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Zusammenfassung

I. Zusammenfassung

Um eine ausreichende Fliissigkeitselimination bei der Peritonealdialyse (PD) zu erreichen,
ist der Einsatz von Glukoseldsungen bei der PD unverzichtbar. Langzeitanwendung
glukosehaltiger Peritonealdialyselésungen bei PD-Patienten flihrt zur Ablagerung von
Advanced glycation endproducts (AGEs) im Peritoneum und Pentosidinen in

Korperfliissigkeiten.

Ziel war, einen Zusammenhang zwischen AGEs-Ablagerungen im Peritoneum und
Pentosidinkonzentrationen in Serum und Effluat bei chronischen PD-Patienten herzustellen.
Pentosidine sollten dabei als geeigneter Frithindikator von AGEs-Ablagerung im
Peritoneum beurteilt werden. Ebenso priiften wir Zusammenhénge zwischen
AGEs-Ablagerung im Peritoneum und Pentosidinen in Serum und Effluat in Abhingigkeit
von Dauer der Peritonealdialyse, von Dialyseart CAPD und CCPD, von Lebensalter der
Patienten, von einer bestehenden arteriellen Hypertonie und einem Diabetes mellitus, sowie

von den klinischen Daten zum peritonealen Stofftransport und Ultrafiltration.

Es wurden Pertitonealgewebeproben (n = 55) im Bereich der Katheterinsertionsstelle
entnommen zum Nachweis von AGEs im Peritoneum mittels Immunhistochemie. Die
Pentosidinkonzentration wurde mit Hilfe der HPLC-Methode (High Performance Liquid
Chromatography) aus den 27 Serum- und Effluatproben bestimmt. Die Abnahme der
Proben (n = 27) erfolgte bis zu 12 Monate vor oder nach der Biopsieentnahme im Rahmen
des routineméBigen erweiterten PETs (erweiterter peritonealer Equilibrationstest). AGEs im

Peritoneum und Pentosidine in Serum und Effluat konnten wir nachweisen.

Es konnte einzig ein positiver Zusammenhang zwischen der Pentosidinkonzentration im
Serum und der Dauer der Peritonealdialyse hergestellt werden. Somit konnten Pentosidine
im Serum ein geeigneter Frithindikator zur Beurteilung des Risikos von AGEs-Ablagerung
im Peritoneum sein, da andere Untersuchungen zeigen, dass AGEs-Ablagerungen mit der

Dauer der Behandlung zunehmen.

Moglicherweise waren die geringe Probandenzahl sowie die kurze Dauer der
Peritonealdialyse bei der Vielzahl der untersuchten Einflussgro3en nicht ausreichend, um

weiter signifikante Zusammenhénge zu erkennen.
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II. Abkiirzungsverzeichnis
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Peritonealdialyse

1.1.1. Historische Entwicklung der Peritonealdialyse

Bereits 1744 wurde der Grundstein der Peritonealdialyse am Menschen gelegt: Stephen
Hales (1) und der englische Chirurg Christopher Warrick (2) instillierten bei einer Patientin
mit Aszites nach Entfernen des Bauchwassers zur Hilfte Wasser und zur Hélfte Wein mit
Hilfe eines eingelassenen Lederrohres in die Bauchhohle. Die Vermutung war, dass Wein
einen antibakteriellen Effekt haben wiirde. Da die Patientin starke Reaktionen auf die

Therapie zeigte, musste diese bereits nach 3 Anwendungen abgebrochen werden.

Die ersten belegten Untersuchungen zum Fliissigkeitsentzug durch die Peritonealdialyse
und somit der peritonealen Ultrafiltration stammen aus der zweiten Hélfte des

19. Jahrhunderts. In tierexperimentellen Untersuchungen instillierte Wegner 1877 (4)
hypertone Losungen in die Abdominalhdhle und wies eine Exsudation aus den Gefédllen
iiber das Peritoneum in die Bauchhohle nach. Der Wasserverlust betrug mehr als 8% des

Korpergewichts.

Starling und Tubby 1894 (5) begriindeten den Fliissigkeitsverlust mit der osmotischen
Wirkung der hypertonen Lésung, registrierten ein Absinken der Salzkonzentration in der
Spiillésung und fiihrten die Fliissigkeitsresorption auf die Blutgefille des Peritoneums

zuriick.
Dies bestitigte Orlow 1895 (6).

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts fanden dann erste Versuche zur Therapie der terminalen
Niereninsuffiziens statt. Die Funktion des Peritoneums wurde von Putman 1922 (8)
erstmals als eine Dialysemembran bei Hunden, Katzen und Kaninchen beschrieben. Er
beobachtete, dass die Konzentration von Harnsédure, Kreatinin und Harnstoff im Dialysat

mit der intraperitonealen Verweildauer der Losung anstieg.
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Ganter (9) leistete wichtige Grundlagenarbeit fiir die Entwicklung der Peritonealdialyse. Er
untersuchte wéhrend seiner Forschungsarbeit in Greifswald (1918) und Wiirzburg (1926)
Diffusionsvorgidnge an biologischen Membranen. 1918 fiihrte er bei einem urdmischen
Patienten eine Punktion mittels Nadel durch, lie 750 ml Fliissigkeit aus der Pleurahdhle
abflieBen, infundierte anschlieBend das gleiche Volumen physiologische Kochsalzlosung,
und beobachtete eine Besserung der Symptome. In weiteren Untersuchungen an
Meerschweinchen und Kaninchen erzeugte er durch Unterbindung der Ureteren ein
Nierenversagen, das sich dann durch peritoneale Spiilungen mit Kochsalzlosung erfolgreich
behandeln lieB. Ganter erweiterte sein System, indem er einer physiologischen
Elektrolytlosung Dextrose hinzufiigte, um eine Entwésserung zu erreichen. Diese Losung
wurde in einer Flasche gekocht, um Keimfreiheit herzustellen. Davon instillierte er 1 bis 3
Liter iiber eine Hohlnadel, die einen Gummischlauch mit dem Vorratsgefal3 verband. Die
Verweildauer betrug 30 Minuten bis 3 Stunden. Diese Behandlung fiihrte er solange durch,
bis annehmbare Werte erreicht wurden. Ganters Entdeckungen haben heute noch Giiltigkeit
in der Peritonealdialyse: Sterile Losungen verhindern das Auftreten einer Infektion, der

Fliissigkeitsentzug wird durch die Dextrosekonzentration bestimmt.

Zu dieser Zeit hatten Heusser und Werder (10) bei Versuchen mit Hunden beobachtet, dass
die Eliminationsrate von Fliissigkeit iiber das Peritoneum sogar die der Nieren libertreffen
kann. Thre erste Peritonealdialyse am Menschen fiihrten sie 1927 durch unter Verwendung
einer erwdrmten Ringerlosung mit einem Zusatz von 2-5% Glukose, um einen osmotischen
Gradienten herzustellen. Aufgrund des zu geringen Losungsvolumens konnten sie jedoch

keine Besserung der klinischen Symptome feststellen.

Uber die erzielten Teilerfolge der Peritonealdialyse zwischen 1923 und 1948 berichteten
1950 Odel et al. (12). So konnte bei etwa 50% der Patienten mit reversiblen Erkrankungen
eine deutliche Besserung des Zustandes erreicht werden, wihrend Patienten mit einer
chronischen Niereninsuffizienz nicht iiberlebten. Die Peritonealdialyse konnte sich wegen
zahlreicher Komplikation und technischer Unzulidnglichkeiten nicht breitfliachig

durchsetzen gegen die sich stindig verbessernde Hamodialyse (13).

Handhabung und Sicherheit der Peritonealdialyse verbesserte Tenckhoff 1968 (14). Durch
die Entwicklung eines gewebevertrdglichen Siliastic-Katheters mit 2 Dacronmanschetten
(eine Manschette liegt zwischen Peritoneum und Faszie und eine unter der Epidermis) und

eines Peritonealdialysegerites, was die Infektionsrate erheblich reduzierte (Abb. 2).
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Ein weiterer Meilenstein in der Geschichte der Peritonealdialyse (PD) war 1976 das von
Popovich und Moncrief (15) etablierte heutige Basisverfahren, der kontinuierlichen
ambulanten Peritonealdialyse (CAPD), um dem Kd&rper ununterbrochen Fliissigkeit und
harnpflichtige Substanzen zu entziehen. Hierflir wurden zwei Liter Dialyseldsung in die
Bauchhohle instilliert und konnten alle 4-8 Stunden gegen unverbrauchte Dialyselosung
ausgetauscht werden. Dieses Verfahren verbesserte die Mobilitdt der Patienten im Alltag,
doch hatte der hdufige Beutelwechsel den Nachteil, dass die Diskonnektionen des

Schlauchsystems zu einer hohen Peritonitisrate fithrten.

Orepoulos présentierte 1978 (16) flexible Dialysebeutel aus Kunststoff und verbesserte die
Konnektionssysteme in puncto Sicherheit, wodurch die Peritonitisrate halbiert wurde.
Derzeit werden ungeféhr 15% aller Dialysepatienten weltweit mit diesem Verfahren

dialysiert (17).

In Deutschland wurden 2006 66.508 Patienten mit einer Dialyseersatztherapie behandelt,
von denen 4,8% PD erhielten. Der prozentuale Anteil hélt sich seit 1995 auf diesem Niveau

(Quasi Niere 2006-2007).
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1.1.2. Anwendungsprinzip der Peritonealdialyse

Zur Anwendung der Peritoealdialyse wird dem Patienten ein perkutaner
Silikonverweilkatheter, hdufig der sogenannter Tenckhoffkatheter, periumbilikal in die
Peritonealhdhle implantiert. In der Heinrich-Heine-Universitdt wird der Oreopoulos-
Zellermann-Katheter mit zwei Dacron-Muffen verwendet ( Abb. 2). Die Ausleitung des
Katheters erfolgt tiber den Mittel-bis Unterbauch, das proximale Katheterende liegt im
Douglas Raum (Abb. 1).

Peritanewm
Lasumgsbeutel
Kathoter
Peritaneal-
dialyseldsung
Auslaufbeutel

Abb. 1: Darstellung der Katheteranlage und Prinzip des Beutelwechsel Firma Fresenius
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Abb. 2: Katheter der Peritonealdialyse, Firma Baxter
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Die PD nutzt das durchblutete Peritoneum als korpereigene Dialysemembran. Es handelt
sich um eine intrakorporale Nierenersatztherapie (18). Dabei wird zwischen der CAPD
(continuous ambulatory peritoneal dialysis) und der APD (automated peritoneal dialysis)
unterschieden. Bei dem Basisverfahren der Peritonealdialyse, der sogenannten
kontinuierlichen ambulanten Peritoneldialyse (CAPD), beschrieben nach Popovich (15),
werden unter streng sterilen Voraussetzungen in der Regel téglich drei bis fiinf
Beutelwechsel mit jeweils 1,5-2,0 Liter liber die Schwerkraft instilliert, mit einem langeren
néchtlichen Intervall. Von intravasal iiber die Peritonealmembran gelangen per Diffusion,
Osmose und Konvektion harnpflichtige Substanzen und Wasser in das Abdomen, wobei fast
anndhernd dquimolare Dialysat-und Plasmakonzentrationen der harnpflichtigen Substanzen
erreicht werden. Nach ca. vier Stunden fiihrt der Patient einen Wechsel durch und 148t das
verbrauchte Dialysat (Effluat) durch Schwerkraft mittels des permanent implantierten
PD-Katheters in einen konnektierten Auslaufbeutel flieBen. AnschlieBend wird eine neue
Dialysatlosung instilliert, die wieder fiir ca. vier Stunden in der Bauchhohle verweilt. Der

CAPD-Wechsel inklusive des neuen Einlaufs dauert ca. 20-30 Minuten.

Eine Weiterentwicklung der CAPD ist die 1981 von José Diaz-Buxo vorgeschlagene

zyklische kontinuierliche Peritonealdialyse (continuous cycled peritoneal dialysis - CCPD).

Hier findet mit Hilfe einer Peritonealdialysemaschine, dem sog. Cycler, ein maschinell
gesteuerter automatischer Beutelwechsel statt (APD). Die Anzahl der Beutelwechsel und
die Dialysatmenge werden in die Maschine einprogrammiert. Der Patient schlie3t sich am
Abend an den Cycler an und es erfolgen vier bis zehn Dialysatwechsel wéihrend der Nacht,
mit einem Dialysatvolumen von jeweils 2 Liter. Nach dem letzten Beutelwechsel am
Morgen verbleibt die zuletzt instillierte Dialyseldsung tagsiiber in der Bauchhohle, der
Katheter wird steril verschlossen und der Patient kann seinen Beschéftigungen nachgehen.

Dies ermdglicht einen groBtmoglichen Freiraum in der Gestaltung seines Tagesablaufes.

In Abbildung 3 ist der zeitliche Verlauf des Dialysatvolumens in der Peritonealhdhle fiir
CAPD und CCPD schmematisch dargestellt.
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Abb. 3: Volumenkonzentration und zeitlicher Ablauf der CAPD und CCPD nach
Advanced renal aducation program 2006

1.1.3. Dialyselosungen

Das reich mit BlutgefdBen versehene und gut durchblutete Peritoneum dient als natiirliche
Dialysemembran. Durch Kontakt der Spiilldsung mit den peritonealen Kapillaren erfolgt
die Elimination von harnpflichtigen Substanzen und Stoffwechselprodukten aus dem
Korper als Hauptfunktion der PD. Zur Regulierung des Fliissigkeitshaushalts muss dem
Organismus wegen mangelnder Restharnbildung Wasser durch osmotische Agentien
entzogen werden. Dafiir werden Dialyseldsungen unterschiedlicher Zusammensetzung fiir
individuelle Therapieregime angeboten. Durch entsprechende Konzentration der Losung
wird zum einen der Elektrolythaushalt, zum anderen der Séure-Basen-Haushalt reguliert

(18). Die Dialyselosung muss pyrogen-und keimfrei sein.

Glukose als osmotisches Agens

Heusser und Werder fiihrten 1927 das heute am haufigsten verwendete Osmotikum
Glukose in die Peritonealdialyse ein (10). Es sind Dialysate mit unterschiedlichen
Glukosekonzentrationen erhéltlich (1,36%, 2,27 %, 3,86%). Glukoselosungen besitzen eine
hohere Osmolaritét als das Serum, d.h. Peritonealdialyseldsungen sind im Verhéltnis zum
Blut hyperton und bewirken bei entsprechender Verweilzeit somit einen

Fliissigkeitsentzug (18). Glukose kann iiber das Peritoneum in den Korperkreislauf

aufgenommen werden, da die Membran fiir niedermolekulare Solute durchléssig ist.
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Mit zunehmender Verweilzeit nimmt daher der osmotische Gradient und damit die
Ultrafiltrationsrate ab. Aufgrund der schnellen Resorption von Glukose ist die maximale
Ultrafiltration nach 2-3 Stunden erreicht. Danach kann es nach langen Verweilzeiten zu
einer Riickresorption von Fliissigkeit kommen. Auflerdem entstehen durch vermehrte
Glukoseaufnahme metabolisch ungiinstige Verdnderungen wie Hyperlipiddmie,

Hyperglykdmie und Hyperinsulindmie (7, 161).

Peritonealdialyselosungen konnen sich auch negativ auf die Funktionsfdahigkeit des
Perioneums auswirken, weil durch Autoklavieren und ldngere Lagerung der PDL giftige
Produkte der Glukose, die Glucose degradation products (GDPs) entstehen, die in vitro zu

einer Storung der Zellfunktion fithren (122).

Als Glukoseersatz konnen dem Dialysat Aminosduren oder Glukosepolymere zugesetzt
werden. Polyglukose wird langsam resorbiert und fiihrt zu einer langanhaltenden
Osmolaritét, entsprechend hoherer Ultrafiltration bei langer Verweilzeit. Aminosduren
zeigen die gleichen osmotischen Eigenschaften wie Glukose und kdnnen den Proteinverlust
iiber das Peritoneum in die Dialyselosung ausgleichen. Dies ist vor allem bei Fehl-oder

Mangelerndhrung indiziert (18).

Puffer

Puffer dienen zum Ausgleich der azidotischen Stoffwechsellage. Bis vor wenigen Jahren
war eine saure Dialyseldsung (auch als Standardlosung bekannt) am weitesten verbreitet, in
der eine Laktatlosung (10-40 mmol/l) eingesetzt wurde (Tabelle 1). Laktat wird in der
Leber zu Bikarbonat metabolisiert. Der pH dieser Losung liegt bei 5,2-5,5 (18), da ein

hoherer pH zur Karamellisierung der Glukose beim Sterilisationsprozess fithren wiirde.

Die hohe Laktatkonzentration in Verbindung mit einem niedrigen pH des Dialysats hat
einen negativen Einfluss auf die Zellfunktion der Peritonealzellen, da der intrazelluldre
pH-Wert in Neutrophilen, Makrophagen und Mesothelzellen gesenkt wird, wie in vitro
Studien zeigten (20, 22). In seltenen Féllen kann der niedrige pH als Nebenwirkung zu

Einlaufschmerzen wihrend der PD fiihren.

Ein groBes Problem ergibt sich bei konventionellen Dialyselosungen auch aus der Bildung
der bereits oben erwédhnten Glucose degrations products (GDPs), die wihrend der
Autoklavierung von glukosehaltigen Losungen gebildet werden (118). Eine Bildung von

GDP wird durch einen hohen pH-Wert wihrend der Sterilisation gefordert (153).
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Urspriinglich wurde nach Boen 1961 u.a. Bikarbonat als Puffer verwendet (19). Allerdings
zeigte sich, dass sich Bikarbonatanionen mit dem im Dialysat enthaltenen Magnesium und
Calcium zu saurem Magnesium-und Calciumkarbonat prézipitieren und unter der

Hitzesterilisation eine Karamellisierung der enthaltenen Glukose stattfindet (18).

Um diese Probleme zu unterbinden, werden heutzutage Doppelkammerbeutel (Abb. 4)
angeboten. In einem Kompartiment wird Glukose mit Magnesium und Calcium im sauren
Milieu (pH 3,0), im anderen der Puffer (Laktat, Bikarbonat, oder Kombination
Laktat/Bikarbonat) im alkalischen Milieu sterilisiert und aufbewahrt. Erst vor Gebrauch der
PDL werden die Losungen gemischt und somit ein pH-Wert von 6,5-7,4 erreicht (153).
Dies ermdglicht den Einsatz von einem physiologischen bikarbonathaltigen Puffer und die
Sterilisation der Glukose in saurer Umgebung (3, 152). Durch Separierung der Glukose und
anschliefendem Anheben des pH-Wertes wird die Konzentration der Glukosabbauprodukte
reduziert (153). Die Azidose wird unter Bikarbonatlosung besser korrigiert (165). Auch
kann der Infusionsschmerz durch eine pH-neutrale Losung deutlich verringert werden
(162). GDPs stimulieren die Bildung von Advanced glycation endproducts (AGEs), deren
Bildung ebenso bei Verwendung des Zweikammersystem verringert ist (153). GDP und

AGEs werden im weiteren Verlauf dieser Arbeit genauer erliutert.

