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VORBEMERKUNGEN

Die Ergebnisse dieser kumulativen Habilitationsschrift basieren auf Untersuchungen, die ich
grofitenteils wahrend meines 20-monatigen Forschungsaufenthaltes an der ,University of
California San Francisco“ (UCSF), Department of Surgery, Division of Transplantation, San
Francisco, USA sowie im Transplantations-Forschungslabor (Charité-Universitatsmedizin
Berlin, Campus Mitte) gemeinsam mit Doktoranden sowie wissenschaftlichen und technischen
Mitarbeitern der jeweiligen Einrichtungen durchgefuhrt habe. Hervorgehoben seien an dieser
Stelle folgende Personen, welche meine Forschungstatigkeit in besonderer Weise unterstitzt

und gefoérdert haben:

Prof. Dr. Stefan A. Loening Direktor der Klinik fir Urologie, Charité Berlin Campus Mitte

Prof. Dr. Bernd Schonberger’  ehem. Oberarzt der Klinik fiir Urologie, Charité Campus Mitte

Prof. Dr. Duska Dragun Oberarztin der Klinik fir Nephrologie, Charité C. Virchow
John P. Roberts, M.D. Chief, UCSF, Dept. of Surgery, Div. of Transplantation
Chris E. Freise, M.D. Associate Professor, UCSF, Div. of Transplantation
Sandy Feng, M.D., Ph.D. Associate Professor, UCSF, Div. of Transplantation
Claus U. Niemann, M.D. Associate Professor, UCSF, Div. of Transplantation

Gegenstand meiner Forschungstatigkeit ist die Verbesserung der frihen Funktion von
Transplantatnieren durch Reduktion des Konservierungs-Reperfusionsschadens. Die
Ergebnisse von klinischen und experimentellen Untersuchungen auf diesem Gebiet sind in 7
Artikeln (siehe Anlage), welche ich in ,peer reviewed” Zeitschriften als Erstautor publiziert
habe, zusammengefasst. Sie bilden den Mittelpunkt dieser Habilitationsschrift. Samtliche
Arbeiten wurden auf nationalen und internationalen Kongressen vorgetragen.

In den einzelnen Kapiteln der vorliegenden Habilitationsschrift werden die wesentlichen
Ergebnisse der in der Anlage aufgefuhrten Publikationen kurz dargestellt und anschliessend
Ubergreifend diskutiert. Aus der abschliessenden Zusammenfassung soll das therapeutische
Gesamtkonzept der hier prasentierten Arbeiten hervorgehen. Die in der Habilitationsschrift

verwendeten Abklrzungen sind jeweils bei erstmaliger Verwendung im Text erlautert.



1. EINLEITUNG

Die Nierentransplantation ist heutzutage die beste Therapie bei terminaler Niereninsuffizienz.
Mortalitdt und Morbiditat sind bei Langzeit-Dialysepatienten deutlich hdher als bei einer
vergleichbaren Population von Nierentransplantierten. Darlberhinaus ist die Nieren-
transplantation langfristig wesentlich kosteneffektiver als eine chronische Dialysebehandlung.

Die kurz - und mittelfristigen Risiken einer Nierentransplantation sind die Operation selbst,
die OrganabstoBung und die damit verbundene Immunisierung des Empfangers, was das
AbstoRRungsrisiko bei jeder neuen Transplantation erhéht. Langfristig steigt, gegentiber einer
vergleichbaren Population von Nierengesunden, das Risko durch dauerhafte Einnahme von
Immunsuppressiva an Malignomen zu erkranken. Wahrend die Inzidenz von perioperativen
Komplikationen sowie diejenige von schweren Abstollungen mit Transplantatverlust stetig fallt,
bleibt als Hauptproblem die Knappheit an Spenderorganen bestehen.

Die Diskrepanz zwischen der stetig wachsenden Zahl von Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz und dem zahlenmassig stagnierenden Organangebot fiihrt dazu, dass
immer mehr Dialysepatienten auf der Warteliste versterben. Diesem Trend konnte weder
durch Gesetzreformen noch durch verbesserte Aufklarung der Allgemeinbevoélkerung Einhalt
geboten werden. Zur Zeit bietet lediglich die stetige Erweiterung des Spenderpools eine
Méglichkeit der Organknappheit entgegenzuwirken. Zu den wichtigsten Massnahmen gehért
die BemuUhung die Zahl der Lebendnierentransplantationen zu erhéhen. Ebenfalls steigerbar
ist die Nutzung von sogenannten ,,marginalen Nieren“. Hierbei handelt es sich um Nieren,
deren Qualitdt und Funktionstichtigkeit durch Begleiterkrankungen des verstorbenen
Spenders, hohem Spenderalter oder langer hypothermer Organkonservierung eingeschrankt
ist. Diese Organe haben eine deutlich erhdhte Inzidenz von verzégerter Transplantat-
funktion (engl. ,delayed graft function®) '. Das Auftreten von verzogerter Transplantat-
funktion, definiert als Notwendigkeit einer Dialysebehandlung wahrend der ersten Woche
nach Nierentransplantation, kann das Langzeitiberleben von Transplantatnieren deutlich
verkirzen 2.

Das gemeinsame Ziel der in dieser Habilitationsschrift zusammgengefassten Arbeiten, ist

die Verbesserung der Qualitdt und Funktionstluchtigkeit marginaler Transplantatnieren um sie
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fur die stetig wachsende Zahl von terminal niereninsuffizienten Patienten nutzbar zu machen.
DarlUberhinaus sollen Therapien zur Reduktion der Inzidenz von verzdgerter Transplantat-
funktion das Langzeitliberleben dieser Organe verbessern.

