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ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen zur ,repaired defect” Hypothese der glomeruldren Kapillarwand.
Experimentelle und klinische Untersuchungen zu klinischen Analogien.
Repp, Viktor

Gerinnungsdefekte kdnnen zu einer erhéhten Permeabilitdt von Kapillarendothel fiihren. Da
verwundert nicht, dass glomeruldre Kapillaren, die unter einem erhdhten hydrostatischen
Druck stehen, mogliche Quelle fiir eine Mikro- oder Makrohdmaturie sind, z.B. unter einer
Antikoagulantientherapie. An drei Patientenkollektiven unter Marcumar, ASS und ASS/
Clopidogrel sowie einem Kontrollkollektiv wurden die Mikrohdamaturie quantitativ analysiert
und Unterschiede statistisch gesichert. Die klinischen Untersuchungen haben gezeigt, dass die
Mikrohamaturie ein sensibler Indikator flr ein gestdrtes Gerinnungspotential ist.

Ein experimentelles Modell, an dem der Mechanismus zur Entstehung einer Mikrohdamaturie
studiert werden kann, ist eine isolierte, zellfrei perfundierte Niere. Durch Untersuchungen am
Modell der isoliert perfundierten Niere der Ratte (genehmigt durch LANUV NRW am
05.12.2011, Aktenzeichen: 84-02.05.20.11.257) konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es
bei zellfreier Perfusion zu einer exponentiellen Abnahme der Ausscheidung noch in der Niere
verbliebener roter Blutzellen tiber den Urin kommt, die umso schneller erfolgt, je héher die
glomerulare Filtrationsrate (GFR) und das Urinzeitvolumen sind. Die hochsten Filtrate und
Urinzeitvolumina wurden mit kolloidfrei perfundierten Nieren im ,single pass“ Modus erzielt.
Setzt man im Perfusionsmodus der Rezirkulation bovines Serumalbumin als Kolloid ein, sind
GFR und Urinzeitvolumina geringer und die exponentielle Abnahme der Ausscheidung roter
Blutzellen wird demgegeniiber verzogert. Setzt man jetzt diesem Perfusat nur 5 %
Erythrozyten hinzu, féllt die Ausscheidung auf ein bleibendes Niveau von ca. 100 Zellen/min
ab, was um Faktor 100 hoéher als im Stoffwechselkafig in vivo liegt.

Zusammen mit friher erhobenen Untersuchungsbefunden zur mehrfach hdéheren
Ausscheidung von Albumin an diesem experimentellen Modell kann die 1986 erstmals
formulierte Hypothese der ,repaired defects” weiter unterstiitzt werden, die davon ausgeht,
dass glomerulare Kapillaren kleinere und gréRere Defekte aufweisen, die unter in vitro
Bedingungen mit fehlendem Gerinnungspotential und der ,einfachen” Perfusat-Rezeptur
demaskiert werden, was die hohere Proteinpermeabilitdit erklaren konnte und bei
Erythrozytenzusatz die Hamaturie durch Defekte, die unter in vivo Bedingungen dagegen
Uberwiegend abgedichtet sind. Dies kdnnte dabei helfen pathophysiologische und klinische
Phdanomene wie Belastungs-Proteinurie und Belastungs-Hamaturie besser zu erkldren, die es in
vielerlei Varianten gibt.
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1. Einleitung

1.1. Héamaturie: glomerular oder nicht-glomerular

Mit diesem Titel haben Birch und Fairley in Australien Geschichte geschrieben
und dies mit einem sehr gewohnlichen Problem des klinischen Alltags. In dem
kurzen Artikel, der 1979 im Lancet erschien (9), haben sie eine sehr pragnante
Handlungsanweisung gegeben, wie man bei einer Hamaturie - ob
makroskopisch oder nur mikroskopisch sichtbar - vorgeht, um nicht der
Forderung von Campbell’'s Urology, dem fuhrenden Handbuch im
angelsachsischen Raum zu folgen: ,wie trivial eine Blutung auch immer
scheinen mag, eine komplette urologische Untersuchung ist zwingend
erforderlich®.

Besteht neben der Hamaturie eine Proteinurie kann man eine glomerulare
Erkrankung annehmen. Ohne Proteinurie aber werden Patienten mit einer
dennoch bestehenden Glomerulonephritis unndtig einer umfangreichen
urologischen Diagnostik unterworfen, wo doch eine Nierenbiopsie das
zielfuhrende diagnostische Werkzeug ware. Was dann folgt hat in den
Folgejahren zu einer Renaissance der Urinmikroskopie gefuhrt mit der
technischen Variante der Phasenkontrastmikroskopie. Die von Birch und Fairley
beschriebenen Zellatypien, die bei glomerularen Erkrankungen haufig zu sehen
sind, lassen sich gut von den unbeschadigten Erythrozyten aus postrenalen
Quellen unterscheiden, ob sie nun roten Blutfarbstoff enthalten oder als
Geisterzellen ohne Hamoglobin erscheinen (9; 19; 20). In den folgenden
Jahrzehnten ist immer wieder darauf Bezug genommen worden (10; 19; 35; 36;
40-42; 58), auch mit weiterer Differenzierung (26; 33-36).

1.2. Experimentelle Grundlagen zur Hypothese der ,repaired defects*
am Modell der isoliert perfundierten Ratten-Niere (IPRK)

Durch Untersuchungen an der zellfrei isoliert perfundierten Rattenniere (IPRK)

wurde gezeigt, dass es bereits 10 Minuten nach Perfusionsbeginn zu einer



deutlich erhdhten glomerularen Albuminpermeabilitat kommt (s. Abb. 1.1.). Zur
Klarung der Frage, was zu der geringeren Makromolekul-Permeabilitat in vivo
beitragt im Vergleich zur isoliert perfundierten Niere wurden u.a. in der
Arbeitsgruppe von Schurek in Hannover systematisch Experimente mit
Albumin- und/ oder Erythrozyten-Zusatz durchgefuhrt (72; 73; 75; 77; 78; 81).
Ein klinisches Aquivalent inverser Richtung war die Beobachtung von Stefanidis
(83; 84), dass in der Frihphase nach Nierentransplantation (die Niere wird
zuvor zellfrei vorgespult konserviert) eine initial sehr hohe Proteinurie besteht,
die sich exponentiell drastisch reduziert und innerhalb von 24h sich zu
Normalwerten hin entwickelt.

Bei der Perfusion von Rattennieren mit Alboumin als dem alleinigen Protein lag
die Albuminurie um Faktor 10-20 hoéher als in vivo (72; 81; 87; 88). Die
durchgefuhrte Analyse von frihproximalen Mikropunktionsproben zeigte im
Unterschied zu in vivo Verhaltnissen eine schiefe Haufigkeitsverteilung mit
einem Gipfel im niedrigen Bereich bis 4 mg/dl und ca. 16% hohe Einzelwerte
von Uber 30 mg/dl. Die gleiche schiefe Haufigkeitsverteilung wurde in vivo von
Eisenbach bei der hamodynamischen Stérung in Folge einer Angiotensin Il
Wirkung beschrieben (18). Nach langerer Perfusionszeit (ab 1 Stunde) fanden
sich in einigen Nephronen vermehrt proximale Resorptionsvakuolen als
Ausdruck einer erhdhten Proteinresorption bei dort erhdhter glomerularer
Durchlassigkeit (81). Die Perfusionen mit Albumin/ yGlobulin bzw. Vollplasma
zeigten keine Beeinflussung der beschriebenen Permeabilitatserhohung.
Dagegen hatte die Zugabe von 5% Erythrozyten eine deutliche Reduktion der
Albuminpermeabilitdt zur Folge (55; 56). Dies war begleitet von einer Uber die
Versuchsdauer anhaltenden Mikrohamaturie (72; 81). In einer 1981 publizierten
Arbeit hat Swanson darauf hingewiesen, dass die mit der Versuchsdauer
ansteigende Proteinurie an der IPRK durch Erythrozytenzusatz begrenzt
werden kann (89). Unter Berlcksichtigung der oben genannten Phanomene
wurde 1986 von Schurek et al. (72) die ,repaired defect® Hypothese der
glomerularen Kapillarwand formuliert: die glomerularen Kapillaren weisen
vereinzelt ,physiologische Membrandefekte” auf, die durch

.Reparationsmechanismen" des Organismus abgedichtet werden (Gerinnungs-



faktoren, Makromolekule, Kittsubstanzen, zellulare Elemente). Unterbleibt der
Nachschub an "Reparationsmaterial" wie bei zellfreier Perfusion mit Albumin,
werden die maskierten Defekte freigelegt und man findet als Ausdruck dessen
u.a. mit dem Herauslésen von "Abdichtungserythrozyten" aus der Kapillarwand
eine exponentiell abnehmende Mikrohamaturie und eine zunehmende
Proteinurie. Andererseits fuhrt der Zusatz von Erythrozyten zum Perfusat dazu,
dass einzelne grofere Defekte wieder abgedichtet werden mit dem Resultat
einer verminderten Permeabilitdt fUr Protein; die verbleibenden groReren
Defekte unterhalten die Mikrokrohamaturie durch permanente Durchwanderung
immer wieder nachfolgender Erythrozyten. Diese Hypothese kann die
heterogene glomerulare Albuminpermeabilitat und ihr morphologisches
Korrelat, die proximalen Resorptionsvakuolen erklaren (72; 81).

Fur die Beobachtung von Stefanidis (83; 84), dass in der Fruhphase nach
Transplantation eine hohe Proteinurie besteht, konnte folgende Erklarung
gelten: die Spenderniere wird bei der Entnahme =zellfrei perfundiert und
konserviert. Damit werden glomerulare Defekte demaskiert, die nach
Transplantation im Empfanger zeitabhangig wieder maskiert werden mit
Abdichtungsmaterial, das aus dem Vollblut des Empfangers stammt. Dies ist
eine andere Interpretation als die von Stefanidis angebotene, der davon
ausgeht, dass es durch die Konservierung zu Verlusten von Proteoglykanen in
der glomeruléren Barriere kommt, die dann wieder aufgebaut werden. Die
Interpretation von Stefanidis erklart nicht die Heterogenitat, wie sie durch die
Mikropunktionsanalysen zu Tage trat (18; 77; 81; 88) und wie sie durch

Angiotensin Il Einwirkung auch in vivo induziert werden kann.

1.3. Zunahme der Permeabilitit fiir Protein in der Ubergangsphase in

vivo - ex vivo. Darstellung bisher vorliegenden Befunde

Um die Kinetik der Zunahme der Proteinurie nach dem Wechsel zur ex vivo
Perfusion zu erfassen war es notwendig, noch in der in vivo Phase die Diurese
mit Mannit ausreichend zu erhdéhen, die ersten Urinproben nach wenigen

Minuten zu gewinnen und in kurzen Zeitintervallen die Protein- bzw.



Albuminausscheidung zu erfassen. Die folgende Abbildung soll ein graphisches
Bild der zugrundeliegenden Befunde geben und basiert auf den Ergebnissen
der Dissertationsarbeit von Horst Pagel, die im Labor der Experimentellen

Nephrologie der Medizinischen Hochschule in Hannover entstanden ist (55; 56).
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Abb. 1.1.: Der Clearancequotient fiir Albumin in der Ubergangsphase in
vivo - ex vivo. Bei 0 min ist die Ubergangsfunktion von in vivo zu ex vivo
dargestellt als Clearancequotient fur Protein bzw. Albumin (im Perfusat 5 g%),
links auRen bei -10 min sind die Clearancequotienten aufgetragen die tags
zuvor im Stoffwechselkafig in vivo erhoben wurden, daneben die Daten aus der
Narkosephase. Kurz vor der Ubergangsphase wurde das Urinvolumen durch
Mannitolgabe erhéht, um die frilhe Ubergangsphase besser erfassen zu
kdénnen.

In der frihen ex vivo Phase ist der Clearancequotient fir Gesamteiweil} hoher
als fur Albumin (Auswaschphase), nach 10 min gleicht er sich an, weil dann nur
noch Albumin als Protein im Perfusat angeboten wird. Danach wurde nicht
mehr differenziert und nur noch Gesamteiweild gemessen. Die Abbildung ist

modifiziert nach Pagel (55; 56). Bezugspunkt des Clearancequotienten war die
GFR als Inulinclearance.



1.4. Aufbau der glomeruléren Filtrationsbarriere

Die glomerulare Kapillarwand in der Niere zeigt im Vergleich zu anderen
Gewebskapillaren eine besondere Eigenschaft. Das sind eine sehr hohe
Wasserpermeabilitat und eine sehr niedrige Durchlassigkeit fur Serumeiweil3e.
Durch die glomerularen Kapillaren werden in den Nieren des Menschen pro
Minute ca. 120 ml Plasmawasser abfiltriert. Dieses Ultrafiltrat enthalt alle
Plasmabestandteile mit einem Molekulargewicht von weniger als 5-10 kD. Die
geringe Menge an dennoch filtrietem Albumin (70; 81; 88) und
niedermolekularen Proteinen und Peptiden werden im proximalen Tubulus zum
groldten Teil resorbiert, somit werden im Endurin nur Spuren von
niedermolekularen Proteinen, Peptiden und etwa 20 bis 40 mg Albumin pro die
gefunden. Dagegen werden die hochmolekularen Proteine unter
physiologischen Bedingungen praktisch nicht glomerular filtriert.

Die im Endurin nachweisbaren hochmolekularen Proteine werden von distalen
Tubulussegmenten abgegeben, wie das Tamm-Horsfall Protein und
sekretorisches IgA (26; 81). Die im Glomerulus abfiltrierte Flissigkeit muss eine
aus drei Schichten bestehende Membran passieren: das Endothel, die
Basalmembran und die Schlitzporen der Podozyten. Die Basalmembran
wiederum besteht aus drei Zonen, beschrieben nach dem Bild wie sie sich
elektronenmikroskopisch darstellen: der Lamina rara interna, der Lamina densa
und der Lamina rara externa (60). Das mit dem Blut im Kontakt stehende
Endothel weist Fenster mit mittleren Porendurchmessern von 50-100 nm auf. In
der Embryonalentwicklung haben die Endothelfenster noch ein Diaphragma,
das spater verlorengeht und was der hydraulischen Leitfahigkeit zugutekommt
(38; 44).

Haraldsson hat Hinweise dafur gegeben, dass die Endothelfenster mit einer Art
Schleimfilm austapeziert sind und die damit eine erste Barriere darstellen
sollen. Dies ist ausfihrlich in einer Ubersichtsarbeit beschrieben (28). Das
Endothel liegt der Basalmembran auf. Die GroRenselektivitat der filtrierten

Molekule (weniger als 10 nm) wird durch das Kollagengerust der



Basalmembran, besonders ihrer mittleren Schicht, der Lamina densa (Kollagen
Typ IV) mitbestimmt. Die Basalmembran bildet zusammen mit den Schlitzporen
der Podozyten die Endstrecke der Barriere. Die Struktur der Schlitze zwischen
den Fuldfortsatzen der Podozyten ist heute durch eine Reihe von Arbeiten von
Tryggvason weit besser bekannt einschliellich von neu entdeckten
Strukturproteinen wie dem Nephrin (93; 94). Eine Ubersicht findet sich bei
Pavenstadt, Kriz und Kretzler (57). Die Schlitzporen der Podozyten sind mit
Sialoproteinen versehen und liegen der Basalmembran fest an. Durch diese
Anordnung ist der effektive Porenradius auf ca. 1,5-4,5 nm begrenzt.

Eine besondere Bedeutung kommt negativen Festladungen der glomerularen
Kapillarwand zu, die in morphologischen, histochemischen und physiologischen
Arbeiten beschrieben worden sind. Eine frihe Ubersicht wurde von der
Arbeitsgruppe von Brenner 1976 gegeben (14). Mit mono- oder
polykationischen Farbstoffen sind diese Festladungen gut beschrieben worden,

zuletzt auch in lhrer Feinstruktur von Reale, Luciano und Kihn (60).



Abb. 1.2.: Glomerulidres Filtrationssystem in der Ubersicht nach
Tryggvason (94). Dargestellt sind beide Nieren, daneben eines von 1 Million
Glomeruli (pro Humanniere), darunter eine Einzelkapillare mit Podozyten als
Stutzgerust und der eigentlichen Filtrationsbarriere mit fenestriertem Endothel,
Basalmembran und Filtrationsschlitz, s.a. folgende Abbildungen.
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Abb 1:3.: | Ersté barstellung der Schlitzmembran mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie durch Rodewald und Karnovsky mit schematischer

Darstellung der GréRenverhaltnisse (63). 10 A (Angstrém) entsprechen einem

nm.
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Abb. 1.4.: Erste schematische Darstellung der Schlitzmembran nach der
Entdeckung von Nephrin, dem zentralen Strukturprotein der Schlitzmembran
(93). Das als Pore mit Pfeil markierte Rechteck entspricht dem Weg, den das

wassrige Ultrafiltrat bei Passage des Filtrationsschlitzes nimmt.



1.5.  Glomerulare Proteinpermeabilitét in vivo

Fur die Permeabilitat eines Proteinmakromolekuls spielen nicht nur sein Radius
und seine Form, sondern auch die Art und Anzahl seiner Festladungen eine
entscheidende Rolle. Negativ geladene Makromolekule werden weitaus mehr
an der Durchgangigkeit gehindert als neutrale und kationische Makromolekdle,
weil alle drei oben genannten Filtrationsbarrieren negative Festladungen tragen.
Das Albumin und andere Serumeiweilmolekile werden durch ihre negative
Oberflachenladung bei physiologischem pH nicht nur gut in Loésung gehalten,
sondern von negativen Ladungen der Filtrationsbarriere auch abgestofl3en (14;
25; 81).

Einen grofRen Einfluss auf die Proteinpermeabilitat hat die Hamodynamik (67).
Die hamodynamischen Veranderungen mit Druckerhdhung in den
Glomeruluskapillaren  kénnen die Durchlassigkeit der Barriere fur
Makromolekile erhdhen. Es konnte experimentell gezeigt werden, dass es
unter der Wirkung von Angiotensin Il zu einer deutlich erhohten
Albuminpermeabilitat kam (18). Zugleich fand sich eine erhéhte Durchlassigkeit
fur Molekule mit etwas gro3eren Molekulargewichten. Die Wasserpermeabilitat
nahm dabei jedoch ab. Ursachlich sind hier eine Mesangiumzellkontraktion und/
oder Veranderung der Grolle der Schlitzporen zwischen den epithelialen
Fuldfortsatzen sowie eine Konstriktion der efferenten Arteriole anzunehmen.
Erst kurzlich sind die Befunde zur Albuminpermeabilitat auch unter Angiotensin
Il mit neuer Technologie eindrucksvoll bestatigt worden (70).

Ein Uberschuss an Katecholaminen (Noradrenalin, Adrenalin) kann ebenfalls
die Durchlassigkeit der Barriere fur Makromolekile erhéhen, was z.B. bei
Patienten mit Herzinsuffizienz bekannt ist (15; 23). Zudem wurden Unterschiede
in der glomerularen Permeabilitat fur Makromoleklle zwischen subcorticalen
und juxtamedulldaren Glomeruli am Ratten-Modell der spontanen Hypertonie
festgestellt (22). Der wahrscheinlichste Grund fur die héhere Durchlassigkeit
der Glomeruli innerer Rindenschichten ist die kurzere vorgeschaltete Strecke
der Interlobulararterie, wodurch diese weniger vor Hochdruckfolgen geschutzt

sind als kapselnahe Glomeruli. An juxtamedullaren Glomeruli finden sich auch



die ersten Veranderungen im Sinne einer Glomerulosklerose (22). In diesem
Zusammenhang ist es erwahnenswert, dass nach einseitiger Nephrektomie
eine kleine, aber signifikante Zunahme der glomerular filtrierten Plasmaproteine
im Endurin des betroffenen Menschen gefunden wird (53; 77; 88).

Unter pathologischen Bedingungen im Rahmen von Glomerulonephritiden kann
es zu einer deutlichen Erhohung der Permeabilitat fur Plasmaproteine kommen.
Die Hauptstdérung bei der sogenannten glomeruldaren Minimallasion liegt mit
grolRer Wahrscheinlichkeit in der Rarefizierung des negativen Ladungsgitters
mit  einer  zusatzlichen Reduktion der Porendichte. GroRere
Serumeiweillmolekile werden durch die noch intakte Lamina densa der
Basalmembran weitgehend zurtickgehalten, so dass eine selektive Zunahme
der Albuminpermeabilitat und als Folge eine im Endurin dominierende

Albuminurie (sogenannte selektive Proteinurie) entsteht (77; 88).

1.6. Besonderheiten der glomerularen Proteinpermeabilitat ex vivo

Mit unterschiedlichen experimentellen Techniken wurden an der isolierten
Rattenniere alle wichtigen Haupteigenschaften des glomerularen Filters, wie
Ladungs- und GroRenselektivitat, unter anderem auch bei hamodynamischer
Storung untersucht (77; 81). Durch den Einsatz von polykationischen
Substanzen konnte gezeigt werden, dass es durch Neutralisation der
ortsstandigen Membranladungen zu einer erhdhten Albuminpermeabilitat
kommt (2), die in vivo durch Abbau der Polykationen nur passager nachweisbar
ist. Am Modell der isolierten Niere lieR sich feststellen, dass sich bei dem
schrittweisen Neutralisieren des Ladungsgitters ein dosisabhangiger Anstieg
der Albuminpermeabilitat zeigt. Bei intakter Podozytengeometrie kommt es
dabei nicht zu einer Veranderung der GroRenselektivitat des glomerularen
Filters gegenuber neutralen Makromolekulen (16; 77; 81; 88).

Untersuchungen an der isolierten Niere auf ihre Proteinpermeabilitat
(Clearance- und Mikropunktionsuntersuchungen) haben eine Heterogenitat der
Glomeruli in Hinblick auf ihre GrélRenselektivitat gezeigt, die in vivo so nicht

nachweisbar ist (18; 81; 91). Bei zellfreier Perfusion mit Albumin als alleinigem
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Protein zeigte sich eine um den Faktor 10-20 deutlich hohere Albuminurie als in
vivo. Aus der schiefen Haufigkeitsverteilung der Analysen von frihproximalen
Mikropunktionsproben mit einem Gipfel im normalen Bereich (bis 4 mg/dl) und
16% hohen Einzelwerten von uUber 30 mg/dl lasst sich schlieRen, dass unter
physiologischen Bedingungen grof3ere Lucken im Kollagennetz der Lamina
densa (Membrandefekte) bestehen. Diese Defekte werden nach der
diskutierten Hypothese in vivo durch Komponenten aus dem Vollblut
abgedichtet. Unter zellfreier Perfusion kommt es zur Freilegung der sonst
maskierten Defekte, was einen Anstieg der Albuminurie zur Folge hat. Diese
Defekte sind offensichtlich auch fur die normale Erythrozytenausscheidung
verantwortlich, wenn die DefektgroRe fur die Erythrozytenpassage (>200 nm)
ausreichend ist (39). In der Natur durfte die Zahl der Defekte wahrscheinlich
gering sein und nur fur einen kurzen Moment freigegeben werden, sonst hatte
man das alpha-2-Makroglobulin, sonst ein typischer Marker fur ein
extraglomerulares/extrarenales Geschehen, im Endurin eines gesunden
Menschen nachweisen konnen (26; 34; 35). Unter Zusatz von 5% Erythrozyten
bei der in vitro Perfusion konnte eine signifikante (Faktor 2-3) Reduktion der
Albuminpermeabilitdt erreicht werden (56; 89). Ein hoherer Anteil an roten
Blutkorperchen konnte die Proteinurie nicht weiter verringern. Es wird daher
eine zweite Gruppe von Defekten kleinerer Dimension geben, die durch
Erythrozyten nicht abgedichtet werden konnen, diese tragen jedoch zur
hoheren Albuminpermeabilitat in vitro auf Grund deren Demaskierung bei (72;
77; 81). Unter hamodynamischer Belastung, das heif3t unter dem Einfluss von
Angiotensin Il, wurde in vitro zwar sein vasokonstriktorischer Effekt, aber keine
Auswirkung auf die Proteinurie wie unter in vivo Bedingungen gefunden.
Hieraus wurde geschlossen, dass unter Perfusion bereits demaskierte Defekte
durch eine hamodynamische Storung nicht weiter beeinflusst werden kdnnen
(81; 91).
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Abb. 1.5.: Einfluss von Erythrozyten auf die Albuminpermeabilitat an der
IPRK. Links ist der Effekt der Erythrozytenzugabe (+ ery) auf den Clearance-
Quotienten fur Albumin (alb) dargestellt. Noch deutlicher ist der Effekt wenn
49% Albumin mit 1g% eines groReren EiweilRkorpers wie hier Globulin (glob)
kombiniert wurde. **p<0,01; ***p<0,001. Die Darstellung ist einer Arbeit von
Pagel und Stolte entnommen (55; 56). Dies bestatigt Befunde von Swanson
(89).

