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1 Zusammenfassung

Inflammation und Odembildung nach renaler Ischimie-Reperfusion konnen zu irrever-
siblen Nierenfunktionsstorungen fiihren. Zurzeit stehen in der Klinischen Praxis keine
effektiven spezifischen Behandlungsmoglichkeiten des Ischidmie-Reperfusionsschadens
zur Verfiigung. In dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob eine Stammzellen-
vermittelte Therapie einen moglichen Behandlungsansatz darstellen konnte. Da im
Mausmodell gezeigt werden konnte, dass renale Ischimie-Reperfusion zu einer Erho-
hung des intarenalen Druckes fiihrt, stellte die Mikrokapsulotomie der Nierenkapsel
einen viel versprechenden Ansatz dar, um durch Druckentlastung Schiden infolge rena-
ler Ischdmie-Reperfusion zu vermindern. Dariiber hinaus schien die Stammzelltherapie
mit mesenchymalen Stammzellen (MSC) aufgrund ihrer immunmodulatorischen und
regenerativen Wirkung einen erfolgsversprechenden Therapieansatz zu liefern. In der
vorliegenden Arbeit wurde im xenogenen Nierenischimie-Reperfusionsmodell mit
Balb/c nu/nu Miusen, die einer unilateralen warmen Ischdmie von 45 Minuten unterzo-
gen wurden, die Wirkung von humanen MSC allein, alleiniger Mikrokapsulotomie, so-
wie mogliche synergistische Effekte beider Therapien untersucht. Die Nierenfunktion
wurde seitengetrennt szintigraphisch mittels des radioaktiven Tracers P9mTe-MAG3
quantifiziert. Als Untersuchungszeitpunkte wurden vier Tage vor Ischamie-Reperfusion,
sowie der zweite und achtzehnte postoperative Tag gewihlt, um sowohl die kurzfristi-
gen, wie auch die lidngerfristigen Verdnderungen erfassen zu konnen. Einundzwanzig
Tage nach Ischiamie-Reperfusion erfolgte eine Nierenperfusionsmessung mit Hilfe einer
Laser Doppler Sonde und die Gewebeentnahme beider Nieren zur anschlieBenden histo-
logischen Begutachtung mittels HE-Fiarbung. Ischimie-Reperfusion fiihrte in der Kon-
trollgruppe zu ausgeprigten Gewebeschidden, Verminderung der Perfusion und einem
deutlichen Abfall der renalen Clearance. Histomorphologisch wiesen die Mikrokapsulo-
tomie- und Mikrokapsulotomie/MSC-Versuchsgruppen eine deutlich geringere Schidi-
gung des Nierengewebes auf als die Kontrollgruppe. Weiterhin zeigten die Stammzell-
therapierten Versuchsgruppen eine deutlich geringere leukozytire Infiltration als die
Kontroll- und reine Mikrokapsulotomiegruppe. Die funktionelle Nierenfunktion stellte
sich in den Therapiegruppen tendenziell verbessert dar, erreichte jedoch keine statisti-

sche Signifikanz.



2  Einleitung

2.1 Historie der Nierentransplantation

Seit jeher iibte die Heilung von Krankheiten durch Transplantation von Organen eine
ganz besondere Anziehungskraft auf den Menschen aus. Erste Mythen iiber Organtrans-
plantationen finden sich bereits in Indien im frithen 12. vorchristlichen Jahrhundert,
sowie in China im 3. Jahrhundert vor Christus. Die Grundvoraussetzungen fiir eine er-
folgreiche Transplantation fanden sich aber erst Anfang des 20. Jahrhunderts; durch die
Einfithrung von Hygiene, Antisepsis, Fortschritte in Gefdchirurgie und Narkosevertfah-
ren wurden diese erst moglich gemacht. [3] Die erste erfolgreiche autologe
Nierentransplantation fithrte der Wiener Chirurg H. Ullman 1902 an einem Hund durch,
wobei sich die transplantierte Niere nur fiir fiinf Tage als funktionstiichtig erwies. Die
Entdeckung der Blutgruppen im Jahre 1930 durch Karl Landsteiner und der erworbenen
immunologischen Toleranz durch Sir Brian Medawar 1944 waren weitere Meilensteine
in der Transplantationsmedizin. Ab dem Jahre 1952 ermdoglichten Entwicklungen in der
Medizintechnik die erste erfolgreiche Lebend-Nierentransplantation. Diese wurde an
eineiigen Zwillingen im Jahre 1954 durch Dr. Joseph Murray vorgenommen, wofiir er
1990 den Nobelpreis fiir Medizin erhielt [4]. 1958 entdeckte Professor Dausset das Hu-
man-Leukocyte-Antigen-System (HLA-System) , mit dessen Hilfe das Immunsystem
zwischen eigenem und fremdem Gewebe unterscheiden kann. In den darauffolgenden
Jahren wurde immer deutlicher, dass zum besseren Organerhalt das Immunsystem nach
einer Transplantation unterdriickt werden muss [4, 5]. Der Durchbruch im Transplantat-
tiberleben wurde dann durch Suppression des Immunsystems mittels einer Pilzkultur
erreicht, die 1970 in der Hardangger Region gefunden wurde. Die Schweizer Firma
Sandoz entwickelte auf dem Hintergrund dieser Entdeckung daraus die Substanz Cyc-
losporin A, einen Calcineurinhemmer, der etwa 300mal stirker auf Lymphozyten wirkt
als auf andere Zelllinien. Auf diese Weise konnten die Uberlebensraten von Transplan-
taten durch verminderte AbstoBungsreaktionen drastisch gesteigert werden.[4] Cyclos-
porin A wurde dann 1978 in England erstmals zugelassen und bei Organtransplantatio-
nen beim Menschen erfolgreich eingesetzt.[3] Seitdem wurden noch zahlreiche weitere
Immunsuppressiva entwickelt, die nach aktuellen Leitlinien kombiniert eingesetzt wer-
den. Seit 2004 sind auch Transplantationen bei Inkompatibilitdt der Blutgruppen von

Spender und Empfinger moglich. Die Vergabe von Organen erfolgt heutzutage in Eu-



ropa zentral durch Eurotransplant, das 1967 vom Niederlinder van Rood gegriindet

wurde. [6]

2.2 Nierenversagen

2.2.1 Akutes Nierenversagen
Das Krankheitsbild des Nierenversagens wird in ein akutes und ein chronisches Ge-

schehen unterteilt. Wihrend chronisches Nierenversagen oftmals Dialysepflichtigkeit
oder eine Nierentransplantation nach sich zieht, geht man auch heute noch davon aus,
dass sich die Nierenfunktion nach akutem Nierenversagen (ANV), trotz einer hohen
Mortalitdt von etwa 50% wieder vollstindig erholen kann. Dies ist in der Fahigkeit des
Nierengewebes begriindet, sich nach subletalen Schiaden wieder regenerieren zu konnen
[7] Klinisch wird das akute Nierenversagen als Syndrom angesehen, bei dem es zu ei-
nem plotzlichen Abfall der glomerulédren Filtrationsrate mit Verringerung von Exkreti-
on, Prozessierung und Produktion des Ultrafiltrates kommt. Diese Verdnderungen sind
durchschnittlich bei 7% aller stationidr behandelten Patienten zu finden. [8] Das ANV
wird dtiologisch in ein prérenales, intrarenales und postrenales Geschehen unterteilt.
Das prirenale ANV, das 60% aller ANVs ausmacht, ist durch verminderte Perfusion der
Niere bedingt [9], die meistens durch Schock, groe operative Eingriffe und Hypovola-
mie ausgelost wird. [10] Intrarenales ANV hingegen entsteht meist auf dem Boden einer
akuten interstitiellen Nephritis, akuter Tubulusnekrose oder akuter Glomerulonephritis
und macht 35% aller ANVs aus. Harnabflussbehinderungen mit konsekutivem Harnstau
bis in die Nieren fithren zum postrenalen ANV und machen 5% aller ANVs aus. Die
Schockbehandlung und die Ursachenbeseitigung eines ANV stellen die priméren The-
rapieziele dar. [9] Die durch das ANV induzierte ischdmische Schidigung der Niere
fithrt zu einer Verringerung des renalen Blutflusses und einer direkten Schidigung der
proximalen Tubuluszellen, was nach neuesten Studienergebnissen zu einer erhohten
Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten chronischer und progredienter Funktionsstorung

der Niere fithren konnte. [7]

2.2.2 Chronisches Nierenversagen
Die chronische Nierenschadigung ist ein langsamer, progredienter Prozess, der oft mit

erhohtem Lebensalter und zahlreichen Begleiterkrankungen assoziiert ist. [11]. [12] So
stellen arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus Typ I und II, Glomerulonephritiden, Ne-

phrolithiasis, Infektionen und genetische Ursachen, wie die autosomal dominant vererb-
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ten polyzystischen Nieren wichtige Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines chroni-
schen Nierenversagens dar. Weitere negative Einfliisse, die die Entstehung eines chroni-
schen Nierenversagens fordern sind das Rauchen, Ethanol- und Drogenabusus, Dyslipi-
damie, Medikamentennebenwirkungen und die ethnische Herkunft. [13] Um eine ge-
schidigte Niere vor weiterem Schaden zu schiitzen werden die therapierbaren Risiko-
faktoren minimiert. So wird der arterielle Blutdruck optimal eingestellt, das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System blockiert und kardiovaskulidre Risikofaktoren, wie Hy-
percholesterindmie mittels Statin behandelt. [12] Wird schlieBlich das Endstadium des
chronischen Nierenversagens erreicht, ist der Patient auf eine Nierenersatztherapie an-
gewiesen. Mogliche Optionen der Nierenersatztherapie sind Hamodialyse, Himofiltra-
tion, Peritonealdialyse oder letztlich eine Nierentransplantation [13], wobei von den hier
genannten Verfahren die Nierentransplantation die kostengiinstigste [10] und fiir den

Patienten am wenigsten Lebensqualititseinschrankende Variante darstellt.

2.2.3 Nierentransplantation
Die Wartezeit fiir den Erhalt einer Spenderniere ist lang, was darin begriindet ist, dass

viel mehr Patienten ein Spenderorgan bendtigen als Organe fiir eine Transplantation zur
Verfiigung stehen. So wurden im Jahr 2014 3119 Nieren transplantiert, aber tiber 10,000
Patienten warteten auf eine Spenderniere. (Eurotransplant,[14]) Generell muss bei Nie-
rentransplantationen die Lebendspende, bei der meist ein Angehoriger eine seiner Nie-
ren spendet, von der postmortalen Organspende, die nach Hirntod eines Spenders
durchgefiihrt wird, unterschieden werden.[11, 15] Eine deutliche Verbesserung des
kurzzeitigen Transplantatiiberlebens, sowie eine Reduzierung einer akuten Absto3ungs-
reaktion sowohl bei lebend-als auch bei postmortem-gespendeten Nieren konnte durch
die Einfiihrung neuer Immunsuppressiva erreicht werden.[10] So liegt die Sterblichkeit
innerhalb des ersten Jahres fiir nierentransplantierte Patienten bei lediglich 2-5%. Der
Erfolg einer Transplantation hingt aber auch wesentlich von den Fihigkeiten des Ope-
rateurs, der Betreuung transplantierter Patienten, sowie der addquaten Behandlung mog-
licher Komplikationen ab. Eine relativ hdufige Komplikation nach postmortaler Spende
bei Nierentransplantation ist ein verzogertes Einsetzen der Nierenfunktion (delayed
graft function), was eine Dialyse in der ersten Woche nach Transplantation notig
macht.[10] Akute AbstoBungsreaktion und delayed graft function bilden hierbei die
beiden wichtigsten Komplikationen in der frithen Phase nach Transplantation und be-
giinstigen einen friithzeitigen Verlust des Transplantats.[10] [16]
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Im Gegensatz zum frithen Transplantatiiberleben, welches drastisch gesteigert werden
konnte, ist es bisher nicht gelungen das Langzeitiiberleben von transplantierten Nieren
in den letzten Jahrzehnten wesentlich zu verbessern.[17] Dies ist einerseits in der erhoh-
ten Begleit-Mortalitidt der transplantierten Patienten durch kardiovaskuldre Ereignisse,
andererseits durch den Verlust des Transplantats durch chronische Transplantatnephro-
pathie begriindet.[18] Die hierbei auftretenden Schidigungen wie interstitielle Fibrose,
Tubulusathrophie und chronische Schiden an den Glomeruli der Niere sind unspezifi-
sche Antworten auf Schiden unterschiedlicher Genese; Antikorpervermittelte En-
dothelaktivierung, Calcineurin-Inhibitor-Toxizitdt, chronische Entziindungen, Mecha-
nismen des angeborenen Immunsystems, sowie Diabetes mellitus und arterielle Hyper-

tonie stellen einige dieser Ursachen dar. [15]
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2.3 AbstoBungsreaktionen nach Nierentransplantation

2.3.1 Akute T-Zell-vermittelte AbstoBungsreaktion
Die AbstoBung eines Transplantats wird iiber verschiedene Elemente des Immunsys-

tems vermittelt. So fithren Antikorper-Bindung, Komplement-Aktivierung, T- und B-
Zell-vermittelte Reaktionen besonders bei Tubulus- und Endothelzellen zu gravierenden
Veridnderungen in transplantierten Nieren. [15] Der durch die Transplantation entstan-
dene Ischimie-Reperfusions-Schaden fiihrt primér zur Aktivierung von Toll-Like-
Rezeptoren des natiirlichen Immunsystems und zur Zytokinausschiittung. [19] Diese
bedingen eine Chemokinausschiittung der Tubuluszellen, die wiederum neutrophile
Granulozyten und T-Lymphozyten anlocken. Die Aktivierung des Immunsystems fiihrt
unter anderem durch natiirliche Killer-Zellen-vermittelt zur Ausreifung von antigenpré-
sentierenden Dendritischen Zellen. Diese aktivieren mittels Antigenprisentation iiber
MHC II Oberflachenmolekiile und passende co-stimulatorische Faktoren, die T-Helfer-
Zellen. (Abb.1) Sind T-Helfer-Zellen erst einmal aktiviert, so fordern sie die Proliferati-
on von T-Zellen, die Produktion von Iso-Antikdrpern durch B-Zellen, die Aktivierung
von Makrophagen und die Umwandlung von naiven CD8+ T-Zellen in zytotoxische T-

