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I. Einleitung
I.A. Einfiihrung

Die erste Organtransplantation erfolgte 1954 durch Murray, Merrill und Harrison, die
erstmalig die Ubertragung einer Niere von einem Lebendspender auf seinen eineiigen
Zwillingsbruder durchfiihrten. Durch die Entwicklung von Immunsuppressiva wurde bald
auch die Ubertragung von Nieren zwischen genetisch unterschiedlichen Individuen
ermoglicht. In den 60er Jahren wurden dann in rascher Folge Herz-, Leber- und
Pankreastransplantation beim Menschen etabliert. Durch die stindige Verbesserung der
Immunsuppression und Abstoungstherapie nahmen in den folgenden Jahrzehnten die
Uberlebensrate von Organempfingern, aber insbesondere auch die der transplantierten
Organe so erheblich zu, dal heute Transplantationen von Niere, Leber, Herz, Pankreas und
Cornea als Standardverfahren bei irreversiblem Organausfall durchgefiihrt werden
(Schumpelick et al. 1999).

Trotz der verbesserten Therapie gibt es noch immer viele Faktoren wéhrend und nach einer
Organtransplantation, die die spétere Funktionstiichtigkeit des Organs beeinflussen und zu

einer hyperakuten, akuten oder chronischen AbstoBung fithren kdnnen (Solez et al. 1993).

Das Reperfusionssyndrom ist einer dieser Faktoren. Wird ein Gewebe ischdmisch, sei es
im Rahmen von Organtransplantationen oder Gefd3verschliissen, kommt es unter anderem
zur Freisetzung von Zytokinen und freien Radikalen, die letztendlich zu einer
Gewebsnekrose fithren konnen. Wird das Gewebe wieder reperfundiert, werden dem
Gewebe wieder Sauerstoff und Néhrstoffe zugefiihrt. Gleichzeitig kann aber auch eine
erhebliche Odembildung auftreten, die durch eine gesteigerte GefiBpermeabilitit bedingt
ist. Auch in der Reperfusionsphase konnen immer noch viele Zellen absterben (Summers et
Jarrison 1971, Fishbein 1990). Dieses Phinomen wird als Reperfusionssyndrom
bezeichnet. Seine zugrundeliegenden Pathomechanismen sind derzeit zu grolen Anteilen
noch unbekannt. Es kann in transplantierten Organen wie auch in - nach Gefaverschluf} -

reperfundierten Arealen auftreten.

Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist ein Hormon, dessen Bildung stark
durch hypoxische (Shima et al. 1995, Tuder et al. 1995, Marti et Risau 1998) und

ischimische Bedingungen (Hashimoto et al. 1994) stimuliert wird. Neben der Angiogenese



ist eine seiner Hauptwirkungen die Steigerung der Gefillpermeabilitit (Connolly et al.
1989, Dvorak et al. 1995,).
Die vorliegende Arbeit ist der Frage gewidmet, ob es einen Anhalt dafiir gibt, dal VEGF

an der Entstehung des Reperfusionsschadens beteiligt ist.

I.B. Das Hormon VEGF
I.B.1 Entwicklung der Forschung

Im Jahre 1969 finden Pick et al. zum ersten Mal einen von Lymphozyten freigesetzten
Faktor, der in der Haut von Meerschweinchen zu einer Erhohung der Gefallpermeabilitét
mit einer nachfolgenden inflammatorischen Reaktion fiihrt (Pick et al. 1969). Er wird daher
zunéchst von ihnen als ,,skin reactive factor* bezeichnet. 6 Jahre spiter beschreiben Lagrue
und Mitarbeiter einen Faktor, der im Uberstand von Lymphozyten von Patienten mit
Nephrotischem Syndrom existiert und wie der skin reactive factor zu einer Steigerung der
GefidBBpermeabilitdt fithrt (Lagrue et al. 1975). In weiteren Forschungsarbeiten dieser
Gruppe wird er von nun an als Vascular Permeability Factor, VPF, bezeichnet (Sobel et al.
1977). 1983 wird er aus Aszitesfliissigkeit von Tumoren der Zelllinie 10 bei Méusen
isoliert (Senger et al. 1983). Die intradermale Injektion dieses Faktors fiihrt zu einer
schnellen (Maximum nach 5-10 Minuten) und reversiblen (nach 20 Minuten) Anderung der
lokalen kutanen GefidBBpermeabilitdt. In weiteren Studien finden Senger und Mitarbeiter
heraus, dafl auch andere menschliche Tumorzelllinien diesen Faktor sezernieren. Dieser ist
durch Antikorper gegen VPF, die aus Tumoren der Meerschweinchen-Linie-10 gewonnen

werden, neutralisierbar (Senger et al. 1986).

Unabhingig von Forschungen, die tiber VPF weitergehen, wird 1989 ein Faktor aus dem
Medium kultivierter Follikularzellen der Hypophyse von Rindern isoliert. Da er in vitro zu
einer Proliferation von Endothelzellen fiihrt, wird er Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) genannt (Ferrara et Henzel 1989). Zur gleichen Zeit wie Ferrara und Henzel
isolieren auch Gospodarowicz und Mitarbeiter 1989 ein solches Endothelzellmitogen aus
den follikuldren Sternzellen der Hypophyse (Gospodarowicz et al. 1989). Sie nennen es
Vasculotropin (Plouét et al. 1989). Es stellt sich heraus, daB es sich bei allen drei Faktoren
um dasselbe Hormon handelt; von nun an sind nur noch die Namen VPF und VEGF in

Gebrauch, wobei sich VEGF im Laufe der Jahre durchsetzt.
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I.B.2 Struktur und biologische Eigenschaften von VEGF

VEGF kommt in fiinf verschiedenen Formen vor, die durch alternatives Splicen entstehen

(Abb. 1). Aufgrund des Unterschiedes in der Anzahl der Aminosduren werden sie als
VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGFlgg und VEGF206 bezeichnet (Ferrara et al. 19911,
Tischer et al. 1991, Poltorak et al. 1997).

Die VEGF codierende Region ist in 8 Exons aufgeteilt, Exon 1 enthélt dabei hauptsichlich

das

Sekretionssignal des priméren Translationsproduktes.

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon5 Exon6 Einschub Exon7 Exon 8
22AS 17AS 66AS 26AS 24 AS 17 44AS 6 AS
Signalpeptid 26 AS AS
VEGF, 5° ] ] | | 1 77 ¥
26 S1 13 79 105 115 139 156 200 20@/ /
VEGF g 5 // I [ I [ I [ 1 1/ 3
-26 51 13 79 105 115 139 183 189 //
VEGF 4 5° | | [ [ 1 // 3
26 51 13 79 105 115 159 165 //
, // TN I [ [ [ 1 // ,
VEGF s 5" =77 /7 3
26 51 13 79 105 115 139 145
VEGF121 5° I | | /7 3
26 51 13 79 105 115 121 //

Abb. 1: Darstellung der Zusammensetzung der verschiedenen VEGF-Formen

(Leung et al. 1989, Houck et al. 1991, Tischer et al. 1991, Poltorak et al

VEGF,p6 beinhaltet alle Exons und einen Einschub von 17 Aminosiduren zwischen

Exon 6 und 7,

VEGF g9 beinhaltet die Codierungssequenz von Exon 1-8,
VEGF¢5 fehlen die Aminosiuren von Exon 6,

VEGF45 fehlen die Aminosduren von Exon 7,

VEGF,, fehlen die Aminosiduren von Exon 6 und 7

. 1997).



VEGF¢s ist die dominierende unter den Isoformen. Sie wird von einer Vielzahl kultivierter
Zellen sezerniert, mit Ausnahme der Plazenta, in der VEGF,;; iiberwiegt (Ferrara et al.
1991,). Sie ist, wie die anderen Formen auch, ein Dimer aus zwei Untereinheiten mit
identischem NH,-Terminus (Senger et al. 1990). Diese werden durch Disulfidbriicken
miteinander verbunden (Conn et al. 1990).

Das Molekulargewicht von VEGF¢s als Dimer betrigt 46 kDa (Plouét et al. 1989, Ferrara
et al. 1991,). Sein isoelektrischer Punkt liegt im basischen Bereich, bei ca. pH 8,0-8,5. Es
bindet Heparin und Heparansulfat (Ferrara et Henzel 1989, Gitay-Goren et al. 1992).

Die Isoform VEGF,,; wird ebenfalls freigesetzt, jedoch in einem geringeren Anteil (Kondo
et al. 1995). Sie ist im Gegensatz zu VEGF¢5 nur 34-36 kDa schwer (Houck et al. 1992).
Ihre beiden Untereinheiten haben ein Gewicht von ca. 14 kDa und 18 kDa. Es ist ein eher
saures Protein und bindet nur schwach an Heparin (Ferrara et al. 1991;).

VEGF 45 wurde aus Tumorzellen des weiblichen Reproduktionstraktes isoliert (Poltorak et
al. 1997). Es bindet wie VEGF,¢5 Heparin.

VEGF;39 und VEGF,, als ldngere Formen, sind iiberwiegend an Zellmembran und
extrazellulirer Matrix gebunden. Uber die biologische Funktion dieser mebranassoziierten

Isoformen ist bisher sehr wenig bekannt.

In letzter Zeit sind neue Mitglieder der VEGF-Familie entdeckt worden, VEGF-B
(Olofsson et al. 1996), VEGF-C (Joukov et al. 1996) und VEGF-D (Li et Eriksson 2001).
Ihre Funktion wird noch erforscht.

Es gibt Anzeichen dafiir, dal der Abbau von VEGEF iiber den lysosomalen Weg erfolgt,
wobei VEGF in kleine Fragmente gespalten wird (Bikfalvi et al. 1991).

Das VEGF-Gen ist auf Chromosom 6 lokalisiert (Vincenti et al. 1996, Wei et al. 1996).
Die Nukleotide 1-156 sind GC-reich und #dhneln damit denen, die in cDNAs anderer
Wachstumsfaktoren zu finden sind, wie der A- und B-Kette von PDGF (Collins et al. 1985,
Betsholtz et al. 1986, Keck et al. 1989), TGF-8 (Derynck et al. 1985), insuline like growth
factor II (Dull et al. 1984), bFGF (Abraham et al. 1986) und cmycDNAs (Battey et al.
1983). Es besteht eine Homologie in der Aminosiduresequenz von VEGF und den A-und B-
Ketten von PDGF (Tischer et al. 1989, Plouét et Moukadiri 1990). Aullerdem besteht zu
46% eine Identitit von VEGF mit der Aminosduresequenz von PIGF (Hauser et Weich

1993).



Es existiert sogar ein Gefdendothelzellmitogen, ein Heterodimer, das aus den

Untereinheiten von VEGF und PIGF aufgebaut ist (DiSalvo et al. 1995).

I.B.3 VEGF-Rezeptoren

Es gibt zwei Rezeptoren, iiber die die Wirkung von VEGF auf die Zielzellen iibertragen
wird: Flt-1 (fms-like-tyrosine-kinase) und KDR (kinase insert domain-containing receptor)
- auch in Versuchen an Miusen bezeichnet als flk-1 (flk = fetal liver kinase).

