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1. Einleitung

1.1. Transplantation und Abstof3ung

Im Jahre 1954 konnte die erste erfolgreiche Nieagsplantation zwischen eineiigen
Zwillingen von Dr. Murray in Boston durchgefiihrt den. Es wurde jedoch bald Klar,
dass erfolgreiche Transplantationen bei nicht-syageGewebsmerkmalen nur durch
eine Unterdrickung der AbstolRungsreaktion moglienden (Humar et al. 1997)996
wurden weltweit 250.000 Nierentransplantationenchgefiihrt, woraus die Relevanz
dieser Organverpflanzung deutlich wird (Classeal.€1998).

Durch den beachtlichen Fortschritt auf dem Gebegat ichmunsuppressiven Therapie
und durch die bessere Auswahl und Uberwachung derfPen lasst sich heutzutage
das Problem der akuten AbstoRung meist zufriederstiebeherrschen. Mit der Ein-
fuhrung des Immunsuppressivums Cyclosporin A kodigeEinjahresiberlebensrate in
nahezu jedem Transplantationszentrum um 20 Pragasteigert werden (Mihatsch et
al. 1999). Transplantatfunktionsraten von ca. 3f¥&nt nach einem Jahr kbnnen derzeit
erzielt werden (Classen et al. 1998; Cosio et 8991 Frei et al. 1995; Staines et al.
1997).

Auf die Langzeitiiberlebensrate haben diese Innowati jedoch wenig Einfluss. Die
10-Jahrestransplantatfunktionsrate liegt bei umddifyenden 65 Prozent (Classen et al.
1998). Der spate Funktionsverlust wird allgemesh,ahronische AbstoRung“ bezeich-
net. Da ihre Pathogenese bis heute nicht ganzk&hég ist, jedoch als erwiesen qilt,
dass es sich um ein Ereignis multifaktorieller Genleandelt, sollte man sich besser des
Ausdrucks ,chronische Transplantatdysfunktion® (§TDBer sowohl immunologische
als auch nicht-immunologische Faktoren als Ursdwdréicksichtigt, bedienen (Frei et
al. 1995; Kusaka et al. 1999; Mihatsch et al. 19965ch et al. 1996; Varghese 1999).
Fur die Entstehung einer CTD ist nicht allein dasnunsystem verantwortlich. Als
Grundlage zur Sicherstellung der OrganfunktiordistErnahrung, der Abtransport von
Stoffwechselprodukten und in einigen Fallen auch dervale Anschlul? ebenso
wichtig. So werden parenychmattse Organe Uber &afastomosen an den Empfan-
gerblutkreislauf angeschlossen (Gemsa et al. 199ihyd diese aufgefiihrten Voraus-
setzungen nicht erfillt, kommt es auch bei Isopprgaten zu Reaktionen, die einer
AbstoRung ahnlich sind (Ambrosius und Rudolph 1990)



Unmittelbar nach der Transplantation nehmen Nieaasplantate i. d. R. ihre Funktion
zunachst fur einige Tage auf, wobei es zu einerunotogischen Auseinandersetzung
des Empfangers mit dem Transplantat kommt (Gemsh @091; Staines et al. 1997).
Diese immunologische Auseinandersetzung wird dutes Erkennen der auf den

Spenderzelloberflachen befindlichen MHC-Komplexeriokt.

1.2. Der Major Histocompatibility Complex

Wichtigster Faktor fur das Auslosen einer Immunamtwst der Major Histocompa-
tibility Complex (MHC). Durch seinen genetisch deteierten Polymorphismus ist
eine Identitdt von Spender und Empfanger bei Adlmgplantationen so gut wie ausge-
schlossen.

Die Immunogenitat wird durch die zellulare Zusamsetnung, das Ausmald der Anti-
genexpression und das genetisch festgelegte Amtigster bestimmt (Gemsa et al.
1991). Durch den Kontakt mit dem korperfremden MBgstem des Spenders kommt
es zu einer Sensibilisierung der T-Lymphozyten Begpfangers (Gemsa et al. 1991,
Sun et al. 1995).

Uber das Lymphsystem werden die als fremd erkan@tdrstanzen fortgeleitet. In den
regionalen Lymphknoten werden T-Lymphozyten beestgllt, die im histologischen
Bild nach Transplantatabstol3ungen dominieren.

In zahlreichen Experimenten konnte die durchaushtige Anwesenheit von T-
Lymphozyten und ihre Bedeutung bewiesen werden.Absichirmung des Gewebes
von dem genannten Zelltyp kommt es zwar zur Bildung Antikérpern gegen das
implantierte Gewebe, eine akute Abstol3ungsreaktioterbleibt jedoch (Ambrosius
und Rudolph 1990). Der zytopathogene Effekt deryimbhozyten beruht zum einen
auf ihrer starken Vermehrung und zum anderen aufSgd&retion zyto- und chemo-
taktischer Mediatoren, welche die Entztindung umtéeh, indem primar unbeteiligte
Zellen in den AbstolRungsprozess involviert werden.

In den ersten Tagen post transplantationem findem wrnehmlich Makrophagen,
Granulozyten und T-Lymphozyten in den perivaskuldR&umen. Plasmazellen sowie
Lymphozyten der B-Zell-Reihe sind zunachst zahlessigadeutlich unterlegen, zeigen
jedoch eine ausgepragte proliferative Tendenz (Asibs und Rudolph 1990).



Im Laufe der Zeit verschiebt sich das Verhaltnis dellen eindeutig zu Gunsten der
Killer/ Suppressor T-Lymphozyten und entzindlicher&hderungen der Gefal3e treten
auf. Hamorraghien und Odeme entwickeln sich, irtsaV bilden sich Thromben aus.
Durch die massive Invasion mononuklearer Zellenluakikren die GefalRe, Kapillaren
gehen zugrunde. Die Transplantate erreichen durehtdemattse Schwellung das
zwei- bis dreifache ihrer Grol3e. Ferner werdenrdide Nekrosen mit Thrombozyten-
und Fibrinablagerungen gefunden. Immunglobulinadriaggen sind zunachst nicht
imponierend, in der spateren Phase der AbstoRundetfi man sie gehauft in
Zusammenhang mit Komplement (Ambrosius und Ruda@f80; Gemsa et al. 1991).
Diese Mechanismen kdnnen heute erfolgreich durohEdlesatz von Immunsuppressiva
unterdrickt und somit ein akutes Abstol3ungsereignesst erfolgreich verhindert

werden.

1.3. Die Chronische Transplantatdysfunktion (CTD)

Weit weniger erfolgreich als die Therapie der akufdstossung sind die bisherigen
Versuche der CTD entgegenzuwirken. Dies ist vogetnder Relevanz, da die chroni-
sche Transplantatdysfunktion den haufigsten Grumddén spaten Transplantatverlust
darstellt (Humar et al. 1999; Kusaka et al. 1998nkbn et al. 1999; Szabo et al. 2000;
Tullius et al. 1999).

Bei der CTD handelt es sich um einen langsam pdigméen Prozess (Gemsa et al.
1991), bei dem es durch eine pathologisch gesteiggoptose zum Untergang funk-
tionell wichtiger Zellen und somit zur Organinsafinz kommt (Silbernagel und Lang
1998).

Klinisch macht sich die CTD durch eine zunehmendasvhlechterung der glome-
rularen Filtrationsrate bis hin zum kompletten Riorksverlust bemerkbar.

Ursachen fur diese FunktionseinbulRen sind unteerand in der Intimaproliferation
und den obliterierenden Arteriopathien zu sucheuarch den Verschlul3 der GefalRe
kommt es zu einer Unterversorgung des Transplantatanschlie3ender Atrophie und
Abstol3ung (Paul 1999a).

In die Pathogenese der CTD sind sowohl alloantaj@mingige, zu denen das HLA-
Matching und das Vorausgehen einer akuten Abstafdakgon zahlen, als auch

alloantigen-unabhangige Faktoren verantwortlichdenen als wichtigste der vorherige
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Hirntod des Spenders, Gewebeischdmien sowie RejpemGschdden des Trans-
plantates, die Hyperfiltration des Spenderorgarmsder Hypertonus gehdren.
Nierentransplantate mit CTD weisen histologischeskische Veranderungen von
GefalRen, Glomeruli und dem tubulointerstitiellenuRaauf (Mihatsch et al. 1999)
sowie fibroése Intimaverdickungen von Arteriolen urftterien, Spaltungen der
peritubularen Kapillarmembranen, interstitielle @klsen und Tubulusatrophien (Paul
1999a). Hierbei handelt es sich ausschlief3lich mspezifische Reaktionen; die ver-
schiedensten de novo, aber auch rezidivierendemalikiingen koénnen zu sklero-
sierenden Veranderungen in allen KompartimenterNilere flihren. Die histologische
Trennung von CTD und sonstigen, zu morphologischenanderungen flihrenden
Erkrankungen, ist folglich &uRRerst diffizil, da kei spezifischen histologischen Kor-
relate existieren (Mihatsch et al. 1999; Paul 1999a

Eine Klinische Definition der CTD kbénnte man Ubene dNierenfunktions-
verschlechterung innerhalb von drei bis sechs Manpbst transplantationem bei Feh-
len anderer Erkrankungen formulieren. Fur die molpiische Charakterisierung sollte
man die histologischen Termini nekrotisierend, linfrend oder proliferierend ver-
wenden, da die Bezeichnungen ,akut‘ und ,chronisckitnische Geschehen
beschreiben (Mihatsch et al. 1999).

Die histologisch nachweisbare Sklerose ist das li#rigevon wiederholten akuten
AbstoRungsprozssen oder, wesentlich seltener, dgsbiis eines einzigen akuten
AbstolRungsereignisses.

Unabdingbar fur die Diagnose CTD sind das Vorliegem Veranderungen an den
GefalRen, den Glomeruli und die Modifikation deruiginterstitiellen Raume. Gefal-
veranderungen findet man fast ausschliellich ifdégnound kleinen Arterien, wahrend
Venen gewohnlich nicht betroffen sind.

Anhand morphologischer Untersuchungen von abges&3dransplantaten konnte
festgestellt werden, dass eine Vaskulopathie, jgii¢ sach der Transplantation auftritt,
bevorzugt die groRen Arterien betrifft, wahrend &ighe Vaskulopathie, die in der
Regel einen fulminanteren nekrotisierenden Verlaif meist bis in die Peripherie des
GefalRbaumes reicht; auch Arteriolen und Glomereliden nicht verschont (Mihatsch
et al. 1999).

Endotheliale Defekte in Form von Erweiterungen wakuolisierungen der Endo-
thelzellen sowie fokale Loslosung der EndothelrzeM®n der Basalmembran stehen

zunachst im Vordergrund. Einzelne Zellnekrosendassich nachweisen. Schliel3lich
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kommt es zur Invasion von Monozyten und Lymphozytendas subendotheliale
Gewebe (infiltrative Vaskulopathie).

Bei den infiltrierenden Zellen handelt es sich ibegend um CD-8-positive
Lymphozyten und Monozyten. Bei Fibrin- und Thromyaenthrombenablagerungen in
der Intima kommt es zu nekrotisierenden VaskuldpathEs kann zu einer fibrinoiden
Nekrose der Media mit Destruktion der Lamina etastinterna kommen. Im spaten
Stadium werden die infiltrierenden mononukledrenllete durch proliferative
Myofibroblasten ersetzt, die eine neue Media im esdothelialen Raum bilden
(proliferative Vaskulopathie).

Durch die Produktion von Kollagenfasern kann edisBhch zu einer konzentrischen
Intimasklerose kommen (sklerosierende Vaskulopathie

Das Spektrum der Vaskulopathien variiert von eseir milden infiltrativen, prolife-
rativen und sklerosierenden Form bis hin zu schivaeekrotisierenden Vaskulopathien
mit massiven intravasalen Koagulationen und rascheasplantatverlust (Mihatsch et
al. 1999).

Pilmore et al. (1999) konnten eine vermehrte VEGdBfESsion, welches bei Inflamma-
tion und Vaskulopathie vermehrt ausgeschiittet vgiosvie eine Anreicherung von CD-
68-positiven Makrophagen bei der CTD nachweiseriet@®rf et al. (1999) zeigten,
dass VEGF an den Reparaturvorgangen der Endotleelzedteiligt ist.

Gaweco et al. konnten nachweisen, dass wahrendbdaufenden CTD infiltrierende
Zellen der T-Zell-Reihe sowie CD-40 positive Zellexprimiert werden. Ferner wies er
nach, dass Glomerula- und Tubuluszellen wahrendCdé@» CD-154 positive Zellen
produzieren. Der Interaktion von CD-40 und CD-1%%ipiven Zellen mit dem Paren-
chym des Transplantates wird eine Rolle bei dewkektung der CTD zugeschrieben
(Gaweco et al. 1999).

Ebenso wie bei den vaskularen unterscheidet maddreiglomerularen Veranderungen
spate und frihe Formen. Bei diesen Umgestaltungeadit es sich um Glomerulo-
pathien mit intravasalen Koagulationen und Tramgptglomerulitiden, die beide haufig
mit Vaskulopathien assoziiert sind. Alleinige Gloolgiden mit fokalen und segmen-
talen Zellinfiltraten und erweiterten Kapillarscifd® oder aber eine mit intraglomeru-
larem Fibrin bzw. Thrombozytenthromben assozii€temerulitis minden haufig in
einer Glomerulopathie, die man charakteristischezisé/ bei der CTD morphologisch
nachweisen kann. Sie zeichnet sich durch eine ®ardg - in schweren Fallen auch

durch eine Duplikatur - der Basalmembran aus. Plansatglomerulopathien und
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Transplantatglomerulitiden kénnen nebeneinandegleichen Glomerulum beobachtet
werden. In acht von zehn Féllen ist die Glomeruloieamit einer sklerosierenden Vasku-
lopathie vergesellschaftet (Mihatsch et al. 1999).

Die in der Basalmembran platzierten Monozyten, Ligogyten und Thrombozyten fih-
ren hier zu Zellschdden und/oder Nekrosen; immimmelogisch lassen sich
Immunglobuline und Komplement C3 nachweisen. Glatéee Schaumzellen lassen
sich haufig beobachten (Mihatsch et al. 1999).

Im fortgeschrittenen Stadium mindet die Glomerulojgameist in einer segmentale
Glomerulosklerose (Mihatsch et al. 1999). Die hgatkn Ursachen, die zu einem
Organverlust fuhren, sind die tubulointerstitiellaranderungen. Auch 20 Jahre post
transplantationem kdnnen sie sich noch entwicketnkommt zu fokalen oder diffusen
mononukledren Zellinfiltrationen, die in gesundeubili lokalisiert sind und hier zu
tubuléaren Zellnekrosen fuhren. Hierbei handelties em den Pathomechanismus der
akuten Abstol3ung, wobei noch nicht geklart ist, seine langsame Progredienz zu
einem irreversibeln Verlust von Nephronen fiihrt,swlatztlich einer chronischen
Dysfunktion gleichzusetzen ware. Eine Tubulitis veénn Gberhaupt, in nur schwachem
Ausmalfi nachweisbar.

Es wird angenommen, dass die chronische Abstol3ntvgeder Folge einer besonders
schweren akuten AbstolRungskrise oder haufig wiedtkerh auch subklinischer - akuter
AbstoRRungsreaktionen ist (Mihatsch et al. 1999).

1.4. Risikofaktoren

Die Ursachen der CTD sind sowohl immunologischez aiich nicht-immunologischer
Genese. Die CTD initierenden Faktoren dirften z@rofteil immunologischen

Ursprungs sein, wahrend der Abstol3ungsprozess ebrer nicht-immunologischen

Faktoren unterhalten wird (Varghese 1999). Ob imnlagische Faktoren die Hauptrolle
fur das Auftreten der CTD spielen, ist derzeit higjeklart. Ob die Genese der
Abstol3ungsreaktionen nun auf alloantigen-abhangaer aber alloantigen-unabhan-
gigen Faktoren beruht, stets fuhrt sie zu Geweldelrhund stereotypisch zur Infiltration
von Leukozyten und Monozyten, die proinflammatdres@ytokine, Enzyme und Wachs-
tumsfaktoren wie TGF-beta, PDGF, bFGF, B-ITNF-a und andere exprimieren (Habe-
nicht et al. 1990). Auch durch das Transplantatpargm und interstitielle Zellen des

Transplantates werden inflammatorische Mediatonerdyziert, die zellulare Prozesse
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vermitteln und Defektheilungen sowie narbige Umimiden des Organs nach sich ziehen
(Paul 1999a).

