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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Die Nierentransplantation

Die Idee, Organe oder Organteile zur Heilung von Krankheiten zu
transplantieren Ubte auf die Menschheit seit jeher grofle Faszination aus. In
zahlreichen Sagen, Mythen und Legenden ist von Transplantationen die Rede
und es gibt Aufzeichnungen, die bis ins Jahr 500 v. Chr. zurtckreichen, in
denen beschrieben wird, wie der berihmte chinesische Arzt Pien Ch’iao die
Herzen zweier Patienten ausgetauscht hat, deren ,Aquilibrium“ gestort war [63].
Die Legende von Cosmas und Damian, den beiden Schutzheiligen der Medizin,
aus dem 3. Jahrhundert n. Chr. erzahlt von einem Missionar, der sein Bein
verloren hatte und dem ein gesundes Bein transplantiert wurde [125]. Nach
ersten wissenschaftlichen Versuchen im 17. und 18. Jahrhundert, zerstorte
menschliche Haut durch Gewebe von Tieren zu ersetzen, gelang dem
Chirurgen Emerich Ullmann erstmals 1902 in Wien eine technisch erfolgreiche
Nierentransplantation beim Hund [33, 137], die Versuche scheiterten jedoch an
einer raschen Thrombose des Spenderorgans. Erst die Verbesserung der
Gefallnaht durch Alexis Carrel 1905, wofur er 1912 den Nobelpreis erhielt,
beseitigte das Haupthindernis aus chirurgisch-technischer Sicht. 1936 wurde
die erste Nierentransplantation beim Menschen von dem Ukrainischen
Chirurgen Voronoy in Kiew durchgefuhrt, diese scheiterte jedoch an der nicht zu

beeinflussenden Gewebeunvertraglichkeit [127].

Einen Meilenstein in der Entwicklung der Transplantationsmedizin stellte die
erste erfolgreiche Nierentransplantation zwischen eineiigen Zwillingen dar, die
1954 in Boston durch J. Murray und J. Merril durchgeflihrt wurde [86]. Dieser
klinische Erfolg belegte, dass die genetische Kompatibilitat fir das Uberleben
des Transplantates essentiell war, es folgten viele grundlegende Arbeiten auf
dem Gebiet der Immunologie. Zunachst erfolgte die Beschreibung des

Azathioprins durch Elion und Hutchings [36], die Entdeckung des
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immunsuppressiven Potentials durch Schwartz, Stack und Damashek [123] und
die Einfihrung in die klinische Transplantationsmedizin durch Murray und Calne
[25, 87]. Kurze Zeit spater beschrieb Starzl die supportive Wirkung des
Prednisolons im Rahmen der Azathioprintherapie [126]. Eine weitere
Verbesserung der immunsuppressiven Therapie stellte die Entdeckung des
Cyclosporin A (CsA) 1970 durch Borel et al. dar, das 1978 erstmals durch
Calne und Powels bei Patienten nach Nierentransplantation angewendet wurde
[19, 20]. Heute findet CsA, dessen immunsuppressive Wirkung auf der
Blockade der Transkription des Interleukin-2-Gens in T-Lymphozyten beruht,
routinemafig Anwendung bei Nierentransplantationen. Ein ahnliches, seit den
spaten 1980iger Jahren hinzugekommenes Praparat stellt Tacrolimus dar,
ebenfalls ein Calcineurin-Inhibitor. Neue Immunsuppressiva, wie die IL-2-
Rezeptorantikdrper Daclizumab und Basiliximab werden zur Behandlung akuter
Abstossungsreaktionen eingesetzt, die in Deutschland erst seit kurzem
zugelassenen Proliferationshemmer, deren Wirkungsmechanismus auf der
Blockade des Zellzyklus durch Blockade des mTOR (mammalian Target Of
Rapamycine) - Rezeptors beruht, Sirolimus und Everolimus, stellen
Moglichkeiten  dar, die Abstossungsrate weiter zu senken. In
Kombinationstherapie mit Cyclosporin sind fur Sirolimus Rejektionsraten von
<10% beobachtet worden [64].

Die  Nierentransplantation ist heute ein  Standardverfahren  zur
Nierenersatztherapie bei terminalem Nierenversagen, sie gilt als bestmodgliche
Therapieoption, da gezeigt werden konnte, dass eine erfolgreiche
Transplantation Morbiditat und Mortalitat senkt und einen im Vergleich zur
Dialysebehandlung in jeder Altersgruppe signifikanten Uberlebensvorteil
aufweist [144]. Die 5-Jahres-Uberlebensrate von nierentransplantierten
Patienten ist mit 81% deutlich hdher als die der von einer

Nierenersatzbehandlung abhangigen Patienten mit 63%.

Die haufigste Ursache der terminalen Niereninsuffizienz ist die diabetische
Nephropathie mit einem Anteil von ca. 35% der Patienten, bei denen eine

Nierenersatztherapie begonnen werden musste. Weitere 23% entstehen durch
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schlecht eingestellte arterielle Hypertonie (vaskulare Nephropathie) 13 % durch
Glomerulonephritiden. Andere Ursachen sind die interstitielle Nephritis mit 8%,
Zystennieren mit 4%, Systemerkrankungen mit 4% sowie
hereditare/kongenitale Ursachen mit 1%. Bei 12% der Patienten mit neu
aufgetretener terminaler Niereninsuffizienz bleibt die Ursache unklar (Abb. 1
und 2).

Verschiedene Zystennieren
4% 4 %

Vaskulare Nephropathie
23 %

Diabetes Typ Il
32 %

Diabetes Typ |
3%

Unbekannte Genese
8%

Systemerkrankungen
4%
Hereditar/Kongenital
1%
Interstitielle Nephritis
8 % G|0meru|0nephrms n=6.720 Patienten
13 %

Abb. 1: Diagnoseverteilung der Patienten bei Therapiebeginn (Inzidenz) im Jahr 2005
(Jahresbericht QuaSi Niere 2005/2006)
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i _ Verschiedene
Waskuldre Nephropathie 4 9%

Unbekannte Genese 4

10 %
Systemerkrankungen Diabetes Typ Il
3% 24 %
Hereditdr’/Kongenital
1% Diabetes Typ |

4 %

Interstitielle Nephritis
12 %

___Elomermonephritis n = 46.597 Dialysepatienten

19 %

Abb. 2: Diagnoseverteilung aller bei QuaSi-Niere erfassten lebenden Dialysepatienten in
Nierenersatztherapie (Pravalenz) im Jahr 2005 (Jahresbericht QuaSi Niere 2005/2006)

2006 wurden in Deutschland 2076 Kadavernieren transplantiert, weitere 187
Nieren wurden in Kombination mit anderen Organen transplantiert.
Demgegenulber steht ein ungleich héherer Bedarf, zum 31.12.2006 befanden
sich allein in Deutschland 8242 Patienten auf der Warteliste fir eine
Nierentransplantation, weitere 231 Patienten bendtigen neben einer
Spenderniere weitere Organe (Eurotransplant, Jahresbericht 2006). Dieses seit
Jahren bestehende, erhebliche Missverhaltnis zwischen Spenderorganen und
potentiellen Empfangern (Abb. 3-5) macht deutlich, dass alle Anstrengungen
unternommen werden missen, um ein moglichst langes Uberleben der

vorhandenen Spenderorgane zu gewahrleisten.
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Abb. 3: Organtransplantationen in Deutschland 1996 — 2005 (Deutsche Stiftung
Organtransplantation)

Abb. 4 und 5: Nierentransplantationen im Vergleich zu Neuanmeldungen pro Jahr und
gesamter Warteliste 1996-2005 (Deutsche Stiftung Organtransplantation)
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1.2 Adenosin

Adenosin (Abb. 6) ist ein Nukleosid mit Molmasse 267,242 und entsteht
intrazellular hauptsachlich durch Hydrolyse von Adenosin-5-Monophosphat,
gesteuert durch das Enzym 5-Nukleotidase. Einmal durch Nukleosidtransporter
ins Interstitium gelang, kann Adenosin mit deiner kurzen Halbwertszeit von 3-5
Sekunden als Gewebehormon wirken  [11], sein Abbau erfolgt durch
Desaminierung in Inosin. Extrazellular wird Adenosin durch 5-Ectonuclease aus
AMP und durch Ecto-Phosphodiesterase aus cAMP gebildet. Extrazellulares
Adenosin bindet an spezifische Adenosin-Membranrezeptoren des Purin-Typs
(Abb. 7) [42, 112], die sich in verschiedene Rezeptortypen unterscheiden
lassen, die sich in der Signaltransduktion unterscheiden [44]. Eine weitere
Moglichkeit der Adenosinbildung ist die Hydrolyse von S-Adenylhomocystein
(SAH) in Adenosin und Homocystein. Bei Normoxie ist ca. 30% des
intrazellularen Adenosins durch die SAH-Hydrolase in der NADH-Form
gebunden, bei Ischamie hat das Enzym in der reduzierten NAD-Form eine um
den Faktor 3-4 erniedrigte Bindungskapazitat fur Adenosin, es kommt zur

Freisetzung von Adenosin [68].

Abb. 6: Strukturformel des Adenosins
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Purinrezeptoren

T

(Ado) P2 (ADP/ATP)
A/ \A
P2y (7TTM) P2z (Kanal)
Exc. AdoR Inh. AdoR
(7TM) (7TM)

. N

A2AAdoR A2BAdoR  A1AdoR A3AdoR

Abb. 7: Einteilung der Purinrezeptoren.

