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1. Einleitung

1.1 Bedeutung der chronisch-dialysepflichtigen Niereninsuffi-
Zienz

Zur Veranschaulichung des Stellenwertes einer terminalen Niereninsuffizienz
innerhalb des pathologischen Panoptikums mochte ich einige Zahlen

voranstellen.

Am 31. Dezember 2005 befanden sich in Deutschland 87.151 Patienten in
einem chronischen Nierenersatzverfahren. Das entspricht einer Pravalenz von
1.057 Patienten pro eine Million Einwohner. Die Pravalenz derer, die an einer
Nierenerkrankung leiden und bei denen noch keine Dialysepflicht besteht, ist
wesentlich héher (Frei and Schober-Halstenberg 2005). Daten aus den USA
zeigen, dass in der Altersgruppe der Uber 75-jahrigen bis zu 6 % aller Patienten
an einer chronischen Niereninsuffizienz leiden. Die Pravalenzrate der Patienten,
die ein Nierenersatzverfahren begannen, betrug im Jahr 2004 1.542 Patienten
pro eine Million Einwohner (USRDS, 2006) .

Table 1. Stages of Chronic Kidney Disease  Eine Indikation zur Dialyse

GFR : .

Stage Description (mLiminf1.73 m) besteht in aller Regel erst im

1 Kidney damage =00 Stadium 5 bei der terminalen

with normal or T GFR . . .

2 Kidney damage A0- Niereninsuffizienz  (Abb. 1).

with mild 4 GFR Dieses Stadium funf der

i M;S:;ieﬁﬁ[é;ﬂ ?ggg Stadien- Einteilung nach

3 Kidnay failure <15 (or dialysis) K/DOQI der NKF (,national
Chionic kidney disegse is defined s aithar kidnay darnage or GFA <50

mLimind 73 m for 23 months. Kidnaey damage Is defined as kidney foundation®) entspricht
pathciogical abnarmaliies o markars of darrage, induding abnormallies

in bloed or Lrina lests or imaging studis, definitionsgemal® einer glo-

Abb. 1 Stadien der chronischen Niereninsuffi-
zienz GFR = glomerulére Filtrationsrate (Mason

und Wahab, 2003) geringer als 15 ml/min/1,73 m?
(Frei und Schober-Halstenberg,
2006).

merularen Filtrationsrate (GFR)
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An dem oben genannten Stichtag befanden sich 63.427 Patienten in
Deutschland in Dialysebehandlung, was einer Pravalenz von 769 Patienten pro
einer Million Einwohner entspricht. Davon wurden 60.411 Patienten mit
Hamodialyse behandelt und 3.016 mit Peritonealdialyse. Das entspricht einem
prozentualen Anteil von nur 4,8 %. Im Vergleich der deutschen Bundeslander
hatte die Peritonealdialyse in Baden-Wurttemberg mit 6,3 % den prozentual
groldten Anteil (Frei und Schober-Halstenberg, 2006). Die Pravalenz stieg in
den Jahren von 2000 bis 2004 um drei bis vier Prozent (Frei und Schober-
Halstenberg, 2005).

Im Jahr 2005 wurden 16.766 Patienten neu in die Therapie mit chronischen
Nierenersatzverfahren aufgenommen. Die Inzidenz im Jahr 2005 lag damit bei
203 Patienten pro einer Milion Einwohner. Die Inzidenz der
Hamodialyseverfahren stieg in den Jahren von 1995 bis 2004 um etwa 26
Prozent. Dabei begannen im Jahr 2005 15.578 Patienten mit Hamodialyse und
973 mit Peritonealdialyse (Frei und Schober-Halstenberg, 2006).

Die Anzahl der Patienten aller Dialyseformen nahm im Zeitraum von 1995 bis
2005 von 41.350 auf 63.427 zu. Nach einer stetigen Abnahme des relativen
Anteils der Patienten mit Peritonealdialyse von 7,5 % im Jahr 1995 auf 4,6 % im
Jahr 2004, stieg der Prozentsatz zum ersten Mal wieder im Jahr 2005 auf 4,8 %
(Frei und Schober-Halstenberg, 2006).

Fasst man die Zahlen zusammen, ist damit zu rechnen, dass die Bedeutung der
Nierenerkrankungen und aller Dialyseformen absolut gesehen in den
kommenden Jahren weiter zunimmt. Nicht zuletzt tragt dazu auch die
demographische Entwicklung bei, da insbesondere die diabetische
Nephropathie und die Nephrosklerose heute schon fur mehr als die Halfte der
dialysepflichtigen Nierenversagen verantwortlich sind und diese mit steigendem
Lebensalter gehauft auftreten. Das mediane Alter der pravalenten Patienten in
Deutschland stieg von 59 Jahren im Jahr 1996 auf 66 Jahre im Jahr 2005 an
(Frei und Schober-Halstenberg, 2006).
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Im gleichen Zeitraum stieg das Alter der inzidenten Patienten von 63 Jahre auf
70 Jahre an (Frei und Schober-Halstenberg, 2006).

Qs fliere 2006

[ ] apovipp 1,29

]
]
=
=

CAPD 3,5%

HF 0, 4%

HDF 7,2 %

HD 87,7 %

n=63.427 Dialysepatienten

Abb. 2 Prozentualer Anteil der jeweiligen Dialyseverfahren. APD = apparative
Peritonealdialyse, IPD = intermittierende Peritonealdialyse, CAPD = chronisch-ambulante
Peritonealdialyse, HF = Hamofiltration, HDF = Hamodiafiltration, HD = Hdmodialyse (Frei und
Schober-Halstenberg, 2006)

In einem internationalen Vergleich aus dem Oktober 2006 ist die Pravalenz der
Patienten aller Nierenersatzverfahren in Deutschland vergleichbar mit denen
anderer Lander. Lediglich die USA mit 1.563 Patienten pro Million Einwohner
und Japan mit 2.016 Patienten pro Million Einwohner fallen deutlich aus dem
Rahmen hinsichtlich der GréRe der Pravalenzzahlen (Frei und Schober-
Halstenberg, 2006).

Deutliche Unterschiede gibt es bei der Verteilung der verschiedenen
Dialyseverfahren. Fur die Peritonealdialyse (PD) fanden sich in Deutschland,
wie oben erwahnt, im Jahr 2005 gerade einmal 4,8 % aller Dialysepatienten, die
entsprechend therapiert wurden, in Schweden 21 %, in GroRbritannien 24 %
und in Neuseeland 38,8 %. Prozentual weniger PD-Patienten gab es nur in
Bosnien-Herzegowina mit 4,3 % und in Japan mit 3,7 % (Frei und Schober-
Halstenberg, 2006).
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Bei den Kindern bzw. Jugendlichen unter 15 Jahren wurden zum Stichtag 578
Patienten mit Nierenersatzverfahren behandelt. Davon wurden 53 Kinder in
Hamodialyse und 109 Kinder mit Peritonealdialyse behandelt, 416 Patienten
befanden sich in Transplantationsnachsorge. Das entspricht einem
prozentualen Anteil der Peritonealdialyse an den Dialyseformen von 67 %. Bei
den Jugendlichen von 15 bis 18 Jahren wurden 349 Patienten mit chronischen
Nierenersatzverfahren behandelt, davon 48 mit Hamodialyse und 26 mit
Peritonealdialyse. 275 befanden sich in Transplantationsnachsorge, was einem
Anteil von 35 % entspricht. Insgesamt betrug die Pravalenz bei Kindern und
Jugendlichen 927 Falle. Neu dazu kamen insgesamt 133 Falle (Frei und
Schober-Halstenberg, 2006).

Als dritte Saule der Nierenersatztherapie muss an dieser Stelle die
Nierentransplantation erwahnt werden. Aufgrund der Tatsache, dass die
Komorbiditaten der anderen Nierenersatztherapien nicht im Vordergrund stehen
und bei guter Transplantatfunktion der Patient auch nicht standig an arztliche
Einrichtungen gebunden ist, bedeutet das verglichen mit anderen Formen des
Nierenersatzes einen grolRen Vorteil an Morbiditdt, Mortalitat und
Lebensqualitat. Bei der Anflihrung der Zahlen der Niereninsuffizienz wird auf
die Angaben von Eurotransplant Leiden (ET) und der Deutschen Stiftung
Organtransplantation (DSO) zurtckgegriffen. Diese Einrichtungen registrieren
das Transplantationsgeschehen auf Grund gesetzlicher Vorgaben (Frei und
Schober-Halstenberg, 2006).

Im Jahr 2005 erhielten 2.712 Patienten ein Nierentransplantat. Davon waren
62 % Manner und 38 % Frauen. Durchschnittlich warteten die Patienten 40
Monate (Median 34 Monate) auf eine Organspende. Maximal warteten sie 15
Jahre. Im Jahr 2005 standen in Deutschland 8.853 Patienten auf der Warteliste
fur eine Nierentransplantation. Im Verlauf desselben Jahres wurden 2.730
Patienten zur Nierentransplantation angemeldet. Damit wurden mehr Patienten

neu angemeldet als transplantiert (Frei und Schober-Halstenberg, 2006).
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Seit dem Jahr 2000 erhdhte sich der Altersmedian der Transplantierten um drei
Jahre auf 50 Jahre. 19,2 % (522) der Patienten erhielten das Transplantat von
einem Lebend-Spender. Bei 82 erwachsenen Patienten, 6 Jugendlichen und 19
Kindern wurden praemptive Nierentransplantationen durchgefuhrt. Bei diesen
Patienten waren keine Dialysebehandlungen vorangegangen (Frei und
Schober-Halstenberg, 2006).

759 Patienten mussten im Jahr 2004 aufgrund eines Transplantatversagens in
eine Dialysebehandlung zurickkehren. Im Bundesdurchschnitt wurden 3,6 %
der Patienten mit Transplantat wieder in die Dialyse aufgenommen (Frei und
Schober-Halstenberg, 2006).

Die Nierentransplantation als Ersatzverfahren steht haufig an erster Stelle der
Uberlegungen. Wie jedoch oben beschrieben sind weit weniger Transplantate
vorhanden als gebraucht werden. Eine Wartezeit von bis zu 40 Monaten und
die Mdoglichkeit des Transplantatversagens, im Jahr 2005 mussten 3,1 % der
Transplantierten in Deutschland zu einer anderen Form der Nieren-
Ersatztherapie zurlckkehren, unterstreichen die Notwendigkeit anderer Formen

des Nierenersatzes (Frei und Schober-Halstenberg, 2006).

Van Biesen et al. beschrieben in einer Studie ein integriertes Konzept, bei dem
die Patienten zuerst mit der Peritonealdialyse begonnen hatten und spater zur
Hamodialyse wechselten, wenn Probleme mit der PD auftraten. Es hat sich
gezeigt, dass durch die PD die Nierenrestfunktion in der Regel langer erhalten
werden kann. Weiterhin ist die Uberlebenswahrscheinlichkeit in den ersten zwei
Jahren bei der PD hoher. Nach vier bis funf Jahren gleichen sich die

Uberlebensraten an (Van Biesen et al., 2000).
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Es zeigte sich, dass die Peritonealdialyse eine wichtige Rolle in der
Nierenersatztherapie spielt, da im Rahmen des integrierten Konzeptes
finanzielle und logistische Probleme einfacher zu lésen sind als bei der
Hamodialyse. Das ist vor allem insofern wichtig, als diese Probleme bei einer
immer groRer werdenden Anzahl von Patienten mit terminalem Nierenversagen
in den Vordergrund ricken. Gleichzeitig erfahren die Patienten, wie oben
beschrieben, keinen Nachteil im Hinblick auf Mortalitat, Morbiditat und
,outcome® in den ersten 4-5 Jahren der Peritonealdialyse (Van Biesen et al.,
2000).
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1.2 Technik und Geschichte der Peritonealdialyse

1.2.1 Geschichte der Peritonealdialyse

Bereits im 18. Jahrhundert wurde das Konzept der Peritonealdialyse von
Forschern diskutiert. Im Jahr 1740 verwendete Christopher Warrick eine
Losung aus ,Bristol-water® und ,claret wine“ als Dialyselosung bei einer
Patientin mit Aszites. Instilliert wurde die Losung mit einem Lederrohr. Der Wein
wurde von ihm deshalb ausgesucht, weil man diesem einen antibiotischen
Effekt zuschrieb. Nach nur drei Applikationen musste er die Therapie wegen
massivem Missfallens der Patientin allerdings abbrechen (Grof3, 2002 e).

Zu diesem Zeitpunkt interessierten sich die Wissenschaftler vor allem fur die
Fahigkeit des Peritoneums, Giftstoffe wie Harnstoff und Kreatinin zu eliminieren.
Ein potentieller Wasserentzug war sekundar fur die Problemstellungen (GrofR3,
2002 e).

Im Jahr 1877 machte G. Wegener aus Deutschland die ersten Versuche auf
diesem Gebiet. In Tierversuchen verwendete er verschiedene Lésungen und
beschrieb die Absorptionsrate des Peritoneums. E. H. Starling und A. H. Tubby
beobachteten 1894 den Flussigkeitsentzug. Diese Entdeckung wurde 1895 von
W. N. Orlow bestatigt (Grol3, 2002 e).

1918 zeigte Desider Engel, dass Proteine das Peritoneum durchwandern
konnen. Diese Tatsache wurde experimentell von spateren Forschern bestatigt,
die zeigen konnten, dass die Peritonealdialyse hinsichtlich der Eliminierung von
Proteinen effektiver ist als die Hamodialyse. Ein Jahr spater bemerkte M.
Rosenberg, dass die peritoneale FlUssigkeit die gleiche Konzentration an
Harnstoff enthielt, wie das Blut und dass mit Hilfe der Peritonealdialyse der
Harnstoff entfernt werden konnte. Tracy Putnam von der Johns Hopkins
University in Baltimore vermutete 1923, dass mit Hilfe des Peritoneums ein

Ungleichgewicht der Elektrolyte ausgeglichen werden kann (Grof3, 2002 e).
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Zum ersten klinischen Einsatz kam die Peritonealdialyse im Jahr 1923, als
Georg Ganter in Wirzburg eine Patientin mit Peritonealdialyse behandelte. Er
gab einen bis drei Liter Losung Uber eine Dauer von 30 Minuten bis drei
Stunden. Dies flhrte er solange durch, bis die Patientin wieder normale
Nierenwerte erreicht hatte. Leider beendete Ganter daraufhin die Therapie und
die Patientin starb spater an der Uramie (Grof3, 2002 d).

Ganter war vor allem daran gelegen, eine Dialyseform zu entwickeln, die ohne
die Notwendigkeit der Antikoagulation auskam. Er stellte eine sterile
Dialyselosung her, die Dextrose enthielt, um eine Entwasserung zu erreichen.
Die Ldésung wurde Uber eine Hohlnadel in den Bauchraum instilliert. Die
Entdeckungen Ganters waren ein grolRer Schritt in Richtung klinischer
Einsatzfahigkeit der Peritonealdialyse. Einige seiner Beobachtungen gehdren
noch heute zu den Grundsatzen der Peritonealdialyse. So stellte er fest, dass
die Dextrosemenge den Flussigkeitsentzug bestimmt. Die Menge und die
Verweildauer der Losung im Peritoneum beeinflussen die ,clearance“ der
Giftstoffe (Grof3, 2002 d).

