zirkulatorisch vs.
spezifisch-immunologisch), die zu einer ATN nach Transplantation fuhren, bislang
noch nicht geklart. Zur Beantwortung dieser Frage wurden prospektiv mehrere
klinische und laborchemische Parameter wahrend der Spenderkonditionierung
analysiert sowie die Expression von HLA-DR als spezifischen immunologischen
und von Endothelin als eher unspezifischen vaskuldren Marker im Rahmen des
Hirntods in Nierenstanzbiopsien immunhistologisch untersucht. Als Vergleich
dienten Biopsien von Lebendspendern. Die eingangs gestellten Fragen konnten

dadurch im Einzelnen wie folgt beantwortet werden:

1. Die Spenderparameter und die allgemeinen Transplantationsbedingungen
lassen sich im Hinblick auf den Transplantationsverlauf folgendermalf3en
charakterisieren:

Das Auftreten einer Akuten Tubuléren Nekrose ist eng assoziiert mit

zunehmendem Alter von Spender und Empfanger, mit héherem
Serum-Kreatinin und hoheren Katecholamindosen der Spender
sowie mit langerer kalter Ischamiezeit.

Die Rejektionsinzidenz ist positiv korreliert mit erhohten Leberwerten

und hoheren Katecholamindosen der Spender, mit langerer kalter
Ischamiezeit sowie erwartungsgemal mit der HLA-Inkompatibilitat.

Frihzeitiger Organverlust konnte auf die Risiken Alter sowie erhdhte

Leberwerte, Leukozytose und verminderte Sauerstoffsattigung der
Spender zurickgefihrt werden.

2. Die Endothelin-1 Expression in verschiedenen renalen Strukturen der
Spenderorgane zeigt
keine direkte Abhangigkeit von der priméaren Immunogenitét: Sie ist

in der Nullbiopsie von Lebendnieren z.B. héher als bei Leichennieren
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sie ist im Gegensatz zum HLA-DR bereits bei ATN erhoht
(glomerular), gesteigert dann nochmals durch Rejektion
erhohte Expression im Spenderorgan pradisponiert nur beim

Leichenspender zur Rejektion und zum frihzeitigen Organverlust

3. Die HLA-DR Expression zeigt
starkere Auspragung bei hoherer Immunogenitat: post-Tx > pra-Tx
und Leichenniere > Lebendniere
sie ist nicht erh6ht bei unkomplizierter ATN, wohl aber bei Rejektion
in der ATN-Zeit
erhohte Expression im Spenderorgan pradisponiert zu einer
erhohten Rejektionsinzidenz
Eine kumulative HLA-DR Expression oberhalb eines Grenzwertindex
von 1,5 ist mit einem erhbhten Risiko flr postoperative

Komplikationen verbunden

Die eingangs gestellte Grundfrage nach der Immunogenitéat der Akuten Tubul&ren
Nekrose nach Nierentransplantation muss unter Zusammenschau der Ergebnisse
damit positiv beantwortet werden, sie ist ein immunologisch begriindetes Ereignis

mit Fortwirkung auf die Rejektionshaufigkeit und die Organiberlebenszeit.

Die Kenntnis von Spenderparametern mit negativem Einfluss auf den
Transplantationsverlauf — auch ohne Induktion einer ATN - hilft dartber hinaus,
Konsequenzen fiur die Diagnostik und Therapie von Organspendern zu
erarbeiten:  hierzu  gehoren insbesondere die  Vermeidung hoher
Katecholamindosen, die Therapie von Infektionen und die Optimierung der
Beatmung beim  Spender, ferner die Vermeidung langer Kkalter
Organkonservierungszeiten sowie die immunhistologische Diagnostik der
Spenderorgane schon vor der Organentnahme. Letztere hat nach unseren
Ergebnissen ein klares pradiktives Potenzial fir die am meisten geflrchteten
Transplantationskomplikationen. Neben den unumganglichen
Transplantationsbedingungen (Alter, HLA-Kompatibilitat etc.) kann man fir die
beeinflussbaren Parameter (Katecholamindosen, Ischamiezeiten, z.T. die

Organfunktionsparameter)  unterstellen, dass das Risiko fir den

64



Transplantatempfanger mittels optimierter Spenderkonditionierung deutlich
gesenkt und sein Transplantatiiberleben deutlich gebessert werden kann. Missen
negative Bedingungen dennoch im Einzelfall akzeptiert werden, besteht durch die
Kenntnis dieser Risiken sekundar nach Transplantation dennoch die Mdglichkeit,
durch  Modifikation der Therapie des Transplantatempfangers eine
Risikominimierung  herbeizufuhren. In Bezug auf die vorliegenden
immunhistologischen Ergebnisse erscheint es sinnvoll, zumindest bei sog.
marginalen Spendern, eine HLA-DR Immunhistologie im Nullbiopsat anzufertigen
und bei erhdhter Expression die postoperative Standardtherapie, z.B. mittels

Verstarkung der induktiven Immunsuppression, zu modifizieren.
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6