Lymphozyten. [15]
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Abbildung 1 schematische Darstellung zur Pathogenese einer Transplantationsabsto-
Pung [15]
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Histologisch werden Abstoungsreaktionen nach Banff klassifiziert. [20] Die akute T-
Zell-vermittelte AbstoBungsreaktion zeigt in der Histologie Einwanderung, hauptsich-
lich bestehend aus Makrophagen, CD4+ und CD8+ T-Zellen, mononuklearer Zellen in
das Interstitium, was mit einer Entziindung von Tubuluszellen und manchmal auch von
Arterien einhergeht. [20] Endarteritis, auch Endothelialitis genannt, die sich durch In-
filtration des Subendotheliums, sowie der Intima mit diesen Zellen auszeichnet, ist pa-
thognonomisch fiir eine Zell-vermittelte AbstoBungsreaktion. [20] Die genaue Pathoge-
nese dieses Vorgangs ist allerdings noch weitgehend unbekannt, wobei mehrere Theo-
rien existieren, die besonders die T-Zell-vermittelte Zytotoxizitit an Nierenparenchym-
zellen sowie lokale Zytokinfreisetzung fiir die verantwortlichen Faktoren halten. Bei der
T-Zell-vermittelten Zytotoxizitit werden Zielzellen von CD8+ zytotoxischen T-Zellen
iiber MHC I vermittelt erkannt und mittels Perforin und Granzym B lysiert oder durch
den Fas/FasL zytolytischen Signalweg zerstort. [21] Zytokine wiederum konnen entwe-
der direkt die Tubuluszellen schiddigen oder indirekt, indem sie iiber verschiedene Sig-
naliibertragungswege Effekte am Endothel und bei der Gefd3versorgung der Tubulus-
zellen bewirken. Eine selektive Expression von mRNA konnte in Nierenbiopsien und
Urinproben bei Patienten mit akuter AbstoBungsreaktion fiir zytolytische T-Zell-
assoziierte Molekiile und verschiedene Zytokine wie Interferon y (IFN y) Tumor Nekro-
se Faktor (TNF) a und B nachgewiesen werden, was die oben genannten Theorien be-
ziiglich der akuten T-Zell-vermittelten Abstofungsreaktion unterstiitzt.[15, 21] Welche
Rolle die regulatorischen T-Zellen bei der akuten T-Zell-vermittelten AbstoBungsreak-

tion spielen wird zurzeit noch kontrovers diskutiert.[19]

2.3.2 Akute Antikorper-vermittelte AbstoBungsreaktion
Die akute Antikorper-vermittelte AbstoBungsreaktion (AVAR) die fiir ungefidhr 25%

der akuten AbstoBungsepisoden verantwortlich ist, wird inzwischen als eigensténdige
klinisch pathologische Ursache anerkannt. Sie kann in Kombination mit oder ohne be-
gleitende T-Zell-vermittelter AbstoBung auftreten.[19] Die meisten Antikérper sind
dabei gegen HLA-Antigene des Spenders gerichtet, aber es werden auch Antikorper-
Reaktionen gegen Antigene beschrieben, die von Spender-Endothelzellen exprimiert
werden. Risikofaktoren fiir das vermehrte Auftreten einer AVAR sind zu geringe Blut-
konzentrationen der Immunsuppressiva, z.B. durch Non-Compliance des Patienten, so-
wie eine Friihsensibilisierung. [19] So wandern sofort nach Transplantation sowohl
Dendritische Zellen des Spenders in regionidre Lymphknoten des Empfiangers als auch
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Dendritische Zellen des Empfingers in das frisch transplantierte Organ des Spenders
ein. [22] Diese prisentieren dann den T-Helfer-Zellen des Empfingers Antigene iiber
MHC II und tragen so zu erhohten AbstoBungsraten bei. Klinisch ldsst sich allerdings
die AVAR nicht von einer T-Zell-vermittelten AbstoBungsreaktion unterscheiden, was
eine Nierenbiopsie zur Ursachenabkldrung notig macht. Histologisch zeigt sich bei
AVAR typischerweise eine Akkumulation von Monozyten und neutrophilen Granulozy-
ten in peritubuldren und glomeruldren Kapillaren. [22] Die peritubuldren Kapillaren
sind oft erweitert und die Endothelzellen zeigen Ablosung der Baslamembran, Lyse und
Apoptose. [23] Eine Tubulitis oder Endarteritis findet sich im Gegensatz zur T-Zell-
vermittelten Abstoung nur sehr selten. Da Antikorper selbst nur sehr unzuverlédssig im
menschlichen Korper nachzuweisen sind wird heutzutage die von Feucht entdeckte C4d
Farbung zum Nachweis einer AVAR verwendet. C4d korreliert sehr stark mit dem his-
tologischen Erscheinungsbild von Neutrophilie, fibrindser Nekrose und spezifisch ge-
gen den Spender gerichteten Antikorpern. [24] C4d ist ein inaktives Spaltprodukt des
Komplementsystems, das bei heutigem Kenntnisstand keine relevante Funktion inne hat
aber nach Freisetzung von Immunglobulin und C1 fiir mehrere Tage am Gewebe ge-
bunden bleibt. Weiterhin lagert es sich in peritubuldren Kapillaren ab und lésst sich mit-
tels Immunfluoreszenz nachweisen. Sind bei Patienten C4d Ablagerungen nachzuwei-
sen, so sind simultan bei 88-95% dieser Patienten auch Antikorper gegen HLA der
Klassen I oder II zu finden. AVAR kann aber auch ohne nachweisbar zirkulierende An-
tikorper auftreten, was wahrscheinlich darin begriindet liegt, dass sie vom Transplantat
absorbiert werden.[19] AVAR sind stark mit der Fihigkeit von Antikdrpern assoziiert
eine Komplementaktivierung auszulosen. So zeigt sich, dass Antikorper wie die HLA
Klasse I, die zu einer Aktivierung von Komplement fiihren, schwere humoral bedingte
AbstoBungsreaktionen auslosen konnen, wohingegen Antikorper, die keine Komple-
mentaktivierung nach sich ziehen die gleiche Wahrscheinlichkeit fiir eine AVAR auf-
weisen wie sie bei Patienten ohne nachgewiesene Antikorper zu finden ist. [25] [19] Die
direkten Folgen der Komplementaktivierung sind Anlockung von Makrophagen und
neutrophiler Granulozyten durch Chemokine, Auslosung von Vasokonstriktion mittels
PGE2, Odembildung durch von Mastzellen produziertes Histamin, Hochregulation di-
verser Oberflichenmolekiile von Endothelzellen, Produktion von verschiedenen Zyto-
kinen und Chemokinen, sowie direkte Lyse der durch den Antikdrper markierten En-

dothelzelle mittels eines Membranangriffkomplexes. [19] Antikorper konnen aber nicht
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nur durch Komplementaktivierung markierte Zellen lysieren, sondern auch iiber einen
komplementunabhingigen Weg; die Antikorper-abhingige zelluldre Zytotoxizitit. Da-
bei binden natiirliche Killerzellen und Makrophagen an der Fc-Region des Antikorpers
und lysieren anschlieBend die Antikorper-markierte Zelle. [19] In allen Antikorper-
vermittelten AbstoBungsreaktionen kommt es simultan auch zu mikrovaskulidren
Thrombosen. Tritt eine Verletzung des Endothels ein, so setzt dieses von Willebrand-
Faktor frei und ermoglicht so den Thrombozyten die Bindung an freiliegendes Kollagen
und es kommt zur Thrombozytenaggregation, was sich wiederum negativ auf das

Transplantatiiberleben auswirkt. [26]

2.3.3 Chronische AbstoBungsreaktion
Die chronische AbstoBungsreaktion ist sowohl durch zelluldre als auch durch humorale

Mechanismen zu erklidren. Chronische Verdnderungen finden sich in den Glomeruli,
den Gefillen, den Tubuli und dem Interstitium. Histologisch lédsst sich die chronische
AbstoBungsreaktion in Glomerulopathie, peritubuldre Kapillarschiddigungen, Arteriopa-
thie, so wie weniger spezifisch in interstitielle Fibrose und Tubulusathrophie untertei-
len. [15] Konnen bei einem Patienten C4d Ablagerungen in peritubuldren Kapillaren
und Spender spezifische zirkulierende Antikorper nachgewiesen werden, so ist dies bei
simultanem Vorkommen eines der oben genannten Schiden beweisend fiir das Vorlie-
gen einer chronischen Antikorper-vermittelten Abstoungsreaktion und verschlechtert
die Prognose des Patienten deutlich. [19] Die durch Spender-spezifische Antikorper-
vermittelte AbstoBungsreaktion zeigt histologisch eine Duplikation und Vielschichtung
der Basalmembran der Glomeruli, sowie der peritubuldren Kapillaren. Die Transplantat-
Arteriopathie zeigt sich in der Histologie durch Vielschichtung und Verdickung der
Intima ohne Duplikation der Elastika, was eher als Folge von arterieller Hypertonie auf-
tritt. Weiterhin stellen interstitielle Fibrose und Tubulusathrophie, welche durch Anti-
korper-vermittelte Schidigung, Toxizitdt von Calcineurin-Inhibitoren, sowie T-Zell-
vermittelter AbstoBung entstehen, ein wichtiges Merkmal einer chronischen Abstofung
dar. Auf die Entstehung einer Fibrose durch den Ubergang von epithelialen Tubuluszel-

len in mesenchymale Zellen wird weiter unten noch genauer eingegangen. [27] [19]

Das zukiinftige Ziel fiir Transplantationen wird es daher sein, ein Langzeitiiberleben des

Transplantats mit sehr niedriger oder gar ohne Immunsuppression zu erreichen, da die
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meisten Schiden durch das Immunsystem oder die immunsuppressionsbedingten Ne-

benwirkungen hervorgerufen werden.[19]

2.4 Pathomechanismus des Ischimie-Reperfusionsschadens

Obwohl die Masse der Nieren nur 2% des Korpergewichtes ausmacht, so erhalten die
Nieren doch ungefihr 25% des Herzzeitvolumens. Dies zeigt deutlich, dass fiir die ge-
naue Regulation des Fliissigkeitshaushaltes, sowie die exakte Einstellung der Elektroly-
te im Korper eine sehr hohe Filtration in den Glomeruli der Niere notwendig ist. Wei-
terhin ermoglicht ein renaler Autoregulationsmechanismus eine konstante glomerulédre
Filtrationsrate (GFR) auch bei groflen arteriellen Blutdruckschwankungen. Dieser Auto-
regulationsmechanismus kann zwischen 80 und 180mmhg aufrechterhalten werden. [8]
Unter physiologischen Bedingungen erhilt der Kortex der Niere, in dem der GrofBteil
der Glomeruli gelegen ist, den groflten Anteil des in die Niere stromenden Blutes. Der
medullidre Teil der Niere hin-
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ximalen Tubulus der Niere einen sehr sauerstoffverbrauchenden Prozess darstellt, muss
sich die Niere bei Mangeldurchblutung vor Hypoxie schiitzen. Dies geschieht durch
eine Reduktion der GFR, da auf diese Weise der Sauerstoffverbrauch verringert und so
ein Sauerstoffgleichgewicht wieder hergestellt werden kann. Dieser protektive Effekt

fiihrt allerdings zur Bildung von Sauerstoffradikalen, welche wiederum zu einer
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schlechteren Durchblutung in der Medulla und einem erhohten tubuldren Transport in
der aufsteigenden Henle-Schleife fiihren. Dies verdeutlicht, dass dieser primér protekti-
ve Effekt in der Reperfusionsphase weitere Schiden erzeugt, da bei Reperfusion auf
Grund einer erhohten tubuldren Transportrate der Sauerstoffverbrauch drastisch ansteigt
und somit das Sauerstoffgleichgewicht sich weiter in Richtung eines Sauerstoffmangels
verschiebt.[29] Die primir durch die Ischidmie verursachten Schiden l6sen zahlreiche

Folgereaktionen aus, aus welchen mikrovaskuldren Verdnderungen resultieren.
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tritt in das Interstitium. Das so entstandene interstitielle Odem fiihrt zu erhohtem intra-
zelluldarem Druck, sowie einer daraus folgenden Obstruktion der Tubuli. [2] Die der
Ischimie folgende Immunantwort fiihrt zu vermehrter Interaktion zwischen Leukozyten
und Endothelzellen, sowie zu einer erhohten Expression von intercellular adhesion
molecules (ICAM), wie ICAM 1, P-und E-Selektin, was die Einwanderung von weite-
ren Leukozyten in das ischdmische Areal begiinstigt. Dadurch wiederum verstirkt sich
die inflammatorische Immunantwort und fiihrt zu einer Verschlechterung der Durchblu-
tung im Endstromgebiet, was unter anderem durch einen Aufstau an roten Blutkorper-
chen noch verstiarkt wird. Der aufsteigende Teil der Henle-Schleife ist hiervon am
stiarksten betroffen. Die Kombination all dieser Effekte fiihrt zu einer Vergroerung des
urspriinglichen Ischdmieareals, da dieses schlechter mit Sauerstoff versorgt und der Ab-

transport toxischer Stoffe erschwert wird. Als Folge davon entstehen weitere tubulire

Schiden, sowohl die GFR, als auch die Nierenfunktion verschlechtern sich. [29]
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Fiir die Entstehung einer chronischen Nierenschidigung nach vorangegangenem akutem
Nierenversagen existieren derzeit mehrere Hypothesen. Eine interessante Entdeckung
machten Fine et al. in Nierenbiopsien von Patienten mit chronischem Nierenversagen.
Er stellte fest, dass deutlich weniger Kapillaren im peritubulidren Bereich zu finden wa-
ren als bei gesunden Vergleichspersonen und stellte darauthin eine Hypothese zur chro-
nischen Hypoxie auf. Seine Hypothese besagt, dass ein primérer glomeruldrer Schaden
eine Verminderung des postglomeruldren Blutflusses zur Folge habe, was darauthin
eine Verminderung der Kapillardichte im peritubuldren Bereich nach sich ziehe.
Dadurch entstehe ein hypoxisches Mileu, welches fibrotische Umbauprozesse begiinsti-

ge und wiederum benachbarte Kapillare negativ beeinflusst[30]

Ein weiterer Grund fiir die Entstehung einer chronischen Nierenschidigung ist die Um-
wandlung von epithelialen in mesenchymale Zellen nach primérer Nierenschiddigung.
Eine inflammatorische Immunantwort nach Nierenschidigung setzt profibrotische Zy-
tokine, wie z.B. transforming growth factor 1 (TGF-1) frei, welche eine Umwandlung
von renalen epithelialen und endothelialen Zellen zu Myofibroblasten bewirken. [31]
Dies fiihrt zu einer vermehrten Bildung von Myofibroblasten und Fibroblasten im Nie-
renparenchym, welche durch Atrophie und tubuluinterstitielle Fibrosen zusitzliche
Schidigungen verursachen. [32] Weiterhin fordert Hypoxie die Fibrosierung nicht nur
durch Bildung von Fibroblasten, sondern ebenso durch Verlangsamung des Abbaus
fibrotischen Materials mittels Metalloproteinasen, wie z.B. Metalloproteinase-I. So
zeigt sich bei Hypoxie sowohl eine erniedrigte Aktivitit, als auch eine verminderte Ex-

pression verschiedener Metalloproteinasen. [33]