Im weiteren Verlauf der Entwicklung galt es vor allem, einen besseren Zugang
in den Bauchraum zu finden. Stephen Rosenak und P. Sewon entwickelten
1920 einen Metallkatheter fur die kontinuierliche Peritonealdialyse. Zu dieser
Zeit war jedoch die Peritonitisrate sehr hoch, was einige Forscher entmutigte
(Grof3, 2002 d).

1936 fuhrte eine Forschergruppe des Wisconsin General Hospital die erste
kontinuierliche PD-Behandlung bei einem Patienten mit Harnleiterstenose
durch, bis diese korrigiert war. Damit bewiesen die Wissenschaftler, dass
zumindest vorubergehend eine Nierenersatztherapie mit Peritonealdialyse
maglich ist (Grof3, 2002 d).
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In den Jahren 1945 bis 1953 entwickelten Kop, ein friherer Kollege Kolffs und
Seligmans, und Fine und Frank vom Beth Israel Hospital in Boston ein
Verfahren, bei dem das Dialysat mittels Schwerkraft instilliert wurde. Es wurden
Latexschlauche, Porzellanbehédlter und Glaskatheter verwendet, die
sterilisierbar waren. Durch den Koreakrieg stimuliert, entwickelte die Bostoner
Gruppe eine Anordnung, die unter ,Schlachtfeldbedingungen® eine
Peritonealdialyse mdglich machte. Als einer der wichtigsten Meilensteine auf
dem Weg zur Etablierung der Peritonealdialyse gilt ein Fall aus dem Jahr 1945,
bei dem die Gruppe Seligman ihr System bei einem Patienten verwendete, der
nach einer Uberdosis ,Sulfadrogen® an einem akuten Nierenversagen litt (GroR,
2002 d).

Arthur Grollmann von der Southwestern Medical School in Dallas entwickelte
1952 einen Katheter aus Polyethylen. Der Katheter war flexibel und hatte am
Ende mehrere Locher, um einen besseren Ein- und Ausfluss zu gewahrleisten.
Er sollte die spatere Etablierung der kontinuierlichen ambulanten
Peritonealdialyse (CAPD) erméglichen (Grof3, 2002 a).

Morton Maxwell beauftragte 1959 eine Firma, eine sterile Dialysefllissigkeit zu
produzieren und fuhrte ein System ein, bei dem deutlich weniger Konnektionen
und Diskonnektionen notig waren als bei den Systemen bisher. Damit
verminderte er weiter das Auftreten von Infektionen. Er implementierte eine
Methode, die als ,Maxwell Technik® bekannt wurde. Bei dieser Methode
instillierte er zwei Liter Dialysat, lieR es 30 Minuten im Bauchraum verweilen
und danach in die OriginalgefalBe zurtcklaufen. Damit waren auch
Krankenhauser, die nicht auf Dialyse spezialisiert waren, in der Lage, die

Peritonealdialyse durchzufihren (Grof3, 2002 a).
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Wahrend des Koreakriegs im Jahr 1959 entwickelte Paul Doolan zusammen mit
W. Murphy im Naval Hospital in San Francisco einen flexiblen Katheter aus
Polyethylen fir den Dauereinsatz. Er hatte gerillte Segmente, um das
Verstopfen der Locher zu vermeiden und um die ,flow rate“ zu maximieren
(Grof3, 2002 a).

Im gleichen Jahr begann Richard Ruben an gleicher Stelle eine Therapie bei
einer Patientin, die an Nierenversagen litt. Er implantierte einen ,Doolan-
Katheter” und fiihrte eine 24 Stunden Therapie durch. Bei der Patientin stellte
sich eine massive Verbesserung des Gesundheitszustands ein und Ruben
entliel® sie mit implantiertem Katheter. Nach einer Woche verschlechterte sich
der Zustand der Patientin wieder und Ruben fuhrte eine weitere Dialysetherapie
durch. Er hatte die erste intermittierende Peritonealdialyse begonnen. Er fuhrte
die Therapie weiter fort und dialysierte die Patientin immer am Wochenende. In
einem Zeitraum von sieben Monaten musste der Katheter nur einmal

gewechselt werden (Grol3, 2002 a).

B. Scribner sah sich 1960 in Seattle einem Mangel an Hamodialyse-
Ressourcen gegenuber und gelangte daher zu der Ansicht, dass man
Peritonealdialyse als alternative Therapie zur Hamodialyse verwenden muss,
nicht zuletzt im Hinblick auf die Mdglichkeit Geld zu sparen. Er beauftragte Fred
Boen, ein PD-Programm zu entwickeln, welches die ambulante Behandlung zu
Hause ermoglichen sollte. Zusammen mit George Shilipetar entwickelte Boen
ein automatisches Gerat, welches unbeaufsichtigt in der Nacht die Dialyse
durchfuihren konnte. Allerdings bendtigte das Gerat einen 40 Liter Tank fur die
Dialyseflissigkeit, die den Patienten nach Hause geliefert wurde. Die leeren

Behalter wurden wieder zurickgenommen (Grof3, 2002 g).
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Diese Gruppe entwickelte auch den Automaten ,Solenoid®, ein Gerat, das den
Einfluss und Ausfluss selbst regulieren konnte. Damit wurde die

Peritonealdialyse einmal pro Woche durchgefuhrt (Grolf3, 2002 g).

Henry Tenckhoff trat die Nachfolge von Boen an der Washington University an
und vereinfachte 1963 das Boen’sche System, indem er die groflen Tanks
ersetzte und bei den Patienten zu Hause eine Wasseraufbereitungsanlage
installieren lie. Das Dialysat wurde als Konzentrat zugesetzt. Spater
modifizierte er die von Russel Palmer entwickelten Siliconschlauche mit
Dacron-Muffen und entwickelte einen Trocar, mit dem der Katheter leichter
implantiert werden konnte. Zum Einsatz kamen an der Spitze aufgerollte
,picktail“-Katheter. Es stand nun ein komplettes System zur Durchfihrung der

chronisch intermittierenden Peritonealdialyse zur Verfigung (Grof3, 2002 g).

Zuvor hatte Russel Palmer einen Peritonealdialysekatheter aus Silicon
entwickelt, der permanent im Peritoneum verbleiben konnte. Inspiriert wurde er
von der Entwicklung von Scribner und Quinton, die einen LangzeitgefalRzugang

aus Silicon produziert hatten (Grof3, 2002 g).

Norman Lasker vom Seton Hall College in New Jersey entwickelte den ersten
,peritoneal cycler. Dabei verband er die Techniken von Boen, Tenckhoff und
Palmer. Er verwendete Zweiliterflaschen mit Dialyseflissigkeit, die mit Hilfe der
Schwerkraft instilliert wurde. Mit dem ,cycler® wurden die Patienten in die

Heimdialyse entlassen (Grof3, 2002 g).

Dimitrios Oreopolus vom Toronto Western Hospital flhrte das erste
Heimdialyseprogramm mit intermittierender Peritonealdialyse im groéfReren
Rahmen durch. 1974 behandelte er eine Patientengruppe von 70 Patienten mit
dem von Lasker entwickelten Cycler. Er verwendete dafur den von Tenckhoff
entwickelten Katheter (Grof3, 2002 g).
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Jack Moncrief und Robert Popovic von der University of Texas entwickelten die
kontinuierliche ambulante Peritonealdialyse (CAPD). Sie schufen ein System,
bei dem zwei Liter Dialyseflissigkeit Uber vier Stunden im Peritoneum belassen
wurden und die Prozedur funf Mal in 24 Stunden durchgefthrt wurde. Damit war
es moglich, anders als bei der intermittierenden Form, den FlUussigkeitsentzug
und die Blutreinigung gleichmafiger zu gestalten. Ein Nachteil war zu dieser
Zeit die weiterhin hohe Infektionsrate (Grof3, 2002 g).

1979 wurde das erste CAPD-System von Baxter auf den Markt gebracht. Die
Lésung war mit Traubenzucker in drei verschieden Konzentrationen verfigbar
(Grof3, 2002 g).

Zunachst wurde die CAPD aufgrund der beflirchteten Komplikationen nicht bei
Diabetes-Patienten angewandt. Carl Kjellstrand von der University of Minnesota
schlug als erster vor Insulin wahrend der CAPD zu instillieren. Weiter ging noch
die Arbeit von C. T. Flynns aus dem Jahr 1979, der vorschlug, gerade Patienten
mit Nierenversagen und Diabetes mit CAPD zu behandeln. Mit langer
Verweildauer ware es moglich, eine ausreichende Diffusion des Insulin zu
erreichen und tatsachlich war es damit moglich, den Blutzucker wahrend der
Dialyse auf einem konstanten Niveau zu halten. Dies ist fur eine erfolgreiche
Therapie Voraussetzung. Zuvor war das Insulin nur bei Kurzdialysen von 30
Minuten zur Verwendung gekommen. Aufgrund seiner grof3en molekularen
Struktur reichte diese Zeit nicht aus, um das Insulin vom Peritoneum

aufnehmen zu lassen (Grol3, 2002 g).

Weiterhin wurden Anstrengungen unternommen, um die Komplikationsrate zu
verringern und Bauchfellentziindungen zu verhindern. So wurden
beispielsweise die Dialysate wahrend des Austauschverfahrens mit UV-
Strahlung behandelt (Grol3, 2002 g).
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1.2.2 Technik der Peritonealdialyse

Die Peritonealdialyse kann in verschiedene Verfahren unterteilt werden. Am
weitesten verbreitet ist sicher die kontinuierliche ambulante Peritonealdialyse
(CAPD). Daneben gibt es die automatische Peritonealdialyse (APD), die
intermittierende  Peritonealdialyse  (IPD), die kontinuierliche zyklische
Peritonealdialyse (CCPD), die nachtliche intermittierende Peritonealdialyse
(NIPD) und eine Kombination von CAPD und NIPD (Grof3, 2002 h).

Im Gegensatz zur Hamodialyse finden bei der Peritonealdialyse die
Austauschvorgange zur Entwasserung und Entgiftung im Bauchraum statt. Als
Dialysemembran dient hierbei das den Bauchraum auskleidende Peritoneum
(Grof3, 2002 h).

Das Peritoneum ist eine dinne Haut mit einer Oberflache von ein bis zwei
Quadratmeter, die den Bauchraum auskleidet und die Bauchorgane
groltenteils Uberzieht. Es ist sehr gut durchblutet und hat somit gute
Voraussetzungen fiir eine Austauschmembran. Uber den fest eingenadhten
Katheter wird das Dialysat eingelassen. Das Peritoneum wird davon umspult
und gibt die harnpflichtigen Substanzen und FlUssigkeit an das Dialysat ab.
Spater wird die mit Schlackenstoffen angereicherte Dialyseflissigkeit wieder
abgelassen (Grof3, 2002 h).

Die Flussigkeitsbilanz wird durch die Osmose reguliert. Uberschiissige
FlUssigkeit wird entzogen, da Traubenzucker mit einer Konzentration von
1,35 % bis 3,8 % (entsprechend 83 pmol/l bis 236 pmol/l) einen
entsprechenden osmotischen Druck aufbaut. Neben Traubenzucker werden
auch andere osmotisch aktive Substanzen wie Aminosauren und Icodextrin
verwendet. Die Giftstoffe werden mittels Diffusion an das Dialysat abgegeben
(Grof3, 2002 h).
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Bei der CAPD wird drei- bis fiUnfmal taglich Uber einen Katheter etwa zwei Liter
sterile Dialyseflussigkeit in den Bauchraum instilliert und spater wieder
abgelassen. Wahrend einer Verweildauer von vier bis acht Stunden nimmt das
Dialysat Giftstoffe und Fllssigkeit auf. Diese kontinuierliche Form der
Peritonealdialyse kommt der standigen, kontinuierlichen Entgiftungsfunktion der
Niere nahe. Bei dieser Form der Dialyse sind die Patienten, sobald sie die
Technik des Beutelwechsels und der Pflege des Systems erlernt haben,
weitgehend unabhangig von einer Dialyseeinrichtung. Natlrlich setzt dies
voraus, dass die Patienten grundsatzlich funktionell und intellektuell in der Lage
sein mussen, den Beutelwechsel vorzunehmen und dabei eine entsprechend

sterile Arbeitsweise einzuhalten (Grof3, 2002 b).

Abhangig von der Nierenrestfunktion, den anfallenden Giftstoffen, den
Essgewohnheiten und der kdrperlichen Aktivitdt werden jeden Tag drei bis funf
Beutelwechsel vorgenommen. Dabei werden die Beutel vor jeder Anwendung
auf Korpertemperatur erwarmt. Das Beutelvolumen betragt meist zwei bis
zweieinhalb Liter (Grof3, 2002 b).

Der Katheter wird in einer etwa 30-minltigen Operation in den Bauchraum
eingepflanzt. Er ist aus biegsamem Kunststoff und hat einen Durchmesser von
ca. funf Millimeter. Bei der Implantation kommt der Katheterausgang etwa auf
Hohe des Nabels zu liegen. Der Katheter selbst |auft dann praperitoneal
mehrere Zentimeter nach kaudal, bevor er in den Bauchraum mundet. Die
Katheterspitze sollte in der tiefsten Stelle des Abdomens zu liegen kommen,

damit das gesamte Dialysat wieder abflie3en kann (Grof3, 2002 b).

Die kontinuierliche zyklische Peritonealdialyse (CCPD) basiert auf der CAPD.
Diese Behandlungsform wird vorwiegend von den Patienten wahrend der Nacht
durchgefuhrt. Dabei wird eine Peritonealdialysemaschine verwendet. Die
Maschine fuhrt automatisch mehrere Dialysatwechsel durch und belasst das
letzte Dialysat den Tag uber im Bauchraum, bis der Patient sich am Abend

wieder an die Maschine anschlief3t (Grof3, 2002 c).
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Die meisten Patienten beginnen zuerst mit CAPD und entscheiden sich spater
fur einen Wechsel zur CCPD bei nachlassender Effektivitat, da diese durch

maschinelle Verfahren in der Regel gesteigert werden kann (Grof3, 2002 c).

Bei der intermittierenden Peritonealdialyse findet die Therapie dreimal
wdchentlich in einem Dialysezentrum statt. Die Therapie dauert acht Stunden
und wird mittels Dialyse-Maschine durchgefuhrt (Grof3, 2002 f).

Abb.3 Laparoskopischer OP-Situs: PD-Katheter bei EPS
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1.3 Verkapselnde Peritonealsklerose (“encapsulating peritoneal
sclerosis”, EPS)

1.3.1 Einleitung

Das den Bauchraum auskleidende und mehrere abdominelle Organe
umgebende Peritoneum ist ein sehr robustes Gewebe. Es enthalt
Ausstulpungen, die als Omentum majus und Appendices epiploicae im Rahmen
der Infektabwehr wichtig sind. Bei abdominellen Entzindungen kann das
Peritoneum deshalb entziindetes Gewebe und Organe so umgeben, dass die

anderen Bauchorgane vor der drohenden Entzindung geschutzt werden.