Die mRNA des VEGF-Rezeptors flt-1 ist in embryonalen und adulten Geweben von
Maiusen nachweisbar: am Gefid3endothel, in embryonalen Strukturen, aus denen Gefidlle
entstehen, und am Endothel des Gewebes von erwachsenen Tieren (Peters et al. 1993).
Humane Endothelzellen tragen beide Rezeptoren (Namiki et al. 1995). Die Dichte der
Rezeptoren betridgt 3.000 (flk-1) bzw. 40.000 (flt-1) Rezeptoren pro Zelle (Vaisman et al.
1990); sie ist an Endothelzellen erhoht, die vermehrten Scherkriften des BlutfluBes
ausgesetzt sind, wie zum Beispiel an den Atrioventrikularklappen des Herzens (Ferrara et
al. 1991,). Die Affinitdt der Rezeptoren fiir VEGF variiert in verschiedenen Studien: Fiir
den Rezeptor flk-1 wird eine Affinitit im Bereich von 16-115 pM beschrieben, fiir den
Rezeptor flt-1 400-1.000 pM (Zachary 1998). Die Bindung ist zeit- und
konzentrationsabhingig, sittigbar, kompetitiv, reversibel und spezifisch (Plouét et
Moukadiri 1990, Jakeman et al. 1993). Durch Heparin wird sie verstirkt (Gitay-Goren et
al. 1992).

Der genaue Mechanismus der Signaliibertragung von VEGF nach Bindung an seine
Rezeptoren ist noch nicht vollstindig geklart. Dem aktuellen Wissensstand zu Folge 16st
die Bindung von VEGF an seinen Rezeptor KDR eine ligandeninduzierte
Autophosphorylierung des Rezeptors und Tyrosinphosphorylierung verschiedener
Zellsubstrate (wie zum Beispiel PLC-y) aus. Hierauf folgt ein intrazelluldrer Anstieg von
Kalzium und IP3 (Inositol-1,4,5-triphosphat) und eine Tyrosinkinase-abhingige
Aktivierung der endothelialen NO-Synthetase (Brock et al. 1991, Zachary 1998). Weiterhin
wird durch die Bindung von VEGF an KDR eine Translokation von KDR, NO-Synthetase
und Caveolin-1 in den Zellkern induziert (Feng et al. 1999). Die genauen Vorgénge, die auf
die Aktivierung der genannten Kaskaden folgen und die spezifischen Wirkungen des

VEGFs hervorrufen, sind derzeit Gegenstand der Forschung.
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I.B.4 VEGF und seine Zellwirkung

VEGF wird hauptsdchlich in Makrophagen, aber auch in glatten GefdBmuskelzellen
(Tischer et al. 1991), Myoblasten und Fibroblasten gebildet (Shweiki et al. 1992). VEGF,;
und VEGF¢s sind in der Lage, eine Migration von Monozyten hervorzurufen. Hierbei
verfiigt VEGF 45 liber eine stirkere Potenz als VEGF),;. Die Migration der Monozyten
unter VEGF-Stimulation ist 3mal stirker als diejenige unter normalen Bedingungen
(Clauss et al. 1990).

Der Rezeptor flt-1, der auch von den Monozyten exprimiert wird, vermittelt die
chemotaktische Antwort. Die Migration der Monozyten wird durch einen positiven
Konzentrationsgradienten von VEGF verstiarkt und wahrscheinlich durch ein Pertussis-
toxin-sensitives, GTP-bindendes Protein vermittelt. Bei Aktivierung der Monozyten durch
LPS (Lipopolysaccharid) kommt es zu einer Hochregulation der flt-1-Rezeptor-mRNA.
Dieser Vorgang steigert die spezifische Bindung fiir VEGF (Barleon et al. 1996).

Auch der VEGF-Rezeptor KDR findet sich an Zellen des himatopoetischen Systems, den
Megakaryozyten, Plittchen und menschlichen Leukédmiezelllinien HEL und CMK 86.
VEGF unterdriickt bei diesen Zellen die experimentell durch Gammastrahlung
hervorgerufene Apoptose (Katoh et al. 1995).

AuBerdem verhindert VEGF die Apoptose mikrovaskulidrer GefidB3zellen. Es aktiviert zeit-
und konzentrationsabhédngig die Phosphorylierung einer extrazelluldren signalregulierten
Kinase, ERK-1 (p44 mitogen activated protein kinase MAPK) und ERK-2 (p42 MAPK).
Zudem hemmt sein Vorhandensein die anhaltende Aktivierung der StreB-aktivierten
Proteinkinase SAPK. Der Aktivierung von MAPK und Hemmung von SAPK scheint eine
Schliisselrolle in der Entscheidung zuzukommen, ob die jeweilige Zelle iiberlebt oder den

programmierten Zelltod eingeht (Gupta et al. 1999).

Am Endothel fiihrt VEGF zu einer Kette von Reaktionen, inklusive Hyperpermeabilitit,
Endothelzellwachstum, Angiogenese und vermehrtem Glucosetransport (Abb. 2). Es

reguliert die Expression von Gewebefaktor und Glucosetransporter (Connolly 1991).

Daneben kommt es aber auch zu einer erhohten Freisetzung des Plasminogenaktivators
(Pepper et al. 1991, Mandriota et al. 1995), von Kollagenasen (Unemori et al. 1992) und
des vanWillebrand-Faktors (Brock et al. 1991).
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Abb. 2: Modell der Interaktion von VEGF mit Endothelzellen (nach Connolly et al. 1991).

1. VEGEF bindet an den Hochaffinitétsrezeptor.

2. Die Tyrosinkinase wird durch Binden von VEGF aktiviert. Regulatorische Proteine werden
phosphoryliert.

Intrazelluldres Kalzium, pH und Inositol-Tri-Phosphat steigen an.

Es treten Verdnderungen im Zytoskelett auf, die zu einer Erhohung der vaskuldren Permeabilitét fithren.
DNA-Synthese und Mitose werden initiiert.

Die Gene von Gewebefaktor und Glucosetransporter werden aktiviert, der Glucose-Transport wird
gesteigert. Der Gewebefaktor kann mit Gerinnungsfaktoren reagieren und zur Koagulation fiihren.

SAINAIE ol

I.B.5 Drei Hauptwirkungen von VEGF am Endothel

I.B.5.a Angiogenese

VEGEF weist eine Spezifitit fiir Endothelzellen auf. Es bewirkt deren Proliferation und {ibt
einen angiogenen Effekt auf sie aus (Plouét et al. 1989); es fordert somit die Formierung
neuer Kapillaren. Diese Effekte sind bereits in friilhen Phasen der Embryogenese
vorzufinden:

In Versuchen mit Ratten wurde gezeigt, da} die Ausbildung von VEGF-Rezeptoren eines
der frithesten Ereignisse in der Endothelzelldifferenzierung ist. Schon in den ersten Tagen
nach der Implantation wird VEGF in undifferenzierten Dezidualzellen und Vorldufern von
groBen Trophoblastzellen gebildet. Zu Beginn der Differenzierung in Embryoblast und
Trophoblast scheint VEGF das Wachstum und die Proliferation von Endothelzellen der

Dezidua, der Plazenta und von Gefilmembranen zu stimulieren. So findet sich zum
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Beispiel VEGF in den Blutinseln des Dottersackes. Auch Hamangioblasten vor ihrer
Differenzierung in prdmordiale Gefdle sind Ziel von VEGF. In der Dezidua finden sich
Zellen in der Nihe von sich entwickelnden Gefillen, die VEGF vor ihrer Formierung zu
Endothelzellschlduchen binden (Jakeman et al. 1993).

Auch in der Entwicklung des Gehirns scheint VEGF eine entscheidende Rolle
einzunehmen. Die Untersuchung verschiedener Stadien der Hirnentwicklung bei Méusen
zeigt, da} der VEGF-Rezeptor flt-1 vom GefidBBplexus des Neuralrohrs aufsteigend bis in
neuorganisierende Hirnstrukturen lokalisierbar ist. VEGF-mRNA selbst ist in der
Ventrikelzone des sich entwicklenden Gehirns zu finden. Diese stimmt mit dem Areal
iberein, in das neue Gefédle aus dem neuralen Gefdplexus einwachsen.

Im Gehirn erwachsener Tiere finden sich weitaus weniger flt-1-Rezeptoren (Breier et al.
1992).

VEGF wurde von dieser Forschergruppe ebenfalls in sich bildenden Gefif3strukturen der
dorsalen Aorta, des Herzens, der Lunge, des Intestinaltraktes und des Thymus von Miusen

gefunden (Breier et al. 1995).

Die angiogenetische Wirkung von VEGF auf Endothelzellen wurde an VEGF stimulierten
HUVE-Zellen (human umbilical vein endothelial cells) in vitro nachgewiesen. Bereits
einen Tag nach Stimulation mit VEGEF ist ein Zellwachstum dieser kultivierten Zellen zu
erkennen. Nach drei Tagen formen sich kleine Gefd3schliduche, die mit bloBem Auge am 7.
Tag erkennbar sind. Ohne VEGF-Stimulation ist diese Gefal3bildung nicht zu beobachten
(Bikfalvi et al. 1991).

Es wird vermutet, dal der Mechanismus der Angiogenese in vier Schritten ablduft

(Folkman et Haudenschild 1980; Folkman et Shing 1992):

1. Beginn mit proteolytischer Degeneration der Basalmembran:
VEGF stimuliert die Expression der interstitiellen Kollagenase (Matrix-
Metalloproteinase-1) in menschlichen Endothelzellen. Seine Expression iibertragt
diesen Zellen eine gesteigerte Fihigkeit, interstitielles Kollagen abzubauen. Dieses
stellt eine der Hauptbarrieren fiir Endothelzellen in der Angiogenese dar (Unemori et
al. 1992).

2. Migration der Endothelzellen.
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3. Proliferation der migrierten Endothelzellen.

4. Schlauchformierung.

Der letzte Schritt ist abgeschlossen, wenn die neuen Kapillaren von Perizyten umgeben
sind.

Es wird vermutet, dal die Angiogenese in verschiedenen Gewebeabschnitten durch eine
Erhohung des VEGF-Spiegels hervorgerufen wird (Dvorak et al. 1995,). Dabei nutzen
Tumore den angiogenetischen Effekt von VEGF zur Expansion, indem sie selbst VEGF
exprimieren (Claffey et al. 1992, Nagakawa et al. 1997).

VEGEF ist also ein spezifischer Wachstumsfaktor fiir Endothelzellen. Er bindet mit hoher

Affinitit und fiihrt zu GefiBwachstum in vivo (Connolly et al. 1989;).

I.B.5.b Proliferation

Die Proliferation von Endothelzellen wird von VEGF stimuliert. Unter anderem wird
dieses Hormon in Nebennierenrinde, GroBhirnrinde und Riickenmark, Hypophyse, Lunge,
Magen, Milz, Pankreas, Niere, Ovar (vor allem im Corpus luteum), fetaler und adulter
Aorta, Nabelschnurvenen (Ferrara et al. 1991;) sowie in zahlreichen Tumoren gefunden
(siehe Kapitel 1.B.7).

Bei Nekrose von Leberzellen von Ratten nach Intoxikation findet sich zum Beispiel eine
erhohte Proliferation von sinusoidalen Endothelzellen und Kupffer-Zellen; hepatische
Makrophagen und Sternzellen zeigen einen erhohten VEGF-mRNA-Spiegel (Ishikawa et
al. 1999).

VEGEF hat so auch einen entscheidenden Beitrag an einer effektiven Wundheilung (Brown
et al. 1992,), da es zu einer verbesserten Organisation des Granulationsgewebes fiihrt

(Corral et al. 1999).

