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Einleitung:

Wdhrend der letzten Jahre haben sich keine grossen Fort-
schritte in der Verbesserung der Uberlebensraten von Kadaver-
nierentransplantaten ergeben. Die regelmidssigen Berichte des
Organtransplantationsregisters des "American College of
Surgeons" (1-5) zeigen eine Tendenz zur Verschlechterung

der Ergebnisse auf dem Gebiet der Kadavernierentransplan-
tation auf. Zur Zeit funktionieren lediglich etwa 40 % und
weniger Kadavernieren noch nach drei Jahren. Terasaki und
Mitarbeiter (6) konnten zeigen, dass die Uberlebensziffern

fiir Kadavernieren in Nordamerika etwa 32 % nach drei Jahren
betragen. Allerdings hat sich die Uberlebensrate der Empfénger
von Kadavernieren verbessert, was wahrscheinlich auf die vor-
sichtigere immunosuppressive Behandlung der Empfdnger und die
verbesserte Hi&modialyse zurlickzufiihren ist. Etwa 61,4 % der
Kadavernierenempfédnger sind nach drei Jahren noch am Leben.
Die Ursachen filir die schlechteren Transplantatiberlebenszif-
fern sind mannigfaltig. In den letzten Jahren hat man vorwie-
gend den Effekt von Bluttransfusionen vor dex, Transplantation
fiir verbesserte Ergebnisse verantwortlich gemacht (6-11). Der
Grad der Sensitivierung des Empféngers (6), Splenektomie (12-13),
Nephrektomie (5) und Histokompatibilit&t (6, 14-18) sind wei-
tere Faktoren, die flir den Ausgang der Transplantation von Be-
deutung sind. Weiterhin zu berlicksichtigen ist, dass eine zu-
nehmende Zahl von hohen Risikopatienten, u.a. Diabetiker (19-21),
transplantiert werden, die man noch vor wenigen Jahren von der

Transplantation ausgeschlossen hatte.

Die multiplen Faktoren, die zur Ausldsung der Abstossungskrise
beim Empfinger gegeniiber dem Transplantat fiihren, sind noch
nicht alle klar identifiziert (22). Das Abstossungsphdnomen

schliesst eine komplexe Serie von Ereignissen ein, die sich



durch die Sensitivierung des Empfdngers durch Histokompa-
tibilitdtsantigene des Spenders ergeben. Die Abstossungs-
krise, die sich pathogenetisch in einer Zerstdrung des Trans-—
plantats ausdriicken kann, wenn nicht modifiziert, verhdlt sich
relativ zum Grad der genetischen Unterschiedlichkeit und dem
Vorhandensein von zytotoxischen Antik®rpern gegeniiber Spender-
antigenen.

Voraussetzung fiir die Immunreaktion des Empfidngers ist die
"Erkennung" von Spenderantigenen durch lymphoide Zellen des
Empfdngers. Verschiedene Mechanismen sind dafiir verantwortlich.
Einmal besteht die MSglichkeit, dass die Zellen des Empféngers,
die auf einen Immunstimulus reagieren k&nnen (nimlich Lymphozy-
ten), in das Transplantat einwandern. Wahrscheinlich geschieht
dies aber erst in einer spiteren Phase, da die Lymphknoten

von Tieren mit Transplantaten eine Immunreaktion entwickeln,
bevor signifikante Zahlen von Plasmazellen im Transplantat
nachweisbar sind (23). Zum anderen ist es mdglich, dass die
Freisetzung von l&slichen Membranoberfldchenantigenen wihrend
der Transplantationsperiode zu einer Immunreaktion des Empf&n-
gers fiihrt. Eine weitere MOglichkeit zur Sensitivierung des
Empfédngers besteht in der Freisetzung von Teilantigenen bei

der Zerstdrung von Gewebe- und Zellmembranverdnderungen.

Snell (23) wies schon 1957 darauf hin, dass Spenderlymphozyten
wahrscheinlich von besonderer Bedeutung fiir die Entwicklung
der Immunreaktion des Empfdngers sind. Beweis dafir sind die
fundamentalen Experimente von Steinmuller (24) und Elkins und
Guttmann (25). In voneinander unabhdngigen Versuchen konnten
diese Autoren den Beweis erbringen, dass die Sensitivierung
nach Allotransplantation wenigstens zum Teil auf nicht paren-
chymat&se haemopoetische Zellen, den sogenannten "passenger
leucocytes", als wichtige Immunogene zurlickzufllhren ist. Stein-
muller (24) konnte in seinen Versuchen zeigen, dass Hautiso-

transplantate von Miusen, die immunologisch tolerant gegentiber



Allotransplantaten waren, isogene Empfdnger gegen weitere
Hauttransplantate immunisieren konnten. Offensichtlich dien-
ten die isogenen Hauttransplantate der toleranten Miuse ledig-
lich als Vehikel fiir Transplantationsantigene von Alloleukozyten
(urspriinglich von Milz und Knochenmark), die wiederum in der
Lage waren, dié Empfinger zu stimulieren. Elkins und Guttmann
(25) demonstrierten am Rattennierenmodell, dass eine lokale
"graft versus host" Reaktion stattfindet, wenn Leukozyten vom
Elternstamm unter die Nierenkapsel von toleranten F1-Empfangern
injiziert wurden. Die Autoren folgerten, dass Spenderlymphozyten
(sogenannte "passenger leukocytes") innerhalb der Kapillaren
und des Interstitiums durch zirkuiierende Empfédngexrlymphozyten
stimuliert wurden, und dass die Wechselwirkung von Spender-

und Empfdngerlymphozyten zu einer Zerstdrung des Transplantats
fﬁhfen kann. Weitere Untersuchungen von Guttmann und Mitarbei-
tern (26—28) unterstilitzen diese Behauptung. Sie zeigten anhand
von Knochenmarkschimdren, dass diese immunogenen Spenderlympho-
zyten himopoetischen Ursprungs sind und empfindlich gegeniiber
zytotoxischen Medikamenten wie z.B. Cyclophosphamid (CY) und
Procarbazin HCL (P) sind. Diese Ergebnisse wurden von anderen
Autoren bestdtigt (29-39), welche zytotbxische Medikamente

oder Bestrahlung anwandten, um eine Aiteration der Spender-
zellen zu erzielen. Obwohl die Eliminierung oder Verdnderung
der "passenger leukocytes" zu einer Abschwdchung der Ab-
stossungsreaktion filhrt und damit zu einer verbesserten Kon-
trolle mit den heute verfiigbaren Methoden der Abstossungsbe-
handlung, l&sst sich gine immunogene Stimulierung durch paren-
chymatdse Zellen oder vaskuldres Endothel nicht ausschliessen
(35). Andererseilts haben die Untersuchungen von Steinmuller

(24) und Elkins und Guttmann (25) zu einer neuen Beurteilung

i weitergehenden , .
ung?vgigigndnis d%s Problems der Abstossungsreaktlon gefiihrt.

Die Verminderung oder Anderung der Abstossungsreaktion ldsst
gich einmal durch die immunosuppressive Manipulation des Em-

pfingers erreichen. Allerdings haben in den letzten Jahren



keine auf dem Markt verfiigharen Medikamente sich als wirk-

sam erwiesen und die Triade von Steroiden, Azathioprin und
lokaler Transplantatbestrahlung (an manchen Institutionen

auch Antilymphozytenserum) ist seit Jahren unverindert ge-
blieben. Die Erreichung einer vollkommenen identischen Histo-
kompatibilit&dt von Transplant und Leichennierenempfingern ist
zur Zeit nicht m8glich. Daher scheint die immunologische Modi-
fikation des Leichennierenspenders von besonderer Attraktivi-
tdt zu sein, da sie mit keiner Gefahr fiir den Empfinger verbun-
den ist.

Aufgrund ihrer erfolgreichen Tierversuche (25, 27, 35) haben
Zuerst Guttmann et al (40-43) und dann Zincke et al (19, 21,
44-46) mit Erfolg ihre Versuche auf die Modifikation von Kada-
vernierentransplantaten beim Menschen ausgedehnt. Mehrere
Probleme in Verbindung mit der immunologischen Spendervorbe-
handlung sollten jedoch gelbst werden. Ist die Vorbehaﬁdlung
mit zytotoxischen Medikamenten und Steroiden beim Menschen
liberhaupt wirksam? Welches ist die beste Medikamentenkombina-
tion? Weiterhin sollte die Frage beantwortet werden, ob die
Hunde- und menschliche Niere hohe Dosen solcher Medikamente
toleriert und es zu keinen pathologischen Verdnderungen des
Transplantats kommt; und ob die so vorbehandelten Nieren eine
Prdservierung tolerieren, da nur dies eine erfolgreiche Anwen-

dung im Humanbereich m&glich macht.

In Anbetracht der excellenten Ergebnisse mit der Spendervor-
behandlung in Bezug auf die Uberlebensrate der Nierentransplan-
tate ("in vivo" Experimente),  sollte diese Vorbehandlung

auch auf das "in vitro" Modell ausgedehnt werden. Die Ergeb-
nisse mehrerer verdffentlichter (19, 21, 44-51) und noch unver-
Sffentlichter Studien am Hund und am Menschen (11, 52, 53)

sind in dieser Arbeit zusammengefasst. Es wurde bewiesen, dass
die Vorbehandlung des Nierenspenders mit zytotoxischen Medi~
kamenten und Methylprednisolon zu einer signifikanten Ver-
besserung der Uberlebensrate von Nierentransplantaten beim

Hund (35, 52) und Menschen filihrte (44, 45, 46, 11, 19, 21).



Es konnte ebenso gezeigt werden, dass die Vorbehandlung

"in vivo" zu keinen funktionellen und histopathologischen
Verdnderungen der Nierentransplantate beim Hund und beim
Menschen flhrte (35, 52). Weiterhin wurde gezeigt, dass die
Anwendung der pulsierenden Perfusion mit kryoprézipitiertem
Plasma (KPP) bei der Humanniere im Gegensatz zur Hundeniere
zu keiner Schddigung fiihrte und damit die klinische Anwendung
der Spendervorbehandlung mdglich machte (46). Die erfolgreiche
Alteration der Immunogenitédt der Hundeniere "in vitro" mit
"vorbehandelten" Plasma konnte anhand von signifikant ver-
lédngerten Uberlebensraten gezeigt werden (52). Die erfolg-
reiche "in vitro" Alteration von Spendernieren beim Menschen
ist dadurch in den Bereich des Moglichen gerlickt.



Material und Methodik

1.