Um der o.g. Zielsetzung auf experimenteller Ebene nachzugehen, wahlten wir das Modell
der Rattennierentransplantation. Die Technik der mikrochirurgischen Nierentransplantation an
der Ratte erlernte ich im Jahre 1996 an der Universitat Goéttingen in Vorbereitung auf meine
Promotionsarbeit (Betreuung durch Oberarzt Dr. Thomas Lorf und Prof. Burckhardt Ringe,
ehemals Leiter der Klinik fur Transplantationschirurgie, Universitatsklinikum Géttingen). In den
experimentellen Arbeiten, die ich als Erst- oder Zweitautor verfasst und hier zitiert habe,
wurden samtliche Rattennierentransplantationen von mir durchgefihrt. Fir alle
Transplantationen wurde eine standardisierte und reproduzierbare End-zu-Seit (Gefasse) und
End-zu-End (Ureter) Anastomosentechnik verwendet. Die Anastomosenzeiten betrugen
zwischen 20 und 17 Minuten. Die Tiere wurden von mir, nach geltenden Gesetzten und
Richtlinien zum Umgang mit Labortieren, betreut und nach Beendigung der postoperativen
Beobachtungszeit euthanasiert.

Um eine Schadigung und Einschrankung der Funktionsfahigkeit der Transplantatnieren
i.S. von marginalen Organen herbeizufuhren, wurden alle Spendernieren vor Transplantation
einer mindestens 24-stlindigen Konservierung bei 4°C unterzogen. Als Konservierungslésung
wurde fast ausschliesslich, die in der humanen Nierentransplantation verwendete University of
Wisconsin (UW)-Losung, eingesetzt. Andere Parameter, die den Schadigungsgrad der
Spendernieren hatten beeinflussen konnen, z.B. hohes Spenderalter oder Lange der warmen
Ischamiezeit, wurden konstant gehalten.
Auf die jeweiligen Fragestellungen und die wesentlichen Ergebnisse der einzelnen

Arbeiten werde ich in den folgenden Kapiteln eingehen.



2. KONSERVIERUNGS-REPERFUSIONSSCHADEN NACH NIERENTRANSPLANTATION

2.1 Definition

Die Grundlage fiur das klinische Bild der verzogerten Transplantatfunktion stellt der
sogenannte Konservierungs-Reperfusionsschaden (K-R Schaden) dar. Der K-R Schaden
spielt bei der postmortalen Nierenspende eine entscheidende Rolle und setzt sich aus der
Organschadigung wahrend der hypothermen Konservierung (kalte Ischamie) und dem
schadlichen Einfluss der mit Freigabe des Blutstromes einsetzenden Reperfusion zusammen.
Der Schweregrad des K-R Schadens hangt im Wesentlichen ab; einerseits von der Dauer der
hypothermen Konservierung und andereseits von der Dauer der warmen Ischamiezeit (engl.
warm ischemia time), d.h. der Zeit die der Operateur fir die Gefassanastomosen bengtigt.
Das histopathologische Korrelat des K-R Schadens ist die akute Tubulusnekrose (ATN). Die
ATN ist eine im Rahmen von Nierentransplantatbiopsien haufig gestellte Diagnose, welche
eine unspezifische reversible Schadigung der Nierentubuli darstellt und eindeutig von einer

akuten AbstoRung abzugrenzen ist.

2.2 Pathophysiologie
In der Literatur ist der Begriff des Ischamie-Reperfusionsschadens (I-R Schaden; engl.
ischemia-reperfusion injury) weitaus haufiger anzutreffen als der des K-R Schadens. Dies liegt
darin begriindet, dass zur Erforschung des renalen I-R Schadens in der Mehrzahl der Falle
Tiermodelle verwendet werden, bei denen der ischamische Schaden durch temporares
Abklemmen der Nierengefasse herbeigeflihrt wird. Somit handelt es sich lediglich um eine
Kombination aus warmer Ischamie mit anschliessender Reperfusion, was den Verhaltnissen
bei der Organtransplantation nur bedingt gerecht wird.

Da die Pathophysiologie des renalen I-R Schadens hochkomplex und noch nicht
vollstéandig erforscht ist, werde ich im Folgenden nur auf zentrale Merkmale des I-R Schadens
eingehen. Eine unter Berlcksichtigung neuester Forschungsergebnisse anschauliche

Ubersicht zu diesem Thema bietet der Artikel von Perico et al. .
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Um dem Umstand gerecht zu werden, dass in samtlichen von mir verfassten und hier
zitierten Arbeiten ein Nierentransplantationsmodell mit hypothermer Konservierung verwendet
wurde, werde ich in den folgenden Kapiteln versuchen, den Begriff ,lschamie-
Reperfusionsschaden® durch den treffenderen Begriff des ,Konservierungs-Reperfusions-
schadens” (K-R Schaden) zu ersetzen auch wenn sich in den Uberschriften der meisten hier
zitierten Arbeiten die Bezeichnung ,ischemia/reperfusion injury” wiederfinden wird.

Unter Ischamie kommt es zu einem rapiden Abfall von Sauerstoff und Nahrstoffen bei
gleichzeitiger intrazellularer Akkumulation toxischer Stoffwechselabbauprodukte. Im Zentrum
steht der ATP Verlust mit Umstellung von aeroben auf anaeroben Metabolismus. Die daraus
entstehende Laktazidose fihrt zu einer Aktivierung Iytischer Enzyme. Am Ende dieser
Kaskade steht die Bildung freier Sauerstoffradikale (O.- und H,O,) bei gleichzeitigem Erliegen
der zelleigenen antioxidativen Kapazitat. Toxische Sauerstoffradikale konnen die zellulare
Integritdt und Funktion Uber eine Lipid- und Eiweissperoxidation stéren. Nach Freigabe des
Blutstromes (Reperfusion) kommt es zur adhasionsmolekul-vermittelten Einwanderung von
mononuklearen Zellen in das Transplantat, was die lokale Entzindungsreaktion zuséatzlich
verstarkt. Ein weiteres wichtiges Merkmal des renalen Reperfusionsschadens ist eine
Mikrozirkulationsstérung. Abhangig vom Schweregrad des |-R Schadends und der daraus
resultierenden Entziindungsreaktion kommt es zu mehr oder weniger stark ausgepragten
morphologischen Veranderungen (Tubuluszellnekrose und Apoptose) im Transplantat. Diese
haben einen unmittelbaren Einfluss auf die Organfunktion in den ersten Tagen nach der

Transplantation.



