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1 EINLEITUNG

1.1 Einflhrung in die Thematik

1.1.1  Die Geburt der Nierentransplantation

Es war im Marz 1902 als der Ungar Emerich Ullmann im Hérsaal des Billrothhauses
der Gesellschaft der Arzte in Wien, umzingelt von faszinierten Medizinern und
Studenten einen lebenden Hund prasentierte dem Urin Uber einen am Hals des
Tieres gelegenen Ureter tropfte. Der Chirurg hatte zuvor eine Niere des Tieres
entnommen, sie in eine subkutane Tasche in dessen Nacken eingepflanzt, die
NierengefaBe mit der Arteria Carotis und der Vena Jugularis anastomosiert und
schlieBlich den Ureter in die Haut des Hundes eingen&ht. Die Urinproduktion hielt 5
Tage an [115]. Die autologe Nierentranplantation war geboren. Befllgelt von diesem
unerwarteten Erfolg stellte Ullmann nur einige Wochen spéter einen weiteren
Transplantationserfolg vor: Eine Ziege, in deren Nacken die Niere eines Hundes
transplantiert worden war [116]. Man muss es schon als einen sehr gliicklichen
Zufall fir den Mediziner ansehen, der die Problematik der AbstoBungsreaktion noch
nicht kannte, dass dieses xenogene Transplantat zumindest Uber einen sehr kurzen

Zeitraum ohne jegliche Immunsuppression funktionierte.

1.1.2 Die Anfange der Transplantationsimmunologie

Zur gleichen Zeit wie Emerich Ullmann arbeitete ein weiterer Chirurg mit dem Modell
der Autotransplantation von Nieren an Hunden. Der Franzose Alexis Carrel (1873-
1944), der erst in Lyon und spater am Rockefeller Institute in New York arbeitete,
hatte diese Operation mehrfach erfolgreich durchgefihrt (1908, 1911, 1914). Bei von
ihm an Labortieren erprobten Allotransplantationen fiel ihm immer wieder das
unterschiedliche Schicksal zwischen autolog und homolog verpflanzten Organen auf.
Und obgleich ihm der grundsatzliche Unterschied dieser beiden
Transplantationstechniken noch nicht bewusst war, so hatte er dennoch schon
erkannt, dass das Serum des Organempfangers flr das Allotransplantat giftige
Substanzen beinhalten musste. Zur selben Zeit als Carrel an Organtransplantationen
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arbeitete, fand einer seiner Mitarbeiter am Rockefeller Institut, N.N. Murphy, heraus,
dass in Huhnereier transplantierte Tumore nach dem Schlipfen des Kikens mit dem
Organismus mit wuchsen. Im Gegensatz dazu waren Tumorzellen, die in bereits
geschlipfte Klcken transplantiert wurden, innerhalb weniger Tage abgebaut. Carrel
folgerte daraus, dass ein Organismus an einem bestimmten Punkt seiner
Entwicklung dazu beféhigt wird Fremdgewebe abzustoBen. Erst Jahre spéter sollte
diese Idee von Vorreitern der Transplantationimmunologie wie Medawar und
Billingham wiederaufgegriffen und weiterentwickelt werden, um daraus das Prinzip
der ,aktiv erworbenen Immuntoleranz® gegeniber organismusfremden Zellen zu
postulieren [10]. Die praktische Transplantationsmedizin befasste sich mittlerweile
hauptsachlich mit der Ubertragung menschlicher Nieren, der sogenannten humanen
Allotransplantation. Die erste Leichen-Nierentransplantation erfolgte 1936 durch
Voronoy in Kiew [21] ohne Kenntnisse um immunologische Zusammenhéange; das
Transplantat wurde innerhalb von 2 Tagen abgestoBen. Jetzt musste die Ursache far
den AbstoBungsprozess gefunden werden. Mitte der Vierziger Jahre gelang es
Medawar, gemeinsam mit Billingham, zu zeigen, dass die AbstoBungsreaktion eine
Immunantwort auf genetisch inkompatibles Gewebe war [11]. Darauf folgende
Studien brachten zu Tage, dass transplantiertes Gewebe sowohl durch spezifische
zelluldare und humorale Mechanismen als auch durch eine unspezifische
Immunantwort zerstért werden kann [64]. Das galt allerdings nicht flr Transplantate
die dem Empfanger genetisch entsprachen, wie bei eineiigen Zwillingen.

Dank dieser Tatsache gelang am 23.12.1954 in Boston der groBe Durchbruch in
Sachen Lebendtransplantation. Im Brigham Hospital der Harvard Medical School
verpflanzten Joseph Murray und John Merrill dem jungen Amerikaner Richard
Herrick eine Niere seines gesunden Zwillingsbruders Ronald. Der 25 Jahrige konnte
nach 14 Tagen das Krankenhaus verlassen, heirate bald darauf und griindete eine
Familie [76]. Dieser bahnbrechende Erfolg schurte in Chirurgen wie auch
experimentellen  Forschern verstarkt das Verlangen die Technik der
Allotransplantation auf die breite Masse niereninsuffizienter Patienten anwenden zu
kénnen. Wie also konnte das menschliche Immunsystem unterdriickt werden? Nach
mehreren gescheiterten Versuchen den Immunprozess mittels
Ganzkérperbestrahlung zu unterdricken kam man 1959 auf die Idee einer
medikamenteninduzierten Immuntoleranz [75]. Schwartz und Dameschek war es

gelungen in Hasen, die mit 6-Mercaptopurin (6-MP) behandelt worden waren, eine
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spezifische Immuntoleranz gegen Proteine auszul6sen. Den Tieren war es jedoch
gleichzeitig méglich eine Immunreaktion auf Proteine zu zeigen, die nicht simultan
mit dem Medikament gegeben wurden, was fir die erwlinschte Spezifitat der
Immunsuppression sprach [95].

Den eigentlichen Startschuss fiir die klinische Ara der Transplantationsmedizin gab
es schlieBlich im April 1962 als ein medikamentds behandelter Empfanger einer
Nieren-Leichen-Spende mehr als ein Jahr Gberlebte [77]. Zahlreiche bahnbrechende
Entwicklungen, wie die Einflihrung des heterologen Antilymphozyten Globulins
(ALG), die Anwendung von Steroiden und Azathioprin sowie die von Terasaki
entwickelte Histokompatibilitatstestung, brachten die Immuntherapie und damit das
Transplantatiberleben Uber die nachsten 2 Jahrzehnte Schritt flr Schritt nach vorne
[81].

Nichts desto trotz stagnierte im Verlauf der 80er Jahre die Einjahrestberlebensrate
von Transplantatnieren bei 60%. Diese Situation anderte sich, als das Medikament
Ciclosporin auf den Markt kam. Die Entdeckung dieses ersten Immunsuppressivums
der 2.Generation, also der spezifischen Immunsuppression, bedeutete einen
Meilenstein fir die Nierentransplantation. Die Entdeckung dieses Medikamentes
durch Borel et al. 1976 und die baldige Einfihrung in den klinischen Alltag war der
Beginn der ,Ciclosporin-Ara“. In frilhen Multicenterstudien konnte damit eine
Steigerung des 1-Jahrestransplantatiiberlebens auf 70-80% gezeigt werden [103]. Es
folgte der steigende Einsatz biologischer Wirkstoffe, wie mono- und polyklonaler
Antikdrper, beispielsweise OKT3, aber auch spezifischer Antikérper gegen IL-2,
welche vor allem in der Erstbehandlung nach Transplantation breite Anwendung
fanden [85]. Parallel zu den monoklonalen Antikbrpern kamen zwei weitere
Praparate auf den Markt, die in der heutigen Transplantationsmedizin taglich
Anwendung  finden: Der  Calcineurininhibitor ~ Tacrolimus und  das
Mycophenolatmofetil. Zusammen mit Ciclosporin sind dies die drei Medikamente, die
in unserer Studie untersucht wurden und auf die im folgenden Abschnitt genauer
eingegangen wird.
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1.2 Verwendete Immunsuppressiva

1.2.1  Ciclosporin A

Ciclosporin A (CyA) ist ein aus 10 bekannten aliphatischen Aminosduren und einer
neuartigen C9-Aminoséaure bestehendes Peptid. Es wird aus dem Pilz Tolypocladium
inflatum Gams gewonnen. Erstmals wurde dieser Pilz 1971 von Mitarbeitern der
Firma Sandoz aus Bodenproben in der Hardanger Vidda, einer weitgehend
baumlosen Hochebene im sidlichen Teil Norwegens isoliert [113]. Bei ersten
Untersuchungen im Labor von Jean Borel 1972 in Basel wurde seine
immunsuppressive Wirksamkeit entdeckt. Heute weiB man, dass dies durch eine
relativ spezifische, nicht zytotoxische Suppression der T-Zellaktivitat geschieht.
Wegen seiner wasserunldslichen Struktur ist Ciclosporin  pH-neutral und in vielen
organischen L&sungsmitteln und Lipiden hochléslich, in Wasser jedoch praktisch
nicht [59]. Die Leber ist der Hauptmetabolisierungsort fiir Ciclosporin A. Hier erfolgt
der Abbau Uber das Cytochrom p450-System. Die Eliminierung erfolgt zu 95% biliar
und zu 5% renal. Die Halbwertszeit von Ciclosporin betragt im Mittel 8,5 Stunden, bei
Leberfunktionsstérungen kann sie jedoch deutlich verlangert sein. Man kennt heute
25 Metabolite von CyA, wobei einige davon immunsuppressive Eigenschaften
aufweisen, jedoch weit weniger potent sind als die Muttersubstanz [79]. Ciclosporin
hat eine geringe therapeutische Breite und ein enges therapeutisches Fenster [79].
Es bindet nach Eintritt in eukaryote Zellen an sogenannte Ciclophiline, zytosolische
Proteine die zur Gruppe der Immunophiline gehéren [32]. Die hauptsachliche
zytoplasmatische Isoform Cyclophilin A (CyPA) wird in hoher Konzentration in allen
Geweben von Saugetieren, so auch in T-Zellen exprimiert, und hat eine hohe Affinitat
zu Ciclosporin. Cyclophiline besitzen einerseits Isomerasefunktion, kénnen also die
cis-trans-Konformationsdnderung von Peptiden katalysieren und auBerdem
Enzymfunktion, wodurch die Dreifachfaltung von Proteinen beglnstigt wird. Die
enzymatische Funktion wird durch die Bindung an Ciclosporin aufgehoben. Der
intrazellulare Komplex aus Ciclophilin A und Ciclosporin A interagiert wiederum mit
einem weiteren zytosolischen Protein, dem Calcineurin. Calcineurin (auch PP2B
genannt) ist eine Calcium-abhangige Phosphatase, die nach Aktivierung durch den
T-Zell-Rezeptor Transkriptionsfaktoren der NFAT-Familie (engl.: Nuclear factor of

activated T-cells) dephosphoryliert. Die dadurch freiwerdende Energie bewirkt eine
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Translokation von NFAT in den Zellkern, wo es sich mit einem anderen Protein zu
einem aktiven Kernfaktor verbindet. Dieser Kernfaktor wirkt als Transkriptionsfaktor
fir verschiedene Genorte, welche flr Zytokine wie IL-2 und IL-4 sowie das
costimulierende Molekil CD40L codieren [59]. Gebunden im biomolekularen
CyPA/CsA-Komplex verliert das Calcineurin seine enzymatische Funktion. Das
phosphorylierte NFAT kann nicht in den Zellkern Ubertreten wodurch konsekutiv T-
Zellaktivierung verhindert wird [105]. Dartuber hinaus wird auch die
Dephosphorylierung anderer Transkriptionsfaktoren, wie Elk1 und CREB
(engl.:cAMP-response element binding protein), welche die Genexpression von
Protoonkogenen, wie c-myc.c-fos und n-ras unterstitzen, unterbunden [55]. Aktuelle
Forschungsergebnisse haben ferner einen zweiten hochspezifischen Reaktionsweg
zur Unterdriickung der Lymphozytenaktivierung aufgezeigt. So unterdriickt
Ciclosporin nicht nur die Dephosphorilierung von NFAT, sondern auch die Aktivitaten
von AP-1 und NFkB, zweier Transkriptionsfaktoren, welche zur Aktivierung des IL-2
Gens bendtigt werden [67,86]. Dies geschieht unter anderem durch die Hemmung
intrazellularer MAP-Kinasen, wie JNK und p38 [66]. Durch diese multifaktorielle
Unterdriickung transkriptioneller Vorgange durch Ciclosporin stagniert die Zelle auf
der Ebene der GO- oder G1-Phase ohne neue DNS oder RNS zu produzieren.
Demzufolge bleibt auch die Produktion der flr die Immunantwort essentiellen IL-2
Rezeptoren aus. Dariliber hinaus beeinflusst Ciclosporin auch im Zytoplasma
stromabwarts gerichtete molekulare Vorgange. Im Falle eines proinflammatorischen
Stimulus, z.B. durch allgemeine entzindliche Prozesse im Transplantat, ist
Ciclosporin fahig, die durch Zytokine (INF-y, TNF-a) ausgeléste Hochregulierung von
Adhéasions- und MHC-Molekiilen zu blockieren [98].

Generell existiert eine enge Korrelation zwischen der immunsuppressiven
Wirksamkeit der Calcineurininhibitoren und deren Wirkstoffkonzentration im Blut. Bei
oraler Medikamentenaufnahme ist die hdchste Wirkstoffkonzentration (cmax) nach
circa 2 Stunden erreicht [41]. Bei einer oralen Medikamentendosis, aufgeteilt auf 2
Gaben pro Tag, entsteht so ein zweigipfeliger Konzentrationsverlauf, wobei 8-12
Stunden nach Medikamenteneinnahme nur noch von einer partiellen
Immunsuppression durch die Substanz ausgegangen werden kann [40].

Zu den wichtigsten Nebenwirkungen des Ciclosporins z&hlt die Nephrotoxizitat. Man
unterscheidet zwischen akuter Nephrotoxizitat als Folge einer Vasokonstriktion der
afferenten Arteriolen auf dem Boden zu hoher Ciclosporin A Plasma Spiegel und
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chronischer Nephrotoxizitdt, welche mit einer irreversiblen Nephrosklerose
einhergeht und zum Organversagen fuhren kann. Ciclosporin erhéht die Produktion
gefaBmodulatorischer Mediatoren, wie Thromboxan A2/TxA2, Leukotrien und
Endothelin-1 [14,82]. Zur gleichen Zeit tragen Veranderungen im Stickstoffmonoxid
(NO)-pathway zur CyA-induzierten renalen Vasokonstriktion bei [15]. Zusétzlich
erhéht CyA die Aktivitat der sympathischen afferenten und efferenten Schenkel der
renalen Nerven, was zu einer kortikalen Vasokonstriktion und dem Anstieg des
vaskularen Widerstandes fuhrt [72]. Histologisch stellt sich die akute Nephrotoxizitat
durch isometrische Vakuolisierung im Bereich der proximalen Tubulusepithelien dar.
Bei chronischer Nierenschadigung durch CyA kommt es zu einem Verlust der
epithelialen Zellintegration im proximalen Tubulus bis hin zur Tubulusatrophie.
AuBerdem zu einem mehr oder weniger ausgepragten interstitiellen mononuklearen
Zellinfiltrat, einer interstitiellen Schadigung mit sekundarer interstitieller Fibrose sowie
einer vaskularen Wandsklerosierung mit Lumeneinengung, auch renale
Atherosklerose genannt [37]. Ursachen dafiir sind unter anderem die CyA-getriggerte
Thromboxan- und Leukotrien-Produktion mit der Folge einer erhbhten
Plattchenaggregation an der GefaBwand und konsekutiver Freisetzung von PDGF
(engl.:platelet-derived growth factor) sowie anderer fibrogener Faktoren, die zu einer
Hypertrophie der arteriellen GefdaBwandmedia flUhren. Darlber hinaus konnte
experimentell gezeigt werden, dass CyA die Freisetzung von Sauerstoffradikalen im
Interstitium induziert, welche sowohl vaskulare Schadigungen als auch fibrotische
Reaktionen verschlimmern kdénnen. Die Arbeitsgruppe um Zhong hat dazu die
Hypothese aufgestellt, welche besagt, dass es bei der Verabreichung von CyA alle
12 Stunden durch erhdhte Aktivitat renaler efferenter Nervenfasern zu einer erhdhten
Ausschittung freier Radikale kommt. Dies flhrt zu Vasokonstriktion und
konsekutivem Stress durch Hypoxie und Reoxygenierung [122]. Als zusatzlicher
Schadigungsmechanismus wird die CyA-induzierte Produktion von TGF-B, vermutet,
welches die extrazellulare Matrix von Zellen so verandern kann, dass ein fibrotisches
Milieu entsteht [65]. Neueste Studien sprechen auBerdem Aldosteron eine
entscheidende Rolle in der Pathophysiologie der chronischen Nierenschadigung zu
[16].

Auch neurologische und psychatrische Nebenwirkungen sind unter der
Ciclosporintherapie beobachtet worden. Dazu zahlen Tremor, Kopfschmerzen,
Krampfanfalle, unterschiedliche Parasthesien an den GliedmaBen, sowie Manien und
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Depressionen.  Sie  werden teilweise mit der  Ciclosporin-induzierten
Hypomagnesiamie in Verbindung gebracht und sind durch Dosisreduktion reversibel
[36].

Eine weitere Komplikation stellt die CyA-assoziierte Hypertension dar. Bluthochdruck
wird unter CyA-Therapie bei 68-92% aller transplantierten Patienten festgestellt [25]
Als Ursache dafir werden die CyA-getriggerte Endothelinfreisetzung sowie die
Stimulation des sympathischen Nervensystems, die auch durch einen ausgepragten
Tremor in Erscheinung treten kann, diskutiert [70].