I.B.5.c Permeabilitiitssteigerung

Schon die ersten Entdeckungen zu VEGF beschiftigten sich mit der

Permeabilititssteigerung in Blutgefilen, die durch diesen Faktor hervorgerufen wird
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(Lagrue et al. 1975, Senger et al. 1983). Es stellte sich heraus, da im Vergleich zu
Histamin, einem weiteren und schon ldnger bekannten Verursacher von
Permeabilititssteigerung, VEGF iiber eine 50.000fach stirkere Potenz in der Entfaltung
dieser Wirkung verfiigt (Senger et al. 1990).

VEGF fiihrt also infolge der Offnung interzelluldrer Verbindungen zu einer
Permeabilititssteigerung in den betroffenen BlutgefiBen. Die Offnungen sind dabei groB
genug, um den Eintritt von einem Tracer und zirkulierenden Blutzellen wie Erythrozyten
und Thrombozyten in ein intramurales Lager zuzulassen. Es wird dabei aber auch eine
Stase von Plittchen und Erythrozyten innerhalb des Lumens groferer Gefalle, Adhdsionen
der Plittchen an die Endothelzellen und eine Plittchenmigration beobachtet (Roberts et

Palade 1995).

Bei der Erhohung der Gefillpermeabilitidt scheint die Aktivitdt von sogenannten VVO,
,vesiculo-vacuoldren Organellen* eine entscheidende Rolle zu spielen (Kohn et al. 1992,
Qu-Hong et al. 1995, Roberts et Palade 1995). Diese Organellen bieten die Hauptroute fiir
Extravasation von Makromolekiilen. Eine typische Organelle besteht aus 124 kleinen
Vesikeln und Vakuolen. Diese sind untereinander und mit der luminalen und abluminalen
Seite der Plasmamembran der Endothelzelle verbunden. In den Membranen befinden sich
Offnungen, die nur durch diinne Diaphragmen von der Nachbarvakuole oder dem Lumen
der GefiBe trennen. Der VEGF-Rezeptor KDR ist an den Vakuolen lokalisiert. Die
Stimulation mit VEGF scheint hierbei - durch die Offnung der Diaphragmen - eine Passage
fiir Makromolekiile zu ermoglichen (Dvorak et Feng 2001). Unter Stimulation der Zellen
mit VEGF, Histamin oder Serotonin kann experimentell eine Extravasation von Ferritin
mittels der kleinen Organellen nachgewiesen werden (Feng et al. 1996).

Neben den VVOs gibt es sogenannte Caveolae, die durch Transzytose fiir den Transport
von Plasmaproteinen iiber das kapillire GefidBBendothel sorgen (Ghitescu et al. 1986, Milici
et al. 1987). Sie interagieren wie die VVO mit Caveolin (Rothberg et al. 1992, Vasile et al.
1999). VEGEF fiihrt, wie oben bereits berichtet, zu einer Translokation von Caveolin-1 in
den Zellkern. Es ist daher anzunehmen, dal VEGF auch diese Zellorganellen beeinfluf3t

und somit an der Regulation der Transzytose von Plasmaproteinen beteiligt ist.

Die Erhohung der vaskuldren Permeabilitdt nach einer einzelnen Injektion von VEGEF ist

voriibergehend und reversibel, sie hilt fiir ca. 30 Minuten an (Dvorak et al. 1995,). VEGF
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scheint hier eine endothelzellspezifische Antwort hervorzurufen, denn es entsteht kein
Endothelzellschaden oder ein Schaden an anderen mikrovaskuldren Komponenten;
eingewanderte Plittchen und Mastzellen degranulieren nicht (Senger et al. 1986, Roberts et

Palade 1995).

I.B.6 VEGF beeinflussende Faktoren

VEGF wird von einer Vielzahl von Faktoren positiv sowie negativ beeinflufit. So sind zum
Beispiel 1L-4, IL-10 und IL-13 (Parry et al. 2001), TNF-a, Dexamethason (Harada et al.
1994), Plittchenfaktor-4 (Gengrinovitch et al. 1995), a2-Makroglobulin (Soker et al. 1993)
und Suramin (Nakajima et al. 1991) als VEGF-hemmende Substanzen identifiziert worden.
IL-1B (Li et al. 1995), Prostaglandin-E1 und -E2 (Harada et al. 1994, Ben-Av et al. 1995),
Endothelin-1 und -3 (Pedram et al. 1997), Cobaltchlorid (Ladoux et Frelin 1994) und
Desferrioxamin (Wang et Semenza 1993) hingegen stimulieren die VEGF-Expression.
TGF-B und PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat) bewirken ansteigende mRNA-Level
von VEGF (Dolecki et Connolly 1991). Ebenso fiihrt die Behandlung von Zellen mit
Kalzium oder cAMP zu einem erhohten VEGF-mRNA-Spiegel (Claffey et al. 1992). Mg2+
scheint einen stabilisierenden Effekt auf VEGF zu haben (Chen et Chen 1987).

VEGEF ist resistent gegeniiber hohen Konzentrationen organischer Losungen sowie Sduren
und ist weder durch Antihistamine, Antikinine, Pepstatin A noch durch Indomethacin

hemmbar (Lobb et al. 1985).

I.B.7 VEGF bei Tumoren

VEGEF ist ein durch Hypoxie stimulierbarer angiogenetischer Faktor. Tumore breiten sich
durch Wachstum neuer Gefidlle mit anschlieBender Gewebeformation entlang dieser aus.
Daher wurde schon zu frithen Zeitpunkten in der Forschung ein Zusammenhang von VEGF
und Tumorwachstum vermutet. Tatsdchlich stellte sich heraus, daB VEGF ein
entscheidender Faktor im Tumorwachstum ist. Es ist in zahlreichen Tumoren nachweisbar,
wie dem Phaochromozytom (Claffey et al. 1992), Osteosarkom (lizuka et al. 1994),
Lymphom (Connolly et al. 1989,), Hepatom und Glioblastom (Kimura et al. 2000). Bei
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letztgenanntem Tumor ist der VEGF-Spiegel vor allem bei Zellen in der Nidhe nekrotischer
und somit Hypoxie ausgesetzter Zonen erhoht; unmittelbar hier findet sich auch eine
Anhédufung von Kapillaren. Eine komplette Anoxie fiihrt zu einer 13fachen Erhéhung des
VEGF-mRNA-Spiegels, die sich bei normalen Sauerstoffspiegeln wieder zuriickbildet
(Shweiki et al. 1992).

Neben Glioblastomzellen zeigen auch Hepatoblastomzellen (Kimura et al. 2000) und PC-
12-Zellen [eine Zelllinie des Phiochromozytoms bei Ratten (Levy et al. 1995)], eine durch
NO und Hypoxie induzierte Expression des VEGF-Rezeptorgens. Eine aktive Sekretion
findet sich unter anderem in Colonkarzinomzellen der Linie HT-29 (Lobb et al. 1985) und
im Nierenzellkarzinom (Takahashi et al. 1994). Die Karzinomzellen produzieren,
speichern und sezernieren VEGF. Dieses ist dann durch Induktion der Tubulogenese der
mikrovaskulidren Endothelzellen an der Angiogenese beteiligt (Nagakawa et al. 1997).

Die Tumore nutzen also die VEGF-Expression und -Sekretion zur GefiBausbildung und
somit zur weiteren Expansion. Es gibt daher inzwischen Therapieansitze, das
Tumorwachstum durch die Hemmung der VEGF-Bildung zu beeinflussen (Cooke et al.
2001). Antikorper gegen VEGF verhindern die Stimulation von Endothelzellwachstum,
Permeabilitit und den Anstieg des cytosolischen Kalziums (Siossat et al. 1993). Sie fiihren
so zu einer Hemmung der Angiogenese (Lu et al. 2001) und verhindern die weitere

Ausbreitung und Metastasenbildung eines Tumors (Marme 2001).

I.B.8 Reaktion von VEGF auf Hypoxie

Die Hypoxie ist ein entscheidender Regulator der VEGF-Bildung. Viele Studien belegen
die Hochregulation von VEGF unter hypoxischen Bedingungen. So fiihrt zum Beispiel eine
systemische Hypoxie zu einer VEGF-Induktion in Lunge, Gehirn, Nieren, Testes, Herz und
Leber (Minchenko et al. 1994, Marti et Risau 1998). Betroffen sind vor allem die
Endothelzellen und Perizyten. Diese Zellen bilden, einer Hypoxie ausgesetzt, vermehrt
VEGF (Nomura et al. 1995); der KDR-Rezeptor findet sich autophosphoryliert, was unter
Normoxie nicht der Fall ist (Namiki et al. 1995). Auch in kultivierten glatten
GefiBmuskelzellen kommt es zu einer vermehrten Freisetzung von VEGF unter
hypoxischen Bedingungen (Ambalavanan et al. 1999).

Eine erhohte VEGF-Expression zeigt sich ebenfalls bei Krankheitsbildern, die durch einen

hypoxischen Zustand hervorgerufen werden oder mit einem solchen einhergehen. So ist im
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Versuch an Ratten in verschiedenen Gehirnabschnitten bei einem Insult eine erhohte
Expression von VEGF und seinen Rezeptoren wenige Stunden nach Beginn des hypoxisch
ischamischen Zustandes nachweisbar. Diese dauert mehrere Tage an (Kovacs et al. 1996,
Lenmyr et al. 1998). Durch die Aktivierung von VEGF und seinen Rezeptoren kommt es
zu einer Endothelzellproliferation und zum Wachstum neuer Gefille, ausgehend von
gesundem Gewebe durch die Penumbra in Richtung Infarktkern (Marti et al. 2000).

Auch im Herz, das ischidmischen Bedingungen ausgesetzt wird, findet sich im
Rattenversuch bereits 15-30 Minuten nach Einsetzen der Ischimie eine Hochregulation der
VEGF-mRNA (Hashimoto et al. 1994). Wird Lungengewebe von Ratten einem
chronischen Sauerstoffmangel ausgesetzt (28-32 Tage), ist ein erhohter VEGF-mRNA-
Spiegel zu finden; die Transkriptionsrate ist vor allem in den Alveolarzellen, den glatten

GefidBmuskelzellen und den Alveolarmakrophagen erhoht (Tuder et al. 1995).

Aber nicht nur die Expression wird reguliert, sondern auch die VEGF-mRNA-Stabilitit
steigt unter hypoxischen Bedingungen (Shima et al. 1995). AuBlerdem findet in diesen
Situationen eine Hochregulation der KDR-Rezeptordichte in den Zellen statt (Brogi et al.

1996).

In vitro Studien haben bisher 3 verschiedene Mechanismen aufgezeigt, die fiir den Anstieg
von aktivem von Zellen sezernierten VEGF unter Hypoxie verantwortlich sind (Marti et al.
2000):

1) eine erhohte Transkriptionsrate, die durch die Bindung von HIF-1 (Hypoxia inducible
factor-1) an HRE in der 5’-flankierenden Region des VEGF-Gens hervorgerufen wird
(Liu et al. 1995, Forsythe et al. 1996),

2) eine gesteigerte VEGF-mRNA-Stabilitit (Ikeda et al. 1995), die wahrscheinlich durch
Bindung an das RNA-bindende Protein HUR hervorgerufen wird (Levy et al. 1995,
Levy et al. 1998),

3) eine interne Ribosomen-Eingangs-Seite, die die effiziente Translation von VEGF-

mRNA auch unter Hypoxiebedingungen sichert (Stein et al. 1995, Stein et al. 1998).
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I.B.9 VEGF und die Niere

Schon in der Entwicklung der Niere ist VEGF fiir die korrekte Glomerulogenese und
Tubulogenese essentiell. Mit VEGF-Antikorpern behandelte Maiuse zeigen ein
generalisiertes Odem, eine gestorte GefiBformation in der Nierenrinde und einen
signifikanten Abfall an sich entwickelnden Nephronen. Daneben zeigen sich viele abnorme

Glomeruli mit undichten Kapillarkndueln (Kitamoto et al. 1997).

