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1 Einleitung

1.1 Chronischer Transplantatschaden

Die Transplantation einer Niere ist nach wie var Methode der Wahl zur Behandlung
einer terminalen Niereninsuffizienz. In den letzt&h Jahren verbesserten sich die 1-
Jahres-Uberlebensraten der Organe sowohl bei Lebedspenden als auch bei
Kadaverspenden (95% vs. 50% bzw. 90% vs. 50%, @&01)). Dies ist unter
anderem auf den Einsatz neuer und potenterer Imuppnsssiva und damit einem
verminderten Auftreten akuter Abstof3ungsreaktiomeruckzufiihren, aul3erdem ferner
auf verbesserte Organkonservierung und verkirzedtsie/Reperfusionszeiten, sowie
die Moglichkeiten der Gewebetypisierung und modernestandardisierter
Operationsverfahren (Waller and Nicholson 2001)wGtl der Schweregrad und die
Haufigkeit akuter AbstoRungen reduziert werden kenn(Vincenti, Kirkman et al.
1998), verbesserte sich das Langzeitiiberleben deemMransplantate kaum. Aktuelle
Daten der Deutschen Stiftung OrgantransplantatiDs) weisen eine 5-Jahres
Funktionsrate bei Lebendspenden von ca. 84%, bda¥aspenden von ca. 70% auf
(DSO).

Der weitaus haufigste Grund flir chronisches Trargplversagen ist die sogenannte
chronische Allograftnephropathie, kurz CAN (chromitograft nephropathy). Diese ist
histopathologisch gekennzeichnet durch interditieFibrose, tubulare Atrophie,
Glomerulopathie und Vaskulopathie. Die Kriteriem @lie histologische Diagnose einer
chronischen Allograftnephropathie sind in der BaBif Klassifikation international
standardisiert und bereits mehrfach modifiziert deor, zuletzt 2007. (Racusen, Solez et
al. 1999; Solez, Colvin et al. 2008). Da die histihyplogischen Veranderungen jedoch
nicht spezifisch fur eine chronische Allograftnemtathie sind, verliel3 die Banff 2007
Klassifikation den Begriff CAN und ersetzte ihn darden Terminus ,tubuléare Atrophie
und interstitielle Fibrose ohne Anhalt fiir spezifis Atiologie* (Li and Yang 2009). In
dieser Arbeit wird der Begriff chronischer Transpgkitschaden (CAD) verwendet.

Dieser Terminus beschreibt das klinische Bild eiioetschreitenden Niereninsuffizienz

frhestens drei Monate nach Transplantation, dsatraurtickzufiihren ist auf eine akute



AbstoRung, offensichtliche medikamentose Nebenwigietn oder neu aufgetretene bzw.
rezidivierende spezifische Nierenerkrankungen (Baltdaragsim et al. 2006; Li and

Yang 2009). Somit prasentiert sich ein chronischeansplantatschaden als langsam
fortschreitende Abnahme der glomerularen Filtragieistung, teilweise verbunden mit

Proteinurie und arteriellem Hypertonus (Modena, telibsr et al. 1991; Cosio, Pelletier et
al. 1999). Klinische Zeichen sind nicht spezifisgdn dass andere Grinde fur eine
Funktionsbeeintrachtigung des Transplantats wie teakuAbstolRungsepisoden,

medikamentdse Toxizitat, ein Rezidiv der Grundarktang oder postrenale Hindernisse
ausgeschlossen werden missen, bevor ein chroniBcdresplantatschaden diagnostiziert
werden kann (Paul 1999).

Eine Grundlage fir die Diagnose des chronischennspdantatschadens ist die
Transplantatbiopsie. Die histopathologischen Charadtika des chronischen
Transplantatschadens umfassen interstitielle Feouosl tubulare Atrophie. Oft wird dies
von vaskuldaren Schaden beziehungsweise einer Glibosklerose begleitet (Kasiske,
Kalil et al. 1991). Die Vaskulopathie als chronistiZell-vermittelte AbstoRung aul3ert
sich als subintimale Anhaufung von Bindegewebe, maginer fibrosen Verbreiterung
der Tunica intima und konsekutiven Verschmalerungs dLumens fuhrt und
Interlobulérarterien und -arteriolen betrifft (BEluHaragsim et al. 2006). Glomerulére
Veréanderungen schliel3en verdickte Wande der gldéreru Kapillaren mit Verdopplung
der Basalmembranen ein, aulRerdem stark vergroR&temerula aufgrund
Uberschiel3ender mesangialer Matrixproduktion uritllaesr Proliferation. Dies fihrt
letztendlich zur Glomerulosklerose. Interstitiefébrose umfasst in unterschiedlichem
Maf3e das Interstitium mit oder ohne fokale Infiitva von Entziindungszellen (s.
Abbildung 1.1) (Baluja, Haragsim et al. 2006).



Abbildung 1.1: Histopathologie der CAD: (A) Fibré¥erdickung der Tunica intima; (B) tubulare Atrophind
interstitielle Fibrose (Racusen, Solez et al. 1999)

Faktoren, die zur Entwicklung und zum Fortschreitedes chronischen
Transplantatschadens beitragen, kénnen in allcamaighangige und

alloantigenunabhangige unterteilt werden. Ein wgdrt alloantigenabhéangiger



Risikofaktor sind abgelaufene akute AbstoRungsieaéh. So ist die mittlere
Uberlebenszeit von Nieren von Patienten mit Episodkuter AbstoRungen mit 6,6
Jahren wesentlich kirzer als bei den Patientemidieine akute Abstol3ung hatten (12,5
Jahre) (Lindholm, Ohlman et al. 1993). Langzeitsndbelegen ferner, dass bei
Patienten, die nie eine akute Abstof3ung erlittag, Idzidenz fiir einen chronischen
Transplantatschaden bei weniger als einem Proaagit M/eitere alloantigenabhangige
Risikofaktoren sind bereits bestehende Sensihiliagen mit humanem Leukozyten-
Antigen (HL-Antigen) (Inkinen, Soots et al.) nacbrkergegangener Exposition, zum
Beispiel nach Bluttransfusionen oder einem bemilistenen Transplantatverlust, sowie
eine mangelhafte Ubereinstimmung zwischen den Htigénen des Spenders und des
Empfangers (Takemoto, Terasaki et al. 2000; MeieedChe, Ojo et al. 2001; Opelz
2001). Ferner spielt eine inaddquate Immunsupmessifolge zu geringer Dosierung,
einer variablen oralen Bioverfugbarkeit, sowie Igéo mangelnder Compliance des
Patienten bei der Medikamenteneinnahme eine Rdbb®sfen, Sijpkens et al. 2005;
Baluja, Haragsim et al. 2006). Dartber hinaus tmagoantigenunabhangige Faktoren
zum Fortschritt der Krankheit bei. Hierzu gehorés ldchamie-/Reperfusionszeit bei der
Transplantation, der arterielle Hypertonus, einepétijltration der Transplantatniere,
Proteinurie, Hyperlipidamie, Medikamententoxizitéhd Infektionen, sowie Alter,
Geschlecht und ethnische Herkunft des Spenders tesvEmpfangers (s. Tabelle 1.1)
(Joosten, Sijpkens et al. 2005).

Tabelle 1.1: Zusammenfassung der RisikofaktoreoHimnischen Transplantatschaden

alloantigenabhangige Risikofaktoren  alloantigenunabangige Risikofaktoren

e Akute Abstof3ung(en) e Alter, Geschlecht und Rasse des
e HLA-Mismatch Spenders/Empféangers
»  Suboptimale Immunssuppression * Ischamie-/Reperfusionsschaden

» Arterieller Hypertonus
» Proteinurie, Hyperlipidamie
e CMV - und andere Infektionen