1.4.1. Alloantigenabh&ngige Risikofaktoren

Sowohl zell- als auch antikdrpervermittelte Kompéstaktivierungen und die vermehrte
Sekretion von Zytokinen, Chemokinen und Wachstuktsfan sind die Mechanismen
der alloantigen-abhangigen Immunantwort, die sBhth zu einer Abstol3ungsreaktion
fuhren konnen (Varghese 1999).

Akute Abstol3ungen scheinen richtungweisend flr_diegzeitiiberlebensrate des Trans-
plantates zu sein (Agraz et al. 1999; Cosio el @99; Flechner et al. 1996; Frei et al.
1995; Heaf und Ladefoged 1998; Ishikawa et al. 189niemi et al. 1994; Matas 1994;
Naftilan et al. 1989; Pirsch et al. 1996; Tullidske 1998; Varghese 1999).

Humar et al. (1999) konnten demgemali zeigen, das&etinjahresiberlebensrate bei 91
Prozent liegt, wenn kein akuter Absto3ungsprozesstatten gegangen ist, jedoch nur
bei 45 Prozent, wenn die Transplantate zuvor dméaAbstoliungsepisode durchlaufen
haben. Die Ursache fiir das Absterben der Trangpéantar bei Patienten ohne vorherige
akute AbstoBung in 1,8 Prozent der Falle eine ¢bcbe Transplantatdysfunktion; bei
denen mit akuter AbstoRung war die chronische Pptantatdysfunktion in 23,8 Prozent
der Falle der Grund fur den spéaten Organverlust.

Tullius et al. (1998) konnten zeigen, dass frihgalkbstol3ungsreaktionen bei effektiver
Therapie (unter drei Monaten) kein erhdhtes Risikodas Auftreten einer chronischen
Transplantatdysfunktion darstellen. Spate akutetdfsigsreaktionen hingegen fithren
sehr haufig zu einem spateren Organverlust. Eiserukers schlechte Langzeitprognose
haben Transplantatempfanger, bei denen vaskularte #bstoRungsreaktionen festzu-
stellen sind. Sie haben eine deutlich schlechtareuad Flnfjahresiberlebensrate als die
Patienten mit interstitiellen bzw. keinerlei akut&sto3ungsreaktionen, die sich in ihren
Uberlebensraten nicht unterschieden. Die von Tl al. (1998) formierte Studie
bestand aus dem LEWBNF1 Rattentransplantationsmodell, in dem die pamgierten
Organe ihrem Empfanger wieder entnommen wurdergldaleser Anzeichen einer aku-
ten Abstol3ungsreaktion zeigte und in syngene Ergpfareimplantiert. Diese Reim-
plantation erfolgte entweder drei - vier Tage odef - sieben Tage nach Auftreten des

akuten Abstol3ungsereignisses. Die bereits amritteerten Tag reimplantierten Nieren
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zeigten eine deutlich schwéacher ausgepragte Zktiation und nur geringe Hinweise auf
die Entwicklung einer Glomerulosklerose. Durch dighe Reimplantation war der
Abstol3ungsprozess reversibel und die Transplan&tienen ihre physiologische Funk-
tion wieder auf. War der AbstoRungsprozess bevedtiter fortgeschritten (finfter bis
siebter Tag), so konnte ein weiteres destruiere@Eshehen auch durch die Retrans-
plantation nicht aufgehalten werden; schliel3ligifejte es in einem Nierenversagen.
Basadonna et al. (1993) wiesen mittels Nierenbiepsalie Korrelation von akuter
Abstolung und spaterer CTD nach. Es ergab sich kimelenz der chronischen
Transplantatdysfunktion von null Prozent, wenn rha#h von 60 Tagen post transplan-
tationem keine akute Absto3ung nachweisbar war.lielenz der chronischen Trans-
plantatdysfunktion lag hingegen bei 63 Prozent, weavor eine akute AbstofRung im
genannten Zeitraum stattgefunden hat.

Die Anzahl, das Ausmal} und die Art der akuten Ablshgsreaktionen sowie der
Zeitpunkt ihres Auftretens sind entscheidende gté@i Faktoren fir das weitere Schick-
sal des Allotransplantates. Die Uberlebensrate clagshtert sich, je mehr akute
Abstol3ungsreaktionen innerhalb des ersten Jahst$ransplantationem auftreten (Agraz
et al. 1999). Negativ wirkt sich ferner eine Stdresistenz des Geschehens aus (Agraz et
al. 1999). Fur die Entstehung einer CTD spieltRiesistenz geringflgiger Verletzungen
durch akute AbstoRungen und die inflammatorischéwvAart eine entscheidende Rolle.
Durch Ischamien hervorgerufene Endothelschadenetbiimerseits zu einer immunolo-
gischen Antwort fihren (Varghese 1999).

Zur Senkung des Risikos einer akuten TransplarggtBbng ist ein ideales HLA
matching unentbehrlich (Cosio et al. 2001; Flecheteal. 1996; Ishikawa et al. 1999;
Matas 1994; Massy et al. 1995, Milford 1994). Fig Hinjahresuberlebensrate ist das
HLA-B und HLA-DR matching von tragender Bedeutugn Einfluss auf die Drei-
jahresiberlebensrate konnte allerdings nur fir HA_festgestellt werden, nicht jedoch
fur HLA-DR (Frei et al. 1995).

Promool et al. (2000) wiesen nach, dass das HLABA,und -DR-Matching grol3en
Einfluss auf das Auftreten einer akuten Abstol3ualgeh, fir die Entwicklung einer CTD
jedoch eher eine untergeordnete Rolle spielt.

Kimikawa et al. (1999) konnten einen positiven Znsgenhang zwischen der Expression
gegen B-Zellen des Spenders gerichteter Antikoped des Serum-Kreatininwertes

feststellen; fur T-Zell-Antikdrper konnte diese Beshtung nicht gemacht werden.



Erhohte Serum-Kreatininwerte gelten als Risikofaekifio das Auftreten einer CTD (Cosio
et al. 2001; Flechner et al. 1996; Pirsch et é86)9

Mannon et al. (1999) demonstrierten, dass die TGeRetion, ein Zytokin, welches
eine bedeutende Rolle bei der TransplantatabstoBpigdt, in MHC-1 und MHC-II
defizienten Transplantaten deutlich abgeschwacht W& reduzierte MHC-1 und
MHC-1I Expression konnte jedoch eine Abstof3ung nhigtrhindern. Das Ausmal3 der
CTD scheint folglich unabhangig der MHC-Disparitaivischen Spender und
Empfanger zu sein

Starzel et al. stellten die Hypothese auf, dasgligitOrganakzeptanz die Zellmigration
transplantierter lymphatischer Organe eine entdemeie Rolle spielt (Starzl et al.
1992). Gestutzt wird diese These durch die Tatsadass eine donorspezifische
Immunantwort auf allogenetisches Herzgewebe bétlgteitiger Transplantation einer
vaskularisierten Spendermilz ausblieb (Bitter-Sterm1975). Die Verabreichung von
Immunsuppressiva war entweder gar nicht oder nuFamm einer Kurzzeittherapie
erforderlich. Gleiche Phanomene konnten bei derliniarten Transplantation anderer
lymphatischer Organe wie Leber und Lunge beobaeimetden (Starzl et al. 1992; Sun
et al. 1995).

Die durch die immunsuppressive Therapie in ihrew@hr geschwéachten Patienten
tragen ein erhohtes Infektionsrisiko. Besondershsei auf die Gefahr einer Cyto-
megalie-Infektion (CMV-Infektion) hingewiesen Beim immunologisch gesunden
Menschen hat sie i. d. R. keine Erkrankung zur &olgeim immunsupprimierten oder
immundefizienten Patienten hingegen fiihrt sie mererzusatzlichen viralen Immun-
suppression. Der Weg fur bakterielle und mykotisSgerinfektionen ist geebnet, es
kann schlie3lich zu schweren Allgemeinerkrankunig@mmen. Um eine Infektheilung
zu ermdglichen, mul3 auf Immunsuppressiva verziotlen, was die Gefahr einer
AbstoRungsreaktion deutlich beginstigt (Gemsa etl@1). Ferner begunstigt eine
CMV-Infektion das Entstehen einer Arteriosklerosed uiihrt zu einer signifikanten

Funktionsverschlechterung des Transplantats (Vaegh899).



1.4.2. Alloantigen-unabhangige Risikofaktoren

Einer der wichtigsten dieser Faktoren scheint gistesnische Hypertonus zu sein; seine
Pravalenz schwankt zwischen 6 - 80 Prozent possptantationem. Er fihrt zu einem
beschleunigten Abfall der Kreatinin-Clearance uctngllerer Dialysepflicht bis hin
zum absoluten Funktionsverlust des Transplant&ezsho et al. 1998).

Bereits vier Wochen post transplantationem konnkarsaka et al. eine Intima-
verdickung der kleinen Arterien bei hypertonen Bgantatempfangern nachweisen,
12 Wochen spater fanden sie interstitielle Skletosed Glomerulosklerosen. 24 Wo-
chen post transplantationem entwickelte sich ewmsgepragte Intimaverdickung mit
konsekutiven intensiven perivaskularen und inteefén Sklerosen. In dem Ausmalie
konnte man die pathologischen Veranderungen benotensiven Empfangern noch nie
beobachten (Kusaka et al. 1999).

Der Hypertonus induziert arteriosklerotische Veegmadgen von Gefal3en. In der Niere
fuhrt er zur Schadigung der Arteriolen und Glomie(Nlephrosklerose). In der Folge
entwickelt sich eine renale Ischamie, die zur Aktiung des Renin-Angiotensinsystems
fahrt. Ein circulus vitiosus entsteht; aus dem p@nirextrarenalen Hypertonus hat sich
eine renale Hypertonie entwickelt, bei dem sich &fygnus und Ischédmie gegenseitig
beginstigen (Silbernagel und Lang 1998). Durch ldgpertonus kommt es zu einer
Endothelaktivierung mit einer vermehrten Expression immunologisch wirksamen
Oberflachenmolekilen und Zytokinen. Auf diese Adrmag der Hypertonus die
Reaktion der Abstol3ung zu unterhalten (Kusaka. €t9419).

Frei et al. (1995) wiesen nach, dass nicht nurHiigrertonus post transplantationem
sondern vielmehr auch ein praexistenter Hypertarmusder Transplantation die Uber-
lebenswahrscheinlichkeit des Nierentransplantagslidn herabsetzt, indem er das
Auf-treten einer chronischen Absto3ungsreaktiontbetigt. Ein Hypertonus in der
Post-transplantationsphase fuhrt zu einem schealldnstieg der Kreatinin-Clearance,
einer vermehrten Dialysepflicht und schlief3lich laschneller zum Tode (Brazy et al.
1992).

Cosio et al. (2001) wiesen ein erhdhtes Risikoefile akute AbstoRungsreaktion bei
praexistentem Hypertonus nach. In der gleicheni&tlad) das Auftreten einer akuten
AbstoRRungsreaktion bei hypertensiven Patienter8Bei% wohingegen normotensive

Patienten nur in 20 % der Falle eine akute AbstgBreaktion erlitten
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Ischamien vor, wahrend und/ oder nach der Trantgilan des Spenderorgans fuhren
zu einer verzogerten Funktionsaufnahme des Tramspéa die sich als Anurie aufgrund
von Tubulusnekrosen bemerkbar machen (Gemsa €t98ll). Diese ischamischen
Zustédnde stellen einen weiteren nicht-immunologscRisikofaktor, zum einen fir
eine akute AbstoRung, zum anderen fur das Auftretear CTD, dar (Paul 1999a;
Tullius et al. 1998).

Desgleichen wirken sich erhdhte Cholesterolspiegelyohl vor als auch nach der
Transplantation unginstig auf die Uberlebensermaraes Organs aus (Ammarguellat
et al. 2002, Isnoniemi et al. 1994,Paul 1999a, Kesg 1999). Transplantatempfanger
weisen haufig Lipoproteinabnormalitaten auf. E$ gi$ gesichert, dass Dyslipidamien
fur die Entwicklung der Arteriosklerose verantwimtl gemacht werden kénnen. So
durfte eine Hypertriglyceriddmie wohl auch bei Tsplantierten den genannten Effekt
haben (Varghese 1999). Tatséchlich sind die higisthen Verdnderungen der trans-
plantierten Organe bei Patienten mit erhohten Ghaspiegeln wesentlich starker
ausgepragt (Paul 1999a). Bemerkenswert ist, daliglith die Transplantatgefalie,
nicht jedoch die Empfangergefalle, von einer limdaserten Arteriosklerose betroffen
sind. Erklaren lie3e sich dieses Phdnomen durchPdienzierung der pathologischen
Dyslipidamieauswirkungen durch immunologisch vetefié Prozesse, die zu einem
beschleunigten Auftreten einer Arteriosklerose &ihfVarghese 1999).

Als Risikofaktor fur die CTD gilt ferner die glomdére Hyperfiltration (Bochicchio et
al. 1992; Frei et al. 1995; Modlin et al. 1996; 8saki et al. 1994; Tullius et al. 1998;
Varghese 1999). Durch eine inadaquat niedrige Nem@nzahl des gespendeten Organs
entwickelt sich eine Uberbelastung der verbleibendephrone, die auf diese Bean-
spruchung mit Hypertrophien und Sklerosen antwori@iese pathologischen Veran-
derungen fihren schlielich zu einer stetigen Hankverschlechterung des Organs.
Wie anhand von Untersuchungen an Ratten demonstvenden konnte, fuhrt eine
unilaterale Nephrektomie nicht zum Zustand der Hfp=tion; diese entwickelt sich
erst, wenn die Masse der Niere auf 1/5 reduzidrt BEne Hyperfiltration ist also
besonders zu erwarten, wenn die transplantierteeNig den Empfanger zu klein ist
(z.B. Kinderniere in adulten Empfanger; Frauenni@me mannlichen Empfanger)
(Modlin et al. 1996); aber auch bei Schaden desisplantates, wie sie z.B. durch
Ischamien verursacht werden (Isnoniemi et al. 1984asaki et al. 1994).

Eine nicht bald einsetzende Diurese post transgianem (Agraz et al. 1999, Cosio et al.
2001, Paul 1999b), der Zustand des TransplantateSransplantation (Paul 1999b), das
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Spenderalter (Flechner et al. 1996, Isnoniemi .e1294, Paul 1999b, Varghese 1999),
Reperfusionsverletzungen (Tullius et al. 1998, Viasp 1999 ), eine reduzierte
funktionstichtige Nierenmasse (Hyperfiltration) (iBuet al. 1999, Wenzel et al. 1992),
Diabetes mellitus (Varghese 1999), Nephrotoxizitéter Immunsuppressiva
(Amuchastegui et al. 1998, Frei et al. 1995, PQABb, Staines et al. 1997, Tullius et al.
1998, Varghese 1999), der Hirntod des Spenderscheelzu ein Vermehrung
inflammatorischer Zellen in peripheren Organen ffiilmd somit Abstol3ungsreaktionen
den Weg ebnet (Pratschke et al. 2000) sowie deeittypus sind erklarte Risikofakto-

ren, deren genauer Einfluss auf die CTD grof3tenteith zu klaren ist.

Akute Abstol3ung /

HLA-Matching Hirntod
Ischéamie
\ Hypertonus
_—"1| Immunantwort ﬁ
Immunsuppressiva \
\ * Wachstumsfaktoren
 proinflammatorische

Zytokine
* Gewebeschaden

N

Abbildung 1: Schematische Darstellung alloantigengenabhéngiggrunabhangiger
Risikofaktoren

1.5. Fragestellung
Die multifaktorielle Genese der CTD erfordert eiseparate Untersuchung der
zahlreichen Risikofaktoren, um deren Relevanz fés d\uftreten der chronischen

Transplantatdysfunktion ausmachen zu kénnen.
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Aufgrund der Erkenntnis, dass nicht allein immugdohe Faktoren fir diesen Prozess
verantwortlich zu machen sind, soll die Aufmerksainklieser Arbeit einem alloantigen-
unabhangigen Risikofaktor, dem Hypertonus, gewidnreztien.

