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CAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
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Gl Gastrointestinal

H3F3A Histon 3.3A

HUGO Human Genome Organisation
IFALD intestinal failure-associated liver disease
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KDS Kurzdarmsyndrom
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MMF Mycophenolatmofetil
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1.1 Einfuhrung

Die Darmtransplantation ist eine neue Behandlungsoption des chronischen
Darmversagens (DV) / Kurzdarmsyndroms (KDS) (Fishbein, 2009). Die genaue
Rolle der Darmtransplantation in der Langzeitbehandlung des Darmversagens wird
derzeit noch kontrovers diskutiert. So ist in den letzten Jahren klar geworden, dass
die Indikation zur Darmtransplantation sehr streng zu stellen ist. Vor allem beim
irreversiblen chronischen Darmversagen mit lebensbedrohlichen Komplikationen
durch die parenterale Erndhrung sollte derzeit eine Darmtransplantation erwogen
werden (Lamprecht et al., 2014). Die strenge Indikationsstellung ergibt sich
hauptsachlich aus der Vielzahl an mdglichen Komplikationen und
Nebenwirkungen: Perioperative  Komplikationen, akute und chronische
AbstoRungsreaktionen, Lymphoproliferative Erkrankungen (PLTD), Infektionen und
andere unerwinschte Arzneimittelwirkungen der Immunsuppressiva stellen die
wichtigsten Problemfelder im Management nach Darmtransplantation dar.
Eine allgemeine, wichtige Nebenwirkung der Immunsuppression nach
Organtransplantation ist die Schadigung der Nierenfunktion durch den Calcineurin-
Inhibitoren Tacrolimus (FK506) (Group, 1994; Ojo et al., 2003). Auffallig ist, dass
ein chronisches Nierenversagen nach Darmtransplantation, verglichen mit
Transplantation anderer Organe, auf3ergewohnlich haufig auftritt (Ojo et al., 2003).
Dies kann einerseits teilweise durch hohe Tacrolimus-Wirkspiegel erklart werden
(Watson et al., 2008). Andererseits kdonnte auch eine verminderte Wasser- und
Elektrolytaufnahme des transplantierten Darmes zur  ausgepragteren
Verschlechterung der Nierenfunktion beitragen im Vergleich mit Transplantationen
anderer solider Organe (aulRer der Niere). In der hier vorliegenden Arbeit sollen die
Zusammenhange zwischen Immunsuppression, intestinaler Wasser- und
Elektrolytaufnahme sowie Nierenfunktion nach Darmtransplantation untersucht

werden.



EINLEITUNG 2

1.2 Darmversagen und Darmtransplantation

1.2.1 Darmversagen

Laut aktueller S3-Leitlinie bezeichnet Darmversagen ,die Unfahigkeit, wegen einer
eingeschréankten, resorptiven Kapazitdt des Darms (Obstruktion, Dysmotilitat,
chirurgische  Resektion,  kongenitale  Erkrankung, krankheitsverminderte
Absorption), die Protein-, Energie-, Flussigkeits- und Mikron&hrstoffbilanz
aufrechtzuerhalten” (Lamprecht et al., 2014). Dagegen wird das Kurzdarmsyndrom
abgegrenzt, welches ein ,Darmversagen nach ausgedehnter Resektion mit der
Unfahigkeit wegen einer eingeschrankten, resorptiven Kapazitdt des Darms
(Obstruktion, Dysmotilitat, chirurgische Resektion, kongenitale Erkrankung,
krankheitsverminderte Absorption), die Protein-, Energie-, Flussigkeits- und
Mikron&hrstoffbilanz mit einer konventionellen Diat aufrechtzuerhalten” (Lamprecht
et al., 2014) bezeichnet.

Kurzdarmsyndrom und Darmversagen erfordern héaufig eine parenterale
Ernahrung, welche langfristig mit erheblichen Komplikationen einhergehen kann
(Buchman et al., 2003). Wiederholte Infektionen von zentralventsen Kathetern fir
die Erndhrung, Verlust von zentralvendsen Zugangen, wiederholte
Elektrolytentgleisungen sowie die Entwicklung einer intestinal failure-associated
liver disease (IFALD) verschlechtern die Prognose des

Kurzdarmsyndroms / Darmversagens erheblich (Fishbein, 2009).

1.2.2 Darmtransplantation

Bereits in den 1960er Jahren gab es erste Untersuchungen und Versuche zur
Multiviszeraltransplantation (inklusive Dunndarm) am Menschen (Lillehei et al.,
1967). Erst 1987 gelang jedoch Kieler Chirurgen die weltweit erste erfolgreiche
isolierte Darmtransplantation (Deltz et al., 1989). Sukzessive Verbesserungen im
perioperativen Management und vor allem in der Langzeitversorgung haben die
Darmtransplantation in spezialisierten Zentren zu einer Behandlungsmethode des

chronischen Darmversagens gemacht.
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Die Darm- oder Multiviszeraltransplantation ist heute ein interdisziplinares Gebiet
mit Beteiligung von Chirurgie, Gastroenterologie, Anasthesie, Erndhrungsmedizin,
Nephrologie, Virologie und medizinischer Mikrobiologie. Durch Verbesserungen in
der Infektions- und AbstoRungsdiagnostik sowie -therapie, der
Immunsuppressionsregimes und der chirurgischen Techniken st die
Darmtransplantation zu einer Option in der Therapie des Darmversagens
geworden. So haben sich die Ein-Jahres-Uberlebensraten von Transplantat und
Patienten deutlich gebessert: Wahrend sie 1997 noch bei 52 % und 69 % lagen,
sind sie bis 2005 auf 75 % und 79 % angestiegen und sind damit vergleichbar mit
den Uberlebensraten nach anderen Organtransplantationen wie Pankreas, Lunge
oder Leber (Hanto et al., 2005; Mazariegos et al., 2010).

Die Langzeittiberlebensrate ist jedoch immer noch niedrig. So liegt das 10-Jahres-
Uberleben bei isolierter Darmtransplantation bei 40-50 % und das Transplantat-
Uberleben sogar bei nur ~30 % (Ceulemans et al., 2015; Grant et al., 2015;
Mazariegos et al., 2010). Insbesondere vor diesem Hintergrund hat sich in den
letzten Jahren der Konsens zu einer strengeren Patientenselektion fur die

Darmtransplantation entwickelt (Goulet, 2012; Lamprecht et al., 2014).

1.2.2.1 Indikation der Darmtransplantation

Die Strenge der Indikationsstellung wird bis heute kontrovers diskutiert und
unterscheidet sich zwischen Europaischen Landern und den USA (Ceulemans et
al., 2015; Grant et al., 2015; O'Keefe, 2006). Angezeigt ist die Darmtransplantation
vor allem beim Darmversagen, wenn die parenterale Erndhrung zu scheitern droht.
Bei Kindern zahlt das Darmversagen infolge von Darmresektionen, z.B. bei
nekrotisierender Enterokolitis, Volvulus, Gastroschisis oder infolge seltener
angeborener Enterozytendysfunktionen zu den wesentlichen Indikationen.
Bei Erwachsenen wird die Darmtransplantation vor allem beim chronischen
Darmversagen / Kurzdarmsyndrom bei Morbus Crohn, infolge ausgedehnter

Tumoroperationen oder vaskularer Ereignisse sowie nach chirurgischen



EINLEITUNG 4

Komplikationen oder einem ausgedehnten Illeus durchgefiihrt (Fishbein, 2009;
Grant et al., 2015) (Abbildung 1).

Im Falle eines chronischen Darmversagens stellen die Irreversibilitat mit
wesentlichen Komplikationen, wiederholte bzw. lebensbedrohliche Septikamien,
Verlust von zentralen vendsen Zugangen, wiederholte und therapierefraktare
Storungen des Flussigkeits-, Elektrolyt- und Saure/Basenhaushalts und eine
cholestatische Lebererkrankung Transplantationsindikationen dar (Lamprecht et
al., 2014).

Sonstige
9%

Ischamie
Traum 249,

Kurzdoarm 7% Crohn
e 11%
Volvulu
B

Tumor
13% Kurzdarm
anderer Genese
Motilitats- 10%

stérungen
11%

Abbildung 1: Indikationen zur Darmtransplantation. Dem Darm-
versagen  zugrunde liegende  Erkrankungen im  aktuellen
Gesamttransplantationskollektiv in den USA. Modifiziert nach (Grant et
al., 2015).

Ob eine isolierte (Abbildung 2. A), kombinierte Leber- und Darm- (Abbildung 2. B)
oder Multiviszeraltransplantation (Abbildung 2. C) indiziert ist, ergibt sich aus dem
Ausmald der Schadigung der anderen Organe. Sind z.B. die Leber bei IFALD, der
Magen nach Bypass-Chirurgie, die Bauchspeicheldrise bei chronischer
Pankreatitis oder das Kolon bei Morbus Crohn stark geschadigt, wird eine
Mittransplantation der entsprechenden Organe sinnvoll bzw. technisch
unumganglich. Es hat sich herausgestellt, dass Transplantate, die mitsamt einem

Kolonsegment transplantiert werden, einen gunstigeren Verlauf haben (Matsumoto
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et al., 2011). Ebenso ist die Mittransplantation von Leberanteilen mit einem
besseren Uberleben assoziiert (K. Abu-Elmagd, 2015).

A B C

Abbildung 2: Drei Verschiedene Transplantationmodi. A: Isolierte Dinndarmtransplantation, B:
kombinierte Leber-Dunndarmtransplantation, C: Multiviszeraltransplantation.

1.2.2.2 Zeitlicher Ablauf der Darmtransplantation

Die Chirurgie der Darmtransplantation hat sich in Technik und begleitender
Immunsuppression seit 1989 stark verandert. Auf die Beschreibung genauer OP-
Techniken soll hier verzichtet werden. Perioperativ erhalten Patienten heute eine
intensive initiale Immunsuppression, die im folgenden Absatz genauer beschrieben
ist. Unmittelbar nach der Operation wird eine Ernahrungssonde gelegt, um enterale
Ernahrung postoperativ bereits frih zu gewéhrleisten. Der Patient wird von der
enteralen Erndhrung entwohnt und beginnt, Nahrung oral aufzunehmen. Ein
lleostoma wird angelegt, um regelmaRige Kontrollendoskopien durchfihren zu
kénnen, die eine frihe und regelméafige AbstoRungsdiagnostik am Darm erlauben.
Die Langzeitimmunsuppression wird mit den Leitsubstanzen
Prednison/Prednisolon und Tacrolimus gefihrt (Fishbein, 2009). Dabei wird unter
Kontrolle auf mégliche AbstoRungsreaktionen versucht, Prednisolon (weitgehend)

auszuschleichen und die Tacrolimuszielspiegel so niedrig wie mdglich zu halten.
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Bei akuten AbstoRungsepisoden kann MMF gegeben werden. Um die Tacrolimus-
Talspiegel und damit die Nephrotoxozitdt zu senken, kann ein mTOR-Inhibitor
(Sirolimus oder Everolimus) gegeben werden (Fishbein et al., 2002). Schlief3lich
kann bei langerer klinischer Stabilitat das lleostoma riickverlegt werden, wenn die

Anatomie dies zulasst.