Weiterhin ist das Bauchfell sehr gut durchblutet und aufgrund seines histo-
morphologischen Aufbaus fahig, eine Ultrafiltration zu ermdglichen. Diese

Fahigkeit macht man sich bei der Peritonealdialyse (CAPD) zunutze.

Abb.4 Laparoskopischer OP-Situs einer verkapselnden Peritonealsklerose
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Eine Beeintrachtigung dieser Fahigkeit kann durch eine Peritonitis
hervorgerufen werden. Wird die zellulare Integritat und damit sukzessiv die
Funktion des Peritoneums geschadigt, nimmt die Ultrafiltrationsfahigkeit ab und
in vielen Fallen muss die Peritonealdialyse abgebrochen werden. Die Patienten
mussen in diesem Fall auf ein anderes Nierenersatzverfahren wie die

Hamodialyse ausweichen.

In vielen Fallen hangt die Peritonitis direkt mit den Umstanden der
Peritonealdialyse zusammen. Es liegt in der Natur der Sache, dass durch eine
standige Verbindung mit der AufRenwelt Keime in das Abdomen gelangen
konnen. Dies ist insbesondere der Fall, wenn die empfohlenen
Hygienebedingungen nicht eingehalten werden. Bei der sogenannten CAPD-
assoziierten Peritonitis wird eine lokale, aber auch systemisch wirksame
antibiotische Therapie intraperitoneal durchgeflihrt und abhangig vom Keim
entschieden, ob der Katheter explantiert und Uber einen gewissen Zeitraum

hamodialysiert werden muss.

In seltenen Fallen jedoch tritt bei der Peritonealdialyse eine besondere
Komplikation auf, die so genannte verkapselnde Peritonealsklerose oder
.encapsulating peritoneal sclerosis“. Diese Erkrankung ist besonders fur die
Patienten, die eine Peritonealdialyse durchfuhren, eine schwerwiegende
Beeintrachtigung und eine lebensbedrohliche Komplikation. Die Reaktionen des
Peritoneums auf eine Noxe sind individuellen Schwankungen unterworfen. Es
ist bekannt, dass durch die Peritonealdialyse das Peritoneum in seiner Funktion

alteriert wird.

In einer langangelegten Studie Uber den Zeitraum von 1979 bis 2000
beobachteten Cancarini et al. 510 Patienten, die in dieser Zeit mit der
Peritonealdialyse begonnen hatten. Im Mittel fUhrten die Patienten die
Peritonealdialyse Uber einen Zeitraum von 8,79 Jahren durch. Im beobachteten
Zeitraum wechselten 130 Patienten das Dialyseverfahren (Cancarini et al.,
2000).
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Die Grunde hierfur waren sehr unterschiedlich. Jedoch fuhrten bei 46 Patienten
(35,4 %) Peritonitiden und deren Komplikationen zum Abbruch des Verfahrens.
Weitere 11 Patienten (8,5 %) wechselten das Verfahren aufgrund von Hernien,
peritoneal und pleuraler Komplikationen und abdominellen Beschwerden als
Folge des erhohten intraabdominellen Druckes. 10 Patienten (7,7 %) brachen
wegen schlechter ,clearance® der harnpflichtigen Substanzen und 5 (3,8 %)

wegen inadaquater Ultrafiltration ab (Cancarini et al., 2000).

In diesem Rahmen forderten die Autoren den verstarkten Einsatz von
biokompatiblen Dialysaten, da damit erreicht werden konnte, dass das
Peritoneum nicht in gleichem Malie seine Abwehrfahigkeit gegenuber
pathogenen Organismen verliert wie beim Einsatz herkdmmlicher Dialysate
(Cancarini et al., 2000).

Daneben tritt die EPS auch bei anderen Krankheiten oder auch idiopathisch
auf. Sie betrifft vor allem junge weibliche Patientinnen aus tropischen und
subtropischen Regionen; in der Literatur findet man jedoch auch einzelne
andere Falle aus anderen Teilen der Welt. Sie wurde zum ersten Mal 1978 von

Foo et al. beschrieben (Serafimidis et al., 2006).

Die Wahrscheinlichkeit eines Auftretens ist jedoch wesentlich hdher, wenn man

langjahrig eine Peritonealdialyse durchfihrt (Oreopoulos et al., 2005).

Seit der Einfuhrung der kontinuierlichen Peritonealdialyse 1975 hat es viele
Entwicklungen und Erfindungen gegeben, wie zum Beispiel neue Konnektoren,
die die Infektionsraten drastisch gesenkt haben. Icodextrin oder
Aminosaureldsungen finden als Dialysat gerne Anwendung, da diese
Substanzen experimentell inert sind, die Ultrafiltration verbessern, das
Peritoneum weniger belasten sollen und die Glukosebelastung des Organismus

senken (Oreopoulos et al., 2005).

27



Glucose als Grundsubstanz spielt Uber die Entstehung von Glucose-
Degradations-Produkten (GDP) und ,advanced glycation end products® (AGE)
bei der Entstehung der peritonealen Fibrose eine wichtige Rolle (Garosi, 2003).
Es besteht eine positive Korrelation der Akkumulation von AGEs mit reduzierter
Ultrafiltration und peritonealer Fibrose (Honda et al., 1999). Auf die einzelnen
Mechanismen wird im Kapitel Gber Peritonealfibrose (4.2) eingegangen.

Die EPS wird heute als typische Komplikation einer Peritonealdialyse eingestuft
(Oreopoulos et al., 2005). Am sichtbarsten ist die Signifikanz der EPS in Japan.
Das liegt zum einen daran, dass dort Transplantate nur ganz selten verfligbar
sind und nur 0,003 % der Patienten mit chronischem Nierenversagen ein
funktionierendes Transplantat haben. Weiterhin scheint es in Japan eine hdhere
Pravalenz und Inzidenz der EPS zu geben. Diese Tatsache lasst sich damit
erklaren, dass in Japan viele Patienten langer mit Peritonealdialyse behandelt
wurden als in anderen Landern. So wurden 14 % der jetzigen Peritonealdialyse-
Patienten schon mehr als zehn Jahre mit Peritonealdialyse behandelt

(Oreopoulos et al., 2005).
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1.3.2 Epidemiologie und Geschichte

Im Jahr 1980, als zum ersten Mal bei Patienten, die Peritonealdialyse
durchgefuhrt hatten, eine EPS diagnostiziert wurde, galt diese Komplikation als
fatal. Diese Auffassung hat die Akzeptanz und die weitere Verbreitung der PD
insbesondere in Japan zunachst einmal gedampft. (Kawanishi und Moriishi,
2005)

Jedoch helfen uns Einblicke in die zugrundeliegende Pathophysiologie und in
die Moglichkeit der Pravention und Therapie mehrere Aspekte der Krankheit
besser zu verstehen, und es konnte in jungster Zeit eine Reduktion der hohen
Mortalitat dokumentiert werden (Kawanishi und Moriishi, 2005).

Nach den ersten Fallen aus dem Jahr 1980, die von Gandhi et al. (Gandhi et
al., 1980) und Denis et al. beschrieben wurden, konnte in den Folgejahren eine
Grolizahl von Berichten mit zumeist kleinen Patientenzahlen veréffentlicht
werden (Kawanishi und Moriishi, 2005).

Die erste groRe Studie, die 68 Falle von EPS beschrieb, wurde 1987 von
Slingeneyer et al. verdffentlicht. Darin ist ausgefihrt, dass bei vielen Patienten
Episoden von Peritonitiden vorausgegangen waren und schwere Symptome
von Peritonitis bei 45 % der Falle vorlagen. 66 % der Falle von EPS traten erst
nach der Absetzung der Peritonealdialyse auf. In 57,5 % der Falle wurde Azetat
als Dialysat verwendet, woraus man schloss, dass Azetat in der Entwicklung

der EPS eine wichtige Rolle spielt (Slingeneyer, 1987).

Ein Jahr spater berichteten Oules et al. von 55 Fallen von EPS aus dem
Register der ,European Dialysis and Transplant Association®. Bei der Studie
wurden Falle erfasst, bei denen durch Laparoskopien oder Obduktionen
verlasslich gezeigt wurde, dass es im Darm zur typischen Verkapselung von
Darmschlingen durch eine fibrése Membran (,coccon®) gekommen war (Oules
et al., 1988).
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Die Inzidenz variierte dabei zwischen verschiedenen europaischen Landern.
Sie lag zwischen 2,1 und 3,1 Fallen (jeweils pro tausend Patienten) in
Frankreich und Belgien, bei 1,5 Fallen in GroRbritannien, der Schweiz und in

Schweden und bei nur 0,3 Fallen in Spanien (Oules et al., 1988).

Dabei wurden mehrere potentielle Risikofaktoren fur das Entstehen der EPS
beschrieben. Unter ihnen waren vorausgegangene Episoden von Peritonitiden,
die Verwendung von Desinfektionsmitteln, die Art des Dialysats (Azetat, Laktat),
intraperitoneale Medikamentenapplikation und die Einnahme von B-Blockern.
Die einzige statistisch signifikante Verknipfung (p < 0,01) mit der EPS lag
allerdings nur bei Chlorhexidin vor, das zum Desinfizieren von

Katheterverbindungen verwendet wird (Oules et al., 1988).

Nachdem die EPS in den Mittelpunkt des Interesses gerlckt war, wurden
groRangelegte retrospektive Studien von Rigby und Hawley aus Australien und
von Nimito et al. aus Japan publiziert. Eine Folgestudie wurde von Kawanishi

und Kawaguchi angefertigt (Kawanishi und Moriishi, 2005).

Die Untersuchung von Hawley und Rigby umfasste alle Patienten (n = 7374)
aus Australien und Neuseeland, die von 1980 bis 1994 Peritonealdialyse
durchgefuhrt hatten. Dabei wurden 54 Falle von EPS gefunden, was einer
Inzidenz von 0,7 % (7 pro 1000 Patienten) entsprach. Die mittlere PD-Dauer
betrug 52 + 30 Monate (Intervall 8-127 Monate). Die Inzidenz der EPS
korrelierte mit Dauer der Peritonealdialyse. So betrug die Inzidenz nach zwei
Jahren PD-Dauer 1,9 %, nach finf Jahren 6,4 %, nach sechs Jahren 10,8 %
und nach acht Jahren 19,4 %. Bei 85 % (n = 46) der Patienten wurde die
klinische Diagnose durch eine Operation (n = 44) oder Computertomographie
(n = 2) bestatigt (Rigby und Hawley, 1998).
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Bei 40 % der Patienten wurde anamnestisch Uber eine vorangegangene
Peritonitis berichtet. Die Autoren schlossen, dass bei einer PD-Dauer von mehr
als funf Jahren das EPS-Risiko stark ansteigt und demnach diese Patienten
besonders sorgfaltig untersucht werden sollten. Bei dieser Studie wurde nicht
gezeigt, wie viele Patienten erst nach dem Absetzen der Peritonealdialyse eine
EPS entwickelten (Rigby und Hawley, 1998).

Nomoto et al. veroffentlichten ihre Studie im Jahr 1996. Dabei fanden sie 124
Falle von EPS in einer Population von 7343 PD-Patienten. Das entsprach einer
Inzidenz von 1,7 %. Die mittlere PD-Dauer betrug 82,9 Monate und bei 54 %
der Patienten entwickelte sich die Krankheit erst nach Absetzen der
Peritonealdialyse. Dabei vergingen im Mittel 4,5 Monate zwischen Absetzen der
PD und dem Auftreten der EPS. Die Mortalitat betrug nach dem Auftreten der
EPS im ersten Jahr 31,5 %, im zweiten Jahr 41,7 % und im dritten Jahr 62 %
(Nomoto et al., 1996).

Die Studie von Nomoto et al. hatte die Bestimmung der Inzidenz der EPS bei
PD-Patienten zum Ziel. Diese enthielt aber keine genaue Information Uber die
therapeutischen Methoden, die bei den Patienten angewendet worden waren.
Deshalb wiederholten Kawanishi und Kawaguchi im Jahr 2000 diese Studie. Sie
fanden 106 Falle von EPS in einer Gruppe von 3760 Patienten, was einer
Inzidenz von 2,8 % entsprach. Die mittlere PD-Dauer betrug 86,7 Monate
(Intervall 4-198 Monate). Bei Patienten, die langer als funf Jahre
Peritonealdialyse durchgefuhrt hatten, betrug die Inzidenz 8,0 %. Bei 85 % der
Patienten begann die EPS erst nach dem Absetzen der Peritonealdialyse. Die
Mortalitdt war nach dem ersten Jahr der Erkrankung 36 % und nach dem
zweiten 42 %. Alle Patienten erhielten totale parenterale Ernahrung (TPN). Die
Remissionsrate betrug bei TPN alleine 30,1 %, bei zusatzlicher Therapie mit
Corticosteroiden 36,3 % und bei zusatzlicher chirurgischer Therapie 35,4 %.
Daher wurde es als nutzlich angesehen, die Patienten zu operieren und sie mit

Corticosteroiden zu behandeln (Kawanishi und Moriishi, 2005).
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Nakamoto et al. fuhrten eine weitere retrospektive Studie durch, die Ergebnisse
der Studien von Nomoto und Kawanishi einschloss. Er fand in einer Population
von 11.549 PD-Patienten 256 Patienten, die eine EPS entwickelt hatten. Damit
betrug die Inzidenz 2,2 %. Daneben beschrieben sie eine sehr hohe Einjahres-
Mortalitat von 39,1 % nach Ausbruch der EPS. Sie betonten die Notwendigkeit
der psychologischen Betreuung der EPS-Patienten (Nakamoto et al., 2002).

Da alle vorhergegangenen Studien retrospektiv angelegt waren, begannen
Kawanishi und Kollegen im Jahr 1999 eine prospektive Studie zur Ermittlung
der Inzidenz der EPS wund zur Beziehung zwischen Absetzen der
Peritonealdialyse und Auftreten der EPS. Uber einen Zeitraum von vier Jahren
wurden 1958 PD-Patienten in 57 Zentren beobachtet. EPS trat bei 48 Patienten
auf, was einer Inzidenz von 2,5 % entspricht. Dabei waren die Patienten im
Mittel 114,3 Monate (Intervall 36-201,4 Monate) mit Peritonealdialyse
behandelt worden. In 68,8 % der Falle trat die EPS nach dem Absetzen der
Peritonealdialyse auf. Wie in anderen Studien stieg die Inzidenz mit
vorangegangener PD-Dauer. Die Inzidenz und Mortalitat sowie die
Remissionsraten in Abhangigkeit von der PD-Dauer sind in der Abbildung 5

aufgelistet (Kawanishi et al., 2004).