Man unterscheidet 2 Familien der Nukleosid-Rezeptoren (P1), die Adenosin (Ado) als Substrat
haben, und die relativ heterogene Familie der Nukleotidrezeptoren, deren Liganden
Nukleosiddi- oder Triphosphate sind (P2). Letztgenannte Gruppe enthalt unter anderem ATP-
regulierte lonenkanale (P2z) oder  NDP-spezifische G-Protein-gekoppelte  7-
Transmembrandomanen-Rezeptoren (P2y). Ado-Rezeptoren werden unterteilt in die Gs-
gekoppelten, exzitatorischen A2AdoR (A2AAdoR; A2BAdoR) und die Gi-gekoppelten,
Adenylylcyclase-inhibierenden AdoR (A1AdoR, A3AdoR) [75]

1.3 Adenosinwirkung an der Niere

Die meisten Organe reagieren bei Belastung und damit erhdhtem Sauerstoff-
und ATP-Verbrauch mit einer prakapillaren Vasodilatation. Somit kommt es zu
einer reaktiven Hyperamie, es resultiert ein erhohtes Sauerstoff- und
Substratangebot zur Energiegewinnung [122]. Im Gegensatz hierzu reagiert die
Niere mit einer Vasokonstriktion auf ischamische Bedingungen [100]. Es kommt
zu einer Reduktion der glomerularen Filtrationsrate und damit des
Energieverbrauchs der Niere, eine weitere Verminderung des ATP/ADP-
Quotienten wird verhindert. Adenosin wirkt in der Niere somit als endogener
Mediator einer negativen RuUckkopplung. Gestutzt wird diese Annahme

weiterhin durch die Beobachtung des Anstiegs des Adenosingehalts bei
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Ischamie im Tierversuch an Ratten und Hunden [50, 67, 100]. Injiziert man
Adenosin arteriell, kann man eine kurze Zeit spater einsetzende, wenige
Sekunden andauernde Reduktion der Nierendurchblutung beobachten. Diese
Wirkung kann durch Theophyllin, einen unselektiven Adenosinantagonisten, in
Konzentrationen von 20-50uM antagonisiert werden [92]. Die Hemmung der
Adenosinwirkung erfolgte deutlich unterhalb der Schwellenkonzentration flr

eine Phosphodiesterasehemmung von 0,1-0,2mM [114, 115].

In Versuchen von Agmon et al. mit selektiven AdoRA1-Agonisten konnte
gezeigt werden, dass die Reduktion der Nierendurchblutung vor allem durch
AdoRA1-vermittelte Vasokonstriktion des Vas afferens bedingt war [1]. Diese

Beobachtung konnte durch Pfliger et al. bestatigt werden [110].

Nicht nur exogen zugefiihrtes Adenosin, sondern auch endogenes Adenosin
kann in einer Konzentration vorliegen, die vasokonstriktorisch wirksam ist. Bei
Untersuchungen an Ratten konnte ein Adenosingehalt der Niere in
Konzentrationen von 5-10nmol/g Feuchtgewicht nachgewiesen werden [50, 67,
98, 100, 117]. Bei zunehmender Dauer der Ischamie durch Okklusion der
Nierenarterie (10-60 Sekunden) kann ein bis zu 6fach erhéhter Adenosingehalt

des Nierengewebes nachgewiesen werden [67, 83, 100].

1977 wurde erstmals ein zunachst als ,postokklusive Ischamie“ bezeichnetes
Phanomen beobachtet. Hierbei zeigte sich, dass der renale Blutfluss
unmittelbar nach Offnen der Nierenarterie nach 30 Sekunden Ischamiezeit
deutlich vermindert ist und erst nach 10-20 Sekunden wieder auf den
Ausgangswert ansteigt [100]. Dieses Phanomen wurde der, durch die Ischamie
ausgeldsten, ansteigenden Adenosinkonzentration zugeschrieben und spater
als ,postokklusive Reduktion des renalen Blutflusses® (Postocclusive Reduction
Of Renal Blood Flow, POR) benannt [110] und konnte mehrfach durch Arbeiten
bestatigt werden, in denen Re-uptake-Inhibitoren von Adenosin, wie z.B.
Dipyridamol, gegeben wurde [93, 120]. Eine Hemmung des POR konnte durch
den unselektiven Adenosinrezeptorantagonisten Theophyllin [93, 100], wie auch
durch den selektiven AdoRA1-Antagonisten DPCPX [109, 110] erzielt werden
und damit gezeigt werden, dass die POR AdoRA1-vermittelt ist.
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1.4 Der Ischamie- / Reperfusionsschaden

Neben chirurgischen Komplikationen und der Transplantatabstossung ist der
Ischamie- und Reperfusionsschaden ein weiterer Faktor, der Ursache einer
verzogerten Funktionsaufnahme bis hin zum initialen Transplantatversagen sein
kann [7]. Eine verzdgerte initiale Funktionsaufnahme des Transplantates
aufgrund eines Ischamie-/ Reperfusionsschadens hat eine erhdhte Inzidenz
eines chronischen Transplantatversagens zur Folge, vor allem bei zeitgleichem
Auftreten von akuten Abstossungsreaktionen in der  frihen

Posttransplantationsphase [121, 136].

Jedes vaskularisierte Organtransplantat ist ein mehr oder weniger ischamisch
geschadigtes und reperfundiertes Organ. Die Gesamtischamiezeit setzt sich
zusammen aus der initialen warmen Ischamiezeit, der anschliessenden kalten
Ischamiezeit wahrend der Perfusion des Organs mit Konservierungslosung und
Transport sowie der zur Reanastomosierung und Reperfusion bendtigten
warmen Ischamiezeit. Insbesondere wahrend der warmen Ischamiezeit sind
eine zunehmende Gewebeschadigung sowie ein Abfall des ATP-Gehaltes im
Gewebe zu beobachten. Unter der Vorstellung, dass genugend Adenosin zur
ATP-Resynthese wahrend der Reperfusion zur Verfugung steht, wurde der
University of Wisconsin (UW)- Losung 5mM Adenosin beigefugt [8]. Die
Verwendung der UW-Losung hat dazu beigetragen, auch bei langerer kalter
Ischamiezeit gute Transplantatfunktionen zu erreichen [124]. Die
Zusammensetzung der UW-Losung basiert auf dem Verstandnis von
Organschaden und -schutzmechanismen und wurde durch ausfuhrliche
Analyse von grundlegenden Prinzipien von organspezifischem Metabolismus
und Ischamie unter hypothermen, anaeroben Bedingungen erarbeitet
(Tabelle 1).
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Tab. 1: Zusammensetzung der UW-L&sung, die bei Zimmertemperatur mit Hilfe von NaOH auf
einen pH-Wert von 7.4 gebracht wird

Substance Amount in one liter Rational
K+-lactobionate 100 mmol Barrier

KH2PO4 25 mmol Buffer

MgSO4 5 mmol Membrane stabilization
Raffinose 30 mmol Oncotic support
Adenosine 5 mmol ATP precursor
Glutathione 3 mmol Scavenger

Allopurinol 1 mmol Xanthin oxide inhibitor
Hydroxyethyl starch 509 Colloid

Insulin 100 U

Penicillin 40U

Dexamethasone 8 mg

Die Grunde fur die spezifische Zusammensetzung von UW-Loésung sind
folgende [35]:

1. Minimierung von Zellschwellung durch zwei Zusatze mit hohem relativem

Molekulargewicht, Lactobionat und Raffinose

2. Verhinderung der Expansion des Extrazellularraumes durch ein stabiles,

nicht toxisches Kolloid, Hydroxyathylstarke
3. Verhinderung von intrazellularer Azidose durch Weglassen von Glucose

4. Verhinderung von Schaden durch freie Sauerstoffradikale durch Zusatz

von Allopurinol und Gluthathion

5. Erleichterung der ATP-Resynthese durch Zusatz von Adenosin

Wahrend der ATP-Gehalt wahrend der warmen Ischamiezeit sinkt, steigt der
Gehalt an Adenosin im Gewebe parallel dazu an [93, 94, 100, 140]. Adenosin
fuhrt in der Niere zu einer ausgepragten praglomerularen Vasokonstriktion mit
nachfolgendem Abfall der glomerularen Filtrationsrate (GFR) bei Ratte, Hund
und Mensch [5, 6, 51, 55, 81, 92, 99, 100].
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Mit Einleitung der Reperfusion der Transplantatniere flihrt das in der UW-
Losung enthaltene Adenosin zu einer Vasokonstriktion. Diese Vasokonstriktion
verhindert eine ausreichende initiale Durchblutung des Transplantats und kann
zu einer weiter anhaltenden Ischamie fihren. Durch die zusatzlich vermehrte
endogene Adenosinbildung durch den beginnenden ATP-Umsatz ergibt sich ein
circulus vitiosus (Abb.8, [17, 97, 100]). Die resultierende glomerulare
Hypofiltration tragt entscheidend zu einer verzogerten Funktionsaufnahme des
Transplantates und  zur  Entstehung eines  mdglichen initialen

Transplantatversagens bei.

reperfusion | adenosineT

initial
graft failure vaso-
constriction

NS

Abb. 8: Vereinfachtes Schema eines circulus vitiosus aus Adenosinfreisetzung —

ischemia

Vasokonstriktion — Ischamie und wiederum Adenosinfreisetzung in der Entwicklung eines

initialen Transplantatversagens nach Reperfusion.

Des Weiteren hemmt Adenosin die Reninfreisetzung [2, 4, 6, 28, 34, 101, 133]
und ist entscheidender Mediator des tubuloglomerularen Feedbacks (Abb. 9,
[23, 98, 130, 135]). Diese renalen Wirkungen werden hauptsachlich Uber
Adenosin A1-Rezeptoren vermittelt [58, 59, 70, 94, 110, 143].

11
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Abb. 9: Mdglicher Mechanismus von

K natcrk Tubule Adenosin als Mediator des
T Nere Camsh tubuloglomerularen Feedbacks. 1.
Zunahme der konzentrationsabhangigen

H m9+ . Aufnahme von Na*, K’ und CI iiber den

I@, I Macuia  furosemid-sensitiven Na"-K'-2CI
Densa Cotransporter; 2. und 3. Transport-

M ADP"‘MP NOS | abhangige, intra- und/oder extrazellulare

COX-2 Bildung von Adenosin;4. Extrazellulares
Adenosin aktiviert Adenosin-A1-
Rezeptoren und triggert dadurch elne
Zunahme von zytosolischem Ca® in

interstitium ~ €Xtraglomeruldren Mesangiumzellen; 5.
Die intensive Koppelung zwischen

s extraglomerularen Mesangiumzellen,
gomeruar  €NiNeNthaltenden Zellen und glatten
e Muskelzellen der afferenten Arteriole

Granuar UDErgap  junctions erlaubt die
Cells Ubertragung des erhéhten Ca2+-

Signals, was in einer Vasokonstriktion

der afferenten Arteriole und einer

::S;f:?é Inhibition der Reninausschittung
resultiert. (Modifiziert nach Vallon [138])

Mediator(s) I

Ang |l

¥ % O
VSMC ca*th ca’
- - _— ]

Weitere  Untersuchungen zum  Pathomechanismus des Ischamie-/
Reperfusionsschadens, durchgefuhrt von Lee und Emala, zeigten, dass das
vom Herzen bekannte Phanomen des ,preconditioning“ auch in der Niere zu
finden ist. Hierunter versteht man eine Zunahme der Ischamietoleranz der Niere
durch vorausgehende, kurze Ischamiezeiten. Es zeigte sich bei diesen
Untersuchungen, dass die intrarenalen Adenosinrezeptoren A1 und A3 bei der
Entwicklung der Ischamietoleranz beteiligt sind [71, 72]. Die Behandlung mit
einem unselektiven Adenosinrezeptor-Antagonisten erhohte die Toleranz der
HK-2 Zellen gegenuber H;O, [73]. A3-Rezeptor knock-out-Mause hatten
dementsprechend eine signifikant bessere Nierenfunktion und eine weniger
geschadigte  Nierenhistologie 24 Stunden nach einem Ischamie-/

Reperfusionsschaden als Kontroll-Mause [74].
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1.5 Theophyllin

0
o

Df I ‘N/>
|

H

Abb.10: Strukturformel des Theophyllins

Theophyllin  (1,3-Dimethylxanthin, Abb. 10) ist ein zur Gruppe der
Methylxanthine gehorender, unselektiver, kompetitiver Adenosinantagonist in
vivo mit Molmasse 180,2. Die Grundstruktur von Theophyllin ist das Xanthin,
ein Dioxypurin, welches mit der Harnsaure strukturell verwandt ist [49]. Durch
Addition von Methylgruppen an unterschiedliche Positionen dieser Ringstruktur

kommt es zur Bildung der unterschiedlichen Methylxanthine.

