Aus der Klinik fiir Nephrologie
Moorenstr. 5
40225 Diisseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Rump

Verinderungen der peritonealen Morphologie bei Peritonealdialyse unter
Betrachtung peritonealer Funktionsparameter sowie klinischer und
dialysatspezifischer Einflussgrofien

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der
Medizin

Der Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitat
Diisseldorf
vorgelegt von
Christoph Rzeszut

2008



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf

gez.: Univ.-Prof. Dr. med. Joachim Windolf

Dekan

Referent: PD Dr. med. Andreas FuBBholler
Korreferent: Univ.-Prof. Dr. med. L. Christian Rump



1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
L.5.

2.1.
2.2.

2.3.
24.
2.5.

3.1.

BANLCTEUNE . ...ttt ettt se et st et et et s b nees 4

Atiologie und epidemiologische Grundlagen der Niereninsuffizienz..................cco.......... 4

Die Peritonealdialyse als Nierenersatzverfahren ...........coccevvevveriinienieenieeseesee e 7
Aufbau des parietalen Peritoneums - histologische Besonderheiten ...............ccccoeuenee. 13
Morphologische Verdnderungen unter Peritonealdialyse...........cccceevverveecieciieniennneneen. 15
FragestellUNGEN........cccuiiiiiiiieciecie ettt e et teestaessaeenbe e e ensaenseas 18
Material und MethOden...........uoeuiiiiiiiiie e 19
Praparation des parietalen Peritoneums und histopathologische Aufbereitung.............. 19
HistologiSChe AUSWEITUNG.......coiiuiiiiiiitieieeie ettt et 22
2.2.1. Mesotheliale ZellSChiCht ..........cociiiiiiiiiieee e 22
2.2.2. Submesotheliale FIDrose .........cccoeviiiiiiiiiiiiieeeeee e 22
2.2.3. GefABPATAMELET ... eeeieiieeieee ettt ettt ettt ettt e satesbeesateeaneeeeens 23
Patientendaten........c.ceiuieiiiiie ettt et ettt et nneesaeas 26
Potenziell einflussnehmende Faktoren auf die Morphologie des Peritoneums .............. 29
STALISTIK Lttt ettt ettt ettt sttt te e be e bt e eneesneeenes 30
ErgebniSdarstellUng ..........ccceiviieriiiiieiiecie ettt e e teestaestressbeesseessaessnas 32
IMOTPROIOZIC ...veevieeiieiieie ettt e e te e s tbestbeesbeessaestaesssessseasseesseesssessnas 33
3.1.1. Mesotheliale ZellSChiCht ........c.ooiiiiiiieie e 33
3.1.2. Submesotheliale FIDIOSe .........ceouererieriirieieieeeeee e 36
3.1.3. G ABPATAMELET ... .. eecvieeiiieiieieeieeee et ere et e te e s taesebesebeesbeesseesseesssesssessseessaens 38
3.1.3.1. Beurteilung der perivaskuldren Verdnderungen.............cccoevevvevvenveenneennens 38
3.1.3.2. Relative GefaBflaiche (RGF).....cccooviiviiiiieiieieciecececeeeeee e 40
3.1.3.3. Relative GefdBBanzahl pro Flache (RGAF) .....ccccoevevieoiieeiieieiecieceeeeiens 41
3.1.3.4. Relative GefdBBanzahl pro Lange der peritonealen Oberfliche (RGAL)....... 41
Einfluss der Dialysate auf die Morphologie des Peritoneums...........ccceceeecveecieeieenneenen. 43
KoOTrelationSanalySe .........ccocuiiiieiiieriieeiieeie ettt sttt ettt ettt 44
Einzelfalldarstellung ...........ccevcveeiiieriieeieeie ettt ettt s snees 46
DISKUSSION ..ttt sttt ettt et b et e e s be et b et e bt sbeenee e 48
ZUSAMMENTASSUNE ......veeiieieieeieeieerieeseestesteebe e e ebeesseesetessseenseesseesseesseesssesnseenseenseesses 66
LAteraturvVerZEIChIIS . ...ooueiuieiiieieieieeeee ettt 69



1. Einleitung

1.1. Atiologie und epidemiologische Grundlagen der Niereninsuffizienz

Bereits vor nahezu 2500 Jahren beschéftigten sich Mediziner mit der Physiologie und den
Erkrankungen der Niere. Als ,,Vater der Nephrologie* zu dieser Zeit zahlt Hippokrates von
Kos (Eknoyan 1988). Neben dem rein medizinischen Interesse an dem paarig angeordneten
Organ fanden sich interessanterweise auch vielerlei mystische Assoziationen. So wurde im
religiosen Kult der Antike die Niere als Sitz der Seele verstanden und dieser die
Verleihung von Kraft zugeschrieben. Es sind im alten Testament sogar zahlreiche
Passagen, bei denen die Niere im Einklang mit dem Herzen Erwdhnung findet. Diese
metaphorische Verschmelzung kann als Bildnis der gesamten Personlichkeit des Menschen
verstanden werden (Maio 1999). Lange hielt sich diese mystische Verschmelzung, die
jedoch erstmals unter medizinischen Gesichtspunkten von Richard Bright (,,Vater der
neuzeitlichen Nephrologie®, 1789 bis 1858) dargestellt wurde. Dieser beschrieb zum
Beispiel bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz eine Zunahme der
linksventrikuldren Hypertrophie und somit indirekt, auch wenn er zu dieser Zeit noch
keinen Blutdruck messen konnte, den Zusammenhang zwischen Nierenerkrankungen und
Bluthochdruck (Eknoyan 2004).

Heutzutage werden die Funktionen und Zusammenhidnge zwischen den Nieren und
anderen Organsystemen des menschlichen Korpers intensiv erforscht. Die Hauptaufgaben
der retroperitoneal gelegenen, paarig angeordneten Organe liegen in der Produktion von
Harn und Exkretion harnpflichtiger Substanzen, der Osmoregulation und in der Produktion
renaler Hormone.

Féllt eine oder mehrere der oben genannten Funktionen aus, so miindet dies je nach
Ausprigung in ein akutes oder chronisches Nierenversagen, deren Symptome im

Folgenden beschrieben werden.

Beim chronischen Nierenversagen treten in der Regel zunédchst Allgemeinsymptome wie
Leistungsschwiche und Miidigkeit auf, welche zumeist nicht sofort einer
Niereninsuffizienz zugeschrieben werden. Laborchemisch ergeben sich in diesem
Zusammenhang hiufig eine renale Andmie (normochrom, normozytér), eine urdmische
Blutungsneigung sowie Storungen des Wasser-, Elektrolyt- und Sdure-Basen-Haushalts
(z. B. Hyperkalidmie, renale metabolische Azidose). Des Weiteren entwickeln zahlreiche

Patienten im Rahmen ihrer Niereninsuffizienz kardiovaskuldre Erkrankungen wie eine
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Herzinsuffizienz, koronare Herzkrankheit, urdmische Perikarditis und eine, wie bereits
zuvor kurz erwihnt, renale Hypertonie. Interessanterweise ist auch das neuromuskulére
System im Rahmen einer Niereninsuffizienz betroffen. Die urdmische Polyneuropathie
(Myelinverlust und axonale Degeneration), die urdmische Enzephalopathie mit Midigkeit,
Apathie sowie Ruhelosigkeit mit Tremor im Frihstadium und der Ausbildung
generalisierter Krampfanfille im Spitstadium sowie Myopathien und Muskelkrampfe
spiegeln den Befall des zentralen sowie peripheren Nervensystems wieder.

Ein wichtiger Aspekt im Rahmen des chronischen Nierenversagen ist der sekundére renale
Hyperparathyreoidismus und die renale Osteopathie, worunter im Allgemeinen die Ostitis
fibrosa, die Osteomalazie (Low-Turnover-Osteopathie), die aplastische Knochenerkran-
kung (dead-bone disease) sowie gemischte Storungen zusammengefasst werden. Damit
einhergehend sollten Gelenkerkrankungen, die zum Beispiel im Rahmen einer die Nieren
und Gelenke schidigenden Grunderkrankung, durch Kristallablagerungen in den Gelenken

oder durch die Entwicklung einer Amyloidose, nicht unerwéhnt bleiben.

Im Gegensatz hierzu ist das akute Nierenversagen definiert als eine prinzipiell reversible,
rasche Abnahme der Nierenfunktion iiber Stunden oder Tage. Einteilen ldsst sich diese
rasche Abnahme der Nierenfunktion in eine prérenale, eine intrarenale und eine postrenale
Form. Der Verlauf eines akuten Nierenversagens kann in drei Phasen untergliedert werden:

1) Initialphase

2) Phase des manifesten Nierenversagens (oligurischer, nicht-oligurischer Verlauf)

3) Diuretische oder polyurische Phase
Die Komplikationen eines akuten Nierenversagens entsprechen im Wesentlichen denen der
chronischen Niereninsuffizienz, welche bereits oben teilweise aufgefithrt wurden

(Kuhlmann et al. 2003).

Die klinische Entscheidung, ab wann ein Nierenersatzverfahren zum Einsatz kommen
sollte, orientiert sich an der glomeruldren Filtrationsrate (GFR). Dialysepflichtigkeit
besteht etwa ab einer GFR < 10 ml/min und entsprechender Klinik. Weitere Indikationen
zur Einleitung der Dauerdialyse bei chronischem Nierenversagen, welche heute noch als
klinisch relevant anzusehen sind, fassten Samtleben und Blumenstein 1999 wie folgt
zusammen:

> Urimische Symptome (Ubelkeit, Brechreiz, Perikarditis, Polyneuropathie, Pruritus)

» Schwer einstellbare arterielle Hypertonie
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» Unkontrollierbare Hyperkalidmie
» Schwere Hyperphosphatdmie
> Uberproportionale Animie

» Schwere metabolische Azidose

Die Ursachen terminalen Nierenversagens sind mannigfaltig und konnen aus

Abbildung 1.1 entnommen werden. Bei diesen Zahlen handelt es sich um Befragungen

innerhalb deutscher Dialysezentren, wobei die Daten von

ausgewertet werden konnten.

Zystennieren
Verschiedene 7%
4%

27%

unbekannte
Genese
10%
Sytemerkrankungen

3% interstitielle
Nephritis
hereditar/kongenital 13%
1%

Diabetes Mellitus

etwa

58.503 Patienten

Abbildung 1.1: Diagnoseverteilung bei Dialysepatienten von 1996-2004 (Privalenz). Quelle: Frei und

Schober-Halstenberg 2005 in Quasi-Niere-Report 2004/2005.

Bemerkenswert ist, dass der Diabetes Mellitus, insbesondere der Diabetes Mellitus Typ 11

(Typ II: 23 %; Typ I: 4 %) im obigen Beobachtungszeitraum immer mehr an Bedeutung

gewinnt und zudem kontinuierlich an erster Stelle der Ursachen fiir ein terminales

Nierenversagen steht. Allerdings hat seit Mitte der 90er Jahre die vaskulidre Nephropathie,

ebenfalls eine Erkrankung des Alters, rasant an Bedeutung zugenommen.

Betrachtet man die chronischen Nierenersatztherapien im internationalen Vergleich, so

fallt auf, dass es im Bezug auf Privalenz und Inzidenz landerspezifische Unterschiede gibt.
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Des Weiteren ist aber ebenso auffillig, dass die Verteilung zwischen Hamodialyse und
Peritonealdialyse (PD) in vielen Léndern sehr unterschiedlich ist. Die in Tabelle 1.1
dargestellten Daten beschreiben lediglich die Situation der Staaten mit einem

Bevolkerungsanteil von mehr als 15 Millionen Einwohnern.

Tabelle 1.1: Nierenersatztherapie im internationalen Vergleich - Stand Oktober 2005. Quelle: Modifiziert
nach Frei und Schober-Halstenberg 2005 in Quasi-Niere-Report 2004/2005.
Land Jahr | Nierenersatztherapie % Anteil PD an | Bevolkerung
Dialyseverfahren | in Mio.
Patienten | Privalenz | Inzidenz
pmp pmp
Australien 2003 |13 652 685 98 23,8 19,9
Chile 2003 | 12190 773 130 5,7 15,3
Deutschland 2004 |82 305 998 194 4,6 82,5
England und Wales 2003 |37382 632 104 27,0 39,9
Frankreich (7 Regionen) |2003 |15 148 898 123 10,5 16,5
Italien 2003 |51 281 886 133 10,4 57,8
Japan 2004 258166 |1943 271 3,5 127,8
Kanada 2003 |29 566 934 157 18,9 31,7
Malaysia 2004 |13 141 513 101 10,0 24,9
Niederlande 2004 |11 551 713 104 25,7 16,2
Polen 2003 |17 448 457 105 9,5 38,2
Spanien 2004 | --- 893 127 18,1 44,4
Tiirkei 2004 32036 444 123 11,6 73,3
USA 2003 452957 |1509 341 8,0 290,8
pmp: pro Million Einwohner (per million population)

1.2. Die Peritonealdialyse als Nierenersatzverfahren

Wie oben schon erwihnt, hat sich neben der schon ldnger bekannten Hdmodialyse in den
vergangenen Jahrzehnten zunehmend die Peritonealdialyse (PD) als sicheres und
effizientes Verfahren zur Behandlung einer terminalen Niereninsuffizienz etabliert.

Die erste Peritonealdialyse wurde bereits 1923 durch Georg Ganter am Patienten mit
postrenaler Niereninsuffizienz durchgefiihrt. Der Durchbruch zur kontinuierlichen
Dialyseform, mit der man auch chronisch niereninsuffiziente Patienten behandeln konnte,
folgte jedoch erst Mitte der 70er Jahre mit den Veroffentlichungen von Robert Popovic
und Jack Moncrief. Beide Wissenschaftler arbeiteten an einer Moglichkeit, die bis zu
diesem Zeitpunkt bereits etablierte Dialyse auch Patienten zukommen zu lassen, die keiner
Héamodialyse zugédnglich waren. Ein grofes Problem waren jedoch die hohen
Komplikationsraten zum Beispiel in Form rezidivierender Peritonitiden (http://www.fmc-

ag.com).

Trotz der Abnahme dieser Komplikationen in der heutigen Zeit, vor allem aufgrund

technischer Fortschritte wie dem Y-System, dem Doppelbeutelsystem oder dem ,,flush
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before fill“-Prinzip (Spililung der Konnektionsstelle mittels steriler Dialyselosung, bevor
die Bauchhohle befiillt wird), ist dieses Verfahren jedoch nicht in allen Léndern gleich
haufig vertreten. Die Griinde hierfiir sind vielfdltig und reichen von unterschiedlicher
Verfligbarkeit des Therapieverfahrens tiiber fehlende Erfahrung/Unwissen des
behandelnden Arztes bis hin zu unterschiedlichen Vergiitungsstrukturen. Es fallt auf, dass
zahlreiche ,nicht-medizinische” Faktoren bei der Zuweisung zu einer bestimmten
Dialyseform {iberwiegen (Vychytil 2005, Lameire et al. 2006). Daher sollte die
Entscheidung, welche Dialyseform fiir welchen Patienten zutreffend ist, bei fehlenden
Kontraindikationen stets patientenbezogen getroffen werden. Derzeit bleibt diesbeziiglich
festzuhalten, dass umfangreiche prospektive Studien zum Vergleich der Mortalitit von PD
und Hémodialyse fehlen. Fenton und Mitarbeiter konnten jedoch bereits 1997 nach
Auswertung des kanadischen Registers (Canadian Organ Replacement Register) einen
Uberlebensvorteil der Peritonealdialyse-Patienten in den ersten zwei Jahren der Dialyse im

Vergleich zur Himodialyse feststellen (Fenton et al. 1997).

Das Prinzip der Peritonealdialyse basiert vor allem auf einem Stoff- und Wassertransport
entlang eines Konzentrationsgradienten (Diffusion, Osmose, konvektiver Stofftransport,
Fliissigkeitsriickresorption), bei dem das Peritoneum als ,,.Dialysemembran® fungiert

(Abb. 1.2).

Abbildung 1.2:
Prinzip des Stoff-
und Wassertrans-
portes  (Modifiziert
nach Kuhlmann et
al. 2003).

interstitiell intraperitoneal
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Wie aus der Abbildung ersichtlich, erfolgt aufgrund des osmotischen Gradienten
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o

Erliduterungen:
Glu = Glukose

aeQ

vorwiegend der Entzug von Wasser. Gleichzeitig passieren jedoch auch zahlreiche
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Elektrolyte, kleinmolekulare Substanzen (Kreatinin) und Harnstoff die Barriere

entsprechend des Konzentrationsgefilles (Diffusion, konvektiver Stofftransport).

Den wohl gréBten Einfluss als Barriere fiir den peritonealen Transport hat zum einen das
Endothel der Kapillaren und zum anderen die die Gefdle umgebene Zellmatrix (Flessner

2005).

Diesbeziiglich sind zahlreiche Theorien entwickelt worden, um den transendothelialen
Transport von Wasser sowie von Molekiilen unterschiedlicher Grofe zu beschreiben.
Grofle Bedeutung heutzutage hat das von Rippe und Kollegen aufgestellte ,,3-Poren-
Modell* welches zwischen kleinen, groBen und ultrakleinen Poren unterscheidet. Kleine
Poren (r = 4-6 A) bilden den Hauptbestandteil und sind vor allem fiir den Wasser- sowie
den klein- bis mittelmolekularen Transport verantwortlich. GroBe Poren (r > 20 A) sind vor
allem fiir makromolekulare Substanzen (z. B. Proteine) durchlissig. AusschlieBlich fiir den
Wassertransport sind die ultrakleinen Poren (r < 0,5 A), welche aus wasserkanalformenden
Membranproteinen — den so genannten Aquaporinen (Aquaporin-1) — gebildet werden,

verantwortlich (Rippe 1993, Rippe et al. 2001).

Zur Beurteilung des peritonealen Stofftransports bedient man sich des Peritoneal-
Aquilibrationstests (PET), der in seiner urspriinglichen Form von Twardowsky entwickelt
wurde und vor allem Auskunft {iber den peritonealen Transport kleiner Molekiile gibt. Der
Test, welcher 4-6 Wochen nach Einleitung der Dialyse durchgefiihrt werden sollte, lduft
nach einem standardisierten Protokoll, welches etwa vier Stunden in Anspruch nimmit.
Nach dem vollstandigen Leeren des Bauchraums erfolgt das Befiillen in der Regel mit
zwei Litern einer 2,27 %igen Dialyselosung (Dialysat). Zu Beginn, zumeist nach zwei
Stunden sowie am Ende des Tests werden Proben aus dem Dialysat entnommen. Zur
Berechnung der Dialysat- zu Plasma-Ratio z. B. fiir Kreatinin erfolgt wéhrend des Tests
eine Blutentnahme. Nach 4-stiindiger Verweildauer des Dialysats lassen sich mittels
obigen Ratios Aussagen iliber das individuelle Transportverhalten des Patienten machen,
wonach dieser in ,high*“-, high-average*“-, ,low-average*- oder ,low*“-Transporter
klassifiziert wird, in Abhédngigkeit der Geschwindigkeit des kleinmolekularen
Stofftransports (Kuhlmann et al. 2003, Horl und Wanner 2004).

Insbesondere dem Harnstoff kommt bei der Beurteilung der Dialyseeffektivitit cine

wichtige Bedeutung zu. Hier gilt der Kt/V-Wert als entscheidender Parameter. Bei diesem
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Wert handelt es sich um die Clearance von Harnstoff, sei es mittels Dialyse alleine oder
durch eine noch vorhandene Nierenrestfunktion, bezogen auf das Harnstoft-
Verteilungsvolumen (etwa 60 % des Korpergewichts bei ménnlichen Patienten) {iber eine
Woche:

Harnstoff (Dialysat) *Volumen(Dialysat) 1 %7

Harnstoff (Serum) Verteilungsvolumen

Kt/V=

Die unterschiedlichen Verfahren der Peritonealdialyse sind sehr variabel und haben sich
vorwiegend innerhalb der letzten 30 Jahre entwickelt. Im Folgenden werden diesbeziiglich
einige wichtige Abkiirzungen kurz erlautert (modifiziert nach

http://www.dialyseforum.de):

CAPD Kontinuierliche ambulante Peritonealdialyse
Téaglicher manueller Wechsel des Dialysats durch den Patienten zu Hause,
tiber Nacht verbleibt eine Fiillung im Bauchraum.

APD Automatische Peritonealdialyse
Maschineller Dialysatwechsel mit Cyclergerit.

CCPD Kontinuierliche zyklische Peritonealdialyse
Behandlung mit Cyclergerdt zu Hause tiber Nacht (8-10 h). Eine
Beutelfiillung verbleibt iiber den Tag im Bauchraum.

TPD Tidal Peritonealdialyse
Bei einem Dialysatwechsel mit Cyclergerdt wird nur jeweils ein Teil der im
Bauchraum befindlichen PD-L6sung ausgetauscht.

IPD Intermittierende Peritonealdialyse
Behandlung im Zentrum, maschinell mit Cyclergerdt (z. B. dreimal pro

Woche 10-12 Stunden).

Ein wichtiges Instrument der Peritonealdialyse ist der Peritonealdialyse-Katheter,
welcher sich in der Regel am tiefsten Punkt des Bauchraums (Douglas-Raum) befindet
(Abb. 1.3).