Die sogenannte funktionelle Proteinurie wie die orthostatische Proteinurie oder
die Proteinurie unter Belastung (Einfluss von Katecholaminen, Fieber,
Hypertonie oder nach einseitiger Nephrektomie), ist eine unselektive

Proteinurie, also mit Nachweis von verschiedenen Proteinarten und
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Proteingroflen (11). Diese Proteinurie konnte am ehesten dadurch erklart
werden, dass unter naturlichen Bedingungen maskierte Defekte der
glomerularen Barriere unter hamodynamischen Veranderungen passager
demaskiert werden (18; 77; 91; 101). Dies entspricht der Renin-induzierten
Proteinurie, die experimentell durch Angiotensin-lI-Infusion erzeugt wurde und
reversibel ist (18; 101) und durch ACE-Hemmer (71) bzw. Rezeptor-

Antagonisten blockiert werden kann.

1.7. Fragestellung der Arbeit: Analyse der Dynamik der Mikrohamat-

urie bei zellfreier Perfusion und bei Zusatz von Erythrozyten

Ziel der Arbeit war es, die experimentelle Grundlage der diskutierten Hypothese
insoweit zu verbreitern, als eine quantitativ ausreichende Analyse der
Ausscheidung roter Blutzellen bisher fehlte. Dagegen war die Analyse einer
erhdhten Proteinurie bereits ausreichend belegt (55; 56; 72; 73; 76; 77; 81; 88;
89). Bei der zellfreien Perfusion der isolierten Rattenniere fand sich, aulder einer
deutlichen Zunahme der glomerularen Permeabilitat fir Albumin gemessen an
der deutlich erhéhten Albumin Ausscheidung, eine bis zu 60 min anhaltende
Ausscheidung roter Blutzellen. Diese mutmalilich exponentielle Abnahme sollte
durch weitere Experimente belegt werden. Parallel zu der abnehmenden
Mikrohamaturie zeigte sich konsekutiv eine zunehmende Proteinurie. Ob dieses
mit der abnehmenden Mikrohamaturie zusammenhangt war unklar. Denkbar
war, dass die ausgeschiedenen Erythrozyten, die mdglicherweise zur
Abdichtung der physiologischen Membrandefekte beigetragen hatten mit lhrer
Ausscheidung bisher abgedichtete Membranlicken demaskieren und fur die
Albuminpassage 6ffnen. Dies kdnnte erklaren, dass nach dem Zusatz von 5-
10% Erythrozyten zum Perfusat rote Blutzellen in grofere Defekte eindringen
und diese passager abdichten und damit die erhdhte Albuminpermeabilitat
deutlich reduziert haben. Nach Passage durch die Lucke und Eintritt eines
Nachfolgeerythrozyten kommt es zu einer Uber die Versuchsdauer
persistierenden Mikrohamaturie (72; 77; 81; 88). Die von Erythrozyten nicht

tangierten kleineren Defekte waren dadurch erklart, dass weiteres
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Abdichtungsmaterial wie Gerinnungsfaktoren, Makromolekule, Kittsubstanzen,
Thrombozyten und andere zellulare Elemente im Perfusat fehlen, weswegen
diese Defekte demaskiert bleiben, die unter in vivo Bedingungen dagegen
abgedichtet sind. An der isolierten Hundeniere haben Masri et al. Hinweise

dafur gefunden, dass auch Fibrinogen eine Rolle hierbei spielen kann (50) .

1.8.  Klinische Korrelate zu den experimentellen Befunden

Sowohl unter physiologischen Bedingungen (z.B. sportliche Belastung) auf
Grund des Zusammenspiels mehrerer Hormone mit konsekutivem Einfluss auf
die glomerulare Hamodynamik sowie Filtrationsdynamik, als auch bei
komplexen Formen glomerularer Entzindungsreaktionen mit fokalen hamo-
dynamischen Stérungen oder Ausbildung von Membrandefekten kann es zur
Erhdhung der glomerularen Proteinpermeabilitat, und sogar - bedingt durch
groRere Membrandefekte — zu einer Mikro- oder Makrohamaturie (12) kommen.
Fasset in Australien hat eine Gruppe von 48 Langstreckenlaufer vor und nach
der Belastung untersucht (21) und fand dabei nicht nur eine Zunahme der
Proteinurie (6 von 48 hatten eine Spur Urineiweil® vor dem Lauf) sondern auch
eine ausgepragte Zunahme der Mikrohamaturie mit eindeutig glomerularer
Dysmorphie. Abbildung 1.6 ist modifiziert dieser Publikation enthommen.
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Abb. 1.6.: Hamaturie vor und nach Belastung. Die Laufer legten 9 km [41]
und 14 km [7] zurtck. Vor Belastung zeigte das Kollektiv weniger als 10.000
Erythrozyten/ml Urin, 44 Laufer sogar weniger als 8.000/ml. Nach dem Lauf
hatten 33 Laufer mehr als 8.000 Erys/ml, und 19 hatten mehr als 20.000
Erys/ml, bei 7 fanden sich mehr als 50.000 Erys/ml. Die mit einem Teststreifen
ermittelte Proteinurie nahm im Mittel ebenfalls deutlich zu. Vor dem Lauf hatten
6 eine Spur Eiweild im Urin, nach dem Lauf waren 18 positiv im Urineiweil3test
(+ und ++). Weitere Details s. Originalpublikation (21).

1.8.1 Proteinurie

Als Beispiel fur eine funktionelle Proteinurie kann die orthostatische Proteinurie
gelten. Diese meist gutartige Veranderung findet man bei 3-5% der
Adoleszenten und jungen Erwachsenen. Charakteristisch ist eine erhdhte
Proteinausscheidung im Urin bei aufrechter Koérperhaltung, die beim Liegen

verschwindet. Als Erklarung dieses Phanomens wird die orthostatische
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Kompression der Vena cava oberhalb der Nierenvenen oder Kompression der
Nierenvenen durch Hyperlordose der Wirbelsdule angenommen. Der
kompressionsbedingte erhdhte Venendruck fuhrt zur vermehrten glomerularen
Proteindurchlassigkeit, was auch in vitro am Model der isolierten Rattenniere
(88), aber auch in vivo am experimentellen Modell durch lokale
Angiotensinwirkung (101) gezeigt werden konnte. Entsprechende klinische
Untersuchungen bei betroffenen Patienten (Analyse des 12h-Tagesurins)
zeigten verschiedene Proteinfraktionen mit deutlichem Anstieg des Albumins
im Vergleich mit dem 12h-Nachturin. Somit handelt es sich bei dieser Art der
Proteinurie um eine funktionelle und ,unselektive® Proteinurie (34; 71; 77).
Diese Form der Proteinurie kann auch unter dem Einfluss von Fieber (11; 31),
bei Herzinsuffizienz (15; 23) oder passager bei Zustand nach einseitiger
Nephrektomie (53) auftreten. Als Grund dafur wird einerseits der erhohte
glomerulare Kapillardruck und andererseits eine passagere Demaskierung der
physiologischen Membrandefekte unter hamodynamischen Veranderungen
angenommen (61; 71; 77; 91; 101). Angiotensin Il dirfte auch hier eine Rolle
spielen.

Verschiedene Formen der Glomerulopathie kdnnen mit Veranderungen in der
Ladung und/oder der molekularen Struktur der Basalmembran einhergehen.
Das dadurch geanderte ,Siebverhalten® hinsichtlich  GréRen- und
Ladungsselektivitat fuhrt konsekutiv zur erhdhten Proteinausscheidung (28).
Reine Albuminurien (selektive Proteinurie) mit Verlust der Ladungsselektivitat
findet man unter anderem bei einer Minimal-Change-Glomerulopathie, bei
frithen Formen der Immunkomplex-Nephritis und im Frihstadium der
diabetischen Nephropathie, bei Letzterer wird auch eine reduzierte tubulare
Resorption diskutiert (66). Bei struktureller Anderung der Basalmembran
entsteht eine unselektive Proteinurie mit Nachweis von Albumin in Kombination
mit hdhermolekularen Proteinen. Ursachlich dafur sind haufig Immunkomplex-
ablagerungen, proliferative Umbauvorgange, Halbomondbildungen der Bowman-
Kapsel und progrediente Nephrosklerosen (8; 26; 34; 43). Je nach Ausmal} der
Membrandefekte kann dabei auch eine begleitende Hamaturie entstehen.
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1.8.2 Hamaturie

Die Hamaturie (Mikrohamaturie) ist haufig als Hauptsymptom der
verschiedenen Nierenerkrankungen entweder in Folge einer
Entzindungsreaktion oder Veranderung der Basalmembran wie bei Alport-
Syndrom oder einer Glomerulopathie vom Typ der dinnen Basalmembran
anzusehen. Als andere Ursachen der Hamaturie kdnnen verschiedene
Gerinnungsstorungen oder die Wirkung diverser Antikoagulantien in Betracht
kommen. In den folgenden Abschnitten werden alle oben genannten Ursachen
der Hamaturie detailliert angesprochen.

Als  Mikrohamaturie wird die  Ausscheidung makroskopisch  nicht
wahrnehmbarer Erythrozyten bezeichnet, welche im Urin durch mikroskopische
Untersuchung oder mittels Teststreifen bestimmt wird. Es finden sich
unterschiedliche Grenzwerte fur Kinder und Erwachsene. Wenn bei Kindern
noch eine Erythrozyten Ausscheidung bis 5 pro genormtem Gesichtsfeld (400-
fache Vergrollerung) toleriert wird, wird bei Erwachsenen das Vorliegen von
2-3 Erythrozyten pro Gesichtsfeld als pathologisch bewertet (4; 8; 98).
Hintergrund fur den Unterschied zwischen Kindern und Erwachsenen ist
folgendes: die Dicke der glomerularen Basalmembran nimmt altersabhangig
deutlich zu und ist im Kindesalter am dinnsten. Je nach Entstehungsquelle
kann eine Hamaturie renale (glomerulare und postglomerulare) oder postrenale
Ursachen haben. Eine renale oder besser renoparenchymatdse Ursache fur die
Hamaturie findet sich maximal in 3,5% der Falle (4). Einige Autoren
beschrieben einen hdheren Anteil von 6% als renoparenchymatdse Ursache
der Hamaturie (40).

Haufige Ursachen der renalen Hamaturie sind die IgA-Nephropathie, die fokal-
segmentale Glomerulonephritis, die Glomerulopathie vom Typ der dinnen
Basalmembran, aber auch zystische (zum Beispiel die Zystennieren) und
vaskulare Missbildungen, Papillennekrose oder Tumor. Erkrankungen der
ableitenden Harnwege wie Steinerkrankung, Prostataadenom, entzindliche
Erkrankungen des Harntraktes (Zystitis, Urethritis, Prostatitis) oder
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Urotheltumore stellen wie der Name sagt die Ursachen der postrenalen
Hamaturie dar (49).

Einen wichtigen Hinweis zur Einordnung der Hamaturie kann die
mikroskopische Untersuchung des Urinsedimentes liefern, am besten mit der
Phasenkontrast-Mikroskopie. Der Nachweis von dysmorphen Erythrozyten
insbesondere mit Ausstllpungen der Zellwand (sogenannte Akanthozyten),
Halbmondformen und weitere Zelldeformierungen spricht eher flr eine
glomerulare Ursache (9; 10; 19; 20). Von entscheidender Bedeutung ist die
hohe Spezifitat der Akanthozyturie, die wesentlich hoher ist als der Nachweis
von Erythrozyten-Zylindern. Das Vorkommen von 5% Akanthozyten weist bei
einer bekannten Hamaturie mit einer Sensitivitdt von 50-85% bei hoher
Spezifitat von 98% auf eine glomerulare Nierenerkrankung hin. Andererseits
schliet das Fehlen einer Akanthozyturie eine glomerulare Erkrankung nicht
aus. Dabei ist darauf zu achten, dass bei verstarkter Diurese (zum Beispiel in
Folge einer Diuretika-Therapie) der Anteil dysmorpher Erythrozyten deutlich
vermindert wird (32; 49; 97). Demgegenuber finden sich nach Birch und Fairley
(9) bei postrenalen Hamaturien gewohnlich nur zwei Formen von Erythrozyten,
unbeschadigte Zellen mit normalem Hb-Gehalt und Geisterzellen (,ghosts®), die
ihr Hdmoglobin verloren haben.

Zur Differenzierung einer renalen von einer postrenalen Hamaturie kann auch
die Bestimmung des Proteinuriemusters beitragen. Bei der postrenalen
Hamaturie werden hochmolekulare Proteine in hoheren Konzentrationen
ausgeschieden, die in ihrem Verhaltnis zu niedermolekularen Proteinen mit dem
des Plasmas vergleichbar sind. Der Nachweis von alpha-2-Makroglobulin, eines
hochmolekularen Proteins, welches sogar durch den erkrankten Glomerulus
nicht filtriert wird, hat sich ebenfalls zur Diagnostik der postrenalen Hamaturie
bewahrt (26; 32).

Alport-Syndrom und Glomerulopathie vom Typ der diinnen Basalmembran

Alport-Syndrom und Glomerulopathie vom Typ der dinnen Basalmembran
(GPvTddBM) sind Erkrankungen, die familiar gehauft auftreten und durch

strukturelle Anomalien der glomerularen Basalmembran gekennzeichnet sind.
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Eine Hamaturie ist in beiden Fallen meistens als erstes Symptom der
Erkrankung zu erkennen. Haufig findet sich dabei noch eine begleitende
Proteinurie, bei Alport-Syndrom deutlicher als bei der GPvTddBM (27; 77).

Die GPvTddBM ist die haufigste Ursache der glomerularen Hamaturie sowohl
im Kindes- als auch Erwachsenenalter, welche etwa 1% der Bevolkerung
betrifft. Das Alport-Syndrom kommt mit 0,02 % vergleichsweise selten vor und
wird hauptsachlich (85% der Falle) x-chromosomal dominant vererbt. Bei
diesem Erbgang findet sich eine Mutation (Gen COL4A5), welche Defekte der
a-Kette des Typ-IV-Kollagens bewirken, das in den Basalmembranen der Niere
und des Innenohres vorkommt. Circa 40 % der Patienten mit Glomerulopathie
vom Typ der dinnen Basalmembran sind heterozygote Trager des autosomal
rezessiven Alport-Syndroms mit einer Mutation des Chromosom 2, Gene
COL4A3/COL4A4 (27; 68; 92).

Die Glomerulopathie vom Typ der dinnen Basalmembran hat insgesamt eine
relativ gute Prognose. Dagegen kénnen beim Alport-Syndrom schon im jungen
Erwachsenenalter in etwa 50% beidseitige Innenohrschwerhérigkeit sowie in
10% der Falle verschiedene Augenveranderungen (kegelférmige Vorwdlbung
der Augenlinse (Lenticonus anterior), Katarakt oder Retinaveranderungen)
auftreten. Als Spatfolge der Erkrankung tritt eine chronisch progrediente
Niereninsuffizienz auf. Eine definitive Diagnosesicherung ist nur durch die
elektronenmikroskopische Untersuchung des Nierenbiopsates mdglich (43).

Die dabei nachweisbaren morphologischen UnregelmaRigkeiten der
Basalmembran fuhren offensichtlich zur vermehrten Durchlassigkeit der
glomerularen Barriere mit konsekutiver Proteinurie sowie Hamaturie. Damit ist
anzunehmen, dass die diskutierten intrinsischen Reparaturmechanismen nicht
ausreichend in der Lage sind Defekte dieser GrolRenordnung der morphologisch

veranderten Basalmembran abzudichten.

Antikoagulation

Aus dem Kklinischen Alltag ist bereits lange bekannt, dass alle auf dem Markt
vorhandenen diversen Antikoagulantien (z.B. Cumarine wie Phenprocoumon

(Marcumar) oder Warfarin, ASS und Clopidogrel oder verschiedene Heparine)
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das Blutungsrisiko deutlich erhdhen. Unter Antikoagulationstherapie treten
spontane oder traumabedingte Gewebseinblutungen und interstitielle Blutungen
wie Magenschleimhautblutung oder Blutung im Harntrakt haufig auf. Die
meisten Blutungen der Niere oder des Harntraktes zeigen sich in Form einer
Hamaturie. Die Literatur zeigt, dass eine Makrohamaturie bei 4-24 % und
Mikrohamaturie bei 40% der Patienten unter Antikoagulationstherapie
nachweisbar ist. Die Inzidenz der Hamaturie bei Patienten unter
Antikoagulantien wird mit 20-30% angegeben (95). Die vorliegenden Studien
haben gezeigt, dass keine Korrelation sowohl zwischen dem Grad der
Antikoagulation und dem Auftreten von Hamaturie als auch zwischen dem Grad
der Hamaturie und dem Schweregrad der zumeist urologischen Erkrankung
vorliegt (4; 17; 24; 95). Die meisten Ursachen einer Hamaturie auch unter
Antikoagulantientherapie sind postrenal und fallen somit in das urologische
Fachgebiet. Hierbei sind folgende Ursachen und deren Haufigkeit zu erwahnen:
eine Harnwegsinfektion und als Folge eine Urethritis, Zystitis oder Prostatitis
liegt bei 4-46%, die benigne Prostatahyperplasie (Prostatavarizen) bei 1-47%,
eine Urolithiasis bei 3,6-15,5% oder maligne Tumoren bei 1-12,5%. Aus
urologischer Sicht kann eine beim Patienten bestehende
Antikoagulationstherapie nur positiv bewertet werden, weil durch das Signal
Hamaturie eine frihzeitige Aufdeckung der schwerwiegenden und zum grof3en
Teil (10-52%) behandlungsbedurftigen Erkrankungen mdoglich ist (4; 95).

FUr die spezielle Fragestellung dieser Arbeit ist die renale Genese der
Hamaturie interessant, die nur mit einem geringen Anteil von 3,5% vertreten ist.
Davon ist der bedeutsame Teil durch inflammatorische Erkrankungen wie
postinfektiose Glomerulonephritis bei Kindern, sekundare Glomerulonephritis
(IgA-Nephropathie) oder fokal-segmentale  Glomerulonephritis  (FSGN)
reprasentiert. Man kann annehmen, dass eine Hamaturie unter
Antikoagulationstherapie auch bei sonst nierengesunden Menschen auftreten
kann. Eine Erklarung dafir ware eine vermehrte Durchlassigkeit der
Basalmembran durch nicht ausreichende Abdichtung der Membrandefekte
durch  Gerinnungsfaktoren und zellulare Elemente in Folge der

Gerinnungshemmung.
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Gerinnungsstorungen

Bei den Gerinnungsstérungen handelt es sich entweder um angeborene oder
seltener um erworbene Erkrankungen, die entweder durch einen Mangel oder
eine Funktionsstorung verschiedener Gerinnungsfaktoren der komplexen
Gerinnungskaskade charakterisiert sind. Die bekanntesten Formen der
Gerinnungsstorung sind unter dem klinischen Begriff ,Hamophilie“ etabliert. Als
klassische Vertreter sind dabei zwei Typen der Hamophilie zu erwahnen:
Hamophilie A, die durch einen Mangel an Faktor VIII (antihamophiles Globulin)
und Hamophilie B, durch einem Mangel am Faktor IX (Christmas-Faktor) der
Gerinnungskaskade bedingt sind. Man unterscheidet noch weitere
Krankheitsbilder, die unter dem Begriff ,Hamophilie® subsumiert werden: zum
Beispiel die sogenannte Angiohamophilie oder von Willebrand-Jirgens-
Syndrom, wobei ein Strukturdefekt oder ein Mangel des von-Willebrand-
Faktors, eines Tragerproteins des Blutgerinnungsfaktors VIII vorliegt oder eine
Parahamophilie, auch Owren-Syndrom, gekennzeichnet durch den Mangel an
Faktor V. In der Literatur werden unter anderem auch seltene erworbene
Gerinnungsstorungen beschrieben, wie die erworbene Hamophilie in Folge
einer Aktivitatsverminderung des Faktors VIII durch Einwirkung eines Faktor
VIll-Inhibitors (Autoantikérper). Eine ahnliche Pathogenese kann auch den
Faktor V betreffen, durch sekundare Entstehung eines Faktor V-Inhibitors (Anti-
FV-Antikorper) kommt es zur einer deutlichen Aktivitatsminderung des Faktors
V (nur 1-2% der Normalaktivitat). Die beiden letztgenannten Gerinnungs-
stdérungen finden sich Uberwiegend bei alteren Patienten (30; 37; 54).

Bei allen bekannten Formen der Hamophilie liegt haufig als Begleitsymptom
eine asymptomatische Hamaturie vor. Bereits in Jahr 1974 wurde von Serneri
et al. (82) eine interessante Arbeit Uber Hamophilie-Patienten mit Hamaturie
veroffentlicht. Dabei konnte gezeigt werden, dass durch Substitution geringer
Mengen an Faktor VIII  ohne nachweisbare Verbesserung der
Gerinnungsstorung ein deutlicher hamostatischer Effekt mit signifikanter
Ruckbildung der zuvor nachweisbaren Hamaturie erreicht werden konnte. Die
verabreichten geringen Faktor VIII-Dosen konnten die tatsachliche

plasmatische Aktivitat des Faktors VIII nicht wesentlich verandert haben. Das
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Phanomen dieses Effektes der dauerhaften Hamaturiekorrektur liegt an der
direkten Wirkung des antihamophilen Globulins (Faktor VIII) auf die
Kapillarwand (mit dauerhaft ist ein Zeitraum von einer Woche gemeint). Durch
direkte Immunfluoreszenz konnte Faktor VIII im Tierexperiment in der
Kapillarwand nachgewiesen werden. Durch Anwendung von Anti-Faktor VIII-
Antiserum wurde eine Verminderung des plasmatischen Faktors VIII unter 5%
mit anschlielRender Steigerung der Kapillarpermeabilitat flir nuklidmarkiertes
Albumin sowie das Auftreten von Blutungen innerhalb der nachsten 48-60
Stunden beobachtet. Die Verzdogerung zwischen der Abnahme der
plasmatischen Faktor VIII-Aktivitat und der Entstehung einer Blutung bedeutet,
dass eher die Veranderungen der Gefallwand durch Erschopfung des Faktors
VIIl und nicht der Gerinnungsdefekt selber daflr verantwortlich ist (82). Der
Nachweis einer signifikanten Wirkung des Gerinnungsfaktors VIII auf die
Permeabilitat der Kapillarwand unterstitzt die Hypothese der physiologischen
Defekte der glomerularen Kapillarwand, welche durch verschiedene
Blutkomponenten, wie zellulare Elemente, Serumproteine, Makromolekule und

schlieRlich die Gerinnungsfaktoren abgedichtet werden.