Weitere Nebenwirkungen von Ciclosporin sind das hamolytisch-uramische Syndrom,
entsprechend einer Arteriopathie mit mikrothrombotischen Veranderungen [60].
Auch Hyperglykdmie durch den betazelltoxischen Effekt von Ciclosporin und
Hyperlipiddmie, unter anderem durch Cholesterinwerterh6hung [13], kommen vor.
Des Weiteren wird eine Hyperurikdmie durch verminderte Harnsaureresorption im
proximalen Tubulus beobachtet [62]. Hyperkalidmie und Hypomagnéasiamie sind
ebenso mehrfach beschrieben [46]. An unerwiinschten Wirkungen werden Ubelkeit,
Erbrechen, Hypertrichiose und Gingivahyperplasie von vielen Patienten als
besonders belastend empfunden. Die Inzidenz von Knochenerkrankungen und

malignen Erkrankungen ist unter Ciclosporin-Dauertherapie erhéht [59].

1.2.2 Tacrolimus

Das zu den Makroliden z&hlende Tacrolimus, friher FK 506 genannt, wurde wie auch
das Ciclosporin aus einem Pilz isoliert. Eine von Fujisawa Pharmaceutical Co.Ltd (
Osaka, Japan) engagierte Forschergruppe um Kino et al hatte den Pilz 1984 am
FuBe des Berges Tsukuba in der N&he von Tokio gefunden und ihn daraufhin
Streptomyces Tsukubaensis genannt [52]. In vielerlei Hinsicht um Tacrolimus
besonders verdient gemacht hat sich die ,Pittsburgh-Gruppe® um Thomas Starzl. Sie
stellte 1989 auf dem 4.Kongress der ESOT (Europaische Gesellschaft fir
Organtransplantation) in Barcelona die ersten klinischen Ergebnisse mit diesem
Immunsuppressivum vor [102].

Die chemische Struktur des hydrophoben Tacrolimus ahnelt der von Ciclosporin
nicht. Es besteht aus einem Hemiektal-maskierten a,3-Diketoamid, welches in einem
23-Gliederring inkorporiert ist [59]. Wie auch Ciclosporin wird Tacrolimus hepatisch
Uber das Cytochrom P450-System abgebaut, was auch die ahnlichen
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Medikamentenwechselwirkungen erklart. Auch die geringe therapeutische Breite und
die schlechte Bioverfigbarkeit hat es mit Ciclosporin gemein [79]. Tacrolimus verflgt
Uber mehrere Metabolite, die teilweise eine Immunkreuzaktivitdt verbunden mit
pharmakologischer Aktivitat aufweisen [107]. Die biologische Halbwertszeit von
Tacrolimus im gesunden Menschen betragt im Durchschnitt rund 43 Stunden. Bei
transplantierten Patienten verklrzt sie sich auf circa 12-16 Stunden.

Auf molekularer Ebene &hnelt die Wirkungsweise von Tacrolimus stark der von CyA,
ist aber auf molarer Basis um das 10-100 fache potenter [47]. Analog zu Ciclosporin
bildet Tacrolimus einen intrazellularen Komplex mit einem Bindungsmolekil, genannt
,FK-binding protein 12“ (FKBP12). Die Enzyme der FKBP Familie (auch Romatasen
genannt) kommen in allen Organismen vor und &hneln in vielen Bereichen der
Ciclophilin-Familie [59]. Das im Zytoplasma von Saugetieren vorherrschende
FKBP12 lagert sich als Komplex gemeinsam mit Tacrolimus an die Serin-Threonin-
Phosphatase Calcineurin, analog zum Ciclosporin [63]. Auch die darauf folgende
Abschwachung der nuklearen Transkriptionsfaktoren entspricht weitgehend den
bereits im Zusammenhang mit dem molekularen Wirkungsmechanismus von
Ciclosporin beschriebenen Vorgangen [48,49,89,97] Ferner weisen neuere
Untersuchungen daraufhin, dass auch Tacrolimus einen zweiten transskriptionellen
Reaktionsweg Uber die JNK-p53-Kaskade blockiert [55]. Durch diese Mechanismen
werden, wie auch bei Ciclosporin, vermindert Zytokine/Chemokine (z. B. IL-2, IL-3,IL-
4, IL-5, TNFa, IFN-y und GM-CSF sowie Protoonkogene wie c-myc und c-rel) in den
T-Zellen synthetisiert und daraus freigesetzt, wodurch die Reaktion des
Immunsystems auf transplantierte Organe unterbunden wird [61,112].

Das Nebenwirkungsspektrum von Tacrolimus entspricht im Wesentlichen dem von
Ciclosporin, wobei die Nephrotoxizitat ebenfalls die Bedeutsamste unter lhnen ist
[114]. Als Ursache daflir werden ein veranderter Prostaglandinspiegel, pathologische
Lipidperoxidasen der Zellmembran sowie eine erhdhte Sekretion des
vasokonstriktorischen Endothelins verantwortlich gemacht. Auch eine erhéhte
Produktion des vasokonstriktorischen Thromboxan A2 in der Niere wird diskutiert
[73,83,84].

Im Vergleich zu Ciclosporin wurden Komplikationen wie Tremor, Durchfall und
Angina pectoris bei Tacrolimus-Patienten haufiger beobachtet, seltener hingegen
Arrhythmien, Akne, Hirsutismus und Gingivahyperplasie [79].
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Als eine ernsthafte Nebenwirkung unter Tacrolimus-Therapie muss der diabetogene
Effekt angesehen werden. In Studien Gberstieg die Inzidenz von neu aufgetretenem
insulinpflichtigem Diabetes die der Vergleichsgruppe mit Ciclosporinbehandlung um
ein Vierfaches [45]. Es wird angenommen, dass Calcineurin und FKBP12 vermehrt in
den Inselzellen vorhanden sind. Dartber hinaus scheint die Transkriptionshemmung
durch Tacrolimus auch die Insulinproduktion und Freisetzung zu unterdriicken [59].
Die gleichzeitige Gabe von Tacrolimus und Ciclosporin ist kontraindiziert, da dies zu
synergistisch- oder additiv-nephrotoxischen Effekten fihren kann. Zur gegenseitigen
Beeintrachtigung von Blutspiegel und Metabolisierung kommt es durch Gabe von
Tacrolimus und Corticosteroiden [1].

1.2.3 Mycophenolatmofetil

Mycophenolatmofetil ist ein  Morpholinoethylester, dessen Muttersubstanz
Mycophenolsaure aus dem Pilz Penicillium stoloniferum gewonnen wird. Berichten
zufolge wurde bereits 1896 Mycophenolsdure aus Maisbrihekulturen, die
,Penicillium brevicompactum Diercks® enthielten, isoliert und deren antibakterielle
Wirkung beschrieben, jedoch nicht weiterverfolgt [59]. 1982 waren es Allison und
Eugui, die innerhalb eines Forschungsprogrammes der Firma Synthex in Palo Alto,
Kalifornien, das Vorstufenmedikament Mycophenolatmofetil entwickelten, um so
dessen Bioverflugbarkeit um ein Vielfaches zu verbessern und dartber hinaus den
Purinsynthese inhibierenden Charakter von MMF erforschten [4]. Die enorme
immunsuppressive Wirkung von MMF wurde kurz darauf von Randall Morris und
Mitarbeitern in Stanford entdeckt [71] Unter der Leitung des Mdinchner
Transplantationschirurgen und Immunologen Hans Werner Sollinger wurde MMF in
einem Labor in Madison, Wisconsin bis zur klinischen Anwendung weiterentwickelt
[100].

Die durchschnittliche orale Bioverfligbarkeit von MMF nach oraler Gabe betragt
94%, die Halbwertszeit circa 18 Stunden [22]. Der Abbau erfolgt hauptsachlich in der
Leber durch Glucuronisierung zum MPA-Glucoronid (MPAG). MPA wiederum wird
gréBtenteils renal (93%) und zwar vorwiegend als MPAG (97%) eliminiert [79].

Die Wirkung von MMF beruht auf einer reversiblen Hemmung der
Inosinmonophosphat-Dehydrogenase  (IMPDH), dem  Schlisselenzym  der
Purinbiosynthese. Da Lymphozyten keinen effizienten Wieder-
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verwertungsstoffwechsel (engl.:salvage pathway) besitzen missen sie ihre
Nukeotide, wie auch das Purin, Uber die De-Novo-Synthese herstellen. Die IMPDH
liegt intrazellular in zwei verschiedenen Isoformen vor. Die induzierbare Typ Il
IMPDH findet sich Uberwiegend in aktivierten Lymphozyten und ist gegentiber MPA
etwa funfmal empfindlicher als die konstitutive Isoform (IMPDH Typ I). Wenn IMPDH
in der Zelle inhibiert wird, dann sinkt der Inosinmonophosphat-Spiegel. Neben einer
verminderten Purinsynthese kommt es konsekutiv zur Blockierung der
Guaninnucleotidsynthese, der DNA Polymerase-Aktivitat, der T-Zell und B-Zell
Proliferationswantwort sowie der antigenspezifischen Antikdrperproduktion [31].
Dartber hinaus kommt es zur Hemmung der Aktivierung von Adhasionsmolekilen
und zugleich zur Hemmung der mitogenen Antwort von Fibroblasten und
Endothelzellen [5].

Im Gegensatz zu den Calcineurininhibitoren konnte die nephroprotektive Wirkung
von MMF in mehreren Studien nachgewiesen werden. Eine verminderte Haufigkeit
eines Ischamie Reperfusionsschadens der Niere sowie ausbleibender Hypertonus
zeichnen dieses neuere Immunsuppressiva aus [100] [117]. Zu den haufigsten
Nebenwirkungen der Mycophenolsaure gehdren Beschwerden des
Gastrointestinaltraktes mit Ubelkeit, Diarrhoe und Erbrechen. In den meisten Féllen
lasst sich durch eine Dosisreduktion ein Sistieren der Beschwerden erreichen, nur in
seltenen Fallen muss das Medikament abgesetzt werden.

Zu den hamatologischen Nebenwirkungen zahlen Leukopenie und Anamie. Im
Gegensatz zu den Calcineurininhibitoren kommt es aber weder zu einer Hypertonie
Induktion noch ist das Praparat nephrotoxisch.

Opportunistische Infektion wie Herpes simplex, Herpes zoster oder CMV werden
gehauft festgestellt [51].
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1.3 TransplantatabstoBung

Eines der zentralen Probleme in der Praxis der Transplantationsmedizin ist die
TransplantatabstoBung Die gréBte Herausforderung stellt deren Vorbeugung,
Diagnostik und Therapie dar. Im Folgenden werden die Formen der

AbstoBungsreaktion (Rejektion) kurz skizziert.

1.3.1 Hyperakute Rejektion

Die hyperakute AbstoBung tritt innerhalb von Minuten bis Stunden nach der
Herstellung der Blutzirkulation auf. Ausléser sind praformierte Antikérper gegen HLA
oder ABO-Antigene. Es kommt zur konsekutiven Komplementaktivierung.
Fibrinablagerung und Thrombenbildung in kleinen GefaBen flihren zu nachfolgenden
Nekrosen [92]. Mit einem vor der Transplantation durchgefihrten MLC-Test
(engl.:mixed Ilymphocyte culture) muissen solche zytotoxischen Antikdrper

ausgeschlossen werden [46] .

1.3.2 Akute Rejektion

Sie tritt meist innerhalb des ersten halben Jahres nach Transplantation auf. Es
handelt sich meist um eine T-Zell vermittelte, selten eine humorale Immunantwort auf
HLA-Antigene des Transplantats. Es kommt zu einem ausgepragten lymphozytaren
Infiltrat des Interstitiums. Bei der humoralen Antwort dominieren zelluléare Infiltrate um
Transplantatgefalle, zwiebelschalenférmige Endothelproliferationen und
Entziindungszellen im Glomerulum. Die Therapie besteht zun&chst in einer
Kortikosteroidbolustherapie unter Fortfihrung der Basisimmunsuppression. Bei
steroidresistenter Rejektion kommen auch ATG und OKT 3 zum Einsatz [92].

1.3.3 Chronische Rejektion und Transplantatnephropathie

Die chronische Transplantatnephropathie, gleichbedeutend mit der chronischen
AbstoBungsreaktion, stellt eine nach 8 Wochen bis zu Jahren auftretende
progrediente Funktionseinschrankung des Transplantats dar, deren
Pathomechanismus noch nicht vollstandig geklart ist. Durch freie Sauerstoffradikale



21

ausgeldste Ischamie- und Reperfusionsschaden sowie Mikroangiopathien werden
hierzu diskutiert. Sie flhren zu interstitiellen und perivaskularen Infiltraten und
fibrosierenden Veradnderungen. Histologisch zeigen sich hierbei vier typische
Pathologien, Tubulusatrophie, Fibrose und Intimafibrose und Glomerulopathie. Als
Hauptursache gelten neben Hypertonie nephrotoxische Immunsuppressiva, zu
denen auch die Calcineurininhibitoren gehéren. Therapeutisch stehen Gberwiegend
vorbeugende MaBnahmen im Vordergrund, wie eine kurze Ischamiezeit des
transplantierten Organs, optimale Immunsuppression, gegebenenfalls Umstellen auf
eine Calcineurininhibitorfreie Immunsuppression und Hypertensionskontrolle [33].
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1.4 Ziel der Arbeit

Immunsuppressiva haben das Langzeitlberleben transplantierter Organe wesentlich
verbessert. Jedoch werden gerade den klassischen Calcineurininhibitoren negative
Effekte auf die Transplantatfunktion nachgesagt, die zu einer chronischen
Transplantatnephropathie und konsekutiv zur AbstoBung des Organs beitragen
kénnen. Hierbei sollen insbesondere rezidivierende Mikrozirkulationsstérungen im
Transplantat eine Rolle spielen (siehe Kapitel 1.2).

Das Ziel der nachfolgenden Pilotstudie besteht darin, die renale Mikrozirkulation, die
Mundschleimhautmikrozirkulation sowie die periphere Vasoreaktivitat nach Gabe
verschiedener Immunsuppressiva zu untersuchen. Im Fokus stehen hierbei akute
Veranderungen der Mikrozirkulation. Im Einzelnen sollen folgende Fragen

berlcksichtigt werden:

1. Eignet sich das gewahlte Studiendesign um parallel periphere und zentrale

Mikrozirkulation nicht-invasiv zu untersuchen?

2. Gibt es einen quantifizierbaren Einfluss nach Einmalgabe der untersuchten

Immunsuppressiva auf die Mikrozirkulation und die Organperfusion?

3. In welchem MaBe kommt es zu einer Veranderung der Vasoreaktivitat nach

einmaliger Medikamenteneinnahme?

4. Bestehen relevante Unterschiede zwischen den Calcineurininhibitoren und

Mycophenolatmofetil?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Probandenkollektiv

In einer prospektiven randomisierten Studie wurden insgesamt 21 Probanden (9
Frauen und 12 Manner) auf der Transplantationsstation im Universitatsklinikum
GroBhadern untersucht. Sie wurden eingehend Uber den Inhalt der Studie aufgeklart
und gaben |hre schriftliche Zustimmung zur Teilnahme.

Es erfolgte die alternierende Einteilung der Teilnehmer 3 Gruppen (n=7) mit jeweils
unterschiedlicher immunsupprimierender Medikation (intent to treat n=21). Nach
Durchsicht aller erhobenen Daten fiel auf, dass im Verlauf der Datenerhebung bei
insgesamt 3 Probanden keine vollstandigen bzw. verwertbaren Datenséatze erhoben
wurden (missing values n=3). Daraufhin wurden diese 3 Probanden nicht in die
Auswertung miteingeschlossen. Insgesamt ergab sich daraus folgende
Gruppeneinteilung und Durchschnittsalter der jeweiligen Gruppen: Ciclosporin A n=5
(28,8Jahret3,8), Mycophenolatmofetil n=7 (25,1Jahret4,7) und Tacrolimus n=6
(26,4Jahret4,5). Die anthropometrischen Daten (KdérpergréBe/ Kérpergewicht)
wurden in Form des Body-Mass-Index fir jeden Probanden ermittelt. Die
berechneten Mittelwerte der drei Gruppen zeigten sich vergleichbar (CyA-Gruppe
22,8+2,3/ MMF-Gruppe 23,3%3,2/ TAC-Gruppe 23,113,2).

Die Einschlusskriterien der Studie waren ein Probandenalter Gber 18 Jahre und ein
Basislabor ohne pathologische Veranderungen, welches im Rahmen der Baseline
Untersuchungen erfasst wurde. Ausschlusskriterien waren das Vorliegen von
Tumoren oder Erkrankungen des kardiovaskuldaren Systems, Nikotinabusus, sowie
die Einnahme eines oder mehrerer gefaBmodulierender Medikamente. Generell war
die Einnahme von Medikamenten in den letzten 7 Tagen vor dem Experiment, mit
der Ausnahme oraler Kontrazeptiva, untersagt. Weiterhin war am Untersuchungstag
das Trinken von Kaffee, schwarzteehaltigen Getranken sowie Alkohol verboten. Mit
dem Ziel die Resorption und Metabolisierung des jeweiligen Medikamentes nicht zu
beeinflussen, blieben die Probanden wahrend des 5 stiindigen Messzyklus niichtern.
Um Schleimhautaffektionen zu vermeiden, waren auBerdem Kaugummis, Bonbons

sowie Mundspullésungen untersagt.