* Medikamententoxizitat



1.2 Interstitielle Fibrose und chronischer Transplathaden

Die interstitielle Fibrose ist in Transplantatenf diberschieRende Anhaufung von
extrazellularer Matrix zurtckzufiihren, welche seBlich zum Funktionsverlust der
Niere beitragt. Der Grol3teil der Proteine der exdHalaren Matrix (ECM) besteht aus
Kollagenen. Die wichtigsten Kollagene in der Nisned die fibrillaren Proteine Kollagen
| und Kollagen Ill, sowie das nicht fibrillare Kalyjen 1V, das hauptséchlich Bestandteil
der Basalmembran ist. Das Tubulointerstitium enthi¢ drei Kollagene, die Glomeruli
hingegen nur Kollagen Il und 1IV. Daneben kommernte&re, nicht-kollagenése Matrix-
Proteine vor wie die Glykoproteine Laminin, Fibrotie und Tenascin oder die
Proteoglykane Decorin und Biglycan (Racusen, Seleal. 1999). Die extrazellulare
Matrix ist dabei einem standigen dynamischen Umbzagss unterworfen. Unter
physiologischen Bedingungen besteht eine Balancéeschen Matrixsynthese und
Matrixabbau. In pathologischen Situationen fuhnnvehrte Synthese oder verminderter
Abbau bzw. eine Kombination aus beiden zur Anhagfuon Matrix und schliel3lich zu
einer Organfibrose (Waller and Nicholson 2001). Rettliche Verlauf der Ereignisse,
die bei einem chronischen Transplantatschaden zinroge fiihren, kann in
unterschiedliche Phasen unterteilt werden (s. Albbbiy 1.2). In der Initial- oder
Entzindungsphase fluihren die oben bereits aufgefillatioantigenabhangigen und —
unabhangigen Faktoren zu Gewebeschaden in der.Nmereeiteren Verlauf kommt es
zur Einwanderung und Proliferation von Makrophagem Lymphozyten, sowie zur
Proliferation von Fibroblasten und tubuloepith@ralZellen (TEC). Eine Vielzahl von
Mediatoren spielt dabei eine wichtige Rolle, indeme die Entzindungsantwort des
Organismus vermitteln. Synthetisiert und sezernierden diese Mediatoren sowohl von
den einwandernden Entzindungszellen als auch vom Barenchymzellen der
Spenderniere. Schliel3lich miundet dieser Prozess eimer Akkumulation von
extrazellularer Matrix und der Entwicklung einebfise (Paul 1999; Solez, Colvin et al.
2008). Fir die Akkumulation von Matrix spielt einb&wiegen von Hemmern des
Matrixabbaus bzw. eine verminderte Expression vaitriM abbauenden Enzymen eine
wesentliche Rolle. Wesentliche Matrix abbauende yBEwz sind die Matrix
Metalloproteinasen (MMP). Diese werden durch emtsipende Hemmer blockiert. Das
Protein EMMPRIN spielt dabei eine wichtige Rolle @s sowohl die Aktivitat als auch

die Expression von MMP steigern kann.
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Abbildung 1.2: Zusammenfassung: Schematische Dlarsgeder Entwicklung des chronischen

Transplantatschadens (nach Solez, Colvin et al8200
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1.3 Homostase der extrazellularen Matrix und Fibrose

Matrix Metalloproteinasen (MMP) sind eine grol3e @gye von Enzymen, die in der Lage
sind, verschiedenste extrazellulare Matrixproteabeubauen. Inzwischen sind Uber 15
verschiedene MMP identifiziert, die in verschied€ippen unterteilt werden kénnen:
in die Gruppe der interstitiellen Kollagenasen, @Glatinasen, der Stromelysine, der
Elastinasen, sowie der membranstandigen MMP. Jdd® Mann einer dieser Gruppen
zugeordnet werden und ist spezifisch fir eines odehnrere Substrate. Mit Ausnahme
der membranstandigen MMP werden MMP als inaktive rstiden sezerniert
(Zymogene). Sie mussen somit erst von anderenzeiudiren Peptidasen proteolytisch
aktiviert werden. Mit Ausnahme von MMP-9 werden MMénstitutiv in einer gesunden
Niere produziert, sie kébnnen aber auch von profiscben Zytokinen wie Interleukin 1
oder Wachstumsfaktoren wie T@Finduziert werden. (Carmeliet, Moons et al. 1997;
Waller and Nicholson 2001). Im Sinne einer physidohen Balance zwischen ECM-
Synthese und -Abbau in einer gesunden Niere wird MBIP die tragende Rolle beim
Abbau der Extrazellularmatrix zugeschrieben. (Sgaitd, Davies et al. 1992; Eddy
2000).

Es wurden bereits einige Studien durchgefihrt,déie Zusammenhang zwischen MMP
und chronischem Transplantatschaden untersuchédom@r et al. zeigten, dass Biopsien
aus einer Gruppe von Patienten, die ihr Organ aotfr eines chronischen
Transplantatschadens verloren hatten, im Vergleickolchen aus einer Gruppe mit noch
funktionierender Transplantatfunktion eine ernigtlriExpression von MMP aufwiesen.
(Palomar, Mayorga et al. 2005). Im Tiermodell féheine Hemmung von MMP in den
ersten zehn Tagen nach Transplantation zu eineuZ®edng der Entwicklung eines
chronischen Transplantatschadens im Vergleich antidligruppe; eine Hemmung der
MMP in den Wochen zwdlf bis 20 jedoch fiihrte zungigant hoherer Proteinurie und
einer grofReren Auspragung des Transplantatschadems, Yao et al. 2005). MMP
kébnnten somit in der Frihphase nach Transplantatad® Promotoren einer
fortschreitenden Transplantatdysfunktion fungierérklart wird das durch die Effekte
der MMP an der tubulointerstitiellen Matrix und deBasalmembran der
tubuloepithelialen Zellen: deren Fragmentierung éibau kdonnte Entzindungszellen
anlocken und den Fortschritt der Fibrose somit démd Spatere Hemmung der MMP

hingegen wirkte fibroseférdernd, da der protekt&iebau der extrazellularen Matrix
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durch MMP in diesem fortgeschrittenen Stadium veahrt wird. In einem Mausmodell,
bei dem in den proximalen Tubuluszellen MMP Uberemiert wird, entwickelt sich das
ganze Spektrum eines chronischen Transplantatschadet tubularer Atrophie,
Glomerulosklerose und tubulointerstitieller Fibrogeas ebenfalls die wichtige Rolle von
MMP fur die Entstehung eines chronischen Transptaohadens belegt (Cheng, Pollock
et al. 2006). Es existieren ferner physiologisatt@ditoren der MMP, die sogenannten
TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinases). DiéMP bilden mit den MMP 1:1-
Komplexe und inhibieren sowohl die aktiven als adah inaktiven Vorstufen (Gomez,
Alonso et al. 1997).

12



1.4 Der extrazellulare Mitrix Metallopoteinasemducer EMMPRIN

In der Tumorbiologie beobachtete man schon lange kehe Aktivitdten von Matrix
Metalloproteinasen an der Grenzflache von Tumorpewzu gesundem Bindegewebe.
Auf der Suche nach einem Ubergeordneten Regulatiectsanismus fir diese
ausgepragte MMP Aktivitat und Expression stiel3 rmahein hochgradig glykosyliertes
transmembrantses Oberflachenprotein auf Tumorzediesm EMMPRIN, auch unter den
Bezeichnungen CD 147, Neurothelin oder Basigin bekéGabison, Hoang-Xuan et al.
2005).

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des EMMPRB¥ekls (Gabison, Hoang-Xuan et al. 2005)
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EMMPRIN gehért zur Immunglobulin  Superfamilie undeskeht aus zwei
Immunoglobulin-Doméanen (Ig loops) im Extrazelludum, einer einfachen
transmembrantésen Domé&ne und einem kurzen zytopliasimen Abschnitt (s.
Abbildung 1.3). EMMPRIN ist extrazellular in untelsedlichem MalRe an drei
verschiedenen Aminoséaureresten glykosyliert, wasgeféihr die Halfte des
Molekulargewichts des 44-66 kDa schweren Glykopnste ausmacht. Diese
Glykosylierung ist essentiell, um die MMP zu akengn (Gabison, Hoang-Xuan et al.
2005; Nabeshima, Iwasaki et al. 2006). EMMPRIN kadie Synthese vieler
verschiedener MMP induzieren. (Li and Yang 200%).hit allerdings keinen Effekt auf
ihre physiologischen Inhibitoren, verschiebt alss @leichgewicht in Richtung MMP
Produktion und Aktivierung (Gabison, Hoang-Xuan at 2005). In menschlichen
Tumoren produzieren Fibroblasten den Grol3teil dstRViviel mehr als die Tumorzellen
selbst (Basset, Bellocq et al. 1990; MacDougall Rratrisian 1995; Hewitt and Dano
1996). EMMPRIN hingegen wird auf der Oberflache vimmorzellen exprimiert und
stimuliert benachbarte Fibroblasten und Endothiglaetur Produktion dieser MMP und
ermdglicht so die Invasion der Tumorzellen in dmeliegenden Gewebe (Biswas, Zhang
et al. 1995; Caudroy, Polette et al. 2002). WenolglEMMPRIN in der Tumorforschung
entdeckt und dort bisher am besten untersucht wspelt es auch eine wichtige Rolle
in anderen pathologischen Prozessen (s. Abbilduhg Machdem bereits bekannt war,
dass in koronaren atherosklerotischen Plaques M® Mxpression signifikant erhdht ist,
konnte in solchen Plagues EMMPRIN auf Makrophageshgewiesen werden und
dieses spielt dort mdglicherweise eine Rolle bewmntdehreiten der atherosklerotischen
Lasion und mag fir die Instabilitdt von Plaquesanéwortlich sein (Major, Liang et al.
2002; Haug, Lenz et al. 2004; Schmidt, BultmanaleR006). Bei Patienten mit akuten
AbstoRungen nach Herztransplantation konnten elbemfidohte Aktivitditen von MMP
und EMMPRIN nachgewiesen werden (Yamani, Starlingl.€2002). Auch in Studien zu
rheumatoider Arthritis konnte in der Synovia ert®dMMP und EMMPRIN Aktivitaten
nachgewiesen werden, was als wichtiger Faktor &g BEortschreiten der Entziindung
diskutiert wird (Konttinen, Li et al. 2000; Tomitd&Nakase et al. 2002). Ferner spielt
EMMPRIN auch in physiologischen Situationen eine chtige Rolle: im
Menstruationszyklus konnten je nach Phase verseheedExpressionsmuster von
EMMPRIN und MMP, sowie deren Regulation durch Pstgeon und den
Glykosylierungsgrad von EMMRPIN nachgewiesen werfioguchi, Sato et al. 2003).