Versuche an Hundenieren

In allen Versuchsreihen wurden entwurmte weibliche Ba-
stardhunde von 15-20 kg Gewicht mit Na+-Pentobarbital

(30 m/kg i.v.) andsthesiert. Alle Tiere atmeten spontan
durch einen Endotrachealtubus 20 % Sauerstoff, der durch
den Bird-Respirator vermittelt wurde. Die Narkose wurde
durch zusdtzliche Gaben von 5 mg/kg/Std. nach zwei Stun-
den aufrechterhalten. Spender und Empfénger erhielten vor
der Nephrektomie und nach der Nierentransplantation

50 ml/kg 0,45 %ige Kochsalzldsung mit 5 %$iger Dextrose i.v.
Die Nieren wurden wdhrend der diuretischen Phase entfernt,
mit 200 ml kalter (4O Celsius) Ringer's LOsung mit 10 mval
Natriumbikarbonat und 10.000 i.E. Heparin perfundiert.
Entsprechend der Versuchsreihe wurden die Nieren entweder
sofort implantiert oder nach 24-stiindiger pulsierender
Perfusion mit den Iliakalgefdssen des Empfdngers anasto-
mosiert. Der Harnleiter wurde in die Rlickwand der Harnblase
implantiert. Eine bilaterale Nephrektomie wurde zur Zeit
der Transplantation beim Empfédnger durchgefiihrt. Entspre-
chend der Versuchsanordnung erhielten die Spendertiere
zwischen 50-80 mg/kg Cyclophosphamid (IVCY) und zwischen
50-60 mg/kg Methylprednisolon i.v. (IVMP) 5 1/2 oder 2 1/2
Stunden vor Organentnahme. Bei mehreren Hunden wurde die
Leukozytenzahl bestimmt. Die Hunde hatten freien Zugang

zu Wasser und Futter. Gewebsentnahme von der Niere wurde
zur Zeit der Nephrektomie, nach der Revaskularisierung

und zur Zeit der Autopsie durchgefiihrt und lichtmikrosko-

pisch untersucht.

Nierenfunktion: Serumkreatininwerte wurden bei Spendern

und Empfingern vor der Nephrektomie ermittelt und jeden
zweiten Tag beim Empfénger. Die tdgliche Urinausscheidung
wurde gemessen. Der Tod des Empfingers galt als Uberlebens-

zeit des Transplantats.



Kryoprdzipitiertes Plasma (KPP) wurde auf standardi-
sierte Weise hergestellt (46). Es enthdlt 250 mg Methyl-
prednisolon, 2 000 i.E. Heparin, 320 i.E. Insulin,

2 g MgSO4’ 2 g Dextrose und 250 00O E. Penicillin per
1000 ml. Die Osmolalitdt betrug 320 M Osmol.

Die Waters Maschine (Mox-100) wurde flir die Perfusion
verwandt mit einem Maximaldruck von 50 mm Hg bei einem

pH von 7,4 und einer Temperatur von 7O Celsius.



2. Versuche an Menschennieren

Patienten (Alter 5-60 Jahre), die von unabhingigen Neu-
rologen und Neurochirurgen als hirntot erkl&drt worden
waren, deren Herz- und Kreislaufsfunktion jedoch intakt
war, und deren AngehSrige die Genehmigung fiir die Entnahme
von Organen gegeben hatten, erfliillten die Kriterien fiir
die immunologische Vorbehandlung. Blutdruck und Urinaus-
scheidung des Spenders wurde mit Kochsalzl®sung, Dopamin
und Furosemid aufrechterhalten. IVCY (70-80 mg/kg) und
IVMP (50-60 mg/kg) wurden mindestens 5 1/2 Stunden und

2 1/2 Stunden vor der Entfernung der Nieren verabreicht.
Die Nieren wurden daraufhin mit blutgruppenspezifischem
KPP mit der Mox-100-Maschine perfundiert. Nierenbiopsien
wurden durchgefihrt zur Zeit der Nephrektomie, nach der
Perfusion und nach der Revaskularisierung. In einigen F&dl-
len wurden Seren von Spendern vor der Behandlung, 2 Stunden
danach und zur Zeit der Nephrektomie entnommen. Spender-
lymphozyten wurden mit Phytoh&magglutinin und Concanavallin A
stimuliert. Gleichzeitig wurde die Zahl der T-Zellen be-

stimmt.

Die obere Altersgrenze filir die Organempfdnger war 68 Jahre.
Flir die Entscheidung,ob der Patient transplantiert werden
sollte oder nicht, war am wichtigsten die MOglichkeit der
Rehabilitation und die Aufnahme eines Lebensstiles nach
der Transplantation, der flir den einzelnen Patienten be-
friedigend war. Patienten wurden von der Transplantation
nicht ausgeschlossen wegen einer Systemerkrankung wie z.B.
Lupus Erythematodes, Diabetes mellitus, Koronargefdsser-
krankung oder Myocardinfarkt, Magengeschwlire etc. Alle Pa-
tienten erhielten postoperativ ein immunosuppressives
Standardprogramm (Tabelle 1), das in den ersten drei Wochen
vornehmlich aus IVMP und Azathioprin bestand (55). Flir Ab-
stossungskrisen wurden hohe Dosen IVMP (15-30 mg/kg/Tag)
verabreicht und lokale Kobaltbestrahlung (bis zu 800 rad /

4 Tage).



Tabelle 1:

Immunosuppressive Therapie nach

Nierentransplantation

e

2.

3.

1. Azathioprin

initial bis 5. Tag

> 5. Tag

Methylprednisolon
initial bis 3. Tag
4. Tag
5. = 7. Tag
8. - 21. Tag

Prednison oral

2 21. Tag

1000
500
250
125

20

mg/kg
mg/kg

mng
ng
mg
ng

mg/Tag

supplementiert flir etwa 2-4 Wochen mit M.P.i.v.

> 90 Tagen
> 1. Jahr
> 2. Jahr

in der akuten Abstossung
Methylprednisolon i.v.
3-4 Tage lang

0,2-0,4
15

10

10

5

15-30

mg/kg

mg (Kadaver)
mg (Lebend)

mg (Kadaver)
mng (Lebend)

mg/kg




Weitere Angaben iiber die verschiedenen Methoden und
statistischen Auswertungen finden sich in den dieser

zusammenfassung zugrundeliegenden Arbeiten (11, 19,
21, 35, 44-55, 62).
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Ergebnisse

A. Untersuchungen am Hund

1. Der Einfluss von zytotoxischen Medikamenten und
Steroiden (in vivo) in der Spenderv
auf die Uberlebenszeit und histologische Struktur
von Nierentransplantaten beim Hund (35, 47, 48)

In den vorliegenden Untersuchungen wurde die Wirkung

von IVCY, IVP, und IVMP auf die {iberlebenszeit und

auf die histologische Struktur des Allotransplantats
ermittelt. Die Spendertiere wurden in 7 Gruppen ent-
sprechend den Medikamentenkombinationen und Zeitab-
stdnden eingeteilt (Tabelle 2). Die Kontrollgruppe
(Gruppe 1) erhielt lediglich 5%ige Dextrose in

0,45 %iger Kochsalzldsung i.v..Die anderen Tiere (Grup-
pen 2-7) erhielten ein oder mehrere Medikamente i.v.

wie in Tabelle 2 beschrieben. Weisses Blutbild und An-
zahl der Leukozyten wurden vor und nach der Behandlung
bestimmt. Nierenbiopsien wurden durchgefiihrt zur Zeit
der Spendernephrektomie, nach der Revaskularisierung

und zur Zeit der Autopsie. Die Ergebnisse der Uberlebens-
zeiten und Nierenfunktionen sind in den Abbildungen 1-7
dargestellt. Die Ergebnisse dieser Experimente und ihre
statistische Auswertung sind in Tabelle 3 zusammenge-
fasst. Die Uberlebenszeit war am besten, wenn IVP allein
oder in Kombination mit IVMP zur Anwendung kam. Ebenso
signifikant l&ngere Uberlebenszeiten wurden erzielt,

wenn IVCY mit und ohne IVMP verwandt wurde. Allerdings
hatte die Verabreichung von IVCY an den Spender nur

2 1/2 Stunden vor der Entfernung der Niere keinen sig-
nifikanten Einfluss auf die Uberlebenszeit des Transplan-
tats. Die Zahl der Lymphozyten verminderte sich um 50 %
nach der Injektion von IVCY und IVP. Allerdings blieb
die Cesamtzahl der Leukozyten unverdndert. Lichtmikrosko-

pische Untersuchung der Nierenbiopsie nach der Vorbe-
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Tabelle 2: Protokoll filir die Vorbehandlung von Spendern
Gruppe Anzahl der Vorbehandlung Zeit der Vorbehandlung
Hunde (50 mg/kg i.v.) Std.
1 4 5 % Dextrose in
0,45 %ige Noll-
Idsung - Kontrolle 5 Y2
2 8 Cyclophosphamid 5 V2
3 7 Methylprednisolon 2 V2
4 8 Procarbazin HC1 5 %2
5 6 Cyclophosphamid (kurz) +
Methylprednisolon 2 V2
6 12 Cyclophosphamid (lang) +
Methylprednisolon 5V2 + 2V2
7 8 Procarbazin HCl (lang) +
Methylprednisolon 5V2 + 2V2
Tabelle 3: Analyse der liberlebenden Hunde in
Kontroll- und vorbehandelten Gruppen
Gruppe Vorbehandlung Anzahl der Uberleben (Tage) p?
(50 mg/kg i.v.) Hunde Mittel Bereich
1 Kontrolle 4 7 7-10
2 Cyclophosphamid 8 12 8-12 0.02
3 Methylprednisolon 7 13 11-14 0.01
4 Procarbazin HCL1 8 17 10-40 0.01
5 Cyclophosphamid (kurz) + b
Methylprednisolon 6 10 9-10 NS
6 Cyclophosphamid (lang) +
Methylprednisolon 12 11 7-15 0.01
7 Procarbazin HC1 +
Methylprednisolon 8 16 12-23 0.01

@ Rank Sum Test (zweiseitige Verteilung)

b NS, nicht signifikant
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handlung und nach der Revaskularisierung und zur

Zeit der Autopsie zeigten, dass die Vorbehandlung
keine histopathologischen Ver&dnderungen verursachte.
Abbildung 8 zeigt eine nicht vorbehandelte Hundeniere
(Kontrolle) nach der Revaskularisierung und Abbidlung 9
zur Zeit der Autopsie. Abbildung 10 zeigt die Biopsie
einer Niere nach der Vorbehandlung mit IVCY und IVMP
und Abbildung 11 zur Zeit der Autopsie nach Vorbehand-
lung mit IVP. Vorbehandelte und nicht vorbehandelte
Nieren zeigten nach der Revaskularisierung normale
Glomeruli und Tubuli. Die nicht vorbehandelte Niere
zeigt am 10. Tag ausgeprdgte periglomeruldre und peri-
vaskuldre Infiltrate mit grossen mononukle&dren Zellen,
Zeichen von Blutungen und vaskuldren Verdnderungen mit
starken 6dematdsen Verdnderungen im Interstitium
(Abbildung 9 ). Am 25. Tag nach der Transplantation
einer mit IVP vorbehandelten Niere (Abbildung 11) be-
stehen noch Inseln von Glomeruli und Tubuli mit minima-
len Verdnderungen. Allerdings bestehen auch hier Gebiete
von glomeruldren, tubuldren und vaskuldren Verédnderungen.
Es finden sich hier jedoch geringere infiltrative und
Sdematdse Verdnderungen im Vergleich zu den Befunden

in Abbildung 9 .