24

Die gesamte Studie, eingeschlossen der Aufwandsentschadigung der Probanden
wurde von der Ethikkommission des Hauses genehmigt und es wurde eine

Patientenversicherung abgeschlossen.

2.2 Vorbefunde der Probanden

In einer dem Messzyklus vorausgehenden Blutuntersuchung wurden bei jedem
Teilnehmer folgende Parameter bestimmt:

- kleines Blutbild (Hamoglobin, Hamatokrit, Thrombozyten, Leukozyten)

- Gerinnung (Quick , INR, aPTT, Antithrombin, D-Dimer)

- Harnstoff

- Kreatinin

2.3 Medikation und Dosierung

Effekte auf die Mikrozirkulation wurden beobachtet nach einmaliger Gabe der unten
genannten Medikamente in einer Dosierung, die einer in der klinischen Routine
verabreichten durchschnittlichen Einzeldosis entspricht.
Folgende Dosierungen wurden verabreicht:
- Ciclosporin A (Sandimmun optoral)
1x300mg per os
- Mycophenolatmofetil (Cell Cept, Roche, Grenzach-Whylen)
1x1g per os
- Tacrolimus (Prograf, Fujisawa, Minchen)

1x3mg per os
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2.4 Datenerhebung
In einem Beobachtungszeitraum von 30 Minuten vor bis 4 Stunden nach

Medikamenteneinnahmen wurden 6 Messzeitpunkte (MZP) definiert:

Tabelle 1:

Zeitachse in
[min] -30 | —Medikamenteneinnahme |30|60|120|180|240
Messzeitpunkt | 1 2 1314 |5 |6

Alle Messungen erfolgten am liegenden Patienten nach einer Ruhephase von 15
Minuten. Eine anndhernd konstante Raumtemperatur von 21-23°C im
vollklimatisierten Raum wurde mit einem handelstblichen Innenraumthermometer
regelmaBig Uberprift und dokumentiert. Vor Messbeginn wurde ein Arm flir die
Blutentname und alle nicht-invasiven Messungen inklusive der Blutdruckmessung
ausgewahlt und Uber den gesamten Versuchszeitraum beibehalten.

Zu jedem der festgelegten Messzeitpunkie wurden folgende Messungen in
konstanter Reihenfolge durchgefiihrt:

2.4.1 Makrozirkulationsparameter

Mittels eines vollautomatischen Uberwachungsmonitors (Philips M3046A M3) mit
Blutdruckmanschette (Oberarmdurchmesser 29-40cm) wurden der systolische
Blutdruck (RR), der diastolische RR, der arterielle Mitteldruck (MAP) und die
Herzfrequenz (HF) am Oberarm, sowie die partielle Sauerstoffsattigung (S,O.) per
Pulsoximeter am Mittelfinger aufgezeichnet und protokolliert.

2.4.2 Mikrozirkulationsmessung der Mundbodenschleimhaut (Intravitalmikroskopie)

Das Netzwerk aus Arteriolen, Kapillaren und Venolen der Schleimhaut am vorderen

Zungengrund der Probanden wurde mit einem Intravitalmikroskop visualisiert. In
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Anlehnung an De Backer [27] wurden die Videosequenzen, die auf S-VHS
Videocasetten dokumentiert waren, offline semiquantitativ ausgewertet. Fir die
Messungen wurde das Gerat Cytoscan 1.1.3 (Cytometrics Philadelphia, PA 19106,
USA) mit einer 5X Probe (PO5A001032) verwendet. Cytoscan arbeitet mit der
orthogonal polarization spectral imaging Technik (OPS) und eignet sich besonders
gut, um von einer dinnen Epithelschicht Uberzogenes Gewebe, beispielsweise

Mucosa, zu untersuchen.

2.4.21 Die Technik des OPS Imaging

Beim OPS handelt es sich um eine Technik, die es ermdglicht, nicht-invasiv
Mikrozirkulation direkt sichtbar zu machen. Durch die von Cytometrics (Philadelphia,
Pa) patentierte ,virtual backlighting“-Technologie ist dies ohne den Gebrauch von
fluoreszierendem Licht oder Durchleuchtungstechniken maoglich [121].

Abbildung 1: Cytoscan
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Beim OPS Imaging wird das zu untersuchende Gewebe durch polarisiertes Licht
illuminiert und mit Hilfe eines Videocamera-Ladungstransportspeichers (CCD
engl.:charge coupled device), der sich hinter einem Polarisationsfilter befindet und
im Lot zur Lichtquelle steht, abgebildet [39]. Um ein Bild zu erzeugen wird das Licht
aus der Lichtquelle zunachst gebilndelt durch einen Spektralfilter und durch einen
Polarisator gelenkt. Der Spektralfiter wandelt das Lichtstrahlenblindel in eine
Wellenlange von 550nm um, dem isosbestischen Punkt von Hamoglobin. An dieser
Stelle im Lichtspektrum andert sich die Lichtabsorption im Verlauf der Reaktion von
Oxyhamoglobin zu Desoxyhamoglobin nicht. Hamoglobin wird so zum
Hauptkontrastbildner, wodurch eine optimale homogene Darstellung der
Mikrozirkulation gewahrleistet wird. Der danach geschaltete Polarisator lasst nur
Licht durch, welches in der Polarisationsebene des Filters liegt. Dem zufolge ist das
Licht, welches den Polarisationsfilter verlasst, immer polarisiert, im Falle des OPS
Imaging linear, das heiBt die Photonen schwingen in einer Ebene. Das polarisierte
Licht wird nun Uber einen Strahlteiler im 90° Winkel auf das Gewebe umgeleitet.
Durch ein Linsenobjektiv wird der modifizierte Lichtstrahl auf einen circa 1,8mm?2
groBen Gewebsausschnitt konzentriert. Der Lichtstrahl, welcher das Endbild
produziert, wird durch dasselbe Objektiv vom Gewebsausschnitt auf eine CCD-
Kamera, die hinter dem Strahlteiler angebracht ist, zurlickreflektiert. Direkt vor die
Kamera ist ein zweiter Polarisationsfilter geschaltet, der auch Analysator genannt
wird. Er eliminiert das reflektierte polarisierte Licht. Generell bleiben 90% des vom
Gewebe abgestrahlten Lichtes polarisiert. Nur 10% der Photonen oder weniger
dringen tief in das Gewebe ein, werden wahrenddessen mehrfach gebrochen und
dadurch depolarisiert (nach mindestens 10 Streuungsereignissen). Das depolarisierte
Licht wiederum wird reflektiert, durchdringt nacheinander das Objektiv, den
Strahlteiler und den 2.Polarisator um auf der CCD-Kamera ein Bild der beobachteten
GefaBregion in Echtzeit zu erzeugen, welches auf dem Bildschirm erscheint und
aufgenommen werden kann. Das Bild wird also ausschlieBlich vom depolarisierten
Teil des Lichtes erzeugt [39].

Kontrastreiche Bilder entstehen indem die tief im Gewebe reflektierten
depolarisierten Photonen fir die meist oberflachlicher liegenden lichtabsorbierenden
Strukturen, wie beispielsweise Blutgefasse, als virtuelle Lichtquelle fungieren [28].
Groner et al. haben gezeigt, daB das OPS Imaging auf einen weiten Bereich
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verschiedener optischer Dichtegrade anzuwenden ist und mit der standardisierten
Transmissionsspektrometrie vergleichbar gute Ergebnisse erzielt [39].

Analysator Strahlteiler Linzencbjektiv

el
cep | r N

Zielgewebe

' 1
Polanzator
. Spektralfilter
depolansiertes
Licht
polansiertes
Licht Lichtquelle

Abbildung 2: Funktionsprinzip des Intravitalmikroskops nach Groner et al. [39]

24.2.2 Ablauf der Messung und Analyse

Die von uns verwandte Cytoscansonde mit einem 5fach-Objektiv lieferte eine
167fache VergréBerung der gefilmten SchleimhautgefaBe. Sie ist das Handstiick des
Cytoscangerates. |hre Form gleicht einer Pistole (siehe Abbildung 1). Die Sonde
wurde vom Untersucher in eine Hand genommen und das Ende des Schaftes, auch
als Sondenkopf bezeichnet, auf die zu untersuchende Stelle aufgesetzt. Zur
BildvergréBerung und sterilen Abdeckung wurde der Sondenkopf mit einem sterilen
Einmalaufsatz (Cytolenskappe) versehen. Der Griff der Sonde wurde zusatzlich mit
einer Plastikfolie umhllt. Der Sondenkopf wurde ohne Anpressdruck im Bereich der
Unterzungenfalte lateral des unteren Zungenb&ndchens aufgelegt. Der nach der
Adjustierung gefilmte Schleimhautabschnitt wurde als ein Gesichtsfeld oder
Sichtfenster bezeichnet. Mit einem Videokassettenrekorder (Video Cassette
Recorder AG-MD835 von Panasonic) wurden pro Messzeitpunkt je 3
Videosequenzen eines Gesichtfeldes a 5 Sekunden Dauer auf eine SVHS Kassette
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aufgezeichnet. Die Zeit wurde mit einem Videotimer gestoppt (Video Timer, model
VTG-10, FOR.A Video Timer limited). Nach intraoralem Einflhren der Sonde und
Einstellen des ersten reprasentativen Sichtfensters wurden die Probanden
angewiesen ihre Zunge ganz locker auf den Schaft der Cytoscansonde zu legen,
wodurch Bewegungsartefakte weitgehend verhindert werden konnten. Stérender
Speichel wurde zwischen den Aufnahmesequenzen durch ein weiches fuselfreies
Tuch von der Cytolenskappe entfernt. Die Videosequenzen wurden spéter durch ein
semiquantitatives Verfahren ausgewertet [27].

Die Videosequenzen wurden auf einen Bildschirm (Triniton PVM-14N1E, Sony) mit
den MaBen 27,8x20,6cm visualisiert und offline verblindet analysiert. Nach der
Methode von de Backer [25] erfolgte die Auswertung der GefaBdichte. Auf dem
Bildschirm wurde dazu ein durchsichtiges Raster fixiert. Dieses Raster mit 3
vertikalen und 3 horizontalen Gitterlinien, unterteilte den Bildschirm in 16 gleich
groBe Quadrante. Die GefaBdichte (engl.:vascular density) wurde errechnet indem
die Anzahl der Kreuzungspunkte aller GefaBe, mit den Gitterlinien der inneren 4
Quadranten durch die Gesamtlange dieser Gitterlinien geteilt wurde (modifiziert nach
de Backer [25]). Fur die GefaBdichte ergibt sich aus der obigen Beschreibung die
Einheit Anzahl pro Millimeter [n/mm]. GefaBe in denen sich keine roten
Blutkérperchen befanden oder deren Flusszustand nicht beurteilbar war, wurden in
diese Berechnung generell nicht mit einbezogen, jedoch separat dokumentiert. Die
Flusseigenschaften (flow type) der Erythrozyten (RBC) in den einzelnen GefaBen pro
Gesichtsfeld, wurden in die Kategorien kontinuierlich, intermittierend und stagnierend
unterteilt. Zur korrekten Kalibrierung der Messung der GefaBdurchmesser, wurde mit
der Cytoscansonde eine Mikrometerstrichskala von insgesamt 1mm Lange gefilmt.
Das auf dem Monitor erscheinende Abbild dieser Skala konnte dann auf ein
translumineszentes Lineal Ubertragen werden. Dieser Vorgang wurde wahrend der
Auswertung mehrfach wiederholt, wobei die Skala jeweils gleich groB auf den
Bildschirm Ubertragen wurde.

Wie bei Harris et al. [43,44] beschrieben war der GefaBdurchmesser jeweils durch
die auBerste Kante der im GefaB befindlichen Erythrozytensaule definiert, da die
innere GefaBwand nicht zweifelsfrei identifizierbar war. In Anlehnung an de Backer
wurden die GefaBe nach ihrem Lumendurchmesser (mit cut off 20um) in groBe

GefaBe und kleine GeféaBe aufgeteilt. Die kleinen GeféaBe entsprachen hierbei
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hauptsachlich Kapillaren und Arteriolen, die groBen GefaBe Sammelvenolen. In der
folgenden Auswertung wurden groBe Gefasse demnach als Venolen und kleine
GefaBe als Arteriolen bezeichnet, was eine gewisse Unschérfe beinhaltet. In die
Gruppe der Arteriolen (kleiner 20um) fielen auch die fur die Gewebeversorgung
entscheidenden Kapillaren, welche von Erythrozyten durchflossen und wie obig
beschrieben dadurch visualisierbar waren. Die Messungen wurden mit dem oben
beschriebenen Lineal durchgeflhrt.

Der Anteil der perfundierten GefaBe wurde sowohl fir die 2 GréBengruppen separat
als auch generell zusammen fir alle GefaBlumina errechnet. Die Anzahl der
kontinuierlich perfundierten GefédBe wurde hierfir durch die Gesamtanzahl der
GefaBe (>20um, <20um, alle) dividiert.

2.4.3 Mikrozirkulationsparameter - WeiBlicht- und Laserlichtgewebsspektroskopie

Neben der orthogonalen Polarisationsspektroskopie (OPS) bietet die Gewebe-
Photospektrometrie (TPS; engl.: Tissue Photo Spectrometry) eine weitere Méglichkeit
um die Mikrozirkulation zu evaluieren. Diese Technik ist derzeit in Form eines Gerats
der Firma LEA Medizintechnik mit dem Namen O2C anwendbar, welches in unserer
Studie ebenfalls verwendet wurde. Durch die indirekte Darstellung der Erythrozyten

kann der Blutfluss mit dieser Methode nicht invasiv visualisiert und beurteilt werden.

2.4.3.1 Technik und Messparameter des Oxygen to see (O2C)

Die Technologie des O2C basiert auf zwei physikalischen optischen Messprinzipien,
der WeiBlichtspektroskopie und dem Laser-Doppler-Verfahren [119]. Auf diese Weise
ist es mdoglich 4 verschiedene Mikrozirkulationsparameter (Sauerstoffsattigung,
relative Hamoglobin-Konzentration, relativer Blutfluss, Blutflussgeschwindigkeit) in
verschiedenen Korperoberflachen, wie Epidermis und Mucosa, nicht-invasiv zu
bestimmen. Uber eine flache Sonde (Modell SF-5-400-052 Lea Medizintechnik,
Giessen, Deutschland), welche Uber finf flexible Glasfaserkabel mit dem Computer
verbunden ist, wird gleichzeitig WeiBlicht (Wellenlangenspektrum von 500-800nm)
und Laserlicht (Wellenlange 830nm) in das Gewebe eingebracht [54]. Die auf der
Unterseite der 14mm breiten und 2,4mm hohen Flachsonde sichtbaren Punkte
reprasentieren jeweils eine Glasfaser. Von links nach rechts gesehen haben sie
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folgende Funktionen: Faser 1: lllumination Laserlicht; Faser 2: Detektion Laserlicht;
Faser 3: lllumination WeiBlicht; Faser 4: Detektion WeiBlicht; Faser 5: Detektion
Laserlicht (diese wurde aber von unserem O2C Modell nicht unterstltzt). Ein
weiteres wichtiges Detail der O2C-Sonde ist der Abstand zwischen dem oben
beschriebenen llluminations- und dem Detektionspunkt. Diese als Separation
bezeichnete GrdBe bestimmt die Detektionstiefe, sowohl fir das Laser- als auch fur
das WeiBlicht. Die Detektionstiefe in das Messgewebe von etwa 2mm in unseren
Messungen ergibt sich aus einer Separation der Faserpunkie von 2mm. Sie ist
definitionsgeman die Tiefe, aus der circa 95% des, die Mikrozirkulationsparameter
bestimmenden,  Signalteils  herrthren. Das erste  Messprinzip, die
Gewebespektrometrie oder Spektroskopie, arbeitet mit WeiBlicht, welches, durch
einen WeiBabgleich im Gerat realisiert, simultan eine Vielzahl von Wellenlangen mit
gleicher Intensitat ins Zielgewebe emittiert [54]. Im O2C wird dieses von einer 20-W-
Xenon-Glihbirne erzeugt, deren abgestrahlte Photonen im Wellenldngenbereich
zwischen 450-1000nm liegen. Wahrend einige der WeiBlichtstrahlen aus der Sonde
direkt reflektiert werden, wird der GroBteil der Photonen von Gewebsbestandteilen

absorbiert oder an den Mitochondrien gestreut [8].