18



2.5 Mesenchymale Stammzellen

Stammzellen sind durch ihre Fihigkeit definiert, iiber einen ldngeren Zeitraum undiffe-
renziert zu bleiben ohne die Fihigkeit zu verlieren, sich weiter differenzieren sowie sich
unlimitiert selbst erneuern zu konnen. [34, 35] Dabei wird unterschieden, ob sich die
Stammzelle entlang eines Keimblattes, also unipotent in meso-, endo- oder ektoderm
entwickeln kann, oder ob sie sich entlang zweier Keimblitter, also multipotent auszudif-
ferenzieren vermag. Sofern eine Stammzelle sich entlang aller drei Keimblitter weiter
differenzieren kann, spricht man von einer pluripotenten Stammzelle.[34] Wihrend sich
pluripotente embryonale Stammzellen nur im frithen Embryo finden, enthalten die meis-
ten Organe nach Geburt spezifische Stammzellen, die zur Erhaltung und Regeneration
des betroffenen Organs beitragen. Diese Stammzellen sind allerdings schon weiter dif-
ferenziert und konnen sich nur noch in bestimmte Zelllinien ausdifferenzieren. Beispiele
hierfiir sind die epithelialen Stammzellen der Epidermis und der intestinalen Krypten,
neuronale Stammzellen im zentralen Nervensystem sowie Satellitenzellen im Muskel-

gewebe. [36]

Im adulten Knochenmark des Menschen lassen sich zwei Arten von Stammzellen fin-
den. Zum einen die hamatopoetischen Stammzellen, die den Ursprung fiir die Erythro-
poese bilden sowie den ersten gemeinsamen Schritt fiir die Bildung von Thrombozyten,
B-und T-Lymphozyten, Granulozyten und der Natiirlichen-Killer-Zellen darstellen.
Zum anderen die mesenchymalen Stammzellen (MSC), die erstmals vor ungefédhr vier-
zig Jahren durch Friedenstein et al. als adhdherente Zellen mit fribroblastendhnlichem
Erscheinungsbild und der Fahigkeit sich in Osteozyten, Chondrozyten, Adipozyten,
Tendozyten und Myozyten differenzieren zu konnen, beschrieben wurden. [34] Um eine
einheitliche Zuordnung zu den MSC gewidhrleisten zu konnen legte die International
Society of Cryotherapy drei Kriterien fest. So miissen in Kultur genommene MSC die
Fahigkeit aufweisen in einer aus Plastik bestehenden Kulturflasche Adhirenz auszubil-
den. Weiterhin miissen die Cluster of Differentiation (CD), CD105, CD73 und CD90 in
iiber 95% der Zellen exprimiert werden, bei gleichzeitiger Abwesenheit von: CD34,
CD45, CD14 oder CD11B, CD79A oder CD19. Weiterhin muss das Human Leukocyte
Antigen-DR (HLA-DR) in iiber 95% der Zellen zu finden sein. Dariiber hinaus miissen
MSC noch die Eigenschaft aufweisen, mindestens in Chondrozyten, Osteozyten und

Adipozyten differenzieren zu kdnnen. [34]
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Der grofite Anteil mesenchymaler Stammzellen im menschlichen Korper findet sich im
Knochenmark [37], wobei MSC auch dort nur 0,001%-0,01% der kernhaltigen Zellen
ausmachen. [34] Kleinere Mengen an MSC sind im menschlichen Korper an vielen wei-
teren Stellen anzutreffen, sodass MSC bislang aus fast jedem Gewebetyp, wie z.B. Ge-
hirn, Leber, Knochenmark, Fett, Skelettmuskel, Fruchtwasser, Haarfollikeln und Periost
isoliert und kultiviert werden konnten. [34] Der Begriff mesenchymale Stammzelle ist
allerdings irrefithrend, da neue Erkenntnisse gezeigt haben, dass MSC sich nicht nur
mesodermal, also in Chondrozyten, Osteoblasten und Adipozyten ausdifferenzieren
konnen, sondern auch sowohl endodermal, in Hepatozyten-dhnliche Zellen, als auch
ektodermal in Neuroglia und Neuronen.[35] In der Folge miisste man die MSC auf-
grund ihrer Eigenschaft sich entlang aller drei Keimblitter auszudifferenzieren zu kon-
nen den pluripoteneten Stammzellen zurechnen. Allerdings handelt es sich bei den
MSC, zumindest ex vivo, um keine echten Stammzellen, da sie im Gegensatz zu den
hidmatopoetischen Stammzellen keine Telomeraseaktivitit aufweisen. Daher kommt es
durch wiederholte Reproduktion zu einer Telomerverkiirzung, was das Teilungsvermo-
gen der MSC einschrinkt.[35] Auf Rezeptor Ebene weisen MSC Besonderheiten auf,
die sie fiir den therapeutischen Einsatz interessant machen. So konnte gezeigt werden,
dass auf der Oberfliche von MSC zwar MHC I exprimiert wird aber weder MHCII
noch die Co-Stimulierenden Faktoren CD40, CD80, CD86 nachzuweisen sind, was eine
allogene Transplantation ohne nachfolgende Immunsuppression moglich macht. [34,
38] Fiir den klinischen Einsatz sind MSCs auch deswegen interessant, weil sie leicht aus
dem Knochenmark zu gewinnen sind und sich ex vivo sehr einfach und schnell ohne
einen nennenswerten Wirksamkeitsverlust zu klinisch relevanten Mengen expandieren
lassen. Durch das Fehlen von MHC II Molekiilen auf der Oberfliche von MSC ist es
ihnen nicht moglich, Antigene direkt zu reprisentieren; sie sind daher fiir das Immun-
system des potentiellen Empfingers praktisch unsichtbar. [38] Eine zentrale Rolle neh-
men MSC durch ihre immunmodulatorische Fihigkeit im Korper ein. So werden bei
MSC sowohl immunverstdarkende als auch immunsupprimierende Effekte im menschli-
chen Korper beobachtet. Bei Vorliegen einer Entziindung im Korper gelangen MSCs
gezielt iiber einen Chemokingradienten, welcher iiber chemokine stromal cell-derived
factor-1 (SDF-1) vermittelt wird, zum inflammatorischen Areal. [39] Dort angekommen
unterstiitzen MSC als Antigen-Prisentierende-Zellen mittels eines autokrinen vy-

Interferon abhingigen Signalwegs das Immunsystem und verstidrken so die Immunreak-
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tion. Wird allerdings ein bestimmter Spiegel an y-Interferon iiberschritten, so inhibieren
MSC direkt die Antigenprisentation und fordern die Immunsuppression. Dies geschieht
deshalb, weil hohe Spiegel an y-Interferon bei MSCs zu einer Hochregulation eines
Oberflachenmolekiils B7-H1 fiihren, das iiber Zell-Zell Kontakte immunsupprimierende
Wirkung entfaltet.[34] Auf diesem Wege konnen Schiden, die durch eine reaktiv ausge-
Ioste iliberschwingliche Entziindungsreaktion hervorgerufen werden verhindert oder
zumindest vermindert werden. [34] Weiterhin sezernieren MSC eine Reihe von bioakti-
ven Faktoren. [40] Wachstumsfaktoren, wie z.B. vascular endothelial growth factor
(VEGF), hepatic growth factor, insulin-like growth factor-1 (IGF-1) und antiapoptoti-
sche Zytokine, die im geschidigten Gebiet freigesetzt werden fordern die Neoangioge-
nese, sowie die Gewebswiederherstellung.[37] Andere l6sliche Faktoren fithren zum
Arrest von B-Lymphozyten in der GO/G1 Phase, verhindern die Ausdifferenzierung und
beeintrichtigen die Wanderung von B-Lymphozyten. Die Funktion von Monozyten
wird kontaktunabhingig iiber IL1-B moduliert, was wiederum bei den MSC zu einer
vermehrten Expression von TGF-B1 fiihrt. Das sezernierte TGF-B1 fiihrt zu einer Hem-
mung alloreaktiver T-Lymphozyten und einer verminderten Expression von aktivieren-
den Oberfldchenmolekiilen, wie CD 25, CD38, CD69. Auflerdem werden auch Natiirli-
che-Killer-Zellen, dendritische Zellen und T-Lymphozyten immunmodulierend beein-
flusst.[34]

Auf Grund der zuvor genannten Eigenschaften der MSCs, sich in eine Vielzahl von Zel-
len weiter zu differenzieren, an den Ort der Entziindung oder Schidigung zu wandern
und dort zum einen die ortsansédssigen Progenitorzellen zur Prolieferation anzuregen
und die Wiederherstellung geschiadigten Gewebes mit Hilfe von Zytokinen positiv zu
beeinflussen[41], bieten sich MSCs sehr gut fiir eine Zelltherapie an. Diese wurde be-
reits erfolgreich am Menschen und im Tierversuch bei verschiedenen Grunderkrankun-
gen angewandt. So zeigten sich erhebliche anti-entziindliche und regenerative Effekte
bei Patienten mit Schlaganfall, Herzinfarkt, Riickenmarksverletztung, Meniskusdegene-
rationen, Binderentziindungen und akutem Nierenversagen.[40] Da es allerdings noch
grofBe Schwankungen in der Wirksamkeit der MSC-Zelltherapie gibt, muss noch genau-
er untersucht werden, wie sich MSC in vivo nach Injektion im menschlichen Korper

verhalten. [40]
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Der Grund fiir Transplantatversagen nach Nierentransplantation ist ein komplexes Zu-
sammenspiel aus erlittenem Ischdmie-Reperfusionsschaden, akuter und chronischer
AbstoBungsreaktion und Komorbiditiaten des Patienten. In dieser Arbeit soll nun im
Mausmodell untersucht werden, ob sich gerade Langzeitschiden nach Ischédmie-
Reperfusion durch eine Therapie mit hMSC oder durch Kombination von hMSC mit

einer Druckentlastungstherapie der Nierenkapsel verhindern lassen.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Zellen und Medien
Immortalisierte Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) wurden von Prof. Schie-

ker, Chirurgische Klinik Innenstadt, Ludwigs-Maximilians-Universitdt freundlicher-
weise zur Verfiigung gestellt, kultiviert und bei -80°C konserviert. Die hier verwendeten
hMSCs entstammten aus der 110ten Passage.[42] Das Grundmedium RPMI (Firma Lonza,

Valais, Schweiz) wurde mit 10% FCS (Lonza) versetzt.

3.1.2 Zellkulturbedingungen
Die Kultivierung der hMSC erfolgte im Inkubator (Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland) bei

37° C und 5% CO2-Athmosphire. Zur Kultivierung wurden hMSCs in einer Konzentra-
tion von 6 x 103 Zellen/cm? in einer T75 biocoat Flasche (type 1 rat tail collagen der Firma
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) mit 14ml Ndahrmedium angesetzt. Der Me-
dienwechsel erfolgte regelméfig alle 2-3 Tage. Bei Erreichen einer Zellkonfluenz von
90% erfolgte die Passagierung der Zellen. Hierbei wurde das alte Ndhrmedium entfernt,
die adhidrenten Zellen mit PBS (Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland) gewaschen. Anschlie-
Bend wurden die Zellen mittels einer Trypsin/EDTA Losung abgelost und auf weitere
T75 biocoat Flaschen gesplittet und weiter kultiviert. Alle Arbeiten mit den hMSCs
fanden unter kontinuierlichem Luftabzug und sterilen Bedingungen in einer Sterilbank

statt. (Herasafe von Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

3.1.3 Passageprotokoll hMSC
Im Folgenden werden die einzelnen Arbeitsschritte des Passagenprotokolls hMSC auf-

gelistet:

1. Néhrmedium und PBS bei Raumtemperatur warm werden lassen

2. Nihrmedium aus Kulturflasche entfernen und adhirente Zellen mit 15ml
PBS waschen

3. Zellen mit Sml Trypsin/EDTA Losung inkubieren und Kulturflasche fiir drei
Minuten in den Brutschrank geben

4. Lichtmikroskopische Kontrolle, ob alle Zellen abgelost wurden
5. Zugabe von mind. Sml Ndhrmedium, um die Trypsinlosung zu neutralisieren

6. Zellsuspension mittels Akku-Pipettierhilfe (Heathrow Scintific LLC, Illinois, USA)
in ein 50ml Falcon (BD Biosciences, Bedford, USA) tiberfithren und bei 7200rpm
fiir 7min zentrifugieren ( Multifuge 3SR, Heraeus, UK)
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7. Uberstand abgieBen und Zellpellet mit 10ml Nihrmedium resuspendieren

8. 20ul der Zellsuspension in ein 0,5ml Eppendorfer fiir die Zellzdhlung pipet-
tieren

9. Zellsuspension erneut bei 7200rpm fiir 7 min zentrifugieren

10. Zellpellet mit Ndhrmedium (ml-Anzahl je nach Splitting/Zellzahl) resuspen-
dieren und in T75 biocoat Flaschen pipettieren.

3.1.4 Aufbau der Neubauerzihlkammer
Der optisch plane Boden der Zdhlkammer ist 1 mm 02mm 0,05 mm 0.25 mm

" NI oy n o -

mit einem rechtwinkligen Zihlnetz versehen,

das aus mehreren Linien mit definierten Ab-

stinden besteht. Durch Aufbringen eines op-

tisch plan geschliffenen Deckglases wird tiber

der Bodenfliche ein Raum abgegrenzt, in dem =

die Zellen mikroskopisch ausgezihlt werden

koOnnen.

—r— v v pem—

Die Neubauer Zihlkammer hat in der Mitte ein - R (DR AeB

Kreuz aus engen Linien. Die vier Eckfelder Abbildung 4Schematische Darstellung einer
. o . Neubauer Zdhlkammer

(Gruppenquadrate) sind in je 16 Einzelquadra-

te unterteilt. Das Zahlnetz setzt sich aus neun 1x1 mm messenden groen Quadraten

zusammen. Von diesen Quadraten enthilt das zentrale Quadrat 25 mittlere Quadrate von

0,2 x 0,2mm Seitenldnge, welche wiederum in 16 kleine Quadrate aufgeteilt sind, die

aber in erster Linie nur der Erythrozytenzidhlung dienen. Die markierten grofen 4

Eckquadrate dienen der Leukozyten- oder Zellzdhlung.

Wihrend vitale Zellen in der Lage sind, Trypanblau auszuschlieBen und im mikroskopi-
schen Bild hell erscheinen, nehmen tote Zellen aufgrund der Membrandurchlédssigkeit
den Farbstoff auf und zeigen sich tiefblau gefidrbt. Nicht vitale Zellen wurden von der

Zihlung ausgeschlossen.

3.1.5 Zellzihlung mittels Neubauerzihlkammer
Von der zu zdhlenden homogenen Zellsuspension wurden 20ul in ein 0,5ml Eppendorf

Tube fiir die Zellzdhlung pipettiert und anschlieBend 1:1 mit Trypanblau gemischt. Um
die Neubauerzidhlkammer fiir ihre Nutzung vorzubereiten, mussten die zum Befestigen

des Deckglases vorgesehenen, plan geschliffenen Glasflichen der Kammer leicht ange-
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haucht und das geschliffene Deckglas moglichst parallel von der Seite her aufgeschoben
werden, sodass auf beiden seitlichen Flaichen NEWTON’sche Ringe sichtbar wurden.
Dadurch wurde gewihrleistet, dass sich das Deckglas in reproduzierbarem Abstand vom
Boden der Kammer befand. Ein kleines Volumen (ca.10ul) wurde mit einer Pipette auf
die Zdhlkammer am Rand zwischen Deckglas und Kammer gegeben, welches dann iiber
Kapillarwirkung in die Zdhlkammer gesaugt wurde. Zellen wurden von links nach
rechts, Reihe fiir Reihe, ausgezihlt. Dabei war darauf zu achten, dass nur Zellen, welche
auf der unteren und linken Grenzlinie lagen bzw. diese noch beriihrten mitgezéahlt wur-
den, wohingegen Zellen auf der oberen oder rechten Grenzlinie nicht mitzuzdhlen wa-

ren.