In therapeutischen Dosen wirken Methylxanthine stimulierend auf die
GroRhirnrinde und fuhren zu einem Anstieg der psychischen und motorischen
Funktionen [18]. So fuhrst die Stimulation des Zentralnervensystems zu
Beseitigung von Mudigkeit und steigert die Aufmerksamkeit [27]. Des Weiteren
wird die CO,-Empfindlichkeit des Atemzentrums erhdéht und damit eine

Steigerung des Atemminutenvolumens bewirkt [115].

Peripher fuhren Xanthinderivate zu einer Relaxation der glatten Muskulatur im
Bronchialbereich, was die therapeutische Anwendung als Antiasthmatika erklart
[115]. Zum anderen wirken sie stimulierend auf das Herz-Kreislaufsystem durch
Erhdéhung der Herzfrequenz. Gemeinsam mit einem geringgradig erhdhtem
peripheren GefalRwiderstand fuhrt dies zu einer verstarkten Organdurchblutung

[113]. Die Zunahme der Leistungsfahigkeit der quergestreiften Muskulatur und
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damit die Zunahme der Zwerchfellkontraktilitdt flhren ebenfalls zu einem
positiven Effekt auf die Atemfunktion. Der Einsatz von Coffein zur Therapie von
migraneartigen Kopfschmerzen hingegen beruht auf einer vasokonstriktiven
Wirkung der Methylxanthine im zerebrovaskularen System, was zu einer
Verminderung des zerebralen Blutflusses und einem geringeren
Sauerstoffpartialdruck fuhrt [113]. Des Weiteren wird ihnen eine Steigerung der

Lipolyse und Glykogenolyse zugeschrieben [49].

Diese Wirkungen beruhen uberwiegend auf drei Hauptmechanismen, der
Kalziummobilisation, der unspezifischen Hemmung der Phosphodiesterase und

dem Adenosinrezeptor-Antagonismus [27].

1.5.1 Adenosinrezeptorantagonismus

Die kompetitive Hemmung von  Adenosinrezeptoren  wird als
Hauptmechanismus fur die pharmakologische Wirkung der Methylxanthine
angesehen [30, 41, 45, 46]. Die Hauptrolle bei der Wirkungsvermittlung der
Methylxanthine kommt durch die AdoRA1 und AdoRA2A zustande, da sie im
Tiermodell durch niedrige Adenosinkonzentrationen aktiviert werden [43, 89].
Zur Aktivierung des AdoRA2B sind hohere Adenosinkonzentrationen notig, als
sie unter physiologischen Bedingungen erreicht werden, jedoch scheint es unter
pathophysiologischen Umstanden mdglich, dass dieser Rezeptor durch
endogenes Adenosin aktiviert wird und z.B. Coffein als Inhibitor fungieren kann
[43]. Im Hinblick auf die Methylxanthine scheint der A3-Rezeptor nur von
geringer Bedeutung zu sein [43, 89]. Theophyllin blockiert unselektiv
Adenosinrezeptoren an der Aullenseite der Zellmembran. Die halbmaximale
Hemmkonzentration liegt bei 3 uM, folglich hemmt Theophyllin die

Adenosinwirkung in therapeutischen Dosen [92].

1.5.2 Hemmung der Phosphodiesterasen

Methylxanthine hemmen die fur den cAMP-Abbau verantwortliche
Phosphodiesterasen (PDE) direkt, es kommt zu einem Anstieg des cAMP im

Zytosol [9, 24, 116, 131]. Zur Hemmung der Phosphodiesterasen sind
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Koffeinkonzentrationen von 0,1 — 1 mmol/l nétig, eine gewisse PDE-Hemmung
durch Theophyllin kann ab Konzentrationen von 50 umol/l beobachtet werden.
Ab einer ca. 20%igen PDE-Hemmung kann es bereits zu lipolytischen

Vorgangen kommen [9].

1.5.3 Kalziummobilisation

1961 konnte erstmals an Skelettmuskelpraparaten eine Erhohung der
intrazellularen Kalziumkonzentrationen durch Coffein nachgewiesen werden
[12]. Durch Erhohung des intrazellularen Kalziumspiegels wird eine
Muskelkontraktion ausgelost. Hierbei wird Kalzium vermehrt aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum freigesetzt und seine Rulckspeicherung
gehemmt [15, 26, 57, 62, 128, 141]. Fur die Freisetzung von Kalzium uber
spezielle  Kalziumionenkandle und die  Wiederaufnahme  werden
Koffeinkonzentrationen von 1 — 25 mmol/l angegeben [106]. Coffein,
Theophyllin und Theobromin bewirken am isolierten Skelettmuskel in
Konzentrationen von 1,25 mmol/l jeweils denselben positiven Effekt auf die
Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum [119]. Auch die
Kontraktionskraft des Herzens wird durch Coffein, Theophyllin und Theobromin
im selben Malde erhoht [16].

1.5.4 Theophyllin und akutes Nierenversagen

In tierexperimentellen und klinischen Studien konnte die Wirksamkeit von
Adenosinrezeptor-Antagonisten bei Nierenfunktionsverschlechterungen, die mit
einer renalen Vasokonstriktion einhergehen, nachgewiesen werden. In
verschiedenen Modellen des akuten Nierenversagens konnte mit
Adenosinrezeptor-Antagonisten eine Verbesserung der Nierenfunktion erzielt

werden (Tabelle 2).
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Tab. 2: Verbesserung der Nierenfunktion durch Adenosinrezeptor-Antagonisten
bei verschiedenen Modellen des akuten Nierenversagens

Modell des ANV Art Adenosin Rezeptor-Antagonist Literatur
Ischamie (KAR) Ratte Theophyllin [48, 54, 76, 77, 95]
Glycerol- Ratte Theophyllin [13, 14]
Injection 8-phenyl-Theophyllin [22, 146]
DPCPX (66, 105]
FR-113453 [56]
KW-3902 [132]
Uranylnitrat Ratte Theophyllin [95]
Cisplatin Ratte Theophyllin [53]
DPCPX [69]
KW-3902 [88]
Mensch Theophyllin [10]
Kontrastmittel Hund Theophyllin [3]
Mensch Theophyllin [37, 38, 65]
Ratte DPCPX [39]
Endotoxin Ratte DPCPX [69]
Amphotericin B Ratte Theophyllin [52, 78]
Hund Theophyllin [47]
Gentamicin Ratte KW-3902 [145]
Tacrolimus Mensch Aminophyllin 182]

KAR = Klemmung der Arteria renalis; DPCPX, FR-113453 und KW-3902 sind
Adenosin-A; Rezeptorantagonisten
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Das akute Nierenversagen ist definiert als eine rasche, akut einsetzende,
Verschlechterung der Nierenfunktion mit Akkumulation harnpflichtiger
Stoffwechselprodukte, oftmals verbunden mit dem Verlust der Fahigkeit zur
Aufrechterhaltung der Flussigkeits-, Elektrolyt- und Saure/Basen-Homodostase
[134]. Das akute Nierenversagen wird in drei Gruppen eingeteilt, das prarenale,

das renale (intrinsische) und das postrenale Nierenversagen.

Das pra- und postrenale Nierenversagen ist prinzipiell nach Beseitigung des
zugrunde liegenden Problems vollstandig reversibel. Bei langerem Bestehen
kann es jedoch zur strukturellen Schadigung der Niere, einer akuten
Tubulusnekrose, und damit zum Ubergang in ein intrinsisches Nierenversagen
kommen, welches nicht mehr unmittelbar reversibel ist. Weitere Ursachen flr
ein intrinsisches Nierenversagen sind Glomerulonephritiden und die interstitielle

Nephritis.

Die akute Tubulusnekrose ist meist ischamisch oder toxisch bedingt und
unterscheidet sich vom akuten prarenalen Nierenversagen durch den Verlauf,
der sich haufig in drei Phasen einteilen lasst, die Schadigungsphase, die

Konsolidierungsphase und die Erholungsphase.

Abbildung 9 fasst schematisch die pathophysiologischen Mechanismen beim
akuten Nierenversagen zusammen, bei denen Adenosin beteiligt ist. Eine durch
Adenosin bedingte postglomerulare Vasodilatation verstarkt neben der
praglomerularen Vasokonstriktion weiter den Abfall der glomerularen

Filtrationsrate, insbesondere in der tiefen Rindenregion [17].
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Ischamie,
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Abb. 9: Schema der pathophysiologischen Prozesse, die ein Nierenversagen auslésen und an
seinem Fortbestehen beteiligt sind. Die renale Ischdmie und nephrotoxische Substanzen
fuhren, (1) durch Schadigung der Tubuli zur Ablésung des Burstensaums mit nachfolgender
Tubulusobstruktion, (2) zur Verminderung der Natriumriickresoption im proximalen Tubulus mit
nachfolgender Erhdhung der NaCl Konzentration an der Macula densa (MD) und Verstarkung
des tubuloglomeruldren Feedbacks (TGF), und (3) zum Abfall der ATP Konzentration mit
nachfolgendem Anstieg der Adenosinkonzentration im Gewebe. Diese drei intrarenalen
Faktoren senken die glomeruldre Filtrationsrate (GFR), die durch systemische Faktoren noch
weiter abfallen kann. Theophyllin steigert in dieser Situation die GFR durch Blockade des TGF
sowie durch Hemmung der Vasokonstriktion, die durch das intrarenal akkumulierte Adenosin
ausgeldst wird. (4) ein circulus vitiosus aus Adenosinfreisetzung, Vasokonstriktion, Ischamie
und wiederum Adenosinfreisetzung in der Entwicklung eines initialen Transplantatversagens
nach Reperfusion.
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1.6 Studienziel

Ischamie- und Reperfusionsschaden (I/R-Schaden) bei der humanen
Nierentransplantation kénnen Ursache einer verzégerten Funktionsaufnahme
bis hin zum initialen Transplantatversagen sein. Ein Faktor, der in der Niere bei
Ischamie aus dem ATP Abbau entsteht, ist das Adenosin. Es fuhrt in der Niere
uber eine praglomerulare Vasokonstriktion und eine postglomerulare Dilatation
zu einem Abfall der glomerularen Filtrationsrate und kann, insbesondere bei
Ischamie, zur Entstehung des akuten Nierenversagens beitragen, wie
zahlreiche tierexperimentelle Studien belegt haben. In der vorliegenden Studie
soll untersucht werden, ob durch Blockade der Adenosinrezeptoren mit dem
unselektiven kompetitiven Adenosinrezeptorantagonisten Theophyllin die
Inzidenz  des initialen  Transplantatversagens reduziert und die

Transplantatfunktion verbessert werden kann.