Die Entwicklung unterschiedlicher Dialyseverfahren sowie die Reduktion der
Komplikationen héngt malgeblich mit der Einfilhrung flexibler Dialysekatheter

zusammen. So entwickelte Henry Tenckhoff 1968 in den USA den nach ihm benannten
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Katheter, welcher der erste Dauerkatheter war und mit Hilfe seiner zwei Manschetten in

das Peritoneum sowie in tiefere Bauchschichten einwachsen kann.

Peritoneum

—

Losungsbeutel

Katheter

PD-Lésung

Auslaufbeutel

Abbildung 1.3: Platzierung des Katheters - Beutelanlage (Modifiziert nach Fresenius-Medical-Care:
www.fmc-ag.de).

Heutzutage werden zahlreiche Katheterformen, sowohl intra- als auch extraperitoneal
eingesetzt. Beispiele fiir intraperitoneale Anteile sind der bereits oben beschriebene gerade
Tenckhoff-Katheter, der mit zwei Siliconscheiben versehene Oreopoulos-Zellermann-

Katheter oder der mit einem aufgerollten Ende versehenen Coil-Catch-Katheter (Abb. 1.4).

Tenckhoff Oreopoulos-Zellermann coil catch
11,5cm 14,5cm
- » >

— 1\ [ P /

: <> 0 2 I

1em 4,5cm A = . WA 1em
0,5cm 5cm 10 cm § /4
18,5cm

Abbildung 1.4: Intraperitoneale Kathetermodelle zur Peritonealdialyse (Modifiziert nach Horl und
Wanner 2004)

Die in dieser Studie zur Anwendung kommenden Dialyselosungen und deren
Zusammensetzung sind in Tabelle 1.2 zusammengefasst. Zu jeder der zum Einsatz
kommenden Losung gehdren zahlreiche Elektrolyte, ein Puffer sowie eine osmotisch oder
kolloidosmotische Substanz bei der es sich in den meisten Fillen, mit Ausnahme von
Icodextrin (Extraneal®), um Glukose handelt. Die Hersteller gehen zunehmend vom

Einkammer- zum Mehrkammer-System iiber, um eine bessere Biokompatibilitit der
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Losungen zu erreichen, da hier weniger toxische Glukose-Abbauprodukte (GDP —
Glukosedegradationsprodukt)  enthalten sind.  Unter  Biokompatibilitit  einer
Peritonealdialyselosung kann man allgemein die Fahigkeit verstehen, die anatomischen
und funktionalen Charakteristika des Peritoneums iiber die Zeit unbeeinflusst zu lassen (Di
Paolo et al. 1995). Zahlreiche Studien, unter anderem auch Wieslander et al. 2001, konnten
in diesem Zusammenhang als Hauptursachen fiir die Bioinkompatibilitdit von
Dialyselosungen einen sauren pH-Wert und das bereits oben angefiihrte Vorliegen von
Glukose-Abbauprodukten herausarbeiten.

Bei GDPs, welche fiir die Verdnderung der peritonealen Membran und Funktion
verantwortlich gemacht werden, handelt es sich vor allem um Aldehyde und Fructose, die
zum Beispiel im Rahmen von In-vitro-Studien zu einer deutlichen Wachstumshemmung

von Fibroblasten fiihrten (Nilsson-Thorell et al. 1993).

Zur Vermeidung der Bildung letzterer werden vermehrt Doppelkammersysteme
verwendet, welche die Hitzesterilisation bei niedrigem pH-Wert erlauben, ohne dass
tibermdBig GDPs anfallen. Somit wird die elektrolythaltige Glukoseldsung erst kurz vor
der Dialyse durch den Patienten mit der im zweiten Beutel befindlichen Pufferlosung
zusammengebracht. Ein weiterer Aspekt ist anstatt der Verwendung der osmotisch aktiven
Glukose, die des kolloidosmotisch aktiven Glukose-Polymers Icodextrin oder die von

Aminosduren, um Glukose und Glukose-Abbauprodukte zu vermeiden.

Tabelle 1.2: Zusammensetzung der Peritonealdialyseldsungen nach Herstellerangaben.
Dianeal Dianeal Stay-Safe- | Physioneal | Physioneal | Gambrosol | Gambrosol | Extraneal ®
PD 1" PD4" Balance ® [35° 40° trio 10 ® trio 40 ®
1,5-4,25%
E-lyte [mmol/l]
Natrium 132 132 134 132 132 131-133 131-133 133
Calcium 1,75 1,25 1,25/1,75 1,75 1,25 1,70-1,79 1,31-1,38 1,75
Magnesium 0,75 0,25 0,5 0,25 0,25 0,24-0,26 0,24-0,26 0,25
Chlorid 102 95 100,5/101,5 | 101 95 96,0-96,2 95,2-95,4 96
Puffer [mmol/l]
Laktat 35 40 35 10 15 39-41 39-41 40
Hydrogen- --- --- - 25 25 --- - -
carbonat
pH, Osmotika 5,5 5,5 7 7,4 7,4 5,5-6,5 5,5-6,5 5-6
Glukose [g/dl] 1,36/2,27/ |s.PD 1 1,5/2,3/ s.PD 1 s.PD 1 1,5/2,5/3,9 | s. trio 10 -
3,86 4,25
Polyglucose [g/d]] | --- - - - 7,5
Osmolaritit 347/398/ 344/395/ 356/400/ 345/396/ 344/395/ 357/409/ 356/408/ 284
[mosm/1] 486 483 510 484 483 483 482

Die in dieser Arbeit verwendete Begrifflichkeit der ,,physiologischen* Dialyselosungen
bezieht sich auf die Anwendung von Doppelkammerdialysaten und im Gegensatz hierzu

die der ,,unphysiologischen* Dialyseldsungen auf die von Einkammerdialysaten.
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1.3. Aufbau des parietalen Peritoneums - histologische Besonderheiten

Das Peritoneum besteht aus einem groflen viszeralen Teil, der die Eingeweide und
Mesenterien iiberzieht, und einem parietalen Teil, der Zwerchfell und Bauchwand bedeckt
(Korten 1984). Beim Erwachsenen entspricht die peritoneale Oberfliche etwa der der
Korperoberfliche von 1,5 - 2,0 mz, wovon allerdings nur etwa 0,5 - 1 m? effektiv zum
Stoff- und Fliissigkeitsaustausch zur Verfiigung steht. Des Weiteren hingt diese
»effektive oder ,,funktionelle® Oberfliche sowohl von der Durchblutung der peritonealen
Kapillaren, als auch vom Dialysatvolumen ab.

Es finden sich drei Hauptbestandteile der peritonealen Membran (Abb. 1.5):

» das Mesothel an der Oberflache,

» das Interstitium mit kolloidreicher, wasserarmer und kolloidarmer, wasserreicher
Phase,

» Gefdlle, als wichtiger Ort des Stoff- und Fliissigkeitsaustausches.

Interstitium
* kolloidreiche Phase bestehend aus Mukopolysacchariden
« zelluldre Bestandteile:

Fibroblasten, Makrophagen und Mastzellen

Abbildung 1.5: Aufbau des Peritoneums in der Ubersicht (Modifiziert nach Di Paolo und Sacchi 2000).

Die mesotheliale Zellschicht als oberste Barriere besteht aus polygonalen Zellen, welche
im Bereich der Mesenterien, des Diaphragmas und der abdominellen Wand flach und
einreihig angeordnet sind. Die Zellschicht, die die Ovarien und abdominellen Organe wie
Leber und Milz bedecken, haben in der Regel eher eine kubische Ausprigung. In der
Transmissions-Elektronen-Mikroskopie (TEM) lassen sich die zahlreichen Mikrovilli auf
der Oberflache darstellen, welche der Oberflichenvergroerung dienen und durch
komplizierte interzelluldre Kontakte miteinander verbunden sind (Di Paolo und Sacchi
2000). Aus den Abbildungen 1.6 und 1.7 gehen die Formation der mesothelialen

Zellschicht sowie der Mikrovilli im Bereich des parietalen Peritoneums hervor.
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Abbildung 1.6: Schmales Interstitium mit sehr Abbildung 1.7: Darstellung der Mikrovilli auf der
schmaler, in dieser Auflosung kaum dargestellten mesothelialen Oberfliche (TEM, 10.000fach),
mesothelialen Zellschicht eines Nierengesunden (HE, aus: Di Paolo und Sacchi 2000.

100fach), aus: Préparatesammlung der Klinik fiir

Nephrologie der Heinrich-Heine-Universitdt Diissel-

dorf.

Neben der oben beschriebenen Vergroferung der Oberfliche um etwa den Faktor 40
(Moog 1981), die durch das Vorhandensein der Mikrovilli erreicht werden kann, kommen
thnen weitere Aufgaben zu. So beschreiben Di Paolo und Sacchi 2000, dass die
mesothelialen Mikrovilli als ,,Fliissigkeitsfallen®, insbesondere fiir positiv geladene
Phospholipide fungieren, wodurch ein effizienter Schmierfilm erzeugt werden kann. Diese
Theorie unterstiitzen sie mit ihrer Beobachtung, dass vor allem an Stellen, wo besonders
viel Reibung zwischen Organen und dem parietalen Peritoneum stattfindet, eine hohe
Anzahl an Mikrovilli zu finden sind. Ein weiterer Aspekt, der insbesondere im Hinblick
auf die Beurteilung der Biokompatibilitit von Dialyseldosungen eine wichtige Rolle zu
spielen scheint, ist die Tatsache, dass die Zellen des Mesotheliums CA 125 sezernieren.
Unter der Annahme, dass der CA 125-Gehalt im Dialysatablauf mit der mesothelialen
Zellmasse korreliert, kann somit versucht werden auf die Biokompatibilitit der
Dialyselosung bzw. auf die so genannte ,peritoneale Integritit“ zuriickzuschlieen
(Teitelbaum und Burkart 2003). Allerdings zeigten Breborowicz et al. 2005 in einer mit
menschlichen Mesothelzellen durchgefiihrten In-vitro-Studie, dass dieser Aspekt mit
groler Vorsicht zu nutzen ist. Threr Meinung nach hédngt die CA 125-Produktion von
mesothelialen Zellen von zahlreichen Faktoren ab, von denen das Alter der Zellen und

deren Umgebungsbedingungen eine wichtige Rolle spielen.

Die submesotheliale Zellschicht, welche zum groften Teil dem {iblichen Bau des
Bindegewebes mit Grundsubstanz, Fasern oder Faserbiindeln und Zellen wie Fibroblasten,

Histiozyten und Makrophagen entspricht, kann als Bindeglied zwischen Kapillaren und

- 14 -



Mesothel verstanden werden. Di Paolo und Sacchi 2000 beschreiben im Rahmen ihrer
Arbeiten vor allem das Vorkommen von Kollagen Typ I und III.

Somit stellt die submesotheliale Zellschicht eine Barriere fiir den Stofftransport aus den
peritonealen Kapillaren in das Dialysat dar und verzogert die Diffusion verschiedener
geloster Substanzen. Dabei nimmt der Widerstand, den das Interstitium dem Stofftransport
entgegensetzt, mit groferer Entfernung der Kapillaren zur peritonealen Oberfldche, wie sie
zum Beispiel in Form submesothelialer Fibrose zu vermuten ist, als auch mit steigendem

Molekulargewicht der transportierten Substanz, zu (Horl und Wanner 2004).

Neben Blutgefdflen befinden sich im submesothelialen Gewebe zahlreiche Lymphbahnen.
Besonderheit dieses lymphatischen Systems ist das von einer Vielzahl von Autoren
beschriebene Vorhandensein von Spaltéffnungen in der peritonealen Oberfliche.
Besonders die subdiaphragmalen Anteile des Peritoneums machen mit etwa 55 % den
grofiten Anteil beim lymphatischen Abtransport von intraabdomineller Fliissigkeit aus.
Etwa 30 % findet im viszeralen und 10-15 % im parietalen Peritoneum statt. Nach dem
mathematischen Modell von Stachowska-Pietka et al. 2006 werden jedoch lediglich etwa
20-40 % der sich im Interstitium befindlichen Fliissigkeit mit Hilfe der lymphatischen
Bahnen abtransportiert. Beim lymphatischen Stofftransport, der so genannten
lymphatischen Absorption, handelt es sich um einen der peritonealen Ultrafiltration
entgegengesetzten Kraft.

Aktivierungswege und genaue Aufgaben des lymphatischen Gewebes im parietalen
Peritoneum bediirfen allerdings noch einer Vielzahl von Untersuchungen.

Ahnliches gilt auch fiir die, vor allem im groBen Netz vorzufindenden so genannten ,,milky
spots®, bei denen es sich um Anhdufungen von Lymphozyten und Makrophagen handelt.
Diese werden von zahlreichen Autoren als zentrale immunologische Einheit der
peritonealen Hohle und somit als ersten Abwehrmechanismus bei Entziindungen im
Peritoneum angesehen und sollen deshalb an dieser Stelle Erwdhnung finden (Di Paolo und

Sacchi 2000).

1.4. Morphologische Verinderungen unter Peritonealdialyse

Im Rahmen der bereits oben beschriebenen peritonealen Barrieren des Stoff- und
Fliissigkeitstransports bei der Peritonealdialyse wurde schon frith dariiber nachgedacht,
welche morphologischen Verdnderungen stattfinden und inwieweit diese mit funktionellen

Verdnderungen in Verbindung gebracht werden konnen.
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Die erste Schicht, bei der sich Verdnderungen sowohl licht- wie auch
elektronenmikroskopisch feststellen lassen, ist die mesotheliale Zellschicht. Zum einen
kann eine Degeneration in Form des volligen Verlustes der Zellen, als auch zunehmende
Verdanderungen in der Formation der Mikrovilli beobachtet werden (Abb. 1.8). Zum
anderen nehmen die noch vorhandenen Zellen zum groften Teil im apikal-basolateralen
Durchmesser zu und zeigen zahlreiche Vakuolen an der Basis, was als eine zunehmende
Aufweitung der interzelluldren Verbindungen gedeutet wird (Di Paolo et al. 1986, Dobbie
et al. 1990, Williams et al. 2003).

Abbildung 1.8: Parietales Peritoneum nach elf
Monaten Dialyse. Dargestellt ist ein diinnes,
erhaltenes Mesothel mit fehlenden Mikrovilli
(TEM, 43.000fach), aus: Di Paolo und Sacchi
2000.

Ein weiteres morphologisch auffélliges Merkmal ist die Vermehrung des submesothelialen
Gewebes. Dieses Phanomen wird von Plum et al. 2001 vor allem auf die Vermehrung von
submesothelialem kollagenem Bindegewebe zuriickgefiihrt, wobei in gleicher Auspragung
die Vermehrung elastischer Fasern beobachtet werden konnte. Diesbeziiglich stellten
Mateijsen et al. 1999 eine Vermehrung von kollagenem Bindegewebe Typ IV besonders
bei Patienten mit ausgedehnter submesothelialer Fibrose fest. Di Paolo und Sacchi 2000
sahen die Vermehrung des submesothelialen Gewebes jedoch vor allem im
Zusammenhang mit der sich durch die Peritonealdialyse entwickelnden o6dematdsen
Schwellung.

Wichtig ist diesbeziiglich die Unterscheidung zwischen einfacher submesothelialer Fibrose
und der lebensbedrohlichen so genannten enkapsulierenden peritonealen Sklerose (EPS).
Neben klinischen Unterscheidungskriterien ist die submesotheliale Dickenzunahme bei
EPS ausgeprigter und vergesellschaftet mit entziindlichen Infiltraten und Kalzifikationen
(D1 Paolo und Garosi 1999).

Neben mesothelialen und interstitiellen Verdanderungen werden von zahlreichen Autoren

Verdnderungen im submesothelialen Stroma beschrieben, die sich vor allem auf die Anzahl
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und die Beschaffenheit der sich dort befindlichen Blutgefd3e beziehen (Mateijsen et al.
1999, Plum et al. 2001, Williams et al. 2002). So zeigten beispielsweise Mateijsen et al.
1999 eine Vermehrung der GefdBBanzahl mit der Zunahme der Dialysedauer
(Neoangiogenese), einhergehend mit der Dickenzunahme der arteriellen GefaBwand (bei
positiver Anfiarbung von kollagenem Bindegewebe Typ IV) bei Patienten mit peritonealer
Fibrose. Williams et al. 2002 beschrieben innerhalb der Gruppe der Dialysepatienten
vaskulopathische Verdnderungen vor allem fiir Patienten, die schon seit iiber sechs Jahren
Peritonealdialyse durchfiihrten. Interessanterweise sprechen einige Autoren im Rahmen
dieser Verdnderungen, welche sich unter anderem mit der Perjodsdure-Schiff-Reaktion
(PAS) darstellen lassen, von mikroangiopathischen Verdnderungen, wie sie auch bei

diabetischen Patienten zu beobachten sind (Dobbie 1995, Di Paolo und Sacchi 2000).
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1.5. Fragestellungen

In der vorliegenden Arbeit wurden vor allem morphologische aber auch funktionelle
Verdanderungen der peritonealen Membran chronischer PD-Patienten studiert, wobei

folgende Fragestellungen definiert wurden:

> Welche morphologischen Verdnderungen lassen sich in dem vorliegenden
Patientengut im Rahmen eines 3-Gruppenvergleiches fiir nicht-urdmische (Kontrolle),

Peritonealdialyse- (PD-Patienten) und urdmische Patienten (Urdmie) herausarbeiten?

> Haben die Parameter Diabetes Mellitus, Immunsuppression, Hypertonie,
antihypertensive Therapie mit ACE-Hemmern, Stofftransportrate (D/Pratio fiir Kreatinin),
effektive Ultrafiltration (< 400 ml/4h vs. > 400 ml/4h mit 3,86 %iger Glukoselosung),
Dialyse-Art (CADP vs. CCDP), Dialysat-Menge, Dialyselosung (physiologisch vs.
unphysiologische), PD-Dauer, Glukosebelastung, das Vorhandensein von Icodextrin im
Regime und die Haufigkeit stattgehabter Peritonitiden einen Einfluss auf die Morphologie

des Peritoneums wihrend chronischer Peritonealdialyse?

> Lassen sich mit Hilfe von Korrelationsanalysen signifikante Zusammenhinge
innerhalb der erhobenen morphologischen Daten fiir alle drei Untersuchungsgruppen sowie
zwischen den morphologischen Daten und funktionellen Parametern innerhalb der PD-

Patienten herausarbeiten?
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2. Material und Methoden

2.1. Praparation des parietalen Peritoneums und histopathologische

Aufbereitung

Die Préparation des parietalen Peritoneums erfolgte im Rahmen eines chirurgischen
Eingriffs, in dem etwa 10 * 10 mm grofe Proben gewonnen wurden. Bei der Urdmie- und
Dialysegruppe handelte es sich um Eingriffe, bei denen entweder ein Dialysekatheter
angelegt, gewechselt oder, wegen des Ausscheidens aus der Peritonealdialyse, entfernt
wurde. Die Ursachen der elektiven operativen Eingriffe bei den Patienten der
Kontrollgruppe (nicht urdmische Patienten) werden im Kapitel 2.3. 'Patientendaten' kurz
dargelegt. Alle Patienten gaben vor der Biopsieentnahme nach eingehender Aufkldrung ihr
Einverstindnis zur Teilnahme an dieser Studie. Die Ethikkommission des
Universititsklinikums der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf gab ihre Zustimmung
zur Durchfiihrung dieses Studienprofils. Die histopathologische Aufbereitung erfolgte in
Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Pathologie des Universititsklinikums der Heinrich-

Heine-Universitat Dusseldorf.

Nach der Priparation wurden die gewonnenen Proben direkt mit Stecknadeln auf
Korkplatten (@ 20 mm, Slee Medical GmbH & Slee Technik GmbH, Mainz, D) befestigt
und mit auf neutralem pH-Wert (7,3) gepuffertem 4-5 %igem Formalin (PathoMed.
Logistik GmbH, Viersen, D) fixiert. Dem geeigneten Zuschnitt folgte die etwa 14 Stunden
dauernde automatische Entwisserung (Tissue-Tek” VIP®, Sakura Finetek Germany
GmbH, Heppenheim, D) mittels Alkoholreihe in aufsteigender Konzentration
70/96/99,9%ig. Xylol diente als Intermedidrmedium zwischen dem am Ende folgenden
Paraffin und dem Alkohol. Der Entwisserung schloss sich der Vorgang des Einbettens in
Paraffin (Engelbrecht Medizin- und Labortechnik, Erdemiinde, D) an, wonach von den
Paraffinblocken 5 - 7 um dicke Scheiben mittels Schlittenmikrotoms (HM 400, MICROM
International GmbH, Walldorf, D) abgeschnitten wurden.

Die automatische Férbung (Tissue-Tek™ Prisma®, Sakura Finetek Germany GmbH,
Heppenheim, D), der auf Objekttriager aufgebrachten Serienschnitte, erfolgte in Anlehnung
an Plum et al. 2001. Ein Schnitt eines Patienten wurde zundchst mit Himatoxylin-Eosin

(HE) nach Meyer zur Beurteilung der mesothelialen Zellschicht angefarbt:
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Hdamatoxylin (10 Min.) - Abspiilen mit H>O - Differenzieren in HCI-Alkohol (1 %) -
Abspiilen in H;O - Blduen in H;O - Eosinlosung (5 Min.) - Abspiilen in H,O - 70%, 96%
Alkohol - Alkohol absolut - Xylol - Eindecken mit Eukitt.
Losungen: Hamatoxylin

1000 ml Aqua dest.