3.1.6 Berechnung der Zellkonzentration
Die Zellkonzentration ergibt sich aus der Multiplikation von Zellzahl, Verdiinnungsfak-

tor und Kammerfaktor, der sich aus dem Abstand von 0,Imm (Kammertiefe) und dem
Volumen zwischen Zihlnetz und Deckglas berechnet. Das Volumen, das somit iiber den

Quadraten des Zihlnetzes liegt, entspricht bei einem groen Eckquadrat 0,1ul.

3.2 Histologie

3.2.1 Herstellung von Paraffinschnitten
Die nach Versuchsende histologisch zu untersuchenden Nieren wurden in Einbettkasset-

ten von Rotilabo (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) eingebettet und iiber Nacht in 4%/10%iger
Formaldehydlosung fixiert. Am néchsten Tag erfolgte eine einstiindige Wisserung der
Proben unter flieBendem Leitungswasser. Zur Paraffinierung des Gewebes unterliefen
die Proben in einem Einbettautomaten (Leica TP 1020, Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland)
bei konstanten 60°C aufsteigende Alkoholreihen von dreimal 70%, zweimal 96%, drei-

mal 100%igem Ethanol, sowie zweimalig Xylol und Paraffin.

Das paraffinierte Gewebe wurde direkt vom Einbettautomat in das 60°C vortemperierte
Paraffinbecken der ParaffinausgieBstation (Tissue-Tek TEC, Satura, Torrance, USA) iiberfiihrt.
Dort erfolgte die Einbettung der paraffinierten Nieren in Paraffinblocke. Die so entstan-
denen Paraffinblocke wurden mittels eines Schlittenmikrotoms (Microm HM400, Mikrom
International GmbH, Walldorf, Deutschland) in drei pum dicke Schnitte geschnitten und auf
einen Objekttrager iiberfiihrt. Diese wurden iiber Nacht in einem 37°C temperierten

Wirmeschrank getrocknet.

25



3.2.2 Himatoxylin-Eosin-Firbung
Zur histologischen Auswertung erfolgte die Farbung der Paraffinschnitte mittels Hima-

toxylin/Eosin nach folgendem Firbeprotokoll:

1. Deparaffinierung und Rehvdrierung der Gewebeschnitte

1. 2 x15min Xylol

2. 2 X 5min Abs. Ethanol
3. 2 x 5min 96% Ethanol
4. 2 x 5min 70% Ethanol
5. 1 x 5Smin Aqua dest.

2. Progressive Firbung
1. Kurz in Leitungswasser spiilen
2. Hémalaun: 4min
3. In Leitungswasser kurz schwenken
4. In neue Kiivette mit Leitungswasser stellen und mind. 10min unter laufen-
dem Leitungswasser blduen

3. Regressive Firbung
1. Kurz in Aqua dest spiilen
2. Eosin: 4min

4. Dehvydrierung

1. 80% Ethanol sehr kurz spiilen
2. 96% Ethanol sehr kurz spiilen
3. 100% Ethanol  kurz spiilen

4. Xylol 2 X Smin

5. Eindeckeln
1. Noch feuchte Schnitte mit Eukitt bedecken und mit geeignetem Deckglis-
chen blasenfrei abdecken
2. Bei Raumtemperatur eine Stunde trocknen lassen
3. Lagerung bei Raumtemperatur unbegrenzt
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3.3 In Vivo Experimente
3.3.1 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau des Renalen-Ischdmie-Reperfusions-Modells setzt sich folgender-

mafen zusammen (Abb. 5):

® An drei Terminen 99mTc-MAG3-Nieren-Szintigraphie in Kooperation mit der

Nuklearmedizin Grohadern, Miinchen bestehend aus
- einem Baselinescan 4 Tage pridoperativ,
- einem Scan an Tag 2 postoperativ
- einem Scan an Tag 18 postoperativ
e Renale-Ischimie-Reperfusions-Operation an Tag 0
e Therapeutische Intervention 24 Stunden postoperativ

e Renale-Perfusions-Messung, Gewebeexplantation fiir Histologie an Tag 21

postoperativ

Es wurden folgende Gruppen gebildet:

10 Balb/c Nunu Miuse mit 45-miniitiger unilateraler Ischimie rechts

10 Balb/c Nunu Miuse mit 45-miniitiger unilateraler Ischimie rechts und

1.v. Applikation von 1x10° hMSC 24 h postoperativ

- 10 Balb/c Nunu Miuse mit 45-miniitiger unilateraler Ischdmie rechts, intra-

operative Dekompressionstherapie und i.v. Applikation von 1x10° hMSC

24h postoperativ

- 10 Balb/c Nunu Miuse mit 45-miniitiger unilateraler Ischimie rechts und

intraoperativer Dekompressionstherapie
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Abbildung 5 schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

3.3.2 Verwendete Tiere
Fiir diese Versuche wurden Maduse vom Typ Balb/c nunu verwendet, Charles-River-

Laboratories (Sulzfeld, Deutschland). Bei Balb/c nu/nu Méusen handelt es sich um gene-
tisch verdnderte Méuse (Foxnl-Gen) ohne Thymus, die keine funktionsfihigen T-Zellen
bilden kénnen und daher immuninkompetent sind. Dies ermoglicht die xenogene Appli-
kation von hMSC, ohne dass es zu einer AbstoBungsreaktion der humanen Zellen
kommt. Die Miuse wogen zwischen 19-23g, waren zwischen 8 und 10 Wochen alt, be-
kamen Standard-Trockenfutter und erhielten freien Zugang zu Wasser. Wihrend des
Versuches standen alle Tiere unter tierpflegerischer und tierirztlicher Uberwachung.
Alle Tierversuche wurden geméll den aktuellen Leitlinien und nach Bewilligung durch
die bayrische Landesregierung Oberbayern durchgefiihrt (Tierversuchsantréiige: TV 148-
10, TV 92-05).
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3.3.3 Narkose

Die Narkose erfolgte mit einer Kombination aus Medetomidin, Midazolam und

Fentanyl (MMF). Zur Antagonisierung wurde Atipamezol, Flumazenil und Naloxon

(AFN) verwendet. Fiir die Narkose wurden der Maus 50ul MMEF intraperitoneal inji-

ziert. Zur Antagonisierung nach der OP bzw. Untersuchung wurden 180ul AFN sub-

kutan appliziert. Die verwendeten Konzentrationen sind in der folgenden Tabelle darge-

stellt:

Soll (mg/kg) KG

Medika-
mente

Konzentration

Pro Maus(20g)

Pro Maus(20g)

Medetomidin
(ap-Adrenorezeptor-
Agonist)

(Pfizer, Berlin, Deutsch-

land)

0,5mg/kg

Img/ml

0,01mg

10ul

Midazolam
(Benzodiazepin)

(Ratiopharm, Ulm,

Deutschland)

Smg/kg

Smg/ml

0,1mg

20l

Fentanyl
(Opiat)
(Pfizer)

0,05mg/kg

0,05mg/ml

0,001mg

20l

Atipamezol
(0x-Adrenorezeptor-

Antagonist)
(Pfizer)

2,5mg/kg

Smg/ml

0,00Img

20l

Flumazenil
(Benzodiazepin-
Antagonist)

(Delta Select, Pfullingen,

Deutschland)

0,5mg/kg

0,1mg/ml

0,01mg

100u1

Naloxon
(Opioid-Antagonist)

(Inresa, Bartenheim,

Frankreich)

1,2mg/kg

0,4mg/ml

0,024mg

60ul

Abbildung 6 Narkosemittel und deren Dosierung
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3.3.4 Nierenfunktionsbestimmung mittels 99m-Tc-MA G3-Szintigraphie
Die Nierenfunktion wurde unter Einsatz der radioaktiven Substanz Technetium-99m-

Mercaptoacetyltriglycin (99mTc-MAG3) szintigraphisch bestimmt. Da 99mTc-MAG3
(Technescan MAG3, Covidien, Neustadt/Donau, Deutschland) aktiv iiber die Nierentubuli ausge-
schieden wird war es moglich die Ausscheidungsfunktion der Nieren seitengetrennt zu
ermitteln. (4) Technetium-99m emittiert y-Strahlen mit einer Energie von 140keV und
besitzt eine Halbwertszeit von sechs Stunden. Die Ganzkorperszintigraphie der Mause
erfolgte durch eine dreikopfige Gammakamera (Philips Prism 3000XP, Celveland, OH, USA),
unter Verwendung des dynamischen Bildprotokolls fiir 99mTc-MAG3. Jeder Detektor
war mit einem LEHR-Kollimator ausgestattet, wobei nur einer davon fiir die Ganzkor-
perszintigraphie der Miuse genutzt wurde. Hierzu wurden jeweils zwei Méuse mit einer
Injektion von 50 ul MMF intraperitoneal anisthesiert und um eine spétere Ausschei-
dung des 99mTc-MAG3 zu verbessern mit einer intraperitonealer Injektion von 200 ul
NaCl hydriert. Jeweils zwei anésthesierte Mduse wurden gleichzeitig, mit gespreizten
Extremitdten und in Bauchlage, zentral auf dem Detektor mittels Klebestreifen fixiert.
Gleichzeitig mit dem Starten des Imaging Programmes wurde jeder Maus mittels einer
Tuberkulinspritze mit aufgesetzter 30 Gauge-Kaniile (Braun, Deutschland) durch i.v. Injek-
tion, eine standardisierte Menge des 99mTc-MAG3 von ca. 3.7x10” Becquerel verab-
reicht. Pro Messung wurden 144 Frames aufgezeichnet, welche alle fiinf Sekunden und
mit vierfacher VergroBBerung aufgenommen wurden. [43] Nach Beendigung der Mes-
sung erfolgte die Antagonisierung der Narkose mittels subkutaner Applikation von
180ul AFN. Bis zum vollstindigen Erwachen verblieben die Méuse auf der Warmemat-
te. Um die Funktion der gesunden Nieren zu erfassen, erfolgte die erste Nierenszintigra-
phie vier Tage prdoperativ. Als frithestmoglicher Zeitpunkt zur szintigraphischen Erfas-
sung der akuten Nierenschiddigung wurde der zweite postoperative Tag gewéhlt, um den
Stress, dem die Tiere durch den Eingriff ausgesetzt waren, zu minimieren. Fiir die Mes-

sung der Langzeitfunktion der Nieren wurde Tag 18 gewihlt.

3.3.5 Bildanalyse
Die Bilddateien wurden mit Hermes kidney analysis software 4.1 (Hermes Medical Solution,

Stockholm, Schweden), durch standardisierte, manuelle Festlegung der ,region of interest*
(ROI) ausgewertet. Hierzu wurden ROIs des Gesamtkorpers, beider Nieren und deren

Hintergrundregion, der Leber, der Blase, sowie der Injektionsstelle festgelegt.
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Die dadurch erhobenen Daten wurden zu Mikrosoft Excel exportiert, um die Nieren-
funktion als prozentualen Anteil der Injektionsdosis (%ID) darzustellen. Die Werte der
Nierenfunktionskurven erhielt man, indem man die Hintergrund-korrigierten Nieren-
ROI-Werte durch die Hintergrund-korrigierten Injektionsstellen-ROI-Werte dividierte.
Aus den Szintigraphiedaten wurde die fractional uptake rate (FUR) als MaB fiir die

renale Clearance errechnet.

3.3.6 Murines Nierenischimie-Reperfusionsmodell
Pro Maus wurde eine Kompresse mit NaCl 0,9% befeuchtet und zusammen mit sterilen

Wattestdbchen und autoklaviertem Operations-Besteck bereitgelegt. Um eine konstante
Korpertemperatur gewéhrleisten zu konnen, wurden die Tiere wihrend der Operation
und in der postoperativen Phase auf Warmematten gelagert. Die Anisthesie der Méuse
erfolgte durch eine intraperitoneale Applikation von 50ul MMF. Nachdem der Ful3re-
flex erloschen war, wurden die Mause mit gespreizten Extremitidten und in Riickenlage
auf einer Wirmeplatte mittels vier Klebestreifen fixiert. Nach Desinfektion wurde die
Haut im unteren Drittel des Abdomens angehoben und mit einer spitzen Schere vorsich-
tig inzidiert. Die Trennung der Haut von der Bauchmuskulatur wurde durch stumpfe
Prédparation mittels einer Schere durchgefiihrt. Anschlieend erfolgte durch mediane
Schnittfithrung die Er6ffnung des Abdomens entlang der Linea Alba. Mit zwei sterilen
Wattestibchen wurde vorsichtig der Darm nach auflen auf eine angefeuchtete Kompres-
se verlagert, ohne Zug auf die Mesenterialgefi3e zu erzeugen. Der Darm wurde mit der
feuchten Kompresse eingeschlagen, um eine Austrocknung zu verhindern. Die Haut und
Muskulatur des rechten Unterbauches wurden mittels eines kleinen Plastikhakens nach
auBen verlagert, um einen guten Blick auf das Operationsfeld der rechten Nieren zu
ermoglichen. Dann erfolgte die Einstellung des Mikroskops (STEMI DV4, Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Deutschland) auf das ausgeleuchtete Operationsfeld. Mit einer spitzen geraden
und einer spitzen, gebogenen Pinzette erfolgte die Priparation des kaudal der A. und V.
renalis gelegenen Fettgewebes soweit, bis ein Einfithren der Mikroaneurysmaklemme
(Yasargil Aneurysmaclip System, Braun, Melsungen, Deutschland) iiber die A. und V. renalis
moglich war. Bei den Dekompressionsgruppen erfolgte nun eine zirkuldre Inzision der
rechten Nierenkapsel am unteren Nierenpol. Dazu wurde mit der mikrochirurgischen
Pinzette die Nierenkapsel vorsichtig angehoben und mit einer 30 Gauge-Kaniile perfo-
riert ohne das darunterliegende Nierengewebe zu beschidigen. Die Mikroaneurysmak-

lemme wurde von kaudal kommend so an der A. und V. renalis platziert, dass weder die
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Niere selbst noch die V. cava mit eingeklemmt wurden. Um sicherzugehen, dass die
Klemme richtig platziert worden war, war darauf zu achten, dass beide Spitzen der
Klemme kranial der Niere zu sehen waren. Nach dem Abklemmen war ein Abblassen
der Niere zu beobachten. AnschlieBend wurde das Darmpaket vorsichtig reponiert;
200ul NaCl 0,9% wurden in die Bauchhohle gegeben, um einen Fliissigkeitsverlust
durch die geoffnete Bauchdecke auszugleichen. Mit der angefeuchteten Kompresse
wurde nun das Abdomen abgedeckt, um wihrend der Ischdmiezeit einen weiteren Fliis-
sigkeitsverlust zu minimieren. Wahrend der Ischdmiezeit erfolgte eine regelméfige
Kontrolle der Vitalfunktionen und der Narkosetiefe. Nach der Ischidmiezeit von 45 min
wurde die Mikroaneurysmaklemme entfernt. Das Peritoneum wurde mit einem 5-0 Pro-
lene Faden (Ethicon, Livingston, Schottland) in fortlaufender Nahttechnik verschlossen. An-
schlieBend wurde die Haut mit drei bis vier Klammern (Hugo Sachs GmbH, March, Deutsch-
land) verschlossen. Die Antagonisierung der Narkose erfolgte durch subkutane Gabe von
180 ul AFN. Ein subkutanes Depot von 300 pl NaCl/Glukose (Mischverhiltnis NaCl
0,9% zu Glukose 5% betrug 1:1) diente dazu postoperativen Hypoglykdmien und Hypo-
tonien entgegenzuwirken. Die Miuse verblieben bis zum vollstindigen Erwachen auf

der Wiarmematte.