In der menschlichen Niere ist VEGF spezifisches Produkt der glomeruldren Endothelzellen
(Parry et al. 2001). Es findet sich aber auch in glomerulidren Epithelzellen (Brown et al.
1992)), in proximalen und distalen Tubuluszellen sowie in interstitiellen Zellen kranker
Nieren (Grone et al. 1995). Aber nicht nur VEGF sondern auch seine Rezeptoren sind in
der Niere vertreten: Sie sind in glomeruldren Endothelzellen, Mesangiumzellen und in

peritubuldren Endothelzellen nachweisbar (Simon et al. 1995, Takahashi et al. 1995).

Bei Patienten mit Nephrotischem Syndrom liegt eine gesteigerte Gefiallpermeabilitit mit
nachfolgender Proteinurie vor. Sobel und Mitarbeiter brachten dieses 1981 erstmals in
Zusammenhang mit VEGF (Sobel et al. 1981). Hierbei wird die Spliceform VEGFjg¢s
verdichtigt, Mitverursacher der Proteinurie zu sein, da vor allem sie in den glomerulédren
Endothelzellen vertreten ist (Uchida et al. 1994). Die VEGF-Spiegel im Urin korrelieren
mit dem Ausmal der Proteinurie bei Patienten mit IgA-Nephropathie und Minimal Change
Nephropathie (Matsumoto et Kanmatsuse 2001). VEGF steigt im Urin bei Patienten mit
chronischer Nierenerkrankung mit zunehmendem Funktionsverlust an (Kitamoto et al.

2001).

Auf der anderen Seite iibt VEGF unter experimentellen Bedingungen nach glomeruldrem
Zellschaden, wie zum Beispiel bei Glomerulonephritiden, einen positiven Effekt auf die
Reparatur und Neuausbildung der geschiddigten glomeruldren Gefdlle aus (Masuda et al.
2001). Es reduziert eine Fibrose und stabilisiert die Nierenfunktion (Kang et al. 2001).

Wie man sich diese positiven Eigenschaften therapeutisch zu Nutzen machen konnte, ist

derzeit Gegenstand der Forschung.
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I.C. Der Reperfusionsschaden

Sistiert die Versorgung eines Gewebes mit Blut, wie es bei Transplantationen oder akuten
GefiBverschliissen der Fall ist, wird das betroffene Gewebe ischdmisch. In der Folge
werden verschiedenste Kaskaden aktiviert, die letztendlich zur Nekrose des Gewebes
fithren. Daher wird bei Transplantationen und bei akuten Gefdverschliissen eine rasche
Wiederherstellung des Blutflusses angestrebt. Hierdurch soll der Schaden, den das Gewebe
wihrend der Ischimiezeit nimmt, minimiert werden. Doch obwohl das Gewebe nach
erfolgreicher Transplantation oder Embolektomie wieder mit Blut versorgt wird, kann es
nach Reperfusion zu einem weiteren Zelluntergang kommen, dem sogenannten
Reperfusionsschaden.

Bei einem Reperfusionsschaden im Rahmen von Nierentransplantationen resultieren
verschiedene pathologische Veridnderungen, wie Zelltod (Apoptose und Nekrose),
Verschlechterung der Nierenfunktion, morphologische Verdnderungen der tubuldren
Mitochondrien, ein Abfall des kortikalen pH und die Bildung von reaktiven
Sauerstoffradikalen (Daemen et al. 2002).

Die Apoptose wird hierbei durch extrazelluldre Faktoren wie Fas (Nogae et al. 1998) und
TNF-o0 (Donnahoo et al. 1999) vermittelt, die an Apoptose-vermittelnde Rezeptoren
binden. Einer der letzten Schritte der durch diese Faktoren eingeleiteten Kaskade ist die
Aktivierung der intrazelluldren Prokaspase-8, die wiederum weitere Kaspasen aktiviert.
Ziel dieser aktivierten Kaspasen sind verschiedene funktionelle und strukturelle
intrazelluldre Proteine. Es resultiert eine zelluldre Desorganisation, die letztendlich zum
apoptotischen Zelltod fiihrt.

Neben dieser extrazelluldr initiierten Kaskade existiert ein zweiter intrazelluldrer
Mechanismus, der durch die Aktivierung intrazelluldrer Faktoren wie AIF (Apoptosis
Inducing Factor) und Cytochrom C ebenfalls den programmierten Zelltod hervorruft (Li et
al. 1997).

Die Anlockung neutrophiler Granulozyten ist ein weiterer zentraler Mechanismus in der
Entstehung des renalen Reperfusionsschaden (Klausner et al. 1989). Sauerstoffradikale, die
bei der Reperfusion freigesetzt werden, sind an der Chemotaxis neutrophiler Granulozyten
beteiligt. Sie fiihren zur Aktivierung der Phospholipase A2, die wiederum die Bildung von
Arachidonsédure und Lysophospholipid einleitet (Buschbeck et al. 1999). Diese stellen, zu

Leukotrien B4 und PAF (platelet activating factor) metabolisiert, wichtige Chemotaxine

17



und funktionelle Mediatoren des renalen Reperfusionsschadens dar (Lopez-Farre et al.
1990, Torras et al. 1993).

Eine Beteiligung des Komplementsystems (Zhou et al. 2000) und von Interleukinen
(Daemen et al. 2002) an dem Influx neutrophiler Granulozyten und Organschaden nach
Ischdmie ist ebenfalls nachweisbar.

Nach Anlockung findet ein Transmigration der neutrophilen Granulozyten durch die
Zellmembran statt. Nach der Migration entfalten die Granulozyten ihre toxische Wirkung:
Es kommt zur Bildung reaktiver Sauerstoffradikale und Liberation proteolytischer Enzyme
wie Elastase, Gelatinase und Kollagenase, die zur Zerstorung von Zellen und Bindegewebe
beitragen (Weiss 1989).

Weiterhin werden die Bildung von Matrix-Metalloproteinasen (Jain et al. 2000) und eine
frithe Aktivierung des Immunsystems (Land 2002) als dem Reperfusionsschaden zugrunde
liegende Mechanismen diskutiert. Ein anderes wesentliches Phdnomen nach Reperfusion
ist die Entwicklung eines Gewebeddems mit konsekutivem Anschwellen des Transplantats

(Weight et al. 1996).

Bei der Nierentransplantation kommt es, nachdem das Nierentransplantat in dem
Empfingerorganismus implantiert und wieder durchblutet ist, zum sogenannten
postischdmischen Reperfusionsschaden.

Die Pathomechanismen dieses Reperfusionsschadens sind komplex und noch nicht
vollstandig geklart. Drei wesentliche Reaktionen, die zum Zellschaden beitragen, sind
Apoptose, Inflammation und Nekrose (Daemen et al. 2002). Hinter diesen Reaktionen
verbirgt sich unter anderem die Aktivierung verschiedenster Kaskaden durch Faktoren wie
zum Beispiel TNF-a (Donnahoo et al. 1999), die Anlockung neutrophiler Granulozyten,
die Freisetzung verschiedenster proteolytischer Enzyme wie Kollagenasen (Weiss 1989),
die Bildung von freien Sauerstoffradikalen (Ratych et al. 1986), eine Aktivierung des
Komplementsystems (Zhou et al. 2000) und die Bildung von Interleukinen.

Desweiteren kommt es zu der genannten Ausbildung eines Odems des Transplantats, das
zu einem Anschwellen des Organs fiihrt (Bromme et al. 2002).

Bereits eine komplette Ischimie von 5 Minuten resultiert im Erscheinen apoptotischer
Zellkorper wihrend der Reperfusion mit gleichzeitigen Anzeichen einer Zellnekrose. Eine

Verldngerung der kompletten Ischdmie auf 35-45 Minuten fiihrt zu einem drastischen
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Anstieg apoptotischer Korper und Zellnekrosen, auBerdem werden tubuldre Schiden

sichtbar (Schumer et al. 1992).

Die hier geschilderten Vorgidnge stellen einzelne Aspekte einer komplexen Reaktion auf
die Reperfusion dar. Eine Wichtung der einzelnen beteiligten Faktoren ist derzeit noch
nicht moglich; das Phidnomen des Reperfusionsschadens ist in seiner Gesamtheit noch

nicht geklirt und daher Grundlage der gegenwirtigen Forschungsarbeiten.

L.D. Zielsetzung

Das Nierentransplantat ist durch Transport und Operation einer mehrstiindigen Ischimie
ausgesetzt. Im Gefolge der Reperfusion treten Verdnderungen auf, die denen dhnlich sind,

die durch VEGF ausgel6st werden konnen.

So ist nachgewiesen, dall eine Hauptwirkung des VEGF unter anderem in einer
Permeabilititssteigerung liegt und diese durch hypoxische und ischdmische Bedingungen

stimuliert wird.

Es ist deshalb naheliegend, daBl es wihrend der Ischdmiezeiten im Rahmen einer
Nierentransplantation zu einer erhohten Expression von VEGF im Transplantat kommt.
Wird das Organ nach Implantation im Empfinger reperfundiert, konnte VEGF
Mitverursacher des Reperfusionsschadens mit Transplantatddem sein.

Mit der vorliegenden Studie wollten wir herausfinden, ob VEGF im Rahmen der
Ischdmiephase in den Transplantaten perioperativ hochreguliert wird, und sich dies am
Serumspiegel des VEGF nachvollziehen 1d6t. Es sollte geklart werden, ob sich hieraus ein
Riickschluf} auf eine Mitverursachung des Reperfusionsschadens ergibt.

Zusitzlich wurde eine Vergleichsgruppe untersucht, um den Verlauf des perioperativen

Serumspiegels bei einem nichttransplantierten Kollektiv zu iiberpriifen.

Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Universitit zur Liibeck

genehmigt.
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II. Material und Methoden

II.A. Durchfiihrung der Blutentnahmen
II.A.1 Zeitlicher Ablauf der Blutentnahmen

II.A.1.a Nierentransplantation

Die Nierentransplantation ist in zwei Abschnitte aufgeteilt: Explantation und Implantation.
Bei der Explantation erfolgt die sterile Entnahme der Spenderniere unter moglichst guten
Kreislaufbedingungen als Blockpriparat mit Aorta, V. cava und Ureter. Die Niere wird
daraufthin in kalter Organpriservations-Losung konserviert und anschlieBend zum
Empfinger transportiert. Hierbei wird das Organ kiihl gelagert, wodurch eine
Transportdauer bis zu maximal 40 Stunden moglich ist (Miiller et al. 2002/03). Die
Implantation erfolgt heterotop, extraperitoneal in die Fossa iliaca. Die A. renalis wird auf
die A. iliaca externa, die V. renalis auf die V. iliaca externa und der Ureter mit Antireflux-

Technik (submukdse Tunnelung) am Blasendach anastomosiert.

Untersucht wurden 33 Patienten im Alter von 21 bis 73 Jahren (Mittelwert 49,6 Jahre,
Median 49 Jahre), die sich einer Nierentransplantation unterzogen. Davon waren 27
Empfinger eines Organs eines Leichenspenders, 6 Patienten erhielten das Organ eines
Lebendspenders.