Vielfaltige weitere physiologische Aufgaben fur ENRRIN wurden bereits beschrieben.
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Embryos von Knockout-Mausen fir EMMPRIN konntenhsEumeist nicht im Uterus
implantieren, diejenigen Tiere, die Uberlebten, emasteril, zeigten Defizite in ihrer
Spermiogenese, Fertilisation, sowie Funktionen 8ensorik und des Gedéachtnis
(lgakura, Kadomatsu et al. 1996; Igakura, Kadomatsal. 1998). EMMPRIN soll an der
Interaktion und Aktivierung von Immunzellen, am @&imgen von Viren in ihre
Wirtszellen, Zell-Zell Interaktionen bei der Entkiong des Zentralnervensystems oder
der Entwicklung und Erhaltung der Blut-Hirn-Schranketeiligt sein. Als Chaperone
Molekul fur Monocarboxylat-Transporter (MCT) derliBeembran spielt es zum Beispiel
in der Retina eine wichtige Rolle. Ein einheitliciMechanismus fiir all diese Funktionen
bleibt noch aufzuklaren, ob und inwieweit sie miMH in Zusammenhang stehen, ist
ebenfalls zu zeigen (Nabeshima, Iwasaki et al. 200Gand Yang 2009). Insgesamt
kénnte EMMPRIN ein Ubergeordneter Regulator bzwtivasitor von MMP sein. Daher
kénnte die Expression von EMMPRIN im Verlauf dertigicklung des chronischen

Transplantatschadens bei zunehmender interstitiélbeose abnehmen.

Abbildung 1.4: Ubersicht {iber die vielfaltigen Ftioken von EMMRPIN
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1.5 Fragestellung

1. Kann EMMPRIN in Nieren mit chronischem Transpédschaden nachgewiesen

werden?
2. Nimmt das Ausmall der EMMPRIN Expression mit iumendem

Transplantatschaden der Nieren ab?
3. Existieren Korrelationen zwischen der Expressioon EMMPRIN und
laborchemischen Markern der Transplantatfunktioa eer Kreatininserumkonzentration

oder der glomerularen Filtrationsrate?

16



2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In die Studie wurden 50 Patienten (Alter 49,00 daBD+ 13,30, davon weiblich n = 16
Alter 43,13 Jahre, SB 14,71; mannlich n = 34 Alter 51,65; SD11,62) eingeschlossen,
denen zwischen 1986 und 2002 am Klinikum rechtdsterder Technischen Universitéat
Minchen eine Niere transplantiert wurde. Von 38eliePatienten wurde jeweils eine
bioptische Probe untersucht, bei zwolf Patientemn éen Nephrektomiepréaparat vor.
Patienten wurden in die Studie eingeschlossen, vieren Biopsien frihestens zwolf
Monate nach Transplantation gewonnen wurden, umnische Veranderungen im Sinne
eines chronischen Transplantatschadens zu untersuChe Proben stammen aus dem
Pathologischen Institut des Klinikums rechts dear Isler Technischen Universitat

Miinchen.

Bei 42 der untersuchten Transplantatnieren hanésltsich um Kadaverspenden (kalte
Ischamiezeit: 23,4 h, SB 7,5 h; warme Ischamiezeit: 35,8 min, $06,8 min), acht
Transplantate waren im Rahmen einer Lebendspeadspiantiert (kalte Ischamiezeit:
2,6 h, SD£ 0,9 h; warme Ischamiezeit: 28,6 min, $@,7 min).

Ferner wurden aus den Patientenakten klinischenDatgedem Patienten erhoben. Dazu
gehorten Alter und Geschlecht des Patienten, Zekipwer Nierentransplantation,
Zeitpunkt der Biopsieentnahme beziehungsweise deltippder Nephrektomie, sowie die
Grunderkrankung, die zur terminalen Niereninsudiia gefiihrt hatte. Ferner wurden
laborchemische Daten erhoben: Kreatininserumkonagmt und Harnstoffserum-
konzentration zum Zeitpunkt der Biopsie beziehuregsey  letzter
Kreatininserumkonzentration vor erneuter Dialysepfl bei den nephrektomierten
Patienten. Auf3erdem wurde eine Basiskreatininkdnaon erfasst, die als beste stabile
Kreatininkonzentration des Patienten nach Transaliam definiert wurde. Aus
Kreatinin- und Basiskreatininserumkonzentrationdeudie Differenz als Parameter Uber
das im Verlauf ansteigende Kreatinin gebildet, eliewird im Folgenden alé&-Krea

bezeichnet.
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Zusatzlich wurden die glomeruléaren Filtrationsrateach der Cockcroft-Gault-Formel
aus Kreatininkonzentration, Gewicht und GeschldehtPatienten errechnet:

(140- Alter)x Gewicht
72x Krea

GFR= (x 0,85 falls weiblich) (Formel 2.1)

Alter: Alter in Jahren
Krea: Serumkreatinin in mg/d|
Gewicht: Gewicht in kg

Aus dem Patientenkollektiv der 50 Patienten wurfianf Patienten ausgewahlt, von
denen neben der untersuchten Biopsie noch mindester weitere Biopsien zu
unterschiedlichen Zeitpunkten vorhanden waren, @wn Werlauf der Expression von
EMMPRIN zu untersuchen. Zu allen Biopsien des jégean Patienten wurden ebenfalls
die oben aufgefuhrten klinischen und laborchemisdbaten erfasst (s. Tabellen 2.1- 2.5,

Anhang).
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2.2 Histologische Einteilung des chronischen Transplgchadens —
Fibrose, Atrophie

Zur Feststellung des Ausmales des chronischen plaamatschadens wurden
histologische Schnitte der Biopsien bzw. Nephrekéonaller Patienten untersucht. Dazu
wurden die mit Hamatoxylin-Eosin (H.E.) gefarbtenhBitte nach den Kriterien der
Banff 97 Klassifikation in drei Gruppen eingest(Racusen, Solez et al. 1999): Grad 1:
milde interstitielle Fibrose und tubulare Atroplfie 25%), Grad 2: malige interstitielle
Fibrose und tubulare Atrophie (26-50%), Grad 3:vsmie interstitielle Fibrose und
tubulare Atrophie mit Verlust von Tubuli (> 50%).rd8l 0 wurde hier als fehlende
interstitielle Fibrose und tubulare Atrophie dedirii Grad 0 hatten acht, Grad 1 elf, Grad
2 14 und Grad 3 17 Praparate (s. Tabelle 2.1).

Die Einteilung in die Gruppen erfolgte durch eirféathologen aus dem Pathologischen
Institut der Technischen Universitat Minchen. DieE Hgefarbten Schnitte stammen
ebenfalls aus dem Archiv des Pathologischen Iistitler Technischen Universitat

Minchen.
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Tabelle 2.1: Zusammenfassung der laborchemischéanDter Patienten geordnet nach Grad des chronische
Transplantatschadens: Laborparameter in Mittelwegtandardabweichung

Glomerulare A-Krea Harnstoff

Anzahl Krea (mg/dl):  Filtrationsrate ) .