Elektrolyte

Zur Steuerung des Elektrolythaushaltes werden in der Peritonaldialyseldosung
Natrium (130-134 mmol/l), Kalzium (1,0-1,75 mmol/l), Magnesium (0,5-1,0 mmol/I) und
Chlorid (96-105 mmol/l) verwendet (18).

(pH3z )| [ eHBS T pH7.274
Glukose Puffer P Ghiose
Elektrolyte (Bikarbonat)| == Pufier

Elektrolyte

Abb. 4: Prinzip des 2-Kammer-Systems. Kuhlmann U, Walb D; Nephr. 2008
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In Tabelle 1 sind die Konzentrationen der Elektrolyte, Puffer und osmotischen Agenzien

gebrauchlicher Peritoealdialyselésungen dargestellt.

Konventionelles Modernes Doppel- - "
Einkammerdialysat | kammer-Dialysat Polyglukose Aminosiurelosung
Elektrolyte, mmol /1
Natrium 132 132 133 132
Calcium 1,25 1,25 1,75 1,25
Magnesium 0,25 0,25 0,25 0,25
Chlorid 95 95 96 105
Puffer, mmol/l
Laktat 40 0-15 40 40
Hydrogenkarbonat 25-40
Osmotisches Agens und Osmolaritit, mOsm/l
1,36% Glukose 344 344
2,27% Glukose 395 395
3,86% Glukose 483 483
7,5% Polyglokose 284
1,1% Aminoséduren 365
pH-Wert 5,5 7,4 5,8 6,7

Tabelle 1: Komposition verschiedener Dialyselosungen

1.1.4. Vor- und Nachteile der Peritonealdialyse

Ein bedeutender Vorteil der Peritonealdialyse ist die zeitliche und rdumliche Unabhéngig-

keit der Patienten vom Dialysezentrum. Der Beruf kann in der Regel ausgeiibt und

Urlaubsreisen konnen problemloser unternommen werden, da die Beutelwechsel auch

anderenorts moglich sind. Aufgrund des kontinuierlichen Fliissigkeitsentzuges sind

symptomatische Hypotonien seltener. Eine Kaliumeinschrinkung ist weniger erforderlich

und somit eine Diét liberaler. Die Nierenrestfunktion bleibt langer erhalten als an der

Hamodialyse.
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Eine Andmie durch Blutverluste tritt seltener auf, so dass Erythropoetingaben weniger

erforderlich sind.

Die Peritonealdialyse setzt allerdings als selbst appliziertes Heimdialyseverfahren
Disziplin, Eigenverantwortung und Selbststédndigkeit voraus. Im Bereich der
Katheterinsertionsstelle kann sich eine Infektion bis hin zur Peritonitis entwickeln.
Katheterdislokation und-obstruktion kénnen auftreten. Uber das Peritoneum werden aus
dem Dialysat tiglich 100-200 g Glukose resorbiert, welches eine Kalorienzufuhr iiber das
Peritoneum von 400-800 kcal bedeutet. Die erhdhte Glukosebelastung kann eine
Hyperinsulindmie und Hyperproteinimie bewirken und zu einem erhéhtem Insulinbedarf
bei Diabetes mellitus fiihren. Die PD begiinstigt auch Adipositas und Voéllegefiihl und tragt
zur Hyperlipiddmie bei, die moglicherweise das Arterioskleroserisiko erhoht. Im Laufe der
Jahre kommt es zu einer Verdnderung der Peritonealmembran, die zum
Ultrafiltrationsversagen fithren kann. Ca. 30% der CAPD-Patienten zeigten
Ultrafiltrationsstorungen in den ersten zwei Behandlungsjahren (101). Nach einer
sechsjdhrigen Behandlungszeit entwickelte sich in bis zu 50% der Fille ein
Ultrafiltrationsversagen (163). Das Uberleben zeigte sich in groBen Mortalititsstudien als

nicht wesentlich unterschiedlich zwischen Himo-und Peritonealdialyse.

1.1.5. Das Peritoneum, Aufbau und Funktion

Die CAPD ist ein intrakorporales Dialyseverfahren, bei der das Peritoneum als

Dialysemembran fungiert (25).

Es besteht aus einem Peritoneum viszerale (60%), welches die innere Organe liberzieht,
dem Mesenterium und Omentum (30%) und einem Peritoneum parietale (10%), welches
das Zwerchfell und innere Bauchdecke auskleidet. Zwischen dem parietalen und visceralen

Blatt liegt das Cavum peritoneale (36).

Die Peritonealmembran besitzt eine mittlere Dicke von 13 + 6 mm. Sie wird aus 3 Anteilen
gebildet: dem Mesothel, dem Submesothel und den Geféllen (Abb. 5). Unter dem
Lichtmikroskop zeigt sich apikal eine Mesothelzellschicht aus flachen, polygonalen Zellen,
die auf ihrer Oberfldche Mikrovilli tragen. Die submesotheliale Schicht besteht aus
Kollagenfaserbiindeln, elastischen Bindegewebe und extrazelluldrer Matrix und enthélt

zelluldre Bestandteile wie Fibroblasten, Makrophagen und Mastzellen.
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Die Kapillaren, postkapilldiren Venulen und kleinen Venen bilden zwischen Blut und
Dialysat wihrend der Peritonealdialyse mit ihrem Endothel die Hauptbarriere fiir den

Stoff-und Wasseraustausch (29,30).

18 Mesothezellschicht
" \ x L EE Submesothelschicht
= " Gefalle
k N;“r—-j—
.‘_ L Fettzewehe

Abb. 5: Peritonealmembran, HE Firbung , G. Schoenicke

Die anatomische Gesamtoberfldche des Peritoneum betrigt ca. 1,5-2 m? und entspricht
damit der Oberflache der menschlichen Haut. Die funktionelle oder effektive Oberflache,
die fiir den Stoff-und Fliissigkeitsaustausch tatséchlich zur Verfiigung steht, betrigt

0,5-1 m?in Abhdngigkeit von der Durchblutung und Verteilung der Kapillaren. Dabei
scheint das viszerale Peritoneum eine geringere Bedeutung zu besitzen als das parietale

Peritoneum (36).
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Drei-Poren Modell

Zum Verstdndnis des Fliissigkeit-und Stofftransports tiber die peritoneale Membran wird

das Dreiporenmodell postuliert.
In der Peritonealmembran befinden sich 3 Arten von Poren:

» Die groflen Poren (r > 20 nm) liegen zwischen den Endothelzellen. Sie sind fiir den
Transport durch Konvektion von Makromolekiilen , wie zum Beispiel Serum-Protein,
IgG und Albumin verantwortlich (36, 38). Beschrieben von Karnovsky, Nolph und
Miller befinden sich diese Poren entlang der Mukopolysacharrid-matrix (31, 32, 33).
Hyperosmolare Dialyseldsungen kdnnen zu einer Verengung der Poren und somit zu
einer Erschwerung des Transports fiir groBe Molekiile fiihren. Fiir die Peritonealdialyse

sind diese Poren jedoch nicht von Bedeutung, sie machen 0,01% der Poren aus.

» Bei den kleinen Poren (SP = small pores, r: 4-6 nm) handelt es sich ebenfalls um
interendotheliale Spalten. Diese Poren sind fiir Wasser (iiber den osmotischen
Gradienten) und konvektiven Transport niedermolekulare Substanzen, z.B. Glukose,
Harnstoff und Kreatinin, durchléssig. Sie sind fiir ca. 50%-60% der Ultrafiltration

verantwortlich

» Dic ultrakleinen transzelliren Poren (USP = ultra small pores, r < 0,5 nm) sind nicht
fiir Solute durchléssig. Es handelt sich dabei um ein wasserspezifisches Kanalprotein in
den Endothelzellen, das ausschlieBlich fiir Wasser durchléssig ist und
molekularbiologisch als Aquaporin-1 Transportkanal beschrieben ist. Uber diesen Kanal

findet ca. 50% der Gesamtultrafiltration statt (36, 38).
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Abb. 6: 3-Poren-Modell der Peritonealmembran (nach Gokal u. Nolph).
Schematische Darstellung der Transportvorginge fiir geloste Substanzen
und freies Wasser

Stoff — und Transportvorginge

Das Peritoneum fungiert als eine semipermeable Membran. Zur Beseitigung von Wasser

und harnpflichtiger Substanzen werden Stoff-und Transportvorgénge unterschieden.

Diffusion und Konvektion sind von Bedeutung fiir den transperitonealen Stofftransport,

welcher tiber die Kapillare und Kapillarwénde der Poren erfolgt.

Die Diffusion ist ein Transport in Losungen vom Ort der hoheren Konzentration zum Ort
der niedrigeren Konzentration. Fiir Glukose besteht ein Konzentrationsgefille aus der
Peritonealhdhle (hohere Konzentration) in die Blutbahn (niedrigere Konzentration), d.h.
Glukose wird resorbiert. Fiir Urdmietoxine (z.B. Harnstoff, Kreatinin) besteht ein Gefille in

umgekehrte Richtung, d.h. von der Blutbahn in die Peritonealhdhle.
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Urdmietoxine diffundieren in die Dialysespiillosung, bis das Dialysat eine Sattigung

erreicht hat.

Konvektiver Stofftransport ist ein MitreiBen von Makromolekiilen im Wasserstrom aus der
Blutbahn in die Dialyselésung im Rahmen der Ultrafiltration. In Verbindung mit einem
ungleichen transperitonealen Fliissigkeitsvolumen (hydrostatische Druckdifferenz) werden

darin geloste Teilchen entsprechend ihrer Molekulargrof3e mitgezogen (36, 151).

Osmotische Ultrafiltration und Fliissigkeitsriickresorption sind fiir den Wassertransport
von Bedeutung. Die Osmotische Ultrafiltration dient zur Entfernung des {iberschiissigen
Korperwassers. Es findet ein Konzentrationsausgleich von Fliissigkeiten aus den Kapillaren
des Peritoneums durch das Interstitium in die Peritonealhdhle statt. Dieses wird bestimmt
durch die osmotischen und hydrostatischen Druckverhéltnisse. Zur Erlangung einer hohen
Ultrafiltration werden in der Peritoealdialyse hypertone Losungen, wie z.B Glukose

verwendet, die einen osmotischen Druckgradienten erzeugen.

Es kann aber auch zu einer Fliissigkeitsriickresorption kommen, fiir die 2 Mechanismen
verantwortlich sind. Sie erfolgt einerseits tiber die lymphatischen Gefil3e, andererseits
gelangt Glukose mit steigender Verweilzeit tiber Diffusion in die Blutbahn, so dass der
osmotische Gradient und somit die Ultrafiltration bei zunehmender Verweilzeit abnehmen

(36, 151).

Zu Beginn der Dialyse ist die Ultrafiltrationsfahigkeit am hochsten bei hoher
Glukosekonzentration im Dialysat. Durch erhohten Wassertransport (Osmotischer Gradient)
und Glukoseabsorption aus dem Dialysat nehmen im Verlauf die Glukosekonzentration im
Dialysat und die Ultrafiltration ab. Nach ca. 3 Stunden ist das maximale
Ultrafiltrationsvolumen erreicht. Das intraperitoneale Volumen sinkt anschlieBend wieder

ab, die Fliissigkeitsriickresorption ist grofer als die Ultrafiltration (209).

Peritonealer Equlibrationstest (PET)

Zur Ermittlung der individuellen Transportkapazititen des Peritoneums fiihrten wir in der
vorliegenden Arbeit einen erweiterten peritonealen Equilibrationstest (PET) durch. Die
Entscheidung, welches PD-Verfahren fiir den jeweiligen Patienten am ehesten geeignet ist,

kann mit Hilfe dieses Tests getroffen werden.
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Der klassische PET wurde von Twardowski et al. 1987 eingefiihrt. Zu einem definierten
Zeitpunkt wird eine 2,27% Dialysatlosung (2,27% Glukose) instilliert und der
Konzentrationssausgleich von kleinmolekularen Soluten wie Kreatinin und Harnstoff in
Dialysat und Plasma (D/P Quotient) sowie die Absorption der osmotisch wirksamen
Substanz Glukose im Dialysat (sowie das Ulatrafilatrationvolumen ) {iber vier Stunden
untersucht. Von Bedeutung ist v.a. die Bestimmung des D/P Quotienten fiir Kreatinin und

der Glukosekonzentration im Dialysat (209).

Aus der PET-Verlaufskurve (Abb.7) lassen sich Dynamik der peritonealen
Austauschvorginge und Transporteigenschaften des Peritoneums ableiten. Dies ermoglicht
zu Beginn der Peritonealdialyse eine Beurteilung der Ultrafiltrations-und Clearenceleistung
des Peritoneums zur Optimierung des Dialyseregimes. Dabei muss beachtet werden, dass
sich unter laufender Therapie die Membraneigenschaften verdndern konnen, mit
Transportsteigerung fiir kleinmolekulare Solute und Riickgang der Ultrafiltrationsleistung,

so dass in regelméBigen Abstinden ein PET erforderlich ist.

Je nach Ergebnis werden Schnellaustauscher (high transporter), durchschnittliche
Schnellaustauscher (average transporter), durchschnittliche Langsamaustauscher (low

average transporter) und Langsamaustauscher (low transporter) unterschieden.

High transporter oder eine hohe Permeabilitit fiir kleine Teilchen equilibrieren Harnstoff
und Kreatinin schnell und drainieren zu Beginn eine hohe Menge Ultrafiltrat in die
Peritonealhdhle. Bei langer Verweilzeit fiihrt eine hohe Glukoseabsorption mit abfallendem
osmotischen Gradienten zu starker Reabsorption von Wasser aus der Peritonealh6hle mit
geringen Ultrafiltrationsvolumina. Fiir Patienten dieses Typs ist eine CCPD mit kurzer

Verweilzeit geeignet.

Low transporter oder eine niedrige Permeabilitdt fiir kleine Teilchen bedeutet eine langsame
Diffusion von Urdmietoxinen ins Dialysat und eine langsame Glukoseresorption aus dem
Dialysat. Diese Patienten sind geeignet fiir die CAPD mit hoherem Fiillvolumen bei langer

Verweilzeit.

High average-und low average trasporter mit mittelschnellen Transporteingenschaften
eignen sich sowohl fiir die CAPD als auch fiir die mittels Cykler durchgefiihrte APD

(automatisierte Peritonealdialyse) (36).
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D/P Kreatinin D/D0 Glukose

Membrantransporttyp D/P Kreatinin (4 h)
o

Abb. 7: Peritonealer Equilibrationstest nach Twardowski et al., 1997 aus PD Prescription
Guide: PET Calculations

D/P Kreatinin : Dialysat Kreatinin Konzentration nach 0, 2 und 4 Stunden Verweilzeit
Plasma Kreatinin Kronzentation nach 2 Stunden Verweilzeit

D/DO0 Glukose: Dialysat Glukose Konzentration nach 2 und 4 Stunden Verweilzeit
Dialysat Glukose Konzentration nach 0 Stunden Verweilzeit
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1.2. AGEs

1.2.1. Definition

AGEs werden als ,,Advanced glycation endproducts* beschrieben. Sie wurden 1912 von
dem franzosischen Biochemiker Louise Camille Maillard (1878-1936) als ein
gelb-braunliches Produkt beschrieben, welches durch Erhitzen einer Mischung aus Glukose
und Aminosduren entstand. Damit legte er den Grundstein fiir die Forschung der AGEs. Die

Braunungsreaktion wird als Maillard-Reaktion beschrieben (39).

Diese Pigmente resultieren aus einer extrazelluldren nicht-enzymatischen Glykierungs-
reaktion zwischen Glukose und einer freien Aminogruppe von Proteinen, daher auch in der
deutschen Sprache iibersetzt als eine ,,nicht-enzymatische Glykierung®. Die Reaktion mit
Glukose kann ebenfalls mit Peptiden und Phospholipiden, als Bestandteile der
Zellmembran oder den Nukleinsduren, den Tragern der Erbinformation auftreten (40, 41,
42). Diese braunliche Farbung ist auch verantwortlich fiir die knusprige Kruste von
gebratenen, gebackenen und gerdsteten Lebensmitteln (LCI Lebensmittelchemisches

Institut Koln).

1.2.2. Biochemie/ Maillard-Reaktion

Carbonylgruppen der Glukose reagieren mit einer freien, reaktiven Aminogruppe eines
Proteins und bilden so innerhalb von Minuten bis Stunden in einer nicht-enzymatischen
Reaktion eine instabile, hochreversible Schiff sche Base, die sogenannten Aldimine
(Abb. 8). Bereits nach Stunden bis Wochen bilden sich stabilere Amadoriprodukte,
Ketoamine, die weniger reversibel sind und an Proteinen gebunden werden. Bei Absinken
der Glukosekonzentration zerféllt die Verbindung innerhalb von Minuten, da der
Glykosilierungsgrad abhéngig ist von der Zuckermenge (43). Dieses ist z.B. im Rahmen
einer Diabetes mellitus Therapie von Bedeutung. Ein sehr bekanntes Amadoriprodukt ist
das HbA1C (Hamoglobin A 1C), welches ein Mal} des durchschnittlichen
Blutglukosespiegels der letzten Wochen ist (44).

Durch komplexe chemische Reaktionen reagieren die Amadoriprodukte durch Oxidation,
Dehydration und anschliefender Elimination und Kondensation nach Wochen bis Monaten
zu den Endprodukten der Maillard-Reaktion, den Advanced glycation endproducts (AGEs),

die irreversibel an Proteinen gebunden und somit stabil sind (45, 46, 54).
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AGEs entwickeln sich iiber einen lingeren Zeitraum und kommen daher insbesondere in
langlebigen Proteinen wie z.B. kollagenem Gewebe vor. Die Konzentrationen nehmen im
Alter zu und sind auch bei Diabetes mellitus erh6ht (154). AGEs lagern sich mit

zunehmender Dauer der Peritonealdialyse im Peritoneum ab.

|
HllHC' H), Glucose

Protein

Stunden
—_—
.

(CHOH), Schiff'sche Base

Tage =
—_ O
-——

cC=0 Amadori-Produkt

-
i

WochaenMonate
_E—E O —

AGE crosslink

Abb. 8: Maillard-Reaktion, mod. nach Nawroth, P.P. et al. 1999

Aus den AGEs konnen sich neue Quervernetzungen mit anderen Proteinen bilden, welche
komplexere Formen von AGEs entstehen lassen konnen. Am hdufigsten wurden
Ne-Carboxylmethyl-Lysin (CML) und Pentosidine diskutiert (45, 46).

Pentosidine sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit (Abb. 9). Sie sind nachweisbar in

Korperflissigkeiten, wie Plasma und Urin und im Bindegewebe.
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Diese Verbindungen der fortgeschrittenen Maillard-Reaktion wurden von Monnier et al.
(1992) als in vivo Indikatoren angesehen (47, 54). Es wird vermutet, dass das
Amadori-Produkt zwischen Lysin und einer Pentose entsteht und im zweiten Schritt mit
Arginin zu Pentosidin kondensiert. Pentosidine konnen nach Hydrolyse der Proteine mittels

HPLC bestimmt werden und in pmol/mg Protein angegeben werden (210).