Im Einzelnen ergaben sich folgende Fragestellungen:

1. FUhrt die Behandlung mit Theophyllin im Vergleich zur Kontrollgruppe zu
einer besseren Transplantatfunktion wahrend des friihen postoperativen

Verlaufs (am 5. postoperativen Tag)?

2. Zeigen sich durch die Theophyllinbehandlung Unterschiede beim

histologischen und immunhistochemischen Befund der Transplantate?

3. Bestehen Unterschiede in der Konzentration von proinflammatorischen
(IL-2, IL-6, TNF-a) und antiinflammatorischen (IL-10) Zytokinen im Serum

bei Tieren mit und ohne Theophyllinbehandlung?

4. Wird durch Theophyllin die Expression der A1AR-, A2ZAAR-, A2BAR-und
A3AR-mRNA in der Niere beeinflusst?
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mannliche Fisher F-344 und Lewis-Ratten (Charles
River GmbH, Sulzfeld) verwendet. Die Tiere hatten bei Lieferung ein Gewicht
von 200-250g und wurden im Tierstall des Pharmakologischen Instituts
gehalten (Standardkafig, Ehret Emmendingen, Streu Weichholzfaser 3-4, Typ:
99190200, Altromin GmbH, Lage). Im Tierstall herrschte ein kinstlicher Tag-/
Nachtrhythmus im 12-Stunden-Wechsel, eine Temperatur von 22,5°C und eine
Luftfeuchtigkeit von 60 g/%/m?3. Die Ratten hatten freien Zugang zu einer
pelletierten Standardnahrung (Altromin, Haltung, C1324, Altromin GmbH, Lage,

Deutschland) und erhielten Leitungswasser ad libidum.

2.2 Technik der Nierentransplantation

2.2.1 Hilfsmittel

Mit mikrochirurgischen Instrumenten unter  Zuhilfenahme eines
Operationsmikroskops wurden die Transplantationen in Athernarkose im
nephrologischen Labor des Instituts fur Pharmakologie und Toxikologie
durchgefuhrt. Die Instrumente waren sterilisiert, Hande, Versuchstiere und

Arbeitsplatz wurden desinfiziert.
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2.2.2 Explantation

Die Versuche wurden an nicht nichternen Fisher-Ratten durchgefuhrt. Das Tier
wird in Athernarkose auf dem Riicken liegend auf einer Korkplatte gelagert.
Nach Langslaparatomie wird Dunn- und Dickdarm in ein mit physiologischer
Kochsalzlésung getranktes Tuch eingeschlagen und nach aul3en verlagert.
Magen und Milz werden mit einem feuchten Tupfer bedeckt und mittels eines
Spiekers nach oben verlagert. Die nun freigelegte linke Niere wird ebenfalls mit
einem feuchten Tupfer bedeckt um einer etwaigen Austrocknung vorzubeugen.
Der Ureter wurde aufgesucht, mittels Pinzetten stumpf aus dem Fettgewebe
freigelegt und mit chirurgischer Seide (4-0) mdglichst weit distal umschlungen.
Nun wurden Aorta abdominalis und Vena cava inferior unterhalb des linken
Nierenarterien- und Nierenvenenabgangs von Fettgewebe befreit und stumpf
voneinander getrennt. Die Gefalle wurden danach mit einer gebogenen
stumpfen Pinzette unterfahren um in die Tiefe gehende Abgange zu finden.
Diese Abgange wurden je nach GroRe entweder koaguliert oder ligiert und
danach durchtrennt. Auch Arteria und Vena renalis wurden etwa bis zum
Abgang der Vena suprarenalis dargestellt und voneinander getrennt. Danach
wurden Schlingen aus chirurgischer Seide proximal und distal des
Nierenarterien- und Nierenvenenabgangs locker sowohl um Vena cava inferior
als auch um Aorta abdominalis gelegt. Es erfolgte nun eine Injektion von 1ml
heparinisierter Kochsalzlésung (100 I.E in 0,85% NaCl) in die Schwanzvene
des Versuchstieres. Nach etwa einer Minute wurden erst die distalen Schlingen
zugezogen, danach die proximalen. Die Aorta wurde distal des
Nierenarterienabgangs mittels einer Mikroschere inzidiert und eine gebogene
stumpfe Kanule eingefuhrt, die mittels einer Ligatur aus chirurgischer Seide um
die Aorta fixiert wurde. Die Vena cava wurde ebenfalls zwischen den beiden
Ligaturen inzidiert, um einen ungehinderten Abfluss des Blutes und Perfusats
zu gewahrleisten. Die Niere wurde nun mit 10ml gekuhlter UW-L6sung (4°C) bis
zur vollstandigen Entfarbung perfundiert. Nach Entfernung der Kanule wurde
die Niere aus dem perirenalen Fettgewebe geldst, die Aorta wurde proximal der
oberen Ligatur und an dem geschaffenen Kanulenzugang durchtrennt, die Vena

renalis wurde nahe der Vena cava durchtrennt. Die Ureterligatur wurde
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zugezogen und distal der Ligatur der Ureter durchtrennt. Die Niere wurde nun
entnommen und bis zur Implantation 2 Stunden bei 4°C in UW-L6sung
aufbewahrt. Die Dauer des Eingriffs betrug zwischen 15 und 20 Minuten
(Abb.10).
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Abb. 10: Entnahme der Spenderniere: (A) Spenderniere mit praparierten Gefassen,
(B) Spenderniere unmittelbar vor Perfusion mit UW-L6sung, (C) Spenderniere nach Perfusion
und Absetzung der Gefasse und des Ureters
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2.2.3 Transplantation

Das Abdomen des Empfangertiers (Lewis-Ratte) wurde in gleicher Weise wie
beim Spendertier erdffnet, das Operationsgebiet in gleicher Weise abgedeckt

und vorbereitet. Der linke Ureter wurde stumpf freiprapariert, mit chirurgischer

Seide hilusnah unterbunden und proximal der Ligatur durchtrennt. Nach
Unterbindung und Durchtrennung von Nierenarterie und -vene distal des
Zuflusses der Nebennierengefalde wurde die Niere entfernt. Aorta und Vena
cava wurden von Fettgewebe befreit, mobilisiert und auf einer Strecke von ca. 1
cm stumpf voneinander getrennt, etwaige Abgange auf dieser Strecke wurden
koaguliert und durchtrennt. Es wurden Klemmen proximal und distal dieses
Segments gesetzt, die Gefalde punktiert und mit heparinisierter Kochsalzlésung
gespult. Danach wurden die GefalRe entsprechend der GroRe der
Spendergefalle mit einer Mikroschere ertffnet, wobei aus Aorta eine Spindel
herausgeschnitten wurde, die Vene wurde lediglich in entsprechender GrofRe
langs im linken Drittel des Gefalddurchmessers inzidiert. Das Transplantat
wurde nun unter weiterer Kuhlung in Position gebracht und zuerst eine End-zu-
Seit-Anastomose des Aortensegments mit der Aorta abdominalis des
Empfangers erstellt. Hierzu wurden kranial und kaudal je ein Eckfaden gelegt,
anschlieBend mit fortlaufender Nahttechnik zuerst die linke Wand, nach
Wendung des Transplantats die rechte Wand genaht. Als Nahtmaterial diente
Nylon 8/0.

Danach erfolgte die End-Zu-Seit-Anastomose der Vena renalis mit der Vena
cava inferior des Empfangers. Hierzu wurden ebenfalls zwei Eckfaden gelegt,
das Tier um 90° gedreht und ebenfalls mit fortlaufender Nahttechnik gearbeitet,

wobei zuerst die Hinterwand vom Gefallinneren her genaht wurde.

Nun wurden Gefallklemmen auf Arteria und Vena renalis gesetzt, danach die
Klemmen von Aorta und Vena cava entfernt. Die Reperfusion des Organs
erfolgte erst nach sorgfaltiger Blutstillung. Im nachsten Schritt wurden Spender-
und Empfangerureter anastomosiert. Hierzu wurde nach Praparation der

Ureteren und Kirzen auf die richtige Lange eine End-zu-End-Anastomose mit
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vier Einzelknopfnahten durchgefiihrt. Als Nahtmateriel diente Nylon 10/0. Die
Niere wurde nun mit zwei Stichen durch perirenales Fettgewebe am oberen und
unteren Nierenpol des Transplantats und Fettgewebe des Empfangers fixiert
(Nahtmaterial Vicryl 5/0).

Aorta abdominalis ‘ Inzision fir venése

S— Anastomose

Haltenghte far vendse Anastomose. ;.
arterielle Anastomos " ‘ o mit Nylon 8-0 |
mit Nylon 8-0

V. renalis
s Spender)

A Yehalis der
_ ~Spenderniere

Naht der Venenhiaterwand
mit Nylon 8-0 (feftlaufend)
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Abb 11. (A-l): Ablauf der Nierentransplantation: (A) Vorbereitung der arteriellen Anastomose,
(B) Vorbereitung der ventsen Anastomose, (C) Fixierung des Aortenstumpfes Uber Haltenahte,
(D) Fixierung der Vena renalis (Spender) an Vena cava (Empfanger) Uber Haltenahte, (E)
fertige Naht der Venenhinterwand, (F) Veranschaulichung der Grdssenverhaltnisse mit
Millimeterpapier, (G) fertiggestellte Anastomosen nach Reperfusion, (H) fertige Anastomose des

Ureters, () reperfundierte Niere bei OP-Ende

Zum Schluss wurde nach Verlagerung des Dunndarmkonvoluts nach links die

Nephrektomie der rechten Niere durchgefuhrt.