2. Experimentelle Methodik

2.1 Versuchstiere und Praparationstechnik zur Isolierung der Nieren

Die Experimente wurden vom Landesamt fir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen gestattet und befanden sich im
Einklang mit dem Tierschutzgesetz (Tierversuchsnummern: A 60/1993 und
A67/09).
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Versuchstiere:

Fur alle Versuche wurden mannliche Hannover-Wistar-Ratten mit einem
Gewicht von 250-350 g verwendet. Bei der Unterbringung in einem
barrieregeschitzen Raum waren sie serumpathogenfrei. Die Ratten wurden zu
zweit in Polycarbonkafigen gehalten und mit einer Altromin Standarddiat
(Ratten und Mause) gefluttert. Sie hatten freien Zugang zu Futter und
Leitungswasser bis zum Tag des Experimentes. Die Betaubung der Tiere
erfolgte durch intraperitoneale Applikation einer Mischung aus Xylazin (2%) und
Ketamin (10%) in Proportion 1:40 oder durch Inactin (100mg/kg KG). Zur
Perfusion wurde immer die rechte Niere verwendet. Die linke dekapsulierte
Niere wurde als Gewichtgrundlage fur die Berechnung der Funktionsparameter

auf 1g Niere verwendet.
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Vena cava

Nebenniere
Aorta

Ureter

——— Abbindeligaturen
——— Einbindeligaturen

k-

Abb. 2.1.: Schematische Darstellung des Situs zur Praparation der rechten
Niere (IPRK). Die Ligaturen und Inzisionen zur Kanulierung von Ureter und
Aorta, modifiziet nach Weiss et al. (96) und Ross (51; 64). Die
Nebennierenarterie entspringt meist der Nierenarterie und wird dort
abgebunden. Der Ureter wird zwischen [1] und [2] katheterisiert ohne in das
Nierenbecken vorzudringen. Die Ziffern 2, 5 und 9 (punktiert) sind
Einbindeligaturen fur Ureter, Aorta [5] und Vena cava [9]. Die Ziffern 1, 3,4, 6, 7
und 8 (durchgezeichnet) sind Abbindeligaturen.
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Praparation der rechten Niere:

Die narkotisierte Ratte wird auf einen temperierten Operationstisch auf den
Rucken gelegt und fixiert. Die Temperatur wurde so vorgewahlt, dass die rektal
gemessene Korpertemperatur nicht unter 36°C abfiel, in der Regel 4-6°C hoher
lag. Der Bauchraum wird entlang der linea alba vom Xiphoid bis zur Symphyse
er6ffnet. Das Darmkonvolut wird von einer feuchten Kompresse (NaCl 0,9%)
umhdallt (mit einer Plastiktasche eingefasst) und auf die linke Seite des Tieres
gelegt. Der Bauchraum sowie die rechte Niere werden wahrend der Praparation
mit Kochsalzlosung feucht gehalten. Die Praparation des dorsalen Bauchraums
erfolgt zunachst stumpf mit Wattetragern (Q-tips). Damit I&sst sich auch das
dorsale, dunne Peritoneum abschieben von den retroperitoneal liegenden
Gefallen. Der Ureter wird mit stumpfen Pinzetten aus seiner Umgebung gelost
und im Bereich der spateren Inzision wird die Adventitia mit den kleinen
Begleitgefassen abgeldst, distal wird er unterbunden und am Faden mit einer
Bulldogklemme leicht angespannt. Zwei weitere Ligaturen werden wie in der
Abb. 2.1. gezeigt angelegt und der Ureter wird zwischen diesen Ligaturen
(Abbildung: Ziffern 1 und 2) ca. 1 cm unterhalb der Niere inzidiert, mit einer
Uhrmacherpinzettenbranche  vorgedehnt und mit  einem kurzen
Polypropylenkatheter (PP10) kanduliert. Der Ureterkatheter wird mit der
Einbindeligatur befestigt und mit einem groRkalibrigeren Polyethylenkatheter
(PES0) verlangert. Alternativ wurden PE50 Katheter an einem Ende thermisch
verdunnt ausgezogen, so dass sie das Kaliber des PP10 Katheters erreichten.
Bei den single pass Experimenten, die ohne Kolloid durchgeflhrt wurden,
wurde die Niere vor Beginn der Perfusion dekapsuliert. Dies flhrt in der
Initialphase zu wesentlich besseren Flussraten, weil die Nieren rasch
anschwellen und bei erhaltener Kapsel das eigene Gefalibett einengen.
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GefalRpraparation:

Die Vena cava wird knapp unterhalb und oberhalb des Abganges der Vena
renalis dextra mit einer Ligatur umschlungen [8 und 9]. In gleicher Weise
wurden weitere Ligaturen um die Arteria mesenterica [7], A. renalis sinistra [6],
die A. suprarenalis sowie um die Aorta oberhalb der A. mesenterica [4] und
knapp oberhalb des Abganges der A. renalis sinistra [5] sowie im passenden
Abstand nach caudal [3] vorgelegt. Vor dem Abbinden der Ligaturen werden
250 IE Heparin-Natrium in einen Leberlappen injiziert. Die Ligaturen um die A.
mesenterica [7], die A. suprarenalis [10] und die Aorta caudal [3] werden
verknotet. Die Niere wird mobilisiert und anatomisch korrekt in eine auf 37°C
temperierte spezielle Metallschale gelegt. Zwischen dem Abgang der A.
mesenterica und der mittleren Aortenligatur wird eine Gefallklemme [A] gesetzt
und die Aorta unterhalb der A. renalis sinistra als Zugang fur die
Perfusionskanule [B] inzidiert. Nach dem Einbinden der doppellaufigen
Perfusionskanule (Aulen-/Innendurchmesser der Aul3enkantle: 1,45/1,0 mm
und der Innenkantle: 0,5/0,3 mm, fur die Druckmessung) wird die proximale
Aortenligatur geschlossen und die Perfusion mit einer Flussrate von 8ml/min
begonnen. Wenige Minuten nach Beginn der Perfusion wird ein konstanter
Perfusionsdruck von 90 mmHg (bei kolloidfreiem Perfusat, sonst 100mmHg)
eingestellt. Das Tier wird mit dem Tischeinsatz Uber einen Scheren-
mechanismus abgesenkt und die Restverbindungen zum TierkOrper werden
getrennt. Dann werden Blutreste abgespult und ein Effluatsammler
untergeschwenkt und die darauf montierte Venenkanule in die untere Hohlvene
zur Nierenvene hin eingeschwenkt. Die verwendete vendse Edelstahlkanile hat
einen AuRendurchmesser von 3,2 mm und ist drehbar um die Achse eines nach
unten gerichteten T-Stucks, uber das venoses Medium zur pO,-Elektrode
gelenkt werden kann. Bei Rezirkulation des Mediums wird das Effluat
zuruckgefuhrt, im single pass Modus verworfen. Im single pass Modus kann die
Perfusion sehr rasch auf den konstanten Druck von 90 mmHg eingestellt
werden, da genugend Kkolloidfreies Perfusat zur Verfugung steht, bei
Rezirkulation geht man sparsamer mit dem Perfusionsmedium um

(flusskonstant bis zum SchlieRen der Rezirkulation).
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2.2. Perfusionstechnik mit Rezirkulation/Dialyse des Perfusats mit und

ohne Zusatz von Erythrozyten.

Der Aufbau der Perfusionsapparatur ist in der Abbildung 7 schematisch
dargestellt (75; 78; 79; 81). Alle wesentlichen Teile der Apparatur werden durch
Wasserbader auf 37-38°C erwarmt. Das Dialysat wird im Reservoir [1] mit Hilfe
einer Gasmischpumpe (Wdsthoff, Bochum) Uber eine Fritte mit 95% O, und 5%
CO; begast und mit der Rollerpumpe [2] Uber den Dialysator [3] ins Reservoir
[1] zurickgefuhrt. Aus dem Reservoir [4] wird das albuminhaltige Perfusat zum
Dialysator gepumpt [5], dort aquilibriert in Bezug auf die ,Blutgase” O, und CO,
und dialysable Substanzen (z.B. Elektrolyte, Kreatinin, Harnstoff, Aminosauren
u.a. Arginin, Glukose und andere Substrate) und rezirkuliert, ein Aliquot wird mit
der durch die RuUckkopplung druckkonstant geregelten Rollerpumpe [6]
schliel3lich zur Niere befordert.

1 Glasfritte 7 Filter 13 PO2 -Elektrode
2 Dialysatpumpe 8 Wirmetauscher 14 Druckwandler
3 Dialysator 9 Perfusionskaniile ~ 15 Flowmeter 10
4 Reservoir-Gefill 10 Niere 16 Dialysat-Zumischung
5 Peristaltikpumpe 11 Ventil AV-Messung 17 Gasmisch-
fiir Perfusat-Bypass 12 Sammeltrichter pumpe
6 Peristaltikpumpe &

fir Organperfusat . [E—:Q

Abb. 2.2.: Schematische Darstellung der Perfusionsapparatur bei
Perfusionstechnik mit Rezirkulation und Regeneration und Begasung des

Perfusats durch Dialyse. Das venodse Effluat wird vom Trichter 12 Uber ein
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Schlauchventil gesteuert schaumfrei zuruckgefuhrt. Die Graphik wurde von
Jorg-Dieter Biela erstellt, Medizinische Hochschule Hannover, Zentrum Innere
Medizin, Abt. Nephrologie.

Auf dem Weg zur Niere sind bei zellfreier Losung ein Feinfilter (8 um) sowie
eine Glas-Warmeschlange [8] eingesetzt, darin ist ein Windkessel eingebaut zur
Dampfung von Pulsationen. Fur den Fall, dass Pulsationen ganz bewusst
erwunscht sind, kann der Windkessel ausgeklemmt werden, was zu einer
Druckamplitude von ca. 20-30 mmHg fuhrt. Nach Passage der Niere flie3t das
Perfusat passiv in das Reservoir [4] zurick. Der Sauerstoffdruck wird mit einer
pO,-Elektrode (Fa. Eschweiler, Kiel) gemessen und aus vendsen Werten und
kurz im Wechsel gemessenen arteriellen Werten der O,—Verbrauch errechnet.
Uber einen Kompensationsschreiber (Rikadenki, Freiburg) werden
kontinuierlich Perfusionsdruck, Flussrate (Analogsignal der Pumpenrevolution)
und der pO, aufgezeichnet. Der pH-Wert wird punktuell mit einem Radiometer
A 505 Blutgasanalysator gemessen gemeinsam mit pO,, pCO,, Na*, K*, Ca™.
Zum Ausgleich der Zwangsultrafiltration des Dialysators wurde der
Perfusatpegel mit Sensoren Uberwacht und mit Zugabe von Dialysat
automatisch auf Ausgangsniveau gebracht. Probenentnahmen wurden durch
Nachjustierung kompensiert. Der entstehende Urin wurde in vorgewogenen
Sammelgefallen aufgefangen und der weiteren Analytik zugefuhrt
(elektronische Feinwaage, Sartorius, Gottingen). Der Vorteil der oben
genannten Perfusionstechnik mit Rezirkulation und Dialyse des albuminhaltigen
Perfusats ist die der single-pass Technik vergleichbare Funktionskonstanz.
Dem Perfusat kbnnen auch z.B. rote Blutzellen zugegeben werden. In diesem
Typ von Experimenten mit 4 - 5 g% BSA (Rinderserumalbumin) wurden 5%
mehrfach gewaschene Humanerythrozyten zugesetzt. Humanerythrozyten
haben mit 7-8um etwa die gleiche GrolRe wie Rattenerythrozyten. Letztere
wurden von der Arbeitsgruppe von Endre mit 7,4 £ 0,2um bestimmt (59).

Nach dem Gebrauch des Systems wurden alle Glasteile und
Verbindungsschlauche gereinigt und desinfiziert: die Glasteile wurden bei
132°C hitzesterilisiert und die Schlauche nach Spulung mit Aqua dest im

Trockenschrank bei 52°C getrocknet.
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2.3. Perfusionstechnik im ,single-pass“ Modus

Die Praparation der rechten Niere erfolgte genau wie bei der Perfusionstechnik
mit Rezirkulation. In diesem Modus wurde die Niere mit einem reinen, in
diesem Fall zellfreien Perfusat ohne Protein oder Kolloid in gleicher Technik
perfundiert. Das Medium wird hierbei direkt Uber eine Glasfritte begast. Die
folgende schematische Darstellung soll den single-pass-Perfusionsmodus

wiedergeben.

aorta

ureter

vcava

O, - electrode
CO,-electrode

L_Isgoc

1
2
3
4
5

Abb. 2.3.: Schematische Darstellung der Perfusionsapparatur im
single-pass-Modus. (1) Aorta, (2) Ureter, (3) Vena cava, (4) O»-Elektrode, (6)
Filter 8um (optional), (7) Servopumpe Feedback gesteuert durch: (8)
Druckaufnehmer mit doppellaufiger Perfusionskanile, (9) Windkessel, (10)

Bypass fur arterielle Gasmessung, (13) Reservoir fur Perfusat, nach (74).

Ein wesentlicher Unterschied gegeniber der Rezirkulationstechnik mit Albumin
als Kolloid besteht darin, dass die Niere vor Anschluss an die Perfusion
dekapsuliert wurde. Das fuhrt initial zu besseren Perfusionsraten und einer
hohen glomerularen Filtrationsrate. Damit entstehen schon initial hohe
Urinflussraten mit der Chance, sehr frih Urinproben zur Zellzahlung zu
erhalten. Eine wesentliche Voraussetzung fiur hohe Urinflussraten ist ein

adaquat dimensionierter Ureterkatheter, der nicht zu einer Abflussbehinderung
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fuhrt (75). Da genugend Perfusionslésung zur Verfugung steht, kann kurz nach
Anschluss der Niere vom flusskonstanten Modus auf den druckkonstanten

Modus umgeschaltet werden, bei kolloidfreiem Perfusat auf 90 mmHg.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Perfusionsmediums fur den single-pass-
Modus (proteinfrei), fur den Fall der Rezirkulation mit Dialyse Einsatz von BSA
(bovines Serum-Albumin, jeweils 4-5 g%) waren 200 ml Perfusat und 5000 ml

Dialysat im Einsatz, in der dritten Serie noch 5% mehrfach gewaschene,

humane Erythrozyten im Perfusat.

Salze, Substrate, )

Peptidhormon mM Aminosauren mM

Natrium 140 Isoleucin 0,380
Kalium 5 Leucin 0,685
Calcium 1,00 Cystein 0,500
Magnesium 0,8 Lysin 0,560
Chlorid 105 Lysinmonohydrat 0,380
Bikarbonat 25 Methionin 0,590
Phosphat 0,72 Phenylalanin 0,570
Kreatinin 2 mg% Threonin 0,705
Neomycinsulfat 1 mg% Tryptophan 0,157
Glukose 8,4 Valin 1,060
Milchsaure 2 Arginin 1,320
Na-Pyruvat 0,33 Histidin 0,387
Na-Glutamat 1,3 Glutaminsaure 0,680
Oxalessigsaure 1 Glycin 3,200
Na-Malat 1 Asparaginsaure 0,840
Na-a-Ketoglutarat 1 Alanin 2,380
Na-Butyrat 1 Prolin 0,960
Glutathion 2 Serin 0,440
Acetat 0,56 Tyrosin 0,044
Zitronensaure H,0O 0,04 Acetylcystein 0,100

AVP optional 25 pM
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24. Funktionsanalyse der isolierten Niere

Zur Funktionsanalyse der isolierten Niere wurden Urinproben und das Perfusat
untersucht. Natrium und Kalium wurden mit einem Flammenphotometer gegen
einen Casiumstandard (IL590, Instrum. Laboratories, Lexington, MA, USA)
gemessen, Chlorid mit einem elektronischen Titrationsgerat (Jokoo, Japan) und
die Osmolalitat mit einem Dampfdruckosmometer (Wescor, Logan, Utah, USA),
spater mit dem Osmomat auto der Fa. Gonotec, Berlin. Die Glukose wurde mit
der Glukose-Oxidase-Methode und Kreatinin mit der kinetischen Jaffe-Reaktion
im Autoanalyzer des Zentrallaboratoriums der Universitatsklinik Munster
bestimmt. Die Urinvolumina wurden in vorgewogenen Gefallen mit einer
elektronischen Feinwaage (Fa. Sartorius, Goéttingen) gravimetrisch bestimmt
und protokolliert. Die Albuminkonzentration wurde entweder photome-trisch mit
der Biuretreaktion gemessen oder uber den COP einer Eichreihe errechnet, der
mit dem Osmomat 050 der Fa. Gonotec, Berlin, bestimmt wurde (Membran-

Ausschlussgrenze: 20 000 Dalton).

25 Untersuchungen im Stoffwechselkafig

10 Tiere wurden jeweils vor den spater geplanten Perfusionsexperimenten
einzeln im Stoffwechselkafig uber 24h untersucht. Um eine Kontamination des
Sammelurins zu vermeiden wurden die Tiere in dieser Zeit nur mit Trinkwasser
versorgt. Bei einem Tier war das Sediment nicht auswertbar, weil sich ein

Ubermal an Kristalloiden und Proteinkoagulat im Sediment fand.

2.6 Technik der Zellzahlung mit Hilfe der Zahlkammer
2.6.1 Uber die Zdhlkammer

Die Zahlkammer ist ein Prazisionsmel3gerat, das aus optischem Spezialglas

hergestellt wird. Sie besteht aus einem Zwischenraum, der durch zwei ebene, in
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geringem Abstand parallel angeordnete Glasflachen begrenzt ist. Sie dient zur
visuellen Bestimmung der Teilchenzahl (Zellen, Bakterien, Pilzsporen) pro
~ Volumeneinheit einer

PE— - : : Flussigkeit. Das Bauprinzip

;Rﬁo‘:aj‘ | | i | aller gangigen Zahlkammern,

o - wie z.B. Neubauer-Improved,

Fuchs-Rosenthal, Burker-

Tark und Thoma ist gleich.
Der signifikante Unterschied
der oben genannten
Zahlkammer liegt am

Zahlnetz, welches direkt in

das Glas der Grundplatte
eingraviert ist. Die Grundplatte der Zahlkammer besteht aus optischem
Spezialglas und hat die Grolke eines normalen Objekttragers fur die
Durchlichtmikroskopie, ist jedoch etwa 5 mm dick. Durch parallel zu den
Schmalkanten verlaufende vier Rinnen im mittleren Drittel wird die Oberflache
der Grundplatte in 2 duBere breite Felder und 3 schmale innere Stege geteilt.
Die beiden aufieren Felder sind unbearbeitet und dienen zur Kennzeichnung:
das System des Zahlnetzes, der Name und das Warenzeichen des Herstellers,
die Kammertiefe in mm sind angegeben und die Flache des Kkleinsten
Quadrates in mm?2. Der Mittelsteg und die beiden AuRRenstege sind geschliffen
und poliert, wobei die beiden AuRenstege die Auflage fir das Deckglas bilden.
In den Mittelsteg (Kammerboden) sind die Zahlnetze eingraviert, dieser liegt in
Bezug zu den Aulenstegen in der Regel um 0,1 mm tiefer. Die Deckglaser fur
Zahlkammern sind dicker, plangeschliffenen und haben polierte Oberflachen im
Vergleich zu Deckglasern fur die normale Lichtmikroskopie. Der Spalt zwischen
dem Kammerboden und der Unterflache des aufliegenden Deckglases sowie
die Grenzlinien des Zahinetzes bilden die Volumenbegrenzung der

Zahlkammer.

Abb. 2.4.: Bild der hier verwendeten Zahlkammer vom Typ Neubauer

Improved. An der Kante links oben sieht man die Kammertiefe mit 0,1 mm
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angegeben, woraus sich mit der entsprechenden Flache das Volumen der
Zahlkammer definiert. Das Deckglas ist ein speziell geschliffenes und

biegestabiles Glas. Normale Deckglaser sind ungeeignet.

Zur Auswertung des Urins einer im Experiment perfundierten Niere wurde eine
Zahlkammer Neubauer-Improved mit doppelter Ausfihrung (zwei Zahlnetze)
von LO-Laboroptik Ltd, Lansing, UK verwendet.

Zu den Besonderheiten des Zahlnetzes:

Das Zahlnetz besteht aus 9 GroRRquadraten von je 1 mm?2. Die 4 GroRquadrate
in den Ecken sind in je 16 Quadrate mit 0,25 mm Seitenlange unterteilt. Sie
werden meistens fur die Leukozytenzahlung verwendet. Das Grof3quadrat in
der Mitte ist in 5 x 5 Gruppenquadrate mit je 0,2 mm Seitenlange unterteilt. Die
Flache eines solchen Gruppenquadrats ist damit 0,04 mm2 Jedes
Gruppenquadrat besteht aus 16 Kleinstquadraten mit je 0,05 mm Seitenléange
und somit einer Flache von 0,0025 mm?. Die (von links oben) diagonalen 5
Gruppenquadrate werden fur die Erythrozytenzahlung verwendet. Eine
Besonderheit dieser Zahlkammer besteht darin, dass alle Gruppenquadrate
allseitig dreifache Grenzlinien aufweisen. Die mittlere Linie ist die
Begrenzungslinie und entscheidet daruber, ob die Zellen im Grenzbereich

mitzuzahlen sind oder nicht.
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Abb. 2.5a.: Aufbau eines Gross-Zahlfeldes bei der Zahlkammer Neubauer-

Improved.

50 50 50 40

| 200 pm |

' Tmm

Abb. 2.5b.: Aufbau des zentralen Zahlifeldes fur die Erythrozytenzahlung.
Als Beispiel sind hier jeweils zwei Gruppenquadrate mit gelb bzw. grau

markiert.
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2.6.2 Erythrozytenzahlung

Die Erythrozyten-Zahlung erfolgte mit Hilfe einer Neubauer—Improved
Zahlkammer und eines Phasenkontrastmikroskops Carl Zeiss Primo Star mit x
40 Objektiv und x 10 Okular. Bei allen Erythrozyten-Zahlungen wurden
Doppelbestimmungen durchgefuhrt. Nach dem Auszahlen des oberen
Zahlnetzes wurde als Kontrolle in gleicher Weise noch das untere Zahlnetz
ausgezahlt. Der Mittelwert der Zahlungen wurde dann in die Berechnungsformel
eingesetzt bzw. mit dem entsprechenden Faktor multipliziert. Bei einigen
Proben (z.B. bei sichtbarer Hamaturie) musste fur eine bessere Beurteilbarkeit
eine passende Verdunnung mit 0,9% NaCl-Lésung erfolgen. Der
Verdunnungsfaktor wurde bei der Ausrechnung entsprechend berlcksichtigt.
Bei groleren Zellmengen wurden wie empfohlen die 5 diagonalen
Gruppenquadrate und bei geringen Zellmengen, um eine bessere Genauigkeit
zu erhalten, die Gesamtflache des zentralen GroRquadrates ausgezahlt. Beim
Auszahlen mussen die Grenzlinien der verwendeten Zahlkammer berlcksichtigt
werden. Um die an den Begrenzungslinien liegenden Zellen nicht doppelt zu
zahlen oder bei der Zahlung diese nicht zu Ubergehen halt man sich an eine
bestimmte Regel: mitgezahlt werden die an 2 Seiten, z.B. an der linken und
oberen Mallinie, an- oder aufliegenden Zellen.

