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1 EINLEITUNG

Die Nierentransplantation stellt heute ein etabliertes Therapieverfahren bei terminaler
Niereninsuffizienz dar. 1947 scheiterte David M. Hume [1] in Boston mit der ersten
Nierentransplantation an einer jungen Frau aufgrund der folgenden
AbstoBungsreaktion. Die erste erfolgreiche Transplantation von einem
Lebendspender fuhrte der Chirurg Jean Hamburger 1953 in Paris [2] durch. Es
dauerte jedoch einige Jahre, bis die Probleme, speziell die Abstoldungsreaktionen,
dieser Technik soweit gelést worden waren, dass eine breitere klinische Anwendung
erfolgen konnte. In den USA werden jahrlich 25.000 Nieren — in Deutschland tber
2.000 transplantiert.

Ein weiteres groBes Problem stellt die adaquate Konservierung der zu
transplantierenden Niere dar. In der Zeit von der Explantation bis zur
Wiederherstellung der Blutversorgung im Empfanger ist die Niere von der Zufuhr
jeglicher Nahrstoffe sowie vom Abtransport der anfallenden toxischen
Stoffwechselprodukte abgeschnitten.

Um dieses Problem zu Idsen, wurden im Laufe der Jahre verschiedene Verfahren
und Konservierungslésungen entwickelt.

Die heutzutage am weitesten verbreitete Methode ist die sogenannte Single Flush-
Perfusion. Dabei wird die Niere Uber die Arteria renalis mit einer
Konservierungslosung gespuilt.

Durch die Konservierungslésungen soll in der ischamischen Phase die intra- und
extrazellulare Azidose vermindert werden, die Volumenverhéltnisse aufrechterhalten
werden, die Energiereserven unter anaeroben Bedingungen ausgenutzt werden,
Prozesse, die nicht der Aufrechterhaltung der Zellfunktion dienen reversibel
gehemmt werden und die Integritat der Zellstrukturen, die fur die Funktionsaufnahme
des Implantats nach Reperfusion verantwortlich sind, gewahrleistet werden.

Bei der Zusammensetzung dieser Lésung fand in den letzten Jahren eine deutliche
Entwicklung statt. Die am haufigsten benutzte Losung ist die Euro-Collins-Losung,
welche eigens fur die Konservierung der Niere entwickelt wurde. Hierbei konnten
Transplantate nach kalter Ischamiezeit von bis zu 30 Stunden mit groRem Erfolg
eingesetzt werden.

Eine weitere Lo6sung ist die University of Wisconsin-Losung (UW), die 1988

vorgestellt wurde. Dabei wurde Hydroxyethylstarke als Kolloid zur Verhinderung von
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Einleitung

Zellbdemen sowie Glutathion als Radikalfanger zur Neutralisation entstehender freier
Radikale hinzugefigt. Im Vergleich zu Euro-Collins konnten damit bessere
Ergebnisse erzielt werden.

Eine technisch komplexe Konservierungsmethode wurde Ende der 90er Jahre von
der Charité-Arbeitsgruppe ,Normotherme Hamoperfusion isolierter Schweinenieren®
(H. v. Baeyer, K. Affeld, C. Grosse-Siestrup) vorgestellt: Hierbei wurden
Schlachthofnieren normotherm mit autologem Blut perfundiert.

Heutzutage wird die Technik der isolierten Organperfusion zur Organprotektion von
der Industrie angeboten. Das Transplantat wird, um die wichtigsten Organfunktionen
aufrechtzuerhalten, in dem sog. ,Organ Care System“ mit oxigeniertem,
nahrstoffreichem Blut versorgt. Demzufolge sind l&ngere Transportwege mdglich und
es werden bessere Outcome-Daten nach Transplantation erzielt.

Diese Technik wurde neben der Moglichkeit zur Organkonservierung als
Ersatzmethode zum Tierversuch und zur Testung von Pharmaka entwickelt.

Alle Konservierungsmethoden |6sen durch ischdmische und hypotherme
Zellschadigung ein akutes Nierenversagen des Transplantates aus. Diesbezuglich
gilt es die genannten von alloimmunogenen Einflissen abzugrenzen, gerade in
Hinblick auf die Zukunft der Transplantationsmedizin, die sicherlich in der
Xenotransplantation liegt. Unter diesem Begriff versteht man die Transplantation von
Organen einer Spezies auf eine andere. Neben dem Verstandnis auf
molekularbiologischer Ebene missen die Kenntnisse der Pathomechanismen, die
den Ablauf des postoperativen Nierenversagens ohne alloimmunogene Einflisse
hervorrufen, vertieft werden. Unser Forschungsprojekt ist in diesem Sinne eine Arbeit

zur Entwicklung der Xenotransplantation.



2 AUFGABENSTELLUNG

Innerhalb des Forschungsprojektes ,Normotherme Hamoperfusion isolierter
Schweinenieren® soll geprift werden, ob eine ausreichende Organfunktion nach
einer unilateralen Reimplantation der warm hamoperfundierten und zuvor 24 h
kaltekonservierten Nieren besteht. Dazu soll in der ersten Operation
(Spenderorganentnahme) eine Niere entnommen werden und in einer zweiten
Operation diese Niere nach Kaltekonservierung und warmer Hamoperfusion
reimplantiert und die zweite Niere entfernt werden.

Durch den Vergleich mit friheren Ergebnissen der Arbeitsgruppen -normotherme
isolierte Organperfusion- und -Autologe Reimplantation nach isolierter Perfusion
ohne Kaltelagerung- soll herausgearbeitet werden, welchen Einfluss die hypotherme

Lagerung auf das Nierenversagen hat.

Die besondere Aufmerksamkeit gilt dem Ablauf des postoperativen Nierenversagens
ohne alloimmunogene Einflisse. Im Einzelnen sollen:
- Funf Versuche mit 24 stiindiger Kaltekonservierung, und 1,5
stindiger Hamoperfusion und der anschlieRenden Reimplantation
durchgefuhrt und ausgewertet werden
- die relevanten Nierenfunktionsparameter protokolliert
werden
- die Nachsorge bei funf Einzelversuchen, inklusive der Pflege der
vollstdndig implantierten Kathetersysteme Uber einem Zeitraum von
funf Wochen tbernommen werden
- vorhergehende Versuche mit sechs Nieren ohne Kaltekonservierung
direkt hamoperfundiert und reimplantiert zu Vergleichsuntersuchungen

herangezogen werden



3 LITERATURUBERSICHT

3.1  Organprotektion

3.1.1 Hypotherme Lagerung

Ziel einer Konservierung ist es Organfunktionen, Energiereserven und
morphologische Strukturen des Organs moglichst zu erhalten. Vorteile der kalten
Konservierung sind die einfache Durchflhrbarkeit, die geringen Kosten und der
wiederholbare Einsatz.

Wahrend der hypothermen Phase haben unterschiedliche Konservierungslosungen
unterschiedliche protektive Qualitdten. Die Stoffwechselfunktionen sind auf ein
Minimum beschrankt. In der anaeroben Phase sind die Energiereserven limitiert. Von
herausragender Bedeutung ist dabei die Erhaltung eines physiologischen pH-Wertes.
Die Konservierung eines Organs beginnt mit der Perfusion des Organs im Spender
durch die Konservierungslosung und Kiihlung bis auf 4°C des Organs.

Bei der Euro-Collins-Lésung handelt es sich um eine Konservierungslésung, die in
ihrer Zusammensetzung der intrazellularen Elektrolytverteilung ahnelt. Durch den
Zusatz von Glukose findet allerdings bei hypothermen Bedingungen eine gesteigerte
Laktatproduktion statt, wodurch der pH-Wert sinkt und der Entstehung von
Zellbdemen Vorschub geleistet wird[3].

Die Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Losung ist eine .extrazellulare®
Konservierungslosung. Histidin und Histidinhydrochlorid haben die Funktion eines
Puffers. Die Zellmembranen behalten ihr normales Ruhepotential. Ein Na+ und Ca*'-
Einstrom wird verhindert. Die Zellen werden nicht aktiviert. Mannitol fungiert hierbei
als Antioxidans und verhindert durch seine onkotischen Eigenschaften Zellodeme|3].
Die University of Wisconsin-Losung (UW) ist die heute am haufigsten gebrauchte
Konservierungslosung fur die kalte Lagerung von Organtransplantaten [4].

Die osmotische Konzentration der UW-LOsung wird durch metabolisch inerte
Substanzen wie Laktobionat und Raphinose erhalten. Hydroxy-Ethyl-Starke (HES)
minimiert durch onkotische Eigenschaften Zelldodeme. Glutathion, Allopurinol und
Adenosin werden als Radikalfanger zugegeben[3].

In der Baeyer lI-Konservierungslésung, eine intrazellulare Losung, verhindert eine
hohe K*-Konzentration den K*-Ausstrom aus der Zelle. Die Zugabe von Mg?*lonen
verhindert den Ca?*-Strom Zell einwarts und SO, blockiert den CI” - und Bikarbonat-
Transport. Polyethylenglykol (PEG) mit einem molekularen Gewicht von 4000 Dalton

ermdglicht Flussigkeitsbewegungen innerhalb der kapillaren Gefal3e und dichtet
4
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verletzte Gefalle ab. Zusatzlich geht PEG eine Verbindung mit der Superoxid-
Dismutase ein, wodurch sowohl der initial hohe ATP-Verbrauch als auch die
Lipidoxid- Produktion reduziert werden [5]. PEG verhindert eine osmotische
Schwellung in kalt konservierten Nieren und schutzt die renalen Tubuli vor
Kalteschaden [6, 7].

Bei 4 °C ist der Stoffwechsel in einem Organ auf unter 5 % der Normalaktivitét
reduziert. Dafur ist die kalte Konservierung hinsichtlich des Sauerstoffangebotes
ausreichend. Allerdings ist die Erhaltung des Zellvolumens und der lonen-
Zusammensetzung ein energieraubender Prozess, der physiologischer weise Uber
die Atmungskette bewirkt wird. AufRerdem sind die Lipide in den Zellmembranen
derart durch die Kélte beeintrachtigt, dass sie einen erfolgreichen Sauerstoff- und
Energietransport in die Zelle zu Nichte machen. Auch das prinzipielle Ansteigen des
Verhaltnisses von Laktat zu Pyruvat wahrend der kalten Konservierung weist auf
einen ungenugenden oxidativen Metabolismus bei dieser Konservierungsform hin[8].
In der Klinik werden aktuell die unten angegebenen Ldsungen mit folgernden

Zusammensetzungen routinemalig eingesetzt:

Tabelle 1

Inhaltsstoffe Einheit Eigenschaft BIl UW EC HTK
Na* [mmol/l] Kation 22 30 10 150
K" [mmol/] Kation 150 125 115

Sulfat [mmol/l] Puffer 85 5

Bicarbonat [mmol/I] Puffer 10
Phosphat [mmol/l] Puffer 6 25 58
Lactobionat [mmol/l] Puffer 100

Glucosio [mmol/I] Zucker 194
Raffinose [mmol/l] Zucker 30

HES [g/dl] Kolloid 50

PEG [mmol/l] Kolloid 25

Mannitol [mmol/l] Kolloid 30

Histidin [mmol/l] Radikalfanger 198
Adenosin [mmol/l] Energie quelle 5

Allopurinol [mmol/l] Radikalfanger 1

Gluthation [mmol/I] Radikalfanger 3

Tabelle 1. Zusammensetzung verschiedener Konservierungslosungen (B II:
Baeyer-II-Konservierungslosung; UW: Universitly of Wisconsin-Losung; EC: Euro-
Collins-Lésung, HTK: Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Losung) aus Fehrenberg
2004[5]
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3.1.2 Isolierte normotherme Hamoperfusion

Isolierte Organperfusionen werden u. a. an Rattennieren durchgefiihrt und dienen z.
B. der Grundlagenforschung beziiglich der Druckverhaltnisse in der Niere [9]. 1989
wurden Untersuchungen an der Rattenniere zu Mannitol durchgefthrt, um
herauszufinden, welche Ursachen dem vasodilatativen Effekt des Mannitols
zugrunde liegen[10].

Es besteht auch die Moéglichkeit, einzelne Nephrone isoliert zu perfundieren [9, 11].

In den 60er Jahren finden die ersten isolierten Perfusionen an Hundenieren statt.
Auch hier wurden Fragestellungen im Zusammenhang mit dem Zusatz von Mannitol
bearbeitet, aber auch transplantationsrelevante Untersuchungen durchgefihrt [12].
Neben der Grundlagenforschung und der Beantwortung klinischer Fragestellungen
sind isolierte Organperfusionen von Nutzen fir die Verbesserung von
Therapieformen in der Transplantationsmedizin und zur Optimierung von
Konservierungslosungen [4].

Das Modell der isolierten Organperfusion stellt auRerdem eine Ersatzmethode zum
Tierversuch dar (BMELV 2005) [13]. Pharmakologische und toxikologische
Substanzen konnen anhand ihrer Wirkung auf einzelne Organsysteme getestet
werden [13].

Um die Vorgange im isolierten Organ mdglichst nahe an die physiologischen
Verhaltnisse anzupassen, ist es notig, korperwarm zu perfundieren. Enzyme und
Membranlipide haben hier ihr Funktionsmaximum [8].

Im Vergleich zu Perfusionen mit zellfreien Medien ermdglicht die Blutperfusion die
Untersuchung von Nierenparametern unter nahezu physiologischen Bedingungen
[13, 14].

1998 wird das normotherme Perfusionsmodell erstmals mit Schweinenieren aus dem
Schlachtprozess und mit  Hilfe eines  Dialyse-Hohlfasermoduls  zur
Perfusataufbereitung beschrieben [15]. Voraussetzung hierflr ist das Vorhandensein
der logistischen Bedingungen fir diese Variante, ein Schlachthof muss sich innerhalb
eines gewissen rdumlichen Radius befinden, da fir bestimmte Versuche die warme
und kalte Ischamiezeit zeitlich begrenzt werden missen.

Bisherige Methoden der isolierten Organperfusion konnten sich wegen funktionaler
Defizite nicht als Tierversuchsersatzmethoden durchsetzen. Die ansteigende

bakterielle Besiedlung von Organ und Apparatur, sowie das Fehlen von
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Korrekturmoglichkeiten der Zusammensetzung des Blutes in Bezug auf
niedermolekulare Solute, schliel3t Langzeitexperimente aus.

In der isolierten normothermen Hamoperfusion mit einem Dialyse-Hohlfasermodul
wird das Blut sowohl durch Gasaustausch arterialisiert als auch durch Dialyse
entgiftet.

Bei der isolierten Perfusion wird nach einem anfanglichen Abfall des
Organwiderstandes nach etwa 45 min ein steady state erreicht. Die Nieren werden
fur 139 £ 45 min perfundiert. Die Filtrationsfraktion ist nahezu normal, die GFR gering
reduziert, im Urin ist die Na'-Konzentration erhéht und die K" - Konzentration
erniedrigt. Vermindert ist auBerdem die fraktionelle Na® - Absorption. Bei einem
Anstieg des Hamatokrits auf 39 (I/I) besteht eine stark verédnderte Filtrationsdynamik.
Die Filtrationsfraktion, die glomerulare Filtrationsrate, der Na'- Transport und der
Sauerstoffverbrauch sind stark reduziert [15].

Zum gegenwartigen Zeitpunkt wird die Technik der isolierten Organfunktion von der
Firma ,TransMedics" angewandt. Hierbei wird das Transplantat in dem ,Organ Care
System® wahrend des Transportes an einen kunstlichen Blutkreislauf mit ndhrstoff-
und sauerstoffreichem Blut angeschlossen. Dadurch, daf3 das Spenderorgan von
der Entnahme bis zur Transplantation mit warmen, oxigeniertem, nahrstoffreichem
Blut perfundiert wird kénnen langere Zeitintervalle aul3erhalb des Korpers tberbrickt
werden. Durch die Methode werden postoperative Komplikationen, wie
Transplantatfehlfunktionen  oder die verspatete  Funktionsaufnahme des
Transplantates vermindert. An dem perfundiertem Organ konnen ausgiebige

Funktionstests sowie Tests zur Gewebekompatibilitat durchgefiihrt werden. [16]

Zusatzlich werden Kosten im Gesundheitswesen, welche fur aufwendige
Brickentherapien bendtigt werden, durch ein verkirztes Zeitintervall bis zur
Transplantation des Spenderorgans gesenkt. Der Aufenthalt im Krankenhaus wird
durch das sofort funktionierende Organ verkirzt. Weniger Medikamente zur
Behandlung der Komplikationen missen eingesetzt werden. Zuletzt nimmt die Zahl

der Retransplantationen ab.
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3.2 Akutes Nierenversagen (ANV)

3.2.1 Definition, Terminologie und Stadien des ANV nach Ischamie

Ausgelost wird das Akute Nierenversagen durch ischamische und nephrotoxische
Insulte [17]. Fur unsere Versuchsreihe ist die Entstehung durch kiihle Organlagerung
im Sinne einer kalten Ischmie von Bedeutung. Je langer das Transplantat kuhl
gelagert wird, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit einer Fehlfunktion [18].

Das prarenale Nierenversagen, welches mit 60 % die haufigste Form darstellt, wird
durch Flissigkeitsverluste nach anhaltenden Diarrhoen, Erbrechen,
Flussigkeitsmangel oder einem hypovolamischen Schock hervorgerufen.

Fallt die renale Durchblutung ab, ohne das ein Zellschaden daraus resultiert, wird
das Zwischenstadium, die prarenale Azotamie, erreicht. Charakteristischerweise liegt
die Osmolaritat im Urin zwischen 300 und 500 mosm/I[19].

Die Urinmengen und Elektrolytkonzentrationen unterliegen dabei Schwankungen.
Haufig wird die volle Funktionalitat in 1-3 Tagen wieder erreicht. Grundsatzlich ist die
Natriumresorption spater als die Fahigkeit zur Urinkonzentrierung betroffen.

Das ANV tritt in oligurischer (<400 ml/ d) und nicht oligurische (>400ml/ d) Form auf
[19]. Entscheidend sind im Wesentlichen die Dauer und das Ausmald der
Mangeldurchblutung.

Kommt es zu einem tubularem Schaden im Sinne einer Nekrose (Akute Tubulére
Nekrose, ATN) ist die Konzentrationsfahigkeit der Niere aufgehoben [17]. Die
Urinosmolaritat betragt hier beim Erwachsenen unter 300 mosm/I.

Unabhangig von Atiologie und AusmaR wird das ANV in Stadien eingeteilt. Dies ist in
Hinblick auf die Bewertung unserer Ergebnisse von Bedeutung. Klassischerweise
werden 3 Stadien unterschieden [20]: Eine Induktions-, eine Erhaltungs- und eine
Regenerationsphase [21].

In der Induktionsphase ist die Nierendurchblutung vermindert. Es resultiert ein
intrazellularer ATP-Mangel mit folgender Zellschadigung vor allem in den S; —
Segmenten der proximalen Tubuli [21]. Konsekutiv nimmt die GFR ab.
Morphologisch zeigt sich ein Blutstau im Bereich der Medulla [17]. In diesem Stadium
schlagt sich der Zellschaden in einer Schwellung, einem Abbau von
Membranphospholipiden, sowie einem Verlust der Zellpolaritat und der Bildung von
Detritus durch Abschilferung von Birstensaummembranen der proximalen Tubuli mit
konsekutiver Obstruktion nieder[17, 21].

In der Erhaltungsphase[21] tritt die anhaltende Ischamie und die Aktivierung des
8
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Entzindungssystems in den Vordergrund. Beide Prozesse laufen vorwiegend im
aulReren Mark ab. Hier unterliegen die Zellen der Nekrose [21, 22]. In der Nierenrinde
findet zu diesem Zeitpunkt schon wieder ein normaler Blutfluss statt.

Die Erhaltungsphase kennzeichnet eine persistierende Vasokonstriktion und damit
verminderte GFR, eine Ruckdiffusion von Filtrat aus den geschadigten Nephronen in
den Blutstrom (back leak), die Obstruktion einer Vielzahl der Tubuli durch
nekrotisches Zellmaterial, das sog. ,no-reflow“-Ph&nomen; Eine Minderung der
Oberflache bzw. Permeabilitdt der Glomerula und eine Erhéhung des onkotischen
Druck innerhalb der Kapillaren, sowie die Aktivierung des tubuloglomeruléaren
Feedback (Thurau-Mechanismus). Die Erhaltungsphase ist durch eine stabile GFR
gekennzeichnet. Der Blutfluss normalisiert sich in dieser Phase [21].

In der Reparaturphase kommt es zur Regeneration der Zellschaden. Die Zellpolaritat
wird wieder hergestellt. Zell und Organfunktion normalisieren sich. Hier spielen lokale

Wachstumsfaktoren eine entscheidende Rolle [18, 23]

3.2.2 Renale Vasokonstriktion im ANV

Auf der vaskularen Ebene wird die renale Hamodynamik durch das Konzept des ,no
Reflow®, unter dem verschiedene endothelschadigende Mechanismen und eine
davon ausgeloste Vasokonstriktion subsummiert werden, beeintrachtigt [21]. Das
Endothel hat neben einer natirlichen Barriere zwischen Blut und Gewebe eine
Vermittlerfunktion in der Pathogenese von renalen Erkrankungen [24]. Die
Konstriktion resultiert aus einem Ungleichgewicht zwischen konstriktiven und
dilatativen Faktoren zu Gunsten der Vasokonstriktoren.