3.3.7 Intervention
24 Stunden postoperativ erfolgte eine Isoflurannarkose der Méuse. In den Kontroll-

gruppen wurden den Miausen 100 ul PBS i.v. appliziert. In den Zelltherapiegruppen
erhielten die Versuchstiere 1x10° hMSCs suspendiert in 100ul PBS i.v. Die Injektion

erfolgte mittels einer 30 Gauge Kaniile.

3.3.8 Renale- Perfusionsmessung
Die renale Perfusionsmessung sowie die Gewebegewinnung beider Nieren fiir die His-

tologie fanden nach Abklingen des radioaktiven 99mTc-MAG3 statt. Hierzu wurden die
Miuse mit 50 ul MMF narkotisiert. Nach Eroffnung des Abdomens mit zwei sterilen
Wattetupfern erfolgte die Auslagerung des Darmes, um beide Nieren freizulegen. Die
Perfusions-Messung wurde mit der LFM-2-Mikro-Sonde des CO, Laser Doppler (blood
flow analyzers O2C, Lea Medizintechnik, Giefien) durchgefiihrt. Die Gewebepenetration des
Lasers betrug 2mm. Die Sonde wurde sanft gegen den lateralen Teil, sowohl der isché-
misch geschidigten rechten Niere, als auch der gesunden linken Niere gehalten bis sich

ein konstanter Durchblutungsmesswert einstellte. Die relative Perfusion errechnete sich
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aus dem Quotienten von geschidigter zu gesunder Niere. Anschlieend erfolgte die

Entnahme beider Nieren zur weiteren histologischen Begutachtung.

3.3.9 Subkapsulire Druckmessung
Die subkapsuldre Druckmessung erfolgte in Kooperation mit der neurochirurgischen

Forschungsabteilung GroBhadern, Miinchen. Zuerst erfolgte eine Ischdmie-
Reperfusions-Operation mit sowohl 35 miniitiger, wie auch 45 miniitiger Ischimiezeit
nach dem oben beschriebenen Verfahren. AnschlieBend wurde bei jeweils fiinf Balb/c
nu/nu Miusen pro Versuchsgruppe der subkapsulédre Nierendruck nach 6, 12, 24 und 48
Stunden, sowie nach 18 Tagen ermittelt. Hierfiir wurden die Miuse mit intraperitonealer
Injektion von Ketamin (150 mg/kg) und Xylazin (15mg/kg) narkotisiert und auf dem
Riicken liegend auf einer Warmeplatte fixiert, um einen Abfall der Korpertemperatur zu
verhindern. Der abdominale Zugang erfolgte durch Eroffnung der Nihte des bei der
vorhergegangenen Operation verwendeten medialen Zugangsweges. Nach Freilegen der
rechten Niere wurde durch eine Mikroinzision die Nierenkapsel am rechten, unteren
Nierenpol leicht inzidiert, um das Einfiihren einer ICP-Sonde zu ermoglichen (Codman
ICP microsensor Johnson & Johnson Medical Limited, Berkshire, UK) Diese wurde 2mm unter der
Nierenkapsel eingefiihrt ohne umgebendes Nierengewebe zu verletzen. Darauthin er-
folgte eine kontinuierliche Druckmessung des intrakapsuldren Druckes fiir 10 Minuten.
Danach wurde die Sonde entfernt und die ischdmisch geschidigte rechte Niere fiir eine

histologische Begutachtung entnommen.

3.4 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte in Kooperation mit dem Institut fiir klinische Nuklear-
medizin der LMU Miinchen mittels SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) fiir
Windows®. Die Uberpriifung auf Normalverteilung erfolgte mit dem Kolmogorov-
Smirnov-Anpassungstest. Statistische Untersuchungen auf Signifikanz erfolgten mittels
einer Analyse der Varianz fiir Messwiederholungen (ANOVA). Die post-hoc Mehr-
fachvergleiche erfolgten nach Bonferroni, wobei p-Werte < 0,05 als statistisch signifi-

kant gewertet wurden.
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4  Ergebnisse

4.1 Subkapsulire Druckmessung

Ischdmie-Reperfusion der Niere fiihrte zu einer deutlichen Drucksteigerung innerhalb
der Nierenkapsel. Das Ausmal} der Drucksteigerung war sowohl von der Ischdmiezeit,
wie auch vom zeitlichen Abstand zum erlittenen Schaden abhéngig. Lingere Ischimie-
zeiten waren mit einer hoheren Druckentwicklung vergesellschaftet. Eine Ischdmiezeit
von 45 Minuten, fiihrte zu signifikant hoheren Druckwerten, 6 und 12 Stunden nach
Reperfusion als eine mildere Ischdmiezeit von nur 35 Minuten (p < 0,05). Verglichen
mit den subkapsuldren Druckwerten von nicht geschidigten Mausenieren (0.9+0.3
mmHg; n=5) zeigte sich bei den Nieren mit 45 miniitiger Ischdmiezeit eine 7.6-fache
Erhohung der Druckwerte 6 Stunden nach Reperfusion (7.0£1.0 mmHg; p<0.001; n=5).
Dagegen war der subkapsuldre Druck bei 35 miniitiger Ischdmiezeit nur 3,6-fach erhoht.
(3.3+0.0 mmHg; p<0.01; n=5). Wihrend bei 35 miniitiger Ischdmiezeit schon 24 h nach
Reperfusion kein signifikanter Unterschied zu der Kontrollgruppe nachzuweisen war
(2.240.5 mmHg; n.s. vs. Kontrollgruppe; n=4), zeigten sich nach 45 miniitiger Ischa-
miezeit auch 24 Stunden nach Reperfusion weiterhin unphysiologisch erhohte Druck-
werte. Nach 48 Stunden Reperfusion wies auch die Versuchsgruppe mit 45 miniitiger
Ischimiezeit eine Abnahme der Druckwerte auf, welche allerdings bei der Messung 18

Tage nach Reperfusion erneut signifikant anstieg (4.7+1.5 mmHg; P<0.05; n=5).[43]
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Abbildung 7 Subkapsuldrer Druck nach Ischdmie-Reperfusion [43]
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4.2 Nierenfunktionskurven und Nierenfunktionsanalyse
Ischimie-Reperfusion fiihrt an der Niere zu dauerhaften Schiden des Nierenparenchyms
und vermindert die tubuldre Ausscheidungsfunktion. Die mittels des radioaktiven Tra-
cer 9mTc-MAG3 erstellten Nierenfunktionskurven wurden beziiglich der tubuldren
Ausscheidungsrate analysiert. Der Analysezeitraum betrug pro Versuchstier jeweils 10
Minuten. Nach 45 miniitiger Ischdmie zeigte sich szintigraphisch schon am zweiten
postoperativen Tag eine Verschlechterung der tubuldren Ausscheidungsrate, welche
sich auch nach 18 Tagen im Vergleich zum Ausgangswert nicht wieder erholte. (Abb.8)
An Tag 2 war bei allen Gruppen eine deutliche Abnahme der tubuldren Ausscheidungs-
rate festzustellen. Die Versuchsgruppe mit reiner Ischimiezeit von 45 Minuten ohne
Therapie mit Vehikel wies an Tag 2 eine Reduktion der tubuldren Ausscheidungsrate
auf Werte von 66,8% (+9,6%) ihres Ausgangsniveaus auf. Die Ausscheidungsrate der
mit MSC therapierten Versuchsgruppe halbierte sich fast auf 55,1% (+11,6%) ihres
Ausgangsniveaus. Die alleinige Therapie mit Mikrokapsulotomie fiihrte an Tag 2 zu
einer Reduktion auf 41,3% (£ 6,6%), die Therapie mit MSC in Kombination mit Mikro-
kapsulotomie auf 47,7% (+5,2%) der Ausgangwerte. Der Vergleich der einzelnen
Gruppen untereinander an Tag 2 beziiglich der tubulidren Ausscheidungsrate ergab sta-
tistisch keinen signifikanten Unterschied. An Tag 18 nach Ischimie-Reperfusion zeigte
sowohl die Kontrollgruppe 45,9% (+6,4%), sowie auch die Versuchsreihe mit alleiniger
MSC Therapie 23,4% (£ 2,8%) eine weitere Verschlechterung der tubuldren Ausschei-
dung. Durch alleinige Therapie mit Mikrokapsulotomie stieg die tubuldre Ausscheidung
an Tag 18 auf 80,7% (+10,2%) und bei kombinierter Therapie mit MSC und Mikrokap-
sulotomie auf 54,9% (+5,1%) des Ausgangswertes, jedoch in beiden Féllen waren die

Unterschiede statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 8 Clearance-Werte(FUR) in prozentualer Darstellung zum Ausgangswert
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Abbildung 9 Nierenfunktionskurven in prozentualer Darstellung zur Injektionsdosis
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4.3 Laser-Doppler-Perfusionsmessung

Ischdmie-Reperfusion fiihrt zu einer deutlichen Verschlechterung der Perfusion des be-
troffenen Gewebes. Ischdmische Nieren der Kontrollgruppe zeigten nach 45 miniitiger
Ischdmie ein Perfusionsdefizit von 67,7% (+2,6%) des Ausgangswertes. Bei der reinen
Mikrokapsulotomiegruppe waren 82,3% (£3,2%) der urspriinglichen Perfusion erhalten.
Eine alleinige Therapie mit MSC wies nach 21 Tagen 80,6% (+ 2,3%) der urspriingli-
chen Perfusion auf und die Kombinationstherapie von Mikrokapsulotomie und MSC-
Therapie erreichte 84,7% (x 3,1%) der urspriinglichen Perfusion. In allen Vergleichs-
gruppen zeigte sich eine tendenzielle Perfusionsverbesserung, jedoch ohne statistische

Signifikanz.
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Abbildung 10 Nierenperfusion ischdmischer zu kontralateraler nicht ischdmischer
Niere
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4.4 Histologie

4.4.1 Gesunde Niere
Der Schnitt durch gesundes Nierengewebe

zeigt ein Bild verschiedener Strukturen.
Es finden sich Glomeruli mit einem
Durchmesser von 150-250 um, die durch
die umgebende Bowman’sche Kapsel
vom restlichen Nierengewebe abgrenzbar

sind. Auf manchen Anschnitten einzelner

Glomeruli kann man den Gefédpol gut

Abbildung 11 Gewebeschnitt  durch gesunde
Niere HE-Firbung 100x Vergro-
Perung

erkennen, an dem die Vas afferentes in
den Glomerulus miinden. Dort verzweigen
sich die Vas afferentes zu einem Gefdkonvolut, welches fiir die Ultrafiltration benotigt
wird. Dieses vereinigt sich spiter zu den Vas efferentes und verldsst die Glomerli wie-
der am GefidBpol. Das entstandene Ultrafiltrat verldsst die Glomeruli iiber den Harnpol,
welcher in den proximalen Tubulus miindet. Die proximalen Tubuli stellen sich histolo-
gisch als kubische bis hochpristmatische Zellen dar. Die Zellgrenzen zwischen den Tu-
buluszellen sind meist nur unscharf zu erkennen. Zum Lumen hin zeigt sich ein hoher
apikaler Biirstensaum. Das Zytoplasma gestaltet sich im Vergleich zum distalen Tubu-
lus stark eosinophil und es zeigt sich eine basale Streifung welche durch einen hohen
Anteil an Mitochondrien begriindet ist. Der anschlieBende Tubulus intermedius ist
durch sein flaches, organellenarmes Epithel ohne Biirstensaum und ohne basale Strei-
fung charakterisiert. Der distale Tubulus zeigt typischerweise ein kubisches Epithel oh-
ne Biirstensaum. Die Zellgrenzen zeigen sich deutlicher und das Lumen ist weiter als im
proximalen Tubulus, der Gesamtdurchmesser erscheint jedoch in der Regel geringer als
im proximalen Tubulus. Ahnlich wie bei proximalen Tubuluszellen zeigen distale Tubu-
luszellen ebenfalls eine basale Streifung, welche durch einen hohen Anteil an Mito-
chondrien begriindet ist. [44] Die sich anschlieBenden Sammelrohre gehoren entwick-
lungsgeschichtlich nicht zum Nephron und stellen sich als einschichtiges, hochprismati-
sches Epithel mit dunkleren Zellkernen und hellem Zytoplasma ohne basale Streifung
dar. Thr Durchmesser schwankt zwischen 40 und 200um. Leukozytire Zellen finden
sich nur sehr vereinzelt. Nekrosen, Fibrosierung, Proteinablagerungen sowie Atrophien

finden sich nicht.
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4.4.2 Ischimie Niere

Nieren, die durch 45 miniitige Ischa-
mie mit anschlieBender Reperfusion
ohne nachfolgende Therapie geschi-
digt wurden zeigten histologisch mas-
sive Gewebeschiddigung. Diese zeigt
histologisch das Bild einer massiven
Zellschiddigung. Sowohl die proxima-

len wie auch die distalen Tubuli stellen

sich teils stark dilatiert und atrophisch
Abbildung 12 Gewebeschnitt Niere mit 45 Minuten

dar. Nekrosen und Ablagerungen von Ischimie ~ ohne  Therapie  HE-
Férbung 100x Vergrofierung

Proteinzylindern sind genauso zu be- Es zeigt sich ein Bild mit vielen Nekrosen, Amyloidabla-
. . . gerungen und leukozytérer Infiltration

obachten, wie die zytoplasmatische De-

generation der Tubuluszellen. Bei genauerer Betrachtung zeigen sich ein Verlust des
Biirstensaumes der proximalen Tubuluszellen, sowie eine vermehrte Vakuolisierung.
Auffillig gestaltet sich die massive Infiltration von leukozytdren Zellen in das gesché-
digte Gewebe. Diese zeigen sich sowohl diffus im Gewebe verteilt wie auch kumuliert
in Leukozytenstralen. Es stellt sich ein eher basophiles Zellbild dar. Die Glomeruli

weisen keine signifikanten Zeichen von Schidigung, insbesondere keine Nekrosen auf.