Welche Rolle der Hypertonus bei der chronischent@tmg spielt, ist noch nicht end-

gultig geklart. Das vermehrte Auftreten eines Hymaus post transplantationem lasst

vermuten, dass er eher die Folge als die UrsaclthefiCTD ist.

Die Untersuchung von zwei verschiedenen Tiermodettedieser Arbeit erlaubt Rick-

schlifRe auf den Einfluss des Hypertonus auf die.CTD

Bei dem ersten Modell handelt es sich um identisghgpen, die sich durch das Vorhan-

densein bzw. das Fehlen eines arteriellen Hypestond der Transplantationsform (iso-

allo) von einander unterscheiden. Untersucht wurdies Gruppen auf Unterschiede
hinsichtlich der Expression von PCNA und MHC-Molkkii

Im zweiten Modell wird neben dem Hypertonus ferder Therapie desselbigen mittels

eines ACE-Hemmers (Enalapril) bzw. Ca-Antagonist@&mlodipin) und die Aus-

wirkung dieser Therapie auf die Expression von PCNKIC, strukturelle Umbau-
vorgange sowie Funktionalitat der transplantieftieren mittels regelmalRiger Gesamt-
proteinbestimmung betrachtet.

Der Vergleich der Ergebnisse erlaubt Rickschliasdia Beeinflussung der CTD durch

den Hypertonus. Aufgrund von klinischen Beobach&imgldass nicht-immunologische

Faktoren wie der arterielle Hypertonus einen Risiktor fir die CTD darstellen, soll der

Einfluss des arteriellen Hypertonus auf die chrdmsTransplantatdysfunktion anhand

des standardisierten und gut reproduzierbaren plamstionsmodells FisherLewis

unter folgenden Fragestellungen untersucht werden:

1. Akzeleriert der arterielle Hypertonus das Auftregamer chronischen Transplantat-
dysfunktion?

2. Hat der arterielle Hypertonus Einfluss auf dieamtnale Expression von PCNA,
MHC und die Proliferation, die eine Abstossungstieakbegiinstigen bzw. Aus-
druck struktureller Umbauvorgénge sind?

3. Beeinflusst die Therapie des Hypertonus mit Antédrgnsiva (ACE-Hemmer
versus Ca-Antagonist) die Funktionsverschlechterungl das Transplantat-
Uberleben sowie die Expression von PCNA und MHCisatrukturelle Umbau-

vorgange?
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4. Unterscheidet sich die Therapie mit ACE-Hemmern denTherapie mit Calcium-
antagonisten hinsichtlich der Uberlebensrate, Fongtate und dem AusmaR der
chronischen Transplantatdysfunktion sowie der Esgpom von MHC und PCNA?
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Die im Folgenden geschilderten Untersuchungen wuestedem Fishes Lewis Ratten-
nieren-Transplantationsmodell durchgefuhrt. Hierb@ndelt es sich um die orthotope
Transplantation mannlicher Fisher-Nieren (F344gime nephrektomierte Lewis-Ratte
(Lew) (Harlan-Winkelmann, Borchen, Deutschland)e Oiiere waren bei Transplan-
tation 10 Wochen alt und wogen zwischen 250 und Gefmm. Die Tiere wurden in
einem handelsiublichen Plastikkafig bei kontroleerRaumtemperatur von 23 °C und
einer Luftfeuchtigkeit von 55 % gehalten. Es wuede Hell-Dunkel-Rhythmus von
jeweils 12 Stunden eingehalten.

Die Tiere hatten je nach Gruppenzugehdrigkeit Zgganherkdmmlichen Wasser- und
Futternapfen bzw. erhielten Futter, das mit 5 %mglaCl angereichert war. Sie
erhielten ferner Leitungswasser ad libitum, bei datihypertensiv behandelten Tieren
wurde es mit 50 mg/l Enalapril bzw. 75 mg/l Amlodipersehen.

Die Experimente wurden durch die zustandige Berlirdesbehérde (Landesamt fur

Gesundheit und technische Sicherheit) bewilligt.

2.2. Nierentransplantationen

Die im Folgenden geschilderten operativen Schnwierden durch Dr. med. Qun
durchgefuhrt. Die Tiere wurden mir im Anschlufd fndlicherweise zur Durchfihrung
der folgend geschilderten Untersuchungen zur Veriggestellt.

Als Donor fungierten Fisher-Ratten, deren linke rilieinter Athernarkose prapariert,
entfernt und mit kalter UW-L6sung (4 °@grfundiert wurde. Es erfolgte die orthotope
Transplantation in eine zuvor linksseitig nephrekigrte Lewis-Ratte (LEW).

Die A. renalis, V. renalis sowie der Ureter wurdsittels 10-0 Prolen-N&hten tber eine
End-zu-End-Anastomose verbunden. Die kontralatefdlere der Empfangerratte
wurde 10 Tage spater entfernt, so dass ab diesgmuranoch das zuvor transplantierte
Organ vorhanden war.

Zur Unterdrickung einer akuten Abstol3ungsreaktitimetten die Tiere 1,5 mg/kg/die

s.c Cyclosporin A Uber 10 Tage. Ferner bekameMdiee post transplantationem eine
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Einmalgabe Amoxicillin (20mg/kg s.c.). Im weiter®erlauf wurden die Tiere dann je
nach Gruppenzugehoérigkeit nach 28 Tagen, nachldwei nach sechs Monaten zur
weiteren Untersuchung getotet und die transpldatieXieren wieder entfernt.

Die Aorta wurde zur Entfernung des TransplantatgésruAther-Inhalationsnarkose und
Ketaminnarkose (100 mg/kg i.v.) mit einer 16 G Nakiatheterisiert nachdem das
Abdomen median geotffnet und der Retroperitonealrdoaiprapariert wurde. Es

erfolgte eine intravasale Blutdruckmessung undeditmnahme von 1 ml Blut, welches
durch 1 ml PBS ersetzt wurde. Die Vena cava infenorde distal des Zuflusses der
linken Vena renalis angeschlitzt und der Intravasah der Ratte mit 50 ml PBS
gespult, anschlielRend wurden die Nieren in situ5@iiml 3 %-igem Paraformaldehyd
in PBS fixiert. Zur Vermeidung von Druckspitzen adgten die Spulvorgange unter
intravasaler Blutdruckkontrolle. Die Transplantaterden unverziglich entfernt und in
drei gleichgrof3e Teile unterteilt. 1/3 wurde fur R#solierung in flissigem Stickstoff

schockgefrostet und bei -80 °C aufbewahrt, 1/3 wuadn folgenden Tag fur die
konventionelle Histologie in Paraffin eingebettedul/3 wurde Uber Nacht in 3 % 100
mM Paraformaldehyd, 100 mM Sucroselésung und 100@@dodylatlésung eingelegt
und am nachsten Tag fur die immunhistologische ys®bkchockgefrostet und bei -80
°C gelagert.

2.3. Versuchsprotokoll (Teil eines Projektes)

2.3.1. Versuchsreihe A: Antihypertensiv behandelt¥’ersuchsreihe

Es wurden 4 Gruppen aus jeweils 7 Tieren gebilokstdenen die Nierentransplantation
in obenaufgefuhrter Weise durchgefuhrt wurde.

Bei den Gruppen 1-3 handelte es sich um Allotraargpte, Gruppe 4 umfaldte nicht-
transplantierte Tiere.

Den Tieren der Gruppen 1-3 wurde ein Hypertonugetsitin Sesamdol aufgeléstem
Desoxycorticosteronacetat (DOCA, Sigma 50 mg/Woche) bei gleichzeitiger
Kochsalzbelastung (Trockenfutter mit Salzgehalt 5&%) induziert.

Gruppe 1 erhielt eine antihypertensive TherapigetsitACE-Hemmer (Enalapril 50
mg/l = 1,5 mg/d/Ratte bei einer Trinkleistung von candd).
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Gruppe 2 erhielt eine antihypertensive TherapidetsitCa-Antagonisten (Amlo-dipin
75 mg/l = 5,6 mg/d/Ratte bei einer Trinkleistungn\a% ml/d)

Bei Gruppe 3 erfolgte keine Therapie.

Bei Gruppe 4 handelte es sich um nicht transpldaatmrmotensive Tiere, die keinerlei

Therapie erhielten.

Tabelle 1: Tabellarische Darstellung der Gruppehder antihypertensiv behandelten
Versuchsreihe (Gruppe A); die Ehtna der transplantierten Nieren erfolgte
28 Tage post transplantationem

Tiere Gruppe A Tx DOCA und Kochsalzbelastung |Enalapril | Amlodipin
1 A|Allo + + -
2 A|Allo + - +
3 AlAllo + - -
4 A|Non - - -

2.3.2. Versuchsreihe B: Keine antihypertensive Thapie

Auch bei dieser Versuchsreihe wurden die Transatemen in oben aufgefihrter

Weise durchgefihrt.

Es wurden 4 Gruppen a 8 Ratten untersucht. Gruppedl2 bestanden aus isotrans-
plantierten und Gruppe 3 und 4 aus allotransplertieTieren. Die Tiere der Gruppe 2
und 4 erhielten zur Induktion eines Hypertonus DRgsorticosteronacetat (DOCA,

Sigma 10 mg/Woche s.c.) bei gleichzeitiger KocHselstung (Trockenfutter mit

einem Salzgehalt von 5 %).
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Tabelle 2: Tabellarische Darstellung der Gruppen\Wersuchsreihe ohne antihyper-
tensive Therapie (Gruppe B); Viegre pro Gruppe wurden drei Monate
post transplantationem getotee{DMonatstiere), die Gbrigen Tiere weitere
drei Monate spater (Sechs-Morexesy

Tiere Gruppe B TX DOCA und Kochsalzbelastung
1B Iso -
2B Iso +
3B Allo -
4B Allo +

2.4. Funktionsmessungen

Da es sich bei dieser Arbeit um einen Telil eingd3gren Projektes handelt, verweise
ich auf die Promotion von Dr. med. Y. Tanriver, derdiesem Projekt mitarbeitete. Die
folgend aufgefihrten Funktionsmessungen wurden hdube. med. Y. Tanriver
durchgefuhrt. Die Tiere wurden alle vier Wochenrni®€ Stunden in einen Stoffwech-
selkafig gesetzt. Hier wurde die Proteinurie mstt@radford Methode (Biorad, CA)
gemessen. Der systolische Blutdruck wurde alle W&ochen unter leichter
Athernarkose mittels eines ,tail-cuff* gemessene Rroteinurie- sowie Blutdruck-
daten der Versuchsreihe ohne antihypertensive pleeraurden in der Promotion von

Herrn Dr. Y. Tanriver bertcksichtigt.

2.5. Gewebegewinnung fur die Immunhistologie

2.5.1. Paraffin-eingebettetes Nierengewebe

Fur die Azan-Mallory-Methode und den PCNA-Nachwgisoliferating cell nuclear
antigen) der antihypertensiv behandelten Versuttesrgvurde paraffineingebettetes
Gewebe verwendet. Mit Hilfe eines Schlittenmikrotowurden Schnitte von 3 um Dicke
angefertigt. Die Schnitte wurden in einem warmens¥égbad entfaltet und auf

Objekttrager gesetzt und standen so der weiterarbBeung zur Verfigung.
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2.5.2. Schockgefrostetes Nierengewebe

FlUr die Immunhistologie mit Nachweis von PCNA-pegih Zellen der Versuchsreihe
ohne antihypertensive Therapie und fir den Nachwles Ausmafles der MHC-II-
Expression beider Versuchsreihnen wurde in Paraldehgd eingebettetes schock-
gefrostetes Nierengewebe verwendet. Hierfur wu@ereinem Kryotom (Microm HM

500 OM) Schnitte von 5 um Dicke angefertigt und alkioholgereinigte Objekttréage

aufgebracht.

2.6. Immunhistochemische Verfahren

2.6.1. Verwendete Primarantikorper

2.6.1.1. Antikdrper zum Nachweis PCNA-exprimierendeZellen

Far den immunhistochemischen Nachweis von PCNAliferating cell nuclear antigen)
wurde ein von der Maus gewonnener monoklonalerk@ntier der IgG-Subklasse der
Firma DAKO (monoclonal mouse anti-proliferatinglaaliclear antigen) verwendet.

Der Antikdrper reagiert mit proliferierenden Zelleieler Gewebearten aller Vertebraten,
Insekten und Schizosaccharomyces. Er ist fur deorabeh an formalinfixiertem und
paraffineingebettetem Geweben geeignet.

PCNA ist ein 36 kDa umfassendes Molekil, dass wi3gm Masse an Evolutions-
vorgangen beteiligt ist. Es fungiert als Co-Falder DNA-Polymerase und spielt eine
Rolle bei DNA-Reperaturvorgangen.

Das PCNA-Molekil besitzt eine sehr lange Halbweitsso dass am Ende der M-Phase
der Meiose Zellen mit PCNA-Immunreaktivitat existie. Ein PCNA-Nachweis gelingt
auch kurz vor Beginn der Zellteilung. Die PCNA-Eggsion kann durch Wachstums-
faktoren in vitro wie in vivo hervorgerufen werden.

Der Antikdrper wurde bei allen untersuchten Nieexagben in einer Verdinnung von

1:50 verwendet.
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2.6.1.2. Antikdrper zum Nachweis MHC-exprimierenderZellen

Far den MHC Il Nachweis fand ein von der Maus gewemer monoklonaler Antikorper
der IgG-Subklasse der Firma BioSource Internatig@X-3, mouse-anti-rat RTBL)
Verwendung. Dieser Antikérper wurde durch die Fasion Milzparenchym von immu-
nisierten BALB/c Mausen mit Stammzellen von NS1 Bk gewonnen. Er erkennt
polymorphe Determinanten des la-Anitgen, welches #Zellen und dendritischen
Zellen exprimiert, sowie verschiedenen Epithelrelion Lewis-, Wistar- und AO-
Ratten.

Der Antikorper wurde bei allen untersuchten Niemmgben in einer Verdinnung von

1:50 angewendet.

2.6.2. Sekundéarantikorper

Der Sekundarantikorper, mit alkalischer Phosphatiksejugiert, ist ein Bricken-
antikorper, d.h. er bindet sich sowohl an den Piamigkorper als auch an das zur Signal-
gebung applizierte Substrat und verbindet somdeei

Dieser Antikorper wird im Uberschuf? zugefiigt, sesdaich nur die Halfte seinegyF
Fragments (antigen-binding) an den Primé&rantikotpedet und die andere Halfte zur
Bindung des signalgebenden Substrates frei bleibt.

Fir den PCNA und MHC-Nachweis fand ein von der Ziejammender Sekundar-
antikérper der Firma Jackson Immuno Research (atkphosphatase-conjugat., affini

pure-goat-anti-mouse-IgG) in einer Verdinnung v@d Anwendung.

2.6.3. Alkalische Phosphatase Substrat

Es detektiert die Aktivitat des Enzyms ,AlkaliscRaosphatase”, welches in mit diesem
Enzym konjugierten Sekundarantikorpern enthaltdn Asuf diese Weise kann der

gebundenen Antikérper sichtbar gemacht werden. Blackierung der endogenen

Aktivitat der alkalischen Phosphatase wurde denst@atolevamisol zugeflgt.
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2.6.4. Blockierungsseren

Sie dienen dazu, eine unspezifische Hintergrundfighzu verhindern. Diese Hinter-
grundfarbung ist eine positive Anfarbung des Stdsitdie nicht dem Ergebnis einer
Antigen-Antikorperreaktion entspricht.

Die haufigste Ursache einer solchen falsch positiReaktion ist die Anlagerung von
Proteinen an stark geladene Kollagen- und Bindegsalemente des Gewebes. Wird der
Primarantikdrper als erste Losung dem Préparatsamzfe so bindet dieser unspezifisch
an diese geladenen Proteine.

Der nachfolgend zugesetzte Sekundarantikérper bside an den unspezifisch gebun-
denen Primarantikorper und es kommt zu einer Féai&éon an unspezifischer Lokali-
sation.