Abbildung 3: SF-1 Flachsonde (vergleichbar mit unserem Modell SF-5)

Ein kleiner Teil des Lichts findet nach der Streuung einen Weg Uber einen so
genannten ,Lichtbogen® zuriick an die Gewebsoberflache, wo es von der O2C-
Sonde aufgenommen und ausgewertet werden kann. Die Streuung im Gewebe
bewirkt einen Intensitatsverlust des zum Detektionspunkt der Sonde

zurickgestrahlten Lichts. Wenn das WeiBlicht mit Erythrozyten wechselwirkt, wird ein
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Teil des Lichtspektrums absorbiert. Das Licht nimmt die Farbe des Hamoglobins an.
In Abhangigkeit der Menge der roten Blutkdrperchen und deren Sauerstoffsattigung
wird das Licht starker ,eingefarbt®, wird also ,réter”. Mittels dieses Effektes werden
die lokale Hamoglobinmenge (rHb) sowie die Sauerstoffsattigung (SO2) im
Messvolumen spektral ermittelt. Da die Blutverteilung in den mikrovaskularen
GefaBen 85% venolar-kapillar und nur 15% arteriolar ist stellt der rHb ein sehr
prazises Mass flr die Flllung der Venolen mit Blut dar [23]. Fir die Spektralanalyse
bei einer Detektionstiefe von 2mm wird dazu in der Regel der sichtbare
Wellenlangenbereich von 500-630nm herangezogen. Wie auch der Blutfluss werden
die Werte fir die Hamoglobinmenge in arbitrary units [AU], einer willklrlich gewahlten
Einheit, angegeben, da hierflr fir sie keine Sl-Einheiten existieren [54]. Erfasst
werden mit diesem Verfahren aber ausschlieBlich mikrovaskulare GeféaBe, da das
Licht von den mitochondrienlosen Erythrozyten in groBeren GefaBen ab einem
Durchmesser von circa 100um zu stark absorbiert wird, so dass sich die
Lichtstrahlen verlieren und nicht mehr zum Detektorsystem zurtickkehren [34]. Auch
die vom 0O2C gemessene Sauerstoffsattigung (SOz), als Absolutwert in %
angegeben, bezieht sich also auf das vendse Ende der Kapillaren, die sogenannte
letzte Wiese. Prinzip dieser Messung ist die Tatsache, dass Blut seine Farbe und
somit die Wellenlange eindeutig mit dem MaB seiner Sauerstoffbeladung andert.
Vollstandig oxygeniertes Blut ist hellrot wahrend Blut mit einer Sauerstoffsattigung
von 0% eine tief dunkelrote Farbe hat [57]. Die im Messgewebe gestreuten und von
der Detektionsstelle  wieder aufgenommenen Lichtstrahlen  werden in
Nanometerschritten [nm] analysiert und die postkapillare Sauerstoffsattigung mittels
Gewebemodellen und Spektralanalysen bestimmt [54]. In gleicher Weise wie das
WeiBlicht wird auch das Laserlicht von Mitochondrien gestreut. Beim O2C wird
dieses nahinfrarote Licht bei 820nm von einem Diodenlaser im CW-Modus generiert.
Trifft es im Messgewebe auf bewegte Erythrozyten, so erfahrt dieses Licht eine
Frequenzverschiebung (Dopplerverschiebung engl.:doppler shiff) &hnlich wie bei
Ultraschallwellen. Aus dieser in Hertz [Hz] gemessenen Doppler-
Frequenzverschiebung lasst sich die Geschwindigkeit der Erythrozyten
(engl.: Velocity [AU]) berechnen [54]. Die beiden GréBen verhalten sich folglich direkt
proportional zueinander. Um den Blutfluss in der Mikrozirkulation, den so genannten
Flow, angegeben in arbitrary units [AU], zu errechnen, muss die Anzahl der
Erythrozyten im Messgewebe (Ni) bestimmt werden. Im Gegensatz zur
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Ultraschallmessung ist es hierbei nicht notwendig, das GefaB zu finden und dessen
Querschnittflache zu ermitteln, was den Messvorgang stark vereinfacht. Im folgenden
Text soll der komplexe physikalische Vorgang, also die Messung des Blutflusses in
der Mikrozirkulation [69], nur sehr vereinfacht in Grundzliigen dargestellt werden. Es
wird aus der Hohe der detektierten und normierten Laserlichtintensitat ein
entsprechender Wert generiert, der sich zur Anzahl der bewegten Erythrozyten
proportional verhalt. In der Normierung werden der Anteil des nicht Frequenz
verschobenen mit dem Frequenz verschobenen Lichtanteil ins Verhaltnis gesetzt.
Wahrend nur wenige Photonen einen Doppler Shift durch die bewegten Erythrozyten
erfahren haben, ist der weitaus gréBere Anteil aus dem Gewebe zurlickgestreut und
nicht an bewegten roten Blutkérperchen gestreut worden. Dieser nicht Frequenz
verschobene Laserlichtanteil reprasentiert somit die Gewebeparameter, auf die das
Lichtsignal der bewegten Erythrozyten normiert wird. Aus dem Produkt von
Geschwindigkeit (vi) multipliziert mit der Anzahl der Erythrozyten (Ni) dieser
Geschwindigkeit summiert Uber alle auftretenden Erythrozytengeschwindigkeiten (%)
l&sst sich der Flow berechnen: Y ivi - Ni = Blutfluss [AU]

Der Blutfluss wird in der Einheit arbitrary units [AU] angegeben [54].

Abbildung 4: Das O2C Geriit
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2.4.3.2 Mikrozirkulationsmessung an der Mundschleimhaut

Fir die Messungen am liegenden Probanden wurde die O2C-Flachsonde (Modell
SF-5) zwischen die untere Zahnreihe und Unterlippe eingebracht, wobei die
Lichtquelle gegen die Unterlippe gerichtet war. Als Hulse fir den Sondenkopf diente
eine transparente Folie. Das Glasfaserkabel, welches den Sondenkopf mit dem O2C
Computer verbindet, wurde an einem Infusionsstiander hinter dem Bett der
Probanden aufgehangt, um Bewegungsartefakten vorzubeugen und einen mdéglichst
kleinen Winkel des Sondenkopfes zur Stellung der unteren Zahnreihe zu
gewahrleisten. Die Teilnehmer wurden auBerdem dazu angehalten die Lippen
entspannt, eventuell halbgedffnet zu belassen, nicht zu sprechen oder den Kiefer zu
bewegen, so dass die Sonde ohne Druck auf dem zu untersuchenden
Schleimhautabschnitt aufliegen konnte. Die Mikrozirkulationsparameter (SOz2, rHb,
Flow, Velocity) wurden in einem einminltigen Zeitintervall gemessen und alle 2
Sekunden per Computer dokumentiert. Wahrend der Abspeicherung des
Messverlaufs wurden am Computer insgesamt 10 Marker gesetzt, die bei der
Auswertung der Wiedererkennung der einzelnen Zustandsintervalle dienten. Die
Marker 1 und 2 dienten als Begrenzung des ersten 60sekiindigen Messintervalls. Die
Mittelwerte aller 4 Parameter zu den 6 Messzeitpunkten wurden in Form von
Diagrammen dargestellt.

2.4.3.3 Mikrozirkulationsmessung an der Fingerbeere

An der Fingerbeere wurde auBerdem das Verhalten der mikrovaskularen GefaBe im
Zustand der Normamie, Ischamie, Reperfusion sowie wahrend einer reaktiven
Hyperamie anhand des 0O2C (LEA Medizintechnik, Giessen, Deutschland)
untersucht. Hierzu wurde die O2C-Flachsonde (Modell SF-5, Detektionstiefe 2mm)
mit Hilfe eines Leukosilk Pflasters ohne Druck auf die Fingerbeere des Zeigefingers
der zu untersuchenden Hand aufgeklebt mit Positionierung der Lichtpunkte circa
einen Zentimeter proximal der Fingerkuppe. Neben den flr die Messung relevanten
Parametern war auf dem O2C-Bildschirm ein Graph fur das Hamoglobinspektrum
abgebildet (siehe Abbildung 4). Beim Abdriicken der Blutgefasse anderte sich das
detektierte Hamoglobinspektrum und damit auch dessen graphische Darstellung. Er
konnte somit genutzt werden, um die Sonde druckfrei aufzukleben. Auf die
Fingerkuppe des Mittelfingers der gleichen Hand wurde zusatzlich ein Fingerclip zur
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Kontrolle der peripheren arteriellen  Sauerstoffsattigung  mittels  eines
vollautomatischen Uberwachungsmonitors (Philips M3046A M3) angebracht.
Zusatzlich erfolgte am Oberarm des gleichen Armes die Anlage einer
handelstblichen manuellen Blutdruckmanschette (Oberarmdurchmesser 29-40cm,
ERKA). Wahrend des Messvorgangs lag der Oberarm der Probanden flach neben
dem Korper auf der Liege. Der Unterarm war circa 100° angewinkelt, wobei die zu
untersuchende Hand flach auf dem Unterbauch des jeweiligen Probanden
positioniert war. Weiter wurde darauf geachtet, dass die Sonde selbst nicht auf dem
Bauch aufliegt um die Werte nicht durch den Druck des Abdomens bei
Atemexkursionen zu verfdlschen. Die Messwerte des Spekirometers wurden
wahrend der gesamten Messung real-time in Form von Zahlen und Kurven auf dem
O2C Bildschirm Ubertragen. Diese wurden alle zwei Sekunden auf dem O2C
Computer abgespeichert. Die pulsoximetrisch bestimmte partielle Sauerstoffsattigung
wurde alle 15-30 Sekunden schriftlich protokolliert. Zu Beginn der Messung erfolgte
eine Messung Uber 15 Sekunden von SO2, rHb, Flow, Velocity und der partiellen
Sauerstoffsattigung unter Normoxamie. Diese wurden am O2C-Computer durch die
Marker 3 und 4 gekennzeichnet. Marker 4 stellte gleichzeitig den Beginn der
Ischdmiephase dar. Mit Hilfe des manuellen Blutdruckmessgerates wurde eine
2minltige Unterarmischamie durch suprasystolische brachiale Kompression (p
mindestens 20mmHg>RRsyst) hergestellt. Um eine suffiziente Ischédmie zu
gewabhrleisten wurde der Kompressionsdruck so gewéhlt, dass 30 Sekunden nach
Kompressionsbeginn der Blutfluss auf unter 5 AUs und die Kkapillare
Sauerstoffsattigung auf unter 80% fiel. Wenn dies nicht der Fall war erfolgte eine
Verstarkung der Kompression bis diese Schwelle unterschritten war. 15 Sekunden
nach Start der Ischamie und am Ende der Ischdmiephase wurden die Marker 5 und 6
gesetzt. Nach Beendigung der Ischamie durch Ablassen der Blutdruckmanschette
wurde der Verlauf der Mikrozirkulationsparameter und der kapillaren S02 noch
weitere 2 Minuten beobachtet und dokumentiert. Durch die Marker 7,8,9 und 10
wurden die Zeitpunkte 15 Sekunden, 30 Sekunden, 60 Sekunden und 120 Sekunden
nach Beginn der Reperfusion gekennzeichnet. Die Mittelwerte folgender
Messintervalle wurden errechnet und als Excel Diagramme dargestellt. Der erste
Mittelwert setzt sich aus 10 nacheinander gemessenen Einzelwerten inklusive
Marker 3 zusammen und beschreibt die Grundperfusion an der Fingerbeere vor
Ischamiebeginn. Ein zweiter Mittelwert aus den Werten bei Marker 6 und den 4
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vorangegangenen Werten bezieht sich auf das Ende der Ischamie. Der letzte
Mittelwert stellt das Ende der reaktiven Hyperamie dar und beinhaltet wiederum 10
aufeinanderfolgende Einzelwerte um den Marker 10.

2.4.4 Sonographische Untersuchung an Nieren und Leber mittels Power-Doppler
sonographie

Die nicht-invasive Untersuchung der Nieren- und Leberperfusion erfolgte mit einem
Viking 2400 Sonographiegerat der Firma B-K-Medicals. Der Ultraschallkopf Typ 8803
(3-6MHz/MF1) arbeitete mit einer Frequenz von 5MHz und einer
Pulsrepetitionsfrequenz von 800Hz. Der Gain variierte zwischen 50-75%. Fir die
Darstellung der Durchblutung des Organparenchyms wurde der Power-Doppler-
Modus verwendet.

2.4.4.1 Grundlagen der Power-Dopplersonographie

Wéhrend man bei der farbkodierten Dopplersonographie die Strdomungsverhaltnisse
durch Bestimmung der Dopplerfrequenzverschiebung darstellt, zeigt der
Powerdoppler, auch Angio-Mode oder Transparent Energy Mode (TEM) die nicht
richtungskodierte Intensitat der Strémungen an und ist proportional zu dem Quadrat
der Amplitude des Dopplersignals [30]. Aus der Integration aller Flussanteile
(engl.:Power) Uber ein Zeitintervall entsteht im Power-Doppler-Mode eine prazise
Farbdarstellung der Durchblutungsssituation des Messgewebes, in unserem Fall des
Nierenparenchyms, in Superposition zum B-Bild in Echtzeit (engl.:real time) [20]. Die
Information Uber die Flussrichtung geht dabei allerdings verloren. Im vom Ultraschall
erfassten sample volume wird die Amplitude des reflektierten Dopplersignals durch
die Menge und Dichte der Blutzellaggregate bestimmt, so dass sie weitgehend
unabhangig vom Winkel zwischen Blutflussrichtung und eingeschalltem Signal ist
[99]. Das Aliasing-Phanomen der farbkodierten Dopplersonographie gibt es beim
Power-Doppler praktisch nicht mehr, da die Richtung der Geschwindigkeit bei der
Berechnung unberiicksichtigt bleibt. Darlber hinaus ist das Amplitudensignal des
Power-Dopplers verglichen mit der Frequenzverschiebung in der FKDS
unempfindlicher gegenlber stérendem Hintergrundrauschen. Besonders ausgepragt

ist diese Eigenschaft bei breitbandigen Signalen, die als Summe vieler Frequenzen
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vergleichbarer Intensitdt auftreten. Die Amplitude entsteht durch Addition dieser
verschiedenen Frequenzanteile, die Frequenzverschiebung hingegen durch
Mittelwertbildung. Durch dieses bessere Signal-Rausch-Verhaltnis kann beim Power-
Doppler mit héheren Verstarkungen gearbeitet werden [88]. Die Kombination von
niedriger Pulswiederholungsfrequenz und hoher Verstarkung fuhrt zu einer
empfindlicheren Blutflussdetektion, auch bei langsamen Flussgeschwindigkeiten [99].
Der derzeitige Power-Doppler arbeitet mit einer hohen Persistenz, das heisst mit
einer hohen Bildmittelungsrate. Dies ist mdglich durch den weniger pulsatilen und
geschwindigkeitsabhangigen Charakter des Amplitudensignals und fihrt dazu, dass
die aufeinanderfolgenden Ultraschallbilder ahnlicher sind. Eine Differenzierung
zwischen Venen und Arterien, schnell wechselnden Flussrichtungen oder
Geschwindigkeiten gelingt mit dem Power-Doppler Bild nicht. Die hohe
Bildmittelungsrate bedingt eine hohe Anfélligkeit gegeniber Bewegungs- und

Pulsationsartefakten [78].

2442 Messvorgang

Das normal funktionierende Nierenparenchym zeigt im Power-Doppler-Modus eine
Farbkodierung bis unmittelbar subkapsular. Bei der Untersuchung wird je nach
Schnittfiihrung des Schallkopfes die individuelle Gefassarchitektur der Niere in Form
eines rotlich gelben Gefassbaumes auf dem Bildschirm sichtbar. Der Abstand
zwischen der Nierenkapsel und dem &uBersten, durch diese Farbkodierung sichtbar
gemachten Blutflusssignals wird als arteriokapsularer Abstand (akA) bezeichnet. Er
verlauft entlang einer Gerade, die im Lot zur Tangente der Nierenkapsel verlauft. Der
akA kann mit Hilfe des Ultraschallgerates im Standbild (engl.:freeze mode)
eingezeichnet, berechnet und zur Dokumentation ausgedruckt werden. Dieser Wert
dient in der Transplantationsmedizin zur Verlaufskontrolle nach
Nierentransplantation, um eine eventuelle Verminderung der Perfusion der
Transplantatniere friihzeitig zu erfassen. In unserer Studie wurden beide Nieren zu
jedem Messzeitpunkt im Power-Mode sonographisch dargestellt. Bei der Baseline-
Messung wurden im Standbild drei kapselnahe GefaBe gewahlt, deren akA
eingezeichnet, der Wert vom Ultraschallgerat berechnet und ausgedruckt. An den
darauffolgenden Messzeitpunkten wurde anhand der ausgedruckien Vorbefunde
versucht, die ausgewahlten GefaBe wiederzufinden und deren akA im Verlauf zu
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dokumentieren. Die drei ermittelten Abstandswerte pro Messzeitpunkt und Niere
wurden jeweils gemittelt und in Exceltabellen eingetragen.

Zusatzlich wurde die Leber der Probanden in gleicher Weise mittels Power-
Dopplersonographie untersucht. Der Bildausschnitt wurde so gewahlt, dass es
sowohl die Gallenblase als auch das angrenzende Leberparenchym beinhaltete. Bei
der baseline Messung wurde wiederum ein gallenblasennahes GefaB im
Lebergewebe gewahlt, dessen Abstand zur Gallenblasenkapsel im Verlauf der 6
Messzeitpunkte dokumentiert wurde. Die 6 ermittelten Werte wurden in Exceltabellen
Ubertragen.

2.5 Statistische Methoden

Im Rahmen dieser prospektiven Pilotstudie sollten die makro- sowie
mikrozirkulatorischen Verénderungen dreier Kollektive nach Gabe verschiedener
Immunsuppresiva vergleichend untersucht werden.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem kommerziell erhaltlichen
Statistikprogramm SPSS Version 16.

Es wurden alle untersuchten Parameter als Mittelwerte mit dem zugehdrigen
Standardfehler (SEM) angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen den
untersuchten Gruppen zu den verschiedenen Messzeitpunkten wurden mittels t-test
fir unverbundene Stichproben errechnet.

Innerhalb der Untersuchungsgruppen wurden signifikante Differenzen der Parameter
Uber die Zeit in Relation zum Messzeitpunkt 1 mittels einer Oneway-ANOVA Analyse
miteinbezogen.

Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert kleiner 0,05 gewertet.



3 Auswertung

3.1 Laborparameter

3.1.1 Blutbild und Gerinnung

In der folgenden Tabelle sind die durchschnittlichen Ausgangslaborparameter der
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drei untersuchten Gruppen aufgefihrt.