Diese Ergebnisse am Hund bestdtigen die Versuchsergeb-
nisse von Guttmann‘und Lindgquist (27) im Rattenmodell,
dass Cyclophosphamid nicht zu einer Verlédngerung der
tiberlebenszeit flihrt, wenn es nur 2 1/2 Stunden vor der
Nierenentfernung an den Spender verabreicht wird. Es
konnte gezeigt werden, dass die Anwendung von IVP allein
oder in Kombination mit IVMP oder IVCY allein oder in
Kombination mit IVMP 5 1/2 Stunden vor der Organentnahme
verabreicht, die erfolgreichsten Kombinationen waren,

um eine signifikant l&ngere Uberlebenszeit beim nicht
modifizierten Empfinger zu erzielen. Wenngleich IVMP

in der Kombination zu einem Hinausz8gern der Urdmie
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Abb. 8: Nierenbiopsie von einem nicht vorbehandeltem Hund (Kontrolle)
nach der Revaskularisierung. Normaler Glomerulus und normale
Tubuli. Alcian Blau und PAS, X400.

2Abb. 9: Nierenbiopsie von einem nicht vorbehandelten Hund, 10 Tage nach

T der Nierentransplantation (Autopsie). Hématoxylin und Eosin. X100.
Es liegen intensive periglomeruldre und p@rivaskuié.‘z?@ Infa_li_arate
mit grossen mononukledren Zellen vor, Zeichen van Hamorrhagien
und vaskuldre Verdnderungen mit Odem.
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Nierenbiopsie von einem mit i.v. Cyclophosphamid (50 mg/kg) und
i.v. Methylprednisolon (50 mg/kg) vorbehandelten Hund nach der
Revaskularisierung. Normale Glameruli und Tubuli.

Alcian Blau und PAS, X400.

Nierenbiopsie von einem mit i.v. Procarbazin HC1 (50 mg/kg) vor-
behandelten Hund 25 Tage nach der Nierentransplantation. Himatoxylin
und Eosin. X100. Es gibt Inseln mit minimal verédnderten Glomeruli
und Tubuli. Allerdings gibt es auch Geblete mit intensiven glomeru-
liren und vaskuldren Verinderungen; die Infiltrate und Sdematosen
Verdnderungen scheinen weniger ausgeprégt zu sein als in Abb. 9.
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fihrte, war es nicht mit einer verbesserten Uberle-
benszeit verbunden. Die gute Nierenfunktion in den
ersten Tagen nach der Transplantation in der IVMP-
Kombinationsgruppe ist wahrscheinlich auf den Schutz-
effekt von Methylprednisolon durch seine lysogomen-—
stabilisierende Fdhigkeit zurilickzufiihren (56, 57).

Es konnte weiterhin bewiesen werden, dass die Verab-
reichung von hohen Dosen, ndmlich 50-60 mg/kg von IVCY
und IVMP allein oder in Kombination zu keinen histo-
pathologischen Ver&dnderungen der Nierentransplantate
filhrten (35). Dies widerlegt die Auffassung von
Tremann (57, 58) und Dvorak (59) und ihren Mitarbei-~
tern, dass hohe Dosen von Steroiden zu histopatholo-
gischen Verdnderungen des Nierenparenchyms und insbe-

sondere der Glomeruli flhren konnen.

Diese Ergebnisse bilden die Grundlage filir die von uns
daraufhin durchgefiihrten immunologischen Vorbehandlungs-
versuche des menschlichen Kadavernierenspenders "in vivo"
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2. Versuch der "in vitro" Alteration der Immunogenitit
von Hundenieren ohne und mit suboptimaler
Immunosuppression des Empfingers (51)

Diesen Versuchen liegt die Hypothese zugrunde, dass die
durch die Leber aktivierten und in Plasma vorhandenen
Cyclophosphamidprodukte eine Verdnderung der Immunoge-

nitdt des Transplants "in vitro" bewirken kdnnen.

Die Tiere wurden in zweli Hauptgruppen (A und B) aufge-
teilt. Entsprechend der Vorbehandlung der Spender oder

des Plasmas ergaben sich 4 Versuchsgruppen. Nierenbiopsien
wurden nach der Vorbehandlung, nach der Revaskularisierung
und zur Zeit der Autopsie durchgefiihrt. |
Gruppe A setzte sich aus Transplantatsempfédngern zusammen,
die keine Immunosuppression erhielten. Die Empféngertiere
in Gruppe B erhielten widhrend der ersten 5 Tage 5 mg/kg/Tag
Azathioprin und anschliessend 2,5 mg/kg/Tag Azathioprin
bis zum Tod. Fiir Gruppe A und B wurde KPP hergestellt

aus dem Plasma einer separaten Spendergruppe. Dieses Plasma
wurde zur 24-stiindigen Perfusion mit der Waters-Maschine
Mox-100 verwendet fiir die Nieren der Kontrollgruppe

(A1 und B1) und fiir Nieren von Hunden, die mit 80 mg/kg
IVCY und 60 mg/kg IVMP 5 1/2 und 2 1/2 Stunden vorbehan-
delt worden waren (Gruppe A2 und B2). Die Plasmaspender-
gruppe Jjeder Gruppe wurde dann ebenso vorbehandelt. Den
Tieren wurde Blut abgenommen, KPP davon zubereitet und
unbehandelte Nieren mit diesem vorbehandelten Plasma per-—
fundiert (Gruppen A3 und B3). Gruppen A4 und B4 setzten
sich aus Hunden zusammen, die vorbehandelte Nieren erhiel-
ten und mit ihren eigenen vorbehandelten KPP fiir 24 Stun-
den perfundiert worden waren. Folglich wurden Gruppen

1 bis 3 in den Hauptgruppen A und B mit dem Plasma vom
gleichen Spenderpool perfundiert. Diese Versuchsanordnung
vermied eine zusitzliche Variable in der Methodik unserer

Versuche, wihrend die Gruppen A4 und B4 Nieren erhielten,
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die mit KPP perfundiert worden waren, das isogen mit
den Nieren war.

Die Versuchsreihen und Ergebnisse sind in Tabelle 4
dargestellt. Eine signifikante (p €0.02) Verldngerung
der tUberlebenszeit der Empfinger wurde in Gruppe B
bobachtet. In den Gruppen, in denen die vorbehandelten
Nieren perfundiert worden waren, kam es zu variablen
Ergebnissen, die z.T. darauf zurilickzufiihren sind, dass
es in einigen Fdllen schon nach einigen Tagen zu kortika-
len Nekrosen der Transplantate kam. Dies wurde jedoch
nicht in der Gruppe beobachtet, in der unbehandelte
Nieren mit vorbehandeltem Plasma perfundiert wurden
(B3). Histopathologische Untersuchungen der Nieren in

dieser Gruppe zeigten eine verzdgerte Abstossungsantwort.

Diese Ergebnisse bestdtigen die Arbeit von Chassot und
Mitarbeitern (60), zeigen jedoch auch, dass ein Addi-
tionseffekt (A4 und B4) nicht erzielt werden konnte.

Dies ist wahrscheinlich darauf zurilickzufiihren, dass die
vorbehandelte Hundeniere die Perfusion nur in unberechen-
barer Weise toleriert, auch wenn das Plasma isogen mit
der Niere ist. Diese Ergebnisse sind die Grundlagen fir
eine prospektive Studie an unserer Institution bei der
Kadavernierentransplantation, bei welcher gruppenspezi-
fisches KPP von vorbehandelten Spendern zur Perfusion

von nicht vorbehandelten Kadavernieren zur Anwendung

kommt.
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Tabelle 4: Uberlebenszeiten von "in vitro"

vorbehandelten Hu‘n’d‘e‘n‘i‘erena

pe Anzahl Uberlebenszeit (Tage)
TUE der Hunde Median Mindimum Maximum
Ohne Immunosuppression
(Gruppe A)
1 - Kontrolle 9.5 9 11
2 = Vorbehandelte Niere 8.5 8 11
3 = Vorbehandeltes Plasma 7 12 10 17
4 - Vorbehandelte Niere

und Plasma 5 14 10 15
Mit Immunosuppression
(Gruppe B)
1 - Kontrolle 9 16.0°7C 7 45
2 — Vorbehandelte Niere 14.0 6 35
3 - Vorbehandeltes Plasma 27.029 12 60
4 - Vorbehandelte Niere c.d

und Plasma 9 8.077 5 30

2 alle Hunde starben, ausser einem in Gruppe B3. Dieser Hund wurde

nach 60 Tagen getitet. Als Uberlebenszeit wurden 60 Tage angencmmen,

un den medianen Durchschnitt zu kalkulieren.

b 5e¢o.02

Die Signifikanz der Differenzen (p) wurde
€ p<0.04 mit Student's t-Test ermittelt, wobei eine
zwelseitige Vertellung angenommen wurde.

d p < 0.01
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B. Versuch der "in vivo" Alteration der Immunogenitdt

von Kadavernierentransplantaten

1. Der Einfluss von IVP und IVCY in Kombination mit
IVMP als Vorbehandlungsmittel auf die Uberlebenszeit
von Kadavernierentransplantaten (44)

Aufgrund der signifikant verld@ngerten Uberlebenszeiten
im Tierversuch, wenn IVP und IVCY in Kombination mit
IVMP als Vorbehandlungsdrogen zur Anwendung kamen,
versuchten wir die Wirkung dieser Medikamente in

einer prospektiven randomisierten Studie am Menschen

zu ermitteln.