Um zu ermitteln, inwieweit es wihrend einer Nierentransplantation zu einer Anderung der
Serumkonzentration von VEGF kommt, wurde den Patienten Blut nach folgendem Schema
abgenommen:

1. MeBzeitpunkt: prioperativ

2. MeBzeitpunkt: intraoperativ direkt aus der V. renalis nach Er6ffnung der Anastomose

3. MefBzeitpunkt: intraoperativ 10 Minuten nach Er6ffnung der V. renalis systemisch

4. Mef3zeitpunkt: 2-3 Stunden postoperativ

5. MefBzeitpunkt: 2. postoperativer Tag

6. MeBzeitpunkt: 3. postoperativer Tag

7. MeBzeitpunkt: 7. postoperativer Tag
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II.A.1.b Carotis- Thrombendarteriektomie

Als Referenz und Uberpriifung der ermittelten Ergebnisse bei der Nierentransplantation
wurde die gefidchirurgische Carotis-Thrombendarteriektomie gewihlt. Hierbei wird die
A. carotis eroffnet, mit Hilfe eines Dissektionsspatels das atherosklerotische Material
entfernt und ggf. anschlieend die Arterie durch Einnédhen eines Patches erweitert.

Wir untersuchten 21 Personen im Alter von 51 bis 77 Jahren (Mittelwert 68,7 Jahre,
Median 69 Jahre), die sich dieser Operation unterzogen. Um den Einfluf3 der kiinstlichen
Beatmung wihrend der Operation zu erfassen, wurde den Patienten zu folgenden
Zeitpunkten Blut abgenommen:

1. MeBzeitpunkt: praoperativ

2. MefBzeitpunkt: intraoperativ vor der Extubation

3. MeBzeitpunkt: 1. bis 2. postoperativer Tag

4. MeBzeitpunkt: Entlassungstag

Dieser Eingriff wurde gewihlt, da es sich hierbei um einen standardisierten

Eingriff mit standardisiertem Narkoseverfahren handelt.

I1I.A.2 Bearbeitung der Blutproben

Bei den Patienten mit einer Nierentransplantation wurden die praoperative Blutentnahme
und die postoperativen Blutentnahmen mit Routineblutuntersuchungen von der Station
koordiniert. Das Blut wurde durch Punktion einer Cubitalvene oder iiber einen zentralen
Venenkatheter gewonnen.

Intraoperativ wurde die V. renalis direkt bei Freigabe der Nierenperfusion punktiert. Die
Blutentnahme 10 min nach Eroffnung der V. renalis erfolgte aus dem zentralen

Venenkatheter.

Die Blutproben der Patienten mit der Carotis-Operation wurden durch Punktion einer
Cubitalvene gewonnen, wobei die prd — und postoperativen Blutentnahmen soweit wie

moglich mit dem Routineblutuntersuchungen der Station koordiniert wurden.

Alle Blutproben wurden in Serummonovetten der Firma Sarstedt asserviert. Sdmtliche

Proben wurden nach Abnahme zunidchst bei 4°C kiihl gelagert, um eine vollstindige
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Gerinnung zu gewihrleisten. AnschlieBend wurden die Rohrchen in einer Kiihlzentrifuge
der Firma Hettich (Rotanta S6R) bei 4°C fiir 10 min bei g-Zahl 693 (2000 Umdrehungen)
und anschlieBend noch einmal fiir 10 min bei g-Zahl 2772 (4000 Umdrehungen)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert, in vier EppendorfgefiBe portioniert und

sofort, gemall den Empfehlungen des Herstellers des VEGF-Elisas, bei —20°C tiefgefroren.

Fiir die Bestimmung der VEGF-Konzentration mit einem ELISA wurde jeweils eines der
Eppendorfgefie wieder aufgetaut. Die restlichen drei GefiBle dienten als

Sicherheitskontrolle fiir eventuell notwendige Nachbestimmungen.

II.B. Der VEGF-ELISA
Die VEGF-Serumkonzentrationen wurden mittels des VEGF-ELISAs Quantikine® der
Firma R&D Systems bestimmt. Der Versuchsablauf erfolgte gemiss den Anweisungen des

Herstellers.

I1.C. Statistik

Es wurde eine Varianzanalyse mit MeBwiederholungen durchgefiihrt, diese ergab einen
p-Wert <0,0001. Daraufhin fiihrten wir AnschluBtests durch (c-T-Test fiir verbundene
Stichproben). Diese ergaben eine Signifikanz auf dem a-Niveau.

Die statistische Auswertung dieser Arbeit erfolgte mit freundlicher Unterstiitzung des

Instituts fir Medizinische Biometrie und Statistik der Universitit zu Liibeck.
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III. Resultate

III.A. Verlauf der VEGF-Konzentrationen im Serum bei Patienten mit

Nierentransplantation

Untersucht wurden 33 Patienten im Alter von 21 bis 73 Jahren, 12 davon waren weiblichen

(W) und 21 ménnlichen (M) Geschlechts. 6 (*) dieser Patienten erhielten ihr Organ durch

Spende eines Angehorigen, die iibrigen Patienten waren Empfinger eines Organs eines

Leichenspenders (Tbl. 1).

Tbl. 1: Fall-Nr., Patientenkiirzel, * fiir Lebendspende, Geschlecht, VEGF-Konzentration in pg/ml zu

den verschiedenen MeBzeitpunkten und kalte Ischimiezeit (KIZ) in Stunden. Bei den Feldern mit der

Abkiirzung n.d. konnte kein VEGF detektiert werden (< 9 pg/ml).

VEGF in pg/ml
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1] MC1 |W 83,256 | 12,305 10,691 7,51 43,39 | 88,876 163,193
2| RH2 [W | 245,864 7,588 9,353 /217,088 | 172,832 | 164,219 112,007
3| EP3 M 348,993 | 407,897 | 283,983 (292,009 | 262,788 | 149,821 | 346,124 | 25h16
4| JJ5 (M 294,371| 113,055 129,427 | 216,067 | 158,514 | 155,678 | 248,646| 0h40
5| NF6 |M 789,931 | 298,823 | 373,719|220,573| 543,59 |576,422| 867,127 | 10h54
6| WE7 |M 143,418 6,254 5,679|101,617| 40,002| 88,981| 192,349
7] WS8 |M 157,906 | 24,571 35,633 100,976 | 130,099 123,266 | 119,825| 22h
8| RPR9 |W | 141,759| 32,507 198,197 |173,056| 65,596| 79,824 | 202,159
9] WK10 |M 635,366 | 435,529 590,762 | 665,536 | 468,461 | 533,03 | 1301,516 | 25h44
10| BR12 |W 18,826 16,7 23,202| 8,895 n.d. n.d. 3,38| 7h34
11| MB13 |M 385,583 | 12,822 26,538 | 157,548 | 120,731 224,533 | 339,844 | 16h23
12| TC14* |M 316,64 | 17,665 22,329 | 255,788 | 135,208 | 122,542 | 253,116| 0h56
13| HO15 |W | 210,781 n.d. 4,348 | 88,845| 310,209 (121,297 | 316,948 | 11h25
14| ID16 |W | 618,224 n.d. n.d.|149,821| 157,740 | 114,312 848,375| 14h50
15| HWL17 |M 436,614 | 73,060 21,3|133,437| 338,683 | 234,804 | 840,982 | 29h07
16| WK18 |M 37,724 5,587 7,49| 20,452| 21,254| 29,65| 33,621| 9hi14
17| BZ19 |M 84,365 10,125 nd.[111,556| 61,17]190,797| 115,541 | 12h47
18| DT20* |W | 125,107| 28,099 21,182]206,445| 47,564|208,641| 493,539| 0h48
19| HB21 |M 80,745| 48,829 34,68| 67,894| 121,297 (175,152| 208,15| 15h36
20| LH22 |W | 364,258| 20,422 4911| 11,896| 134,397 (187,311 176,762 | 30h17
21| DT23 |M 142,254 | 24,791 23,031 | 41,002 65,1| 77,109| 76,203 | 14h37
22| IK24 |W | 507,628| 17,493 46,746 337,893 | 180,966 | 89,592| 69,158 16h05
23 | KHW25 |M 88,774 | 60,455 55,875 67,82| 16,817| 8,687 105,312
24| GN26 |M 930,827 | 111,024 64,28 | 714,674 | 322,574 326,278 | 35,861 | 12h34
25| MP27 |M 738,389 | 34,695 30,123 474,697 | 516,274 640,567 | 418,83 | 17h55
26| CH28* |W | 516,317 228,309 176,404 | 361,515| 282,313 | 173,231 | 289,994| 0h54
27| GS29 |M 101,266 | 22,185 12,2221 185,005| 84,371|175,371| 309,808 | 12h45
28| KW30 |W 32,365| 11,491 7,703 | 26,699| 42,269| 96,148| 260,645| 23h59
29| MF31* |M 87,32| 24,836 nd.| 43,205| 20,708| 33,139 79,841| 1h05
30| LS32 |W | 264,052| 30,765 21,651| 90,016 110,167 177,881 | 236,474 | 16h23
31| HF33 |M 204,151| 18,711 30,769 | 186,217 | 130,251 | 94,658 368,7
32| MW34 |M 355,954 | 202,642 62,073 | 254,393 11,75]245,386| 537,36
33| EC35* |M 130,716 51,733 40,322|115,017| 88,336| 80,054| 252,261 1h05
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Aus den Resultaten von allen Patienten ergaben sich die folgenden statistischen MeBgrof3en

(Thbl. 2):

Tbl. 2: Mittelwert, Standardfehler und Standardabweichung des Kollektivs der nierentransplantierten

Patienten
MeBzeitpunkt | Mittelwert Standardfehler | Standardabweichung
VEGEF in pg/ml

pra-OP 291,507 41,663 239,334
Intra-OP Vene |73,060 19,71 113,224
Intra-OP syst. 71,958 21,955 126,122
2-3h post-OP 185,005 29,759 170,952
2.Tag post-OP | 157,740 25,459 146,25

3.Tag post-OP  |175,371 26,050 149,643
7.Tag post-OP 309,808 49,888 286,585

Die graphische Darstellung der Mittelwerte demonstrierte deutlich den Abfall von

prdoperativ zu intraoperativ bestimmter VEGF-Konzentration (Abb. 3):
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Abb 3: Mittelwerte und Standardfehler der VEGF Serum-Konzentration im
Verlauf bei Patienten mit Nierentransplantation
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Der Abfall von prioperativ zu beiden intraoperativ ermittelten Werten und auch der
Anstieg von intraoperativ zu den postoperativ bestimmten Werten stellte sich als jeweils
hoch signifikant (p < 0,0001) heraus.

Alter, Geschlecht des Patienten und Dauer der kalten Ischidmiezeit hatten dabei keinen

Einfluf auf die Hohe der VEGF-Konzentrationen.

II1.B. Verlauf der VEGF-Konzentrationen im Serum bei Patienten mit

Carotis-Thrombendarteriektomie

Bei den Patienten dieses Kollektives wurden ebenfalls mittels des Enzym-Immunoassays
zu vier verschiedenen Zeitpunkten des Krankenhausaufenthaltes die VEGF-
Konzentrationen ermittelt (Tbl. 3). Das Alter dieser Gruppe variierte zwischen 51 und 77
Jahren, 13 der Probanden waren ménnlichen, 8 weiblichen Geschlechts.

Tbl. 3: Patientenkiirzel, Alter (in Jahren), Geschlecht (m = minnlich, w = weiblich) und VEGF-
Konzentrationen (in pg/ml) zu den verschiedenen MeBzeitpunkten der Patientengruppe mit Carotis-

TEA, bei 2 Patienten konnte keine postOP2 Messung erfolgen (hier fehlende Werte). Bei den Feldern
mit der Abkiirzung n.d. konnte kein VEGF detektiert werden (< 9 pg/ml).