1 g Hamatoxylin (Mayers Himalaunldsung, Merck KGaA, Darmstadt, D)

0,2 g Natriumjodat (Merck KGaA, Darmstadt, D)

50 g Ammoniumkaliumsulfat (Merck KGaA, Darmstadt, D)

aufkochen-abkiihlen (iiber Nacht)

1 g Zitronensdure

50 g Chloralhydrat

auflosen-filtrieren

Eosinlosung

1000 ml Aqua dest.

10 g Eosin (Eosin G, Merck KGaA, Darmstadt, D)

HCI-Alkohol: 1000 ml 70 %iger Alkohol + 10 ml 25 %ige HC1

Die Beurteilung der perivaskuldren Verdnderungen erfolgte zur Kenntlichmachung von
Polysacchariden, neutralen Mukopolysacchariden, Muko- und Glykoproteinen und
Glykolipiden fiir einen weiteren Schnitt mit der Perjodsdure-Schiff-Reaktion (PAS) nach
Hotchkiss und McManus:

0,5 %ige Perjodsdurelosung (5 Min.) - Abspiilen mit Aqua dest. - Schiff’sches Reagenz (15
Min.) - Abspiilen mit H,O - Hdamatoxylin - Abspiilen in H,O - Blduen - 70%, 96% Alkohol -
Alkohol absolut - Xylol - Eindecken mit Eukitt.

Losungen: Hamatoxylin (s.o0.)
Perjodsiaurelosung
0,5 g Perjodsédure zur Analyse (Merck KGaA, Darmstadt, D)
100 ml Aqua dest.
Schiffs Reagenz fiir Mikroskopie (Merck KGaA, Darmstadt, D)

Zur Beurteilung der submesothelialen Fibrose und der Vaskularisierung wurden die
entparaffinierten Schnitte mit einer Trichromfdrbung (Elastica van Gieson - EvQ)

behandelt:
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Elastica-Losung (10 Min.) - Abspiilen in H,O - Differenzieren in HCI-Alkohol (1 %) -
Abspiilen in H,O - FEisenhdmatoxylin nach Weigert (5 Min.) - Abspiilen in H,O -
Differenzieren in HCI-Alkohol (1 %) - van Gieson-Gemisch (3 Min.) - Abspiilen in Aqua
dest. - 96 % Alkohol - Alkohol absolut - Xylol - Eindecken mit Eukitt.

Losungen:

Elastica-Losung
1000 ml 80 %iger Alkohol
10 g Resorcin-Fuchsin, Weigert (Waldeck GmbH & Co Division Chroma,
Miinster, D)
(Erwdrmen und nach dem Abkiihlen 20 ml 25 % HCI zugeben und filtrieren)
Eisenhidmatoxylin nach Weigert
Losung A und B im Verhéltnis 1:1
Weigert A: 100 ml Alkohol absolut
+ 1 g Hamatoxylin
Weigert B: 95 ml Aqua dest.
+ 4 ml 10%iges Eisenchlorid
+ 1 ml 25 %ige HCI
van Gieson-Gemisch
1000 ml gesittigte wissrige Pikrinsdure (Fluka® Analytical (Riedel-de-
Haén, Sigma-Aldrich), Seelze, D)
+ 100 ml 1 %iges wissriges Sdurefuchsin fiir die Mikroskopie (Merck
KGaA, Darmstadt, D)
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2.2. Histologische Auswertung

2.2.1. Mesotheliale Zellschicht

Die semiquantitative Bewertung der mesothelialen Zellschicht erfolgte lichtmikroskopisch
(BX 50; Olympus Optical Co., Hamburg, D) nach Durchsicht des gesamten Priparats. Je
nach Vollstindigkeit wurde das Prdparat in Analogie zur Arbeit von Plum et al. 2001 einer
von drei Graduierungen zugeordnet, welche aus Abbildung 2.1 a/b/c hervorgehen. Die

Beurteilung erfolgte in 400facher VergroBerung am mit Hamatoxylin-Eosin geférbten

Préparat.
p— - mop— et - - =
- o), -
. - -~ T
/ - - " - 100 pm - 100 pm
a) Grad 1 (400fach, HE) * b) Grad 0,5 (400fach, HE)

Erliuterungen:
Grad 1 = vollstindig erhaltene Zellschicht

- - —_—— Grad 0,5 = vereinzelt erhaltene Zellschicht
s Grad 0 = vollstdndiges Fehlen der Zellschicht

¢) Grad 0 (400fach, HE)

Abbildung 2.1 a — ¢) Bewertung der mesothelialen Zellschicht (nach Plum et al. 2001).

2.2.2. Submesotheliale Fibrose

Das Ausmessen der submesothelialen Fibrose, welche als Mittelwert aus drei
reprisentativen Bereichen des Préiparates ermittelt wurde (Abb. 2.2 a/b), erfolgte ebenfalls
lichtmikroskopisch am Messokular nach Eichung mittels Objektmikrometers. Die
Beurteilung erfolgte in der Regel bei 100facher VergroBerung am mit Elastica von Gieson

gefdrbten Priparat.
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2.2.3. Gefiflparameter

100 pm

100 ym

Abbildung 2.2 a)
Submesotheliale Bindege-
websvermehrung bei einem
68-jéhrigen urdmischen
Patienten vor Katheter-
neuanlage (100fach, EvG).

Abbildung 2.2 b)
Submesotheliale Bindege-
websvermehrung bei einer 46-
jéhrigen Patientin vor der An-
lage des 2. Katheters. CAPD,
Dialysedauer: 45  Monate
(100fach, EvG).

Ebenfalls lichtmikroskopisch erfolgte die Beurteilung der perivaskuldren Verdnderungen.

In Anlehnung an die Arbeiten von Williams et al. 2002 wurden die mit der Perjodsédure-

Schiff-Reaktion (PAS) behandelten Priparate, zur Darstellung kohlenhydrathaltiger

Komponenten, anhand der GefaBBlumina in vier Grade (Abb. 2.3 a/b/c/d) eingeteilt je nach

Uberwiegen bestimmter GefidBverinderungen.
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a) Grad 1 - Subendotheliale hyaline Ablagerun- b) Grad 2 - Subendotheliale hyaline Ablagerun-
gen <7 um Qicke (400fach, PAS) gen > 7 um Dicke (400fach, PAS)

3 i ' N A

]

: 100 pr :
¢) Grad 3 - Deutliche Verschmilerung und Verzer- d) Grad 4 - Vollstindiger Verschluss des
rung des Gefilllumens (400fach, PAS) Gefallumens (400fach, PAS)

Abbildung 2.3 a — d) Graduierung subendothelialer Ablagerungen peritonealer Gefiafle (Williams et al.
2002).

Erliduterungen:

Grad 1 = Subendotheliale hyaline Ablagerungen <7 um Dicke

Grad 2 = Subendotheliale hyaline Ablagerungen > 7 um Dicke

Grad 3 = Deutliche Verschmilerung und Verzerrung des Gefaf3lumens

Grad 4 = Vollstidndiger Verschluss des GefdBlumens

Fir die quantitative Bewertung der peritonealen Vaskularisierung wurden drei

reprasentative Gesichtsfelder eines Préparates (EvG) mit einer Auflosung von 2048 x 1536

Bildpunkten digitalisiert (Olympus Camedia Zoom-3030; Olympus GmbH, D) und mit
dem Programm Image] (Version 1,32j; National Institute of Health, Bethesda, MD, USA)

bearbeitet (Abb. 2.4 a/b).

Es erfolgte die Markierung der GefaBBlumina innerhalb eines Gesichtsfeldes, wonach sich

zum einen die Gefdfanzahl bestimmen liel und zum anderen, nach Eichung der Priparate

auf einen festgelegten Maflstab zur Feststellung der realen Lidnge am Bildschirm, das

GefiBlumen in mm>.
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4 O, =4 3l Ty y
a) Ohne Gefédl3darstellung. b) Marklerte GefaBlumma zur Erhebung Von GefaB-
anzahl und Gefédfllumenanteil pro Gesichtsfeld.

Abbildung 2.4 a/b) Markierung der Gefde in Image] zur Beurteilung der GefdBanzahl und des
GefaBlumenanteils. Préparat-Ausschnitt eines 58jéhrigen Patienten mit CCPD seit 91 Monaten. OP-Grund:
Katheterwechsel. Niereninsuffizienz aufgrund einer IgA-Nephropathie (100fach, EvG).

Mittels der GefdBBanzahl, der GefaBlumina, der Lénge der peritonealen Oberfliche und der
Fliche des Priparats im Gesichtsfeld (jeweils in mm bzw. mm?), die sich aus der Bearbei-
tung der Bilder mit ImageJ ergab, konnten die in Tabelle 2.1 und in der Literatur empfoh-

lenen Parameter zur Beurteilung des submesothelialen Gefdflzustandes berechnet werden.

Tabelle 2.1: Quotienten zur Beurteilung des Gefélistatus pro Gesichtsfeld.

RGF [%] ( Summe der GefiBlumina pro Gesichtsfeld [mm”] / Fliche des Priparats im Gesichtsfeld
[mm?] ) * 100 (Numata et al. 2003)

RGA/F [1/mm°] | Relative GefiBanzahl pro Gesichtsfeld / Fliche des Priparats im Gesichtsfeld [mm°]
(Numata et al. 2003)

RGA/L [1/mm] | Relative GefdBBanzahl pro Gesichtsfeld / Lange der peritonealen Oberfldche [mm]
(Williams et al. 2002)

Wie bei Mateijsen et al. 1999 und Numata et al. 2003 beschrieben, wurden Patienten mit
Diabetes Mellitus und/oder Vaskulitis aus der Beurteilung der GefdBBparameter

ausgeschlossen.

_25.-



2.3. Patientendaten

Insgesamt wurden 84 histologische Priparate (Tab. 2.2) des parietalen Peritoneums auf die
oben dargelegten Merkmale untersucht. Die Kontrollgruppe bildeten 14 nierengesunde
Patienten, bei denen Unter- beziechungsweise Oberbauchoperationen (Beispiele:
Leistenhernie, Aorto-Renaler-Bypass, Pankreasteilresektion bei Verdacht auf Insulinom,
Colonteilresektion bei Verdacht auf Colonkarzinom) stattfanden und eine Peritonitis sicher
ausgeschlossen werden konnte. 26 Patienten (PD-Patienten), die bereits einige Zeit
Peritonealdialyse durchfiihrten, wurden im Rahmen eines Katheterwechsels oder der
Entfernung des Peritonealkatheters biopsiert (Tab. 2.3: Chirurgische FEingriffe -
Dialysegruppe). 44 Patienten standen kurz vor der Peritonealdialyse und erhielten zum
Zeitpunkt der Katheterneuanlage ihre Biopsie (Urdmiepatienten). Die Ursachen des
Nierenversagens innerhalb der Urdmiegruppe vor Beginn der Dialyse sowie der

Dialysegruppe sind in Tabelle 2.4 ersichtlich.

Tabelle 2.2: Anthropometrische Daten mit Serum-Kreatinin [mg/dl].

Alter Grofse Gewicht Geschlecht | Serum- Kreatinin
Gruppe [Jahre] [em] [kg] [m/w] [mg/dl]
Kontrolle 57,5 171,6 72,8 7/7 0,9
N=14) +159 +9.3 + 14,3 +0,1
Dialysepatienten 44,5 171,8 69,6 13/13 9,7
(N =26) +12,2 +11,5 +152 +3,1
Uramiepatienten 443 167,9 66,4 17/27 59
(N=44) +13,1 38,0 +12,4 +24
Darstellung als Mittelwert + Standardabweichung

Die statistische Auswertung des als Mittelwert + Standardabweichung oben aufgefiihrten
Serum-Kreatinins zeigten hochsignifikante Gruppenunterschiede mit jeweils p < 0,01. Es
ergaben sich signifikant hohere Serum-Kreatinin-Werte in der Gruppe der chronischen
Dialysepatienten im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. Ebenso lagen die Serum-
Kreatinin-Werte der Gruppe der urdmischen Patienten vor Dialyse signifikant hoher als die
der Kontrollgruppe. In den iibrigen Eigenschaften (Alter, GroBBe, Gewicht) unterschieden

sich die drei Gruppen nicht signifikant voneinander.

Die Grundlage fiir den Ausschluss der Peritonitis bei den PD-Patienten bildeten zum einen
die Anzahl an Leukozyten im Dialysat (< 100 /ul - vgl. Davies et al. 2001, Plum et al.
2001) und das C-reaktive Protein (CRP), welches zum Zeitpunkt der Biopsie nicht iiber 1,5
mg/l liegen durfte (Plum et al. 2001). Zudem wurden die Préparate so ausgewéhlt, dass die

letzte Peritonitis langer als 30 Tage vom Biopsiedatum zuriicklag.
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Tabelle 2.3: Chirurgische Eingriffe - Dialysegruppe.

Ursache Anzahl (N=26)
Katheterwechsel - Obstruktionen oder rezidivierende Exitsite- und Tunnelinfekte 15
Katheterentfernung - Wechsels zur Himodialyse (HD) 2
Katheterentfernung - Nierentransplantation (NTP) 8
Biopsie - Oberbauchoperation infolge Pankreatitis 1

Zu bemerken sei im Hinblick auf die Biopsate bei den PD-Patienten welche im Rahmen
der Katheterentfernung nach Nierentransplantation gewonnen wurden, dass die Katheter
hiufig nach der Transplantation noch etwa 2 bis zu 12 Wochen im Bauchraum verblieben,
ohne dass sie zur Peritonealdialyse genutzt wurden. Um einen moglichen Effekt dieses
zeitlichen Abstandes zwischen dem Ende der Peritonealdialyse und der stattgehabten
Biopsie auf die Morphologie des Peritoneums herauszuarbeiten, wurde zunéchst diese
Patientengruppe aus der statistischen Auswertung herausgenommen. Da sich hierbei
jedoch im Hinblick auf die wuntersuchten morphologischen Eigenschaften keine
wesentlichen Unterschiede im Vergleich zur statistischen Auswertung mit der Gesamtheit
der Peritonealdialysepatienten zeigte, wurde der Zeitpunkt der Katheterentfernung bei den
Patienten nach Nierentransplantation niherungsweise mit dem Zeitpunkt des Einstellens

der Peritonealdialyse gleichgesetzt.

Tabelle 2.4: Ursachen fiir die Dialysepflichtigkeit mit Haufigkeiten (H).

Gruppe Ursache H | Gruppe Ursache H

Urémie- Analgetikanephropathie 1 |Dialyse- | Amyloidose 2

patienten IgA-Nephropathie 5 |patienten |IgA-Nephropathie 5

vor Beginn | Kollagenose 4 Kollagenose 2

der Dialyse | Nephrosklerose 2 Nephrosklerose 1
Schrumpfniere 2 Pyelonephritis 1
Vaskulitis 3 Schrumpfhiere 1
Zystenniere 5 chron. Glomerulonephritis 6
chron. Glomerulonephritis 6 diabetische Nephropathie 3
diabetische Nephropathie 9 idiopathische Nephropathie 5
idiopathische Nephropathie 7

Summe | 44 Summe | 26

Die klinischen Daten der PD-Patienten konnten anhand der in der Dialyseambulanz des
Kuratoriums fiir Himodialyse (KfH) vorhandenen Patientenakten erhoben werden. Neben
den Laborparametern, welche hochstens vier Wochen nach dem OP-Datum liegen durften,
wurden ein Peritoneal-Aquilibrationstest (PET) und eine Dialyseeffektivititspriifung (DP)
in die Auswertung einbezogen, welche aus Tabelle 2.5 hervorgehen und durch den
Mittelwert mit Standardabweichung beschrieben werden. Anbei sei erwéhnt, dass nicht flir

alle Biopsien Daten erhoben wurden, was an den jeweiligen Werten vermerkt wurde.
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Tabelle 2.5: Labor, Dialyseeffektivitatspriifung (DP) und PET — Uréimie- und Dialysegruppe.
Parameter Urdmiegruppe: Dialysegruppe:
Labor Min/Max * ) X +STD Min/Max * ) X +STD
Serum-Kreatinin-Spiegel [mg/dl]  [2,7/14,1%  [59+2.4 3,5/16,8 9,7+3,1
HbAlc [DCCT] 4,7/9,1°9  16,1+1,0 4,7/84%  159+0,8
Himoglobin [g/d]] 8,3/168™ [11,1+1,9 [85/159 12,0+22
C-reaktive Protein [mg/1] 0,1/9,8 ® 1,6+273 0,1/7,3 1,5+2,1
Parathormon [pmol/I] 0,1/756,0“” 47,8 +120,6 |0,9/141,4° [27.6+33,6
CA125 im Dialysat [U/ml] 2,4/394% [135+86 1,8/364)  [11,2+8,0
DP
Kreatinin-Clearance in [1/Woche] 45,8/237,4 124,7 +£49,1 |37,9/195,5 92.4+432
renale Kreatinin-CI [ml/min] 0,0/20,3 8,1+£5,2 0,0/17,1 3,0+4,9
nPCR [g/kg Kopergewicht pro Tag] | 0,1/1,6 0,9+0,3 0,4/1,5 0,9£0,2
Kt/'V 1,1/7,5 3,1+1,1 1,0/6,3 29+1,0
PET
TCUF 240 Min. [ml], 675/1774 °Y 11027 +275 [ 1792115 | 1363 + 416
AQ1-UF [ml] 130/800 2 [410,6+135,7 |200/600 “ |373 5+127,0
effektive UF — 240 Min. [ml] 146/946 ®  |5492+197,6 |-54/1096 > [518,3+285,0
D/Pratio (Kreatinin) [%] 55/90 ©7 70,2 +10,1 | 54/92 ) 68,8+ 11,0
Erliuterungen: © Patientenanzahl, wenn abweichend von Urdmie- (44 Pat.) und Dialysegruppe (26
Pat.); nPCR: normalisierte Protein-Katabolie-Rate; Kt#/V: Harnstoff-Clearance; TCUF: transkapilldre
Ultrafiltration; 4Q1-UF: Aquaporinl-vermittelte Ultrafiltration; effektive UF: effektive Ultrafiltration

Die Daten der Dialyseeffektivititspriifung, welche fiir die Urdmiegruppe sowie fiir die
Dialysegruppe vorlagen, wurden im Zeitraum von hochstens sechs Monaten vor/nach dem
operativen Eingriff ermittelt. Die Daten des PET wurden fiir einen Zeitraum von hochstens
12 Monaten vor/nach dem operativen Eingriff innerhalb der Dialysegruppe in die
Korrelationsanalyse einbezogen. Die Durchfiihrung des PET entsprach dem bei FuBhdller
et al. 2002 beschriebenen Prozedere unter Verwendung einer hochprozentigen
Dialyselosung (3,86 % Glukose) fiir die 4stiindige Verweildauer und umfasste die
Bestimmung der transkapilldren Ultrafiltration (TCUF 240 Min.) in [ml], der Aquaporinl-
vermittelten Ultrafiltration (AQ1-UF) in [ml], der effektiven UF nach 240 Min. [ml] sowie

des zur Einteilung der Dialysepatienten bedeutsamen Dialysat- zu Plasma-Verhéltnisses

fiir Kreatinin [%].
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2.4. Potenziell einflussnehmende Faktoren auf die Morphologie des

Peritoneums

In der vorliegenden Arbeit wurden die erhobenen morphologischen Daten innerhalb der
Gruppe der chronischen Dialysepatienten auf potenziell einflussnehmende Faktoren
untersucht, welche in Tabelle 2.6 aufgefiihrt sind. Das Vorhandensein eines Diabetes
Mellitus und/oder einer Hypertonie, die Einnahme von ACE-Hemmern, -eine
medikamentose Immunsuppression, die Art der Dialyse (CAPD vs. CCPD), die
Eigenschaft der Dialyselosung (physiologisch vs. unphysiologisch), das Vorhandensein
von Icodextrin im Regime sowie die Hiufigkeit des Auftretens von Peritonitiden spielten
hierbei eine entscheidende Rolle.

Weitere Faktoren bei denen sich die Gruppenzuteilung jedoch am Median orientierte,
waren die D/Pratio fiir Kreatinin, Dialysat-Menge, PD-Dauer sowie der aus dem Regime
hervorgegangene kumulative Glucose-Load (zur Berechnungsmethode siehe Davies et al.
2001). Da die PD-Dauer jeweils auf volle Monate bezogen wurde, ergab sich in beiden
Untersuchungskollektiven (Gefd- und Nicht-Gefdllparameter) eine asymmetrische
Verteilung. Zu beachten ist zudem, dass, wie eben bereits kurz angedeutet, aufgrund der
verdnderten Patientenanzahl nach Ausschluss eines Diabetes Mellitus und/oder einer
Vaskulitis im Rahmen der Beurteilung der GefdB3parameter, ein verdnderter Median (mit
Ausnahme bei der PD-Dauer) bei der statistischen Analyse Beachtung fand.