Drei therapeutische Ansatze wurden bei der EPS verfolgt. Neben der alleinigen
totalen parenteralen Ernahrung wurden Patienten auch mit Corticosteroiden
behandelt oder operiert. Keiner der Patienten, die nur TPN erhielten, kam in
Remission. Dagegen erholten sich 38,5 % der Patienten, die zusatzlich noch
Corticosteroide erhalten hatten, und 58,3 % der Patienten, die zusatzlich noch
operiert wurden. Insgesamt kamen 45,8 % der Patienten in Remission und 37,5
% starben. Bei 16,7 % der Patienten blieb der Zustand im Zeitraum der
Untersuchung unverandert. Die Gruppe schloss daraus, dass das Risiko, EPS
zu bekommen, stark erhoht ist, wenn man langer als acht Jahre
Peritonealdialyse durchfihrt und die heutigen, auf Glukose basierenden,

Dialysate verwendet (Kawanishi et al., 2004).
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PD-Dauer Patienten Inzidenz Mortalitat Remission
[Jahre] [n] [n (%]] [n (%]] [n (%)]

<3 337 0 0 0

3-<5 554 4 (0,7) 0 (0) 4 (100)
5—<8 576 12 (2,1) 1(8,3) 10 (83,3)
8-<10 239 14 (5,9) 4 (28,6) 6 (42,9)
10—<15 223 13 (5,8) 8 (61,5) 2 (15,3)
>15 29 5(17,2) 5 (100) 0 (0)
Gesamt 1958 48 (2,5) 18 (37,5) 22 (45,8)

Abb. 5 Inzidenz und ,outcome“ von Patienten mit EPS in Abhangigkeit von der

Peritonealdialysedauer (Kawanishi und Moriishi, 2005)

Zusammenfassend lassen sich drei zentrale Punkte im heutigen Verstandnis

der EPS formulieren:

1. Diese Erkrankung kommt gehauft bei Patienten vor, die Uber lange Zeit
Peritonealdialyse durchfihren.

2. Rezidivierende Peritonitiden sind Risikofaktoren fur das Auftreten.

3. In zahlreichen Fallen tritt die EPS erst nach Beendigung der

Peritonealdialyse auf (Kawanishi und Moriishi, 2005).
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1.3.3 Pathogenese und Pathophysiologie der EPS

Einige Autoren nehmen an, dass die schlechte Biokompatibilitat der Dialysate
der Hauptgrund fur die zunehmende Peritonealsklerose ist, die in histologischen
Schnitten von PD-Patienten regelmafig zu finden ist. Viele Studien beschreiben
die Auswirkungen der Peritonealdialyse auf Mesothelzellen, Makrophagen,

neutrophile Granulozyten, Lymphozyten und Fibroblasten (Garosi, 2003).

Bei der EPS handelt es sich klinisch um ein eigenstandiges Krankheitsbild, das
aber haufig auf dem Boden einer Peritonealsklerose gefunden wird. Es sind
lediglich  Risikofaktoren  bekannt, wie zum Beispiel eine lange
Peritonealdialysedauer, die mit der Entstehungswahrscheinlichkeit korreliert
sind. Aber auch das ist nicht notwendigerweise immer der Fall, da auch Falle
bekannt sind, bei denen die EPS schon kurz nach Initiation der PD-Therapie

aufgetreten ist (Garosi, 2003).

Die schlechte Biokompatibilitat der Dialysate kdnnte ein das Krankheitsbild
bahnender wichtiger Risikobegleitfaktor sein. Fruher wurde der Ausbruch der
EPS mit Acetat-Puffer-Lésungen, Chlorhexidin, Povidon-lod, Bakterienfiltern,
Plastikpartikeln und Weichmachern in Verbindung gebracht. Die einzige
signifikante Assoziation allerdings wurde mit den Acetat-Losungen beschrieben
(Garosi, 2003). Daraufhin wurden die Dialysate durch Lésungen auf Lactat-

Basis ersetzt und die EPS-Inzidenz fiel schnell (Oreopoulos et al., 2005).
In anderen Fallen, in denen die EPS nicht auf die Peritonealdialyse

zurickzufihren ist, wurde der B-Blocker Practolol mit hunderten von Fallen von
EPS in Nicht-Dialyse-Patienten in Verbindung gebracht (Garosi, 2003).
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Andere B-Blocker, wie Atenolol, Metoprolol, Propranolol, Oxprenolol und Timolol
wurden mit eingeschlossen. In Tiermodellen hemmten die B-Blocker die
Freisetzung von Surfactant aus Pneumozyten Typ Il. Damit kdnnten im ganzen
Korper serése Haute geschadigt werden. Tatsachlich wurden in 25 % der Falle
von EPS, die mit Practolol in Verbindung gebracht worden waren,
Fibrosierungen der Pleura, Perikarditiden und Gelenkergusse beschrieben
(Garosi, 2003).

Im Hinblick auf die EPS bei PD-Patienten liegt allerdings keine signifikante
Verbindung vor (Oreopoulos et al., 2005).

Eine infektidse Peritonitis ist der haufigst genannte Risikofaktor fur EPS. Das
wird auch durch signifikante epidemiologische Daten gestitzt. Jedoch ist eine
bakterielle Peritonitis nicht eine ,sine qua non®, um die EPS zu entwickeln.
Weiterhin erhdhen einige Erreger das Risiko deutlich. Staphylococcus aureus,
Pilze, Pseudomonas spp. und Hamophilus influenzae sind hervorzuheben, da

sie fahig sind, eine grol3e Menge Fibrin zu produzieren (Garosi, 2003).

Aus morphologischer Sicht gibt es zwei entscheidende, verursachende
Faktoren. Der eine ist die Fibrinablagerung. Die Fibrinablagerung und -
organisation folgt der Exsudation des Fibrins aus den peritonealen Gefalten. Da
die kleinen GefalRe bei Langzeit-PD-Patienten  oft sklerosiert sind, ist die
Exsudation auch ein chronischer Prozess. Daneben fordert auch die chronische

Entzindung die Plasmaexsudation (Honda und Oda, 2005).

Mehrere Autoren haben die verstarkte Aktivitat der Nitritoxidsynthase (NOS)
und die Bildung von ,advanced glycation end products® (AGE) in den Peritonea
von Langzeit-PD-Patienten beschrieben. Beide Faktoren kdnnen die Bildung
von VEGF einleiten. In experimentellen Peritonealdialyse-Ratten konnte durch
die Gabe von VEGF die Neoangiogenese induziert und eine vermehrte

Exsudation des Peritoneums bewirkt werden (Nakayama, 2005).
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Eine Vasculopathie, die bei Langzeitpatienten der Peritonealdialyse auftritt, geht
mit spezifischen Schwellungen besonders im Bereich der Wand von Venulen
einher. Qualitative und quantitative Veranderungen des Gefallsystems kdnnten
Anderungen der Mikro-zirkulation des Peritoneums bewirken. Diese fiihren zu
einem erhdhten hydrostatischen Druck in den tbrigen Gefalten. Als Folge steigt
der Stofftransport und die Wasserfiltration Uber die Membran (Nakayama,
2005).

Wahrend der PD-Therapie wird anfanglich Fibrin durch das Dialysat
abgewaschen. Wird die Peritonealdialyse jedoch abgesetzt, beschleunigt sich
der Prozess, da die Exsudation weiter stattfindet. Aus diesem Grund sollte, folgt
man einigen Autoren, bei Verdacht auf EPS oder auf eine Entzindung im
Peritoneum eine Peritoneallavage  durchgefiihrt werden, bis die

Entziindungszeichen verschwinden (Honda und Oda, 2005).

Zusatzlich gilt nach Initiierung durch Fibrinablagerungen bei vermindertem
Abbau die Aktivierung und Vermehrung der Fibroblasten in dieser Fibrinmatrix
als wichtig. Die Verklebung des Peritoneums bewirkt die schwere
Darmimmobilitat, die dann zum lleus flihren kann. Solch eine Fibrosierung des
Peritoneums kommt in Entzindungssituationen des Peritoneums haufig vor. Die
Aktivierung und Vermehrung der Fibroblasten und die daraus resultierende
Fibrosierung sind hoch signifikant in der Entwicklung der EPS (Honda und Oda,
2005).

Es scheint also nutzlich, Veranderungen in der Aktivierung und Vermehrung der
Fibroblasten zu beurteilen, um die EPS zu diagnostizieren. Viele
entzindungsférdernde Faktoren wie Cytokine und Wachstumsfaktoren spielen
eine wichtige Rolle in der Proliferation und Aktivierung der Fibroblasten (Honda
und Oda, 2005).
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1.3.3.1 Die ,,two hit“-Theorie

Diese Theorie geht davon aus, dass fur das Auftreten der EPS zwei Faktoren

bendtigt werden:

1. Ein pradisponierender Faktor, wie die Schadigung des Peritoneums
durch die langjahrige Peritonealdialyse.

2. Ein auslésender Faktor, wie ein durch ,Plasmaleak® verursachter
vermehrter Austritt von Fibrin und unzureichender Abbau desselben
durch fehlende Mastzellen (Alscher et al., 2007).

Die Schadigung des Peritoneums, wie teilweise schon angeflhrt, prasentiert
sich als morphologische und funktionelle Veradnderung als Folge von
verschiedenen Verletzungen des Peritoneums. Dazu gehdren bioinkompatible
Dialyselosungen, wiederkehrende Peritonitiden und uramische Zustande
(Honda und Oda, 2005).

Die morphologischen Veranderungen umfassen die Ablésung der
Mesothelzellen, interstitielle Fibrose, Gefallsklerose und Neoangiogenese. Bei
den funktionellen Veranderungen fallen der erhdhte Stofftransport und eine
verringerte Ultrafiltration auf. Dieser Zustand wird als Peritonealsklerose
bezeichnet und wird regelmafig in den Peritonea der EPS-Patienten gefunden.
Die Schadigung des Peritoneums fiuhrt zu einer erhdhten Neigung zur
Plasmaexsudation von Fibrin und Koagulationsfaktoren wie Fibrinogen. Durch
diese Stoffe werden die Verkapselung und die Verklebung der Darmschlingen

vorangetrieben (Honda und Oda, 2005).

Normalerweise wird Fibrin durch die Tryptase der Mastzellen abgebaut.
Allerdings fanden Alscher et al., dass die Anzahl der Mastzellen bei Patienten
mit EPS verringert war. In anderen chronisch-inflammatorischen Erkrankungen
des Peritoneums sowie bei Langzeitpatienten der PD war die Anzahl der
Mastzellen deutlich erhoht (Alscher et al., 2007).
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Sie fanden weiterhin eine negative und hochsignifikante Korrelation zwischen
der Anzahl der Mastzellen und der Fibrose und eine signifikante, positive
Korrelation zwischen der Anzahl der Mastzellen und der Vasculopathie. Bleibt
die fibrinolytische Aktivitat der Mastzelltryptase durch die verminderte Anzahl
der Mastzellen aus, wird die Fibrinablagerung erleichtert und die Fibrose
verstarkt (Alscher et al., 2007).

Mastzellen enthalten angiogenetische Faktoren wie VEGF und auch die
Mastzell-Tryptase, die zu einem friheren Zeitpunkt der Pathogenese der EPS
zu einer vermehrten Bildung von Gefalten fuhren kann. Diese Gefale sind
jedoch deutlich vulnerabler und permeabler als andere Gefal’e und erleichtern
durch den sogenannten Plasmaleak den Austritt von Fibrin in das Peritoneum
(Alscher et al., 2007).

In dem zweiten ,Schlag” werden durch einen Plasmaleak aus den brichigen,
neugebildeten Gefallen Plasmaproteine freigesetzt, unter denen sich auch
Fibrin befindet. Durch den oben beschrieben verminderten Mastzellbestand bei
EPS-Patienten ist der Abbau von Fibrin verringert und die Coccon-Bildung

schreitet voran (Alscher et al., 2007).

Weiterhin kdnnen auch inflammatorische Stimuli zur Schadigung des
Peritoneum beitragen. Die Entziindungsfaktoren férdern auch die Vermehrung
der Fibroblasten und damit die Peritonealsklerose und die intestinalen
Verklebungen (Honda und Oda, 2005).

Basierend auf mehreren pathologischen und klinischen Beobachtungen kann
das mdgliche Verhaltnis zwischen dem Grad des ersten und zweiten ,Schlages®
beschrieben werden. Der Grad der peritonealen Schadigung (der erste
,ochlag®) nimmt mit Dauer der Peritonealdialyse zu. Der Ausbruch der EPS
hangt vom absoluten Ausmall der Schadigung des Peritoneums und der

aufgelagerten Entziindung ab (Honda und Oda, 2005).
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Dabei muss das absolute Ausmal groRer als die Schwelle zum Ausbruch der
EPS sein. Mit Zunahme der PD-Dauer nimmt die Schwelle der bendtigten
Entzindung ab. Demnach reicht bei Patienten, die lange Zeit mit PD therapiert
worden sind, ein geringer entzindlicher Stimulus aus, um eine EPS zu
entwickeln. Bei Patienten, die erst seit kurzer Zeit Peritonealdialyse machen,
muss der Stimulus dagegen umso starker sein, da deren Peritoneum weniger
vorgeschadigt ist (Honda und Oda, 2005).

EPS wurde bei Patienten ohne PD oft in Verbindung mit Tumoren beschrieben.
Darunter sind das Magenkarzinom, das Ovarialkarzinom, das
Pankreaskarzinom, das Nierenzellkarzinom, das histiozytare Lymphom und die
adenomatdse Pollipose des Kolons. Ahiméns Gruppe betrachtete diese Falle

als Paraneoplasien (Garosi, 2003).
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Abb. 6 Wahrscheinlichkeit, nicht an der EPS zu erkranken in Abhangigkeit von der Dauer
der Peritonealdialyse. PD = Peritonealdialyse (Kawaguchi et al., 2005)
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In Fallen von EPS bei Patienten, die keine Peritonealdialyse durchfuhren und
bei denen keine anderen bekannten Ausloser zu erheben sind, sind zwei
weitere Gesichtspunkte zu bericksichtigen. Zum einen sind in solchen Fallen
oft andere serdse Haute im Korper betroffen, was eine autoimmune Genese
moglich erscheinen lasst. Und zweitens konnte es eine genetische
Pradisposition geben: die EPS findet sich gehauft bei Frauen in den Subtropen
und es gibt familidare Formen, wie die familidare multifokale Fibrosklerose
(Garosi, 2003).
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1.4 Ziel der Studie

Die EPS ist eine schwerwiegende Komplikation der Peritonealdialyse und
obwohl selten damit aber als typische Komplikation von grofer Relevanz far
das gesamte Verfahren. Die Atiologie und Pathogenese dieser Erkrankung ist
noch nicht ausreichend prazise bekannt. Es sind Einzelfaktoren in der
Diskussion, eine systematische Evaluierung von Fibrosefaktoren ist aber bisher

nicht durchgefthrt worden.
Bei dieser Arbeit soll Gberprift werden, ob jene Faktoren die Entstehung einer

Fibrose verursachen oder zumindest begunstigen kdénnen und bei der EPS

erhoht nachweisbar sind.
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten

Es wurden Gewebeproben von Peritonea von 50 Patienten verwendet, die im

Rahmen von Operationen gewonnen wurden. Davor wurde von den Patienten

eine Einverstandniserklarung eingeholt. Neben der Verumgruppe wurden vier

weitere Patientengruppen in die Studie einbezogen.