1.2.2.3 Immunsuppression

Im Dinndarm laufen viele noch unverstandene immunologische Prozesse ab.
Neben seiner Hauptaufgabe der Nahrungsaufnahme werden Mukosa und
Submukosa mit einem hochkomplexen Mikrobiom konfrontiert. Um das Mikrobiom
in Schach zu halten, ist die Darmwand mit einer Vielzahl an Immunzellen besetzt.
Nach Transplantation werden die im transplantierten Darm residierenden
Immunzellen des Spenders langsam durch einwandernde Immunzellen des
Empfangers ersetzt (lwaki et al.,, 1991). Diese Balance zwischen Mikrobiom,
Stutzgertst der Darmwand und Immunzellen gilt es nach Darmtransplantation im
Rahmen der Immunsuppression zu kontrollieren.

Die Standardimmunsuppression wird unterschieden in Induktions- und
Erhaltungstherapie. Zur Induktionstherapie werden Antikérper gegen T-Zellen
gegeben. Wurden initial haufiger polyklonale T-Zell-Antikbrper wie ATG oder
Thymoglobulin eingesetzt, kommen heute eher monoklonale Antikorper gegen T-
Zellen wie Basiliximab (gegen den IL-2-Rezeptor) oder Alemtuzumab (gegen
CD52) zur Anwendung (K. M. Abu-Elmagd, Costa, et al., 2012). In der
Langzeittherapie kommt Tacrolimus als Leitmedikament zum Einsatz. Begleitend
werden Glucocorticoide in kleiner Dosierung gegeben. Tacrolimus-Talspiegel von
10-15 ng/ml unmittelbar nach Transplantation und 5-10 ng/ml ab 3 Monaten nach
Transplantation sind von anderen Arbeitsgruppen als effektiv eingeschatzt worden
(Reyes et al., 2005). Wenn angezeigt, sind Mycophenolatmofetil (MMF) oder
MTOR-Inhibitoren zur Ergdnzung der Immunsuppression méglich (Fishbein, 2009).
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1.2.2.4 Nierenfunktion nach Darmtransplantation

Niereninsuffizienz ist eine bekannte und haufige Komplikation nach
Organtransplantation, die den Behandlungserfolg erheblich beeinflusst. So wurde
etwa nach Leber-, Herz- und Lungentransplantationen eine Verbindung zwischen
schlechter Nierenfunktion und schlechtem Outcome festgestellt (Gonwa et al.,
2001; Rocha et al., 2005; Rubel et al., 2004). Ojo et al. stellten insbesondere fest,
dass das relative Sterberisiko bei dialysepflichtiger chronischer Niereninsuffizienz
nach Organtransplantation vierfach erhoht war (Ojo et al., 2003). Vor allem in der
Zeit nach Darmtransplantation nimmt die Niere eine zentrale Stellung ein.
Einerseits kann sie den Behandlungserfoly und die Uberlebensrate der
Transplantation empfindlich beeinflussen (Herlenius et al., 2008; Kaldas et al.,
2007; Ueno et al., 2006; Watson et al., 2008). Andererseits konnen auch Faktoren
bedingt durch die Darmtransplantation die Nierenfunktion im Verlauf erheblich
verschlechtern. Als Risikofaktoren fir eine chronische Niereninsuffizienz nach
Darmtransplantation wurden verschiedene Gegebenheiten festgestellt: So wurden
z.B. eine bestehende Vorschadigung der Niere, ein Aufenthalt auf der
Intensivstation zum Zeitpunkt der Transplantation, Alter >18 J oder Hochdosis-
Tacrolimus als Risikofaktoren fiir eine verschlechterte Nierenfunktion beschrieben
(Watson et al., 2008). Die genaue Pathogenese der Niereninsuffizienz
insbesondere nach einer Darmtransplantation ist jedoch nicht geklart. Daten von
Herlenius et al. lassen auf eine multifaktorielle Genese schlieRen (Herlenius et al.,
2008). Neben der Nephrotoxizitdt durch Tacrolimus werden wiederholte grol3e
abdominelle Eingriffe nach der Transplantation, wiederholte Infektionen und
andere nephrotoxische Medikamente diskutiert. Ebenfalls denkbar ware, dass eine
gestorte Elektrolytresorptionsfahigkeit einen Einfluss auf die Nierenfunktion hat.
Dies ist bis heute nicht untersucht. Unklar bleibt, warum die Rate an chronischem
Nierenversagen unter allen Organtransplantierten bei den Darmtransplantierten am
hdchsten ist (Ojo et al., 2003).
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1.3 Wasser- und Elektrolytresorption des Gastrointestinaltraktes

1.3.1 Allgemeines zu transepithelialen Elektrolytbewegungen

Der Gastrointestinaltrakt spielt in der Regulation des Wasser- und
Elektrolythaushalts des Korpers eine wichtige Rolle. Die genauen Mechanismen
des transmukosalen Transports sind, trotz jahrhundertelanger Forschung, die 1889
mit dem Schotten Edward Reid begonnen wurde (Bell & Parsons, 1976), noch
nicht vollstandig aufgeklart. Es sind viele Elemente und Proteine beschrieben, die
in intestinale Resorptions- und Sekretionsprozesse involviert sind.

Der Darm resorbiert taglich eine grofe Menge Flissigkeit. Man geht davon aus,
dass der menschliche Darm 9 Liter pro Tag aufnimmt. Diese 9 Liter setzen sich
zusammen aus 1,5-2,0 Liter oral zugefuhrter Flussigkeit und 7-7,5 Litern Sekret
aus Speicheldrisen, Magen, Gallenblase, Pankreas oder dem Darm selbst (Kato &
Romero, 2011). Da im menschlichen Kérper kein aktiver Transportmechanismus
fur Wasser zur Verfligung steht, kommt bei der Bewaltigung des Transports dieser
groBen Menge Flussigkeit der Natriumchloridabsorption und -sekretion als
treibender Kraft eine zentrale Bedeutung zu.

Fur Elektrolytbewegungen dieser beiden lonen sind verschiedene Mechanismen

bekannt:

1. Nahrstoff-gekoppelte Na*-Resorption, auf die hier nicht naher eingegangen
werden soll (v.a. SGLT, Slc6, SlIc38, etc.)

2. elektroneutrale NaCl-Resorption,

3. elektrogene CI'-Sekretion und

4. elektrogene Na'-Resorption durch den epithelialen Natrium-Kanal (eNaC),

spezifisch fur das distale Kolon (Kunzelmann & Mall, 2002; Turnamian & Binder,
1989), auf die hier ebenfalls nicht naher eingegangen werden soll.

Fur all diese Mechanismen baut eine basolateral gelegene Na'/K'-ATPase mit
Hilfe von Chlorid- und Kalium-Kanalen (Nakamura et al., 1999; Partiseti et al.,

1998) einen elektrochemischen Gradienten fur Natrium Richtung Zellinneres auf.
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Elektroneutraler NaCl-Transport im Diunn- und Dickdarm kann durch diesen
Gradienten apikal sekundar aktiv und elektroneutral (Mahnensmith & Aronson,
1985) uber Na'/H*- (v.a. durch den Transporter NHE3 aus der Slc9-Familie)
(Hoogerwerf et al., 1996; Schultheis et al., 1998) sowie CI/HCO3 - Austausch (v.a.
durch PAT-1 und DRA aus der Slc26-Familie) (Alper et al., 1999; Moseley et al.,
1999) gewahrleistet werden.

Elektrogene Chloridsekretion mit konsekutiv parazellularem Na‘- Strom Richtung
luminal wird vor allem durch CFTR (Riordan et al., 1989) bei intrazellularer cAMP,
oder cGMP- Erhohung vermittelt (Barrett & Keely, 2000). Diese Art der Sekretion
ist fir den gesamten Dunn- und Dickdarm nachgewiesen (Kato & Romero, 2011).

Abbildung 3: Transzellulare NaCl-Bewegungen intestinal.
Elektroneutraler NaCl-Transport (links) und elektrogene CI'-
Sekretion (rechts).

1.3.2 DRA und PAT-1

Bis heute sind vor allem zwei CI/HCOg3;™- Austauscher bekannt (Gawenis et al.,
2004; Seidler et al., 2008; Walker et al., 2008), welche die Chloridresorption und
Bikarbonatsekretion im menschlichen Darm leisten. Das Slc26A3-Transkript, DRA,
down regulated in adenoma, stellt einen der beiden CI'/ HCOj3 - Austauscher im

menschlichen Darm dar. Es wurde in Kolon-Adenomen niedrig exprimiert gefunden

(Schweinfest et al., 1993) und wird im gesamten Darm exprimiert. Besonders
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grol3e Expression findet man jedoch in Duodenum und Kolon (Jacob et al., 2002).
Slc26A3 wurde durch immunhistochemische Farbungen an der apikalen Membran

von oberflachlichen und kryptalen Enterocyten lokalisiert.

Slc26a6, ein elektrogener CI/nHCO3 Austauscher (Ko et al.,, 2002; Mount &
Romero, 2004; Shcheynikov et al., 2006; Xie et al., 2002) wird von PAT-1 kodiert
und wurde im Gegensatz zu DRA in vielen anderen Organen, wie Niere, Pankreas,
Herz oder Plazenta nachgewiesen. Wahrend intestinal die starkste Expression im
Dunndarm messbar ist, wird nur eine geringe Expression im Dickdarm gefunden.
Auch hier wurde immunhistochemisch nachgewiesen, dass die Transporter apikal
in Parietalzellen des Magens (Petrovic et al., 2002), Enterozyten des Darms (Wang
et al., 2002) und im Bereich des proximalen Nierentubulus (Kujala et al., 2005)
lokalisiert sind. Eine wichtige Rolle spielen SIc26A3 und SIc26A6 in der basalen
Bikarbonatsekretion des Duodenums, wobei SIc26A6 hier offenbar der wichtigere
Transporter ist (Wang et al., 2005). DRA Uberwiegt hingegen bei der cAMP-
stimulierten duodenalen HCOgj- Sekretion (Walker et al., 2009). Distal des
Duodenums sind beide Transporter wichtig fur die Chloridresorption mit einer
leichten Dominanz von SIc26A3 (Walker et al., 2008). Im Kolon spielt DRA
aulBerdem in der Chloridresorption eine grofRe Rolle (Schweinfest et al., 2006;
Zhang et al., 2007). Aktuell wird davon ausgegangen, dass SIc26A3 wohl den
Verlust von SIc26A6 kompensieren kann, neque vice versa (Kato & Romero,
2011). SIc26A6 nimmt weiter am duodenalen SO,* -Transport (Xie et al., 2002),
sowie an der duodenalen (Wang et al., 2005) und ilealen Oxalat-Ausscheidung tell
(Freel et al., 2006).

1.3.3 NHE3

NHE3, Sodium Hydrogen Exchanger 3, auch als SIc9A3 bezeichnet, spielt als
intestinaler, elektroneutraler apikaler Na'/H*- Austauscher (Mahnensmith &
Aronson, 1985) eine herausragende Rolle fiir den Gl-Trakt. In SIc9A3™- Mausen
wurden eine leichte Diarrhoe, milde Azidose, niedriger Blutdruck, VergrofRerung
des Darms und reduzierte jejunale Natriumresorption (Gawenis et al., 2002;
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Walker et al., 2008) mit kompensatorisch erhohter Expression von eNaC und
Na'/K*-ATPase festgestellt (Schultheis et al., 1998). Dass der Natriumtransport
durch Glucocorticoide beeinflusst wird, wurde bereits 1983 von Foster et. al
nachgewiesen (Foster et al., 1983). Erst Uber 10 Jahre spater wurde dies durch
eine Arbeitsgruppe in Baltimore quantifiziert (Wormmeester et al., 1998; Yun et al.,
1993).