Die Unterteilung der PD-Patienten gemdl3 der effektiven Ultrafiltration (< 400 ml/4h / >
400 ml/4h), orientierte sich am Vorschlag von Ho-dac-Pannekeet et al. 1997, bei einer
effektiven Ultrafiltration von < 400 ml im 4h-PET mit 3,86 %iger Glukoselosung ein
Ultrafiltrationsversagen anzunehmen, und dieser Gruppe von Patienten daher besondere

Aufmerksamkeit zu widmen.

Die Korrelationsanalyse befasste sich zum einen mit der Suche nach Zusammenhédngen
innerhalb der erhobenen morphologischen Daten fiir alle Untersuchungsgruppen. Des
Weiteren umfasste diese jedoch auch in Ergénzung der Zwei-Gruppen-Vergleiche, nach
oben angefiihrten Kriterien innerhalb der Gruppe der chronischen Dialysepatienten, die
Suche nach Zusammenhingen zwischen den erhobenen morphologischen Daten und den
zur Verfligung stehenden Daten aus Labor, Dialyseeffektivitit sowie PET. Die relevanten

Parameter werden aus Tabelle 2.5 im vorherigen Kapitel ersichtlich, wobei zur Korrelation
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zusitzlich die Faktoren Dialysedauer, Dialysat-Menge und Glucose-Load herangezogen

wurden.

Tabelle 2.6: Subgruppen der chronischen Peritonealdialysepatienten nach klinischen Daten und perito-

nealem Transport.

Merkmal Anzahl” (N=26) (N=22)
Diabetes Mellitus [ja/nein] 4/22 -
Immunsuppression [ja/nein] 6/20 5/17
Hypertonie [ja/nein] 22/4 18/4
ACE-Hemmer [ja/nein] 15/11 11/11
PET® (N=25) (N=21)
D/P-ratio Kreatinin [< 66 %/> 66 %] 12/13 -

[< 65 %/> 65 %] - 11/10
effektive Ultrafiltration [<400 ml/4h / >400 ml/4h] 9/16 8/13
Dialyse-Art [CAPD / CCPD] 4/22 3/19
Dialysat-Menge [<28*10°1/>28*%10°1] 13/13 -

[<30%10°1/>30*10°1] - 11/11
PD-Dauer [< 54 Monate / > 54 Monate] 12/14 12/10
Glucose-LOAD [<500 kg /=500 kg] 13/13 -

[< 505 kg /> 505 kg] - 11/11
Icodextrin® im Regime [ja/nein] 15/11 14/8
Dialysat®: [A/B/C/D] 18/1/6/1 14/1/6/1
Dialysat™: [physiologisch/unphysiologisch] 8/18 8/14
Peritonitiden - Haufigkeiten [0/1/2/3/4] 6/11/3/3/3 5/9/3/2/3
Peritonitiden pro Pat. [<2/22] 17/9 14/8

Erliuterungen:

' N=26 Grundgesamtheit der Dialysepatienten; N=22 Anzahl der Dialysepatienten fiir die Beurteilung

der GefaBBparameter nach Ausschluss eines Diabetes Mellitus und/oder einer Vaskulitis.

@ PET: Die PET-Daten konnten aufgrund einer unzureichenden Dialysedauer bei einem Dialysepatienten

nicht erhoben werden.

@) Hersteller und physiologische Dialysate

“).

A: Dianeal® PD1/ PD4; Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiBheim, D
B: Gambrosol Trio”; Gambro Medizintechnik, Planegg-Martinsried, D®
C: Physionea1®; Baxter Deutschland GmbH, Unterschleiheim, D¥

D: Stay Safe Balance®™; Fresenius Medical Care, Bad Homburg, D%
Icodextrin: Extraneal®; Baxter Deutschland GmbH, Unterschleilheim, D

2.5. Statistik

Die Datenaufnahme erfolgte mittels des Programms Microsoft EXCEL 2000 (Microsoft
GmbH, UnterschleiBheim, D). Die statistische Auswertung wurde nach geeigneter
Formatierung der Daten mit dem Programm SYSTAT for Windows V. 11 (Systat
Software, Inc., Point Richmond, USA) durchgefiihrt, und die Ergebnisse durch den
Mittelwert (x) und dessen Standardabweichung (STD) ausgedriickt. Bei Daten mit grof3er
Streuung wurde zur besseren Darstellung der Ergebnisse der Median mit dem
Interquartilen-Abstand (IQA: 25% bis 75%) in die Darstellung aufgenommen.

Der Shapiro-Wilk-Test diente der Uberpriifung auf Normalverteilung, wonach sich bei 2-

Gruppen-Vergleichen entweder ein t-Test, oder bei nicht normalverteilten Variablen ein
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Mann-Whitney-U-Test anschloss. Da die zum Vergleich der drei Gruppen
(Kontrollgruppe, Chronische Dialysepatienten, Urdmische Patienten vor PD) zur
Verfligung stehenden Daten nicht normalverteilt vorlagen, wurden diese mittels des
Kruskal-Wallis-Tests untersucht. Bei vorhandener Signifikanz schloss sich zur Ermittlung
des 2-Gruppenunterschiedes ein Mann-Whitney-U-Test mit anschlieBender Bonferroni-
Korrektur an.

Die Bestimmung der Korrelationskoeffizienten (r) und der zweiseitig untersuchten
Wabhrscheinlichkeitswerte (p) erfolgte mit dem Statistik-Add-In ANALYSE IT (Analyse-It
Software, Ltd., Leeds, England, UK). Es bot sich die Rangkorrelation nach Spearman an,
da das Variablenniveau in mindestens einer der beiden Variablen in der Mehrzahl der Félle
nicht intervallskaliert und normalverteilt vorlag. Korrelation lag bei einem
Korrelationskoeffizienten r > 0,5 vor.

Das Signifikanzniveau wurde im Vorfeld der Untersuchung auf o = 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisdarstellung

Zunéchst erfolgte der Vergleich der drei im Kapitel 2 dargestellten Gruppen beziiglich der
histologischen Ergebnisse. Im néchsten Schritt wurden die histologischen Daten der
Gruppe der chronischen Dialysepatienten nach signifikanten Unterschieden im Hinblick
auf die Merkmale Diabetes mellitus (ja/nein), Immunsuppression (ja/nein), Hypertonie
(ja/nein), ACE-Hemmer in der Medikation (ja/nein), D/Pratio fiir Kreatinin, effektive
Ultrafiltration (< 400 ml/4h / > 400 ml/4h), Dialyse-Art (CAPD/CCPD), Dialysat-Menge,
PD-Dauer, Glucose-Load, Icodextrin im Regime (ja/nein) und Haufigkeit stattgehabter
Peritonitiden untersucht. Diese beiden Untersuchungsschritte sind im Kapitel 3.1
(Morphologie) zusammengefasst, wobei Einzelheiten der Subgruppenanalyse aus Tabelle

2.6 entnommen werden konnen.

Der Einfluss der Dialysate geméf ihrer Zuordnung physiologisch/unphysiologisch, auf die

erhobenen morphologischen Daten wird gesondert in Kapitel 3.2 dargestellt.

Im letzten Schritt (Kapitel 3.3) wurde eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt, auf der
Suche nach signifikanten Zusammenhingen zwischen den einzelnen morphologischen
Daten in allen drei Hauptuntersuchungsgruppen. Zusétzlich wurde innerhalb der Gruppe
der chronischen Dialysepatienten nach signifikanten Zusammenhingen zwischen den

histologischen Daten und den erhobenen Patientendaten gesucht.
Das am Ende dieser Ergebnisdarstellung angefiihrte Kapitel 3.4 'Einzelfalldarstellung'

beschiftigt sich mit der Vorstellung der Daten, die sich bei Patienten ergaben, von denen

mehrere Biopsien vorlagen und daher im Verlauf beschrieben werden.
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3.1. Morphologie

3.1.1. Mesotheliale Zellschicht

Die Beschreibung der mesothelialen Zellschicht fand, wie bereits oben beschrieben in drei
Stufen statt (0; 0,5; 1), deren absolute und relative Haufigkeiten in Tabelle 3.1 dargestellt

sind.

Tabelle 3.1: Absolute und relative Haufigkeiten bei der Beurteilung der mesothelialen Zellschicht im
Gruppenvergleich.

Beurteilungsgrad 1 0,5 0 Summe
Haufigkeiten | absolut | relativ | absolut | relativ | absolut | relativ N [%]
Gruppe [%o] [2o] [%o]
Kontrollgruppe 9 64,3 5 35,7 0 0 14 | 100
chronische Dialysepatienten 2 7,7 17 65,4 7 26,9 26 100
Uramiepatienten 14 31,8 25 56,8 5 11,4 44 100

Die in Tabelle 3.1 dargestellten Ergebnisse lassen sich fiir jede Gruppe grafisch darstellen,
wobei die statistische Auswertung einen im 3-Gruppenvergleich signifikanten Unterschied
mit p < 0,01 ergab. Bei weiterer Betrachtung zeigten sich die in Abbildung 3.1 und 3.2
dargestellten signifikanten Gruppenunterschiede zwischen der Gruppe der Dialysepatien-
ten und der Kontrollgruppe (p < 0,01) sowie zwischen der Gruppe der Urdmiepatienten

und der der chronischen Dialysepatienten (p < 0,05).
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Abbildung 3.1: Absolute Haufigkeiten - Mesotheliale Zellschicht mit Gruppenzuordnung.

Erlduterungen: Grad I = vollstindig erhaltene Zellschicht, Grad 0,5 = vereinzelt erhaltene Zellschicht,
Grad 0 = vollstandiges Fehlen der Zellschicht
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Graduierung

Beobachtungsgruppen

Abbildung 3.2: Relative Haufigkeiten -
Mesotheliale Zellschicht im Gruppenvergleich.

Erliuterungen:

Eine Balkenhohe entspricht 100 %. Einzelwerte
gehen aus Tabelle 3.1 hervor. Der 3-
Gruppenunterschied im Kruskal-Wallis-Test ergab
ein p < 0,01. Der zwischen der Gruppe der urdmi-
schen Patienten vor PD und der Kontrollgruppe
ersichtliche Unterschied ist mit p = 0,066 grofler
als das Signifikanzniveau von p = 0,05 und damit
nicht signifikant.

a) Kontrollgruppe
b) Chronische Dialysepatienten
¢) Urdmische Patienten

Die Daten weisen darauf hin, dass in der Gruppe der chronischen Dialysepatienten im

Vergleich zu den anderen beiden Gruppen eine signifikante Reduktion der mesothelialen

Zellschicht zu beobachten ist.

Innerhalb der Gruppe der chronischen Dialysepatienten ergaben sich im Hinblick auf die in

Tabelle 2.6 aufgefiihrten klinischen Daten ein signifikanter Unterschied bei Einteilung
nach dem D/Pratio fiir Kreatinin (< 66 %/> 66 %). Die in Tabelle 3.2 und Abbildung 3.3

dargestellten Daten legen die Vermutung nahe, dass mit erhohtem D/Pratio fiir Kreatinin

eine signifikante Reduktion (p = 0,019) der mesothelialen Zellschicht zu erwarten ist.

Tabelle 3.2: Absolute und relative Haufigkeiten bei der Beurteilung der mesothelialen Zellschicht -
Einteilung der Gruppe der chronischen Dialysepatienten nach der D/Pratio fiir Kreatinin.
Beurteilungsgrad 1 0,5 0 Summe
Haufigkeiten | absolut | relativ | absolut | relativ | absolut | relativ N | [%]
D/Pratio fiir Kreatinin [%] [%] [%]
<66 % 2 16,7 9 75 1 8,3 12 | 100
266 % 0 0 7 53,8 6 46,2 13 | 100
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Abbildung 3.3: Mesotheliale Zellschicht, dargestellt
in relativen Héaufigkeiten fiir den Subgruppenver-
gleich der chronischen PD-Patienten nach D/Pratio
fiir Kreatinin.

Erliuterungen:

Eine Balkenhohe entspricht 100 %. Einzelwerte
gehen aus Tabelle 3.2 hervor. Der 2-
Gruppenvergleich im Mann-Whitney-Test ergab p =
0,019.

a) Chron. PD mit D/Pratio fiir Kreatinin < 66 %
b) Chron. PD mit D/Pratio fiir Kreatinin > 66 %

Graduierung

Beobachtungsgruppe

Im Folgenden wurde versucht den Einfluss der Dialysedauer auf obiges Ergebnis zu
minimieren. Ein daraufthin durchgefiihrtes nachtragliches Matching (paired matching) der
in Abbildung 3.3 dargestellten Untersuchungsgruppen im Hinblick auf die Dialysedauer
erwies sich als schwierig. Beim Versuch mdglichst homogene Patientenpaare zu formen
ergaben sich zwei Gruppen mit jeweils nur fiinf Patienten deren Dialysedauer sich um
maximal vier Monate unterschied. Die statistische Auswertung dieses Kollektivs bestirkt
jedoch obige Vermutung mit p = 0,05, dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen
einer Dialysat- zu Plasma-Ratio > 66 % und der Abnahme der Integritit der mesothelialen

Zellschicht, weitestgehend unabhéngig von der Dialysedauer, besteht.
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3.1.2. Submesotheliale Fibrose

Im Gegensatz zu Garosi und Di Paolo 2001, wo die Grenze zwischen einfacher
submesothelialer Fibrose und sklerosierender Peritonitis bei 40 bis 50 um lag, konnte in
der vorliegenden Arbeit bereits bei der Kontrollgruppe im Mittel eine weitaus groflere
Bindegewebsdicke mit 252 + 200 pm (Median: 212 pm; IQA: 70 pm bis 403 pm)
gemessen werden. Die Gruppe der urdmischen Patienten vor der PD unterschied sich mit
231 pm £ 166 pum (Median: 187 pm; IQA: 107 pum bis 322 um) nicht signifikant von der
Kontrollgruppe. Ein mit p < 0,01 signifikanter Unterschied der submesothelialen Dicke
ergab sich allerdings zwischen der Gruppe der urdmischen Patienten und der der
chronischen Dialysepatienten, deren Dicke im Mittel 409 um + 217 um (Median: 358 pm;
IQA: 247 pum bis 577 um) betrug.

Die grafische Darstellung der Daten geht aus Abbildung 3.4 hervor, wo neben dem
Mittelewert + STA auch der Median mit IQA Beachtung findet.

Im Subgruppenvergleich nach Tabelle 2.6 ergaben sich innerhalb der Gruppe der

chronischen Dialysepatienten keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 3.4: Darstellung der submesothelialen Fibrose. a) X = STD b) Median / IQA / kleinster und
grofiter Wert im Abstand von 1,5 Boxlédngen vom unteren bzw. oberen Rand der Box.

Erliduterungen: KO = Kontrollgruppe; chr. PD = chronische Dialysepatienten; UR = Gruppe der urdmischen
Patienten vor Beginn der PD

Der Kruskal-Wallis-Test ergab einen signifikanten 3-Gruppen-Unterschied mit p < 0,01. Die Signifikanzen
wurden zur besseren Ubersichtlichkeit nur in Graph a) eingezeichnet.

In Graph b) liegt * bei UR oberhalb des 1,5fachen Quartilenabstandes: 830 um

Ein nicht signifikanter, dennoch deutlicher Gruppenunterschied mit p = 0,077 zeigte sich

bei der Einteilung der Gruppe der chronischen Dialysepatienten nach dem D/Pratio fiir
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Kreatinin (Abb. 3.5). Tendenziell zeigte sich bei erhdhtem Dialysat- zu Plasma-Ratio fiir

Kreatinin eine vermehrte submesotheliale Fibrose.
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Abbildung 3.5: Darstellung der submesothelialen Fibrose in der Gruppe der chronischen Dialysepatienten
mit der Einteilung in D/Pratio fiir Kreatinin < 66% und > 66%.

a) X £ STD b) Median / IQA / kleinster und groBter Wert im Abstand von 1,5 Boxldngen vom unteren bzw.
oberen Rand der Box.

Erlduterungen:

2) <66%: x =324 um =+ 168 um; =2 66%: x =475 pm £ 241 pum

b) < 66%: Median: 272 pm / IQA: 230 um bis 388 um; = 66%: Median: 457 um / IQA: 330 um bis 640
pm; In Graph b) liegt der mit * gekennzeichneten Wert oberhalb des 1,5fachen Quartilabstandes: 770 pm
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3.1.3. Gefilparameter

Bei der Erfassung der Gefilparameter in Form der Graduierung der perivaskuldren
Verianderungen (Hist-VAS), der Erfassung der relativen Gefil3fliche (RGF) in [%], der
relativen GefiBanzahl pro Fliche (RGAF) in [I/mm?] und der relativen GefiBanzahl pro
Lange der peritonealen Oberfliche (RGAL) in [1/mm], wurden die Daten der Patienten,
die bis zum Zeitpunkt der Biopsie an einem Diabetes Mellitus und/oder einer Vaskulitis
erkrankt waren, nicht in die Gruppenvergleiche einbezogen. Hieraus ergab sich fiir die
einzelnen Gruppen die in Tabelle 3.3 aufgefiihrte Anzahl an verfiigbaren Patienten (N).

Da sich fiir die Parameter RGF und RGAF keine signifikanten Gruppenunterschiede
abgezeichnet haben, werden diese lediglich in Form der Mittelwerte = STD im 3-

Gruppenvergleich vorgestellt.

Tabelle 3.3: Anzahl an Patienten (N) zur Beurteilung der vaskuldren Parameter RGF, RGAF und RGAL.

Grunderkrankung Diabetes Mellitus | Vaskulitis
Gruppe Anzahl N
Kontrollgruppe 0 0 14
Chronische Dialysepatienten 0 22
Uramiepatienten 11 3 30

3.1.3.1. Beurteilung der perivaskuliren Verinderungen

Die perivaskuldren Verdnderungen in Form kohlenhydratreicher Ablagerungen in der
Gefdflwand ergaben im Vergleich der drei Hauptgruppen einen signifikanten Unterschied
von p < 0,01 (absolute und relative Haufigkeiten siehe Tabelle 3.4). Beim Vergleich der
jeweiligen Gruppen untereinander zeigten sich signifikante Unterschiede mit p < 0,01
zwischen der Gruppe der chronischen Dialysepatienten und der jeweils anderen der beiden
Gruppen im Sinne eines vermehrten Vorkommens perivaskuldrer Verdnderungen nach

chronischer Peritonealdialyse (Abb. 3.6 & 3.7).

Tabelle 3.4: Absolute und relative Héaufigkeiten bei der Beurteilung der perivaskuldren Veranderungen
im Gruppenvergleich.
Beurteilungsgrad 1 2 3 4 Summe

Haufigkeiten | absolut | relativ | absolut | relativ | absolut | relativ | absolut | relativ N [%]
Gruppe [%] [%] [%] [%]
Kontrollgruppe 11 78,6 3 21,4 0 0 0 0 14 100
Chron. Dialysepatienten 5 22,7 12 54,6 3 13,6 2 9,1 22 100
Uradmiepatienten 20 66,7 9 30 1 33 0 0 30 100
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Abbildung 3.6: Absolute Haufigkeiten - Perivaskuldre Verdnderungen mit Gruppenzuordnung.

Erliduterungen: Grad 1 = Subendotheliale hyaline Ablagerungen < 7 um Dicke, Grad 2 = Subendotheliale
hyaline Ablagerungen > 7 um Dicke, Grad 3 = Deutliche Verschmélerung und Verzerrung des GefafSlumens,
Grad 4 = Vollstandiger Verschluss des GefdBlumens.

p<0,01 v p <0,01 Abbildung 3.7: Relative  Hiufigkeiten -
b) Perivaskuldre Verdnderungen im Gruppenvergleich.

Erlauterungen:

Eine Balkenhdhe entspricht 100 %. Einzelwerte
gehen aus Tabelle 3.4 hervor. Der 3-
Gruppenunterschied im Kruskal-Wallis-Test ergab
einp <0,01.

a) Kontrollgruppe
b) Chronische Dialysepatienten
¢) Urdmische Patienten

Graduierung

Beobachtungsgruppe

Bei nédherer Betrachtung der Gruppe der chronischen Dialysepatienten fiel auf, dass sich
nach der Einteilung gemiBl des Icodextrin-Loads im Regime, bei dem 14 Patienten
Icodextrin im langen Intervall und acht keines erhielten, ein signifikanter
Gruppenunterschied (p < 0,05) ergab, der in Abbildung 3.8 dargestellt ist. Gemal3 der
statistischen sowie grafischen Auswertung zeigen sich bei Patienten mit Icodextrin im

Regime signifikant vermehrt perivaskuldre Ablagerungen als bei der Vergleichsgruppe.

-39 .-



10 T T T T

Icodextrin

[ ] ja
§ nein ga
2 9
E= S
>
T . _ o
T 4 ®

o
2 JOTETORTUURP R IURUURRIEN R UUUURPPPU —
71% [l
1 2 3 4 ja nein

Graduierung Icodextrin

Abbildung 3.8: Icodextrin im Regime — Absolute a) und relative Haufigkeiten b) - Perivaskuldre Verande-
rungen mit Gruppenzuordnung.