HOOC
NH

Lysin

¥

N

LI
N/k\N ~~ Pentose (z.B. Ribose)

Arginin

H,N

COOH

Abb. 9: Pentosidin Strukturformel - Lexikon der medizinischen Laboratoriumsdiagnostik 2007

1.2.3. Wirkung

Die Wirkung von AGEs wird ausgelost durch Bindung an einem Rezeptor. Zu den

unterschiedlichen AGE-Rezeptoren zéhlen:

Macrophage Scavenger Receptor Typ [ und II (SR-A), Fructoselysin, Lactoferin, Lysozym,
AGE-R1 (OST 48 / Oligosaccaryl Transferase 4), AGE-R2 (80 K-H / Proteinkinase C
Substrat), AGE-R3 (Galectin-3), deren Auswirkung weitgehend unbekannt sind und der
spezifische Receptor RAGE (48, 54).
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RAGE wird auf Zelloberfldchen exprimiert und z&hlt zur Familie der Immunglobulin
Superfamilie (49). Auch wenn er als ein spezifischer Rezeptor fiir AGEs beschrieben wird,
so ist er auch ein Ligand fiir andere Proteine wie z.B B-Faltblatt-Fibrillen oder
S100/Calgranulin und Amphoterin (50). RAGE besitzt ein Molekulargewicht von ca. 35 kD
und zeigt eine hohere Expression auf Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Neuronen,

T-Lymphozyten, Monozyten/Makrophagen und Erythrozyten (40, 51, 52, 54).

Nach Bindung der AGEs von RAGE wird intrazelluldr eine Signalkaskade in Gang gesetzt,
die im Zellinnern oxidativen Stress auslost (40, 51, 52). Bedingt durch den oxidativen
Stress wird im Zytoplasma ein Transkriptionsfakor NF«xB (nuclear factor-kappaB)

aktiviert, der wiederum im Zellkern eine Genexpression ausldst (52, 53).

NF«B reguliert die Expression inflammatorischer und immunologischer Gene und hat
somit eine bedeutende Rolle in der Korperabwehr und bei chronischen
Entziindungsreaktionen (96, 97). Die RAGE-abhéngige Aktivierung erfolgt kontinuierlich
und dauerhaft, wihrend andere Rezeptoren nur fiir einige Stunden angeregt werden konnen
(54). AuBerdem kann eine Stimulation von anderen Rezeptorsystemen einen negativen
Feedbackmechanismus auslosen. Im Gegensatz dazu fiihrt eine Aktivierung von NF«kB zur
vermehrten Expression des Rezeptors fiir AGE (RAGE), andererseits flihrt eine Aktivierung
von RAGE zur Steigerung der Transkription von NF«B (58). Dieses ist von Bedeutung bei
an Diabetes mellitus, terminaler Niereninsuftfizienz oder metabolischem Syndrom
erkrankten Patienten, die eine erhdhte Konzentration von AGEs zeigen. Es tritt auch bei

inflammatorischen Erkrankungen des Bindegewebes auf (59).

Das Peritoneum wird unter PD-Behandlung dauerhaft hohen Glukosebelastungen
ausgesetzt. Bedingt durch die Hitzesterilisation der glukosehaltigen Dialysatlosung
entstehen Glukoseabbauprodukten (GDP) (55), die im weiteren Verlauf irreversibel zu
AGEs umgebaut werden konnen, die an RAGE-Rezeptoren z.B. der Mesothelzellen des
Peritoneums binden (56). GDPs und AGEs sind ausgepragt toxische Substanzen, die beide

eine wesentliche Rolle fiir Entziindungsreaktionen am Peritoneum spielen (54, 57).
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1.2.4. Vorkommen

Vor 100 Jahren entdeckte Louise Maillard eine Ursache fiir chronische Erkrankungen
(Abb. 10) der heutigen Zeit (39). AGEs konnen mit natiirlichen und krankhaften Vorgangen
in Verbindung gebracht werden. Wéhrend des normalen Alterungsprozesses akkumulieren
AGEs (63), die aus exogenen Quellen wie hitzebehandelten kohlenhydrat-, protein- oder
fettreichen Speisen (93, 94, 95) oder Nikotinabusus stammen, als auch endogen im Korper
gebildet werden durch rezidivierende Hyperglykdmien bei Diabetes mellitus, oxidativen

Stress oder molekularen Turnover (60).

Allerdings beglinstigt oxidativer Stress nicht nur die Bildung von AGEs. Diese sind auch in
der Lage, oxidativen Stress auszulosen (61), was wiederum zur vermehrten Bildung von
AGEs und zu Verdnderungen der Glukosebindungspartner fiihrt (den Proteinen,
Phospholipiden und Nukleinsduren) und eine Dysfunktion der Organsysteme zur Folge

hat (62).

AGEs werden nur iiber die Niere ausgeschieden, da sie sich dem enzymatischen
Metabolismus entziehen (64). Sie binden dabei an spezifische Rezeptoren der Makrophagen
und flihren zu deren Degradation. Es entstehen 16sliche AGE-Peptide, die liber die Nieren
durch Filtration, Reabsorption und Metabolisierung eliminiert werden (91). Dieses stellt
aufgrund der verminderten Exkretion und der damit verbunden ansteigenden
AGEs-Konzentration im Organismus eine Problematik fiir Patienten mit Niereninsuffizienz
dar (64). Es wurde experimentell nachgewiesen, das zirkulierende AGEs im Serum bei
Diabetes mellitus aufgrund einer erhohten Glukosekonzentration im Blut wesentlich héher

liegen als bei Gesunden (65).

Spatfolgen des Diabetes mellitus, wie z.B. Makroangiopathie, Retinopathie, Neuropathie
oder die diabetische Nephropathie, treten wesentlich frither auf (66, 67, 68). Bei der
diabetischen Nephropathie finden sich AGEs in der verdickten Glomeruluskapillarwand,
den Mesangiumzellen, sowie den Arterienwédnden (92). In weiteren histologischen
Nierenbiopsieuntersuchungen wurde eine Akkumulation von Pentosidinen und CML in den

Glomeruli entdeckt (54).

Diabetes mellitus steht im Zusammenhang mit unterschiedlichen Komplikationen. In Folge
der Arteriosklerose kann es zu Myokardinfarkt, pAVK oder Apoplex kommen, da AGEs

unter anderem in den atheromatdsen Plaques akkumulieren (69, 70, 71, 72).
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Eine erhohte AGE-Konzentration stellt einen Prédiktor fiir eine erhohte kardiovaskuldre
Mortalitét dar (83, 84). Ebenso zeigen erhohte Pentosidinkonzentrationen im Serum ein
Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen (211). Es wird vermutet, dass sich die
GefaBsituation bei Nierentransplantation aufgrund der Elimination von AGE-Proteinen
verbessert (82). Eine weitere Verbindung besteht bei neurodegenerativen Erkrankungen. In
den pathologischen Lésionen des Morbus Parkinson und den Amyloidplaques des Morbus
Alzheimer konnten AGEs nachgewiesen werden (73,74). Bei der Alzheimer Demenz
wurden AGEs im Liquor festgestellt (75). AGEs akkumulieren auch in Knorpel oder im
Kollagengewebe z.B der Haut. Dabei werden vor allem langlebige Proteine glykiert (76,
77,78, 79), was eine verringerte Elastizitit des Gewebes verursacht (80). Im
Kollagengewebe der Augenlinse kann die Akkumulation von AGEs einen Katarakt
hervorrufen (86, 87). Bei der Osteoporose wird vermutet, dass AGEs die
Osteoklastenaktivitit hemmen wihrend Pentosidine die Osteoklasten aktivieren (81).

Ebenso zeigten sich erhohte Pentosidinwerte bei Patienten die an Fibromyalgie erkrankten
(85).

Entziindliche
Darmerkrankung

Rheumatoide Arthritis
Arteriosklerose
Diabetes mellitus

"perpetuierte
Zellaktivierung"
Altern

Alzheimer Demenz

Menopause

Osteoporose

Abb. 10: AGEs binden an RAGE-Rezeptoren in der Zellmembran und aktivieren
im Zellinnern NF-£B, was zu chronischen Erkrankungen fithren kann
(aus Forschungsmagazin Ruperto Carola Universitit Heidelberg; Frau
Dr. A. Bierhaus, Prof. Dr. P. Nawroth 3/2002)
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1.3. Komplikation der Peritonealdialyse und Bedeutung der
AGEs Entstehung

Die Peritonealdialyse wird als Therapie der terminalen Niereninsuffizienz eingesetzt. Der
Erfolg der Behandlung resultiert aus der Funktionsfahigkeit der Peritonealmembran (103).
Allerdings konnen verschiedene Komplikationen in der Anwendung der

Langzeitperitonealdialyse auftreten.

1.3.1. Langzeitperitonealdialyse und deren Auswirkung auf das
Peritoneum

Die Langzeitperitonealdialyse hat Einfluss auf die histomorphologische Funktion des
Peritoneums durch Peritonitiden, die urdmische Situation (Stoffwechsellage), aber

insbesondere durch den regelmiBigen Kontakt mit der Dialyselosung mit hoher Osmolaritit

und Glukosekonzentration (105, 106).

Typische funktionelle Verdnderung der Langzeitperitoneladialyse sind eine erhdhte
Permeabilitét fiir kleinmolekulare Solute, was héaufig im Ultrafiltrationsversagen endet.
Verdnderungen der Peritonealmembran treten wahrscheinlich unter dem Einfluss von NO
(Stickstoffmonoxid), proinflammatorischen Zytokinen (IL-18, TNF-alpha, IL-6) und
Prostaglandinen auf (134). Als klinische Konsequenz fiihrt dies zu einer Erhohung der
effektiven peritonealen Oberfldche mit zunehmender Hyperpermeabilitét fiir

niedermolekulare Solute und primdrem Ultrafiltrationsversagen (115).

Typische histopathologische Verdnderungen bei Langzeitperitonealdialyse sind eine
submesotheliale Fibrose und Angiogenese im Peritoneum (136). Es wird davon
ausgegangen, dass IL-18 und TGF-B (transforming growth factor) verantwortlich sind fiir
die Ausbildung einer Fibrose, und proinflammatorische Zytokine (IL-18, TNF-alpha, IL-6)

eine Angiogenese fordern.

Als Folge rezidivierender Peritonitiden oder auch durch Langzeitperitonealdialyse generell
kann sich eine enkapsulierende peritoneale Sklerose entwickeln (108). Morphologisch
zeigt sich eine plattenartige, derbe, weillliche Verdickung des Peritoneums. Aufgrund der
Zunahme von Myofibroblasten im Bindegewebe entstehen kontraktile Eigenschaften,
welche im umliegenden Gewebe zu einer Obstruktion mit folgender Dilatation des
Diinndarms fithren konnen (109). Es bilden sich Verwachsungen und Verkalkungen

(103,110).
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Abb. 11: Verinderungen des Peritoneums wihrend der Peritonealdialyse

a) Normales Peritoneum mit einlagiger Mesothelschicht und submesothelialen Bindegewebe
(40pm, Vergr. x 400)

b) Peritoneum nach 8 jiahriger Peritonealdialyse mit rupturierter Mesothelschicht, Proliferation
interstitieller Zellen und obliterierten Gefifien sowie subemesothelialer Verdickung
(3000pm, Vergr. x 200)

1.3.2. Langzeitperitonealdialyse und die Entstehung von GDP und AGEs
Wie bereits in 1.1.3 beschrieben, bestehen Dialyselosungen aus Puffer, Elektrolyten und
osmotischen Agen. Es wird die konventionelle Dialyselosung vom Doppelkammerdialysat
unterschieden. Zur Erlangung einer hohen Ultrafiltration werden hyperosmolare Losungen

in der Peritonealdialyse verwendet, am haufigsten Glukose (99, 100).

Wiederholte Anwendungen hoher Glukosekonzentrationen in konventionellen
Dialyselosungen fiihren zur Bildung von Abbauprodukten, den sogenannten Glucose

degradation products (GDPs), diese wiederum stimulieren die Bildung von AGEs (153).

GDP ( Glucose degradation products )

Neben den einwirkenden Einfliissen der PDL wie pH-Wert, Osmolaritit und Puffer,
beschrieben Wieslander et al. 1991 eine chronisch wirksame Toxizitdt bedingt durch die
Hitzesterilisation der Losungen (121), weil Glukose mit ansteigender pH-Wert und

zunehmender Temperatur in Glukoseabbauprodukte umgewandelt wird (122).

Zu den bedeutendsten Glukoseabbauprodukten zdhlen Fruktosen und Aldehyde, die in der
folgenden Tabelle dargestellt sind.
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Substanz Konzentration (umol/l)
Acetaldehyd 120 — 420

Formaldehyd 6,0—-15

2-Furaldehyd 0,05 -2,0

Glyxoal 3,0-14
5-Hydroxymethylfurfural 6,0 - 30
Methylglyxoal 2,0-33

3 Deoxy-Glukose 118 — 154

3,4 Didoxy-Glukose-3-ene 9,0-22

Tabelle 2: Glukoseabbauprodukte in kommerziell angebotenen Peritonealdialyselosungen
(nach Wieslander et al. 1993 und Linden 2002)

Es konnte gezeigt werden, dass steril gefilterte Dialyseldsungen keine bedeutsamen
GDP-Konzentrationen enthielten, wihrend in hitzesterilisierten Losungen hohe Werte
auftraten (123). Zahlreiche in-vitro-Studien zeigten, dass die Zellfunktion im groBerem
Ausmal durch hitzesterilisierte Losungen beeintrachtigt wurden. So demonstrierten
Wieslander et al. eine direkte Inhibierung von Zellkulturen unter GDP-Einfluss (124). In
weiteren Versuchen mit tierischen oder modifizierten menschliche Zellen (z.B. Mause 1.929
Fibroblasten und RAW 264.7 Makrophagen) konnten allerdings keine wesentlichen
Verdnderungen der Zellfunktionen festgestellt werden (124). Witowski et al. untersuchten
die akute Wirkung (24 Stunden) von GDP und verschiedenen sterilen glukosehaltigen
Peritonealdialyselosungen auf humanen peritonealen Mesothelzellen und beobachteten,
dass Zellproliferation, Vitalitit und Freisetzung von I1-6 durch verschiedene GDPs
gehemmt wurden. In filtersterilisierten Losungen wurde dagegen erst durch Zugabe hoherer

Dosen GDP eine Hemmung der Proliferation humaner peritonealer Mesothelzellen erreicht.

Um einen chronischen Verlauf priifen zu konnen, entwickelte Witowski et al. ein Modell, in
dem das Peritoneum iiber einen Zeitraum von 36 Tagen einer konventionellen
Dialyselosung ausgesetzt wurde. Dies fiithrte zu einer Reduktion von I1-6 und der
extrazelluliren Matrix, einem Vitalititsverlust und morphologischen Verédnderungen der

Zellen. Zum Ende der Versuchsreihe war die Zellzahl um 60% reduziert.
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AnschlieBend normalisierte sich allerdings die Funktion der Zellproliferation in einem
GDP-freiem Medium (125). Inzwischen konnen positive Effekte bei Anwendung niedriger

GDP-Konzentrationen (Doppelkammersystemen) nachgewiesen werden.

So beobachteten Mortier et al. in einer experimentellen Studie mit Ratten, dass eine
Standard-PD-Losung im Gegensatz zu einer mit niedrige GDP-Konzentration eine
vermehrte Expression von VEGF (vascular endothelial growth factor), eine submesotheliale
Fibrose und eine mikrovaskuldre Proliferation zur Folge hatte, was eine verminderte
Netto-Ultrafiltration bei Anwendung der konventionellen Dialyselosung zur Folge

hatte (156, 157).

Rippe et al. untersuchten iiber 24 Monate 80 Patienten mit hohen oder niedrigen
GDP-Konzentrationen in den PD-Lésungen und stellten fest, dass sowohl die
Mesothelzellen als auch das Interstitium durch die niedrigen GDP-Konzentrationen weniger
geschidigt wurden. Unterschiede im Wasser-und Stofftransport konnten nicht beobachten
werden (155). Kawanishi et al. verwendeten Losungen mit niedriger GDP-Konzentration
und stellten eine verminderter Ausbildung einer Peritonealmembranfibrose sowie
Gefilsklerose fest. Allerdings nahm die Dichte der Kapillare zu (213). Auch in der

Euro Balance Studie von Williams et al. zeigten sich die Vorteile niedriger
GDP-Konzentration in der PDL: Die Serumspiegel von CML (Carboxymethyllysin) und
Imidazol (Marker fiir AGE Konzentration im Serum) zeigten sich verringert (166). Es
deutete sich an, dass diese Patienten einen Uberlebensvorteil gegeniiber den konventionell

dialysierten Patienten hatten (167).
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AGEs (Advanced glycation endproducts)

Die Bildung von AGEs wird begiinstigt durch Anwendung konventioneller
Dialyselosungen mit kontinuierlich hohen Glukose-und GDP-Konzentrationen. Diese sind
nach 2 bzw. 8 Stunden nicht mehr im Effluat enthalten, was erklart, das sie systemisch
resorbiert werden und im Peritoneum akkumulieren (126). Eine Abnahme der
Nierenfunktion fiihrt ebenfalls zu erhohten Serumwerten von AGEs, da sie wegen fehlender
Metabolisierung nur iiber die Niere ausgeschieden werden konnen (64). Glykotoxine iiber
Nahrung oder Rauchen aufgenommen, wurden von Gesunden innerhalb von 48 Stunden bis
zu 50%, von Patienten mit Niereninsuffizienz hingegen zu weniger als 5% ausgeschieden
(54). Sowohl die vermehrte Bildung der AGEs als auch ihre verminderte Ausscheidung
iber die Niere spielen eine entscheidende Rolle fiir die ansteigenden AGE Konzentrationen

im Organismus.