1.3.4 CFTR

Der Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) ist ein ABC-
Protein und lonenkanal, der im menschlichen Darm Chlorid, Bikarbonat und
kleinere Mengen anderer lonen sezerniert und dadurch einen elektrischen, Lumen-
negativen Gradienten fur Natrium und Wasser aufbaut (Frizzell & Hanrahan, 2012).
Die Bedeutung von CFTR in der Flussigkeitssekretion wird bei Defekten im CFTR-
Gen bei der Mukoviszidose deutlich, die in erniedrigter Flussigkeits- und
Chloridsekretion in entsprechenden Epithelien resultieren (Frizzell & Hanrahan,
2012). CFTR wird durch cAMP-/PKA-abhangige Phosphorylierung (Frizzell &
Hanrahan, 2012) stimuliert und stellt den wichtigsten Mechanismus fir die

agonistenabhangige Chloridsekretion dar.
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Fragestellung der Arbeit

Verandert sich die Expression der lonentransporter NHE3, DRA und CFTR
im Epithel des transplantierten lleum?

Korrelieren klinische Ereignisse mit einer  Anderung der
Transporterexpression?

Tragt eine Dysregulation des Transporterbesatzes im transplantierten
Dunndarm durch Tacrolimus zu der hohen Inzidenz von Niereninsuffizienz

nach Darmtransplantation bei?

-« —-—-=-—-=——-="-
\

\

\

il

Abbildung 4: Fragestellung dieser Arbeit. In dieser Studie
untersuchter Zusammenhang von intestinalem Epithel,
Tacrolimus und Nierenfunktion.
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2.  MATERIAL UND METHODEN

2.1 Probenmaterial

Schriftliches Einverstandnis wurde von allen an der Studie teilnehmenden
Patienten eingeholt. Zunachst wurden von 7 gesunden Kontrollpatienten im
Rahmen von Darmkrebs-Vorsorge-Koloskopien Zangenbiopsien des Illeums
entnommen und die ACi-Werte ermittelt. Bei den darmtransplantierten Patienten
wurde Uber einen mittleren Beobachtungszeitraum von 787 Tagen im Rahmen von
Kontrollendoskopien (oder wann immer klinisch indiziert) Biopsieproben von ca.
1-2 mm? mittels Zangenbiopsie aus dem distalen lleum entnommen. Diese wurden
direkt nach Entnahme in RNAlater RNA Stabilization Agent (Ambion Europe Ltd.,
Huntington, Ambridgeshire, UK) bei 4 °C konserviert. AnschlieBend wurde das
makroskopische Gewebe aus der RNAlater-Losung in 400 pul Lysis Puffer (Ambion
Europe Ltd., Huntington, Ambridgeshire; UK) gegeben und darin mithilfe eines
Plastikmorsers lysiert und bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung tiefgefroren.
Zur Endanalyse wurden 397 Proben mit einbezogen, da bei den Ubrigen Proben
die notige Menge RNA aufgrund von technischen Problemen nicht erfolgreich

isoliert werden konnte.

2.2 Zellkultur

Eine aus Patientengewebe gewonnene Kolonkarzinom-Zelllinie, HROC113
(Maletzki et al., 2012), wurde fur die in vitro Studien kultiviert. Die Aussaat fur die
Untersuchungen zum Einfluss von Tacrolimus auf die Transporterexpression
erfolgte zwischen Passage 49 und 57. Die Kultivierung erfolgte in DMEM/Ham-F12
Medium (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) mit 5 % FBS (Gibco BRL, Paisley,
Schottland) und Penicillin/Streptomycin. Fir die in vitro-Versuche wurden die
Zellen in 6-Well-Zellkulturplatten (Corning, Lowell, MA, USA) ausgesat. Nach
Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen noch fur 4 Tage kultiviert. Vor der RNA-

Isolierung wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen.
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2.3 RNA-Isolierung

RNA wurde mithilfe des RNA-Extrationskit ,RNAqueous® - Small Scale Phenol-
Free Total RNA Isolation Kit* Katalog #1912 (Ambion Europe Ltd., Huntington,
Ambridgeshire, UK) isoliert.

Nachdem die Probe mindestens einen Tag bei -80 °C tiefgefroren war, wurde sie
auf Eis aufgetaut und bei 4°C und 15000 rpm fir 15 min zentrifugiert.
Anschlieend wurde die Flussigkeit aus dem Mikroreaktionsgefald unter
Zuriicklassen des am GefalRbodens sitzenden Zell- und Gewebedetritus abgesaugt
und in ein leeres Eppendorf-Reaktionsgefal3 gegeben. Es wurde anschliel3end
400 pul 64 %iges Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) zugegeben. Im
nachsten Schritt wurde die Probe mithilfe eines Rotationsschuttlers fur mindestens
15 min vermengt.

Dann wurde die Probe in eine Ambion-Extraktionsfiltersaule (Ambion Europe Ltd.,
Huntington, Ambridgeshire, UK) in einem Mikroreaktionsgefald gegeben und
zunachst bei 25°C und 2000 rpm fur 3 min zentrifugiert. Das Filtrat im
Mikroreaktionsgefald wurde entfernt. War noch unfiltrierte FlUssigkeit in der
Filtersaule, wurde die Drehzahl um 1000 rpm erhdht und eine weitere Minute
zentrifugiert. Es wurde sukzessive zunéchst 700 ul Washsolution #1, 700 pl
Washsolution #2/3 und nochmals Washsolution #2/3 (Ambion Europe Ltd.,
Huntington, Ambridgeshire, UK) in die Filtersaule gegeben. Nach Zugabe der
jeweiligen Washsolution wurde durch Zentrifugieren (zuerst 4000 rpm, dann
6000 rpm und schlief3lich 8000 rpm bei 25 °C, jeweils 1 min) filtriert und das Filtrat
verworfen. Schlie8lich wurden die Séaulen bei 14000 rpm und 25 °C fir 3 min
zentrifugiert, um Uberschissige Washsolution zu entfernen. Die Filtrationsséaule
wurde nun in ein neues Mikroreaktionsgefal der Firma Ambion transferiert und es
wurde auf den Filter 50 pul Elutionspuffer (Ambion Europe Ltd., Huntington,
Ambridgeshire, UK), der zuvor auf 70-80°C erhitzt wurde, zugegeben.
Anschliel3end wurde fir 15 min inkubiert, dann bei 12000 rpm 1 min lang bei 25 °C
zentrifugiert und zuletzt nochmals in gleicher Weise mit Elutionspuffer inkubiert und
zentrifugiert. Die isolierte RNA wurde bei -20 °C gelagert.
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2.4 RNA-Nachweis

2.4.1 Gelektrophorese

Zur Bestimmung der Qualitat der RNA-Isolation wurde eine Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Dazu wurde 1,5 %iges Agarosegel (Gibco BRL, Paisley, Schottland)
mit TRIS-Borat-EDTA-Puffer (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gegossen und
10 mg/ml Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) zugegeben. Das Gel
wurde mit Gemischen aus je 5 pl RNA-Isolat und 2,5 ul Formaldehyd-Ladepuffer
aus dem Ambion-Extraktionskit (Ambion Europe Ltd., Huntington, Ambridgeshire,
UK) beladen. Die Auftrennung erfolgte bei 90-100 V fir ca. 60 min.

Zur Auswertung wurden die Gele unter UV-Licht beurteilt und auf die Intaktheit des
typischen 18S und 28S-Bandenmusters untersucht.

Abbildung 5: RNA-Banden unter UV-Licht. Im dargestellten Beispiel ist das typische 18S und
28S Bandenmuster als Zeichen fir die Isolation intakter RNA sichtbar.

Photometrische Konzentrationsbestimmungen der isolierten RNA wurden mittels
Nano Drop 2000 Spectrophotometer von Thermo Scientific (Peglab, Erlangen,

Deutschland) durchgefuhrt.

2.5 Reverse Transkription

Zur Herstellung von cDNA wurde das ,RevertAid™ H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit #K1632“ (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Zum
Primer-Annealing wurden 15 pul RNA, der Isolat-Konzentration entsprechend
100 ng bis max. 5 pg RNA, mit 0,75 pl oligo(dT)1s-Primer versetzt und bei 70 °C fur
15 min im GeneAmp PCR Sytem 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
inkubiert. Auf Eis wurde anschlie3end 7,5 pl Mastermix (4 ul Puffer , 2 ul DTT,
0,75 pl dNTP Mix, 0,75 pl ,RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase®)
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zugesetzt und schlielich fur 90 min bei 42 °C im Heizblock umgeschrieben.
Zuletzt erfolgte die Inaktivierung der Enzyme bei 72 °C fur 5 min.

2.6 Quantitative Echtzeit-PCR

2.6.1 Theorie der qRT-PCR

Die Kombination der reversen Transkription (RT) mit nachfolgender quantitativer
Echtzeit-PCR (qPCR) als gRT-PCR zu Nachweis oder Quantifizierung von mRNA
ist heute eines der wichtigsten Verfahren zur Transkriptionsanalyse (Bustin et al.,
2005). Bei der gRT-PCR wird mittels Fluoreszenzmessung am Ende jedes
Amplifikationszyklus die Zunahme der Target-DNA bestimmt. Dazu kann z.B. ein
interkalierender Farbstoff wie SYBR™ Green | eingesetzt werden, der mit
doppelstrangiger DNA einen Komplex bildet, welcher dann bei einer
charakteristischen Absorptions- und Emissionswellenlange fluoresziert. Die
Fluoreszenzintensitat der Lésung steigt mit Zunahme der dsDNA an und ist somit
ein Mal3 fur die Zunahme der dsDNA.

2.6.1.1 Cycle threshold Werte

Zur Quantifizierung der Startmenge werden statt absoluter DNA-Konzentrationen
sog. Ci- oder CP Werte herangezogen. Diese entsprechen der Anzahl an PCR-
Zyklen, die durchlaufen werden mussen, um ein definiertes Fluoreszenzniveau zu
erzielen. Aus den Ci-Werten werden AC-Werte berechnet, indem der Ci-Wert einer
Target-DNA vom C-Wert einer Referenz-DNA subtrahiert wird. Der Betrag des
AC-Wert gibt an, wie viele Zyklen mehr (C; > 0) oder weniger (C; < 0) bendttigt
werden, um die gleiche Menge an DNA zu erhalten wie die Referenz-DNA. Geht
man von einer Verdopplung der DNA pro Zyklus aus, kann der relative
Expressionsunterschied E berechnet werden. Dieser gibt an, in welchem

Verhéltnis die Target-DNA zur Referenz-DNA vorliegt:

AC = Ct-Referenzgen - Ct-ZieIgen

rel. Expressionsunterschied E = 22
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Um den relativen Expressionsunterschied E eines Zielgens zwischen einem

Probenmaterial und einer Kontrolle anzugeben, wird der AACi-Wert berechnet:
AAC; = ACtprobe - ACtkontrolle

Aus dem AAC-Wert kann wiederum der relative Expressionsunterschied E ermittelt

werden:

rel. Expressionsunterschied E = 2744

Ist der AACi-Wert >1, so wird das Zielgen im Probenmaterial im Vergleich zur

Kontrollprobe vermehrt exprimiert et vice versa.

2.6.1.2 Histon 3.3A

Histon 3.3A diente fir die gRT-PCR als Referenzgen, da es als “Housekeeping
gene” wahrend des Zellzyklus auf konstanten Leveln exprimiert wird und keinen
zellzyklusbedingten Schwankungen unterliegt. Histone sind basische Proteine, die
als Teil des Chromatins in der Konservierung der DNA die entscheidende Rolle
spielen. Histon 3.3A ist héufig eingesetztes Referenzgen und ist in mehrfachen
Evaluationen von gRT-PCR-Referenzgenen als eines der effektivsten und
zuverlassigsten ermittelt worden (Hruz et al., 2011; Nijhof et al., 2009). Es wurde in
der Analyse von lonentransportern im Dunndarm von Kaninchen, Ratte und

Mensch erfolgreich eingesetzt (Jacob et al., 2002; Rossmann et al., 1999).