2.3 Konservierungs-Reperfusionsschaden nach Lebendnierentransplantation
Artikel Nr. E1 (S. 28)

Im Vergleich zur postmortalen Nierenspende spielt der K-R Schaden nach
Lebendnierenspende eine eher untergeordnete Rolle. Hauptgrund hierfir ist die wesentlich
kirzere kalte Ischamiezeit. Entsprechend niedriger ist die Inzidenz von verzdgerter
Transplantatfunktion. Bei 428 Lebendnierentransplantatempfangern, davon 308 Verwandte-
und 120 Nicht-verwandte Empfanger, betrug die Inzidenz einer verzdgerten
Transplantatfunktion lediglich 2,8%. Die verzdgerte Transplantatfunktion konnte jedoch
eindeutig als Risikofaktor fiir eine akute AbstolBung identifiziert werden. Weitere
Risikofaktoren waren: mehr als 1 HLA-mismatch, ein Spenderalter > 55 Jahre und ein
Empfanger body-mass-index > 30. Die 1-Jahres AbstolRungsrate lag bei 21%. Bei
Empfangern einer Verwandten-Nierenspende flihrte eine akute Abstol3ung innerhalb des 1.
Jahres zu einem signifikant verkirzten Transplantatiberleben (siehe Abb. 2B in Artikel E1).
Die mediane Nachbeobachtungszeit lag in dieser retrospektiven Studie bei 26 Monaten.

Fazit unserer Studie ist, dass die verzdgerte Organfunktion nach Lebendnieren-
transplantation die Inzidenz einer akuten Abstoliung erhdoht und damit das Transplantat-

Uberleben verkirzen kann.



3. REDUKTION DES KONSERVIERUNGS-REPERFUSIONSSCHADENS

3.1 Antiinflammatorische Behandlung
Artikel Nr. E2

Kurze Zeit nach Freigabe des Blutstromes kommt es zu einer adhasionsmolekul-vermittelten
Einwanderung von Entzindungszellen in das Transplantat (Abb. 1). Diese lokale
postischamische Entziindungsreaktion stellt ein wichtiges Merkmal des K-R Schadens dar.
Ziel unserer antiinflammatorischen Behandlung war es die Adhasionskaskade - und damit die
Interaktion zwischen Empfangerleukozyten und Spenderendothel - zu unterbinden.

Vor wenigen Jahren wurde ein rekombinanter, 16slicher P-Selektin Glykoprotein Ligand
(engl. sPSGL) entwickelt, der das endotheliale Adhasionsmolekul P-Selektin blockiert und

somit ein Rollen des Leukozyten entlang der Endothelwand verhindert (Abb. 1).

sPSGL
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Abbildung 1: Friihe Unterbrechung der Adhéasionskaskade durch den léslichen P-
Selektin Glykoprotein-Liganden (sPSGL)
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Am syngenen Rattennierentransplantationsmodell sollte gezeigt werden, dass die
Empfangerbehandlung mit sPSGL den K-R Schaden nach 24-stiindiger kalter Ischamie in
HTK-LAsung (Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat; Custodiol®) reduziert. Die Anzahl intrarenaler
Leukozyteninfilirate sowie die friihe postoperative Nierenfunktion wurde durch sPSGL nicht
beeinflusst. Ein Uberraschendes und wichtiges Ergebnis dieser Arbeit war die Tatsache, dass
die mit sPSGL behandelte Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe eine deutlich verbesserte
medullare Mikrozirkulation aufwies. Nierenregionen mit geringfligiger Mikrozirkulationsstérung
wiesen gleichzeitig eine nahezu intakte tubulare Struktur auf.
Das Fazit unserer o.g. Arbeit ist, dass die frihe Unterbrechung der Leukozyten-
Endothel-Interaktion durch den léslichen P-Selektin Glykoprotein Liganden sPSGL wichtige
Merkmale des renalen K-R Schadens z.B. Mikrozirkulationsstérung und Tubuluszellnekrose

abmildert.

3.2 Antioxidative Behandlung
Artikel Nr. E3

die Substanz N-Acetylcystein (NAC) oder Acetylcystein (ACC) ist in der Klinik weit verbreitet
und wird u.a. als Mukolytikum eingesetzt. Die zusatzliche antioxidative Eigenschaft von NAC
beruht wahrscheinlich auf der Induktion der zelleigenen Glutathionsynthese *. Glutathion wirkt
zytoprotektiv durch Elimination freier Sauerstoffradikale, welche wahrend der Ischamie
entstehen und zu einer Lipid - und Eiweissperoxidation fihren kénnen. In einer friiheren Arbeit
konnte an der ischdmisch geschadigten Rattenniere gezeigt werden, dass eine NAC-
Behandlung - 1 Stunde vor und 1 Stunde nach 50-minitiger warmer Ischamie - den
Tubulusschaden abmildert und gleichzeitig die Nierenfunktion nachhaltig verbessert *. Hierbei
kam es selbst bei Ubertherapeutischer Dosierung von NAC (> 1 g/kg/KG) zu keinerlei
systemischen Nebenwirkungen.