1997 beschrieben Nakayama et al. einen Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von
AGEs im humanen Peritoneum und der Dauer der Peritonealdialyse. Dauerhafte
Anwendung glukosehaltiger PDL liber Monate bis Jahre zeigten zunehmende
AGEs-Konzentrationen im Bauchfell. Dabei war die Akkumulation von AGEs in den
GefaBwénden des Peritoneums eine mogliche Ursache fiir die Zunahme der peritonealen
Permeabilitit mit Riickgang der Ultrafiltrationsleistung (127). In zahlreichen
Untersuchungen konnte bereits nach 3 Monaten Anwendung der Peritonealdialyse AGEs
im Mesothel, submesothelialen Stroma und in den GefaBwianden nachgewiesen werden
(127, 136, 146-148). Die Pentosidinkonzentrationen im Effluat verringerte sich unter
Langzeitperitonealdialyse bei niedriger Glukosekonzentration im Dialysat, hier wurde ein
direkter Zusammenhang hergestellt (158). Ebenso zeigten sich erhote Pentosidinwerte bei
Ultrafiltrationsversagen unter Langzeit-PD im Gegensatz zu Patienten, die mit der PD

begonnen hatten (159).
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In-vivo-und in-vitro-Studien zeigten eine vermehrte Expression von VEGF (vascular
endothelial growth factor) in Peritonealzellen unter hoher Glukosekonzentration (131, 132).
Sowohl VEGF als auch AGEs konnten durch Biopsien in Mesothelzellen und
GefaBlendothel lokalisiert werden (146, 149). Es bestand ein positiver Zusammenhang
zwischen der Akkumulation von AGEs, der Bildung von VEGF und der peritonealen
Neoangiogenese (130, 131), mit einer gesteigerten Transportkapazitit fiir osmotische
Agenzien, die zu einer Verminderung oder sogar einem Verlust der Ultrafiltrationskapazitét
fithrten. Honda et al. beschrieben einen Zusammenhang zwischen der Akkumulation von
AGEs unter Langzeitperitonealdialyse und dem Grad der Ausbildung einer interstitiellen
Fibrose sowie der Ausdehnung einer vaskuldren Sklerose (139). Plum et al. stellten einen
Zusammenhang zwischen dem Ausmal der pertitonealen Sklerose, dem jeweiligen
Peritonealdialyseverfahren und dem Transporttyp her. Hier zeigte sich ebenso eine
Korrelation zwischen zunehmender Fibrosierung und erhohter Permeabilitét des
Peritoneums. Betroffen waren eher High transporter. Die peritoneale Sklerose war bei
CCPD-Patienten ausgepragter als bei CAPD-Patienten. Ursache hierflir war vermutlich der
vermehrte Verbrauch von Dialyselosung bei CCPD und die damit verbundene hohere
Zufuhr von GDP (138). Konventionelle Dialyselosungen mit hohen GDP-Konzentrationen
stimulieren die AGEs-Bildung, was Linden et al. iiberwiegend auf 3 Deoxy-Glukose und
3.4 Didoxy-Glukose-3-ene zuriickfiihrten (128). Dialysate mit niedrigem GDP-Gehalt
induzieren keine AGEs-Bildung (160). Mortier et al. beschrieben, dass konventionelle
Dialyselosungen eine Akkumulation von AGEs und eine Hochregulierung des
AGE-Rezeptors RAGE in der peritonealen Membran hervorrufen und folgerten, dass das
Peritoneum bei Anwendung eines Doppelkammersystems besser erhalten bleibt (156, 157).
Bei Umstellung der PD auf niedrige GDP-Losungen trat eine Abnahme des
Imidazol-Serum-Spiegels ein. Es wird vermutet, dass es sich dabei nicht nur um einen
positiven lokalen Effekt handelt, sondern die AGE-Bildung auch systemisch beeinflusst
wird (169).
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Es lésst sich zusammentfassen, dass der kontinuierliche Einfluss des Dialysats wéhrend der
Peritonealdialyse, rezidivierende Peritonitiden und die urdmische Stoffwechsellage zu
morphologischen Verdanderungen der Peritonealmembran im Sinne einer submesothelialen
Fibrose, Angiogenese mit Zunahme der effektiven Gesamtoberfliche und Vaskulopathie mit
ansteigender Permeabilitit des Peritoneums fithren. GDPs und AGEs fordern diese
inflammatorischen, fibrotischen und angiogenetischen Effekte, welches zum
Kardinalproblem der Langzeitperitonealdialyse, dem Ultrafiltrationsversagen fiihrt (150).
Allerdings kann unter Verwendung des Doppelkammersystems eine AGE-Akkumulation

reduziert und ein erniedrigter AGE-Gehalt im Blut nachgewiesen werden (153).
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1.4. Zielsetzung und Fragestellung

Den nachfolgenden Fragen wurde im Rahmen dieser Arbeit nachgegangen:

1.

Bestehen Zusammenhénge zwischen der Ablagerung von AGEs von chronischen PD-

Patienten im Peritoneum und der Pentosidinkonzentration im Serum bzw. Effluat?

. Bestehen spezifische Zusammenhinge zwischen der Ablagerung von AGEs von

chronischen PD-Patienten im Peritoneum bzw. der Pentosidinkonzentration im Serum

bzw. Effluat mit der Peritonealdialysedauer?

. Bestehen spezifische Zusammenhinge zwischen der Ablagerung von AGEs von

chronischen PD-Patienten im Peritoneum bzw. der Pentosidinkonzentration im Serum

bzw. Effluat mit der Dialyse-Modalitét (CCPD und CAPD)?

. Bestehen spezifische Zusammenhinge zwischen der Ablagerung von AGEs von

chronischen PD-Patienten im Peritoneum bzw. der Pentosidinkonzentration im Serum

bzw. Effluat mit dem Alter der Patienten?

. Bestehen spezifische Zusammenhénge zwischen der Ablagerung von AGEs von

chronischen PD-Patienten im Peritoneum bzw. der Pentosidinkonzentration im Serum
bzw. Effluat mit Parametern der Fliissigkeitskinetik des erweiterten peritonealen

Equlibrationstests (PET)?

. Bestehen spezifische Zusammenhinge zwischen der Ablagerung von AGEs von

chronischen PD-Patienten im Peritoneum bzw. der Pentosidinkonzentration im Serum

bzw. Effluat mit Diabetes mellitus und arterieller Hypertonie?
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2. Patienten, Material und Methodik

2.1. Patienten

Frauen 36
Mainner 19
Alter (Jahre) 20 bis 67 (42,71 £ 11,13)
Diabetes mellitus 14
Hypertonie 48

Anlaf} der peritonealen Biopsie-Immunhistochemie

Katheterneuanlage 37
- Patienten mit PET 19
Katheterwechsel 14
- Patienten mit PET 6
Katheterexplantation nach NTX 4
- Patienten mit PET 4
Dialyse - Modalitit
CCPD n=41
- Patienten mit PET n=20
CAPD n=14
- Patienten mit PET n=7
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Peritonealdialysedauer:

2 —151 Monate (18,91 + 31,79)

Dialyselosung:

Einkammersystem

Dianeal 1,36%, 2,27% und 3,86 % n=28
Doppelkammersystem (GDP reduziert)

Physioneal 1,36% und 3,86% n=18
Stay safe 1,5%, 2,3% und 4,25% n=7
Gambrosol Trio 1,5%, 2,5% und 3,9% n=2
Polyglukose oder Aminosiuren

Extraneal, zusitzlich zu o.g. n=1
Nutrineal, zusétzlich zu o.g. n=3

Tabelle 3: Anthroprometrische-und klinische Daten
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Hiamolytisch urdmisches Syndrom n=3
Glumerulonephritis n=15
Diabetische Nephropathie n=10
Zystennieren n=>5
Rezidivierende Pyelonephritiden n=73
IgA-Nephropathie n=11
Hypertensive-oder vaskulidre Nephropathie n=3
Lupusnephritis bei SLE n=3
Nierenamylodidose n=2

Tabelle 4: Grunderkrankungen und Ursache des Nierenversagens

Aus dem Patientenkollektiv der nephrologischen Klinik der Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf erfolgte eine Auswahl von 55 Patienten , 36 weibliche und 19 méannliche
Probanden, bei denen peritoneale Biopsien immunhistochemisch auf submesotheliale,
interstitielle, endotheliale und perikapillire AGEs-Ablagerungen untersucht wurden. Die
Gewebeproben konnten entnommen werden, wenn die Indikation zur Katheterneuanlage,
Katheterwechsel oder Unterbrechung der PD aufgrund Katheterexplantation zur
Nierentransplantation (NTX) gegeben war. Die Biopsieentnahmen fanden im Bereich der
Katheterinsertionsstelle statt, wie in Kapitel 3.3.1. beschrieben. Zu diesem Zeitpunkt lag
weder eine lokale, wie z.B. eine Tunnelinfektion, noch eine systemische Entziindung bei

den Patienten vor.

Fiir die HPLC-Methode (High Performance Liquid Chromatography) standen 27 Serum-
und Dialysatproben, die im Rahmen von 27 erweiterten PETs (erweiterten peritonealen

Equlibrationstest) gewonnen wurden, zur Verfligung.
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Die Abnahme der Serum-und Dialysatproben fiir den erweiterten PET erfolgte in zeitlicher
Nihe (bis zu 12 Monate nach der Biopsieentnahme bei Patienten mit Katheterneuanlage
oder bis zu 12 Monate vor der Biopsieentnahme bei Patienten mit folgendem
Katheterwechsel oder Katheterentfernung nach NTX). Somit konnte bei diesen 27 Patienten
sowohl Daten zur Immunhistochemie, zum erweiterten PET, als auch zur

Pentosidinkonzentration erhoben werden.

Patienten mit Diabetes mellitus und arterieller Hypertonie wurden in diese Studie mit

einbezogen.

Alle Patienten wurden iiber die Gewebeentnahme und Laboruntersuchung aufgeklart und

gaben ihre schriftliche Einverstindniserkldrung.
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2.2. Gerateliste und Chemikalien

2.2.1. Geriteliste

Immunhistochemie

Objekttrager
Fettstift -Dako Pen Dako Cytomation Hamburg

IHC Inkubations-Feuchtkammer Werkstatt der Heinrich-Heine-Universitat
Diisseldorf

Mikroskop: Olympus Hamburg
Olympus BX 50

Mikroskopkamera: Olympus Hamburg
Zoom ¢ 3030

Kameraadapter: ADU Japan

Zoom c 3040

Objektive: Olympus Hamburg
10 x /0,25 Ph 1 (Plan)

40 x /0,75 Ph 2 (U Plan FI)

HPLC
HPLC-Anlage MerckHitachi Darmstadt
bestehend aus:

Gradientenpumpe L7100

Autosampler L7200

Fluoreszenzdetektor L7480

Computerinterface D7000

RP-18-Séule CliChroCART 250-4

Sdule Merck (LiChroCart 250-4) 5 pm

Vorsdulenkartusche (LiChroCart 4-4) 5 um
Saulenhalterung Manu-Cart 4
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Reatktionsgefille

Assistent 100 Reagenzglaser starkwandig,
No. 2775/0 50 x 6,5mm

Millipore Ultrafree MC 0,45 Filter Unit,
Cat. No. UFC 30HV00

Universal - Wiarmeschrank
Ultrazentrifuge L7-55

Vortex Typ REAX 2000

2.2.2. Chemikalien

Immunhistochemie

Proteinase K

PBS, Phosphatpuffer

Hydrogen Peroxid aus LSAB 2 Kit
Anti AGE Monoclonal Antibody
Mouse, Clone No. 6D12
Primérantikorper IgG

Maus, Immunglobulin, IgG

Code No. X0931

Negativkontrolle

Dako Antibody Diluent,
Antikorper-Verdiinnungslosung,
Code No. S3022

biotinylierten Linker, gelbe Tropfen
Sekundérantikdrper

Streptaviden HRP, rote Tropfen
DAB (3,3 'Diaminobenzidin)
gepuffertes Substrat

Hamalaun

Waters GmbH Pico Taq (USA)
Hecht, Sondheim

Millipore GmBH Schwalbach

Memmert GmbH + CoKG Schwabach

Beckman instruments GmbH Miinchen

Heidolph Kelheim

Dako Cytomation, Hamburg
Serrag-Wiessner, Naila, Deutschland
DAKO Cytomation, Hamburg

Trans genic. Inc., Japan

DAKO Cytomation, Hamburg

DAKO Cytomation, Hamburg

DAKO Cytomation, Hamburg

DAKO Cytomation, Hamburg

DAKO Cytomation, Hamburg

DAKO Cytomation, Hamburg
Mayer, Deutschland
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HPLC

10 N Salzsdure

5 N Natronlauge

PBS, Phosphatpuffer
Acetonitril,

Merck: 1.000.30.2500
Trichloressigsdure,

Fluka 91699
Pyridoxamin-Dihydrochlorid
Fluka 9380
Heptafluorobutyric acid solution purum

Fluka 49540

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Serrag-Wiessner, Naila, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Fluka, Schnelldorf, Deutschland

Fluka, Schnelldorf, Deutschland

Fluka, Schnelldorf, Deutschland

37



Patienten, Material und Methodik

2.3. Immunhistochemie von Peritonealgewebe

2.3.1. Anfertigung der Schnitte

Zur Herstellung von Peritonealgewebeschnitten wurde parietales Peritoneum operativ

entnommen.

Es wurden 10 Gewebestiicke von ca. 1 cm Grofe fiir jweils 24 Stunden in 3,7% Formalin
(Fixierungslosung ph 7,3) fixiert. Die in Parafin eingebetteten Gewebestiicke wurden
anschliefend in 5-7 um dicke Scheiben geschnitten und auf einen Objekttrager gebracht

und dann wie folgt behandelt.

2.3.2. Immunhistochemie (IHC)
Es wurden 10 Objekttrager pro Durchlauf bearbeitet mit jeweils einer Negativkontrolle

(9/1).

Die Prédparate wurden zu Beginn in Xylol deparaffiniert. AnschlieBend wurde zur
Entfernung tiberschiissiger Fliissigkeit und Xylol eine Alkoholreihe absteigender
Konzentration verwendet und im Anschlufl die Objekttriger in Aqua destillata (Ersatz fiir

Alkohol) gewissert.
Fiir alle Bader wurde jeweils 250 ml Fliissigkeit verwendet.
Verlauf:
Paraffinierte Gewebeschnitte in Xylolbad fiir 2 x 3 Minuten
Ethanol 100% 2 x 3 Minuten
Ethanol 96% 2 x 3 Minuten
Ethanol 80% 2 x 3 Minuten
Ethanol 70% 2 x 3 Minuten
Aqua destillata 2 x 3 Minuten

Nach 40 verarbeiteten Objekttragern mussten alle Bader (jeweils 250 ml) erneuert werden,

um eine Hintergrundfarbung durch enthaltende Mediumreste zu verringern.

Die Priparate wurden umrandet mit Dako-Pen Fettstift (DAKO), damit ein AbflieBen der

Losungen verhindert werden konnte.
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Die Diinnschnitte wurden zunéchst fiir 5 Minuten mit 150 pl einer gebrauchsfertigen
Proteinase K Losung (DAKO) behandelt, um die AGEs-Epitope zu demaskieren, da die
Formalinfixierung die Proteine des Praparates quervernetzt, was zu einer Maskierung der

gesuchten Epitope fithren kann.

Im Anschluf3 daran wurden die Diinnschnitte mit Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS)
gewaschen und dann fiir 5 Minuten mit 150 pl Hydrogen Peroxid (DAKO, LSAB-2-Kit
3%) je Prdparat bedeckt. Dies war bereits vor Beginn der Anfarbung mit
3,3'Diaminobendzidin (DAB, DAKO, LSAB 2 System) wichtig, um spéter nur das an
Streptavidin gebundene Enzym nachweisen zu konnen. Dadurch konnte die endogene

Peroxidase blockiert werden, die vorrangig in roten und weiflen Blutkdrperchen vorkommit.
Im weiteren Zwischenschritt wurde wieder mit PBS gewaschen.

Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten wurden die Objekttrager in eine mit PBS gefiillte

Kiivette gestellt, um eine Austrocknung zu verhindern.

Die Priparate wurden dann fiir 16 Stunden bei einer Temperatur von 4°C mit jeweils 150 ul
Primédrantikorper 1gG Antikorper (Maus, monoklonaler AK 0,25 mg/ml, von Trans genic.
Inc.) pro Priparat bedeckt. Der Primdrantikorper bindet mit seinem Fab-Fragment an das
gesuchte Antigen (AGEs), unter Bildung eines Inmunkomplexes (Primérantikdrper gegen

Antigen AGEs bilden Immunkomplex).

Die Konzentration der Antikorper (AK) wurde mit einem Antikorperverdiinnungsmedium
(DAKO Antibody Diluent DAKO, S3022) hintergrundreduzierend auf eine sich als giinstig
erwiesenen AK-Konzentration von 1 pg/ml verdiinnt, (da auch AK unspezifisch braun
farben = Hintergrundrauschen, nicht nur AGEs) um eine méglichst intensive
Differenzierung bei geringer Hintergrundfarbung zu erreichen. Eine Anfarbung eines
Préiparates, die nicht eine Antigen-Antikorper Bindung darstellt, wird als unspezifische

Hintergrundfarbung bezeichnet.

Um die Praparate vor dem Austrocknen zu schiitzen, wurden sie wiederum in eine feuchte

Kammer gestellt.

Die Objekttrager wurden nach 16 Stunden Inkubationszeit erneut in PBS gewaschen und
anschlieBend 10 Minuten mit einem Sekundarantikérper (DAKO, LSAB 2 System)
behandelt, der mit Biotin konjugiert (biotinylierten Linker) ist. Der Fab-Teil des

Sekundérantikorpers bindet an den Primarantikorper.
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Nach weiterer Waschung mit PBS wurde fiir 10 Minuten die Streptavidin HRP Lésung
(Horse radish peroxidase, DAKO, LSAB 2 System) aufgetragen. Streptavidin bindet an das
Biotin des Sekundarantikorpers. Die Praparate wurden erneut in PBS gewéssert und
schlieBlich fiir 10 Minuten in 150 ul DAB-L6sung (3,3 'Diaminobenzidin, DAKO, LSAB 2
System) belassen, deren Konzentration 1 Tropfen (20 pl) auf 1 ml gepuffertes Substrat
(DAKO, LSAB-2 System) betrug.

Mit DAB konnte das Enzym Peroxidase (und somit das gesuchte Antigen AGE) sichtbar
gemacht werden, indem ein braunes Reaktionsprodukt gebildet wurde. Die braune

Farbreaktion wurde durch Spiilung mit PBS gestoppt.
Die Gegenfirbung fand in Mayers-Hamatoxylin fiir 5 Minuten statt.

Héamatoxylin ist ein Inhaltsstoff des Blauholz. Er wird v.a. zur Anfarbung von Zell-und

Gewebestrukturen wie z.B. Zellkern, Mitochondrien, Elastin, Kollagen verwendet.
AnschlieBend wurden die Préparate in Aqua destillata fiir 5 Minuten gewéssert.

Die Schnittpréparate wurden zum Abschluss in ansteigender Alkoholreihe dehydriert,
3 Minuten in ein Xylolbad gegeben, mit Eukitt (Kindler GmbH & Co., Freiburg)

eingedeckt, anschlieBend mit einem Deckglas versehen und somit dauerhaft fixiert.

Bei jeder Farbung wurden Negativkontrollen mitgefiihrt. Der spezifische Primérantikorper
wurde dabei durch einen unspezifischen Antikorper der gleichen Klasse in gleicher
Konzentration von 1 pg/ml ersetzt. Ziel der Negativkontrolle war zu zeigen, das der

verwendete Primédrantikorper gegen AGEs mit seinem Fc-Teil nicht unspezifisch bindet.

A A A
NN NN FAVAN
SCHRITT 1 SCHRITT 2 SCHRITT 3

Abb. 12: Prinzip der Antikérperbindungen im DAKO LSAB-2 System®: blau = gesuchtes
Epitop, griin = Primirantikorper, gelb = biotinylierter Sekundirantikorper,
rot = Streptavidin HRP
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2.3.3. Auswertung

Unter dem Lichtmikroskop (Olympus-Mikroskop BX 50) wurde die immunhistochemische
Farbung im Submesothel, Endothel, im Bereich der Gefdlle und im tiefliegenden
Interstittum mit Hilfe von vorgefertigten und bewerteten Praparaten graduiert. Alle
Parameter wurden dreimal erhoben und ein Mittelwert gebildet, der dem Endwert

entsprach.