Tabelle 2:
[CyA (n=5) [Tac (n=6) [MMF (n=7)
Krea [mg/dl] 09+0,1]09+0,1]1,0£0,0
Harnstoff[mg/dl] | 28,8 +2,4|24,6 +2,6|30,2+3,6
Q [%] 89,0+3,3|189,0+4,0|86,0+2,4
INR 1,1+0,0| 1,100 1,1+£0,0
PTT [sec] 32,8 +0,7|33,6+0,7131,8+0,7
AT [%] 97,4+2,1]93,4+43]196,4+5,6
D-Dimer [pg/ml] | 0,5+0,0 | 0,5+0,0 | 0,5+0,0
Hb [g/dl] 143+0,5(13,9+£0,5[14,9+0,7
Hkt [%] 40 40 40
Thromb. [G/l] | 239 +28 | 234 +20 | 210 + 12
L [G/1] 6,1+06 | 6,0+£0,7 | 53+0,6
3.1.2 Immunsuppressivaspiegel im Vollblut

Im Zeitverlauf von vor der Medikamenteneinnahme bis zu 4 Stunden nach
Medikamenteneinnahme zeigte sich in allen drei Patientenkollektiven ein signifikanter
Anstieg der Medikamentenspiegel im Serum. Erwdhnt werden muss, dass flr
Proband 7, 16 und 18 keine Medikamentenspiegel vorlagen, in der Tacrolimusgruppe
folglich nur 4 Einzelwertverlaufe in die Mittelwertberechnung mit eingegangen sind
und in der MMF-Gruppe 6.
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Fir die CyA-Gruppe ergab sich ein C2-Wert (Medikamentenspiegel im Serum zwei
Stunden nach Einnahme) von 1316 ng/ml welcher zugleich den Maximalwert im
Verlauf der Zeitachse darstellte. So auch bei der Tacrolimus-Gruppe mit einem C2
Wert von 8,63 ng/ml. Im Gegensatz dazu war der Spitzenspiegel bei den Probanden
der MMF-Gruppe mit 15,98 ng/ml bereits 30 Minuten nach Einnahme erreicht.

Die Resterh6hung des Medikamentenspiegels im Blut in den einzelnen Gruppen zum
Zeitpunkt C4 (vier Stunden nach Medikamenteneinnahme) betrug im Vergleich zum
Maximum (=100%) fir CyA noch 69,8%, fir MMF 16,2% und fir Tacrolimus 67,2%.

Tabelle 3:
Messzeitpunkt |CyA MMF TAC
Mittelwert Mittelwert Mittelwert
[ng/ml] SEM [ng/ml] SEM |[ng/ml] SEM
1 = baseline 0 0 0 0 0 0
Medikamenten
Einnahme
2 = nach 30min |270,6* 69,5 16* 6,0 2,5 0
3= 60min | 1104,2* 172,5 |154* 3,0 4,2* 1,0
4 = 120min |1316* 111,5 |9,8* 4,2 8,6* 2,4
o= 180min |972,8* 92,2 3,8" 1,8 7,4* 2,0
6= 240min |678,6" 83,7 2,5* 1,5 5,8* 1,6

*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)
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3.2 Makrohamodynamik

Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP):

Die drei zu vergleichenden Gruppen zeigten sich zum Zeitpunkt Baseline bezlglich
des Blutdrucks vergleichbar (Oneway ANOVA p=0,529). Es bestand auch keine
signifikante Veranderung des mittleren arteriellen Drucks im Messverlauf.

Diagramm 1:

Vergleich des MAP fiir CyA/ MMF/ TAC

90 T

80 1

70 +— —

60

OcyA
mmHg 50 BMMF
OTAC

40

30 +— -

20 1

Messzeitpunkt

Herzfrequenz (HF):

Zu Beginn der Messung zeigten sich zwischen allen drei Probandengruppen keine
signifikanten Unterschiede (Oneway ANOVA p=0,75). Im weiteren Messverlauf
ergaben sich signifikante Absenkungen der Herzfrequenz in der Tacrolimusgruppe zu
den Messzeitpunkten 2,4,5 und 6 im Vergleich zum Ausgangswert. Auch in der MMF-
Gruppe kam es zum MZP 6 zu einer signifikanten Pulsabsenkung (p zum MZP
6=0,009).
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Tabelle 4:
HF [1/s] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt (MW SEM Mw SEM MW SEM
1 71,4 9,3 69.6 4,3 65,3 3,2
2 71,8 6,7 64,7 5,7 57,2* 3,4
3 75,6 5,3 67,4 4,7 59,8 2,6
4 70,0 5,3 65,9 4,7 55,0* 2,8
5 74,6 5,4 62,9 3,8 56,2* 2,8
6 69,8 5,2 63,6* 3,8 58,0* 4,2
*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)
Diagramm 2:
Vergleich der HF fiir CyA/ MMF/ TAC
90
80 -
70 A
60 1
50 - OcCyA
1 40 ;'lrnAMcF
30 -
20
10
0

*) p< 0,05 bezliglich des markierten Messzeitpunktes verglichen mit dem Wert zum MZP 1

3

Messzeitpunkt

4
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Partielle Sauerstoffsattigung (Sp0-):

Zwischen den einzelnen Gruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
bezlglich der Sauerstoffsattigung zum MZP 1 (Oneway ANOVA p= 0,529). Auch
Uber die Messzeitpunkte hinweg war in den drei Gruppen keine signifikante
Veranderung der Sauerstoffsattigung feststellbar.

Diagramm 3:

Vergleich SQ2 fiir CyA/ MMF TAC

105
100
Sk — [mcya
% = MMF
90 | l[oTAC
85 |
80

1 2 3 4 5 6
Messzeitpunkt
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3.3 Mikrohamodynamik

3.3.1 Ergebnisse der Mikrozirkulationsmessung der Mundbodenschleimhaut

(Intravitalmikroskopie)

Fir die GefaBdichte, angegeben in n/mm ergab sich ein grenzwertig signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen zum Zeitpunkt 1 (=baseline) mit p=0,048. Des
Weiteren ergab sich eine signifikante Verminderung der GefaBdichte in der
Tacrolimusgruppe zum zweiten und flnften Messzeitpunkt verglichen mit dem
Ausgangswert (p zum MZP 2=0,014/ p zum MZP 5=0,013). Die CyA-Gruppe erwies
sich bezliglich der GefaBdichte weitestgehend konstant.

Diagramm 4:

Gefassdichte [n/mm]

0,6

*%

0,5

el 1 ﬁ r} [T |
OCyA

[n/mm] 0,3 — L | mmmF
OTacrolimus

0,2 +— —

1 2 3 4 5 6
Messzeitpunkt

*) p< 0,05 bezlglich des markierten Messzeitpunktes verglichen mit dem Wert zum MZP 1
**) p< 0,05 im Vergleich zu den Gbrigen Gruppen zum MZP 1
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Tabelle 5:

GefaBdichte [n/mm] |CyA MMF TAC
Messzeitpunkt MW SEM MwW SEM MW SEM
1 0,38** 10,04 0,32** 0,05 0,47* 0,02
2 0,40 0,03 0,42 0,04 0,44* 0,02
3 0,37 0,04 0,38 0,03 0,42 0,04
4 0,42 0,02 0,35 0,03 0,42 0,03
5 0,36 0,02 0,38 0,07 0,40* 0,03
6 0,37 0,01 0,40 0,06 0,42 0,03

*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)
**) p< 0,05 im Vergleich zu den Gbrigen Gruppen zum MZP 1

Es zeigte sich ein deutlicher Trend zur Abnahme der Arteriolendichte in der TAC-
Gruppe, welcher mit jedoch kein Signifikanzniveau erreichte (p=0,066 zum MZP 4).
Hingegen war der Verlauf der MMF-Gruppe und CyA-Gruppe fur GefaB- und
Arteriolendichte weitestgehend konstant.

Tabelle 6:

Arteriolendichte

[n/mm] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt MwW SEM |MW SEM |MW SEM
1 24,8 3,4 25,0 2,9 28,1 1,4
2 24.8 2,8 27,5 2,8 29,0 1,3
3 22,4 2,9 25,1 2,1 24,4 3.6
4 28,4 3,2 21,1 1,5 24,3 0,4
5 21,4 0,7 27,8 52 25,0 3,0
6 22,7 1,5 26,5 4.4 25,7 2,6

Bei der Betrachtung aller perfundierten GefaBe zeigte sich ein grenzwertig
signifikanter Unterschied zwischen den Probandengruppen bereits zu Beginn der
Untersuchung (p=0,046) wobei in der Tacrolimusgruppe die meisten GefaBe gezahlt

wurden. In der Tacrolimusgruppe war dartiber hinaus eine Verminderung der Anzahl
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perfundierter GefaBe zum zweiten sowie flnften Messzeitpunkt zu verzeichnen (p
zum MZP 2=0,014/ p zum MZP 5=0,013), entsprechend nach 30min und 180min. In
der Ciclosporingruppe war diese Veranderung nicht zu erkennen. Bei relativ groBer
Streubreite waren in der MMF-Gruppe keine richtungsweisenden Veranderungen im

Verlauf zu erkennen.

Diagramm 5:

Perfundierte GefaBe

50

:Z V_} T{*— [ LT

35 -

30 -
OCyA

— |[EMMF
OTAC

[n] 25 +—

20 +

M1 M2 M3 w4 M5 M6

Messzeitpunkt

*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)
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Tabelle 7:
Perfundierte

GefaBe [n] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt | MW SEM Mw SEM Mw SEM
1 35,1* 3,5 34,0 2,6 44,0* 2,0
2 36,9 2,5 39,4 3,3 41,1* 1,7
3 36,6 2,2 35,6 2,5 39,5 3,5
4 40,8 2,0 32,8 2,5 39,2 2,9
5 33,8 2,0 39,4 5,1 37,4* 2,5
6 34,7 1,3 37,3 5,4 38,6 2,4

*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)

**) p< 0,05 im Vergleich zu den Gbrigen Gruppen zum MZP 1

Bezliglich des kontinuierlichen Flusses durch alle GefaBe ergab sich ein Abfall in
der Ciclosporingruppe, welcher zum Zeitpunkt 6 signifikant war (p zum MZP
6=0,037). Eine kontinuierliche Abnahme im Verlauf war vom 2.MZP an auch in der
Tacrolimusgruppe zu sehen. Von der Baselinemessung zum 2.MZP kam es zunachst
jedoch zu einem Anstieg der kontinuierlich durchflossenen GeféaBe. Im direkten
Vergleich der Gruppen im Sinne einer Testung der Zwischensubjekteffekte konnte
keine Signifikanz herausgestellt werden. Im Einzelnen zeigte sich die eben
beschriebene Verminderung des kontinuierlichen GefaBflusses im Verlauf

ausgepragter fir den arteriellen Schenkel.
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Tabelle 8:

Kontinuierlicher

Fluss durch alle

GefaBe [n] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt MW SEM MW SEM MW SEM
1 0,51 0,06 0,53 0,1 0,38 0,04
2 0,43 0,05 0,50 0,03 0,48 0,03
3 0,46 0,04 0,44 0,07 0,43 0,04
4 0,39 0,08 0,58 0,09 0,42 0,05
5 0,40 0,07 0,39 0,11 0,40 0,05
6 0,39* 0,07 0,47 0,08 0,46 0,05

Ein signifikanter Abfall zum Zeitpunkt 6 und auch 5 in der Ciclosporingruppe zeigte
sich bei der Beobachtung des kontinuierlichen Flusses durch alle Arteriolen. (p
zum MZP 5=0,03/p zum MZP 6=0,046). Tendenziell konnte dieser Abwartstrend
auch far die TAC-Gruppe gezeigt werden, war jedoch wegen eines sehr niedrigen
Baselinewertes, analog zur Messung des kontinuierlichen Flusses durch alle GeféaBe,

nicht signifikant. Auch in der MMF-Gruppe ergab sich eine signifikante Verminderung

zum Messzeitpunkt 4 (p zum MZP 4=0,01).

Tabelle 9:

Kontinuierlicher

Fluss durch alle

Arteriolen [n] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt Mw SEM Mw SEM Mw SEM
1 0,44 0,06 0,45 0,09 0,29 0,04
2 0,31 0,01 0,43 0,06 0,45 0,05
3 0,34 0,31 0,37* 0,05 0,34 0,05
4 0,25 0,08 0,51 0,09 0,32 0,05
5 0,25* 0,05 0,30 0,10 0,32 0,06
6 0,29* 0,08 0,36 0,08 0,29 0,03

*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)
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Im Gegensatz dazu kam es bei der Beobachtung des kontinuierlichen venolaren

Flusses im Messverlauf zu keinen gerichteten Veranderungen in den drei

Messgruppen.

Tabelle 10:

Kontinuierlicher

Fluss durch alle

Venolen [n] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt Mw SEM Mw SEM Mw SEM
1 0,67 0,10 0,66 0,09 0,53 0,05
2 0,63 0,09 0,65 0,05 0,58 0,09
3 0,66 0,09 0,62 0,10 0,58 0,10
4 0,71 0,11 0,74 0,08 0,62 0,09
5 0,64 0,14 0,61 0,12 0,53 0,07
6 0,59 0,12 0,70 0,10 0,78 0,09

Bei der Auswertung des intermittierenden Flusses durch alle Arteriolen im
Verlauf ergab sich ein signifikanter Anstieg im Vergleich zum Ausgangswert in der
Ciclosporingruppe zu den Zeitpunkten 2 bis 6. (p zum MZP 2=0,015/ p zum MZP
3=0,07/ p zum MZP 4=0,028/ p zum MZP 5=0,06/ p zum MZP 6=0,02). Wegen eines
hohen Ausgangswertes in der Tacrolimusgruppe konnte trotz eines im weiteren
Verlauf stetigen Anstieges keine Signifikanz gezeigt werden. Zum besseren
Verstandnis dieser ungewdhnlichen GefaBdynamik in der Tacrolimusgruppe wurden
die Baselinewerte der sechs Probanden zusatzlich im Einzelnen betrachtet. Es stellte
sich heraus, dass es einen Probanden gab der in der Kategorie ,kontinuierlicher
Fluss aller GefaBe“ das Minimum (n=0,22 bei MW=0,29) und bezlglich des
Jntermittierenden Flusses der Arteriolen* das Maximum (n=0,74 bei MW 0,66) der
Einzelwerte bildete.

Im Ubrigen zeigten sich keine Signifikanzen im Verlauf oder beim Vergleich der
Baselinewerte der unterschiedlichen Gruppen. Auch hier konnte bei der Testung der
Zwischensubjekteffekte kein Unterschied bei der Gegenlberstellung von je zwei
Gruppen im Verlauf aufgezeigt werden.



Diagramm 6:
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intermittierender Fluss durch alle Arteriolen

0,8 *
*
0’7 * * T T
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0,5 -
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0,3 [ |
0,2
0,1
0
2 3 4
Messzeitpunkt
*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)
Tabelle 11:
Intermittierender
Fluss durch alle
Arteriolen [n] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt Mw SEM MW SEM MW SEM
1 0,44 0,02 0,50 0,11 0,66 0,03
2 0,60* 0,04 0,50 0,05 0,52 0,06
3 0,61* 0,02 0,60 0,05 0,58 0,05
4 0,66* 0,08 0,45 0,09 0,64 0,05
5 0,66* 0,06 0,66 0,10 0,64 0,06
6 0,63* 0,07 0,59 0,06 0,68 0,03

*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)
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Die Auswertung nach Arteriolen, in denen kein Blutfluss gesehen wurde, ergab fur
drei Uberpriifungsmodi, Testung der Werte einer einzelnen Probandengruppe im
Verlauf, Testung innerhalb der drei Gruppen im Vergleich zum Ausgangspunkt
(=MZP 1) sowie Testung der Gruppen untereinander im Verlauf, jeweils keine
relevant oder gar signifikant unterschiedlichen Werte.

Tabelle 12:

Kein Fluss

durch alle

Arteriolen [n] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt |MW SEM MW SEM |MW SEM
1 0,10 0,57 0,04 0,02 0,04 0,01
2 0,08 0,03 0,07 0,03 0,03 0,02
3 0,04 0,02 0,03 0,01 0,08 0,03
4 0,07 0,03 0,04 0,01 0,05 0,01
5 0,06 0,02 0,04 0,01 0,04 0,01
6 0,08 0,03 0,05 0,02 0,03 0,01

3.3.2 Ergebnisse der Mikrozirkulationsmessung an der Mundschleimhaut (O2C)

Sauerstoffsattigung (SO2):

Insgesamt bestand zwischen den drei Gruppen bezilglich der SO2-Werte zum
Ausgangszeitpunkt (=MZP 1) kein signifikanter Unterschied.

Die an der Mundschleimhaut detektierte Sauerstoffsattigung stieg in der
Tacrolimusgruppe zum MZP 4 und 6 signifikant an (p zum MZP 4=0,049/ p zum MZP
6=0,008. Auch in der CyA-Gruppe stieg die Sattigung vom Baselinewert bis zum 4.
Messzeitpunkt kontinuierlich an, erreichte aber keine Signifikanz und fiel dann bis
zum letzten Messzeitpunkt wieder bis zum Ausgangswert. Eine derartige

Veranderung konnte fiir die MMF-Gruppe nicht gezeigt werden.



Diagramm 7:
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Tabelle 13:

SO2 MSH [%] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt MW SEM |MW SEM |MW SEM
1 66,0 |[1,8 66,4 |12 63,5 0,5
2 686 |15 648 |12 66,0 0,5
3 702 |21 658  |1,1 67,2 2,5
4 71,7 |17 66,5 |1,3 67,8 13
5 66,0 [1,9 67,1 2,2 65,7 2,2
6 642 |38 700 [1,7 68,1* 18

*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)
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Relativer Himoglobinwert (rHb):

Die drei Gruppen zum Ausgangspunkt der Messung erwiesen sich als vergleichbar
(Oneway ANOVA p=0,624).