Im Folgenden werden typische Ausrechnungsbeispiele dargestellt:

1. FUr die Zahlung in 5 Gruppenquadraten

e Ausgezahlte Zellen 172 Erythrozyten

e Ausgezahlte Flache 5 Gruppenquadrate entsprechen 0,2 mm?
e Kammertiefe 0,1 mm

e Kammervolumen 0,02 pl

e Verdlinnung 1/100

172:100/0,2-:0,1 = 172:100-50 = 860000 Erythrozyten/pl

35



Es gibt eine einfache Regel bei der Zahlung in 5 diagonalen Gruppenquadraten
ohne Verdunnung:
Zahl mal 50 ergibt die Zellzahl pro pl.

2. Fur die Gesamtflache (GroRquadrat) ohne Verdinnung:

e Ausgezahlte Zellen 135 Erythrozyten
e Ausgezahlte Flache eines GroRquadrates entspricht 1 mm?2
o Kammertiefe 0,1 mm

e Kammervolumen 0,1yl

Somit 135 Zellen pro 0,1 ul oder 1350 Zellen pro pl

3. Patienten und Methodik

3.1 Patienten

Es wurden insgesamt 360 Patienten auf das Vorhandensein einer
Mikrohamaturie  untersucht, davon waren 256  Patienten unter
Antikoagulationstherapie und 104 Patienten dienten als Kontrollgruppe. Alle
Patienten wurden aus dem St. Bonifatius-Hospital in Lingen ausgewahlt. Die
mikroskopische Untersuchung eines nativen Spontanurins wurde in gleicher
Technik wie im Tierexperiment mit Hilfe einer Neubauer-Improved Zahlkammer
und eines Phasenkontrastmikroskop Carl Zeiss Primo Star mit 40 x-Objektiv
durchgefuhrt.

Ausgeschlossen wurden Patienten mit einer bekannten urologischen
Vorerkrankung (Malignom, Steinleiden) sowie Trager von urologischen Stents
oder Dauerkathetern. Der Ausschluss erfolgte durch die Erhebung der
Patientenanamnese und das Studieren der Patientenakte. Aus den
Patientendaten wurden zur Einschatzung der Nierenfunktion das Serum-

Kreatinin, die daraus per MDRD-Formel berechnete eGFR und das U-Protein
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herangezogen. Bei der mikroskopischen Urinuntersuchung wurden in einzelnen
Proben  nebenbefundlich  Bakterien, Leukozyten oder Harnkristalle

dokumentiert.

3.1.1. Kontrollkollektiv

Alle Zellzahlungen erfolgten als Doppelbestimmung. Als Kontrollkollektiv
wurden 104 Patienten im Alter von 7 bis 94 Jahren aus der Notfall-Aufnahme
des Bonifatius-Hospital Lingen rekrutiert. Das mittlere Alter der Patienten lag bei
50 Jahren, eine Antikoagulationstherapie war ausgeschlossen. Trotz fehlender
Selektion in Hinblick auf das Altersspektrum der Vergleichsgruppen entsprach
das Befundspektrum der Erwartung, die man an ein Kontrollkollektiv haben

kann.

3.1.2. Patienten unter Antikoagulation

Fir diese Gruppe wurden 256 Patienten aus zwei Abteilungen des Bonifatius-
Hospitals in Lingen rekrutiert, der Abteilung fur Gefalichirurgie und Kardiologie.
Das mittlere Alter der Patienten lag bei 69 Jahren. Die Patientendaten wurden
nach Art der Antikoagulation in 3 Gruppen unterteilt: 1. Marcumar-Gruppe,

2. ASS-Gruppe und 3. ASS & Plavix-Gruppe.

4. Ergebnisse

41. Experimentell erhobene Daten zur Dynamik der
Mikrohamaturie

Die Analyse des Zeitgangs der Ausscheidung roter Blutzellen in der isolierten
Niere nach Beginn der Perfusion wurde in drei Serien untersucht. Die erste
Serie erfolgte im ,single-pass” Modus zell- und kolloidfrei, die zweite Serie im

Rezirkulationsmodus mit Dialyse und einem Perfusat mit ca. 5 g/dl Albumin

37



(BSA, bovines Serumalbumin) und die dritte Serie mit Zusatz von BSA und 5 %

humanen Erythrozyten.

Tabelle 4.1.: Ubersicht iiber die Funktionsparameter der IPRK im ,,steady
state” unter verschiedenen Bedingungen zwischen der 50. und 70.min. In
single-pass Experimenten ohne Kolloidzusatz sind GFR und Urinzeitvolumina

am hdchsten, ebenso die Filtrationsfraktion, dagegen ist die absolut

transportierte Natriummenge (TNa) und die fraktionelle Natriumresorption am

niedrigsten.
Parameter | Albumin | COP* | Perfusions | Urinzeit- | GFR TNa Na-Re-
Serie 1 -rate volumen | Inulin sorption
Dimension| 9% mmHg | ml/ming | pl/ming ifmin | pmol/min %
Single-pass g g
zell- & Mw 0 0 23,8 896 1495 85,7 39,8
kolloidfrei SEM 0,8 37 +22 4.8 #1,33
n 22 22 22 22 22 22 22
Serie 2 Mw 4,66 15,6 30,5 226 960 108 82,6
Rezirkulation SEM 0,99 #1,9 71 180 7 16,2
BSA zellfrei n 3 3 3 3 3 3 3
Serie 3 Mw 4,79 16,4 22,6 213 1007 | 130,8 92,2
Rezirkulation SEM 0,19 | +0,9 1,5 44 162 8,4 2,0
BSA 5%
Erys n 8 8 8 8 8 8 8

*der gemessene kolloidosmotische Druck lag niedriger als mit der Formel von
Landis & Pappenheimer (45) zu errechnen ist: 2,8c + 0,18c? + 0,012¢?, wobei

¢ der Albuminkonzentration in g/100ml entspricht.
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Serie 1

Single-pass

Zell- &

kolloidfrei

Serie 2

Rezirkulation

BSA zellfrei

Serie 3

Rezirkulation
BSA 5%
Erys

Parameter | Albumin| COP | U/Pkaium | Glukose- Qo, TNa/ | Filtrations-
U/P)huin | Resorption QO, | Fraktion
pmol/min
Dimension 9% mmHg % %
g
Mw 0 0 1,11 79,0 6,98 15,3 6,27
SEM +0,02 *1,35 #0,21 |#1,63 +0,15
n 22 22 22 22 22 22 22
MW 4,66 15,6 1,61 91,6 8,89 12,3 3,14
SEM +0,99 *0,14 *2.2 0,79 *1,8 *0,15
n 3 3 3 3 3 3 3
Mw 4,79 16,4 1,26 96,7 9,25 14,4 4,56
SEM +0,19 +0,9 +0,13 +0,2 0,58 *11 +0,39
n 8 8 8 8 8 8 8
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411 Single pass Modus mit zellfreier Perfusion
Bei den hohen Urinzeitvolumina der single-pass Experimente war eine sehr
frihe Urinprobe zu gewinnen (2-5 min) im Unterschied zu den Serien in
Rezirkulationstechnik mit Albumin bzw. Albumin plus 5% Erythrozyten. Erst so

war erkennbar, dass zu Perfusionsbeginn hohe Zellzahlen im Sediment

erscheinen.
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Abb. 4.1.1.: Zeitverlauf der Erythrozytenausscheidung in der ersten
Versuchsserie. Single-pass Modus ohne Kolloid, Ilineare und
halblogarithmische Darstellung. Bei hoher GFR und hohem Urinzeitvolumen
sind nach 60 min praktisch keine Erythrozyten mehr im Urin-Sediment
nachweisbar (MWxSEM, n=12).
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4.1.2. Rezirkulationsmodus mit BSA, ohne und mit Erythrozyten-

zusatz

Der Zusatz von BSA flhrt zu deutlich geringeren Urinzeitvolumina so dass
Urinsedimente erst deutlich spater gewonnen werden konnen, wenn man z.B.

Osmodiuretika vermeiden will.
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Abb. 4.1.2.: Zeitverlauf der Erythrozytenausscheidung, linear und
halblogarithmisch aufgetragen im Vergleich der ersten Versuchsserie im single-
pass Modus ohne Kolloid mit der zweiten Serie im Rezirkulationsmodus mit
BSA. Halblogarithmisch zeigt sich die Rechtsverschiebung der 2. Serie
(MWSEM). Im single pass Modus sind Urinproben deutlich friher zu gewinnen

wegen der auch initial viel hoheren Urinzeitvolumina (s.a. Tab. 4.1).
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Abb. 4.1.3.: Zeitverlauf der Erythrozyten Ausscheidung, linear und

halblogarithmisch aufgetragen im Vergleich aller drei Serien. Der Zusatz von

5% Erythrozyten fuhrt zu einer Resthamaturie, die auch nach 2 Stunden noch in
der GroRenordnung von ca. 100 Zellen pro Minute fortbesteht (MW+SEM).
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Zur besseren Darstellung der Ergebnisse der 3. Versuchsgruppe mit 5%
Erythrozytenzusatz ist dies in der folgenden Abbildung noch einmal vergroRert

dargestellt.
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Abb. 4.1.4.: Zeitverlauf der Erythrozytenausscheidung in Gruppe 3,
verkurzte Ordinate. Die verbleibende Mikrohamaturie in der 3. Serie wurde
aus 11 Zellzahlungen im Zeitraum zwischen 75 und 120 min von 6
Experimenten errechnet und ergab im Mittel (MW+SEM) 115+£20 Erythrozyten
pro min. In diesem Zeitraum sind zum Vergleich bei zellfreier Perfusion und

hoher GFR keine Erythrozyten im Urin mehr nachweisbar.

Bezient man die Passage von Erythrozyten durch die glomerularen Kapillaren
auf die Zahl der Glomeruli von 30.000/Niere kame man im ,steady state“ auf
eine Passagezeit von 260min pro Erythrozyt und das ist unrealistisch. Da in
friheren Untersuchungen durch frihproximale Mikropunktionsproben eine
Fraktion von 16% der Glomeruli eine hohe Albuminurie aufwiesen (81),
wahrend die restlichen Proben nahe der in vivo Werte lagen konnte man diese
16% als Basis fur eine Neuberechnung zugrunde legen, als mdgliche

Passageorte. Bei 4.800 Glomeruli (16% von 30.000) mit einem entsprechenden
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Leck fur Durchwanderungs-Erythrozyten kame man dann auf eine
Penetrationszeit von 42 Minuten pro Erythrozyt. Das entspricht grob der Zeit,
nach der keine Erythrozyten mehr im Sediment bei zellfreier Perfusion
nachweisbar sind. Die Grole von Rattenerythrozyten ist mit 7,4+£0,2um
vergleichbar mit Humanerythrozyten (59).

Um eine Vergleichsmoglichkeit zur in vivo Situation zu bekommen, wurden
zusatzlich Untersuchungen zur Mikrohamaturie Uber 24 h im Stoffwechselkafig

durchgefuhrt.
4.1.3. Untersuchung der Mikrohamaturie im Stoffwechselkafig
Um abschatzen zu konnen, wie hoch die Mikrohamaturie bei der Ratte unter in

10 Tiere Uber 24h im

Stoffwechselkafig untersucht und folgende Befunde erhoben.

vivo Bedingungen ist, wurden insgesamt

Tab. 4.2.: Basisparameter der im Stoffwechselkafig untersuchten Tiere.
Die Zahl der ausgeschiedenen Erythrozyten im Uber 24 h gesammelten Urin ist
einmal umgerechnet auf eine Minute und dann noch einmal auf eine
Einzelniere, um mit der IPRK vergleichbar zu sein. Bei einem Tier war das

Sediment nicht auswertbar (ausgefallter Proteinniederschlag).

Erys im | Erys/ | E/min | Urinvol/ |Pcreat|Ucreat| GFR
Urin/24h| min EZN | 24hinpyl | mg% | mg% |pl/min
MW | 2307 1,60 0,80 18811 | 0,371 | 60,1 | 1908
SEM| 461 +0,32 | 0,16 +2773 |10,015| $6,1 | 40
n 9 9 9 8 8 8 8
UNa UK | Uosmol | Na exkr |K exkr
mmol/l |mmol/l mosmol| pumol pmol
MW | 453 127,7 | 7514 7494 (22191
SEM| 18,0 +11,0 | 66,0 +88,0 [+160,4
n 8 8 8 8 8
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Alle  miterhobenen Daten wie Urinvolumen, GFR als endogene
Kreatininclearance, Natrium und Kaliumausscheidung sind im erwarteten
Bereich. Die Ausscheidung von Erythrozyten ist mit 2.307 Erys/24 h niedriger
als von humanen Verhaltnissen erwartet. Dies sind umgerechnet 1.154
Erys/24h und Einzelniere und auf 30.000 Nephrone bezogen 0,038
Erythrozyten/24h und pro Glomerulus. Dies ist eine GroRenordnung niedriger,
als man es vom Menschen kennt (1-2 Erythrozyten/24h und Glomerulus). Um
es mit den Daten der isolierten Niere zu vergleichen kommt man bei
Umrechnung/min auf 0,8 Erythrozyten/min und Niere, sodass im ,steady state®
an der mit 5% Erythrozyten perfundierten Niere 100mal mehr Erythrozyten/min

ausgeschieden werden als unter in vivo Bedingungen im Stoffwechselkafig.

Probleme der ersten und letzten Versuchsreihen

Im Rahmen der ersten Experimente, die im Labor in Munster durchgefuhrt
wurden kam es gelegentlich noch in der in vivo Phase zu einer Einblutung in
den Ureterkatheter. Dann war im Sediment ein deutlicher ,roter Fleck® in den
ersten Urin-Sedimenten zu sehen und die Zellzahl war dementsprechend so
hoch, dass nur mit adaquater Vorverdinnung gezahlt werden konnte. Auch
unter der zunachst verwendeten ersten Albumin Charge, die mit einer
ungewdhnlich niedrigen GFR verbunden war kam es zu héheren Zellzahlen im
Urinsediment bei Einsatz von gewaschenen Humanerythrozyten, deutlich héher
als die historischen Daten, die zur Erstpublikation gefuhrt hatten (72). Dass es
Albumin-Chargen gibt, die Probleme bereiten ist in der Literatur selten vermerkt,
aber wohl den meisten Arbeitsgruppen bekannt. Eine plausible Ursache ist nicht
bekannt. Die meisten Autoren verwenden das Rinderserumalbumin erst nach
intensiver Dialyse um es von an Albumin gebundenen Substanzen zu befreien.
Wird Albumin in der filtratmindernden Konzentration von 7 g% und hoher
eingesetzt, scheint dies keine so groRe Rolle zu spielen wie man aus der
Diskussion in einer Ubersichtsarbeit von Maack ableiten kénnte (46), der die
Aufreinigung von Albumin (BSA) durch Dialyse kritisch sieht, zumindest was
uberlange Aufreinigung durch Dialyse angeht und insbesondere eine

Entfernung von Fettsauren durch Aktivkohle. Bekerski verzichtet bewusst ganz
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auf Aufreinigung jeder Art bei reiner Rezirkulation (7), beschrankt sich aber

auch auf pharmakologische Untersuchungen.

Abb. 414.: Makrohamaturie mit deutlich sichtbarem
Erythrozytensediment, mutmallich nach L&sion von Nierenbecken oder
Papille mit der Spitze des Ureterkatheters. Die Zellzahl in Probe 2 lag noch um
eine Zehnerpotenz hoéher als im Restkollektiv der Serie 2 (Rezirkulation, BSA,
zellfrei). Der kleine Fleck der 3 Probe entspricht dem, was ohne Lasionen zu

sehen war.

Aus dieser ersten Serie haben wir gelernt, dass die Position der Spitze des
Ureterkatheters deutlich auRerhalb des Nierenbeckens liegen sollte und dass
ein schonender Umgang mit dem Ureter bei der Katheteranlage essentiell ist.
Der zuletzt verwendete Kathetertyp war ein thermisch auf PP10 Maf
ausgezogener PES0 Schlauch (Polyethylen). Im Unterschied zum friheren
Vorgehen wurde der Ureter erst am Ende der Praparation kurz vor Anschluss
an die Perfusionsapparatur kanuliert. Bei der Praparation des Ureters ist es fur
diese Arbeit auch notwendig gewesen die Adventitia des Ureters mit seinen
kleinen BlutgefaRen soweit abzutrennen, dass keine Kontamination mit Blut

nach dem Anschnitt und bei der Kanulierung des Ureterlumens entsteht.
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Abb. 4.1.5.: Beispiel fir eine artifizielle Lasion mit Einblutung ins
Nierenbecken. Die Makrohamaturie mit sichtbar rotem Punkt im Sediment hat
in diesem Fall bei zellfreiem Perfusat GUber mehr als 90 min angedauert. Die
rechte Nierenhalfte zeigt ein Blutdepot bzw. Blutkoagel im Nierenbecken, die
linke Nierenhalfte zeigt eine feine Zeichnung von Vasa recta im Nierenmark.
Die Nieren wurden am Perfusionsende grundsatzlich mit einem Saggitalschnitt
in dieser Form auf Auffalligkeiten hin untersucht, im Zweifel auch zusatzlich mit
Hilfe eines Aufsichtmikroskops.

Bei der letzten Versuchsreihe, die wir durchgefihrt haben um noch mehr
Material fur die Experimentelle Gruppe Rezirkulation/Dialyse mit 5 g% Albumin
und 5% Erythrozytenzusatz zu gewinnen, waren drei Experimente im
erwarteten niedrigen Zellzahlbereich, drei weitere hatten deutlich hdhere
Zellzahlen. Mdgliche Ursachen werden im Abschnitt Diskussion ausfuhrlich
behandelt.
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4.1.4. Tubulusepithelien im Urinsediment

Bei der mikroskopischen Untersuchung des Urinsediments der zellfrei
perfundierten Rattenniere wurde erstmals ein besonderes Phanomen
beobachtet. Ab der 30. Minute der Perfusion im Rezirkulationsmodus mit BSA
als Kolloid tauchten im Urin vereinzelt Epithelien bzw. Epithelfragmente auf. Im
weiteren Verlauf der Perfusion nahm die Ausscheidung von Epithelfragmenten
sichtbar zu. In der 2 Stunde der Perfusion erreichte die Epithelzellausscheidung
ihr Maximum. Bei den kolloidfrei perfundierten Nieren im single pass Modus war
der Anstieg etwas fruher, wahrscheinlich wegen der hoheren Urinzeitvolumina
und erreichte gleich sein Maximalniveau.

Bei Zusatz von 5% gewaschenen Erythrozyten zum Perfusat war dieses
Phanomen wegen der besseren Sauerstoffversorgung nicht zu beobachten.
Eine Erklarung fur das Auftauchen von Epithelzellen im Urinsediment oder
epithelialen Fragmenten sind tubulare Schaden, die bei zellfreier Perfusion
bekanntermalRen durch Gewebshypoxie entstehen und die auf das Areal
zwischen den Vasa recta GefalRbundeln des aulieren Nierenmarks beschrankt
sind, wie aus frUheren Untersuchungen bekannt ist (1; 80).

Das spezifische Muster der Hypoxieschaden ist von der komplexen Architektur
der Gefallversorgung im auflieren Nierenmark bestimmt. Es betrifft das S;
Segment der proximalen Tubuli und den dicken aufsteigenden Teil der
Henleschen Schleife im Interbundelareal; die hierzu gehorigen Nephrone sind
die von kortikalen und midkortikalen Glomeruli, wahrend die entsprechenden
Tubuli der juxtamedullaren Glomeruli aus der Radiarversorgung der
GefalRbundel mit Sauerstoff profitieren und keine Schaden zeigen. Daraus lasst
sich erschlieRBen, dass die im Urin bei der zellfreien Perfusion festgestellten
Epithelfragmente tubularer Herkunft sind und offensichtlich keinen Einfluss auf
die glomerulare Permeabilitdt haben. Die Epithelzellausscheidung wurde bis

110 min verfolgt (n = 11), danach nur noch bei 2 Experimenten.
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Abb. 4.1.6.: Haufigkeit der Epithelzellausscheidung Ulber die Zeit in
relativen Einheiten. Die Zahlen wurden nach der Haufigkeit von Epithelzellen
und Epithelzellfragmenten in der Zahlkammer in den Stufen 0-3 quantifiziert.
Ausgewertet wurden 11 Experimente in Rezirkulationstechnik mit Albumin
(BSA) und zellfrei perfundierten Nieren (Mittelwerte * SEM) und 10
Experimente im single pass Modus ohne Kolloid und ebenfalls zellfrei. Die
Tubulusepithelien tauchen ab 25-30 min erstmals auf, im single pass Modus
sehr rasch und deutlich, im Rezirkulationsmodus mit BSA als Kolloid etwas
verzogert und langsam zunehmend. Bei Experimenten in Rezirkulationstechnik
mit BSA und Zusatz von 5% Erythrozyten waren keine Epithelzellen oder
Fragmente im Urinsediment nachweisbar, bedingt durch die bessere

Sauerstoffversorgung.
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4.2 Daten der Patientenkollektive

Neben Alter und Geschlecht wurden folgende Laborparameter herangezogen:
Serum-Kreatinin, daraus errechnete eGFR, Urin-Protein und neben der
Erythrozytenzahl in der Zahlkammer Besonderheiten des mikroskopischen
Harnbefundes. Die Bewertung der Ergebnisse erfolgte unter Berucksichtigung

des Urinnormbefundes. Als normal gilt wenn,

e weniger als 3 Erythrozyten pro Gesichtsfeld bei 400er-VergréfRerung
oder

e weniger als 5 Erythrozyten pro pl d.h. 5000 Erythrozyten pro ml
Spontanurin zu finden sind (4; 8; 97; 98).

Die Pravalenz der asymptomatischen Mikrohamaturie ist altersabhangig und
wird in 0,25-1% bei Schulkindern, in 3,5-14,2% bis zu einem Lebensalter von
40 Jahren und bei 13-22% der Bevdlkerung Uber 50 Jahren nachgewiesen
(4; 8).

421 Kontrollkollektiv

Die Kontrollgruppe bestand aus 50 mannlichen und 54 weiblichen Patienten,
die im Mittel 20 Jahre junger waren als die Patientengruppe unter
Antikoagulationstherapie.

Die Gruppe war zum Vergleich und zur Validierung der Methoden mit
aufgenommen worden und lag bei den Analysen im erwarteten Normbereich.
Die mikroskopische Urinuntersuchung der 104 Patienten in der Kontrollgruppe
nach oben genannten Kriterien hat nur bei 10 Patienten (ca. 10%) eine geringe
Mikrohamaturie ergeben, jeweils 8 bis 10 Erythrozyten/pl und je einmal bis 20
und bis 30/pl. Von diesen 10 Patienten waren 4 junger als 30 Jahre. In Hinblick
auf die geringe Mikrohamaturie dieses Kontrollkollektivs war eine altersgerechte

Anpassung an die Patientengruppen unter Antikoagulantien entbehrlich.
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Tabelle 4.2.1.: Mittelwertstatistik des Kontrollkollektivs.