4.4.3 Ischimische Niere mit Mikrokapsulotomie
Die HE-Schnitte von Miusenieren, wel-

che vor der 45 miniitigen Ischdmie eine
Inzisionstherapie der Nierenkapsel er-
hielten, zeigen histologisch keine rele-
vante Zellschdadigung. AuBer einer leich-
ten Hyperdmie der Glomeruli gestaltet
sich das Nierenparenchym regelhaft. Die

proximalen Tubulzellen zeigen ihr phy-

SlOlOngCheS Bild mit kubischen und Abbildung 13 Gewebeschnitt Niere mit 45 Minuten

Ischdmie und Mikrokapsulotomie HE
Férbung 100x Vergroflerung

mit apikalem Biirstensaum. Distale Tu- Es zeigt s.ich eine Weite%_stgehel}d erhaltene Nierenarchitektur
mit deutlicher leukozytirer Infiltration

buli und Sammelrohre stellen sich weit-

teilweise auch hochprismatischen Zellen

gehend regelhaft dar. Ablagerungen von Proteinzylindern oder Fibrosen sind nicht zu
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erkennen. Es findet sich eine deutliche leukozytire Infiltration des Gewebes. Jedoch ist
im Gegensatz zu ischdmischen Nieren von Mausen ohne Therapie keine ausgeprigte

Akkumulation von leukozytédren Zellen zu sehen.

4.4.4 Ischimische Niere unter MSC-Therapie
Bei Betrachtung der histologischen

Schnitte der Nieren, welche 24 Stunden
nach dem Ischimie-Reperfusionsschaden
mit mesenchymalen Stammzellen thera-
piert wurden féllt auf, dass die Zellschi-

digungen im Vergleich zu den Gewebe-

: 5’ 44:"\’ ..‘

schnitten ohne Vehikel deutlich geringer gt P
: oy
ausgepragt sind. So sieht man zwar wei- _ smrwnsir-Loiemmmty -, 1 S
geprag I 5 P S wi
terhin vereinzelte Zellen, die Vakuolen
. o X Abbildung 14 Gewebeschnitt Niere mit 45 Minu-
enthalten und méBig dilatiert wirken, nek- ten Ischimie und anschlieflender
X . . . MSC-Therapie HE Fdrbung 100x
rotische Zellen finden sich allerdings nur Vergroferung

Es zeigen sich nur wenig nekrotische Areale mit verein-

vereinzelt. Die Glomeruli stellen sich ,¢jen jeukozytiren Zellen

regelhaft dar. Die proximalen Tubulzellen zeigen bis auf eine leichte zytoplasmatische
Degeneration ihr physiologisches Bild mit kubischen manchmal auch hochprismati-
schen Zellen mit apikalem Biirstensaum. Distale Tubuli und Sammelrohre stellen sich
weitgehend regelhaft dar. Ablagerungen von Proteinzylindern oder Fibrosen sind nicht
zu erkennen. Es finden sich nur sehr vereinzelt leukozytire Zellen im Gewebe. Die

Glomeruli gestalten sich histologisch regelrecht.
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Miuse, die intraoperativ eine Mikroinzisi-
on der Nierenkapsel und 48 Stunden post-
operativ eine Stammzelltherapie mit MSC
erhalten haben zeigen im Vergleich zu
gesundem Nierengewebe kaum Verinde-
rungen. Die anatomische Architektur ist
regelhaft erhalten. Es finden sich keine
Dilatationen oder Vakuolen in den Tubuli.
Die proximalen Tubuli zeigen sich in ku-
bischer bis hochprismatischen Form mit

apikal vorhandenem Biirstensaum. Eine

Gewebeschnitt Niere mit 45 Minu-
ten Ischdmie mit Mikrokapsuloto-
mie und MSC-Therapie HE Fdr-
bung 100x Vergrofierung

Es zeigt sich eine gut erhaltene Nierenstruktur mit verein-
zelten leukozytidren Zellen

Abbildung 15

zytoplasmatische Degeneration besteht nicht. Es zeigen sich weder nekrotische noch

fibrotische Gewebeanteile. Amyolidablagerungen lassen sich nicht nachweisen und leu-

kozytire Infiltrationen sind nur vereinzelt zu finden. Auch die Glomeruli stellen sich

regelhaft dar.
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5 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass durch eine Therapie mit hMSC in
Kombination mit Mikrokapsulotomie die strukturelle Schiadigung der Niere nach Is-
chiamie-Reperfusion deutlich verringert werden konnte. Funktionell konnte eine damit
verbundene tendenzielle Verbesserung von renaler Perfusion und Clearance festgestellt
werden ohne statistisch signifikanten Unterschied. Auf mogliche Ursachen warum eine
Reduktion der Nierenschadigung nicht auch mit einer funktionellen Verbesserung der
Nierenfunktion einherging soll nun im nachfolgenden Diskussionsteil genauer einge-

gangen werden.

5.1 Histologische Auswirkungen der Ischimie-Reperfusion

Die histologische Begutachtung der Schnitte aus der MSC/Mikrokapsulotomiegruppe
zeigte eine fast vollstdndig erhaltene Nierenstruktur ohne Nekrosen oder weiteren auf-
filligen Parenchymschidden. Im Vergleich zur Mikrokapsulotomiegruppe zeigte sich
eine deutlich reduzierte Leukozyteninfiltration des Nierengewebes. Die histologischen

Befunde weisen auf giinstige Effekte der MSC/Mikrokapsulotomietherapie hin.

Bei Betrachtung der histologischen Schnitte der durch Ischimie-Reperfusion geschiadig-
ten Nieren, welche mit intravenoser Gabe von MSC therapiert wurden, zeigten sich im
Vergleich zur Kontrollgruppe weniger morphologische Schiden und deutlich reduzierte
inflammatorische Infiltrationen. Der genaue Wirkmechanismus iiber den MSC ihren
renoprotektiven Effekt entfalten, ist noch unklar. Nach heutigem Kenntnisstand wird
der Hauptanteil dieses Effekts iiber parakrine Botenstoffe vermittelt. [45] [46] Es ist
schon seit ldngerem bekannt, dass MSC bei Vorliegen einer Entziindungsreaktion iiber
einen Chemogradienten, welcher iiber chemokine stromal cell-derived factor 1 (SDF-1)
vermittelt wird, zum inflammatorischen Areal gelangen.[39] Wie genau MSC dann am
Ort der Gewebsschiadigung ihren renoprotektiven Effekt erzielen und ob eine Transdif-
ferenzierung stattfindet, wird hingegen kontrovers diskutiert.[45] Eine Theorie, dass ins
Entziindungsgebiet migrierte MSC dort auch apoptotische Endothel- oder Tubuluszellen
zu ersetzen vermogen und so zur Nierenregeneration beitragen, konnte lange nicht be-
legt werden. Es liegen allerdings einige neue Untersuchungsergebnisse zu diesem The-

mengebiet vor. So konnten Herrera et. al. [47] in einer Studie zeigen, dass MSC sich in
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geschidigtem Nierengewebe ansiedeln und zu epithelialen Tubuluszellen ausdifferen-
zieren konnen. In dieser Studie wurde C57/BL6 Méusen eine intramuskuldre Injektion
von Glycerol verabreicht, was konsekutiv eine massive Muskelschiddigung mit Erho-
hung von Myoglobin und Himoglobin zur Folge hatte. Dieses verursachte ein akutes
Nierenversagen mit massiver Tubulusnekrose, welches mittels MSC, aus Knochenmark
von green fluorescent protein (GFP) exprimierenden Médusen gewonnen, therapiert wur-
de. Die MSC-GFP+ fiigten sich nach intravendser Gabe in geschiddigtes Nierengewebe
ein und differenzierten sich zu Tubuluszellen weiter, wohingegen sowohl die Integrati-
on als auch die Differenzierung der MSC-GFP+ bei gesunden Nieren ausblieb. Auch 21
Tage nach Intervention konnten immer noch GFP+Zellen in den Nieren mittels Immun-
fluoreszenz nachgewiesen werden, was eine Integration und Differenzierung der MSC-
GFP+ nahe legt. [47] Die These, dass MSC in geschidigtes Nierengewebe einwandern,
dort zu epithelialen Tubuluszellen differenzieren und so die Struktur und Funktion der
geschidigten Nieren wiederherstellen wird auch von anderen Autoren gestiitzt. [48] Im
Gegensatz dazu zeigen die Ergebnisse von Togel et.al. , dass zwar direkt nach intrave-
noser Verabreichung von immunfluorezierenden MSC, nach Ischiamie-Reperfusion,
diese in den Glomeruli nachweisbar waren, allerdings konnten schon nach drei Tagen
keine immunfluorezierenden Zellen mehr detektiert werden. [45] Diese Daten stiitzen
auch noch weitere Studien in denen gezeigt wird, dass sich MSC zwar in geschidigten
Nephronen ansammeln, sich dort allerdings nur temporér nachweisen lassen und daher
eine Integration ins geschidigte Gewebe eher unwahrscheinlich erscheint. [49] [50]
Welchen Anteil die zu Tubulus-, Endothel- oder Epithelzellen ausdifferenzierten MSC
am therapeutischen Effekt der MSC Behandlung ausmachen ist zurzeit noch nicht aus-
reichend bekannt. Weiterhin ist nicht noch geklért, ob Ergebnisse dieser Studien auch
auf den Menschen iibertragbar sind. Allerdings ist jetzt schon festzuhalten, dass eine
Zelltherapie mit MSC schon nach 24 Stunden einen deutlich positiven Effekt auf die
Regeneration geschidigten Gewebes zeigt. [45] Zu diesem Zeitpunkt konnen die trans-
fundierten MSC noch keine apoptotischen Zellen ersetzt und deren Funktion {ibernom-
men haben. Daher erscheint es sehr wahrscheinlich, dass zumindest die frithen Wirkun-
gen der MSC Therapie iiber para- und autokrine Effekte vermittelt werden. Bei der Be-
trachtung von Ergebnissen verschiedener Forschungsgruppen zum akuten Nierenversa-
gen miissen die jeweiligen Versuchsbedingungen und Versuchsanordnungen beriick-

sichtigt werden, welche untereinander stark differieren. So existieren verschiedene Mo-
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delle, um eine Nierentransplantation zu simulieren. Die Nierenschddigung kann bei-
spielsweise durch Ischdmie-Reperfusion, durch hohe Werte an Myoglobin/Hdamoglobin
oder pharmakologisch durch die nephrotoxische Substanz Cysplatin verursacht werden.
[45] Weitere Faktoren, die den Vergleich von Studien erschweren, stellen die verwende-
ten Versuchstiere dar. So werden von manchen Forschungsgruppen Wildtyp-, von ande-
ren verschiedene transgen-veridnderte Miuse oder auch Ratten verwendet. Beim Ver-
gleich der hier gezeigten Daten zum Menschen gilt es deshalb zu erwéhnen, dass es sich
bei dem hier verwendeten Miuse-Typ um athymische BalbC/Nunu handelte, die somit
auch keine funktionsfihigen T-Zellen produzieren konnten und daher kein komplett
funktionierendes Immunsystem vorwiesen. Dies war unbedingt notwendig, um eine
sofortige AbstoBung der humanen MSC zu verhindern. Interessanterweise wiesen
athymische Balb/c nu/nu Maéuse ausgeprigtere Zellschadigungen nach Ischémie-
Reperfusion auf als Miduse vom Balb/c Wildtyp. Dies wird von aktuellen Studien ge-
stiitzt, die die pathophysiologische Rolle von B-Zellen und den protektiven Effekt von

regulatorischen T-Zellen nach Ischamie-Reperfusion untersucht haben.[51, 52]

Obwohl MSC in der Lage zu sein scheinen sich in geschidigtes Nierengewebe zu integ-
rieren und dort zu Tubuluszellen weiter zu differenzieren, so bewirken jedoch parakrine
und/oder autokrine Effekte aller Wahrscheinlichkeit nach den grofiten Anteil an dem
regenerativen Potential der MSC. [46] [53] So konnte gezeigt werden, dass mit MSC
behandelte Miuse 24 Stunden nach erlittenem Ischimie-Reperfusionsschaden eine sig-
nifikant erniedrigte Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-1p, TNF-
a, IFN-y und induzierbarer Nitrioxid-Synthase aufwiesen. Gleichzeitig zeigten sich die
anti-inflammatorischen Zytokine wie IL-10, bFGF, TGF-a und Bcl-2 stark hochregu-
liert. [45] Durch Sezernierung dieser und weiterer Botenstoffe durch die MSC werden
die ins inflammatorisch und ischdmisch geschidigte Gebiet eingewanderten Immunzel-
len, wie B- und T-Lymphozyten, wie bereits weiter oben beschrieben, immunmodulato-
risch so beeinflusst, dass eine iiberschieBende Entziindungsreaktion abgemildert oder
gar verhindert werden kann. Dies wire auch eine plausible Erkldarung dafiir, warum in
der histologischen Analyse, der mit MSC therapierten Versuchsgruppe, eine deutlich
geringere Anzahl an leukozytidren Zellen im Nierenparenchym anzutreffen war. Weiter-
hin sezernieren MSC eine Reihe an bioaktiven Substanzen, wie unter anderem vascular
endothelial growth factor (VEGF), hepatic growth factor, insulin-like growth factor-1

(IGF-1), bone morphogenetic protein-7 [50] und antiapoptotische Zytokine, die dann
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im geschidigten Gebiet freigesetzt werden und benachbarte Zellen beeinflussen [37].
So zeigte sich, dass nach Nierenschidigung und anschlieBender Behandlung mit MSC
die Anzahl an Tubuluszellen, welche proliferating cell nuclear antigen exprimierten,
sich im Vergleich zur Kontrollgruppe stark erhoht darstellte.[47] Daraus kann man
schlieBen, dass MSC iiber parakrine Faktoren die Proliferationsrate von Tubuluszellen
steigern konnen und auf diesem Weg auch zur Regeneration des Nierengewebes beitra-
gen. [53] Ob und wie genau diese Ergebnisse auf den Menschen iibertragbar sind, ist

abschlieBend allerdings noch nicht geklart.

Die Mikrokapsulotomie Gruppe zeigte in der histologischen Analyse bis auf einzelne
atrophische Zellen und vermehrte Leukozyteninfiltration eine Verbesserung im histolo-
gischen Bild ohne wesentliche strukturelle Schidigung. Uber die Ursache warum die
Gewebestruktur weitestgehend vor Schiaden durch Mikrokapsulotomie geschiitzt wurde
lasst sich zurzeit nur spekulieren. Ein Erkldrungsversuch hierfiir konnte sein, dass die
Mikrokapsulotomie wirkungsvoll als Drainage fungiert und somit intrarenalen Druck
und Odembildung nach Ischimie-Reperfusion effektiv eindimmen kann. Ein geringerer
intrarenaler Druck und ein weniger ausgeprigtes Odem wiederum vermindern moglich-
erweise den interstitiellen Druck, der auf die Kapillaren wirkt und verbessern hierdurch
die Mikrozirkulation. Dadurch konnten Hypoxie verringert und der Abtransport saurer
und toxischer Stoffwechselprodukte erleichtert werden. Weiterhin konnte eine Odemre-
duktion auch zu verringerter Odembildung der Tubulus- und Endothelzellen fithren, was

konsekutiv weniger Fibrosen und Nekrosen zur Folge hiitte.