Das Renin Angiotensin System hat in der Initial- und Erhaltungsphase einen
entscheidenden Einfluss auf die Vasokonstriktion. Renin wird im juxtaglomeruléren
Apparat infolge des geminderten RBF vermehrt ausgeschittet, was eine erhebliche
Angiotensin 2 Konzentration und damit intrarenale Vasokonstriktion zur Folge hat
[25].

Es liegt ein Ungleichgewicht zwischen Endothelin und NO nach Ischamie vor. Eine
Aktivierung der Endothelin Rezeptoren fihrt zu einer prolongierten Konstriktion der
glatten Muskelzellen durch Anstieg von intrazellularem Calcium. In niedriger

Konzentration wird durch diesen Mechanismus bei Blutdruckabfall die glomerulére

9
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Mikrozirkulation aufrecht erhalten. Bei hoher Konzentration im Falle einer Ischamie
nehmen der renale Blutfluss, die GFR, die Diurese und Natriurese ab [24].
Endothelin begunstigt zuséatzlich die Leukozytenadh&sion im &uf3eren Mark [22].
Weiterhin ist nach Ischamie die Reaktion der Gefal3e auf vasodilatiernde Substanzen
wie Bradikinin und Acetylcholin sowie die Freisetzung der NO-Synthetase deutlich
herabgesetzt [17].

Die Autoregulation des renalen Blutflusses ist nach Ischamie aufgehoben [26].

Eine Erh6hung des Gefal3widerstandes wird ebenso durch den tubulo-glomerularen
Feedbackmechanismus erzeugt [22]. Dieser wird durch zwei Prozesse aktiviert. Zum
einen wird durch die mangelnde Ruckresorption von Natrium, Kalium und Chlorid
und zum anderen durch den mangelhaften Abfluss eine hohe Konzentration von
Elektrolyten in den distalen Tubuli erreicht. Durch die hohe E-lyte-Konzentration im
frihdistalen Tubulus, welcher in unmittelbarer Nachbarschaft zur Macula densa liegt,
wird der Feedback Mechanismus ausgeltst. Dieser hat eine Drosselung der GFR
Uber die Vasokonstriktion der vas afferenz zur Folge [17, 25].

Eine eingeschrankte GFR und RBF sollen den Verlust der Resorptionsfahigkeit des
Tubulusepithels ausgleichen, um den Koérper vor einem hohen Natrium und Wasser

Verlust zu schitzen [17].

3.2.3 Auswirkung einer Ischamie auf den Sauerstoffbedarf und Blutfluss in der
Niere
Fur das Verstandnis der Pathophysiologie im akuten Nierenversagens ist der
unterschiedliche Sauerstoffbedarf und davon abhangige RBF von Bedeutung. Dieser
nimmt von der Rinde Uber das aul3ere zum inneren Mark hin ab [17]. Der groi3te
RBF Ruckgang ist im auf3eren Mark zu verzeichnen [21, 22]. Hier liegen die S; —
Segmente der proximalen Tubuli und der ,aufsteigende Dicke Teil der Henleschen
Schleife“. In den proximalen Tubuli werden insgesamt 99 % der Na® - lonen
ruckresorbiert. In dem ,aufsteigenden Dicken Teil der Henleschen Schleife” ist der
2Na ClI'K-Kotransporter lokalisiert. Fur die Resorptionsleistung in beiden Tubuli
Abschnitten ist ein hoher Sauerstoffbedarf erforderlich[17, 25]. Im Falle einer
Ischamie steht dieser aber wegen des geminderten RBF nicht zur Verfigung und es
kommt zu einer relativen Sauerstoffunterversorgung mit der daraus resultierenden

Zellschadigung [22, 25]. Die proximalen Tubuli sind gegeniber einer Hypoxie ganz
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besonders storanfallig, da in diesen Zellen keine Energiegewinnung bzw. -

Regeneration aus dem anaeroben Stoffwechsel der Glykolyse erfolgen kann.

3.2.4 Auswirkungen Tubularer Faktoren auf das ANV
Die renale Ischamie fuhrt zu folgenden morphologischen Verédnderungen der Tubuli,

wodurch das ANV aufrechterhalten wird.

3.2.4.1 Apoptose

Die Apoptose stellt im Gegensatz zur Nekrose einen geordneten und
programmierten Zelltod dar. Beide Formen des Zellunterganges besitzen eigene
morphologische Kennzeichen. Die Nekrose ist durch eine rasche Zellschwellung und
VergrolRerung der Mitochondrien charakterisiert. Die Zellmembrane wird zerstort.
Cytosol tritt in das Interstitium aus und ruft eine Entzindungsreaktion hervor. Im
Gegensatz dazu zeichnet sich die Apoptose durch einen langsameren Zelluntergang
aus. Es kommt zu einer Ablésung der Zellen von der Basalmembran. Der
Zellverbund wird aufgelost. Die Mitochondrien scheinen weiterhin intakt. Der Zellkern
kondensiert zu einer unspezifischen Chromatinmasse, welche dann in Einzelteile
zerfallt [27-29]. Schliel3lich zerfallt die Zelle in membrangebundene Einzelkoérper,
welche Zellorganellen, Zytosol und Zellskelett enthalten. Die apoptotischen
Fragmente werden rasch phagozytiert [28].

Reize, welche eine Apoptose auslosen, bestehen in Mangel an Wachstums Faktoren
(dem sog. default pathway), Ischamie, hoher Oxidationsrate, Fas-Ligand und Tumor
Nekrose Faktor (TNF-a)[18, 23].

Die Stoffwechselwege, welche in eine Apoptose minden, werden in eine
Commitment (Zuordnung-) und Execution (Ausfilhrung-) Phase unterteilt. Ist eine
Zelle einem apoptotischen Reiz ausgesetzt entscheidet die Commitment Phase Uber
das Schicksal der Zelle. In dieser Phase ist die Zelle einer Reihe pro- und
antiapoptotischer ~ Faktoren  gegenubergestellt.  Uberwiegen  hierbei  die
proapoptotischen Faktoren mindet die Zelle in der Execution (Ausflihrung-) Phase,
welche den Zelltod Uber eine Reihe spezifischer Mechanismen zur Folge hat [25].

Die Zelle ist in der Commitment Phase [30] einer Reihe von Faktoren wie den Bcl-2
Proteinen, Transcripton Faktoren und Kinasen gegenibergestellt, die Uber eine
maogliche Apoptose entscheiden.

11
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Bcl-2 Proteine konnen Membranen direkt perforieren, so dass proapoptotische Stoffe
wie beispielsweise das Cytochrom-c aus den Mitochondrien austreten kann [18].

Pro- und antiapoptotische Proteine kdnnen sich neutralisieren indem sie aneinander
andocken und Dimere bilden. Ob pro- oder antiapoptotische Faktoren Uberwiegen

hangt im Wesentlichen von der Konzentration der einzelnen Proteine ab.

Die Execution Phase [30] ist durch die Aktivierung der Caspasen gekennzeichnet.
Caspasen sind Proteasen, welche in der Zelle als inaktive Precursoren
(Procaspasen) vorliegen. Die Enzyme sind Teil einer komplexen proteolytischen
Kaskade, die nach Aktivierung irreversibel an die ihnen zugeordneten Substrate
binden[18, 27, 28, 31, 32]. 14 Caspasen werden in drei Hauptgruppen eingeteilt. Die
Caspasen der 1. Gruppe haben in der Apoptose nur eine untergeordnete Bedeutung.
Die Gruppe 2 stellt die ,executioner Caspasen® und Gruppe 3 die ,lInitiator
Caspasen“ dar.

Die Executioner Caspasen bewirken die klassischen morphologischen und
biochemischen Merkmale der Apoptose [27]. So degradiert Caspase 6 [33],
Matrixproteine des Zellkerns. Weitere Angriffsziele sind das Zytoskelett, sowie

Transkriptionsfactoren und Bcl-2 Proteine [18].

Ein bestimmtes Kontingent intakter Mitochondrien ist Voraussetzung fur den
Prozess der Apoptose, welcher speziell nach kalter Organlagerung in Kraft tritt.

Die Apoptose ist ein energieverbrauchender Prozess fur den ATP bereitgestellt
werden muss [28, 34, 35]. Zudem kdnnen Mitochondrien Stoffe freisetzen, die direkt
in den Prozess eingreifen oder diesen auslésen. Insbesondere konnte eine Offnung
der mitochondriellen  Membranporen, hervorgerufen durch die erhohte
Calciumkonzentration wahrend der kihlen Organkonservierung, nachgewiesen
werden [36].

Bcl-2 Proteine liegen unter physiologischen Bedingungen in geringer Konzentration
an der mitochondriellen Membran vor. Bei Kaltelagerung steigt die Konzentration der
Proteine. Das Bcl-2 Protein, welches unter Normalbedingungen in hdherer
Konzentration vorliegt, antagonisiert die membranzerstorende Wirkung des Bax-
Protein. Das Verhaltnis andert sich bei kihler Organkonservierung zugunsten des
Bax-Protein [18].

12
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Durch die entstandenen Poren tritt Cytochrom-c, welches eine initiierende Wirkung
auf die Apoptose hat, aus. Dieses bildet mit einem Protein dem sog. Apoptose-
protease-activating factor-1 (Apaf-1)[18]. Die Zelle tritt in die Executionphase erst
nach Reperfusion durch die Aktivierung der Caspase 3 ein [31].
Eine Anderung des Redox-Potential sowie der ATP-Mangel konnen ebenfalls die
Apoptose auslésen. Speziell die Kaltekonservierung der Organe hat eine Schwellung
und Verletzung der Mitochondrien mit daraus resultierender Forderung der Apoptose
zur Folge [18].
Es gibt weitere Mdoglichkeiten, welche die Apoptose auslosen. Die sog. ,,death
Receptors“ gehoren in die Familie der TNF Rezeptoren und beinhalten Fas- Ligand
(FasL) und den TNF-Rezeptor-1 (Ligand TNFo)[18]. Der intrazellulare Anteil der
Rezeptoren tritt nach Aktivierung mit einem Protein in Verbindung und bildet den
,death inducing signaling complex“ DISC. Beide Faktoren l6sen die Apoptose durch
Aktivierung der Initiator Caspasen 8 und 10 aus. Zusatzlich initiiert die Caspase 8 die
Perforation der mitochondriellen Membran.
Renale Tubulus Zellen exprimieren beide Rezeptortypen an lhrer Oberflache. Es
besteht jedoch physiologischerweise eine relative Resistenz gegentber einer
Aktivierung durch die Liganden Fas und TNFa. Ob bei kihler Organlagerung die
Konzentration der ,death“-Rezeptoren und ihrer Liganden zunimmt ist bis zum
jetzigen Zeitpunkt unklar [36]
Mit dem Begriff ,,default Pathway“ wird das Fehlen von Wachstumsfaktoren der
Verlust von Zell-Zell- und Zell- Matrix Kontakten gekennzeichnet.
Die Komponenten zur Initiierung einer Apoptose werden von den meisten Zellen in
einer inaktiven Form exprimiert. Diesbezuglich benétigt die Zelle einen konstanten
Fluss an extrazellularen Uberlebenssignalen und Faktoren, welche die Apoptose in
,Schach“ halten [18, 23, 27, 31]. Es gibt zwei groRe Gruppen an Uberlebensfaktoren
1. die I6slichen- und 2. adhasive Wachstumsfaktoren (Anheftung von Zellen an der
Matrix und Zell-Zell Kontakte).
Wachstumsfaktoren inhibieren die Apoptose. Ein Mangel an Wachstumsfaktoren
mundet auch ohne weitere Reize Uber den sog. ,default pathway“ in der Apoptose.
Wachstumsfaktoren wie Epidermal -, Insulin like- und vascular endothelial growth
Faktor schiitzen vor einer stress- und verletzungsbedingten Apoptose [18, 23].
Ein Verlust von Zell-Zell Kontakten und Zell- Matrix Kontakten (Anoikis) hat ebenso
Uber den ,Default Pathway“ eine Apoptose zur Folge [17].
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Zusammenfassend zeigt sich wahrend der kalten Organlagerung ein Zelluntergang
durch Nekrose, wahrend die Apoptose subletal verletzter Zellen in hohem Malde
nach Reperfusion des kaltekonservierten Organes stattfindet [18]. Deshalb ist davon
auszugehen, dass eine antiapoptotische Behandlung vor Reperfusion des
kaltekonservierten Transplantates z.B. mit Caspase-Inhibitoren zu einer deutlichen

Verbesserung der Organfunktion fuhrt[28, 33].

3.2.4.2 Tubular leackage

Die schwerste Form der tubuldaren Zellschadigung ist die Tubulusnekrose mit
Unterbrechung der Kontinuitéat der Tubuli. Die Folge ist eine Ruckfiltration von
Tubulusharn ins Blut (,tubular leackage®). Dieses Phanomen wird durch eine
tubulare Obstruktion in den Sammelrohren unterstitzt. Die tubuldre Obstruktion
entsteht durch Konglomerate aus abgestof3enen Blrstensaumen. Bei noch normaler
glomerularer Filtrationsrate stromaufwarts wird dadurch der intratubulére Druck
erhoht [25, 37, 38]. Die daraus resultierende transtubulare Druckdifferenz ist die
treibende Kraft fur diesen transtubularen isotonen Soluten und Wasser Transport
ohne Verbrauch von renaler Stoffwechselenergie. ,Tubular leackage® [39] ist in den
intakten Nephren mit normaler RFy," ausgeschlossen. Ein Beitrag von obstruierten

.Leaky Nephrons* zur Endharnbereitung ist ausgeschlossen.

3.2.4.3 Dislokalisation der Na* K* -ATPase

Nach einem isch&mischen Insult wurden morphologische Veranderungen in den
proximalen Tubuli durch Elektronen mikroskopische Studien aufgezeigt. Hierbei
konnte schon nach kurzer Ischamie eine Verlagerung der Na* K" -ATPase von der
basalen in die apikale Membrane der Endothelzelle nachgewiesen werden[17, 21,
22, 25, 26]. Die korrekte Lage der Na* K* -ATPase im Bereich der basolateralen
Membrane ist fir den unidirektionalen Transport bzw. die Reabsorption von Stoffen
essentiell, was eine Vielzahl von Transport-Defekten erklart. Die Intrazellulire Na™ -
Konzentration ist aber nachgewiesener MaRen gleichbleibend. Na* wird durch die
Dislokation resorbiert, anstatt ins Tubuluslumen sezerniert, was zudem die hohe Na*

-Konzentration in den proximalen Tubuli erklaren kdnnte [17].
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3.2.5 Biochemische Mechanismen der Zellschadigung

Im Falle eines Sauerstoffdefizit tritt sofort ein ATP-Mangel auf [17, 21, 38]. Halt die
Sauerstoffminderversorgung an, wird ATP zu den Nukleotiden Adenosin, Inosin und
Hypoxanthin Gber Adenosin 5-Diphosphat (ADP) und Adenosin 5-monophosphat
(AMP)  verstoffwechselt. Die  Abbauprodukte  kénnen  aufgrund ihrer
Membrangangigkeit wegdiffundieren und stehen nach Wiederaufnahme der O, -
Versorgung nicht mehr zur ATP-Resynthese zur Verfigung. Eine ATP Neusynthese
ist wegen des dafur erforderlichen hohen Energiebedarfs nicht moglich. Es kommt
also zu einem, Biochemischen Kollaps® [17, 25, 38, 40]. Ob es zu einem
Zelluntergang kommt, hangt im von der vorhandenen ATP Menge und den
Abbauprodukten (Precursoren) in der Zelle ab.

3 Faktoren bestimmen die Empfindlichkeit einer Zelle gegentber einer Ischamie:

1. Die bendtigte Energie, 2. die Glykolyse Kapazitat und 3. das Ausmal3 der Hypoxie.
Zellen mit einer hohen Glykolyse Kapazitat sind weniger anféllig gegenlber einer
Hypoxie als Zellen, welche nahezu ausschlie3lich von der Atmungskette abhangig
sind [38].

Dies erklart auch die verschiedene Empfindlichkeit der Zellen in der Niere gegeniber
einer Hypoxie. Hier liegt in verschiedenen Regionen eine unterschiedliche
Sauerstoffspannung vor. Die Energiegewinnung aus der Glykolyse ist zum Mark hin
bedeutend hoher [17, 25, 38, 40].

3.2.6 Reperfusion nach Ischdmie und kalter Organlagerung

Ein ischdamischer = Gewebeschaden wird malfigeblich durch reduzierte
Sauerstoffradikale, Anstieg der Calcium Konzentration im Zytosol und Aktivierung
proteolytischer Enzyme hervorgerufen [22, 27, 41]. Gunstige Voraussetzungen fur
diese Pathomechanismen werden durch die Reperfusion nach Ischamie und kalter
Organlagerung geschaffen [14, 18, 22, 27, 31].

Zusatzlich wurden eine weitere Klasse gewebsverletzender Substanzen sog.
Nitrogen Radikale, welche aus NO-Derivaten entstehen, entdeckt [17, 22, 24, 38,
42].

Reaktive Sauerstoffradikale haben einen wesentlichen Bestandteil an dem
Gewebsschaden durch Reperfusion nach Ischamie und kihler Organlagerung und
weisen eine hohe Zelltoxizitat auf. Ihr Einfluss wahrend der kihlen

Transplantatlagerung ist jedoch unklar. Sinn und Zweck einer kihlen Organlagerung
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ist ein herabgesetzter Stoffwechsel und daraus folgend eine geminderte
Enzymaktivitat [43].

Die warme Ischamie hat durch eine Aktivitatssteigerung der 5 Nukleotidase einen
raschen Abfall der ATP-Konzentration zur Folge. Daraus resultiert ein Anstieg von
Adenosin und Inosin. Im Gegensatz zu den Nukleotiden kénnen Adenosin, Inosin
und Hypoxanthin durch die Zellmembranen diffundieren. Inosin wird zu Hypoxanthin
und durch die Xanthinoxidase weiter zu Xanthin und Harnsaure metabolisiert[17, 18,
22, 25, 38, 43].

Wahrend der Ischdmie fallen durch ATP-Hydrolyse erhebliche Mengen an
Hypoxanthin an. Sauerstoff, der bei einer anschlielenden Reperfusion dann in
ausreichender Menge neben einer hohen Hypoxanthin-Konzentration zu Verfligung

steht wird dann in freie Sauerstoffradikale umgewandelt.
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4 VERSUCHSTIERE, MATERIAL UND METHODE

Die Tierversuch wurde am 27.08.1992 unter der Versuchsnummer GO1114/ 92 von
der zustandigen Behdrde genehmigt. Versuchsleiter: Professor E. S. Bicherl, Dr.
Christian Grosse-Siestrup. Als Versuchstiere dienen finf weibliche Lauferschweine
der deutschen Landrasse, welche 3 Monate alt sind. Die Schweine hatten zum
Zeitpunkt der Operation ein Korpergewicht von 27 bis 41 kg. Die Tiere werden in
einer 3 gm grofRen Einzelbox, unter der ein Urinauffangbecken installiert ist,
gehalten. Wasser erhalten sie Uber eine in die Box integrierte Selbsttrénke. Die
Lufttemperatur betragt 18 -21°. Das Licht wird im Tag -Nacht -Rhythmus reguliert.
Pro Tag erhielten sie etwa 1700 g eines pelletierten Standardalleinfutters (Sniff MS-

Haltung® (4mm)). Wasser stand zur freien Verfiigung.

Ablaufplan
1. Woche  Vorperiode
Ia Ib
Eingewdhnung Eingew6hnung
Voruntersuchungen Voruntersuchungen
Port-System Port-System
Eigenblutkonserven Eigenblutkonserven
Organentnahme Organentnahme
24 h Kéltelagerung
7.Tag Normotherme isolierte Hamoperfusion
ITa b
Explantation der kontralateralen Explantation der kontralateralen
Niere Niere
Intensiv-Nachsorge Intensiv-Nachsorge
Ab 2. Autologe Reimplantation
Woche IITa (bis21. post Op-Tag) IOIb (bis 43. post Op-Tag)
Reimplantation Reimplantation
Orthotope in vivo Perfusion Orthotope in vivo Perfusion
Uberwachung der Tiere Uberwachung der Tiere
Langzeitnachsorge Langzeitnachsorge
Euthanasie Euthanasie

Die Vorperiode I enthélt die Parameter unter Normalbedingungen. Den Tieren wurde
Blut am 7. und 1. Tag vor dem Eingriff abgenommen. I a ohne Kaltekonservierung ,

I b mit Kaltekonservierung Vorperiode

Die Perfusion II enthalt die Daten einer Niere wahrend der Hamoperfusion.

ITa ohne vorangehende Kaltekonservierung, IIb mit vorangehender
Kaltekonservierung

Die Autologe Reimplantation III zeigt den Verlauf der Versuchstiere von Tag 1 bis
Tag 43 bzw. 21. IIT a ohne Kaltelagerung, III b mit K&ltelagerung
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Versuchstiere, Material und Methode

4.1 Vorperiode

Von der Einstellung im Forschungshaus, bis zum Operationstermin, wurde jedes Tier
zweimal einer klinischen Untersuchung unterzogen. Es wurden Kdpertemperatur,
Herz-, Atemfrequenz, Futter und Wasseraufnahme sowie Harnabsatz kontrolliert.
Blutentnahmen fanden am 7. und am 1. Tag vor Operation statt

4.1.1 Vorbereitende Eingriffe: Implantation des subkutanen Portsystems,
Anlegen der Eigenblutkonserven

Operiert wurde unter sterilen Bedingungen im Tier-OP der

TierexperimentellenEinrichtung des Universitatsklinikums Rudolf Virchow.