Das mittlere Serumkreatinin, die mit der MDRD-Formel errechnete glomerulare
Filtrationsrate (eGFR), das Urineiwei} und die geringe Zahl an Erythrozyten
weisen das Kontrollkollektiv aus. Die Ubrigen mikroskopisch aufgefallenen
Besonderheiten waren bis auf je 1 Fall im Kollektiv der mannlichen Patienten
nur im weiblichen Kollektiv zu finden (50 mannliche, 54 weibliche Patienten,

Altersspanne 7-94 Jahre). Die komplette Tabelle findet sich im Tabellarium des

Anhangs.
Kontrolle
Alter | S-Kreatinin | eGFR | Erys |Erys/ul | U-Protein Besonder-
Jahre mg% ml/min | gezahit mg% heiten
MwW 49,6 0,85 93,1 0,13 1,25 4,3 10 x Bakterien
SEM 2,20 0,03 2,91 0,04 0,43 1,82 10 x Leukozyten
n 104 104 104 104 104 104
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Abb. 4.2.1.: Haufigkeitsverteilung der ausgeschiedenen Erythrozyten. Die
90% Saule entspricht der Klasse < als 1 Erythrozyt/pl Urinprobe. Trotz des
breiten Altersspektrums sind nur bei 10% der Patienten geringe
Erythrozytenzahlen >1/pl auszahlbar gewesen, die dem Streifentest wohl

entgangen waren, 98% hatten weniger als 10 Erythrozyten/ul.
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Kontrolle Gesamtkollektiv
Haufigkeitsanalyse (HA)
. |HAin
Klassen HA
Erys/ul %
0 bis 0 94 90,3
1 bis 10 8 7,7
10 bis 20 1 1
20 bis 30 1 1
30 bis 40 0
40 bis 50 0
50 bis 60 0
60 bis 80 0
80 bis 100 0
100 bis 120 0
120 bis 140 0
140 bis 160 0
160 bis 180 0
180 bis 200 0
200 bis 220 0
220 bis 240 0
240 bis 260 0
260 bis 280 0
>280 0
Summe 104 100

Von 104 mikroskopischen
Kontrollanalysen waren 94 ohne
Nachweis von Erythrozyten (90%
<1/ul), bei 8 Proben fanden sich bis
zu 10 Erythrozyten/pl, das sind 8%,
2 weitere Proben bis 30/pl, je 1%.
Daraus errechnet sich eine mittlere
Ausscheidung von 1,3 Erythro-
zyten/ul, hochgerechnet auf ein
Urinvolumen von 2000ml/24h
entspricht dies einer mittleren
Zellausscheidung von 2 x 10 hoch 6
Erythrozyten/24h und das ist der
Bereich von 2-4 x 10 hoch 6
Erythrozyten, den man statistisch
von einem Normalkollektiv erwarten
wuirde. Umgerechnet auf ein
Glomerulus ergibt dies 1-2
Erythrozyten/Glomerulus und 24h.
Die Haufigkeitsanalyse ist in
Klassen aufgeteilt, die im

Wesentlichen ausgerichtet ist nach

der hoheren Ausscheidung von Erythrozyten unter Antikoagulation mit

Phenprocoumon, ASS und der Kombination von ASS und Clopidogrel.

In der graphischen Darstellung der Kontrollgruppe entspricht die linke Saule der

Zellzahl 0, erst die nachste Klasse von 1-10 entspricht praktisch gezahlten roten

Blutzellen. Diese Datenlage bildet die durchschnittliche Bevolkerung als

Kontrollkollektiv gut ab.
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4.2.2 Patienten unter Phenprocoumon (Marcumar®)
Bedingt durch die Vorerkrankungen an Herz und GefalRen ist diese
Patientengruppe ca. 20 Jahre alter als die Kontrollgruppe der Notfall-Aufnahme,
im Mittel 69 Jahre. Dem entsprechend ist das Serum-Kreatinin leicht erhoht, die
errechnete eGFR mit 65ml/min erniedrigt und im Mittel findet sich etwas mehr

Protein im Urin.

Tabelle 4.2.2.: Mittelwertstatistik der Phenprocoumon-Gruppe. Bei 51% der
Patienten findet sich keine nennenswerte Mikrohamaturie (91% bei den
Kontrollen). In den folgenden Klassen bis 60 Erythrozyten/pl ist aber deutlich
mehr zusehen als bei den Kontrollen, wie man aus der Haufigkeitsanalyse in
Abb. 3.1.2. ersehen kann (53 mannlich, 48 weibliche Patienten, Altersspanne
41-90 Jahre).

Marcumar®
Alter | S-Kreatinin | eGFR Erys | Erys/ul | U-Protein Besonder-
mg% ml/min | gezahlt mg% heiten
MW 69,3 1,26 65,5 3,2 31,9 12,4 |8 x Bakterien
SEM 1,07 0,08 3,25 0,72 7,24 3,05 |3 x Uratkristalle
n 101 101 101 101 101 97
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Abb. 4.2.2.: Die Haufigkeitsverteilung unter Marcumar®. Die Klassen sind
von 1-60 Zellen in Schritten zu je zehn Zellen aufgeteilt, danach in 20er
Schritten. Von den 101 Patienten fanden sich in der Klasse 0 Erythrozyten 51%
der Patienten, in den folgenden Klassen bis 10E/pl 12%, bis 20E/ul 10%, bis
30E/ul 7%, bis 60 Erythrozyten/ul noch jeweils 3-4%, vereinzelt noch in den
hoheren Klassen, wie in der Graphik zu sehen ist. Die vollstandige Tabelle

findet sich im Anhang.
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4.2.3 Patienten unter Acetylsalicylsaure (ASS, Standarddosis 100 mg)
Diese Gruppe zeigt das gleiche Altersspektrum wie die Marcumar-Gruppe mit
einer im Mittel gering besseren Nierenfunktion, einer im Mittel hdheren
Ausscheidung von Erythrozyten aber keiner hdheren Proteinausscheidung.
Insbesondere unterscheidet sich die Zahl der Patienten ohne Mikrohamaturie

mit 19% deutlich von der Marcumar Gruppe.

Tabelle 4.2.3.: Mittelwertstatistik der ASS-Gruppe. Unter der Rubrik
Besonderheiten ist zumindest erwahnenswert, dass recht haufig Uratkristalle im
Unterschied zur Kontroll- und zur nachfolgenden Gruppe in der Kombination
ASS mit Clopidogrel gesehen wurden. Die hdhere Ausscheidung roter
Blutzellen ist in der Haufigkeitsanalyse der Abb. genauer erfasst (63 mannlich,

41 weibliche Patienten, Altersspanne 29-93 Jahre).

ASS 100
Alter | S-Kreatinin | eGFR | Erys | Erys/ul | U-Protein Besonder-
Jahre mg% ml/min | gezahit mg% heiten
Mw 69,2 1,13 70,9 5,7 57,2 10,8 14 x Bakterien
SEM 1,3 0,06 2,73 1,4 14,3 2,9 1 x Leukozyten
n 104 104 104 104 104 53 8 x Uratkristalle
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Abb. 4.2.3.: Haufigkeitsverteilung der Zellausscheidung unter ASS. Unter
ASS ist die Zahl der Patienten ohne nennenswerte Zellausscheidung am
geringsten von allen 3 Gruppen unter Antikoagulationstherapie. In den Klassen
bis 60 Erys/pl lagen 70% der Befunde, bis 120 Erys/pl weitere 10%, bis 180
Erys/ul noch 4% und >280 Erys/ul noch einmal 4%.
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4.2.4 Patienten unter Acetylsalicylsaure (ASS) und Clopidogrel
(Plavix®)
Wahrend in den Gruppen unter Marcumar und ASS Therapie jeweils ca. 100
Patienten rekrutiert werden konnten, war die Patientengruppe mit der
Kombinationstherapie aus ASS und Clopidogrel (Plavix®) mit 51 Patienten

deutlich kleiner, weil sie auch schwieriger zu rekrutieren war.

Tabelle 4.2.4.: Mittelwertstatistik der ASS & Plavix-Gruppe. Das mittlere
Alter war vergleichbar mit den anderen Therapiegruppen ebenso wie S-
Kreatinin, eGFR und die Ausscheidung von Protein (28 mannliche, 23 weibliche

Patienten, Altersspanne 17-85).

ASS & Plavix

Alter | S-Kreatinin | eGFR Erys | Erys/ul | U-Protein Besonder-

Jahre mg% ml/min | gezahlt mg% heiten
Mw 67,6 1,02 72,4 7,0 69,6 11,4 11 x Bakterien
SEM 1,9 0,05 3,7 2,3 22,9 49 4 x Leukozyten

n 51 51 51 51 51 32 1 x Uratkristalle
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Abb. 4.2.4.: Haufigkeitsverteilung der Zellausscheidung unter ASS &
Clopidogrel. Die Zahl der Patienten ohne nennenswerte Zellausscheidung lag
mit 33% hdher als unter ASS allein. Nimmt man die zweite Klasse von 1-10
Zellen/ul hinzu findet sich kein Unterschied. Bei 10% der Patienten lag die
Zellzahl >140/ul.
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4.2.5 Ubersicht der Ergebnisse zur Himaturie unter

Antikoagulation

Der Vergleich der Mittelwerte im Grad der Hamaturie ist sehr deutlich, auch
wenn es eine grof3e Streubreite gibt. Da kann eine Haufigkeitsverteilung bei den
einzelnen Therapiegruppen gegeneinander aufgetragen die Unterschiede

besser verdeutlichen.
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Abb. 4.2.5.: Grad der Mikrohamaturie der Therapiegruppen im Vergleich
zur Kontrolle. Gegenuber den Kontrollen zeigt sich der grof3e Unterschied
sehr deutlich, wahrend die Unterschiede zwischen den Therapiegruppen
untereinander wegen der grof3en Streubreite statistisch nicht zu sichern sind
(MW£SEM). Die statistische Analyse erfolgte mit der Anova Varianz Analyse
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) mit anschlieBendem Turkeys
Test. ASS und ASS/Clopidogrel sind gegenuber der Kontrolle signifikant
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(P<0,05), Marcumar erreicht dieses Signifikanzniveau nicht ganz. Details finden
sich im Tabellarium.

Tabelle 4.2.5.: Mittelwertstatistik zur Abb. 4.2.5.

Kontrolle Marcumar ASS ASS & Plavix
n=104 n=101 n=104 n=51
MW SEM| n MW [SEM| n | MW |SEM| n | MW | SEM n
1,25/0,430/104 31,90 7,20 101 57,20/14,30/104 | 69,60 | 22,90 | 51
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Abb. 4.2.6.: Gegeniiberstellung der Haufigkeitsverteilung zwischen

Therapiegruppen und Kontroll-Kollektiv. Wahrend im Kontroll-Kollektiv 98%
der Patienten weniger als 10 Erythrozyten/ul ausscheiden, sind es im
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Marcumar-Kollektiv 63%, im ASS-Kollektiv 37% und im Kollektiv ASS plus
Clopidogrel 43%.

Ein Ziel der Arbeit war es, weitere, auch klinische Gesichtspunkte zur
Unterstutzung der Arbeitshypothese zu erhalten, dass es Membranlicken in
den glomerularen Kapillaren gibt, die unter physiologischen Bedingungen
abgedichtet sind und unter pathophysiologischen Bedingungen demaskiert
werden konnen und zu Proteinurie und Hamaturie beitragen. Das Ergebnis der
selbst gesammelten und untersuchten klinischen Daten weist dem Gerinnungs-
Potential eine wichtige Rolle zu, wie dies bereits friher vermutet wurde (3; 5;
17; 82; 95).
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5 Diskussion

5.1 Zum experimentellen Modell

Das Modell der isoliert perfundierten Rattenniere ist seit der Einfuhrung 1959
(96) ein weltweit genutztes experimentelles Modell fir physiologische,
biochemische und pharmakologische Fragestellungen (46; 47; 64; 74; 79; 90).
Eine Besonderheit an diesem Modell war die erhdhte Ausscheidung von
Albumin im Vergleich zur in vivo Situation und dies war auch Anlass Uber die
Ursachen dieser Proteinurie weitergehende experimentelle Untersuchungen
anzustellen (73; 76; 77; 81; 88). Die Beobachtung, dass in der Frihphase nach
Beginn der Perfusion auch bei zellfreiem Perfusat Erythrozyten in den ersten
Urinproben sedimentierten hat zu einer ersten Analyse gefuhrt und gezeigt,
dass bei Zusatz von 5% Erythrozyten eine permanente Mikrohamaturie
bestehen bleibt, die um ein Vielfaches hoher liegt als in vivo (72). Ziel dieser
Arbeit war es, die experimentelle Datenlage zu diesem Befund zu verbreitern
fur die daraus entwickelte Hypothese der reparierten Defekte der glomerularen
Kapillar-wand (72). Bereits vor der Formulierung dieser Hypothese hat
Swanson (89) eine Arbeit vorgelegt, in der als Nebenbefund gezeigt wurde,
dass ein Erythrozytenzusatz die Proteinurie begrenzt, die bei zellfreier

Perfusion deutlich hoher ist. Aus dieser Arbeit stammt die folgende Abbildung.
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Abb. 5.1.1: Proteinurie an der isolierten und mit Albumin perfundierten
Niere uber die Versuchszeit. Das Diagramm ist modifiziert nach Swanson et
al. (89). Es zeigt drei Protokolle: ARC = Perfusat mit Albumin und Erythro-
zytenzusatz von Beginn an mit den niedrigsten Werten. Mit zellfreier Perfusion
und Albumin allein stetiger Anstieg der Proteinurie. RBC = zunachst zellfreie
Perfusion mit Albumin (bovines Serum-Albumin), nach 60 min Erythrozyten-
Zugabe. Werden nach 60 min Erythrozyten zugegeben, wird ein weiterer
Anstieg der Proteinurie gebremst. Mit Erythrozyten ist die Proteinausscheidung
konstant, wenn auch gegenuber in vivo erhoht.

Ordinate: hochgerechnete Proteinkonzentration mg/dl im glomerularen
Ultrafiltrat.

Ohne Erythrozyten kommt es zu einem kontinuierlichen Anstieg der Proteinurie,
die mit Erythrozyten zwar auch deutlich erhdht ist aber im Zeitverlauf konstant
bleibt. Auch wenn Erythrozyten erst nach 60min zeitverzogert addiert werden
fuhrt dies dazu, dass das Ausmal} der Proteinurie stagniert. Pagel konnte in
seiner Dissertationsarbeit 1986 zeigen (55), dass die Albuminurie sich durch
Erythrozytenzugabe halbiert und der Effekt noch grosser ist, wenn Albumin und
Globulin als Proteine prasent sind (s.a. Abb. 1.5., S. 15). In der gleichen Arbeit,
die spater an anderer Stelle publiziert wurde (56), konnte die Kinetik der

Proteinurie in der Initialphase der Perfusion durch eine osmotische Diurese
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noch in der in vivo Phase sehr fruh erfasst werden (s. Abb. 1.1., S 8). Dies
zeigt, dass der Zeitverlauf im schnellen Anstieg der Albuminurie umgekehrt
proportional zum raschen Abfall der Erythrozyturie in der Initialphase der
Perfusion gesehen werden kann. Das kann man so interpretieren, dass es mit
dem Auswaschen von Erythrozyten zur Demaskierung von groReren
Membrandefekten der glomerularen Kapillaren kommt. Fugt man jedoch
Erythrozyten zum Perfusat hinzu, kdnnen diese durch die herausgewaschenen
Erythrozyten entstandenen Membrandefekte durch nachfolgende Erythrozyten
wieder geschlossen werden und stehen damit fur die Proteinpassage nicht

mehr zur Verfugung.

Aus Mikropunktionanalysen war bekannt, dass nur ein Anteil von 16% der
Glomeruli eine sehr hohe Permeabilitat aufweist (81; 91). Die verbliebene, aber
erhohte Albuminurie kdnnte darauf zurtckzufihren sein, dass die vermutlich
kleineren Defekte in vivo durch andere Reparaturmechanismen, die aus dem
Vollblut geschopft werden, abgedichtet werden kénnen. Haraldsson hat hierfur
weitere Prinzipien zur Diskussion gestellt. Zum einen hat er Hinweise dafur
erarbeitet, dass bereits in HOhe der Endothelfenster der glomerularen
Kapillaren eine funktionell wirksame Barriere aufgebaut wird, die unter in vivo
Bedingungen durch hamodynamische Veranderungen gestort wird und unter in
vitro Perfusion abgewaschen wird (28). Zudem hat er gezeigt, dass ein

Serumprotein wie Orosomucoid die Permeabilitat fur Albumin reduziert (29).

Eine ganze Reihe anderer Komponenten aus dem Vollblut kommt dafir auch
noch in Frage wie Thrombozyten, Fibronectin, Fibrin und Fibrinogen, und
andere Gerinnungsfaktoren wie Faktor VI, wie es durch die Arbeit von Serneri

eindrucksvoll beschrieben worden ist (82).

Durch eine Arbeit von Jai-Trung (39) hat man eine Vorstellung davon, wie grof3
Lacken sein mussen, um fur Erythrozyten mit einem Durchmesser von 7 ym

passierbar zu sein.
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Abb. 5.1.2. Erythrozytenpassage durch eine GBM-Liicke. Die Aufnahmen sind der
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Arbeit von Jai-Trung (39) entnommen und zeigen, dass eine Licke (gap) von 200nm
ausreicht um dem extrem verformbaren Erythrozyten (7 pm) die Passage zu

ermdglichen; dazu ein Sketch aus dieser Arbeit:

GBM

_}.lcip :J"* H&T_‘ _.\' l“ A
1 'l 'I'r
c

a B D

m e
o —

In einer alteren Arbeit von Stejskal (85) sind auch Hinweise fir Membranllicken
der glomerularen Kapillaren bei glomerularen Erkrankungen aufgezeigt. Eine
weitere Ubersicht findet sich bei Makino (48). Die Arbeitsgruppe von Bohle hat
sogar Falle von Makrohamaturie bei einer milden mesangioproliferativen
Glomerulonephritis ohne Halbmonde beschrieben und in aufwendigen
Serienschnitten die Basalmembranauf-briche dokumentiert (12). In einem
Editorial (44) hat Wilhelm Kriz eine Arbeit von Ichimura (38) aus der
Arbeitsgruppe von Sakai diskutiert, wonach ein Diaphragma die Endothelfenster
in der Embryonalentwicklung noch auskleidet, aber im spateren Alter
verlorengeht zu Gunsten einer hdheren Filtrationsleistung und Uber die schon
bei Haraldson diskutierte funktionell wirksame Endothelauskleidung, die auch
von Rostgaard beschrieben wurde (65), und die in der folgenden Abb. skizziert

ist.
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Abb. 5.1.3.: Schematisches Bild der versiegelten Endothelfenster.

Rostgaard und Qvortrup nennen die Versiegelung der Endothelfenster ,sieve
plug® und schreiben ihr die Funktion einer Frontbarriere zu. Es bedurfte sehr
spezieller Fixierungstechniken um die Existenz der Auskleidung dieser

Endothelfenster nachzuweisen (65).

In welcher Weise diese ,sieve plugs® Einfluss auf die Trennung zwischen
Molekulen nehmen, die passieren und solchen, deren Passage behindert wird,
ist eine interessante Frage, die auch schon vor der Beschreibung dieser
funktionellen Auskleidung der Endothelfenster diskutiert wurde. Ryan und
Karnovsky haben in einer Arbeit von 1976 gezeigt, dass es bei einer
hamodynamischen Stérung mit reduziertem Plasmastrom zum Eindringen von
Proteinen in die Kapillarwand kommt, die dort sonst nicht anzutreffen sind (67).
Wie komplex man sich diese Fensterauskleidung vorstellt, zeigt die nachste
Abbildung.
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Abb. 5.1.4.: Schematische Darstellung und Zusammensetzung der
Auskleidung der Endothelfenster. Diese Abbildung ist der Arbeit von
Haraldsson entnommen und gibt mehr Details wieder Uber Substanzen, die den
,sieve plug“ bilden konnen. Dabei ist z.B. das Orosomucoid eine Substanz, die
als nicht gewollte Verunreinigung in einem Humanalbumin-Praparat zur
Entdeckung seiner Abdichtfunktion gefihrt hatte (28; 29).

Es gibt zwei weitere Gesichtspunkte, die fur diese Hypothese ins Feld gefuhrt
werden konnen. Bei der Testung von Hohlfasern fur die Hamodialyse wird in
aller Regel verdlinntes Vollblut genutzt, weil es viel besser als eine z.B. reine
Albuminlésung die reale Permeabilitat unter in vivo Bedingungen abbildet. Eine
reine Albuminlésung wurde eine solche Membran wegen einer viel zu hohen
Durchlassigkeit fur Proteine in der Grolie des Albumins disqualifizieren. Erst der
Vollblutkontakt schafft die wirksame und ausreichend dichte Barriere wie Rdckel
zeigen konnte (62). Eine Polysulfonmembran mit einer Ausschlussgrenze von
66.000 Dalton hat schon nach 20-30 min Vollblutkontakt diese Grenze in den
Bereich von 30.000 Dalton verschoben, sodass sie sich fur Albumin praktisch
abgedichtet hat.

Ein weiterer Gesichtspunkt wurde von Stefanidis (83; 84) diskutiert. Wird eine

menschliche Niere transplantiert, ist sie zuvor mit zellfreien Konservierungs-
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|I6sungen von Blutbestandteilen freigespult worden. Misst man unmittelbar nach
Anschluss dieser Niere Protein im frisch ausgeschiedenen Urin findet man sehr
grol3e Eiweilmengen in nephrotischem Ausmal}, die innerhalb von 24h fast in
den Normalbereich zurtickgehen. Die Interpretation dieses Befundes wird von
den Autoren auf den Verlust von geladenen Molekulen wie Proteoglykanen u.a.
Heparansulfat zurickgefuhrt. Dabei ist nicht klar, ob es z.B. der Verlust der
»Sieve plugs” durch das Freispulen von Blut zur Konservierung ist. Daflr konnte
sprechen, dass ,sieve plugs” bei der herkdmmlichen Perfusionsfixierung nicht
darstellbar sind, sondern spezieller Verfahren zur Darstellung bedurfen. Man
kann dies auch als den Effekt interpretieren, den Vollblut ausubt, wenn es die
demaskierten Membrandefekte wieder abdichtet, die durch das Freispulen bei
der Konservierung demaskiert worden waren. Auch verschiedene Formen der

funktionellen Proteinurie lieRen sich so erklaren.