Das Erstellen der GefaRanastomosen und somit die warme Ischamiezeit
dauerte zwischen 30 und 40 Minuten, das der Ureteranastomose ca. 6 min. Die

gesamte Operationsdauer betrug ca. 90min.
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2.3 Inulin-Clearance

2.3.1 Narkose

Die Narkose wurde durch intraperitoneale Injektion von Thiopentabarbital
(Inactin®) eingeleitet. Die Initialdosis betrug 80 mg/kg Kérpergewicht, eventuell
noétige Nachinjektionen wurden in Schritten von 10mg/kg durchgefuhrt. Eine
ausreichende Narkosetiefe wurde durch Uberpriifung des Cornealreflexes bzw.

dessen Erloschen festgestellt.

2.3.2 Praparation

Die narkotisierten Tiere wurden auf dem Rucken liegend auf einem beheizbaren
Praparationstisch gelagert, eine konstante Korpertemperatur von ca. 37°C
wurde mittels einer an das Heizgerat des Tisches angeschlossene, rektal

eingefuhrten Temperatursonde gewahrleistet.

Es wurde ein medianer, ca. 3cm langer Halsschnitt durchgefuhrt, das darunter
liegende Gewebe einschlieBlich der infrahyalen Muskulatur stumpf durchtrennt
und die Trachea dargestellt. Diese wurde zwischen zwei Knorpelspangen
inzidiert, ein Polyethylenkatheter ca. 1,5cm weit eingefuhrt und mit zwei Knoten
fixiert. Dies gewahrleistete eine ungehinderte spontane Atmung der Tiere, eine
etwaige Verschleimung der Atemwege konnte so rechtzeitig bemerkt werden.
Danach wurde die rechte Vena jugularis externa aufgesucht, auf einer Lange
von ca. 1 cm dargestellt und nach kranial unterbunden. Nach kaudal wurde eine
Gefallklemme gesetzt, die Vene wurde zwischen Klemme und Ligatur inzidiert
und zwei Polyethylenkatheter eingefuhrt. Die Katheter wurden mittels
chirurgischer Seide (4/0) fixiert. Die Katheter waren an Perfusorspritzen
angeschlossen, die in entsprechenden Perfusoren bereitlagen. Uber einen

Katheter erfolgte die Infusion des Inulin / PAH - Gemisches, Uber den anderen
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die Infusion von physiologischer Kochsalzlésung (0,85% NaCl). Nach Ende der
Praparation des Halses wurde das Praparationsgebiet mit einer Polymerfolie
abgedeckt und sofort die Infusionen gestartet. Nun wurde ein Schnitt in der
linken Leistenregion durchgefuhrt und die Gefal3- / Nervenbahn bestehend aus
Arteria und Vena femoralis sowie Nervus femoralis aufgesucht und dargestellt.
A. femoralis wurde von Vene und Nerv stumpf gelést und nach distal
unterbunden. Nach proximal wurde eine Gefallklemme gesetzt, dazwischen
das Gefal} inzidiert, ein Polyethylenkatheter eingefuhrt und mittles zweier
Knoten mit chirurgischer Seide fixiert. Dieser war mit heparinisierter
Kochsalzlésung geflllt (100 1.E. Heparin /Aml 0,85% NaCl), Uber ein
Druckelement (WK 280, WKK, Kaltbrunn, Schweiz) erfolgte die kontinuierliche
Blutdruckmessung wahrend des gesamten Versuchs. Das Praparationsgebiet

wurde wieder mit einer Polymerfolie abgedeckt.

Nun wurde eine Langslaparatomie links der Narbe der Transplantations-OP
durchgefuhrt. Erst wurde die Haut, danach die Bauchwand auf kurzer Strecke
durchtrennt. Nun wurde fur etwa 10 Sekunden eine Peritonealklemme gesetzt
um Blutungen zu verzdgern, die Bauchwand wurde entlang der geklemmten
Strecke durchtrennt. Verletzte GefalRe wurden sofort koaguliert um den
Blutverlust so gering wie moglich zu halten. Der Darm wurde nach rechts
verlagert und die transplantierte Niere aufgesucht. Der Ureter wurde vorsichtig
freiprapariert und distal der Anastomose inzidiert. Ein Polyethylenkatheter
(0,28mm ID, 0,61mm AD) wurde nun eingefiuhrt, welcher Gber die Anastomose
hinweg bis kurz vors Nierenbecken geschoben wurde. Der Katheter wurde
proximal der Anastomose mit chirurgischer Seide fixiert. Der Urin wurde Uber
den Katheter in ein verschliellbares Eppendorfgefal® (1ml) abgeleitet. Nach
Ruckverlagerung des Darmes wurde auch hier das Praparationsgebiet mit einer

Polymerfolie abgedeckt. Die gesamte Praparationsdauer betrug ca. 70 Minuten.
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2.3.3 Clearance

Die Durchfihrung der Clearance-Experimente erfolgte nach derselben
Methode, wie sie schon von Luippold et al. Beschrieben wurde [80]. Wahrend
der gesamten Dauer der Clearance erfolgte die Infusion von [H]-Inulin mit einer
Geschwindigkeit von 0,6ml/h sowie von isotonischer Kochsalzlésung (NaCl
0,85%) mit einer Geschwindigkeit von 3,0 ml/h in die rechte V. jugularis externa.
Nach einer Aquilibrationsphase von 60 - 90 Minuten wurde mit der ersten
Sammelperiode begonnen. Die Periodendauer betrug 20 bzw. 30 Minuten
(abhangig von der ausgeschiedenen Urinmenge). Der Urin wurde in
Eppendorfgefallen gesammelt, nach der Halfte der Periodendauer (nach 10
bzw. 15min) wurden 2 Rdéhrchen a 70ul arterielles Blut Gber den in der A.
femoralis liegenden Katheter abgenommen. Der Hamatokrit wurde bestimmt
und das Serum in ein Eppendorfgefal® abpipettiert.

Nach erfolgreicher Clearance wurde die Niere entnommen und halbiert. Eine
Halfte wurde in flissigem Stickstoff eingefroren und anschliellend bei -80° C
aufbewahrt, die andere Halfte wurde in Formalin eingelegt und ans
pathologische Institut zur Einbettung in Paraffin gebracht. Ebenfalls
abgenommen wurden 4,5 ml arterielles Blut, welches nach Zentrifugieren und
Abpipettieren des Serums bei -80° C eingefroren wurde. Dieses Serum wurde

zur Bestimmung der Zytokinspiegel verwendet.

Die Bestimmung des Inulin- bzw. PAH-Gehaltes von Serum und Urin der
Sammelperioden wurde mittels eines computergesteuerten Counters
durchgefuhrt.

Hierzu wurden jeweils 2x 20ul Serum bzw. Urin (Doppelbestimmung) in
Countergefalde pipettiert, mit 5ml UltimaGold-Losung versetzt, geschuttelt und
in ein passendes Rack gestellt. Dieses wurde in den Counter (2550 TR,
Canberra Packard, Frankfurt) gestellt und das Programm zur Inulin / PAH-
Bestimmung gestartet. Die Ergebnisse wurden in eine Excel-Tabelle zur

Berechnung eingegeben.
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2.4 Versuchsgruppen

Alle transplantierten Ratten erhielten nach der Transplantation taglich CsA
(5mg/kgKG/d s.c., verdinnt in 0,15ml NaCl 0,85%, Sandimmun® Sandoz,
Basel, Schweiz) um akute Abstossungsreaktionen zu vermeiden. Die erste
Dosis CsA und Theophyllin (Bronchoparat®, 6mg/kgKG verdiinnt in 0,3ml NaCl
0,85%) wurde unmittelbar vor Transplantation Uber die Schwanzvene
verabreicht. Postoperativ erhielten die Ratten zweimal taglich Theophyllin bis
zum Tag vor dem Clearance-Experiment (10mg/kgKG Bronchoparat s.c., letzte
Dosis 24h vor Beginn der Clearance). Die Kontroligruppe erhielt die
entsprechende Menge NaCl 0,85%. Der Effekt von CsA und Theophyllin auf die
normale Nierenfunktion wurde anhand von unilateral nephrektomierten Lewis-

Ratten erfasst.

Tab. 3: Einteilung der Versuchsgruppen

CON-VV | Unilateral nephrektomierte Lewis-Ratten mit Vehikel

(n=8)

CON-CV | Unilateral nephrektomierte Lewis-Ratten mit CsA und Vehikel
(n=6)

CON-CT | Unilateral nephrektomierte Lewis-Ratten mit CsA und
Theophyllin (n=6)

KT-CV Nierentransplantierte Ratten (F—L) mit CsA und Vehikel

(n=10)

KT-CT Nierentransplantierte Ratten (F—L) mit CsA und Theophyllin
(n=9)
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2.5 Vorversuche zu Dosierung und Wechselwirkungen

Um einen Theophyllinspiegel zu erreichen, der innerhalb des therapeutischen
Fensters (9-16mg/l) liegt, wurden vor Beginn der eigentlichen Experimente
Versuche zur Dosisfindung durchgefuhrt. Es wurden verschiedene
Dosierungen, unterschiedliche zeitliche Abstande und verschiedene
Applikationsformen (s.c., i.p., p.0.) getestet. Hierbei zeigten die Ratten, die
zunachst 6mg/kg KG Theophyllin i.v. Uber die Schwanzvene, anschliessend
zweimal taglich 10mg/kgKG Theophyllin s.c. erhielten, Plasmakonzentrationen
nahe des therapeutischen Fensters (8-20 mg/l). Dies entspricht einer in der
Veterinarmedizin dblichen Dosierung von Theophyllin [79]. In einer weiteren
Versuchsgruppe wurde eine mdgliche Interaktion von CsA und Theophyllin
untersucht. Unilateral nephrektomierte Ratten erhielten o0.g. Theophylin-
Behandlung sowie CsA (5mg/kgKG/d s.c.). Theophyllin- und CsA-Spiegel
wurden an Tag 2 und Tag 5 gemessen. Hierbei zeigten sich ahnliche CsA- und
Theophyllin-Konzentrationen in allen  Versuchsgruppen, was, in
Ubereinstimmung mit Untersuchungen beim Menschen [29, 40] gegen

relevante Interaktionen beider Medikamente spricht.
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Abb. 12: Verlauf der Serumkonzentration von CsA (Cyclosporin A) bei Einzelinjektion
von 5 mg / kg KG s.c. zum Zeitpunkt t=0
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Abb. 13: Verlauf der Plasmakonzentration bei Einzelinjektion von Theophyllin
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(10 mg/kg KG s.c.) zum Zeitpunkt t=0
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2.6 Pathohistologische Auswertung

Zur histologischen Untersuchung wurden die Nieren in 4,5%iger Formalinlésung
fixiert, dehydriert und in Paraffin eingebettet. Es wurden Hamatoxlin-Eosin-
sowie PAS-Farbungen von 3um-Schnitten durchgefuhrt. Auswertung und
Scoring der gesamten Schnittflache wurden unter 200facher Vergrésserung
unter dem Lichtmikroskop durch einen Nephropathologen durchgefihrt. Der
Grad an Glomerulosklerose, vaskularen Lasionen, tubulointerstitiellem Schaden
und Infiltration von Entzindungszellen wurden von Grad O bis 4+ nach der
Banff-97-Klassifikation eingeordnet [111].