Kreislaufintakte hirntote Patienten wurden alternie-
rend mit 4 g IVCY oder 4 g IVP 5 1/2 Stunden und mit

4 g IVMP 2 1/2 Stunden vor Entnahme der Nieren behan-
delt. Gewebetypisierung filir "Human Leucocyte Antigens"
(HLA) und "cross matching" wurden vor der Verabreichung
der zytotoxischen Medikamente durchgefiihrt. Der Blut-
druck wurde stabilisiert mit Isoproteronol oder Dopamin
und hohen Dosen von isotonischer Kochsalzldsung i.v.
Die Urinausscheidung wurde aufrechterhalten mit Manni-
tol und/oder Furosemid. Etwa 5 Minuten vor Abklemmung
der Aorta wurden dem Spender 10 000 i.E. Heparin i.v.
injiziert. Die Nieren wurden im allgemeinen mit einer
"an bloc"-Technik (61) entfernt. Die Nieren wurden so-
dann mit etwa 500 ml kalter (4O Celsius) 0.9 giger
Kochsalzldsung mit 10 mval Bikarbonat perfundiert und
dann an die Waters-Maschine (Modell Mox-100) zur pul-
sierenden Perfusion mit KPP angeschlossen. KPP wurde
nach einer standardisierten Weise hergestellt mit einer
Osmolalitdt von etwa 310 MilliOsmol. Der Perfusions-
druck wurde auf 40-50 mmHg eingestellt und der pH—Wert
auf 7.4. Nierenbiopsien zur histopathologischen Unter-
suchung mittels Lichtmikroskopie wurden zur Zeit der

Nephrektomie durchgeflhrt (48).
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Abb. 12: Serumkreatininspiegel und Allograftiiberleben

90 Tage nach der Transplantation von 8 Patien-
ten, die IVCY/IVMP vorbehandelte Nieren (Gruppe A)
erhielten und 5 Patienten, die IVP/IVMP vorbehan-

delte Nieren (Gruppe B) erhielten.
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Nierenbiopsie von einem Kadavernierenspender
(Gewicht 75 kg), der mit 4 g Methylprednisolon
i.v. 2 1/2 stunden und 4 g Cyclophosphamid i.v.
5 1/2 Stunden vor der Nierenentnahme vorbehan-
delt worden war.

Die glomeruldren Kapillaren sind durchgédngig.
Die Tubuli zeigen minimale fokale Epithelzellen-
veridnderungen mit intakten Basalmembranen
(Alcian Blau und PAS, X400).
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Ein Beispiel daflir, dass auch hbhere Dosen

und lédngere Vorbehandlungszeiten keine wesent-
lichen Verdnderungen verursachen. Dies ist eine
Nierenbiopsie von einem Kadavernierenspender
(Gewicht 70 kg), der mit 4 g Cyclophosphamid i.v.
18 Stunden und Methylprednisolon i.v. 4 g 16 Stun-
den und noch einmal mit 2 g 2 Stunden vor der
Nierenentnahme vorbehandelt worden war. Es finden
sich keine signifikanten tubuldren oder inter-
stitiellen Verdnderungen.

(Alcian Blau und PAS, X400)
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Insgesamt 8 Patienten erhielten mit IVCY und IVMP
(Gruppe A) vorbehandelte Nieren und 5 mit IVP und

IVMP (Gruppe B) vorbehandelte Nieren. Patientenalter,
Prozentsatz der Antikdrper, Histokompatibilit&dtsgrad,
Perfusionsdauer, Risikogruppe, Uberlebensrate und Nach-
untersuchungszeit sind in Tabelle 5 dargestellt.

Eine graphische Darstellung der Nierenfunktionen wih-
rend der ersten 3 Monate nach der Transplantation fin-
det sich in Abbildung 12. Alle 8 Patienten, die eine
IVCY/IVMP vorbehandelte Niere erhielten, sind nach mehr
als 12 Monaten am Leben mit funktionierendem Transplan-
tat und ausgezeichneter Nierenfunktion. Von den 5 Patien-
ten, die IVP/IVMP vorbehandelte Nieren erhielten, hat

nur ein Patient eine funktionierende Niere. Ein Patient
ist verstorben, drei Patienten verloren ihr Transplan-

tat wegen einer akuten zelluldren Abstossungskrise.

Die Biopsien der Nieren zur Zeit der Spendernierenent-
fernung zeigten keine Verdnderungen bei der lichtmikro-

skopischen Untersuchung (Abb. 13 + 14).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die immunolo-
gische Vorbehandlung des Leichennierenspenders mit

IVCY und IVMP in einer Verlidngerung der Uberlebenszeit
des Transplantats resultiert. Die Anwendung von IVP

und IVMP fiihrte im Gegensatz zu den Exrfahrungen im
Hundeversuch zu keinen verbesserten Uberlebenszeiten
der Nierentransplantate. Diese widersprilichlichen Er-
gebnisse bei den Tier- und Menschenversuchen sind wahr-
scheinlich auf einen Speziesunterschied zurlickzufiihren.
Allerdings ldsst sich nicht ausschliessen, dass die mit
IVP und IVMP vorbehandelte menschliche Niere keine pul-
sierende Perfusion toleriert, obgleich die Perfusions-
zeit lediglich 3 1/2 bis 6 Stunden betrug. Es konnte
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weiterhin gezeigt werden, dass die Vorbehandlung

der Kadavertransplantate mit IVCY und IVP in Kombi-
nation mit IVMP zu keiner histopathologischen Ver&n-
derung des Nierenparenchyms, insbesondere der Glomeruli
fiihrte. Anhand von Lymphozytenzdhlungen konnte gezeigt
werden, dass die Spendervorbehandlung in ihrer Wirkung
zeitabhdngig ist.

Die Ergebnisse dieser Studie diktierten unsere weite-
ren Versuche, in denen IVP nicht mehr zur Anwendung
kam, und wir uns auf IVCY und IVMP in der Vorbehand-
lung der Kadavernierenspender beschrdnkten.
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2. Die Vorbehandlung von Kadavernierenspendern mit
IVCY und IVMP (45)

Diese Studie schliesst alle Kadavernierentransplan-
tate ein, die von 1970 bis September 1976 an unserer
Institution durchgefiihrt wurden. Bei allen Patienten
wurde vor der Transplantation eine bilaterale Neph-
rektomie, Splenektomie und Appendekgﬁﬁﬁgﬁqﬂﬁﬁh'Stan—
dardprogramm fiir immunosuppressive Therapie (54), n&m-
lich hohe Dosen von IVMP fiir Abstossungsreaktionen
sowie Azathioprin und lokale ROntgenbestrahlung, kam
bei allen Patienten zur Ahwendung. Bei Patienten, die
seit dem 1. Juli 1973 zur Transplantation kamen, wurde
400 mg IVCY an den Tagen 1 bis 3, 7, 14 und 21 anstelle von
Azathioprin appliziert. -
Gewebetypisierung fir "HLA" wurde bei allen Spender-
und Empféngerpaaren durchgefiihrt und der Prozentsatz
der AntikSrper gegen "HLA" bei jedem Empfdnger bestimmt.
Die Transplantation wurde nicht durchgefiihrt, wenn das
"cross match" zwischen Spender und Empfdnger nach der
Mikrolymphozytentoxitit&dtsmethode positiv war. Auf die
Histokompatibilitdt wurde in dieser Serie kein beson-
derer Wert gelegt. Mehr als 80 % aller Spender- und
Empféngerpaare hatten lediglich ein oder kein Antigen
gemeinsam (Tabelle 6). Die Empféngifrngden als hohe
Risikopatienten angesehen, wenn sie/insulinabhédngigen
Diabetes mellitus hatten, 45 Jahre oder &dlter waren
und mehr als 50 % AntikSrper hatten. Die Patienten

lassen sich in 3 Gruppen aufteilen.

Gruppe A
swischen Juli 1973 und September 1975 erhielten 21 Pa-

tienten vorbehandelte Kadavernieren. Nach Feststellung
des Hirntodes wurden herzschlagende Kadavernierenspender
mit 4 bis 6 g IVCY und 4 bis 6 g IVMP 5 1/2 Stunden und
2 1/2 Stunden vor der Organgentnahme behandelt. Der
veitraum zwischen Vorbehandlung und Nierenentnahme
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Tabelle 6: Histokompatibilitit

Anzahl der gemeinsamen Gruppe

HLA-Antigene A B C
0 13 15 10
1 4 5 3
2 4 2 3
3 - 1 -
4 - - -

Gesamtzahl der Patienten | 21 23 16

Tabelle 7: Perfusionszeitﬁ der Nieren (in Stunden)

Gruppe
A 11 (2 1/2 - 22)
B 13 (6 1/2 - 18)
C 20 (10 - 33)

o, e s .
Mittelwert der warmen Ischdmiezeit

<34 Minuten in allen Gruppen

Tabelle 8: Verteilung der hohen Risikopatienten

Gruppe Anzahl Hohe Risikopatienten
der Patienten Anzahl %
A 21 17 81
B 23 12 52
C 16 5 31
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erstreckte sich von 5 1/2 bis zu 18 Stunden. Die Nie-
ren wurden wie oben beschrieben gehandhabt. Die pulsie-
rende Perfusionszeit an der Mox-100-Maschine mit KPP
erstreckte sich von 2 1/2 bis 22 Stunden mit einem
Durchschnitt von 11 Stunden. Die Ischidmiezeit war in
allen Fdllen weniger als 34 Minuten (Tabelle 7). Die

15 Md@nner und 6 Frauen, die diese vorbehandelten Nieren
erhielten, waren zwischen 18 und 45 Jahre alt, mit einem
Durchschnittsalter von 35 Jahren.

Insgesamt 17 gehSrten zu der hohen Risikogruppe, ein-
schlieBlich 7 Diabetiker (Tabelle 8). Lediglich 4 Pa-
tienten hatten 2 Antigene mit dem Spender gemeinsam
(Tabelle 6). Der Prozentsatz der AntikSrper erstreckte
sich von O bis 88 %, durchschnittlich 20 %. Wihrend der
ersten 21 Tage nach der Transplantation erhielten die
Empfdnger zwischen 6 und 21 g IVMP, durchschnittlich

12 g.

Gruppe B

23 Patienten (16 Mdnner und 7 Frauen) erhielten nicht-
vorbehandelte Kadavernierentransplantate von 1970 bis
Juni 1973. Alle Nieren wurden an unserer Institution
entnommen. Alle Empfédnger erhielten ein standardisiertes
immunosuppressives Programm. Das Alter der Patienten
reichte von 23 bis 45 Jahren, mit einem Durchschnitt von

38 Jahren. Insgesamt 12 Patienten, einschliesslich 2 Dia-
betiker, gehdrten zur hohen Risikogruppe (Tabelle 8).

Alle Nieren wurden mit KPP an der Mox-100-Maschine per- |
fundiert zwischen 6 1/2 und 18 Stunden, durchschnittlich

13 sStunden. Die warme Ischdmiezeit betrug zwischen 26 und

46 Minuten, im Durchschnitt 33 Minuten (Tabelle 7). Eine

Niere hatte 3 Antigene mit dem Empfénger gemeinsam,

2 Nieren hatten 2 Antigene gemeinsam und die restlichen

20 Nieren hatten lediglich ein oder kein gemeinsames

Antigen mit dem Empfénger (Tabelle 6). Der Prozentsatz

der Antikdrper bei den Empfingern betrug zwischen
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O und 42 %, durchschnittlich 12 $. Die Patienten er-
hielten zwischen 6 und 21 g, im Durchschnitt 13,5 g,
IVMP wdhrend der ersten 21 Tage nach der Transplantation.