Unter hamodynamischen Veranderungen erhoht sich die Proteindurchlassigkeit.
Dies wurde experimentell von Ryan und Karnovsky diskutiert (67) und ist durch
den Einfluss von Angiotensin |l belegt (18) wobei ein Gesichtspunkt
erwahnenswert erscheint: die an der zellfrei perfundierten Niere erhdhte
Albuminurie wird unter dem Einfluss von Angiotensin Il nicht weiter erhoht, wie
Thole in seiner Dissertation zeigen konnte (72; 91). Daraus kann man
schlie3en, dass es unter dem Einfluss von Angiotensin |l zur Demaskierung von
Defekten kommen kann, die sich auch wieder verschliel3en, also nur passager
funktionell wirksam sind. Dieser Effekt kann durch ACE-Hemmer blockiert
werden. In diese Gruppe gehdéren auch die Proteinurie bei Herzinsuffizienz
unter Katecholaminexzess (15; 23), bei erhéhtem renal venésem Druck (88),
die orthostatische Proteinurie (71) und die Proteinurie bei Fieber (11; 31), die
alle der sogenannten unselektiven Proteinurieform zuzuordnen sind (11; 71; 76;
77; 81). Erst kurzlich ist eine Arbeit aus der Physiologie in Regensburg
erschienen, die mit neuer Technologie, einer Multiphotonen-Mikroskopie die
Zunahme der Albuminurie in vivo unter Angiotensineinflul} (18) eindrucksvoll
bestatigt hat (70). Die Heterogenitat der Nephrone wie sie Eisenbach (18) bei

Mikropunktionsexperimenten in vivo unter Angiotensin Il gefunden hat, sind ein
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Aquivalent zu der Heterogenitat von Mikropunktionsproben an der isoliert
perfundierten Niere, bei der 16% der Proben deutlich mehr Protein enthielten
als das Restkollektiv (72; 76; 77; 81).

Yoshioka hat in einer Arbeit 1986 den Effekt einer Venendruckerhéhung be-
schrieben (101), die dazu fuhrt, dass der glomerulare Plasmastrom abnimmt,
der Widerstand im Vas efferens und damit auch die glomerulare trans-kapillare
Druckdifferenz zunimmt. Damit war eine Erhéhung der Proteinurie verbunden,
wie sie an der IPRK schon 1977 beschrieben worden war (86; 87). Durch den
Angiotensin |l Antagonisten Saralasin war der Effekt trotz weiterbestehender
Venendruckerhéhung aufzuheben. Das Mandéver der Venendruckerhdhung
fUhrte zu einer Zunahme der Permeabilitat fur gro3ere neutrale Dextrane, nicht
aber fur kleinere Dextranmolekule. Vergleichbare Veranderungen beschrieb
Bohrer bei Ratten in Narkose unter der Zuinfusion von Angiotensin |l (13). Das
entspricht der Veranderung zu einer héheren Durchlassigkeit fur groliere

Makromolekdlle, d.h. zu einer ,unselektiven” Proteinurie.

5.2 Zu den experimentellen Befunden

Das eingesetzte Modell der isoliert perfundierten Niere vermeidet eine
ischamische Phase im Ubergang zwischen der in vivo Perfusion und der ex
vivo (in vitro) Perfusion. In der Ubergangsphase ist die Perfusionskanile in die
distale Aorta caudal der Aortenklemme eingebunden. Zeitgleich mit dem
Abbinden der proximalen Aortenligatur wird die Aortenklemme gedffnet, die
Perfusion gestartet und die Niere blasst sofort ab und nimmt ihre Eigenfarbe an,
sodass das Blut momentan komplett aus dem GefalRbett ausgewaschen wird.
Umso erstaunlicher waren die ersten Befunde die darauf hinwiesen, dass sich
Erythrozyten im Urin-Sediment fanden. Die ersten systematischen Befunde
stammen aus dem Labor in Hannover und wurden 1986 auf dem Kongress der
Gesellschaft fur Nephrologie in Frankfurt vorgestellt (72). Damals war die

Datenbasis der daraus abgeleiteten Hypothese der ,repaired defects in
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Hinblick auf die erhdhte Proteinurie schon ausreichend aber in Bezug auf die
Hamaturie mit 6 Versuchen noch recht gering.

[

Abb. 5.2.1.: Experimenteller Afbau mit zellfrei perfundierter Niere. Die

Parafilmabdeckung ist entfernt, damit die Eigenfarbe der abgeblassten Niere
besser sichtbar wird. Die Niere liegt in der wasserbadtemperierten Schale, der
darunter liegende Block ist ebenso temperiert. Die gebogene Kaniile leitet das
venose Effluat ab. Links vor der Niere die doppellaufige Perfusionskanile in
Aortenposition und knapp dartuber der Ureterkatheter, der links zu einem
Sammelgefald flhrt.

Die Abb. 5.2.2. zeigt die damaligen Daten graphisch im log Malfstab
aufgetragen. Die in den letzten Jahren im Labor in Munster durchgeflhrten
Experimente haben diese Befunde im Wesentlichen bestatigen kdnnen. Bei der
zellfreien Perfusion im single pass Modus ohne Kolloid ist die Ausscheidung
von Erythrozyten noch schneller beendet (Abb. 4.1.1.), die Kurve weiter links
versetzt gegenuber der Abb. 5.2.2. und auch gegenuber den neuen

Experimenten mit Rezirkulations-/Dialysetechnik der Abb. 4.1.2. Das hangt mit
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den sehr hohen Urinflussraten zusammen, die im single pass Modus ohne
Kolloid mehr als 50% der hohen GFR erreichen und rund um Faktor 4-5 hoher
liegen als mit Albumin als Kolloid. Im Unterschied zur Rezirkulationstechnik war
es beim single pass Modus technisch moglich, sehr friih nach Perfusionsbeginn
(Sammelperiode 2. - 5. Minute) eine erste Urinprobe zu gewinnen, zum einen
wegen der hohen Urinflussraten und zudem wegen der einfacheren Technik.
Die hohe Zahl an Erythrozyten hat Uberrascht, wenn man vor Augen hat, dass
eine Rattenniere im Mittel ,nur‘ ca. 30.000 Glomeruli bzw. Nephrone hat und
die Quelle der Erythrozyten mutmallich die glomeru-laren Kapillaren sind, die
ihre ,deponierten® Erythrozyten via Harnkanalchensystem, Nierenbecken und

am Ende via Ureter abgeben.

10’7 Erythrozytenausscheidung/min im Urin
P
1
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Abb. 5.2.2.: Historische Daten von 1986 mit dem Zeitgang der
Ausscheidung von Erythrozyten im Urin der IPRK. Perfusion im
Rezirkulations/Dialysemodus mit 5 g% BSA ohne und mit 5%
Humanerythrozyten. Durch die halblogarithmische Darstellung ergibt sich eine
Gerade fur die zellfreie Perfusion. Mit Zusatz der Erythrozyten kommt es zu
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dem Plateau der Hamaturie nach 60 min mit ca. 100 Erythrozyten pro Minute im
Urin (72; 77; 81).

Von den drei experimentellen Gruppen, single pass Modus, Rezirkulation mit
BSA und Rezirkulation mit BSA und 5% Erythrozytenzusatz war der single pass
Modus mit der hochsten GFR und dem hochsten Urinzeitvolumen diejenige
Gruppe mit dem schnellsten Abfall der Zellausscheidung (s. Abb. 4.1.1 —
4.1.3.). Daraus entstand die Vorstellung, aus der Kinetik dieses Abfalls die
Gesamtzahl der in der Ubergangphase ausgeschiedenen Erythrozyten
hochzurechnen. Zudem war es die experimentelle Gruppe, bei der man bei
einfacheren technischen Bedingungen am frihesten Urin Uber einen so kurzen
Zeitraum wie von der 2 bis zur 5 Minute sammeln konnte. Deshalb bot es sich
an, aus einer linearen Auftragung Uber eine e-Funktionskurve die gesamte
ausgeschiedene Zellzahl hochzurechnen, um eine Vorstellung davon zu
erhalten, wie viele Erythrozyten aus den glomerularen Kapillaren via
Harnkanalchen im Endurin auftauchen. Ein weiterer Vorteil des single pass
Modus in diesem Zusammenhang ist es, dass sofort nach Perfusionsbeginn auf
druckkonstanten  Perfusionsmodus umgeschaltet werden kann, weil
ausreichend Perfusat zur Verfugung steht. Beim Einsatz von BSA/BSA plus
Erythrozyten muss man Uber mehrere Minuten bis zum SchlieRen des
Rezirkulations-Kreislaufs flusskonstant perfundieren, um nicht zu viel wertvolle

Albuminlésung / Erythrozyten zu verlieren.
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Abb. 5.2.3.: Zeitgang der Erythrozytenzahl pro Minute im Urin nach Beginn
der Perfusion. Zur besseren Ubersicht sind nur die ersten 15 Min. dargestellt.
Die zeitlich frihest mdgliche Urinsammelperiode lag zwischen der 2 und 5
Minute nach Beginn der Perfusion. Aus den nachfolgenden Proben wurde eine
Funktionskurve generiert, die extrapoliert auf die 2. Minute die 300.000 Marke
erreicht. Die gelb markierte Flache — AUC — (area under the curve) entspricht
der integrierten ausgeschiedenen Zellzahl. Die mit GraphPad berechnete
Flache startet ab Minute 3,5, dem Mittelwert der Sammelperiode von der 2. bis
zur 5. Minute. Die AUC zwischen Minute 2 und 3,5 kann man leicht addieren:
415.000 + 315.000 = 730.000.

Rechnet man aus der Abb. 5.2.3. die Zellzahl der gelben Flache unterhalb der
Kurve aus zwischen der 2. und der 15. Minute, kommt man auf ca. 730.000
Erythrozyten, umgerechnet Gber 30.000 Glomeruli pro Niere kommt man auf 24
Erythrozyten pro Nephron, die via glomerulare Kapillaren Uuber das
Harnkanalchensystem in den Endurin gelangen. Die Flache ab der 3,5. Minute
ergibt 415.000 rote Blutzellen, das waren 14 Erythrozyten pro Glomerulus (s.

Originalberechnung). Das
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Von einer Kapillarruptur ist man bei diesen Zahlen weit entfernt. Man muss sich
vor Augen fuhren, dass glomerulare Kapillaren einer hydraulischen
Druckdifferenz ausgesetzt sind, die hoher als in jedem anderen Kapillarnetz ist.
Jeder Kliniker weil}, dass eine Gerinnungsstérung wie z.B. eine Thrombopenie
sichtbare petechiale Blutungen in der Haut hervorrufen, nur da sie direkt
sichtbar  sind. Die  eingesetzte  Perfusionslosung hat  keinerlei
Gerinnungskomponenten, die ja unter in vivo Bedingungen flr
Reparaturprozesse eingesetzt werden kénnen. Dann kann eine leichte Lasion
der Basalmembran schnell einmal den besagten 200 nm messenden Defekt
aufweisen, der zur Penetration von roten Blutzellen unter Verformung ausreicht.
Vorstellbar ware, dass beim Auswaschprozess des Vollbluts aus dem
GefalRbett Verzogerungen im Kapillarbereich entstehen, die auch Quelle
werden konnen fur eine verspatete glomerulare Penetration. Man kann auch
nicht vollstandig ausschliel®en, dass Nierenbecken und Ureter eine Quelle fur
zuruckgebliebene Erythrozyten sind. Dies wirde aber nicht weiterhelfen die
Befunde zu erklaren, dass Erythrozyten die erhdhte Albuminausscheidung an
der isolierten Niere reduzieren und im Verlauf auf einem Niveau stabilisieren (s.
Abb. 1.5. und 5.1.1.). In der Abb. 4.1.5. ist ein Beispiel mit Einblutung in das
Nierenbecken gezeigt, das in diesem Fall die Quelle fur eine Hamaturie war, die
Zehnerpotenzen hoéher lag und bis in die 3 Stunde andauerte. Dies war mit ein
Grund, die Nieren am Ende der Perfusion systematisch sagittal aufzuschneiden
und im Zweifel unter dem Aufsichtmikroskop anzusehen.

Bei den Experimenten mit Rezirkulation und BSA (ohne und mit Erythrozyten)
sind auf Grund der geringeren Urinzeitvolumina und der komplizierteren
Technik bis zum Schliel3en des Kreislaufs die ersten Proben deutlich spater zu

gewinnen gewesen.
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Abb. 5.2.4.: Zeitgang der Erythrozytenzahl im Urin bei Perfusions-Modus
Re-zirkulation / Dialyse mit BSA und 5% Erythrozyten. Bei 22,5 min ist die
Mitte des ersten Messpunkts. Die AUC Berechnung ergibt dann nur noch rund
74.000 Zellen, ein Zehntel dessen, was bei fruher Sammlung im single pass
Modus zu erfassen war, wie bei der vorigen Abb. 5.2.3. Danach ist aber die
verbleibende Zellausscheidung bis in die 2 Stunde mit ca. 100 Erythrozyten/min
vom 5% Erythrozytenzusatz gespeist. Die gelbe Flache (22-112,5 min) ist etwas

gréler als die berechnete AUC, die von 22,5 min bis 112,5 min reicht.

Bislang wurde nicht ausreichend untersucht die Frage, ob eine pulsatile
Perfusion Anderungen in der Permeation von Erythrozyten durch glomeruldre
Kapillaren bewirken kann. Bei den letzten sechs der mit BSA und
Erythrozytenzusatz im Labor in Munster perfundierten Nieren war im
Unterschied zu fruheren Experimenten der Windkessel ausgeklemmt worden,
sodass pulsatile Druckschwankungen von 20-30 mmHg um einen mittleren
Perfusionsdruck von 100 mmHg entstanden. Bei drei dieser Experimente war
die Zahl der ausgeschiedenen Erythrozyten im Bereich der historischen Daten,
die anderen drei Experimente zeigten deutlich hohere Zellzahlen, sodass sie

nicht in die Auswertung kamen wie auch die bereits erwahnten allerersten
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Experimente mit einer anderen Albumin Charge und ungewodhnlich niedrigen
Filtrationsraten. Aus der Literatur sind Arbeiten aus der Kieler Arbeitsgruppe
von Christoph Weiss bekannt (6), die Frequenzanalysen bei sinusférmigen
Pulsationen ohne Bezug zu dem angesprochenen Problem untersucht haben.
Rainer Nobiling in Heidelberg hat eine Arbeit publiziert, welche zeigt, dass bei
zellfreier Perfusion in Phasen mit aufgezwungener Pulsatilitat weniger Renin im
vendsen Effluat erscheint (52). Daraus kdénnte man ableiten, dass Pulsatilitat
eine Bedeutung haben konnte. Anzustreben ware es, dieser Frage noch einmal
systematisch einschlieR®lich einer Analyse der Proteinurie und einer
Mikrohamaturie bei Erythrozytenzugabe zum Perfusat unter Bedingungen einer

gut definierten und aufgezwungenen Pulsatilitat nachzugehen.

Erganzung zur Diskussion Proteinurie

Als separates Beispiel der ,repaired-defect‘-Hypothese sowie der abdichtenden
Funktion des Vollblutes méchte man an dieser Stelle auf folgende Beobachtung
bzw. Verfahren hinweisen: Bei der Untersuchung kunstlicher Membranen auf
ihre Proteindurchlassigkeit fur die Dialyse oder Hamofiltration wird traditionell
Vollblut als Testldsung verwendet. Nur unter diesen Bedingungen kann sich
zeitabhangig eine funktionelle Barriere entwickeln, wie sie auch unter in vivo
Bedingungen besteht indem Leckagen abgedichtet werden, wie eine klinische
Untersuchung an der Dialysebehandlung gezeigt hat (62). Dagegen ist z.B. die
Albuminpermeabilitat bei Verwendung einer Testlosung ausschlieBlich mit
Albumin sehr hoch im Vergleich zum Vollblut (77). Der Vorteil von Vollblut
gegenuber einer einfachen Eiweilltestldsung ist seine Eigenschaft die Leckagen
mit Gerinnungsfaktoren, Serumeiweild wie Orosomucoid (29), Gewebeklebern
wie Fibronektin, und zellularen Elementen (72; 77; 81) wie Thrombozyten
abzudichten.

Zu ahnlichen Uberlegungen ist man durch Untersuchungen mit der
kontinuierlichen Hamofiltration (CVVH) als Methode zur Behandlung des akuten
Nierenversagens gekommen. Im  Gegensatz zur intermittierenden

Hamodialysebehandlung ist das Blut des Patienten hierbei mit der Membran
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des Hamofilters mehrere Tage in Kontakt. Bei der Untersuchung der
Permeabilitdt von Wasser und geldsten Substanzen im Bereich des
Molekulargewichts von 10.000 bis 70.000 in-vivo wahrend der gesamten
Funktionszeit der Hamofilter wurde gezeigt, dass die hydraulische Permeabilitat
bei allen Filtern kontinuierlich abnimmt und ein linearer Anstieg des
Transmembrandrucks notwendig ist, um die Filtrationsrate konstant zu halten.
Dieser Effekt der kontinuierlichen Abnahme der hydraulischen Permeabilitat ist
starker ausgepragt bei den Filtern mit hdherer Filtrationsrate pro
Membranflache und negativer Ladung der Membran. Die Laufzeit der
Hamofilter stand in einem reziproken Verhaltnis zur Filtrationsrate pro
Membranflache. Der Abfall der hydraulischen Permeabilitat der Hamofilter
wurde als Folge einer Sekundarmembranbildung durch die Vollblut-
komponenten (Gerinnungsfaktoren, Serumproteine inkl. Makromolekdle,
Gewebekleber wie Fibronectin und zellulare Elemente) angesehen (99; 100).
Wahrend bei der maschinell betriebenen Hamofiltration die Filterleistung wie
oben beschrieben abnimmt, ist diese wesentlich stabiler bei der spontanen
kontinuierlichen Filtration (CAVH), die nur vom Blutdruck des Patienten
getrieben wird und eine niedrigere Filtrationsfraktion als bei der
pumpengetriebenen CVVH aufweist. Daraus kann man schlieRen, dass die
Bildung einer Sekundarmembran mit Reduktion der hydraulischen Permeabilitat
nur bei einer zu hohen Filtrationsfraktion (>10% des Blutflusses) entsteht, nicht
aber bei Verhaltnissen, die der in vivo Niere nahekommen (69), also bei einer
auf das Plasma bezogenen Filtrationsfraktion von <20%. Da ist das Modell der
zellfrei isoliert perfundierten Niere mit einer Filtrationsfraktion von 1,5 bis

maximal 8% (bei kolloidfreiem Perfusat am hdchsten) noch deutlich gunstiger.
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5.3 Der Bezug zu klinischen Phanomenen

5.3.1 Proteinurie und funktionelle Proteinurie

Die Besonderheit glomerularer Kapillaren in der Niere sind ihre hohe
Durchlassigkeit fur Plasmawasser und ihre geringe Durchlassigkeit far
Plasmaeiweil3korper. Wenn man von Grolenselektivitat spricht, meint man,
dass Peptide wie z.B. Peptidhormone und niedermolekulare Eiweil3korper mehr
oder weniger behindert passieren konnen, wahrend groRere Eiweillkorper wie
Albumin und Globuline weitgehend zurickgehalten werden. Dabei spielt die
Ladungsselektivitat eine groRe Rolle. Durch ihre negative Oberflachenladung
bei physiologischem pH von 7,4 werden Serumeiweile wie Albumin und
Globuline zwar durch Abstoungskrafte gut in Losung gehalten, durch die
ebenfalls negativen Ladungsgitter der glomerularen Filtrationsbarriere aber
abgestol3en und somit zurlick gehalten (25; 81). Im Gegensatz dazu kann eine
Rarefizierung des  negativen Ladungsgitters  im Rahmen  von
Glomerulonephritiden zu einer deutlichen Erhohung der Permeabilitat fur
Plasmaproteine fihren (77; 88). Ein besonderes Beispiel fur eine sogenannte
selektive Proteinurie ist die Minimal-Change-Glomerulopathie. Durch den
Verlust der Ladungsselektivitat entsteht eine reine Albuminurie: man spricht von
einer selektiven Proteinurie. Unter normalen Bedingungen werden nur etwa
1-2 g Albumin pro 24 h glomerular filtriert, im Endurin werden aber nur
20-40 mg Albumin ausgeschieden, weil im proximalen Tubulus die restliche
Menge resorbiert wird. Der Rest an Urineiweil3 sind sekretorische Proteine wie
IgG und das Tamm-Horsefall-Mukoprotein. Bei der Minimal-Change-
Glomerulopathie werden wesentlich groRere Mengen an Albumin filtriert,
sodass der proximale Tubulus schnell seine Resorptionskapazitat erreicht und
Albumin in relevanten Mengen im Endurin erscheint.

Im Unterschied hierzu sind funktionelle Proteinurien unselektiv. Man findet im
Endurin neben Albumin auch Globuline aus dem Blutplasma. Typische klinische
Beispiele sind die Fieberproteinurie (11; 31), die Proteinurie bei Herzinsuffizienz
(15; 23) durch Uberschuss von Katecholaminen ausgelost und unter der
Wirkung von Angiotensin Il (Renin induzierte Proteinurie). Eine besondere
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Bedeutung kommt dabei hamodynamischen Veranderungen zu. Das klassische
Beispiel ist die orthostatische Proteinurie. Im 12 h Tagesurin zeigt die
Urinanalyse eine unselektive Ausscheidung von Albumin und Globulinen, im
12 h Nachturin unter Liegend-Bedingungen nur geringe Mengen von Albumin.
Dies wird in Orthostase durch Angiotensin Il Uberschuss ausgeldst und ist mit
ACE-Hemmern deutlich zu reduzieren (71).

Die orthostatische Proteinurie betrifft vorwiegend schlanke Adoleszenten und
wird u.a. durch orthostatische Kompression der Vena cava durch Hyperlordose
induziert, dies fuhrt zu einem erhdhten renalvenésen Druck und als Folge zur
vermehrten glomerularen Proteinpermeabilitat (32; 71; 77). Dieses Phanomen
konnte von Yoshioka et al. in vivo als experimentelles Aquivalent gezeigt
werden (101). Diese Autoren hatten auch gefunden, dass es zu einer
Verschiebung mit Offnung von ,gréReren Poren“ kommt, weil die Permeabilitat
fur grollere Dextranmolekile deutlich zugenommen hatte. Auch hier war die
Proteinurie durch einen ACE-Hemmer wieder trotz fortbestehender
Venendruckerhohung zu normalisieren.

Eisenbach hatte die Angiotensin Il induzierte Proteinurie schon 1975 sogar
durch Mikropunktion fruhproximaler Tubuli nachgewiesen und kam durch
Haufigkeitsanalyse zu ahnlichen Schlissen, hatte aber noch keine ACE-
Hemmer zur Verfigung (18). An der isoliert perfundierten Niere konnte durch
Venendruckerhdhung die erhdhte Basisproteinurie noch wesentlich mehr erhoht
werden, wie die folgende Abbildung zeigt.

80



| ALBUMIN

W i
0.3
|
|
[ Venendruck 4
| (20 cm H20)
0.2 i
0.1 N
|
\
__Jj_ — NAN — E NN r— -
0.0072 0.054 on 0.27
| +0.0013 (11) +0.019 (18)| +0.04(13) | +0.08 (8)
| CONTR. | 309/1BSA | 50g/IBSA |50 g/l BSA|
-in vivo- - in vitro -

Abb. 5.3.1.: Vergleich der Analyse von fruhproximalen Mikropunk-
tionsproben (EPF) in vivo mit in vitro Befunden an der IPRK. Mit der
Albuminkonzentration im Perfusat steigt auch die Albuminkonzentration in den
Punktionsproben und erreicht das 10-20 fache der in vivo Proben. Durch eine
Erhdhung des vendsen Ablaufdrucks um 20 cm HyO steigt die Albumin-
konzentration weiter um Faktor 2,5. Die Graphik ist einer Arbeit von Stolte et al.
entnommen, die in der Klinischen Wochenschrift (86) erschienen ist (heute:
Journal of Molecular Medicine) und zusammen mit weiteren Daten im Kidney
International (88).