In unserer Arbeit sollte die antioxidative Wirkung von NAC in einem syngenen
Nierentransplantationsmodell mit 24-stiindiger kalter Ischamie in UW-Ldsung (University of

Wisconsin) getestet werden. Wir konnten zeigen, dass eine Spendervorbehandlung mit NAC
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(1 g/kg/KG) die Konzentration der ischamiespezifischen Metabolite TMAO und Allantoin 24
Stunden nach Reperfusion sowohl im Nierengewebe als auch im Blut signifikant senkt. Die
Metabolite TMAO und Allantoin wurden mit Hilfe der Magnetresonanz-Spektroskopie ('H-
MRS) gemessen (siehe auch Serkova et al. °). NAC hatte 24 Stunden nach Reperfusion
jedoch keinen messbaren Einfluss auf den Serumkreatininwert und den relativ gering
ausgepragten Tubulusschaden. Der vergleichsweise milde Tubulusschaden kénnte Ausdruck
der exzellenten Organkonservierung durch die UW-Lésung sein. In unserer vorangehenden
Arbeit zur Untersuchung der Wirkung von sPSGL, fihrte eine 24-stindige
Organkonservierung in HTK-Losung zu einem deutlich ausgepragteren Tubulusschaden
(siehe Artikel Nr. E2). Fir den Nachweis einer protektiven Wirkung von NAC anhand
klinischer Parameter (Serum-Kreatinin und histologischer Tubulusschaden) ware ein
Transplantationsmodell mit schwererem Ischamieschaden wahrscheinlich geeigneter
gewesen. Das Fazit unserer Arbeit ist, dass der postischamische Metabolismus in der
Transplantatniere nach Spendervorbehandlung mit NAC weitgehend intakt bleibt und dass
NAC somit eine renoprotektive Wirkung zugeschrieben werden kann. Mit Hilfe von
hochsensitiven Methoden, wie der Magnetresonanz-Spektroskopie, kann eine ischamische
Transplantatschadigung madglicherweise viel friher diagnostiziert werden als mit

herkdommlichen klinischen Parametern.

3.3 Induktion von Hitzeschockprotein in der Spenderniere
Artikel Nr. E4

Hitzeschockproteine (HSP) spielen im zellularen Regenerationsprozess nach ischamischer
oder toxischer Schadigung eine entscheidende Rolle. HSP unterstitzen auf molekularer
Ebene die Remodelierung denaturierter Proteine und beeinflusst u.a. die zellulare Apoptose °.
Fir Glutamin, eine nicht-essentielle Aminosaure, konnte sowohl beim Tier als auch beim
Menschen eine HSP-induzierende- und damit zytoprotektive Wirkung nachgewiesen werden
™ Glutamin (GLN) kann parenteral verabreicht werden und entfaltet selbst bei hoher

Dosierung keine unerwinschten Nebenwirkungen.
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In unserer Studie sollte gepruft werden, ob eine Spendervorbehandlung mit GLN zu

einer signifikanten Erhéhung der renalen HSP Expression fuhrt und damit die
Transplantatniere vor den Folgen des schweren K-R Schadens schitzen kann. Als
Messparameter diente u.a. das Ausmass der Tubulusnekrose und Apoptose, die
Nierenfunktion 24 Stunden nach Transplantation sowie die Anzahl von Entzindungs-
zellinfiltraten im Transplantat. Wir konnten zeigen, dass eine Spendervorbehandlung mit GLN
zu einer nachhaltigen Induktion von HSP im Transplantat fihrt. In der GLN-behandelten
Gruppe zeigte sich eine hochsignifikante Reduktion apoptotischer Tubuluszellen in allen drei
Nierenregionen (Cortex, Medulla und Papille). GLN fihrte darliberhinaus zu einer
signifikanten Reduktion nekrotischer Zellen in der Papille. Die Transplantatfunktion und die

Infiltration von Entziindungszellen blieb durch die GLN-Behandlung unbeeinflusst.

3.4 Ischamische Prakonditionierung der Spenderniere
Artikel Nr. E5

Unter ischamischer Prakonditionierung (IPK) versteht man, die kurzzeitige Unterbrechung und
Freigabe der Blutzufuhr eines Organs, vor Beginn der eigentlichen ischamischen Schadigung.
Es wird diskutiert, dass die IPK u.a. zu einer Erhéhung der renalen Stickstoffoxidkonzentration
(NO) fuhrt und Uber deren vasodilatatorische Wirkung zur Verbesserung der
postischamischen Mikrozirkulation im Transplantat beitragt . In einer frilheren Pilotstudie
konnten wir zeigen, dass eine 42-stlindige hypotherme Konservierung eine Transplantat- und

damit Empfangeruberlebensrate von weniger als 50% erzeugt (siehe Artikel Nr. EG).

Abklemmen der Freigabe der Spendernephrektomie Nierentransplantation
Nierengefasse Nierengefasse links
| | | y: |
L 4 I >
15 min warme Ischdmie 10 min Reperfusion 42 Stunden hypotherme

Konservierung in UW-Lésung

Abbildung 2: Schema der ischamischen Prakonditionierung vor Organentnahme

Ziel unserer Arbeit war es am Rattenmodell zu prifen, ob das o.g. IPK-Protokoll - d.h. 15-

mindtige Ischamie mit 10-minditiger Reperfusion - die Nierentransplantatfunktion nach 42-
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stiindiger hypothermer Konservierung in UW-Ldsung verbessert. In der hier vorgestellten
Arbeit konnten wir unter Anwendung des o.g. IPK-Protokolls die Transplantatiiberlebensrate
nach 42-stindiger Konservierung von 40% (unbehandelte Spendernieren) auf 70%
(behandelte Spendernieren) erhéhen. Trotz des positiven Trends zugunsten der IPK war der
Uberlebensvorteil statistisch nicht signifikant. Auffallend war jedoch, dass die mit IPK
vorbehandelten Spendernieren einen signifikant schnelleren Kreatininabfall wahrend der

ersten 6 Tage nach Transplantation zeigten.
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4. EINFLUSS ANTIPROLIFERATIVER IMMUNSUPPRESSIVA AUF DEN
KONSERVIERUNGS-REPERFUSIONSSCHADEN NACH NIERENTRANSPLANTATION