Die Blutkonserven dienen als Perfusionsmedium fur die isolierte Niere und als

Reserve fur eventuelle Blutverluste wahrend der Operation.

Es wurden 300 ml autologes, zitratantikoaguliertes (ACD-A) Blut Uber einen

Jugularvenenkatheter gewonnen, das in einem mit ACD-A Vorlage (50 ml)

versehenen Biopack 500 ml Beutel im Kuhlschrank aufbewahrt wurde. Fremdblut

wurde wegen moglicher Unvertraglichkeiten nicht verwendet. Den Tieren sollte durch

eine frihe Blutentnahme eine Regeneration vor der Operation ermdglicht werden.

Es wurde ein Portsystem implantiert, mit dessen Hilfe postoperativ Blutproben

gewonnen und Medikamente verabreicht werden konnen.

Abb.1 Ansicht des Intraportsystems?

1 .
Portsystem Pharmacea Schlauchinnendurchmesser 1,25 mm, Kammerdurchmesser 7 mm, Héhe 12,5 mm
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Dieses vollstandig implantierbare Kathetersystem hat gegentber dem durch die Haut
geleiteten Kathetern, oder solchen, die zwar ,versenkt®, aber zu jeder Nutzung
wieder freigelegt werden missen, entscheidende Vorteile, die gerade bei
langzeitinstrumentierten Versuchstieren nuitzlich sind. Die wiederholte Kanulierung
bzw. Punktion von GefalRen entfallt, weil der Port an einem im Blutgefal3 liegenden
Katheter angeschlossen ist. Die Kammer, der sog. Port, kann nach Rasur, Reinigung
und Sterilisation der Haut mit sterilen Huber Nadeln punktiert werden, um Blutproben
zu gewinnen, Arzneimittel zu verabreichen oder den Blutdruck zu messen. Die
Funktionsfahigkeit des Systems wird gewahrleistet, indem zur Antikoagulation des
von retrograd in den Katheter diffundierenden Blutes nach jedem Gebrauch 2000 I.
E. Heparin in 4 ml NaCl entsprechend dem Fullungsvolumen des Katheters eingefullt
werden.

Das Intraportsystem ist einfach zu implantieren, gewahrleistet monatelangen
GefalRzugang und senkt die Gefahr von Infektionen auf ein Minimum, wahrend
transkutane Katheter die Sepsis beglnstigen und vom Tier beschéadigt oder
diskonnektiert werden konnen. Ein weiterer, und bei dieser Versuchsreihe sehr
wichtiger Punkt, ist der Umstand, dass die Tiere das System problemlos tolerieren,
es nicht beschadigen oder zu entfernen versuchen.

Die Punktion ist nur mit einem minimalem Trauma verbunden [44, 45]. Sie kann nach
einiger Zeit sogar am schlafenden Tier vorgenommen werden, so dass die

Probeentnahme keinen Einfluss auf die gemessenen Parameter hat.

Es wurden kommerziell erhaltliche Systeme verwendet.

Die Katheter haben einen inneren Durchmesser von 1,25 mm und einen aul3eren
Durchmesser von 2,1 mm. Sie bestehen aus Silikon fiir medizinische Zwecke. Das
Kathetermaterial enthalt Bariumsulfat zur strahlenoptischen Darstellung. Die festen
Kapseln des eigentlichen Ports bestehen aus Polysulfon-Kunststoff oder Titan. Die
die Kapsel verschlieRende Membran besteht aus Silikon. Das freie vendse Ende des
Katheters wird in die V. jugularis interna mit nichtresorbierbarem Nahtmaterial
eingeknupft.

Die Punktionskammer wird etwa in Hohe des Schnittpunktes der Mm.
Omotransversarius und cleidooccipitalis subcutan mit nicht resorbierbarem

Nahtmaterial fixiert. Damit ist der Port unter der Haut leicht palpierbar und zu
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punktieren. Von Bedeutung ist auch ob der Probenehmer Links- oder Rechtsénder
ist.

Zum gleichen Termin wurden im Rahmen der Vorsorgeuntersuchung Blutproben
gewonnen und auf ihren Gehalt an Elektrolyten, Glucose, Harnstoff, Kreatinin,
Harnsdure und Protein untersucht. Daneben wird ein Blutbild erstellt und die
Osmolalitat bestimmt. AufRerdem wurde via Blasenkatheter eine Harnprobe
genommen und ihr Gehalt an Elektrolyten, Glucose, Harnstoff, Kreatinin, Harnséure
und Protein bestimmt. Weiterhin wird die Osmolalitat bestimmt. Etwa 8 Tage spéter

wird die Explantation und Perfusion der Niere durchgefuhrt.

4.2 Organentnahme, normotherme isolierte Hamoperfusion

4.2.1 Operatives Vorgehen zur Organentnahme
4.2.1.1 Narkose

Die Tiere wurden eine Stunde vor OP-Beginn mit 3-4 mg Azaperon/kg Kgw i. m.

sediert. Zusatzlich enthielt die Pramedikation 0,5 mg Atropinsulfat 2. AnschlieBend
konnte eine Venlle in die Ohrrandvene gelegt werden, woriber die Tiere zur
Einleitung der Inkubationsnarkose 100 mg Metomidate * und bei noch vorhandenem
Schluckreflex zusatzlich 10-15 mg/kg Koérpergewicht Thiopental * erhielten. Die
weiterer fihrende Narkose verlief als Neuroleptanalgesie mit 25 mg/ml Metomidate
sowie 0,05 mg/ml Fentanyl® ® alle 30 Minuten als Dauerinfusion zur Analgesie und
0,1 mg/kg Pancuronium® © bei Narkosebeginn und repetitiven Dosen Pancuronium®
nach Bedarf zur Muskelrelaxierung.

Die Beatmung erfolgte volumengesteuert mit einem Servo-Ventilator * bei einem
Atemminutenvolumen von 120-150 mg/kg Korpergewicht und einer Atemfrequenz
von 10-15/min.

Die inspiratorische Sauerstoffbeimischung lag bei 40 %.

Stresnil , Fa. Janssen

Fa. Braun

A W_N

Hypnodil®, Fa. Jansen

Trapanal®, Fa. Byk Gulden
(Fa. Janssen)
Fa. Organon-Teknika

ul

N o

(Fa. Siemens-Elema)
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4.2.1.2 OP-Uberwachung

Zur Uberwachung der Kreislaufsituation diente ein EKG. Die Korpertemperatur wurde
Uber eine rektale Temperatursonde gemessen. Ein Blasenkatheter zur
Harngewinnung wahrend der Vorperiode wurde gelegt und an eine Urinsammelbox
angeschlossen.

Der Zeitraum von der Blasenentleerung bis zur Ligatur der A. renalis wurde als
Vorperiode definiert.

Die in dieser Zeit gesammelte Urinmenge wurde gemessen und folgende Parameter
bestimmt bzw. berechnet:

Kreatininausscheidung und -—clearance, Harnstoffausscheidung und -clearance,
Natrium- und Kaliumauscheidung, -resorption und Natriumresorptionsfraktion,

Proteingehalt des Urins und seine Osmolalitat.

4.2.1.3 Kandulierung der V. jugularis externa und der A. carotis communis

Nach entsprechender Vorbereitung des Operationsgebietes durch Rasur,
Hautdesinfektion und sterilem Abdecken wurde dann die Haut entlang der
Drosselrinne auf ca. 5 cm durchtrennt, am lateralen Rand des M. omohyoideus und
lateral vom M. sternomastoideus stumpf in die Tiefe prépariert, die V. jugularis
externa aufgesucht, angeschlungen, eroffnet und ein steriler Venenkatheter
vorhofnah eingebracht und eingeknuipft. Uber diesen Katheter wurde der
zentralvenose Druck gemessen und die nétige Substitution mit Flissigkeit

durchgefuhrt.

Die A. carotis communis wurde in der gleichen Weise unter Schonung des N. vagus
kanuliert. Uber den arteriellen Katheter wurden der mittlere arterielle Blutdruck und
die Herzfrequenz gemessen, an einem Monitor angeschlossen und mit Hilfe eines

Brush-Schreibers fortlaufend registriert.
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4.2.1.4 Organentnahme

Die Haut wurde in der Medianlinie handbreit oberhalb des Nabels bis zum cranialen
Beckenrand mit einem Elektrokauter durchtrennt. Subkutanes Fettgewebe sowie die
Fascia tunica superficialis wurden durchschnitten und das Peritoneum in der Linea
alba eroffnet.

Die linke Niere wurde wegen der groReren Lange der Nierenvene bevorzugt. Falls
das Organ durch mehrere Gefal3e versorgt wurde, mufldte die rechte Niere fur die
Autotransplantation herangezogen werden, weil die Ischdmiezeit durch die
Kanulierung jedes weiteren Gefalies verlangert wird.

Die Praparation des Nierenhilus erfolgte von der V. renalis bis zur V. cava caudalis.
Es folgte die Praparation der A. renalis bis zu ihrem Ursprung in der Aorta.

Der Ureter wurde prapariert, unter Erhaltung eines moglichst langen Stiickes
abgetrennt und mit einem abgeschnittenen Katheter * kaniiliert. Bevor A. und V.
renalis abgeklemmt, durchgetrennt und kanuliert wurden, wurde dem Tier Heparin in
einer Menge von 10.000 I. E verabreicht. Die Vene wurde unverziglich mit einem
Katheter kantliert %, dessen GréRe dem jeweiligen Venendurchmesser angepaft
ausgewahlt wurde. Die Arterie wurde je nach Kaliber mit einer abgesetzten
Injektomat-Leitung, einer Heidelberger Verlangerung oder mit dem sehr dinnen
Katheter! kantiliert.

Nach der Entnahme wurde die Niere gewogen und 24 h kaltekonserviert.

4.2.1.5 24 h Kaltekonservierung

Vor der 24 h Kéltekonservierung wurde eine Spulung der Niere mit 4 °C kalter Euro-
Collins Lésung bei einem Druck von 80 mm Hg durchgefiihrt. Die Niere wurde dann
in einen Transplantatbeutel verpackt und in  einer Styroporbox fir 24 h

kéltekonserviert bei 4 ° C.

1
Pharmaseal®

2 L
W. H™ Pediatric Cannulae
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4.2.2 Normotherme isolierte Organperfusion

4.2.2.1 Perfusionstechnik

Das Perfusionsmedium war 300 ml autologes, max. 8 Tage vor der Organentnahme
abgenommenes und zitratantikoaguliertes (ACD-A) Blut, das in einem mit ACD-A
Vorlage (50 ml) versehenem Biopack 500 ml Beutel im Kihischrank aufbewahrt
wurde. Kreatinin als Markensubstanz der GFR-Messung wurde zu einer
Endkonzentration von 10 mg/dl zugesetzt. Dem Blutkreislauf wurde zur
Kompensation des Albuminverlustes 20 %iges Humanalbumin mit einer Rate von 1
g/h zugefuhrt. Zu Versuchsbeginn wurde mit 7500 |. E. Heparin eine zusatzliche
Antikoagulation vorgenommen, die an Stelle der Zitrat-Antikoagulation trat, welche
durch Dialyse gegen das calciumhaltige Dialysat unwirksam wird. Durch Perfusion
wurden ein Blut- und ein Dialysatkreislauf hergestellt.

Blut aus dem Blutbeutel, der das vorher gewonnene Blut erhielt, wurde Uber eine
Rollerpumpe einem ,low flux® Polysulfon Dialysemodul (Modell F6, Fresenius AG)
durchgefuhrt. Das im Dialysemodul arterialisierte Blut wurde Uber eine zweite
Rollerpumpe der Niere zugefuhrt. Es wurde in die A. renalis eingelegte Katheter
verwendet. Das Nierenvenenblut floR Uber den eingelegten Nierenkatheter auf Grund
einer hydrostatischen Druckdifferenz in den Blutbeutel (800 ml) zurtick (s. Abb.2).
Der Blutbeutel wurde an einer elektronischen Waage (Fa. Sartorius) aufgehangt.

Die Ultrafiltration im Dialysemodul wurde Uber die Pumpeneinstellung so gesteuert,
daf3 keine Nettofllissigkeitsverschiebungen stattfanden. Das Beutelgewicht blieb
dabei konstant. Der Dialysatkreislauf wurde durch eine Rollerpumpe
(Doppelkopfrollerpumpe Stdckert 10-20-00) aufrechterhalten, die das Dialysat mit
einem Volumenstrom von 1 I/min dem Dialysemodul dialysatseitig zufuhrte.

Das aus dem Dialysemodul abflieRende Dialysat wurde zuerst einem
Warmetauscher (Omnitherm) zugefuhrt, der durch einen Thermostaten (Stockert 16-
21-00) eine Temperatur von 37 °C einstellte.

Danach wurde das Dialysat einem Reservoir zugefuihrt, das aus einem
Plexiglaszylinder von 10 | Fullvolumen bestand. Im Dialysatreservoir befanden sich 6
| Ringer-Lactatlésung mit einem Zusatz von 10 ml 8.4 % NaHCOg3; pro Liter. Durch
Einleiten eines Gasgemisches von 97.5 % O, und 2.5 % O, fand eine Aquilibrierung
des Dialysates statt. Das Gasgemisch wurde durch ein Ventil im Deckel des

Plexiglaszylinders gegen Raumdruck abgefuhrt.
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4.2.2.2 Normotherme Hamoperfusion

Der Aufbau ermdglicht eine Perfusion mit kérperwarmem Vollblut, das in einem
einstufigen Verfahren sowohl arterialisiert (kiinstliche Lunge) als auch entgiftet wird
(klinstliche Niere). Zum Gas-, Solvenz- und Solutentransport wurde ein Dialyse-
Hohlfasermodul benutzt, durch das Blut hindurch geleitet wurde und dabei gegen ein,
unter Atmosphéarendruck mit einem O,/CO, Gasgemisch begastes Dialysat, dialysiert
wurde. Diese Verfahrensweise ist der Funktion der Kiemen der elasmobranchen
Fische nachgeahmt.

Die Versorgung des isolieren Organes mit Energiesubstrat erfolgte Uber das Angebot
von Milchsdure, wobei die Fahigkeit der Saugerorgane, in Anwesenheit von
Sauerstoff draus aerob Energie zu gewinnen, ausgenutzt wurde.

Die Dissoziation der Milchsaure wurde gleichzeitig als Puffersystem benutzt, wobei
allerdings die Bicarbonatkonzentration unphysiologisch niedrig gehalten werden
mufdte. Das Dialysat hatte folgende Zusammensetzung an chemisch gelOsten
Substanzen:

NA* 140 mM, K* 5 mM, Ca®" 2 mM, C1 112 mM, HCoz 10 mM, Lactat 27 mM.

Die Niere wurde wahrend der Perfusion in einer dickwandigen Plexiglaskammer
aufbewahrt, die vorher auf 37 °C angewarmt wurde und wahrend der Perfusion mit
einer Infrarotlampe bestrahlt wurde. Uber eine Sonde wurde die Innentemperatur der
Kammer gemessen und auf 37 °C durch Veréanderung der Strahlungsintensitat
gehalten. Die Harnproduktion wahrend der Perfusionszeit wurde Uber einen gelegten
Ureterkatheter® abgeleitet, gesammelt und gemessen. Es wurden die
Kreatininausscheidung und —clearance, die Harnstoffausscheidung und —clearance,
Natrium- und Kaliumausscheidung, -resorption und —resorptionsfraktion gemessen,
bzw. berechnet. Nach Beendigung der Perfusion wurde die Niere erneut gewogen.
Die zur Kanulierung benutzten Katheter und Schlauche wurden gewogen und von
dem Gesamtgewicht abgezogen, weil sie nach der Organentnahme mit gewogen

worden waren.

4.2.2.3 ,Vorsichtige Spulung® zur Konservierung der Niere

Vor der Replantation der Niere wurde eine Spulung des Organes mit 4 °C kalter
Ringer-Laktat Losung bei einem Druck von 80 mm Hg durchgefiihrt, um eine weitere
warme Ischamie wahrend der Anastomosierung zu vermeiden

1 .
Abgesetzte Parmaseal®-Leitung
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4.3 Autologe Reimplantation nach Kaltelagerung und isolierter

Hamoperfusion

4.3.1 Reimplantation nach normothermer Hamoperfusion *

Die A. iliaca externa und die V. iliaca communis wurden mittels vessel-loops
angeschlungen, nachdem sie auf einer Strecke von 4-5 cm freiprapariert worden
waren. GefalRaste wurden ligiert. Es folgte die End-zu-Seit-Anastomosierung
zwischen V. renalis und V. iliaca communis und anschlieBend End-zu-Seit-
Anastomosierung zwischen A. renalis und A. iliaca externa. Als Nahtmaterial wurde
Prolene® 7/0 verwendet.

Nach Freigabe des Blutstroms erfolgte die Inzision der Blase und
Ureteroneocystostomie unter Bildung eines submucdsen Tunnels. Der Ureter wurde
in der Blase mit Einzelheften fixiert. Anschlieend wurde die Blase zweischichtig
verschlossen. Das Abdomen wurde in der ublichen Weise verschlossen. Der

Blasenkatheter wurde nach Operationsende entfernt.

4.3.2 Uberwachung der Tiere

Wahrend der normothermen Hamoperfusion und bis zum OP-Ende wurden

Herzfrequenz, Blutdruck und Kdérpertemperatur Uberwacht.

4.3.2.1 Intensivnachsorge

Die Tiere wurden 6-8 Stunden nach Operationsende intensiv Uberwacht, bis ihr
Zustand stabil war, sie stehen und Wasser aufnehmen konnten.

Arterieller Blutdruck, Herzfrequenz und Blutgase wurden kontrolliert und
Elektrolytldsungen, Plasmaexpander, Mannitol und Pufferlésungen nach Bedarf
infundiert. Zur Schmerzstillung wurden 15-30 mg pro Tier Dipidolor® bei Bedarf

verabreicht.

! bie Operation wurde durch OA Dr. med. K. de Jonge durchgefiihrt
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4.3.2.2 Langzeitnachsorge

Im Gegensatz zu vergleichbaren Untersuchungen, wurde aus Grinden der
grodtmoglichen Schonung der Tiere darauf verzichtet, in der postoperativen Phase
einen Blasenkatheter zu verwenden oder die Tiere zur sauberen Harnsammlung
Zwangsmal3inahmen zu unterwerfen.

Die unter dem perforierten Kéfigboden schrdg angebrachten Wannen lassen eine
weitgehend saubere und mengenmalig exakte Urinsammlung zu, weil abgesetzter
Harn nicht in der Wanne stehenbleibt, sondern abflief3t. Dies tragt dazu bei, daf aus
eventuell  vorhandenen  Verunreinigungen keine die  Urinuntersuchung
verfalschenden Inhaltsstoffe herausgelost werden. Eine Verschmutzung des Urins
mit Kot oder Futter konnte weitgehend ausgeschlossen werden, weil Kot nicht durch
den Gitterrost fallen konnte und auf3erdem die Wannen mehrfach taglich gereinigt
und getrocknet wurden.

Nach der Operation wurden 42 Tage lang in 3 tagigem Rhythmus die Diurese und im
Urin Natrium, Kalium, Osmolalitat, Glucose, Harnstoff, Kreatinin, Harnsaure und
Protein bestimmit.

Etwa in der Mitte der Sammelperiode wurde ebenfalls taglich (ber das
Intraportsystem eine Blutprobe entnommen und darin Natrium, Kalium, Kalzium,
anorg. Phosphat, Glucose, Harnstoff, Kreatinin, Harnsdure und Protein bestimmt.
AuBerdem wurden WBC, RBC, Hb, Hkt, MCV, MCH, MCHC und die
Thrombozytenzahl bestimmt.

Es wurden die Kreatininausscheidung und —clearance, die Harnstoffausscheidung
und -—clearance, Natrium- und Kalciumauscheidung, und -resorptionsfraktion

gemessen bzw. berechnet.

4.3.2.3 Euthanasie

Nach 6 Wochen wurden die Tiere durch intravengse Injektion von 1.5-2 g

Thiopential-Natrium® und 40 mval KCI schmerzlos getotet.

1
Trapanal®, BYK Gulden
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4.4 Labormethoden

Alle Blutuntersuchung wurden mit Ausnahme der Blutgasanalysen® durchgefiihrt. Die
Blutgasanalysen erfolgten sofort nach Probeentnahme mit Hilfe des im OP
bereitstehenden BGA-Gerétes?.

4.4.1 Hamatologie

4.4.1.1 Erythrozyten
Die photoelektronische Zahlung erfolgt mittels Streulichtverfahren nach Fixierung der
Erythrozyten durch Glutaraldehyd.