2.7 Immunhistochemie

In Paraffin eingebettetes Gewebe (3um Schnittdicke) wurde mit monoklonalen
Antikdrpern gegen Monozyten/Makrophagen (ED1) und CD5" T-Lymphozyten
(OX19, CD43, Serotec Camon Labor-Service, Wiesbaden) und dem
sekundaren anti-Maus IgG-Antikorper vom Kaninchen und dem alkalische-
Phosphatase /anti-alkalische-Phosphatase-Komplex (Dako A/S, Hamburg)
inkubiert. Schnitte ohne den ersten oder zweite Antikdrper dienten als negative
Kontrollen. Die gesamte Schnittflache jeder Niere wurde bei 400facher
Vergrosserung auf Monozyten/Makrophagen und T-Lymphozyten untersucht
und, in Abhangigkeit vom Grad der Infiltration, mit dem Score 0 bis 4+ bewertet;
Grad 0 entspricht normalem Nierengewebe; Grad 1entspricht geringer, lokaler
Infiltration, Grad 2 entspricht moderater Infiltration an unterschiedlichen Stellen;
Grad 3 entspricht schwerer Infiltration <50%; Grad 4 entspricht schwerer,

diffuser Infiltration von mehr als 50% des Nierengewebes.
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2.8 Zytokinkonzentrationen im Serum

Zytokinkonzentrationen (Interleukin (IL) -2, -6, -10, TNF-a) im Serum wurden mit
Hilfe von ELISA-Kits bestimmt (Biosource, California, USA).

2.9 Adenosinrezeptor (AdoR) - mRNA-Expression in der Niere

Die relative Quantifizierung der AdoR mRNA wurde mit zwei RT-PCR-
Versuchen durchgefuhrt. Die gesamte RNA wurde mit Hilfe von peqGOLD
RNApure entsprechend den Herstellerangaben (Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen) aus dem Nierengewebe isoliert. 500ng jeder Probe wurde durch
,<Avian Myeloblastosis Virus Reverse Transkriptase“ (Peqglab) mit oligo(dT)+s in
cDNA transkribiert, zufallig ausgesuchte Hexamere wurden als Primer im PCR
Puffer Il (Applied Biosystems, Foster City, CA) verwendet. Die PCR wurde mit
Hilfe eines Lightcycler und des ,FastStart DANN Master SYBR Green | kit
(Roche Diagnostics, Mannheim) durchgeflihrt. Die verwendeten Primer-
Sequenzen sind in Tabelle 4 aufgefuhrt: Die relative Expressionsrate der
Zielgene wurde auf Basis der Crossing Point (CP) Differenz (A) einer
unbekannten Probe gegen eine Kontrolle und ihrer Echtzeit-PCR-Effizienz (E),
entsprechend des mathematischen Modells nach Pfaffl et al. [107] berechnet.
Cyclophillin A (Peptidyl prolyl Isomerase A) wurde als Referenzgen verwendet,
um eventuelle Abweichungen bezuglich der Qualitdt der mRNA und der Menge
von Input-cDNA zu erkennen. Um die Echtzeit-PCR-Effizienz zu bestimmen
wurde fur jedes Transkript eine Verdlinnungsreihe der cDNA mit

entsprechenden Standardkurven angefertigt.
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Tab. 4: verwendete Primer Sequenzen

Gene (RefSeq Acc. No.) |Primers (nucleotide position) Amplicon
size
AdoR A1 (NM_017155)
forward 5-8%CTCCATTCTGGCTCTGCTCG -3 207 bp
reverse 5-30ACACTGCCGTTGGCTCTCC?®.3’
AdoR A2a (NM_053294)
forward 5-1¥GCTGCTGGCCTAGAAGTGG"6-3’ 201 bp
reverse 5-208TAGCCCTGTGACTAAGTGCATG?""-3
AdoR A2b (NM_ 017161)
forward 5-1TGGCGCTGGAGCTGGTTA™-3’ 160 bp
reverse 5-2%GCAAAGGGGATGGCGAAG?'-3’
AdoR A3 (NM_012896)
forward 5-"""CCTCTGCTGGCTAGTGTCCTTT ®-3 |186 bp
reverse 5-22CACATGACAACCAGGGGGAT®®-3’
Cyclophilin A
(NM_017101)
forward 5-1GGGGAGAAAGGATTTGGCTA™-3
257 bp

reverse

5-422ACATGCTTGCCATCCAGCC**-3’
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2.10 Analysen und Berechnungen

Der Hamatokrit wurde nach Zentrifugation von arteriellen Blutproben bestimmt.
Inulinkonzentrationen in Plasma und Urin wurden mit Hife von
FlUssigszintigraphie (2550 TR, Canberra Packard, Frankfurt) bestimmt. Die
Glomerulare Filtrationsrate (GFR) war der Mittelwert von drei Clearance-
Perioden. Natrium- und Kaliumkonzentrationen in Plasma und Urin wurden
mittles Flammenfotometer (ELEX 6361, Eppendorf, Hamburg) bestimmit.
Renale hamodynamische und exkretorische Parameter wurden pro Gramm

Nierengewicht mittels Standardformeln berechnet.

2.11 Statistische Auswertung

Um den Effekt von Theophyllin auf die GFR, Zytokinserumkonzentrationen und
AdoR mRNA Expression auszuwerten wurde die statistische Signifikanz der
verschiedenen Versuchsgruppen mittels ANOVA und dem unpaired two-sided t-
test bestimmt. Histologische Scores wurden mit der Kruskal-Wallis Methode
verglichen. Alle Werte sind als Mittelwert £+ SEM dargestellt. P-Werte <0,05
wurden als statistisch signifikant angesehen. Alle statistischen Berechnungen
wurden mit dem Programm JMP® 6.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA)
durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Transplantatfunktion

Bei unilateral nephrektomierten Kontrollratten (CON-VV) wurde weder durch
CsA-Behandlung (CON-CV) noch durch die Kombination von CsA und
Theophyllin (CON-CT) das Koérpergewicht, Nierengewicht, Hamatokrit oder der
mittlere arterielle Blutdruck (MAP) signifikant verandert (siehe Tabelle 5). Weder
bei immunsuppressiver Dosis von CsA noch bei zusatzlicher Verabreichung von
Theophyllin bei unilateral nphrektomierten Ratten wurde die glomerulare
Filtrationsrate (GFR), Elektrolytausscheidung oder die ausgeschiedene
Urinmenge pro Zeiteinheit am 5. Tag nach Nephrektomie im Vergleich zu
Ratten, die lediglich NaCl 0,85% erhielten, verandert (Tabelle 5).

Alle nierentransplantierten Ratten erhielten CsA in der Standarddosis zur
Immunsuppression mit Theophyllin (KT-CT) oder mit Vehikel (KT-CV). Die
Dauer der kalten Ischamiezeit der in University of Wisconsin Ldsung
aufbewahrten Transplantatnieren, das Koérpergewicht der Ratten sowie das
Nierengewicht waren in beiden Gruppen ahnlich (Tabelle 5). Ein ahnlich
signifikanter Ruckgang des MAP und des Hamatokrits wurde in beiden
transplantierten Gruppen im Vergleich zu ihren jeweiligen Kontrollgruppen
festgestellt (KT-CV vs. CON-CV bzw. KT-CT vs. CON-CT, p<0,05, Tabelle 5).
Natrium- und Kaliumkonzentrationen im Plasma waren in den transplantierten

Gruppen und den jeweiligen Kontrollgruppen ahnlich (Tabelle 5).

Die GFR der Transplantatnieren war in der KT-CV-Gruppe am 5.
postoperativen Tag im Vergleich zur CON-CV-Gruppe um 80% vermindert.
Demgegenuber schwachte die Theophyllin-Behandlung die Verminderung der
GFR in der KT-CT-Gruppe gegenuber der CON-CT-Gruppe auf 56% ab
(Tabelle 5). Somit war die GFR in der KT-CT-Gruppe im Vergleich zur KT-CV-
Gruppe um den Faktor 2 hoher (p < 0,01, Tabelle 5, Abb. 15)
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Die Urinausscheidung pro Zeiteinheit und fraktionierte Natrium- und
Kaliumausscheidung (FEna, FEk) waren in der KT-CV-Gruppe im Vergleich zur
entsprechenden Kontrollgruppe CON-CV erhoht (p<0,05, Tabelle 5), was auf
ein tubulares Elektrolyttransportdefizit schliessen lasst. Demgegeniber war die
tubulare Elektrolyttransportkapazitat (FEna, FEk) in  der Gruppe mit
Theophyllinbehandlung (KT-CT) bis zu den Werten der entsprechenden
Kontrollgruppe (CON-CT) erhonht.

Tab. 5: Zusammenfassung der funktionellen Parameter in den verschiedenen
Versuchsgruppen: unbehandelte, unilateral nephrektomierte Kontrollen (CON-VV), CsA-
behandelte Kontrollen mit Vehikel (CON-CV), CsA- und Theophyllin-behandelte Kontrollen
(CON-CT), nierentransplantierte Ratten mit CsA-Behandlung und Vehikel (KT-CV) und

nierentransplantierte Ratten mit CsA- und Theophyllin-Behandlung (KT-CT). Werte in Mittelwert
+ SEM.