VEGEF in pg/ml

Patient | Alter | Geschlecht pra-OP intra-OP postOP1 postOP2
A 68 m 182,643 2,699 44,720 222,858
B 60 w 282,797 178,412 141,926 322,282
C 55 m 1172,019 445,405 640,490 1173,720
D 76 m 143,708 0,278 111,077 199,201
E 73 m 46,479 28,756 66,203 91,137
G 66 m 260,159 58,616 220,919 242,842
H 68 m 792,547 141,037 211,090 1176,739
I 77 m 53,782 0,278 52,694 34,171
J 68 w 481,499 302,822 456,762 586,533
K 65 m 635,561 293,608 451,778 624,472
L 74 m 45,943 n.d. 66,837 41,108
M 71 m 28,612 n.d. 41,109 30,907
N 62 m 365,497 n.d. 262,110 237,215
0 77 w 527,659 n.d. 389,553 388,941
P 74 w 35,958 n.d. 42,323 112,230
Q 62 w 112,230 18,233 179,657
R 75 w 174,140 n.d. 308,741 1339,436
S 77 w 270,356 n.d. 313,262 396,520
T 51 m 125,935 n.d. 145,256 153,096
U 74 m 52,127 n.d. 173,634 160,547
4 69 w 133,641 n.d. 112,675
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Aus den gemessenen Konzentrationen zu den verschiedenen Abnahmezeitpunkten ergaben

sich die folgenden statistischen MeBgroBen (Tbl. 4):

Tbl. 4: Mittelwert (VEGF in pg/ml), Standardfehler und Standardabweichung im Patientenkollektiv

der Carotis-Thrombendarteriektomien

MefBzeitpunkte Mittelwert (VEGF in pg/ml) Standardfehler Standardabweichung
Prioperativ 298,812 70,213 306,050
Intraoperativ 76,416 30,653 133,611
Post-OP 1 217,920 39,321 171,395
Post-OP 2 396,524 93,563 407,833

Es stellte sich erneut ein signifikanter Abfall (p <0,0001) der VEGF-Konzentration im

Vergleich von préaoperativ zu intraoperativ dar und ebenso ein Anstieg von intraoperativ zu

postoperativ (Abb. 4). Geschlechts- und/oder altersspezifische Unterschiede konnten nicht

nachgewiesen werden.

VEGF in pg/ml
[\ (9%} N
s 8 8

—_

S

(=]
|

(=]
|

Pri-OP Intra-OP

post-OP1

post-OP2

MeBzeitpunkte

Abb. 4: Mittelwerte und Standardfehler der VEGF-Konzentration im
Verlauf bei Patienten mit Carotis-TEA
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IV. Diskussion

Nieren fiir eine Nierentransplantation stehen entweder als Organ eines Leichenspenders
oder eines Lebendspenders zur Verfiigung. Dabei ist das Organ verschiedenen Phasen der
Ischimie ausgesetzt: Bei der Explantation kommt es mit Abklemmen der Aorta, bis zum
Einsetzen der Organperfusion mit kalter Konservierungslosung, zur sogenannten 1.
warmen Ischimiezeit. Mit Beginn der Perfusion mit kalter Konservierungslosung beginnt
die kalte Ischdmiezeit. Das Organ wird zum Empfinger transportiert und sobald das Organ
nach Préparieren der Gefidle und des Ureters zur Anastomosierung der GefidBle in den
Empfianger gelegt wird, beginnt die 2. warme Ischdmiezeit. Sie endet mit der
Wiederfreigabe des Blutflusses durch das transplantierte Organ.

Wihrend dieser Ischdmiezeiten konnen Schiaden im Nierengewebe entstehen, die zu einer
verminderten Uberlebenszeit des Transplantats fithren konnen (Koo et al. 1998,
Kouwenhoven et al. 1999). Diese ischiamiebedingten Schiadigungen werden in der
anschlieBenden Phase der Reperfusion weiter verstirkt. Alle toxischen Ereignisse fiir eine
Zelle wihrend einer Ischdmie und einer anschlieenden Reoxygenierung werden unter dem
Begriff Ischimie-Reperfusionsschaden subsummiert (Toledo-Pereyra 1987, Bromme et al.
2002).

Die Mechanismen des Reperfusionsschadens sind derzeit noch nicht vollstindig geklirt. Es
kommt zu Apoptose und Nekrose von Nierenzellen, begleitet von einer akuten
Entziindungsreaktion (Daemen et al. 2002). Im Mduseversuch wurde gezeigt, dal diese
akute Entziindungsreaktion durch die Aktivierung einer proinflammatorischen
Zytokinkaskade (Herskowitz et al. 1995, Halloran et al. 1997), Exprimierung von
Adhisionsmolekiilen (Rabb et al. 1995) und zelluldare Infiltration (Linas et al. 1995)
charakterisiert ist. Das Ausmall der Apoptose nach Reperfusion ist bei Nieren von
Leichenspendern, die einer langen kalten Aufbewahrungszeit ausgesetzt sind, erhoht
(Burns et al. 1998).

Der Zellschaden tritt bereits am 1. Tag nach Reperfusion deutlich in Erscheinung. Unter
anderem sind eine Dilatation aller Tubuli des proximalen Tubuluskonvolutes, intraluminale
Zelltrimmer, ein Verlust der Integritit des tubuldren Biirstensaumes, fleckformige
Nekrosen und eine Ablosung tubuldrer Zellen von umgebenden Basalmembranen zu
finden. Zudem kommt es zu einer massiven Einwanderung neutrophiler Granulozyten in

kortikale Areale.
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In diesen verdnderten Geweben kann immunhistologisch TNF-o@ nachgewiesen werden.
Versuchstiere, die mit Antikorpern gegen TNF-o behandelt werden, zeigen einen weniger
ausgepragten Zellschaden. Daher ist anzunehmen, dal TNF-o eine wichtige Rolle bei der
Entstehung von Reperfusionsschiden einnimmt (Daemen et al. 1999). Auch freien
Sauerstoffradikalen, wie Superoxid und Hydrogenperoxid, scheint eine entscheidende
Rolle bei dem Reperfusionsschaden zuzukommen (Koo et al. 1998, Fishbein 1990,

Bromme et al. 2002).

Im Rahmen des Reperfusionsschadens ist das Anschwellen des Transplantats durch ein
Gewebsddem nach Reperfusion ein wesentliches Phanomen (Weight et al. 1996, Bromme
et al. 2002). Dieses Phianomen ist auch bei anderen postischamischen Zustdnden, z.B. nach
einer Extremititenischimie, bekannt. Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit

zielten auf die Klidrung dessen Atiologie.

Die Bildung des Hormons VEGF wird durch hypoxische und ischimische Bedingungen
stimuliert, und auch in der Niere wird eine Hochregulierung der VEGF-mRNA nach
Hypoxygenierung gefunden (Tufro-McReddie et al. 1997). Eine der Hauptwirkungen von
VEGF besteht in einer Permeabilititssteigerung von Endothelzellen mit einer 50.000fach
starkeren Potenz als Histamin. Einige Daten sprechen dabei fiir eine Beteiligung von
VEGF am Gewebeddem, das durch die Reperfusion entsteht. In der Retina findet sich,
nach Initiierung einer Hypoxie mit nachfolgender Reperfusion, eine Hochregulation des
VEGF-Spiegels mit einem Maximum 40 Minuten nach Reperfusion (Kuroki et al. 1996).
Untersuchungen an Miusen nach Reperfusion bei einem Insult zeigen, da3 die Gabe von
Antikorpern gegen den VEGF-Rezeptor flt-1 zu einer Reduktion des Ausmalles von
Gehirnddem und Gewebeschaden fiihrt (van Bruggen et al. 1999).

Experimentell wihrend der Reperfusionszeit verabreichte Antikorper gegen VEGF
vermindern das Ausmal} des Zellschadens nach Lebertransplantation bei Ratten (Boros et
al. 2001). Im Fall der Lungentransplantation kdnnen erhohte Konzentrationen der VEGF-
Formen VEGF-A und VEGF-C in den aufbewahrten unventilierten Transplantaten
nachgewiesen werden. Im Vergleich zu nicht ventilierten Lungen bei Thoraxoperationen ist
in den unventilierten Lungentransplantaten neben der Erhohung der Protein-Level von
VEGF-A und -C auch eine gesteigerte Bildung von Gewebsfliissigkeit feststellbar

(Abraham et al. 2002). Eine experimentell verursachte Uberexpression von VEGF in
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Lungen fiihrt ebenfalls zu einer erhohten Permeabilitit und daraus resultierendem
Lungenddem. Dieses ldt sich als erhohter Quotient von NaB- zu Trockengewicht
quantifizieren und histologisch in Form von interstitiellem und alveolirem Odem
nachweisen (Kaner et al. 2000).

Eine weitere Studie an Méusen zeigt, daB es nach Okklusion der linken Arteria pulmonalis
zu einer gesteigerten Expression von VEGF-mRNA und der mRNA des VEGF-Rezeptors
KDR kommt. Die erhohten mRNA-Spiegel werden hierbei iiber eine 24 Stunden lange
Ischdmiedauer aufrechterhalten. Bei dieser Studie wird ebenfalls eine, der Hochregulation
des VEGF folgende, Erhohung des Quotienten von Naf- zu Trockengewicht nachgewiesen
(Kazi et al. 2000). Auch Becker und Mitarbeiter konstatieren, dafl ein erhohter VEGF-
Spiegel in ischdmischen Lungen mit einer erhohten Gefidllpermeabilitit verbunden ist
(Becker et al. 2000). Zu der gleichen Feststellung kommen Taghavi und Mitarbeiter: Sie
finden eine erhohte Expression von VEGF und Endothelin-1 (welches die Produktion von
VEGF-A stimuliert [Pedram et al. 1997]) wihrend der Ischidmiezeit eines
Lungentransplantates (Taghavi et al. 2002). Die erhohte Expression beider Faktoren ist mit
einer erhohten Permeabilitit und einem erhohtem Wassergehalt im transplantierten Organ

verbunden.

Bei Nierentransplantationen wird nachgewiesen, da3 Polymorphismen des VEGF-Gens an
Position —1154*G/A  und 2578*C/C mit einem erhohten Risiko einer akuten
AbstoBungsreaktion des Nierentransplantats assoziiert sind (Shabazi et al. 2002).

Immunhistochemische Analysen detektieren eine erhohte VEGF-Bildung im Rahmen der
chronischen AbstoBung von Nierentransplantaten: Bei Probanden mit normaler
Nierenfunktion ist VEGF in den glomeruldren Podozyten vorhanden. Hingegen findet sich
bei Probanden mit chronischer TransplantatabstoBung eine erhohte VEGF-Bildung. VEGF
ist in dieser Gruppe zusitzlich in proximalen und distalen Tubuluszellen, in der Media von
betroffenen Gefif3en, in einigen Gefdllendothelzellen sowie in den Infiltrationsbereichen

von Makrophagen féarberisch nachweisbar (Pilmore et al. 1999, Otto et al. 2002).

Bei Nierentransplantationen zeigen unmittelbar nach Reperfusion entnommene
Nierenbiopsien eine Nekrose von proximalen Tubuli, eine Vakuolisierung sowie ein
interstitielles Odem, das mit ldnger werdender Dauer der kalten Ischdmiezeit an

Ausprigung zunimmt (Hoffmann et al. 2002). Weiterhin kommt es beim
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Reperfusionsschaden zur Bildung freier Sauerstoffradikale. Von diesen weil3 man, daf} sie
zu einem Anstieg der VEGF-Expression in vitro und in vivo fithren (Kuroki et al. 1996).
Diese und andere Studien liefern also ebenfalls Hinweise dafir, da VEGF an der
Entstehung des Reperfusionsschadens beteiligt ist.