CAD Grad . . . (mg/dl): (mg/dl):
Patienten Mittelwert, SD (ml/min): Mittelwert. SO Mittelwert. SD

Mittelwert, SD ’ '

0 8 35,17 30,3+ 19,4 1,85+ 1,32 50,0+ 22,8
1 11 2,6;+£0,8 34,0+ 11,2 1,32+ 0,81 38,4+ 12,9
2 14 3,6;+1,8 29,7+ 15,9 1,92+ 1,25 59,7+ 45,1
3 17 58;+1,9 19,8+ 13,8 4,54+ 3,07 79,9+ 39,8
> 50 4,1;£2,3 27,7+ 16,0 2,55+ 2,34 60,0+ 38,5

Tabelle 2.2: Zusammenfassung klinischer Daten @¢ieRten. Alle Angaben in Mittelwert +
Standardabweichung

CADGrag  AlerderPatienten: - Gewiohtder Patienten oSt
! ' ! Mittelwert, SD
0 46,38:+ 18,19 66,20+ 14,98 42.,6* 21,6
1 56,27+ 5,31 72,05+ 10,48 42.,6*+ 19,9
2 4571+ 12,71 72,86x 19,84 44 A+ 27,7
3 48,00;+ 12,87 66,87+ 12,03 64,5+ 35,5
> 48,92:+ 13,30 69,69+ 15,21 50,6+ 30,1
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Tabelle 2.3: Ubersicht tiber die nephrologischen i@rerkrankungen der Patienten

Grunderkrankung, die zur Anzahl der betroffenen
Transplantationsbeddrftigkeit gefihrt hat Patienten
Schrumpfnieren.u_nbekannf[er Ger_wese / C_hronische 18
Glomerulonephritis ohne histologische Sicherung

Diabetische Nephropathie 6
Polyzystische Nierenerkrankung 6
IgA-Nephritis 4
Mesangioproliferative Glomerulonephritis 4
Chronische Pyelonephritis 3
Vesiko-uretrale Refluxkrankheit 2
Fokal sklerosierende Glomerulonephritis 2
Oxalose 1
Interstitielle Nephritis 1
Radiogene Nephritis 1
Analgetika Nephropathie 1
Hamolytisch-uréamisches Syndrom 1
z 50
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Tabelle 2.4: Allgemeine Daten zu den funf Verigatignten :

Anzahl Alter des Zeitspanne
Patienten Patienten bei  zwischen erster und
Geschlecht der T Grunderkrankung
Nr. Biopsien der ersten letzter Biopsie
P Biopsie (Jahre)

1 m 5 53 28 diabetische Nephropathie
2 f 5 30 3,3 Chronische GN

3 f 6 55 3,4 Chronische GN

4 m 5 57 6,9 Chronische GN

5 f 5 50 2,0 Chronische GN

Chronische GN: chronische Glomerulonephritis urddaitiologie

Tabelle 2.5: Allgemeine Daten zu den funf Verlaatispten:

Patienten Spendertyp Ischamiezeit kalt Ischamiezeit . Anzahl der _
Nr. (Stunden) warm (Minuten)  Nierentransplantationen
1 Kadaver 19 30 1
2 Kadaver 27 30 1
3 Kadaver 26 50 1
4 Kadaver 18 45 1
5 Kadaver 27,5 30 2
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2.3 Immunhistochemie

Das Prinzip der Immunhistochemie besteht darin, Amtigen durch spezifische
Antikdrper zu markieren und fir den Untersuchereurdem Mikroskop sichtbar zu
machen. Hierzu stehen verschiedene Verfahren zdftijteng, im Folgenden wird kurz
die so genannte APAAP- Methodelkalische_Posphatasendi-alkalische_Piosphatase)
skizziert, die in der vorliegenden Studie angewawndide.

Bei der APAAP-Methode werden drei Reagenzien bgnoétiPrimarantikorper,
Sekundarantikérper und der APAAP-Komplex, bestehand dem Enzym alkalische
Phosphatase und einem Antikdrper gegen alkalistiosghatase. Der Primarantikdrper
ist spezifisch gegen das zu untersuchende Antigaichget, hier EMMPRIN. Der
Sekundar- oder Brickenantikérper kann sowohl dem&antikdrper als auch den
APAAP-Komplex binden, da beide in derselben Tiexggee hergestellt wurden. Dieser
wird im Uberschuss zugefiigt, so dass jeweils nurAem seines Fab-Fragments an den
Priméarantikdrper bindet und der andere fir die Bigl des APAAP-Komplexes frei
bleibt. Das Enzym alkalische Phosphatase wird deich Substrat-Chromogenreaktion
sichtbar gemacht (s. Abbildung 2.1).

(Blkalische
{Phosphatase
(aynti-
¢a)lkalische

hospha1ase

= APAAP-Komplex

¥ Bricken-
r antikbrper

K Priméarantik&rper

APAAP-Methode

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der APAAEIHdde



In der vorliegenden Arbeit wurde die EMMPRIN Exmies an 3um didnnen Schnitten

untersucht. Diese wurden aus den in Paraffin eietheten Gewebeblocken gewonnen.

Nach Deparaffinierung und Hydrierung der Proben dear diese in einem Bad mit
Zitratpuffer Lésung (21,01g Zitronensaure 0,1M,429, Natriumzitrat 0,1M, verdinnt
auf 1l mit aqua destillata) fur zweimal zehn Minutén der Mikrowelle erhitzt.
AnschlieBend 30-minutiges Abkuhlen und dreimal faMinuten Waschen in
Pufferlosung (TBS, pH 7,6); danach wurden die Pmofie zehn Minuten in 6% #D;
(verdunnt in Methanol) eingetaucgefolgt von weiteren dreimal finf Minuten Waschen
in Pufferlosung. Nach Inkubation mit dem Priméaraiper (CD147, clone HIM6, BD
Pharmingenl ) (Verdiinnung 1:50) Gber Nacht bei 4°C in einecféan Kammer wurden
die Schnitte nach Waschen in Pufferldsung fir 3au#n mit dem Brickenantikdrper
inkubiert (Rabbit-anti-mouse Ak, DAKO®, Verdiunnurigl00). Es folgte erneutes
Waschen in Pufferlosung, sowie 30 minitiges Inkidriemit dem PAP-Komplex
(DAKO®, Verdunnung 1:200). Das Antigen wurde dufminitige Behandlung mit
dem Chromogen (DAKO® Fast Red Substrate Systemgfarg, und anschliel3end
wurden die Proben mit Mayer's Hamalaun (Merck, DBaadt, Deutschland)
gegengefarbt. Alle Praparate inklusive Negativkolign wurden im gleichen
Arbeitsablauf angefertigt, bei den Negativkontnoliurde statt des Primarantikdrpers

mit Pufferldsung inkubiert.
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2.4 Statistische Auswertung

Alle Biopsien und Nephrektomien wurden sowohl untgualitativen als auch
guantitativen Gesichtspunkten ausgewertet. Bei daalitativen Analyse wurde
bertcksichtigt, welche Strukturen positive Anfargureigten, und der Farbeintensitat
jedes Schnittes wurde ein Wert zwischen null (=n&efnfarbung) und drei (= starke
Anfarbung) zugeordnet. Zur quantitativen Analyserdem die im Praparat positiv
gefarbten Tubuli erfasst und durch die im gesarRt@parat vorhandenen Tubuli geteilt,
woraus sich jeweils ein Wert zwischen null und e@rgab. Dieser Wert wurde als
EMMPRIN-Score bezeichnet. AuRerdem wurde jeder @b weiterer Parameter fr
die EMMPRIN Farbung zugeordnet, der sich aus deaduikt von EMMPRIN-Score
und Farbeintensitdt zusammensetzt. In diesem Searslen somit sowohl die
gualitativen als auch quantitativen Farbeeigensehaider Biopsien/Nephrektomien
bertcksichtigt. Dieser Score wird im Folgenden EMMPRIN-Score x Féarbeintensitat
bezeichnet.

Zur Testung von Korrelationen zwischen stetigen eDatvurde der Spearman-rho-
Korrelationskoeffizient berechnet. Analysen tGben d@isammenhang von stetigen und
ordinal verteilten Merkmalen wurden mit dem ANOVASE (Varianzanalyse) flr
parametrische Daten beziehungsweise flr nicht-patrésohe Daten mit dem Mann-
Whitney-Test fur k=2 EinflussgroRen oder dem KriskKallis-Test fur k>2
EinflussgréRen durchgefuhrt. Zusammenhénge zwisapeslitativen Daten, sei es
zwischen ordinal skalierten oder nominal skaliertgarden mit dem chi? - Test geprift.
Ein p-Wert vor 0,05 wurde als signifikant angenommen gemalf eodétahler von

5 %.