4.1 Der mTOR-Inhibitor Sirolimus
Artikel Nr. E6

Sirolimus oder Rapamycin ist ein makrozyklisches Lakton, das von der Pilzart Streptomyces
hygroscopicus produziert wird und aus einer Bodenprobe der Osterinseln isoliert wurde.
Strukturell ist Sirolimus mit Tacrolimus verwandt, hat aber im Gegensatz zu jenem einen
anderen Wirkungsmechanismus. Sirolimus bindet an das 12 kDa kleine, ubiquitéare Protein
FKBP12 (FK506-binding-protein) und bildet mit diesem einen Komplex, der an die
intrazellulare Proteinkinase mTOR (mammalian target of rapamycin) bindet und diese hemmt.
Hierdurch wird die Signalibertragung zum Zellkern gestdrt und damit die zytokin-abhangige T-
Zell-Proliferation unterdriickt, indem der Ubergang der T-Zelle von der G1-Phase in die S-

Phase verhindert wird (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Wirkmechanismus von Sirolimus (SRL)
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Wegen der vermeintlich fehlenden Nephrotoxizitat ist anzunehmen, dass Sirolimus den
schweren ischamischen Tubulusschaden nicht verstarkt. In klinischen Studien konnte jedoch
gezeigt werden, dass Sirolimus zu einer Verlangerung der verzégerten Transplantatfunktion
nach postmortaler Nierenspende fiihren kann ™ ' In der vorliegenden Studie sollte die
Wirkung von Sirolimus auf die Transplantatfunktion und Morphologie in Abhangigkeit vom
Schweregrad des K-R Schadens untersucht werden. Hierzu verwendeten wir ein syngenes
Rattennierentransplantationsmodell mit 39-stundiger bzw. 24-stindiger kalter Ischamie und
bilateraler Nephrektomie des Empfangers vor Transplantation. Die Dauer der kalten
Ischamiezeiten wurden nach einer vorausgegangenen Pilotstudie so ausgewahlt, dass das zu
erwartende Empfangertberleben in der Gruppe mit schwerem K-R Schaden (39 Stunden
Ischamie) mindestens 80% und in der Gruppe mit mittelgradigem K-R Schaden (24 Stunden
Ischdmie) 100% betrug. Ein wichtiger Aspekt der Versuchsplanung war das friilhe Erreichen
immunsuppressiver Wirkspiegel im Empfangertier (Zielspiegel fur Sirolimus: 10-20 ng/dl,
siehe ). Bei Empfangern einer Niere mit 24-stiindiger Ischamie war das Uberleben in beiden
Behandlungsgruppen anndhernd 100%, wahrend die Sirolimus-behandelte Gruppe einen
signifikant verzogerten Kreatininabfall zeigte. In der Versuchsgruppe mit 39-stiindiger kalter
Ischdmie betrug das Empfangeriberleben am Tag 7 ohne Behandlung 100% und mit
Sirolimus-Behandlung 30% (P = 0,002). Die schlechten funktionellen Ergebnisse nach
Sirolimus-Behandlung gegenlber der unbehandelten Gruppe korrelierten mit einem deutlich
ausgepragteren histologischen Tubulusschaden. Zusammenfassend lasst sich feststellen,
dass Sirolimus den vorbestehenden Tubulusschaden verstarkt und somit vom Schweregrad
des K-R Schadens unabhangig die Normalisierung der postischamischen Transplantat-
funktion verzogert.
Dass diese Ergebnisse von groflem klinischem Interesse sind, wurde durch das
Zitieren unserer Arbeit in einem 2004 erschienenen Ubersichtsartikel zum Thema ,Delayed

graft function in renal transplantation“ dokumentiert '.
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4.2 Mycophenolat Mofetil
Artikel Nr. E7

Die immunsuppressive Wirkung von Mycophenolat Mofetii (MMF) beruht auf einer
Proliferationshemmung von Lymphozyten. MMF ist eine Vorstufe der pharmakologisch
wirksamen Mycophenolsaure (engl. MPA), welche die Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase
(IMPDH) reversibel hemmt. Das Enzym IMPDH spielt bei der de-novo Purin-Synthese eine
entscheidende Rolle. Da Lymphozyten bei der Zellteilung und DNA Regeneration deutlich
starker von der de-novo Purin-Synthese abhangen als andere Zellen, fiihrt eine Hemmung der
IMPDH vornehmlich zu einem Proliferationsstop von Lymphozyten. Abbildung 4 zeigt den

Wirkmechanismus von MMF.
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Abbildung 4: Wirkmechanismus von MMF

In Rattenmodellen mit toxischer oder ischamischer Nierenschadigung konnte gezeigt werden,
dass es unter Gabe von MMF zu einer Proliferationshemmung von Tubulusepithelzellen mit
entsprechender Funktionsverschlechterung kommt ™ '®. Die Untersuchung der Wirkung von
MMF auf Transplantatnieren mit schwerem K-R Schaden ist insofern wichtig, als MMF bei

verzdgerter Transplantatfunktion zusammen mit Steroiden und Anti-Lymphozyten Antikdrpern
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als Mittel der Wahl gilt '. Ahnlich wie bei unserer vorangehenden Arbeit zu Sirolimus
untersuchten wir hier die Wirkung von MMF auf die Transplantatfunktion und Morphologie in
Abhangigkeit vom Schweregrad des K-R Schadens. Zusétzlich sollte die Wechselwirkung
zwischen antiinflammatorischer und antiproliferativer Wirkung von MMF im Nierengewebe
untersucht werden.