Am erfolgreichsten kann diese unspezifische Farliurgh Hinzuflgen einer neutralen
Proteinlésung verhindert werden. Diese Proteinerlagich an die des Primarantikorpers.
Das Blockierungsserum richtet sich nach der Tietigge aus welcher der Briicken-
antikbrper stammt. Es verhindert eine positive Amiag, bedingt durch die Bindung des

Sekundéarantikérpers an Komponenten der Proteingsun

2.7. Chemikalien und Reagenzien

Apotheke Uniklinikum Rudolph VirchowSalzsaure (HCL) 2N

BDH Anala R® (BDH Chemicals, UK)Glycerol

DAKO (Hamburg, DeutschlandAPAAP mouse monoclonaDako®Antibody diluent
with Background Reducing Componentshbit anti-mouse Immunglobulin

Dianova (Hamburg, Deutschlandiormal rat serum
Herbeta-Arzneimittel (Berlin, Deutschlandjthanol 100 Vol. % und 80 Vol. %
Leica Instruments (Nussloch, Deutschlarid$sue Freezing Medium

Merck KG aA (Darmstadt, Deutschland}itronenséure, Dinatriumhydrogenphosphat,

Kaliumchlorid, Kaliumdihydrogenphosphat Natriumattr Natriumchlorid,
Natriumnitrit, Propandiol, Xylol Shandon (PittsblargPA, USA): Immunomount
Medium
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Sigma-Aldrich  Chemie GmbH (Steinheim, Deutschlandpimethylformamid,

Wasserstoffperoxid 30 %

Sigma Chemicals Co.(St. Louis, USAovines-Serum-Albumin Fraction V Approx.
99 % (BSA), Fast Red TR/Naphtol AS-Mx, Hasenserusyamisol, Naphtol AS-TR
Phospate Tbl., Naphtol AS-Bi Phosphat, Neufuchsibs&at, Triton X-100, Trizma®-

Hydrochloride, Trizma®-Base, Ziegenserum

2.8. Einmal-Materialien

Avon Medical (UK):Single Kwill Filling Tube
B/Braun injekt steril (B/Braun, Melsungen, Deutseid): B/Braun injekt steril Spritzen

(verschiedene GroRRen)

Falcon® ( Becton Dickinson , USAFalcon-Réhren

Menzel-Glaser (Braunschweig, Deutschlanbeckglaser 18 x 18 mm, Objekttrager
Super-Frost®Plus
Milipore S.A.S. (Div. BioPharmaceutical, Cedex, ikeeich): Sterilfilter Millex®-GS

Sarstedt (NUmbrecht, DeutschlanBE)pettenspitzen unterschiedlicher Gréf3e

Terumo Neolus Needels Nr. 1 Lu&aniilen (steril)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschlan&ppendorf-Réhrchen

2.9. Gerate

Robert Bosch GmbH (Deutschlan®yikrowelle, Kiihischrank

DAKO (Hamburg, DeutschlandpPako-Pen (Fettstift)

Finnipipette Labsystems (Finnlandipetten

Heidolph Instruments GmbH & Co KG (Schwabach, Dehitnd): Magnetrihrer MR
3001 K

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co KG (Eberstadt, tBehland): Elektro-Pipette
pipetus®-akku

JD Instruments Inc.(Houston, TX, USAdylabo 12B Wasserbad

Knick (Berlin, Deutschland)Digital pH-Meter

Lenz Laborglas (Wertheim, Deutschlandjivetten (50 & 100 ml)
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Medizin & Labortechnik GmbH Engelbrecht (Edermindkeutschland):M.I.S.T 8
magnetic-immuno-staining-tray (feuchte Kammer)
Microm (Heidelberg, Deutschlandkryotom HM 500 OM, (HM 330 fur Paraffin-

schnitte)

Sarotius Universal, MettleAnalysewage AE 260 Delta Range

Schott (Mainz, DeutschlandBecherglaser verschiedener Grof3en
Waldner-Labor-Einrichtungen (Wangen, DeutschlaAdhzug Variolab Mobilien W90
Carl Zeiss (DeutschlandMikroskop und Okular Plan 40/0,65

Milipore S.A.S. (Div. BioPharmaceutical, Cedex, mkeeich): Anlage zur Gewinnung

von Acqua destillata: Milipore Purification Pak, IMQ UF Plus
Meta View, Universal Imaging (West Chester, PBigitalkamera
Tiefkuhltruhe C54285Brunswick Scientific, Edison New

2.10. Verwendete Puffer und Reaktionslésungen

2.10.1. Citratpuffer

Stammlésung A: 0.1 M Citronensaure (21,0180, x H,0O) in 1000 ml Aqua dest.
Stammlésung B: 0.1 M Natriumcitrat (29,41 gHaO;Na x H0O) in 1000 ml Aqua dest.

Zusammensetzung: 9 ml Stammlésung A und 41 ml Stasumg B zu 450 ml Aqua
dest. giel3en undcimén

2.10.2. Phosphate buffered salt solution (PBS eirtfla)
NaCl 8 g/l und Dinatriumhydrogenphosphat 1,15 g/l

KCI 2 g/l und Kaliumdihydrogenphosphat 0,2 g/l
mit Aqua dest. auf 1 | auffillen
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2.10.3. Neu-Fuchsin-Substrat

Losung A: im Kolben Spezial-Tris ansetzen:
Tris-Base: 0,515 g
Tris-HCI: 0,158 g
NaCl: 0,914 g
Aqua dest. ad 105 ml

dazugeben: Propandiol-Stamm 0,2 M (37,5 ml) unchhasol (0,060 g)

Lésung B: im Glaschen unter einem Abzug lésen:
Naphtol AS-Bi-Phosphat: 0,075 gglt in 90Qul Dimethylformamid

Lésung C: im Glaschen unter einem Abzug l6sen:
Na-Nitrit (0,030 g) in Aqua de&ts50pl); tropfchenweise Neufuchsin (3Q0)

Herstellung des Neu-Fuchsin-Substrates:
Losung C wird zu Lésung A gegeben und mittels Magimeer umgerihrt. Dann wird
Losung B hinzugegeben. Der pH-Wert wird mit 2 N Hiif pH 8,8 eingestellt. Die

L6sung wird filtriert und sofort verwendet.

2.10.4. Tris-gepufferte Salzldsung (TBS in 10-fach&onzentration)
Lésung A: 87 g NaCl auf 2000 ml 0,5 mol Tris-HCI

L6sung B: 87 g NaCl auf 2000 ml 0,5 mol Tris-Base
Beide Lésungen zusammengeben, so dass ein pH-Wreit,@ erreicht wird.
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2.11. Versuchsprotokoll PCNA-Nachweis fur Paraffinshnitte der antihypertensiv
behandelten Versuchsreihe (Gruppe A)

Als erster Schritt erfolgt das Entparaffinieren dentsprechenden Gewebe (2
Praparate/Tier).

Hierzu werden die Schnitte unter einem Abzug in é&tan 2 x 15 Minuten in Xylol
gewaschen. Danach werden die Praparate fur 2 xa1ndi00 % Alkohol gewaschen, im
Anschlul® erfolgt das Einbringen der Praparate inkoAblbéder absteigender
Konzentration (90 %, 80 %, 70 %, 30 %) fur jewdilx 2 Minuten. Die verwendeten
Konzentrationen werden durch entsprechendes Veedimon 100 % igem Ethanol mit
Acqua destillata hergestellt. Es folgt ein Waschaog fur 4 x 2,5 Minuten in Acqua
destillata und anschlieRend mit TBS-Puffer einfiichLO min. Nach dieser Prozedur sind
die Schnitte fur die eigentliche immunhistochemesEfarbung bereit.

Zur Reduktion von unspezifischen Hintergrundrealdim wird die endogene
Peroxidase blockiert. Hierzu werden die Prapamatiéiivetten mit 3 % biO,/TBS fur
20 Minuten geblockt. Danach werden die Praparat® 3nin mit TBS-Puffer einfach in
einer Kuvette gewaschen.

Nun wird das Gewebe mit 2 % Triton in TBS einfadh I5 Minuten angedaut. Es folgt
das Waschen der Praparate in einer Kivette mit PBffer einfach fir 3 x 5 Minuten.
Danach werden die Praparate zur Steigerung der peemeabilitat in einer mit
Citratpuffer (pH auf 6 titriert) gefillten Kivettér 8 min in einer Mikrowelle gekocht.
Nun erfolgt ein erneutes Waschen fur 3 x 5 minB&IPuffer einfach in einer Kiivette.
Die Praparate werden - nachdem die Gewebeareate miv einem Fettstift umkreist
wurden - nun mit dem PCNA-Primarantikérper in eiae€s0 Verdinnung in Verdin-
nungspuffer (70 ul/ Schnitt) inkubiert.

Die Negativkontrollen werden lediglich mit Verdumgspuffer (70 pl/Schnitt)
beschichtet.

Die Inkubationszeit betrat 90 Minuten bei 37 °Giner Feuchtkammer.

Ein Waschvorgang fur 3 x 5 min in TBS-Puffer eiffaxchliel3t sich an. Danach erfolgt
die Inkubation mit dem Sekundarantikorper in eiti@5 Verdinnung in 5 % BSA/TBS
Uber Nacht bei Raumtemperatur. Danach werden dipalPate erneut fur 3 x 5 min in
TBS-Puffer einfach gewaschen.

Im Anschlu3 erfolgt die Signalgebung durch ein $uwbs(Fast RedTR/Naphtol),
welches an die Antigen-Antikérper-Komplexe bindet.
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Zur Verhinderung von Artefakten wird das Substratikfiltriert. Es werden 70 pl/
Praparat aufgetragen und fir 30 Minuten bei Raumégatur in einer Feuchtkammer
inkubiert.

Zur ruckstandslosen Entfernung des ungebundenesteéis erfolgt nun eine
Waschung aller Praparate in Acqua destillata fiar33min. Die Praparate werden nun
mit saugfahigem Zellstoff von Acqua destillata leéfrund der begrenzende Fettring
wird vorsichtig abgewischt.

Die Praparate werden mit Immunomount-Medium, wedchavor fir 5 Minuten in
einem Wasserbad erwdrmt wurde, luftblasenfrei elagkelt und stehen der mikros-
kopischen Analyse zur Verfigung.

Um falsch positive Signale als solche erkennen @uonkn, ist von jedem Gewebe
zusatzlich eine Negativkontrolle angefertigt wordéie, abgesehen von der Inkubation
mit DAKO-Verdunnungspuffer anstelle des Primarairger, dem gleichen Procedere

unterzogen wurde.

2.12. Versuchsprotokoll MHC-Nachweis fur Gefrierscimitte der antihypertensiv
behandelten Versuchsreihe (Gruppe A)

Es werden erneut zwei Praparate pro Tier fur eitend® bei Raumtemperatur
getrocknet. Danach werden die Schnitte fur etwavil@uten in TBS-Puffer einfach
gewaschen. Die Gewebeareale auf den Objekttragemiew mit einem DAKO-Fettstift
eingekreist, um das Auslaufen der aufgetragenegd®esen zu verhindern.

Zur Vermeidung von Fehlsignalen werden die Schmittenorm goat serum 1:5 ver-
dannt in 1 % BSA/TBS fur 30 Minuten geblockt. DigdParate werden in eine Feucht-
kammer gelegt und mit dem Primarantikorpeb0 verdinnt in DAKO-Verdun-
nungspuffer fir 60 min. bei Raumtemperatur inkubier

Es folgt das Waschen fir 3 x 5 Minuten in TBS-Puéfimfach in einer Kivette.

Als nachster Schritt folgt die Inkubation mit demk8ndarantikérper 1:25 verdinnt in
5 % BSA/TBS fir 1 Stunde bei 4 °C in einer Feuchtkeer.

Nach dieser Stunde werden die Préparate 3 x 5 Bhinut einer Kuvette mit TBS-
Puffer einfach gewaschen.

Es erfolgt die Signalgebung durch ein Substratt(R&sl TR/Naphtol), welches an die
Antigen-Antikorper-Komplexe bindet.
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Zur Verhinderung von Artefakten wird das Substravar steril filtriert. Es werden
70ul/ Praparat aufgetragen und fir 10 Minuten beurRtemperatur in einer
Feuchtkammer inkubiert. Zur riickstandslosen Entiegndes ungebundenen Farbstoffs
erfolgt nun eine Waschung aller Praparate in Acdeatillata fir 3 x 5 min. Die
Praparate werden mit saugfahigem Zellstoff von Acglestillata befreit und der
begrenzende Fettring wird vorsichtig abgewischt.

Schlie3lich werden die Praparate mit ImmunomounthiMi®, welches zuvor fir 5
Minuten in einem Wasserbad erwarmt wurde, luftbiéree eingedeckelt und stehen der
mikroskopischen Analyse zur Verfigung. 5 Minutenvgschen und im Anschlufd mit
Immunomount-Medium welches zuvor ca. 5 min im Wasserbad erwarmt wurde,
eingedeckelt.

Um falsch positive Signale als solche erkennen @ankn, ist von jedem Gewebe
zusatzlich eine Negativkontrolle angefertigt wordéie, abgesehen von der Inkubation
mit DAKO-Verdunnungspuffer anstelle des Primaraitger, dem gleichen Procedere

unterzogen wurde.

2.13. Azan-Farbung

Die Azan-Farbung erfolgte freundlicherweise nach Aean-Mallory-Methode durch
Frau Frauke Serowka, MTA, Charite/Campus VirchowsiKlum, Humboldt-Universitiat

Berlin.

2.14. Versuchsprotokoll PCNA-Nachweis fir Gefriersknitte der Versuchsreihe
ohne antihypertensive Therapie (Gruppe B)

Es werden Gefrierschnitte einer Dicke von 5 pm eziet.

Die Gefrierschnitte, die zur Lagerung bei -70 °Gbawahrt wurden, werden zunachst
eine Stunde luftgetrocknet und im Anschlul3 in Acgdestillata fur 10 Minuten in die
flissige Phase uberflhrt.

Fur die weitere Bearbeitung wird zunachst mittel&KD-Fettstift das Gewebe

eingekreist, um das Auslaufen der aufgetragenengdte@en zu verhindern.
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Anschliessend wird die endogene Peroxidase mittedg-igem Wasserstoffdioxid in
TBS zur Verhinderung von HintergrundreaktionenZQrMinuten geblockt.

Darauf werden sie 3 x 5 Minuten in TBS-Puffer gestees. Nach diesem Schritt folgt
das Kochen in der Mikrowelle in Citratpuffer (pHfetu titriert) fir 5 Minuten. Nun
werden die Schnitte erneut fir 3 x 5 Minuten in T@&Svaschen. Im Anschluld werden
die Schnitte mit dem Primarantikorper (mouse-antiiferating cells) beschichtet.
Hierbei handelt es sich um eine 1:50 Verdinnung Aleskorpers in DAKO-Ver-
duinnungspuffer, die fir 40 Minuten bei Raumtemperaiuf den Schnitten belassen
wurde. Pro Schnitt werden 70 ul der Antikorperlagumt einer Pipette aufgebracht.
Folgend werden die Objekttrager zunadchst mittelsit8lasche, geflllt mit TBS,
anschlie3end in einer Kivette in TBS 3 x 5 Minugjemaschen.

Der Sekundarantikdrper (goat-anti-mouse 1gG) wirceiner 1:25 Verdinnung in 5 %
BSA/TBS und ein 1:8 verdiinntes norm rat serum,alas unspezifische Bindung des
Antikorpers an elektrisch geladene Gewebselemeeatkindern soll, auf die Objekt-
trager aufgebracht und Gber Nacht bei Raumtempardtubiert.

Sowohl die Inkubation des Priméarantikorpers alshade des Sekundarantikérpers
erfolgt in einer feuchten Kammer.

Am nachsten Tag werden die Objekttrager erneud fi6 Minuten in TBS gewaschen.
Zur spezifischen Farbung der Antigen-Antikérper-Kiexe wird ein Neu-Fuchsin-
Substrat angesetzt und die Objekttrager fur 10 Mmun einer Kivette in diesem
Substrat inkubiert. Es folgt eine Waschphase inuacdestillata (3 x 5 Minuten) in
einer Kuvette zur rickstandslosen Entfernung deglundenen Farbstoffs bevor die
Préaparate eingedeckelt werden.

Die Praparate werden mit saugfahigem Zellstoff Yagua destillata befreit und der
begrenzende Fettring wird vorsichtig abgewischt.

Die Praparate werden mit Immunomount-Medium, wedchavor fur 5 Minuten in
einem Wasserbad erwdrmt wurde, luftblasenfrei elagkelt und stehen der mikros-
kopischen Analyse zur Verfigung.