2.6.2 Auswahl der Primer
Die Auswahl der Primer erfolgte mit Hilfe der Primer-Express 2.0-Software (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

Die ausgewahlten Primersequenzen waren:

Histon 3.3A

Sense: 5-TTCCAGAGCGCAGCTATCG-3
Antisense: 5-TCTTCAAAAAGGCCAACCAGAT-3"
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DRA

Sense: 5'-GTGTCCTTTCTTGATGTTTCTTCAGT-3"
Antisense: 5'-CGGTTAAGCTTCTCAATGAAGTCA-3'

CETR

Sense: 5'-GGAAAAGGCCAGCGTTGTC-3¢
Antisense: 5'-CCAGGCGCTGTCTGTATCCT-3"

NHE3

Sense: 5'-CTGTCCCTCTACGGCGTCTT-3'
Antisense:5'-GCTGCCAAACAGGAGGAAGTC-3

2.6.3 Konzentrationsoptimierung der Primer

Zur Ermittlung der optimalen Konzentration der

Primerpaare wurde eine

Kalibrierkurve erstellt und anschlie3end die optimale cDNA-Konzentration mittels

Plasmiden ermittelt. Die einzelnen Konzentrationen konnen Tabelle 1 entnommen

werden:

Tabelle 1: Optimierte Primerkonzentrationen fir die Reverse Transkription.

Zielgen Sense Primer [nM]
Histon 3.3A 300
DRA 200
PAT1 300
CFTR 250
NHE3 100

2.6.4 Durchfuhrung der gRT-PCR

Antisense Primer [nM]

300
200
300
250
300

Zur Quantifizierung der umgeschriebenen cDNA wurde die quantitative Echtzeit-
PCR der gRT-PCR mit dem Abi Prism 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) durchgefuhrt. Da die Ziel- und Referenzgene

nicht im selben Reaktionsbehéltnis gemessen wurden, wurde jeweils Ziel- und
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Referenzgen in dreifacher Ausfiihrung amplifiziert. Es wurde das ,DyNAmo Flash
SYBR™ Green gPCR Kit* (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet.
Dazu wurden auf einer Platte (12*8 Reaktionsbehélter) maximal 6 verschiedene
Patienten-Proben mit den 3*5 Zielgenen gemessen. Zuerst erfolgte die
Konfiguration der Software Abi Prism 7000 SDS 1.2.3 und die Erstellung des
Pipettierschemas. Ein Mastermix mit der addquaten Menge fur die zu messende
Probenanzahl wurde hergestellt. Wie oben beschrieben, waren die
Primerkonzentrationen bereits optimiert. AnschlieBend wurde die cDNA auf
10 ng/ul verdinnt und die Arbeitsflache fur die PCR vorbereitet. Jeweils 5 ul RNA
und 15 pl Mastermix ergaben zusammen ein Reaktionsvolumen von 20 pl. Die
Platte wurde mit einer Klebefolie abgedeckt, bei 4000 rpm flr 1-2 min zentrifugiert
und in das Abi Prism 7000 Sequence Detection System eingesetzt. Das Gerét
wurde mit der Software Abi Prism 7000 SDS angesteuert und ausgelesen. Der
Ablauf der gPCR ist in Abbildung 6 dargestellt.

40x

Stage Il
Stage | 60°C
01:00 min
50°C
02:00 min

Abbildung 6: PCR-Einstellungen am Abi Prism 7000 SDS.
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2.7 Klinische Daten

2.7.1 Erstellung einer Datenbank

Mithilfe des relationalen Datenbankmanagementsystems Microsoft Access wurde
eine Datenbank erstellt, die Informationen zu endoskopisch und histologisch
diagnostizierten AbstoRungsepisoden, dem Biopsieort, Komplikationen oder
besonderen Ereignissen, CMV-und EBV-PCR aus dem Blut, Nierenfunktion,
Immunsuppression und zum  Koérpergewicht der Patienten  enthalt.
Die Rohdaten der quantitativen Real-Time-PCR wurden in einer separaten Tabelle

im Access gespeichert und mittels Abfragen mit den klinischen Daten korreliert.

2.7.2 Datengewinnung

Die klinischen Daten wurden retrospektiv erhoben und handisch per
Eingabeformular oder direkt in Tabellen in Microsoft Access'™ eingegeben. Bei
jeder Endoskopie fand zugleich eine Erhebung klinischer und laborchemischer

Basisparameter statt.

2.7.3 AbstoBungsdiagnostik

Die Patienten erhielten wie auch in anderen Zentren praktiziert (Horslen, 2006)
nach einem festen Schema Kontrollendoskopien, um AbstoRungsreaktionen
frihzeitig zu erkennen. Diese fanden zunachst im Abstand von 3 Tagen, spater
dann zwischen immer langeren Intervallen statt. Bei diesen wurde mittels
Zoomendoskopie die Dunndarmschleimhaut nach dem von Sasaki entwickelten
Schema beurteilt (Sasaki et al., 2002). Biopsien wurden entnommen und am
pathologischen Institut der Universitat Tubingen histologisch begutachtet.

AbstolRungsreaktion wurden als mild, moderat oder schwer klassifiziert.

2.7.4 Berechnung der GFR mittels MDRD-Formel

Um die Nierenfunktion zu beurteilen, wurde die glomeruldre Filtrationsrate
bestimmt. Diese wurde mittels vereinfachter MDRD-Formel aus den im
Zentrallabor der Universitdt Tubingen bestimmten Serumkreatininwerten

folgendermal3en berechnet:
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-1,154
Fiir mannliche Patienten;: GFR= 186 - (Soc;eSa) . Alter 0:203

Screa
0,95

-1,154
Fir weibliche Patienten: GFR=186-( ) . Alter 0:203. 0 742

2.7.5 Statistische Tests

Statistische Tests wurden mit der Statistik-Software JMP — Version 11.1.1 (SAS
Institute, Cary, NC, USA) durchgefihrt. Signifikanzniveaus und die jeweils
verwendeten statistischen Testarten sind in den jeweiligen Abbildungen
angegeben. Auf Normalverteilung wurde mittels Kolmogorov-Smirnov-Test sowie
graphischer Darstellung in Histogrammen geprift. Bei parametrischer Verteilung
wurde mit student's t-test auf Signifikanz getestet. Bei nicht-parametrischer

Verteilung fand der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test Anwendung.
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3. ERGEBNISSE

Ein Teil der hier vorgelegten Ergebnisse wurde bereits publiziert in (Reiner
et al., 2016).

3.1 Patientenkollektiv

Fur die vorliegende Studie wurden 10 Patienten untersucht, die im Zeitraum 2006-
2011 am Universitatsklinikum Tubingen in der Abteilung Allgemeine, Viszeral- und
Transplantationschirurgie  darmtransplantiert wurden (Tabelle 2). Der
Beobachtungszeitraum war 2006-2012. Die untersuchten Patienten waren im Mittel
etwa 50 Jahre alt. Die heimparenterale Ernahrung war vor Transplantation haufig
sehr lange durchgefihrt worden. Die Ursachen fir irreversibles chronisches
Darmversagen waren Morbus Crohn, Mesenterialischamie, Karzinom und
Volvulus. Vor Transplantation war die Nierenfunktion bereits in 40 % der Falle stark
vermindert. Die Inzidenz von Mutationen im NOD2-Gen als Risikofaktor fur die
Entwicklung eines Darmversagens (Schaffler et al., 2013) lag bei 33 %.
Indikationen fur die Transplantation waren immer basiert auf lebensbedrohlichen
Komplikationen, welche auf die parenterale Ernahrung zuriickzuftihren waren. Dies
waren intestinal failure-associated liver disease (IFALD) in 50 %, Verlust zentraler
Zugangswege in 30 % und wiederholte Septitiden in 20 % der Falle. Eine isolierte
Darmtransplantation wurde bei 60 % und eine Multiviszeraltransplantation bei 40 %
der Patienten durchgefuhrt. Eine Mittransplantation des Kolon ascendens erfolgte
in 40 % der Falle. Eine schwere Transplantatdysfunktion trat in 20 % der Falle auf,
welche den Verlust des Transplantats zur Folge hatte. Ein Patient entwickelte ein
chronisches Transplantatversagen, welches die Transplantatentfernung nach 1315
Tagen notwendig machte. Die zweite Transplantatentfernung in einem anderen
Patienten wurde nach 119 Tagen aufgrund protrahierter akuter Abstol3ung und
Sepsis notwendig. Ein Patient entwickelte in der frihen posttransplant-Phase eine

schwere Graft-versus-Host-Reaktion, der er 47 Tage nach Transplantation erlag.
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Tabelle 2: Tubinger Darmtransplantationskohorte 2006-2012. * Standardabweichung; £ Range.
Moadifiziert nach (Reiner et al., 2016).

Patienten
mannlich/weiblich 6/4
Alter bei Transplantation [in Jahren] 50,4+ 7,49 *

Dauer der Parenteralen Ernahrung vor
Transplantation [in Monaten] 129 (17 - 363)

Follow up [in Tagen] 787 (47 — 1508) *
Ursachen fur Darmversagen

(Crohn/Volvulus/Ischamie/Karzinom) ()
Nierenversagen vor Transplantation 4
NOD2-Mutation (hetero-/homozygot) 2/1
Transplantationsindikationen

Verlust zentraler Zugangswege 3
Wiederholte Septitiden 2
intestinal failure-associated liver disease 5
(IFALD)

Transplantat

Isolierter DUnndarm 6
Multiviszeral 4
Kolon ascendens mittransplantiert 4
Immunsuppression

Induktion (Alemtuzumab/ATG/Basiliximab) 21313
Tacrolimus zur Erhaltung 10
Prednisolon 10
Mycophenolat zu Beginn 6
Intermittierend mTOR-Inhibitor 5
Klinisches Outcome

Bioptisch gesicherte Abstof3ung 1
Transplantatverlust 2

Tod 1
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3.2 Immunsuppression

Alle Patienten erhielten eine immunsuppressive Induktionstherapie. Eingesetzt
wurde entweder ATG (200 mg), Thymoglobulin (2x 75 mg), Basiliximab (2x 20 mg)
oder Alemtuzumab (20 mg). Zusatzlich erhielten alle Patienten ein initiales
Immunsuppressionsregime, welches Tacrolimus (Zielspiegel: 10-15 ng/ml) und
Hochdosis-Prednisolon beinhaltete. 6/10 Patienten erhielten Mycophenolatmofetil.
MTOR-Inhibitoren (Rapamycin oder Everolimus) wurden eingesetzt, um die
Nephrotoxizitdt zu senken. Da jedoch kein positiver Effekt auf die Nierenfunktion
festgestellt werden konnte und zusatzlich unerwiinschte Arzneimittelwirkungen
auftraten, wurden die mTOR-Inhibitoren nur intermittierend eingesetzt. Ein Jahr
nach Transplantation bei allen Patienten eine relativ einfache Immunsuppression
bestehend aus Tacrolimus und niedrig dosiertem Prednisolon erreicht werden
(Abbildung 7 und Abbildung 8).
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Abbildung 7: Mittlere Tacrolimusspiegel nach Transplantation. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung des Mittelwerts an.
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Abbildung 8: Immunsuppression nach Transplantation im Zeitverlauf. Jede Zeile zeigt den
Verlauf fir einen einzelnen Patienten an. Die Patienten sind von oben nach unten sortiert nach
Datum der Transplantation. A) Prednisolontagesdosis im Verlauf. B) Tacrolimustalspiegel im
Verlauf. Beim ersten Patienten zeigte sich ein Transplantatversagen bei chronischer Abstof3ung.
Das Transplantat wurde an Tag 1315 explantiert. Bei Patient 5 wurde das Transplantat an Tag 119
aufgrund einer protrahierten akuten Abstol3ungsreaktion und Sepsis explantiert. C) Intermittierende
mTOR-Inhibitor-Gabe erfolgte, um die Nephrotoxizitdt zu senken. D) Die MMF-Gabe erfolgte bei 6
Patienten initial und wenn indiziert. Modifiziert nach Reiner et al., 2016.
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3.3 Transporterexpression im Epithel des terminalen lleum