Im Herztransplantationsmodell an der Ratte wurde nachgewiesen, dass MMF bei einer
Dosierung von 20 mg/kg/KG seine volle immusuppressive Wirkung entfaltet ohne toxisch zu

wirken 7

. Durch Messung der Konzentration von Mycophenolsdure im Blut konnten wir
nachweisen, dass MMF bei 0.g. Dosierung den gewinschten pharmakologischen Wirkspiegel
erreicht.

Wir konnten zeigen, dass bei Empfangern von mittelgradig geschadigten Transplantatnieren
(24 Stunden kalte Ischamie) die antiinflammatorische Wirkung von MMF Uberwiegt.
Gegenlber der unbehandelten Gruppe zeigten cortikale und medulldre Tubuluszellen nach
MMF Behandlung eine starke Zunahme der Proliferationsaktivitat bei gleichzeitiger Reduktion
der renalen Makrophageninfiltration. In der MMF-Gruppe konnte keine Zunahme des
histologischen  Tubulusschadens bei gleichzeitigem Fehlen einer funktionellen
Beeintrachtigung beobachtet werden. Die Feststellung, dass die Tubuluszellproliferation durch
Gaben von MMF nicht gehemmt sondern im Gegenteil stimuliert wird, ist neu und kénnte mit
der starken antiinflammatorischen Wirkung von MMF zusammenhangen. In friGheren Arbeiten
wurde gezeigt, dass eine Suppression der Makro-phageninfitration nach renaler Ischamie mit
einer signifikanten Zunahme der Tubulus-zellproliferation vergesellschaftet ist ' . In der
Gruppe mit schwerem K-R Schaden (39 Stunden Ischadmie) fuhrte MMF, &hnlich wie
Sirolimus, zu einer dramatischen Ver-schlechterung der Transplantatfunktion, welche am
signifikant reduzierten Empfanger-uberleben erkennbar war. Als morphologisches Korrelat fir
die schlechte Transplantatfunktion nach MMF Behandlung fand sich eine signifikante
Zunahme der Papillennekrose gegenuber der unbehandelten Gruppe. Das Ausmaf an MMF-
induzierter struktureller und funktioneller Transplantatschadigung korreliert offensichtlich mit

dem Schweregrad des renalen K-R Schadens.



18
5. DISKUSSION
Gegenwartig betragt in den USA die 5-Jahres-Uberlebensrate von Verstorbenen- und
Lebendspendenieren im Durchschnitt 65% bzw. 80%. Diese Ergebnisse stammen aus dem
2004 veroffentlichten Transplantationsregister UNOS, in dem die Daten von 66.843 Nieren-

2 In einer kirzlich von uns verdffentlichten

transplantatempfangern enthalten sind
retrospektiven Studie an 512 Erwachsenen, die zwischen 1997 und 2003 an der University of
California San Francisco eine Lebendnierentransplantation erhielten, betrug das 5-Jahres-
Transplantatiberleben 94% bei einer durchschnittlichen 12-Monats-AbstoBungsrate von 20%
2. Aus mehreren klinischen Studien ist bekannt, dass die durch K-R Schaden ausgeldste
verzdgerte Transplantatfunktion eindeutig mit einem verklrzten Transplantatiberleben
korreliert ?>2°, Ein wesentlicher Grund fiir die deutlich niedrigere Inzidenz von verzdgerter
Transplantatfunktion nach Lebendnierenspende ist die kirzere Ischamiezeit im Vergleich zur
postmortalen Nierenspende. Wir konnten zeigen, dass die verzégerte Transplantatfunktion
nach Lebendnierenspende, trotz niedriger Inzidenz, das Risiko fir eine akute Abstof3ung
erhoht . Eine akute Abstoung innerhalb des 1. Jahres nach Transplantation fiihrte zu einer
signifikanten Verkilirzung des Transplantatiiberlebens [Artikel E1]. Im Rahmen des K-R
Schadens kann es zu einer verstarkten Expression von MHC Klasse | und Il Molekilen in der
Niere kommen, was die Immunogenitat des ischamisch geschadigten Transplantates steigert
Z_ Dies ist eine mogliche Erklarung fiir den Zusammenhang zwischen verzogerter

Transplantatfunktion und erhdhter Inzidenz von akuter AbstoRung.

Reduktion des Konservierungs-Reperfusionsschadens

Die Erforschung der Pathophysiologie des K-R Schadens hat die Entwicklung neuer
Therapiestrategien zur Behandlung des K-R Schadens und der daraus resultierenden
verzdgerten Transplantatfunktion vorangetrieben. In jlingerer Zeit sind neue Therapieansatze
zur Behandlung des Organspenders und des Transplantatempfangers entwickelt worden.
Hierzu zahlt u.a. der Einsatz antiinflammatorischer und antioxidativer Pharmaka sowie der

Einsatz von Vasodilatatoren und Wachstumsfaktoren.
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Die Unterbrechung der adhasionsmolekilvermittelten Infiltration von Empfanger-
leukozyten in das ischamisch geschadigte Transplantat stellt eine hochspezifische
antiinflammatorische Therapie dar. Mit Hilfe eines I6slichen P-Selektin-Glykoprotein- Liganden
(sPSGL), welcher das Rollen von Entziindungszellen entlang der aktivierten Endothelwand
verhindert (siehe Abb. 1), konnte im Tiermodell eine signifikante Reduktion des renalen
Ischamie-Reperfusionsschadens erzielt werden #. Wir konnten zeigen, dass sPSGL die
postischamische Mikrozirkulation nach Rattennierentransplantation signifikant verbessert und
das Ausmald der Tubuluszellnekrose verringert [Artikel E2]. In der Literatur gibt es bislang
noch keine Angaben Uber den Einsatz von sPSGL in der humanen Nierentransplantation. Am
Modell der allogenen Rattennierentransplantation konnte gezeigt werden, dass sPSGL die
durch den Hirntod verursachte Entziindungsreaktion im Empfanger abmildert und das

Transplantatiiberleben  verlangert %,

Desweiteren fihrte sPSGL nach syngener
Rattenlebertransplantation mit 24-stiindiger kalter Ischamie zu einer signifikanten
Verlangerung des Transplantatiiberlebens *°. Die am Tiermodell gewonnenen Erkenntnisse
zur antiinflammatorischen Wirkung von sPSGL sind vielversprechend und wirden den Einsatz
dieser Substanz im Rahmen von klinischen Studien rechtfertigen.