Um falsch positive Signale als solche erkennen @ankn, ist von jedem Gewebe
zusatzlich eine Negativkontrolle angefertigt wordéie, abgesehen von der Inkubation
mit DAKO-Verdunnungspuffer anstelle des Primaraitger, dem gleichen Procedere

unterzogen wurde.
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2.15. Versuchsprotokoll MHC-Nachweis fur Gefrierscitte der Versuchsreihe ohne
antihypertensive Therapie (Gruppe B)

Bis zum Auftragen des Priméarantikorpers sind dikri@e der immunhistochemischen
Farbungen mit denen des MHC-Nachweises der antiteyv behandelten Versuchs-
reihe identisch.

Der Primarantikdrper wird 1:50 in DAKO-Verdinnungsier verdiunnt fir 40 Minuten
bei Raumtemperatur auf die in einer Feuchtkammindieshen Praparate aufgetragen.
Zur Entfernung ungebundener Reagenzlbsungen welideBchnitte dann 3 x 5 Minu-
ten in TBS-Puffer einfach gewaschen.

Es erfolgt die Inkubation mit dem Sekundarantikérp@5 verdinnt in 5 % BSA/TBS
Uber Nacht bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer

Die BSA/TBS-LAosung wird vor ihrer Verwendung zur téfaktverhinderung steril
filtriert. Die Schnitte werden erneut 3 x 5 Minut@nTBS einfach gewaschen.

Es erfolgt die Signalgebung durch ein Substratt(R&sl TR/Naphtol), welches an die
Antigen-Antikérper-Komplexe bindet. Zur Verhindegurvon Artefakten wird das
Substrat zuvor steril filtriert. Es werden 70 pté&parat aufgetragen und fur 10 Minuten
bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer inkubirt.riickstandslosen Entfernung
des ungebundenen Farbstoffs erfolgt nun eine Wasclaller Praparate in Acqua
destillata fir 3 x 5 min. Die Praparate werden minsaugfahigem Zellstoff von Acqua
destillata befreit und der begrenzende Fettringl worsichtig abgewischt.

Die Praparate werden mit Immunomount-Medium, wedchavor fur 5 Minuten in
einem Wasserbad erwarmt wurde, luftblasenfrei elagkelt und stehen der mikros-
kopischen Analyse zur Verfigung.

Um falsch positive Signale als solche erkennen @uonkn, ist von jedem Gewebe
zusatzlich eine Negativkontrolle angefertigt wordéie, abgesehen von der Inkubation
mit DAKO-Verdunnungspuffer anstelle des Primarairger, dem gleichen Procedere

unterzogen wurde.
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2.16. Quantitative Auswertungen der positiven Reakbnen

2.16.1. PCNA

Die Praparate wurden mikroskopisch mit einem Staimkroskop mit 40-facher
Vergro3erung ausgewertet.
Pro Praparat wurden 10 Gesichtsfelder, die perllzZufa ohne Kenntnis der Gruppen-

zugehorigkeit ausgewahlt wurden, ausgezahlt.
Als positiv wurden Zellen bewertet, die sich von eintergrundaktivitat abhebemie

ausgezahlten positiven Zellen wurden fir jedes eriggte Gesichtsfeld notiert und nach

der Auszéhlung dem Tier der entsprechenden Grugpgesozdnet.

2.16.2. MHC

Fur die Auswertung der MHC-positiven Zellen fandeedigitale Kamera (Meta-View,
Universal Imaging, West Chester, RAlie freundlicherweise von Prof. Dr. Sebastian
Bachmann (Institut fir Anatomie, Charite/Campus cihow Klinikum, Humboldt-
Universitat Berlin) zu Verfligung gestellt wurde, wendung.

Mit Hilfe des Computerprogramms Meta-View der Firviitron Systems fihrte ich
eine quantitative Bildanalyse durch.

Pro Praparat wurden 10 Gesichtsfelder bei 20-favteegrofRerung ohne Kenntnis der
Gruppenzugehdrigkeit ausgemessen. Auch hier egfalgt Wahl des auszuwertenden
Areals per Zufall.

Die Messung mit dem Meta-View-Programm erfolgte falgt: Zunachst wird ein Bild
des auszuwertenden Praparates mit der digitalerekeagewonnen. Die Bildbearbeitung
erfolgt im Weiteren tiber den Monitor.

Die als positiv gewerteten Areale wurden mit denolg€ Threshold Tool* farblich
unterlegt, wobei die Schwelle der als positiv zZkeanenden Zellen durch mehrmaliges
Aktivieren der farblichen Markierung verfeinert wen konnte. Mittels
computerunterstitzter Analyse durch das Meta-Viesglamm erfolgte nun die

quantitative Auswertung der gekennzeichneten Areal
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2.16.3. Interstitielle und glomeruléare Sklerose

Die Bewertung der Azan-Praparate erfolgte durchiréiendliche Unterstiitzung von Dr.
Jan Steffen Jurgensen, Abteilung fur Nephrologigarfe/ Campus Virchow-Klinikum,
Humboldt-Universitiat Berlin.

Es wurde ein Standardmikroskop mit 40-facher Vdigriing verwendet.

Bei der Auszahlung wird die Verteilung der positivEellen berticksichtigt: es werden
interstitielle sowie glomeruléare Areale getrennh@mander beurteilt und mindestens 5
Gesichtsfelder pro auszuwertenden Arealen beuréddtpositiv wurden Zellen bewertet,
die sich von der Hintergrundaktivitat abhebeles erfolgte eine semiquantitative
Bewertung anhand einer 4-Punkte-Schéatzungsskala:

0 = keine Matrixvermehrung

+ = etwas Matrixvermehrung

++ = massige Matrixvermehrung

+++ = hohes Ausmal3 an Matrixvermehrung

2.17. Statistik

Die Analyse der gewonnen Daten erfolgte mit dengfrmm SPSS for Windows V.
11.5, SPSS Inc. Chicago, lllinois, USA. Die eineeinGruppen wurden mittels dem
Oneway ANOVA Tests einer Varianzanalyse unterzagehmittels des Bonferroni-Test
auf signifikante Unterschiede in dem Ausmafll der RCNnd MHC-Expression,
Proteinurie, Matrixvermehrung untersucht. Zur stathen Auswertung der Uberlebens-
raten wurde der nicht parametrische Wilcoxontestvgadet.

Das Signifikanzniveau wurde konventionsgemalf Beéip < 0,05) festgelegt. Neben der
Signifikanz wurde der arithmetische Mittelwert (MVBdwie die Standardabweichung
(Standarddeviation, SD) errechnet.

Die graphische Darstellung erfolgte mittels Micrivdéxcel sowie mit Corell Presen-

tations 6.0.
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3. Ergebnisse

3.1. Allgemeines

Um die Bedeutung des arteriellen Hypertonus auf dieonische Transplantat-
dysfunktion untersuchen zu kdnnen, bedienten ws das oben erwahnten Fisher-
Lewis Transplantationsmodells. Anhand immunhistotiseher Untersuchungen der
Nieren wurde das Ausmald der PCNA- und MHC-Expressiewei unterschiedlichen
Versuchsreihen untersucht. Die Proteinurie als Avdddes Grades der Organschadi-
gung sowie die Azan-Farbung als Mal3stab fur digksirelle Organschéadigung wird
bei der Versuchsreihe ohne antihypertensive TheréBruppe B) durch Herrn Dr.
Tanriver, der ebenfalls an diesem Projekt mitadbejt abgehandelt. Fur die anti-
hypertensiv behandelte Versuchsreihe werde ichedtsprechenden Daten in meiner
Ergebnisprasentation darlegen.
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3.2. Uberlebensrate der Tiere der antihypertensiv é&andelten Versuchsreihe
(Gruppe A)

Zu Beginn des Experimentes umfal3ten abgeseheneroNah-Tx-Gruppe alle Gruppen
jeweils sieben Tiere. In der Non-Tx-Gruppe warereriilen gesamten Zeitraum der
Untersuchungen drei Tiere.

In der Enalapril-Gruppe verstarb eine Ratte viercim post transplantationem, so dass
die Gruppe dieser Tiere bis zur geplanten Totunghna8 Wochen sechs Tiere
beinhaltete. Die Unterschiede fur die Tiere unteal&priltherapie im Vergleich zu denen
unter Amlodipin bzw. zu den Tieren ohne Transplamtavaren signifikant.

In der Amlodipin-Gruppe verstarb ein Tier nach zWéchen, jeweils ein weiteres nach
acht, neun und 12 Wochen, so dass die Gruppe ndcWdhen noch drei Tiere
beinhaltete.

In der Gruppe der nicht-antihypertensiv behandditgpertensiven Tiere befanden sich
nach drei Wochen noch sechs, nach 9 Wochen nodtufithnach 11 Wochen bis zur
Totung noch vier Tiere (siehe Abbildung 2).

Die Ursache des Versterbens bleibt im einzelnehuiRr&lar.

B

’l,u‘—-r'ln—\

6_&_1 1TFLFLFLF
" 5 \ —— Allo-Txt+ Amlodipm
i 4 \ —u— Allo-Tx+Enalapril
E \ Allo-T=x
< 3+ PHEHLHEHEHE DD O DG Non-Ts

2

1

I::I||||||||||||||||||||||||||||||

1 4 7 10 13 16 1% 22 25 28

Wochen nach Transplantation

Abbildung 2: Uberlebensrate der antihypertensiv behandeltesu¢hsreihe.
Woche 1: Amlodipin n = 7; Enalapril n = 7; keineefapie n = 7; Non-Tx n = 3.
Woche 28: Amlodipin n = 3; Enalapril n = 6; keinkeFapie n = 4; Non-Tx n = 3.
p = < 0,05 fur Allo-Tx + Enalapril vs. Allo-Tx Amlodipin sowie Non-Tx
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3.3. Proteinurie der antihypertensiv behandelten Vissuchsreihe (Gruppe A)

Die Gruppe der nicht antihypertensiv therapiertéerel (Allo-Tx) zeigte im zeitlichen
Verlauf eine stetige Zunahme der Proteinausschgiduna das Ausmald der Proteinurie
Uberstieg am Ende des Beobachtungzeitraumes dieirRnde der mit Amlodipin bzw.
Enalapril therapierten Tiere, so dass nach secheatdn die Proteinurie bei dieser
Gruppe am héchsten war. Die Unterschiede der Reatescheidung waren im Vergleich
zu den unter Enalapriltherapie stehenden Tieramfisignt.

Das im Vergleich zu den mit Amlodipin behandelteeré&n sowie zu den nicht anti-
hypertensiv behandelten Tieren signifikant geriegsismal? der Proteinurie konnte flr
die Gruppe der mit Enalapril therapierten Tieretdestellt werden. Eine diskrete
Zunahme der Proteinurie konnte jedoch auch beedi@&suppe im Verlauf bestimmt wer-
den.

Die mit Amlodipin therapierten Tiere zeigten eirfgpitzenwert der Proteinurie 3 Monate
post transplantationem, der das Ausmal3 der Proieidar unbehandelten Gruppe zum
genannten Zeitpunkt deutlich Uberstieg. Im Weitergar die Proteinausscheidung
zunéchst rucklaufig. Nach sechs Monaten war jedoicih bei diesen Tieren ein dezenter
erneuter Anstieg festzustellen (siehe Abbildung@ Tabelle 3).

350
300
=
@ 240
:g 00 A —— Allo-Tx
g / T —=— Allo-Tx + Enalapril
& 150 / Allo-Tz + Amlodipin
| H_'_,_,_,-F"'_'FF - X
01— —
e =
I:I T T T T T
1 2 3 4 5 B

Monate nach Transplantation

Abbildung 3: Proteinurie der antihypertensiv behandelten Vérsighe.
Woche 1: Amlodipin n = 7; Enalapril n = 7; Allo-Tx=7.

6 Monate: Amlodipin n = 3; Enalapril n = 6; Allo-Trx= 4.

p < 0,05 fur Allo-Tx vs. Allo-Tx + Enalapril

p < 0,05 fur Allo-Tx + Enalapril vs. Allo-Tx + Amidipin
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Tabelle 3: Proteinurie (mg/dl) in der antihyperigrisehandelten

Versuchsreihe; Angabe von Mittelin@\W) und

Standardabweichung (SD), n = AnZabte.

Monat Allo-Tx Allo-Tx + Enalapril | Allo-Tx + Amlodipin
38+13 20+ 3 33+8
n=7 n=7 n=7
77 +£25 22+3 81+30
n==6 n=7 n =6
107 £ 12 43+5 222 £108
n==6 n==6 n=>5
93 + 27 32+10 96 + 28
n=>5 n==6 n=4
223 + 38 43 + 17 164 + 88
n=4 n=6 n=3

p < 0,05 fur Allo-Tx vs. Allo-Tx + Enalapril

p < 0,05 fur Allo-Tx + Enalapril vs. Allo-Tx + Amidipin
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3.4. Systolische RR-Werte der antihypertensiv behalelten Versuchsreihe

Bei der systolischen Blutdruckbestimmung zeigtea diere mit DOCA/Kochsalz-
belastung ohne Therapie die héchsten systolischedrBckwerte.

Signifikant hohere Werte fur die Gruppe der nichtitaypertensiv behandelten Tiere
mit DOCA/Salzbelastung konnten im Vergleich zu d&hotransplantierten unter
Enalapriltherapie festgestellt werden. Die mit lEpal behandelten Tiere zeigten im
Mittel niedrigere systolische Blutdruckwerte al® diormotensiven Tiere der Non-Tx
Gruppe.

Der Unterschied zwischen den Gruppen der antihgpsit behandelten Tiere war nicht
signifikant (s. Abbildung 4 und Tabelle 4).
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Non-Tx Allo-Tx Allo-Tx + Enalapril  Allo-Tx + Amlodipin

Abbildung 4: Systolische RR-Werte der antihypertensiv behaadalersuchsreihe
(Gruppe A); * = p < 0,05 wdlo-Tx
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Tabelle 4: Systolischer Blutdruck (mmHg) in derilaypertensiv behandelten Ver-
suchsreihe; Angabe von Mittelw@tV) und Standardabweichung (SD)

Allo-Tx Allo-Tx + Enalapril | Allo-Tx + Amlodipin Non-Tx

Systolischer

105 + 15,5 88,91 +24* 97 + 16 90,25 + 13
Blutdruck

*=p < 0,05 vs. Allo-Tx

3.5. PCNA-Expression

PCNA-positive Zellen stellen sich nach immunhiseraischer Farbung als im Vergleich
zur Hintergrundaktivitat signalintensivere Areal® iLichtmikroskop dar. Bei allen
Gruppen - sowohl in der antihypertensiv therapie(#), als auch in der Versuchsreihe
ohne antihypertensive Therapie (B) - lieRen siciNR@&xprimierende Zellen nach-
weisen. Insgesamt war die PCNA-Expression der naitthypertensiv behandelten
Versuchsreihe (B) nach drei Monaten hoher als sachs Monaten (siehe auch Tabelle 5
in Kapitel 3.5.2.).
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3.5.1. Immunbhistologische Beispiele der PCNA-Expregn

Abbildung 5: PCNA-Expression Allo-Tx + Hypertonus drei Monatast
transplantationem (Gruppe B)

\

J,ﬂ"‘ﬁf‘)%;
Abbildung 7: PCNA-Expression Iso-Tx drei Monate post transiaohem (Gruppe B)
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3.5.2. PCNA-positive Zellen der antihypertensiv bedndelten Versuchsreihe
(Gruppe A)

Bei der Auswertung der PCNA-positiven Zellen dertitgipertensiv behandelten
Versuchsreihe konnte ein signifikant hoheres AusuaafiPCNA-Expression zwischen
den mit Enalapril therapierten Tieren und den Adlosplantaten ohne antihypertensive
Therapie zu den Tieren der Non-Tx-Gruppe festgestelrden (p < 0,05). Das grof3te
Ausmal der Expression zeigten die nicht antihypsiiebehandelten Allotransplantate.
Die mit Amlodipin therapierten Tiere zeigten keigrsfikant hoheres Mald der PCNA-
Expression im Vergleich zu den Tieren der Non-Txyie sowie eine geringere
PCNA-Expression im Vergleich zu den unter Enalépeilapie stehenden Tieren ohne
jedoch das Signifikanzniveau von p < 0,05 zu eheic

Der Unterschied zwischen den nicht therapiertenrefie und denen unter
Amlodipintherapie Tieren war ebenfalls nicht sigmht (siehe Abbildung 8 und
Tabelle 5).