In die Verumgruppe der

Patienten mit EPS wurden neun Patienten

eingeschlossen, die klinisch und pathologisch die Diagnosekriterien einer EPS

erfullten. Die Peritonea der Patienten mit EPS konnten alle den ,high

transporter® zugeordnet werden. Fur diese Gruppe wurden auch Histologien

von Patienten aus Lahr und Freiburg verwendet. Dabei wurden folgende

klinische und histologische Diagnosekriterien angewandt:

Klinische Diagnosekriterien

Zeichen des lleus

o Appetitlosigkeit

e Nausea und Vomitus

o Vollegefuhl

e Abdominalschmerzen

e Abwesenheit von
Darmgerauschen

e Verstopfung

e Diarrho

e Anorexie

e Gewichtsverlust

Zeichen der Entziindung

e Fieber
e Aszites
e Schwache

e Gewichtsverlust

Zeichen der peritonealen Verklebungen

e Dblutiges Dialysat
e Aszites
e abdominelle Beschwerden

e abdominelle Raumforderung

Abb. 7 Klinische Diagnosekriterien der EPS (Honda et al., 2003)
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Histologische Diagnosekriterien fur die EPS

e Fibrinablagerung

e Abtragung der Mesothelzellen

e Interstitielle Fibrose

e Schwellung der Fibroblasten

e Perivaskulare Blutungen

o Kapillarangiogenese

e Mikrovaskulare Sklerosierung

¢ Interstitielle Monozyten-Infiltration

¢ Anwesenheit immunhistochemischer Marker flir Fibroblastenaktivierung

und Fibroblastenvermehrung im Peritoneum

Abb. 8 Histologische Diagnosekriterien der EPS (Honda et al., 2003)

In eine weitere Gruppe wurden elf Paraffinschnitte einbezogen, die histologisch
dem Bild einer Fibrosierung des Peritoneums entsprachen, klinisch und
laborchemisch aber nierengesund waren. Acht Patienten wurden einer
Herniotomie bei bestehender Hernia inguinalis unterzogen, zwei wurden zum
Zweck der Adhasiolyse operiert und einem wurde ein Dysgerminom entfernt.
Alle Patienten hatten eine normale Nierenfunktion und untergingen keinem

Nierenersatzverfahren.

Die dritte Patientengruppe umfasste zehn Paraffinschnitte von Patienten, bei
denen histologisch eine chronische Appendizitis diagnostiziert wurde. Die
chronische Appendizitis wurde wie folgt definiert: Narben in der Submucosa und
geringe bis mittlere lymphoplasmazellullare Infiltration in die Tunica Propria

oder Subserosa.
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Die vierte Gruppe schloss die Paraffinschnitte von zehn Patienten ein, die
CAPD (,continuous ambulatory peritoneal dialysis®) als Nierenersatzverfahren
verwenden und bei denen Kklinisch und histologisch keine verkapselnde
Peritonealsklerose diagnostiziert worden war. Die Proben wurden mindestens

10 cm vom PD-Katheter entfernt entnommen.

Bei der letzten Patientengruppe handelte es sich um zehn Proben von vier
mannlichen und sechs weiblichen Patienten, die histologisch dem
Normalbefund eines gesunden Peritoneums entsprachen. Die Proben wurden
im Rahmen von Hernioplastiken bei direkten und indirekten Herniae inguinales
gewonnen. Diese Gruppe wurde wahrend der Studie als Kontrollgruppe

bezeichnet.

Die Patienten der Gruppen EPS und CAPD verwendeten mit der Ausnahme
eines Patienten der Peritonealdialyse-Gruppe Dialysel6sungen mit saurem pH
(5,2). Bei dem einzelnen Patienten wurden neutrale Lésungen (pH 7,0-7,7)

eingesetzt.
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2.2 Histologische Bearbeitung

Von den meisten Patienten waren mehrere Paraffinblocke im Archiv der
Pathologie des Robert-Bosch-Krankenhauses vorhanden. Von den Patienten
aus Lahr und Freiburg wurden uns die Paraffinblocke freundlicherweise
Uberlassen. Es wurden Bldocke ausgewahlt, die makroskopisch einen grofen

Anteil Peritoneum enthielten.

Die Praparate wurden mit einer Dicke von 3 ym mit einem Leica RM2055
Mikrotom (Fa. Leica, Deutschland) geschnitten und auf einen ChemMate
Objekttrager (Fa. DAKO BioTek Solutions, USA) aufgebracht. Die
Paraffinschnitte wurden dann Uber Nacht bei 56° Celsius getrocknet und auf

dem Objekttrager fixiert.

Daran schloss sich die Entparaffinierung an, um histologische und
immunhistochemische Farbungen mdglich zu machen. Die einzelnen Schritte
der Entparaffinierung werden in den Abschnitten der einzelnen Farbungen

naher beschrieben.
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2.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Féarbung)

Fir die Entparaffinierung verwendet man Microclear (Fa. Vogel, Deutschland)
und lasst die Schnitte darin 15 Minuten stehen. Daran schlie3en sich Bader in
Alkohollésungen mit absteigender Alkoholkonzentration an. In 100-prozentigem
Alkohol wird das Microclear herausgewaschen. In einer absteigenden
Alkoholreihe (96 %, dann 70 %) und schlieBlich in Aqua dest. werden die

Schnitte gespult, um sie den wassrigen Farbstoffen zuganglich zu machen.

Als erste Farbung werden die Schnitte dann mit filtrietem Hamalaun (Fa.
Merck, Deutsch-land) funf Minuten inkubiert. Damit wird eine dunkelblaue
Farbung der Zellkerne erreicht. AnschlieRend wird funf Minuten lang ausgiebig
unter flieBendem Leitungswasser gespult, um die Saurereste des Farbstoffs

herauszuwaschen.

Als Gegenfarbung werden nun die Schnitte in Eosin (Fa. Surgipath Medical
Industries, USA) eine Minute lang inkubiert. Damit werden Zellplasma,
Muskulatur und Bindegewebe rosa gefarbt. Hinterher werden die Schnitte kurz
mit Aqua dest. gespult. Mit 70-prozentigem Alkohol wird Uberschussige Farbe
entfernt, diesen Vorgang nennt man Differenzieren. Dazu beginnt hier die
Entwasserung der Schnitte, die in der aufsteigenden Alkoholreihe (96 %, dann
100 %) fortgesetzt wird. Die Schnitte werden fir eine Minute in Microclear-
Lésung eingelegt und anschlieRend mit einem Papiertuch vorsichtig abgetupft

und leicht feucht bis trocken eingedeckt.

Schliel3lich wird ein dunner Streifen Gurr DePeX Mounting Medium (Fa. BDH,
USA) auf den Schnitt aufgetragen und darauf ein passendes Deckglas gelegt.
Eventuell entstandene Luftblasen werden vorsichtig mit einer Pinzette
herausgeschoben, so dass das Gewebe komplett durch das Kunstharz
konserviert wird. So geschutzt sind die Praparate ohne Qualitatsverlust

jahrelang haltbar.
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2.3 Immunhistochemische Farbungen

Die immunhistochemischen Farbungen wurden entweder von Hand oder mit
der Maschine TechMate 500 Plus (Fa. DAKO, Deutschland) durchgefiihrt. Die
Farbungen liefen in EnVision-Technik, einem Zwei-Schritt-Detektionssystem ab.
Hierfir wurde der EnVision Detection Kit (Fa. DAKO BioTek Solutions, USA)

verwendet. Das Prinzip wird im folgenden Abschnitt besprochen.

2.3.1 Prinzip der EnVision-Technik

Bei der EnVision-Technik wurden zwei verschiedene Antikdrper verwendet.
Dabei bindet der Primarantikdrper am Schnitt am entsprechenden Antigen. An
den Primarantikérper bindet der Sekundarantikdrper, der auf einem Dextran-
Polymer mit dem Enzym HRP (Meerrettichperoxidase) gekoppelt ist. Das
Enzym HRP setzt das Substrat DAB (Diaminobenzidin) in ein braunes,
unlésliches Prazipitat um. Durch diese Braunfarbung kann das Vorhandensein
des Primarantikdrpers und damit des entsprechenden Antigens indirekt
nachgewiesen werden. Im EnVision Detection Kit (Fa. DAKO BioTek Solutions,
USA) sind der HRP-markierte Sekundarantikdrper sowie die DAB-LOsung

enthalten.

Die Zellkerne werden kurz mit Hamalaun gegengefarbt. Der
Sekundarantikdrper, der von Ziegen stammt, kann mit Primarantikbrpern von
Maus und Kaninchen verwendet werden. Neben den zu untersuchenden
Proben werden immer Positiv- und Negativkontrollen mitgefuhrt. Damit kann
festgestellt werden, ob die Farbung funktioniert hat oder nicht. Die Kontrollen

werden bei den einzelnen Farbungen besprochen.

47



2.3.2 Durchfiihrung der Farbung mit der EnVision-Technik

Nachdem die Paraffinschnitte eine Nacht bei 56° Celsius im Brutschrank waren,
werden sie der Entparaffinierung zugefuhrt. Als erster Schritt werden die

Schnitte fur 30 Minuten in Microclear (Fa. Vogel, Deutschland) inkubiert.

An die Entparaffinierung mit Microclear schlie3t sich die Behandlung mit der
absteigenden Alkoholreihe an. Mit Alkohollésungen mit 100-prozentiger, 96-
prozentiger und 70-prozentiger Alkoholkonzentration wird das Microclear
ausgewaschen. Die Schnitte verbleiben je fur funf Minuten in den Lésungen.
Danach werden sie in TBST (,tris buffered saline tween“ 80) Waschpuffer
uberfuhrt.

Nach dem Spulen wird die flr den Primarantikérper zur Antigen-Demaskierung
bendtigte Vorbehandlung vorbereitet. Fur jeden Antikorper wurde in
Vorversuchen sowohl die richtige Vorbehandlung als auch die optimale

Antikdrper-Verdunnung ermittelt, die zur optimalen Darstellung notwendig ist.

Bei einigen Antikdrpern kam als Vorbehandlung der Dampfgarer, ein
Haushaltsgerat der Fa. Kenwood, Japan, zur Verwendung. In den Dampfgarer

muss bis zu einer entsprechenden Markierung Aqua dest. eingefullt werden.

Der Dampfgarer-Puffer pH 6 (Fa. DAKO BioTek Solutions, USA), in dem die
Schnitte inkubiert werden, wird als 10-fach-Konzentrat geliefert und muss 1:10
mit Aqua dest. verdinnt werden, um die Gebrauchslosung zu erhalten. Diese

Lésung soll 20 Minuten vorgewarmt werden.

Im Dampfgarer werden die Paraffinschnitte 30 Minuten lang gekocht und dann

20 Minuten zum Abkuhlen in der hei3en Losung stehen gelassen.
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Alle Objekttrager werden anschlielRend in TBST Waschpuffer zwei mal funf
Minuten gespult. TBST wird hergestellt, indem man TBS mit 0,1-prozentigem
Detergenz Tween 80 (Fa. Merck, Deutschland) versetzt. Die 10-fache TBS
erhalt man durch Lésung von 160 g NaCl (Fa. Merck, Deutschland), 4 g KCI
(Fa. Merck, Deutschland) und 60 g Tris (Fa. Roth, Deutschland) in destilliertem
Wasser (Aqua dest.), das bis zu einem Volumen von 2 | aufgeftillt wird. Der pH-

Wert wird mit konzentrierter HCI auf 7,4 eingestellt.

Alle folgenden Inkubationsschritte finden in einer feuchten Kammer statt. Als
feuchte Kammer bezeichnet man ein verschlieRbares Behaltnis, das mit
Zellstofftuchern ausgelegt wird, die mit Wasser befeuchtet werden. In diese
Kammer stellt man die Objekttrager-Bankchen, auf denen die Objekttrager
horizontal liegen. Zum Schutz vor Austrocknung werden die Objekttrager mit
Deckglasern abgedeckt, die nach den Inkubationsschritten wieder entfernt

werden.

100 pl Peroxidase Blocking Solution (Fa. DAKO BioTek Solutions, USA) werden
auf jeden Schnitt aufgetragen und flnf Minuten lang damit inkubiert. Damit wird
die endogene Peroxidase im Gewebe blockiert, ansonsten kdnnte hier DAB
reagieren, das von der Meerrettichperoxidase am Sekundarantikdrper
umgesetzt werden soll. Danach werden die Schnitte mit Aqua dest. gespult und

schlieflich fur finf Minuten in TBST gewaschen.

Der Primarantikorper wird in TBST angesetzt und 100 pl davon auf den
Objekttrager gebracht und mit einem Deckglas vor Austrocknung geschutzt. Die
Objekttrager werden bei Raumtemperatur eine Nacht in einer feuchten Kammer
inkubiert.

Am darauffolgenden Tag werden alle Schnitte in destilliertem Wasser gespuilt,
nachdem die Deckglaser entfernt wurden. AnschlieRend werden die Schnitte
noch einmal fir zwei mal finf Minuten mit TSBT gespult. Damit sollen alle

ungebundenen Antikorper abgewaschen werden.
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Daraufhin wird jeder Schnitt mit zwei Tropfen aus der Tropfflasche des
Sekundarantikorpers 30 Minuten lang inkubiert. Wie bereits oben beschrieben,
sind die Sekundarantikérper auf Dextran mit Peroxidase gekoppelt. Danach
werden alle Schnitte wieder in destilliertem Wasser gespult und noch einmal fur

zweimal funf Minuten mit TSBT gesplilt.

Dann werden auf jeden Objekttrager 100 pl DAB (Diaminobenzidin)
aufgetragen, Deckglaser aufgelegt und die Proben fur 10 Minuten in einer
feuchten Kammer inkubiert. Die DAB-Losung darf erst kurz vor Gebrauch
angefertigt werden. DAB wird in organischer Losung geliefert. Zu 50 ul dieser
Lésung gibt man 1 ml Substratpuffer, damit ist die DAB-L6sung zum Auftragen

bereit.

Anschlieflend wird wieder funf Minuten lang unter flieRendem Leitungswasser
gespult. Nun kann das Hamalaun zur Gegenfarbung der Kerne filtriert werden.
Dies soll einmal taglich geschehen. Daraufhin farbt man mit Hamalaun fur 15
Sekunden bis einer Minute, woraufhin wieder finf Minuten lang unter

flieRendem Leitungswasser gespult wird.