Bei der Auswertung der peripheren Hamoglobinkonzentration konnte eine
signifikante Veranderung im Sinne einer Hb-Zunahme ausschlieBlich fir den 2.MZP
in der Tacrolimusgruppe aufgezeigt werden (p zum MZP 2=0,037).

Tabelle 14:

rHb MSH [AU] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt MW SEM |[MW SEM |MW SEM
1 78,7 2,2 77,8 2,5 75,7 1,4
2 80,7 1,5 74,6 2,1 79,7 1,8
3 78,4 2,2 76,0 1,4 78,5 2,1

4 79,9 0,8 76,0 1,5 77,4 2,1

5 80,2 1,4 76,3 2,5 77,3 2,5
6 78,5 2,4 76,8 1,5 76,3 1,6

*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)

Durchflussvolumem (Flow):

Insgesamt wies die Auswertung des Messparameters Flow die gréBte Streubreite
auf. Beim Vergleich der Gruppen untereinander waren Kkeine signifikanten
Unterschiede feststellbar.

Bezogen auf den Ausgangszeitpunkt der Messungen des Durchflussvolumens in den
einzelnen Probandengruppen ergaben sich statistisch signifikante Anstiege
ausschliesslich in der Tacrolimusgruppe zu den Messzeitpunkten 3 und 5 (p zum
MZP 3= 0,006/ p zum MZP 5=0,021).
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Diagramm 8:

flow Mundschleimhaut
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60 1 -
40 1 -
20 1 -
0 T T T
1 2 3 4 5 6

Messzeitpunkt

Velocity (Durchflussgeschwindigkeit):

Bezlglich der Durchflussgeschwindigkeit zeigte die statistische Betrachtung
signifikante Messwertsenkungen sowohl in der CyA-Gruppe zu den Messzeitpunkten
2 und 4 als auch in der MMF-Gruppe zum MZP 3 auf. Dagegen blieb die Velocity im

Zeitverlauf bei der TAC-Gruppe ohne statistisch fassbare Veranderungen.

Tabelle 15:

Velocity MSH [AU] [CyA MMF TAC
Messzeitpunkt Mw SEM Mw SEM Mw SEM
1 23,0 2,4 36,8 13,9 17,1 0,9
2 18,3" 3,2 30,2 9,2 19,5 3,0
3 18,1 1,8 32,7* 14,1 20,0 1,6
4 17,9 3,4 26,7 9,1 15,2 0,7
5 19,3* 1,9 30,5 9,7 19,8 2,2
6 17,9 1,7 27,5 6,4 18,8 1,6

*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)
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3.3.3 Ergebnisse der Mikrozirkulationsmessung am Unterarm ( Ischamie-
Reperfusionstest)

3.3.3.1 Baseline-Messung

SO2:

Hinsichtlich der Sauerstoffséattigung ergab sich fir die MMF-Gruppe zum 3.MZP ein
signifikanter Anstieg, in der Tacrolimusgruppe war dies zum 6.MZP der Fall. In der
Ciclosporingruppe  ergaben sich keinerlei signifikante SOz Schwankungen im
gesamten Verlauf der Messung. Dabei féllt jedoch zum Messzeitpunkt 2 ein
Mittelwert auf der um rund 10% unter den restlichen Messwerten lag und zugleich

eine sehr hohe Streubreite aufwies (SEM=10,77).

Tabelle 16:

SO2 baseline

[%] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt | MW SEM MW SEM MW SEM
1 67,5 2,9 60,9 2,35 62,0 1,7
2 55,6 10,8 58,0 3,52 64,6 2,0
3 64,6 4.1 64,1* 2,45 70,0 2,7
4 67,4 2,1 57,7 6,99 63,7 4.2
5 67,7 4,9 57,6 6,83 65,0 2,5
6 66,6 3,0 61,2 3,27 68,3* 1,3

*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)
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Diagramm 9:

S02 Baseline
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*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)

rHb:

Die Werte der relativen Hamoglobinkonzentration in der Cicloporingruppe nahmen
zum MZP 4 signifikant zu (p zum MZP 4 = 0,031). Gleiches konnte in der MMF-
Gruppe zum MZP 3 gezeigt werden (p zum MZP 3 = 0.048). Die Tacrolimusgruppe
zeigte ebenfalls rHb-Anstiege zu den MZP 2,3 und 4. Diese erreichten jedoch keine
Signifikanz.
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Diagramm 10:

rHB Baseline

74 *

681 OO
[AU] 7 / B MVIF
sl 7 OTAC

Messzeitpunkt

*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)

Flow:

Im Hinblick auf den Flow konnten in keiner der drei Messgruppen im Verlauf
signifikante Anderungen aufgezeigt werden. Von der Baseline bis zum MZP 5 war
jedoch bei groBer Streubreite insgesamt ein deutlicher Aufwartstrend in allen 3

Gruppen zu verzeichnen welcher zum letzten Messzeitpunkt jeweils rickldufig war.
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Flow baseline

[AU] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt | MW SEM MW SEM Mw SEM
1 93,2 24,9 88,2 21,3 61,2 24,4
2 97,6 33,2 92,5 23,2 81,8 18,7
3 127,0 30,3 101,3 22,4 122,1 23,1
4 110,7 15,0 96,1 27,0 100,6 23,3
5 106,6 25,8 94,7 23,3 127,2 20,6
6 56,4 9,5 83,3 18,5 99,7 20,9
Velocity:

Bei der statistischen Betrachtung der Durchflussgeschwindigkeit (Velocity) kam es
lediglich in der Ciclosporingruppe zu einer Abnahme welche zum MZP 6 signifikant
war (p zum MZP 6=0,021). Dieser Trend zeichnete sich weder im MMF-Kollektiv
noch der TAC-Gruppe ab.

Insgesamt kam waren alle drei beobachteten Gruppen hinsichtlich der vier oben

genannten Parameter zum Ausgangspunkt vergleichbar.

Tabelle 18:

Velocity baseline

[AU] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt MwW SEM MW SEM MW SEM
1 18,0 2,2 17,8 3,0 15,0 3,2
2 18,7 4,0 17,5 4,0 16,9 3,1
3 20,7 4,6 17,6 3,8 22,7 3,5
4 17,0 2,1 19,1 4,8 16,4 3,0
5 16,9 3,4 18,6 4,2 21,1 3,6
6 10,5* 1,4 15,6 3,4 17,9 2,5

*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)
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3.3.3.2 Minimalwerte

SO02:

Bei statistischer Betrachtung der Minimalwerte der Sauerstoffsattigung wies keine
der drei Gruppen signifikante Schwankungen im Verlauf der 6 Einzelmessungen auf.
Es waren fir alle drei Probandengruppen die Messwerte am Beginn der
Untersuchungen vergleichbar.

rHb:

Sowohl in der Ciclosporingruppe (p zum MZP 4=0,001) als auch der
Tacrolimusgruppe (p zum MZP 4=0,013) kam es wahrend der zweiminltigen
Unterarmischamie zum MZP 4 zu signifikanten Verminderungen der relativen
Hamoglobinkonzentration. Des Weiteren konnte zum MZP 2 in der MMF-Gruppe ein
signifikanter Anstieg nachgewiesen werden (p zum MZP 2=0,022). Demgegentber
zeigte sich zum MZP 1 kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen

Probandengruppen.

Flow:
Weder zwischen den drei Gruppen zum Ausgangszeitpunkt noch im Zeitverlauf der 6
Einzelmessungen lieBen sich in Bezug auf das Durchflussvolumen signifikante

Veranderungen zeigen.

Velocity:

Bei der Auswertung der Velocity bei Ischamie an der Fingerbeere ergab sich ein
signifikanter Anstieg in der Ciclosporingruppe zum Messzeitpunkt 5 (p=0,029).
Wiederum waren alle drei beobachteten Gruppen hinsichtlich der Messparameter
zum Ausgangspunkt der Messungen vergleichbar.
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3.3.3.3 Maximalwerte

SO2:

Bei Betrachtung der SO2-Maxima aller drei Gruppen zeigte sich ein statistisch
relevanter Anstieg einerseits in der Ciclosporingruppe zum MZP 2 (p=0,033) und
andererseits zum MZP 6 in der Tacrolimusgruppe (p=0,022).

Tabelle 19:

S02 Maximum

[%] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt Mw SEM Mw SEM Mw SEM
1 72,2 2,5 71,6 2,0 69,3 2,2
2 79,3* 1,8 69,5 1,6 70,0 0,5
3 79,9 3,1 71,7 0,7 71,7 2,7
4 73,8 2,6 71,9 2,3 70,8 2,0
5 75,4 2,2 70,2 2,1 72,3 2,7
6 72,6 2,1 69,4 1,9 76,1* 2,2

*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)

rHb:

Zum 2. bis 5.Messzeitpunkt konnte in der Ciclosporingruppe ein signifikanter Anstieg
der Maximalwerte der relativen Hb Konzentration detektiert werden (p2=0,048/
p3=0,04/p4=0,022/p5=0,025). In der Tacrolimusgruppe war dies jeweils zu MZP 4
und 6 der Fall (p4=0,05/p6=0,021). Die MMF-Gruppe wies keine wesentlichen
Schwankungen im Messerverlauf auf.
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Tabelle 20:

rHb Maximum

[AU] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt Mw SEM Mw SEM Mw SEM
1 72,3 2,6 72,8 1,9 73,1 1,4
2 75,2* 1,8 80,0 6,8 74,4 1,5
3 75,8* 2,3 75,0 1,3 76,5 1,4
4 77,7* 2,2 741 1,9 77,3" 1,2
5 77,8* 2,7 73,9 2,1 76,2 1,3
6 76,2 2,5 75,7 2,2 77 4% 1,8

*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)

Diagramm 11:

rHb Maximum
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*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)

Flow:
Weder in der Ciclosporingruppe noch in den beiden anderen Kollektiven kam es im
Messverlauf zu signifikanten Schwankungen des Flows.




62

Tabelle 21:

Flow Maximum

[AU] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt Mw SEM Mw SEM Mw SEM
1 122,0 24,7 129,7 25,5 1445 28,2
2 169,2 21,1 128,3 244 125,8 20,1
3 173,4 22,0 151,9 23,0 146,7 19,6
4 157.,5 17,4 144,3 25,4 147,3 13,8
5 1447 21,8 145,0 20,0 148,7 17,8
6 154,2 12,1 129,6 21,2 146,7 16,4
Velocity:

Die Analyse der Durchflussgeschwindigkeit ergab lediglich fur die MMF-Gruppe
einen anndhernd konstanten Messverlauf. In der Ciclosporingruppe war hier ein
signifikanter Anstieg zum zweiten und dritten Messzeitpunkt zu verzeichnen (p2=
0,044/p3=0,026). In der Tacrolimusgruppe kam es zum MZP 3 zu einer
vergleichbaren Messwerterhéhung (p3=0,02). Wiederum waren alle drei
beobachteten Gruppen hinsichtlich der Messparameter zum Ausgangspunkt der
Messungen vergleichbar.

Tabelle 22:

Velocity Maximum

[AU] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt Mw SEM Mw SEM Mw SEM
1 24,0 1,9 26,2 3,8 23,4 2,9
2 28,3* 2,6 21,9 3,3 21,8 1,6
3 28,6" 2,9 26,2 3,8 28,1* 3,5
4 23,4 1,9 26,2 3,8 25,7 2,5
5 23,2 3,6 26,2 3,8 25,9 2,6
6 24,5 1,7 24,0 3,0 25,5 0,7

*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunkt verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)
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Diagramm 12:
Velocity Maximum
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*) p< 0,05 zum jeweiligen Messzeitpunktes verglichen mit dem Ausgangswert (MZP1)
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3.4 Sonographische Untersuchung der Mikrozirkulation von Niere
und Leber

3.4.1 Arteriokapsularer Abstand Niere

Auch bei der statistischen Auswertung des akA beider Nieren wurden einerseits die
einzelnen Messzeitpunkte der 3 Medikamentengruppen im Verlauf untersucht und -
die drei Kollektive direkt vergleichend - die Messwerte vor Medikamenteneinnahme
gegenlbergestellt. In beiden Auswerteverfahren zeigten sich keine signifikanten
Schwankungen. Ein tendenzieller Anstieg des akAs der Ciclosporingruppe nach 3

und 4 Stunden nach Medikamenteneinnahme ging jeweils mit einer SEM Zunahme

einher.

Tabelle 23:

Nieren aKA [cm] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt Mw SEM Mw SEM Mw SEM
1 3,5 0,2 3,9 0,5 3,2 0,6
2 3,9 0,4 3,8 0,4 3,5 0,7
3 3,5 0,3 4.1 0,4 3,1 0,5
4 3,5 0,3 4,0 0,4 3,7 1,0
5 4,2 0,7 4,2 0,5 3,1 0,6
6 4,0 0,6 4,4 0,5 3,1 0,5

3.4.2 Arteriokapsularer Abstand Leber

Ebenso wenig lieB sich bei der Beobachtung des Leber-akAs eine signifikante
Messveranderung im Messverlauf der einzelnen Medikamentengruppen zeigen.
Auch waren alle drei in die Studie miteinbezogenen Gruppen untereinander zum
Ausgangspunkt der Messung vergleichbar.
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Tabelle 24:
Leber aKA [cm] CyA MMF TAC
Messzeitpunkt Mw SEM Mw SEM MwW SEM
1 10,8 3,0 14,2 2,2 11,3 1,3
2 11,7 3,2 14,0 2,0 12,5 1,9
3 10,9 3,4 12,8 2,2 11,8 1,6
4 10,9 3,2 12,3 2,2 11,9 1,0
5 9,8 2,1 12,3 1,7 12,7 1,9
6 10,7 2,2 11,2 2,1 11,9 1,4
Diagramm 13:
akA am Beispiel Ciclosporin
14
12 -
- A ~ o
Ak = =
k o N _ A
= A= akA Leber
8
akA [cm] akA linke Niere
6 =@ = akA rechte Niere
.|.
3 l 0
4 -
= - L — -
P —-——F—-3- 1

3

4

Messzeitpunkt
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4 Diskussion

Seit Einflhrung von Calcineurininhibitoren (CNIs) zur Immunsuppression nach
allogener Nierentransplantation stellt die Nephrotoxizitdt ein ernstzunehmendes
Problem dar [24]. Ursachlich fir die Medikamentennebenwirkung wurde die renale
Vasokonstriktion als wichtiger Faktor fir die akute und chronische Nierenschadigung
identifiziert. Im Zuge der Forschung konnte auch eine systemische GefaBmodulation,
also eine Vasokonstriktion arterieller GefaBe nach einmaliger und insbesondere nach
dauerhafter Medikamentenapplikation vielfach nachgewiesen werden. Die genaue
Quantifizierung der Effekte von CNIs auf die Mikrozirkulation gestaltet sich jedoch
aus mehreren Griinden schwierig. Einerseits sind die traditionellen Messmethoden
der Mikrozirkulation stets invasiv und mit Risiken fir den Probanden bzw.
Studienteilnehmer  verbunden. Des  Weiteren st die GeféBreaktivitat
nierentransplantierter Patienten meist durch Vormedikation und Erkrankung vielfach
beeintrachtigt und lasst sich nur schwer objektiv messen. In unserer hier
vorliegenden Studie untersuchten wir deshalb 18 gesunde Probanden deren
GefaBsystem ausschlieBlich nicht-invasiv untersucht wurde.

4.1 Kritische Analyse der Messmethodik

In unserer Studie wurden an Probanden Untersuchungen der Mikrozirkulation vor
und im zeitlichen Verlauf nach Applikation dreier Immunsuppressiva durchgefihrt.
Die Ausschlusskriterien zur Studienteilnahme wurden bewusst streng gewahlt. So
war die Einnahme von Koffein, Teein, Antihypertensiva und die Verwendung von
Schleimhaut-durchblutungsférdernden  Substanzen  untersagt [21,93]. Die
Unterteilung der Probanden in die drei Medikamentengruppen Ciclosporin,
Mycophenolatmofetil und Tacrolimus erfolgte alternierend. Es wurde bei jedem der
Probanden eine komplette Baselineuntersuchung aller Messparameter unmittelbar
vor Einnahme des Medikamentes und zu den weiteren Messzeitpunkten
durchgefihrt.

Die anthropometrischen Daten zeigten eine Vergleichbarkeit der Gruppen.

Bei allen 18 an der Studie teilnehmenden Probanden zeigten sich Blutbild,

Gerinnungsparameter und Nierenwerte im Normbereich. Die ebenfalls auf die renale
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Blutzirkulation Einfluss nehmenden Laborwerte wie antinatriuretisches Peptid oder
Angiotensin |l [104] wurden nicht untersucht. Aufgrund der sehr niedrigen Inzidenz
endokrinologischer Erkrankungen bei Personen mit normwertigen Nierenparametern,
Blutbild und fehlender Anamnese von Nierenerkrankungen schien der Verzicht auf
die Bestimmung dieser Laborwerte aber vertretbar, ohne die Aussagekraft der Studie
zu geféahrden.

Bei den Parametern mittlerer arterieller Blutdruck (MAP), Herzfrequenz (HF) und
pulsoximetrisch detektierter Sauerstoffsattigung (SpO2), gemessen an der
Fingerbeere  bestanden  zwischen den drei  Probandengruppen  zum
Ausgangszeitpunkt (Messzeitpunkt 1) vergleichbare Werte. Die zur Bestimmung
dieser Parameter der Makrohamodynamik angewandten Messmethoden sind bereits
lange klinisch etabliert und erfordern keine weitere Diskussion bezlglich der
Analysetechnik und Wertigkeit.