2_
1.8 -

1.6

14 - —L

1.2
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0.8

Zellen pro Gesichtsfeld

0.6 -1

04 -

0.2

0 r r r 1
Non-Tx Allo-Tx Allo-Tx + Enalapril Allo-Tx + Amlodipin

Abbildung 8: PCNA-Expression der antihypertensiv behandeltersichsreihe.
Amlodipin n = 3; Enalapri6; Allo-Tx n = 4; Non-Tx n = 3.
*=p < 0,05 vs. Non-Tx

39



Tabelle 5: PCNA-Expression in der antihypertengfidndelten Versuchsreihe (Gruppe
A); Angabe von Mittelwert (MW) ur&tandardabweichung (SD).

Allo-Tx + Allo-Tx +
Allo-Tx Enalapril Amlodipin Non-Tx
PCNA-positive Zellen | ; 5,02+ | 132:02* | 083:03 | 052£01
pro Gesichtsfeld

*=p < 0,05 vs. Non-Tx

3.6. MHC-Expression

MHC-positive Zellen stellen sich nach immunhistaaszher Farbung als im Vergleich
zur Hintergrundaktivitat signalintensivere Areate elektronischen Lichtmikroskop dar.
Bei allen Gruppen - sowohl in der ersten, als andler zweiten Versuchsreihe - lieRen
sich MHC-exprimierende Zellen nachweisen.

Die MHC-Expression konnte sowohl fur glomerulargeistitielle und tubuléare sowie fir

perivaskulare Zellen nachgewiesen werden. Die griMHC-Expression konnte im peri-

vaskularen Bereich nachgewiesen werden wéahrendadikularen Zellen keine MHC-

Expression zeigten (siehe Abbildung 9 - 11 in Kel8t6.1.).
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3.6.1. Immunhistologische Beispiele der MHC-Expregsn

Abbildung 10: MHC-Expression nach drei Monaten post transpleomem: Allo-Tx +
Hypertonus (Gruppe B)

Abbildung 11: MHC-Expression nach sechs Monaten post transpiamésmn: Allo-Tx +
Hypertonus (Gruppe B)
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3.6.2. MHC-Expression in der antihypertensiv behanelten Versuchsreihe
(Gruppe A)

Bei der antihypertensiv behandelten Versuchsreéie dich eine signifikant niedrigere
MHC-Expression fur die Gruppe der nicht transpkméin Tiere im Vergleich zu allen
Gruppen feststellen (p < 0,05).

Die gro3te Menge MHC-positiver Zellen konnte ben decht therapierten Allotrans-
plantaten festgestellt werden.

Es bestand ferner ein signifikanter Unterschiedselen den hypertensiven wahlweise
mit Enalapril oder Amlodipin therapierten Tierenden nicht therapierten hypertensiven
Tieren (p < 0,05).

Ein signifikanter Unterschied zwischen den beideredWamenten bezlglich der
Reduktion der MHC-Expression bestand nicht; jededr das Ausmald der MHC-
Expression der mit Amlodipin therapierten Tiereigger als das der mit Enalapril
behandelten Tiere - siehe Abbildung 12 und Taltelle
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Non-Tx Allo-Tx Allo-Tx + Enalapril  Allo-Tx + Amlodipin

Abbildung 12: MCH-Expression der antihypertensiv behandeltersif@rnsreihe
(Gruppe A). Amlodipin n = 3; Enalapril n = 6; Allex n = 4; Non-Tx n = 3.
*=p<0,05vs. Non-Tx ; # = p < 0,05 vs. Allo-Tx,
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Tabelle 6: MHC-Expression in der antihypertensitidredelten Versuchsreihe

(Gruppe A); Angabe von Mittelw@dW) und Standardabweichung (SD).

Allo-Tx Allo-Tx + Allo-Tx + Non-Tx
Enalapril Amlodipin
. 20725 +£2251| 11189 + 908 9469 + 1288 | 879 +132
MHC-Expression " xht -~

*=p<0,05vs. Non-Tx ; # = p < 0,05 vs. Allo-Tx

3.7. Nachweis der interstitiellen und glomerularersklerose

Die Ausdehnung der interstitiellen und glomerula&kierose der Versuchsreihe ohne

antihypertensive Therapie (Gruppe B) wird in desdBitation von Herrn Dr. med. Y.

Tanriver abgehandelt.

Als interstitielle und glomerulare Sklerose wurdgreale erfaldt, deren Aktivitat sich
deutlich von der Hintergrundaktivitat abhebt (si&tagpitel 3.7.1.)
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3.7.1. Histologische Beispiele der interstitielleBklerose (Gruppe A)

=N i & ‘“_,
Abbildung 16: Interstitielle Sklerose: Allograft + Enalapril (Gype A)
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3.7.2. Glomerulare Sklerose der antihypertensiv betndelten Versuchsreihe
(Gruppe A)

Bei der Untersuchung der glomerularen Sklerose teoeim signifikanter Unterschied im
Ausmass der Sklerosebildung aller Gruppen im Verigleu der Gruppe der nicht trans-
plantierten Tiere festgestellt werden (p < 0,05).

Uber dies hinaus zeigten die Gruppen der Allotriargpte mit und ohne Amlodipin-

therapie gegeniber der Gruppe unter Enalapriltihe@p signifikant hoheres Ausmal3

der glomerularen Sklerose (p < 0,05) (s. Abbildtiigind Tabelle 7).
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Abbildung 17: Glomerulare Sklerose in der antihypertensiv bebled Versuchsreihe
(Gruppe A). Amlodipin N3z Enalapril n = 6; Allo-Tx n = 4;
Non-Tx n=3.*=p <6,0s. Non-Tx #=p <0,05vs. Allo-Tx + Ena-
lapril
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Tabelle 7: Glomerulére Sklerose in der antihypesitehehandelten Versuchsreihe
(Gruppe A); Angabe von Mittelw@dW) und Standardabweichung (SD).

Allo-Tx + Allo-Tx +
Allo-Tx Enalapril Amlodipin Non-Tx
Sklerosescore 2,1+0,1*# 1,2+0,1* 1,7+0,2 *# 0,2+0,1

* = p<0,05vs. Non-Tx: #= p < 0,05vs. Allo-Tx + Enalapril

3.7.3. Interstitielle Sklerose der antihypertensiloehandelten Versuchsreihe
(Gruppe A)

Bei der Beurteilung der Vermehrung der interstiiel Sklerose konnte erneut ein
signifikanter Unterschied der Matrixvermehrung maBruppen im Vergleich zur Gruppe
der Non-Tx Tiere festgestellt werden.

Ferner konnte ein signifikanter Unterschied zwiscden mit Enalapril therapierten zu
den nicht therapierten Tieren (Allo-Tx) nachgewreserden (p < 0,05).

Ein signifikanter Unterschied zwischen der Amlodipund der Enalapril-Gruppe liel3
sich nicht bestimmen (s. Abbildung 18 und Tabe)leC8e grofite interstitielle Sklerose-
vermehrung zeigten die nicht antihypertensiv bebied Allotransplantate.
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Abbildung 18: Interstitielle Sklerose in der antihypertensiv éethelten Versuchsreihe

(Gruppe A). Amlodipin n3zEnalapril n = 6; Allo-Tx n =4; Non-Tx
n=3. *=p<0,05Won-Tx; #=p <0,05vs. Allo-Tx

Tabelle 8: Interstitieller Sklerosescore in deiltaygertensiv behandelten Versuchsreihe
(Gruppe A); Angabe von Mittelw@dW) und Standardabweichung (SD).

Allo-Tx

Allo-Tx + Enalapril

Allo-Tx + Amlodipin

Non-Tx

Sklerosescore

19+0,1*

1,1 +0,I*#

15+0,2*

0,2+0,1

* = p< 0,05vs. Non-T; #= p< 0,05vs. Allo-Tx
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3.8. PCNA-positive Zellen der Versuchsreihe ohne sihypertensive Therapie nach

drei Monaten (Gruppe B)

Drei Monate nach Transplantation konnte eine skanit hohere PCNA-Expression bei

den hypertensiven allotransplantierten Tieren sbwohVergleich zu den allotransplan-

tierten normotensiven sowie zu den isotranspldetiefieren mit und ohne Hypertonus
festgestellt werden (p < 0,05; siehe auch Tabealtek@pitel 3.9.).

Die Gruppe der hypertensiven Allotransplantate wieshochste Anzahl nachweisbarer
PCNA-positiver Zellen auf. Die meisten PCNA-exp@manden Zellen fanden sich

tubulér (s. Abbildun-gen 5 - 7), aber auch mesdrgien sich PCNA-exprimierende

Zellen nachweisen. Das Ausmald der PCNA-positivdteZéei den isotransplantierten

Tieren mit Hypertonus und bei den allotransplatéreTieren ohne Hypertonus ist nahe-
zu identisch (s. Tabelle 9).

Der Vergleich der Isotransplantate zeigt eine nigale PCNA-Expression fur die

hypertone Gruppe; bei dem Vergleich der Allotraasmte stellt man einen signifi-

kanten Unterschied zwischen normo- und hypertensiveren fest.
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Abbildung 19: PCNA-positive Zellen nach drei Monaten (Gruppe B)
Iso-Tx n = 4; Iso-Tx + Hypertonus n = 3; Allo-Tx=4; Allo- Tx + Hypertonus n = 4.
* = p < 0,05 vs. Allo + Hypertonus
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3.9. PCNA-positive Zellen der Versuchsreihe ohne sihypertensive Therapie nach
sechs Monaten (Gruppe B)

Sechs Monate post transplantationem war kein gi@nifer Unterschied der PCNA-
Expression zwischen den einzelnen Gruppen melstédibar.

Die PCNA-Expression der hypertensiven Allo- und tdgosplantate war nahezu
identisch und héher als die der normotensiven hi@fene das Signifikanzniveau p <
0,05 zu erreichen. Es fallt auf, dass bei bestedrandypertonus die PCNA-Expression,
ungeachtet ob es sich um syngene oder allogensfleantate handelt, gesteigert ist.
So zeigen die normotensiven Iso- wie auch die Adlmplantate einen deutlich
geringeren Nachweis von PCNA-positiven Zellen imrgleich zu den jeweiligen
hypertensiven Tieren.

Die PCNA-Expression der normotensiven Allo- undraonsplantate hatte ebenfalls ein
ahnliches Ausmal} (s. Tabelle 9). Der PCNA-Nachwash sechs Monaten féllt deut-

lich geringer aus als drei Monate nach Transplamtds. Tabelle 9).
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Abbildung 20: PCNA-Expression nach sechs Monaten post transttio Gruppe B).
Iso-Tx n = 4; Iso-Tx + pBrtonus n = 3; Allo-Tx n = 4; Allo- Tx +
Hypertonus n = 4.
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Tabelle 9: PCNA-positive Zellen/Gesichtsfeld nacki dind sechs Monaten in der
Versuchsreihe ohne antihyperten3ikerapie (Gruppe B); Angabe von

Mittelwert (MW) und Standardabwmiag (SD).

IS0-Tx iSo-Tx + Allo-Tx Allo-Tx +
Hypertonus Hypertonus
PCNAEXpression |y 5402+ | 107£02% | 1,102+ 39405
nach drei Monaten
PCNA-EXpression | 464012 | 081+0,12 | 046£012 | 0,75%0,12
nach sechs Monaten

* = p < 0,05 vs. Allo + Hypertonus

3.10. MHC-Expression der Versuchsreihe ohne antihygrtensive Therapie nach drei

Monaten (Gruppe B)

Bei der computerunterstitzten Auswertung der MH@+Egsion nach drei Monaten
war die MHC-II-Expression der hypertensiven allogplantierten Tiere im Vergleich
zu allen anderen Gruppen deutlich erhoht.

Ein signifikanterUnterschied lie3 sich zwischen den isotransplaetiefieren mit und
ohne DOCA/Kochsalz-Belastung im Vergleich zu derpdrensiven allotransplan-
tierten Tieren feststellen (s. Tabelle 10 in Kata1.).

Auch die normotensiven allotransplantierten Tieeggten ein groReres Ausmal’d der
MHC-Expression als beide Gruppen der isotransmeeti Tiere jedoch ohne das
Signifikanzniveau von p < 0,05 zu erreichen. Didogénitat scheint - wie nicht anders
zu erwarten - einen entscheidenden Einfluss aufMiC-Expression zu haben und
wird durch einen Hypertonus offenbar potenziert.

Die MHC-Expression war bei allen Gruppen nach dtenaten héher als sechs Monate

post transplantationem (s. Tabelle 10 in Kapit&lL3.
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Abbildung 21: MHC-Expression nach drei Monaten (Gruppe B). IS0 4;
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3.11. MHC-Expression der Versuchsreihe ohne antihygstensive Therapie nach
sechs Monaten (Gruppe B)

Insgesamt fiel die MHC-Expression sechs Monate faasplantationem deutlich gerin-
ger aus als drei Monate post transplantationem.

Es konnte eine signifikant (p < 0,05) hohere MH(Eession fur die hypertensiv
allotransplantierten Tiere im Vergleich zu alleru@pen nachgewiesen werden.

Die MHC-Expression der hypertensiven Isotransplanteel sogar geringfligig hoher
aus als die der normotensiven Isotransplantatedendormotensiven Allotransplantate.
Das deutlich geringste Mal3 der MHC-Expression wiedie normotensiven Isotrans-

plantate auf (s. Tabelle 10).
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Abbildung 22: MHC-Expression nach sechs Monaten (Gruppe B)Tksa-= 4;
Iso-Tx + Hypertonus n7ABo-Tx n = 4; Allo- Tx + Hypertonus
n=4.*=p<0,05 vdlo&x Hypertonus

52



Tabelle 10: MHC-Expression nach drei und sechs Mona der Versuchsreihe ohne
antihypertensive Therapie (GmiB); Angabe von Mittelwert (MW) und

Standardabweichung (SD).
1S0-Tx ISO-Tx * Allo-Tx Allo-Tx +
Hypertonus Hypertonus

MHC (arbitrary

units) nach 3 4460+1132* | 4796 +1799* | 7443 +1332* 11136 + 1861
Monaten

MHC (arbitrary

units) nach § 572+354* 3200 + 1496 * 2668 + 520 * 8863 + 1192

Monaten

* = p < 0,05 vs. Allo+ Hypertonus
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4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Untersuchungen war a3 Hiefluss des Hypertonus auf die
CTD zu untersuchen.

Als Einflussgréf3en wurden die Transplantationsfgisa oder allo), das Vorhandensein
eines Hypertonus und in der antihypertensiv beHhtsrde/ersuchsreine (Gruppe A)
zusatzlich der Einfluss einer antihypertensiven rapee mittels Ca-Antagonisten
(Amlodipin) respektive eines ACE-Hemmers (Enalggéricksichtigt.

Wie in verschiedenen Studien bereits beschriebeneyscheinen das Auftreten einer
CTD und das Auftreten eines Hypertonus in einemadusenhang zu stehen (Kusaka
et al. 1999; Mannon et al. 1999; Opelz et al. 1988)l 1995; Szabo et al. 1998).

Der intraglomerulédre Hypertonus und die Hyperfiloba werden als die wichtigsten
hamodynamischen Faktoren fiir das Fortschreitegldarerularen Schadigungen ange-
sehen (Olsen et al. 1982). So konnte in einer 8tuoin Mange et al. (2000) festgestellt
werden, dass das Risiko fur das Transplantatvensage den Faktor 1,15 anwachst,
wenn der systolische Blutdruck um 10 mmHg steighs Risiko des Transplantat-
versagens ist sogar um den Faktor 1,27 erhéht, wlenrdiastolische Blutdruck um
denselben Wert steigt (Mange et al. 2000).

Cosio et al. (1999) zeigten einen hochsignifikardaeammenhang zwischen Blutdruck
und Transplantattiberleben Uber sechs Jahre pas$ptamtationem bei Gber 550
Patienten, die eine akute AbstoRung durchlauferermaBei Patienten ohne akute
AbstoBung hatte der Blutdruck keinen Einfluss aa$ dransplantatversagen. Akute
AbstoRung und Blutdruck scheinen sich negativ garezen (Cosio et al. 2001).