Es wurde in 4 Gruppen unterschieden: sieche Abb 14-17.
0: keine Farbung vorhanden

1: sehr schwache Anféarbbarkeit

2: schwache Anfarbbarkeit

3: starke Anfarbbarkeit

2.4. Klinische Untersuchung der peritonealen
Transporteigenschaften

2.4.1. Erweiterter Peritonealer Equilibrationstest

Da ein klassischer PET keine ausreichende Aussage iiber die Fliissigkeitskinetik liefert,
wird der erweiterte Dextran-PET mit 3,86%iger Glukoselosung unter Zugabe des
Makromolekiils Dextran 70, welches ca. 70 kD grof ist, in der Universitétsklinik
Diisseldorf angewendet. Das Glukosepolymer Dextran 70 fungiert als Volumenmarker. Es
unterliegt nur einem geringgradigen Metabolismus, da es nur iiber den lymphatischen Weg

aus dem Dailysat iiber das Peritoneum resorbiert wird.

Vor dem Test wurde die Bauchhdhle mit 2 Litern 1,36% Glukoseldsung gespiilt. Danach
wurde 2150 ml 3,86% ige Losung, einschlieBlich 300 g des Makromolekiihls Dextran 70
eingefiillt. Zum Ende der Einlaufzeit erfolgte die Entnahme von Serum (P)-und einer
Dialysatprobe (D), zur Bestimmung der Konzentration von Kreatinin, Harnstoft, Glukose,
Natrium und Dextran (im Dialysat). Dies entsprach dem Zeitpunkt Null (D/P0). Weitere
Beprobungen des Dialysats fanden nach 15, 60, 120 und 240 Minuten statt (DOmin;
D15min; D60min; D120min; D240min). Glukose wurde zu den Zeitpunkten DO und D240
bestimmt. Protein zum Zeitpunkt D240. Das Serum wurde nach vier Stunden ein zweites

Mal auf Kreatinin, Harnstoff, Glukose; Protein und Natrium analysiert (P240).
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Die Dialysat/Plasma Ratio wurde berechnet. Zum Abschluss der 4-stiindigen Verweilzeit
wurde die Bauchhdhle vollstindig entleert und ein zweiter Spiilzyklus mit einer 1,36%igen

Spiillésung fiir 10 Min. durchgefiihrt.

Durch die Konzentrationsbestimmung des Glukosepolymers Dextran 70 in den
Dialysatproben ldsst sich die lymphatische Absorptionsrate (LAR) und die transkapillédre
Ultrafiltration (TCUF) errechnen. Kommt es im Verlauf zum Abfall der
Dextrankonzentration in den Dialysatproben, so ist das intraperitoneale

Fliissigkeitsvolumen angestiegen.

Das Residualvolumen wird anhand der Dextrankonzentration aus dem letzten Spiilbeutel

bestimmt.

Nach 240 Minuten wird die effektive Ultrafiltration (EUF) berechnet, indem die LAR von
der TCUF subtrahiert wird. Desweiteren beinhaltet die TCUF den Aquaporin-1-
vermittelten freien peritonealen Wassertransport (UFUSP) und den Wassertransport iiber

die kleinen Poren (UFSP).

Der UFUSP kann tiber einen Umweg tliber das Sodium sieving unter Verwendung einer

3,86% igen Glukoselosung errechnet werden.

Abbildung 13 zeigt ein Beispiel eines erweiterten peritonealen Dextran-Equlibrationstests,

wie es in der Universititsklinik-Diisseldorf durchgefiihrt wird.
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24.1.1 Peritonealer Stofftransport

D/Pcreat%

Das Dialysat-zu Plasmaverhiltnis fiir Kreatinin (D/Pcreat%) wurde errechnet und im
Verhiéltnis zur Dialysatverweilzeit in einem Diagramm graphisch aufgetragen. Dabei wurde
die Dialysatkonzentration des intraperitonealen Solutes zu einer definierten Verweilzeit
zum Zeitpunkt t=0, 15, 60, 120 und 240 Minuten (DOmin; D15min; D60min; D120min;
D240min.) durch das arithmetische Mittel der Plasmakonzentration des Stoffes vor und
nach der Equilibration (PO und P240) dividiert. Es dient als Parameter fiir den Transport
kleinmolekularer Solute. Ein Anstieg ist ein Indikator fiir hohere Permiabilibét der

Peritonealmembran.

Dieses wird in der Abbildung 13 PET-Kreatinin dargestellt.

2.4.1.2 Formeln zur Berechnung der peritonealen Fliissigkeitskinetik
Residualvolumen

Fiir viele Berechnungen der peritonealen Transportkinetik diente das intraperitoneale
Volumen (IPV) als Basis. Dieses wurde fiir die Zeitpunkte t = 60 min., t = 120 min.
und t = 240 min. berechnet. Dazu wurde die Dextrankonzentration des Dialysates zum
Zeitpunkt t = 0 min. mit dem instillierten Volumen multipliziert und durch die

Dextrankonzentration zum Zeitpunkt t dividiert.

Unter Beriicksichtigung des Residualvolumens, welches die Ausgangskonzentration des
Dextrans nach beendeter Instillation absenkt (Verdiinnung), wurde die
Dextrankonzentration nach 15 Minuten als der korrektere Bezugswert fiir die weiteren
Berechnungen betrachtet. Das Residualvolumen errechnete sich aus dem Produkt von
Volumen-und Dextrankonzentration (Vs und Crs) des letzten Spiilbeutels, dividiert durch

die Dextrankonzentration der Testlosung (Cts) bei t = 240 min..

Vrs x Crs
RV[ml] = - - Formel 1
Cts
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Die intraperitoneale Volumenverdanderung ist auf die lymphatische Absorptionsrate (LAR)
und auf die transkapilldre Ultrafiltration (TCUF) zuriick zu fiihren.

Beide Parameter werden mit dem intraperitonealen Volumenmarker Dextran bestimmt.

Transkapillire Ultrafiltration

Die Konzentrationsdnderung des intraperitonealen Dextrans diente gleichermallen der
Berechnung der transkapilldren Ultrafiltration zu einem bestimmten Zeitpunkt (7CUF¥). Sie
wird beschrieben als die Anderung des IPV in Abwesenheit der Imphatischen Absorption
(168).

Der Quotient aus instillierter Dextranmenge C75 zum Zeitpunkt t = 15 min. und die

Dextrankonzentration (Cf) zum Zeitpunkt t wurde dazu vom Fiillvolumen Vi subtrahiert.

Cisx Vi
TCUFt [ml | = --------——-- - Vi Formel 2
Ct

Lymphatische Absorbtionsrate

Dextran wird liber den lymphatischen Weg riickresorbiert. Der Verlust an intraperitonealen
Dextran gibt Aufschluss iiber die lymphatische Absorptionsrate. Berechnungsgrundlage ist
die Abnahme der intraperitoneal applizierten Dextranmasse liber die Zeit. Die lymphatische

Absorptionsrate (LAR) ist durch folgende Formel definiert.

Di— Dt
LARt [ml/min] = -----------—-- Formel 3

Cgeom x t
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Der UFUSP kann tiber einen Umweg {liber das Sodium sieving unter Verwendung einer

3,86% igen Glukoseldsung nach 60 min. errechnet werden.

Di = instillierte Dextranmenge (bei t = 15 min.)

Dt = Dextranmenge zum Zeitpunkt t

Cgeom = geometrisches Mittel der Dextrankonzentration im Zeitraum to bis t
t =Zeit

Effektive Ultrafiltration

Aus dem Zusammenhang der traskapilldren Ultrafiltration und der lymphatischen
Absorbtionsrate ergibt sich die effektive Ultrafiltration (EUF). Diese wird durch
Subtraktion der beiden Parameter ermittelt. Durch das wihrend der Testphase

abgenommene Probenvolumen erfolgt eine Korrektur.

EUF [ml] = TCUF — LAR Formel 4

Sodium sieving

Es wird nach folgender Formel berechnet:

Sodium sieving [mM] = Na+DO0Omin — Na+D60min Formel 5

Na+Dt = Natrium im Dialysat

Anhand der La Milia-Methode (2002) wurde der Aquaporin 1 (AQP-1) vermittelte
Wassertransport nach folgenden Formeln berechnet. Zunidchst musste dafiir die

Ultrafiltration durch kleine Poren (small pores = UFSP) errechnet werden.
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Ultrafiltration durch kleine Poren (small pores)

UFSP60min [ml] = [NaR(mM) x 1000] / Na p Formel 6

UFSP60min = Ultrafiltration durch small pores t
NaR = Natriumremoval

Na p = Natrium im Plasma
AQP-1 vermittelter freier peritonealer Wassertransport (ultrasmall pores)

UFUSP60min [ml] = IPVol60min — Einlauf-UFSP Formel 7

UFUSP60min = Ultrafiltration durch ultrasmall pores t
IPVol60min = Intraperitonealvolumen t

Einlauf-UFSP = Dialysateinlaufvolumen
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2.5 Hochleistungs-Saulenfliissig-Chromatographie (HPLC)
HPLC ist die Abkiirzung fiir High Performance Liquid Chromatography.
Sie gehort zu den chromatographischen Trennverfahren.

Mittels der HPLC wurde der Pentosidingehalt in Serum und Dialysat bestimmt.

2.5.1 Probengewinnung und Aufbereitung
Es wurden die Proben aus der PET Serum (P0) und Dialysat (D240min) verwendet.

Der Pentosidinmessung lag die von Miyata et al. (1996) beschriebene HPLC-Methode
zugrunde.

Das Serum und das Dialysat wurden vorher jeweils aufgetaut, geschiittelt und fiir

3 Minuten bei 8000 Upm zentrifugiert.

Dann wurde folgendermalen vorgegangen:

2.5.1.1 Totalpentosidin

Totalpentosidin setzt sich aus proteingebundenen und freien Pentosidin zusammen.

1. Es wurden 50 ul Serum-bzw. Dialysat Probe (entspricht 4 mg Protein) mit
50 pl 32%ige Salzsdure (10 N HCL) in Assistent-Reagenzgldser gemischt und
anschlieflend fiir 3 Minuten bei 1000 Upm und 4°C zentrifugiert.

2. Die Waters-Reaktionsgefaflie wurden jeweils mit 100 ul Aqua destillata und
100 pl Salzsdure (10 n HCL) gefiillt. 10 Reagenzgldser wurden jeweils in ein

Reaktionsgefdl hineingestellt und verschlossen.

3. Mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe wurde eine N>-Atmosphire {iber dem Ansatz durch

dreimaliges Absaugen der Luft mit Ausgleich des Unterdrucks mit N2 erzeugt.

4. Die Proben wurden fiir 16 Stunden bei einer Temperatur von 110°C in den Wéarmeofen
(Universal-Wiarmeschrank, Memmert) gestellt. Durch Hydrolyse unter N2>-Bedingungen
wurde das Totalpentosidin im Serum/Dialysat in seine protein-bzw. peptidfreie Form

uberfiihrt.

5. Zur Neutralisierung des Hydrolysats wurden 100 pl Natronlauge (5 N NaOH) und
200 ul Phosphatpufter (pH 7,4) eingesetzt und geschiittelt.
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6. Die Reinigung des Ansatzes wurde mittels Millipore-Filter (0,45 pm Porengrof3e)

vorgenommen, unter Zentrifugation fiir 3 Min. bei 8000 Upm und Raumtemperatur von

20°C.

7. 200 pl Dialysatprobe wurden lyophillisiert (eingetrocknet) um den basischen pH und die
Fliissigkeit zu entfernen und abschlieBend mit PBS 1:5 verdiinnt. 50 ul Serumprobe
wurden lyophillisiert und in 500 pl 4uM Pyridoxaminlésung in Laufpuffer A

aufgenommen (1:10 verdiinnt). Das HPLC Injektionsvolumen der Proben war 50 pl.

2.5.1.2 Freies Pentosidin

1. Es wurden 50 pl Probe (Serum bzw. Dialysat) mit 150 pl Aqua destillata und 200 pl
10%ige Trichloressigsdure (TCA) in Assistent Reagenzgldsern geschiittelt, anschlieend
fiir 5 Minuten bei 8000 Upm unter Raumtemperatur (20°C) zentrifugiert.

2. Der Uberstand wurde in Millipore Filter (0,45 um) iiberfiihrt und zentrifugiert fiir
3 Minuten bei 80000 Upm und Raumtemperatur (20°C) Verdiinnungsfaktor 8.

3. Dialysat-Proben wurden nicht eingeddmpft (hydrolysiert) und nicht lyophillisiert.
50 pl Serum-Proben wurden lypholisiert und in 25 pl 4uM Pyridoxaminldsung in

Laufpuffer A aufgenommen (2:1 aufkonzentriert). Das HPLC Injektionsvolumen der

Proben war 50 pl.

2.5.2 Messung von Totalpentosidin — und freiem Pentosidin mittels
HPLC

In dieser Verdiinnung wurde der Pentosidin-Gehalt nach Gradiententrennung an einer
RP-18-Séule mittels HPLC (high performance liquid chromatography) unter
Fluoreszenzdetektion bestimmt (Wellenldngen: Excitation 335 nm; Emission 385 nm).
Zur Kalibrierung der HPLC-Methode stand eine Standardlosung mit definierten

Konzentrationen an synthetischem Pentosidin zur Verfligung.

Die HPLC-Anlage (Merck-Hitachi) bestand aus einer Gradientenpumpe (L7100),
Autosampler (L7200), Fouoreszenzdetektor (L7480) und Computerinterface (D7000).
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Laufmittel fiir die Messung des Pentosidingehaltes mit HFBA (Heptafluorobutyric acid):
Laufpuffer:
Losung A: 12% Acetonitril, 0,01 M HFBA (Heptafluorobutyric acid) in Aqua destillata

Losung B: 60% Acetonitril, 0,01 M HFBA (Heptafluorobutyric acid) in Aqua destillata

Das Zeitprogramm setzte sich aus der in Tabbelle 5 aufgefiihrten Gradienten zusammen.

Es wurde sowohl das Totalpentosidin bestimmt, dass sich aus proteingebundenen und freien
Pentosidin zusammensetzt, als auch das freie Pentosidin. Somit konnte der
proteingebundene Pentosidingehalt festgelegt werden. Der zu ermittelnde Pentosidingehalt
wurde in pmol/mg angegeben, bezogen auf die jeweilige Proteinmenge. Die Proteine

wurden mittels erweiterten PET bestimmt (D240min/P240)
Der Pentosidingehalt wurde wie folgt bestimmt:

Totalpentosidin [pmol/ml] — freies Pentosidin [pmol/ml] Formel 8

Proteinkonzentration [mg/ml]

2.5.2.1 Messung Pentosidin mit HFBA
Einstellungen fiir HPLC:

Floureszenzdetektor:

Attenuation:4

Gain: x100

Excitation Lambda: 335 nm

Emission Lambda: 385 nm
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Pumpe:

Flussrate: 1 ml/min

Pumpenprofil Pumpengrogramm

Zeit (min.) |% Losung B Step Min. %A
0 0 0 0 100
5 0 1 5 100
55 40 2 50 60
60 100 3 5 0
70 100 4 10 0
75 0 5 5 100
85 0 6 10 100

Tabelle 5: Zeitprogramm der HPLC mit Gradientenangabe mit Laufpuffer HFBA

Laufpuffer:
Losung A: 12% Acetonitril, 0,01 M HFBA (Heptafluorobutyric acid) in Aqua destillata
Losung B: 60% Acetonitril, 0,01 M HFBA (Heptafluorobutyric acid) in Aqua destillata

Stocklosung A: 0,1 M HFBA
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2.5.3 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Zur Berechnung der
Gruppenunterschiede wurde der Student-t-Test fiir verbundene Stichproben angewendet. Ein
a-Fehler von < 0,05 wurde als signifikant angenommen. Bei der Analyse von

Zusammenhingen wurde der Korrelationsfaktor nach Pearson bestimmt. Die Berechnungen

wurden mit dem Programm Open office® (Calc) vorgenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Immunhistochemie an Peritonealgewebeschnitten
Die Einteilung der AGE-Formation (n = 55) an Submesothel, Endothel, im Bereich der
GefaBe und im tief liegenden Interstitium erfolgte in 4 Graden (Grad 0-3). Grad 0 wurde
vergeben, wenn keine Braunfarbung sichtbar war, Grad 1 wenn eine sehr schwache, Grad 2

wenn eine schwache und Grad 3 wenn eine starke Braunférbung sichtbar war. Die

folgenden Abbildungen 14-17 zeigt Beispiele flir das AGEs-Grading bei 500 facher

Vergroferung.

Abb. 14: Anfirbungsgrad 0-3 Endothel der Gefiifle im Peritoneum, 500 fache Vergroflerung
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Abb. 15: Anfirbungsgrad 0-3 um die Gefifle im Peritoneum, 500 fache Vergrofierung

Abb. 16: Anfirbungsgrad 0-3 Submesothel im Peritoneum, 500 fache Vergréfierung
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Abb. 17: Anfiarbungsgrad 0-3 im tief liegendem Interstitium im Peritoneum, 500 fache Vergrofierung

3.1.1 Advanced Glycation End Products im Peritoneum

Das Submesothel zeigte bei 49 Patienten eine Anfarbung. Hier bewegte sich der
Anfarbungsgrad von 1 bis 3. Im tief liegenden Interstitium, im Endothel und im Bereich
der Gefille konnte eine Anfarbung bei 45 Patienten ermittelt werden. Hier zeigte sich

ebenfalls eine Anfarbung von Grad 1 bis 3.

Die mittlere Stirke der AGE-Anfarbung aller 55 Patienten betrug im
Submesothel 1,2 + 0,65, im Endothel 1,13 + 0,84, im Bereich der Gefifle 1,02 + 0,68 und

in der Tiefe des Interstitiums 1,0 + 0,69.

Der Mittelwert der Anfarbung aus Submesothel, Endothel, Interstitium und um die Gefalle
(AGEs Gesamt) war 1,09 + 0,68 (Tab. 6).

55



Ergebnisse

AGE . Submesothel | Endothel Um die GefaBe | Interstitium | Gesamt
Formation
Grad 1,2+ 0,65 1,13+ 0,84 1,02 + 0,68 1,0+0,69 | 1,09 +0,68

Tabelle 6: AGE-Formation bei allen 55 Peritonealgewebeproben in der peritonealen Membran

Bei den Peritonealgewebeproben der 27 Patienten, die fiir den erweiterten PET und die
Messung der Pentosidinkonzentration mittels HPLC zur Verfiigung standen, konnte bei
22 Patienten eine Anfarbung im Submesothel nachgewiesen werden. 20 Gewebeproben
wiesen eine Anfarbung im tief liegenden Interstitium, im Endothel und im Bereich der

Gefalie auf.

Fiir die Peritonealgewebeschnitte (n = 27) ergab sich ein Mittelwert der AGE-Anfarbung im
Submesothel von 1,1 + 0,75, im Endothel von 0,95 + 0,83, um die Gefil3e von 0,89+ 0,64,

im tief liegenden Interstitium von 0,89 + 0,64.

Der mittlere Anfarbungsgrad aus allen vier Anteilen ergab 0,97 + 0,68 (Tab. 7).