Variablen CON-VV CON-CV CON-CT KT-CV KT-CT
(n=28) (n=6) (n=6) (n =10) (n=9)
Korpergewicht (KG) (g) 254 +9 276 = 11 254 + 10 263 £ 15 283 +12°
Nierengewicht (g/100g KG) 1.11£0.04 1.10 £ 0.02 1.03+£0.03 1.03+£0.03 1.10£0.03
KIZ (min) - - - 113+ 14 101+9
MAP (mmHg) 105.8 £3.2 98.1+3.8 106.5+£6.9 81.0+3.2° 81.7+3.0°
Hkt (%) 45.8+0.8 46.8+1.2 463+ 1.4 404 +1.7° 437+23
Napiasma (MMoI) 136.3+2.1 139.3+27 1434 +3.4 138.9+53 139.6 +4.7°
Kpiasma (MMoI) 45+0.2 52+0.2° 5.0+ 0.0° 53+0.3 49+03
GFR (ml/min/g NG) 1.12+0.04 1.10 £ 0.07 1.13+0.07 0.23 + 0.05° 0.50 + 0.08°°
Urinausscheidung (ul/h/g NG) 10.05+2.23 7.07 £1.11 8.51+3.43 19.20 + 3.9° 11.80 + 3.65
UnaV (umol/min/g NG) 0.71+0.21 0.50 + 0.22 0.59 + 0.46 0.56 + 0.09 0.30+0.14
FEna (%) 0.43£0.12 0.28+0.13 0.31+0.22 2.95+0.77° 0.62 +0.34°
UkV (pmol/min/g NG) 1.37+£0.27 1.18+0.25 1.33+£0.46 0.49 +0.07° 0.39+0.15°
FEk (%) 32.88 £6.38 20.44 +4.44 23.67 £9.00 53.69 +9.78° 18.92 +9.34°

KT= Nierentransplantation, NG=Nierengewicht, KG=Kd&rpergewicht, KIZ=kalte Ischamiezeit,
UnaV= Urin-Natriumausscheidung, UxV= Urin-Kaliumausscheidung, FEy,=fraktionierte
Natriumausscheidung, FEx=fraktionierte Kaliumausscheidung

p<0,05 vs. CON-VV, °p<0,05 vs. KT-CV, °p<0,05 vs. CON-CT, “p<0,05 vs. CON-CV
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Abb. 15: GFR der Versuchsgruppen im Vergleich, signifikanter Unterschied in der GFR bei
nierentransplantierten Ratten mit und ohne Theophyllin-Behandlung (* p<0,05, **p<0,01)
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Abb. 16: Na’ und K*-Ausscheidung; signifikanter Unterschied in der K*-
Ausscheidung (* p<0,05)
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Abb. 17: fraktionierte Elektrolytausscheidung; jeweils signifikante Unterschiede in FEy, und
FEk (*p<0,05)
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3.2 Zytokinkonzentrationen im Serum

Die Serumkonzentrationen der proinflammatorischen Zytokine waren bei Ratten
nach Nierentransplantation (KT-CV, KT-CT) im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollgruppen (CON-CV, CON-CT) signifikant erhodht, innerhalb der
Transplantationsgruppen jedoch ahnlich: IL-2 (0,7 £ 0,3, 0,5 £ 0,3 vs. 0.2 £ 0.1,
0.18 £ 0.18 pg/ml), IL-6 (100 £ 44, 96 + 55 vs. 52 + 31, 56 + 38 pg/ml), TNF-a
59 + 14, 44 + 20 vs. 104 = 8.2, 10 + 10 pg/ml), wohingegen die
Serumkonzentration des anti-inflammatorischen Zytokins IL10 (5.3 + 1.8, 6 £ 2
vs. 5.2 £ 1.1, 4.5 £ 2 pg/ml) weder innerhalb der Transplantationsgruppen noch
im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen signifikant unterschiedlich war. Die
Theophyllin-Behandlung beeinflusste somit weder die Serumkonzentration der
pro- noch die Konzentration der anti-inflammatorischen Zytokine in

nierentransplantierten Ratten. (Tabelle 6, Abb 20)

Tab. 6: Zytokinkonzentrationen in pg/ml

Zytokin CON-CV CON-CT KT-CV KT-CT
(n=6) (n=6) (n=9) (n=10)
IL-2 0,2+0,1 0,18+ 0,18 0,7+0,3 0,5+0,3
IL-6 52 + 31 56 + 38 100 + 44 96 + 55
IL-10 52+1,1 45+2 53+1,8 62
TNF-a 10,4 + 8,2 10+ 10 59 + 14 44 + 20




ERGEBNISSE
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Abb. 20: Zytokinkonzentrationen im  Serum; signifikant hdéhere
Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine Interleukin 2 (IL-2),
Interleukin 6  (IL-6), Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) in den
Transplantatgruppen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen; kein
signifikanter Unterschied bei der Konzentration des antiinflammatorischen
Interleukin 10 (IL-10) (*p<0,05)
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3.3 Histologische Untersuchungen

Nierentransplantierte Ratten mit und ohne Theophyllin-Behandlung (KT-CT, KT-
CV) zeigten einen signifikanten glomerularen (G), tubuléren (T) und vaskularen
(V) Schaden ( G: 1.44 £+ 0.29 vs. 1.3 £ 0.26, T: 1.22 £ 0.15 vs. 1.7 £ 0.45, V:
167 + 067 vs. 20 * 0.58) im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrollgruppen mit keinerlei G, T und V-Schaden (p<0,05). Unterschiedliche
Auspragungen von tubularer Nekrose, glomerularer Sklerose und vaskularem
Schaden konnten bei beiden nierentransplantierten Gruppen festgestellt
werden. Diese Beobachtung stimmt mit den typischen heterogenen
Auswirkungen von Ischamie-/ Reperfusionsschaden uberein, wie sie nach

Nierentransplantation festgestellt werden [31] (Abb. 21).

Abb. 21: Ahnliche Auspragung des Ischamie-/ Reperfusionsschadens in beiden Transplantat-
gruppen in HE und PAS-Farbung (23A und 23C: KT-CT, 23B und 23D: KT-CV)
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3.4 Immunhistochemische Analysen

In beiden nierentransplantierten Versuchsgruppen (KT-CV, KT-CT) zeigte sich
ein ahnliches Ausmal} der Infiltration durch T-Lymphozyten (Score: 1.6 £ 0.48
vs. 0.89 £ 0.35, Abb. 22, A, B) und Monozyten/Makrophagen (Score: 1.6 + 0.31
vs. 1.0 £ 0.17, Abb. 22, C, D). Gegenuber den entsprechenden Kontrollen
(CON-CV, CON-CT) mit keinerlei Infiltration (Score 0) war sie erhdht. Die GFR
bei nierentransplantierten Ratten zeigte keine Korrelation mit dem Grad der
Infiltration.

Abb. 22: Immunhistochemische Anfarbung von ED1-positiver Monozyten/Makrophagen und
von T-Lymphozyten in transplantieten Nieren 5 Tage nach Transplantation,
(A) Moderate interstitielle Infiltration ED1-positiver Monozyten/Makrophagen (Score 2) in der
KT-CV-Gruppe, (B) Farbung wie in (A) in der KT-CT-Gruppe, (C) Infiltration von T-Lymphozyten
in der KT-CV-Gruppe (Score 2), (D) Farbung wie in (C) mit geringer Infiltration von T-
Lymphozyten in der KT-CT-Gruppe (Score 1)
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3.5 Adenosinrezeptor (AdoR) mRNA Expression im Nierengewebe

Der Gehalt an renaler A1AR, A2AAR, A2BAR, A3AR mRNA wurde fur alle
Versuchsgruppen bestimmt und in Verhaltnis zur unbehandelten Kontrollgruppe
(CON-VV) gesetzt. In den Kontrollgruppen wurde die renale A1AR, A2AAR,
A2BAR und A3AR mRNA-Expression weder durch CsA (CON-CV) noch durch
Theophyllin-Behandlung (CON-CT) beeinflusst (Abb. 23) Bei den
nierentransplantierten Ratten (KT-CV, KT-CT) =zeigte sich jedoch eine
signifikante Erhohung der A1AR mRNA-Expression verglichen mit den
entsprechenden Kontrollgruppen (CON-CV, CON-CT, p<0,05, Abb.23),
wahrend sich die A2AAR, A2BAR und A3BAR mRNA-Expression nicht signifikant

veranderte.
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Abb. 23: A1AR-, A2AAR-, A2BAR-und A3AR-mRNA-Expression. Expression von A1AR-
mRNA war nach Transplantation signifikant erhéht (*p<0,05), wohingegen die Expression
der anderen AdoR mRNAs keine signifikanten Unterschiede zeigte. Die Expression der
AdoRs war durch Theophyllin nicht beeinflusst. (-T = ohne Theophyllin, +T= mit Theophyllin,
AdoR=Adenosinrezeptor, mMRNA=messenger RNA)
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4. Diskussion

Experimentelle und klinische Studien haben gezeigt, dass Adenosinrezeptor-
Antagonisten wie Xanthinderivate (z. B. Theophyllin) das Ausmal} des akuten
Nierenversagens reduzieren oder verhindern koénnen. Aufgrund dieser
Beobachtungen wurde die Hypothese aufgestellt, dass der positive Effekt von
Theophyllin in verschiedenen Modellen des akuten Nierenversagens auch beim
Ischamie- / Reperfusionsschaden nach Nierentransplantation eintritt. Diese
Studie zeigt in einem Modell der allogenen Nierentransplantation an der Ratte,
dass die Behandlung mit Theophyllin wahrend und nach Transplantation die
glomerulare Filtrationsrate (GFR) am 5. postoperativen Tag verbessert.
Theophyllin hatte weder Einfluss auf histologische Entzindungszeichen noch
auf die Zytokinmuster im Serum. Der Anstieg von A1AR mRNA-Expression
stellt moglicherweise einen wichtigen Faktor dar, der zur verzogerten

Transplantatfunktion beitragt.

4.1 Methode / CsA- und Theophyllinspiegel

Um die funktionellen und immunologischen Auswirkungen des Ischamie-/
Reperfusionsschadens mit und ohne Theophyllinbehandlung auf das
Transplantat zu untersuchen, wurde das gut etablierte Modell der
Nierentransplantation von Fisher 344 auf Lewis Ratten verwendet. Es wurde
eine kalte Ischamiezeit von zwei Stunden gewahlt, die warme Ischamiezeit
betrug zwischen 30 und 45 Minuten. Frihere Studien von Dragun et al. haben
belegt, dass eine lange kalte Ischamiezeit (12 - 24 Stunden) im Vergleich mit
einer kurzen kalten Ischamiezeit (2 — 6 Stunden) keine weitere funktionelle
Verschlechterung des Transplantates bewirkt [32]. In derselben Studie wurde
gezeigt, dass der Spitzenwert der Infiltration immunkompetenter Zellen in das
Transplantat zwischen 48 Stunden und einer Woche nach Transplantation
auftrat. Wahrend desselben Zeitraums begann die Nierenfunktion wieder

anzusteigen [32]. Deshalb wurde der 5. postoperative Tag als kritischer
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Zeitpunkt  gewahlt, um  sowohl die Nierenfunktion (GFR und
Elektrolytausscheidung) als auch die Infiltration immunkompetenter Zellen in
das Transplantat zu erfassen. Theophyllin- und CsA-Spiegel wurden bei
Kontrollratten bestimmt, um mdgliche Wechselwirkungen nachzuweisen. Beim
Menschen sind fur die Cytochrom P-450-abhangige Metabolisierung von CsA

und Theophyllin keine Interaktionen nachgewiesen worden [29, 40].