GruEEe C

16 Patienten (10 Mdnner und 6 Frauen) erhielten wihrend
des gleichen Zeitraums wie Gruppe A nichtvorbehandelte
Nierentransplantate, die von anderen Institutionen an

uns geschickt wurden. Das postoperative immunosuppressive
Programm war identisch mit dem in Gruppe A. 5 Patienten,
davon 2 Diabetiker, gehOrten zur hohen Risikogruppe
(Tabelle 8). Die Patienten waren zwischen 19 und 43 Jahre,
durchschnittlich 38 Jahre. Die Nieren wurden perfundiert
mit KPP zwischen 10 und 33 Stunden, durchschnittlich

20 Stunden. Die Isché@miezeit variierte von 21 bis 37 Mi-
nuten, durchschnittlich 27 Minuten (Tabelle 7). Die Pro-
zentzahl der AntikOrper bei den Empféngern betrug zwischen
O und 11 %, durchschnittlich 6 %. Drei Nieren hatten mit
dem Empfidnger zwei gemeinsame Antigene und die restlichen
13 hatten lediglich ein oder kein Antigen mit dem Empfdn-
ger gemeinsam (Tabelle 65. Die Patienten erhielten zwi-
schen 8 und 21 g IVMP, durchschnittlich 13 g, wdhrend

der ersten 21 Tage postoperativ.

Ergebnisse (Tabelle 9 und 10)

Gruppe A

von den 21 Patienten, die vorbehandelte Leichennieren
erhielten und die flir eine Mindestzeit von 6 Monaten
postoperativ nachuntersucht worden waren, liberlebten

19 Patienten (90 %) und 16 Transplantate (76 %) bis

zur Zeit der Auswertung nach mehr als 33 Monaten. Serum-
kreatininwerte reichten von 0,5 mg/dl bis 2,2 mg/dl, durch-
schnittlich 1,4 mg/dl Alle 4 normalen Risikopatienten
und ihre Transplantate lberlebten. Von den 17 hohen
Risikopatienten iiberlebten 15 (88 %) und 12 Transplan-
tate (71 %). Zwei Patienten starben; eine 37-jédhrige

o
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Tabelle 9: {iberlebensrate.. von Kadavernieren -

Gruppe Anzahl der 2 = Jahres-Uberlebensrate
Patienten Transplantat Empfanger
Anzahl % Anzahl %
A 21 16 76 19 90
B* 23 13 57 15 65
C 16 7 43 14 88

* Pransplantation vor Juli 1973

Tabelle 10: Uberlebensrate von Kadavernieren -
Transplantaten und Empfidngern
(Hohe Risikopatienten/Normale Risikopatienten)

Gruppe Risiko Anzahl der 2 - Jahres—Uberlebenswerte
Patienten Transplantat Empféanger
Anzahl 2 Anzahl %
Hoch # 17 12 71 15 88
A Normal 4 4 100 4 100
Hoch ¥ 11 7 64 7 64
? Normal 12 6 50 8 67
Hoch ¥ 7 1 14 5 71
© Normal 9 6 67 9 100

¥ Hohes Risiko: .= 45 Jahre und/oder insulinpflichtiger
Diabetes mellitus, > 50 % Antikdrper
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insulinabhéngige Diabetikerin mit schwerer Koronar-
gefdsserkrankung verstarb 10 Tage nach der Transplan-
tation an einem Myocardinfarkt und ein 35-jidhriger in-
sulinabhingiger Diabetiker, der eine zweite Niere er-
hielt, verstarb 50 Tage nach der Transplantation an
einer pulmonalen Sepsis. Drei Nierentransplantate gin-
gen bei 2 Patienten wegen chronischer Abstossung ver-
loren.

Gruppe B
15 (65 %) der Patienten und 14 (61 %) der Transplantate

tiberlebten mindestens 6 Monate (Tabelle 9). Von den

12 hohen Risikopatienten {iberlebten 8 (67 %) mit funk-
tionierenden Nieren (67 %). Von den 11 normalen Risiko-
patienten {iberlebten 7 (64 %) mit 6 (55 %) Nieren
(Tabelle 10). Serumkreatininwerte rangierten von 1,1 mg/dl
bis zu 1,7 mg/dl, durchschnittlich 1,4 mg/dl.

Gruppe C
14 (88 %) der 16 Patienten iilberlebten und 7 (43 %) der

Transplantate. Von den 5 hohen Risikopatienten Uberleb-
ten 3, jedoch ohne ihr Transplantat. Alle 11 normalen
Risikopatienten sind am Leben, jedoch lediglich 7 Trans-
plantate (64 %) liberlebten mindestens 6 Monate und langer
(Tabelle 10). Die Serumkreatininwerte erstreckten sich
von 0,75 mg/dlbis zu 1,85 mg/dl im Durchschnitt 1,3 mg/dl

TvCcY und IVMP vorbehandelte Nieren (Gruppe A) hatten eine
deutlich bessere tUberlebensrate als nichtvorbehandelte
Nieren der Gruppen B und C, obgleich sich in Gruppe A
eine grdssere Anzahl von hohen Risikopatienten befanden.
Diese Studie stellt keine kontrollierte Untersuchung dar,
da wir auf Grund unserer ausgezeichneten Ergebnisse mit
TvCYy und IVMP im Vergleich zu IVP und IVMP und zu den Er-
gebnissen des "transplant registry" darauf verzichteten.
Wir konnten vor allem beim insulinabhdngigen Diabetiker

zeigen (19, 21), dass die Transplantation von vorbehandelten
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Nieren zu einer Verbesserung der Transplantatsiiberle-
bensraten im Vergleich zu unbehandelten Kadavernieren
flihrte. In der Tat sind die Ergebnisse nahezu vergleich-
bar mit Resultaten, wie wir sie bei der Verwendung von
Lebendspendern erzielen.

Da zur Zeit der Zusammenstellung der urspriinglichen Ar-
beit und ihrer Ver&ffentlichung die Bedeutung von Trans-
fusionen nicht erkennbar war, wurde keine Transfusions-
analyse durchgefiihrt. Auf den Einfluss von Transfusionen
auf die behandelten und nichtvorbehandelten Nieren wird

spdter eingegangen werden (11).

Bei zwei Kadaverniederspendern wurden blastogenetische
T-Zellenstudien durchgefliihrt (Abb. 15a und 15b). Blut
wurde entnommen vor der Injektion von IVCY und IVMP, zwel
Stunden nach der Injektion und zur Zeit der Nephrektomie.
Lymphozyten wurden mit der Ficoll-Hypaque-Technik

(63) abgetrennt, in Reagenzgldsern in Kultur gehalten

(100 000 Lymphozyten/Glas) (64) mit 10 ug Phytohdmagglu-
tinin M (PHA, Difco Company, Detroit, Mi) oder 10 ug Con-
canavallin A (Con A, Pharmacia Fine Chemicals Inc.,
Piscataway, N.J.). Nach 4 Tagen Inkubationszeit bei 37° ¢
wurde 1 u Ci 3H Thymidin (2 Ci/mM) hinzugefiigt. Nach wei-
teren 18 Stunden wurden die Zellen isoliert, mit TCA
(Trichlor aceticum acidum) gewaschen und die Radioaktivitdt
des Zellprizipitats in einem fliissigen Geigerzdhler (Beck-

man Modell 220) gezdhlt (65).

Wie in Abb. 15b zu sehen ist, kam es sowohl bei den mit
PHA als auch bei den mit Con A stimulierten Lymphozyten

3 . o .
-1 einer stark verminderten Aufnahme von “H Thymidin, die

von der Injektion von IVCY und IVMP zeitabhdngig ist.
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T~Zellen wurden identifiziert durch das Phdnomen, dass
sie mit Schaf-Erythrozyten Rosetten bilden (65). Hier-~
bei wurden die Empfehlungen des technischen Berichtes
der wWeltgesundheltsorganisation berlicksichtigt (66).

Wie aus Abb. 15a ersichtlich ist, ergibt sich eine deut~

liche Verminderunyg der T-Zellen, die ecbenso zeitabhingig
ist. ’
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C. Die Vorbehandlung des Leichennierenspenders mit IVCY

und TVMP in Kombination mit der pulsierenden
Prédservierungsmethode (46)

Diese Studie schliesst alle Kadavernierentransplantate ein,
die seit Juli 1973 bis einschliesslich Mirz 1977 an unserer
Institution durchgefiihrt wurden. Die Empfingervorbehandlung
und -nachbehandlung war standardisiert (55) wie in Studie B.
Diese Arbeit analysiert den Einfluss der pulsierenden Pri-
servierungsmethode auf die Funktion und histopathologische
Struktur der vorbehandelten Menschenniereﬁ

Eine sorgfédltige Analyse unseres Prédservierungsprogramms
auf die Funktionsf&higkeit der vorbehandelten Leichen-
nierentransplantate war indiziert, da sich im Hundever-~
such (51) eine verkiirzte Uberlebenszeit des Transplantats

ergab, wenn die pulsierende Prédservierung zur Anwendung kam.

Zum Vergleich kamen 36 Nieren (Gruppe A), die vorbehandel-
ten Spendern (75 mg/kg IVCY 5 1/2 Stunden und 50-60 mg/kg
IVMP 2 1/2 Stunden vor der Nephrektomie) an unserer Insti-
tution entnommen waren, mit 32 nichtvorbehandelten Nieren
(Gruppe B), die entweder an unserer Institution entnommen
waren oder von anderen Institutionen an uns geschickt wur-
den. Alle Patienten und Transplantate in Gruppe A wurden
fiir mindestens 6 Monate und in Gruppe B fiir mindestens

3 Monate und maximal 48 Monate nachuntersucht.

Die Zahl der hohen Risikopatienten (&lter als 45 Jahre
und/oder insulinpflichtiger Diabetes) war etwa gleich in
beiden Gruppen (Tabelle 11). Eine positive Krankengeschichte
fiir Koronargefidsserkrankung, Herzinfarkt, Angina pectoris,
Ulcus duodeni, urogenitale Probleme (z.B. supravesikale
Harnableitung etc.), Lupus Erythematodes waren in unserer
Analyse keine hohen Risikofaktoren. Ebenso wurde in dieser

Studie ein hoher Prozentsatz von Antikdrpern nicht als

Risikofaktor angesehen.
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Zur Auswertung kamen die Ergebnisse der Patienten- und
Transplantatsﬁberlebensziffern, die Ldnge der Perfusions-
zeiten, die Menge der Steroiddosen fiir die ersten 3 Wochen
nach der Transplantation, die Zahl der sekunddren und ter-
tidren Transplantate und die Serumkreatininwerte. Ein
Transplantat wurde als nicht funktionierend angesehen,
wenn der Patient H&modialyse brauchte oder verstarb.