Erwahnenswert ist, dass es bei Patienten nach unilateraler Nephrektomie
passager zu einer geringen, aber deutlichen unselektiven Proteinurie kommt.
Als Vorboten der Anpassungshypertrophie kommt es zu einer hdheren

Durchblutung und einem Anstieg der glomerularen Filtrationsrate (53; 77).
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5.3.2 Die Mikrohamaturie bei der Glomerulopathie vom Typ der diinnen

Basalmembran

Die Grenze des Normalen bei der Ausscheidung von roten Blutzellen im Urin
liegt bei Kindern hoher als bei Erwachsenen (4; 8; 97). Die Dicke der
glomerularen Basalmembran bei Kindern ist dunner und wachst mit
zunehmendem Alter. Dies konnte dazu beitragen, die Zahl der glomerular
penetrierenden Erythrozyten zu reduzieren. Anders ist die Situation bei der
Glomerulopathie vom Typ der dinnen Basalmembran (27; 68; 77; 92). Dabei
finden sich entweder homogen verdunnte Basalmembranen (<250 nm) oder nur
abschnittweise Partien einer verdinnten glomerularen Basalmembran (GBM)
und dies sind die Pradilektionsstellen flr die Erythrozytenpassage. Die normale
GBM-Dicke liegt bei >250 bis 450 nm. Bei einem Kollektiv von 100 Patienten,
die u.a. wegen einer Mikrohamaturie systematisch biopsiert wurden, war die
Frequenz der Glomerulopathie vom Typ der dinnen Basalmembran bei 11%
(77). In der Studie von Tiebosch in den Niederlanden war die Frequenz noch
hoher (92), wahrscheinlich bedingt durch andere und zuruckhaltendere
Auswahlkriterien (zur Biopsie). Wahrend die Mikrohamaturie um Faktor 10-50
hoher als die Ausscheidung roter Blutzellen bei einem Normalkollektiv liegt,
findet sich bei subtiler Analyse eine um Faktor 3 héhere Eiweillausscheidung
(77). Interessant ist die Feststellung, dass kleinere Proteine bei der Passage
durch die glomerulare Barriere offensichtlich einen anderen Weg (andere
Defekte) nehmen, denn im anderen Falle, bei Passage durch gleiche recht
grolRe Defekte (bis 250 nm) hatte man auch alpha-2-Makroglobulin nachweisen
muissen, was aber praktisch ausgeschlossen wurde (26; 34-36). Neben den
grolReren Defekten, die von Erythrozyten geschlossen werden konnen sind
kleinere Defekte denkbar, die demaskiert sind und von Mechanismen in vivo
dann abgedichtet werden kdnnen, wenn die Basalmembran ausreichend dick
ist, nicht aber bei homogen verdinnten oder nur abschnittsweise verdlinnten

Basalmembranen.
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Erganzung zum Unterschied der Ausscheidung von Erythrozyten bei
Ratte und Mensch

Die Untersuchung der Zellausscheidung im Stoffwechselkafig bei der Ratte
ergab im Mittel 0,038 Erys/24 h und pro Glomerulus, im Unterschied dazu
liegen die Zahlen beim Menschen bei 1-2 Erys/24 h und Glomerulus, das ist
eine Grossenordnung hoher. Eine denkbare Erklarung konnte darin liegen, dass
Nierenvenen und Herz beim Vierbeiner hydrostastisch auf einer Hohe liegen,
beim tagaktiven Menschen liegt der Abflussdruck der Nierenvenen dagegen
hoher, ein Unterschied, der in Liegeposition verschwinden durfte, sollte diese
Annahme stimmen. Interessant ware eine Untersuchung von 2x12 h
gesammeltem Urin im Tag- und Nachtsegment auf die Zellausscheidung
parallel zur Proteinurie bei Patienten mit orthostatischer Proteinurie und/oder

Patienten mit einer Glomerulopathie vom Typ der dinnen Basalmembran.

5.3.3 Die Mikrohamaturie unter der Wirkung von Antikoagulantien

Aus den klinischen Beobachtungen ist bereits lange bekannt, dass bei den
Patienten unter Antikoagulationstherapie das Risiko einer spontanen oder
traumatisch bedingten Blutung erhoht ist. Der Ausdruck einer Blutung im
Harntrakt ist eine Mikro- oder sogar eine Makrohamaturie. Laut Literatur tritt
eine Makrohamaturie bei 4-24% und Mikrohdmaturie bei 40% der Patienten
unter Antikoagulationstherapie auf (95). Die eigenen Untersuchungen von
Patienten unter Antikoagulationstherapie zeigten einen Hamaturienachweis bei
66% der Patienten. Bei der mikroskopischen Untersuchung wurden zum Tell
deformierte oder dysmorphe Erythrozyten als Ausdruck einer glomerularen
Herkunft beobachtet. Die klassischen Akanthozyten wurden auf Grund der
geringen Zahl der zellularen Elemente im Nativurin selten gesehen, weswegen
leider keine sichere Aussage bezuglich des prozentuellen Anteiles der
glomeruldren Hamaturie moglich ist. Geschatzt wird der Anteil mit ca. 5-10%
der Falle. Unsere Untersuchungen haben somit das haufige Vorkommen der
Hamaturie bei Patienten unter Antikoagulationstherapie vergleichbar mit der
vorliegenden Literatur quantitativ belegen konnen.

83



Ahnlich wie bei der Wirkung der Antikoagulantien, sei es durch Hemmung der
Thrombozytenaggregation oder durch den negativen Einfluss auf die Synthese
von Gerinnungsfaktoren, ist eine Hamaturie auch ein haufiges Begleitsymptom
der meist angeborenen Gerinnungsstorungen, welche unter dem Kklinischen
Begriff ,Hamophilie“ etabliert sind. Die Ursache dafur ist entweder ein Mangel
an Gerinnungsfaktoren oder eine Funktionsstorung durch Hemmung

verschiedener Gerinnungsfaktoren der komplexen Gerinnungskaskade.

Das Ausmald der Hamaturie bei Hamophilie A-Patienten kann jedoch durch
Substitution geringer Mengen des fehlenden Faktors, in diesem konkreten Falle
des Faktors VIII, ohne nachweisbare Verbesserung der Gerinnungsstérung
deutlich beeinflusst (reduziert) werden, was von Serneri et al. (67) eindrucksvoll
gezeigt werden konnte. Das heil3t, dass bereits geringe Faktor VIII Dosen ohne
wesentliche Veranderung der tatsachlichen plasmatischen Aktivitdt einen
deutlichen hamostatischen Effekt mit signifikanter Ruckbildung der zuvor
nachweisbaren Hamaturie erzielt haben. Dieser Effekt der dauerhaften
Hamaturiekorrektur wird durch eine direkte Wirkung des antihamophilen
Globulins (Faktor VIII) auf die Kapillarwand begrindet, welche dank
Immunfluoreszenz im Tierexperiment nachgewiesen werden konnte. Im
Umkehrschluss: durch Verminderung der plasmatischen Faktors VIII mittels
Anti-Faktor VIlI-Antiserum wurde eine Zunahme der Kapillarpermeabilitat fur
nuklidmarkiertes Albumin sowie das Auftreten von Blutungen gezeigt. Die dabei
registrierte Verzogerung zwischen der Abnahme der plasmatischen Faktor VIII-
Aktivitat und der Entstehung einer Blutung wurde durch eine Veranderung der
GefalRwand bei Erschopfung des Faktor VIII und nicht allein durch den
Gerinnungsdefekt selber begrundet (67). Der oben genannte Nachweis der
signifikanten Wirkung des Gerinnungsfaktors auf die Permeabilitat der
Kapillarwand untermauert die Hypothese der physiologischen Defekte der
glomerularen Kapillarwand, welche sonst durch verschiedene Blutkomponenten
und schlieBlich auch durch die Gerinnungsfaktoren abgedichtet sind. Aus der
gestorten Funktion oder Fehlen der Gerinnungsfaktoren resultiert nicht nur eine

Veranderung des Blutes, sondern auch eine Erhéhung der Permeabilitat der
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glomerularen Kapillarwand, was schlieRlich unter anderem zu einer

glomerularen Hamaturie fihren kann.

6. Zusammenfassung

Die Hamaturie ist ein haufiges Symptom der zahlreichen urologischen und
nephrologischen Erkrankungen, welches oft als erster Warnhinweis gesehen
wird. Zur Abklarung einer Hamaturie werden unterschiedlich aufwendige
diagnostische MalRnahmen eingesetzt wie Rdntgendiagnostik, endoskopische
Techniken, Urinzytologie oder Nierenbiopsie. Das Ziel ist dabei die Blutungs-
oder Erytrozytenverlustquelle festzustellen, sei es im oberen oder unteren
Harntrakt oder in der Niere selbst. Wichtig erscheint die Frage, ob eine
Hamaturie renaler oder postrenaler Herkunft ist. Liegt zusatzlich als Symptom
noch eine Proteinurie vor, kann eine renale bzw. glomerulare Erkrankung als
Ursache angenommen werden. Einer Hamaturie oder Proteinurie muss aber
nicht zwangslaufig eine Erkrankung als Ursache zugrunde liegen. Auch unter
physiologischen Bedingungen, wie z.B. unter sportlicher Belastung kann es auf
Grund eines Zusammenspiels mehrerer Hormone mit konsekutivem Einfluss
auf die glomerulare Hamo- sowie Filtrationsdynamik mit fokalen
hamodynamischen Stérungen oder Ausbildung von Membrandefekten zur
Erhdhung der glomerularen Proteinpermeabilitat kommen und sogar bedingt

durch groRere Membrandefekte zu einer Mikro- oder Makrohamaturie.

Ein bekanntes experimentelles Modell, welches einen Einblick in die komplexe
Physiologie der Niere ermoéglichen kann, ist eine isolierte, perfundierte
Rattenniere (IPRK). Durch Untersuchungen an der isolierten, zellfrei
perfundierten Rattenniere wurde gezeigt, dass es bereits nach wenigen Minuten
der  Perfusionszeit zu einer  deutlich erhohten glomerularen
Albuminpermeabilitdt kommt. Dagegen hatte eine Zugabe von 5% Erythrozyten
eine deutliche Reduktion der Albuminpermeabilitdt zur Folge. 1986 wurde von
Schurek et al. die ,repaired defect® Hypothese der glomerularen Kapillarwand
formuliert:  die glomerularen Kapillaren weisen vereinzelt ,physiologische

Membrandefekte“ auf, die durch ,Reparationsmechanismen" des Organismus
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mit Hilfe von Gerinnungsfaktoren, Makromolekulen oder zellularen Elementen
abgedichtet werden. Unterbleibt der Nachschub an "Reparationsmaterial”, wie
bei zellfreier Perfusion mit Albumin, werden die maskierten Defekte freigelegt.
In der Folge finden sich durch das Herauslésen von "Abdichtungs-Erythrozyten"
aus der Kapillarwand eine exponentiell abnehmende Mikrohamaturie und eine
zunehmende Proteinurie. Der Zusatz von Erythrozyten zum Perfusat fuhrt zur
Abdichtung einzelner grolerer Defekte mit dem Resultat einer verminderten
Permeabilitat fur Protein, wobei offensichtlich durch die permanente
Durchwanderung immer wieder nachfolgender Erythrozyten durch die
verbliebenen grofleren Defekte eine Mikrohamaturie Uber die Zeitdauer

persistiert.

Das Ziel der Arbeit war es, neben der experimentell ausreichend belegten
erhohten Proteinurie eine quantitativ ausreichende Analyse zur Ausscheidung
von Erythrozyten vorzulegen, um die experimentelle Grundlage der diskutierten
Hypothese zu verbreitern. Die Auswertung der experimentellen Daten zeigte,
dass es bei zellfreier Perfusion zu einer exponentiellen Abnahme der
Erythrozytenausscheidung kommt. Bei hoherem Filtrat und Urinzeitvolumen
kam es zu einer schnelleren Abnahme der Erythrozytenausscheidung. Bei
einem Zusatz von 5%  Erythrozyten zum  Perfusat fiel die
Erythrozytenausscheidung auf ein bleibendes Niveau von ca. 100 Zellen/min
ab, welche um ein mehrfaches hoher als unter in vivo Bedingungen liegt. Unter
Berucksichtigung der erhdhten glomerularen Permeabilitat von Albumin im
gleichen experimentellen Modell kdnnen die erhobenen Befunde die formulierte

Hypothese der ,repaired defects” weiter untermauern.

Als Nebenbefund wurde im Rahmen der mikroskopischen Untersuchung des
Urinsediments bei der zellfreien Perfusion der Ratten-Niere ein besonderes
Phanomen beobachtet: ab der 30. Minute der Perfusion zeigten sich im Urin
Epithelien bzw. Epithelfragmente was bei Zusatz von 5 % Erythrozyten zum
Perfusat auf Grund der besseren Sauerstoffversorgung nicht zu beobachten

war. Die Ursache flir das Auftreten von Epithelzellen im Urinsediment sind die

86



hypoxischen tubularen Schaden, welche bei zellfreier Perfusion in bestimmten
Arealen des aulReren Marks entstehen.

Um auch klinische Gesichtspunkte zur Unterstlitzung der Arbeitshypothese zu
erhalten, wurden in gleicher Zahltechnik Urinanalysen von Patienten unter
Antikoagulationstherapie untersucht. Die Patienten wurden in insgesamt vier
Gruppen unterteilt: Patienten unter ASS-, ASS- + Plavix- und Marcumar-

Therapie sowie eine Kontrollgruppe.

Bei den  klinischen  Untersuchungen des  Patientenurins  unter
Antikoagulationstherapie im Vergleich mit einer Kontrollgruppe ohne o.g.
Therapie wurde die bereits bekannte Tatsache, dass bei den Patienten unter
dem Einfluss diverser Antikoagulantien eine Hamaturie als Begleitsymptom
haufiger vorliegt, differenziert bestatigt. Aus diesen Daten konnte man
schlieRen, dass eine Hemmung der Thrombozytenaggregation sich auf die
Hamaturie starker auswirkt als eine Hemmung der plasmatischen Gerinnung,
statistisch waren diese Unterschiede aber nicht zu sichern. Das haufigere
Vorkommen einer Hamaturie bei Patienten unter einer Antikoagulationstherapie
unterstutzt die Hypothese, dass es in den glomerularen Kapillaren Defekte gibt,
welche unter physiologischen Bedingungen unter anderem mit Hilfe von
Gerinnungsfaktoren abgedichtet sind und unter pathophysiologischen
Bedingungen demaskiert werden kdénnen und demzufolge zu Proteinurie und
Mikrohamaturie fuhren. In Hinblick auf die hier gesammelten klinischen Daten
kann man davon ausgehen, dass das Gerinnungs-Potential des Blutes eine
wichtige Rolle bei der Abdichtung der oben genannten glomerularen Defekte
spielt, wie dies bereits friher vermutet wurde.

Im Zusammenhang mit der Diagnostik des akuten Nierenversagens wird eine
frihe Analyse des Urinsediments viel zu selten genutzt. Es ist ein einfaches
Verfahren, das aber nicht delegiert werden sollte, weil es Erfahrung beim
Mikroskopieren voraussetzt.

Zusammenfassend ist zu hoffen, dass diese Arbeit zur Unterstutzung der
Jrepaired defect” Hypothese einen Uberzeugenden, weiteren Beitrag geleistet
hat.
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8. Anhang Tabellarium

Tabelle 8.0.: Erythrozytenzahlung im Urinsediment. Beispiel fur eine Excel
Berechnungs- und Auswertungstabelle fir einen Versuch im single-pass Modus
mit sehr frih gesammelten Urinproben (Vorperioden) und ab 15 min im 10
mindtigen Intervall. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand fiir die restliche
Analytik verwendet, das Sediment im verbliebenen Restvolumen resuspendiert
und in der Zahlkammer eingesetzt. Das Urinvolumen wurde gravimetrisch in
vorab gewogenen Sammelgefalen auf einer Feinwaage bestimmt, ebenso alle
Zwischenschritte bis zum Resuspensionsvolumen. Bei grof3en Urinvolumina
musste in kleinere Gefalle umgeflllt werden. Im beispielhaft dargestellten
Experiment wurde in den kurzen Vorperioden in 2ml Eppendorfgefalien
gesammelt, danach in 10ml Reagenzréhrchen, ein Aliquot mit dem kompletten
Sediment dann umgefullt auf 2ml Eppendorfgefale. Die Eingruppierung der
ausgeschiedenen Epithelien bzw. Epithelfragmente war semiquantitativ in:

vereinzelt=1; +=2; ++ =3

Versuch ‘ 14.12. |

zellfreie Perfusion Vorperioden Ul U2 U3 U4 Us U6
Versuchs Nr.: V1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Perfusionsdruck mmHg 90 90 90 90 90 90 90 90 90
Sammelperiode min von 3,5 7,5 11 15 25 35 45 55 66

bis 6,5 9,5 13 25 35 45 55 66 75
Sammelgewicht mg 1315 1842 | 2126 | 11597 12244 12235 | 13178 | 13854 | 12709
Leergewicht mg 902 902 900 | 5614 5808 5638 | 5730 | 5734 | 5643
Urinvolumen ul 413 940 1226 | 5983 6436 6597 | 7448 | 8120 | 7066
Sammelzeit min 3 2 2 10 10 10 10 11 9
Urinvolumen/min _ pl 138 470 613 598 644 660 745 738 785
Restgewicht + Erys mg 963 951 944 969 946 968 951 935 941
Leergewicht mg 902 902 900 902 904 906 899 904 905
Resuspensionsvol. pl 61 49 44 67 42 62 52 31 36
Zahl der Erys pro  pl 11900 460 380 30 10 0 0 0 0
Erythrozyten pro
Resuspensionsvolumen 725900 | 22540 | 16720 | 2010 420 0 0 0 0
ausgeschiedene Erys/min 241967 | 11270 | 8360 | 201 42 0 0 0 0
Epithelien vereinzelt | ++ + + +
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Tabelle 8.1.: Mittelwertstatistik der ausgeschiedenen Zahl von Erythrozyten im
Zeitverlauf. Die angegebene Zeit entspricht der Mitte der jeweiligen Sammelperiode
und ist in Modus 1-3 der verschiedenen Perfusionsmethoden zusammengestellt.

* Entspricht im Perfusions-Modus 3 (Rezirkulation, BSA 5 %, 5 % Erys) dem Mittelwert
aller Einzelmessungen zwischen der 75. und 120. Minute (zeitliche Mitte 97,5 min).

Tabellen single pass Modus Rezirkulation Rezirkulation
Format kolloidfrei ohne Erys BSA 5%, zellfrei BSA 5%, 5% Erys

Xy (ifl:) MW SEM n MW SEM n MW SEM n
1 3,5 140150 | 41771 12
2 7,5 19332 7035 13
3 12,5 6836 2411 13
4 15,0 4847 1851 8
5 20,0 294 138 11
6 22,5 5761 995 6
7 25,0 1373 562 8
8 30,0 142 72 11
9 35,0 582 205 9
10 37,5 1061 326 7
11 40,0 69 47 11
12 45,0 142 55 9
13 50,0 7 5 11
14 52,5 425 220 5
15 55,0 41 22 9
16 60,0 0 0 5
17 65,0 27 15 9
18 67,5 276 97 9
19 70,0 0 0 4
20 75,0 9 10 9
21 82,5 104 20 8
22 85,0 5 6 9
23 92,5
24 95,0 5 6 9
25 97,5 117 14 18 | =
26 103,0
27 112,5 107 33 3

99



Tabelle 8.2.: Daten der klinischen Kontrollgruppe zur Mikrohamaturie mit

Haufigkeitsanalyse. Unter Besonderheiten sind mikroskopisch registrierte Bakterien,

Leukozyten bzw. Kristalle notiert, ohne dass es klinische Hinweise fiir einen

Harnwegsinfekt gab. Die Haufung beim weiblichen Geschlecht weist auf

Kontaminationen des Spontanurins hin.

Mikrohdmaturie Kontrolle Gesamtkollektiv

Ifd Geschlecht Alter | S-Kreatinin | eGFR Erys | Erys/ul | U-Protein Besonder-
Nr Jahre mg% ml/min | gezihlt mg% heiten
1 m 78 1,05 68 0 0 0
2 m 49 0,74 112 0 0 0
3 m 32 0,80 111 0 0 0
4 m 16 0,75 149 0 0 0
5 m 26 1,11 80 0 0 0
6 m 44 0,79 107 0 0 0
7 m 47 0,86 95 0 0 0
8 m 19 0,79 126 0 0 0
9 m 86 1,76 37 0 0 0
10 m 21 0,95 100 0 0 0
11 m 56 0,79 101 0 0 0
12 m 76 0,67 115 0 0 0 Bakt.
13 m 57 0,88 89 0 0 0
14 m 22 0,90 106 0 0 0
15 m 53 1,36 55 0 0 0
16 m 74 0,80 94 0 0 0
17 m 84 1,11 63 0 0 0
18 m 70 1,44 48 0 0 0
19 m 45 1,07 75 0 0 0
20 m 42 0,79 108 0 0 0
21 m 18 0,80 126 0 0 0
22 m 77 0,72 106 0 0 0
23 m 59 0,73 110 0 0 0
24 m 60 0,98 78 0 0 0
25 m 62 0,83 94 0 0 0
26 m 70 1,00 74 0 0 0
27 m 63 0,92 83 0 0 0
28 m 44 1,06 76 0 0 0
29 m 61 0,88 88 0 0 0
30 m 28 0,73 128 0 0 0
31 m 67 1,01 74 0 0 0
32 m 58 1,27 58 0 0 0
33 m 58 1,27 58 0 0 25
34 m 14 0,76 137 0 0 0
35 m 53 0,63 133 0 0 0
36 m 79 1,03 70 0 0 0
37 m 44 0,96 85 1 10 25
38 m 24 0,73 98 0 0 0
39 m 69 0,68 123 0 0 0
40 m 46 0,76 110 0 0 0
41 m 59 0,82 96 0 0 0
42 m 47 0,88 93 0 0 0
43 m 67 1,09 141 0 0 0
44 m 11 0,58 156 0 0 0
45 m 75 1,36 51 3 30 25 Leuk.
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46 m 29 0,90 100 0 0 0
47 m 77 0,81 92 0 0 0
48 m 81 0,88 83 0 0 0
49 m 33 0,83 107 0 0 0
50 m 52 0,98 80 0 0 0
51 w 51 0,79 84,8 0 0 0
52 w 78 2,03 24 0 0 150 Bakt.
53 w 82 0,98 54 0 0 0 Bakt.
54 w 72 0,85 66 0 0 0
55 w 16 0,75 103 1 10 0 Bakt.
56 w 20 0,69 108 0 0 0
57 w 18 0,85 87 0 0 0 Bakt.
58 w 24 0,80 88 1 10 0 Bakt.
59 w 63 0,93 61 0 0 0
60 w 17 0,73 105 0 0 0
61 w 58 0,65 94 0 0 75
62 w 39 0,65 101 0 0 25 Leuk.
63 w 32 0,67 102 0 0 0
64 w 34 0,45 157 0 0 0
65 w 62 0,76 77 1 10 0 Leuk.
66 w 46 0,68 93 0 0 0 Bakt.
67 w 9 0,53 148 1 10 25 Bakt.
68 w 24 0,78 91 0 0 0
69 w 22 0,66 112 0 0 0 Leuk.
70 w 60 0,73 81 0 0 0
71 w 76 1,03 52 0 0 0
72 w 35 0,72 92 0 0 0
73 w 33 0,99 65 0 0 0
74 w 71 1,15 47 0 0 0
75 w 94 0,96 54 0 0 0 Leuk.
76 w 31 0,71 96 0 0 0
77 w 30 0,46 160 0 0 0
78 w 76 0,70 81 1 10 0 Leuk.
79 w 78 0,70 81 0 0 0
80 w 71 0,67 87 0 0 0 Leuk.
81 w 64 0,97 58 0 0 0
82 w 56 0,64 96 0 0 0
83 w 44 0,71 89 0 0 0
84 w 39 0,82 78 0 0 0
85 w 42 0,67 97 0 0 0 Bakt.
86 w 20 0,84 86 1 10 0 Bakt.
87 w 43 0,62 105 0 0 0
88 w 66 0,78 74 0 0 0
89 w 83 0,72 77 0 0 0
90 w 66 0,69 85 0 0 0
91 w 80 1,27 40 0 0 0
92 w 27 0,59 122 0 0 0
93 w 55 0,66 93 0 0 0 Leuk.
94 w 32 0,52 137 0 0 0
95 w 75 0,82 68 2 20 0
96 w 32 0,43 170 0 0 0
97 w 81 1,12 47 1 10 75 Leuk.
98 w 26 0,68 105 0 0 0 Leuk.
99 w 10 0,43 157 0 0 0
100 w 7 0,41 163 0 0 25
101 w 54 0,69 89 0 0 0
102 w 81 1,41 48 0 0 0
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103 w 26 0,74 95 0 0 0
104 w 41 0,63 104 0 0 0
MW 49,6 0,8 93,1 0,1 1,3 4,3 10 x Bakterien

SD 22,3 0,3 29,5 0,4 4,3 18,5 10 x Leukozyten

SEM 2,20 0,03 2,91 0,04 0,43 1,82

n 104 104 104 104 104 104

Altersspanne 7-94

Kontrollkollektiv Haufigkeitsanalyse
Erys/ul Klassen | Haufigkeit Haufigkeit in %
0 bis | 1 94 90,3
1 bis | 10 7,7
10 bis | 20 1
20 bis | 30 1
30 bis | 40
40 bis | 50
50 bis | 60
60 bis | 80
80 bis | 100
100 bis | 120
120 bis | 140
140 bis | 160
160 bis | 180
180 bis | 200
200 bis | 220
220 bis | 240
240 bis | 260
260 bis | 280
>280
Summe 104 100

102
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Tabelle 8.3.: Patientenkollektiv unter Therapie mit Phenprocoumen (Marcumar® ).
Das mittlere Alter liegt um 20 Jahre hoher als bei dem Kontrollkollektiv. Fiir die
Fragestellung der Arbeit zur Mikrohamaturie war in der Kontrollgruppe eine Selektion
nach Altersgruppen zum Vergleich nicht vorgenommen worden.