Um untersuchen zu kdnnen, ob sich die Expression der lonentransportproteine im
Dunndarm andert, wurde zunadchst Proben von 7 gesunden Patienten, die im
Rahmen einer Kolonkarzinomvorsorge koloskopiert wurden, aus dem distalen
lleum entnommen. Aus diesen Proben wurde RNA isoliert und mittels gRT-PCR
die Expression der Gene Histon 3.3A, DRA, NHE3 und CFTR bestimmt.
Histon 3.3A wurde bereits in vorangehenden Studien als Referenzgen im
Duodenum verwendet (Jacob et al., 2002) und dient auch in der vorliegenden
Arbeit als Referenz, um die relative Expression der vier lonentransportproteine zu

ermitteln.
3.3.1 Transporterexpression im Kontroll-lleum

Um den Transporterbesatz im transplantierten Darm beurteilen zu kdnnen, wurden
zunachst Standardexpressionswerte flir die vier lonentransporter ermittelt. Dazu
wurde im Rahmen von Kolonkarzinom-Vorsorgekoloskopien bei 7 gesunden
Kontrollpatienten Zangenbiopsien entnommen und die Expression der Transporter
mittels qRT-PCR im Gewebe ermittelt. Als Referenzgen wurde Histon 3.3A
verwendet. Bezogen darauf waren die aus den Messergebnissen berechneten AC:-
Werte fur die Kontrollgruppe im Einzelnen -2,05 + 0,17 fur DRA; 4,36 = 0,71 far
CFTR und 1,18 + 0,33 fur NHE3. Diese Werte zeigen eine niedrige Variabilitdt und
sind somit gut als Kontrollwerte geeignet (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: ACt-Werte aus Kontroll-lleum. n=7

DRA CFTR NHE3
@ ACi-Werte -2,05 4,36 1,18
Standardabweichung 0,173 0,716 0,334
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3.3.2 Transporterexpression im transplantierten Darm

Um den Transporterbesatz der Epithelzellen im transplantierten Darm zu
bestimmen wurde wie bei den Kontroll-Biopsien die Expression der
Transportproteingene mittels gRT-PCR ermittelt und mit der Expression von
Histon 3.3A verglichen. AnschlieBend wurde die relative Expression (bezogen auf
Proben aus dem lleum gesunder Kontrollprobanden) mittels AAC:-Methode
bestimmt (siehe 2.6.1.1Cycle threshold Werte).

Im ersten Jahr nach Transplantation war im transplantierten lleum die mediane
relative Expression von NHE3 auf 21,9 %, von DRA auf 43,0 % und von CFTR auf
48,0 % vermindert. Im zweiten Jahr nach Transplantation waren die relativen
Expressionslevel von NHE3 (58.9 %) und DRA (59.5 %) statistisch signifikant
verbessert. Die CFTR-Expression war mit 53.8 % im Vergleich zu den Werten im
ersten Jahr nicht statistisch signifikant verandert.

Wahrend sich der Trend zur verbesserten Expression fur NHE3 (67,3 %) und DRA
(65,4%) im dritten Jahr fortsetzte, war die CFTR-Expression mit 56,8 % auch im
dritten Jahr kaum verdndert im Vergleich zu den Jahren 1 und 2 nach
Transplantation (Abbildung 9). Zusammengefasst war die Expression aller 3
untersuchten lonentransportproteine nach Transplantation vermindert. Eine
signifikante Erholung der Expressionslevel war nur bei NHE3 und DRA zu
beobachten. Wahrend die CFTR-Expression ebenfalls vermindert war, konnten

keine signifikanten Veranderungen im Zeitverlauf beobachtet werden.
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Abbildung 9: RNA-Expression der lonentransporter im Gesamtbeobachtungszeitraum. Im
ersten Jahr nach Transplantation war die Expression im Vergleich zur Kontrolle aus gesundem,
nicht transplantierten Darm von NHE3 (21.9 %), DRA (43.0%) und CFTR (~ 48,0 %) stark
erniedrigt. Danach erholten sich die Expressionslevel und variierten weniger stark (NHE3: 58.9 %;
DRA: 59.5 %; CFTR: 53.8 %; median + SEM). * und ** p<0,05; n.s. nicht signifikant; Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test. Modifiziert nach Reiner et al., 2016.

3.3.2.1 Expressionsverlauf von NHE3

NHE3 wird in lleum-Epithel und besonders stark in den Enterozyten der
Villusspitze exprimiert (Hoogerwerf et al., 1996; Singh et al., 2012). Dadurch
konnen Veranderungen der NHE3-Expression vermutlich vor allem auf die
Veranderungen der Genexpressionsaktivitdt in  den apikalen Enterozyten

zuruckgefuihrt werden. Die Genexpression in den hier untersuchten Biopsien aus



ERGEBNISSE 29

dem transplantierten lleum erschien insgesamt vermindert. Bemerkenswerterweise
war die Expression zu Beginn stark reduziert und zeigte starke Schwankungen.
Insbesondere kurz nach Transplantation lag die Mehrheit der Messwerte deutlich
unter dem Referenzbereich (Abbildung 10). Mit der Zeit, vor allem im Zeitraum
>1 Jahr nach Transplantation schien sich die Expression bei leicht erniedrigten
Werten zu erholen (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Relative NHE3-Expression Uber den Beobachtungszeitraum. Verschiedene
Farben der Punktwolke zeigen verschiedene Patienten an. Der graue Bereich zeigt die
Schwankungsbreite der Referenzgruppe an. Zu Beginn war die Expression stark reduziert und
schwankend. Im Laufe der Zeit ndherte sich die Expression den Referenzwerten an. Modifiziert
nach Reiner et al., 2016.

3.3.2.2 Expressionsverlauf von DRA
DRA wird wie auch NHE3 im Didnndarm exprimiert. Jedoch wird angenommen,
dass DRA im Dinndarm nicht so stark villusbetont wie NHE3 exprimiert wird,
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sondern auch kryptennah eine starke Transkription von DRA stattfindet (Walker et
al., 2009). Anderungen in der Gesamt-Expressionsaktivitit sind demnach
wahrscheinlich sowohl auf Anderungen in villus-, als auch in kryptennahen
Enterozyten zuriickzufiihren. Die Analyse von DRA im Langzeitverlauf zeigte
ahnlich wie NHES3 eine starke Herabregulation mit grof3er Schwankungsbreite zu
Beginn. Insbesondere kurz nach Transplantation lag die Mehrheit der Messwerte
deutlich unter dem Referenzbereich (Abbildung 11). Mit der Zeit schien sich die

reduzierte Expression zu erholen und zu Werten nahe 1 zuriickzukehren.
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Abbildung 11: Relative DRA-Expression Uber den Beobachtungszeitraum. Verschiedene
Farben der Punktwolke zeigen verschiedene Patienten an. Der graue Bereich zeigt die
Schwankungsbreite der Referenzgruppe an. Die Expression war zu Beginn stark reduziert und
schwankend. Im Laufe der Zeit naherte sich die Expression den Referenzwerten an. Modifiziert
nach Reiner et al., 2016.
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3.3.2.3 Expressionsverlauf von CFTR

Da die elektroneutrale Natriumchloridabsorption mutmalflich auch durch das
wichtigste Chlorid-sezernierende Protein beeinflusst wird, wurde hier auch der
Chloridtransporter Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR)
untersucht. Die CFTR-Expression war genau wie die von NHE3 und DRA
statistisch hochsignifikant vermindert. Die Herabregulation war jedoch weniger
ausgepragt als fur die absorbierenden lonentransporter. Die Schwankung im
ersten Jahr fiel bei der CFTR-Expression ebenfalls auf. Im Vergleich zu NHE3 und
DRA zeigten die Referenzwerte von CFTR aus gesunden Kontrollprobanden eine
groRere Schwankungsbreite (Abbildung 12). Die CFTR-Expression schien sich auf

einem leicht verminderten Level in der Schwankungsbreite der Kontrollgruppe zu

stabilisieren.
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Abbildung 12: Relative CFTR-Expression Uber den Beobachtungszeitraum. Verschiedene
Farben der Punktwolke zeigen verschiedene Patienten an. Der graue Bereich zeigt die
Schwankungsbreite der Referenzgruppe an. Zu Beginn schien die Expression reduziert und stark
schwankend. Im Laufe der Zeit naherte sich die Expression den Referenzwerten an. Deutlich
erkennbar befanden sich viele Messwerte innerhalb der Schwankungsbreite der Referenzgruppe.
Modifiziert nach Reiner et al., 2016.

3.3.24 Regressionsanalyse der Transporterexpressionen untereinander
Eine gemeinsame Regulation der verschiedenen lonentransporter erscheint
wahrscheinlich. So wird fir CFTR eine gegenregulatorische Wirkung mit sowohl
NHE3 (Favia et al., 2006) als auch DRA (Ko et al., 2002) angenommen. Fur NHE3
und DRA wird eine gemeinsame Regulation angenommen (Malakooti et al., 2011).
Diese gemeinsame Regulation von NHE3 und DRA koénnte bereits bei der
gemeinsamen Transkriptionsregulation beginnen, aber auch noch die Regulation
der Aktivitat umfassen. Hinweise hierfur sind das gemeinsame Vorkommen in Lipid
Rafts und ahnliches Bindungsverhalten zu Adapterproteinen der NHERF-Familie.
Mit der hier angewandten Methodik kann nur eine Aussage Uuber die
Expressionsaktivitat gemacht werden. Darum wurden die relativen Expressionen
der untersuchten Transporter gegeneinander in einer Regressionsanalyse
korreliert. Eine starke Korrelation konnte fur NHE3 mit DRA festgestellt werden
(Spearman-Korrelationskoeffizient rs = 0,7185). Zwischen NHE3 und CFTR (rs =
0,6699) und DRA und CFTR (rs = 0,5143) wurde ebenfalls eine mittelstarke bis
starke Korrelation ermittelt (Abbildung 13). Interessant war dabei, dass die
Korrelation zwischen NHE3 und DRA am starksten war. Ob daraus eine starkere
gemeinsame Regulation abgeleitet werden kann, wird in der Diskussion n&her

erlautert.
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Abbildung 13: Regressionsanalyse der lonentransporter untereinander. Die Korrelierung der
relativen Expression von NHE3 mit DRA (oben) zeigte einen starken Zusammenhang. Die
Korrelation von NHE3 mit CFTR (unten links) und von DRA mit CFTR (unten rechts) war etwas
schwécher. Dennoch waren alle Korrelationskoeffizienten >0.5 und die einzelnen Parameter somit
als stark korrelierend zu werten. Modifiziert nach Reiner et al., 2016.
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3.4 Verlauf der Transporterexpression an Einzelpatienten

Um die Anderung der Transporterexpression im Langzeitverlauf besser beurteilen
zu koénnen, wurden die einzelnen Expressionsverlaufe nach den jeweiligen
Patienten aufgeschlisselt und analysiert. Die Verlaufe zweier charakteristischer
Patienten werden hier aufgezeigt.