25



3 Ergebnisse

3.1 EMMPRIN Expression im Patientenkollektiv

Von den 38 Biopsien zeigten 24 (63,16%) eine imnsinbhhemische Anfarbung von
EMMPRIN, die restlichen 14 zeigten keine spezifescinfarbung. Die zwolf
Nephrektomiepraparate zeigten allesamt keine gpelaéd Farbung. Insgesamt farbten
sich somit 48 % der untersuchten Proben spezifisctBei den 24 positiven Proben fand
sich siebenmal Farbegrad drei, achtmal Grad zweineunmal Grad eins. Der Anteil der
gefarbten Tubuli lag zwischen 0,00 und 0,50 (Muittt: 0,1; SD:x 0,14). Betrachtet
man den Parameter EMMPRIN-Score x Farbeintendigiyegte sich dieser zwischen
den Werten 0,00 und 1,50 (Mittelwert: 0,21; S110,35) (s. Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Ubersicht (iber die Eigenschaften diepBien, die zwolf Nephrektomiepraparate wurdem hie
nicht beriicksichtigt. Alle Angaben in MittelwerStandardabweichung

Anzahl der Anzahl der Anzahl der EMMPRIN- EMMPRIN-
CAD . . angefarbten Score X
Glomeruli Tubuli X Score . .
Tubuli Farbeintensitat

0 6,6:+6,1 387,5+ 257,1 100,1#% 123,6 0,21+ 0,13 0,41+ 0,32
1 48:+3,1 457,3% 306,0 61,8+ 71,2 0,17+ 0,16 0,43+ 0,54
2 41:+34 311,8+219,4 23,8+24,4 0,09+ 0,11 0,18+ 0,25
3 3,0;+1,5 114,2+ 70,4 0,0+ 0,0 0,00:+ 0,00 0,00+ 0,00
> 4.6:;+4,0 337,9% 265,5 47,1+ 78,0 0,10+ 0,14 0,21# 0,35



Bei den positiven Biopsien farbten sich ausschiidi3tie Zellen der Nierentubuli an,
diese besonders an der Dbasolateralen Seite. Mawelme, infiltrierende
Entzindungszellen, sowie die Glomeruli zeigten einkr Probe eine spezifische

Anfarbung (s. Abbildungen 3.1 — 3.6).

Abbildung 3.1 CAD Grad 1 Emmprin-Score: 0,5 Farbensitat: 3 VergréRerung 20x
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Abbildung 3.2 CAD Grad 1 Emmprin-Score: 0,5 Farbensitat: 3 VergréRerung: 40x

Abbildung 3.3:CAD Grad 1 Emmprin-Score: 0,13 Farbeintensitat: @yf6Rerung: 40x
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Abbildung 3.4.CAD Grad 0 Emmprin-Score: 0,42 Farbeintensitat: drgf6Rerung: 40x

Abbildung 3.5:.CAD Grad 3 Emmprin-Score: 0,00 Farbeintensitat: €df6Rerung: 20x
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Abbildung 3.6:CAD Grad 0, Emmprin-Score: 0,26 Farbeintensita¥é&groRerung: 40x
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3.2 EMMPRIN Expression im Verlauf des chronischen

Transplantatschadens

Es wurden der EMMPRIN-Score, sowie EMMPRIN-Score Férbeintensitat als

guantitative Variable und der Farbeintensitatsgiadqualitative Grof3e in Bezug auf die

klinischen und laborchemischen Daten bezuglichifkgmter Korrelationen untersucht.

Tabelle 3.2: Ergebnisse der Varianzanalyse von @Gk&d und EMMRPIN-Score

Unterschiede der
EMMPRIN Scores

95%-Konfidenz-Intervall

zwischen CAD Mittlere Standard-
Diff. abweichug Sig. Untergrenze Obergrenze

(a) und (b)

0 1 0,045 0,053 1,000 -0,101 0,192
0 2 0,117 0,051 0,152 -0,022 0,257
0 3 0,212* 0,050 0,000 0,077 0,348
1 2 0,072 0,046 0,759 -0,055 0,199
1 3 0,167* 0,044 0,003 0,045 0,289
2 3 0,095 0,041 0,157 -0,019 0,209

Die mit * gekennzeichneten Werte sind statistisghifikant.

Die Mittelwerte der EMMPRIN-Scores zwischen den @ren null und drei, sowie

zwischen eins und drei unterschieden sich statisgsgnifikant. Unterschiede zwischen

anderen Gruppen waren zwar ebenfalls nachweistmdwcl waren diese nicht statistisch
signifikant (s. Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.3: Ergebnisse der Varianzanalyse von @GkBd und EMMPRIN-Score x Farbeintensitat

Unterschiede von

EMMPRIN- 95%-Konfidenz-Intervall
ScoresxFarbeintensitat Mittlere Standard-
zwischen CAD Grad Diff. abweichug Sig. Untergrenze Obergrenze

(@) und (b)
0 1 -0,026 0,143 1,000 -0,421 0,370
0 2 0,231 0,137 0,591 -0,147 0,608
0 3 0,407* 0,132 0,021 0,042 0,772
1 2 0,256 0,124 0,270 -0,087 0,599
1 3 0,433* 0,120 0,004 0,104 0,763
2 3 0,177 0,111 0,719 -0,131 0,484

Die mit * gekennzeichneten Werte sind statistisghifikant

Die Mittelwerte der EMMPRIN-Scores x Farbeinteritiéwischen den Gruppen null und

drei, sowie zwischen eins und drei unterschiedeh statistisch signifikant (s. Tabelle

3.3).
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Neben der Auswertung des 50 Patienten umfassendiekivs wurden funf Patienten
ausgewahlt, von denen mindestens funf Biopsienditiahen Verlauf vorhanden waren.
Im Folgenden werden die Ergebnisse der seriellep®en bei jedem der funf Patienten
beschrieben, die mit Patient 1 bis 5 bezeichnederer Die Farbungen der seriellen
Proben wurden alle im gleichen Arbeitsgang durchigef um systematische Farbefehler
bei der Immunhistochemie zu vermeiden. Die Schweadky des chronischen
Transplantatschadens der Biopsien, die innerhalb elisten drei Monate nach
Transplantation genommen wurden, sind nicht aufgéfida die Veranderungen in
diesen Proben am ehesten auf die Grunderkrankunigkzufiihren sind.

Von Patient 1 existierten funf Biopsien, die eirBmtraum von 33,1 Monaten umfassen,
die erste Biopsie wurde 0,7 Monate nach der Tramsation entnommen. Eine Ubersicht
Uber die zeitliche Abfolge liefert Tabelle 3.4. DBesten beiden Biopsien, die innerhalb
des ersten Monats genommen wurden, zeigten beahifisphe Farbung auf EMMPRIN
(EMMPRIN-Score: 0,02; Farbeintensitat: 1 bzw. EMMRF5core:0,11; Farbeintensitat:
1). Die weiteren Biopsien zeigten keine spezifiSEMMPRIN Anfarbung.

Von Patient 2 (s. Tabelle 3.5) waren funf Biopsieowie ein Nephrektomiepraparat
vorhanden. Bis auf die dritte Biopsie, die schwpositiv war (EMMPRIN-Score: 0,04;
Farbeintensitat: 1), konnte keine spezifische Féglhgefunden werden.

Bei Patient 3 (s. Tabelle 3.6) war die erste daf Riopsien stark positiv auf EMMPRIN
(EMMPRIN-Score: 0,35; Farbeintensitat: 2). Die amte Biopsien zeigten keine
spezifische Anfarbung.

Von Patient 4 (s. Tabelle 3.7) lagen funf Biopsisowie ein Nephrektomiepraparat vor.
Der Zeitraum von 83,7 Monaten ist der grof3te, dedeén seriellen Biopsien erfasst
wurde. Auch hier zeigte die erste Biopsie eine ldgh@ EMMPRIN-Fabrung
(EMMPRIN-Score: 0,57; Farbeintensitat: 3), die fagen Proben einschlielilich
Nephrektomiepraparat waren negativ.