AGE . Submesothel | Endothel Um die GefaBBe | Interstitium | Gesamt
Formation
Grad 1,1 +0,75 0,94 + 0,83 0,89 + 0,64 0,89+0,64 | 0,97 + 0,68

Tabelle 7: AGE-Formation in der peritonealen Membran, bei 27 Patienten die fiir den erweiterten PET
zur Verfiigung standen

3.1.2 Pentosidinkonzentrationen im Serum und Effluat
Bei 27 Patienten ergab sich eine mittlere Pentosidinkonzentrationen im Serum von

82,09 + 58,48 pmol/mg und eine mittlere Pentosidinkonzentration im Effluat von

43,51 + 50,15 pmol/mg.

Die Pentosidinkonzentration im Serum zum Zeitpunkt O war damit doppelt so hoch wie im

Effluat wéhrend des erweiterten PETs zum Zeitpunkt 240min. (n=27).

Im Effluat konnte bei 7 Patienten kein Pentosidin nachgewiesen werden. Hiervon erhielten

4 Patienten eine Katheterneuanlage und 3 Patienten einen Katheterwechsel.
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3.1.3 Advanced Glycation End Products im Peritoneum in Beziehung
zur Pentosidinkonzentration im Serum

In der unten abgebildeten Grafik (Abb. 18) wurde die Pentosidinkonzentration im Serum
(pmol/mg) zum Zeitpunkt 0 in Abhédngikeit von dem Grad der AGEs-Ablagerungen im
Peritoneum im Durchschnitt der vier untersuchten Gewebe dargestellt. Es war kein

Zusammenhang zu erkennen (n = 27).
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Abb 18: Korrelation zwischen AGEs im Peritoneum und der Pentosidinkonzentration im
Serum (pmol/mg)
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Ebenso bestand keine Korrelation (Tab. 8) zwischen dem Grad der AGEs-Ablagerung in
Submesothel, Interstitium, Endothel, und um die Gefille und der Pentosidinkonzentration

im Serum (pmol/mg) wéhrend des erweiterten PETs zum Zeitpunkt 0 (n=27).

AGEs / ) Submesothel | Interstitium Endothel um die Gefilie
Pentosidin Serum
r= -0,11 -0,25 -0,31 -0,25

Tabelle 8: Korrelation zwischen IHC AGEs in Submesothel, Interstitium, Endothel, um die Gefifle
und der Pentosidinkonzentration im Serum (pmol/mg) wiihrend des erweiterten PETs zum
Zeitpunkt 0.

Der Gruppe der Patienten mit AGEs-Ablagerung < 1 (n = 19) wurde eine Patientengruppe
mit AGEs-Ablagerung > 1 (n = 8) hinsichtlich der Pentosidinkonzentration im Serum
gegeniibergestellt (Abb. 19). Es bestand zwischen den beiden Gruppen kein Unterschied,
p=041.
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Abb. 19: Gruppenvergleich zwischen AGEs <1 (n=19)) sowie >1 (n =8) und der
im Serum gemessenen Pentosidinkonzentration (pmol/mg)
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3.1.4 Advanced Glycation End Products im Peritoneum in Bezichung
zur Pentosidinkonzentration im Effluat

Die folgende Grafik (Abb. 20) zeigte die Pentosidinkonzentration im Effluat (pmol/mg)

wiéhrend des erweiterten PETs zum Zeitpunkt 240min. in Abhéngigkeit von dem

durchschnittlichen Grad der AGE-Ablagerung im Peritoneum (n = 27). Es bestand keine

Korrlation zwischen den beiden Grofen.
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Abb. 20: Korrelation zwischen AGEs im Peritoneum und der Pentosidinkonzentration
im Effluat (pmol/mg)
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Ebenso bestand keine Korrelation (Tab. 9) zwischen AGE-Ablagerung in Submesothel,
Interstitium, Endothel, um die Gefdlle und Pentosidinkonzentration im Effluat (pmol/mg)

wiéhrend des erweiterten PETs zum Zeitpunkt 240min. (n = 27).

AGEs / - ‘ ‘
Pentosidin Effluat Submesothel | Interstitium Endothel um die GefiBe
- -0,04 -0,19 -0,08 0,19

Tabelle 9: Korrelation zwischen IHC AGEs-Ablagerung in Submesothel, Interstitium, Endothel, um
die Gefiifle und der Pentosidinkonzentration im Effluat (pmol/mg) wiihrend des erweiterten
PETs zum Zeitpunkt 240min.

Der Gruppe der Patienten mit AGEs-Ablagerung <1 (n=19) wurde eine Patientengruppe
mit AGEs Ablagerung > 1 (n = 8) hinsichtlich der Pentosidinkonzentration im Effluat
gegeniibergestellt (Abb.21). Es zeigte sich zwischen den beiden Gruppen keine Signifikanz,
p=0,98
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Abb. 21: Gruppenvergleich zwischen AGEs <1 (n=19)) sowie >1 (n =8) und der
im Effluat gemessenen Pentosidinkonzentration (pmol/mg)
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3.2 Advanced Glycation End Products und Pentosidine in

Beziehung zur PD-Dauer, Dialyse-Modalitat und Alter der
Patienten

3.2.1 Advanced Glycation End Products im Peritoneum in Beziehung

zur PD-Dauer

Die nachfolgende Grafik (Abb. 22) zeigte die fehlende Korrelation zwischen der

Peritonealdialysedauer (2 bis 151 Monate) und Ablagerung von AGEs (Gesamt) im

Peritoneum (n = 55).
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Abb. 22: Korrelation zwischen Peritonealdialysedauer und AGEs (Gesamt)
im Peritoneum

61



Ergebnisse

Im Gruppenvergleich der Peritonealdialysedauer <4 Monate (n = 35) zeigten sich tendenziell
geringere AGEs-Ablagerung im Peritoneum als bei der Patientengruppe mit einer

Peritonealdialysedauer > 4 Monate (n =20), p= 0,18 (Abb. 23). Das Signifikanzniveau wurde

aber nicht erreicht.
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Abb. 23: Vergleich zwischen der Gruppe mit einer Behandlungsdauer <4 Monate und der
Gruppe mit einer Behandlungsdauer > 4 Monate in Bezug auf
AGEs (Gesamt) im Peritoneum
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3.2.2 Pentosidine im Serum und Effluat in Beziehung zur PD-Dauer
Die folgende Abbildung (Abb. 24) zeigte eine Korrelation zwischen der PD-Dauer in

Monaten und der Pentosidinkonzentration im Serum (pmol/mg), r = 0,51 (n = 27).
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Abb. 24: Korrelation zwischen Peritonealdialysedauer und der Pentosidinkonzentration
im Serum (pmol/mg)
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Der Gruppe mit einer Peritonealdialysedauer < 4 Monate (n = 17) wurde eine
Patientengruppe mit einer Peritonealdialysedauer > 4 Monate (n = 10) gegeniibergestellt
(Abb. 25). Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden verglichenen

Gruppen hinsichtlich der Pentosidinkonzentration im Serum , p = 0,01.
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Abb. 25: Vergleich zwischen der Gruppe mit einer Behandlungsdauer < 4 Monate und der
Gruppe mit einer Behandlungsdauer > 4 Monate in Bezug auf die
Pentosidinkonzentration im Serum (pmol/mg)
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Eine fehlende Korrelation (Abb. 26) lag vor zwischen der PD-Dauer in Monaten und der
Pentosidinkonzentration im Effluat (pmol/mg), r = - 0,25 (n = 27).
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Abb. 26: Korrelation zwischen Peritonealdialysedauer und der Pentosidinkonzentration
im Effluat (pmol/mg)
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Der Gruppe mit einer Peritonealdialysedauer <4 Monate (n = 17) wurde eine
Patientengruppe mit einer Peritonealdialysedauer > 4 Monate (n = 10) gegentiibergestellt
(Abb. 27). Es zeigte sich keine Signifikanz zwischen den beiden Gruppen hinsichtlich der

Pentosidinkonzentration im Effluat, p =0,1.
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Abb. 27: Vergleich zwischen der Gruppe mit einer Behandlungsdauer < 4 Monate und der
Gruppe mit einer Behandlungsdauer > 4 Monate in Bezug auf die
Pentosidinkonzentration im Effluat (pmol/mg)
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3.2.3 Advanced Glycation End Products im Peritoneum in Bezichung
zur Dialyse-Modalitit CAPD und CCPD

Der Patientengruppe mit der Dialyseart CAPD (n = 14) wurde eine Patientengruppe mit der
Dialyseart CCPD (n = 41) gegeniibergestellt (Tab. 10). Es zeigte sich zwischen den beiden
verglichenen Gruppen keine Signifikanz hinsichtlich AGE-Ablagerung (Gesamt) im

Peritoneum, p = 0,66.

CAPD (n=14) CCPD (n=41)
AGESs Peritoneum (Gesamt) | 1,04 + 0,65 1,13+ 0,74
p=0,66

Tabelle 10: Vergleich zwischen Diaylsemodalitit und AGE-Ablagerung im Peritoneum

3.2.4 Pentosidine im Serum und Effluat in Beziehung zur
Dialyse-Modalitit CAPD und CCPD

Pentosidinkonzentrationen in Serum und Effluat (n = 27) wurden hinsichtlich der

Dialysemodalitit verglichen. 20 Patienten fithrten CCPD und 7 Patienten CAPD durch.

Es zeigte sich zwischen CAPD und CCPD hinsichtlich der Pentosidinkonzentration im
Serum keine Signifikanz, p = 0,85 (Tab. 11).

Ebenso ergab sich keine Signifikanz hinsichtlich der Pentosidinkonzentration im Effluat,

p=0,8 (Tab. 12).

CAPD (n=7) CCPD (n = 20)
Pentosidin Serum 78,79 + 51,09 83,25 + 62,05
(pmol/mg)
p=0,85

Tabelle 11: Vergleich zwischen Dialysemodalitit und Pentosidinkonzentration im Serum
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CAPD (n=7) CCPD (n=20)
Pentosidin Effluat 4942+ 76.9 41,44 +39.4
(pmol/mg)
p=0,8

Tabelle 12: Vergleich zwischen Dialysemodalitit und Pentosidinkonzentration im Effluat

3.2.5 Advanced Glycation End Products im Peritoneum in Beziehung
zum Alter der Patienten

Die folgende Grafik (Abb. 28) zeigt die fehlende Korrelation zwischen dem Alter der
Patienten (n = 55) und AGE-Ablagerung im Peritoneum, r = 0,07.
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Abb. 28: Korrelation zwischen dem Alter der Patienten und AGEs im Peritoneum (Gesamt)
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Der Patientengruppe im Alter von < 40 Jahre (n = 21) wurde eine Patientengruppe im Alter
von > 40 Jahre (n =34) gegeniibergestellt (Abb. 29). Es zeigte sich bei einem p = 0,86 keine
Signifikanz hinsichtlich der peritonealen AGE-Ablagerung.
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Abb. 29: Vergleich zwischen der Gruppe mit dem Alter der Patienten <40 Jahre und der
Gruppe mit dem Alter der Patienten > 40 Jahre in in Bezug auf die AGEs im
Peritoneum (Gesamt)
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3.2.6 Pentosidine im Serum und Effluat in Beziehung zum Alter der

Patienten

Die folgenden Abbildungen (Abb. 30) zeigten die fehlende Korrelation zwischen dem Alter

der Patienten (n = 27) und der Pentosidinkonzentration im Serum (pmol/mg), r = 0 sowie

der Pentosidinkonzentration im Effluat (pmol/mg), r = 0,21.
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Abb. 30: Korrelation zwischen dem Alter der Patienten in Jahren und der

Pentosidinkonzentration im Serum (pmol/mg) und der Pentosidinkonzentration

im Effluat (pmol/mg)
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Der jlingeren Patientengruppe mit dem Alter < 40 Jahre (n = 8) wurde die éltere
Patientengruppe mit dem Alter > 40 Jahre (n = 19) gegeniibergestellt (Abb. 31). Es zeigte
sich hier bei einem p = 0,84 keine Signifikanz in den Gruppenunterschieden hinsichtlich

der Pentosidinkonzentration im Serum.

Im Gruppenvergleich der Patienten mit dem Alter < 40 Jahre (n = 8) zeigten sich
tendenziell niedrigere Pentosidinwerte im Effluat im Vergleich zur Patientengruppe mit

dem Alter > 40 Jahre (n = 19) (Abb. 31). Das Signifikanzniveau wurde aber nicht erreicht,
p=0,35.

p = 0,84 p=0,35

> o)

g 1o g 1o
g 120 g 120
£ 100 £ 100
€ &0 S 80
[y =

» 60 w60
C C

Zg 40 S 40
o [e]

*GC-J' 20 g 20
o 9 oo

<40 Jahre 2 40 Jahre <40 Jahre 2 40 Jahre
Alter in Jahren Alter in Jahren

Abb. 31: Vergleich zwischen der Gruppe mit dem Alter der Patienten <40 Jahre und der
Gruppe mit dem Alter der Patienten > 40 Jahre in Bezug auf die
Pentosidinkonzentration im Serum bzw. im Effluat (pmol/mg)
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3.3 Advanced Glycation End Products und Pentosidine in
Beziehung zu den klinischen Parametern des erweiterten
peritonealen Equlibrationstests (PET)

3.3.1 Ergebnisse des erweiterten peritonealen Equlibrationstests

Bei den 27 Patienten, die fiir den erweiterten peritonealen Equilibrationstest zur Verfiigung
standen, ergaben sich folgende Ergebnisse hinsichtlich der peritonealen
Transporteigenschaften (Tab. 13).

Patienten PET
(n=27)

D/Pcreat% 71,22 + 9,65

TCUF240min (ml) 1498,04 + 502,73

LAR240min (ml/min.) | 858,77 + 447,10

EUF240min (ml) 575,63 + 230,49

UFUSP60min (ml) 190,41 £+ 93,19

UFSP60min (ml) 626,22 + 363,29

Tabelle 13: Fliissigkeitskinetik und D/P Ratio Kreatinin im Rahmen des erweiterten PETs

72



Ergebnisse

3.3.2 Advanced Glycation End Products in Bezichung zu den klinischen
Parametern des erweiterten PETs

Die folgende Tabelle 14 zeigt die Korrelation zwischen AGEs Gesamt, AGEs im
Submesothel, Interstitium, Endothel und um die Gefédle in Beziehung zu den klinischen

Parametern des erweiterten peritonealen Equlibrationstests (n = 27).

Es bestanden kein Zusammenhinge zwischen AGEs-Ablagerungen und den Parametern des

peritonealen Fliissigkeitstransportes.

AGEs Sub- Interstitium | Endothel Um die
Gesamt mesothel Gefalle
(n=27) (n=27) (n=27) (n=27) (n=27)
D/Pcreat% r=-0,02 r= 0,09 r=-0,05 r=-0,08 r= -0,05
TCUF240min | _ |3 r= 0,01 r= 0,18 r= 0,12 r= 0,18
(ml)
LAR2OmIn 504 1= 004  |r=010 |r= 0 r= 0,1
(ml/min.)
EUF240min | _ 5 r= 012 r= 019 r= 026 r= 019
(ml)
UFUSP6omin | . 1 r= 0,01 r= 0,03 =001 |r= 003
(ml)
UESPeOmin | _ | r= 0,01 r= 0,13 r= 0,11 r= 0,13
(ml)

Tabelle 14: Korrelation zwischen AGEs im Peritoneum und den Parametern des peritonealen
Fliissigkeitstransportes
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Im Gruppenvergleich wurde der Patientengruppe mit AGE-Ablagerung > 1 (n = 8) eine

Patientengruppe mit AGE-Ablagerung < 1 (n = 19) gegeniibergestellt (Tab.15). Zwischen

den beiden Gruppen zeigte sich keine Signifikanz hinsichtlich der Parameter des

peritonealen Fliissigkeitstransportes.

D/Pcreat% | TCUF240min | LAR240min | EUF240min | UFUSP60min | UFSP60
(ml) (ml/min.) (ml) (ml) min(ml)

AGEs>1 |70,63 1405,25 690,38 671 170,63 566
(n=28) +10,25 + 349,89 +337,29 +215,47 +51,48 + 184,17
1,75+ 0,44
AGEs<1 |71,47 1537,11 929,68 535,47 198,74 651,58
n=19) |+£9,66 + 558,58 +476,02 + 230,08 + 106,14 +418,52
0,64 + 0,46

p= 0,84 p= 047 p= 0,16 p= 0,17 p= 0,36 p= 047

Tabelle 15: Gruppenvergleich zwischen AGEs im Peritoneum > 1 (n =8) und <1 (n =19) und den

Parametern des peritonealen Fliissigkeitstransportes
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3.3.3 Pentosidine im Serum und Effluat in Beziehung zu den klinischen
Parametern des erweiterten PETs

Die folgende Tabelle 16 zeigt die Korrelation zwischen der Pentosidinkonzentration im

Serum bzw. Effluat und den klinischen Parametern des erweiterten peritonealen

Equilibrationstests (n =27).

Der Zusammenhang der miteinander verglichenen Parameter war nicht signifikant. Es

bestand keine Abhingigkeit zwischen Pentosidinen und den Parametern des peritoenalen

Fliissigkeitstransportes.

Pentosidine Serum Pentosidine Effluat

(pmol/mg) (pmol/mg)
D/Pcreat% r= 0,05 r=-0,28
TCUF240min (ml) r=-0,04 r= 0,17
LAR240min (ml/min.) r=-0,02 r= 0,14
EUF240min (ml) =-0,06 r= 0,07
UFUSP60min (ml) r=-0,01 r= 0,03
UFSP60min (ml) r=-0,21 r=-0,05

Tabelle 16: Korrelation zwischen der Pentosidinkonzentration im Serum bzw. Effluat und den
Parametern des peritonealen Fliissikeitstransportes
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Der Gruppe mit Pentosidinkonzentrationen im Serum < 80 pmol/mg (n = 15) wurde eine

Patientengruppe mit Pentosidinkonzentrationen im Serum > 80 pmol/mg (n = 12)

gegeniibergestellt (Tab. 17). Zwischen den beiden Gruppen zeigte sich keine Signifikanz

hinsichtlich der Parameter des peritonealen Fliissigkeitstransportes.

D/Pcreat% | TCUF240min | LAR240min | EUF240min | UFUSP60min | UFSP60
(ml) (ml/min.) (ml) (ml) min (ml)

Pentosidin
Serum < 80 | 70,53 1490,73 839.6 592,67 183,20 694,07
pmol/mg |+ 9,51 +418,7 +433,06 +251,05 + 89,37 +450,54
(n=15)
40,32 +
13,51
Pentosidin
Serum > 80 | 72,08 1507,17 882,75 554,33 199,42 541,42
pmol/mg |+ 10,18 + 611,62 +482,36 +210,88 + 101 + 198,71
(n=12)
134,31 +
49,97

p=0,69 |p= 094 p= 0,81 p= 0,67 p= 0,67 p= 0,25

Tabelle 17: Gruppenvergleich zwischen der Pentosidinkonzentration im Serum (pmol/mg) < 80

(n=15) und > 80 (n = 12) und den Parametern des peritonealen Fliissikeitstransportes
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Der Gruppe mit Pentosidinkonzentrationen im Effluat < 80 pmol/mg (n = 23) wurde eine
Patientengruppe mit Pentosidinkonzentrationen im Effluat > 80 pmol/mg (n = 4)
gegeniibergestellt (Tab. 18). Zwischen den beiden Gruppen bestand ebenfalls kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Parameter des peritonealen

Fliissigkeitstransportes.