Grugge A

Von den 35 Patienten, die 36 vorbehandelte Nieren erhiel-
ten, waren 26 Mdnner und 9 Frauen. Ihr Alter reichte von

18 bis 59 Jahren mit einem Durchschnitt von 37 Jahren.

16 Patienten waren hohe Risikopatienten. Etwa 60 % der
Transplantate hatten lediglich ein oder kein Antigen mit
demgEmpféanger gemeinéam (Tabelle 12), wdhrend die Antikdr-
per von O - 82 %, im Durchschnitt 15 %, reichten. 16 Patien-
ten erhielten ein sekunddres Transplantat. Die durchschnitt-
liche Perfusionszeit der Nieren betrug 11 Stunden ( 2 1/2
bis 22 Stunden). Die IVMP Gesamtdosis reichte wdhrend der
ersten 21 Tage nach der Transplantation von 9 - 21 g, im
Durchschnitt 11,3 g. Die Serumkreatininwerte erstreckten
sich von 0,7 - -4,9 mg/dl mit einem Durchschnitt von 1,8 mg/dl
Die Organentnahme wurde wie in Studie B durchgefiihrt und
die Nieren an eine Mox-100-Maschine zur pulsierenden Pré&-
servierung mit KPP angeschlossen. Das Plasma war auf stan-
dardisierte Weise hergestellt worden mit dem Zusatz von

250 mg Methylprednisolon, 2000 i.E. Heparin, 230 i.E. Insu-
lin, 2 g Magnesium Sulfat, 2,5 g Dextrose und 250 000 i.E.
Penicillin. Die Osmolalitdt betrug 310 - 320 m Osmol. Nie-
renbiopsien wurden zur Zeit der Nephrektomie, nach der Pra-
servierung und nach der Revaskulisierung des Transplantats
durchgefiihrt. Die Biopsien wurden in einer 10 %igen Formal-
dehydldsung fixiert, weiterverarbeitet in Paraffin und mit
Himatoxilin-Eosin gefdrbt. Serienschnitte wurden mit H.-E.
gefdrbt. Die Mehrheit der Biopsien wurden nach 11 und

18 stunden durchgefilihrt, und alle waren normal.



-25a-~

Tabelle 11: Verteilung der hohen® Risikopatienten

Transplantat Gesamtzahl Hoher Risikopatient
Anzahl %
Vorbehandelt 36° 16 (10%) 44(63°%)
Nicht vorbehandelt 32 15(7°) 47(47%)
Gesamtzahl 68 31(175) 46 (55°)

aPatienten mit insulinpflichtigem Diabetes mellitus und/ode2245 Jahre

P35 mpfinger und 36 Transplantate

®zahlen in Klammern sind Patienten mit insulinpflichtigen
Diabetes mellitus

Tabelle 12: Histokompatibilitdt der Kadavernieren-

transplantate

Anzahl der gemeinsamen Anzahl der Transplantate
HLA-Antigene vorbehandelt nicht vorbehandelt

0 20 11

1 5 3

2 11 14

3 0 4

4 0 0
Gesamtzahl 36 32
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Eine reprdsentative Biopsiestudie findet sich in der
folgenden Biopsieserie (Abb. 16 A - D) und definiert
den Effekt der pulsierenden Perfusion auf die vorbe-
handelte Humanniere. Dieses vorbehandelte Nierenpaar
war zur Zeit der Nephrektomie biopsiert worden. Die
Nieren wurden an die Mox-100-Maschine angeschlossen

und mit KPP perfundiert. Der Perfusionsdruck wurde auf
50 mm Hg eingestellt, bei einem Flow von 200 ml/Min.

und einem pH von 7.4. Nierenbiopsien wurden alle 6 Stun-
den vorgenommen und lichtmikroskopisch untersucht. Eine
der beiden Nieren wurde nach 8 Stunden pulsierender Per-
fusion transplantiert und eine Biopsie eine Stunde nach
der Revaskularisierung vorgenommen. Die andere Niere
wurde 48 Stunden perfundiert. Nach 48 Stunden war der
Flow unverdndert (200 ml/Min.) und der Perfusionsdruck
fiel auf 40 mm Hg.

Gruppe B

32 Patienten (20 Mdnner und 12 Frauen) erhielten nicht-
vorbehandelte Nieren, die entweder an unserer Institution
oder anderswo entnommen waren. Diese Nieren wurden entweder
mit KPP oder Silicagel des Plasmas (University of Minnesota)
perfundiert. Es wurde der Versuch gemacht, die bestmdgliche
Histokompatibilitédt zu ermitteln; daher hatten 14 Empfénger
2 Antigene gemeinsam mit dem Spender und weniger als die
Hilfte hatten lediglich ein oder kein gemeinsames Antigen
mit dem Spender (Tabelle 12). Diese Gruppe hatte etwa die
gleiche Prozentzahl von hohen Risikopatienten, aber weniger
jugendliche Diabetiker (Tabelle 11). Das Alter der Patien-
ten erstreckte sich von 21 bis zu 48 Jahren (durchschnitt-
1ich 37 Jahre). Der Prozentsatz der AntikOrper betrug zwi-
schen O - 95 %, durchschnittlich 14 %. Allerdings erhielten
lediglich 4 Patienten sekundire Nierentransplantate. Die
IVMP-Menge fiir die ersten 21 Tage betrug zwischen 6 - 22 g,
mit einem Durchschnitt von 11 g. Die Perfusionszeit betrug
zwischen 10 und 48 Stunden, durchschnittlich 22 Stunden. Die

Nachbeobachtungszeit erstreckte sich von 3 bis zu 48 Monate.
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Serienbiopsien von Nieren zur Zeit der Nephrektomie, widhrend
der Perfusion und nach der Revaskularisierung.

A: zur Zeit der Nephrektomie

B: 32 Stunden nach der Perfusion

C: 48 Stunden nach der Perfusion

D: 1 Stunde nach der Revaskularisierung (8 Stunden perfundiert).
Keine signifikanten Unterbrechungen der glomeruldren, tubuldren
oder vaskuldren Strukturen. Das Interstitium erscheint normal.
Sdten enthdlt ein Glomerulus etwas granuliertes proteinartiges
Material in der Bowman'schen Kapsel; wenige rupturierte parie-
tale oder tubuldre Epithelzellen in der Bowman'schen Kapsel
und in den Lumina der Tubuli.

(Alcian Blau, PAS, X250).
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Ergebnisse

Die Uberlebensraten der Patienten in beiden Gruppen war

nach dem Life-Table~Verfahren (67) nicht signifikant unter-—
schiedlich. Die 3-Jahre-Uberlebensrate der Patienten in
Gruppe A war 83 % und 91 % in Gruppe B (Abb. 17). Aller-
dings ergab sich nach 1 Jahr ein signifikanter Unterschied
bei den Uberlebensziffern der Transplantate, ndmlich 72 %

in Gruppe A gegeniiber nur 38 % in Gruppe B (P <0,01) (Abb. 18).
Der Unterschied nach 6 Monaten war noch signifikanter
(P£0,001). Von Bedeutung ist, dass alle 4 Patienten mit sekun-
ddren Transplantateﬁ in der nichtvorbehandelten Gruppe ihr
Transplantat verloren (lediglich ein Patient geh&rte zur ho-
hen Risikogruppe), wd&hrend 11 von 16 Patienten in der vorbe-
handelten Gruppe noch funktionierende Transplantate hatten
und die restlichen 5 Empfdnger verstorben waren. Von den

16 Patienten gehSrten 4 zur hohen Risikogruppe und 12 Patien-
ten hatten ihr erstes Transplantat innerhalb von 60 Tagen
verloren.

In Gruppe A gingen 6 Transplantate durch den Tod der Empfén-
ger verloren. Insgesamt 3 Patienten (davon 2 mit jugendli-
chem Diabetes mellitus) verstarben frilh nach der Transplan-
tation an Sepsis. Ein splenektomierter Patient mit einem
sekundiren Transplantat verstarb 10 Monate nach der Trans-
plantation mit einem Serumkreatininwert von 1,2 mg/dl an
einer fulminanten Pneumokokkenpneumonie. Eine 59-jé&hrige
Frau mit einem funktionierenden Sekundértransplantat ver-
starb 10 Monate nach der Transplantétion an einem Schlagan-
fall und eine jugendliche Diabetikerin verstarb 2 Wochen
nach der Transplantation an einem Herzinfarkt. Von insgesamt
10 Transplantationsverlusten der vorbehandelten Gruppe er-
gaben sich 6 wegen des Todes des Empfingers und lediglich

3 (davon 2 in einem Empfénger) ergaben sich durch Abstossung.
Diese Nieren wurden &dhnlich dem Bild der humoralen Abstossung

verloren. Keine Niere wurde durch eine zelluldre Abstossungs-—

krise verloren.
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Abb. 17: Uberlebensraten der Patienten mit vorbehandelten und nicht—
vorbehandelten Nieren nach dem Life-Table-Verfahren.
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Abb. 18: tberlebensraten der vorbehandelten und nichtvorbehandelten
Nieren nach dem Life-Table-Verfahren. Der Unterschied ist

signifikant.
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In der nichtvorbehandelten Gruppe ergaben sich 3 Todesfille
(1 Patient mit funktionierender Niere); 2 Diabetiker ver-
starben an Sepsis und 1 Patient an einem Schlaganfall 3 Mo-
nate nach erfolgreicher Nierentransplantation. Nahezu alle
Transplantate in dieser Gruppe gingen wdhrend einer akuten
Abstossungskrise verloren. Die Steroiddosen waren in beiden
Gruppen vergleichbar. Die Abstossungsphasen in Gruppe A wa-
ren verzdgert zwischen dem 15. und 18. Tag.
Serumkreatininwerte in beiden Gruppen waren vergleichbar,
ndmlich 0,7 bis 4,0 mg/dl, durchschnittlich 1,8/d1 in Gruppe A
gegeniiber 0,6 bis 5,8 ﬁg/dl,durchschnittlich 2,0 mg/q, in
Gruppe B.

Nierenbiopsien, die zur Zeit der Organentnahme (nach der
Vorbehandlung) w&hrend und nach der pulsierenden Pr&ser-
vierung und nach der Revaskularisierung vorgenommen wurden,

zeigten keine signifikanten Ver&dnderungen.