Das Verfahren des OPS Imaging zur Darstellung der peripheren Mikrozirkulation
ermdglicht die nicht-invasive Darstellung der Mikrozirkulation [121]. Grundlage der
Messmethodik ist die Lichtabsorption von Hamoglobin. Dieses Prinzip erméglicht,
dass allein das Lumen der GefaBe ohne Wanddicke zur Darstellung kommt und dass
die GefaBe, welche keine roten Blutkérperchen enthalten, nicht zur Darstellung
kommen. Die Methode des OPS Imaging kommt im Gegensatz zur
Fluoreszenzmikroskopie ohne Fluoreszenzfarbstoffe aus, welche potentiell
Zellfunktionsstérungen, Zellzerstérung und phototoxische Effekte auslésen und beim
Menschen schadlich sein kénnen. Diese Effekte limitieren die Anwendbarkeit der
Untersuchung am Menschen.

Die Messung von mikrozirkulatorischen Parametern beim Menschen ist von groBer
medizinischer Wichtigkeit, weshalb der nicht-invasiven Messung groBe Bedeutung
zukommt. Diese ist durch die nicht invasive, schmerzfreie Technik des OPS Imaging
realisiert. Selbst bei Cytoscanmessungen am Oberarm von Neugeborenen zeigten
sich nach Angaben der Autoren keinerlei lokale Hautschadigungen [35]. Weiterhin ist
das Cytoscan gut transportabel, was es tauglich fiir die klinische Anwendung macht.
Studien haben gezeigt, dass sowohl bei gesunden Menschen als auch bei
Probanden mit sehr niedrigen Hamatokritwerten das OPS Imaging eine qualitativ
hochwertige und validierte Methode ist, funktionelle Kapillardichte (FCD),

Flussgeschwindigkeiten und deren Alterationen darzustellen [43,44].
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Verdant et al [118] fUhrten parallele Messungen an der Mundschleimhaut und
intestinalen Schleimhaut mit dem OPS imaging durch. Demnach sind
mikrozirkulatorische Veranderungen der beiden Messregionen qualitativ in Bezug auf
das AusmafB und den zeitlichen Verlauf vergleichbar. In der Literatur wird die enorale
Schleimhaut deshalb vielfach reprasentativ fir Veranderungen des mikrovaskularen
Blutflusses des Gastrointestinaltraktes gesehen [29,91,101]. In  neueren
Untersuchungen zeigte sich die Cytoscanmessung zur Uberwachung der viszeralen
Mikrozirkulation beispielsweise beim septischen Patienten neueren Methoden, wie
der Pulskonturanalyse (PiCCO) tberlegen [120].

Die Messung mit dem OPS Imaging ist jedoch auch einigen Limitationen
unterworfen. Hierbei sind Artefakte durch Speichelsekretion, Bewegung und Druck zu
erwahnen. Bei der Durchfihrung unserer OPS-Messungen am Mundboden war es
notwendig den Anpressdruck der Sonde gleichbleibend so gering als méglich zu
halten, um die Geschwindigkeit der Blutsdule nicht zu beeinflussen. Der Arm des
Untersuchers wurde deswegen immer in gleicher Weise auf der Liege des
Probanden abgestitzt um die Messung mdglichst stabil halten zu kénnen. Es wurde
zudem vor Beginn der Videoaufzeichnung ein eventuell zu hoher lokaler
Anpressdruck nach Visualisierung des GefaBflusses auf dem Bildschirm vorsichtig
moduliert.

Das zu untersuchende Schleimhautareal wurde vor jeder Messung vorsichtig ohne
reibende Bewegungen mit einem fuselfreien Tuch von Ubermassigem Speichel
befreit. Die aufwendige semiquantitative offline Analyse der
Mundschleimhautmessungen, welche die manuelle Auszahlung von BlutgefaBen
beinhaltete, stellt einen Nachteil der Methode dar. Diese verwendete Form der offline
Analyse wurde erstmals 2002 von de Backer publiziert [27].

In der Literatur zeigte sich ein relativ hoher inter- und intraindividueller
Variationskoeffzient flir Messungen mit dem Cytoscan [18]. Dies ist neben den eben
beschriebenen Unterschieden bei der Messdurchfihrung auch durch die
Heterogenitat der Mikrozirkulation bedingt. So kann bei der Cytoscan Untersuchung
anders als bei der Fluoreszenzmikroskopie die identische Schleimhautregion
regelhaft nicht wieder dargestellt werden.

Die Messungen und Auswertungen fanden in unserer Studie alle verblindet und
durch dieselbe Person, die Autorin, statt. Durch eine vergleichbare Arm- und
Kopfhaltung des Untersuchers und der untersuchten Probanden sowie die Erfassung
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eines Messwertes gemittelt aus jeweils 3 Einzelmessungen sollten
Messschwankungen und Ungenauigkeiten weitgehend minimiert werden.
Daruberhinaus wurde durch die Dokumentation und spatere Mittelung mehrerer
Gesichtsfelder versucht der Heterogenitat des Blutflusses allgemein Rechnung zu
tragen. Intraindividuelle Schwankungen in der Beurteilung konnten bei im Vorfeld der
Studie durchgefihrten Pilotmessungen kleiner 5% gehalten werden, was sich gut mit
den Ergebnissen de Backers und weiteren Angaben der Literatur deckt [19].

Die Qualitat der GefaBdarstellung ist im Vergleich zu anderen Methoden, die
beispielsweise mit fluoreszierenden Farbstoffen arbeiten, eingeschranki.
Fluoreszenzmarker stellen den Innendurchmesser des GefaBes dar, welcher den
durch die Cytoscanmethode gemessenen Durchmesser in einer vergleichenden
Studie von Harris et al um circa 5um unterschreitet [43,44]. Dies zollen die Autoren
einerseits der Tatsache, dass sich zwischen den der GefdBwand am néchsten
liegenden Erythrozyten und der Oberfache der Endothelzellen der GefaBwand eine
bis zu 2um dicke Plasmaschicht befindet [68], von der man heute weil3, dass sie der
Glykokalix entspricht. Desweiteren kommt es bei der Fluoreszenzmethode zu einer
Grenzflachenstreuung.

Die O2C Laserdopplerflowmetrie ist eine etablierte Methode um nicht invasiv
transkutan die Mikrozirkulation anhand der vier MessgréBen, relativer
Hamoglobingehalt (rHB), Sauerstoffsattigung (SO2), Flussvolumen (Flow) und
Flussgeschwindigkeit (Velocity) zu quantifizieren [80,119]. O2C wurde bereits in
einigen klinischen und experimentellen Studien eingesetzt und zeigte sich als valide
[9,53,54]. Ein limitierender Faktor dieser Messung scheint dabei aber die
interindividuelle Reproduzierbarkeit der Positionierung des Sondenkopfes [38]. In
unserer Studie wurden alle Versuche an den Probanden durch eine einzige Person
durchgefihrt. Des Weiteren arbeiteten wir mit einer flachen Sonde (Modell SF-5-400-
052 Lea Medizintechnik, Giessen, Deutschland) welche sich ohne zusatzliche
Schiene problemlos in die Tasche zwischen unterem Alveolarkamm und Unterlippe
platzieren lies. Das dabei als Verbindung zwischen Gerat und Sonde dienende
Glasfaserkabel wurde zudem locker auf einem Infusionsstander aufgehéngt um so
Zug, Druck oder zu starke Biegung zu vermeiden. In gleicher Weise wurde auch bei
den Messungen an der Fingerbeere verfahren. Die erreichbare akzeptable
Reproduzierbarkeit des O2C fir Langsschnittstudien, gerade wenn es sich dabei um

vergleichende Verlaufsstudien an einer Person handelt, wird in aktuellen
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Untersuchungen aus Skandinavien bestatigt [106]. Wie in unserer Studie wurde hier
zur Messung an der Haut, im Falle der besagten Studie an der Wange, die Sonde
locker mit einem einfachen Klebeband fixiert. Eine weitere Einschrankung der
Methodik liegt widerum in der Heterogenitdt des GefaBflusses, was bei der
Evaluation der einzelnen Messungen berlcksichtigt werden mufB. Um dieser
Tatsache Rechnung zu tragen, gingen in unsere Auswertung ausschliesslich
Mittelwerte aus bis zu 10 Einzelmessungen ein.

Mit Hilfe der LDF wurden bereits vielfach Untersuchungen zur Vasoreaktivitat und
ihnrer  Beeinflussung  durch Immunmodulatoren  gemacht, in  denen
lontophoresetechniken angewandt wurden [3,6]. Aus der Kardiologie stammt die
erste Beschreibung eines Ischamie-Reperfusionsversuches an der Fingerbeere, der
mittels Blutdruckmanschette durchgeflihrt und mit Oxygen to see (O2C) Gerat
dokumentiert wurde. Dabei zeigte sich, dass der Ischamie-Reperfusionstest eine
sensible Methode ist um den Einfluss von Medikamenten, welche in den
Prostaglandin und Stickstoffmonooxid (NO) Haushalt eingreifen, zu untersuchen [12].
Dartber hinaus konnte die Reproduzierbarkeit in einer Studie um Kubli et al.
nachgewiesen werden [56]. Ahnliche Studien mit dem O2C liegen nach Durchsicht
der zur Verfigung stehenden Literatur bis dato nicht vor. In neueren
placebokontrollierten Studien wurden neben Statinen auch COX-Hemmer als
signifikante Stdrfaktoren, also die Messergebnisse beeinflussende Stoffe, postuliert,
weshalb in unserer Studie die Einnahme dieser Substanzen bei den Probanden
ausgeschlossen wurde. Durch eine entspannte Messsituation in Ruhe (horizontale
Kérperlage mindestens 10min vor Beginn der Messung) und konstanter
Raumtemperatur, wie von Krug et al. empfohlen, sollten sympathikogen bedingte
Schwankungen der Messergebnisse mdglichst minimiert werden [54]. Kritisch zu
bewerten ist die Dauer der Ischdmie von nur 2 Minuten, welche aus Grinden der
Schmerzbelastung fir die Probanden bewusst so gewahlt wurde. Laut Studienlage
hat diese jedoch Einfluss auf die entstehende reaktive Hyperamie. Danach steigt die
Qualitat der Messergebnisse bei einer Ischamiezeit von 3 Minuten signifikant [109].
Die Hauptfragestellung unserer Studie ob Immunsuppressiva die Mikrozirkulation der
Niere verschlechtern und somit die Wahrscheinlichkeit einer AbstoBung erhdhen
kann letztendlich nur durch die direkte Messung der Perfusion des
Nierenparenchyms beantwortet werden. Die dafir angewandte Methode der
Powerdopplersonogaphie (PDS) ermdglicht eine nicht-invasive Darstellung der
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Perfusion im renalen Kortex in Echtzeit. Diese korreliert gut mit invasiven Messungen
der Nierenrindenperfusion [58]. Im Vergleich zur Farbdopplersonographie ist die
PDS unempfindlicher gegeniber stérendem Hintergrundrauschen, es kann somit mit
hdheren Verstarkungen zur besseren Darstellung des subkapsularen GefaBflusses
gearbeitet werden [20,88]. Vor Allem die in unserer Studie untersuchten Anderungen
der kortikalen Mikrozirkulation kénnen so reproduzierbar zur Darstellung gebracht
werden. Die Messung des Abstands zwischen Nierenkapsel und &uBerster
darstellbarer GefaBperfusion im Cortex (akA) ist dazu eine im klinischen Alltag haufig
angewandte  Methode zur Verlaufskontrolle der Nierenperfusion nach
Transplantation, welche jedoch in der Literatur nur vereinzelt beschrieben ist [108].
Mittels PDS konnten wir sowohl die Nierenperfusion der Probanden im Zeitverlauf als
auch vergleichend zwischen rechter und linker Niere detektieren. Ein wesentlicher
Vorteil dabei ist die Einfachheit der Messmethode. Um interindividuelle
Schwankungen zu umgehen wurden die Sonographien eines Messtages stets vom
selben Untersucher durchgefiihrt. Limitationen bestehen jedoch in der
semiquantitativen Auswertung dieser Perfusionsmessung. Dies gilt in analoger Weise
fir die Messung des arteriokapsularen Abstands (akA) der Leber. Hilfreich flr ein
reproduzierbares Auffinden des einmal ausgewahlten kapselnahen GefaBes bei
Folgemessungen war flr uns die Gallenblase als konstante anatomische Struktur
welche allerdings im Laufe der Messungen aufgrund der Nichternheit der Patienten
an GréBe zunahm. Eine Messung des akAs bei der Lebersonographie ist nach
unserer Kenntnis in der Literatur nicht vorbeschrieben. Im Gegensatz zur Messung
des akAs an der Niere wurde zu einem Messzeitpunkt jeweils nur ein Abstandswert
gemessen. Dies ist fiir die Glite der Ergebnisse sicher als Einschrankung zu werten,
da AusreiBer einzelner Werte mehr ins Gewicht fallen und bei der niedrigen Fallzahl
von 18 nur schwer von tatsachlichen Schwankungen der Perfusion zu unterscheiden

sind.

4.2 Veranderung der Makrohamodynamik

Ein Calcineurininhibitor-assoziierter Hypertonus ist in der Literatur vielfach
beschrieben. Als Ursachen hierfir werden neben endothelialien Faktoren eine

vermehrte renale Natriumretention sowie ein erhdéhter Sympathikotonus genannt
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[26,90]. Das Ausmaf des Blutdruckanstiegs ist flr Ciclosporin ausgepragter als fir
Tacrolimus und dosisabhangig [87,111]. Abraham et al. berichten Uber einen Anstieg
des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) von 34% 5 Minuten nach intravendéser
Applikation von 20mg/kg Ciclosporin im Tiermodell [2]. Zum Vergleich wurde bei
unserer Studie mit einer maximalen Medikamentenkonzentration von 5mg/kg
Ciclosporin gearbeitet. Bei unseren Untersuchungen der Makrohdmodynamik zeigten
sich die ausgewerteten Parameter MAP, SOz in allen drei Kollektiven stabil. Dies
kénnte sowohl in der einmaligen Gabe, sowie der Medikamentendosierung
begriindet liegen, des Weiteren mit der nicht vorhandenen renalen Vorbelastung der
Patienten.

Die in der Tacrolimus- und Mycophenolatmofetilgruppe messbare, signifikante
Absenkung der Herzfrequenz wahrend der letzten Messungen lasst sich am ehesten
durch die Messsituation im Liegen und in Ruhe begrinden. Zu allen friheren
Messzeitpunkten in allen drei Gruppen zeigte sich auch die Herzfrequenz stabil. Es
liegt nicht fern, dass das Ausbleiben der Pulssenkung in der Ciclosporingruppe mit
der bereits zitierten Sympathikusaktivierung in  Verbindung steht. Die
Parasympathikusaktivierung durch die ruhige Messsituation und konsekutive
Senkung der Herzfrequenz im Verlauf in der TAC- und MMF-Gruppe ist dadurch

maoglicherweise nivelliert worden.

4.3 Zentrale- und periphere mikrozirkulatorische Veranderungen

Mittels Intravitalmikroskopie (Cytoscan) und Laserdopplerflowmetrie (Oxygen to see)
an der Mundschleimhaut und Fingerbeere wurden Veranderungen in der
Mikrozirkulation nach Einnahme dreier verschiedener Immunsuppressiva analysiert.

Zur Ausgangssituation der Cytoscanuntersuchung an der Mundschleimhaut ist
folgendes zu erwdhnen. Betrachtet man die statistische Auswertung féllt zun&chst ein
signifikanter Unterschied in der GefaBdichte am Ausgangspunkt auf (TAC
Gruppe=0,47n/mm, CyA-Gruppe=0,38n/mm, MMF-Gruppe=0,32n/mm), welche
durch die Heterogenitat des GefaBnetzes zu begriinden ist. Folglich war auch der
Ausgangswert fur die Anzahl aller perfundierten GeféBe in der Tacrolimusgruppe im
Vergleich zu den anderen beiden Kollektiven signifikant héher (p=0,046). Da das
Intravitalmikroskop GefaBe nur erkennen kann, wenn diese durch Erythrozyten
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perfundiert sind, sinkt der Messwert fir die GefaBdichte mit der Verminderung der
Anzahl perfundierter GefaBe.

Insgesamt bestétigte sich bei der Untersuchung an der Mundschleimhaut die
Aussage aus der Literatur, dass die Einnahme von Calcineurininhibitoren
(Ciclosporin und Tacrolimus) im Gegenteil zu Mycophenolatmofetil unmittelbar auf
die zentrale Mikrozirkulation Einfluss nimmt.

In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass dosisabhdngig 30 Minuten nach
intravendser Applikation von Calcineurininhibitoren die Renin-Plasmaaktivitat
signifikant ansteigt [74]. Aktuelle Studien unterscheiden an dieser Stelle zwischen
systemischen RAS (circulating RAS) und nierengebundenem RAS-System (tissue
RAS). So kommt es nur initial zu einer Aktivierung des systemischen RAS- Systems
(circulating RAS), was sich in einer Veranderung des zirkulierenden Blutvolumens
und Blutdrucks niederschlagt. Dies flhrt zu einer renalen Ischamie, welche nun das
nierengebundene RAS-System (tissue RAS) aktiviert. Dessen wiederholte
Aktivierung bei wiederholter Calcineurinapplikation scheint hauptsachlich fir die
chronische Nierenschadigung verantwortlich zu sein [96].