4.4.1.2 Hamatokrit

Der Hamatokrit-Wert wird durch Zentrifugieren einer gerinnungsfreien Blutprobe in
einem Rohrchen bestimmt. Die Gerinnung des Blutes wird dabei durch Zugabe von
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) verhindert. Die schwereren roten Blutkdrperchen
setzen sich vom Plasma ab und werden gemessen, wobei der Anteil der wei3en
Blutkdrperchen an den zellularen Bestandteilen vernachlassigt werden kann. Das
Verhaltnis von Blutkérperchen zu Plasma lasst sich an diesem Rdhrchen mit blofdem

Auge ablesen

4.4.1.3 Hamoglobinkonzentration

Es wird hierzu die modifizierte Cyan- Hamoglobin-Methode angewendet. Die
zweiwertigen Eisenionen des Hamoglobins werden durch Kaliumferricyanid zu
dreiwertigen Eisenionen unter Bildung von Hamoglobin oxydiert. Hdmoglobin reagiert
unter Zusetzung von Kaliumcyanid mit den Cyanidionen zu Hamiglobincyanid, das
546 nm photometrisch bestimmt wird.

Institut fur klinische Chemie des Universitatsklinikums Rudolf Virchow Leitung Prof. Dr. Kéttgen

2 Corning 178
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4.4.1.4 Leukozyten

Die photoelektronische Messung erfolgt mittels  Streulichtmessung und
Absorptionsmessung nach zytochemischer Reaktion. Nach Lyse der Erythrozyten
erfolgt eine Fixation und Anfarbung der Leukozyten entsprechend ihrer

Peroxidasekonzentration.

4.4.2 Klinische Chemie

Die Bestimmungen erfolgten mit dem GroRanalyzer®.

4.4.2.1 Kreatinin®

Kreatinin wird mit der Jaffe’ - Reaktion bestimmt.

In alkalischer Lésung wird Kreatinin mit Pikrinsdure versetzt, was zu einer gelb-
orangegefarbten Verbindung fihrt, deren Farbintensitat der Kreatininkonzentration
proportional ist und bei 500-550 nm photometrisch gemessen wird.

In gleicher Weise erfolgt die Bestimmung des Kreatinin im Urin.

4.4.2.2 Harnstoff*

Die Bestimmung erfolgt photometrisch. Harnstoff wird durch Urease zu Ammoniak
und CO2 hydrolysiert. Durch GLDH wird unter Verbrauch von NADH Glutamat und
NAD gebildet. Als Messgrof3e dient die Extinktionsabnahme von NADH, die der

Ammoniak-Menge proportional ist.

4.4.2.3 Natrium und Kalium*
Die Natrium- und Kaliumkonzentration wird potentiometrisch mit ionenselektiven

Elektroden gemessen

4.4.2.4 Anorganisches Phosphat*

In saurer LOsung mit Ammoniummolybdat und Ammoniumvandat bildet
anorganisches Phosphat einen gelbgefarbten Komplex, dessen Farbintensitat der
Phosphatkonzentration proportional ist und zwischen 400 und 420 gemessen wird.

1
Technicon DAX 72 der Firma Technicon/Bayer
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4.4.2.5 Kalzium'

O- Kresolphtalein- Komplexen bildet mit Kalzium in alkalischer Ldsung einen
violetten Komplex, dessen Farbintensitat der Kalziumkonzentration direkt
proportional ist. Mit dem Test wird das Gesamt- Kalzium im Serum erfasst. der

Messbereich liegt zwischen 550 und 600 nm.

4.4.2.6 Gesamt EiweiRR*

Die Bestimmung erfolgt photometrisch. Eiweil3 bildet mit Kupfer- lonen in alkalischer
Losung (Biuret- Reagens) einen blau- violett- gefarbten Komplex, dessen
Farbintensitat der Eiweilkonzentration proportional ist und zwischen 530 und 570 nm

gemessen wird.
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Tabelle 5

Tier 1 2 3 4 5 Mittelwert

Warme Ischamie 19 6 6 5 6 8.5 min
Explantation 29 27 22 28 29 27 min

Kalte Ischamie e 24 Stunden  -------mmem e
Isolierte Hamoperfusion 90 100 60 84 88 84 min
Reimplantation 45 38 42 48 49 44 min
Post-Reimplantation ~ ---------------- Sechs Wochen  ---------mmmmm oo

Tabelle 5 Dauer der einzelnen Versuchsabschnitte (warme Ischamie, Explantation,
kalte Ischamie, isolierte Hamoperfusion, Reimplantation, Post-Reimplantation)
der Tiere 1-5. Errechnet wurden die Mittelwerte.

Die warme Ischamie reichte von 6 bis 19 min, Mittelwert 8.5 min. Die Dauer der
Explantation unter Narkose betrug zwischen 225 und 298 min. Im Mittel lag die Zeit
bei 274 min. Die Kéaltekonservierung wurde bei allen 5 Versuchstieren 24 h lang
nach Perfusion mit EuroCollins Lésung durchgefthrt. Die isolierte Organperfusion
hatte eine Zeitspanne von 60 bis 90 min. Im Mittel betrug sie 84 min. Bei der
Reimplantation lag die Dauer der Operation zwischen 38 und 49 min mit einem
Mittelwert von 44 min. Die Post-Reimplantationsperiode betrug einheitlich 6

Wochen. Danach wurden die Versuchstiere getotet.

Tabelle 6

Tier 1 2 3 4 5 Mittel-
wert ( S.D.)

Korper- 31.5 kg 33.9 kg 28.5 kg 35 kg 37 kg 33 (£3.25)

gewicht

Nieren- 109 g 142 g 2259 130 g 200 g 161.2 (x49)

gewicht

Tabelle 6 Korper und Nierengewichte der Tiere 1-5. Errechnet wurden die Mittelwerte
mit Standard Abweichung.
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Ergebnisse

5.1 Vorperiode

Die in der Vorperiode gemessenen Daten sind in Tabelle 7 dargestellt. Die Daten
sind auf 10 kg Korpergewicht normiert. Die Literaturwerte wurden auf 10 kg
Korpergewicht umgerechnet und vergleichbar gemacht. Das Durchschnittsgewicht
betrug in unserer Kohorte 33.0 kg, in der Kohorte von Waldmann [46] 22.5 kg,.

Da die Versuchstiere eine Anpassungszeit an die Haltung im metabolischen Kafig
bendtigten, werden als Kontrolldaten nur die Messwerte des letzten préoperativen

Tages verwendet.

Tabelle 7

Parameter Median Literaturwerte [46]
[Dimension]

Kreatinin-Konzentration i.S. 1.0 [0.82 £ 0.25]
[mg/dl]

[Kreatinin-Clearance 47.1 [37.0+£6.0]
[mI/min/10 kg]

Harnstoff-Konzentration i.S. 22 [29.0 £17.8]
[mg/dl]

Harnstoff-Clearance 25 [21.3+ 1.5]
[ml/min/10kg]

Protein-Konzentration i. Serum 6.7 [5.4+£0.1]
[ordl]

Protein-Konzentration im Urin 0.16 [0.04 + 0.1]
[mg/d]]

RFNa(rium 0.997 [0998]

Na" Konzentration im Urin 26 [38.5 £ 25.7]
[mmol/]

Na" Ausscheidung im Urin 22.7 [19.4 +12.9]
[mmol/24h/10 kg]

K* Konzentration im Urin 62 [57.8 £ 46.6]
[mmol/]

Diurese 0.61 [0.35 £ 0.26]
[mI/min/10 kg]

Plasma-Osmolalitat 285 [293 + 17]
[mosm/kg]

Urin-Osmolalitét 500 [572 = 265]
[mosm/kg]

Tabelle 7 Gegenuberstellung Parameter der Nierenfunktion gemessen am Ende der
In-vivo Vorperiode und Literaturwerte (K.H. Waldmann[46]). Errechnet wurden die
Mittelwerte. Bei den Mittelwerten der Literaturwerte wurden die Standard
Abweichungen angegeben.
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Die gemessenen Parameter der glomerularen Funktion am Ende der Vorperiode
sowie die Literaturwerte sind in Tabelle 7 aufgefihrt.

Dabei betragt am Ende der Vorperiode die Kreatinin-Konzentration im Serum 1.0
[mg/dl] im Vergleich dazu der Literaturwert 0.82 + 0.25 [mg/dl]. Die Kreatinin-
Clearance/10 kg betragt am Ende der Vorperiode 47.1 [ml/min/10 kg] der
Literaturwert 37.0 = 6.0 [ml/min/10 kg]

Die Harnstoff-Konzentration im Serum betrdgt am Ende der Vorperiode 22 [mg/dl]
der Literaturwert 29.0 + 17.8 [mg/dl]. Die Harnstoff-Clearance/10 kg betrdgt am Ende
der Vorperiode 25 [ml/min/10kg] der Literaturwert 21.3 £ 1.5 [ml/min/10kg].

Die Protein-Konzentration im Serum betrdgt am Ende der Vorperiode 6.7 [g/dl]

der Literaturwert 5.4 + 0.1 [g/dI]

Die Protein-Konzentration im Urin betrdgt am Ende der Vorperiode 0.16 [mg/dl]

der Literaturwert 0.04 + 0.1 [mg/dl]

Die gemessenen Parameter der glomerularen Funktion am Ende der Vorperiode
verglichen mit den Literaturwerten sind gréRenordnungsmalig gleich.

Die gemessenen Parameter der tubulare Funktion sind ebenfalls in Tabelle 7
aufgefuhrt

Die Resorptionsfraktion-Natrium (RFya" ) betragt am Ende der Vorperiode 0.997 der
Literaturwert 0.998. Die Natriumkonzentration im Urin betragt am Ende der
Vorperiode 26 [mmol/l] der Literaturwert 385 + 25.7 [mmol/ll. Die
Natriumausscheidung im Urin betragt am Ende der Vorperiode 22.7 [mmol/24h/10
kg] der Literaturwert 19.4 + 12.9 [mmol/24h/10 kg]

Die Kaliumkonzentration im Urin betragt am Ende der Vorperiode 62 [mmol/l] der
Literaturwert [57.8 + 46.6] [mmol/l].

Ebenfalls haben die gemessenen Parameter der tubularen Funktion am Ende der
Vorperiode verglichen mit den Literaturwerten die gleiche Gréfenordnung.

Die renale Osmoregulation bestehend aus Diurese, Plasma- und Urin-Osmolalitat
sind ebenfalls aufgefihrt. Die Diurese betragt am Ende der Vorperiode 0.61
[mI/min/10 kg] der entsprechende Literaturwert ist mit 0.35 £ 0.26 [ml/min/10 kg] nur
halb so grof3. Die Plasma-Osmolalitat betragt am Ende der Vorperiode 285 |
mosm/kg] der entsprechende Literaturwert 293 + 17 [ mosm/kg]. Die Urin-Osmolalitat
betragt am Ende der Vorperiode 500 [ mosm/kg] der entsprechende Literaturwert
572 + 265 [ mosm/kg]. Die gemessenen Parameter haben am Ende der Vorperiode

die gleiche GroRRenordnung wie die Literaturwerte.
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5.2 Normotherme Isolierte Hamoperfusion nach 24h-

Kaltekonservierung

Tabelle 8

Parameter Hamoperfusion
[Dimension] Endwert
Zirkulierendes 300
Blutvolumen [ml]

Renovascularer 9.60
Widerstand

[kPa sec ml™]

Kreatinin-Clearance* 575
[mI/ min]

Resorptionsfraktion Na* 23.4
RFNa+

Na*-Konzentration im 134
Urin

[mmol/1]

K*-Konzentration im Urin 6
[mol/l]

U/pKreatinin 35
U/P osmol 1. 0
Diurese 20
[mI/ min]

Tabelle 8. Parameter der Ex-vivo-Nierenfunktion aus dem Versuchsprotokoll mit

24 h Kaltekonservierung II b am Ende der isolierten Hamoperfusion mit autologem
dialysierten und durch Gasaustausch arterialisiertem Vollblut. Errechnet sind die
Medianwerte der Nierenfunktion. Zahl der Tiere N = 5.

* Ermittelt ist der Median aus der Kreatinin-Clearance jeder einzelnen Niere als
Absolutwert. D.h. der Clearance-Wert ist unabhéngig von dem Kérpergewicht des
Spendertier angegeben.
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5.2.1 Renale Hamodynamik

5.2.1.1 Afferenter Blutdruckverlauf

Die Perfusion setzt bei stark unterschiedlichen Druckwerten zwischen 15 [mmHg]
Niere von Tier 4 und 120 mmHg Niere von Tier 5. Der Median begann bei 120 mmHg
und endete bei 95 [mmHg]. Die bei der Niere von Tier 4 gemessenen Werte
verlaufen zuné&chst deutlich unter dem Median und steigen ab der 30. Minute starker
an. Alle weiteren Nieren der Tiere 1, 2, 3 und 5 haben einen zum Median parallelen
Verlauf auf etwa gleichem Niveau. Im weiteren Verlauf der Perfusion konnte eine
weitgehende Angleichung des Perfusionsdruckes bei den einzelnen Nieren erreicht
werden.

Der zeitliche Verlauf des afferenten Blutdruckes bei den einzelnen Nieren sowie der

errechnete Median ist in Abb. 3 dargestellt.

5.2.1.2 Afferenter Blutfluss

Zu Beginn der Perfusion wurden Fluf3raten zwischen 10.00 [ml/ min/100g] Niere von
Tier 5 und 45.87 [ml/min/100g] Niere von Tier 1 gemessen. Der Median begann bei
20 [ml/min/100g] und stieg im Verlauf auf 80 [ml/min/100g]. Die Niere von Tier 3
hatte mit 124.44 [ml/ min/100g] die héchste FluRrate am Ende der Perfusion. Die
FluBrate der Niere von Tier 1, welche mit 45.87 [ml/min/100g] und 91.74
[mI/min/100g] endete lag deutlich Gber dem Niveau der Medianwerte.

Der zeitliche Verlauf des afferenten Blutflusses bei den einzelnen Nieren sowie der

errechnete Median ist in Abb. 4 dargestellt.
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Abb. 3Verlauf des afferenten Blutdruckes und der Medianwerte wahrend der
Hamoperfusion
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Abb. 4Verlauf des afferenten Blutflul@ und der Medianwerte wahrend der
Hamoperfusion

36



Ergebnisse
5.2.1.3 Hdmodynamischer Widerstand

Die zu Beginn der Perfusion gemessenen Organwiderstande der Niere zeigten grol3e
Unterschiede, Niere von Tier 2 87.62 [kPa sec ml™*] und Niere von Tier 4 18.91
[kPa sec mI']. Der Median begann bei 28 [kPa sec ml™*] und endete bei 10 [kPa
sec ml™]. Auffallend waren die die sehr hohen Widerstande der Nieren von Tier 2 und
5. Diese lagen deutlich iber dem Mediankurvenverlauf. Die Kurvenverlaufe der Tiere
1, 3 und 4 hatten insbesondere zum Ende der Perfusion einen &hnlichen
Kurvenverlauf.

Der zeitliche Verlauf der h&modynamischen Widerstdnde der einzelnen Nieren
wahrend der Perfusion ist in Abb. 5 dargestellt.
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Abb. 5 Verlauf des Hamodynamischen Widerstandes und der Medianwerte wahrend
der Hamoperfusion
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5.2.1.4 Vergleich der Nierenfunktion: Vorperiode I b und Hamoperfusion II b

Tabelle 9

Parameter Vorperiode Hamoperfusion Relation zur
[Dimension] Endwert Vorperiode
Zirkulierendes Blutvolumen 300

[ml]

Renovascularer Widerstand 3.02 9.60 3.2 fache

[kPa sec ml™]

Kreatinin-Clearance* 36.7 5.75 15.7 %
[mI/ min]

Resorptionsfraktion Na* 99.8 23.4 23 %
Na‘-Konzentration im Urin 26 134 5.1 fache
[mmol/l]

K*-Konzentration im Urin 62 6 9.7 %
[moll]

U/Pkreatinin 91 35 3.8%
U/P osmol 1.75 1.0 64 %
Diurese 2.00 20 10 fache
[mI/ min]

Tabelle 9. Parameter der Nierenfunktion aus dem Versuchsprotokoll mit 24 h
Kaltekonservierung TundII b wahrend der Vorperiode und am Ende der
Hamoperfusion. Mit Angabe der Relation zwischen Vorperiode und Endwert der
Hamoperfusion. Errechnet sind die Mediane der Nierenfunktion. Zahl der Tiere N = 5.
* Absolutwert fur eine Niere

5.3 Autologe Reimplantation mit Verlaufsdarstellung
der Ergebnisse aus Vorperiode und Hamoperfusion

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt graphisch.

In den einzelnen Diagrammen wurde aus den erhobenen Daten der 5 Versuchstiere
der resultierende Median gebildet. Zusatzlich sind neben dem Median die Werte der
einzelnen Tiere in den Diagrammen durch Punkte ohne Verbindungslinie dargestellt.
Die x - Achse ist in die 3 Abschnitte Vorperiode I b, Perfusion 11 b und Autologe

Reimplantation III b unterteilt (s. Material und Methoden).
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Ebenso sind die Zeiten der Kaltekonservierung und der Autotransplantation markiert.
5.3.1 Glomerulare Funktion

5.3.1.1 Kreatinin-Konzentration im Serum

Der Median betragt am 7. und am 1. Tag wahrend der Vorperiode 1.2 respektive 1
mg/dl.

Wahrend der Perfusion Il b betrug der Median bei 0 Min. 3.9 nach 60 Min 5.2 und
nach 90 Min. 5.2 mg/ dl.

Nach autologer Reimplantation III b stieg der Verlauf der Mediane bis zum 5. post-
Op Tag auf 15.9 mg/dl. Die Werte fallen auf 3.5 mg/dl schnell ab. Bis zum 23. post-
Op Tag kommt es zu einem langsamen Abfall auf 1.8 mg/dl Ab diesem Zeitpunkt ist
der Beginn der Anpassungsphase anzunehmen, die im Beobachtungszeitraum nicht
abgeschlossen wird. Der Endwert liegt bei 1.9 mg/dl. Auffallig waren die Werte von
Tier 3, welche ab dem 24. Tag auf 17.2 mg/dl wieder angestiegen waren. Die

Verlaufe der Tiere 3, 4 und 5 entsprechen dem des Medianes.
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Abb. 6 Verlauf der Kreatininkonzentration im Serum wéhrend der Vorperiode 1 b,
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Perfusion II b und Autologen Reimplantation III b
5.3.1.2 Kreatinin-Clearance/10 kg

In der Vorperiode I b wurde fir die renale Kreatinin-Clearance am 7. ein Median 41.3
und am 1. von 47.1 ml/ min/ 10 kg gemessen. Wahrend der Perfusion II b betrug der
Median bei 0 Min. 0 nach 60 Min 0.43 und nach 90 Min. 5.75 ml/ min. Nach autologer
Reimplantation III b steigt die Clearance ab dem 2. post-Op Tag von 0.27 ml/min/10
kg bis zum 9. post-Op Tag auf 10 .2 ml/min/10 kg an. Auffallig ist ein Abfall auf 4.9
ml/min/10 kg am 12. post-Op Tag. Der folgende Anstieg auf 29.5 ml/ min/ 10 kg
dauert zum 32. post-Op Tag ein. Mit der reimplantierten Einzelniere kann damit der
physiologische Ausgangswert gemessen in der Vorperiode bezogen auf eine Niere
(47.1 ml/min/10kg x %2) erreicht werden. Auffallig ist, daf3 bei Tier 1 die Kreatinin-
Clearance am 7. post-Op Tag mit einem Wert von 0.79 ml/ min/10 kg einsetzt und
die Werte deutlich unterhalb des Median verlaufen. Die Werte der Tiere 2, 3, und 4
nehmen den gleichen Verlauf wie die Mediane ein. Von Tier 3 liegen ab dem 28.

post-Op Tag keine Werte mehr vor
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Abb. 7 Verlauf der Kreatinin-Clearance/10 kg wahrend der Vorperiode 1 b,
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Perfusion II b und Autologen Reimplantation III b
5.3.1.3 Harnstoff-Konzentration im Serum

Wahrend der Vorperiode Iwurde am 7. und am 1. Tag ein Median von 21 und 23
mg/dl gemessen. Wahrend der Perfusion II b betrug der Median bei 0 Min. 7 nach 60
Min 2 und nach 90 Min. 3 mg/ dI.

Nach autologer Reimplantation III b steigt die Konzentration bei allen Tieren (5. post-
Op Tag auf 236 mg/dl). Bis zum 27. post-Op Tag fallen die Konzentrationen dann auf
45 mg/dl ab. Ab diesem Zeitpunkt ist die Anpassungsphase anzunehmen. Der
Medianwert an diesem Tag betragt 19 mg/dl und erreicht damit auch den
physiologischen Ausgangswert der Vorperiode.

Auffallig ist, dal3 Tier 1 das Maximum erst am 7. post-Op Tag mit 236 mg/dl, zwei
Tage spater als der Median, erreicht.

Die Verlaufe der Tiere 3, 4 und 5 entsprechen ungefahr dem des Median. Die

Harnstoffwerte von Tier 3 steigen ab dem 24. Tag auf 400 mg/dl wieder an.
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Abb. 8 Verlauf der Harnstoffkonzentration im Serum wéahrend der Vorperiode I b,
Perfusion II b und Autologen Reimplantation III b
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5.3.1.4 Harnstoff-Clearance/10 kg

Wahrend der Vorperiode I b liegt der Median am 7. bis zum 1. Tag zwischen 20 und
29 ml/min. Wéahrend der Perfusion II b fand keine Harnstoffclearance statt.