3.4.1 Verlauf bei Patient 1

Um Veranderungen in der Genexpression klinischen Ereignissen zuordnen zu
kénnen, wurde die relative Expression von NHE3, DRA und CFTR gegen die Zeit
aufgetragen (Abbildung 14).

Wie auch in der Gesamtpopulation festgestellt, wurde bei Patient 1 unmittelbar
nach Transplantation eine deutliche Reduktion der Genexpression von NHE3 und
DRA festgestellt. Nach etwa einem Jahr schien sich die Genexpression zu erholen
und der Vergleichsgruppe anzunahern. Interessanterweise trat diese Erholung
nach einer akuten Abstol3ungsperiode auf. Ob die Expression mit dieser
AbstolRungsperiode zusammenhangt, bleibt jedoch unklar.

In der AbstoRungsperiode schien NHE3 stark reprimiert und DRA etwas
schwacher unterdrickt. Fur CFTR war in der hier vorliegenden
Abstol3ungsperiode, verglichen mit den perirejektiven Werten, keine deutliche
Verédnderung in der mRNA-Expression feststellbar. Im Langzeitverlauf schien sich
die Expression aller drei untersuchten Transporter auf ein leicht erniedrigtes

Niveau zu erholen.
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Abbildung 14: Verlauf von NHE3, DRA und CFTR-Expression bei Patient 1. Die relative
Expression von NHE3 und DRA war unmittelbar nach Transplantation deutlich erniedrigt und schien
sich im Verlauf, v.a. nach etwa >1 Jahr zu erholen. CFTR schien hier dauerhaft auf ein niedriges
Level exprimiert zu sein. Beachte die logarithmische Skalierung der y-Achse (Expression).
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3.4.2 Verlauf bei Patient 2

Patient 2 war der erste darmtransplantierte Patient am Universitatsklinikum
Tldbingen. Wie bei Patient 1 und im Gesamtkollektiv beobachtet, zeigte auch
Patient 2 unmittelbar postoperativ eine deutliche Reduktion der relativen
Expression von NHE3, DRA und CFTR (Abbildung 15). Die Expression schien sich
bei diesem Patienten nicht so ausgepragt zu erholen, wie es bei anderen Patienten
zu beobachten war. Auffallig im Verlauf von Patient 2 war vor allem die stark
ausgepragte Repression von NHE3 und CFTR im Rahmen einer Campylobacter-
Enteritis etwa 300 Tage nach Transplantation. DRA schien ebenfalls reprimiert,
jedoch in geringerem Ausmal3. Nach etwas mehr als 3 Jahren traten wiederholte
AbstoRungsepisoden auf, die zunachst von erniedrigter NHE3- und DRA-
Expression begleitet waren. Interessanterweise waren die wiederholten Episoden
nicht von deutlichen Veranderungen in der Transporterexpression begleitet. Der
Schaden am Transplantat war schlie3lich zu grol3, so dass die Explantation den

Beobachtungszeitraum fur diesen Patienten beendete.
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Abbildung 15: Verlauf von NHE3, DRA und CFTR-Expression bei Patient 2. Die relative
Expression von NHE3 und DRA war unmittelbar nach Transplantation deutlich erniedrigt.
Wahrend einer Campylobacter-Enteritis etwa 300 Tage nach Transplantation war die
Expression aller 3 lonentransporter erniedrigt. Beachte die veranderte Skalierung der y-Achse.
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3.5 Nierenfunktion im Tubinger Transplantationskollektiv

Die Nierenfunktion ist ein kritischer Faktor in der Zeit nach der
Darmtransplantation. Sie muss unbedingt in der Steuerung der Immunsuppression
beriicksichtigt werden und beeinflusst den Langzeitbehandlungserfolg und die
Letalitat erheblich (Watson et al., 2008). Da unklar ist, ob die drastische
Verschlechterung nach Darmtransplantation alleine auf die Nephrotoxizitat der
Immunsuppressiva zurtickzufiihren oder auch eine veranderte NaCl-Aufnahme im
Darm mitverantwortlich ist, wurde hier zunachst die glomerulére Filtrationsrate

(GFR) als Indikator fir die Nierenfunktion bestimmit.

3.5.1 Nierenfunktion nach Darmtransplantation

Im Rahmen von Kontrolluntersuchungen wurde routinemaflig der Serum-Kreatinin-
Wert erhoben und daraus die GFR wie unter 2.7.4 beschrieben, nach der MDRD-
Formel errechnet. Alle Patienten zeigten eine deutliche Abnahme der GFR (nicht
einzeln dargestellt), was sich auch im Mittelwert des Kollektivs zu den Zeitpunkten
0, 1, 2 und 3 Jahre nach Transplantation widerspiegelt.

Die mittlere GFR fiel von 82.60 = 36,03 ml/min vor Transplantation auf Werte um
40 ml/min (Mittelwert 1 Jahr nach Transplantation: 40,36 + 13,42 ml/min). Nach
diesem starken Abfall um etwa 52 % stabilisierte sich die GFR bei niedrigen
Werten (mittlere GFR 2 Jahre nach Transplantation: 37,09 + 9,61 ml/min; nach 3
Jahren: 42,52 + 10,59 ml/min). Dieser initial rapide Verlust an Nierenfunktion war
zeitlich begleitet von hohen Tacrolimusspiegeln (Abbildung 16). Zeitlich
korrelierend zur Reduzierung der Tacrolimuslevel verminderte sich der
progrediente GFR-Abfall. Ab 1 Jahr post transplantationem kam der Verfall der
glomerularen Filtrationsrate sogar zum Stillstand. Dies war zeitlich begleitet von

niedrigeren Tacrolimus-Talspiegeln.



ERGEBNISSE 39

140 - - 20

= GFR - 18
1204 = Tacrolimus
- 16

100 - |14

- 12

(o]
o
|

- 10

- 8

- 6

- 4
20

- 2
0 -0

+

\ » ’
Q@ Q$° A RN N q7 WN

GFR [ml/min]
N
o

NN
o
]

Tacrolimus Talspiegel [ng/ml]

Monate nach Transplantation

Abbildung 16: Nierenfunktion und Tacrolimus-Talspiegel nach Darmtransplantation.

Die glomeruldre Filtrationsrate (GFR) wurde zur Beurteilung der Nierenfunktion nach der
MDRD-Formel berechnet. Nach Transplantation fallt die GFR deutlich auf Werte um 40 ml/min.
Der Uber das erste Jahr stattfindende, besonders ausgepragte Verlust an Nierenfunktion war
begleitet von hohen Tacrolimus-Talspiegeln. Ab 1 Jahr post transplantationem stabilisierten
sich sowohl die Tacrolimus-Talspiegel als auch die Nierenfunktion. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung des Mittelwerts an. Modifiziert nach Reiner et al., 2016.
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3.6 Tacrolimus-Effekte im Zellkulturmodell

Nach Transplantation wurden die Tacrolimus-Wirkspiegel langsam abgesenkt. In
auffalliger Weise war damit eine Erholung der Expressionslevel von NHE3 und
DRA assoziiert. Um der Frage nachzugehen, inwieweit Tacrolimus intestinale
Epithelzellen direkt beeinflusst, wurden in vitro-Experimente an einer kurzlich
etablierten Zelllinie (Maletzki et al., 2012) durchgefihrt, welche NHE3, DRA und
CFTR in ahnlicher Weise wie Epithel des Ileums exprimiert (Beobachtung von C.
Straarup, P. Bodammer). Andere verfugbare Zelllinien, die zur Charakterisierung
des intestinalen lonentransports bereits eingesetzt wurden, wie z.B. Caco-2 oder
HEK-Zellen, zeigen keine &hnlichen endogenen Expressionslevel wie Epithel des
lleums (Lamprecht et al., 2009). Sie scheinen damit weniger geeignet fir die
genannte Fragestellung als die HROC113-Zellen.

Inkubation von HROC113-Zellen mit Tacrolimus in Konzentrationen, die den
Wirkspiegeln im Blut der darmtransplantierten Patienten entsprechen, fuhrte zu
klar abgrenzbaren Effekten. In dosisabhéangiger Weise reduzierte Tacrolimus die
Expressionslevel von NHE3 auf bis zu 49,1 % (verglichen mit Inkubation in
Tacrolimus-freiem Medium). Die Expression von DRA war auf bis zu 39,4 %
vermindert. Die Expression von CFTR dagegen war (statistisch nicht signifikant)
auf nur 84,5 % vermindert (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Tacrolimus-Wirkung auf HROC113-Zellen.Tacrolimus reduzierte
die Expression von NHE3 und DRA. Die Expression von CFTR wurde kaum
beeinflusst. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung des Mittelwerts an.
N=3 pro Versuchsbedingung. Modifiziert nach Reiner et al., 2016.
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4. DISKUSSION

4.1 Darmtransplantation in der Therapie des Darmversagens

Das chronische Darmversagen ist ein schwerwiegendes, oft hochkomplikatives
Krankheitsbild. Meist wird nach ausgedehnter Dunndarmresektion zunachst ein
Kurzdarmsyndrom manifest. Dabei werden typischerweise drei Phasen
durchlaufen: Die erste, hypersekretorische Phase ist charakterisiert durch sehr
hohen Dinndarm-Output, sehr schlechte Resorption aller N&ahrstoffe sowie
Hypergastrinamie und Hyperbilirubindmie. Die bis zu 2 Jahre anhaltende, nach
frihestens 48 h postoperativ beginnende Adaptationsphase ist durch zunehmende
intestinale Resorption gepragt und abhangig vom luminalen Nahrstoffangebot. Bei
Erreichen der maximalen Adaptation ist die chronisch adaptierte, stabile Phase
erreichtt Es kann eine orale Autonomie mit und ohne parenterale
Supplementierung erreicht oder eine weitgehend vollstandige parenterale
Flissigkeits- und Ernéhrungstherapie notwendig werden.

Chronisches Darmversagen tritt ein, wenn in der chronisch adaptierten, stabilen
Phase die vollstandige parenterale Flissigkeits- und Ernahrungstherapie
notwendig wird. Verglichen mit der Prognose nach einer Darmtransplantation ist
die Prognose von Patienten, die aufgrund von Darmversagen eine
komplikationsarme parenterale Ernahrung erhalten, gut (DelLegge et al., 2007;
Goulet, 2012; Pironi et al., 2012; Pironi et al., 2011). Darum ist ein chronisches
Darmversagen per se keine Indikation zur Darmtransplantation. Erst beim
drohenden Scheitern der parenteralen Ernahrung (v.a. durch IFALD, Verlust
zentralventser Zugénge oder wiederholte Septikdmien) und wenn rehabilitative
Malinahmen ausgeschopft sind, kann eine Darmtransplantation vorteilhaft werden
(Lamprecht et al., 2014).
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4.2 Entwicklung der Darmtransplantation in den zurtickliegenden 20
Jahren
Obwonhl das Transplantatiiberleben nach 10 Jahren immer noch bei nur etwa 30 %
liegt (K. M. Abu-Elmagd, Costa, Bond, Soltys, et al., 2009) haben sich seit der
ersten erfolgreichen Darmtransplantation 1987 (Deltz et al., 1989) die Kurz- und
Langzeitiiberlebensraten sukzessiv verlangert (Mazariegos et al., 2010). Vielfaltige
Verbesserungen und Erweiterungen der chirurgischen Verfahren erlauben heute
einen auf die individuelle Situation angepassten Transplantationsmodus
(Hashimoto et al., 2015). Viele chirurgische Therapiestrategien bleiben dennoch
kontrovers. Eine Strategie der frihen Transplantation zur Vermeidung eines
ausgedehnten Leberschadens hat in den USA zur selteneren Mittransplantation
von Lebersegmenten gefuhrt. Neuere Daten hingegen deuten darauf hin, dass die
Mittransplantation eines Lebersegmentes protektiv wirkt (Grant et al., 2015). Klarer
sind die Daten zur Miteinbeziehung von Kolonanteilen. Bei Mittransplantation von
Kolon ascendens-Segmenten wird bei gleichen Uberlebensraten weniger
parenterale Ernahrung bendtigt (Grant et al., 2015; D. Sudan, 2006). In welchem
Ausmall das mittransplantierte Kolonsegment spezifisch die Absorption von

Wasser und Elektrolyten verbessert ist noch unerforscht.