Erliduterungen: Grad 1 = Subendotheliale hyaline Ablagerungen < 7 um Dicke, Grad 2 = Subendotheliale
hyaline Ablagerungen > 7 um Dicke, Grad 3 = Deutliche Verschmélerung und Verzerrung des Gefaf3lumens,
Grad 4 = Vollstiandiger Verschluss des GefdBlumens

Relative Hiufigkeiten [%] sind in Graph b) eingebunden.

3.1.3.2. Relative Gefalifliche (RGF)

Die Auswertung der relativen Gefal3flaiche (RGF) ergab sowohl im 3-Gruppenvergleich als
auch im Subgruppenvergleich der chronischen Dialysepatienten keine signifikanten
Unterschiede (Abb. 3.9). Aufgrund der Streuung der Daten wurde die Darstellung mittels
Medians und des Interquartilen-Abstandes (IQA) gewahlt.

4 T I I Abbildung 3.9: Relative Gefibfliche (RGF) in
% im Gruppenvergleich (Median / IQA).

Erlduterungen:

KO = Kontrollgruppe; chr. PD = chronische
Dialysepatienten; UR = Gruppe der urdmischen
Patienten vor Beginn der PD.

w
o
|

..................................................................................................... — Median [%]/ IQA [%]:
KO: 0,60 /0,38 bis 1,01; chr. PD: 0,57 / 0,38 bis
° 0,65; UR: 0,47 /0,33 bis 1,02

—
-
¢ %

SR e e e e *1 oberhalb des 1,5fachen Quartilenabstandes
vom oberen Rand der Box
'i‘ °: oberhalb des 3fachen Quartilenabstandes vom
T oberen Rand der Box
0 | T J»
KO «chr.PD UR

GRUPPE

relative Gefaldflache [%]
N
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3.1.3.3. Relative Gefaflanzahl pro Fliche (RGAF)

Wie bei der Beurteilung der relativen Gefal3fliche (RGF), ergab sich auch bei der
Beurteilung der relativen Gefdanzahl pro Fldacheneinheit weder ein signifikanter
Unterschied zwischen den drei Hauptgruppen, noch innerhalb der Gruppe der chronischen
Dialysepatienten nach Einteilung in die aus Tabelle 2.6 ersichtlichen Merkmale (Abb.
3.10). Wie bei der Darstellung der RGF wurde auch hier die Darstellung der Ergebnisse

durch den Median mit Interquartilen-Abstand bevorzugt.

120 I T T Abbildung 3.10: Relative GefiBanzahl (RGAF)
pro Préiparatfliche (RGAF) im Gruppenvergleich
e 2, (Median/ 1QA).
100 :
— Erlduterungen:
NE 80| —- KO = Kontrollgruppe; chr. PD = chronische
= Dialysepatienten; UR = Gruppe der urdmischen
- 60 o Patienten vor Beginn der PD.
L
< ¥ Median [1/mm?*]/ IQA [1/mm’]:
O 40| x | KO:13/10 bis 27; chr. PD: 13 /9 bis 17,
e T x UR: 14/ 11 bis 21
*: oberhalb des 1,5fachen Quartilenabstandes
20} e, .. v vom oberen Rand der Box
| | —] °: oberhalb des 3fachen Quartilenabstandes vom
T Jl- 1 oberen Rand der Box
KO chr.PD UR
GRUPPE

3.1.3.4. Relative Gefallanzahl pro Linge der peritonealen Oberfliche (RGAL)

Die Untersuchung der RGAL ergab mit dem Kruskal-Wallis-Test einen signifikanten
Unterschied von p < 0,01 zwischen Kontrollgruppe, dem Patientenkollektiv unter chroni-
scher Peritonealdialyse und der Gruppe der urdmischen Patienten vor PD (Tab.3.5).

Bei nidherer Betrachtung lieen sich zwischen allen Gruppen signifikante Unterschiede
feststellen (Abb. 3.11). Die Patienten unter chronischer Peritonealdialyse zeigten im Ver-
gleich zu den beiden Vergleichsgruppen eine signifikant grofere relative GefdBBanzahl pro
Léange der peritonealen Oberflache. Die grafische sowie statistische Auswertung der Daten
zeigte beim Vergleich der Kontrollgruppe mit der der urdmischen Patienten vor Dialyse

eine signifikant hohere RGAL fiir die Gruppe der urdmischen Patienten.

_4] -



Grafisch wurden die Ergebnisse durch den Mittelwert £ STD sowie den Median mit

Interquartilen-Abstand dargestellt.

Tabelle 3.5: Ergebnisse der Beurteilung der relativen GefdBanzahl pro Lange der peritonealen Oberflache

(Mittelwert + STD; Median / IQA).

Gruppe N Mittelwert +STD Median /1QA [25 % bis 75 %]
Kontrollgruppe 14 32+1,4 3,1/2,1 bis 4,0
Chron. Dialysepatienten 22 8,1+4,2 6,4/5,3bis 9,3
Urémiepatienten 30 50+£22 4,8 /3,0 bis 6,5
a b
) 20 I | ) 20 T I |
p <0,05
Y p<00l p<0057Y x
\4 v . x
15 15 =
€ €
E E
: 1 0 ..... : 1 0 .
— —
< <
% | % )
5 ............ _|_ ....... l 5 .
0 0 | | |

KO chr.PD UR
GRUPPE

KO chr.PD UR
GRUPPE

Abbildung 3.11: Darstellung der relativen GefdBanzahl pro Lange der peritonealen Oberflache (RGAL).

a) X = STD b) Median / IQA.

Erlduterungen: KO = Kontrollgruppe; chr. PD = chronische Dialysepatienten; UR = Gruppe der urdmi-

schen Patienten vor Beginn der PD

Die Signifikanzen werden zur besseren Ubersichtlichkeit nur in Graph a) angegeben.
*: Werte oberhalb des 1,5fachen Quartilenabstandes vom oberen Rand der Box fiir KO und chr. PD.

Die Gruppe der chronischen Dialysepatienten lie3 sich wie bereits oben beschrieben, auch

in diesem Fall wieder in Subgruppen einteilen, innerhalb derer sich keine signifikanten

Gruppenunterschiede abzeichneten.
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3.2. Einfluss der Dialysate auf die Morphologie des Peritoneums

Unterteilt man die in der Gruppe der Dialysepatienten verwendeten Dialysate beziiglich
ihrer Eigenschaften (Patienten mit physiologischen vs. unphysiologischen Dialysaten), so
ergibt sich kein signifikanter Gruppenunterschied im Hinblick auf die untersuchten
morphologischen Eigenschaften des Peritoneums (Tab. 3.6). Ebenso ergaben sich
diesbeziiglich keine signifikanten Gruppenunterschiede im Hinblick auf Dialysat-Menge,
Dialysedauer oder Glucose-Load. Aufgrund der geringen Anzahl an Patienten mit
physiologischen Dialysaten und der Heterogenitit des Patientengutes im Bezug auf
Dialysat-Menge, PD-Dauer und Glukosebelastung, wurde auf ein nachtrégliches Matching

(paired matching) fiir die eben aufgefiihrten Parameter verzichtet.

Tabelle 3.6: Morphologische Verénderungen und Eigenschaften der Dialysate.

Physiologische Unphysiologische

Dialysate” Dialysate"
Patienten 8 18 7
Dialysat-Menge [X + STD; * 10°1] 39,85 + 24,82 26,05 + 23,62
PD-Dauer [ X = STD; Monate] 61 £28 48 +32 n.s.
Glucose-LOAD [ x + STD; kg] 855 + 682 480 + 390
Morphologie
Mesothel (Grad 0/ 0,5/ 1) 3/4/1 4/13/1 n.s.
Submesoth. Fibrose [ X + STD; um] 414 + 222 407 £ 221
Gefiflparameter
Patienten” 8 14 p”
Hist-VAS (Grad 1/2/3/4) 0/5/1/2 5/7/2/0
RGF [ X + STD; %] 0,66 £ 0,46 0,58 + 0,33 n.s.
RGAF [X + STD; 1/mm’] 13,32+ 5,78 13,51+ 5,6
RGAL [X + STD; 1/mm] 7,96 £ 3,31 8,1+ 4,69
D Physiologische/Unphysiologische Dialysate siche Tabelle 2.6 ® ns. = nicht signifikant im
2 Ausschluss der Patienten mit Diabetes Mellitus/Vaskulitis. Mann-Whitney-U-Test
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3.3. Korrelationsanalyse

Die Korrelationsanalyse vollzog sich in zwei Schritten. Zundchst wurden die
histologischen Parameter in allen drei Untersuchungsgruppen auf Korrelation untersucht,
was in Tabelle 3.7 dargestellt ist. Diesem Schritt schloss sich die Untersuchung der
Dialysegruppe im Hinblick auf Korrelation zwischen den histologischen Parametern und
den klinischen Patientendaten, wie Labor, Dialyseeffektivitdtspriifung, PET, Glucose-

Load, Dialysat-Menge und PD-Dauer an (Tab. 3.8).

Tabelle 3.7: Korrelationskoeffizienten (r) fiir alle Untersuchungsgruppen.
Dialysepatienten
Meso Fibrose Hist-VAS RGF RGAF RGAL
Meso 1.000
Fibrose -0.149 1.000
Hist-VAS 0.066 0.005 1.000
RGF 0.228 0.211 -0.113 1.000
RGAF -0.449 -0.244 -0.021 0.067 1.000
RGAL -0.252 0.350 0.194 0.435 0.423 1.000
Urimiegruppe
Meso Fibrose Hist-VAS RGF RGAF RGAL
Meso 1.000
Fibrose -0.317 1.000
Hist-VAS -0.170 0.167 1.000
RGF -0.035 -0.255 -0.011 1.000
RGAF -0.217 -0.6527"°" 1.0.139 0.591 """ 11.000
RGAL -0.144 0.459 P 10334 0.258 -0.043 1.000
Kontrollgruppe
Meso Fibrose Hist-VAS RGF RGAF RGAL
Meso 1.000
Fibrose -0.166 1.000
Hist-VAS 0.026 0.022 1.000
RGF -0.092 0.086 0.194 1.000
RGAF 05367 [-0.7147%" 10.108 -0.011 1.000
RGAL -0.203 0.499 0.108 0.402 -0.209 1.000
Erliduterungen: Korrelation = r > 0,5 (oo = 0,05)
Meso: Intaktheit der mesothelialen Zellschicht; Fibrose: submesotheliale Gewebevermehrung; Hist-
VAS: AusmalB perivaskuldrer Verdnderungen; RGF, RGAF und RGAL siehe Tabelle 2.1.

Signifikante Zusammenhédnge ergaben sich bei Betrachtung der histologischen Daten
innerhalb der drei Gruppen lediglich fir RGAF/Fibrose (r = -0.652 / p < 0,01) und
RGAF/RGF (r = 0.591 / p < 0,01) in der Gruppe der urdmischen Patienten sowie fiir
RGAF/MESO (r = 0,536 / p < 0,01) und RGAF/Fibrose (r = -0.714 / p < 0,01) in der
Kontrollgruppe.
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Tabelle 3.8: Korrelationskoeffizienten (r) - Dialysegruppe.

Meso Fibrose Hist-VAS RGF RGAF RGAL
Labor
Serum-Kreatinin | 0.072 -0.089 0.106 -0.126 0.046 0.120
HbAlc -0.116 -0.028 -0.287 0.050 -0.042 -0.132
Himoglobin 0.243 -0.095 -0.161 -0.004 -0.212 -0.147
C-reaktive Protein | 0.132 0.044 0.233 -0.269 -0.061 -0.067
Parathormon 0.146 -0.011 -0.185 0.199 0.004 0.075
CA125 im Dial.  [-0.125 0.240 -0.405 -0.289 0.209 -0.154
DP
Krea-Cl. [I/'Wo] |-0.237 0.175 0.068 -0.162 0.120 0.031
Kreatinin-Cl:
renale [ml/min] -0.109 -0.095 -0.282 -0.116 0.033 -0.342
nPCR 0.198 -0.102 -0.273 0.355 -0.165 -0.144
Kt/V -0.118 0.203 -0.053 -0.001 -0.080 -0.079
PET
TCUF 240 Min. | 0.344 -0.305 -0.117 0.262 -0.081 -0.234
AQ1-UF 0.069 -0.080 0.436 0.030 0.133 0.255
eff.-UF — 240 Min | 0.180 -0.350 -0.350 0.121 0.053 -0.200
D/Pratio (Krea) |-0.573 7" [0.488 0.176 -0.258 -0.070 0.021
Dialysedauer -0.036 0.203 0.130 0.030 0.135 0.385
Dialysat-Menge | -0.068 0.246 0.232 0.074 0.168 0.453
Glucose-Load -0.087 0.237 0.330 0.068 0.200 0.518 P00

Erlduterungen: Die Einheiten und Erklidrungen zu Labor, DP (Dialyseeffektivititspriifung), PET (Peri-
toneal-Aquilibrationstest), Dialysedauer, Dialysat-Menge und Glucose-Load sind ausfiihrlich dem Kapitel
2.3, Patientendaten‘ zu entnehmen.
Meso: Intaktheit der mesothelialen Zellschicht; Fibrose: submesotheliale Gewebevermehrung; Hist-

VAS: AusmaB perivaskuldrer Verdnderungen; RGF, RGAF und RGAL siehe Tabelle 2.1.

Ein signifikanter negativer Zusammenhang ergab sich im Hinblick auf den durchgefiihrten
PET zwischen dem Erhalt der mesothelialen Schicht und dem Dialysat- zu Plasma-Ratio
fiir Kreatinin (r =-0.573 / p <0,01).

Bei Betrachtung der Dialysedauer, der Dialysat-Menge und des Glucose-Loads im Bezug
auf morphologische Verdanderungen, fiel lediglich ein positiver Korrelationskoeffizient fiir

den Glucose-Load zu RGAL (r = 0,518 / p < 0,05) auf. Letzteres ist in Abbildung 3.12

grafisch dargestellt.
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3.4. Einzelfalldarstellung

In der Einzelfalldarstellung erfolgt die Vorstellung derjenigen Patienten, welche mehr als
eine Biopsie hatten und eine Peritonitis zum Zeitpunkt der Intervention ausgeschlossen
werden konnte.

In Tabelle 3.9 sind fiinf Patienten vorgestellt mit jeweils zwei Biopsiezeitpunkten. Zwei
der Patienten fiihrten zum Zeitpunkt der ersten Biopsie bereits 28 und 59 Monate

Peritonealdialyse durch (Tab. 3.10).

Alle Patienten fithrten nach der Anlage des ersten Katheters chronische Cycler-
Peritonealdialyse (CCPD) durch und erhielten Dianeal® gemeinsam mit Icodextrin im
langen Intervall als Dialysat. Eine Vaskulitis als Ursache der Niereninsuffizienz lag bei

allen Patienten nicht vor.

Tabelle 3.9: Anthropometrische und klinische Daten zum Zeitpunkt der ersten Biopsie.

Patient Alter Grofle Gewicht* Geschlecht** Diabetes M.
[Jahre] | [cm] 1. BZP/2.BZP [kg]

Pat. A 29 170 52,2/52 w nein

Pat. B 31 168 82/82,3 m nein

Pat. C 48 160 54,7/68 w ja

Pat. D 54 166 58,4/584 W nein

Pat. E 50 156 60,2 /51,2 w nein

Erliuterungen:

*) Die Angaben in der Spalte 'Gewicht' wurden fiir den ersten und zweiten Biopsiezeitpunkt (BZP) darge-

stellt.

#*) weiblich (w), minnlich (m)
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Neben den histologischen Daten wird versucht mittels der zur Verfiigung stehenden
Laborparameter und der Daten des PETs ein umfassendes Bild der Patienten zu den beiden
Biopsiezeitpunkten darzustellen (Tab. 3.9 & 3.10). Aufgrund der geringen Patientenzahl

wurde in diesem Kapitel auf eine statistische Auswertung der Daten verzichtet.

Tabelle 3.10: Darstellung der anamnestischen, histologischen und PET-Daten (ohne Diabetes Mellitus).
Patienten A B D E
Parameter BZP* 1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2.
D/Pratio Kreatinin [%] - 65 91 83 78 - - 66
PD-Dauer [Monate] 0 11 59 76 28 52 0 13
Glucose-Load [kg] 0 71 927 1187 | 443 821 0 174
Hist-MESO [0/0,5/1] 0,5 0,5 0,5 0 0,5 0 0,5 0,5
Hist-Fibrose [um] 590 403 203 593 757 320 430 247
Hist-VAS [1/2/3/4] 1 1 2 2 2 2 3 2
RGF [%] 0,7 0,73 0,28 | 0,62 | 0,59 | 046 | 0,27 0,2
RGAF [1/mm’] 16,0 8,6 9,8 19,7 9,7 22,1 5,3 8,6
RGAL [1/mm] 11,2 4.4 4,9 16,0 8,9 3,9 3,6 3,8
ACE-Hemmer 1 1 1 1 0 0 | 0
Immunsuppression 0 0 0 0 1 1 | 1
Peritonitiden [Anzahl] 0 1 0 2 0 4 0 1
Erliuterungen: *) BZP = Biopsiezeitpunkt; PD-Dauer: errechnet bis zum 1. oder 2. BZP;
Hist-MESO: Beurteilung der mesothelialen Zellschicht; Hist-Fibrose: Ausmal} der submesothelialen
Fibrose; Hist-VAS: perivaskuldre Verdnderungen; RGF, RGAF und RGAL siehe Tabelle 2.1.

Die Darstellung der Diabetespatientin (Pat. C) erfolgt in Tabelle 3.11, wobei hier auf die
histologischen Gefia3parameter (perivaskuldre Verdnderungen — Hist-VAS; relative
GefaBfliche — RGF; relative Gefdfanzahl pro Fliche — RGAF; relative Gefaanzahl pro

Lénge der peritonealen Oberfliche — RGAL) verzichtet wird. Die Patientin erhielt vor und

wihrend der Dialyse = ACE-Hemmer und wurde im  Rahmen  einer
Leichennierentransplantation, 13 Jahre vor Aufnahme der Peritonealdialyse,
immunsupprimiert. Die Dialysepflichtigkeit entstand nach chronischer

Transplantatabstoung. Im Dialysezeitraum von 14 Monaten entwickelte sich bei der

Patientin keine Peritonitis.

Tabelle 3.11: Darstellung der histologischen, PET- und Laborparameter von Pat. C (Diabetiker).

Pat. C HBAlc [%] D/Pratio- Glucose-Load Hist-MESO Hist-Fibrose
Kreatinin [%] [kg] [0/0,5/1] [um]

1. BZP* 6,2 - 0 0,5 213

2. BZP* 5,7 75 136 0,5 440

Erliduterungen: *

Fibrose

BZP = Biopsiezeitpunkt;
Hist-MESO: Beurteilung der mesothelialen Zellschicht; Hist-Fibrose: Ausmall der submesothelialen
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4. Diskussion

Die Ursachen der dialysepflichtigen Niereninsuffizienz sind mannigfaltig, wobei dem
Diabetes Mellitus Typ II heutzutage die grofite Bedeutung zukommt. Es stehen im Rahmen
der Nierenersatzverfahren die Hdmodialyse sowie die Peritonealdialyse als mittlerweile
gleichwertige Verfahren nebeneinander, von denen letztere je nach Land (siehe Tab. 1.1)
einen Anteil zwischen 3,5 und 27 % einnimmt. Die Entscheidung, welcher Patient
welchem Verfahren zugewiesen wird, hdngt im wesentlichen von nicht-medizinischen
Aspekten ab, was vor allem an den unterschiedlichen Gesundheitssystemstrukturen der
Lénder liegt.

Das Prinzip der Peritonealdialyse basiert auf den Vorgingen der Diffusion, der Osmose,
des konvektiven Stofftransports sowie der Fliissigkeitsriickresorption. Als Membran dient
vor allem das parietale Peritoneum, das zundchst aus einer einschichtigen mesothelialen
Zellschicht, welche auf einer Basalmembran aufgelagert ist, besteht. Dieser diinnen
Zellschicht schlief8t sich das submesotheliale Geriist aus Bindegewebe variabler Dicke mit
darin befindlichen Zellen, insbesondere des Monozyten-Makrophagen-Systems und
zahlreichen Blut-, Lymphgefdfen und Nervenfasern an.

Das bereits seit dem Ende des 19. Jahrhunderts bekannte Prinzip des Stoff- und
Fliissigkeitsaustausches iiber die peritoneale Membran erfuhr seinen Aufschwung mit der
Einfiihrung des in den 60er Jahren entwickelten Tenckhoff-Katheters, der es erlaubte einen
kontinuierlichen Zugang zum Peritoneum herzustellen. Ab diesem Zeitpunkt schritt die
Weiterentwicklung dieser Dialysemethode stetig voran und es liegen mittlerweile einige
Verfahren vor, welche vor allem in rein manuelle (z. B. CAPD) und automatisierte
Verfahren (z. B. APD) unterschieden werden (Literaturquellen siehe Kapitel I -
Einleitung).