Opelz et al. (1998) belegten anhand einer Studee,26.000 Nierentransplantations-
patienten umfalite, dass der systolische und dsdtel Blutdruck ein Jahr nach der
Transplantation den Transplantatverlust in den st&chJahren vorhersagt. So zeigte die
Gruppe mit systolischen Werten zwischen 140 bisrhtHg 16 % mehr Transplantat-
verluste im Vergleich zu der Gruppe mit systolisthéerten < 140 mmHg. Bei Werten
Uber 180 mmHg betrug diese Differenz sogar 106 §e(Det al. 1998).

Frei et al. (1995) zeigten, dass ein HypertonusdesrTransplantation mit schlechteren
Langzeitergebnissen einhergeht. In tierexperimimélntersuchungen konnte der Ein-
flul des Hypertonus auf inflammatorische Reaktiom@mand der Expression von
Zytokinen festgestellt werden (Frei et al. 1995).
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Der Hypertonus fihrt zu einem erh6hten kapillarendR innerhalb der Glomeruli und
somit auch zu einer erhbhten Wandspannung derselieérzu einer Zunahme der auf
sie einwirkenden Scherkréafte. Diese stellen einatscheidenden Faktor, der zur
Aktivierung von Endothelzellen fihrt, dar (Langéwiund O‘Donell 1986; Mai et al.
1993; Pohl et al. 1986).

Es wird vermutet, dass die Aktivierung der EndathBén eine Interaktion von
Empfanger-Leukozyten und Spender-Antigenen ermiiglimd somit eine entschei-
dende Rolle fur die AbstoRungsreaktion spielen k&(iHeemann et al. 1994).

Die Belastung der Glomeruluskapillaren durch demskant erhdhten systemischen
Blutdruck wird eine wichtige Rolle bei der Entstelguder Nierenerkrankung zuge-
schrieben. Ein vermehrter Durchflu von Makromolekidurch das Mesangium und
die mesangiale Erweiterung durch die Druck- und3balastung gipfeln schlieflich in
einer Glomerulosklerose (Szabo et al. 1998).

Neben der Interaktion von Empfanger-Leukozyten Gpeénder-Antigenen durch die
Endothelaktivierung werden vermehrt vasokonstriregide Substanzen wie Angio-
tensin-Il, Endothelin-l und Thromboxane-A2 und Wstcimsfaktoren wie TGF-R3,
PDGF-AA und b-FGF ausgeschittet. Hierdurch kommitzeseiner Migration von
glatten Muskelzellen in die Intima der Gefal3e, Hier proliferieren und zu einer
weiteren Verengung der Strombahn fuhren und inneiogculus vitiosus minden und
somit die Zerstérung des Transplantates vorantngi§eabo et al. 1998).

Ziai et al. (2000) konnten durch eine Senkung dmsliren Drucks in den Glomeruli
hypertensiver Ratten mittels Losartan, einem ARéizeptorantagonisten, einen reno-
protektiven Effekt erzielen. Dies gelang durch einerabgesetzte Expression von
Zytokinen, die der Rekrutierung von Makrophagemeiesowie durch eine verminderte
Expression Makrophagen assoziierter Chemokine. SihluRfolgerten, dass
Mechanismen, die eine CTD beginstigen, Angiotehsatthangig sind und durch die
Verabreichung eines AT-lI-Rezeptorblockers podmeinflusst werden kbnnen. Weitere
Studien zur Untersuchung des geeigneten Antihypsixtems sind erforderlich, um die
bestmdglichste Therapie des Hypertonus nach Nramgglantation zu finden.

Grone et al. (1999) konnten die Rekrutierung infleatorischer Zellen in Nierentrans-
plantaten durch die Applikation von met-RANTES, e#m Chemokin-Rezeptor-
antagonisten, erfolgreich unterdricken und sonmiereiAbstoRungsreaktion entgegen-

wirken.
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El Fettouh et al. (2000) wiesen eine strenge Assion zwischen positivem Flow-
Cytometry-Crossmatch (FCXM) und der Entwicklungegiohronischen Abstof3ung nach.
Folglich kénnte eine aggressivere Therapie dereR@in mit positiver FCXM in einer
niedrigeren CTD-Rate minden und somit die Transailéberlebensquote deutlich
verbessern.

Der Hypertonus scheint auf die Langzeitprognose bbarentransplantierten einen
entscheidenden Einfluss zu haben. Um eine geziettegenaue Einstellung eines Hyper-
tonus vornehmen zu kénnen, ist eine exakte Erfgsdasselbigen unentbehrlich. Hierzu
empfiehlt sich ein 24-Stunden Monitoring, insbesredum néchtliche Blutdruckspitzen
zu erfassen. Sporadische Messungen sind nichticlusne.

Nakano et al. (1999) stellten fest, dass das Rigkminal niereninsuffizient zu werden,
bei fehlender nachtlicher Blutdruckabsenkung um Haktor 8 erhoht ist. Curtis et al.
(1988) konnten belegen, dass eine Kochsalz-Restrikiu einem signifikanten Blut-
druckabfall bei Nierentransplantierten fhrt.

Eine NaCl-Restriktion ist empfehlenswert, da eingeéftvolamie der medikamentdsen
Therapie entgegenwirkt. Die Pravalenz einer Niemtenanerkrankung der hyper-
tensiven Population liegt bei etwa 10 %; meist ledinels sich um eine Stenose der A.
renalis aufgrund arteriosklerotischer Umbauvorgaiige circulus vitiosus entsteht, da
eine unilaterale Stenose zu einer vermehrten Alisiseiy von Renin fihrt mit der sich
daraus ergebenden peripheren Vasokonstriktion undkbatriurese der kontralateralen
Niere. Bei einer bilateralen arteriellen Stenose Aerenalis spielt das RAAS eine
untergeordnete Rolle; der Anstieg des Blutdruckd wielmehr durch eine Natrium-
retention und der damit verbundenen Volumenexpansdklart. Bei bilateraler
Nierenarterienstenose kann ein ACE-Hemmer die Nieneschlechterung beschleu-
nigen, wohingegen er bei unilateraler Nierenarntetienose die Funktion der gesunden
Niere schitzt und die Atrophie der stenotischerteSEirdert. Die Anwendung eines
ACE-Hemmers zur antihypertensiven Therapie bedatfyliEh einer intensiven
Uberwachung der Nierenfunktion; besonders beididdér Stenose (Tullis et al. 1999).
Das Zusammenspiel von alloantigen-abhéngigen umabhéngigen Faktoren lasst sich
anhand der durch die Gewebeschéadigung fur das Isystem des Empfangers
erkennbar gewordenen Antigene gut verdeutlichenl(P@99a). Der immunologische
AbstoRungsprozess wird also durch nicht-immunotdgsVeranderungen gefordert,

alloantigen-abhangige sowie alloantigen-unabhangigdussfaktoren scheinen einen
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erganzenden Einfluss auf die Entwicklung des clsren Transplantatversagens zu
haben.

Sie scheinen dieselben zellularen und molekularedidoren der Gewebeverletzung,
Umbildung und Reparatur zu aktivieren (Varghese9)9Ber Mechanismus mit dem
der Hypertonus die Expression von Wachstumsfaktatereleriert, ist nicht ganzlich
geklart.

Da diese aktivierten Mediatoren einen entscheiderifigitrag zur Zellinfiltration bei
der Transplantatabstof3ung leisten, ist deren Amiaggwung ein hoffnungsvoller Schritt
zur Unterdrickung der AbstoRungsreaktion. Denkb@herapieansatze waren die
Blockade des Signalflusses von Wachstumsfaktoremesdie Unterdriickung ihrer
Bindung an die entsprechenden Rezeptoren (Hayr9)199

4.1. PCNA-Expression

PCNA ist ein etablierter Marker flr die proliferadi Potenz eines Gewebes. So eignet er
sich, um Vergleiche zwischen proliferationshemmendeer -férdernden Einflissen

verschiedener Zustande oder Noxen zu beurteilen.

4.1.1. PCNA-Expression unter Amlodipin- bzw. Enalapltherapie (Gruppe A)

Die grofdite PCNA-Expression konnte in der antihygesiv behandelten Versuchsreihe
(A) fur die hypertensiven Allo-Tx, die keinerlei finypertensiva erhielten, nachgewiesen
werden.

Fur die mit Amlodipin therapierten Tiere liel3 sohar die niedrigste Anzahl von PCNA-
positiven Zellen unter den transplantierten Tideststellen, der Unterschied zu den mit
Enalapril therapierten Tieren war jedoch nicht siigant.

Die eindeutig geringste PCNA-Expression zeigten ridemotensiven nicht transplan-
tierten Tiere.

Deutlich wird hier, dass sowohl Alloantigenitdt #&hsplantation) als auch
alloantigenunabhangige Faktoren (Hypertonus) Essflauf die PCNA-Exprimierung

nehmen. Der Hypertonus hat einen progressivenusmfhuf Zellumbauvorgange, die in
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einer Sklerose minden konnen. Diese sklerotischrabduvorgéange wiederum machen
Alloantigene detektierbar und begtinstigen somi émmunreaktion.

Bei den transplantierten Tieren unter Enalapridiper lie3 sich eine signifikant héhere
PCNA-Expression dokumentieren als bei den TiererNda-Tx Gruppe.

Fir die transplantierten Tiere unter Amlodipintipgeawar die PCNA-Ausschittung im

Vergleich zu den Non-Tx Tieren nicht signifikantsgggert. Unter der Therapie mit

einem Ca-Antagonisten scheinen die Prolifertatiorg@inge also suffizienter gedrosselt
zu werden als unter der Therapie mit einem ACE-Heminwiefern ein Ca-Antagonist

Gewebeumbauprozesse uber die Senkung des Blutdnutkiss positiv zu beeinflussen

vermag, bleibt zu klaren.

Ungeachtet der Therapieform bleibt festzuhaltessdauch in dieser Versuchsreihe ein
Hypertonus stets zu einer erhéhten Expression @A lhrt.

So wies die untherapierte transplantierte Grupgedéaitlich grof3te Ausmafd an PCNA-
positiven Zellen auf (s. Abbildung 5).

Die Therapie des Hypertonus vermag das Ausmald gimastig zu beeinflussen, ist

jedoch nicht in der Lage, den Zustand ohne jegticBanfluss alloantigen-abhangiger

oder -unabhangiger Faktoren herzustellen.

Die nicht transplantierten Tiere zeigten stetsgkengste PCNA-Expression. Auch in

diesem Fall wird das Zusammenspiel des HypertondsAliogenitat offensichtlich.

4.1.2. PCNA-Expression der Versuchsreihe ohne anipertensive Therapie
(Gruppe B)

In unserem Versuchsaufbau der Versuchsreihe ohiteypertensive Therapie liel3 sich
fur die drei Monatstiere der signifikant grof3te Naeis von PCNA-positiven Zellen fur
die hypertensiven Allotransplantate aufzeigen.

Hypertensive isotransplantierte Tiere wiesen eiakemu identische Fille an PCNA-
positiven Zellen wie die normotensiven Allotransypéde auf. Diese beiden Feststell-
ungen legen die Schluf3folgerung nahe, dass digefzisines Hypertonus uber den
Einfluss alloantigen-abhéngiger Faktoren hinaudifprative Prozesse begunstigt. Die
positive Beeinflussung von alloantigen-abhangigaktdéien durch die Existenz eines
Hypertonus wird durch unsere Feststellung, dasPAiBA-Expression bei den hyper-

tensiven Iso-Tx niedriger ausfallt als bei den nmensiven Iso-Tx wahrend fur die Allo-
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Tx ein signifikanter Unterschied zwischen normod tnypertensiven Tieren festgehalten
werden kann, unterstrichen.

Sechs Monate post transplantationem liel3 sichi@ihgpertensiven Iso-Tx und Allo-Tx
eine deutlich hohere PCNA-Expression nachweisefuatiie normotensiven Tiere.

Auch diese Tatsache legt die Vermutung nahe, dbsantigen-abhéngige Faktoren
synergistisch mit alloantigen-abhéngigen (Hyper®)nuraktoren auf proliferative

Vorgange einwirken.

4.2. MHC-Expression

MHC wird zum einen in seiner ldslichen Form als geovon Gewebeschaden nach
Transplantation exprimiert, zum anderen aktiv voen diransplantierten Organen
produziert. Als membrangebundendes Antigen exisésrauf der Oberflache intakter
Spenderzellen (Kobayashi et al. 1999).

In einem Versuchsaufbau immunisierten Womer ef28l01) Lewis-Ratten mit Wistar-
Furth Klasse II-MHC-Antigenen (entweder HLA-DR-aichl oder HLA-DQ-ahnlich)
oder Klasse I-MHC-Antigenen (HLA-A-ahnlich) 7 Tager Transplantation.

Die Kontrollgruppe erhielt nicht gematchte Kadakaesplantate.

Drei Monate spater konnte bei der Gruppe HLA-A inmisierter Tiere eine deutlich
hohere Vaskulopathierate festgestellt werden aldeim MHC-II immunisierten Tieren
sowie in den Kontrollgruppen.

Sechs Monate spéater war die Vaskulopathie bei dex+Alund HLA-DR immunisierten
Tieren deutlich starker fortgeschritten als in déontrollgruppen und den HLA-DQ
immunisierten Tieren. Es kommt im Verlauf folglizh einer Verlagerung der Antigenitat
der MHC-Peptide.

Es konnte demonstriert werden, dass durch PragemgEthpfanger-T-Zellen durch
spezifische MHC-1 und MHC-II Allopeptide des Sperglelie Entwicklung und das
Fortschreiten einer Vaskulopathie begunstigt wird.

Ein indirektes Wiedererkennen von Spender MHC-Kdaksind Il Antigenen fordert

demzufolge die Entwicklung einer Vaskulopathie @emsplantates (Womer et al. 2001).
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4.2.1. MHC-Expression unter Amlodipin- bzw. Enalapiltherapie (Gruppe A)

Bei der antihypertensiv behandelten Versuchsredmte ein signifikanter Unterschied
zwischen den wahlweise mit Amlodipin oder Enalagirdrapierten Tieren und den nicht
therapierten hypertensiven Allotransplantaten testigjlt werden.

Ein signifikanter Unterschied zwischen den mit Adipn und den mit Enalapril
behandelten Tieren hinsichtlich Reduktion der MHp1EeSSion besteht nicht.

Sowohl Amlodipin als auch Enalapril vermochten BiEC-Expression im Vergleich zu
der Gruppe der nicht antihypertensiv behandeltesreTsignifikant zu senken. Diese
Tatsache unterstreicht die Madoglichkeit eines karsaZusammenhangs zwischen
Hypertonus und MHC-Expression und verdeutlicht Wchtigkeit des friihzeitigen
Erkennens und Therapieren des Hypertonus.

Der Hypertonus scheint in diesem Versuchsaufbaeneeamtscheidenden Faktor fur die
MHC-Expression zu spielen.

Ebenso wie in der Versuchsreihe ohne antihypextentherapie ist auch in der anti-
hypertensiv behandelten Versuchsreihe ein Einfalissntigen-abhéangiger Faktoren zu
verzeichnen, der durch den signifikanten Untersthiéer untersuchten Gruppen zu der
Gruppe der nicht transplantierten Tiere zum Ausklkammt.

4.2.2. MCH-Expression der Versuchsreihe ohne antilpertensive Therapie
(Gruppe B)

In unserem Versuchsaufbau der Versuchsreihe ohiteypertensive Therapie liel3 sich

eine signifikant vermehrte Expression des MHC Itg§ens bei den allotransplantierten

hypertensiven Tieren nach drei Monaten im Verglaohden isotransplantierten Tieren
mit und ohne Hypertonus nachweisen.

Der Unterschied zu den normotensiven Allotransplamt war nicht signifikant.

Der Vergleich der normotensiven Allotransplantatét men beiden Gruppen der

Isotransplantate erbrachte eine gesteigerte MHQdSgmn fir die allotransplantierten

Tiere ohne das Signifikanzniveau von p < 0,05 zei@nen.

Dies legt die Vermutung nahe, dass sowohl alloant@pbhangige wie auch -unabhangige

Faktoren einen Einfluss auf die MHC-Expression habe
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Hypertonus und Allogenitat scheinen synergistisioh Existenz eines Hypertonus poten-
ziert die Immunantwort.

Sechs Monate nach Transplantation war neben deriilsggniten Unterschied der hyper-
tensiven Allotransplantate zu den Isotransplantatesih ein signifikanter Unterschied zu
den normotensiven Allotransplantaten nachweisbas ee Beteiligung des Hypertonus
an inflammatorischen und immunogenen Mechanismeteudicht.