Nach autologer Reimplantation III b beginnt der Verlauf der Mediane am zweiten
Tag nach mit einem Wert von 0.37 ml/min und steigt bis zum 23. post-Op Tag auf 12
ml/min an. Dieser Anstieg unterliegt erheblichen Schwankungen die durch einen
wechselnden postoperativen Proteinmetabolismus bedingt sind (Maximum 11 mil/min
21. post-Op Tag und Minimum, 4 ml/min, 8. post-Op Tag). Die Anpassungsphase
wird offensichtlich ab dem 29. post-Op Tag erreicht. Mit der reimplantierten
Einzelniere kénnen physiologische Werte in der Beobachtungszeit nicht erreicht
werden. Auffallig ist, dafd bei Tier 1 die Harnstoff-Clearance erst am 7. post-Op Tag
mit einem Wert von 0.56 ml/min einsetzt. Die Werte liegen deutlich unterhalb den
Medianen. Die Tiere 2, 3, und 4 nehmen einen dem Median &hnlichen Verlauf ein.

Von Tier 3 liegen ab dem 28. post-Op Tag keine Werte mehr vor.

[ml/min]
Harnstoffclearance/ 10kg
35 ]
30
X X

25 1% < £

N S

> b

X X

20 1 5 5 X x

K IS X

> -
15 4 [=%
> S & X

® @
10 | S i

[
X
5 A P =
L D 'S
2%00’00 o %% %
0 ="l
-7 -1 0 60 90 1 7 13 19 25 31 37
Vorperiode I b Perfusion 11 b Autologe Reimplantation I1I b
Tage Minuten Tage
¢ Tierl = Tier2 Tier3 Tierd X Tier5 =—@=Median

Abb. 9 Verlauf der Harnstoff-Clearance/10 kg wahrend der Vorperiode 1 b,
Perfusion II b und Autologen Reimplantation III b
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5.3.15 Protein-Konzentration im Urin

Wahrend der Vorperiode 1 b betragt der Median am 7. 0.45 und am 1. Tag und 0.16
g/dl. Wahrend der Perfusion II b betragt der Median bei 0 Min. 7 nach 60 Min 2 und
nach 90 Min. 3 mg/ dl.

Nach autologer Reimplantation III b beginnt der Median am 2. Tag mit 0.88 mg/dl
und fallt bis zum 13. post-Op Tag auf 0.115 g/dl ab. Im anschlieRenden Zeitabschnitt
pendeln die Werte zwischen 0.07 und 0.45 g/dl. Der physiologische Bereich wird ab
dem 28. post-Op Tag erreicht. Der Endwert ist 0.26 g/dI.

Auffallig ist, daf3 Tier 1 am 6. post-Op Tag ein Maximum von 0.69 g/dl auf. Tier 3
weist am 6. post-Op Tag ein Maximum von 1.42 g/dl auf und fallt bis zum 14. Tag auf
eine Konzentration von 0.12 g/dl ab.

Die Protein-Konzentrationen von Tier 4 und 5 verlaufen mit dem Median.
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Abb. 10 Verlauf der Protein-Konzentration im Urin wahrend der Vorperiode 1 b,
Perfusion II b und Autologen Reimplantation III b
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5.3.1.6 Proteinkonzentration im Serum

Wahrend der Vorperiode I b betragt der Median am 7. 6.1 und am 1. Tag und 5.9
g/dl.

Wahrend der Perfusion II b betragt der Median bei 0 Min. 3.9 nach 60 Min 3 und
nach 90 Min. 3.3 g/ dl.

Nach autologer Reimplantation III b steigt die Konzentration bis zum 6. post-Op Tag
auf 5.75 g/dl. Vom 7. bis zum 27. post-Op Tag erreichen die Protein-Konzentrationen
im Serum die physiologischen Ausgangswerte von 6.1 g/dl bis 6.95 g/dl. Auffallig ist
der Kurvenverlauf von Tier 3, welcher bis zum 23. Tag mit dem Median verlauft und

dann bis zum 28. Tag auf 9.1 g/dl ansteigt. Der Verlauf von Tier 4 und 5 ist dem

Median gleich.
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Abb. 11 Verlauf der Protein-Konzentration im Serum wéahrend der Vorperiode I b,
Perfusion II b und Autologen Reimplantation III b
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5.1.3.7 Harnstoff-Ausscheidung /10 kg

Wahrend der Vorperiode 1 b liegt der Median am 7. bis zum 1. Tag zwischen 6 und
4.5 mmol/24h/10kg. Die Harnstoffausscheidung wurde wéhrend der Perfusion nicht
bestimmt.

Nach autologer Reimplantation III b steigt die Ausscheidung bis zum 10. post-Op
Tag auf 6.64 mmol/24 h/10kg. Der Endwerte des Median liegt bei 1.92 mmol/24h/10
kg. Der Wert liegt unterhalb der physiologischen Bandbreite.

Auffallig ist, dal3 die Harnstoff-Ausscheidung bei Tier 1 erst am 7. post-Op Tag mit
einem Wert von 2.02 mmol/10kg/24h einsetzt. Die Werte liegen deutlich unterhalb
den Medianen. Die Tiere 2, 3, und 4 nehmen einen dem Median &hnlichen Verlauf

ein. Von Tier 3 liegen ab dem 28. post-Op Tag keine Werte mehr vor.
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Abb. 12 Verlauf der Harnstoff-Ausscheidung /10 kg wéhrend der Vorperiode 1 b,
Perfusion II b und Autologen Reimplantation III b
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5.3.2 Tubulare Funktion: Elektrolyte
5.3.2.1 Resorptionsfraktion-Natrium (RFna')

Wahrend der Vorperiode I b wurde ein Median der RFy,+ am 7. und am 1. Tag von
0.998291 bzw. 0.9970 ermittelt.

Wahrend der Perfusion II b betragt der Median bei 0 Min. 0 nach 60 Min 0,4 und
nach 90 Min. 0,3.

Nach autologer Reimplantation Il b fallen die Werte im Vergleich zur Vorperiode
deutlich ab. Der Wert liegt am dritten Tag bei einem Wert von 0.719 und steigt bis
zum sechsten Tag auf 0.976. Danach ist die Reparaturphase anzunehmen. Vom 7.
bis zum 37. Tag erfahrt die RFy,t einen weiteren Anstieg von 0.993 auf schlie3lich
0.999. Der Endwerte der Mediane am 42. post-Op Tag hat mit 0.993 den
physiologischen Bereich erreicht. Die Tiere 1, 3, 4, 5 nehmen einem dem Median

ahnlichen Verlauf ein.
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Abb. 13 Verlauf der Resorptionsfraktion-Natrium wéahrend der Vorperiode I b,
Perfusion II b und Autologen Reimplantation III b
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5.3.2.2 Natriumkonzentration im Urin

Wahrend der Vorperiode 1 b betragt der Median am 7. und am 1. Tag vor dem
Eingriff 10 und 26 mmol/l.

Wahrend der Perfusion I b betragt der Median bei 60 Min. 118 nach 90 Min 134
mmol/l.

Nach autologer Reimplantation III b steigen die Konzentrationen im Vergleich zur
Vorperiode bis zum 4. post-Op Tag auf 63 mmol/l stark an. Bis zum 8. post-Op Tag
fallen die Werte auf 9 mmol/ | ab. Der Beginn der Reparaturphase ist anzunehmen.
Der physiologische Bereich der Natriumbilanz und damit eine Stabilitat ist etwa ab
dem 8. Post-Op-Tag anzunehmen. Der Endwert der Mediane am 42. post-Op Tag
betragt 14 mmol/l. Auffallig ist bei Tier 2 am 3. post-Op Tag ein Maximum der Na'-

Konzentrationen von 80 mmol /I.
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Abb. 14 Verlauf der Natriumkonzentration im Urin wahrend der Vorperiode I b,
Perfusion II b und Autologen Reimplantation III b

47



Ergebnisse

5.3.2.3 Natriumausscheidung im Urin

Wahrend der Vorperiode 1 b betragt der Median am 7. und am 1. Tag vor dem
Eingriff 26.7 mmol/24h und 78.7 mmol/24h.

Wahrend der Perfusion II b betragt der Median bei 0 Min. 0 nach 60 Min 358 und
nach 90 Min. 3427 mmol/24h. Auffallig waren hier die starken Schwankungen
zwischen 21 mmol/24 h (Tier 2 nach 90 Min.) und 3916 mmol/24 h (Tier 5 nach 90
Min.) der Konzentrationen.

Nach autologer Reimplantation III b waren die Konzentrationen im Vergleich zur
Vorperiode gefallen (3. post-Op Tag 33.46 mmol/24 h). Der Endwert am 42. post-
Op Tag ist 25 mmol/24h und entspricht damit dem physiologischen Wert in der
Vorperiode. Tier 1 verlauft mit 166.4 mmol/24h (8. post-Op Tag) zunachst deutlich
oberhalb des Median, dann liegen die Werte unterhalb des Median. Die

Kurvenverlaufe der Tiere 2,3,4 und 5 sind dem Median angeglichen.
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Abb. 15 Verlauf der Natriumausscheidung im Urin wéahrend der Vorperiode I b,
Perfusion II b und Autologen Reimplantation III b
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5.3.2.4 Kaliumkonzentration im Urin

Wahrend der Vorperiode 1 b betragt der Median am 7. und am 1. Tag vor dem
Eingriff 110 und 62 mmol/l.

Wahrend der Perfusion II b betrdgt der Median nach 60 Min. 10 nach 90 Min 6
mmol/l. Nach autologer Reimplantation II1 b fallt die Konzentration bei allen Tieren
stark ab. Der Verlauf der Mediane beginnt am zweiten Tag nach mit einem Wert von
25 mmol/ | und steigt bis zum 32. post-Op Tag auf 77 mmol/l. Eine eigentliche
Reparaturphase ist nicht abgrenzbar. Der Anstieg unterliegt starken Schwankungen.
Der Endwert der Mediane am 42. post-Op Tag ist 77 mmol/l.Die physiologische K-
Konzentration im Urin wird damit am Ende der Beobachtungszeit erreicht.
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Abb. 16 Verlauf der Kaliumkonzentration im Urin wahrend der Vorperiode I b,
Perfusion II b und Autologen Reimplantation III b
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5.3.3 Renale Osmoregulation

5.3.3.1 Diurese

Wahrend der Vorperiode 1 b betragt der Median am 7. und am 1. Tag vor dem
Eingriff 2 ml/min.

Wahrend der Perfusion II b betragt der Median nach 60 Min. 1,3 nach 90 Min 21
ml/min. Aufféllig ist die hohe Diureserate von 24 mmol/l bei Tier 3 nach 60 Min.

Nach autologer Reimplantation ist die Diurese fur 3 Tage oligo-anurisch (3. post-Op
Tag 0.85 ml/min). Ein Anstieg erfolgt dann bis zum 14. post-Op Tag auf 3.05 ml/min.
Dieser Zeitraum entspricht der Reparaturphase. Danach ist eine Stabilitat
anzunehmen. Der Endwert ist 2.7 ml/min. Die Diurese am Ende der
Beobachtungszeit ist im Vergleich zur Vorperiode leicht polyurisch.

Auffallig ist, daf3 die Diurese bei Tier 1 erst am 7. post-Op Tag einsetzt. Der Verlauf
von Tier 2, 3, 4 und 5 ist dem Median gleich.
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Abb. 17 Verlauf der Diurese wahrend der Vorperiode I b, Perfusion II b
und Autologen Reimplantation III b
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5.3.3.2 Plasma-Osmolalitat

Wahrend der Vorperiode 1 b betragt der Median am 7. und am 1. Tag vor dem
Eingriff jeweils 291 mosm/kg.

Wahrend der Perfusion 11 b betrdgt der Median bei 0 Min. 385 nach 60 Min 297
mosm/kg und nach 90 Min 298 mosm/kg.

Nach autologer Reimplantation III b steigt Osmolalitdt im Vergleich zur Vorperiode
auf 325 mosm/kg (5. post-Op Tag). Bis zum 8. post-Op Tag fallt der Median auf 301
mosm/kg. Dieser Zeitpunkt entspricht dem Beginn der Reparaturphase. Die
Plasmaosmolalitat unterliegt relativ geringen Schwankungen und halt sich bis zuletzt
auf gleichem Niveau, ca. 10 mosm/kg Uber den Ausgangswerten. Physiologische
Werte der Vorperiode werden am Ende der Beobachtungszeit nicht erreicht. Die
Plasma-Osmolalitat von Tier 3 steigt bis zum 28. Tag auf 345 mosm/kg an. Der

Verlauf von Tier 2, 4 und 5 ist dem Median gleich.
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Abb. 18 Verlauf der Plasma-Osmolalitat wahrend der Vorperiode I b, Perfusion II b
und Autologen Reimplantation III b
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5.3.3.3 Urin-Osmolalitat

Wahrend der Vorperiode 1 b betragt der Median am 7. und am 1. Tag vor dem
Eingriff 461 und 506 mosm/kg.

Wahrend Perfusion I1 b betragt der Median betragt 60 Min 345 mosm/kg und nach 90
Min 317 mosm/kg.

Nach autologer Reimplantation III b sinkt die Osmolalitat im Urin bei allen Tieren
(Median 2. post OP-Tag 276 mosm/kg). Zwischen dem 8. und 23. post-Op Tag
pendeln die Werte innerhalb des Bereichs von 187 bis 315 mosm/kg. In diesem
Zeitraum ist die Reparaturphase anzunehmen. Ein physiologischer Wert stellt sich
am Ende Beobachtungszeit ein. Der Endwert ist 500 mosm/kg.
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Abb. 19 Verlauf der Urin-Osmolalitat wahrend der Vorperiode 1 b, Perfusion 11 b und
Autologen Reimplantation III b
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5.4 Reimplantation isolierter perfundierter Schweinenieren ohne
vorangehende Kéaltekonservierung *

Die Ergebnisse aus dem Versuchsprotokoll ohne 24 h Kaltekonservierung. Die
nierenphysiologischen Parameter unter der Hamoperfusion sowie nach autologer
Reimplantation konnen direkt verglichen werden. Versuchsaufbau, benitzte

Ldsungen und Austauschmodule unterschieden sich nicht.

5.4.1 Renale Hamodynamik wahrend Hamoperfusion

Tabelle 2

Parameter Beginn Hamoperfusion Ende Hamoperfusion
[Dimension]

Zirkulierendes Blutvolumen 300 300

[ml]

Blutfluss 50 100
[mI/ min]

Afferenter Blutdruck 100 120
[mMmHg]

Hamodynamischer 15.9 9.5
Widerstand* 5.3 fach 3.1 fach
[kPa sec ml™] erhoht erhoht
pro Niere

Tabelle 2. Parameter der renalen Hamodynamik zu Beginn und am Ende der der Ex-
vivo-Hamoperfusion aus dem Versuchsprotokoll ohne 24 h Kaltekonservierung 11 a
mit autologem dialysierten und durch Gasaustausch arterialisiertem Vollblut.
Errechnet sind die Medianwerte der renalen Hamodynamik. Zahl der Tiere N = 6.
'Der physiologische Wert des realen hamodynamischen Widerstand betragt 3. 02
kPa sec ml™ pro Fiere.

Das zirkulierende Blutvolumen hat sich nicht geandert.

Der Blutfluss hat infolge eines abnehmenden hamodynamischen Widerstandes von

50 auf 100 ml/min zugenommen

Der Blutdruck konnte von 100 mmHg auf 120 mmHg gesteigert werden.
In der Serie ohne Kaltekonservierung war der initiale Gefallwiderstand 5-fach hoéher.
Am Ende der Hamoperfusion lag er 3-fach Gber der Norm.

1
Teil der Dissertation U. Hennen FU-Berlin 2000
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5.4.2 Nierenfunktion wahrend Hamoperfusion

Tabelle 3

Parameter Vorperiode Ende Vergleich
[Dimension] Hamoperfusion Vorperiode
Kreatinin 49.3 6.9 14 %
Clearance

[ml/ min]

RF-na' 99.8 84.8 85 %
Na* im Urin 21.5 90 4.2 fache
[mmol/l]

K" im Urin 56 9 15.2 %
[mmol/l]

Diurese 0.43 1.15 2.7 fache
[mI/ min]

U/P05m0| 1.70 0.76 44.8 %

Tabelle 3. Parameter der Ex-vivo-Nierenfunktion aus dem Versuchsprotokoll ohne
24 h Kaltekonservierung II a wahrend der Vorperiode und am Ende der
Hamoperfusion mit autologem dialysierten und durch Gasaustausch arterialisiertem
Vollblut. Errechnet sind die Medianwerte der Nierenfunktion. Zahl der Tiere N = 6.

Die glomerulare Funktion war in der Serie ohne Kaltekonservierung auf ~15 % der

Norm eingeschrankt, was damit auch der hamodynamischen Situation entsprach.

Die RFya+ ist in der Serie ohne Kéltekonservierung auf 84.5 % eingeschrénkt.

Die Urin-Natriumkonzentration ist 4.2 fach erhdoht. Die Urin-Kaliumkonzentration

entspricht nur 15.2 % der Vorperiode.

Es kam zu eine sofortigen Funktionsaufnahme der Nieren kenntlich am Einsetzen

einer Diurese.

Die renale Osmoregulation zeigte eine isosthenurische Funktionslage wahrend der

Hamoperfusion.
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5.4.3 Autologe Reimplantation ohne vorangehende Kéltekonservierung

Tabelle 4
Parameter Erhaltungsphase Reparaturphase 21. Tag
[Dimension]
Kreatinin im Gipfel 2. Tag: 7.6 Stabilitat ab 9.Tag: 1.85
Serum Schneller Abfall 2.2-1.7
[mg/dl] bis 8. Tag: 2.0
Kreatinin- Beginn 2. Tag : 3.3 Stabilitat ab 11. Tag 17.2
Clearance Schneller Anstieg 11.8-19.0
[mI/min/10 kg] bis 10. Tag : 18.2
Harnstoff im Gipfel 2. Tag 169 Stabilitat ab 7. Tag 45
Serum Schneller Abfall 43 - 56
[mg/dl] bis 5. Tag: 56
Harnstoff- Beginn 1. Tag: 0.5 Stabilitat ab 8. Tag 39
Clearance Schneller Anstieg 32.5-43
[mI/min/10 kg] bis 7. Tag: 50
RFna’ Minimum 1. Tag Stabilitat 0.998

0.951 ab 6. Tag

0.996 — 0.998

Na" im Urin Gipfel 4. Tag: 43.5 Stabilitat 12
[mmol/l] Schneller Abfall ab 8. Tag

Bis 7. Tag:11.2 10 - 30
Na'- Gipfel 4. Tag:100 Stabilitat 29
Ausscheidung Schneller Abfall ab 9. Tag
[mmol/24 h] bis 7. Tag 29 28 - 57
K" im Urin 1. Tag: 53 Stabilitat 77
[mmol/l] Anstieg bis 7.Tag: 67 ab 8. Tag: 39.5-90.2
Diurese Beginn 1.Tag:0.6 Stabilitat 2.0
[ml/min] Polyurie” ab 4.Tag ab7.Tag: 1.38 -1.9
Osmolalitat i.U. Minimum 1.Tag: Schwankungen 380
[mosm/kg] 280 ab 10. Tag:

Isosthenurie: 250 - 410

bis 3. Tag
Serum-Protein Minimum 1 .Tag Stabilitat 5.70
[g/dl] 4.4 ab 7. Tag: 6.0

Tabelle 4 Parameter der Nierenfunktion nach autologer Reimplantation aus dem
Versuchsprotokoll ohne 24 h Kaltekonservierung II a. Anhand der Medianwerte sind
die Zeitbereiche der Erhaltungsphase und der Reparaturphase des akuten
Nierenversagens sowie die Endwerte der Beobachtungszeit zusammengefasst.
Zahl der Tiere N = 6.

* Diurese > 2 ml/min

In dem Versuchsprotokoll 11 a wurde die Periode nach Reimplantation nur bis zum
21. post-Op Tag beobachtet. Von daher ist der Vergleich nur eingeschrankt

durchfuihrbar. Die Ergebnisse lassen aber Schlussfolgerungen zu.
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Das Maximum des ANV beurteilt am Serum-Kreatinin lag ohne Kaltekonservierung
am 2. Tag bei 7.6 mg/dl. Ab diesem Zeitpunkt ist die Reparaturphase der

glomerularen Funktion anzusetzen.

Beginn einer messbaren Kreatininclearance ohne Kaltekonservierung ist am 2.Tag
mit 5.8 ml/min/10kg Die GroRenordnung der physiologische Kreatininclearance einer
Niere(~25 ml/min/10 kg) als Markierung der beendigten Reparaturphase wird ohne

Kaltekonservierung am 9. Tag erreicht.

Die Harnstoffclearance ist zur Beurteilung der Phasen eines polyurischen
Nierenversagens ungeeignet, da hier mehrere voneinander unabhangige
Determinanten bestehen (Renale Parameter, glomerulare Filtration, Rickresorption
und medulare Rezirkulation, metabolische Parameter, postoperativer Katabolismus).

Prinzipiell bestehen aber analoge Verhaltnisse wie bei der Kreatininclearance.

Die RFy," ist bereits am 6. post-Op Tag wieder ,physiologisch*.

Die Ausscheidung der Urin-Elektrolyte Natrium und Kalium kdnnen nicht zur
Beurteilung der Reparaturphase herangezogen werden, da intrarenale
Kompensationsmechanismen eine Anpassung an die Bedurfnisse der Natrium und
Kalium Homoostase auch bei Beeintrachtigungen der Transportaktivitdten in den
einzelnen Nephronsegmente erméglichen.