Die Behandlung des Spenders vor Organentnahme gewinnt zunehmend an
Bedeutung. Der Hauptvorteil einer Spendervorbehandlung ist die ,Prakonditionierung® d.h. die
Induktion von Schutzmechanismen im Spenderorgan vor Beginn der ischamischen
Schadigung. Der Einsatz von antioxidativen Substanzen eignet sich sowohl zur Behandlung
des Spenders als auch des Empfangers. Wir konnten im Nierentransplantationsmodell zeigen,
dass eine Spendervorbehandlung mit N-Acetylcystein (NAC oder ACC) renoprotektiv wirkt
[Artikel E3]. NAC besitzt eine grosse therapeutische Breite und entfaltet seine antioxidative
Wirkung sehr wahrscheinlich Gber eine Induktion der zelleigenen Glutathionsynthese 3. NAC
wird beim Patienten als Mukolytikum eingesetzt und in jliingerer Zeit auch als Antioxidans zum
Schutz vor kontrastmittelinduzierter Nephrotoxizitat 3*'. Am GrofRtiermodell konnte
nachgewiesen werden, dass eine Kombination aus NAC und einem weiteren Antioxidans die

Nierentransplantatfunktion nach 48-stiindiger kalter Ischamie in UW-Lésung nachhaltig

verbessert *. Desweiteren konnte sowohl im GroRtierversuch als auch klinisch gezeigt
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werden, dass die Verwendung einer neu entwickelten Konservierungslosung, die u.a. NAC als
Inhaltsstoff hat, zu einem deutlich verlangerten Uberleben von Lungentransplantaten fiihrt .
Basierend auf diesen Erkenntnissen ware NAC als wichtiges Additivum flr zukinftige
Organkonservierungslésungen zu sehen.

Hitzeschockproteine (HSP) unterstitzen die zelluldare Regeneration nach toxischer
oder ischamischer Gewebsschadigung. Am Rattennierentransplantationsmodell mit 40-
stindiger kalter Ischamie konnte gezeigt werden, dass eine kurze Ganzkorperhyperthermie
des Spenders zu einer signifikanten Erhéhung der HSP-Expression in der Transplantatniere
fihrt. Rattennieren mit erhdhter HSP Expression zeigten einen deutlich schnelleren
Kreatininabfall und eine verbesserte Uberlebensrate in der 1. Woche nach Transplantation *.
Da eine Ganzkoérperhyperthermie des Spenders unter klinischen Bedingungen nur sehr
schwer zu realisieren ist, suchten wir nach Moglichkeiten einer pharmakologischen HSP
Induktion. Die nicht-essentielle Aminosaure Glutamin hat sich sowohl im Tierexperiment als
auch beim Menschen als potenter Induktor von HSP etabliert "°. In unserem Nieren-
transplantationsmodell mit schwerem K-R Schaden konnten wir nachweisen, dass eine
Spendervorbehandlung mit Glutamin zu einer signifikanten und langdauernden Induktion von
HSP im Transplantat fihrt. Mit Glutamin vorbehandelte Transplantatnieren waren vor der
ischamiebedingten Tubuluszellapoptose- und Nekrose wesentlich besser geschitzt als
unbehandelte Nieren [Artikel E4]. Fir einen mdglichen Einsatz von Glutamin bei
menschlichen Transplantatnieren spricht die fehlende Toxizitat und die bereits vorhandene
klinische Erfahrung im Umgang mit dieser Substanz °.

Unter ischamischer Prakonditionierung versteht man die kurzzeitige Unterbrechung
der Blutzufuhr eines Organs vor Beginn der eigentlichen ischamischen Schadigung. Diese
Therapieform ist klinisch praktikabel und kann das Spenderorgan vor den Folgen des K-R
Schadens schitzen. An der Ratte konnte gezeigt werden, dass eine 15-min(tige Ischamie der

Spenderniere gefolgt von einer 10-minltigen Reperfusionsphase die Transplantatfunktion
nach 5-stiindiger hypothermer Konservierung nachhaltig verbessert °. In unserem

Rattennierentransplantationsmodell konnte mit dem gleichen Behandlungsschema ein im

Vergleich zu nichtbehandelten Nieren signifikant schnellerer Kreatininabfall nach 42-stiindiger
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hypothermer Konservierung erzielt werden [Artikel E5]. Dies konnte flr einen glnstigen
Effekt der ischamischer Prakonditionierung auf die Regeneration nach schwerem renalem K-
R Schaden sprechen. Nach erfolgreicher klinischer Anwendung bei der Lebertransplantation®
ware ein baldiger Einsatz der ischamischen Prakonditionierung bei der postmortalen

Nierenspende denkbar.