Die erste Biopsie bei Patient 5 (s. Tabelle 3.8) ima Gegensatz zu den anderen vier
Patienten nicht innerhalb des ersten Jahres genomuoelen, sondern erst 27,3 Monate
nach Transplantation. Diese Biopsie hatte keine.dp@&rbung. Die nachste Biopsie einen
Monate spater war positiv (EMMPRIN-Score: 0,43;deimtensitat: 2), ebenso die vierte
Biopsie, die 37,5 Monate nach Transplantation entmen wurde (EMMPRIN-Score:
0,26; Farbeintensitat: 3).
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Tabelle 3.4: Zeitlicher Verlauf der EMMPRIN Expriessvon Patient 1

Zeit nach Transplantation in Monaten 0,7 1,0 7,5 33,7 33,8
EMMPRIN Positiv Positiv Negativ Negativ Negativ
CAD Grad 1 2 2
Tabelle 3.5: Zeitlicher Verlauf der EMMPRIN Expriessvon Patient 2

Zeit nach Transplantation in Monaten 0,2 0,4 22,2 37,5 38,3 39,0
EMMPRIN Negativ  Negativ Positiv Negativn  Negativ  Negativ
CAD Grad 2 2 2 3
Tabelle 3.6: Zeitlicher Verlauf der EMMPRIN Expnessvon Patient 3

Zeit nach Transplantation in Monaten 0,7 29,5 38, 39,3 41,7
EMMPRIN Positiv Negativ Negativ Negativ Negativ
CAD Grad 0 2 2 2
Tabelle 3.7: Zeitlicher Verlauf der EMMPRIN Expriessvon Patient 4

Zeit nach Transplantation in Monaten 2,3 21,2 34, 46,5 47,3 83,7
EMMPRIN Positiv Negativn Negativ Negativn Negativ  Negativ
CAD Grad 0 0 0 0 3
Tabelle 3.8: Zeitlicher Verlauf der EMMPRIN Expnessvon Patient 5

Zeit nach Transplantation in Monaten 27,3 28,6 38, 37,5 51,7
EMMPRIN Negativ Positiv Negativ Positiv Negativ
CAD Grad 0 0 2 2 3
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3.3 EMMPRIN und klinische Parameter

Ein hoherer Grad des chronischen Transplantatsobadear mit einem kleineren
EMMPRIN-Score assoziiert. Ein erniedrigter EMMRP8dore war mit einer
erniedrigten glomerularen Filtrationsrate assorzitemiedrigte EMMPRIN-Scores waren
ferner mit hoheren Kreatininserumkonzentrationed bhidheremA-Kreatinin assoziiert.
Fur Harnstoffserumkonzentration und Transplangtadtgaben sich keine signifikanten
Unterschiede (s. Tabelle 3.9).

Tabelle 3.9: Korrelation zwischen EMMPRIN-Score aen klinischen/laborchemischen Daten

Korrelation zwischen EMMPRIN-Score

und . Art des Testes p-Wert
CAD Grad Kruskall-Wallis-Test < 0,001"
glomeruléarer Filtrationsrate Spearman-Test 0,022°
Kreatinin Spearman-Test 0,018"
A - Kreatinin Spearman-Test 0,010"
Harnstoff Spearman-Test 0,312
Transplantatalter Spearman-Test 0,212

Die mit * gekennzeichneten Werte sind statistisigimifikant.
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Ein hoherer Grad des chronischen Transplantatsnbader mit einer erniedrigten
Farbeintensitat assoziiert. Aul3erdem war eine g¢ehBhrbeintensitat mit einer erhdhten
Kreatininserumkonzentration, einem erhoéht@AaKreatinin und einer verminderten
glomerularen Filtrationsrate korreliert. Ferner gtei sich, dass steigendes

Transplantatalter mit geringerer Farbeintensitétetmrt ist (s. Tabelle 3.10).

Tabelle 3.10: Korrelation zwischen der Farbeint¢é@isund den klinischen/laborchemischen Daten

Zusammenhang zwischen

Farbeintensitat und.... Art des Testes p-Wert
CAD Grad Chiz-Test <0,001"
glomerulérer Filtrationsrate Kruskall-Wallis-Test 0,046"
Kreatinin Kruskall-Wallis-Test 0,019"
A - Kreatinin Kruskall-Wallis-Test 0,018"
Harnstoff Kruskall-Wallis-Test 0,456
Transplantatalter Kruskall-Wallis-Test 0,046"

Die mit * gekennzeichneten Werte sindistiach signifikant.
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Hohere Werte bei EMMPRIN-Score x Farbetintensitarrddierten mit reduzierter

glomerularer Filtrationsrate, sowie steigenden Kng@serumkonzentrationen und

steigendend\-Kreatinin (s. Tabelle 3.11).

Tabelle 3.11: Korrelation zwischen EMMPRIN-Scoffééxbeintensitdat und den
klinischen/laborchemischen Daten

pwer
CAD Grad Kruskall-Wallis-Test <0,001"
Glomerularer Filtrationsrate Spearman-Test 0,015"
Kreatinin Spearman-Test 0,014"
A - Kreatinin Spearman-Test 0,012"
Harnstoff Spearman-Test 0,249
Transplantatalter Spearman-Test 0,137

Die mit * gekennzeichneten Werte sind statistisghifikant.
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4 Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass EMMPRIN in Biopsien transplantierten Nieren mit
chronischem Transplantatschaden nachweisbar i€3,06% der 38 Biopsien war eine
EMMPRIN Expression zu finden, jedoch in keinem @en der zwolf
Nephrektomiepraparate. In unserer Studie konnterEMIMRPIN Expression in Nieren
nachweisen, die in unterschiedlichem Mal3e von eideranischen Transplantatschaden
betroffen sind. Wir detektierten EMMPRIN an der dlageralen Seite von Tubuluszellen;
umgebendes Stroma, Entzindungszellen, sowie Gldanevaren hingegen frei von
EMMRPIN. Shimada et al. untersuchten in ihrer Stuths Vorkommen von EMMPRIN
in den Nieren gesunder Patienten mittels Immunélspenz, PCR und Western Blotting.
Sie fanden EMMPRIN Expression in den tubuloepitideh Zellen der Niere bei den
meisten Patienten, jedoch beobachteten sie keipgeEsion in den Glomeruli (Ina,
Kitamura et al. 2002). Auch wenn wir es in uns&trdie mit transplantierten Nieren zu
tun hatten, konnten wir beim chronischen Transplachaden Grad O und 1 diese

Ergebnisse bestatigen.

Beim Vergleich der EMMPRIN Expressionen zwischen @AD Gruppen Grad 1 bis 3
zeigte sich, dass bei Transplantaten ohne fibtmisdJmbau, sowie bei Transplantaten
mit chronischem Transplantatschaden Grad 1 sigmfikmehr EMMPRIN exprimiert
wurde als in Transplantaten mit chronischem Traargptschaden Grad 3. Unterschiede
zwischen weiteren Gruppen zeigten eine Tendenzlrhter EMMPRIN Expression in
Transplantaten mit weniger fibrotischem Umbau, @isrrelationen waren jedoch nicht

signifikant.

In Transplantaten, in denen ein fortgeschritten@romischer Transplantatschaden
nachweisbar ist, findet man im Gegensatz zu gesuNt=en erniedrigte Expression von
MMP (Palomar, Mayorga et al. 2005). Diskutiert wites im Zusammenhang mit der
Fibroseentstehung, verminderter Expression von Mddinte zu mangelhaftem Abbau
von Matrix fuhren und dadurch die Fibrosierung @egans foérdern. Dass EMMPRIN in
der Lage ist, die Synthese von MMP zu induziereamnke in verschiedenen Studien

gezeigt werden, zum Beispiel stimulieren malignemoteellen Gber EMMPRIN
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Expression die MMP Aktivierung (Gabison, Hoang-Xwetral. 2005). Dass man ebenso
wie verminderte MMP Expression auch weniger EMMPRiINNieren mit chronischem
Transplantatschaden nachweisen kann, belegt uBtades. In Neoplasien fuhrte erhohte
EMMPRIN Konzentration zu aggressiverer Invasion uathohtem Umbau von
extrazellularer Matrix. In unserem Fall korrelidie verminderte EMMPRIN Expression
mit zunehmender Matrixanhdufung und Nephropathes. d&r Frage, ob zwischen der
EMMPRIN Expression und chronischem Transplantatdeha ein kausaler
Zusammenhang besteht, sollten die Wechselwirkungemschen EMMPRIN und
Transplantatschaden biologisch sinnvoll und plalssigin. Dass eine Blockierung der
MMP Aktivitat den Transplantatschaden verstarkt, belegt (Lutz, Yao et al. 2005),
ebenso die Tatsache, dass die EMMPRIN-Aktivitat St@igerung der MMP Expression
fuhrt (Caudroy, Polette et al. 2002; Li and Yan®2)0 Eine Zunahme des Fibrosegrades
beim chronischen Transplantatschaden ist somithauisc durch verminderte EMMPRIN
Expression erklarbar. EMMPRIN konnte somit ein Sefaktor sein, der vor Fibrose
schitzt und sich im Verlauf erschopft. Ob eine Kaditét tatsachlich besteht, kann

allerdings nur durch direkte Beeinflussung der EMRIR Aktivitat untersucht werden.