6.1

ANHANG

Tabellarien der Spenderdaten

6.1.1 Allgemeine Faktoren

Pat. | Alter | m/w | GroRRe | Gewicht | Hirntod Ursache Hypertonus | Diab. mell.
Jahre cm kg Datum O=nein,1=ja | O=nein,1=ja
1 62 m 175 75 20.01.1999 ICB 0 0
2 64 w 168 65 02.11.1998 SAB 1 0
3 67 W 165 60 26.02.1999 | cer.Inf.,sek.Bltg. 0 0
4 43 m 180 80 06.03.1999 SAB 0 ?
5 65 w 168 65 29.10.1998 Mediainsult 1 0
6 76 w 155 75 06.03.1999 ICB
7 59 w 165 70 11.09.1999 SAB 1 0
8 22 m 190 90 06.10.1999 Traum. ICB 0 0
9 46 w 170 100 18.10.1999 Insult ? 0
10 43 w 170 85 09.09.1999 SAB 1 0
11 65 m 180 75 31.08.1999 SDH ? ?
12 57 m 175 100 29.08.1999 | Stammgangl.-BlIt. 0 0
13 37 w 155 50 14.08.1999 ICB 1 1
14 26 m 180 65 30.03.1999 Hirninfarkt 0 0
15 64 m 175 70 28.01.1999 ICB 0 0
16 48 m 180 80 01.03.1999 ICB 1 0
17 45 m 175 105 02.03.1999 ICB 1 0
18 70 m 165 60 03.03.1999 ICB 1 0
19 46 m 180 100 28.05.1999 ICB 1 0
20 49 w 165 60 05.09.1999 ICB 0 0
21 52 w 165 60 08.09.1999 SAB 0 0
22 39 m 185 110 20.11.1999 ICB 0 0
23 19 m 180 80 10.10.1999 SHT 0 0
24 69 w 165 72 08.03.2000 KH-Blutung
25 42 m 185 85 11.01.2000 SAB 0 0
26 71 m 185 90 13.01.2000 | Z.n. Reanimation 1 0
27 76 m 170 75 24.03.2000 SAB + ICB 1 0
28 44 m 165 70 14.12.1999 | SAB, Hirnédem 0 0
29 44 w 160 65 02.06.2001 SAB 1 0
30 64 m 170 80 27.02.2001 SAB 1 0
31 44 m 180 80 20.02.2001 SAB 0 0
32 52 w 170 80 13.01.2001 Polytrauma 0 0
33 70 m 180 80 05.01.2001 ICB 1 0
34 75 W 170 75 27.06.2001 | Basilaristhromb. 1 ?
35 69 m 175 80 21.10.2001 | Carotisverschluss
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6.1.2 Laborwerte

Patient XX
1. Routine ICU | letzte Routine ICU
Datum/Uhrzeit 19.01., 23:00 20.01., 08.00

L Hb 154 120-

A Hkt 47 36-

B Leukozyten 16,6+ 11.6+

O] Thrombozyt. 159 109-

R Natrium 139 140
Kalium 4,53 4,5
Glucose 178+ 211+
CPK 153+ 140+
CKMB 17+ 8
ASAT (SGOT) 23+
ALAT (SGPT) 28+ 19
LDH 401+ 296+
Gamma-GT 125+ 90+
Quick/ PT 86 81
APTT 26 30
Albumin 47,1 36,7
Kreatinin 104 99
Fibrinogen 2,13 2,92
Bilirubin tot. 13,3 16,4
Bilirubin dir.

Total Protein 61,8
Alk. Phos. 49-
Amylase
Lipase 82 269
6.1.3 Medikation
Patient
XX
letzte 24h
intra-op. kumulativ vor 24 h vor 6 h letzte h

2,6mg/kg

M Dopamin Kg 10mg/h 20mg/h

E Dobutamin

D Suprarenin 2,7mg/h 22,8mg Omg 1,6mg/h

| Arterenol
Vaso-

K ,Desmopressin

A koll. Inf. (ml/h) 1500ml 3500ml

T krist. Inf. (ml/h) 1000ml 7455ml 160ml/h 160ml/h

I

O

N
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6.1.4

Diurese, ZVD, Vitalparameter und Blutgasanalysen

Patient Dauer
letzte 24h
kumulativ | vor 24 h | vor 6 h | letzte h | Anzahl| Minimum | (min,kum)
Diurese 4850ml 620ml | 200ml 460ml
Z\D 5 mmHg | 9 mmHg | 11mmHg
Temperatur 37,6 36,2 36,2
RR 200/110 | 130/60 | 100/50
RR-Krisen
(letzte24h) 1 60/35 35
B p0O2 112,9 86,9 84
G pCO2 39 53 42,3
A pH 7,39 7,18 7,2
PEEP kein 2 2
HCO3 23,9 19,4 16,8
02-Sétt. 100 92,8 99
6.2 Leberenzyme
6.2.1 ASAT
ASAT (bei Aufnahme)
47 63 -STABW- 64 50
60
50
40
30
: B
10
0
Organverlust Rejektion

Abbildung 6.1 Mittelwerte und Standardabweichungen fir ASAT (U/l) bei Aufnahme des
Spenders, STABW = Standardabweichung, Unterschiede nicht signifikant.