D/Pcreat% | TCUF240min | LAR240min | EUF240min | UFUSP60min | UFSP60
(ml) (ml/min.) (ml) (ml) min (ml)

Pentosidin
Effluat <80 72,65 1416,3 790,78 569,91 186,39 610,57
pmol/mg |+ 9,28 +431,36 + 399,61 +242,56 + 100,22 + 379,89
(n=23)
26,58 +
25,78
Pentosidin
Effluat > 80 63 1968 1249,75 608,5 213.,5 716,25
pmol/mg |+ 8,37 + 692,93 + 567,61 +165,2 + 27,67 + 269,83
(n=4)
140,86 +
45,69

p= 0,1 p= 0,21 p= 0.2 p= 0,71 p= 0,29 p= 0,53

Tabelle 18: Gruppenvergleich zwischen der Pentosidinkonzentration im Effluat (pmol/mg) < 80
(n =23) und > 80 (n = 4) und den Parametern des peritonealen Fliissikeitstransportes

Im Gruppenvergleich der Patienten mit einer Pentosidinkonzentration im Effluat < 80
pmol/mg (n = 23) zeigten sich tendenziell niedrigere Werte der LAR (lymphatischen
Absorptionsrate), als bei der Patientengruppe mit einer Pentosidinkonzentration im
Effluat > 80 pmol/mg (n = 4) und der LAR (Tab. 18). Ein Signifikanzniveau wurde aber

nicht erreicht.
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3.4 Advanced Glycation End Products und Pentosidine in
Beziehung zu Diabetes mellitus und arterieller Hypertonie

3.4.1 Advanced Glycation End Products in Beziechung zu Diabetes
mellitus und arterieller Hypertonie

Es wurden Patientengruppen mit und ohne Diabetes mellitus sowie mit und ohne arterieller
Hypertonie hinsichtlich des Auftretens von AGE-Ablagerung im Peritoneum (n = 55)

analysiert.

Die Patientengruppen mit und ohne Diabetes mellitus unterschieden sich nicht signifikant,

p=0,61 (Tab. 19).

Die Patientengruppe mit und ohne arteriller Hypertonie unterschieden sich ebenfalls nicht

hinsichtlich der AGE-Ablagerungen im Peritoneum, p = 0,72 (Tab. 20).

Diabetes mellitus Kein Diabetes mellitus
(n=14) (n=41)
AGEs Peritoneum (Gesamt) |1+ 0,77 1,12+0,7
p=0,61

Tabelle 19: Gruppenvergleich zwischen Patienten mit (n = 14) und ohne Diabetes mellitus (n =41)
hinsichtlich der AGE-Ablagerung im Peritoneum

Arterielle Hypertonie Keine arterielle Hypertonie
(n=48) (n=7)
AGE:s Peritoneum (Gesamt) | 1,12 + 0,71 1+0,8
p=0,72

Tabelle 20: Gruppenvergleich zwischen Patienten mit (n = 48) und ohne arterieller Hypertonie (n =7)
hinsichtlich der AGE-Ablagerung im Peritoneum
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3.4.2 Pentosidine in Serum und Effluat in Beziehung zu Diabetes
mellitus und arterieller Hypertonie

Es wurden Patientengruppen mit und ohne Diabetes mellitus sowie mit und ohne arterieller
Hypertonie hinsichtlich des Vorhandenseins von Pentosidinen in Serum und Effluat (n = 27)

analysiert.

Die Patientengruppe mit und ohne Diabetes mellitus zeigten keine Signifikanz hinsichtlich

der Pentosidinkonzentration im Serum, p = 0,12 (Tab. 21).

Die Patientengruppen mit und ohne Diabetes mellitus unterschieden sich ebenfalls nicht

hinsichtlich der Pentosidinkonzentration im Effluat, p = 0,73 (Tab. 21).

Diabetes mellitus Kein Diabetes mellitus
(n=7) (n=20)
Pentosidin Serum (pmol/mg) | 55,02 + 34,38 91,57 + 62,79
p=0,12
Pentosidin Effluat (pmol/mg)|43,12 + 37,38 43,64 + 54,78
p=0,73

Tabelle 21: Gruppenvergleich zwischen Patienten mit (n = 7) und ohne Diabetes mellitus (n=20)
hinsichtlich der Pentosidinkonzentration in Serum und Effluat (pmol/mg)

Die Patienten mit und ohne arterieller Hypertonie zeigten keine Signifikanz hinsichtlich der

Pentosidinkonzentration im Serum, p = 0,96 (Tab. 22).

Die Patientengruppe mit und ohne arteriller Hypertonie unterschieden sich ebenfalls nicht

hinsichtlich der Pentosidinkonzentration im Effluat, p = 0,69 (Tab. 22).

Arterielle Hypertonie Keine arterielle Hypertonie
(n=23) (n=4)
Pentosidin Serum (pmol/mg) [81,74 + 56,67 84,11 +78
p=0,96
Pentosidin Effluat (pmol/mg) 44,57 + 53,52 37,41 427,17
p=0,69

Tabelle 22: Gruppenvergleich zwischen Patienten mit (n = 23) und ohne arterieller Hypertonie (n=4)
hinsichtlich der Pentosidinkonzentration in Serum und Effluat (pmol/mg)
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4. Diskussion

Der Erfolg einer Peritonealdialyse resultiert aus der Funktionsfahigkeit der
Peritonealmembran (103). Ablagerung von AGEs im Peritoneum fordern inflammatorische,
fibrotische und angiogenetische Effekte welche zum Kardinalproblem der
Langzeitperitonealdialyse, dem Ultrafiltrationsversagen fithren (150), das mit einer
Priavalenz von 50% nach 6 Jahren eintritt (102). Eine vermehrte Bildung von AGEs wird
begiinstigt durch Anwendung der konventionellen Dialyselosung mit kontinuierlich hohen
Glukose-und GDP-Konzentrationen. Diese sind nach 2 bzw. 8 Stunden nicht mehr im
Effluat enthalten, was erklért, das sie systemisch resorbiert werden und im Peritoneum
akkumulieren (126). Der regelméfBigen Kontakt der Dialyseldsung mit der
Periotonealmembran, die hohe Osmolaritét, der niedrige pH und die hohe
Glukosekonzentration fithren zu histomorphologischen Verdnderungen des Peritoneums
(105, 106). Zum anderen werden AGEs tiber die Niere ausgeschieden. Eine Abnahme der
Nierenfunktion flihrt ebenfalls zu erhohten Serumwerten (64).

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir zum einen immunhistochemisch die
submesotheliale, endotheliale, perikapilldre und interstitielle AGEs-Formation an
Peritonealgewebeproben. Zum anderen wurden Pentosidine in Serum und Effluat mittels

der HPLC-Methode ermittelt.

Diese Ergebnisse wurden in Zusammenhang gebracht mit der Dauer der
Dialysebehandlung, der Dialysemodalitdt, dem Alter und bestimmten Komorbiditdten der
Patienten und den Parametern des erweiterten PETs und damit der Fliissigkeitskinetik von

PD-Patienten.
Immunhistochemie und HPLC

Die Advanced Glycation Endproducts konnten in unserer Arbeit in sémtlichen peritonealen
Kompartimenten nachgewiesen werden. Von 55 Patienten zeigte das Submesothel bei

49 Patienten eine Anfarbung. Im tief liegenden Interstitium, im Endothel und im Bereich
der GefdBe konnte eine Anférbung bei 45 Patienten ermittelt werden. Der Anfarbungsgrad

bewegte sich von 1 bis 3.
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Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei den Peritonealgewebeproben der 27 Patienten, die fiir
den erweiterten PET und die Messung der Pentosidine mittels HPLC zur Verfiigung
standen. 22 Peritonealschnitte zeigten eine Anfarbung im Submesothel, wihrend

20 Gewebeproben Braunungsreaktionen im tief liegenden Interstitium, im Endothel und im
Bereich der Gefédlle ermittelt werden konnten. Die stirkste Anfarbung zeigte sich im
Submesothel, gefolgt vom Endothel der Gefdle, um die Gefdle und schlieBlich dem

Interstitium.

In zahlreichen Untersuchungen konnte bereits nach 3 Monaten unter Anwendung der
Peritonealdialyse AGEs im Mesothel, submesothelialen Stroma und in der GefaBwand der
Patienten nachgewiesen werden (127, 136, 146-148). Die beobachtete Akkumulation
spricht fiir AGEs-Ablagerung im Bereich der hochsten Glukosebelastung, vor allem im
Submesothel, welches der Mesotheloberfliche unmittelbar anliegt, und dem Endothel in der
GefiBwand. Eine Studie von Nakayama beschreibt eine Ubereinstimmung zwischen
Peritoneum, welches stark dem Dialysat und somit der Glukose ausgesetzt ist und
AGEs-Ablagerung in der GefaBwand (127). Witowski et al. beobachteten die akute
Wirkung von GDP und verschiedenen sterilen glukosehaltigen PD-Losungen auf humanen
peritonealen Mesothelzellen. Eine zusétzliche Zugabe von hohreren Dosen GDP fiihrte zur
Hemmung der Proliferation humaner peritonealer Mesothelzellen. Unter Anwendung
konventioneller, glukosehaltiger Dialyselosungen konnten sie nach 36 Tagen eine
Reduktion der Mesothelzellen nachweisen (125), was vermuten lésst, dass das Dialysat bei

chronischer PD niher in Kontakt tritt mit der submesothelialen Schicht.

Unsere Versuche ergaben dhnliche Ergebnisse. Allerdings wire zu erwarten gewesen, dass
37 Gewebeproben mit Katheterneuanlage keinen Anfarbungsgrad gezeigt hitten. Dies 1dsst
vermuten, dass die Lebensumstinde wie vermehrte Aufnahme von hitzebehandelten
Nahrungsmitteln, Nikotinabusus oder chronische Erkrankungen wie z. B. Diabetes mellitus
eine Ursache fiir die vermehrte AGEs-Ablagerung im Peritoneum sein kdnnten.

Die Anwendung von konventionellen Dialyseldsungen mit kontinuierlich hoher
Glukosekonzentrationen als osmotisches Agens begiinstigt die Ausbildung von AGEs (126).
Durch Hitzesterilisation und ansteigendem ph-Werten des Dialysates kommt es zum
Zerfall der Glukose und es werden GDPs ausgebildet (122). AGEs entwickeln sich iiber
Wochen bis Monate aus und kommen vor allem in langlebigen Proteinen, wie
beispielsweise Kollagenen vor (154). Da die Bildung irreversibel ist, kann kein

Gleichgewicht hergestellt werden zwischen Auf-und Abbau (173).
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Mittels HPLC konnten wir bei 27 Patienten Pentosidine in Serum und Effluat ermitteln.
Die Serumwerte waren nahezu doppelt so hoch wie im Effluat. Pentosidine zdhlen zu den
fortgeschrittenen Glykosilierungs-Endprodukten, die im Serum als freies Pentosidin und als
proteingebundene Form bei Patienten mit chronischen Nierenversagen vorkommen (171).
Pentosidine entstehen durch Glykoxidation des Amadoriproduktes oder durch
Autooxidation von Glukose (178). Die Bildung erfolgt iiber das Ketoamin, welches in
weiteren Reaktionen direkt oder iiber ein reaktives Zwischenprodukt wie beispielsweise

3 Deoxy-Glukose (174 ) zur Ausbildung von AGE-Crosslinks fithren (173 ). Diese
gelangen liberwiegend tiber erleichterte Diffusion und aktiven Transport durch die
Peritonealmembran, was den proteingebundenen Pentosidingehalt im Dialysat erhdht im
Vergleich zum Serum (172). In der hiesigen Studie und nach Kumano et al. konnten die
Aussagen nicht bestitigt werden. Kumano et al. (1995) stellten fest, dass die Plasmawerte
der Pentosidine wesentlich hoher waren bei CAPD-Patienten als bei HD-Patienten (179).
Aufgrund der chronischen Niereninsuffizienz steigen die AGE-Serumwerte an, welches
ebenfalls die AGE-Formation in der Peritonealmembran fordert (64). Makita et al.
beobachteten, dass die ansteigenden AGE-Serumwerte in Abwesenheit einer
Hyperglykdmie auftraten und vermutete einen Zusammenhang aufgrund eines erhdhten
Umsatzes von Serum-AGEs oder eine verminderte Ausscheidung von AGEs iiber die Niere
bei renaler Dysfunktion (180,181). Wells-Knecht et al. stellten dhnliche Ergebnisse wie
Makita fest, und beschrieben, dass die Reaktionswege, die zur Bildung von Pentosidinen
fiihren, noch nicht eindeutig geklart sind. Sie konnen abhingig von der
Glukosekonzentration variieren und stehen daher nicht im engeren Zusammenhang mit

Diabetes mellitus (178, 179).

Unsere Ergebnisse zeigten keine signifikante Korrelation der AGE-Akkumulation (n = 27)
mit der Pentosidinkonzentration im Serum. In der Patientengruppe (n=19) mit
AGEs-Ablagerungen < 1 traten tendenziell hohere aber nicht signifikante

Pentosidinserumwerte auf, als bei der Patientengruppe (n = 8) mit AGEs-Ablagerungen > 1.

Ebenso konnte kein signifikanter Zusammenhang der AGE-Akkumulation (n = 27) mit der
Pentosidinkonzentration im Effluat nachgewiesen werden. In der Patientengruppe (n=19)
mit AGEs-Ablagerungen < 1 zeigten sich dhnliche Pentosidinwerte im Effluat, wie bei der

Patientengruppe (n = 8) mit AGEs-Ablagerungen > 1.
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Die Validitit der Pentosidinbestimmung mittels HPLC Methode ist bisher nicht ausreichend
gut evaluiert. Die Eignung der Pentosidinkonzentration in Serum und Effluat als

Friihindikator fiir AGE-Ablagerung im Peritoneum muss in weiteren Studien belegt werden.

Eine Ursache fir die fehlenden Korrelation konnte zudem die kurze PD-Dauer und somit
die zu kurzfristige Anwendung der Dialyselosung mit hohen

Glukose-und GDP-Konzentrationen sein.
Peritonealdialysedauer

Einen statistisch signifikanten Einfluss der PD-Dauer auf die AGE-Akkumulation konnten
wir nicht nachweisen. Es bestand allerdings eine Tendenz, dass die AGEs-Ablagerung mit

der PD-Dauer zunechmen.

Nakayama et al. untersuchten das Peritoneum mit unterschiedlicher Peritonealdialysedauer
und teilte die Patienten in 3 Gruppen ein. Er stellte fest, dass sich bei langer Anwendung
mit glukosehaltiger PDL iiber Monate bis Jahre zunehmend AGEs im Bauchfell nachweisen
lieBen. Dabei war die Akkumulation von AGEs in den Gefédwénden des Peritoneums eine
mogliche Ursache fiir die Zunahme der peritonealen Permeabilitét mit Riickgang der
Ultrafiltationsleistung (127). Konventionelle Dialyselésungen mit hohen
GDP-Konzentrationen fithren zur Stimulation der AGE-Bildung, die nach Linden et al.
iiberwiegend auf 3 Deoxy-Glukose und 3,4 Dideoxy-Glukose-3-ene zuriickzufiihren ist
(128). Miyata et al. beschrieben in ihrer Studie, dass sich AGEs unter PD aufgrund des sich
hier induzierten oxidativen Stresses und vorhandener Carbonylverbindungen bilden (164).
Es werden intra-und extrazelluldre Kaskaden in Gang gesetzt, die eine chronische
Entziindungsreaktionen zur Folge haben konnen (96, 97), die wir bei unseren Patienten zum
Zeitpunkt der Probenentnahme weder lokal noch systemisch beobachteten. Ein Grund fiir

die fehlende Korrelation konnte auch hier die kurze PD-Dauer sein.
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Allerdings beobachteten wir eine positive Korrelation zwischen der
Pentosdininkonzentration im Serum und der PD-Dauer. (Abb. 25) Die Gruppe der
Langzeitdialysepatienten > 4 Monate (n = 10) hatte eine doppelt so hohe
Pentosidinkonzentration im Serum wie die Patientengruppe <4 Monate (n = 17).
Schalkwijk fand ebenfalls erhdhte Pentosidinwerte im Serum von Langzeit-PD-Patienten
im Gegensatz zu Patienten, die mit der PD begonnen hatten (159). Nach einer
sechsstlindigen Verweilzeit unter PD sind 75% der Glukose {iber das Peritoneum aus der
Bauchhohle absorbiert (182). Dies macht die hohe Glukose-und GDP-Belastung des
Peritoneums deutlich und lésst auch die hohen Pentosidinkonzentrationen im Serum

vermuten (127).

Eine Korrelation zwischen den Pentosidinen im Effluat und der Peritoenaldialysedauer
konnte von unserer Seite nicht ermittelt werden. Ho-dac-Pannekeet et al. stellten eine
positive Korrelation zwischen der PD-Dauer und der Effluat-Pentosidinkonzentration her.
Die Konzentration sank unter Anwendung eines glukosefreien Dialysats (158). Miyata et al.
beobachteten, dass Pentosidine liberwiegend durch Diffusion und aktiven Transport
wihrend der PD durch die Peritonealmembran gelangen und somit erhohte
Pentosidinkonzentrationen im Effluat im Vergleich zur Pentosdininkonzentration im Serum
zu erklédren sind (172). Ursache fiir die fehlende Korrelation konnte auch hier eine zu kurze

PD-Dauer bei geringer Probandenzahl sein.
Dialysemodalit:it

In einer weiteren Signifikanzfolge haben wir die Dialysemodalitit mit der
AGE-Akkumulation im Peritoneum als auch der Pentosidinkonzentration in Serum und
Effluat untersucht. In der Nephrologie der Universitétsklinik Diisseldorf werden ca. 60%

der Patienten mittels automatisierter Peritonealdialyse behandelt.

Der Unterschied der CCPD zur CAPD sind unter anderem die kiirzere Verweilzeit (183) bei
erhohtem Dialysatumsatz (184), eine geringere Glukoseresorption und eine bessere
Ultrafiltrationsleistung der maschinell gesteuerten CCPD (183). Ebenfalls erfolgt eine
verbesserte Clearence fir kleinmolekulare Substanzen wie Harnstoff, Kreatinin und
Glukose und intensiviert somit die Dialyseeftektivitit (184). Auch wurde in
unterschielichen Studien vermutet, dass sich die negative Wirkung von pH, Glukose und
GDP auf das Peritoneum und dessen Transporteigenschaften unter Anwendung der

automatischen Peritonealdialyse (APD) verbessern (197-199).
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Plum et al. stellten fest, dass bei High transportern im Rahmen der CCPD ein vermehrter
Verbrauch der Dailyseldsung und damit ein erhohter Umsatz von GDP von Bedeutung ist

zur Entwicklung einer peritonealen Sklerose (138).

Es wire zu erwarten gewesen, dass die Patientengruppe unter Anwendung der CAPD
aufgrund der geringeren Glukosebelastung niedrigere Werte AGEs und Pentosidine

aufweisen.