5.2 Auswirkungen von Ischimie-Reperfusion auf die Nierenfunktion
Obwohl das Nierengewebe histomorphologisch in der Mikrokapsulotomie und Mikro-
kapsulotomie/MSC Versuchsgruppe deutlich weniger Schiden aufwies, zeigte keine der
drei Therapiegruppen eine signifikante Erholung der Nierenfunktion nach Ischémie-
Reperfusion. Von anderen Autoren wurde beschrieben, dass eine alleinige Gabe von
MSC nach Ischiamie-Reperfusion effektiv Schiden an der Niere verhindern kdnne und
die Nierenfunktion, gemessen am Serumkreatinin, sich im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant verbessere.[49] [45]Wiéhrend das histologische Bild und die Nierenperfusion
in der MSC therapierten Gruppe eine méliige Verbesserung vorwiesen, stellte sich die

Nierenfunktion im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant verbessert dar. Es
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zeigte sich eine deutliche Reduktion der Nierenfunktion 18 Tage nach Ischémie-
Reperfusion und veranschaulicht so einen progressiven Funktionsverlust der Niere. Dies
lasst sich sehr gut mit anderen Ergebnissen vereinbaren, die gezeigt haben, dass eine
alleinige Zelltherapie mit HUVEC in der ischimischen Niere die renalen Clearance-
Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht verbesserte, sondern sogar verschlechter-
te. [51] Eine mogliche Erklidrung fiir die verschlechterten Clearance-Werte von alleini-
ger Zelltherapie im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte darin bestehen, dass intrave-
nos applizierte Zellen in den Kapillaren akkumulieren und dort zu Mikrothromben fiih-
ren. [51] Betrachtet man nun die Clearance-Werte von Mikrokapsulotomie und Mikro-
kapsulotomie/MSC an Tag 18 nach Ischdmie-Reperfusion, so zeigt sich die Tendenz,
dass ein weiteres Voranschreiten der Nierenfunktionseinschrinkung, wie man es bei
alleiniger MSC-Therapie/Kontrollgruppe beobachtet, vermindert werden konnte, jedoch
ohne statistische Signifikanz. Dies konnte auf die kleine Fallzahl (n=6) und einem nur

gering ausgepragtem positivem Effekt der Therapie zurlickzufiihren sein.

Interessanterweise wurde in vorangegangenen Studien eine signifikante Verbesserung
der Nierenfunktion durch MSC-Applikation nach Ischimie-Reperfusion nachgewiesen.
[45, 46]. Dies konnte darin begriindet liegen, dass die Nierenfunktion in vielen Studien
mit anderen, weniger sensitiven als den hier verwendeten Messverfahren ermittelt
wurde. Weiterhin weisen viele Studien nur einen kurzen Beobachtungszeitraum von
wenigen Tagen auf, sodass meist nur auf die kurzfristigen Auswirkungen des Ischdmie-
Reperfusion-Schadens eingegangen wurde. So ist relativ viel iiber die kurzzeitigen
Auswirkungen des Nieren Ischimie-Reperfusion-Schadens bekannt. Untersuchungen
zur Nierenfunktion einige Wochen nach Ischdmie-Reperfusion hingegen liegen kaum
vor. [46]

Die meisten Forschungsgruppen messen fiir die Bestimmung der Nierenfunktion die
Serum-Harnstoff-Konzentration, die Proteinausscheidung und das Serumkreatinin. [46,
54] Nur in der frithen postischimischen Phase, 24-72 Stunden nach Ischidmie, stellen
die Serumwerte fiir Kreatinin einen guten Indikator fiir renale Dysfunktion dar. Nach
dieser Zeit fallen die Serumwerte von Kreatinin und Harnstoff auch ohne Therapie wie-
der auf ihr Ausgangsniveau zuriick und lassen daher keine Riickschliisse auf Langzeit-
schiden, Regenerationspotential oder etwaigen Therapieerfolg zu. [54] Dies ist damit zu
erkldren, dass das Serumkreatinin vollstindig glomerulir ultrafiltriert und tubulér nicht

riickresorbiert wird. Bei hohen Serumkreatininspiegeln kann es unter Umstéinden sogar
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zu einer tubuldren Sekretion von Kreatinin kommen. So steigt das Serumkreatinin
hauptsédchlich an, wenn Glomeruli selbst geschidigt werden, bei Schidigung proximaler
Tubuluszellen, die deutlich empfindlicher auf Hypoxie reagieren und somit schon friiher
Schidigungen aufweisen als Glomeruli, steigt der Serumkreatininwert hingegen nur in
geringem Malfle an. [55]

In der vorliegenden Arbeit wurde die Nierenfunktion daher mittels dynamischer Szinti-
graphie ermittelt. Hierfiir wurde den Versuchstieren die radioaktive Substanz Techneti-
um-99m-Mercapto-Acetyl-tri-Glycin (99mTc-MAG3) zur Funktionsanalyse intravends
verabreicht. Aus den hieraus gewonnenen Daten wurde die fractional uptake rate (FUR)
errechnet, welche die renale Clearance widerspiegelt. Die hierbei verwendete Rechen-
operation stammt aus Erkenntnissen, die aus klinischen Versuchsreihen an Menschen
gewonnen wurden. [55]

Dieses Verfahren bietet einige Vorteile, die auch in kiirzlich publizierten Studien ge-
zeigt werden konnten. So konnten frithe aber auch spite renale Funktionsverdnderungen
im Mausmodell nach Ischiamie-Reperfusion nachgewiesen werden.[51]Mittels szinti-
graphischer Nierenfunktionsbestimmung konnten renale Dysfunktionen nachgewiesen
werden, die mit den allgemein verwendeten Verfahren nicht zu detektieren waren. [55]
Ein weiterer Vorteil der szintigraphischen Nierenfunktionsmessung besteht darin, dass
Nierenfunktion und die renale Clearance seitenunabhingig erfasst werden konnen.
Dadurch ist es moglich eine unilaterale ischamische Niere mit der gesunden Gegenseite
zu vergleichen und nachzupriifen, welche Auswirkungen ein Ischémie-

Reperfusionsschaden auf die verbliebene gesunde Niere hat.

Dieses Ergebnis legt nahe, dass weder eine Monotherapie mit MSC, noch eine alleinige
Therapie durch Mikrokapsulotomie in diesem Setting ausreichend wirksam sind, um
eine chronische Nierendysfunktion nach Ischimie-Reperfusion zu verhindern. Auch
deren Kombination konnte die Nierenfunktion nicht signifikant verbessern. Diese Er-
gebnisse bestitigen auch kiirzlich verdffentlichten Daten aus denen hervorgeht, dass
weder eine alleinige Mikrokapsulotomietherapie noch eine alleinige Zelltherapie mit
HUVEC eine signifikant verbesserte Nierenfunktion vorweisen konnten. Eine Kombi-
nation dieser beiden Therapien konnte hingegen die Nierenfunktion in betrdchtlichem
Male wiederherstellen, so dass im vorliegenden Setting die Anwendung von endothe-
lialen Zellen der MSC-Therapie iiberlegen war. [51] Weitere Untersuchungen mittels

Cell-Tracking sind allerdings erforderlich, um die genauen Wirkungsweisen zu verste-
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hen. Allerdings scheint die Lokalisation der Zellansiedlung hierbei eine besondere Rolle
zu spielen, da der vendse Anteil der Kapillaren als derjenige Bereich beschrieben wur-
de, an dem bei Inflammation die meiste Fliissigkeit iiber Kapillarlecke ins Interstitium
iibertritt und somit die Bildung von Odemen begiinstigt wird. [51] Die Druckverhiltnis-
se in venosen Kapillaren konnten auch einen weiteren Grund darstellen, warum Indivi-
duen, die mit HUVEC behandelt wurden mehr von der Druckentlastungstherapie profi-
tieren als MSC, da ein erhohter intrarenaler Druck sich zuerst negativ auf diesen Gefil3-
abschnitt auswirkt. MSC hingegen entfalten ihre renoprotektive Wirkung hauptsichlich
iber para-und autokrine Effekte und integrieren sich nur vereinzelt in geschidigtes Ge-
webe. In Anbetracht dessen, dass in diesem Versuchsaufbau MSC nur einmalig verab-
reicht wurden, ist zu vermuten, dass MSC nur fiir wenige Tage im Korper persistieren
und somit einen geringeren Einfluss auf die Langzeitprognose der Nierenfunktion ausii-
ben konnten als HUVEC, die sich in geschidigtes Endothel integrieren. Dies wiirde sich
auch mit der Erkenntnis decken, dass MSC wiederholt infundiert werden miissen, um in

der klinischen Anwendung einen signifikanten positiven Effekt zu erzielen. [41]

5.3 Auswirkungen der Ischimie-Reperfusion auf die Nieren-
Perfusion

Sowohl fiir die MSC- wie auch fiir die Mikrokapsulotomie- Versuchsgruppe zeigte sich
im Vergleich zur Kontrollgruppe eine tendenziell verbesserte Perfusion. Perfusionswer-
te der Kombinationstherapie aus MSC/Mikrokapsulotomie wiesen zwar im Vergleich
zur Kontrollgruppe auch eine tendenzielle Verbesserung auf, waren aber statistisch
nicht signifikant. Wie genau sich Mikrokapsulotomie und MSC-Zelltherapie gegenseitig
beeinflussen, ist bisher noch nicht bekannt und bedarf weiterer Studien. So kdnnte eine
Druckreduktion im Nierenparenchym die Integration von intravenos applizierten Zellen
fordern und iiber diesen Mechanismus zur Regeneration des Gewebes beitragen. Da
HUVEC, im Gegensatz zu MSC, die Eigenschaft besitzen neue Gefdlle bilden kdonnen
[56] wire es moglich, dass durch eine Kombination mit einer Druckentlastungstherapie
die Integration von HUVEC in geschidigtes Endothel erleichtert wiirde und eine deutli-
chere Verbesserung der Perfusion erzielt wird als durch Therapie mit MSC und Mikro-
kapsulotomie. Eine elegante Moglichkeit, die Interaktionen von Dekompressions- und

Zelltherapie zu untersuchen bestiinde in der Markierung der applizierten Zellen z.B.
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mittels GFP wie von Herrera et. al. beschrieben. [47] Auf diese Weise konnte geklért
werden, ob sich mit GFP markierte MSC in Kombination mit einer Dekompressionsthe-
rapie vermehrt im Nierenparenchym nachweisen lassen. Wire dies der Fall, so konnten
Riickschliisse darauf gezogen werden, ob ein geringerer Druck im Nierenparenchym die
Integration von vends applizierten Zellen im geschiddigten Gewebe erleichtert. Eine
weitere Moglichkeit, den Anteil der MSC am Therapieerfolg zu verifizieren, bestiinde
darin, alle zuvor verabreichten MSC nach einem bestimmten Zeitraum wieder zu elimi-
nieren. Ein Toxin, welches hierfiir geeignet zu sein scheint, ist das Diphtherietoxin.[57]
Dazu miissten zuerst transgene Miduse geziichtet werden, deren Zellen vermehrt den
Diphtherie-Toxin-Rezeptor an der Zelloberfldche exprimieren.[57] Aus diesen genetisch
verdnderten Midusen konnten MSC isoliert und dann fiir eine Zelltherapie nach Ischa-
mie-Reperfusion verwendet werden. Hierbei reicht ein einziger Rezeptor an der Zell-
oberflidche aus, um nach Gabe von Diphtherie-Toxin, die Apoptose der Zelle zu induzie-
ren. Dies hitte zur Folge, dass nach Gabe von Diphtherie-Toxin sehr selektiv die vorher
applizierten Zellen eliminiert werden konnten, ohne das iibrige Gewebe zu schéadigen.
[57] Die Veranderungen in Funktion und Histologie wiirden dann einen direkten Riick-
schluss auf die Rolle der applizierten MSC erlauben. Um verstehen zu konnen, ob eine
zusitzliche Mikrokapsulotomietherapie die Integration von MSC ins Gewebe fordern
kann, kann ein Blick auf das Verteilungsmuster der MSC nach systemischer Applikati-
on hilfreich sein, da man dadurch genauer erfahrt in welchen Organen diese sich bevor-
zugt ansiedeln. Um dieses Verteilungsmuster genauer zu untersuchen kultivierte Togel
et.al. MSC, die mit dem Luciferase/Neomycin Phosphotransferase-Gen transfiziert wor-
den waren. Diese Luc/Neo-MSC konnten so nach Verabreichung von Luciferin durch
Biolumineszenz in vivo nachgewiesen werden. Es zeigten sich zwei interessante Effek-
te: nach arterieller Gabe verteilten sich die Luc/Neo-MSC bei gesunden Miusen
gleichmifBig im Korper, wohingegen Luc/Neo-MSC nach Ischdmie-Reperfusion der
Niere auch dort vermehrt nachgewiesen werden konnten. Eine intravendse Applikation
hingegen fiihrte zu einer Akkumulation der Luc/Neo-MSC in beiden Lungenfliigeln.
[58] Eine ausgepriagte Akkumulation von MSC kann in Ischdmie und Mikroembolien
des Endstromgebietes miinden. Mogliche Ursachen, die eine Akkumulation der MSC
im Kapillarbett begiinstigen, scheinen sowohl mechanischer wie auch biochemischer
Natur zu sein. Die mechanische Ursache konnte allein in der Gro3e der MSC begriindet

sein, da es sich bei MSC um sehr grofle Zellen handelt. Fiir biochemische Ursachen
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liefern Erkenntnisse aus in vitro Versuchen Erste Hinweise. So wiesen MSC in vitro ein
dhnliches Verhalten wie Leukozyten auf. Sie zeigten ein GefdBwandrollen, eine Adha-
sion am Endothel iiber P-Selektin und sehr spite Antigen-4/Vascular-Cell-Adhaesion-
Molecule-1 Interaktionen. Weiterhin wird vermutet, dass MSC die Fihigkeit besitzen,
iber Sekretion von Matrix-Metalloproteasen die Gefdwand dhnlich den Leukozyten zu
durchwandern. Diese Adhésionsfdhigkeit stellt ein besonderes Problem fiir die Zellthe-
rapie mit MSC dar. So scheint es, dass einerseits bei i.v. Injektion ein Grofteil der in-
fundierten Zellen im Kapillarbett der Lunge akkumulieren und somit nicht in der Lage
sind, an ihren Wirkungsort zu gelangen um dort die gewiinschte Wirkung zu entfalten.
[59] Andererseits fiihren die an den Zielort gelangten MSC dann méglicherweise durch
Adhision an der GefaBwand zu einer verschlechterten Durchblutung und zu Mikroem-
bolien. Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigten jedoch, dass MSC zu einer Durch-
blutungsverbesserung im Vergleich zur Kontrollgruppe fiihrten, was den Schluss nahe
legt, dass die parakrinen, renoprotektiven Effekte der MSC iiberwiegen. Eine zusitzli-
che Mikrokapsulotomietherapie konnte allerdings die Durchblutungsverhiltnisse im
Vergleich zur alleinigen MSC-Therapie nicht maBgeblich verbessern. Inwieweit Mikro-
embolien durch Mikrokapsulotomietherapie verhindern werden konnen, ist bisher noch

unzureichend geklért.