Die aufsteigende Alkoholreihe schliel3t die Schritte mit wassrigen Losungen ab.
Mit einer aufsteigenden Konzentration von 70 %, 96 % und 100 % werden die
Schnitte gut entwassert, so dass sie anschliefend wieder mit Microclear
behandelt werden kénnen. Nachdem die Objekttrager mit Tlchern getrocknet
wurden, wird ein dunner Streifen Gurr DePeX Mounting Medium (Fa. BDH,

USA) auf den Schnitt aufgetragen und darauf ein passendes Deckglas gelegt.
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2.3.3 Anfarbung mit Antikorpern gegen NF-xB

Bei der ersten immunhistochemischen Farbung wurde als Primarantikorper
Kaninchen-IgG gegen ,nuclear factorxB (NF-xB, Fa. Santa Cruz
Biotechnologies, USA) verwendet. Dieser Antikorper kommt als 1:200
verdunnte Lésung zum Einsatz. Die Farbung wurde mit dem Farbeautomat
TechMate (Fa. DAKO BioTek Solutions, USA) durchgefiihrt. Als Vorbehandlung
kam der Dampfgarer mit dem oben beschriebenen Verfahren zur Anwendung.
Als Gegenfarbung wurde eine Minute mit Hamalaun inkubiert. Als
Positivkontrollen wurden Niere und Magenschleimhaut verwendet. Bei den
Auslass- oder Negativkontrollen wurden einmal der Primarantikorper, einmal
der EnVision-Komplex und einmal die DAB-LOsung weggelassen. Hier kamen

Schnitte mit akuter Appendizitis zur Verwendung.

2.3.4 Anfarbung mit Antikérpern gegen FGF-BP

Bei der zweiten immunhistochemischen Farbung wurde ein Primarantikorper
vom Kaninchen gegen ,fibroblast growth factor-binding protein“ verwendet
(FGF-BP, wurde uns von Dr. Achim Eigner vom Institut fir Pharmakologie und
Toxikologie der Universitat Marburg Uberlassen). Dieser Antikérper wurde 1:50
verdunnt. Die Farbung wurde mit TechMate (Fa. DAKO BioTek Solutions, USA)
durchgefuhrt. Bei dieser Farbung war keine Vorbehandlung vorausgegangen.
Als Gegenfarbung wurde eine Minute mit Hamalaun inkubiert. Als
Positivkontrollen wurden Schnitte mit Prostatakarzinom verwendet. Bei den
Auslass- oder Negativkontrollen wurden einmal der Primarantikorper, einmal
der EnVision-Komplex und einmal die DAB-LOsung weggelassen. Hier kamen

Schnitte mit akuter Appendizitis zur Verwendung.
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2.3.5 Anfarbung mit Antikorpern gegen TGF-f1

Bei der nachsten Farbung wurde als Primarantikérper Maus-IgG1 kappa, Clone
T321 gegen ,transforming growth factor*-p 1 (TGF-B1, Fa. Serotec, USA)
verwendet. Dieser Antikorper wurde 1:1500 mit TBST verdunnt. Die Farbung
wurde von Hand durchgeflhrt. Bei dieser Farbung wurde keine Vorbehandlung
gemacht. Die Zellkerne wurden 15 Sekunden in Hamalaun gegengefarbt. Als
Positivkontrolle wurde ein Schnitt mit Nierengewebe verwendet. Als Auslass-
oder Negativkontrolle wurde der Primarantikdrper weggelassen. Hier kam ein

Schnitt mit akuter Appendizitis zur Verwendung.

2.3.6 Anfarbung mit Antikorpern gegen TGF-2

Bei der vierten immunhistochemischen Farbung wurde als Primarantikorper
Maus-1gG2B, Clone 8607 gegen ,transforming growth factor“-p 2 (TGF-2, Fa.
R&D Systems, USA) verwendet. Dieser Antikérper wurde 1:25 mit TBST
verdunnt. Die Farbung wurde von Hand durchgeflihrt. Bei dieser Farbung war
keine Vorbehandlung vorausgegangen. Die Zellkerne wurden 15 Sekunden in
Hamalaun gegengefarbt. Als Positivkontrolle wurde ein Schnitt mit
Nierengewebe verwendet. Bei den Auslass- oder Negativkontrollen wurden
einmal der Primarantikorper, einmal der EnVision-Komplex und einmal die
DAB-L6sung weggelassen. Hier kamen Schnitte mit akuter Appendizitis zur

Verwendung.
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2.3.7 Anfarbung mit Antikorpern gegen TGF-$-R1

Bei dieser Farbung wurde als Primarantikdrper Kaninchen-lgG gegen
JLtransforming growth factor‘--Rezeptor 1 (TGF-B-R1, Fa. Santa Cruz
Biotechnology, USA) verwendet. Dieser Antikorper wurde 1:40 mit TBST
verdinnt. Die Farbung wurde von Hand durchgefiuhrt. Bei dieser Farbung war
keine Vorbehandlung vorausgegangen. Die Zellkerne wurden 15 Sekunden in
Hamalaun gegengefarbt. Als Positivkontrolle wurde ein Schnitt mit
Nierengewebe verwendet. Bei den Auslass- oder Negativkontrollen wurden
einmal der Primarantikdrper, einmal der EnVision-Komplex und einmal die
DAB-L6sung weggelassen. Hier kamen Schnitte mit akuter Appendizitis zur

Verwendung.

2.3.8 Anfarbung mit Antikorpern gegen TGF-3-R2

Bei dieser Farbung wurde als Primarantikérper Kaninchen-lgG gegen
JLransforming growth factor‘-B-Rezeptor 2 (TGF-$-R2, Fa. Santa Cruz
Biotechnology, USA) verwendet. Dieser Antikdrper wurde 1:50 mit TBST
verdunnt. Die Farbung wurde von Hand durchgeflihrt. Bei dieser Farbung war
keine Vorbehandlung vorausgegangen. Die Zellkerne wurden 15 Sekunden in
Hamalaun gegengefarbt. Als Positivkontrolle wurde ein Schnitt mit
Nierengewebe verwendet. Bei den Auslass- oder Negativkontrollen wurden
einmal der Primarantikorper, einmal der EnVision-Komplex und einmal die
DAB-L6sung weggelassen. Hier kamen Schnitte mit akuter Appendizitis zur

Verwendung.
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2.3.8 Anfarbung mit Antikorpern gegen CTGF

Bei dieser immunhistochemischen Farbung wurde als Primarantikdrper
Kaninchen-lgG gegen ,connective tissue growth factor (CTGF, Fa. Abcam,
USA) verwendet. Dieser Antikorper wurde 1:200 mit TBST verdinnt. Die
Farbung wurde von Hand durchgefiihrt. Bei dieser Farbung wurde keine
Vorbehandlung durchgefihrt. Die Zellkerne wurden 15 Sekunden in Hamalaun
gegengefarbt. Als Positivkontrollen wurden Schnitte mit Haut und Peritoneum
verwendet. Bei den Auslass- oder Negativkontrollen wurden einmal der
Primarantikorper, einmal der EnVision-Komplex und einmal die DAB-LG6sung
weggelassen. Hier kamen Schnitte mit Hautgewebe zur Verwendung.

2.3.9 Anfarbung mit Antikorpern gegen VEGF

Bei dieser Farbung wurde als Primarantikdrper Kaninchen-lgG gegen den
,vascular endothelial growth factor® (VEGF, Fa. Santa Cruz Biotechnology,
USA) angewandt. Dabei wurde eine Verdinnung von 1:50 mit einem
Verdinnungsmedium (DAKO, S 2022) angewandt. Eine Gegenfarbung wurde
mit Hamatoxylin durchgefuhrt. Als Positivkontrollen wurde Schnitte von
Nierengewebe verwendet. Bei den Auslass- oder Negativkontrollen wurden
einmal der Primarantikorper, einmal der EnVision-Komplex weggelassen. Hier

kamen ebenfalls Nierenschnitte zur Verwendung.
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2.4 Semiquantitative Auswertung

Die Auswertung wurde mit den Mikroskopen Leica Orthoplan (Fa. Leica,
Deutschland) und Leica DM2000 (Fa. Leica, Deutschland) durchgefuhrt.

Bei der semiquantitativen Auswertung der gefarbten Schnitte wurde die
Auswertung von dem Doktoranden durchgefuhrt. AnschlieBend wurde
stichprobenartig die Auswertung von einem erfahrenen Pathologe durchgefihrt
— in den meisten Fallen Dr. Peter Fritz, Chefarzt der Pathologie des Robert-
Bosch-Krankenhaus. Um die Ubereinstimmung zwischen dem Auswertenden
und dem Kontrollierenden zu objektivieren, wurde anhand der stichprobenartig

ausgewerteten Proben eine Kappa-Statistik angefertigt.

Die mikroskopische Untersuchung wurde verblindet durchgefuhrt. Das heif3t,
dass von der Rekrutierung der Patienten, respektive ihrer Paraffinblocke, diese
Patienten mit einer vom |Institut fir Pathologie des Robert-Bosch-
Krankenhauses festgelegten Journalnummer kodiert waren. Erst in der
statistischen Auswertung wurden die Ergebnisse der Blocke zu ihren jeweiligen

Gruppen sortiert.
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2.4.1 Auswertung der Hamatoxylin-Eosin (HE)-Schnitte

Die Auswertung der HE-Schnitte beruht auf vier verschiedenen Merkmalen:

1. Ausmal der Proliferation der Mesothelzellen; dieses Merkmal wurde in

vier verschiedene Grade eingeteilt:

a.

Grad 0 entspricht einer Mesothelzellschicht von ein bis zwei
Schichten.
Grad 1 entspricht einer Mesothelzellschicht von drei bis vier
Schichten.
Grad 2 entspricht einer Mesothelzellschicht von funf bis sechs
Schichten.
Grad 3 entspricht einer Mesothelzellschicht von sieben bis acht
Schichten.

2. Anzahl der polymorphkernigen Leukozyten, als Hinweis auf den Grad der

akuten Entzindung; dieses Merkmal wurde in vier Grade eingeteilt:

a.
b
C.
d

3. Anzahl

Grad 0 entspricht keinen auffindbaren Leukozyten.

. Grad 1 entspricht wenig Leukozyten.

Grad 2 entspricht malig vielen Leukozyten.

. Grad 3 entspricht vielen Leukozyten.

der Lymphozyten und Plasmazellen als Hinweis auf die

chronische Entzindung; dieses Merkmal wurde in vier Grade eingeteilt:

a.

Grad 0 entspricht keinen auffindbaren Lymphozyten und Plasma-
zellen.

Grad 1 entspricht wenig Lymphozyten und Plasmazellen.

c. Grad 2 entspricht maRig vielen Lymphozyten und Plasmazellen.

Grad 3 entspricht vielen Lymphozyten und Plasmazellen.
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4. Ausmal der Verbreitung von Kollagenfasern als Zeichen der

Fibrosierung des Gewebes; dieses Merkmal wurde in vier Grade

eingeteilt:

a.

b
C.
d

Grad 0 entspricht keinen auffindbaren Kollagenfasern.

. Grad 1 entspricht wenig Kollagenfasern.

Grad 2 entspricht mafig vielen Kollagenfasern.

. Grad 3 entspricht vielen Kollagenfasern.

Nach dem Auswerten wurden die Ergebnisse der Blocke den entsprechenden

Gruppen zugeordnet. AnschlieBend wurden die oben genannten Grade flr

jeden Block addiert und dann fir jede Gruppe der Mittelwert ausgerechnet.

Diese Werte wurden dann der statistischen Prufung zugefuhrt.
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2.4.2 Auswertung der immunhistochemischen Praparate

Die Auswertung der immunhistochemischen Praparate beruht auf der durch das
DAB verursachten Braunfarbung an den Stellen, an denen der Primarantikdrper
gebunden hat. Die Anfarbung wurde an funf verschiedenen Merkmalen

festgemacht:

1. Ausmal® der Anfarbung des Plasmas und der Zellkerne der
Mesothelzellen; dieses Merkmal wurde in vier verschiedene Grade
eingeteilt:

a. Grad 0 entspricht keiner Anfarbung.

b. Grad 1 entspricht einer schwachen Anfarbung.
c. Grad 2 entspricht einer maligen Anfarbung.
d

. Grad 3 entspricht einer starken Anfarbung.

2. Ausmal® der Anfarbung der polymorphkernigen Leukozyten; dieses
Merkmal wurde in vier Grade eingeteilt:
a. Grad 0 entspricht keiner Anfarbung.
b. Grad 1 entspricht einer schwachen Anfarbung.
c. Grad 2 entspricht einer mafligen Anfarbung.
d

. Grad 3 entspricht einer starken Anfarbung.

3. Ausmall der Anfarbung der Lymphozyten und Plasmazellen; dieses
Merkmal wurde in vier Grade eingeteilt:
a. Grad 0 entspricht keiner Anfarbung.
b. Grad 1 entspricht einer schwachen Anfarbung.
c. Grad 2 entspricht einer maRigen Anfarbung.
d

. Grad 3 entspricht einer starken Anfarbung.
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4. Ausmaly der Anfarbung der Kollagenfasern; dieses Merkmal wurde in
vier Grade eingeteilt:

Grad 0 entspricht keiner Anfarbung.

Grad 1 entspricht einer schwachen Anfarbung.

Grad 2 entspricht einer mafigen Anfarbung.

Qo T o

Grad 3 entspricht einer starken Anfarbung.

5. Ausmald der Anfarbung der Blutgefale; dieses Merkmal wurde in vier
Grade eingeteilt:
a. Grad 0 entspricht keiner Anfarbung.
b. Grad 1 entspricht einer schwachen Anfarbung.
c. Grad 2 entspricht einer maligen Anfarbung.
d

. Grad 3 entspricht einer starken Anfarbung.

Anhnlich der Auswertung der HE-Schnitte wurden die ausgewerteten Schnitte
gruppiert. Dann wurde der Immunreaktive Score (IRS) berechnet. Daflr wurde
wieder fir jeden Schnitt die oben genannten Grade flr die einzelnen Merkmale
addiert. Dann wurde anhand der Einzelergebnisse ein Mittelwert der Gruppen

bestimmt. Dieser wurde wiederum der statistischen Untersuchung zugeflhrt.
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2.5 Statistische Aufarbeitung

Bei der Aufarbeitung der Ergebnisse wurden zuerst die Mittelwerte der
einzelnen Patientengruppen berechnet. Als erster statistischer Test wurde als
sone-way“ ANOVA der Kruskal-Wallis-Test durchgefuhrt. Dieser Test Uberpruft,
ob es bei den berechneten Durchschnitten der Mittelwerte der Patienten-

Gruppen signifikante Unterschiede gibt.

Ist dies der Fall, so schlie3t sich als Post-Test der ,Dunn's multiple comparison
test* mit einem 95 % Konfidenzintervall an. Dabei werden zuerst die Gruppen
untereinander auf signifikante Unterschiede untersucht. In einem zweiten
Durchlauf sucht der Test nach signifikanten Unterschieden beim Vergleich der
Patientengruppen mit der Gruppe der Patienten mit histologisch normalen

Peritonea, die auch als Kontrollgruppe bezeichnet wird.