200
150
100

50

210 21

ASAT (vor Explantation)

-STABW-

133

19

1

h—

Organverlust

Rejektion

Abbildung 6.2 Mittelwerte und Standardabweichungen fir ASAT (U/l) vor Explantation,
STABW = Standardabweichung, Unterschiede nicht signifikant.
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6.2.2 ALAT

ALAT (bei Aufnahme)

11 9 -STABW- 12 8
30
25
20
15
= == =
5
0 ‘

Organverlust Rejektion

Abbildung 6.3 Mittelwerte und Standardabweichungen fur ALAT (U/l) bei Aufnahme des
Spenders, STABW = Standardabweichung, Unterschiede nicht signifikant.

ALAT (vor Explantation)
235 18 -STABW- 160 20
300
200
100
0 —— : e
Organverlust Rejektion

Abbildung 6.4 Mittelwerte und Standardabweichungen fur ALAT (U/l) vor Explantation,
STABW = Standardabweichung, Unterschiede nicht signifikant.

6.2.3 LDH
LDH (bei Aufnahme)
80 184 -STABW- 184 160
400
300
200
100
0
Organverlust Rejektion

Abbildung 6.5 Mittelwerte und Standardabweichungen fiir LDH (U/l) bei Aufnahme des
Spenders, STABW = Standardabweichung, Unterschiede nicht signifikant.
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LDH (vor Explantation)

535 218 -STABW- 367 320
600

500
400 1}
300
200
100

Organverlust Rejektion

Abbildung 6.6 Mittelwerte und Standardabweichungen fir LDH (U/I) vor Explantation,
STABW = Standardabweichung, Unterschiede nicht signifikant.

6.2.4 gamma-GT

gamma-GT (bei Aufnahme)

103 53 -STABW- 76 55
80
60
40
Ll
0 ‘

Organverlust Rejektion

Abbildung 6.7 Mittelwerte und Standardabweichungen fir gamma-GT (U/l) bei Aufnahme
des Spenders, STABW = Standardabweichung, Unterschiede nicht signifikant.

gamma-GT (vor Explantation)
29 76 -STABW- 58
60
40
20
0
Organverlust Rejektion

Abbildung 6.8 Mittelwerte und Standardabweichungen fir gamma-GT (U/l) vor
Explantation, STABW = Standardabweichung, Unterschiede nicht signifikant.
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6.3 Herz- und Muskelenzyme

Kreatinkinase

STABW: 1098 894 1426 812
1000

800
600
400
200

ATN Rej. in ATN

Abbildung 6.9 Mittelwerte und Standardabweichungen fur Kreatinkinase, STABW =

Standardabweichung, Unterschiede nicht signifikant.

CKMB
STABW: 65 48 78 43
100
80
60
40
20

ATN Rej. in ATN

Abbildung 6.10  Mittelwerte und Standardabweichungen fir CKMB, STABW

Standardabweichung, Unterschiede nicht signifikant.
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6.4. HLA-DR Immunhistologie

6.4.1 Wichtige Ergebnisse der HLA-DR Immunhistologie der Spender

Tubuli N | Glomerula | N Gefalle N
Keine Rej.in ATN 1,48+051 |25|1,08+0,27 | 38
Rejektion in ATN 1,67 +£0,58 3 11,17+0,41 | 6
Keine andere Rej. 1,18 £ 0,98 | 38 1,06 £0,98 | 32
Andere Rejektion 1,36£0,5 | 14 1,17+£0,39 | 12

Tabelle 6.1 HLA-DR Expression der Leichenspendernieren (praoperativ), bei denen im
Verlauf (postoperativ) eine Rejektion auftrat im Vergleich zu denen ohne Rejektion; ATN =
Akute Tubuldre Nekrose. Die statistische Berechnung der Unterschiede ergab keine
Signifikanzen

6.4.2 Wichtige Ergebnisse der HLA-DR Immunhistologie der Empfanger

Tubuli N | Glomerula | N Gefalle N
Keine andere Rej. 1,0 £ 0,98 3 11,0 11(1,0+0,7 2
Andere Rejektion 1,25+0,5 4 |1,67+0,58 3 (1,25+0,5 4
Kein Organverlust 1,2+£0,5 5 11,33+0,71 3
Organverlust 1,33 +0,58 3 12,0 1

Tabelle 6.2 HLA-DR Expression in Biopsien transplantierter Leichennieren der Gruppen
andere Rejektion / keine andere Rejektion, sowie Organverlust / kein Organverlust; die
statistische Berechnung der Unterschiede ergab keine Signifikanzen

6.5 Expression von Endothelin im Zusammenhang mit einer ATN

Endothelin-1 Expression der Glomerula beim
Spender N Empféanger N
ATN 1,46 + 0,52 13 200 4
Keine ATN 1,32+0,48 28 1,5+0,7 2

Tabelle 6.3 Endothelin-1 Expression in der Vergleichsgruppe ATN / keine ATN; die
statistische Berechnung der Unterschiede ergab keine Signifikanzen.
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