4.2 Transplantatfunktion

Diese Studie zeigt, dass Theophyllin-behandelte Ratten eine um den Faktor 2
hohere GFR im Vergleich zur Kontrollgruppe am 5. postoperativen Tag nach
Nierentransplantation aufwiesen. Munger et al. wiesen in einem allogenen
Modell zur Nierentransplantation an Ratten ohne CsA-Behandlung einen zu
dieser Studie ahnlichen Rickgang der GFR um 80% nach. Die Autoren
vermuteten, dass dieser Abfall der GFR Ergebnis der praglomerularen
Vasokonstriktion war [84]. Da Adenosin eine Vasokonstriktion in den afferenten
glomerularen Arteriolen der Niere in vivo bewirkt, die einen Abfall des
glomerularen hydrostatischen Drucks und folglich einen Abfall der GFR nach
sich zieht [51, 102] ist es vorstellbar, dass der hamodynamische Effekt von
Theophyllin hauptsachlich in den praglomerularen Widerstandsgefalen erzielt
wird. Die halbmaximale Inhibition von adenosininduzierter Vasokonstriktion
durch Theophyllin wird bei 2-5 ymol/l beobachtet [92]. Diese Konzentration
befindet sich innerhalb des therapeutischen Fensters, daher ist es
unwahrscheinlich, dass Theophyllin in dieser Konzentration durch Inhibition von
Phosphodiesterasen diese renalen Effekte hervorruft. Diese Schlussfolgerung
wird weiter durch die Beobachtung gestltzt, dass die renalen Effekte von
Theophyllin in A1AR knock-out Mausen nicht auftreten [118]. Zusatzlich
blockieren Theophyllin und A1AR-Antagonisten die tubuloglomerulare
Feedback Antwort des Nephrons [97]. Das tubuloglomerulare Feedback (TGF)
beschreibt den Ablauf der Signalprozesse, mittels derer die glomerulare
Filtrationsrate des einzelnen Nephrons abnimmt, wenn die

Elektrolytkonzentration (Na, K, Cl) in der Tubulusflissigkeit, die das Macula
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densa Segment passiert, erhoht ist [139]. Adenosin wird als Hauptmediator des
TGF angesehen [96, 130, 135]. Des Weiteren wird das TGF als wichtiger Faktor
in der Pathogenese verschiedener Arten des akuten Nierenversagens
angesehen [104]. Somit ist es wahrscheinlich, dass die Verbesserung der GFR
durch Theophyllin bei Ratten nach Nierentransplantation durch A1AR-
Antagonismus vermittelt wird. Weitere Mechanismen, die zum positiven Effekt
des Theophyllins auf das Transplantat beitragen, konnen jedoch nicht

ausgeschlossen werden.

Neben der erhdhten GFR bewirkte Theophyllin einen Anstieg der
Elektrolytresorptionskapazitat des Nephrons, erkennbar durch den Abfall der
fraktionierten Elektrolytausscheidung (Tabelle 5). Diese Verbesserung der
tubularen Elektrolytresorption durch Theophyllin im Vergleich zu der
Kontrollgruppe (KT-CV) konnte aus der verbesserten renalen Mikrozirkulation
resultieren, wodurch die Tubuli mit mehr Sauerstoff und Substrat versorgt
wurden und somit eine hohere Transportleistung erzielen konnten. Der durch
Theophyllin  verursachte  Anstieg des  Elektrolyttransports in  der
Nierentransplantationsgruppe mit Theophyllinbehandlung (KT-CT) ist mit der
Elektrolytausscheidung der Kontrollgruppe (CON-CT) vergleichbar.

4.3 Nierenhistologie und Zytokinkonzentrationen

Die histologische Auswertung zeigte eine typische Nierenmorphologie nach
Transplantation [32]. Theophyllin bewirkte weder eine Veranderung der
Nierenmorphologie noch des Grades der Infiltration von
Monozyten/Makrophagen und T-Lymphozyten in das Transplantat (KT-CT). Die
Zytokinverteilung im Serum war im Vergleich zur Kontrollgruppe durch
Theophyllin ebenfalls unbeeinflusst. Adenosin kann die Freisetzung von
Zytokinen  sowohl aus inflammatorischen Zellen als auch aus
Gewebsendothelzellen bewirken, die Freisetzung von proinflammatorischen
Zytokinen wird gesenkt, die von antiinflammatorischen Zytokinen gesteigert
[21]. Die Uber den Adenosinrezeptor A2A vermittelte, antiinflammatorische

Wirkung von Adenosin durch die Reduktion der Einwanderung von Neutrophilen

47



DISKUSSION

bei Nieren, die dem Ischamie-/ Reperfusionsschaden ausgesetzt waren wurde
als protektiv angesehen [90]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die durch
Ischamie-/ Reperfusionsschaden verursachte, A2AAR vermittelte Erhohung
von IL-6, IL-1B, IL-1-Rezeptorantagonist und TGF-B mRNA in der Niere
reduziert [91]. Demnach sollte A2AAR-Antagonismus durch Theophyllin
eigentlich zu einer proinflammatorischen Reaktion flhren, die in diesen
Experimenten jedoch nicht nachgewiesen werden konnte. Diese konnte jedoch

durch den immunsuppressiven Effekt von CsA maskiert werden.

4.4 Renale Adenosinrezeptor mRNA

Studien belegen die biologisch wichtige Rolle von Adenosinrezeptoren bei der
praglomerularen Mikrozirkulation in Hinblick auf Regulation des renalen
Blutflusses und des renalen GefalRwiderstandes [60], der GFR [103], der
Reninsekretion [85, 108], des TGF [129, 135] und der Reaktion der
Nierengefasse auf Angiotensin Il [142]. Es konnten Unterschiede in der
Verteilung der einzelnen Adenosinrezeptorproteine und der mRNA innerhalb
der Niere nachgewiesen werden, das Vorkommen von A1- und AZ2B
Rezeptoren und —-mRNA war in praglomerularen Mikrogefassen deutlich hoher,
wohingegen A2A- und A3-Rezeptoren und —-mRNA in praglomerularen
Mikrogefassen kaum nachweisbar waren [61]. Die beobachtete Hochregulation
von A1AR mRNA in den Transplantaten spricht fir eine mafigebliche Rolle von
Adenosin in der Pathogenese des Ischamie-/ Reperfusionsschadens nach
Nierentransplantation. Diese Ergebnisse konnen als Nachweis fur eine
praglomerulare Vasokonstriktion durch Adenosin angesehen werden und
konnten den protektiven Effekt von Adenosinrezeptorantagonisten, wie z.B.
Theophyllin, in verschiedenen Modellen des akuten Nierenversagens erklaren
[104].

Die Nebenwirkungen von Theophyllin sind durch den langjahrigen klinischen
Gebrauch bekannt und dokumentiert. Theophyllin wird hauptsachlich zur
Behandlung obstruktiver Lungenerkrankungen eingesetzt. Da Theophyllin
hautsachlich hepatisch metabolisiert wurde, hat eine
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Nierenfunktionseinschrankung keinen Einflul auf die

Theophyllinkonzentrationen im Plasma. Das Auftreten von schweren, durch
Theophyllin verursachten Nebenwirkungen innerhalb von Plasmaspiegeln von 5

— 16 ymol/l unwahrscheinlich (DrugDex database)
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5. Zusammenfassung und Schlu3folgerung

Ischamie- und Reperfusionsschaden (lI/R-Schaden) bei der humanen
Nierentransplantation kdnnen Ursache einer verzogerten Funktionsaufnahme
bis hin zum initialen Transplantatversagen sein. Die Faktoren, die zum I/R-
Schaden der Niere fuhren, sind unvollstandig aufgeklart. Ein Faktor, der in der
Niere bei Ischamie aus dem ATP Abbau entsteht, ist das Adenosin. Es fuhrt in
der Niere Uber eine praglomerulare Vasokonstriktion und eine postglomerulare
Dilatation zu einem Abfall der glomerularen Filtrationsrate und kann,
insbesondere bei Ischamie, zur Entstehung des akuten Nierenversagens
beitragen, wie zahlreiche tierexperimentelle Studien belegt haben. In der
vorliegenden Studie soll durch Blockade der Adenosinrezeptoren mit dem
unselektiven kompetitiven Adenosinrezeptorantagonisten Theophyllin die
Inzidenz des initialen  Transplantatversagens reduziert und die

Transplantatfunktion erhalten werden.

Am 5. postoperativen Tag nach Nierentransplantation wurde eine 3[H]-Inulin-
Clearance zur Erfassung der Transplantatfunktion mit und ohne
Theophyllinbehandlung durchgefuhrt. Neben Messung der funktionellen
Parameter wie GFR und Elektrolytausscheidung wurden die Transplantate nach
Abschluss der Versuche histologisch und Immunhistochemisch untersucht, die
Zytokinkonzentrationen im Serum sowie die Expression von Adenosinrezeptor-

mRNA gemessen.
Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Die GFR ist unter Behandlung mit Theophyllin im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Theophyllinbehandlung am 5. postoperativen Tag
signifikant hoher (p < 0,01).

2. Die fraktionierte Elektrolytausscheidung ist in der KT-CT-Gruppe
gegenuber der KT-CV-Gruppe signifikant niedriger.
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3. Sowohl die histologischen als auch die immunhistochemischen Befunde
der Transplantate zeigten keinen signifikanten Unterschied im Ausmal}
der tubularen Nekrose, der glomerularen Sklerose und des vaskularen
Schadens. Auch die |Infiltration der transplantierten Nieren durch

immunkompetente Zellen war ahnlich.

4. Die A1AR mRNA ist am 5. postoperativen Tag hochreguliert.

Die vorliegende Studie zeigt eine signifikante Verbesserung der GFR und der
tubularen Elektrolytresorptionsfahigkeit des Transplantats nach Gabe von
Theophyllin. Dieser Theophyllin-Effekt ging nicht einher mit einer
unterschiedlich starken Entzindungsreaktion in den beiden Gruppen. Der
Anstieg der ATAR mRNA im Transplantat lasst vermuten, dass der A1AR eine
wichtige Rolle bei dem protektiven Effekt von Theophyllin spielt.
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