Die Anwendung von IVCY und IVMP in der Vorbehandlung des
Kadavernierenspenders hat sich besonders beim diabetischen
Transplantat-Empfinger gilinstig ausgewirkt (19, 21). Die
tiberlebensraten der Empfinger von vorbehandelten Leichen-
nieren sind denen von Lebendspendern vergleichbar (Abb. 19).
Die Hberlebensraten der vorbehandelten Nieren waren signifi-
kant (p = 0,024) besser als die der nicht.vorbehandelten

Nieren (Abb. 20).
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Abb. 19: Uberlebensraten von 39 Diabetikern, die Nieren-
transplantate von Geschwistern, Eltern oder Kin-
dern und 22 Diabetikern, die vorbehandelte und
nichtvorbehandelte Kadavernieren erhielten.
Analyse nach dem Life-Table-Verfahren.
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Abb. 20: Uberlebensraten von 39 Nieren von Geschwistern,
Eltern oder Kindern und 22 vorbehandelten und
nichtvorbehandelten Kadavernieren. Die Differenz
der Uberlebensraten zwischen Nieren von Ge-
schwistern und nichtvorbehandelten Kadavernieren
ist gignifikant (P = 0,014). Ebenso signifikant
ist die Differenz zwischen vorbehandelten und nicht-
vorbehandelten Kadavernieren (P = 0,024).
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Schlussfolgerungen

Unter der Hypothese, dass "passenger leucocytes", Nieren-
parenchym- und Endothelzellen einen wesentlichen Faktor

beim afferenten Arm der Immunoreaktion bilden, halten wir

die Vorbehandlung des Organspenders flir wichtig. Die Grund-
lagen fiir diese Hypothese wurden durch die fundamentalen Ar-
beiten von Steinmiller (24) und Elkins und Guttmann (25) er-
bracht. Diese Autoren zeigten im Hauttransplantationsmodell
der Maus (24) und im Nierentransplantationsmodell der Ratte
(25) am Chimdrenmodell, dass "passenger leucocytes" von Be-
deutung bei der Abstossungsreaktion sind. Zum Beispiel wurden
die nichtisogenen Organe immer geschwidcht abgestossen, wenn
sie mit hdmopoetischen Zellen des Empfingers bevdlkert waren.
Andererseits kam es zu heftigen Abstossungsreaktionen, wenn
die isogenen Transplantate mit allogenen "passenger leucocy-
tes" bevblkert waren. In weiteren Versuchen im Rattenmodell
konnten dann Guttmann und Mitarbeiter (26, 27) zeigen, dass
diese "passenger leucocytes" offensichtlich empfindlich auf
die Behandlung mit zytotoxischen Medikamenten reagieren. Die
Nieren von Ratten, die mit zytotoxischen Medikamenten vorbe-
handelt waren, hatten eine signifikante verldngerte Uberlebens-
zeit im nichtisogenen Empfinger verglichen mit einer Kontroll-
gruppe. Ein dhnlicher Effekt konnte mit ROntgenstrahlen be-
wirkt werden, jedoch erst nach mehr als 72 Stunden (32, 34),
eine Zeitspanne, die in der klinischen Nierentransplantation

nicht praktikabel ist. Guttmann's Ergebnisse im Rattenmodell

wurden von uns (35) am Modell des Bastardhundes bestdtigt.

Die Vorbehandlungszeiten in unseren Versuchen erstreckten sich
{iber 2 1/2 bis 5 1/2 Stunden fiir die zytotoxischen Medikamente
und 2 1/2 Stunden fiir die Steroide.

Es scheint wichtig zu sein, dass die zytotoxischen Medikamente

wenigstens 2 1/2 Stunden vorher und nicht gleichzeitig mit

den Steroiden verabreicht werden (46, 6g), da diese Kombina-

tion bei unseren Hunden zu keiner signifikanten Uberlebenszeit
fiihrte. Dies wurde von Chatterjee und Kollegen im klinischen
Modell bestdtigt, da weder mit IVMP (69) noch mit IVCY (70)
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allein nach durchschnittlich nur 2 1/2 Stunden Vorbehand-
lungsdauer eine signifikante Verldngerung der {iberlebens-
zeit der vorbehandelten Kadavernieren erzielt werden konnte.
Weiterhin kann die gleichzeitige Verabreichung von IVCY und
IVMP zu einer Inaktivierung des Metabolisierungsprozesses

flir Cyclophosphamid fiihren (46). Die Vorbehandlung des Spen-
ders von weniger als 2 1/2 Stunden mit IVCY ist inad&quat,

da dieser Zeitraum flir eine geniligende Metabolisierung des
IVCY zu kurz ist (46, 71). Dies konnte in Lymphozytenstudien
von uns und anderen gezeigt werden (41, 72, 73, 39). Die Wir-
kung des Cyclophosphamids auf die Stimulierbarkeit der Lympho-
zyten, also auf ihr Antwortspotential zu einer allogenen Sub-
stanz wird erst nach mehr als 2 Stunden signifikant reduziert.
Die Maximalwirkung filir die Unterdrilickung des Reaktionspoten-
tials und der maximalen Verringerung der T-Zellen scheint

bei mehr als 4 Stunden zu liegen. Diese Ergebnisse sind die
Basis flir unsere Forderung (46), dass die Vorbehandlung mit
IVCY und IVMP nicht simultan erfolgen sollte und das IVCY
mehr als 5 Stunden vor der Entfernung der Nieren verabreicht

werden muss.

Von Interesse ist, dass in unseren Hundeversuchen (35) die
Vorbehandlung der Spender mit IVP zu einer signifikanten
Verlingerung der Uberlebenszeit von Empfdngern mit vorbehan-
delten Nieren fiihrte. Unsere Versuche im Hundemodell sollten
uns den Weg fiir die optimalen Vorbehandlungsdrogen im klini-
schen Versuch zeigen, obgleich Guttmann (40) zu dieser Zeit
schon einen Bericht iliber die erfolgreiche Vorbehandlung von
Kadavernierenspendern mit IVCY, IVMP und Methotrexat gegeben

hatte.

In unserer prospektiven randomisierten Studie (44) wurde da-
her die Kombination IVP und IVMP mit der Kombination IVCY

und IVMP verglichen. Die glinstigen Ergebnisse im Hundemodell
mit TVP konnten im Humanversuch nicht bestdtigt werden. Dies
lisst sich wahrscheinlich auf einen Speziesunterschied zurtck-

fithren. Allerdings konnten wir zeigen, dass die Vorbehandlung
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der Hundeniere und der Menschenniere "in vivo" mit TIVP oder
IVCY in Kombination mit IVMP zu keinen Schiddigungen der

Nieren flihrte, was sich aus eingehenden histopathologischen
Untersuchungen ergab (35, 46 - 48, 50). Wir konzentrierten

uns daraufhin allein auf die Vorbehandlung des Leichennieren-
spenders mit IVCY und IVMP (45, 46), und zwar in Dosen von

70 - 80 mg/kg KOrpergewicht fiir IVCY 5 1/2 Stunden und

50 - 60 mg/kg Kdrpergewicht fiir IVMP 2 1/2 Stunden vor Ent-
fernung der Nieren. In den folgenden Jahren erzielten Gutt-
mann und seine Mitarbeiter (40 - 43) und wir (45, 46, 19, 21)
ausgezeichnete Ergebnisse mit dieser Methode. Unsere Ergeb-
nisse waren statistisch signifikant mit einer tUberlebens-

zeit nach dem Life-Table-Verfahren (68) wvon 72 % nach 3 Jahren
fliir vorbehandelte Nieren, verglichen mit 38 % wenn nichtvorbe-
handelte Nieren zur Verwendung kamen. Diese guten Ergebnisse
wurden erreicht, obwohl die vorbehandelten Nieren 2zu iiber 70 %
nur ein oder kein Antigen mit dem Empf&nger gemeinsam hatten
und es sich meistens um hohe Risikopatienten handelte, n&mlich
jugendliche Diabetiker; gleichzeitig hatten die meisten unserer
Patienten keine Bluttransfusion erhalten. Die Vorbehandlung
alleine erwies sich erfolgreicher als der Bluttransfusions-
effekt (11). Die Kombination von Spendervorbehandlung und
Transfusionen fiihrte zu einem additiven Effekt. Der Unterschied
war jedoch nicht signifikant. Es scheint, dass insbesondere der
hohe Risikopatient eine grOssere tiberlebenschance mit einer
vorbehandelten Niere hat (52). Ob Splenektomie einen Effekt

auf die Transplantatiiberlebenszeit hat, lisst sich von dieser

Studie nicht klar identifizieren (11).

Ein wesentliches Ergebnis unserer Versuche am klinischen Mo-
dell ist, dass wir im Gegensatz zum Hundemodell zeigen konn~
ten, dass die mit IVCY und IVMP vorbehandelten Leichennieren
die pulsierende Perfusionsmethode tolerieren. Dies ist von
Bedeutung, da die anfédnglichen Untersuchungen von Guttmann

(60) und uns (53) im Hundemodell zeigten, dass die vorbehan-
delte Niere die pulsierende Prédservierung in nur schwer voraus-

sehbarer Weise toleriert. Bei einem Teil der préservierten
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vorbehandelten Hundenieren kam es nach wenigen Tagen im Em—
pfénger zu schweren Rindennierennekrosen. Dies wurde in
keinem Fall beim Menschen beobachtet. Diese Befunde sind
von Bedeutung, da Guttmann und Mitarbeiter lediglich eine
maximale Préservierung von 6 - 8 Stunden in Ringer'scher
Losung vorgenommen hatten (42). In der Zwischenzeit haben
Corry und Mitarbeiter berichtet (74), dass die Vorbehandlung
in Kombination mit Collins' L&sung m8glich ist, ohne dass
sich histopathologische Verinderungen der Glomeruli der
Nieren ergeben.

Unsere Untersuchungen demonstrieren, dass hohe Dosen IVCY

und IVMP im herzschlagenden Spender zu keinen strukturellen
und funktionellen Veré&dnderungen der Niere fiihren, und dass
diese Nieren zus&tzlich bis zu 48 Stunden sicher priserviert
werden kdnnen. Diese Methode macht daher die Vorbehandlung

im klinischen Bereich mdglich und knnte daher auch in ande-
ren Zentren zur Anwendung kommen. Gleichzeitig widerlegt sie
die Uberlegung von Dvorak (59) und Tremann (57, 58) und ihren
Mitarbeitern, dass hohe Dosen von Cyclophosphamid und Methyl-
prednisolon von Schaden sein k&nnen. Diese Autoren hatten hohe
Dosen von Cyclophosphamid und Methylprednisolon dem KPP zuge-
fligt, wo es zu keiner nennenswerten Metabolisierung (44, 46)
kommen kann, und dann schwere Verdnderungen der Nierenglomeruli
beobachtet. Unser Modell des herzschlagenden Spenders ist vOl-
lig verschieden, da es hier zu einer Metabolisierung dieser
Medikamente kommt, die nicht zu einer pathogenetischen Verdn-

derung der Nierenstruktur und -funktion fihren kann.