2.5.1 Kappa-Statistik

Anhand der Kappa-Statistik soll die Ubereinstimmung zweier Auswertender
objektiviert werden. In diesem Fall ging es um die Validierung der durch den
Doktoranden erhobenen Auswertungsergebnisse durch stichprobenartigen

Vergleich mit Auswertungen durch erfahrene Kliniker oder Pathologen.

Praktisch werden bei der Kappa-Statistik die bei der Auswertung erhaltenen vier
verschiedenen Grade in nur zwei verschiedene Grade umgewandelt. So
entsprechen die Grade null und eins dem neuen Grad null. Die Grade zwei und
drei entsprechen dem neuen Grad eins. Anhand dieser neuen Grade wird
mittels Ubereinstimmung der Grade zwischen den Auswertenden der Kappa-
Wert berechnet. Ein Kappa-Wert von eins ist der beste erreichbare Wert. Im
Ergebnisteil ist eine Tabelle aufgefuhrt, die die Wertigkeit der Kappa-Werte

einschatzt.
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2.6 Fotographie

Fotographien der Praparate wurden mit der CCD Kamera des Leica DM2000
Mikroskops (Fa. Leica, Deutschland) aufgenommen und dann an den

angeschlossenen Computer gesendet.

2.7 Ethikvotum

Bei der stationaren Aufnahme haben alle Patienten ihr Einverstandnis gegeben,
dass im Rahmen von Operationen gewonnenes Gewebe zur nicht
kommerziellen Forschung verwendet werden kann. Dabei wurden die Proben

anonymisiert.

Das Vorgehen ist konform mit den Richtlinien der nationalen Ethikkommission

der Bundesarztekammer der Bundesrepublik Deutschland.
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3. Ergebnisse
3.1 Klinische Daten
3.1.1 Patientencharakteristika

3.1.1.1 Altersspektrum des Gesamtkollektivs

Es wurden 50 Patienten in verschiedenen Gruppen in die Studie aufgenommen.
Davon waren 27 Patienten mannlich und 23 weiblich. Statistisch gibt es keinen

signifikanten Unterschied beim Geschlecht der Probanden.

Die Patienten waren im Mittel 50 + 18 Jahre alt [Altersbereich 20-94 Jahre].
Statistisch wurde nun untersucht, ob es signifikante Unterschiede zwischen den

Altersmitteln der einzelnen Gruppen gab.

Dabei wurden Abkurzungen verwendet, die im weiteren Verlauf noch ofters
Anwendung finden: EPS entspricht hier der Gruppe der Patienten mit EPS, PF
entspricht Peritonealfibrose, nN entspricht der Gruppe der Patienten mit
histologischem Normalbefund des Peritoneums und ist in dieser Studie die
Kontrolle. CAPD entspricht der Gruppe, die CAPD betrieben hatte, bei denen
zum Entnahmedatum aber keine Zeichen einer EPS vorlagen. Schliefdlich
entspricht aA der Gruppe der Patienten, die histologisch mit einer akuten

Appendizitis diagnostiziert worden waren.
Bei allen aufgeflihrten Tabellen bezeichnen die mit * markierten Vergleiche die

signifikanten Unterschiede. Mit ns sind die Vergleiche markiert, die keine

statistische Differenz aufwiesen.
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Altersdurchschnitt [Jahre]

P<001
P <0,01

yppprren vy

Durchschnittswerte
F -
e

i
30+
204
10+
0- -
Kontrolle aA Fibrose CAPD EPS
[n=10] [n=10] [n=11] [n=10] [n=9]

Patientengruppen

IRS = Immunreaktiver Score, aA = akute Appendizitis, Fibrose = Peritonealfibrose, CAPD =
Peritonealdialyse, EPS = Sklerosierende Peritonitis, * = signifikant, ns = nicht signifikant

Dunn's Multiple Comparison Test | Difference in rank sum | P value Summary
Kontrolle vs aA 26.30 P <0.001 | ***
Kontrolle vs Fibrose 17.41 P>0.05 |ns
Kontrolle vs CAPD 24.35 P<0.01 |*
Kontrolle vs EPS 22.44 P<0.01 |*
aA vs Fibrose -8.891 P>0.05 |ns
aA vs CAPD -1.950 P>0.05 |ns
aA vs EPS -3.856 P>0.05 |ns
Fibrose vs CAPD 6.941 P>0.05 |ns
Fibrose vs EPS 5.035 P>0.05 |ns
CAPD vs EPS -1.906 P>0.05 |ns

Dunn's Multiple Comparison Test | Difference in rank sum | P value Summary
Kontrolle vs aA 26.30 P <0.001 | ***
Kontrolle vs Fibrose 17.41 P<0.05 |*
Kontrolle vs CAPD 24.35 P <0.001 | ***
Kontrolle vs EPS 22.44 P <0.01 **

“one-way” ANOVA, Kruskal-Wallis-Test, “Dunn's multiple comparison test” mit 95 % Ki

Abb. 9 Statistische Auswertung des Durchschnittsalters der Patientengruppen

Im Vergleich der Gruppen untereinander gab es statistisch signifikante
Unterschiede bei den Vergleichen Kontrolle gegen akute Appendizitis, Kontrolle

gegen Peritonealdialyse und Kontrolle gegen EPS.

Im Vergleich der Gruppen mit der Kontrollgruppe waren alle Vergleiche

statistisch unterschiedlich.
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3.1.1.2 Weitere Charakteristika

Im Durchschnitt fuhrten die Patienten mit EPS die Peritonealdialyse 84,6
Monate durch. Mit einem P < 0,05 ist das signifikant langer als in der
Vergleichsgruppe der CAPD-Patienten, die im Schnitt 21,1 Monate CAPD
durchgefuhrt hatten.

Auch bei der Anzahl der stattgehabten Peritonitiden unterscheiden die Gruppen
sich deutlich. In der CAPD-Gruppe traten insgesamt nur zwei Peritonitiden in
insgesamt 191 Monaten durchgefuhrter PD auf; das entspricht einem Verhaltnis
Peritonitis/Monate von 1/95. In der Verumgruppe gab es mindestens 30
Peritonitiden in 725 Monaten PD; das entspricht einem Verhaltnis
Peritonitis/Monate von 1/24. Es gab nur einen Patient, bei dem nur eine
Peritonitis auftrat. Bei zwei Patienten konnte die genaue Anzahl der

Peritonitiden aus den Akten nicht eruiert werden.

Die Untersuchung einer Korrelation zwischen -Blockern und dem Auftreten der
EPS, wie sie in der Literatur schon vermutet wurde, erzielte keine
entsprechenden Ergebnisse. Insgesamt nahmen nur funf Patienten B-Blocker
zur antihypertensiven Therapie ein, davon befanden sich drei in der CAPD-
Gruppe, einer in der EPS-Gruppe und einer in der Gruppe der akuten

Appendizitiden.

In der Gruppe der EPS- und der CAPD-Patienten sind die Diagnosen der
Krankheiten, die zur terminalen Niereninsuffizienz gefuhrt haben, verschieden,
unterscheiden sich aber nicht wesentlich zwischen den beiden Gruppen. In acht
Fallen hat eine chronische Glomerulonephritis zur Niereninsuffizienz geflhrt.
Daneben gab es drei Patienten mit vorangegangenem hamolytisch-uramischen
Syndrom, drei Patienten mit diabetischer Nephropathie, jeweils einer mit
systemischen Lupus erythematodes, autosomal dominanter polyzystischer
Nierenerkrankung (ADPKD), toxischer Nephritis und IgA-Nephropathie. Bei

zwei Patienten war die Ursache unbekannt.
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Bei der Kontrollgruppe der akuten Appendizitis war das Bild der Diagnosen
naturlich homogener. Hier unterschieden sich nur die Auspragungen der

Appendizitis.

In der Gruppe der normalen Netze waren sechs Patienten wegen einer
Leistenhernie operiert worden, jeweils einer oder eine wegen Bridenileus bei
Morbus Crohn, Sigma-Divertikulitis, Ovarial-Carcinom, Ovarial-Dysgerminom

und Ovarialzysten.

In der letzten Kontrollgruppe der Peritonealfibrose sind die Diagnosen wieder
vielfaltig. Sechs Patienten wurden wegen eines Adenocarcinoms des Colon
operiert, ein Patient hatte ein Magenlymphom, eine Patientin hatte einen
Adnextumor und jeweils ein Patient hatte eine Sigmadivertikulitis und ein

Pankreaskopf-Karzinom.
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3.1.2 Laborparameter

Um die Objektivierbarkeit und Vergleichbarkeit zu Uberprifen, wurden auch
Laborparameter untersucht. Diese Laborwerte wurden jeweils aus der letzten
praoperativen Untersuchung entnommen. Konsistent wurden bei allen

Patienten nur folgende vier Parameter erhoben:

Anzahl der Leukozyten im Blut (3.1.2.1)
Calcium-Konzentration im Serum (3.1.2.2)

Kreatinin-Konzentration im Serum (3.1.2.3)

o n -

Hamoglobin-Konzentration im Plasma (3.1.2.4)
Die vier oben genannten Parameter wurden daraufhin hinsichtlich signifikanter
Unterschiede statistisch untersucht. Zuerst wurde mittels ,one-way“ ANOVA

und Kruskal-Wallis-Test untersucht.

Im Anschluss wurde bei statistisch signifikanten Unterschieden ein Post-Test

(,Dunn’s multiple comparison test“) durchgefuhrt.
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3.1.2.1 Anzahl der Leukozyten im Blut

Durchschnittswerte

Leukozyten-Konzentration im Blut [Tsd./pl]

30 p < 0,01
] I

|L_p<o0p0s

10+

7

I

Kontrolle aA rose CAPD
[n=10] [n=10] [n=11 [n=10] [n=9]
Patientengruppen

IRS = Immunreaktiver Score, aA = akute Appendizitis, Fibrose = Peritonealfibrose, CAPD
= Peritonealdialyse, EPS = Sklerosierende Peritonitis, * = signifikant, ns = nicht signifikant

,one-way” ANOVA, Kruskal-Wallis-Test, “Dunn's multiple comparison test” mit 95 % Ki

Dunn's Multiple Comparison Test | Difference in rank sum P value Summary
EPS vs Fibrose 3.460 P>0.05 | ns
EPS vs aA -16.97 P>0.05 | ns
EPS vs Kontrolle 0.7778 P>0.05 | ns
EPS vs CAPD 6.278 P>0.05 | ns
Fibrose vs aA -20.43 P<0.05 | *
Fibrose vs Kontrolle -2.682 P>0.05 | ns
Fibrose vs CAPD 2.818 P>0.05 | ns
aA vs Kontrolle 17.75 P>0.05 | ns
aA vs CAPD 23.25 P <0.01 *
Kontrolle vs CAPD 5.500 P>0.05 | ns
Dunn's Multiple Comparison Test | Difference in rank sum P value Summary
EPS vs Kontrolle 0.7778 P >0.05 ns
Fibrose vs Kontrolle -2.682 P >0.05 ns
aA vs Kontrolle 17.75 P <0.05 *
Kontrolle vs CAPD 5.500 P >0.05 ns

Abb. 10 Statistische Auswertung der Leukozytenzahl [tsd./ul] der Patientengruppen
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Der erste untersuchte Parameter war die Anzahl der Leukozyten im Blut. Wie
zu erwarten war, waren die Leukozytenwerte in der Gruppe der Patienten mit

akuter Appendizitis héher als die der anderen Gruppen.

Beim Vergleich der Gruppen untereinander ergaben sich beim Vergleich
Peritonealfibrose gegen akute Appendizitis und akute Appendizitis gegen CAPD
statistisch signifikante Werte. Bei der Gegenuberstellung der Gruppen mit der
Kontrolle ergab sich der einzige statistisch signifikante Unterschied beim

Vergleich mit der Gruppe der akuten Appendizitis.
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3.1.2.2 Himoglobin-Konzentration im Plasma

Hamoglobin-Konzentration [g/dI]

P <005
| P < 0,001
200- | P < 0,001
| P <001
1504

Durchschnittswerte

1007 —
504 l |
P < 0,01
Kon';rolle a'A Fi 'ose CA'PD
[n=10] [n=10] [n=11] [n=10]

Patientengruppen

IRS = Immunreaktiver Score, aA = akute Appendizitis, Fibrose = Peritonealfibrose, CAPD
= Peritonealdialyse, EPS = Sklerosierende Peritonitis, * = signifikant, ns = nicht signifikant

Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum | P value Summary
EPS vs Fibrose -28.54 P <0.001 | **
EPS vs aA -29.49 P <0.001 | ***
EPS vs Kontrolle -19.59 P<0.05 |~
EPS vs CAPD -6.744 P>0.05 |ns
Fibrose vs aA -0.9591 P>0.05 |ns
Fibrose vs Kontrolle 8.941 P>0.05 |ns
Fibrose vs CAPD 21.79 P <0.01 >
aA vs Kontrolle 9.900 P>0.05 | ns
aA vs CAPD 22.75 P <0.01 **
Kontrolle vs CAPD 12.85 P>0.05 |ns
Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum | P value Summary
EPS vs Kontrolle -19.59 P<0.05 |*
Fibrose vs Kontrolle 8.941 P>0.05 | ns
aA vs Kontrolle 9.900 P>0.05 |ns
Kontrolle vs CAPD 12.85 P>0.05 |ns

“one-way” ANOVA, Kruskal-Wallis-Test, “Dunn's multiple comparison test” mit 95 % Ki

Abb. 11 Statistische
Patientengruppen

Auswertung der

Hamoglobin-Konzentration

[g/dI]

der
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Als weiterer Standardparameter wurden bei allen Patienten die Hamoglobin-

Konzentrationen im Blut bestimmt.

Beim Vergleich der Gruppen untereinander wurden signifikante Unterschiede in
den Vergleichen EPS gegen Peritonealfibrose, EPS gegen akute Appendizitis,
EPS gegen Kontrolle, Peritonealfibrose gegen CAPD und akute Appendizitis
gegen CAPD festgestellt. Bei der Gegenuberstellung der Gruppen mit der
Kontrollgruppe wurden nur bei der EPS signifikant verschiedene Werte

beobachtet.
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3.1.2.3 Calcium-Konzentration im Serum

Calcium-Konzentration im Serum [mmol/l]

[
5
S
0
b=
c
£
= Ly U,
: i .
a
14
L d LJ . v LJ LJ
Kontrolle aA Fibrose CAPD EPS

[n=10] [n=10] [n=11] [n=10] [n=9]
Patientengruppen

IRS = Immunreaktiver Score, aA = akute Appendizitis, Fibrose = Peritonealfibrose, CAPD
= Peritonealdialyse, EPS = Sklerosierende Peritonitis, * = signifikant, ns = nicht signifikant

»one-way“ ANOVA

Abb. 12 Statistische Auswertung der Calcium-Konzentration [mmol/l] der
Patientengruppen

Die Konzentration des Elektrolyts Calcium im Serum wurde bei allen, aul3er bei
vier Patienten, erhoben. Von diesen vier Patienten waren zwei aus der Gruppe
der Peritonealfibrose, einer aus der Gruppe der akuten Appendizitiden und

einer aus der Gruppe der normalen Netze.