Die Urin-Natriumkonzentration und Natriumausscheidung hat den Gipfel am 4. post-
Op. Tag.

Die Urin-Kaliumkonzentration erholt sich ab dem 7. post-Op Tag.

Die Harnkonzentrierungsfahigkeit wird ab dem 4. post-Op Tag erreicht

Normale Diuresen bereits ab dem 7. post-Op Tag zu verzeichnen.
Das ANV wird ohne Kaéltekonservierung ab dem 4. post-Op Tag polyurisch. Die

Isosthenurie besteht ohne Kaltekonservierung bis zum 3. post-Op Tag.

Eine physiologische Diurese ist ohne Kaltekonservierung am 21. post-Op Tag

gegeben.
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6 DISKUSSION

Die Untersuchungen an autolog reimplantierten Schweinenieren waren als eine
Qualitatskontrolle  des  Modells  ,Hamoperfusion isolierter  Nieren als
Tierversuchsersatzmethode” geplant. Bei den Ergebnissen Il a, Il b, IlTa und Il b
der Hamoperfusionsexperimente konnte ein funktioneller Nierenschaden
nachgewiesen werden.

Die autologe Reimplantation sollte zeigen, ob die Funktionsanderungen der
explantierten Niere wéhrend einer Hamoperfusion kurzfristig reversibel sind, oder
ob bereits ein Ischdmie-/ Reperfusions-Schaden (I/R-Schaden) durch
Organentnahme, Lagerung und Hamoperfusion entstanden ist, der ein akutes
Nierenversagen der reimplantierten Nieren nach sich zieht. Dabei sollten
unterschiedliche Konservierungsprotokolle (Sofortige autologe Reimplantation vs.

autologe Reimplantation nach 24 h Kéaltelagerung) miteinander verglichen werden.

Die Arbeitsgruppe um Salhudeen [18, 47] hatte gezeigt, dass ein Nierenschaden
durch Kaltelagerung der Niere Uber eine Apoptose der Tubuluszellen zu einem
schwereren und protrahiertem Verlauf des postoperativen Akuten Nierenversagens
fuhrt.

Die Diskussion der Ergebnisse ist von daher sowohl unter dem Aspekt I/R-Schaden
alleine III a als auch I/R-Schaden mit zusatzlicher Schadigung durch Kaltelagerung
II b zu fihren.

Die funktionellen Befunde der reimplantierten Niere zeigen dass es, wie in der
Arbeitsgruppe Salhudeen, zu einer erheblichen tubularen Zellschadigung durch

Ischamie und Reperfusion nach kalter Organlagerung gekommen ist.
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6.1 Diskussion der Methodik

6.1.1 Versuchsbedingungen und Datenauswertung

In unserer Versuchsreihe wurde auf die artgerechte Haltung der Tiere geachtet. Um
die Tiere nicht durch einen chronischen Blasenkatheter zu belasten, wurde ein
metabolischer Kafig benutzt. Dennoch konnten alle Urinproben gewonnen und alle
Parameter gemessen werden.

Die Auswertung erfolgte nach Tabellierung der Ergebnisse in einer Excel-Datei mit
dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel 5.0 und Word 6.0.

Die zeitliche Verlaufsdarstellung der Mediane ergab auswertbare Informationen, die
es erlaubten die Fragestellungen zu beantworten. Bei den Vergleichen der
Ergebnisse III a und III b zeigten die Verlaufsdarstellungen der Mediane ebenfalls

eindeutig Befunde, die im Sinne der Fragestellungen interpretierbar sind.

6.1.2 Vorperiode (Mel3werte vor Versuchsbeginn als Kontrolldaten)

Unsere Daten der Vorperiode I a und I b sind mit den Literaturdaten weitestgehend
Ubereinstimmend. Lediglich die Zahlen der 24 h Urin- Kalium Ausscheidung, welche
in beiden Kohorten die gleiche Groéf3enordnung haben, zeigen eine deutliche
Abweichung von den Literaturwerten K.H. Waldmann[46]. Ursachlich durfte die von

uns gewahlte Kostform sein.
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6.1.3 Normotherme isolierte Hamoperfusion

Die Hamoperfusionsmethode wurde als Tierversuchersatzmethode entwickelt mit der
Zielsetzung Tierversuche mit organbezogenen Fragestellungen durch eine
physiologienahe in vitro Methode zu ersetzen. Ein isoliertes Organ wird dabei mit
autologem Blut normothermen perfundiert, das durch Roller- Blutpumpen gefordert
durch einen Oxygenator gefuhrt wird. Damit war eine kontinuierliche Entgiftung und
ein Gasaustausch gewabhrleistet.

Die Verwendung eines Dialysemoduls zur Thermostatisierung, Oxigenierung,
Decarboxylierung und Korrektur niedermolekularer Soluten von Vollblut wurde bisher
von keiner Arbeitsgruppe publiziert[13]. Alle Perfusionsuntersuchungen isolierter
Nieren in der Literatur wurden entweder mit zellfreien, -nicht oxigenierten oder
oxigenierten wassrigen Ldsungen durchgefuhrt. Die Ergebnisse dieser

Untersuchungen sind somit nicht mit dieser Untersuchung vergleichbar.

6.1.4 Autologe Reimplantation

Die Autologe Reimplantation ist eine in der experimentellen Transplantations-
Forschung géngige Methode. In der Arbeitsgruppe Hauet wurden autologe
Reimplantationen von Schweinenieren durchgefihrt. Hierbei sollten insbesondere
Moglichkeiten zur Minderung der Reperfusionsschaden gefunden werden[7, 48].
Ansonsten wurden damit bisher  hauptsachlich Konservierungslésungen und
Methoden der Organkonditionierung getestet.

Als Konservierungslosung fur die 24-h Kaltelagerung wurde Euro-Collins LAésung
gewahlt, die der Prototyp einer sogenannten ,intrazellularen® Konservierungslosung

ist. (Zusammensetzung: s. Literatur Tabelle 1)
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6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Hamoperfusion

6.2.1.1 Renale Hamodynamik

Die zirkulierende Blutmenge in der Hamoperfusionsapparatur betrug einheitlich 300
ml und damit etwa 1/8 des Blutvolumens eines 33 kg schweren Schweines.

Der initiale GefaRwiderstand der hamoperfundierten Niere liegt bei 50.2 [kPa sec
ml*] und war damit 16 fach hoher als der physiologische Widerstand. Nach 70 min
Hamoperfusion betragt der GefaRwiderstand noch 9.6 [kPa sec ml™] und liegt dann
immer noch 3 fach tber der Norm, die 3.02 [kPa sec ml™]. Der Blutfluss ist dabei
um 80 [mI/min/100g] Nierengewicht in einem anndhernd physiologischen Bereich:
Auf der vaskularen Ebene findet sich ein partielles ,no reflow” Phanomen mit

erheblicher Beeintrachtigung des hamodynamischen Widerstandes.

6.2.1.2 Glomerulare Funktion

Die perfundierte Niere zeigt ein akutes polyurisches Nierenversagen: Die Niere
nimmt zwar sofort die Urinproduktion auf einem polyurischen Niveau auf, die
glomerulare Filtration ist aber auf etwa 1/6 des physiologischen Wertes
eingeschréankt. Die Kreatinin-Clearance betragt 16 % des Kontrollwertes einer Niere
in der Vorperiode.

Das Phanomen ,no reflow” scheint auch fur die hamoperfundierte Niere zuzutreffen.
Die glomerulare Filtration ist entsprechend der Minderung des renalen Blutflusses

wahrend der Hamoperfusion herabgesetzt.

6.2.1.3 Tubulére Funktion

Die tubuldre Funktion beurteilt an der Resorptionsfraktion fir Na* ist ebenso
beeintrachtigt und liegt bei etwa 1/4 des Kontrollwertes in der Vorperiode. Na*- und
K- Konzentration im Urin zeigen fir das akute Nierenversagen typische
Veranderungen: Das Urin-Na® ist das 5 fache, das Urin-K® 1/10 der Norm. Das
Urin-Na* liegt in der GroRenordnung der Konzentration der endproximalen
Tubulusflissigkeit. Eine geringe Kaliumsekretion in den Tubulusharn ist jedoch noch
vorhanden [25]. Die tubulédre Natriumresorption zeigt eine exzessive Natriurese mit

herabgesetzter RFy,".
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Insgesamt sind die Befunde im Sinne einer erheblichen Funktionsminderung der
Henle'schen Schleife, des distalen Tubulusapparates und der Sammelrohre zu
interpretieren.

Die tubularen Schaden sind auf reversible Verluste der Bulrstensdume der
Tubuluszellen mit Verlust der Zellpolaritat zurick zufuhren. Abdiffusion von ATP-
Spaltprodukten und damit eine Behinderung energieliefernder Prozesse trotz guter
Sauerstoffversorgung wahrend der Hamoperfusion koénnte ebenfalls eine Rolle
spielen.

Ausgedehntere tubulédre Zellnekrosen sollten wahrend der Perfusionsphase in
unserer Versuchsreihe noch nicht entstanden sein, denn It. Literatur kommt es zur
derartigen Schadigungen nur dann wenn wenigstens 1/6 des normalen RBF

unterschritten wird [38]. Dies war aber nicht der Fall.

6.2.1.4 Renale Osmoregulation

Es kam zu einer sofortigen Funktionsaufnahme der hamoperfundierten Nieren,
kenntlich am Einsetzen einer Diurese, welche allerdings extrem hoch war und damit
eine wesentlich starkere Einschrankung der Volumenrickresorption bei nahezu
gleicher glomerularer Filtration gezeigt hat. Die renale Osmoregulation zeigte eine
isosthen- bzw. hypostenurische Funktionslage wahrend der Hamoperfusion.

Die Ergebnisse zeigen ein erhebliches funktionelles Defizit der Nierenfunktion.
Strukturelle Schaden sind aber aus diesen Ergebnissen nicht unmittelbar abzuleiten.
Falls diese Interpretation =zutrifft, muisste nach autologer Reimplantation eine
sofortige Normalisierung der betroffenen Parameter erfolgen, andernfalls ware dann

doch ein ANV mit zeitfordernder Reparaturphase anzunehmen.
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6.2.2 Vergleich der Hamoperfusion mit und ohne Kaltelagerung

Die explantierte Niere zeigt in den Hamoperfusionsexperimenten in beiden Serien
gleichermalRen das Parameterprofil einer akuten polyurischen Niereninsuffizienz

Die Partialfunktionen kénnen somit verglichen werden.

6.2.2.1 Renale Hamodynamik

Die Serien zeigen zunachst einen deutlichen Unterschied im Gefal3widerstand; in
der Serie mit Kaltekonservierung war der initiale GefaRwiderstand 3 fach héher [16].
Der anfanglich grol3ere GefalRwiderstand in den Hamoperfusionen nach 24 h
Kaltelagerung ist durch eine in dieser Serie zusatzliche voribergehende
kalteinduzierte Vasokonstriktion bedingt. Im Verlauf der Hamoperfusion fiel der
GefalRwiderstand wieder ab, um nach ca. 90 Minuten Hamoperfusion in beiden
Serien einen fast gleichen Wert anzunehmen, der aber immer noch 3 fach tber der
Norm lag. Das Phanomen , no reflow” ist somit in beiden Serien sichtbar und etwa
auch gleich stark ausgepréagt. Die Tatsache, dass in beiden Serien nach 2 Stunden
Hamoperfusion praktisch der gleiche GefalRwiderstand gemessen wird, schliel3t aber
ausgedehntere mikrothrombotische Gefal3verschlisse in der Nierenrinde nach

Kaltelagerung aus.

6.2.2.2 Glomerulare Funktion

Die Minderung der glomerularen Filtration ist direkte Folge der herabgesetzten
Durchblutung; Die glomerulare Funktion war in beiden Serien etwa gleich stark auf
~15 % der Norm eingeschrankt. Auffallig ist, dass die glomerulare Filtration von der

Kaltekonservierung nicht zusatzlich geschadigt wurde.

6.2.2.3 Tubulare Funktion

Die tubuléare Funktion zeigte dagegen deutliche Unterschiede: Die RFya+ ist in der
Serien ohne Kaltekonservierung nur auf 84.5 % eingeschrankt, in der Serie mit
Kaltekonservierung dagegen auf 23.4 %. Die Urin-Natriumkonzentration und Urin
Kaliumkonzentration unterscheiden sich zwar weniger deuten aber in die gleiche
Richtung: gréRerer Schaden in der Serie mit Kéaltekonservierung gleichbedeutend mit

héherer Natrium- und niedrigerer Kaliumkonzentration im Urin.
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6.2.2.4 Renale Osmoregulation

In beiden Serien kam es zu einer sofortigen Funktionsaufnahme der
hamoperfundierten Nieren, kenntlich am Einsetzen einer Diurese. In der Serie mit
Kaltekonservierung ist diese allerdings extrem hoch und zeigt damit die wesentlich
starkere Einschrankung der Volumenruckresorption bei nahezu gleicher glomeruléarer
Filtration. Die renale Osmoregulation zeigte in beiden Serien eine isosthenurische
bzw. hypostenurische Funktionslage wéhrend der Hamoperfusion. Ob tatsachlich in
der Serie ohne Kaltelagerung der Urin verdinnt werden konnte bleibt offen. Der

Vergleich der beiden  Hamoperfusions-Serien  lasst  sich  tabellarisch

zusammenfassen:

Tabelle 10

Parameter IIa IIb
Renovaskularer Widerstand” 3.0 9.60

[kPa sec ml™]

Kreatininclearance 6.9 5.75
[ml/ min]

RFna 84.8 23.4
Urin-Natrium134.0 134 90
[mmol/l]

Urin-Kalium 9 6
[mmol/l]

U/P Osmol 0,76 1

Tabelle 10. Vergleich der Parameter der EXx-vivo-Nierenfunktion aus dem
Versuchsprotokoll ohne 1I a und mit 24 h Kaltekonservierung II b am Ende der
Hamoperfusion mit autologem dialysierten und durch Gasaustausch arterialisiertem
Vollblut. Errechnet sind die Medianwerte der Nierenfunktion.

Il a Zahl der Tiere N =6. 11 b Zahl der Tiere N =5.

" Initialer GefaRwiderstand
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6.2.3 Autologe Reimplantation nach Kaltelagerung und isolierter
Hamoperfusion

6.2.3.1 Renale Hamodynamik

Im Versuchsprotokoll war keine Instrumentierung vorgesehen, so dass eine direkte
Messung der Nierendurchblutung nicht moglich war. Dennoch ist von dem
Phanomen des ,no reflow“ auszugehen [38, 49], da sich postoperativ ein akutes
Nierenversagen der reimplantierten Niere zeigte. Die Erh6hung des renovaskularen
Widerstandes im akuten, ischamischen Nierenversagen wird in dieser Hypothese
durch eine Endothel Schwellung erklart [26, 37, 49].

Infolge der hypoxischen Schwellung tubulérer Epithelzellen, Kapillar-Endothelien der
Glomerula und Mesangialzellen kommt es auf Grund der relativ unnachgiebigen
Nierenkapsel (Gerotta Fascie) zu einem deutlich erhéhten Gewebedruck der den
GefalRwiderstand heraufsetzt. Durch Fibrin und Thromben in den Kapillaren wird das
,no reflow" Phanomen weiter verstarkt [21].

Das ,no reflow" Phdnomen“ kommt besonders im kortikomedullaren Ubergang
(Vasa recta)[21, 37, 49] und der Medulla zum Tragen. Das &ufRere Mark beinhaltet
die S3-Segmente der proximalen Tubuli, aufsteigende Aste der Henleschen
Schleifen sowie die kortikalen Sammelrohre mit den umschlie3enden vasa recta.
Diese und vor allem die distalen Tubulusabschnitte (TALH) reagieren auf eine
reduzierte Sauerstoffversorgung aufgrund eines hohen ATP Umsatzes besonders

empfindlich. Dieses gibt eine zuséatzliche Erklarung fir den hohen Salzverlust bei
unseren reimplantierten Nieren [14]. (s.u.)

Zusatzlich ist eine kalteinduzierte Vasokonstriktion der praglomerularen Arteriolen
und kleinen Arterien Folge eines kélteabhangigen intrazellularen Kalziumeinstrom zu
diskutieren. Die tubularen Kalziumkanéle sind offenbar nicht ausreichend durch die
Konservierungslosung Euro-Collins blockiert.

In unserer Versuchsreihe muss somit eine erhebliche Verschiebung des Gefal3tonus
zu Gunsten der lokalen und systemischen Vasokonstriktoren vorliegen. Neben dem
erhohten Sympathikustonus und einer maximalen Aktivierung des Renin Angiotensin
Systems kommt es auch zu einem Anstieg der zirkulierenden vasokonstriktiven

Substanzen wie z.B. Katecholamine und Endothelin.
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SchlieRlich kann aufgrund einer gesteigerten proximaltubularen Natriurese Uber den
tubuloglomerularen feedback Mechanismus eine praglomerulare Vasokonstriktion

entstehen, die zu zur Erhéhung des Gefal3-Widerstandes beitragt [35, 38].

6.2.3.2 Glomerulare Funktion

Alle 5 autolog reimplantierten Nieren nahmen nach 24-h Kaltekonservierung und
praoperativer Hamoperfusion ihre Funktion auf. Nach Reimplantation wird ein akutes,
zunachst oligoanurisches spéater polyurisches Nierenversagen sichtbar. In unserer
Versuchsreihe dauert die oligurische Phase bis zum 4. post-Op Tag (5. post OP Tag
Diurese 1.5 ml/min). Danach liegen die Diuresen mit 2.5 ml/min deutlich Gber den
Kontrollwerten (2 ml/min).

Das Serum-Kreatinin steigt bis zum 5. post-Op Tag auf ein Maximum von 15.9 mg/dl.
Plasma-Harnstoff und -Kreatinin verhalten sich direkt proportional zu den jeweiligen
ClearancegroR3en, so dass eine Veranderung dieser Werte prinzipiell auch an den
Retentionswerten abgelesen werden kann.

Die Kreatininclearance stabilisiert sich ab dem 34. post-Op. Tag von durchschnittlich
31 ml/min/10 kg allerdings mit starken Schwankungen. Dieser Wert entspricht ca.
80% der Vorperiode bezogen auf eine Niere. Die Ausgangswerte werden somit nicht
vollstandig erreicht.

Der Endwert der Harnstoff-Clearance entspricht mit ca. 40 % dem Wert der
Vorperiode.

Die Hauptursache der verminderten Kreatininclearance liegt in dem Phanomen des
.back leackage” des Primarharns im Bereich des proximalen Tubulus, vorwiegend im
pars recta Segment [50]. Fassbare Auswirkungen des tubularen ,back leackage® sind
verminderte Kreatininclearance und verminderte RFy,".

Der glomerulare Ultrafiltrationskoeffizient, K;, muss sich in unserer Versuchsreihe
deutlich durch Abnahme der Oberflache bzw. Permeabilitdt der Glomerula gemindert
haben. Wahrscheinlich ist es zu einer Verdickung durch Fibrosierung in der Tunica
adventitia nach vaskularen Lasionen gekommen.

Markerproteine, welche eine Proteinurie sowohl in einen glomerularen als auch
tubularen Schaden unterscheiden, wurden in unseren Experimenten nicht
gemessen. Der Rickgang der Proteinurie geht mit der Erholung der glomerularen
Funktion einher. Die Protein-Konzentration im Urin ist postoperativ etwa auf das 4

fache des der Vorperiode gesteigert. Die Medianwerte fallen dann kontinuierlich ab,
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um etwa ab dem 28. post-Op. Tag das Niveau der Vorperiode zu erreichen.

6.2.3.3 Tubulare Funktion

Die renale Natriumbehandlung ist der empfindlichste Parameter zum Nachweis einer
tubuldaren  Schadigung. Die RFna'  (Vorperiode RFya® =0.9953, 3. post-Op.

Tag=0.719) wird zur Beurteilung der tubularen Transportfunktion herangezogen.

Mehr als 90% des Sauerstoffverbrauchs der Nieren sind durch den aktiven Na'-
Transport im Tubulussystem bedingt. Somit wird auch bei Stoérung der tubularen
Integritat mit der Messung der RFy," die wichtigste vom Energiestoffwechsel
abhangige Funktion der Tubuli erfasst. Die Einschrankung der RFya+ ist von daher
beim ANV ein valider Parameter.

Die RFy," ist durch das Verhéltnis von U/Pn," zu U/Pyea bestimmt. Ein tubuléres
.back leackage” beeinflusst beide Groflen im gleichen Malde. Eine Minderung der
RFna. kann sowohl durch tubuléres ,back leackage“ als auch durch eine Minderung
der ATP-abhangigen Natriumresorption bedingt sein. Eine Unterscheidung der
beiden Mdglichkeiten kann nur durch simultane Messung des Sauerstoffverbrauchs
und Bestimmung des Kopplungskoeffizienten, Na'Transport/O, Verbrauch,
getroffen werden.

Der Gipfel der Urin-Natriumwerte ist am 4. post—Op. Tag erreicht. Ein schneller Abfall
folgt bis zum 7. post-Op. Tag, welcher dem Wert der Vorperiode entspricht (Median
12 mmol/l). Die Wiedereinstellung physiologischer Werte und Schwankungsbreiten
zeigt die Erholung der tubulédren Natriumbearbeitung an.