Die vorliegende Arbeit zum Thema Peritonealdialyse befasst sich mit den
lichtmikroskopisch fassbaren Verdanderungen des parietalen Peritoneums mit besonderem
Augenmerk auf den Erhalt der mesothelialen Zellschicht, der Dicke der submesothelialen
Fibrose und der Beurteilung der im submesothelialen Stroma gelegenen Gefa3biindel im
Hinblick auf Anzahl und Gefdlumen. Es lagen weiterhin zahlreiche klinische sowie
funktionelle Daten zur peritonealen Membran vor, welche nach beendeter histologischer

Beurteilung im Rahmen der statistischen Auswertung Beachtung fanden.
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Die erste Schicht des parietalen Peritoneums bildet das Mesothel, dessen Hauptaufgaben
vor allem darin liegen, als Schutz- und Verschiebeschicht, der Antigenprédsentation und der
Initiation und Beendigung von Entziindungs- und Gewebe-Reparatur-Mechanismen zu
dienen (Mutsaers 2004).

Bereits in élteren Studien konnten bei PD-Patienten lichtmikroskopische Verdnderungen in
Form des vollstdndigen Verlustes der mesothelialen Zellschicht festgestellt werden, was
sich in neueren Arbeiten sowie der hier vorliegenden bestitigen liel (D1 Paolo et al. 1986;
Honda et al. 1996; Williams et al. 2003). Im Drei-Gruppenvergleich der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass chronische PD im Vergleich zu urdmischen Patienten
vor Dialyse sowie zu nicht urdmischen Patienten zu einem signifikanten Verlust der
mesothelialen Zellschicht fiihrt. Interessanterweise zeigte die Subgruppenanalyse innerhalb
der Gruppe der chronischen Peritonealdialysepatienten im Hinblick auf die Zuordnung
gemil der D/Pratio fiir Kreatinin einen signifikant stirkeren Verlust des Mesothels bei den
Patienten mit einer D/Pratio von > 66 %, worauf zu einem spdteren Zeitpunkt nédher
eingegangen wird. Dariiber hinausgehende Unterschiede zwischen Langzeit- und Kurzzeit-

PD, Regime und Dialysate fanden sich nicht.

Allerdings ist es wichtig nicht nur lichtmikroskopische Verdnderungen, bei der Beurteilung
der mesothelialen Zellschicht zu betrachten, sondern auch -elektronenmikroskopisch
fassbare. So haben Fang et al. 2004 deutliche elektronenmikroskopische Verdanderungen in
Form der Reduktion des Besatzes mit Microvilli und der zunehmenden Loslésung von der
Basalmembran feststellen konnen, was in einigen Bereichen einen vollstindigen Verlust
der mesothelialen Zellschicht zur Folge hatte. Neben den elektronenmikroskopischen
Verdnderung im Bereich der Microvilli mit zum Teil vollstindigem Verlust, konnte schon
frih damit einhergehend eine Zunahme der ZellgroBe infolge der Vermehrung
intrazytoplasmatischer Organellen, vor allem des rauen endoplasmatischen Retikulums
(RER) nachgewiesen werden (Dobbie 1989). Mdgliche Ursachen fiir diese Verdnderungen
konnten von Gotloib und Shostak 1996 im Rahmen von Tierexperimenten ausgearbeitet
werden. So wurden die Verdnderungen im Bereich der Microvilli vor allem bei
unphysiologischen pH-Werten der Dialysate beobachtet. Hohe Glukosekonzentrationen
fiihrten hingegen zur Ausbildung groBer Zellen mit Vermehrung insbesondere des RER. In
der vorliegenden Arbeit liegt es nahe anzunehmen, dass neben anderen Faktoren, die hohe
Glukosebelastung wihrend der PD an der signifikanten Reduktion der mesothelialen

Zellschicht bei PD-Patienten beteiligt war, wobei sich jedoch weder Gruppenunterschiede
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im Bezug auf die Menge der zugefiihrten Glukose, noch im Rahmen des Vorhandenseins
von Icodextrin im Regime gezeigt haben. Wie Glukose die mesotheliale Zellschicht
schiadigt, und ob Glukose per se fiir die Verdnderungen am Mesothel verantwortlich
gemacht werden kann, ist aus der derzeitigen Literatur nicht eindeutig ersichtlich.

Einigkeit besteht jedoch darin, dass die das Mesothel schidigende Ablagerungen von
AGEs (Advanced Glycosylation-End-Products), welche durch die nicht enzymatische
Glykosylierung freier Aminosdureendigungen (Maillard-Reaktion) zustande kommen
(Brownlee et al. 1988; Eble et al. 1983), mit hohen Glukosemengen in Zusammenhang
gebracht werden konnen (Yamada et al. 1994).

Neben dem hohen Glucose-Load spielen jedoch mit groBer Wahrscheinlichkeit die
Akkumulation von Glukosedegradationsprodukten (GDPs), wie sie bei der
Hitzesterilisation der Dialysate entstehen, eine vermutlich groBere Rolle bei der
Degeneration der mesothelialen Zellschicht, wie es Musi et al. 2004 im Tierexperiment mit
ménnlichen Sprague-Dawley-Ratten bei Dialysaten mit hohem Anteil an GDPs beobachten
konnten. Nach einer Arbeit von Morgan et al. 2003 sind GDPs (Formaldehyd und 3.,4-di-
desoxyglucosone-3-ene: 3,4-DGE) sogar wesentlicher an der gestorten Regeneration der
mesothelialen Zellschicht beteiligt, als eine hohe Glukosebelastung alleine. Unklar ist
jedoch, wie GDPs in vivo die mesotheliale Zellschicht beeinflussen, da bislang vor allem
Zellkulturstudien zur Beurteilung der zytotoxischen Effekte untersucht wurden.

So fanden Okabe et al. 2004 einen synergistischen Effekt von GDPs und einem sauren
Milieu im Dialysat nach 4stiindiger Inkubation kultivierter humaner Mesothelzellen, was
zu einer reduzierten Lebensfdhigkeit derselben fiihrte. Vermutet wird von den Autoren ein
zytotoxischer Effekt auf Membranproteine der Mesothelzellen, wodurch es zur groferen
Durchlédssigkeit der Membran mit zunehmender Anlagerung von GDPs an intrazelluldre
Amino- und Ribonukleinséduren kommt, was letztendlich fiir den vorzeitigen Zelluntergang
verantwortlich sein soll.

Ein weiterer Effekt mit dem sich GDPs negativ auf die Intaktheit der mesothelialen
Zellschicht auswirken, ist die, wie in der Zellkultur bestitigte Uberexpression von AGE-
Rezeptoren (RAGE) innerhalb des Mesothels (Lai et al. 2004). Gleichzeitig konnte die
oben genannte Forschergruppe nachweisen, dass Glukose alleine zu keiner signifikanten
RAGE-Expression fiihrt.

Allerdings stellten Williams et al. 2003 fest, dass die Peritonealdialyse alleine nicht fiir die
morphologisch fassbaren Verdnderungen verantwortlich sein kann, da sich bereits bei

urdmischen Patienten Zellverluste innerhalb des Mesothels einstellen, die jedoch in der
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vorliegenden Arbeit nur tendenziell in Erscheinung traten. Somit liegt die Vermutung
nahe, dass schon die Urdmie die Gefahr mit sich bringt, die mesotheliale Zellschicht zu
schiddigen und in den oben dargelegten Funktionen zu stéren. Der Mechanismus, der hinter
dieser zellschiadigenden Wirkung der Urdmie steht, wird wiederum vor allem der
Ablagerung von AGEs zugeschrieben (Henle und Miyata 2003; De Vriese 2005). Zum
einen wird die durch die Niereninsuffizienz reduzierte Clearance von AGEs fiir deren
Akkumulation im Korper verantwortlich gemacht, da diese vorwiegend iiber die Niere
ausgeschieden werden. Zum anderen sehen Henle und Miyata die reduzierte AGE-
Clearance jedoch nicht als zentralen Faktor an, sondern postulieren vielmehr drei fiir sie
wesentlichere Mechanismen die zur vermehrten Ansammlung von AGEs im Rahmen einer
Urdmie fithren. Hier sind zum einen die Zunahme an oxidativem Stress, die reduzierte
Ausscheidung reaktiver Carbonyl-Vorstufen fiir AGEs und die dadurch resultierende
Zunahme an reaktiven Carbonyl-Komponenten im Korper zu nennen (Henle und Miyata

2003).

Die das Mesothel schidigende Wirkung von AGEs kann anhand der
molekularbiologischen  Arbeiten von  Boulanger et al. 2002 mit deren
proinflammatorischem Effekt erklart werden. So zeigte die Arbeitsgruppe im Rahmen von
Zellkulturstudien, dass es infolge der AGE-RAGE-Interaktion zur vermehrten Expression
von VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule) kommt, das die Adhdsion von
Blutleukozyten an mesotheliale Zellen fordert. Neben der VCAM-1-Expression entstehen
zusdtzlich vermehrt reaktive Sauerstoff-Molekiile, die die Entziindungsreaktion

unterhalten.

Die Reduktion der mesothelialen Zellschicht konnte in der vorliegenden Arbeit mit einem
signifikant erhohten kleinmolekularen peritonealen Stofftransport, gemessen an der
D/Pratio fiir Kreatinin, in Zusammenhang gebracht werden. Dieser Zusammenhang lief3
sich zum einen im Subgruppenvergleich wie auch in der Korrelationsanalyse bestétigen
(r=-0,573; p < 0,01). Da das Mesothel keine eigenstéindige Barrierefunktion tibernimmt,
miissen molekulare Verdnderungen fiir die Verdnderung des kleinmolekularen
Stofftransports erwogen werden. Anzunehmen ist, dass vor allem der Mechanismus der als
epithelial zu mesenchymalem Ubergang von Mesothelzellen (epithelial mesenchymal
transition - EMT) beschrieben wird und vor allem unter chronischer Peritonealdialyse

auftritt, eine Rolle spielt. Dies wiirde zum einen den Verlust der Zellen im Zellverband
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erkldren. Zum anderen konnte in In-vitro-Studien gezeigt werden, dass diese
transformierten Zellen eine Hauptquelle fiir VEGF (vascular endothelial growth factor)
bieten (Aroeira et al. 2005). Die Funktion von VEGF wird im Zusammenhang mit dem

Stofftransport und der Angiogenese noch einmal aufgegriffen.

Einschriankend sollte jedoch darauf hingewiesen werden, dass vor allem die Ergebnisse der
Gruppe der Urdmiepatienten vor PD nicht iiberinterpretiert werden darf, da es sich, wie
bereits erwihnt, beim Mesothel um eine sehr diinne und vor allem gegen duflere Einfliisse
wie Druck oder Lufttrockenheit sehr anfillige Struktur handelt. So zeigten von Ruhland et
al. 2003, dass bereits bei leichtem Druck, wie er bei Operationen regelmiBig stattfindet
und bei der Exposition des Biopsates an Luft von mehr als fiinf Minuten, Verdnderungen
stattfinden, welche auch als pathologische Erscheinungen fehl interpretiert werden kdnnen.
Somit besteht in der vorliegenden Arbeit durchaus auch die Moglichkeit, dass trotz grof3ter
Sorgfalt bei der Probenentnahme Traumata stattfanden, die bei der lichtmikroskopischen
Beurteilung der mesothelialen Zellschicht félschlicherweise als Pathologie angesehen

wurden.

Veridnderungen der submesothelialen Schicht hingegen sind wesentlich weniger anfillig
gegeniiber dem operativen Vorgehen. AuBlerdem wurde das Biopsat in dieser
Untersuchung nach der Entnahme sofort auf Korkplatten fixiert und somit frith einer
zunehmenden Umstrukturierung des kollagenen und elastischen Bindegewebes
entgegengewirkt. Wie bereits in zahlreichen Publikationen beschrieben und auch in dieser
Arbeit signifikant bestétigt, weist das parietale Peritoneum bei ldnger andauernder
Peritonealdialyse eine Zunahme des submesothelialen Bindegewebes auf (Di Paolo und
Garosi 1999; Plum et al. 2001; Williams et al. 2002). Allerdings muss festgehalten werden,
dass einige Autoren zwischen verschiedenen Arten submesothelialer Fibrose
unterscheiden. So beschreiben Garosi und Di Paolo 2001, dass einfache Fibrose zwischen
40-50 um stattfindet und diese lediglich tiberschritten wird, wenn die Dickenzunahme in
eine lebensbedrohliche sklerosierende Peritonitis miindet. Rubin et al. 1991 beschreiben
sogar eine Dickenzunahme von weniger als 20 pm bei 11 von insgesamt 16 Biopsien
chronischer Dialysepatienten. Untersuchungen von Williams und Mitarbeitern ergaben
allerdings eine mit einem Median von 700 pm weitaus groBlere submesotheliale
Gewebevermehrung bei PD-Patienten. Beim Vergleich der urdmischen Patienten vor PD

mit den Ergebnissen der oben zitierten Arbeitsgruppe fillt nahezu Ubereinstimmung
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beziiglich der submesothelialen Bindegewebsvermehrung auf (Williams et al. 2002).
Lediglich die Kontrollgruppe (nicht urdmische Patienten) vermag im Vergleich zur
Mehrzahl der verdffentlichten Studien eine wesentlich breitere Zone submesothelialen
Bindegewebes aufzuweisen. Der vorliegende Mittelwert deckt sich am ehesten mit der
Arbeit von Plum und Mitarbeitern, welche einen Mittelwert von 327 pm fiir die
Kontrollgruppe fanden (Plum et al. 2001). Dieser Befund wurde von Williams und
Mitarbeitern bereits kritisch hinterfragt und darauf hingewiesen, dass, wie es auch in der
hiesigen Arbeit der Fall war, ein elektiver abdominaler Eingriff immer die Unsicherheit
mit sich bringt, dass eventuell bereits im Vorfeld der Biopsie peritoneale Reizungen
stattgefunden haben, die das Biopsieergebnis beeinflussen konnen (Williams et al. 2002).
Dieser Aspekt ist nicht zu vernachldssigen, zudem sich im Hinblick auf den Vergleich der
Kontrollgruppe mit der Gruppe der chronischen Dialysepatienten, wider Erwarten, kein
signifikanter Gruppenunterschied ergeben hat, was bei den oben zitierten Studien der Fall
war. Problematisch ist es immer, vor allem aus ethischer Sicht, eine Peritonealbiopsie am
gesunden Menschen durchzufiihren. Williams und Mitarbeiter haben sich 2002 dafiir
entschieden, gesunde Nierenspender mit deren Einwilligung zu biopsieren. In Folgestudien
zu der vorliegenden sollte {iber ein dhnliches Vorgehen nachgedacht werden. Dies wiirde
zu einem spéteren Zeitpunkt sogar einen Vergleich mit der jetzigen Kontrollgruppe
ermdglich, um den Einfluss eines elektiven Eingriffes auf das parietale Peritoneum besser

untersuchen zu konnen.

Die pathophysiologischen Zusammenhénge einfacher submesothelialer Fibrose sind sehr
vielfdltig und werden von Margetts und Bonniaud 2003 in die Phasen der Initiation,
Progression und Fortbestehen oder Auflosung der Fibrose -eingeteilt. Mediatoren
peritonealer Reizung, welche zur Zunahme submesothelialen Bindegewebes fiihren, sind in
Analogie zur oben schon dargestellten Schidigung des Mesothels eine zunehmende
Niereninsuffizienz, eine hohe Glukosekonzentration, die Akkumulation von GDPs und die
Ablagerung von AGEs.

Der initiale Schritt liegt wohl in einer Schidigung der mesothelialen Zellschicht, was
zunehmend zur Produktion fibroseausldsender Cytokine fiihrt (Margetts und Bonniaud
2003). Zahlreiche fibroseauslosende Cytokine wie TGF-B (Transforming Growth Factor),
CTGF (Connective Tissue Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor) und PDGF
(Platelet Derived Growth Factor) konnten identifiziert werden, von denen TGF-f in den

letzten Jahren besondere Aufmerksamkeit zukam (Oh und Margetts 2005). So konnten Ha
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und Mitarbeiter zeigen, dass die Inkubation humaner peritonealer mesothelialer Zellen
(HPMC) mit Losungen hoher Glukosekonzentration von bis zu 24 Stunden zu einer
signifikanten Erhohung der Expression von TGF-B1 fiihrte (Ha et al. 2001).

Einen Zusammenhang zwischen hohen Glukosekonzentrationen und der RAS- (Renin-
Angiotensin-System) vermittelten Regulation der TGF-p1-Expression von HPMC konnten
Noh et al. 2005 zeigen. Hohe Glukosekonzentrationen fiihrten demnach zu einer erhéhten
Expression von Angiotensinogen, ACE und AT1, was indirekt iiber die Ausbildung von
Angiotensin-II zur vermehrten Expression von TGF-B1 fiihrte. Diese Expression liel sich
durch den Einsatz von Losartan und Captopril inhibieren, was verdeutlicht, dass die
Beeinflussung des im parietalen Peritoneum anséssigen RAS hauptséichlich durch direkten
Einfluss des ACE-Hemmers oder ATI1-Rezeptor-Blockers stattfindet (Noh et al. 2005).
Aus dem Beschriebenen wird deutlich, warum sich bei der vorliegenden Arbeit keine
Gruppenunterschiede bei der Einteilung der Dialysegruppe im Bezug auf die orale
Einnahme von ACE-Hemmern zeigte. Die systemische Wirkung von ACE-Hemmern
reicht mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht aus, das peritoneale RAS zu beeinflussen und

damit die Fibrose zu verringern.

Ein weiterer bedeutender Aspekt ist das Vorhandensein von GDPs in Dialysaten mit
hohem Glukosegehalt und niedrigem pH-Wert, was bei 18 der insgesamt 26 untersuchten
chronischen Dialysepatienten der Fall war. Zum einen wirken GDPs direkt zytotoxisch,
was im submesothelialen Bindegewebe zu iiberschieender Regeneration fithren konnte
und zum anderen induzieren sie mit deutlich groBerem Potential als es Glukose alleine
bewirkt die Ausbildung von AGEs. Zugleich ist anzunehmen, dass GDPs nicht nur lokal,
also auf das Peritoneum begrenzt, sondern auch systemisch wirken (Tauer et al. 2003).

Die Ablagerung von AGEs im submesothelialen Bindegewebe konnte bereits vielfach
nachgewiesen werden (Honda et al. 1999; Park et al. 2000). Deren Wirkung auf das
parietale Peritoneum sind vielfdltig und reichen von der erhdhten Expression von TGF-f1
iiber die Beeinflussung von Matrix-Proteinen, bis hin zur Einflussnahme auf das
Zellwachstum (Devuyst 2002). Eine bedeutende Rolle spielen hierbei RAGEs, welche
nach Ansicht von De Vriese 2005 nach der Interaktion mit AGEs zur vermehrten
Expression von TGF-B1 fithren. Zusdtzlich zum direkten Einfluss von TGF-f1 auf die
submesotheliale Fibrose spielt dieses Cytokin einen bedeutenden Part bei dem bereits oben
erwidhnten Mechanismus des epithelialem zu mesenchymalem Ubergangs von Gewebe

(epithelial mesenchymal transition - EMT). Dieser spielte bereits bei den Verdnderungen
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an der mesothelialen Zellschicht eine Rolle und flihrt im submesothelialem Gewebe zur
Ausbildung von Myofibroblasten, welche in die pathologische Bindegewebsvermehrung

eingebunden sind (Yang et al. 2003).

Neben den oben dargelegten Mechanismen der Bindegewebsvermehrung spielt das von
einigen Autoren postulierte Vorhandensein von Peritonitiden {iber eine mogliche
Uberexpression proinflammatorischer Cytokine eine sehr entscheidende Rolle (Rubin et al.
1991). IL-1p, IL-6 oder TNF-a, welche im Rahmen von Peritonitiden verstirkt von
mesothelialen Zellen gebildet werden, stehen im Mittelpunkt des Geschehens,
fibrogenetische Faktoren wie Fibronectin zu aktivieren, wobei IL-1f im Vergleich zu
TNF-a eine entscheidendere Rolle spielen soll (Margetts et al. 2002b; Yao et al. 2004).

Allerdings konnte dieser Zusammenhang in der vorliegenden Arbeit nicht bestétigt
werden, da sich keine Korrelation zwischen der Anzahl an Peritonitiden und der Dicke des
submesothelialen Gewebes herausstellte, was sich unter anderem mit den Ergebnissen von

Di Paolo und Mitarbeitern deckt (Di Paolo et al. 1986).

Die klinische Relevanz der Zunahme des submesothelialen Bindegewebes ist vielfiltig und
reicht vom Verlust der Ultrafiltration (UF) bis hin zur schlimmsten Komplikation im
Rahmen einer Peritonealdialyse, der enkapsulierenden peritonealen Sklerose (EPS).