Einen weiteren wichtigen Beitrag zur Verbesserung des Transplantatiberlebens
leisten Optimierungen der medikamentésen Immunsuppression. Wahrend
Tacrolimus und niedrig dosierte Glucocorticoide das Rickgrat der langfristigen
Immunsuppression darstellen, haben neu entwickelte Antikdrper wie Alemtuzumab
oder Basiliximab als Induktionstherapeutika die Transplantatiberlebensrate
verbessert (K. M. Abu-Elmagd, Costa, et al., 2012; D. L. Sudan et al., 2002).
MTOR-Inhibitoren  additiv, oder um die Tacrolimus-Toxizitdt  nach
Darmtransplantation zu reduzieren, tragen ebenfalls zu verbessertem
Transplantatiberleben bei (Fishbein et al., 2002). Die grof3te Herausforderung
nach der Darmtransplantation bleibt, die Balance aus genigend starker

Immunsuppression und maoglichst geringer unerwinschter Arzneimittelwirkung zu
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finden. Haufige limitierende Nebenwirkungen der immunsuppressiven Therapie
sind opportunistische Infektionen, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie oder
Verschlechterung der Nierenfunktion und zwingen oft zu einer ,partiellen Toleranz”
(K. M. Abu-Elmagd, Costa, Bond, Wu, et al., 2009).

Obwohl die meisten Patienten bald nach der Darmtransplantation eine orale
Autonomie erzielen (K. M. Abu-Elmagd, Kosmach-Park, et al., 2012; Grant et al.,
2005; O'Keefe et al, 2007) und dadurch nierenschadigende Phasen der
Dehydratation seltener sein sollten, als bei komplett parenteraler Ernéhrung
(Buchman et al., 1993), bleibt der chronische Nierenfunktionsverlust eine haufige
Komplikation nach der Darmtransplantation (Lauro et al., 2014). Der jahrliche
Nierenfunktionsverlust ist nach der Darmtransplantation sogar grof3er als bei
langfristiger parenteraler Erndhrung im Darmversagen (Pironi et al., 2014). Die
Ursachen fir die héaufig auftretenden Nierenfunktionseinschrénkungen nach der
Transplantation sind vielféaltig. Die lang anhaltende Volumendepletion vor der
Transplantation trotz parenteraler Supplementierung spielt wahrscheinlich ebenso
eine Rolle wie fortbestehende Volumendepletion nach der Transplantation durch
hohe Stoma-Verluste (Boncompain-Gerard et al., 2000; Lauverjat et al., 2006;
Suzuki et al., 2012). Die Rolle des intestinalen Epithels im transplantierten Darm ist
in diesem Zusammenhang noch nicht untersucht, obwohl das Dunndarmepithel
durch transepithelialen NaCl-Transport die Wasseraufnahme regelt (Kato &
Romero, 2011). Ein anderer grol3er Anteil am Nierenfunktionsverlust ist der
nephrotoxischen Immunsuppression zuzuschreiben (Buchman et al., 2003).
In der hier vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen
Immunsuppression, intestinalem NaCl-Transport und Nierenfunktion nach der

Darmtransplantation untersucht.

4.3 Eine relativ wenig intensive Immunsuppression kann nach
Darmtransplantation erreicht werden
Die Immunsuppression spielt im Management nach der Darmtransplantation eine

herausragende Rolle. Es gilt einerseits das Empfanger-Immunsystem soweit zu
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unterdricken, dass keine AbstoRung des Transplantats erfolgt. Andererseits muss
das Immunsystem noch in der Lage sein, die Abwehr von Pathogenen zu
gewahrleisten. Verglichen mit anderen Organtransplantationen wie Herz, Lunge
oder Leber scheint der Darm eine Sonderstellung einzunehmen, da hier im
Transplantat zusatzlich noch die Balance zwischen dem residenten und
transienten Mikrobiom und der Darmwand aufrechterhalten werden muss (Alegre
et al., 2014; Oh et al., 2012).

Von sehr hohen Wirkspiegeln der stark nephrotoxischen Calcineurin-Inhibitoren ist
man heute jedoch abgekommen und die Zielspiegel liegen im &hnlichen Bereich
wie nach Herz- oder Lebertransplantation (Wallemacq et al., 2009). Vergleichbare
Spiegel wurden auch im hier vorliegenden Beobachtungszeitraum angestrebt.
Zusatzliche Immunsuppressiva wie Mycophenolsdurederivate oder mTOR-
Inhibitoren wurden nur gelegentlich zur Therapie von Abstof3ungsepisoden oder
um die Nephrotoxizitat zu senken gegeben. Da sich die Nierenfunktion oft nicht
wesentlich verbesserte, oder aufgrund von Komplikationen, wurden diese jedoch
nicht lange eingesetzt.

Diese Beobachtungen lassen darauf schlieen, dass eine relativ schwache
Immunsuppression in Form niedriger Tacrolimusspiegel mit niedriger Prednisolon-
Tagesdosis zum Einsatz in der Immunsuppression nach Darmtransplantation
geeignet ist.

Dies ist auch in Bezug auf die Nierenfunktion gunstig, da Tacrolimus nicht nur
durch direkte nephrotoxische Effekte, sondern auch durch indirekte Toxizitat auf
das intestinale Epithel fur die hohere Inzidenz der chronischen Niereninsuffizienz

nach der Darmtransplantation verantwortlich zu sein scheint.

4.4 Im transplantierten Darm herrscht eine Dysregulation zwischen
absorbierenden und sezernierenden lonentransportern

Das intestinale Epithel ist eine hochkomplexe Struktur, deren molekulare

Zusammensetzung und Regulation nur unvollstandig verstanden ist. Als

Grenzschicht spielt es eine wichtige Rolle in der Balance zwischen den luminalen
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Nahrungsbestandteilen und Mikroorganismen einerseits und der Mucosa
andererseits. Das Darmepithel unterliegt kontinuierlichen Flissigkeitsbewegungen
in Form von Resorption und Sekretion, die durch das Epithel selbst moduliert
werden kénnen. Angenommen werden Regulationsmoglichkeiten tber den aktiven
Transport durch die Zellen (transzellular) einerseits und die parazellulare Barriere
andererseits (Clayburgh et al., 2006).

Da im lleum von einer NaCl-resorptiven Funktion von NHE3 und DRA
ausgegangen wird, wurde hier die Expression im transplantierten Duinndarm
untersucht. Verglichen mit gesunden Kontrollpatienten zeigt sich eine insgesamt
reduzierte  Genexpression im  transplantierten  Dianndarm  fuir  beide
Transportproteine.

Der Grund fur diese Reduktion ist unklar und scheint komplexen, multifaktoriellen
Mechanismen zu unterliegen. So konnte zum Beispiel im lleum von Hasen eine
Aktivitatszunahme von NHE3 nach Glucocorticoid-Gabe beobachtet werden
(Wormmeester et al., 1998). In einer anderen kurzlich veroffentlichte Studie wurde
eine erniedrigte Expression von CFTR, jedoch keine Verdnderung von DRA nach
Darmtransplantation in Mausen festgestellt (Song et al.,, 2013). Die Mause in
dieser Studie erhielten jedoch keinerlei Immunsuppression und es bleibt fraglich,
inwieweit das dort etablierte Transplantationsmodell auf die klinische
Darmtransplantation im Menschen tbertragen werden kann.

Interessanterweise war in dem hier vorliegenden Transplantationskollektiv die
NHE3-Expression besonders zu Beginn erniedrigt, als die Prednisondosis hoch
war. Dies schliel3t einen Einfluss der Glucocorticoide auf die NHE3-Aktivitat nicht
aus; es scheinen jedoch andere Einflisse starker auf die NHE3-Expression im
transplantierten menschlichen lleum zu wirken. So hat zum Beispiel eine kirzlich
erschienene Arbeit den Effekt von mTOR-Inhibition auf epitheliale lonentransporter
im Detail analysiert (Yang et al., 2015).

Diese Studie legt den Schluss nahe, dass durch mTOR-Inhibition induzierte

Autophagie die intestinale NHE3-Expression reduziert wird.
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Im hier beobachteten Transplantationskollektiv wurde vor allem eine Tacrolimus-
basierte Immunsuppression gegeben. Die zunachst stark schwankenden, hohen
Tacrolimusspiegel wurden mit der Zeit reduziert. Dieser Zeitverlauf war in
auffalliger Weise begleitet von einer sich erholenden NHE3- und DRA-Expression.
Um diese zeitliche Assoziation auf Kausalitat zu tGberprufen, wurde die Wirkung
von Tacrolimus auf die Expressionslevel der einzelnen Ilonentransporter im
Zellkulturmodell untersucht. Da in verfugbaren Zelllinien die Expressionslevel von
NHE3 und DRA nicht vergleichbar mit den Leveln in Biopsien aus dem terminalen
lleum sind, wurde die erst kurzlich charakterisierte Zelllinie HROC113 verwendet
(Maletzki et al., 2012). In diesen Zellen ahnelt das Expressionsniveau der drei
untersuchten Transporter dem Expressionsniveau in lleumbiopsien.

Tacrolimus fuhrte in diesen Zellen zu einer dosisabhéangigen Reduzierung der
Expressionslevel von NHE3 und DRA. Die CFTR-Expression war hingegen kaum
beeinflusst. Diese Verdnderungen spielten sich dosisabhéngig in einem
Konzentrationsbereich ab, der den Tacrolimus-Spiegeln im Blut und wahrscheinlich
auch den Tacrolimus-Spiegeln in der Darmwand entspricht. Obwohl unklar bleibt,
in welchem Ausmall die hier eingesetzten Tacrolimus-Konzentrationen den
tatsachlichen Gewebespiegeln &hneln, deuten diese in vitro Daten gemeinsam mit
den in vivo Daten der zeitlichen Korrelation der Tacrolimusspiegel und der
Transporterexpression darauf hin, dass Tacrolimus in therapeutischer Dosierung
die Kapazitat zur intestinalen NaCl-Aufnahme einschrankt.