Die K*-Konzentration im Urin ist postoperativ auf einen Minimalwert von 10 mmol/l
abgefallen, steigt aber ab dem 2. post—Op. Tag wieder, um ab dem 32. post—Op.
Tag einen relativ stabilen jedoch noch erniedrigten Bereich im Vergleich zur
Vorperiode zu erreichen. Niedrige K*-Werte im Urin zeigen ein Funktionsdefizit der
distal-tubularen Kaliumsekretion. Der Anstieg des Urinkaliums bedeutet die Erholung
dieser partiellen Nierenfunktion.

In der ersten Woche nach autologer Reimplantation kommt es zur Hyperkaliamie bis
6 mmol/l am 6. post OP-Tag. Postoperativer Hyperkatabolismus und
azidosebedingte intra/extrazellulare K*-Verschiebungen im Rahmen des akuten
Nierenversagens sind wirksam. Insgesamt wird diese jedoch nicht so gravierend

eingeschrénkt , als dass dies den Tod eines des Tieres bedingt hatte.
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6.2.3.4 Renale Osmoregulation

Kaltekonservierung, Hamoperfusion und warme Ischamie haben in unserer
Versuchsreihe zu diffusen renoparenchymalen Schaden gefiihrt, die zusammen die
Aufhebung der Harnkonzentrierung bedingt und zu einer Isosthenurie gefiihrt haben.
Es muss zumindest vorribergehend zu einem Funktionsverlust von mehr als 2/3 der
Nephrone gekommen sein, da ab dieser Grof3enordnung die Fahigkeit der Niere zur
Harnkonzentrierung eingeschrankt ist [22].

Ursache konnte eine Unempfindlichkeit der Niere auf ADH sein. Damit ist die
Wasserdurchlassigkeit bestimmter Nierenepithelien nicht mehr gewahrleistet. Dem
Urin in den ADH empfindlichen Tubulus- und Sammelrohrabschnitten kann somit
kein Wasser entzogen werden. Sollte ausschliel3lich eine ADH-Resistenz vorliegen
dann durfte es nicht zu Isosthenurie, sondern es musste zur Hyposthenurie
gekommen sein.

Ursachlich fur die Isosthenurie ist sehr wahrscheinlich der Ausfall des in der
Henle'schen Schleifen und den Sammelrohren angesiedelte Harnkonzentrierungs-
Mechanismus der auf dem Prinzip der Gegenstromdiffusion beruht. Das bedeutet,
dass die gesamte distal-tubulare Natriumbehandlung des Priméarharns wahrend der
Erhaltungsphase des ANV ausgefallen ist. Der Endharn wird dann nur noch durch

die proximal-tubulare Transportaktivitat bestimmt, die isoosmotisch arbeitet.

Die ruckkehrende Harnkonzentrierung ist der empfindlichste Parameter der
Erholung der Nierenfunktion. Die Urin Osmolaritat verhalt sich dabei invers zur
Lange der Ischamiezeit. Ab dem 29. post-Op Tag konnten die autolog
reimplantierten  Nieren die Urinosmolalitait wieder deutlich Gber die
Plasmaosmolalitéat anheben. Fraglich bleibt inwiefern die Regeneration des ANV in
der Versuchsreihe vollstandig erlangt wird. Retentionswerte, tubuldre Funktionen
und glomerulare Filtration nehmen zwar anndhernde Ausgangswerte wieder an.
Dies geschieht jedoch bei gesteigerten Diurese Raten. In dieser Polyurie zeigt sich
die noch nicht vollstandige Ubernahme der Nierenfunktion durch die autolog

reimplantierte Einzelniere.
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Tabelle 11
Parameter Erhaltungsphase Reparaturphase Endwert Wert
[Dimension ] Zeitdauer Zeitdauer Beobachtung Vorperiode
Kreatinin-Konzentration Gipfel 5. Tag: 15.9 Langsamer Abfall ab 9. bis 23.  42. Tag
im Serum Schneller Abfall Tag: 1.8 1.9 1.0
[mg/dl] bis 8.Tag: 3.5 Stabilitat ab 24.Tag:1.8-1.9
Kreatinin-Clearance Beginn 6. Tag: 2.85 Anstieg bis 32.Tag : 29.8 42. Tag
[mI/min/10 kg] Stabilitat ab 33.Tag: 26.5 47112
26.5-29.8
Harnstoff-Konzentration Gipfel 5.Tag: 236 Langsamer Abfall ab 13. bis 42.Tag
im Serum [mg/dlI] Schneller Abfall 27.Tag : 45 19 22
bis 12.Tag : 72.5 Stabilitét ab 28. Tag: 19
Harnstoff-Clearance Beginn 6.Tag: Anstieg bis 29. Tag : 14.9 42. Tag
[mI/min/10 kg] 2.03 Stabilitat ab 30.Tag: 15.1 25/2
8.8 -15
Harnstoff-Ausscheidung Anstieg bis 10.Tag : Stabilitat mit Schwankung. 42. Tag 4.5
[mmol/24h/10 kg] 6.64 ab 11. Tag : 9
1.92-8.71
Protein-Konzentration Gipfel 6.Tag: Abfall bis 28. Tag: 42.Tag
im Urin [g/dl] 0.88 0.115 0.26 0.16
U/Pxreatinin Minimum 5.Tag: Anstieg ab 2. Tag 42. Tag
2 48 91
RFna Minimum 3. Tag : Stabilitat ab 7.Tag: 42. Tag
0.719 0.993 — 0.999 0.993 0.997
Na' Konzentration im Urin Gipfel 4.Tag: 63 Stabilitat ab 9.Tag : 42. Tag
[mmol/] Schneller Abfall 8-28 14 26
bis 8 Tag: 9
Na" Ausscheidung im Urin Gipfel 4.Tag: 95.5 Stabilitat ab 9.Tag: 42. Tag
[mmol/24h] Schneller Abfall 37.4- 859 25 75
bis 7 Tag: 45.5
K* Konzentration im Urin Gipfel 6.Tag : 47 Anstieg ab 10. Tag: 42. Tag
[mmol/l] Schneller Abfall Stabilitét nicht erreicht 7 62
bis 9 Tag: 26.5
K* Ausscheidung im Urin Gipfel 6.Tag : 116 Anstieg bis 17. Tag 42. Tag
[mmol/24h] Schneller Abfall Stabilitat ab 18. Tag : 220 178
bis 7 Tag : 69 135-220
Diurese Beginn 3.Tag :0.85 Stabilitat ab 13.Tag: 42. Tag
[ml/min] Anstieg bis 12. Tag: 1.95 2.45-2.70 2.7 2
Plasma-Osmolalitat Gipfel 5. Tag : 325 Stabilitat ab 9. Tag : 42. Tag
[mosm/kg] Schneller Abfall 301 300 285
Bis 8.Tag :301
Urin-Osmolalitat Isosthenurie bis 29.Tag: Anstieg 42. Tag
[mosm/kg] 300 ab 30.Tag 520 500
U/Posmol Isosthenurie bis 29. Tag Anstieg ab 30. Tag 42. Tag
1.0 1.6 1.7
Protein-Konzentration i.S. Minimum 1.Tag Stabilitat ab 7. Tag: 42. Tag
[g/d] 4.10 6.1 6.8 6.7
Albumin-Konzentration i.S. Minimum 1.Tag Stabilitat ab 8. Tag: 42. Tag
[o/dl] 2.4 2.7 3.2 33

Tabelle 11. Parameter der Nierenfunktion nach autologer Reimplantation aus dem
Versuchsprotokoll mit 24 h Kaltekonservierung II b. Anhand der Medianwerte sind

die Zeitbereiche der

Erhaltungsphase und der

Reparaturphase des akuten

Nierenversagens sowie die Endwerte der Beobachtungszeit zusammengefasst.

Zahl der Tiere N = 5.
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Die Phasen des Akuten Nierenversagens wurden im Literaturteil genannt.

Das bei Transplantationen haufig auftretende Phanomen der verzégerten
Funktionsaufnahme (delayed graft function), das sich in einer andauernden Oligo-
Anurie manifestiert, wurde nach autologer Reimplantation in unseren Versuchen
ebenfalls beobachtet und als Ischamie/Reperfusionsschaden im Sinne eines akuten
Nierenversagens (ANV) gedeutet [25, 51]. Dabei ist der Zeitverlauf der Regeneration
als Marker des Schweregrades des renalen Schadens zu werten. Anhand der
gemessenen und funktionellen Parameter kann der Zeitablauf der Regeneration
beurteilt werden. Uber den Verlauf der Parameter der Nierenfunktion beziiglich
harnpflichtiger Substanzen lassen sich die einzelnen Stadien des ANV in unserer
Versuchsreihe aufzeigen. Die Phasen des ANV sind wie folgt definiert [25, 51] :

Die gemessenen Parameter erlauben folgende Zuordnungen:

Die Schadigungsphase setzt sich in unseren Experimenten aus der
Organentnahmezeit (27 min), der Reimplantation (44 min), der warmen Ischamiezeit

(318 min) und Kaltelagerung (24 h) zusammen.

In der Erhaltungsphase zeigt das reimplantierte Organ nach anfanglicher
Oligoanurie die Charakteristiken eines polyurischen ANV. Die Harnproduktion setzt
am 2. post-Op Tag wieder ein, um ab dem 3. Tag polyurische Werte zu erreichen.
Die Erhaltungsphase beziglich der glomerularen Funktion dauert bis zum Gipfelwert
des Serum-Kreatinins. Die Dauer der Erhaltungsphase der Tubulusfunktion variiert in
partiellen Funktionsbereichen, lasst sich aber mit der renalen Natriumbehandlung
erfassen.

Die Dauer der Erhaltungsphase des ANV lasst sich fir die drei renalen
Hauptfunktionsbereiche wie folgt definieren: Glomerulare Funktion bis 5. post-Op.
Tag; Tubulare Funktion bis 6. post-Op. Tag; Renale Osmoregulation bis 29. post-Op.
Tag.

Die Befunde in den ersten Tagen nach autologer Retransplantation entsprechen
gualitativ denen der vorangegangenen Hamoperfusion. Ein direkter Vergleich mit der
vorangehenden Hamoperfusion ist jedoch insofern erschwert, als die
Hamoperfusionsdaten nur kurzfristig und statisch sind, wohingegen die
Reimplantationsbefunde ein dynamisches Geschehen zeigen. Ein Vergleich kann

jedoch unter dieser Einschrankung erfolgen. Die Funktion der reimplantierten Niere
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am 3. post-Op. Tag wird mit der Nierenfunktion wahrend der vorangegangenen

Hamoperfusion verglichen.

Tabelle 12

Parameter Hamoperfusion Autologe
Reimplantation
(3. post OP Tag)

Renovaskularer Widerstand 9.60 nicht gemessen

[kPa sec ml™]

Kreatininclearance 5.75 3

[ml/ min]

RFna 0.234 0.719

Urin-Natrium 134 95.5

[mmol/1]

Urin-Kalium 6 10

[mmol/1]

Tabelle 12. Vergleich der Parameter der Nierenfunktion aus dem Versuchsprotokoll
mit 24 h Kaltekonservierung II b am Ende der Hamoperfusion mit den Parametern
des 3. post Op Tages nach Autologer Reimplantation. Errechnet sind die
Medianwerte der Nierenfunktion. Il a Zahl der Tiere N =6. 11 b Zahl der Tiere N =5.

Der Vergleich zeigt ein ungleich schweres Defizit wahrend der Hamoperfusion. Dabei
ist die tubulare Funktion wesentlich starker geschadigt als die glomerulare Funktion.
Die Interpretation dieser Befunde weist auf den besonders schweren tubuléren
Zellschaden wéhrend der Hamoperfusion hin; Der Verlust der Polaritat der
Tubuluszellen tritt offenbar sofort ein. Ein vektorieller Natriumtransport ist in dieser

Situation nicht méglich.

Der Beginn der Reparaturphase setzt mit dem Tag des Extremwertes (Minimum-
Maximum) ein. Dieser zeigt die funktionelle Restaurierung der jeweiligen
Nierenpartialfunktion an. Das Ende der Reparaturphase ist als Zeitpunkt einer
wiedererlangten physiologischen Nierenfunktion definiert.

Als die Dauer der Reparaturphase der glomerularen Funktion kann in unseren
Versuchen der Zeitraum ab dem 6. bis zum 23. post-Op. Tag gewertet werden.

Die Reparaturphase der tubuléaren Funktion beginnt mit dem Minimum der RFya" (3.
post-Op. Tag) und vollends ab Abfall des Urin-Natrium (7. post-Op Tag). Die RFya"

hat am 7. post-Op. Tag die Werte der Vorperiode von 99.9% wieder erreicht. Von
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diesem Tag an bestehen intakte Nephrone mit physiologischem Natriumtransport.
Die Wiedereinstellung des Normalwertes zeigt die Erholung der tubularen Na’-
folgenden Zeitspanne kontinuierlich die Zahl der funktionstiichtigen Glomerula
vergrolRert. Ab dem 24. post-Op Tag ist der Zustand einer funktionstichtigen
Einzelniere gegeben. Wahrend der Reparaturphase ist eine ,glomerulo-tubulare®
Balance gegeben. D.h. es bestehen funktionstlichtige Nephren mit normalem
Einzelnephronfiltrat und normaler Natriumriickresorption. Die Zahl dieser Nephrone
wird in der Reparaturphase laufend vergréf3ert bis der physiologische Zustand einer
Einzelniere erreicht ist (24.postOp.Tag).

Eine voll anpassungsfahige renale Osmoregulation tritt deutlich spater ein; erst ab
dem 30. post-Op. Tag ist die reimplantierte Niere in der Lage auf unterschiedliche
osmotische Belastungen zu reagieren.

Die Dauer der Reparaturphase des ANV lasst sich fir die drei renalen
Hauptfunktionsbereiche wie folgt definieren: Glomerulédre Funktion 6. bis 23. post-
Op. Tag; Tubulare Funktion 7. bis 24. post-Op. Tag; Renale Osmoregulation bis 29.
post-Op. Tag

Eine physiologische Nierenfunktion wird ab dem 24. post-Op Tag erreicht. Das
Plateau der Retentionswerte Kreatinin und Harnstoff deutet auf eine funktionelle
Stabilitat hin. Im Vergleich zur Vorperiode (Kontrollwerte) zeigen sich jedoch
konstante funktionale Defizite. Die Verlaufsbeobachtung schliel3t nach Abschluss der
Reparaturphase des ANV die beginnende Anpassung an den Zustand der
Einnierigkeit ein. Es ist zu erwarten, dass die noch nicht vollzogene Anpassung sich
zunachst in einer geanderten Funktionalitat dul3ert, bevor eine volle Kompensation
durch Hypertrophie der reimplantierten Niere sichtbar wird [14]. Beim Menschen
dauert die volle Anpassung nach Uninephrektomie ca. 1 Jahr. Fir das Schwein

liegen keine diesbezuglichen Daten vor.
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6.2.4 Vergleich der Autologen Reimplantation mit und ohne Kéaltelagerung

6.2.4.1 Glomerulare Funktion

Das Maximum des akuten Nierenversagens beurteilt am Serum-Kreatinin lag ohne
Kaltekonservierung am 2. Tag bei 7.6 mg/dl und mit Kaltekonservierung am 5. Tag
bei 15.9 mg/dl.

Das Maximum der Erhdhung der Retentionswerte gegentber der Vorperiode ist in
beiden Serien verschieden: Der Serum-Kreatinin-Wert erreicht das 16 fache, der
Serum-Harnstoff Wert das 10 fache der Vorperiode. Im Vergleich hierzu sind die
Retentionswerte der Versuchsreihe ohne Kéltekonservierung auf einem niedereren
Niveau. Kreatinin und Harnstoffspiegel sind beide maximal nur um das 8 fache der
Norm angestiegen.

Den gleichen Befund zeigt die glomeruldare Funktion, beurteilt an der
Kreatininclearance.

Beginn einer messbaren Kreatininclearance ohne Kaltekonservierung ist am 2.Tag
mit 5.8 mli/min/10kg und mit Kaltekonservierung erst am 6.Tag mit 2.85 ml/min/10kg.
Insgesamt scheint die Entwicklung der Kreatininclearance um 3 Tage verschoben zu
sein.

Die Harnstoffclearance ist zur Beurteilung der Phasen eines polyurischen
Nierenversagens weniger geeignet, weil mehrere und voneinander unabhangige
Determinanten (Postaggressionsstoffwechsel) berlcksichtigt werden mussen.
Prinzipiell bestehen aber analoge Verhaltnisse zur Kreatininclearance.

Die Plasma-Proteinkonzentration liegt 28% unter der Konzentration der Vorperiode.
Die Vergleichsgruppe ohne Kaltekonservierung hat ein Defizit von nur 19%.

Die Urin-Proteinkonzentration ist in unserer Versuchsreihe um das 5.5 fache
gegenuber der Vorperiode gestiegen. In der Vergleichsgruppe ohne
Kaltekonservierung war der Wert um das 2.5 fache gegenuber der Vorperiode

gestiegen.
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6.2.4.2 Tubulare Funktion

Die Resorptionsfraktion fur Natrium ist in beiden Serien abgesenkt. Nach autologer
Reimplantation werden 72% in unserer Versuchsreihe und ohne Kéltekonservierung
werden 95% gemessen. Der Tiefpunkt war hier am 1. Tag nach autologer
Reimplantation erreicht. In unserer Serie erst am 3. postoperativen Tag.

Die RFna® normalisiert sich nach Kéaltekonservierung 2 Tage spéater. Im Vergleich:
1.vs. 3. post-Op Tag. Die RFy," ist am 6. bzw. 7. post-Op Tag in den beiden Serien
wieder ,physiologisch®.

Die Natriumkonzentration im Urin und die Natriumausscheidung haben in beiden
Serien zeitgleich einen Gipfel am 4. post-Op. Tag Dieser Gipfel zeigt den Beginn
der Bilanzierung der Natriumretention in der Erhaltungsphase des ANV nachdem
eine vorangegangene Natrium-Retention abgebaut wurde.

Die Urin-Natrium-Konzentration ist in unserer Versuchsreihne um das 5-fache
gegeniber der Vorperiode als Ausdruck einer ausgepragten Natriurese gestiegen. In
der Vergleichsgruppe ohne Kaltekonservierung war der Wert nur um 16% gestiegen.
Der Tiefpunkt lag hier am 4. Tag gegentuber unserer Versuchsreihe am 6. Tag. Die
Nieren in beiden Serien verfiigen somit tber die gleiche Fahigkeit der Anpassung an
das akute polyurische Nierenversagen in Bezug auf die Aufrechterhaltung der
Natrium-Homoostase.

Tubulare nekrotische Schadigung sind einhergehend mit einer ausgepragten
Natriurese d.h. die Urin - Natrium Konzentration liegt tiber 40 mmol/l. Der Vergleich
der Urin-Natrium Konzentration macht deutlich, dass es in unserer Versuchsreihe mit
Kaltekonservierung auch zu Zellnekrosen im Bereich der proximalen Tubuli
gekommen sein muss, da die Urin-Natrium Konzentration bei 76 mmol/l liegt. Die
proximalen Tubuli sind fir den Hauptteil der Natriumresorption verantwortlich.

Die Urin-Kalium-Konzentration ist in unserer Versuchsreihe um 72 % gegenuber der
Vorperiode abgefallen. In der Vergleichsgruppe ohne Kaltekonservierung war der
Wert um ca. 65 % gesunken. Der Tiefpunkt lag hier am 3. Tag gegenlber unserer
Versuchsreihe am 1. Tag. Die Urin-Kalium Konzentration ist nach Kaltekonservierung
bis zum 19. post Op. Tag deutlich hoher und zeigt damit eine schlechtere
Kaliumsekretion nach Kaltekonservierung mit langerer Rekompensation. Aufgrund
der hoheren Diurese in dieser Serie wird aber die Kalium Homoéostase mit Einsetzen

einer Polyurie zur gleichen Zeit wie in der Serie ohne Kéaltekonservierung erreicht.
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6.2.4.3 Renale Osmoregulation

Die Nieren unserer Versuchsreihe befinden sich langer in dem oligoanurischen
Stadium des akuten Nierenversagen. Die Diurese unserer Versuchsreihe beginnt am
5. post-Op Tag = 1.42 ml/ min; ohne Kéltekonservierung am 2. post-OP Tag = 1.06
ml/ min. Ab dem 6. post-Op Tag liegen die Diuresen in unserer Serie uber denen
ohne Kaltekonservierung. Das bedeutet die Nieren unserer Versuchsreihe benétigen
insgesamt mehr Flussigkeit zur Elimination harnpflichtiger Substanzen. Die Diurese
ist mit Kaltekonservierung ab dem 12. post-Op Tag polyurisch. Ohne
Kaltekonservierung ist eine normale Diurese ab dem 7. post-Op Tag zu verzeichnen.
Die Diurese bleibt in der Serie mit Kaltekonservierung bis zum Ende der
Untersuchung am 42. post-Op Tag auf polyurischem Niveau. Ohne
Kaltekonservierung sind normale Diuresen bereits ab dem 7. post-Op Tag zu
verzeichnen.

Die Plasma-Osmolaritat hat in der Serie ohne Kaltekonservierung im Vergleich zu
unseren Versuchen um 11.5 % zugenommen.