Wie bereits bei Plum et al. 2001 signifikant bestétigt, in dieser Arbeit jedoch nur in Form
einer schwachen Korrelation erkennbar, geht mit der Zunahme der submesothelialen
Zellschicht auch eine Erhéhung des kleinmolekularen peritonealen Transports (D/Pratio
fiir Kreatinin) einher. Der Mechanismus der hinter diesem Phidnomen steht ist noch
weitestgehend ungeklért, lieBe sich jedoch mit der Zunahme der submesothelialen
Vaskularisation erkldren (Margetts und Bonniaud 2003). Da sich in der vorliegenden
Studie tendenziell neben der Bindegewebsvermehrung ebenfalls eine Zunahme der
GefdBanzahl pro Lange der peritonealen Oberflidche in der Gruppe der Dialysepatienten im
Vergleich zu den beiden anderen Beobachtungsgruppen ergab, wire dies ein mdglicher
Erklarungsansatz. Wie bereits erwihnt, lie sich dieser in der Korrelationsanalyse nicht
signifikant bestitigen. Es liegt somit nahe anzunehmen, dass andere Mechanismen als die
reine Zunahme der Vaskularisation, fiir die Verdnderung des Transportes kleiner Stoffe
durch das Peritoneum, wie es bei Kreatinin der Fall ist, in Betracht gezogen werden

miissen.
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Der Stofftransport innerhalb des Gefdendothels lieB sich zum Beispiel durch den
Einfluss des proinflammatorischen Cytokins TNF-o beeinflussen (Henry und Duling
2000). Klinische Relevanz konnte demnach das bereits oben erwidhnte Vorhandensein von
Peritonitiden in der Vergangenheit haben, da FuBhdller et al. 2002 im Bezug auf die
D/Pratio fiir Kreatinin eine signifikante Erhohung bei PD-Patienten herausarbeiten
konnten, welche wihrend der PD an einer Peritonitis erkrankt waren. Allerdings wies die
Korrelationsanalyse in der vorliegenden Arbeit diesbeziiglich ebenfalls keinen

signifikanten Zusammenhang nach.

Aus dem Beschriebenen wird deutlich, dass der erhohte Stofftransport bei Patienten mit
hoherer submesothelialer Fibrose eher auf das Zusammenwirken von Verdnderungen im
Gefiflendothel und der Zunahme submesothelialer Vaskularisation zuriickzufiihren ist.

Diesbeziiglich sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig, um zu kldren, ob die
Verdnderung im Stofftransport ursdchlich auf die Zunahme des submesothelialen
Bindegewebes zuriickzufiihren sind, oder ob fibrogene und proinflammatorische Cytokine,
wie sie von Mesothelzellen im Rahmen der Peritonealdialyse oder einer Peritonitis
exprimiert werden, gleichzeitig auf die GefaBpermeabilitidt und die Bindegewebszunahme

Einfluss nehmen.

Neben der Zunahme des submesothelialen Bindegewebes ist wie bereits oben angedeutet,
die Zunahme der Vaskularisation ein oft beschriebenes Phdnomen bei chronischer
Peritonealdialyse (Dobbie 1995; Mateijsen et al. 1999; Plum et al. 2001; Williams et al.
2002; Numata et al. 2003).

Beziiglich der erhobenen GefdBparameter ergaben sich in der vorliegenden Arbeit
signifikante Gruppenunterschiede bei der Beurteilung der perivaskuldren Verdanderungen
(Hist-VAS) zwischen den chronischen Dialysepatienten und den beiden anderen
Beobachtungsgruppen, mit signifikant mehr vaskuldren Ablagerungen im Rahmen
chronischer Peritonealdialyse. Signifikante Unterschiede ergaben sich jedoch auch bei der
Beurteilung der GefdBanzahl pro Lange der peritonealen Oberfliche im Gesichtsfeld
(RGAL) zwischen allen Untersuchungsgruppen. Hier zeigten sich zunéchst bei der Gruppe
der chronischen Dialysepatienten signifikant mehr Gefdle pro Lénge der peritonealen
Oberfliche als in den beiden anderen Untersuchungsgruppen. Eine signifikant grofere
RGAL zeigte sich jedoch auch in der Gruppe der urdmischen Patienten vor PD im

Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Eine signifikante Vermehrung der RGAL fiir chronische Dialysepatienten im Vergleich zu
nicht urdmischen und urdmischen Patienten konnten Williams et al. 2002 nur bei
denjenigen feststellen, welche im Rahmen eines ,,Membran-Defektes, wie es die Autoren
beschrieben, aus der Peritonealdialyse ausschieden.

Die Parameter RGAF und RGF, wie sie von Numata et al. 2003 vorgeschlagen wurden
ergaben keine signifikanten Gruppenunterschiede, was zumindest fiir RGAF mit den
Ergebnissen obiger Arbeitsgruppe iibereinstimmt. Wie bereits erlautert, korrelieren die
oben dargelegten Gefdllparameter nicht mit dem D/Pratio fiir Kreatinin innerhalb der
Gruppe der chronischen Dialysepatienten, womit sich der bei Numata und Mitarbeitern
gezeigte Zusammenhang zwischen D/Pratio fiir Kreatinin und der relativen Gefédf3flache
(RGF) nicht bestdtigen lieB. Gleichzeitig zeigte sich bei der oben zitierten Studie eine
Zunahme der RGF mit der PD-Dauer, was sich in der vorliegenden Arbeit ebenfalls nicht

bestitigte.

Interessanterweise zeigten sich, wie bereits beschrieben, in der vorliegenden Arbeit im
Vergleich zur Kontrollgruppe bei der Gruppe der urdamischen Patienten vor PD signifikant
mehr Gefdle pro Liange peritonealer Oberfliche. Insbesondere diese Verdnderungen
weisen auf einen vasoproliferativen Effekt der Urdmie hin, wie er bereits von zahlreichen
Autoren beschrieben wurde. Dieser ist in erheblichem Malle auf eine Zunahme von AGEs
bei progredienter Niereninsuffizienz zuriickzufiihren (Vlassara 1994). Auf weitere
Mechanismen, die zur Akkumulation von AGEs wéihrend der Urdmie und chronischer
Peritonealdialyse fiihren, wurde bereits bei der Diskussion der Verdnderungen der

mesothelialen Zellschicht eingegangen.

Der Effekt von AGEs liegt neben der Freisetzung der bereits aufgefiihrten
fibroseauslosenden Cytokine auch in einer vermehrten Sekretion von VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) durch HPMC, was sich im Rahmen von Zellkulturstudien
bestdtigen lie (Mandl-Weber et al. 2002; Lai et al. 2004). In Anbetracht dessen ist es
moglich, dass es sowohl bei den urdmischen als auch bei den chronischen PD-Patienten
dieser Studie zu vermehrter Produktion von VEGF kam, was das verstirkte Auftreten von
GefdBen erkldren wiirde. Neben VEGF konnte im Tierversuch bei urdmischen Ratten
zudem eine hohere Aktivitit der endothelialen NO-Synthase festgestellt werden, wodurch

sich ein zusitzlicher vasoproliferativer Effekt bei den urdmischen Patienten dieser
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Untersuchung erklidren lieBe (Combet et al. 2001). Ob dieser Effekt allerdings im
Menschen genauso zum Tragen kommt ist noch weitestgehend ungeklart.

Park et al. 2000 konnten bei der Untersuchung urdmischer und chronischer
Dialysepatienten, signifikant mehr AGEs im parietalen Peritoneum bei den Patienten
finden, die bereits linger an der PD teilnahmen. Dies wiirde auch den in der hiesigen
Studie erbrachten Gruppenunterschied zwischen den urdmischen und den chronischen
Dialysepatienten erkldren. Letztere waren im Rahmen ihrer Dialyse einer hohen
Glukosebelastung (Glucose-Load/RGAL: r=0,52; p<0,05) und zudem einer hohen GDP-
Belastung ausgesetzt, was wie bereits beschrieben, beides die Ausbildung von AGEs
fordert.

Den positiven Zusammenhang zwischen submesothelialer Fibrose und vermehrter
Vaskularisierung konnte in dieser Studie wie oben bereits erwéhnt nur flir die Gruppe der
urdmischen Patienten mit einem schwachen Korrelationskoeffizienten (Fibrose/RGAL:
=0,46; p<0,05) gezeigt werden. Margetts und Bonniaud 2003 begriinden diesen
Zusammenhang mit dem zunehmenden Substratbedarf fibrotischen Gewebes.

Ob dieser Aspekt jedoch auf die Gruppe der urdmischen Patienten zutrifft, oder nicht doch
der Einfluss der Akkumulation von AGEs bei zunehmender Niereninsuffizienz im

Vordergrund steht, bleibt zu kléren.

Wichtigster klinischer Aspekt der diabetiformen Neoangiogenese ist der zunehmende
Verlust der Ultrafiltration, was zunehmend zum Verlust der Dialysefahigkeit fiihrt (Krediet
et al. 2000). Dieser Zusammenhang konnte in dieser Arbeit jedoch nicht in Form eines
positiven Korrelationskoeffizienten zwischen GefdBanzahl pro Lédnge peritonealer
Oberfldache und den Daten fiir die peritoneale Ultrafiltration gezeigt werden.

Neben der bereit diskutierten Zunahme der GefdBanzahl spielen sich innerhalb der Gefél3e
charakteristische Verdnderungen ab, welche in der vorliegenden Studie mittels der
Perjodsédure-Schiff-Reaktion, zur Kenntlichmachung kohlenhydratreicher subendothelialer
Ablagerungen (Glykoproteine, Glykogen, Muzine), nachgewiesen wurden. Die Ergebnisse
dieser Arbeit decken sich weitestgehend mit denen von Williams et al. 2002, welche bei
PD-Patienten eine deutliche Vaskulopathie nachweisen konnten. Eine Zunahme der
Vaskulopathie mit der PD-Dauer konnte die vorliegende Arbeit im Gegensatz zur oben
zitierten Studie jedoch nicht zeigen. Obwohl De Las Casas und Finley 1999 postulierten,
diabetische Mikroangiopathie sei iiberwiegend organassoziiert und kaum im kleinen

Becken anzutreffen, konnten sie im Einzelfall diabetische Gefdfverdnderungen bei
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duodenalen Biopsien nachweisen. Um diese diabetischen Gefdfverdnderungen
ausschlieBen zu konnen, wurden in der vorliegenden Arbeit diabetische PD-Patienten aus
der Beurteilung aller Geféa3parameter herausgenommen.

Bereits in friiheren Arbeiten konnten Honda et al. 1996 vaskuldre Verdnderungen im
Rahmen einer chronischen PD-Therapie bei drei Patienten feststellen, was sie vor allem
auf die hochosmotisch wirksamen und héaufig unphysiologisch sauren Dialysate
zuriickfiihrten. Sie beobachteten eine deutliche Fibrosierung und Zunahme hyaliner
Ablagerungen innerhalb der Gefdl3-Media, wobei die endothelialen Zellen weitestgehend
intakt waren, woraus sie schlossen, dass die gefdfischiddigende Wirkung vor allem von
auBen, im Bereich der Adventitia, eingetreten sein musste. Weiterhin wiesen sie mittels
Immunfluoreszenz-Mikroskopie eine signifikante Zunahme kollagenen Bindegewebes Typ
IV in der Gefdwand nach.

Da die Mehrzahl der chronischen PD-Patienten in der aktuellen Arbeit ebenfalls
hochosmotisch wirksamen Glukosemengen ausgesetzt waren und zudem Dialysate mit
niedrigem pH-Wert nutzten, konnte die Annahme von Honda und Mitarbeiter auch im
aktuellen Fall zutreffen. In einer weiteren Studie der obigen Arbeitsgruppe stellte sich
zudem heraus, dass eine niedrige Ultrafiltration mit deutlich mehr vaskuldren AGEs und
perivaskulédrer Fibrose assoziiert war, als eine hohe Ultrafiltration. Zudem korrelierten die
vaskuldre Akkumulation von AGEs und die perivaskulidren Verdnderungen sehr deutlich
(Honda et al. 1999). Anzunehmen ist somit, dass es in der vorliegenden Studie im Rahmen
der chronischen PD zur Akkumulation von AGEs im vaskuldren subendothelialen Gewebe
kam, und damit einhergehend zur Aktivierung von Cytokinen, welche im Verdacht stehen,
gefaBproliferativ zu wirken.

Eine Moglichkeit ist, wie es Pertynska-Marczewska et al. 2004 in der Zellkultur
nachweisen konnten, die Aktivierung von Makrophagen durch AGEs, wodurch diese
vermehrt Cytokine wie VEGF, TNF-a oder IL-8 sezernieren. Dieser Effekt wird nicht nur
dem im GefdBBsystem vorhandenen Monozyten-Makrophagen-System zugeschrieben,
sondern auch dem im Peritoneum ansdssigen, wodurch sich unter Hinzunahme der
Beobachtungen von Honda und Mitarbeitern die perivaskuldren Verdnderung in der
vorliegenden Arbeit gut erkldren lieen.

Da der Einfluss des Monozyten-Makrophagen-Systems jedoch zundchst nur in der
Zellkultur nachgewiesen werden konnte, bleibt dessen Bedeutung iiberaus

diskussionswiirdig und bedarf weiterer Untersuchungen, um diese Theorie zu festigen.
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Was bereits in der Einleitung Erwdhnung fand, ist der Einsatz des hochmolekularen
Glukose-Polymers Icodextrin, welches es erlaubt eine gleichbleibende Ultrafiltration
aufrechtzuerhalten unter Reduktion der hohen Glukosebelastung mit ihren bereits
dargelegten Folgen.

Betrachtet man die Auswirkungen von Icodextrin auf die erhobenen histologischen Daten,
so fillt auf, dass weder im Bezug auf die Intaktheit der mesothelialen Zellschicht, noch auf
die Zunahme submesothelialen Bindegewebes ein Effekt nachzuweisen ist. Bei der
Beurteilung perivaskuldrer Verdnderungen konnten jedoch signifikant vermehrt

pathologische Verdnderungen in der Icodextrin-Gruppe festgestellt werden.

In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass sich der Einsatz von Icodextrin vor allem bei
Patienten mit zunehmendem Ultrafiltrations-Verlust, schnellen Transporteigenschaften und
Diabetes Mellitus besonders positiv auswirkt (Johnson et al. 2003). Die bedeutsame
klinische Relevanz von Icodextrin als Glukoseersatz konnten insbesondere Finkelstein et
al. 2005 in einer ihrer Arbeiten anhand eines zweiwdchigen Untersuchungszeitraumes an
100 CCPD-Patienten zeigen. Hierbei fand sich, wie bereits oben erldutert eine signifikant
hohere Netto-Ultrafiltration im PET bei der Icodextrin-Gruppe im Vergleich zu Patienten,
welche als osmotisch wirksame Substanz Glukose in einer Konzentration von 4,25 %
erhielten. Fiir die Autoren fiihrte die Kombination aus reduzierter Kohlenhydratabsorbtion
und groBerer Netto-Ultrafiltration unter Icodextrin-Therapie letztendlich zur signifikanten
Erhohung der effektiven Ultrafiltration.

Allerdings fielen im Rahmen der Icodextrin-Gabe signifikant mehr Hautausschlige auf,
was die bereits bekannte allergisierende Potenz von Icodextrin bestétigte.

Mit den positiven Effekten von Icodextrin fiel neben dessen allergisierender Eigenschaft in
den letzten Jahren vermehrt das Auftreten aseptischer Peritonitiden unter Icodextrin-
Therapie auf, was zum einen auf Kontaminationen der Dialysate mit Peptidoglykanen
zuriickgefithrt werden konnte, zum anderen aber auch mit der erwédhnten allergisierenden
Wirkung des Glukose-Polymers in Verbindung gebracht wurde (Goffin et al. 2003).

Aus dem Dargelegten vermutet man bereits eine gewisse Bioinkompatibilitdt von
Icodextrin, welche sich in der hiesigen Studie teilweise im Rahmen der Zunahme
perivaskuldrer Verdnderungen bestéitigen lie. Einen moglichen Erkldrungsansatz bieten
Ha et al. 2002, die bei Icodextrin im Vergleich zu einer Kontrollldsung eine signifikant
hohere Produktion von TGF-B1 durch humane peritoneale Mesothelzellen im Rahmen von

Zellkulturstudien beobachten konnten. Der gleiche Effekt konnte bei Verwendung einer als
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bioinkompatibel geltenden Dialyselosung mit hoher Glukosekonzentration von 4,25 %

nachgewiesen werden.

Wie Dbereits erldutert, spielt TGF-f1 eine Schliisselrolle bei der Entstehung
submesothelialer Fibrose. In diesem Zusammenhang ist die Synthesesteigerung
extrazelluldrer Matrixproteine wie Laminin, Fibronektin und von Kollagen Typ I, III und
IV besonders hervorzuheben (Oh und Margetts 2005). Wie von Honda und Mitarbeitern
bereits frith gezeigt, liegen den perivaskuliren Verdnderungen eine Vermehrung
kollagenen Bindegewebes Typ IV zugrunde, was sich infolge einer gesteigerten

Cytokinproduktion durch den Einfluss von Icodextrin erklédren lief3e.

Die in der Einzelfalldarstellung vorgestellten Patienten lassen nur zum Teil die in der
Literatur und der hiesigen Arbeit gefundenen Zusammenhéinge erkennen. Typische
Verinderungen wie die Zunahme der submesothelialen Fibrose oder der Gefdf3anzahl unter
Peritonealdialyse konnten nur bei zwei der fiinf Patienten im Verlauf von zwei
unterschiedlichen  Biopsiezeitpunkten  nachgewiesen  werden  (siche  Kapitel
Einzelfalldarstellung: Patient B und C). Fiir die anderen Patienten ergab sich ein buntes
Bild mit zum Teil heterogenen Ergebnissen. Ein Erkldrungsansatz liegt vermutlich in den
interindividuellen Unterschieden mesothelialer und submesothelialer Verdnderungen, wie
sie bereits Honda et al. 1999 aufgefallen sind. So ergaben sich zum Beispiel bei Patienten
mit vermeintlich geringer Dialysedauer deutlich hohere Fibrose-Grade als bei anderen mit
wesentlich lingerer Dialysedauer. Ahnliche interindividuelle Unterschiede fielen im
Rahmen vaskulédrer Verdnderungen, oder der Ablagerung von AGEs auf.

Ursache hierfiir konnte eine variable Cytokinfreisetzung im Verlauf der Dialyse sein, wie
sie Serre et al. 1997 bei fiinf CAPD-Patienten zeigen konnten. Interessanterweise wies
diese  Arbeitsgruppe  deutlichere  interindividuelle = Unterschiede  in  der
Cytokinkonzentration im Dialysat der Patienten auf, als bei der In-vitro-Stimulation
entnommener Zellen.

Einen weiteren Aspekt bietet die bei den hier beobachteten Patienten relativ niedrige
Dialysedauer von hochstens 24 Monaten. So wiesen Williams et al. 2002 zum Beispiel
eine Zunahme submesothelialer Fibrose mit der PD-Dauer nach. Betrachtet man sich die
Daten allerdings etwas genauer, so ist eine deutliche Zunahme submesothelialer Fibrose
vor allem bei Dialyse-Zeitrdumen jenseits der 49 Monate abzulesen, was auf die hier

vorgestellten Patienten nicht zutrifft.
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Ob eine immunsuppressive Medikation in die Entstehung submesothelialer
Bindegewebsvermehrung eingreift ist fraglich. Zwei der in der Einzelfalldarstellung
vorgestellten Patienten zeigten jedoch wunter Immunsuppression im zweiten
Biopsiezeitpunkt eine geringere submesotheliale Dicke. Einige Studien zeigten bereits bei
wenigen Patienten Erfolge beim Einsatz von Immunsuppressiva zur Therapie der
sklerosierenden Peritonitis (Junor und McMillan 1993, Wong et al. 2005). Unter der
Annahme, dass autoimmunologische Prozesse in den Prozess des zunehmenden
Ultrafiltrationsverlustes beteiligt sind, liegt in der Applikation immunsuppressiver
Medikamente ein weiterer Forschungsansatz.

Nicht vernachldssigen sollte man als letzten Aspekt den bereits oben erlduterten Einfluss
der Probenentnahme auf die Giite des Materials, welcher bei Re-Biopsien, wie sie im
Rahmen der fiinf Einzelfalldarstellungen vorkamen, sicherlich bedeutender ist, als bei der

Untersuchung eines gro3en Kollektivs von Patienten mit nur einmaliger Probenentnahme.

Die klinische Relevanz der im Rahmen der Peritonealdialyse auftretenden histologischen
Verdnderungen liegt vor allem, wie in der Diskussion der Gefdparameter bereits
angefiihrt, in einer Reduktion der Ultrafiltration. Wie Smit et al. 2004 in einer
Multizenterstudie an 55 PD-Patienten anhand eines PET nachweisen konnten, war
insbesondere eine lange PD-Dauer fiir die Reduktion der Ultrafiltration verantwortlich. Die
Autoren schlossen anhand der PET-Daten, dass vor allem eine erhohte Gefa3flaiche und ein
beeintrachtigter Wassertransport fiir den Ultrafiltrations-Verlust verantwortlich zu machen
sind. Ein Zusammenhang zwischen den Daten des PET und den Ergebnissen der
histologischen Auswertung lie§ sich in der vorliegenden Arbeit anhand einer positiven
Korrelation nicht nachweisen, was vor allem mit dem, im Vergleich zu anderen Arbeiten
langeren  Zeitraum zwischen Durchfiihrung des PET und Probenentnahme
zusammenhédngen konnte (12 Monate vor/nach Probenentnahme).