Eine lang anhaltende Minderdurchblutung der Niere stellt eine wesentliche Ursache fiir
den Untergang proximaler Tubuluszellen dar, behindert deren Regeneration und fordert
schlieBlich die Entstehung tubulointerstitieller Fibrose. [51, 60] Dies ist bei dem hier
verwendeten Ischdmie-Reperfusions-Modell von entscheidender Relevanz. So fiihrt
nicht nur die Ischdamie selbst zu einer unmittelbaren Unterversorgung des Nierengewe-
bes mit Sauerstoff, sondern auch 21 Tage nach stattgehabter Ischimie-Reperfusion zeig-
ten Miuse aus der Kontrollgruppe erniedrigte Perfusionswerte im Vergleich zu gesun-
den Individuen. In der histologischen Begutachtung der geschidigten Nieren zeigten
diese das Bild einer massiven Zellschiddigung mit ausgepragten Tubulusnekrosen. Im
Normalfall sind epitheliale Tubuluszellen nicht sehr anfillig beziiglich Hypoxie, wobei
hierbei die Induktion des hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) wahrscheinlich eine zent-
rale Rolle einnimmt. Klinische und experimentelle Forschung konnten zeigen, dass so-
wohl epitheliale Tubuluszellen wie auch peritubuldre Endothelzellen eine hohe Regene-
rationsfihigkeit aufweisen, solange eine ausreichende Perfusion gewdhrleistet ist. [60]

Als Ausgangspunkt der Regeneration von proximalen Tubuluszellen wird heute ange-
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nommen, dass iiberlebende Epithelzellen die Fihigkeit besitzen wieder zu dedifferenzie-
ren und anschlieBend zu proliferieren. Ein weiterer Ursprungsort fiir Stammzellen, die
fiir die Neubildung epithelialer Zellen verantwortlich zu sein scheinen konnte im Be-
reich der Papillen nachgewiesen werden.[61] Um die Perfusion der Niere optimal steu-
ern zu konnen besitzen Endothelzellen die Fahigkeit auf metabolische und immunologi-
sche Signale zu reagieren. Bei Infektion, Ischimie und Inflammation interagieren stimu-
lierte Endothelzellen mit Leukozyten, um ein Anhaften an der Endothelwand und eine
anschlieBende Migration ins geschéadigte Gebiet zu erleichtern. Allerdings verengen die
an der GefidBwand anhaftenden Leukozyten das Gefdlumen in den Kapillaren und re-
duzieren so den Blutfluss. Da Endothelzellen selbst durch Expression von HIF-2a gut
gegen Hypoxie geschiitzt sind, fithrt der konsekutiv reduzierte Blutfluss zuerst zu einer
Minderversorgung der Tubuluszellen. Sinkt die Perfusion weiter, so kommt es auch zu
einer Unterversorgung der Endothelzellen mit Sauerstoff und die so vermehrt gebildeten
Sauerstoffradikale miissen entweder mit enzymatischen oder nicht-enzymatischen Anti-
Oxidantien neutralisiert werden. Gelingt dies nicht vollstindig kommt es zu Proteinver-
danderungen und Stress-induzierter Alterung der Zellen. Auch fiihrt eine stindige Stimu-
lierung der peritubuldren Endothelzellen zur vorzeitiger Alterung der Zellen, welche
dann wieder durch Proliferation benachbarter Zellen oder durch Stammzellen ersetzt
werden miissen, um eine Thrombosierung und nachfolgende Schidigung des Nephrons
zu verhindern.[60] Um die Entstehung dieser Schiden zu verhindern oder zumindest
abzumildern stellt eine Zelltherapie mit Stamm- oder Progenitorzellen eine vielverspre-
chende Moglichkeit dar. So konnte schon gezeigt werden, dass intravends verabreichte
endotheliale Progenitorzellen (EPC) sich in geschidigte GefiBBwinde integrieren [62]
und iiber Sezernierung von proangiogenetischen Stoffen, wie VEGF, die Durchblutung
nach Ischamie-Reperfusion auch langfristig komplett wiederherstellen konnen. [63]
Dabei scheint es, dass zirkulierende EPC bei der Integration von geschéddigten Kapilla-
ren, ortsansdssige Progenitorzellen hingegen hauptsichlich fiir groBere Gefdle eine
wichtige Rolle spielen. [64] Im Vergleich dazu fiihrten die hier als Monotherapie appli-
zierten MSC nur zu einer moderaten Verbesserung der Perfusion 21 Tage nach Ischa-
mie-Reperfusion. Da sowohl MSC als auch EPC zu einer erhohten Ausschiittung von
VEGEF fiihren, konnte der Unterschied in der Perfusion darin begriindet sein, dass MSC
sich im Vergleich zu EPC wenn iiberhaupt nur sehr vereinzelt in das geschiddigte En-

dothel integrieren und somit die Mikrozirkulation lediglich in geringerem Ausmall wie-
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derherstellen konnen wie EPC. Allerdings konnen sowohl EPC, wie auch MSC den Un-
tergang von peritubuldren Kapillaren verhindern und somit die Perfusion verbessern.
[50] Hierbei wird dem VEGF eine wichtige Rolle fiir eine verbesserte Nierendurchblu-
tung nach Ischamie-Reperfusion zugeschrieben. VEGF stellt einen der wichtigsten pro-
angiogenetischen Wachstumsfaktoren dar, welcher innerhalb der Niere von Podozyten
und epithelialen Tubuluszellen stetig gebildet wird und so das Uberleben und die Rege-
neration der Endothelzellen sichert. So zeigte sich, dass eine fortschreitende Nieren-
schidigung konsekutiv auch zu einer Minderexpression von VEGEF fiihrt, was wiederum
eine Abnahme der Dichte von peritubulidren Kapillaren und schwere interstitielle Fibro-
se zur Folge hatte. Bei dem Versuch diesem Geschehen durch externe Gabe von VEGF
entgegen zu steuern, gelang es nicht nur die Mikrozirkulation durch Stimulation von
Endothelzellen wiederherzustellen, sondern auch intrarenale Fibrose zu vermindern und
die Nierenfunktion zu stabilisieren. [65] Weiterhin wird der positive Effekt von VEGF
deutlich, wenn man aus menschlichem Nabelschnurblut gewonnen vendse endotheliale
Progenitorzellen, kurz HUVEC (human umbilical vein endothelial cell) die kein VEGF
exprimieren mit VEGF exprimierenden endothelialen Progenitorzellen (EPC) ver-
gleicht. So konnte fiir HUVEC keine Verbesserung der Perfusion 21 Tage nach Ischi-
mie-Reperfusion gezeigt werden [51], wohingegen EPC die Perfusion komplett wieder-
herstellen konnten. [63] Diese Ergebnisse verdeutlichen die wichtige Rolle des VEGF

in der vaskuldren Regeneration.

5.4 Auswirkungen der Mikrokapsulotomie auf die
Nierenregeneration nach Ischimie-Reperfusion

Ischidmie-Reperfusion fiihrt wie bereits weiter oben im Detail beschrieben zu Zellscha-
digung und Inflammation, was konsekutiv durch endotheliale Schiadigung zu interstitiel-
ler Odembildung fiihrt. Da die Niere von einer straffen, fibrotischen Kapsel umgeben
ist, geht eine ausgeprigte Odembildung mit einer Druckerhéhung innerhalb der Niere
einher. Daher erschien eine therapeutische Intervention mittels Mikrokapsulotomie
sinnvoll. Dieser Annahme folgend wurde die Hypothese eines renalen Kompartment-
Syndroms formuliert. Kompartment-Syndrome sind bereits fiir Extremitéten, den Scha-
del und das Abdomen beschrieben. Man spricht von einem abdominellen Kompartment-

Syndrom, welches durch Traumata, akuten Gefid3verschluss, Aszites, Inflammation o-
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der Ischimie/Reperfusion bedingt werden kann, wenn der intraabdominelle Druck akut
um >20-25 mmHg ansteigt, es zu einer Endorganbeeintrichtigung kommt und nach
chirurgischer Entlastungstherapie eine Besserung eintritt. [66] In einer vorausgegange-
nen Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass sich der subkapsulédre Druck 6 Stunden
nach renaler Ischiamie-Reperfusion im Mausmodell bis zum 7,6 fachen Wert erhohte
und signifikant erhohte intrarenale Druckwerte auch bis 48 Stunden nach Ischidmie-
Reperfusion nachgewiesen werden konnten. Weiterhin wurde innerhalb der ersten zehn
Minuten nach Inzisionstherapie ein deutliches Abfallen der intrarenalen Druckwerte
beobachtet. [43] Betrachtet man nun das abdominelle Kompartment-Syndrom beim
Menschen, so zeigt sich, dass bei einem Grofteil der Patienten sich erst ab intraabdomi-
nellen Druckwerten von 10-15 mmHg eine Verschlechterung der Mikrozirkulation ein-
stellt und damit erst die Voraussetzung fiir den Beginn eines akuten Kompartment-
Syndroms geschaffen wird. [66] Die hier bei Madusen gemessenen Druckwerte nach
Ischidmie-Reperfusion iiberstiegen allerdings Druckwerte von 8 mmHg nicht. Dies be-
deutet hingegen nicht, dass bei diesen niedrigeren intrarenalen Druckwerten kein Kom-
partment entstehen konnte, da weniger die absolute Hohe des Druckes in der Pathoge-
nese des Kompartment-Syndroms eine Rolle spielt als eher die Tatsache, wie lange das
Gewebe diesem erhohtem Druck ausgesetzt ist. [66] Hinzu kommt, dass hier Daten von
Menschen mit denen von Méusen verglichen werden und au3erdem ein anderes Organ-
system untersucht wurde. Weiterhin ist bekannt, dass sich hohe Druckwerte und Isché-
mie mit anschlieBender Reperfusion gegenseitig verstirken und so einen Circulus Vitio-
sus verursachen. Somit ist die Ischdmie selbst als Risikofaktor fiir das Auftreten eines
akuten Kompartment-Syndroms anzusehen. [67] Dieses befindet sich im Einklang mit
den hier gewonnen Ergebnissen, bei denen eine lingere Ischimiezeit auch mit signifi-
kant hoheren subkapsuldren Druckwerten vergesellschaftet war. Einen weiteren Faktor,
der fiir Entstehung und Verstirkung eines Kompartment-Syndroms verantwortlich zu
sein scheint, liefert Harvey et.al. mit seiner Studie iiber das Kompartment-Syndrom.
Dort zeigte sich, dass leukopene Ratten in einem Modell, in dem ein kiinstliches Kom-
partment-Syndrom in einem Muskelkompartiment generiert wurde, geringere Druck-
werte und Gewebeschidden aufwiesen als Kontrolltiere. Daraus wurde geschlossen, dass
Inflammation erheblich an der Entstehung eines akuten Kompartment-Syndroms betei-
ligt zu sein scheint. [67] In Summation dieser Erkenntnisse ldsst sich mutmallen, dass

nicht der erhohte subkaspuldre Druck alleine, sondern ein komplexes Zusammenspiel
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zwischen intrarenalem Druck, intrarenaler Perfusion, Ischidmie, Reperfusion und In-
flammation die gravierenden Gewebsschdden der Niere nach Ischdmie-Reperfusion
hervorrufen. In Analogie zu den bekannten Kompartment-Syndromen von Muskulatur
und Abdomen erschien eine chirurgische Intervention zur Druckentlastung das Mittel
der Wahl. [66] Es wurde sich daher in dieser Studie fiir eine sehr kleine rundliche Inzi-
sion am unteren Nierenpol entschieden, da lidngliche Inzisionen zu einem Aufreillen der
Nierenkapsel, Protrusion von Nierenparenchym und Schiden an den Inzisionsridndern
fiihrten. Einen weiteren Vorteil scheint die zirkuldre Beschaffenheit der Inzision selbst
zu erzeugen, indem eventuell die Oberflichenspannung der Nierenkapsel verringert
wird, was wiederum eine intrarenale Druckreduktion zur Folge haben konnte. [43] Als
interessanten Nebenbefund der mit Mikrokapsulotomie therapierten Gruppen gilt es zu
erwihnen, dass bei der szintigraphischen Nierenfunktionsbestimmung am 2. postopera-
tiven Tag auch perirenal um die Inzisionsstelle herum Radioaktivitidt nachgewiesen
werden konnten, was auf einen Abfluss von interstitieller Fliissigkeit als Mechanismus
der Druckentlastung hinweist. [43] Ob es sich bei dieser Fliissigkeit allerdings um rein
interstitielle Fliissigkeit oder auch Lymphe handelt und welche Zellen diese enthilt,
bedarf weiterer Abklidrung. Weiterhin ist im Einzelnen noch nicht ausreichend unter-
sucht, ob der Austritt interstitieller Fliissigkeit iiber die Mikroinzision fiir die allméhli-

che Druckreduktion verantwortlich ist und so eine renoprotektive Wirkung entfaltet.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch eine Therapie mit MSC
und Mikrokapsulotomie die Gewebeschidden an der Niere nach Ischamie-Reperfusion
deutlich vermindert werden konnten. Obwohl die Therapie mit MSC nicht mit einer
signifikanten Verbesserung der Nierenfunktion nach Ischimie-Reperfusion einherging,
konnte die verminderte Gewebeschidigung durch Mikrokapsulotomie/MSC-Therapie
die Nierenfunktion bzw. im Transplantationssetting das Transplantatiiberleben ldanger-
fristig erhalten. Der Nachweis solcher giinstiger Effekte bedarf weiterer experimenteller
und klinischer Studien. Weiterhin wecken Fortschritte in der Erforschung pluripotenter
Stammzellen die Hoffnung, Erfolge bei der Behandlung bislang nicht therapierbare Er-
krankungen erzielen zu konnen. Verschiedene Stammzelltherapien werden derzeit be-
reits im Rahmen von klinischen Studien am Menschen untersucht. Viele dieser Studien
basieren auf einer Stammzelltherapie mit MSC [68]. Fiir welche Erkrankungen eine
Therapie mit MSC sinnvoll ist und welches Therapieregime dabei angewendet werden
sollte bedarf jedoch weiterer Grundlagenforschung und klinischer Studien. Auch in der
Transplantationsmedizin gelten stammzellbasierte Therapien als vielversprechend, um
das Transplantatiiberleben zu verbessern. So werden aktuell im Rahmen einer Phase-1-
Studie Patienten am Tag ihrer Lebertransplantation und drei Tage postoperativ intrave-
nos MSC eines allogenen Spenders infundiert, um Immunsystem und die T-Zell-
Proliferation zu unterdriicken. [69] Inwiefern die Applikation von MSC das Transplan-
tatiiberleben beim Menschen beeinflusst bzw. verldangert und welche Rolle die Mikro-
kapsulotomie in der humanen Anwendung spielt, ist in zukiinftigen klinischen Studien

zu kléren.
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