Die dagegen leicht gesteigerte MHC-Expression ggettensiven Isotransplantate im
Vergleich zu den normotensiven Allotransplantatessi sogar einen Einfluss des Hyper-
tonus auf die MHC-Expression unter syngenen Bealiggn vermuten.

Wenn nicht alleinig, so hat der Hypertonus wenigstsynergistische bzw. additive
Effekte mit alloantigen-abhéngigen Faktoren aufimimatorische Reaktionen.

Die Betonung der MHC-Expression auf den perivaskal@ereich legt die Vermutung
nahe, dass der Hypertonus und die mit ihm verbwescherkrafte einen
entscheidenden Beitrag fur das Ausmalfi der MHC-Espe leisten.

Diese Ergebnisse stimmen mit denen einer Untersuchvon Kusaka et al. (1999)
Uberein, in der ebenfalls eine erhéhte MHC-Expagsdiei hypertensiven Ratten mit
chronischer Transplantatdysfunktion festegestadliden konnte.

Durch eine vermehrte MHC-Expression, wie sie depéttonus zu begunstigen scheint,
wird eine Immunantwort des Empfangers begunstigt somit die Wahrscheinlichkeit

einer Transplantatabsto3ung vergrof3ert.

4.3. Interstitielle und glomerulare Sklerose unterAmlodipin- bzw. Enalapriltherapie
(Gruppe A)

Inflammation und Sklerose werden normalerweise wgeEsundem Gewebe gut
kontrolliert. Eine denkbare Hypothese ist, dass3gjeplagte transplantierte Parenchym-
zellen dieser Kontrollfunktion nicht in ausreichend Maf3 nachkommen kénnen (Paul
1999a).

Ein wichtiger Mediator der Sklerose ist das muitktionelle Zytokin TGF-3, das
wahrend der chronischen Transplantatdysfunktion Marentransplantaten exprimiert
wird. TGF-3 wird fur die Matrixvermehrung bei déiranischen Transplantatdysfunktion

verantwortlich gemacht (Paul 1999a, Paul 1999b).
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Bei der Sklerose handelt es sich um einen irreblersiProzess. Wahrend z.B. Gefalle
auch nach massiver Zerstorung wieder vollstandigednaut werden kdnnen, gelingt dies
bei Tubuluszellen nicht. Sie benétigen eine intdlkteulare Basalmembran, an die ihre
Integrine gebunden werden kdnne, um proliferierehkénnen und um die sie auszeich-
nende Polaritat aufbauen zu kdnnen. Die Zerstodergextrazellularen Matrixstruktur
fuhrt also zu einer Unfahigkeit, die Transplantetigektur wieder herzustellen (Paul
1999b).

Das renale Interstitium erfllt nicht nur die Rokées passiven Gewebes, in das die
funktionell tatigen Glomeruli eingebettet sind, dem ist vielmehr ein dynamisches
Gewebe, in dem Fasern und Grundsubstanzen produmer abgebaut, Substanz-
austausch und lymphatische Drainage stattfindenhamchonelle Funktionen gesteuert
werden (Lemley und Kriz 1991). Die Schadigung deristitiellen Matrix, wie sie der
Hypertonus zu bewirken vermag, hat folglich wedheinde Bedeutung.

Kusaka et al. (1999) konnten eine interstitielldeB8ise und Glomerulosklerose bei
hypertensiven Rattennieren mit chronischer Tramsgldysfunktion in einem Ausmal3
nachweisen, wie es bei normotensiven Absto3ungamaégm zuvor niemals beobachtet
werden konnte.

Eine Alteration des Nierengewebes, wie ihn unteleegm ein Hypertonus zu bewirken
vermag, kann dber die vermehrte Ausschittung vaemiemmatorischen Zytokinen,
Enzymen und Wachstumsfaktoren zu sklerotischen Wrdrgangen des Nierengewebes
fuhren. Gewebeschéaden vermdgen Antigene freizuledierunter normalen Umstanden
fur das Immunsystem nicht zugéngig sind bzw. nietannt werden kénnen (Paul
1999a).

Diese Untersuchungen werden durch unsere Ergebmessatigt, die in beiden Auswer-
tungen (interstitiell und glomerular) eine sign#fike Steigerung der Matrixvermehrung
aller Gruppen gegentber den nicht transplantiérieren aufwiesen.

Die mit Enalapril therapierten Tiere zeigten beidba Auswertungen (interstitiell und
glomerular) eine geringere Matrixvermehrung alshyigertensiven Allotransplantate.
Dennoch liel3 sich fur beide Medikamente ein sigaift hoherer Sklerosescore als bei
den nicht transplantierten Tieren nachweisen. Bezhider Sklerosevermehrung scheint
der Hypertonus also einen synergistischen Effekiattoantigen-abhangigen Faktoren zu
haben.

ACE ist ein membrangebundenes Enzym, das in derdévémon Venen und Arterien

vorkommit.
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Powell et al. konnten zeigen, dass durch die kamrhche Gabe eines ACE-Hemmers
die Hypertrophie von Muskelzellen in Arterien bejpbrtensiven Ratten vermindert
werden konnte. Des Weiteren konnten Powell et1880) einen positiven Einfluss auf
die Neointimaproliferation und deren Reduzierung Igoertensiven Ratten fur den
ACE-Hemmer Captopril nachweisen; fir den Ca-Antagen Verapamil konnten diese
Beobachtungen nicht gemacht werden.

FUr den Ca-Antagonisten Nitrendipin, welcher diégtwmerulare Restistance senkt,
konnte nachgewiesen werden, dass er die Progredsioislomerulosklerose forciert
(Wenzel et al. 1992).

Ein inhibitorischer Effekt auf hypertrophe Umbauy@énge von renalen Gefal3e von
ACE-Hemmern konnte ebenso nachgewiesen werdenil@¥adt al. 1989, Amuchastegui
et al. 1998). Unter Therapie mit dem AT-ll-Rezeptocker Losartan gelang Ziai et al.
(2000) der Nachweis eines reduzierten Ausmal3eSIdenerulosklerose.

ACE-Hemmer und AT lI-Rezeptorblocker scheinen sdvdaim Filtrationsdruck als auch
das Risiko, eine Glomerulosklerose zu entwickelnsenken. Auf3erdem wird vermutet,
dass sie die Proliferation von glatten Muskelzeiteden Gefaldwanden senken (Naftilan
et al. 1989).

Diese Beobachtung wird durch die Untersuchung demerulare Umbauvorgange in
unserer antihypertensiv behandelten Versuchsreitteratrichen. So gelang uns der
Nachweis einer signifikant niedrigeren glomerulafdatrixvermehrung fur die mit
Enalapril therapierten Tiere im Vergleich zu dem Amlodipin behandelten Tieren.
Ebenso war die glomerulare Sklerose bei den umtalalril stehenden Tieren signifikant
niedriger als bei den unbehandelten Tieren.

Die Betrachtung der interstitiellen Skleroseverroelyrzeigte eine signifikant niedrigere
Auspragung der sklerotischen Umbauvorgange furebklddikamente im Vergleich zu
den nicht transplantierten Tieren und keinen sikgniten Unterschiede im Vergleich
beider Medikamente.

Es ist moglich, dass ein ACE-Hemmer Uber die Vedomey der Umwandlung von
Angiotensin-1 in Angiotensin-Il die Proliferationoma glatten Muskelzellen der Gefal3e
und die Matrixproteinsynthese positiv zu modulievermag (Powell et al. 1989).
Anderson et al. konnten tber eine Kontrolle desesyschen und glomeruléaren Blut-
drucks mittels Enalapril eine Abschwéchung der étnofrie und reduzierte glomerulare

Umbauvorgénge beobachten (Anderson et al. 1986)

63



Angiotensin scheint ein wichtiges Wachstum fordemdgens der glatten Muskelzellen
von Gefalden zu sein.
Die Bearbeitung der Sklerose der nicht antihypsitebehandelten Versuchsreihe erfolgt

in der Dissertation von Dr. Y. Tanriver.

4.4. Proteinurie (Gruppe A)

Eine Assoziation zwischen Hypertonus und Nierentionkverschlechterung - gemessen
an der Auspragung der Proteinurie - beweist kek®arsalen Zusammenhang; so ist es
denkbar, dass der Hypertonus post transplantati@uein lediglich Folge der sich stetig
verschlechternden Nierenfunktion ist und somit Adswng und nicht Ursache
reprasentiert.

Szabo et al. (2000) und Ziai et al. (2000) konntefierexperimenten nachweisen, dass
Hemmer des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systemsvgbd ACE-Hemmer als auch
AT-lI-Rezeptorblocker) die chronische AbstoRungdaih und die Proteinurie senken
konnten (Amuchastegui et al. 1998).

Anderson et al. (1986) gelang ebenfalls der Nachvaiss bei mit Enalapril behandelten
Ratten die Kontrolle des systemischen und glomegnl®rucks mit einer limitierten
Progression der Proteinurie und bedeutend wenigenktsrellen glomerularen
Umbauvorgéngen assoziiert war.

Unterstrichen werden diese Feststellungen durckrugsgebnis, bei dem die geringste
Proteinurie fur die unter Enalapriltherapie stelmndiere der antihypertensiv behan-
delten Versuchsreihne mefRbar ist. Der Unterschieddem unter Amlodipintherapie
stehenden Tieren war ebenso wie der zu den untbdrap Allotransplantaten signi-
fikant.

Amlodipin hatte in unserem Versuchsaufbau keingnifskant positiven Effekt auf die
Reduktion der Proteinurie im Vergleich zu den nahiihypertensiv behandelten Tieren.
Far die nicht antihypertensiv behandelten Tierenkendie groRte Proteinurie nach-
gewiesen werden.

Roodnat et al. (2001) belegten in einer Versuchsralass das Ausmal der Proteinurie
post transplantationem sowohl das Risiko einessplantatverlustes erhoht als auch ein

Risiko fir das weitere Uberleben darstellt.
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4.5. Kritik

Ein direkter Effekt der DOCA- und Salzbelastung éa Ausmafd der MHC- und PCNA-
Expression sowie ein indirekter Effekt Uber Beeisfung von Mediatoren kann nicht
ausgeschlossen werden und somit deren potentiedgnfBissung unserer Ergebnisse
nicht negiert werden.

Bei dem von uns angewandten Versuchsaufbau erflégiee Kontrolle der tatséchlich
aufgenommenen DOCA-Menge; ebenso wenig wurde diratume von Amlodipin und
Enalapril auf eine Aufnahme in mg/kg Korpergewighhormt. In welchem Ausmal3 nun
also das einzelne Tier tatsachlich mit DOCA betastel mit Amlopdipin bzw. Enalapril
behandelt wurde, lasst sich nur abschatzen.

Es wurde berichtet, dass mit DOCA belastetet Tigeht nur einen erhdhten Blutdruck,
sondern auch eine erhOohte Rate von Sklerosen uné-3FBxpression am Herzen
aufweisen (Ammarguellat et al. 2001, Ammargueltadle2002). Bei der Wertung der in
unseren Versuchen erzielten Ergebnisse mul3 di¢sache Berlcksichtigung finden.
Eine immunsuppressive Therapie mit Cyclosporin Ardeubei uns nur Gber 10 Tage
durchgefuhrt und nicht, wie in der Transplantatoadizin Ublich, Gber die gesamte
Dauer des Versuchs. Bei der Beurteilung der Skderiss zu bertcksichtigen, dass
Cyclosporin A die Entstehung sklerotischer Umbag#éage férdert.

Ein weiterer Kritikpunkt ist die Grol3e der von uwnstersuchten Gruppen, die sich zum
einen durch das vorzeitige Versterben der Tierdgrgum anderen durch die Aufteilung
in der nicht antihypertensiv behandelten Versudhsrder 3- und 6-Monatstiere. Eine
VergroRerung der Tiere pro Gruppe wére nur unaBgm Aufwand moglich.

Bei der Auswertung ist ein subjektives Bewertungsyeen gewahlt worden. Die
erzielten Ergebnisse sind daher nicht objektiv samdinterliegen einer Beeinflussung

durch den Untersucher.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund
Arterieller Hochdruck ist eng assoziiert mit chsmhiem Nierentransplantatversagen.

Unklar ist jedoch ob Hochdruck Ursache oder Folge Transplantatdysfunktion ist. In
der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des reften Hochdruckes auf die
chronische Transplantatdysfunktion anhand einesdatdisierten und gut reprodu-
zierbaren Transplantations-Tiermodells Fishdrewis Ratte u.a. unter folgenden Frage-
stellungen untersucht: Akzeleriert der arteriellgpettonus das Auftreten einer chroni-
schen Transplantatdysfunktion? Welche Pathomeahanisverden durch einen Hoch-
druck in der transplantierten Niere ausgeltst? rBlesist die Therapie des Hypertonus
mit Antihypertensiva die Funktionsverschlechterung das Transplantatiberleben sowie

strukturelle Umbauvorgange?

Methoden

Die Arbeiten wurden im Fisher —> Lewis Transplaotasmodell durchgefuhrt. Im ersten
Ansatz wurden Allotransplantationen durchgefiihity Elochdruck durch Gabe von
Desoxycorticosteronacetat (DOCA) und orale Salzbetay induziert und anschliel3end
entweder mit Enalapril oder mit Amlodipin behand@truppe A). Im zweiten Ansatz
wurden Iso- und Allotransplantationen durchgefiilwtj jeweils der Halfte der Tiere
wurde ein Hochdruck mit DOCA/Salz erzeugt (GruppelB beiden Versuchsaufbauten
(Gruppe A und B) untersuchte ich die PCNA- und MBXpression im Nierengewebe
mittels immunhistochemischer Verfahren. Die Praige wurde mittels der Bradford
Methode gemessen. Die Dokumentation und DiskusséorProteinurie, des Uberlebens
sowie des Hypertonus der Versuchsreihe ohne amtiteqsive Therapie (Gruppe B)

wurde von Dr. med. Tanriver, der an diesem Projafwirkte, Gbernommen.

Ergebnisse
Fur die Versuchsgruppe ohne antihypertensive Thei@&ruppe B) konnte ich zeigen,

dass die Induktion eines Hochdrucks die Expressmm MHC deutlich zu steigern
vermag, insbesondere in der Kombination Allo-Traasiat/Hochdruck. Ebenso kam es
zur vermehrten Expression von PCNA. Ich konnte eeiglass unter Therapie mit
Enalapril die Mortalitdt der Tiere in Gruppe A sigant gesenkt werden kann,
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dagegen konnte fur die Tiere unter Amlodipinthezapkeine signifikante

Mortalitdtssenkung nachgewiesen werden. Gleicliggjglang die Blutdrucksenkung
mit Enalapril deutlich suffizienter als mit Amlodip Ebenso konnte unter
Enalapriltherapie eine signifikant geringere Pruteie erzielt werden als unter
Amlodipintherapie. Unter Enalapril zeigten sich vgam strukturelle Umbauvorgange
im Sinne einer glomerularen und interstitiellen é8&ke als unter Amlodipintherapie.
Fur beide Medikamente konnte ein positiver Einflaad die MHC- und PCNA-

Expression nachgewiesen werden, wobei Amlodipie auffizientere Unterdriickung

der PCNA- Expression bewirkte als Enalapiril.

Schlussfolgerung

Die erhobenen Daten unterstreichen das Zusammeramantigen-abhéngiger und
alloantigen-unabhangiger Faktoren, die auf die kaitgrognose von Nierentrans-
plantaten einen entscheidenden Einfluss austibenH{gertonus ist ein entscheidender
alloantigen-unabhangiger Risikofaktor, der die Romg flir ein Nierentransplantat
deutlich negativ beeinflusst. Fur die Praxis isbare einer suffizienten und intensiven
immunsuppressiven Therapie folglich die konsequeB&handlung des arteriellen
Hypertonus zwingend erforderlich um die Funktiom tlansplantierten Niere moglichst
lange zu erhalten. Durch eine bessere Behandlmeg arteriellen Hypertonus scheint ein
ACE-Hemmer die strukturellen Umbauvorgénge besseurgerdriicken und somit die
Uberlebensrate des Transplantates zu erhohen alsCaiAntagonist. Es ist zu
schlussfolgern, dass ein ACE-Hemmer im Vergleicreinem Ca-Antagonist deutliche

Vorteile in der Pravention der chronischen Trangal@ysfunktion zu haben scheint.
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