Uber die funktionellen Konsequenzen dieser Dysregulation lasst sich nur
spekulieren. Das terminale lleum hat eine primar resorptive Funktion. Deshalb
erscheint plausibel, dass die Inhibition von NHE3 und DRA eine starkere
Funktionseinschrankung im Hinblick auf die NaCl-Absorption zur Folge hat als die
nur schwach ausgepragte Inhibition des primar sezernierenden CFTR auf die
ohnehin schwach ausgepréagte sekretorische Komponente im lleum. Ob die
beobachtete schwéchere Korrelation von CFTR mit DRA und NHE3 tatsachlich
hinweisgebend fir eine Entkopplung von DRA und NHE3 einerseits und CFTR
andererseits ist, bleibt offen.
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Interessanterweise konnte bei der Analyse der einzelnen Patienten unter
bestimmten Bedingungen eine distinkte Veranderung von einzelnen Transportern
festgestellt werden. So war wéhrend einer Campylobacter-Enteritis die Expression
von NHE3 und CFTR extrem stark erniedrigt bis zum zeitweise kompletten Verlust
der Expression. Bemerkenswerterweise war die DRA-Expression in deutlich
schwéacherem Ausmafll unterdrickt. Ebenso konnte wahrend einzelner
AbstoRungsepisoden eine deutliche Reduktion der lonentransporterexpression
festgestellt werden. Andererseits war etwa bei Patient 2 in spaten, chronischen
Episoden der Transplantatdysfunktion keine deutliche Reduktion der Expression
mehr zu bestimmen. Diese Episoden spielten sich also nicht auf epithelialer Ebene
ab, was zum makroskopischen Befund des schlieBlich entnommenen
Transplantates passt, welches vor allem den Aspekt einer starken Schrumpfung
zeigte.

Zusammengenommen lasst sich schliel3en, dass die Expression bei bestimmten
Zustanden (z.B. Campylobacter-Enteritis, akute Abstof3ung) im transplantierten
lleum besonders stark erniedrigt war. Um die relative Expression von
lonentransportproteinen als klinisch aussagekraftigen Marker fur Absto3ungs- oder
Infektionsereignisse  heranzuziehen waren jedoch weitere bestétigende

Untersuchen notwendig.

4.5 Tacrolimus beeinflusst den Transporterbesatz im Darm und tragt
damit zu verschlechterter Nierenfunktion bei
Das intestinale Epithel tragt durch seine resorptive und sekretorische Kapazitat
zum Wasser-Elektrolythaushalt bei. In welchem Ausmal3 die transzellulare
elektroneutrale Natriumchloridresorption zum Wasser-Elektrolythaushalt beitragt,
ist unklar. Wie der spezifische Transporterbesatz im Darm den Wasser-
Elektrolythaushalt beeinflussen kann ist ebenfalls unbekannt. Daten einer kirzlich
erschienenen Studie legen nahe, dass durch die Hemmung von NHE3 mittels
eines spezifischen Inhibitors die Natriumaufnahme empfindlich beeinflusst werden

kann (Spencer et al., 2014). Da die Niereninsuffizienz nach Darmtransplantation
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eine besonders haufige und den Behandlungserfolg gefahrdende Komplikation
(Herlenius et al., 2008; Watson et al., 2008) darstellt und der Transporterbesatz im
transplantierten Dinndarm offensichtlich verandert ist, stellt sich die Frage, ob eine
verminderte  NaCl-Resorption zur erhéhten Inzidenz der chronischen
Niereninsuffizienz nach Darmtransplantation beitragt. Hierzu wurde zunachst die
glomerulare Filtrationsrate (GFR) als Indikator fir die Nierenfunktion im
Beobachtungszeitraum bestimmt. Ahnlich wie von anderen Arbeitsgruppen
berichtet (Herlenius et al., 2008; Watson et al.,, 2008), war die mittlere GFR
unmittelbar vor Darmtransplantation leicht erniedrigt. So hatten Herlenius et al. die
Gesamttransplantationskohorte in eine Darmversagen-Kohorte und in eine Kohorte
mit neuroendokrinen Tumoren des Pankreas aufgeteilt. In der Darmversagen-
Kohorte (vergleichbar mit dem hier vorliegenden Kollektiv) wurde eine etwas
niedrigere GFR als die hier bestimmte ermittelt. Watson et al. hingegen hatten
etwas hohere GFR-Werte unmittelbar vor Transplantation festgestellt.

Absolute GFR-Werte sind unter den Studien aufgrund der unterschiedlichen
Bestimmungsmethoden der GFR jedoch nicht gut vergleichbar.

Ahnlich wie in den beiden Studien von Herlenius und Watson fiel die GFR
innerhalb des ersten Jahres um 52 % auf niedrige Level ab. Dies zeigte eine sich
entwickelnde Einschréankung der Nierenfunktion nach der Darmtransplantation an.
Fur die Nierenschadigung wird eine multifaktorielle Genese angenommen, wobei
die weiteren belastenden Faktoren neben hohen Tacrolimus-Spiegeln noch
ungeklart sind (Herlenius et al., 2008).

Interessanterweise korrelierte im Tdbinger Transplantationskollektiv der rapide
Abfall zeitlich mit dem stark schwankenden, erniedrigten Transporterbesatz im
transplantierten lleum.

Auffélligerweise stabilisierte sich die Nierenfunktion nach dem initialen Abfall in
einem Bereich von ~40ml/min. Diese Stabilisierung der Nierenfunktion war
begleitet von niedrigeren Tacrolimusspiegeln und einer verbesserten intestinalen
NHE3 und DRA-Expression. Gemeinsam mit den Zellkulturexperimenten sprechen

diese Daten fur einen indirekten nephrotoxischen Effekt von Tacrolimus. Dieser
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scheint vermittelt durch eine Beeintrachtigung der prarenalen Komponente
zusatzlich zur unmittelbar auf das Nierenparenchym wirkenden Toxizitat.

Im hier untersuchten Kollektiv waren relativ niedrige Tacrolimusspiegel
(vergleichbar mit anderen Organtransplantationen (Wallemacq et al., 2009)) nach
Darmtransplantation anwendbar. Auch andere Arbeitsgruppen empfehlen niedrige
Tacrolimusspiegel (Reyes et al., 2005). Zusammen genommen ergeben sich damit
folgende wichtige Erkenntnisse fur die Nierenfunktion nach Darmtransplantation:
1) Die zeitliche Korrelation von dys- und herabregulierten Natriumchlorid-
aufnehmenden Transportern mit dem rapiden Abfall der Nierenfunktion legt nahe,
dass eine Storung der NHE3/DRA-vermittelten Natriumchloridresorption zur
Schadigung der Niere nach Darmtransplantation beitragt. 2) Dies wird untermauert
von der Beobachtung, dass eine Erholung der Transporterexpression mit einer
Stabilisierung der Nierenfunktion einhergeht. 3) Tacrolimus scheint die Expression
von NHE3 und DRA zu reduzieren und somit den Wasser-Elektrolythaushalt zu
beintrachtigen. Anwendung niedriger Tacrolimuswirkspiegel nach
Darmtransplantation scheinen somit fir die Nierenfunktion nicht nur wegen der

geringeren direkten Nephrotoxizitat, sondern auch durch indirekte Effekte gtinstig.
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4.6 Moglichkeiten und Limitierungen dieser Studie

Quantitative Real-time-Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR) ist eine etablierte
Methode, um Verdnderungen der Transkription von einzelnen (evtl. auch
mehreren) Genen zu bestimmen (Bustin et al., 2009; Bustin et al., 2005). Wichtig
ist dabei die Auswahl der Kontrollparameter. Vor allem das Referenzgen und das
Kontrollgewebe sind von grofdter Bedeutung. Deshalb wurde hier das bereits
mehrfach im GI-Trakt als Referenz zur Bestimmung von epithelialen
lonentransportern verwendete Histon 3.3A als Vergleichsgen bestimmt. Das
Kontrollgewebe waren gleichermalRen gewonnene lleum-Biopsien von gesunden
Patienten, die zur Darmkrebsvorsorgekoloskopie endoskopiert worden waren.
Trotz sorgfaltiger Kontrolle dieser Parameter ist die Aussagekraft der gRT-PCR
kritisch zu betrachten: Anderungen im mRNA-Gehalt der untersuchten Gene
beziehen sich auf das Gesamtgewebe. Da die untersuchten Transportproteine
hauptsachlich in der Bilrstensaummembran der Enterozyten lokalisiert werden
konnen, sind Anderungen der relativen Menge der mRNA wahrscheinlich auch auf
Anderungen in den Enterozyten zurtickzufiihren. Mittels gRT-PCR bleibt die Frage
ungeklart, wie sich das Transportprotein auf Translationsebene verhalt und ob sich
durch Anderungen auf Ebene der Transkription auch Anderungen in der Menge
des tatsachlich vorhandenen Transportproteins in der Zelle einerseits und des
funktionell aktiven Anteils in der Burstensaummembran andererseits ergeben. Um
die tatsachliche Aktivitdt zu beurteilen, waren weitere Studien von Gewebe in
Funktionsuntersuchungen wie Ussing-Kammer-Studien oder
Widerstandsmessungen notig.

Bezuglich der Zellkulturstudien sind die tatsdchlichen Gewebekonzentrationen von
Tacrolimus im Dunndarm bisher nicht untersucht und es ist unklar, ob die hier
verwendeten Konzentrationen, die den Konzentrationen im Blut entsprechen, auch

wirklich in Darmgewebe wirken.
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5.  ZUSAMMENFASSUNG

Die Darmtransplantation ist eine Therapieoption in der Behandlung des
Kurzdarmsyndroms/Darmversagens. Die Langzeitprognose nach Transplantation
ist immer noch vergleichsweise schlecht. Eine haufige Komplikation stellt die
chronische  Niereninsuffizienz dar, die im Vergleich mit anderen
Organtransplantationen bei der Darmtransplantation besonders haufig auftritt. Eine
Ursache dafiur sind hohe Serum-Spiegel an nephrotoxischen Calcineurin-
Inhibitoren. Unklar ist immer noch, welche anderen Faktoren beitragen.
Im Darm werden Wasser und Elektrolyte aufgenommen, aber es ist noch nicht
untersucht, ob die Waser- und NaCl-Aufnahmefahigkeit im Dunndarm nach
Transplantation verdndert ist. Um dies zu beurteilen, wurde hier die RNA-
Expression der wichtigsten Transporter, welche die elektroneutrale
Natriumchloridresorption vermitteln, untersucht. Die RNA-Expression von NHES3,
DRA und CFTR im transplantierten Illeum war im hier vorliegenden
Patientenkollektiv vermindert. Vor allem unmittelbar nach Transplantation
schwankten die Expressionslevel stark und auf niedrigem Niveau. Mit der Zeit
schien sich die Expression zu erholen und auf 56,8 % bis 67,3 % erniedrigte Werte
im Vergleich zu gesunden Kontrollen zu stabilisieren. Dieser zeitliche Verlauf
korrelierte mit dem Verlauf der Nierenfunktion: Direkt nach Transplantation fiel die
glomerulare Filtrationsrate stark ab und stabilisierte sich dann auf niedrige Werte.
Ebenfalls parallel dazu wurden die Tacrolimus-Talspiegel nach klinischen Kriterien
auf niedrigere Werte reduziert. Diese zeitlich parallel verlaufenden Veranderungen
in der Nierenfunktion sind wahrscheinlich zum gro3en Teil der Tacrolimus-
vermittelten  Nephrotoxizitdt  zuzuschreiben. AulRerdem erscheint eine
Beeinflussung der Nierenfunktion durch eine verminderte Wasser- und
Elektrolytresorption des transplantierten Dinndarms im Sinne einer zuséatzlichen
prarenalen Komponente wahrscheinlich. Ungeklart bleibt das Ausmal3 funktioneller
Transportveranderungen in der Mukosa des transplantierten Darmes und deren
quantitativer Anteil an der eingeschrankten Nierenfunktion durch gestorten
Wasser-Elektrolythaushalt.
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