Antiproliferative Immunsuppressiva und Konservierungs-Reperfusionsschaden

Bei zu erwartender verzogerter Transplantatfunktion infolge des K-R Schadens wird im
klinischen Alltag héaufig eine Anderung des gangigen Immunsuppressionsschemas
vorgenommen. Dies geschieht vor dem Hintergrund der bekannten Nephrotoxizitat der beiden
Calcineurin-Inhibitoren Cyclosporin A und FK506 (Tacrolimus), die nach wie vor das Riickgrat
der modernen Immunsuppression bilden. In den letzten Jahren wurden im Rahmen von
klinischen Studien neue Immunsuppressionsschemata getestet, die eine Reduktion der CNI-
Dosis oder sogar einen Verzicht auf CNI vorsehen ** % Wichtiger Bestandteil dieser
Protokolle sind neben den Lymphozyten-depletierenden-Antikérpern und den anti-IL2-
Rezeptor-Antikorpern die antiproliferativen Immunsuppressiva. Zu dieser Gruppe zahlt der
mTOR-Inhibitor Sirolimus sowie Mycophenolat Mofetil, dessen Metabolit Mycophenolsaure die
Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase reversibel hemmt. Die immunsuppressive Wirkung
dieser Substanzen beruht auf einer effizienten Hemmung der T-Zell-Proliferation. Der Vorteil
dieser Gruppe von Immunsuppressiva gegeniber den CNI ist die vermeintlich fehlende
Nephrotoxizitat. Aus diesem Grund werden Sirolimus und Mycophenolat Mofetil (MMF) bei
Transplantatnieren mit schwerem K-R Schaden und verzogerter Funktionsaufnahme
bevorzugt eingesetzt. Dass sich die antiproliferative Wirkung von Sirolimus nicht
ausschliesslich auf T-Zellen beschrankt, konnte in frilheren Untersuchungen gezeigt werden®.
An einem Rattenmodell mit warmer Ischdmie wurde nachgewiesen, dass Sirolimus die
Proliferation von ischamisch geschadigten Tubuluszellen hemmt und das Wiedererlangen der
Funktion nach akutem Nierenversagen signifikant verzogert *°. Ziel unserer tierexperi-
mentellen Untersuchungen war es den Einfluss von Sirolimus und MMF auf die

Transplantatfunktion und die Tubulusregeneration nach mittelschwerem und schwerem K-R
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Schaden zu Uberprifen. Ein Ergebnis von hoher klinischer Relevanz war, dass Sirolimus den
vorbestehenden Tubulusschaden verstarkt und die Normalisierung der postischamischen
Transplantatfunktion unabhédngig vom Schweregrad des K-R Schadens deutlich verzdgert
[Artikel E6]. Dies deckt sich mit der klinischen Beobachtung, dass Sirolimus zu einer
Verlangerung der Phase der verzogerten Transplantatfunktion nach postmortaler Nieren-
spende fiihren kann " 2. Hingegen konnten wir fiir MMF zeigen, dass ein antiproliferativer
und damit tubulotoxischer Effekt lediglich bei schwerem K-R Schaden (39 Stunden kalte
Ischamie) zum Tragen kommt [Artikel E7]. Fur die klinische Anwendung konnte dies
bedeuten, dass bei zu erwartender verzogerter Transplantatfunktion nach mittelschwerem K-R
Schaden (24 Stunden kalte Ischdamie) MMF bedenkenlos eingesetzt werden kann,

wohingegen auf die Gabe von Sirolimus nach Moéglichkeit verzichtet werden sollte.
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6. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK
Der akute Organmangel wird auch zuklnftig das beherrschende Thema in der
Transplantationsmedizin bleiben. Wegen der zunehmenden Verwendung marginaler Organe
wird das Problem der verzogerten Transplantatfunktion an Bedeutung gewinnen. Die
Wichtigkeit einer mdglichst schnellen Funktionsaufnahme von Transplantatnieren fur deren
Langzeitliberleben ist hinreichend belegt. Wir konnten in unseren klinischen Untersuchungen
einen Zusammenhang zwischen verzogerter Nierentransplantatfunktion, erhohter Inzidenz
von akuter Abstoliung und verkirztem Transplantatiberleben nachweisen.

Die hier dargestellten experimentellen Arbeiten beschaftigen sich mit dem
Konservierungs-Reperfusionsschaden (K-R Schaden) nach Nierentransplantation und dem
Ziel diesen zu minimieren. Der komplexen Pathophysiologie des renalen K-R Schadens
Rechnung tragend, wahlten wir verschiedene Therapieansatze (antiinflammatorisch,
antioxidativ, zytoprotektiv) und konnten zeigen, dass jede dieser Therapien fiir sich einen
Beitrag zur Reduktion des K-R Schadens nach Rattennierentransplantation leistet. Ein neuer
und wichtiger Aspekt der hier vorgestellten Arbeiten ist die erfolgreiche Behandlung des
Spenders vor Beginn der Organentnahme und hypothermen Konservierung.

Der Einfluss antiproliferativer Immunsuppressiva mit vermeintlich fehlender
Nephrotoxizitat auf die verzégerte Transplantatfunktion ist noch nicht hinreichend erforscht.
Wir konnten im Tiermodell zeigen, dass Sirolimus im Gegensatz zu MMF den vorbestehenden
K-R Schaden und die damit verbundene Funktionsstérung verstarkt und deshalb bei Nieren
mit verzogerter Funktionsaufnahme nicht eingesetzt werden sollte. Die aus tier-
experimentellen Untersuchungen gewonnenen Erkenntnisse zur Pathophysiologie des
renalen K-R Schadens und dessen Behandlung sind vielversprechend. Ein einzelnes im
klinischen Alltag einsetzbares Therapeutikum steht bisher jedoch noch nicht zur Verfugung.
Daher erscheint zum jetzigen Zeitpunkt in der Klinik ein multimodales Vorgehen sinnvoll, d.h.
die Kombination verschiedener Substanzen mit antiinflammatorischer, antioxidativer oder
vasodilatativer Wirkung deren therapeutische Breite gro} genug sein sollte, um sowohl beim

Spender als auch beim Empfanger eingesetzt werden zu kénnen.
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