Auch Gunsilius und Mitarbeiter duBern den Verdacht, daB Endothelzellen eines
Transplantats als Reaktion auf die Ischimie VEGF sezernieren (Gunsilius et al. 2001). Ein

Nachweis dieser Behauptung erfolgte bisher jedoch nicht.

Wir gingen von der Vermutung aus, daB, durch die Ischimie als stidrkstem Regulator des
VEGF, im Rahmen einer Nierentransplantation eine gesteigerte VEGF-Expression im
Transplantat stattfindet. Diese fiihrt unseren Uberlegungen zu Folge - nach Implantation
des Transplantats und Wiederfreigabe des Blutflusses - zu einer Abgabe des VEGFs in den
systemischen Blutkreislauf, gleichzeitig im Transplantat auf parakrinem Weg zu einer
Permeabilititssteigerung mit nachfolgendem Gewebeddem. Die vermehrt freigesetzte
Menge an VEGF sollte in wunserer Studie somit ein Indikator fiir die
Permeabilidtssteigerung im Transplantat sein. Daher haben wir in dieser Arbeit zunéchst

die Serum-VEGF-Konzentrationen im Verlauf einer Nierentransplantation bestimmt.

Um den Verlauf des Spiegels moglichst optimal zu erfassen, wurde diesen Patienten vor
der Operation Blut abgenommen, um den Ausgangswert zu ermitteln. Wir erwarteten die
grofften Verdnderungen des Spiegels direkt nach Implantation des Organs und
Wiederfreigabe der Blutzirkulation. Daher wurde den Patienten intraoperativ direkt aus der
V. renalis, nach deren Er6ffnung, und 10 Minuten danach systemisch Blut abgenommen,
um eventuelle Auswirkungen auf den Gesamtserumspiegel von VEGF verfolgen zu
konnen. Postoperativ erfolgten in regelmédBigen Abstinden Kontrollen, die der

Beobachtung des weiteren Verlaufes des systemischen Blut-VEGF-Spiegels dienen sollten.

Daneben war es aber auch erforderlich, die ermittelten Werte mit Normalwerten gesunder
Personen zu vergleichen. Fiir die Hohe der VEGF-Konzentration gibt es bisher noch keinen
definierten Normbereich. Wir zogen deshalb hierfiir eine Studie an einem Normalkollektiv
heran. Die Untersuchung von 60 gesunden Erwachsenen (Alter von 21 bis 49 Jahren) ergab

einen Mittelwert von 247 pg/ml mit einer Standardabweichung von 135 pg/ml
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(Standardfehler 21 pg/ml). Geschlechtsspezifische Unterschiede lagen nicht vor (Heits
1997).

Im Vergleich mit den von uns untersuchten Patientengruppen lag der Ausgangswert unserer
Patientengruppe mit 291 pg/ml in der Nédhe des Mittelwertes der Normalpersonen. Die

Bedeutung dieser Differenz ist bisher noch unklar.

Unseren Uberlegungen zufolge erwarteten wir intraoperativ einen Anstieg des VEGF-
Spiegels, zumindest bei Abnahme des Blutes aus der Nierenvene, direkt nach deren
Eroffnung. Wider unseren Erwartungen kam es aber im iiberwiegenden Teil der Fille zu
der genau gegensinnigen Reaktion. Die Mittelwertkurve (Abb. 3) zeigte einen
hochsignifikanten (p<0,0001) Abfall von der praoperativ bestimmten VEGF-Konzentration
zu den intraoperativ ermittelten Werten. Innerhalb der 1. postoperativen Woche erholte

sich der Wert wieder auf Ausgangsniveau und iiberschritt dieses in einigen Fillen sogar.

Da dieser Befund fiir uns zunichst nicht erklirlich war, entschlossen wir uns, den
perioperativen Verlauf des VEGF-Serumspiegels in einer homogenen Vergleichsgruppe zu
untersuchen. Es wurden Patienten zur Carotis-Thrombendarteriektomie (TEA) ausgewihlt,
da es sich dabei um eine streng standardisierte Operation handelt, bei der der Ablauf von
Narkose und Operation nur wenige Variationen aufweist. Hinzu kommt, daf3 in anderen
Studien nachgewiesen wurde, daB} arteriosklerotische GefdBBe vermehrt VEGF bilden
(Couffinhal et al. 1997, Bobryshev et al. 2001) und daf} dieses die Rate und den Grad der
arteriosklerotischen Plaquebildung steigert (Celletti et al. 2001). Bei Patienten mit
vermehrter Arteriosklerose der Halsschlagader sind hohe Konzentrationen an Serum-
VEGF-Spiegeln detektierbar, diese korrelieren zudem noch mit dem Schweregrad der
Carotis-Stenose: Je hochprozentiger die Stenose, desto hoher der VEGF-Spiegel (Lee et al.
2001).

Wir nahmen daher an, dafl sich bei dieser Patientengruppe ein hoher Ausgangsspiegel
zeigen wiirde und dadurch eine, durch die Operation bedingte, Anderung der VEGF-

Konzentration gut darzustellen ist.

Im Gegensatz zu den Daten der Literatur zeigte der von uns bestimmte Mittelwert des
VEGF-Serumspiegels vor der Operation mit 298 pg/ml keine signifikant erhohte

Konzentration im Vergleich zum Kollektiv der Nierenkranken und Normalpersonen. Somit
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konnten wir die von Lee 2001 beobachtete Erhohung der VEGF-Spiegel bei Patienten mit
Carotisstenose nicht bestétigen.

Andererseits stellte sich, wie auch bei der Gruppe der nierentransplantierten Patienten,
intraoperativ ein hochsignifikanter Abfall der VEGF-Konzentration dar (Abb. 4). Und auch
in dieser Gruppe stieg der Wert in gleicher Weise im postoperativen Verlauf rasch wieder

auf sein Ausgangsniveau an.

Zugrundliegende Uberlegung zu dieser Studie war unsere Vermutung, daB VEGF durch die
Ischdmiezeit nach Organentnahme hochreguliert wird und anschlieBend am
Reperfusionsschaden beteiligt ist. Daher hatten wir erwartet, daf} es intraoperativ wihrend
der Nierentransplantation - zumindest im Blut aus der Vene des reperfundierten Organs -
zu einem Anstieg des VEGF-Spiegels kommen wiirde.

Die Mittelwertanalyse der nierentransplantierten Patienten zeigte aber einen intraoperativen
Abfall der VEGF-Konzentration, sowohl in der V. renalis als auch systemisch. Auch bei
den Patienten, die eine Carotis-TEA erhielten, fiel die VEGF-Konzentration von den
prdoperativ ermittelten Ausgangswerten signifikant ab. Der intraoperative Abfall der

VEGF Konzentration ist also kein spezifisches Phdanomen der Nierentransplantation.

Unsere Hypothese, durch einen gesteigerten VEGF-Serumspiegel auf eine Beteiligung von
VEGF am Reperfusionsschaden riickschlieBen zu konnen, konnte somit nicht bestétigt
werden. Eine abschlieBende Beantwortung der Frage der Beteiligung von VEGF ist mit
dem, dieser Studie zugrunde liegenden Ansatz (der Bestimmung der VEGF-
Serumkonzentration) allerdings auch nicht moglich, war aber auch nicht geplant. Ein
anderer Versuchsansatz, wie die Untersuchung der Spiilfliissigkeit der Transplantate auf

VEGEF ist denkbar und mogliche Grundlage weiterer Studien.

Es gibt Versuchsansitze, in denen die Verteilung des VEGF-Proteins im Transplantat
wihrend der Nierentransplantation durch andere Methoden untersucht wurde.

Eine Studie an Schweinen, deren Nieren unterschiedlich langen warmen Ischimiezeiten
ausgesetzt werden, kann in PCR-Analysen keine erhohte VEGF-Produktionsrate in den
ischamischen Organen nachweisen. Allerdings wird bei dieser Studie ein Abfall der

VEGF-Konzentration am 5. postoperativen Tag gefunden. Dieser Abfall ist den Autoren
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unklar. Sie stellen die Vermutung auf, dal die vor Transplantation gegebene Steroiddosis
die VEGF-Expression inhibiert haben konnte (Lario et al. 2003).

Ein Versuchsansatz an Ratten hat inzwischen durch Western Blot Analysen eine vermehrte
Bildung von VEGF-Protein nach renaler Ischimie nachgewiesen (Vannay et al 2004).
Nieren, die einer warmen Ischdmiezeit von 55 Stunden ausgesetzt werden, zeigen nach 2
bzw. 24 Stunden Reperfusion einen um das zwei- bis dreifach erhohten VEGF-Spiegel. Die
VEGF-mRNA-Expression bleibt unverindert (Vannay et al 2004,).

Eine weitere Studien weist durch immunhistochemische Anfirbung nach, da die
Expression von VEGF und VEGF-Rezeptor-1 wéhrend der renalen Ischimie und im
ischdmischen Reperfusionsschaden nicht erhoht ist, allerdings eine erhohte Expression von
VEGF-Rezeptor-2 vorliegt. Diese Forschergruppe findet weiterhin heraus, da3 es, als
Reaktion auf den ischdmischen Reperfusionsschaden, zu einer Umverteilung von
zytoplasmatischem VEGF in den tubuldren Endothelzellen in Richtung der basolateralen
Membran kommt. Das angefdarbte VEGF scheint wihrend der hypoxischen Periode
innerhalb von globuldren oder vesikel-dhnlichen Strukturen lokalisiert zu sein (Kanellis et
al. 2000, Kanellis et al. 2002). Es wire somit moglich, daf die Wirkung des VEGF durch
eine Umverteilung des praexistenten VEGF ausgelost wird.

Diese Hypothese ist zwar eine mogliche Erkldrung, warum wir keinen Anstieg des VEGF-
Spiegels nach Reperfusion feststellen konnten, jedoch nicht fiir den intraoperativen Abfall.
Da er bei beiden Patientengruppen auftritt, ist eine spezifischen Reaktion auf die Ischimie
bei Nierentransplantation oder beispielsweise Medikamentennebenwirkung bei den
Transplantatempfingern unwahrscheinlich. Es ist davon auszugehen, da3 der VEGF-Abfall

auf die allgemeinen Narkosebedingungen bei den Operationen zuriickzufiihren ist.

Eine Beeinflussung unserer Werte durch perioperative Volumengabe ist moglich. Es ist
allerdings davon auszugehen, dafl die Patienten, die zu den durchgefiihrten Operationen
vorbereitet wurden, einen weitestgehend ausgeglichenen Volumenhaushalt hatten. Ein
Verdiinnungseffekt wird hdufig bei Patienten beobachtet, die exsikkiert aufgenommen
werden und bei denen z.B. das Hamoglobin durch die Volumengabe absinkt. Eine
Exsikkose hat bei beiden unserer Patientenkollektive nicht vorgelegen. Die Patienten bei
der Nierentransplantation erhielten perioperativ durchschnittlich 1430 ml Fliissigkeit (Tbl.