Auch in unserer Studie kam es im Zeitverlauf korrelierend mit dem Anstieg der
Medikamentenspiegel im Serum bereits nach 30 Minuten zu signifikanten
Veranderungen der mikrovaskuldren Perfusion der Mundschleimhaut. Unter dem
Einfluss beider beobachteter Calcineurininhibitoren zeigte sich eine Abnahme der
kontinuierlich durchflossenen GeféaBe und konsekutiv ein Anstieg der nur
intermittierend durchflossenen GefaBe. Dass diese Veranderung in der TAC-Gruppe
keine Signifikanz erreichte, lasst sich anhand der Messwerte am ehesten durch
einzelne deutliche AusreiBer in der sonst im Verlauf homogenen TAC-Gruppe
begriinden.

Betrachtet man die Zirkulationsveranderungen genauer, zeigen sich fur die Abnahme
der kontinuierlich durchflossenen GeféaBe in beiden CNI-Gruppen ausschlieBlich
GefaBverengungen der Geféasse kleiner 20um urséchlich, die neben der kapillaren
Strombahn hauptsachlich dem arteriolaren GefaBsystem angehdéren. Dies
korrespondiert mit der Beobachtung, dass direkt an der Arterienwand wirkende
vasoaktive Substanzen von CNIs beeinflusst werden. Zu nennen sind hierbei
Leukotrien C4 und D4, Prostaglandin 12, Thromboxan A2 sowie Endothelin-1. In

tierexperimentellen Studien, in denen Metabolite des Arachidonsaurestoffwechsels
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gezielt inhibiert wurden, zeigte sich der Einfluss dieser Substanzen auf den renalen
Plasmafluss (RPF) und die glomerulare Filrationsrate (GFR) [82].

Die in diesem Zusammenhang auch postulierte Suppression der Cyclooxygenase
(COX-1) muss jedoch fiir die verschiedenen CNIs differenziert betrachtet werden. In
einer 2009 veréffentliche Studie beschrieben Jespersen und Kollegen, dass
Tacrolimus in vivo sogar zu einer verminderten Thromboxanausscheidung und
gleichzeitig einer Unterstltzung der systemischen PGI2 Produktion fahrt [50], was die
Autoren mit der antiinflammatorischen Eigenschaft der Makrolide, zu denen
Tacrolimus gehért, in Verbindung bringen.

Auch in unserer Untersuchung der blutzirkulatorischen Auswirkungen an der
Mundschleimhaut  differierten  die  beiden  CNI-Gruppen.  BlutfluB  und
Sauerstoffsattigung in der Ciclosporingruppe verbesserten sich im Verlauf nur
unwesentlich. Wahrend es jedoch in der Ciclosporingruppe zu einer signifikanten
Verlangsamung des Blutflusses im Verlauf kam, wies die TAC-Gruppe signifikante
Verbesserung der SO2, rHb und des Blutvolumens im Zeitverlauf auf. Dass diese
Entwicklung nicht allein auf eine Parasympathikusaktivierung und verminderten
Sauerstoffbedarf in Ruhe zurtickzuflhren sein kann, bestatigen die im Zeitverlauf im
Wesentlichen unveranderten Zirkulationsparameter aller MMF-Probanden. Insgesamt
machen unsere Messergebnisse an der Mundschleimhaut deutlich, dass sowohl
Tacrolimus als auch Ciclosporin die zentrale Mikrozirkulation durch Vasokonstriktion
negativ beeinflussen. Die positiven rheologischen Eigenschaften von Tacrolimus
scheinen jedoch das AusmafB der Stoffwechselkompromitierung der Niere zu
vermindern.

Betrachtet man dagegen die periphere Mikrozirkulation, gemessen an der
Fingerbeere entlang der Zeitachse, sind dynamische Veranderungen dieser
Parameter fur alle drei Medikamentenkollektive kaum erkennbar. In
Ubereinstimmung dazu beschreibt die Literatur vasoaktive Substanzen, welche
ciclosporininduziert zu einer renalen Vasokonstriktion flhren, analoge
Untersuchungen peripherer GefaBveranderungen jedoch Limitationen aufzeigen. Der
Endothelin- und Stickstoffmonooxidmetabolismus des NierengefaBendothels, so
zeigen viele etablierte Studien, wird sowohl in vitro, als auch in vivo durch die
Applikation von Ciclosporin und Tacrolimus beeinflusst [14,110]. Zwar wurde hierbei
auch bestatigt, dass die Reaktivitat der GefaBe auf Endothelin und NO sich minimal

verandert. Dies sei jedoch laut der Autoren eher auf den erhéhten Blutdruck als auf
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die Medikamentenwirkung selber zurGckzufUhren. AuBerdem ist nicht davon
auszugehen, dass die Vasoreaktitivat induziert durch genannte Metabolite in
verschiedenen GefaBbetten stets identisch ist [17]. Bezogen auf die untersuchten
Parameter kam es in der Tacrolimusgruppe lediglich bezlglich der
Sauerstoffsattigung zum Messzeitpunkt 6 zu einem signifikanten Anstieg. Sichtbare
Tendenzen einer Verbesserung des Flussverhaltens betrafen FlieBgeschwindigkeit
und Hamoglobinkonzentration vor allem zum Zeitpunkt der hdchsten
Blutkonzentration. Im CyA-Kollektiv konnte keine einheitliche Verlaufsrichtung
ausgemacht werden. Signifikant waren die Anstiege der rHB zum MZP 4 und die
verminderte Velocity zum MZP 6. Interessanterweise wies auch die MMF-Gruppe
signifikante rHB Anstiege zum MZP 3 sowie der Sauerstoffsattigung eine Stunde
nach Medikamenteneinnahme auf. Wir konstatieren, dass die Absolutwerte der
peripheren Mikrozirkulation zu sehr individuellen Schwankungen unterworfen sind um
beim Versuchsaufbau und Fallzahl unserer Studie aussagekraftige Ergebnisse zu
liefern. Hautdicke, Muskulatur, Temperaturregulation sind Faktoren, die hier eine
wichtige Rolle spielen.

Anders verhalt es sich beim Ischamie-Reperfusionstest an der Fingerbeere.

Hier waren in beiden CNI-Gruppen signifikante Anstiege der Fliessgeschwindigkeit,
sowie teils signifikante, teils nur gerichtete Anstiege von SO2 und rHb zu
verzeichnen. Ihren Gipfel erreichten die Messwerte zwischen ein bis zwei Stunden
nach Medikamentenapplikation. Asberg et al. konnten bei einem Ischamie-
Reperfusionstest mit einer Ischamiedauer von 3 Minuten und Detektionszeitpunkt 3
Stunden nach Ciclosporineinnahme &hnliche Ergebnisse verzeichnen. Ursachlich
wird hierbei eine mitunter neurogene Stimulation des endothelinabhdngigen
gefaBerweiternden  Systems in  WiderstandsgefaBen  gesehen.  Dieser
Regulationsmechanismus als Antwort auf die Ciclosporin induzierte Vasokonstriktion
scheint sich im Laufe der Zeit jedoch zu erschépfen. Eine konsekutive Veranderung
des Plasmaspiegels vasoaktiver Substanzen Endothelin-1 und NO konnte dabei
nicht gezeigt werden. [7]. Eine Messung von Endothelin-1 scheint somit nicht
sinnvoll und wurde in unserer Studie nicht durchgefihrt.
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4.4 Organspezifische mikrozirkulatorische Veranderungen am
Beispiel Niere und Leber

Bei der Messung des arteriokapsuldren Abstands an beiden Nieren der Probanden
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der rechten und linken Niere
unabhangig von der eingeteilten Medikamentengruppe. Ein derartiges Ergebnis war
bei durchweg normalwertigen Nierenparametern und der fehlenden Anamnese einer
Nierenschadigung bei allen wunseren Probanden durchaus zu erwarten.
Entscheidender fir die Beantwortung unserer Frage nach Verdanderungen der
Mikrozirkulation im Zeitverlauf war jedoch die Erfassung der Intensitat der
kaspelnahen Nierenperfusion.  Tendenziell kam es in allen  drei
Medikamentengruppen zu einer leichten Verschlechterung der kapselnahen
Parenchymdurchblutung. Diese war jedoch nicht signifikant. Am ehesten scheint es
sich hier um ein nicht medikamentés induziertes Phanomen zu handeln. Als Ausldser
waren sowohl Anderungen im Fliissigkeitshaushalt als auch vom Sympathikotonus
abhéangige physiologische Durchblutungsschwankungen denkbar. Aber auch die von
der Dauer der Seitenlage wahrend der jeweiligen sonographischen Untersuchungen
abhangigen DurchblutungsunregelmaBigkeiten missen als Ursache in Betracht
gezogen werden [94].

Im Gegensatz zur Niere konnten bei der statistischen Analyse des akAs an der Leber
weder signifikante noch einheitliche Veranderungen beobachtet werden.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Messung des akAs mittels
Powerdopplersonographie  verglichen mit  der Intravitalmikroskopie  oder
Laserdopplerflowmetrie keine gentigend sensible Methode zur Darstellung geringer
mikrozirkulatorischer Schwankungen ist. Eine andere vergleichbare Untersuchung
Uber die Wertigkeit der Powerdopplersonographie bzw aKA Bestimmung an der
Leber zur Messung mikrozirkulatorische Verdnderungen ist uns aus der Literatur
auch nicht bekannt.

4.5 Konsequenz fir die Klinik

Der Calcineurininhibitor Ciclosporin ist fester Bestandteil der klassischen
Therapieprotokolle nach Nierentransplantation [42]. In den ersten zwei Wochen

nach Transplantation soll bei Anwendung dieses Immunsuppressivums eine
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Aufsattigung erreicht werden. Danach folgt in der Regel die Gabe einer
Erhaltungsdosis von 2-6mg Ciclosporin pro kg Korpergewicht (Talspiegel 100-
200ng/ml) taglich. Diese Tagesdosis wird vorzugsweise auf zwei Einzelgaben verteilt
[51]. Beim Immunsuppressivum Tacrolimus betragt die Tagesdosis 0,2mg pro kg/ KG
(Talspiegel 5-15ng/ml) und wird aufgrund seiner Pharmakokinetik in zwei
Einzeldosen aufgeteilt. Die Ergebnisse der uns hier vorliegenden Studie zeigen, dass
sich zum Zeitpunkt der Anflutung dieser beiden Medikamente CyA und TAC im Blut
eine Veranderung der zentralen Mikrozirkulation mit signifikanter Vasokonstriktion
einstellt. Vergleichend dazu konnte kein signifikanter Effekt auf die GefaBe durch
Mycophenolatmofetil gezeigt werden. Auch deuten unsere Ergebnisse daraufhin,
dass das AusmaB der arteriellen GefaBmodulation proportional zum
Medikamentenspiegel ansteigt. Uns ist bewusst, dass unsere Untersuchung
aufgrund der geringen Fallzahl von 18 Probanden nur Pilotstudiencharakter aufweist.
Ihre Ergebnisse stellen die Frage in den Raum, ob es notwendig ist die Galenik
beider CNIs zu verandern. Eventuell kénnten makro- und mikrozirkulatorische
Veranderungen nach Einnahme von Calcineurininhibitoren minimiert werden wenn
bei gleich bleibender AUC der maximal erreichte Serumspiegel gesenkt wird. Dies
kénnte beispielsweise durch eine Aufteilung der Tagesdosis auf mehr als zwei
Einzelgaben oder durch retardierte Medikamentenformen erreicht werden. Die
Klarung dieser wichtigen Fragen sollte Inhalt kiinftiger Untersuchungen und Studien
in der Transplantationsmedizin sein. Aus unserer Sicht hat die vorliegende Arbeit
bewiesen, dass die  Kombination aus Intravitalmikroskopie, @ O2C-
Laserdopplerflowmetrie und Ischamie-Reperfusionstests an der oberen Extremitat
ein sinnvolles Armamentarium darstellt, um Mikrozirkulationsveranderungen nach
Einnahme von Immunsuppressiva an Probanden und Patienten untersuchen und

quantifizieren zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss von Immunsuppressiva auf die
periphere und zentrale Mikrozirkulation nierengesunder Probanden untersucht
werden. Es wurden einmalig Ciclosporin (CyA), Tacrolimus (TAC) und
Mycophenolatmofetil (MMF) verabreicht. Im Einzelnen wurden
Mundschleimhautmikrozirkulation, renale  Mikrozirkulation = sowie  periphere

Vasoreaktivitat an der Fingerbeere analysiert.

Dazu wurden insgesamt 18 gesunde Probanden im Zeitverlauf 30 Minuten vor und
jeweils 60, 120, 180 und 240 Minuten nach Einnahme eines der drei
Immunsuppressiva untersucht (Ciclosporingruppe n=5/ Mycophenolatmofetilgruppe
n=7/ Tacrolimusgruppe n=6). Zu diesen Zeitpunkten erfolgte eine vendse
Blutentnahme (Blutbild, Gerinnung, Nierenwerte, Medikamentenspiegel) sowie eine
Messung der Makrohamodynamik mit Hilfe einer automatischen Blutdruck- und
Herzfrequenzmessung. Die Quantifizierung der Mundschleimhautperfusion erfolgte
mittels intravitaler Mikroskopie (OPS=engl.:Orthogonal Polarization Spectral)
Imaging. Gleichzeitig wurden durch Gewebsspektroskopie (O2C=engl.:Oxygen too
see) die Hamoglobinkonzentration, Sauerstoffsattigung, Durchflussvolumen (Flow)
und Durchflussgeschwindigkeit (Velocity) in den GefaBen der Mundschleimhaut
sowie die periphere Vasoreaktivitat der GeféaBe der Fingerbeere nach zweiminitiger
Ischamie am Oberarm quantitativ erfasst. Zusatzlich wurden per Duplexsonographie
in beiden Nieren arterio-kapsulare Abstande (akA) am oberen und unteren Nierenpol
und an der Leberkapsel als MaB fiir die Organperfusion bestimmt.

Bei der Analyse der Medikamentenspiegel war das Konzentrationsmaximum in der
TAC- und CyA-Gruppe nach 120 Minuten erreicht, in der MMF-Gruppe bereits nach
60 Minuten.

Die Zusammenschau der Ergebnisse der Cytoscanmessungen zeigte eine
signifikante Verminderung der GeféaBdichte in der TAC-Gruppe (MZP 1=0,47n/mm;
MZP 5=0,40n/mm; p=0,013). In der Ciclosporingruppe zeigte sich eine tendenzielle
Abnahme der GefaBdichte ohne Erreichen eines Signifikanzniveaus. Gleiches war fir
die Arteriolendichte der Fall. Korrespondierend ergab sich eine signifikante
Verminderung der kontinuierlich durchflossenen GefaBe in der CyA-Gruppe. Eine

tendenzielle Verminderung dieser Parameter war auch in der Tacrolimusgruppe zu
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verzeichnen. Die MMF-Gruppe zeigte demgegenitber keine vergleichbaren
Veranderungen.

Bei der O2C Untersuchung an der Mundschleimhaut ergab die Auswertung
insgesamt uneinheitliche Werte. Die Ergebnisse der SOz zeigten signifikante
Anstiege im Verlauf bei der TAC- und CyA-Gruppe. Gleiches galt fir die TAC-
Gruppe bei der Beobachtung des rHb und Flows. Die Velocity sank hingegen in der
CyA-Gruppe signifikant.

Die Untersuchung der Vasoreaktivitdtsveranderung im Ischamie-Reperfusionstest
ergab in der Ciclosporin- und der Tacrolimusgruppe jeweils signifikante Anstiege der
Parameter SOz (TAC: MZP 1=69,3%; MZP 6=76,1%; p=0,022) rHb (CyA: MZP
1=72,3AU; MZP 5=77,8AU; p=0,025) und Velocity (TAC: MZP 1=23,4AU; MZP
3=28,1AU; p=0,02). Im Vergleich dazu verhielten sich die Messergebnisse in der
MMF-Gruppe annédhernd konstant.

Die sonographische Untersuchung des arteriokapsularen Abstands der drei
Probandengruppen, gemessen an der Niere und Leber, ergab keine relevanten
Veranderungen im Zeitverlauf.

Mit der hier vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass durch die Einmalgabe
von Ciclosporin und auch Tacrolimus an nierengesunden Probanden die zentrale
und periphere Mikrozirkulation unmittelbar beeinflusst wird. Insbesondere die
Messung der zentralen Mikrozirkulation an der Mundschleimhaut mittels Cytoscan
und der Ischamie-Reperfusionstest an der Fingerbeere mit dem O2C erwiesen sich
als geeignete Analyseverfahren zur Quantifizierung der GefaBmodulation. Fir die
Vasokonstriktion an den GefaBen der Mundschleimhaut und die verlangsamte
Reaktivitit der GefaBe bei der peripheren Reperfusion werden sowohl eine
Calcineurininhibitor  induzierte  Aktivierung des Sympathikus und Renin-
Angiotensinsystems als auch Metabolite des Archidons&urestoffwechsel, welche
direkt an der arteriellen GefaBwand wirken, verantwortlich gemacht. Dass derartige
GefaBmodulationen speziell durch die Gruppe der den Calcineurininhibitoren
zugehdrigen Immunsuppressiva ausgelést werden, bewies die Untersuchungsreihe
mit Mycophenolatmofetil, welches in keiner der durchgeflhrten Untersuchungen
richtungsweisende Veranderungen der Mikrozirkulation bei Anflutung des
Medikamentes bewirkte.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass durch die Kombination aus Intravitalmikroskopie,
Oxygen too see und Ischamie-Reperfusionstests Mikrozirkulationsveranderungen
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nach Einnahme von Immunsuppressiva quantifizierbar sind, die durch konventionelle

Untersuchungen (z.B. Powerdoppler-Sonographie) nicht erfassbar sind.
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