Zurzeit sind zahlreiche Methoden in Erprobung den Erhalt der Ultrafiltration und damit
eine lange Peritonealdialysedauer zu sichern. Neben dem bereits seit den frithen 90er
Jahren eingesetzten und nicht mehr ganz unumstrittenen Icodextrin, hat sich zunehmend
auch der Einsatz physiologischer Dialysate durchgesetzt. In der vorliegenden Arbeit
kommt zum Beispiel Physioneal® mit verschiedenen Glukosekonzentrationen zum Einsatz.
Diesbeziiglich konnten Hekking et al. 2001 im Vergleich eines herkdmmlichen Dialysates
(Dianeal®™) mit Physioneal® im Tierexperiment vor allem im Hinblick auf funktionelle

Parameter, wie der Aktivierung mesothelialer Zellen, einen giinstigeren Effekt bei der 9 bis
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10wochigen Instillation von Physioneal® beobachten. Allerdings sollte hierbei besonders
darauf hingewiesen werden, dass die Ubertragung dieser Ergebnisse auf den Menschen,
wie bei allen Tierexperimenten, fraglich ist. Zudem stammten die untersuchten
Mesothelzellen vom viszeralen Peritoneum, was bei der Vielzahl der histologischen

Patientenstudien nicht der Fall ist.

Wie bereits angedeutet, konnen die Dialysate der hiesigen Studie in physiologische sowie
nicht physiologische (herkommliche) Dialyselosungen eingeteilt werden. Physiologisch
wurde ein Dialysat dann bezeichnet, wenn es produktionsbedingt einen niedrigen Anteil
von GDPs aufwies. Dies wurde von den meisten Herstellern durch die Verwendung von
Mehrkammersystemen realisiert, bei dem kurz vor der Befiillung der Peritoneums die saure
Glukoseldosung mit einer Pufferlosung kombiniert wird. Teilweise erreichen manche
Hersteller auf diese Weise einen anndhernd physiologischen pH-Wert. 18 Patienten
erhielten ein herkommliches Dialysat mit einem hohen Anteil an GDPs im
Einkammersystem. Die anderen 8 chronischen Peritonealdialysepatienten wurden mit
physiologischen Dialysaten behandelt. Lediglich einer dieser Patienten erhielt ein Dialysat
bei dem sich nach Zusammenfiihren der beiden Kammern kein physiologischer pH-Wert
einstellt.

Der Zwei-Gruppenvergleich anhand der Aufteilung der Dialysepatienten gemall des
tiberwiegend verwendeten Dialysats ergab weder hinsichtlich der histologischen Parameter
noch im Hinblick auf die Faktoren Dialysat-Menge, Dialysedauer und Glucose-Load

signifikante Unterschiede.

Williams et al. 2004 konnten in der Euro-Balance-Studie den Vorteil eines an GDPs
deutlich reduzierten Dialysates im Vergleich zu einem herkdmmlichen zeigen. Allerdings
wurden in dieser Arbeit keine morphologischen Daten erhoben, sondern lediglich das
Effluat und das Serum der Patienten auf klinische Marker untersucht. Interessant ist
diesbeziiglich, dass sich weder bei VEGF noch bei TGFa signifikante Unterschiede
ergaben. Allerdings fiel im Hinblick auf die Intaktheit der mesothelialen Zellschicht
(gemessen am CAI125-Spiegel im Dialysat) ein vorteilhafter Effekt auf das getestete
Dialysat (balance).

Ein weiterer Aspekt der hier im Rahmen eines Tierexperiments vorgestellt wird, ist der

Einsatz von ACE-Hemmern in der Dialysetherapie. Entscheidend ist hierbei, dass
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besonders die lokale Applikation, wie sie von Duman et al. 2004 bei Wistar-Ratten
durchgefiihrt wurde, zu gilinstigen morphologischen Ergebnissen fiihrt. Beispiele hierfiir
waren eine geringere submesotheliale Fibrose oder eine deutlich reduzierte Vaskularisation
bei der Zugabe von Enalapril zum Dialysat.

Vielversprechend ist der Ansatz von Zareie et al. 2005, wo es vornehmlich um die
Reversibilitdit morphologischer Erscheinungen nach Peritonealdialyse geht. Diese
Arbeitsgruppe konnte nach Swdochiger Dialysetherapie bei Wistar-Ratten und anschlieBend
3monatiger Pause mit jeweils durchgefiihrter Biopsie, signifikante Unterschiede in der
peritonealen Dicke und der Vaskularisation feststellen. Klinische Relevanz sahen die
Autoren darin, bei drohendem Ultrafiltrationsverlust von Patienten, eine Wiederherstellung
der Dialysierbarkeit mittels Peritonealdialyse durch ein Pausieren, zum Beispiel in Form
voriibergehender Hédmodialyse, zu erzielen. Ob sich dieses Vorgehen in der Praxis
bewidhren wird bleibt abzuwarten. Es stellt jedoch sicherlich eine hoffnungsvolle

Verkniipfung zwischen Peritoneal- und Himodialyse dar.

Weitere, deutlich experimentellere Ansitze, welche den Erhalt der Dialysierbarkeit mittels

Peritonealdialyse iiber langere Sicht sichern sollen, sind in Tabelle 4.1 dargestellt.

Tabelle 4.1: Moglichkeiten der Einflussnahme auf strukturell/funktionelle Verdnderungen wahrend
Peritonealdialyse.
Methode Studienprofil Quelle
Substitution von Glukose durch | In-vitro-Studie an humanen parietalen Gaggiotti et al. 2005
Carnitin Mesothelzellen (HPMC);

In-vivo-Studie: 36 Kaninchen
Inhibition der Ausbildung von In-vitro-Studie: Inkubation von Rinder- Miyata et al. 2000
AGESs durch OPB-9195 Serum-Albumin mit OPB-9195
Einsatz monoklonaler Anti- In-vivo-Studie: 36 Wistar-Ratten De Vriese et al. 2003
RAGE-Antikorper
Inaktivierung von TGF-beta In-vivo-Studie: 33 Sprague-Dawley-Ratten | Margetts et al. 2002a
mittels Adenoviren
Peritoneale Applikation von In-vivo-Studie: 20 Wistar-Ratten Imai et al. 2002
Dexamethason

Es wird klar, dass es in Anbetracht der dargestellten Zusammenhdnge zwischen
morphologischen Verdnderungen, welche in dieser Arbeit signifikant unter
Peritonealdialyse und zum Teil auch im Rahmen einer bestehenden Urdmie auftraten und
der zahlreichen Erklarungsansitze, noch viele offene Fragen gibt. Es ist daher unerlésslich,
zur Kldrung dieser, neben den morphologischen Auswirkungen, wie sie die vorliegende
Arbeit versucht hat darzustellen, in Zukunft vermehrt die Auswirkung einer auf Dauer
ausgerichteten Peritonealdialyse auf molekulare Vorginge, zum Beispiel im Hinblick auf

die Cytokinfreisetzung, zu klidren. Denn insbesondere die Vorgénge auf molekularer Ebene
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versprechen auf ldngere Sicht hin wirksame therapeutische Optionen hervorzubringen, die
es erlauben, eine langandauernde und komplikationslose Peritonealdialysetherapie

durchfihren zu konnen.
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5. Zusammenfassung

Peritonealdialyse (PD) kann als ein zur Himodialyse gleichwertiges Verfahren angesehen
werden. Trotzdem konnen mit chronischer PD-Therapie Komplikationen einhergehen, die
letztendlich in einen Verlust der Dialysierbarkeit fiihren.

Diesbeziiglich beschiftigen sich seit Ende der 70er Jahre eine Vielzahl von Forschern
intensivst mit den moglichen Kurz- sowie Langzeitfolgen der Peritonealdialyse auf
morphologische, funktionelle und klinische Parameter.

Im Mittelpunkt der vorliegenden retrospektiven Arbeit stand die lichtmikroskopische
Untersuchung morphologisch fassbarer Verdnderungen, welche sich im Rahmen einer
Peritonealdialyse = ergeben  sowie deren  Zusammenhang mit  peritonealen
Funktionsparametern wie dem Peritoneal-Aquilibrationstest (PET). In diesem
Zusammenhang sollten die in der Einleitung (Kapitel 1.5) formulierten Fragen beantwortet

und Diskussionsansitze geliefert werden.

Morphologisch fassbare Verdnderungen im Rahmen einer Peritonealdialyse waren
zundchst die Schidigung der mesothelialen Zellschicht, die sich sowohl im Vergleich zur
Urdmie- wie auch zur nicht urdmischen Kontrollgruppe signifikant zeigte. Des Weiteren
stellte sich die submesotheliale Zellschicht bei der Gruppe der Dialysepatienten signifikant
dicker dar, als bei der Gruppe der urdmischen Patienten. Als letztes histologisches Mal3
ergab die Beurteilung der GefdBlparameter signifikant mehr perivaskuldre Verdnderungen
(Hist-VAS, beurteilt mittels PAS-Reaktion) innerhalb der Gruppe der Dialysepatienten im
Vergleich zur Urdmie- sowie Kontrollgruppe. Die zur Beurteilung der submesothelialen
GefdBanzahl ermittelte relative GefdBanzahl (gemessen pro Lénge peritonealer Oberfldche
im Gesichtsfeld - RGAL), zeigte signifikante Unterschiede bei allen drei
Untersuchungsgruppen mit wiederum deutlicher Vermehrung in der Gruppe der
Dialysepatienten. Auffdllig war diesbeziiglich die positive Korrelation zwischen dem

Gefidflparameter RGAL und der applizierten kumulativen Glukosemenge.

Bei der Zuordnung der Dialysepatienten in die in Tabelle 2.6 aufgefiihrten Subgruppen
zeigte sich eine signifikante Reduktion der mesothelialen Zellschicht in der Gruppe mit
einem D/Pratio flir Kreatinin > 66 %. Ein signifikanter negativer Zusammenhang zwischen
der Intaktheit der mesothelialen Zellschicht und der Hohe des kleinmolekularen
Transportes (gemessen am D/Pratio fiir Kreatinin) bestétigte sich in der

Korrelationsanalyse.
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Der Subgruppenvergleich ergab auflerdem signifikant mehr perivaskuldre Ablagerungen
(Hist-VAS) in der Gruppe, welche Icodextrin im Dialyse-Regime hatte.

Die tbrige Subgruppenanalyse, insbesondere im Hinblick auf die Art der Dialysate
(physiologisch vs. unphysiologisch), die PD-Dauer, die Dialysat-Menge sowie den

Glucose-Load ergab keine weiteren signifikanten Unterschiede.

Die Korrelationsanalyse wies, bis auf die bereits erlduterten signifikanten
Zusammenhédnge, vor allem in der Gruppe der Dialysepatienten, keinerlei signifikante

Korrelation innerhalb der erhobenen morphologischen Daten auf.

Diskutiert wurde beziiglich der morphologischen Verdnderungen vor allem die
schddigenden Einfliisse einer hohen Menge an Glukose, welche als osmotisch aktives
Agens im Peritoneum fungiert. Zahlreiche Veroffentlichungen zeigten mit der Applikation
eines hohen Glukosegehaltes das Vorhandensein von AGEs (Advanced Glycosylation-
End-Products), welche durch die nicht enzymatische Glykosylierung freier
Aminosdureendigungen zustande kommen sowie von GDPs (Glukose-Abbauprodukte), die
mit der Hitzesterilisation der Dialysate entstehen. Damit einhergehend spielen die
Freisetzung proinflammatorischer, fibroseauslosender sowie gefal3proliferativer Cytokine
eine bedeutende Rolle, von denen vor allem TGF-f1 Erwidhnung finden sollte.

Zur Vermeidung einer hohen Glukosemenge wéhrend der Dialyse erhalten zahlreiche
Patienten das ebenfalls osmotisch aktive und nicht mehr ganz unumstrittene
hochmolekulare Glukose-Polymer Icodextrin. Die fragliche Bioinkompatibilitit von
Icodextrin konnte anhand signifikant verdanderter Gefde (Hist-VAS) auch in der hiesigen

Arbeit gezeigt werden.

Die Einzelfalldarstellung im Kapitel 3.4, bei der fiinf Patienten vorgestellt wurden mit
mehr als einem Biopsiezeitpunkt, konnte die aktuelle Datenlage nur in zwei Féllen im
Bezug auf die Zunahme der submesothelialen Zellschicht bestéitigen. Da jedoch auffiel,
dass es bei zwei anderen Patienten im Therapieverlauf zu einer Abnahme der
submesothelialen Schichtdicke kam und gleichzeitig eine systemische Immunsuppression

vorlag, konnte dieser Aspekt fiir weitere Studien durchaus in Erwdgung gezogen werden.

Insgesamt ist festzuhalten, dass sich die morphologisch fassbaren Verdnderungen im

Rahmen der Peritonealdialyse weitestgehend mit den Beobachtungen anderer
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Arbeitsgruppen decken. Offen bleibt jedoch weiterhin die Frage, inwiefern sich diese
Verdnderungen auf die funktionellen Parameter auswirken und welche zytologischen
Vorgénge damit einhergehen.

Sollte die Kldrung dieser Fragen in greifbarer Nédhe stehen, so ldsst sich mit der
Verbesserung der Peritonealdialyse per se auch eine deutliche Verbesserung der

Lebensqualitét fiir chronische Dialysepatienten erreichen.
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Abkiirzungen

AGE e Advanced Glycosylation-End-Product (nicht enzymatische
Glykosylierung freier Aminosdureendigungen (Maillard-
Reaktion)

APD e, Automatische Peritonealdialyse

AQI-UF e, Aquaporinl-vermittelte Ultrafiltration

BZP e, Biopsiezeitpunkt

CAPD e, Kontinuierliche ambulante Peritonealdialyse

CCPD e Kontinuierliche zyklische Peritonealdialyse

chr. PD Chronische Peritonealdialysepatienten

CRP e, C-reaktives Protein

CTGF e, Connective Tissue Growth Factor

D/Pratio Kreatinin = D/Pratio .......... Dialysat zu Plasma Ratio fiir Kreatinin

DP e, Dialyseeffektivitdtspriifung

effektive UF .....coocooiiiiiiiiiees Effektive Ultrafiltration

E-lyte e Elektrolyte

EMT e, Epithelial Mesenchymal Transition — epithelialer zu
mesenchymalem Ubergang von Mesothelzellen

EPS Enkapsulierende peritoneale Sklerose

EvG Elastica van Gieson

FGF Fibroblast Growth Factor

Fibrose = Hist-Fibrose ..................... Ausmal der submesothelialen Fibrose

GDP e, Glukose-Abbauprodukte

GFR Glomerulére Filtrationsrate

Glu Glukose

Glucose-LOAD .......ccovvvvevieeieen, Kumulative Glukosmenge [kg] {iber die Dialysedauer

HD Hamodialyse

HE Héamatoxylin-Eosin

Hist-Fibrose = Fibrose ..................... Ausmal der submesothelialen Fibrose

Hist-MESO = MeSO0 .....ccccecuevuerueenee Intaktheit der mesothelialen Zellschicht

Hist-VAS e, Graduierung der perivaskuldren Verdnderungen

HPMC e, Humane peritoneale mesotheliale Zellen

IL-X e Interleukin

IPD s Intermittierende Peritonealdialyse

IQA Interquartilen-Abstand (25% bis 75%)

KO e, Kontrollgruppe

Krea-Cl. oo Kreatinin-Clearance

Kt/'V e Harnstoff-Clearance

Meso = Hist-MESO ........cccccccveuennne Intaktheit der mesothelialen Zellschicht
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NPCR e, Normalisierte Protein-Katabolie-Rate

NTP e, Nierentransplantation

PAS e, Perjodséure-Schiff-Reaktion

PD e, Peritonealdialyse

PDGF e, Platelet Derived Growth Factor

PET e Peritoneal-Aquilibrationstests

02001 TS per million population

T e Korrelationskoeffizient

RAGE ., AGE-Rezeptoren

RAS Renin-Angiotensin-System

RER e, Raues endoplasmatisches Retikulum

RGA/F=RGAF.....ccccevieviere Relative GefiBanzahl pro Fliche [1/mm?]

RGA/L=RGAL....cccoeeiirrrrernen. Relative Gefdflanzahl pro Lange der peritonealen Oberflé-
che [1/mm]

RGF e, Relative Gefa3fliche [%]

STD e Standardabweichung

TCUF e, Transkapilldre Ultrafiltration

TEM e Transmissions-Elektronen-Mikroskopie

TGF-X e Transforming Growth Factor

TNF-0 e, Tumor-Nerkose-Faktor-a

TPD e Tidal Peritonealdialyse

UR e, Gruppe der urdmischen Patienten vor Beginn der PD

VCAM e, Vascular Cell Adhesion Molecule

VEGF e Vascular Endothelial Growth Factor
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Veriinderungen der peritonealen Morphologie bei Peritonealdialyse unter Betrachtung
peritonealer Funktionsparameter sowie klinischer und dialysatspezifischer
Einflussgrifien

Rzeszut Christoph

Abstract:

Die Peritonealdialyse (PD) hat sich mittlerweile als zur Himodialyse gleichwertiges Verfahren etabliert.
Langzeit-Peritonealdialyse fiihrt jedoch zu funktionellen Verinderungen des Peritoneums als
korpereigene Dialysemembran und unter Umstinden zum Versagen der PD. Die funktionellen
Veriéinderungen sind Folge von erheblichen morphologischen Alterationen des Peritoneum durch
verschiedene PD-spezifische Faktoren wie Glukose, Glukoseabbauprodukte und AGE's.
Lichtmikroskopisch fassbare Verinderungen betreffen zum einen die Intaktheit der mesothelialen
Zellschicht, die Dicke des submesothelialen Stromas sowie die Anzahl und Verinderung dort anséssiger
GefiBe. Im Hinblick auf Verdnderungen im peritonealen Stofftransport (Peritoneal-Aquilibrationstest —
PET) kommt vor allem der Zunahme der peritonealen Permeabilitit und dem Verlust der Ultrafiltration
eine grofle Bedeutung zu.

Zur Beurteilung der peritonealen Morphologie wurden urdmischen Patienten vor und wihrend laufender
Peritonealdialyse im Rahmen von PD-Katheteroperationen und Kontrollpatienten Proben aus dem
parietalen Peritoneum entnommen, mittels HE, EvG und PAS angefirbt und lichtmikroskopisch auf die
angefithrten Verinderungen untersucht. Ein 3-Gruppenvergleich fiir chronische PD-Patienten (n=26),
Kontrolle (n=14) und urdmische Patienten vor PD (n=44) schloss sich an. Eine Subgruppenanalyse
erfolgte fiir chronische PD-Patienten nach klinischen Daten (u.a. Eigenschaft der Dialysate
»physiologisch vs. unphysiologisch“, Anzahl an Peritonitiden, Glukosebelastung, PD-Regime,
Medikation) und peritonealem Transport (PET). Eine Korrelationsanalyse wurde sowohl fiir die
histologischen Parameter als auch fiir die Daten des peritonealen Transportes, des Labors und der
Dialyseffektivitétspriifung durchgefiihrt.

Unter chronischer PD ergab sich eine signifikante Reduktion der mesothelialen Zellschicht (HE) im
Vergleich zur Uridmie- (p < 0,05) sowie zur Kontrollgruppe (p < 0,01). Die submesotheliale Zellschicht
(EvG) stellte sich im Vergleich zu Urdmiepatienten (p < 0,01) signifikant dicker dar. In der PAS-
Firbung zeigten sich signifikant mehr perivaskuldre Veridnderungen (Hist-VAS) bei Dialysepatienten
im Vergleich zur Urédmie- (p < 0,01) und Kontrollgruppe (p < 0,01). Hinsichtlich der GeféBanzahl pro
Linge peritonealer Oberfliche im Gesichtsfeld (RGAL), wiesen Dialysepatienten im Vergleich zur
Kontrolle (p < 0,01) sowie Urdmiegruppe (p < 0,05) vermehrt GefiBe auf. Die Subgruppenanalyse der
Dialysepatienten zeigte eine signifikante Reduktion der mesothelialen Zellschicht bei einem D/Pratio
fiir Kreatinin > 66 % (p < 0,05). Positive Korrelation ergab sich zwischen RGAL und der kumulativen
Glukosemenge. Perivaskuldre Ablagerungen waren in der Gruppe mit Icodextrin im Regime vermehrt
(p <0,05).

Die morphologisch fassbaren Verinderungen hinsichtlich Mesothelzellverlust, submesothelialer Fibrose
und vaskuldren Verdnderungen im Rahmen der Peritonealdialyse decken sich weitestgehend mit den
Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen. Die kumulative Glukosebelastung konnte als bedeutsamer
Faktor flir die Entwicklung von GefiBverinderungen definiert werden. Eine klare Korrelation zwischen
morphologischen und spezifischen funktionellen Verinderungen des peritonealen Transportes fanden
sich nicht. Ein positiver oder protektiver Effekt im Hinblick auf die peritoneale Morphologie lieB sich
fir moderne, ,,physiologische” Dialysate nicht herausarbeiten. Eine gewisse Bioinkompatibilitdt in
Bezug auf vermehrte perivaskulidre Ablagerungen bei Patienten mit Icodextrin im PD-Regime ist
bemerkenswert und sollte weiter urséchlich untersucht werden. Offen bleibt weiterhin die Frage,
inwiefern sich morphologische Verdnderungen auf funktionelle Parameter auswirken und welche
zytologischen Vorginge damit einhergehen.

Betreuer der Dissertation: PD. Dr. med. A. FuBhéller (Klinik fiir NephrologieW