EMMPRIN war nicht in jeder Biopsie mit CAD Grad @er 1 nachweisbar. Mdglich
wére es, dass EMMPRIN in der nicht oder nur mildeapadigten transplantierten Niere
nicht konstitutionell exprimiert wird, sondern nunter bestimmten Einflissen und zu
bestimmten Zeitpunkten. Um hierfir eine moéglich&kl&ung zu finden, wird noch
einmal kurz Bezug genommen auf die Mechanismen, atieder Entstehung eines
chronischen Transplantatschadens beteiligt sinddpitel 1.2, 1.3, Abbildung 1.2). Die
Entwicklung des Transplantatschadens lasst sisleischiedene Phasen unterteilen. Die
Entzindungsphase geht auf Faktoren wie (sub-)kheisakute Absto3ungen und
Ischamie-Reperfusionsschéaden zuriick, die spéateePhaginnt ca. ein Jahre nach
Transplantation und ist gekennzeichnet durch langsa aber stetiges Fortschreiten des
Transplantatschadens (Nankivell, Borrows et al.3200Vie bereits Lutz et al. gezeigt
hatten, fihrte die frihe MMP Hemmung im Mausmodel Eemmung des chronischen
Transplantatschadens, weil mdglicherweise die MMBer frihen Phase als Promotoren
der Entzindung fungieren (Lutz, Yao et al. 2005¢nkbar ware nun eine Expression
von EMMPRIN in der frihen Phase als lUbergeordn&egulator der MMP, was
wiederum die MMP Expression foérdert und somit deort$ehritt des chronischen

Transplantatschadens in diesem Stadium beginsbigser Prozess spielt sich
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maoglicherweise nicht fortwahrend ab, was der Gruaadir sein kdnnte, dass sich
EMMPRIN nicht in allen Proben des frihen Trans@#sthadens nachweisen lasst. Die
Tatsache, dass sich jedoch in den Transplantated ©r und 1 signifikant mehr

EMMPRIN nachweisen liel3, kénnte dafiir sprechens dash in dieser frihen Phase der
Transplantatschadigung noch mehr aktive Vernartpmogesse abspielen, die im
weiteren Verlauf im chronischen Transplantatschangémden. Passend hierzu zeigte
eine der wenigen Studien, die sich mit EMMPRIN umtanem fibrotischem Gewebe
befasst, dass EMMPRIN bei der pulmonalen Fibrossotders in der Néhe aktiver
Vernarbungsprozesse nachzuweisen war. Die Autocbfugen vor, dass EMMPRIN

demzufolge wichtig fur diese Umbauprozesse sei,lishinndem es mdglicherweise die

MMP Produktion in Fibroblasten stimuliere und dandie Umstrukturierung der

extrazellularen Matrix ermégliche, die in pulmonatgbrose mundet (Guillot, Delaval et

al. 2006).

Zusammenfassend gesagt konnte eine verminderte HMNIPExpression durch
verminderte MMP Aktivierung den Fortschritt des atischen Transplantatschadens in
der spaten Phase beginstigen. Zum anderen komaeEBMMPRIN Expression in der
frihen Phase des Transplantatschadens als Proaidteer Vernarbungsprozesse die

Entwicklung des chronischen Transplantatschadedgfo.

Es wurden ferner serielle Biopsien von finf PaBentintersucht, um den zeitlichen
Verlauf der EMMPRIN Expression im gleichen Transpéd zu untersuchen. Bei drei
Patienten konnte in den Biopsien, die friher nacdin3plantation genommen wurden,
EMMPRIN Farbung nachgewiesen werden, wahrend dneden spéteren Biopsien nicht
mehr anzutreffen war. Dies passt zur Hypotheses dasrminderte EMMPRIN
Expression den Fortschritt des chronischen Transgitschadens fordert, da der Niere ein
wichtiger Schutzfaktor fehlt. Bei den anderen beidopsieserien war EMMPRIN in
Biopsien nachweisbar, die nicht zeitlich aufeinanidégten. Die Verlaufe dieser beiden
Patienten waren damit erklarbar, dass EMMPRINtrdetuerhaft in der Niere exprimiert
wird, sondern einen Marker eines aktiven VernarBpngzesses darstellt, der nicht
kontinuierlich ablauft. Letztendlich missen abemien auch methodische Probleme, zum
Beispiel durch das unterschiedliche Alter der HRmsthnitte, in Betracht gezogen

werden.
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Wir konnten ferner nachweisen, dass eine vermiad&WMPRIN Expression mit
erhohten Serumkreatininwerten beziehungsweise méreverminderten glomerularen
Filtrationsrate korreliert. EMMRPIN steht also nicimur mit histopathologischen
Verénderungen beim chronischen Transplantatschagtemjern auch mit der daraus

resultierenden eingeschrankten Funktion der Tramsg@iniere in Zusammenhang.
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5 Zusammenfassung

Das Langzeitiberleben transplantierter Nieren wnreerster Linie durch das Auftreten
und den Verlauf eines chronischen Transplantatssigdbestimmt. Dieser ist
gekennzeichnet durch vaskulare Schaden, fortsehdst interstitielle Fibrosierung,
tubulare Atrophie und Glomerulosklerose. Die Anliugf der extrazellularen Matrix wird
dabei als Folge eines Ungleichgewichts von Matrntisgse und Matrixabbau verstanden,
wobei am Abbau vor allem Matrix Metalloproteinasdreteiligt sind, die beim
chronischen Transplantatschaden vermindert exprimierden. Ein Ubergeordneter
Regulator der MMP ist das EMMPRIN, das die Aktivitind Expression von MMP
induzieren kann.

In dieser Studie wurden n=50 Biopsien/Nephrektomien Nieren mit chronischem
Transplantatschaden immunhistochemisch hinsichthcer Expression von EMMPRIN
untersucht. Dabei fanden wir, dass der Grad der PIRNl Expression mit zunehmender
Nephropathie korreliert. Ferner korreliert die EMRIR Expression positiv mit der
glomerularen Filtrationsrate als Marker fur einen@iimende Transplantatfunktion. Wir
folgern, dass EMMPRIN an der verminderten MMP Espren in Nieren mit
chronischem Transplantatschaden urséchlich betsgig konnte, indem es auch hier als

Ubergeordneter Regulator fungiert.
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7 Anhang

n | Geschlecht | Geburtsdatum |Alter | Gewicht | CAD | Basis Krea Krea GFR Harnstoff
[kg] Grad [mg/dl] [mg/dl] | [ml/min] [mg/dl]