5). An den postoperativen Tagen max. 500 ml Infusionen pro Tag.
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Tbl 5: Patienten, Alter in Jahren, Geschlecht und perioperative Volumengabe (in ml) bei dem

Patientenkollektiv der Nierentransplantation:

Einzelne Infusionen perioperativ (in ml)

— (0]

o | = S o ‘g c X 2

Z |8 5|22 8 |, |2 |% 50 (e g

T | ®© < | 2|2 N T 0l 3 7] = T D

w (o o | O oo T © 3 o 3 S

°12 |5 S |5 ©2

L £
1 MC1 [33| W 1500 300 1800
2 RH2 |49 | W 1000 1000
3 EP3 [62 | M 400 500 900
4 JJ5* |36 | M 1500 1500
5 NF6 |59 | M 500 500 1000
6 WE?7 |65| M 3000 500 3500
7 WS8 |43 | M 2000 2000
8 | RPR9 [55 | W 1000 1000
9 | WKI0 [49 | M 1500 1500
10| BR12 |31 | W 1000 1000
11| MB13 (49 | M 2000 2000
12| TC14* |36 | M 1000 1000
13| HO15 [25 | W 1000 1000
14| ID16 |43 | W 500 500
15| HWL17 [45 | M 1000 250 500 1750
16 | WK18 |73 | M 1100 500 1600
17| BZ19 [48 | M 100 300 400
18 | DT20* |52 | W 1000 1000
19| HB21 [57 | M 1500 1500
20| LH22 [70 | W 1500 1500
21| DT23 |61 [ M 1000 1000
22| IK24 [67 | W 1000 1000
23 | KHW25 |65 M 1400 1400
24 | GN26 |66 [ M 1500 1500
25| MP27 |35 M 2500 2500
26 | CH28* | 28 | W 1000 1000
27| GS29 |48 M 1500 1500
28 | KW30 |61 | W 1500 500 2000
29 | MF31* |26 [ M 1000 1500 500 3000
30| LS32 |71 | W 1300 1300
31| HF33 |52 M 1000 1000
32| MW34 |56 [ M 1500 300 1800
33| EC35* |21 [ M 500 500 500 1500

Wie aus Tabelle 5 zu ersehen ist, handelte sich es bei der Fliissigkeitsgabe hauptsédchlich
um 0,9%ige, also plasmaisotone Kochsalzlosung. Nach intravasaler Zufuhr dieser
Infusionslésung erfolgt innerhalb von 20-30 Minuten eine Aquilibrierung mit dem
Extrazellularraum, nach einer Stunde befindet sich im beim Gesunden noch 25% des

Intravasates im Intravasalraum, beim kritisch Kranken nur noch 20% oder weniger.
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9 der 33 Patienten erhielten intraoperativ HES oder Gelafundin als Infusion. Von diesen
Medikamenten ist bekannt, daf} sie iiber eine volumenexpandierende Wirkung verfiigen.
Wenn bei diesen Patienten ein abnormer Abfall zu sehen gewesen wire, hitte man einen
Verdiinnungseffekt postulieren konnen. Diese Patienten reagierten jedoch wie die anderen
Patienten in ihrer Gruppe, es ist keine iiberschiefende Reaktion in Vergleich zu den
anderen sichtbar.

Insgesamt halten wir es fiir daher fiir wenig wahrscheinlich, dafl die perioperative
Fliissigkeitsgabe so zu einem anhaltendem Verdiinnungseffekt gefiihrt hat, der allein den
Abfall der VEGF-Konzentration erklidren kann. Bei beiden Patientenkollektiven wurde 3
Tage nach Operation der Ausgangsspiegel des VEGF noch nicht wieder erreicht, die
Fliissigkeitsgabe wurde jedoch bei beiden Kollektiven durchschnittlich am 1., spitestens

am 2. postoperativen Tag wieder sistiert.

Dall die Bestimmung des VEGF-Spiegels im Serum eine geeignete Methode ist, um
Schwankungen zu erfassen, belegt eine Studie aus dem Jahr 2004: te Loo und Mitarbeiter
untersuchten Kinder mit hdmolytisch urdmischen Syndrom auf die VEGF-Konzentration in
Serum und Plasma im Krankheitsverlauf und die Expression der VEGF-Rezeptoren. Sie
stellten fest, dal in der zweiten bis dritten Woche nach Krankheitsbeginn eine
Hochregulation des VEGF-Serumspiegels eintritt (Loo te et al. 2004).

Der Serumspiegel wurde wie bei uns mittels ELISA bestimmt. Bei allen Kindern begann
die Erkrankung mit einer blutigen Diarrhoe, es ist daher anzunehmen, dall die Kinder
zumindest initial eine Volumensubstitution erhielten. Ein Abfall der VEGF-
Serumkonzentration trat hierunter aber nicht ein. Dieses ist ein weiteres Indiz, daf} der von
uns beobachtete Abfall kein Verdiinnungseffekt ist.

Da Hypoxie der stirkste Regulator des VEGEF ist, ist ein naheliegender Grund fiir den
Abfall der Konzentration von prioperativ zu intraoperativ die kontrollierte Beatmung mit -
im Vergleich zur umgebenden Luft — hoherer inspiratorischer Sauerstoffkonzentration. Der
Patient wird bei Narkoseeinleitung maximal mit Sauerstoff aufgesittigt und hat auch
wihrend der Operation, bei komplikationslosem Verlauf, eine hohere Sauerstoffsittigung
als unter Spontanatmung. Es wird unter der kontrollierten Beatmung im Verlauf einer
Operation eine optimale Sauerstoffsittigung (> 95%) angestrebt. Durch die gute
Sauerstoffversorgung nimmt auch die Menge an physikalisch gelostem Sauerstoff im Blut

Zu.
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Viele Studien haben sich bisher damit beschéftigt, dal3 die VEGF-Konzentration im Serum
unter Hypoxie steigt. Nun stellt sich zusitzlich die Frage, ob die VEGF-Konzentration bei
optimaler Oxygenierung sinkt.

Frithere Studien haben gezeigt, da3 eine Hyperoxygenierung in den Lungen von Ratten zu
einem Abfall der Expression von VEGF und seinen Rezeptoren fiihrt (Klekamp et al.
1999). Patienten, die eine Lungentransplantation erhalten, weisen zu frithen Zeitpunkten
nach Transplantation einen signifikant verminderten VEGF-Spiegel auf, der erst im
Verlauf von Wochen wieder ansteigt (Meyer et al. 2001).

Diese Verianderung konnte auf die verbesserte Sauerstoffzufuhr nach einer
Lungentransplantation zuriickzufiihren sein. Aulerdem wiirde sie erkldren, warum auch bei

unseren Kollektiven der VEGF-Spiegel nur langsam wieder ansteigt.

Bei den in unserer Studie untersuchten Patientengruppen haben wir intraoperativen einen
signifikanten Abfall des VEGF-Serumspiegels gefunden. Diese Beobachtung und die oben
diskutierten Uberlegungen zugrunde legend, stellen wir die Hypothese auf, daB eine
Verbesserung des Sauerstoffangebots im Korper — in unserer Studie durch kontrollierte

Beatmung —zu einer Herunterregulation des VEGFs fiihrt.
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V. Zusammenfassung

Die Funktionsfihigkeit des Transplantats bei einer Nierentransplantation kann durch die
typischen Perioden kompletter Ischdmie stark geschiddigt werden. Die Auspriagung der
renalen Dysfunktion und deren Reversibilitdt hingen dabei stark von der Zeit der Anoxie
ab. Die klinischen Symptome der renalen Dysfunktion nach Ischémie resultieren aus dem
Ausmal der Zellschidigung in den betroffenen Arealen. Diese kann als direkte Folge der
hypoxischen Bedingungen auftreten, aber auch als Folge eines Reperfusionsschadens, der

mit einem massiven Zellodem einhergeht.

Das Hormon VEGF wird unter hypoxischen und ischiamischen Bedingungen vermehrt
gebildet, eine seiner Hauptwirkungen besteht in der Permeabilititssteigerung von Gefédlen.
Wir glauben, daf} es im ischamischen Transplantat zu einer Konzentrationserhohung an
VEGF kommt, das nach Reperfusion Mitverursacher des Gewebeddems ist. Daher wollten
wir mit dieser Studie untersuchen, ob VEGF eine Rolle in der Entstehung des
Reperfusionsschadens spielt. Hierzu wurde mittels eines ELISA der VEGF-Serumspiegel

im perioperativen Verlauf einer Nierentransplantation gemessen.

Unseren Erwartungen zufolge, sollte es intraoperativ. zu einem Anstieg der
Serumkonzentration nach Implantation und Reperfusion des Transplantats kommen. Gegen
diese Erwartungen zeigte sich aber nicht ein intraoperativer VEGF-Anstieg, sondern ein
signifikanter Abfall. Dieser wurde auch in einer Kontrollgruppe von Patienten, die eine
Carotis-TEA erhielten, nachgewiesen.

Eine Aussage iiber die Rolle von VEGF beim Reperfusionsschaden ist somit anhand des

Verlaufs des perioperativen VEGF-Serumspiegels nicht moglich.

Allerdings zeigte sich, daB3 offensichtlich die systemische Oxygenierung einen grofleren
EinfluB auf den VEGF-Spiegel besitzt, als bisher angenommen. Bekannt ist, da VEGF auf
Hypoxie mit einer verstirkten VEGF-Expression reagiert. Wihrend einer Vollnarkose mit
kiinstlicher Beatmung bekommt der Patient ein hoheres Sauerstoffangebot als unter
Spontanatmung. Unsere Studie zeigt, da3 VEGF im menschlichen Korper auf ein erhohtes

Sauerstoffangebot offensichtlich rasch mit einem verminderten VEGF-Angebot reagiert.
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VII. Abkiirzungsverzeichnis
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AIF
bFGF
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CMKS86
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FGF
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Flt-1
Fas
GC reich
gef.
GTP
HEL
HES
HIF
HRE
HT 29
HUR
IgG

IP3
kDa
KDR
LPS
MAPK
Mg
mRNA
NO

Abbildung

apoptosis inducing factor

basic fibroblast growth factor
cyclisches Adenosinmonophosphat
complementary desoxyribonucleid acid
Eigenname einer Leukdmiezellinie
Eigenbezeichnung eines Onkogens
enzyme linked immuno sorbent assay
extrazelluldr signalregulierte Kinase
fibroblast growth factor

fetal liver kinase

fms-like tyrosine kinase

Eigenname eines Antigens

reich an Guanin und Cytosin
gegebenenfalls

Guanosin-Triphosphat

Eigenname einer Leukdmiezelllinie
Hydroxyethylstérke

hypoxia inducible factor

hypoxia response element

Eigenname einer Zellinie des Colonkarzinoms
Eigenname eines RNA-bindenden Proteins
Immunglobulin G

Interleukin

Inositol-Tri-Phosphat

kilo Dalton

kinase insert domain-containing receptor
Lipopolysaccharid

mitogen activated protein kinase
zweiwertiges Magnesium

messenger ribonucleid acid

Stickstoffmonoxid
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0.D.
PAF
PC-12
PDGF
pg/ml
PLC-y
PIGF
pM
PMA
SF21

SAPK
Tbl.
TEA
TGF- B
TNF-o
VEGF
VPF
VVO

optische Dichte

platelet activating factor

Eigenname einer Zelllinie des Phiochromozytoms
platelet-derived growth factor

Picogramm pro Milliliter

Phospholipase C-y

placenta growth factor

picoMol

Phorbolmyristatacetat

Eigenname einer fiir die Herstellung des VEGF-Elisa genutzten
Zellinie

streB-aktivierte Proteinkinase

Tabelle

Thrombendarteriektomie

transforming growth factor 3

tumor necrosis factor o

vascular endothelial growth factor

vascular permeability factor

Vesiculo vacuolédre Organelle
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