Die Tatsache, dass wir wegen Kadavernierenmangel an unserer
Institution auf auswirtige Spender angewiesen sind, die nicht
vorbehandelt sind, hat uns weiterhin auf die Suche nach einer
Verbesserung dieser Ergebnisse gefiihrt. Ahnlich den vorldufi-
gen Berichten von Chassot und Mitarbeitern (€0) konnten wir
zeigen, dass der suboptimal immunosupprimierte Empfédnger
einer Niere, die mit KPP filir 24 Stunden perfundiert worden

war, das von Hunden gewonnen worden war, die mit IVCY und IVMP
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in der Ublichen Weise vorbehandelt worden waren, signifikant
lédnger liberlebten als die der Kontrollgruppe (51). Aller-
dings waren wir nicht in der Lage, einen additiven Effekt zu
erzielen, indem wir eine vorbehandelte Niere mit ihrem (also
isogenen) vorbehandelten KPP perfundierten. Dies geschah un-
ter der Hypothese, dass die vorbehandelte Niere keine pulsie-
rende Perfusion tolerierte, da die modifizierten Transplan-
tatsantigene zusammen mit einem allogenen KPP Immunkomplexe
(75 = 77) bildeten, die die Niere zerstdrten. Allerdings zei-
gen unsere Versuche, dass die Modifikation der Antigenitit
des Transplantats zu Verdnderungen filihrt, die die Hundeniere
nur in unberechenbarer Weise zur Prédservierung geeignet macht.

Die glinstigenErgebnisse mit dem vorbehandelten Plasma im
Hundeversuch er6ffnen die MSglichkeit, dass es auch im kli-
nischen Versuch zu einer mdglichen Modifikation der Antigeni-
tdt "in vitro" kommen kann. Die signifikant verbesserten Er-
gebnisse im Hundemodell sind wahrscheinlich darauf zurilickzu-
fihren, dass die aktiven Metaboliten des Cyclophosphamids,
u.a. vornehmlich 4-Hydroxycyclophosphamid (78, 79), die im
vorbehandelten Plasma vorliegen, eine Modifikation der Anti-
genitdt der Niere "in vitro" bewirken, ohne gleichzeitig
strukturelle oder funktionelle Schdden zu bewirken. Diese Er-
kenntnis l&sst sich auch auf die Kadavernierentransplantation

anwenden.

Unsere Ergebnisse und die von Guttmann (19, 21, 40, 41, 44-46)
sind von anderen klinischen Studien nicht best&dtigt worden
(80, 81, 83). Allerdings entsprachen Dosen und Zeitinter-
valle fiir die Verabreichung von IVCY und IVMP nicht unseren
Versuchen. Corry (74), der unser Protokoll exakt befolgte,
erzielte ausgezeichnete Ergebnisse mit der Vorbehandlung. In-
teressant ist, dass in der Studie von Barry und Benett (81)
zum Ausdruck kam, dass eine ldngere Vorbehandlungszeit eine

verbesserte tUberlebenszeit des Transplantats ergab.
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Fir die Zukunft haben sich mehrere Gebiete von Interesse

zur weiteren Untersuchung angeboten. Die "in vivo" Vorbe-
handlung des Leichennierenspenders mit IVCY und IVMP wird

in einem Protokoll, das unserem klinischen Protokoll genau
entspricht, als eine prospektive, randomisierte, doppelblinde,
kontrollierte Studie von iiber 40 Zentren in den USA durchge-
fihrt werden (82). Die Ergebnisse dieser Studie werden hoffent-
lich zur Kl&rung dex Wirksamkeit der immunologischen
Vorbehandlung des Kadavernierenspenders im kontrollierten
Versuch beitragen.

Zur Zeit versuchen wir in unserem Labor, optimale Zeitinter-
valle und die Drogenkonzentrationen von Cyclophosphamidmeta-
boliten als Vorbehandlungsmittel "in vitro" im Hundemodell
zu identifizieren. Die Konzentrationen der Cyclophosphamid-
metabolite 4-Hydroxy- und 4-Hydroperoxycyclophosphamnid wer-
den dabei massenspektrometisch bestimmt.

Die Ratio hinter diesen Versuchen ist, dass synthetisierbare
Abbauprodukte von Cyclophosphamid, z.B. 4-Hydroperoxycyclo-
phosphamid, lediglich dem KPP zugefilhrt werden miissen, um

eine "in vivo" Vorbehandlung mit ihren logistischen Nachtei-

len zu ersetzen.

Eine "in vitro" Modifikation des humanen Allotransplantats,
die mit einer stark verminderten Immunogenit&dt des Organs

verbunden ist, ist das Ziel dieser Experimente.
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Zusammenfassung

Es wurde der Versuch unternommen, die Immunogenitidt von

Nierenallotransplantaten "in vivo" und "in vitro" im

Hunde- und im Humanversuch zu alterieren. Hierbei kam es

zu folgenden Ergebnissen:

1.

Beim Bastardhund konnten duxrch die Vorbehandlung des
Nierenspenders mit IVCY und IVP (50 mg/kg KOrpergewicht)
"in vivo" 5 1/2 Stunden vor der Nephrektomie und in Kom-
bination mit IVMP (50 mg/kg K&rpergewicht) 2 1/2 Stunden
vor der Nephrektomie signifikant (p = 0.01) verlidngerte
Uberlebenszeiten der anephrischen Empfinger solcher vor-

behandelten Nieren beobachtet werden.

Histopathologische Untersuchungen von Biopsien dieser
vorbehandelten Nieren zur Zeit der Nephrektomie und nach
der Revaskularisierung im Empfédnger zeigten keine struk-
turellen Verdnderungen. Gleichzeitig wurde keine funktio-
nelle Einschrédnkung der "vorbehandelten" Nieren beobachtet.
Diese Ergebnisse waren die Basis flir die anschliessenden

Humanversuche.

Im Hundemodell ergab sich eine signifikant (p € 0.02) ver-
l8ngerte Uberlebenszeit von Nieren, wenn sie mit KPP von
Hunden fiir 24 Stunden préserviert worden waren ("in vitro"),
die mit IVCY 80 mg/kg Kdrpergewicht 5 1/2 Stunden und

IVMP 60 mg/kg K8rpergewicht vor der Plasmagewinnung vorbe-
handelt worden waren. Allerdings tolerierten Nieren, die
mit IVCY und IVMP "in vivo" vorbehandelt worden waren und
die normale histologische Struktur zur Zeit der Nephrek-
tomie aufwiesen, die pulsierende Priservierungsmethode mit
KPP nur in inkonstanter Weise. Es kam in manchen Fédllen zu
kortikalen Nekrosen. Kortikale Nekrosen wurden auch beobach-
tet, als der Versuch unternommen wurde, einen additiven
Vorbehandlungseffekt zu erzielen, indem die vorbehandelte
Niere mit ihrem eigenen vorbehandelten KPP perfundiert

wurde.
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4. In einer prospektiven, randomisierten Studie beim Men-
schen erwies sich die Anwendung von IVP und IVMP in der
Vorbehandlung des Kadavernierenspenders als Versuch der
"in vivo" immunologischen Alteration von Kadavernieren-
transplantaten als nicht erfolgreich. Allerdings wurden
ausgezeichnete Ergebnisse in der Verldngerung der Uber-
lebenszeit von Nieren erzielt, wenn die Spender mit IVCY
und IVMP vorbehandelt worden waren. Dieser Unterschied
zwischen Mensch und Hund ist wahrscheinlich auf einen
Speziesunterschied zurlickzufiihren.

5. In den letzten Jahren konnten wir zeigen, dass Nieren von
Kadaverspendern, die mit 70 - 80 mg/kg Kdrpergewicht IVCY
5 1/2 Stunden und 50 -~ 60 mg/kg K&rpergewicht IVMP 2 1/2
Stunden vor der Nephrektomie vorbehandelt worden waren,
signifikant (p 0.001) l&nger iliberlebten als Nieren, die
nicht vorbehandelt worden waren. Es wurde bewiesen, dass
die Vorbehandlung des kreislaufintakten Kadavernieren-
spenders mit hohen Dosen von IVCY und IVMP zu keinen struk-
turellen und funktionellen Verdnderungen der Nieren filhrte,
und dass im Gegensatz zu Befunden im Tierversuch die vorbe-
handelte Menschenniere die pulsierende Préservierungsme-

thode bis zu 48 Stunden ohne Schaden toleriert.

Die Ergebnisse beim Hund und beim Menschen sind Beweis fiir
die Wirksamkeit der immunologischen Vorbehandlung des Nieren-
spenders "in vivo", die sich in einer verléngerten Uberlebens-
zeit des Nierentransplantats auswirkte. Der Vorbehandlungs-
effekt ist unabhdngig von Bluttransfusionen, er hat sich be-
sonders bei hohen Risikopatienten und bei insulinpflichtigen
Diabetikern bewdhrt. Diese Versuche sind die Basis fir eine

prospektive, kooperative und kontrollierte Studie.

Die Ergebnisse der erfolgreichen "in vitro" Alteration der
Immunogenitédt von Hundenieren sind vielversprechend. Sie sind
die Grundlage fiir eine mdgliche prospektive, kontrollierte
Studie im Humanversuch, bei der Nieren "in vitro" mit KPP
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perfundiert werden, das vom Plasma vorbehandelter Kadaver-

nierenspender gewonnen wurde.

Das Ziel weiterer Untersuchungen in unserem Labor ist die
Bestimmung der optimalen Vorbehandlungszeit und Drogenkon-
zentration, besonders die Konzentration der aktiven Metabo-
lite von Cyclophosphamid. Diese Ergebnisse werden uns unter
Umstdnden zu einer logistisch vereinfachten "in vitro" Ver-
dnderung des Nierentransplantats bringen, da die aktiven
Metabolite von Cyclophosphamid, die zytotoxische Wirkung

haben, synthetisierbar sind.
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nierenspender gewonnen wurde.

Das Ziel weiterer Untersuchungen in unserem Labor ist die
Bestimmung der optimalen Vorbehandlungszeit und Drogenkon-
Zzentration, besonders die Konzentration der aktiven Metabo-
lite von Cyclophosphamid. Diese Ergebnisse werden uns unter
Umstinden zu einer logistisch vereinfachten "in vitro" Ver-
dnderung des Nierentransplantats bringen, da die aktiven
Metabolite wvon Cyclophoséhamid, die zytotoxische Wirkung
haben, synthetisierbar sind.

Ivecy - Cyclophosphamid R
Ivp - Procarbacin HCL wwg§%ﬁém%¢@g@@&\¥&ggkﬁ
IVMP - Methylprednisolon i.v. .

Xpp - kryoprédzipitiertes Plasma %1>‘
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