1 m 9]11| 1967 37 85,0 0 1,60 1,80 66,0 22

2 m 25| 9| 1923 70 57,2 0 1,60 4,00 14,0 62

3 m 15| 3| 1936 57 92,0 0 2,00 2,90 36,5 42

4 f 28| 6| 1989 14 44,0 0 2,20 4,60 14,0 54

5 f 27| 3| 1958 40 65,5 0 1,10 1,70 38,3 34

6 f 9| 7| 1943 60 53,9 0 2,00 6,30 9,0 88

7 f 12| 10| 1968 29 61,0 0 0,60 1,60 50,0 22

8 m 18| 7| 1927 64 71,0 0 2,20 5,20 14,4 76

9 m 1| 8| 1940 57 62,0 1 1,40 3,40 24,8 34
10 m 14| 7| 1939 57 72,0 1 1,00 3,10 26,6 61
11 m 17| 12| 1944 51 80,5 1 1,30 1,90 52,5 29
12 m 41 12| 1940 57 94,3 1 1,20 2,00 54,0 38
13 m 17| 2| 1950 43 59,2 1 1,80 3,20 25,2 23
14 m 9| 3| 1935 62 84,4 1 1,30 3,90 23,4 57
15 m 18| 5| 1933 62 74,0 1 1,40 2,80 28,9 47
16 m 30| 1| 1931 60 68,7 1 1,40 1,80 42,4 43
17 m 21|12| 1938 57 69,5 1 1,40 1,70 39,6 ?
18 f 4| 2| 1949 53 70,0 1 1,10 3,50 20,7 32
19 m 11| 4| 1941 60 58,0 1 1,30 1,80 36,0 20
20 f 2110| 1963 32 67,0 2 1,50 2,00 431 36
21 f 5| 6| 1939 58 82,4 2 1,80 2,60 30,7 53
22 m 16| 4| 1940 56 77,2 2 1,80 5,00 17,6 59
23 m 30| 9| 1937 56 120,0 2 1,60 2,00 69,7 27
24 f 23] 12| 1942 60 53,0 2 1,80 4,40 13,6 26
25 m 19| 10| 1937 57 109,0 2 2,20 3,40 37,4 36
26 m 19| 8| 1966 31 84,7 2 1,40 2,50 51,2 39
27 f 25| 11| 1944 55 57,0 2 1,20 3,50 16,6 35
28 m 3| 6| 1963 32 63,0 2 1,30 4,50 20,5 82
29 m 28| 4| 1940 51 73,6 2 2,00 6,40 14,2 64
30 f 13| 6| 1968 24 56,0 2 1,90 2,20 34,5 36
31 m 15| 12| 1940 58 59,0 2 1,60 5,10 13,1 211
32 f 8| 1| 1959 37 52,1 2 1,70 3,30 22,7 67
33 m 7| 3| 1963 33 66,0 2 1,40 3,20 31,0 65
34 m 24| 1| 1966 35 57,5 3 1,40 6,20 13,7 146
35 m 3| 1| 1977 26 58,0 3 1,20 7,30 12,5 96
36 f 27| 4| 1969 34 56,0 3 0,90 9,10 9,5 49
37 m 2(11| 1964 36 81,5 3 2,00 5,80 20,8 102
38 f 7| 8| 1941 60 545 3 1,10 0,80 64,6 12
39 m 13| 2| 1949 44 86,2 3 ? 4,90 23,0 79
40 m 22| 9| 1939 62 57,5 3 1,20 4,10 14,8 114
41 m 24| 3| 1924 69 87,0 3 1,10 3,60 241 47
42 f 26| 8| 1949 52 ? 3 1,40 ? ? ?
43 f 26| 9| 1965 27 50,0 3 1,40 6,00 13,4 121
44 m 29| 11| 1947 54 75,5 3 1,30 9,30 9,5 43
45 m 30| 5| 1936 64 ? 3 1,80 ? ? ?
46 m 1| 10| 1940 54 67,0 3 1,50 2,30 34,4 37
47 m 13| 12| 1934 59 73,1 3 1,60 8,50 9,7 116
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n |Geschlecht | Geburtsdatum |Alter | Gewicht | CAD | Basis Krea | Krea GFR Harnstoff
[kg] Grad [mg/dl] [mg/dl] | [ml/min] [mg/dl]
48 f 241 11| 1940 55 69,2 3 1,40 3,90 18,1 75
49 m 24| 5| 1957| 45 76,0 3 1,00| 12,00 8,6 129
50 m 6|11 1952| 40 54,0 3 1,80 3,60 21,0 33
n Spendertyp des Grund fur Dialysepflicht Ischdmiezeit des
Transplantats Transplantats:
kalt, warm
1| Lebend Polyzystische Nierenerkrankung 3h, 20min
2 | Kadaver Analgetika-Nephropathie 21h, 32min
3 | Kadaver Radiogene Nephritis 28h, 40min
4 | Lebend Hamolytisch-uramisches Syndrom 40min, 10min
5 | Kadaver Diabetische Nephropathie 14h, 40min
6 | Kadaver Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 27,5h, 30min
7 | Kadaver Mesangioproliferative GN 23h, 30min
8 | Kadaver Polyzystische Nierenerkrankung ?
9 | Kadaver Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 26h
10 | Kadaver Polyzystische Nierenerkrankung 26h, 55min
11 | Kadaver Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie ?
12 | Kadaver Mesangioproliferative GN 17h, 35min
13 | Kadaver Diabetische Nephropathie 2h, 30min
14 | Kadaver Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 21h, 35min
15 | Kadaver Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 33h, 30min
16 | Kadaver Chronische Pyelonephritis 20h, 32min
17 | Kadaver IgA-Nephritis 30h, 30min
18 | Kadaver Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 21h
19 | Lebend Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 2h, 25min
20 | Kadaver Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 27h, 30min
21| Kadaver Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 26h, 50min
22 | Kadaver Diabetische Nephropathie 19h, 30min
23 | Kadaver Diabetische Nephropathie 39h, 37min
24 | Kadaver Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 29h,35min
25 | Kadaver Polyzystische Nierenerkrankung 29,3h, 30 min
26 | Lebend Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 3h, 40min
27 | Kadaver Polyzystische Nierenerkrankung 25h, 32min
28 | Kadaver Oxalose 12h, 30min
29 | Kadaver Diabetische Nephropathie 2,25h, 43min
30 | Lebend IgA-Nephritis 3,5h, 32 min
31| Kadaver Interstitielle Nephritis 27h, 20min
32 | Kadaver Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 30h, 35 min
33| Lebend Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 3h, 42min
34 | Lebend Fokal sklerosiernde GN 3,5h, 30min
35 | Kadaver Vesicouretraler Reflux 26h, 35min
36 | Kadaver Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 20h, 40min
37 | Kadaver Diabetische Nephropathie 15,5h 50min
38 | Kadaver Mesangioproliferative GN 24h, 35min
39 | Kadaver Fokal sklerosiernde GN 27h, 38min
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n Spendertyp des Grund fur Dialysepflicht Ischdmiezeit des
Transplantats Transplantats:
kalt, warm
41 | Kadaver Chronische Pyelonephritis 21,5h, 40min
42 | Kadaver IgA-Nephritis 29h, 40min
43 | Kadaver Chronische Pyelonephritis 30h, 40min
44 | Kadaver IgA-Nephritis ?
45 | Kadaver Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 18h, 45min
46 | Kadaver Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 32h, 35min
47 | Kadaver Mesangioproliferative GN 33h, 35min
48 | Kadaver Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 19h, 35min
49 | Lebend Vesicouretraler Reflux 2h, 30min
50 | Kadaver Chron. Glomerulonephritis unbek. Atiologie 24,5h, 25min
n |Anzahl Tubuli Anzahl Anzahl der EMMPRIN- Farbe- EMMPRIN-
in der Glomerula in gefarbten Score intensitat Score x Farbe-
Biopsie der Biopsie Tubuli intensitét
1 50 1 11 0,220 1 0,22
2 950 20 400 0,421 1 0,42
3 200 1 60 0,300 2 0,60
4 250 0 0 0,000 0 0,00
5 500 3 140 0,280 3 0,84
6 500 10 130 0,260 3 0,78
7 400 7 15 0,038 1 0,04
8 250 4 45 0,180 2 0,36
9 180 0 40 0,222 2 0,44
10 900 9 0 0,000 0 0,00
11 700 4 30 0,043 2 0,09
12 400 7 200 0,500 3 1,50
13 250 3 20 0,080 2 0,16
14 150 4 20 0,133 2 0,27
15 1100 11 35 0,032 1 0,03
16 500 3 175 0,350 3 1,05
17 400 3 150 0,375 3 1,13
18 100 2 10 0,100 1 0,10
19 350 7 0 0,000 0 0,00
20 400 9 15 0,038 1 0,04
21 600 7 30 0,050 1 0,05
22 100 1 0 0,000 0 0,00
23 300 8 0 0,000 0 0,00
24| Nephrektomie | Nephrektomie 0 0,000 0 0,00
25 100 0 25 0,250 3 0,75
26 100 5 0 0,000 0 0,00
27 600 0 0 0,000 0 0,00
28 75 0 15 0,200 1 0,20
29 150 3 50 0,333 2 0,67
30 600 0 60 0,100 3 0,30
31 200 2 0 0,000 0 0,00
32 40 2 10 0,250 1 0,25
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n |Anzahl Tubuli Anzahl Anzahl der EMMPRIN- Farbe- EMMPRIN-
in der Glomerula in gefarbten Score intensitat Score x Farbe-
Biopsie der Biopsie Tubuli intensitat

34 | Nephrektomie | Nephrektomie 0 0,000 0 0,00
35| Nephrektomie | Nephrektomie 0 0,000 0 0,00
36 | Nephrektomie | Nephrektomie 0 0,000 0 0,00
37 | Nephrektomie | Nephrektomie 0 0,000 0 0,00
38| Nephrektomie | Nephrektomie 0 0,000 0 0,00
39 125 1 0 0,000 0 0,00
40 | Nephrektomie | Nephrektomie 0 0,000 0 0,00
41 60 2 0 0,000 0 0,00
42 | Nephrektomie | Nephrektomie 0 0,000 0 0,00
43| Nephrektomie | Nephrektomie 0 0,000 0 0,00
44| Nephrektomie | Nephrektomie 0 0,000 0 0,00
45| Nephrektomie | Nephrektomie 0 0,000 0 0,00
46 100 3 0 0,000 0 0,00
47 125 5 0 0,000 0 0,00
48 250 5 0 0,000 0 0,00
49| Nephrektomie | Nephrektomie 0 0,000 0 0,00
50 25 2 0 0,000 0 0,00
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