Mikrohdmaturie Marcumar Gesamtkollektiv

Ifd Alter | S-Kreatinin eGFR Erys Erys/ul | U-Protein Besonder-
Nr Geschlecht mg% ml/min | gezéhlt mg% heiten
1 m 59 1,06 72 2 20 - Urat
2 w 72 1,84 27 53 530 75

3 m 63 2,04 33 6 60 75

4 w 75 1,05 51 2 20 25 Bakt.
5 m 79 1,21 58 0 0 0

6 w 67 0,98 57 0 0 0 Bakt.
7 m 78 2,78 22 3 30 0 Bakt.
8 w 80 0,98 55 0 0 0

9 w 75 0,76 74 1 10 - Urat
10 m 63 2,04 33 2 20 75

11 m 60 0,97 79 1 10 25

12 m 78 2,78 22 6 60 25 Bakt.
13 m 73 1,75 38 1 10 0

14 m 77 2,62 24 2 20 0

15 m 77 0,92 80 1 10 -




16 m 77 1,06 68 5 50 25
17 w 53 0,35 195 3 30 0
18 m 60 1,1 68 0 0 0
19 w 55 0,41 161 2 20 -
20 m 71 1,27 56 1 10 0
21 w 76 0,45 135 3 30 25 Bakt./Urat
22 w 47 0,83 74 4 40 0
23 m 77 0,93 79 3 30 0
24 w 41 0,57 117 0 0 0 Bakt.
25 w 82 1,49 34 0 0 0
26 w 53 0,85 70 1 10 0
27 w 85 0,78 70 0 0 0
28 m 47 0,99 81 2 20 0
29 m 56 0,7 117 0 0 25
30 w 76 0,76 74 0 0 0
31 m 49 0,86 94 0 0 0
32 m 78 1,49 46 0 0 0
33 m 66 1,91 35 2 20 75
34 w 50 0,74 83 0 0 0
35 w 74 2,01 24 3 30 25 Bakt.
36 w 69 0,93 60 24 240 25 Bakt.
37 m 68 0,85 89 0 0 0
38 w 74 2 24 18 180 150
39 w 64 0,68 87 0 0 0
40 m 80 1,2 58 0 0 0
41 w 77 1,02 53 2 20 0
42 w 68 0,69 85 0 0 0
43 m 66 1,49 47 1 10 0
44 m 53 1,07 72 0 0 0
45 m 71 1,37 51 0 0 0
46 w 84 1,15 45 8 80 75
47 w 59 0,67 90 0 0 0
48 m 71 1,51 46 0 0 0
49 w 75 0,79 71 0 0 0
50 m 78 1,3 53 4 40 0
51 m 73 0,99 74 0 0 0
52 m 72 1,33 53 1 10 0
53 m 71 1,18 71 0 0 0
54 w 76 1,35 38 23 230 150
55 w 84 1,15 45 0 0 0
56 m 60 1,2 62 0 0 0
57 w 50 0,87 69 0 0 0
58 m 85 2,58 24 17 170 0
59 m 83 5,6 20 9 90 0
60 w 81 1,01 53 0 0 0
61 w 78 0,86 64 0 0 0
62 w 50 0,8 76 0 0 0
63 w 75 0,95 57 1 10 0
64 m 64 0,81 96 0 0 0
65 m 56 0,7 117 0 0 0
66 w 85 1,04 50 5 50 0
67 m 71 1,45 48 0 0 0
68 w 77 2,94 20 0 0 75
69 m 65 1,38 52 3 30 0
70 w 74 1,44 36 0 0 0
71 w 55 1,34 41 27 270 0
72 w 75 0,59 99 0 0 0
73 m 63 1,28 57 0 0 0
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74 m 54 0,88 90 0 0 0
75 m 79 3,38 20 6 60 75
76 m 64 1,04 72 0 0 0
77 w 920 1,12 46 13 130 25
78 w 74 1,44 36 0 0 0
79 m 82 1,08 60 0 0 0
80 w 63 0,37 176 0 0 0
81 m 87 0,66 114 5 50 0
82 m 59 2,99 22 1 10 75
83 m 67 1,28 56 2 20 0
84 w 79 0,93 58 0 0 0
85 w 81 0,79 70 0 0 0
86 m 85 1,74 38 16 160 0
87 w 77 2,92 20 1 10 0
88 m 72 0,86 87 0 0 0
89 m 54 1,34 56 0 0 0
90 m 59 2,59 26 11 110 75
91 w 61 0,75 79 0 0 0
92 w 64 0,64 93 0 0 0
93 w 79 1,03 52 3 30 0
94 m 78 1,31 53 4 40 0
95 w 65 0,57 106 0 0 0
96 m 63 0,68 118 2 20 0
97 w 63 0,59 103 1 10 0
98 m 55 0,98 79 0 0 0
99 m 74 1,09 66 0 0 0
100 w 76 0,86 64 5 50 0
101 m 71 0,77 100 0 0 0
MW 69,3 1,26 65,5 3,2 31,9 12,4 8 x Bakterien
SD 10,7 0,76 32,5 7,2 72,4 29,8 |3 x Uratkristalle
SEM 1,07 0,08 3,25 0,72 7,24 3,05
n 101 101 101 101 101 97
Altersspanne 41-90
Marcumar Haufigkeitsanalyse
Erys/ul Klassen Haufigkeit Haufigkeit in %
0 bis 1 51 51
1 bis 10 12 12
10 bis 20 10 10
20 bis 30 7 7
30 bis 40 3 3
40 bis 50 4 4
50 bis 60 3 3
60 bis 80 1 1
80 bis 100 1 1
100 bis 120 1 1
120 bis 140 1 1
140 bis 160 1 1
160 bis 180 2 2
180 bis 200 0 0
200 bis 220 0 0
220 bis 240 2 2
240 bis 260 0 0
260 bis 280 1 1
>280 1 1
Summe 101 101
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Tabelle 8.4.: Patientenkollektiv unter Acetylsalizylsdure (ASS) zur Thrombozyten-
Aggregationshemmung (Standarddosis 100mg). Im Vergleich zum Marcumar-Kollektiv
lag die Mikrohamaturie im Mittel héher. Das Altersmittel lag in allen drei Kollektiven

mit Antikoagulations-Therapie im Bereich von 69 Jahren.

Mikrohamaturie ASS 100 Gesamtkollektiv

Ifd Geschlecht Alter S-Kreatinin | eGFR Erys | Erys/ul | U-Protein Besonder-
Nr Jahre mg% ml/min | gezdhlt mg% heiten
1 m 73 1,11 65 2 20 -

2 m 51 0,67 125 45 450 -

3 m 72 0,74 104 6 60 - Urat
4 m 70 0,88 86 2 20 -

5 m 83 1,09 65 5 50 0

6 m 73 1,11 65 3 30 -

7 m 51 0,67 125 2 20 0

8 m 70 1,15 63 3 30 -

9 m 62 2,67 24 2 20 -

10 m 58 0,83 95 3 30 -

11 m 80 0,95 76 2 20 0

12 m 82 1,18 59 7 70 -

13 m 75 1,1 65 5 50 -

14 m 83 1,2 58 8 80 0

15 m 70 2,69 54 9 90 -

16 m 57 1,11 68 15 150 -

17 m 60 2,84 66 3 30 -

18 m 56 1,14 66 2 20 -

19 m 55 0,63 132 1 10 0 Bakt./ Urat
20 m 76 1,21 58 6 60 25

21 m 75 1,22 58 3 30 25

22 m 75 1,88 35 2 20 -

23 m 66 0,74 106 34 340 - Bakt.
24 m 44 0,71 121 3 30 -

25 m 58 0,98 79 1 10 0

26 m 65 0,71 111 1 10 -

27 m 54 1,19 64 0 0 -

28 m 87 1,39 48 2 20 0 Bakt.
29 m 62 0,78 101 7 70 - Urat
30 m 83 0,87 84 2 20 25

31 m 81 3,32 18 1 10 0

32 m 71 1,02 72 1 10 0

33 m 72 1,02 72 2 20 0

34 m 61 0,71 113 1 10 -

35 m 56 0,77 105 0 0 -

36 m 60 3,87 16 3 30 75

37 m 76 1,33 52 1 10 0

38 m 52 0,7 118 0 0 - Urat
39 m 69 0,72 108 5 50 25 Bakt.
40 m 81 1,18 59 1 10 - Bakt.
41 m 68 0,95 79 5 50 -

42 m 53 0,82 98 0 0 0

43 m 68 0,97 77 1 10 - Bakt./Urat
44 m 57 1,15 66 0 0 -

45 m 31 0,8 113 1 10 -

46 m 69 1,35 52 6 60 0

47 m 46 0,86 96 0 0 -

48 m 90 1,53 43 3 30 -

49 m 56 1,09 70 3 30 0 Bakt.
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50 m 81 1,02 70 1 10 -

51 m 61 0,99 77 0 0 -

52 m 77 0,88 84 13 130 -

53 m 74 0,97 76 3 30 0

54 m 69 0,9 84 5 50 - Bakt./Urat
55 m 60 3,87 16 0 0 75 Bakt.
56 m 67 1,85 37 1 10 -

57 m 62 0,85 91 2 20 -

58 m 79 1,36 51 2 20 0

59 m 87 0,81 90 4 40 0

60 m 68 2,14 31 3 30 75

61 m 60 0,7 115 0 0 0

62 m 61 0,6 137 0 0 0

63 m 80 1,67 41 5 50 0 Bakt.
64 w 59 0,55 113 120 1200 75

65 w 62 0,74 106 74 740 -

66 w 56 0,88 66 0 0 - Urat
67 w 85 1,31 39 14 140 0

68 w 71 0,67 87 5 50 25

69 w 82 0,78 71 9 90 0

70 w 72 0,86 65 6 60 -

71 w 82 0,73 76 9 90 -

72 w 70 0,77 74 2 20 0

73 w 83 1,3 39 7 70 -

74 w 41 0,69 94 3 30 -

75 w 78 1,26 57 11 110 -

76 w 70 0,8 71 6 60 0

77 w 88 1,01 52 3 30 25

78 w 38 0,51 135 1 10 -

79 w 93 1,02 51 1 10 0

80 w 79 0,87 63 0 0 0

81 w 74 0,99 55 0 0 -

82 w 75 0,98 55 1 10 -

83 w 75 0,93 59 2 20 0

84 w 74 1,02 53 18 180 -

85 w 70 0,81 70 0 0 -

86 w 75 0,93 59 6 60 0

87 w 88 0,83 65 1 10 -

88 w 75 1,67 30 8 80 25

89 w 69 1,06 51 0 0 0

90 w 76 0,84 66 2 20 25

91 w 49 0,5 131 0 0 - Bakt./Urat
92 w 69 1,09 50 3 30 0

93 w 78 1,6 31 7 70 25

94 w 80 0,83 66 5 50 0 Bakt.
95 w 89 1,25 40 2 20 25 Bakt.
96 w 91 0,95 55 2 20 0

97 w 71 0,78 73 0 0 0

98 w 69 1,09 50 3 30 0 Bakt.
99 w 85 1,07 49 3 30 - Bakt.
100 w 76 1,02 53 1 10 0

101 w 85 1,36 37 0 0 0 Leukozyten
102 w 78 1,2 43 1 10 25

103 w 63 1,03 54 0 0 0 Bakt.
104 w 29 0,91 68 0 0 0
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MW 69,2 1,13 70,9 5,72 57,2 10,8 14 x Bakterien
SD 12,9 0,60 27,7 14,5 145,2 20,9 1 x Leukozyten
SEM 1,27 0,06 2,73 1,43 14,30 2,9 8 x Uratkristalle
n 104 104 104 104 104 53
Altersspanne 29-93

ASS 100 Gesamtkollektiv

Haufigkeitsanalyse

Erys/ul Klassen | Héaufigkeit Haufigkeit in %
Obis |1 20 19,2
1 bis | 10 18 17,3
10 bis | 20 17 16,3
20 bis | 30 16 15,4
30 bis | 40 1 0,96
40 bis | 50 8 7,7
50 bis | 60 6 5,8
60 bis | 80 6 5,8
80 bis | 100 3 2,9
100 bis | 120 1 0,96
120 bis | 140 2 1,92
140 bis | 160 1 0,96
160 bis | 180 1 0,96
180 bis | 200 0 0
200 bis | 220 0 0
220 bis | 240 0 0
240 bis | 260 0 0
260 bis | 280 0 0
>280 4 3,8
Summe 104 100,0

107



Tabelle 8.5.: Patientenkollektiv unter ASS und Clopidogrel (Plavix® ).

Mikrohdmaturie ASS & Clopidogrel Gesamtkollektiv

Ifd Geschlecht Alter | S-Kreatinin | eGFR Erys | Erys/ul | U-Protein Besonder-
Nr Jahre mg% ml/min | gezihlt mg% heiten
1 m 70 1,14 64 20 200 -

2 m 64 0,74 106 15 150 -

3 m 58 0,72 112 5 50 -

4 m 61 1,53 45 2 20 25

5 m 72 1,31 54 0 0 0

6 m 75 0,98 75 1 10 -

7 m 65 1,49 47 4 40 0

8 m 43 1,04 78 1 10 -

9 m 58 0,84 94 3 30 -

10 m 69 1,02 72 2 20 0

11 m 68 0,95 79 2 20 - Bakt.
12 m 25 0,82 114 2 20 0

13 m 67 0,57 143 103 1030 -

14 m 77 0,88 84 6 60 -

15 m 53 0,9 88 3 30 0

16 m 69 0,71 110 2 20 25 Bakt.
17 m 72 2,8 22 0 0 -

18 m 71 0,9 83 2 20 30 Leuk.
19 m 17 0,9 111 0 0 0

20 m 74 0,86 87 2 20 0

21 m 48 1,07 74 2 20 0 Urat
22 m 62 0,7 114 0 0 0

23 m 62 0,81 97 1 10 0 Bakt.
24 m 73 0,66 118 0 0 0

25 m 75 0,92 80 0 0 0 Bakt.
26 m 76 0,91 81 1 10 0 Bakt.
27 m 83 1,35 50 0 0 30

28 m 67 1,24 58 0 0 0

29 w 58 0,91 63 40 400 -

30 w 69 0,87 65 2 20 - Bakt.
31 w 74 1,47 35 0 0 0

32 w 55 0,78 77 4 40 - Bakt.
33 w 85 1,23 41 2 20 -

34 w 66 0,82 70 16 160 -

35 w 82 1,24 41 42 420 25

36 w 80 1,14 46 0 0 -

37 w 81 1,04 51 8 80 0 Bakt.
38 w 84 1,27 40 4 40 25

39 w 77 1,14 46 0 0 -

40 w 76 1,24 42 20 200 0

41 w 75 0,96 57 3 30 -

42 w 70 0,85 66 0 0 0

43 w 85 1,15 45 4 40 -

44 w 78 0,91 60 5 50 150 Leuk.
45 w 67 0,71 82 2 20 0

46 w 58 0,79 75 0 0 0 Leuk./Bakt.
47 w 49 0,63 100 6 60 0

48 w 82 0,76 73 1 10 0 Bakt.
49 w 74 1,01 54 0 0 0

50 w 76 0,61 95 15 150 30 Leuk./Bakt.
51 w 73 1,7 29 2 20 25
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MW 67,6 1,02 72,4 7,0 69,6 11,4 11 x Bakterien
SD 13,5 0,36 26,3 16,2 161,7 27,5 4 x Leukozyten
SEM 1,9 0,05 3,76 2,3 23,1 5,0 1 x Uratkristalle
n 51 51 51 51 51 32
Altersspanne 17-85
ASS & Clopidogrel-Kollektiv Haufigkeitsanalyse
Erys/ul Klassen Haufigkeit Haufigkeit in %
0bis |1 17 33,3
1 bis | 10 5 9,8
10 bis | 20 12 23,5
20 bis | 30 3 5,9
30 bis | 40 4 7,84
40 bis | 50 2 3,92
50 bis | 60 2 3,92
60 bis | 80 1 1,96
80 bis | 100 0 0
100 bis | 120 0 0
120 bis | 140 0 0
140 bis | 160 2 3,92
160 bis | 180 0 0
180 bis | 200 1 1,96
200 bis | 220 0 0
220 bis | 240 0 0
240 bis | 260 0 0
260 bis | 280 0 0
>280 2 3,92
51 99,9
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Tabellen 8.6.: Mittelwerte der Patientendaten zur Mikrohdmaturie. Vergleich
Kontrolle zu Patienten-Kollektiven unter Antikoagulationstherapie.

Kontrolle
Alter S-Kreatinin eGFR Erys Erys/ul | U-Protein Besonder-
Jahre mg% mil/min | gezihit mg% heiten
MW 49,6 0,85 93,1 0,13 1,25 4,3 10 x Bakterien
SD 22,3 0,26 29,5 0,43 4,32 18,5 10 x Leukozyten
SEM 2,20 0,03 2,91 0,04 0,43 1,82
n 104 104 104 104 104 104
Altersspanne 7-94
Marcumar® Alter S-Kreatinin eGFR Erys Erys/ul | U-Protein Besonder-
mg% ml/min | gezihit mg% heiten
MW 69,3 1,26 65,5 3,2 31,9 12,4 8 x Bakterien
SD 10,7 0,76 32,5 7,2 72,4 29,8 3 x Uratkristalle
SEM 1,07 0,08 3,25 0,72 7,24 3,05
n 101 101 101 101 101 97
Altersspanne 41-90 110
ASS 100
Alter S-Kreatinin eGFR Erys Erys/ul | U-Protein Besonder-
Jahre mg% ml/min | gezdhlt mg% heiten
Mw 69,2 1,13 70,9 57 57,2 10,8 14 x Bakterien
SD 12,9 0,60 27,7 14,5 145,2 20,9 1 x Leukozyten
SEM 1,3 0,06 2,73 1,4 14,3 2,9 8 x Uratkristalle
n 104 104 104 104 104 53
Altersspanne 29-93
ASS &
Plavix Alter S-Kreatinin eGFR Erys Erys/ul | U-Protein Besonder-
Jahre mg% mil/min | gezihit mg% heiten
MW 67,6 1,02 72,4 7,0 69,6 11,4 11 x Bakterien
SD 13,5 0,36 26,3 16,2 161,7 27,5 4 x Leukozyten
SEM 1,9 0,05 3,7 2,3 22,9 4,9 1 x Uratkristalle
n 51 51 51 51 51 32
Altersspanne 17-85

Die Unterschiede im mittleren S-Kreatinin und der eGFR sind den
Unterschieden in der Altersverteilung zuzuordnen.



Tabelle 8.7: Mittelwertstatistik zur Abb. 4.2.5. Grad der Mikrohamaturie der
Therapiegruppen im Vergleich zur Kontrolle.

Kontrolle Marcumar ASS ASS & Plavix
n=104 n=101 n=104 n=51

MW SEM| n MW SEM| n MW SEM| n | MW | SEM n

1,25 (0,430 104 [31,90| 7,20 | 101 |57,20/14,30/104 | 69,60 | 22,90 | 51

Statistische Analyse zur Mikrohamaturie unter Antikoagulationstherapie im
Vergleich zu dem Kontrollkollektiv. Anova Varianz Analyse (GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, USA) mit anschlielendem Tukeys Test.

Mikrohdmaturie
Antikoagulantien
Table Analyzed CDE m/w

One-way analysis of variance

P value 0,0023 111
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 4
F 6,780
R square 0,05404
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 624,9
P value < 0.0001
P value summary bl
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 231570 3 77190
Residual (within columns) 4,053e+006 356 11386
Total 4,285e+006 359
Significant?
Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q P <0.05? Summary 95% ClI of diff
Kontrolle n=104 vs Marcumar n=101 -30,65 2,908 No ns -69.45 to 8.147
Kontrolle n=104 vs ASS n=104 -55,95 5,347 Yes ** -94.46 to -17.44
Kontrolle n=104 vs ASS&Clopidogrel n=51 -68,35 5,299 Yes > -115.8 to -20.88
Marcumar n=101 vs ASS n=104 -25,30 2,400 No ns -64.10 to 13.50
Marcumar n=101 vs ASS&Clopidogrel n=51 -37,70 2,909 No ns -85.41 to 10.01

ASS n=104 vs ASS&Clopidogrel n=51 -12,40 0,9614 No ns -59.87 to 35.07
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