Die Urin-Osmolaritat ist in unserer Versuchsreihne um 42 % gegeniuber der
Vorperiode abgefallen. In der Serie ohne Kaltekonservierung war der Wert ebenso
um 42 % gesunken. Beide Tiefpunkte waren hier am 1. Tag nach autologer

Reimplantation erreicht.

6.2.4.4 Phasen des akuten Nierenversagens

Die Ergebnisse III b lassen sich nicht uneingeschrankt mit den Ergebnissen aus
IIT a vergleichen, da die Dauer der Nachbeobachtung nach autologer Reimplantation
unterschiedlich war. In der Serie ohne 24 h-Kéltekonservierung wurde 21 Tage lang
beobachtet, in der eigenen Serie bis zum 42. Tag. Insofern kénnen zur Phase der
Anpassung der Nierenfunktion der retransplantierten Niere an die Einnierigkeit keine
vergleichenden Aussagen gemacht werden.

Der Verlauf des akuten Nierenversagens nach autologer Reimplantation ist jedoch in
den beiden Protokollen gleichermaf3en abgedeckt.

Die Schadigungsphase im Sinne einer warmen Ischamie war infolge identischer

Operationstechniken beider Serien etwa 5 Stunden lang.
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In der Serie nach 24-h Kaltekonservierung ist die Erhaltungsphase des ANV in den
Teilbereichen der Nierenfunktion, glomerulare und tubuldre Funktion, sowie
Osmoregulation zeitlich langer und funktionell intensiver ausgepragt. Die
Reparaturphase setzt dementsprechend in allen Teilbereichen auch spater ein.

Wie oben unter 3 erwahnt gibt es verschieden ausgepragte Schweregrade des
akuten Nierenversagens. Differenziert wird zwischen einer leichten prarenalen
Hyperazotadmie und einer akuten tubuléren Nekrose. Es ist davon auszugehen, dass
nach Kaltekonservierung insbesondere wahrend der Hamoperfusion ausgedehntere
Nierenschaden, wie z.B. durch tubulare Nekrosen und Leckagen verursacht,
vorhanden sind.

Die Reparaturphase setzt nach autologer Reimplantation mit Kaltelagerung in allen

Teilbereichen spater ein. Zusammengefasst ergaben sich folgende zeitliche

Zuordnungen:
Tabelle 13

Reparaturphase Reparaturphase
Parameter I a OIb
Glomerulare Funktion ab 2. post-Op Tag ab 5. post-Op Tag
RFNa+ ab 1. post-Op Tag ab 3. post-Op Tag
Tubuléare Funktion* ab 6. post-Op Tag ab 6. post-Op Tag
Renale Osmoregulation ab 4. post-Op Tag ab 28.post-Op Tag

Tabelle 13. Anhand der einzelnen Nierenfunktionsparameter aus dem
Versuchsprotokoll ohne III a und mit 24 h Kaltekonservierung III b wird der Beginn
der Reparaturphase nach Autologer Reimplantation verglichen. Angegeben sind die
Tage nach Reimplantation ab denen die Reparaturphase einsetzt. II1 a Zahl der
Tiere N =6. III b Zahl der Tiere N =5.

Die renale Osmoregulation ist der empfindlichste Parameter der Nierenschadigung.
Die Nierenfunktion wird in beiden Serien zu unterschiedlichen Zeitpunkten
polyurisch: ohne Kaltekonservierung ab dem 4. post-Op Tag, mit Kaltekonservierung
ab dem 7. post-Op Tag. Eine Isosthenurie besteht ohne Kéltekonservierung bis zum
4. post-Op Tag, mit Kaltekonservierung bis zum 28. post-Op Tag.

Die absolute GroéRe der Ausscheidung der Urin-Elektrolyte Natrium und Kalium
kénnen nicht zur Erkennung des Beginns der Reparaturphase herangezogen werden,
da intrarenale Kompensationsmechanismen eine Anpassung an die Bedurfnisse der

Natrium und Kalium Homoostase auch bei Beeintrachtigungen der
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Transportaktivitaten in  den einzelnen Nephronsegmenten ermdoglichen. Dies
geschient in Anpassung an unterschiedliche glomerulare Filtrationsraten

(Glomerulotubulare Balance) [52].

Die Einstellung einer physiologischer Nierenfunktion in der Reihenfolge:

Tabelle 14
physiologische physiologische
Nierenfunktion Nierenfunktion
Parameter ITa OIb
Glomerulare Funktion ab 5. post-Op Tag ab 20. post-Op Tag
RFNa+ ab 6. post-Op Tag ab 7. post-Op Tag
Diurese ab 7. post-Op Tag nicht erreicht
Renale Osmoregulation ab 10. post-Op Tag ab 28.post-Op Tag

Tabelle 14. Anhand der einzelnen Nierenfunktionsparameter aus dem
Versuchsprotokoll ohne III a und mit 24 h Kaltekonservierung III b wird die
Reihenfolge der Einstellung einer physiologischen Nierenfunktion nach Autologer
Reimplantation verglichen. Angegeben sind die Tage nach Reimplantation ab denen
sich eine physiologische Nierenfunktion eingestellt hat. IIl a Zahl der Tiere N =6.

IIT b Zahl der Tiere N =5.

Die GroRRenordnung der physiologischen Kreatininclearance einer Niere(~25
ml/min/10 kg) als Markierung der beendigten Reparaturphase  wird ohne
Kaltekonservierung am 9. Tag mit Kaltekonservierung 11 Tage spater, am 20. Tag
erreicht.

Eine physiologische Diurese ist ohne Kaltekonservierung am 21. post-Op Tag
gegeben, mit Kaltekonservierung bleibt die transplantierte Niere bis zum Ende der
Untersuchung mit 2.4 ml/min leicht polyurisch.

Die Harnkonzentrierungsfahigkeit wird nach Kaltekonservierung wesentlich spater
am 28. post-Op Tag erreicht gegenuber der Serie ohne Kaltekonservierung sind

physiologische Verhéltnisse bereits ab dem 4. post-Op Tag vorhanden.
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6.3 Pathophysiologie der Ischamie/Reperfusion in der
reimplantierten Niere nach Kaltelagerung: Moglichkeiten der
Beeinflussung

Der Reperfusionsschaden wird in erheblichem Mald durch reduzierte Sauerstoff-
radikale mit hoher Zelltoxizitat hervorgerufen. Ginstige Vorraussetzungen fir diesen
Pathomechanismen wurden noch zusatzlich durch die kalte Organlagerung
geschaffen. Reaktive Sauerstoffradikale sind in erheblichem Mal3e durch die
Xanthinoxidase bei der Verstoffwechsellung der Nukleotide angefallen. Zugabe von
Allopurinol hatte die Bildung eindammen kénnen, da Allopurinol die Umwandlung von

Hypoxanthins in Xanthin blockiert.

Sauerstoffradikale sind wahrend der Reperfusion vorwiegend in den proximalen
Tubuluszellen angefallen, woflr die mangelhafte Natriumresorption und hohe Urin-
Natriumkonzentration spricht. Zusatzlich muss es zu einer vermehrten Entstehung
von Sauerstoffradikalen wahrend der Kaltekonservierung gekommen sein. Ein
maoglicher Ansatz zur Therapie bzw. Pravention des ANV kdnnte in der Blockade der
INOS liegen [42]. Weiterhin lasst die Schwere des ANV in unserer Versuchsreihe auf
eine doch erhebliche Freisetzung von Eisen mit Entstehung des hdchst membran-
und zelltoxischen Hydroxylradikal wahrend der kihlen Transplantatlagerung
schlussfolgern. Zugabe von Deferoxamin zur Konservierungslosung hatte die
Zelltoxizitdt von Eisen eingeddmmt, weil Deferoxamin  neben antioxidativen
Eigenschaften eine Zellschutzfunktion durch eine Stimulation der Hamoxygenase,
EPO und VGEF uber Aktivierung des HIF-1 besitzt [18].

Die Arbeitsgruppe um Salahudeen [18, 47, 53] hatte gezeigt, dass ein
Nierenschaden durch Kéltelagerung tber eine Apoptose der Tubuluszellen zu einem
schwereren und protrahiertem Verlauf des postoperativen Akuten Nierenversagens
fuhrt.

Nach Reimplantation des kaltekonservierten und isoliert perfundierten Organes muss
eine Apoptose subletal verletzter Zellen in hohem MalRe stattgefunden haben[14].
Die Signale zur Ausldosung einer Apoptose sind eine aktive biologische Leistung und
setzen einen lebenden Organismus voraus. Die mitochondriale Schadigung durch
die kalte Organlagerung in unserer Versuchsreihe hat durch Offnung der
Membranporen die Apoptose ausgelost. Es ist in unserer Versuchsreihe davon
auszugehen, dass die Execution Phase der Apoptose durch die drei folgenden

Mechanismen initiiert wurde [18, 27, 31, 47, 53, 54]:
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1. Rezeptor vermittelte Apoptose durch Expression von proapoptotischen
Rezeptoren fur Fas-Ligand (CD95) und Tumor Nekrose Faktor (TNF -a ) [14].

2. Default Pathway (Fehlen von Wachstumsfaktoren)

3. Verlust von Zell-Zell Kontakten und Zell- Matrix Kontakten

Schlie3lich sind die Ergebnisse auch fur die Forschung auf dem Gebiet der
Xenotransplantation von Schweinenieren insofern von Bedeutung als damit der
natlrliche postoperative Verlauf der Nierenfunktion nach Transplantation ohne den
Einfluss einer allogenen Immunreaktion im Schweinemodel dokumentiert werden

kann.

6.4 Schlussfolgerung

1. Die Ischamie durch Organentnahme erzeugt funktionelle Schaden, die sich in
der nachfolgenden isoliert hAmopoperfundierte Niere manifestieren. Dabei bestehen
Unterschiede zwischen Hamoperfusion nach 24 h Kaltelagerung und Hamoperfusion
direkt nach Organentnahme.

Es besteht grundsatzlich ein vaskularer Schaden mit Anstieg des renalen
GefalRwiderstandes, ein glomerularer Schaden mit herabgesetzter GFR und ein
tubularer Schaden mit erniedrigter RFna+. Nach 24-h Kaltelagerung ist der vaskulare
Schaden nach Uberwindung der kalteinduzierten Vasokonstriktion in der gleichen
GroRenordnung wie ohne vorangehende Kaltelagerung. Das gleiche gilt auch
anndhernd fur die glomerulare Filtration. Der tubuldre Schaden ist nach
Kaltelagerung wesentlich starker. Ursachlich ist eine intensivere Abdiffusion von
ATP-Spaltprodukten aus der Tubuluszelle wahrend der Kaltelagerung, die eine
schnelle ATP-Resynthese nach Wiederherstellung der Sauerstoffzufuhr behindert.

2. Die Daten der Arbeitsgruppe Salahudeen [18, 27, 31, 47, 53, 54] zeigen den
apoptotischen Zellschaden durch Kalte induziert. Der Verlauf des nach
Reimplantation einer 24 h kéaltegelagerten Niere zeigt sowohl eine verlangerte
Erhaltungsphase als auch eine langere Reparaturphase. Dieser Effekt ist auf die
zusatzliche Apoptose der Tubuluszellen im Empfangertier zuriickzuftihren, nachdem
alle anderen Parameter wie warme Ischdmiezeit in beiden Serien identisch waren.
Hier sind unsere Befunde eine direkte Bestatigung der ausgepragteren Intensitat

sowie den deutlich verlangerten Zeitintervallen des ANV nach Kaltekonservierung
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[14]. Die glomerulare Funktion wird von einer apoptotischen Zelltransformation
offenbar weniger betroffen; die Werte sind in beiden Serien weniger different. Uber
den Mechanismus der glomerulo-tubuldren Balance wird die glomerulare Filtration
durch den tubularen Schaden aber mit beeinflusst.

Die zusatzliche Apoptose von Tubuluszellen ist als Antwort des Organismus auf
durch die Kaltelagerung entstandene Zellschadigung einzuordnen. Die ATP-
Resynthese in den Tubuluszellen ist nach Kaltelagerung offensichtlich starker
behindert. Dieser Mechanismus treibt die betroffenen Zellen in einen
apoptoseauslosenden Zustand [14]. Die Ausfihrung einer Apoptose setzt Signale
voraus, die nur von einem intakten Organismus generiert werden koénnen. Dabei
handelt es sich um die Bildung von Fas-Ligand und der Ingangsetzung des ,default
Pathway“. Da diese Funktionsverluste nach autologer Reimplantation nicht auf
alloimmunogene Einflisse zuriickzufuhren sind, koénnen die Befunde als Basis flr
eine Beurteilung der Nierenfunktion nach experimenteller allogener Transplantation
von Schweinenieren im Rahmen der Entwicklung der Xenotransplantation verwendet

werden.

3. Die Befunde lassen auch eine Aussage zu der Fragestellung zu, ob das
Modell der 24h-kaltekonservierten Nieren eine valide Tierversuchsersatz-Methode
darstellt. Der Vergleich mit den Ergebnissen aus III a zeigt bessere Ergebnisse ohne
24h- Kaltekonservierung. Der Ischdmie/Reperfusionsschaden wird ohne 24h-
Kaltekonservierung nach autologer Reimplantation schneller berwunden[14] . Die
Einstellung normaler Nierenfunktion ist allerdings als Ausdruck der vollzogenen
Anpassung an den Status der ,Einnierigkeit’, vermutlich unabhangig von der
vorangehenden Kaltekonservierung. In der Serie III a ist diese Anpassung innerhalb
von 21 Tagen in den Bereichen Kreatininclearance und renale Osmoregulation
jedenfalls noch nicht erreicht. Der Nierenschaden ausgelost durch vorangehende
Ischamie wéhrend der Organentnahme ist in der nachfolgenden ex vivo
Hamoperfusion mit autologem Blut in der Serie von U. Hennen deutlich geringer. Die
praktischen Bedeutung dieses Sachverhaltes liegt in der Tatsache, dass Schlachthof
Organe nicht an dem der Schlachtung folgenden Tag zu
Hamoperfusionsexperimenten  eingesetzt werden sollten. Eine experimentelle
Verwendung der entnommenen Nieren am gleichen Tag ist eindeutig der Vorzug zu
geben.
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4, Grundsatzlich ist das Modell der isoliert hamopoperfundierte Niere nur
begrenzt zur Untersuchung physiologischer Vorgange geeignet. Dagegen kdnnen
pharmakologische Fragestellungen im Zusammenhang mit einem
Ischamie/Reperfusionsschaden unter dem Aspekt Organprotektion sehr gut mit
diesem Modell untersucht werden. Insbesondre kénnten Fragestellungen bezuglich
Strategien zur Vermeidung einer Apotose nach Kaltelagerung mit diesem speziell
dafur validen Modell untersucht werden.

5. Die Technik der isolierten Organfunktion, angewandt von der Firma
.1ransMedics, mindert das Risiko postoperativer Komplikationen, wie
Transplantatfehlfunktionen  oder die verspatete Funktionsaufnahme  des
Transplantates. [16, 14].

Der tubulare Schaden ist nach isolierter Organperfusion wesentlich weniger
ausgebildet. Ursachlich ist eine schwéchere bis aufgehobene Abdiffusion von ATP-
Spaltprodukten aus der Tubuluszelle.

Der apoptotische Zellschaden durch Kalte induziert fallt nach isolierter
Organperfusion weg. Erhaltungsphase und Reparaturphase sind verkirzt, da die
Apoptose der Tubuluszellen im Empfangertier ausgeschaltet ist. Deshalb wird der
Aufenthalt im Krankenhaus durch das sofort funktionierende Organ verkurzt. Weniger
Medikamente zur Behandlung der Komplikationen missen eingesetzt werden und
die Zahl der Retransplantationen nimmt ab[14].

Die ATP-Resynthese in den Tubuluszellen ist nach isolierter Organperfusion
wesentlich weniger behindert. An dem perfundiertem Organ kdnnen ausgiebige

Funktionstests sowie Tests zur Gewebekompatibilitat durchgeflhrt werden. [16]
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7/ ZUSAMMENFASSUNG

Um das Ausmall der funktionellen Organschadigung nach Kaltekonservierung
aufzuzeigen, wurde der direkte Vergleich der Versuchsreihe, bestehend aus 5
Schweinen, 24 h Kéltekonservierung, 90 minutiger isolierter Hamoperfusionperfusion
und autologer Reimplantation bei gleichzeitiger kontralateraler Nephrektomie ohne
Kaltekonservierung angestellt.

Zur Beurteilung und zum Vergleich der Nierenfunktion wurden vor, wéahrend der
Organentnahme, der Perfusion und 42 Tage nach autologer Reimplantation,
Untersuchungen durchgefuhrt.

Wahrend der Hamoperfusion wurde in der Serie mit Kaltekonservierung initial ein 3
fach hoherer GefalR3widerstand nachgewiesen. Nach ca. 90 Minuten Hamoperfusion
hatten beide Serien einen fast gleichen Wert angenommen, der aber immer noch 3-
fach Gber der Norm lag.

Ohne 24-h Kaltelagerung werden nur Ischidmieschaden sichtbar, die auf die
vorangegangene warme Ischamie zurickgefihrt werden kdnnen (reversibler Verlust
der Zellpolaritat der Tubuluszellen, Basolatrerale Verschiebung der Na® /K'-
ATPase).

Wahrend der Hamoperfusion mit 24-h Kaltelagerung werden Schéaden sichtbar, die
besonders im tubularen System angesiedelt sind und die auf eine Verzégerung der
ATP-Resynthese zurtickgefuhrt werden kénnen. Wahrend der Kaltelagerung sind die

ATP-Spaltprodukte irreversibel aus den Tubuluszellen herausdiffundiert.

Nach autologer Reimplantation ohne 24-h Kaltelagerung besteht ein kurzfristiges
polyurisches ANV durch I/R-Schaden infolge der warmen Ischamie.

Nach autologer Reimplantation mit 24-h Kaltelagerung ist das ANV wesentlich
starker ausgepragt. Hier kommt eine zusatzliche Apoptose der Tubuluszellen durch
die fehlende kurzfristige Verfugbarkeit von ATP auslésend zum Tragen.

Nach autologer Reimplantation kam es in beiden Serien zu einer sofortigen
Funktionsaufnahme der Nieren kenntlich am Einsetzen einer Diurese. Das akute
Nierenversagen nach autologer Reimplantation mit vorangehender Kaltelagerung
ist aber erheblich ausgeprégter im Vergleich zur sofortigen Reimplantation. Der
Verlauf des nach Reimplantation einer 24 h kaltegelagerten Niere zeigt sowohl eine

verlangert  Erhaltungsphase als auch eine langere Reparaturphase
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Zusammenfassung

Die glomerulare Funktion war eingangs in beiden Serien etwa gleich stark auf ~15 %
der Norm eingeschrankt. Das Maximum des ANV beurteilt am Serum-Kreatinin und
am Serum-Harnstoff lag ohne Kaltekonservierung am 2. Tag bei 7.6 mg/dl und mit
Kaltekonservierung am 5. Tag bei 15.9 mg/dl. Ab diesem Zeitpunkt ist die
Reparaturphase der glomerulédren Funktion anzusetzen.

Der Vergleich beider Versuchsreihen nach autologer Reimplantation zeigt durch das
Erreichen der physiologischen Kreatininclearance einer Niere(~25 ml/min/10 kg) die
Beendigung der Reparaturphase an. Dieser Zeitpunkt wird ohne Kéltekonservierung
bereits am 9. Tag und mit Kéltekonservierung erst am 20. Tag nach autologer
Reimplantation erreicht. Die Einschréankung der glomerularer Funktion wird durch
Obstruktion in den Sammelrohren durch Konglomerate aus tubuldren nekrotischem
Debris und Tamm-Horsefall Protein erklart.

Die tubuléare Funktion zeigte dagegen deutlichere Unterschiede. Hier war die RFya-+
wahrend der Erhaltungsphase des ANV in der Serie ohne Kaltekonservierung nur auf
84.5 % eingeschrankt, in der eigenen dagegen auf 23.4 %, was als Ausdruck einer
wesentlich weitergehenden Minderung der transtubuléren lonentransporte zu
interpretieren ist. Die RFy,  ist jedoch bereits am 6. bzw. 7. post-Op Tag in den
beiden Serien wieder ,physiologisch®. Dieser Parameter zeigt physiologsche
Verhaltnisse in intakten Nephren an.

Offenbar haben in unserer Serie wesentlich starke Zellnekrosen stattgefunden. Hier
ist sicher die Nichtverfugbarkeit von Nukelosiden (Adenosin und Guanosin) zur
Resynthese von ATP entscheidend. Diese Produkte diffundieren wahrend der
Kaltekonservierung aus den Tubuluszellen irreversible heraus. Dieser Effekt ist auf
die zusatzlich verstarkte Apoptose im Empfangertier zurickzufihren, da alle
anderen Parameter wie z.B. die warme Ischdmiezeit in beiden Serien identisch
waren. Die zusatzliche Apoptose von Tubuluszellen ist als Antwort des Organismus
auf durch die Kaltelagerung entstandene Zellschadigung einzuordnen. Die ATP-
Resynthese in den Tubuluszellen ist nach Kaltelagerung von daher offensichtlich
starker behindert. Dieser Mechanismus treibt die betroffenen Zellen in einen
apoptoseauslosenden Zustand. Die Ausfuhrung einer Apoptose setzt Signale

voraus, die nur von einem intakten Organismus generiert werden konnen.
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