Es konnte keine signifikante Korrelation sowohl unter Anwendung der CCPD als auch
CAPD festgestellt werden. Die Probandenzahl der CAPD war vermutlich zu gering um eine
Korrelation herzustellen. Die Dialysemodalitidt war wahrscheinlich nachrangig und es

standen die Zusammensetzungen der Dialyseldsungen im Vordergrund.
Alter der Patienten

Zwischen der von uns verifizierten AGE-Akkumulation im Peritoneum bzw. der
Pentosidinkonzentration in Serum und Effluat und dem Alter der Patienten war ein positiver
Zusammenhang anzunehmen. Dies lie3 sich jedoch nicht bestitigen. Die Patientengruppe
mit einem Lebensalter unter 40 Jahre zeigten tendenziell geringere AGE-Ablagerung im
Peritoneum als die Patientengruppe ab 40 Jahre. Eine Signifikanz bestand nicht. Ebenso
beobachteten wir Tendenzen aber keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der
Pentosidinkonzentration im Effluat und dem Lebensalter. Die Pentosidinkonzentration im
Serum verhielt sich gegenldufig zum Lebensalter da in der jiingeren Patientengruppe unter
40 Jahre hohere Pentosidinserumwerte ermittelt wurden, wahrend in der dlteren

Patientengruppe ab 40 Jahre niedrigere Serumpentosidine festgestellt wurden.

Mortier et al. entdeckten, dass konventionelle Dialyselosungen zu einer Akkumulation von
AGESs und einer Hochregulierung des AGE-Rezeptors RAGE in der peritonealen Membran
filhrten (156, 157). RAGE kommt im gesamten Korper vor, wie zum Beispiel in Gewebe
und Blutzellen. Der Rezeptor ist von Bedeutung bei komplexen Alterungsprozessen und
chronischen Erkrankungen wie z.B. Diabetes mellitus. Auch AGEs treten vermehrt wiahrend
des normalen Alterns auf (185). Bayness et al. beschrieben dies als einen physiologischen
Prozess (187). Eine Zunahme von AGEs wurde vor allem im Bindegewebe beobachtet.
Fortgeschrittene Glykierungsprodukte binden an den RAGE-Rezeptor, Informationen
werden ins Zellinnere weitergeleitet, Sauerstoffmolekiile (Sauerstoffradikale) werden

aktiviert die Enzyme stimulieren.
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Eine Phosphatgruppe wird auf den Transkriptionsfaktor NF-kappa B iibertragen und
aktiviert (185). Diese wandern in den Zellkern und rufen Erbinformationen ab. Glykierte
Proteine konnen ihrer normalen Funktion im Organismus nicht mehr nachgehen. Der
korpereigene Abbau von AGEs erfolgt lediglich iiber Makrophagen, die zu dessen
Degradation fithren und iiber die Niere ausgeschieden werden (91). Eine andere

korpereigene Moglichkeit ist bisher nicht bekannt.

Mit diesem Hintergrund beschrieben Bierhaus und Narowth einen Zusammenhang
zwischen der Entstehung von AGEs, welches durch Anwendung der PD und dem
Alterungsprozess gefordert wird (185). Makita et al. stellten ebenfalls im Gegensatz zu
jungem Gewebe eine Zunahme der AGEs-Ablagerung in Geweben mit zunehmendem Alter
fest. Diese Akkumulation korrelierte auch mit erh6hten Serum-AGE-Konzentrationen bei

Abwesenheit einer Hyperglykdmie (180, 181).

Urséchlich fiir den in dieser Studie fehlenden Zusammenhang konnte das junge Lebensalter
der Patienten sein, das im Mittel 42 Jahre betrug (n = 55). Vermutlich ist das Lebensalter in

dieser Studie nachrangig.
Erweiterter Peritonealer Equlibrationstest (PET)

Ein Ultrafiltrationsverlust liegt vor, wenn weniger als 400 ml Fliissigkeit ultrafiltriert
werden nach einer vierstiindigen Verweilzeit einer 3,86% igen Glukoselosung. Es wird

angenommen, dass der Riickgang der Ultrafiltration unter Anwendung der PD zunimmt.
Die Ursache des Ultrafiltrationsversagens wird in vier Typen unterteilt (102).

Typ I: Hyperpermeables Peritoneum (hohe effektive Oberfldche) fiir kleinmolekulare
Solute, z.B. Harnstoff, Kreatinin, mit raschen Verlust des osmotischen Gradienten. Dieser

Typ zéhlt zu den héufigsten Ursachen (102, 200).

Typ II: Alteration der Aquaporinkandle (201). Studien beschreiben einen Riickgang des
transzelluldren Wassertransport der kleinen Poren unter Langzeitperitonealdialyse (88, 89,
127, 201). Es wird vermutet, dass Glukose, Glukoseabbauprodukte und AGEs diesen
negativen Einfluss auf das Peritoneum ausiiben. Dies hat eine diabetesdahnliche
Verdnderung der Peritonealgefdfle mit Zunahme der Kapillare (Neoangiogenese) (138),

Zunahme des kleinen Stofftransports und ein hyperpermeables Peritoneum zur Folge.

86



Diskussion

Typ III: Hypopermeables Peritoneum mit Verlust der effektiven Oberfladche tritt auf nach

schwerer Peritonitis mit Verwachsungen, oder unter durchgemachter Sklerose.
Typ IV: Geringe effektive Ultrafiltration durch hohe lymphatische Absorption.
Die letzten beiden Typen sind seltener anzutreffen.

Mit Hilfe der erweiterten Dextran-PET wurde in der Nephrologie der Diisseldorfer

Universititsklinik fiir diese Arbeit die peritoneale Fliissigkeitskinetik untersucht.

Die Dialysat/Plasma Rate von Kreatinin (D/Pcreat%), die transkapilldre Ultrafiltration
(TCUF), die lymphatische Absorbtionsrate (LAR), die effektive Ultrafiltration (EUF), die
Ultrafiltration durch kleine Poren (UFSP60min.) und der AQP-1 vermittelte freie
peritoneale Wassertransport (UFUSP60min.) wurde gemessen und mit der
AGEs-Akkumulation im Peritoneum und der Pentosidinkonzentration in Serum und Effluat

verglichen.

Einen statistisch signifikanten Einfluss der AGE-Akkumulation im Peritoneum bzw. der
Pentosidine in Serum und Effluat auf Parameter des erweiterten PETs konnten wir generell

nicht nachweisen.

Daten zeigen, dass Patienten mit ansteigenden Werten flir kleine Solute (Dialysat /Plasma
Rate fiir Kreatinin) eine erhohte Mortalitdtsrate besitzen (205). D/Pcreat% ist definiert als
eine prozentuale Sittigung des Dialysats im Vergleich zum Plasma nach einer bestimmten
Verweildauer, die die peritoneale Permeabilitit reprasentiert. Nakayma et al. konnten in
Peritonealbiopsien zeigen, dass AGEs unter zunehmender Dauer der Peritonealdialyse in
den GefaBwianden akkumulieren und vermutlich mit der ansteigenden pertionealen
Pemeabilitit fiir kleine Solute in Zusammenhang stehen. Die Patientengruppe, die der
CAPD am ldngsten ausgesetzt wurde, zeigten vermehrte AGEs-Ablagerungen im
Peritoneum und erhéhte D/Pcreat% Werte mit Abnahme der Ultrafiltration (127). In unserer
Studie korreliert die Pentosidinkonzentration im Serum signifikant mit der Dauer der PD.
Im Zusammenhang mit D/Pcreat% konnten wir lediglich Tendenzen ermitteln.

Die AGE-Akkumulation als auch die Berechnungen der Pentosidine im Eflluat zeigten
keinerlei Beziehung zur D/Pcreat%. Fullholler et al. konnten bei zunehmender
Peritonealdialysedauer eine erhohte Permeabilitét fiir kleine Solute und somit einen Anstieg
der D/Pcreat%, sowie einen Anstieg der lymphatischen Absorption (LAR) nachweisen. Die
effektive Ultrafiltration (EUF) zeigte dabei erniedrigte Werte (117 ).
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Da die LAR abhéngig von der Anzahl der Lymphspalten ist, ist dieses vermutlich auf die
histomorphologische Alteration des Peritoneums unter Peritonealdialyse zurtickzufiihren.
Die Ergebnisse der erhohten LAR und der erniedrigten TCUF unter Ultrafiltrationsverlust

wurden von Ho-dac Pannekeet et al. ebenfalls dokumentiert (208).

Im Gruppenvergleich der Pentosidinkonzentration im Effluat ergab sich ein tendenzieller
Zusammenhang zur LAR. Niedrigere Pentosidinkonzentrationen im Effluat korrelierten
tendentiell mit niedrigeren Werten der LAR. AGE-Ablagerung im Peritoneum und
Pentosidin im Serum zeigten keinerlei Zusammenhang zur LAR. Wieneke et al. beschrieb
in seiner Studie keine Kongruenz beziiglich der PD-Dauer und der LAR. Eine konkrete

Erklarung fand er dafiir nicht (206).

In der Gruppe der AGE-Ablagerung > 1 (n = 8) zeigten sich tendenziell niedrigere Werte
der transkapilldren Ultrafiltraion (TCUF) und hohere Ergebnisse bei AGE-Ablagerung < 1
(n=19). Somit konnte man von einer Tendenz zu einer verminderten Ultrafiltration bei
hoherer AGE-Ablagerung ausgehen. Bei den ermittelten Pentosidinkonzentrationen in

Serum und Effluat ergab sich kein signikikanter Zusammenhang.
Insgesamt ergaben sich hier in unserer Arbeit keine signifikanten Korrelationen.

Die peritoneale Ultrafiltration besteht aus 2 Hauptkomponenten.

40% findet tiber den freien Wassertransport, durch die Aquaporinkanéle oder ultra small
pores und 60% iiber die small pores statt (201, 202). Es wird vermutet, dass ein niedriger
pH-Wert, eine hohe Glukosekonzentration (201) und starke AGEs-Formation (88, 89, 127,
201) die transkapilldre Ultrafiltration durch kleine Poren (UFSP60min.) und dem
transzelluldaren AQP-1 vermittelten freien peritonealen Wassertransport (UFUSP60min.)
beeinflussen (90, 98, 138). Eine erhohte Durchléssigkeit der Peritonealmembran mit
Zunahme der Gesamtoberfliche steht im Zusammenhang mit der AGE-Akkumulation im
Peritoneum. Die gesteigerte Neoangiognese wird induziert durch VEGF mit Folge einer
hyperpermeablen Membran und Abnahme der Ultrafiltration. Ablagerungen von AGEs
fiihren zu einer Konformationsianderung der AQP-1 Kanéle (AQP-1) und damit zu einem
Dysfunktion derselben, mit einem reduzierten Transport fiir freies Wasser (115, 207). Ein
Ultrafiltrationsversagen ist aulerdem assoziiert mit ansteigendem Transport kleiner Solute,

als auch einer Dysfunktion der AQP-1 unter Langzeitperitonealdialyse (201, 202).
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Auch Hoc-dac-Pannekeet et al. beschrieben eine Beintridchtigung des UFUSP, als eine
zusitzliche Ursache fiir eine eingschriankte Ultrafiltration (201, 203, 204). Unsere
Ergebnisse zeigten bei erhohter AGEs-Ablagerung einen tendenziell verminderten AQP-1
vermittelten Transport, als auch eine tendenziell verminderte Ultrafiltration {iber die small

pores, allerdings wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht.

Es lieB3 sich zusammenfassend kein Zusammenhang zwischen den Daten des erweiterten
PETs und den Ergebnissen der Proben aus Effluat und Serum, sowie den Ergebnissen der
histologischen Auswertung beziiglich der AGES-Ablagerungen nachweisen. 37 Patienten
wurden Gewebeproben entnommen, wenn die Indikation zur Katheterneuanlage gegeben
war, davon standen 19 peritoneale Biopsien fiir die Auswertung der PET zur Verfiigung. Im
Vergleich zu anderen Arbeiten konnte die kurze PD-Dauer und somit die zu kurzfristige

Belastung mit dem Dialysat der fehlenden Korrelation zu Grunde liegen.
Diabetes mellitus

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines Diabetes mellitus und der
AGE-Ablagerung im Peritoneum, sowie der Pentosidine in Serum und Effluat unter PD lie3

sich nicht nachweisen.

Erklarbar wire dies vermutlich dadurch, dass die Auswirkung eines Diabetes mellitus auf
die AGE-und Pentosidinkonzentration unter Anwendung der PD nachrangig ist. Wie bereits
beschrieben, konnten diese Ergebnisse in unterschiedlichen Studien nachgewiesen werden.
Makita et al. stellten fest, dass unter Abwesenheit einer Hyperglykdmie ansteigenden
AGE-Serumwerte auftraten (180,181). Wells-Knecht et al. beschrieben, dass Pentosidine
nicht im engeren Zusammenhang mit Diabetes mellitus stehen (178, 179 ). Miayta et al.
ermittelten kongruente Ergebnisse. Unabhingig davon, ob die Patienten an Diabetes
mellitus litten oder nicht, konnten erhéhte AGEs in Serum und Gewebe nachgewiesen
werden (188). Die AGE-Akkumulation im Peritoneum zeigt in unseren Versuchen leicht
erhohte Werte in der nicht an Diabetes mellitus erkrankten Patientengruppe. Die Ursache
der fehlenden Korrelation konnte mit der geringen Anzahl an Diabetes mellitus erkrankten

in dieser Studie zusammenhéngen.
In anderen Studien wurde die erhohte AGE-Menge infolge eines Diabetes mellitus belegt.

Brownlee et al. bezeichneten die Bildung von AGEs als einen irreversiblen Prozess, wo

durch Korrektur der Blutzuckerwerte keine Normwerte erreicht werden konnten.
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Diskussion

Langandauernde Hyperglykdmien fithrten zu einer vermehrten Anhdufung aufgrund der
erhohten Bildungsrate und dem verminderten Abbau (173). Korbet et al. untersuchten

PD-Patienten und konnten erhohte Serum-AGE-Werte bei Diabetikern nachweisen (186).
Arterielle Hypertonie

Hohe Glukosespiegel und AGEs férdern in den Nierenzellen eine vermehrte
Angiotensinsynthese und eine erh6hte Angiotensin II Abgabe in das Nierengewebe, dessen

Konzentrationen bis zu 10.000 mal héher liegen, als der systemische Spiegel (190).

Eine arterielle Hypertonie liegt bereits bei tiber 50% der Patienten bei Erstdiagnose eines
Diabetes mellitus vor (191). Die Akkumulation von AGEs in den GefdBwinden fordern die
Progression der Mikro-und Makroangiopathie indem sie zu einer Dysfunktion des
Endothels mit Vasokonstriktion und einer Basalmembranverdickung mit Elastizitdtsverlust
fithren (95, 192). Kiuchi et al. beschrieben, dass AGEs eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung und Progression von Koronaren Herzerkrankungen (KHK) unter Diabetes
mellitus spielen. Die Serum-AGEs zeigten erhohte Werte im Gegensatz zu Patienten, die
nicht an einer KHK erkrankt waren (193). Hanssen et al. fanden keinen Zusammenhang bei
Patienten mit Herzkreislauf-Erkrankungen und Pentosidine im Serum, die nicht an Diabetes

mellitus erkrankt waren (212)

In unserer Studie zeigten Patienten mit arterieller Hypertonie leicht erhhte Werte bei der
AGE-Akkumulation im Peritoneum und der Pentosidine im Effluat, wihrend die
Serumwerte niedriger ausfielen, als bei nicht Erkrankten. Von 48 an arterieller Hypertonie
betroffenen Patienten sind 14 an Diabetes mellitus erkrankt. Ebenso wie die Auswirkung
eines Diabetes mellitus auf die AGE-und Pentosidinkonzentration nachrangig sein konnte,
konnte dies ebenso in Bezug auf die arterielle Hypertonie sein, da diese haufig in

Zusammenhang gebracht wird mit Diabetes mellitus und der AGE-Akkumulation.
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Schlussfolgerung

5. Schlussfolgerung

Die jahrelange Anwendung glukosehaltiger Peritoenaldialyselosungen fiihrt bei Patienten
zu einer vermehrten Ablagerung von Advanced glycation endproducts im Peritoneum. Die
Langzeitperitonealdialyse mit konventionellen Dialyseldsungen im Einkammersystem
begiinstigen eine vermehrte Ausbildung von GDP und AGEs mit folgender peritonealer
Hyperpermeabilitit und dem damit einhergehenden Ultrafiltrationssversagen. Die in den
letzten Jahren zunehmende Durchfiihrung der Peritonealdialyse mit dem
Zweikammersystem verringert die Bildung von GDP und somit Ausbildung von AGEs bei

verminderter Neoangiogenese.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Zusammenhang herzustellen zwischen AGEs im
Peritoneum und komplexere Formen von AGEs, den sogenannten Pentosidinen im Serum
und Effluat. Zum Nachweis von AGE-Ablagerung im Peritoneum miissen bisher
Peritonealgewebeproben immunhistochemisch untersucht werden. Die Moglichkeit, ein
operatives Verfahren zu umgehen und Pentosidine in Serum und Effluat als Frithindikator
fiir die Ausprdagung der AGE-Ablagerung im Peritonum zu verwenden, wére eine

Weiterentwicklung im Rahmen der LangzeitPD.

Es konnte eine positive Korrelation zwischen der Pentosidinkonzentration im Serum und
der Dauer der PD nachgewiesen werden. Wir vermuten eine positive Korrelation zwischen
AGE-Ablagerung im Peritoneum und den Pentosidinen im Serum und Effluat. Ob sich
diese Vermutungen bestitigen, sollten weitere Untersuchungen zeigen. Die Eignung der
Pentosidinkonzentration in Serum und Effluat als Frithindikator fiir AGEs-Ablagerung im

Peritoneum muss durch weiteren Studien belegt werden.

Durch einen besseren Erhalt der Langzeitfunktion des Peritoneums konnte das

Systemiiberleben der PD verldngert werden.
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der Gruppe mit einer Behandlungsdauer > 4 Monate in Bezug auf die
Pentosidinkozentration im Serum (pmol/mg)

Korrelation zwischen Peritonealdialysedauer und der Pentosidinkonzentration im
Effluat (pmol/mg)

Vergleich zwischen der Gruppe mit einer Behandlungsdauer < 4 Monate und der
Gruppe mit einer Behandlungsdauer > 4 Monate in Bezug auf die
Pentosidinkonzentration im Effluat (pmol/mg)

Korrelation zwischen dem Alter der Patienten und AGEs im Peritoneum(Gesamt)

Vergleich zwischen der Gruppe mit dem Alter der Patienten <40 Jahre und der
Gruppe mit dem Alter der Patienten > 40 Jahre in in Bezug auf die AGEs im
Peritoneum

Korrelation zwischen dem Alter der Patienten in Jahren und der
Pentosidinkonzentration im Serum (pmol/mg) und der Pentosidinkonzentration im
Effluat (pmol/mg)

Vergleich zwischen der Gruppe mit dem Alter der Patienten <40 Jahre und der
Gruppe mit dem Alter der Patienten > 40 Jahre in Bezug auf die
Pentosidinkonzentration im Serum bzw. im Effluat (pmol/mg)
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