Beim Vergleich der Calcium-Werte wurden keine signifikanten Unterschiede

festgestellt.
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3.1.2.4 Kreatinin-Konzentration im Serum

Kreatinin-Konzentration im Serum [mg/dl]

P < 0,01

P < 0,001

Patientengruppen

201 | P < 0,001
£
) 15' <0,
E I P < 0,05
£ 104 ,
2 L
'§ L
S 5
° | P < 0,01 I—lp —
S -
Kontrolle aA Fibrose CAPD EPS
[n=10] [n=10] [n=11] [n=10] [n=9]

IRS = Immunreaktiver Score, aA = akute Appendizitis, Fibrose = Peritonealfibrose, CAPD
= Peritonealdialyse, EPS = Sklerosierende Peritonitis, * = signifikant, ns = nicht signifikant

Dunn's Multiple Comparison Test | Difference in rank sum | P value Summary

EPS vs Fibrose 29.19 P <0.001 | ***
EPS vs aA 27.18 P <0.001 | ***
EPS vs Kontrolle 24.98 P <0.01 >
EPS vs CAPD 4.628 P>0.05 | ns
Fibrose vs aA -2.009 P >0.05 ns
Fibrose vs Kontrolle -4.209 P >0.05 ns
Fibrose vs CAPD -24.56 P <0.01 **
aA vs Kontrolle -2.200 P >0.05 ns
aA vs CAPD -22.55 P <0.01 **

Kontrolle vs CAPD -20.35 P <0.05 *

Dunn's Multiple Comparison Test | Difference in rank sum | P value Summary
EPS vs Kontrolle 24.98 P <0.001 | ***
Fibrose vs Kontrolle -4.209 P>0.05 |ns
aA vs Kontrolle -2.200 P>0.05 |ns
Kontrolle vs CAPD -20.35 P <0.01 *

“one-way” ANOVA, Kruskal-Wallis-Test, “Dunn's multiple comparison test” mit 95 % Ki

Abb. 13 Statistische
Patientengruppen

Auswertung der

Kreatinin-Konzentration

[mgl/di]

der
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Als wichtiger Laborparameter zur Beurteilung der Nierenfunktion wurde die
Kreatinin-Konzentration bei den Patienten untersucht. Bei allen Patienten wurde
dieser Wert bestimmt. Bei einem Patient aus der Gruppe der Peritonealfibrose

wurde der Wert bei der ersten postoperativen Laborkontrolle bestimmt.

Bei der Gegenulberstellung der Gruppen untereinander von EPS gegen
Peritonealfibrose, EPS gegen akute Appendizitis, EPS gegen Kontrolle,
Peritonealfibrose gegen CAPD, akute Appendizitis gegen CAPD und Kontrolle

gegen CAPD wurden statistisch signifikante Unterschiede festgestellt.

Bei dem Vergleich der Gruppen mit der Kontrolle ergaben sich signifikante

Unterschiede bei EPS gegen Kontrolle und Peritonealdialyse gegen Kontrolle.
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3.2 Semiquantitative Auswertung der histologischen und histo-
pathologischen Daten

Es wurde in Abhangigkeit von Menge und Intensitat der Anfarbung der Proben

der Immunreaktive Score (IRS) ausgerechnet.

Die Bewertung der Proben wurde von dem Doktoranden durchgefihrt und von
einem erfahrenen Auswerter stichprobenartig kontrolliert. Bei starker
Interobservervariabilitdt wurde die Auswertung wiederholt und nochmals durch

den Pathologen kontrolliert.

Neben dem Diagramm der jeweiligen Untersuchung wird eine Tabelle
aufgefuhrt, falls es in der statistischen Untersuchung mittels ,one-way“-ANOVA
und Kruskal-Wallis-Test signifikante Unterschiede der Mittelwerte des

Immunreaktiven Scores gegeben hat.

In diesem Fall schlief3t sich der ,Dunn’s multiple comparison test* an, der die

einzelnen Gruppen mit der Kontrolle auf signifikante Unterschiede untersucht.

Sollte es keine signifikanten Unterschiede geben, wird kein weiterer Test

angeschlossen und die Tabelle wird nicht abgebildet.
Die Sternchen in der rechten Spalte ,summary“ markieren die signifikanten
Untersuchungen. Je Kkleiner der P-Wert und damit je signifikanter der

Unterschied, desto mehr Sternchen werden angezeigt.

Der Kontrollgruppe entspricht in der ganzen Studie die Gruppe mit den als

histo-pathologischen Normalbefund eingeschatzten Praparaten.
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3.2.1 Auswertung der Anfarbungen mit Hamatoxylin-Eosin (HE)

Hamatoxylin-Eosin
P < 0,001

I | P < 0,01

7

Mittelwerte des Summenscores

Kontrolle aA Fibrose CAPD
[n=10] [n=10] [n=11] [n=10]

Patientengruppen

IRS = Immunreaktiver Score, aA = akute Appendizitis, Fibrose = Peritonealfibrose,
CAPD = Peritonealdialyse, EPS = Sklerosierende Peritonitis * = Signifikant, ns = nicht

signifikant

Dunn's Multiple Comparison Test | Difference in rank sum | P value Summary
Kontrolle vs aA -31.55 P < 0.001 b
Kontrolle vs Fibrose -8.214 P >0.05 ns
Kontrolle vs CAPD -14.80 P >0.05 ns
Kontrolle vs EPS -18.18 P >0.05 ns
aA vs Fibrose 23.34 P <0.01 **
aA vs CAPD 16.75 P >0.05 ns
aAvs EPS 13.37 P >0.05 ns
Fibrose vs CAPD -6.586 P >0.05 ns
Fibrose vs EPS -9.970 P >0.05 ns
CAPD vs EPS -3.383 P >0.05 ns

Dunn's Multiple Comparison Test | Difference in rank sum | P value Summary
Kontrolle vs aA -31.55 P < 0.001 b
Kontrolle vs Fibrose -8.214 P >0.05 ns
Kontrolle vs CAPD -14.80 P >0.05 ns
Kontrolle vs EPS -18.18 P <0.05 *

“one-way” ANOVA, Kruskal-Wallis-Test, “Dunn's multiple comparison test” mit 95 % Kl

Abb. 14 Statistische Auswertung der Anfarbungen mit Hamatoxylin-Eosin



Im ersten Schritt wurden die mit Hamatoxylin-Eosin angefarbten Schnitte
untersucht. Bei diesem histologischen Standardverfahren wurde nicht wie bei
den anderen Untersuchungen der Grad der Anfarbung bewertet, sondern die
Auspragung, die Anzahl oder die Konzentration in Relation zum gesamten
Praparat.

Die Gruppen der Praparate wurden dann untereinander verglichen und
schlieBlich mit der Gruppe der Praparate mit den ,Normalen Netzen®, die hier

als Kontrolle bezeichnet wird, statistisch verglichen.

Im Vergleich mit der Kontrollgruppe erreichten nur die Gruppe der akuten
Appendizitiden und der EPS statistisch signifikante Werte, wobei die Werte der
akuten Appendizitiden mit einem P-Wert von unter 0,001 deutlich starkere

Signifikanz aufweisen als jene der EPS.
Bei der Gegenuberstellung untereinander wurden in den Vergleichen Kontrolle

gegen akute Appendizitis und Peritonealfibrose gegen akute Appendizitis

statistisch signifikante Werte beobachtet.
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3.2.2 Antikorper gegen “nuclear factor”’-kb (NF-kb)

NF-xB
3.5+
0 3.04
14
0 2.5¢
3
Q 2.0'
T
g 1.5+ -
£ 1.0
= (.54
0.0~
Kontrolle aA Fibrose CAPD EPS
[n=10] [n=10] n=11] [n=10] [n=9]
Patientengruppen

IRS = Immunreaktiver Score, aA = akute Appendizitis, Fibrose = Peritonealfibrose,
CAPD = Peritonealdialyse, EPS = Sklerosierende Peritonitis, * = signifikant, ns = nicht

signifikant
Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum P value Summary
Kontrolle vs aA -16.00 P >0.05 ns
Kontrolle vs Fibrose -0.6727 P>0.05 ns
Kontrolle vs CAPD -16.80 P>0.05 ns
Kontrolle vs EPS -3.844 P>0.05 ns
aA vs Fibrose 15.33 P>0.05 ns
aA vs CAPD -0.8000 P>0.05 ns
aAvs EPS 12.16 P>0.05 ns
Fibrose vs CAPD -16.13 P>0.05 ns
Fibrose vs EPS -3.172 P>0.05 ns
CAPD vs EPS 12.96 P >0.05 ns
Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum P value Summary
Kontrolle vs aA -16.00 P <0.05 *
Kontrolle vs Fibrose -0.6727 P >0.05 ns
Kontrolle vs CAPD -16.80 P <0.05 *
Kontrolle vs EPS -3.844 P>0.05 ns

“one-way” ANOVA, Kruskal-Wallis-Test, “Dunn's multiple comparison test” mit 95 % Kl

Abb. 15 Statistische Auswertung der Anfiarbungen mit Antikorpern gegen NF-xb



Bei der ersten immunhistochemischen Anfarbung wurden IgG-Antikorper gegen
,nuclear factor“-kb (NF-kb) verwendet. Hohe Mittelwerte traten in den

Anfarbungen bei den Gruppen akute Appendizitis und CAPD auf.

Beim statistischen Vergleich der Gruppen miteinander traten keine signifikanten
Unterschiede auf. Jedoch ergaben sich beim Vergleich der Gruppen mit der
Kontrolle statistische Unterschiede bei den Gruppen der akuten Appendizitiden
und der Peritonealdialyse.
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Abb. 16 Mesothelzellen bei immunhistochemischer Untersuchung mit Antikérpern gegen
NF-xB
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(FGF-BP)

protein“

3.2.3 Antikorper gegen ,fibroblast growth factor-binding
P < 0.01 FGF-BP
2
0n
3
Q
t
2
Q
E
=
Kontrolle Appendizitis Fibrose CAPD EPS
Patientengruppen

IRS = Immunreaktiver Score, aA = akute Appendizitis, Fibrose = Peritonealfibrose,
CAPD = Peritonealdialyse, EPS = Sklerosierende Peritonitis, * = signifikant, ns = nicht

signifikant

Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum P value Summary
Kontrolle vs Appendizitis -21.05 P <0.01 **
Kontrolle vs Fibrose -4.086 P >0.05 ns
Kontrolle vs CAPD -156.50 P >0.05 ns
Kontrolle vs EPS -11.41 P >0.05 ns
Appendizitis vs Fibrose 16.96 P >0.05 ns
Appendizitis vs CAPD 5.550 P >0.05 ns
Appendizitis vs EPS 9.639 P >0.05 ns
Fibrose vs CAPD -11.41 P >0.05 ns
Fibrose vs EPS -7.325 P >0.05 ns
CAPD vs EPS 4.089 P >0.05 ns

Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum P value Summary
Kontrolle vs Appendizitis -21.05 P <0.001 bl
Kontrolle vs Fibrose -4.086 P >0.05 ns
Kontrolle vs CAPD -15.50 P <0.05 *
Kontrolle vs EPS -11.41 P >0.05 ns

»one-way” ANOVA, Kruskal-Wallis-Test, ’Dunn’s multiple comparison test” mit 95 % Ki

Abb. 17 Statistische Auswertung der Anfarbungen mit Antikérpern gegen FGF-BP
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Auch bei dieser Untersuchung erzielte die Gruppe der akuten Appendizitiden
die hochsten Mittelwerte des Immunreaktiven Scores (IRS). Signifikante
Unterschiede ergaben sich beim Vergleich zwischen der Gruppe untereinander

in der Gegenuberstellung Kontrolle gegen akute Appendizitis.
In der Gegenuberstellung mit der Kontrolle ergaben sich statistisch signifikante

Unterschiede beim Vergleich der akuten Appendizitis und der Kontrolle und

beim Vergleich zwischen der Gruppe der CAPD und der Kontrolle.
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3.2.4 Antikorper gegen “transforming growth factor”-g1 (TGF-p1)

TGF-p1
P < 0,001

)
x
7]
Q
T
[]
g
0
E
=

Kontrolle aA Fibrose CAPD EPS

[n=10] [n=10] [n=11] [n=10] [n=9]

Patientengruppen

IRS = Immunreaktiver Score, aA = akute Appendizitis, Fibrose = Peritonealfibrose, CAPD =
Peritonealdialyse, EPS = Sklerosierende Peritonitis, * = signifikant, ns = nicht signifikant

Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum P value Summary
Kontrolle vs aA -16.75 P>0.05 ns
Kontrolle vs Fibrose -28.32 P < 0.001 b
Kontrolle vs CAPD -10.85 P>0.05 ns
Kontrolle vs EPS -12.77 P>0.05 ns
aA vs Fibrose -11.57 P>0.05 ns
aA vs CAPD 5.900 P >0.05 ns
aAvs EPS 3.978 P >0.05 ns
Fibrose vs CAPD 17.47 P>0.05 ns
Fibrose vs EPS 15.55 P >0.05 ns
CAPD vs EPS -1.922 P>0.05 ns

Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum P value Summary
Kontrolle vs aA -16.75 P <0.05 *
Kontrolle vs Fibrose -28.32 P < 0.001 el
Kontrolle vs CAPD -10.85 P >0.05 ns
Kontrolle vs EPS -12.77 P >0.05 ns

“one-way” ANOVA, Kruskal-Wallis-Test, “Dunn's multiple comparison test” mit 95 % Kl

Abb. 18 Statistische Auswertung der Anfarbungen mit Antikérpern gegen TGF-p1
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Bei der Anfarbung mit 1gG-Antikérpern gegen “transforming growth factor’-p1
(TGF-B1) erreichte die Gruppe der Peritonealfibrose die hdchsten Mittelwerte
des Immunreaktiven Scores (IRS). Bei dem Vergleich der Gruppen
untereinander  ergaben  sich  signifikante  Unterschiede bei  der
Gegenuberstellung Fibrose gegen Kontrolle.

Signifikante Unterschiede ergaben sich bei den Vergleichen der Gruppe der
Peritonealfibrose mit der Kontrolle und der Gruppe der akuten Appendizitiden
und der Kontrolle.

Abb. 19 Anfarbung der Mesothelzellen bei immunhistochemischer Untersuchung mit
Antikorpern gegen TGF-31
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3.2.5 Antikorper gegen “transforming growth factor”-g2 (TGF-32)

TGF-p2
4n ——

[T p—

% NN S

Kontrolle aA Fibrose CAPD EPS
[n=10] [n=10] [n=11] [n=10] [n=9]

Patientengruppen

Mittelwerte des IRS
»

IRS = Immunreaktiver Score, aA = akute Appendizitis, Fibrose = Peritonealfibrose, CAPD =
Peritonealdialyse, EPS = Sklerosierende Peritonitis, * = signifikant, ns = nicht signifikant

“one-way” ANOVA, Kruskal-Wallis-Test, “Dunn's multiple comparison test” mit 95 % Kl

Abb. 20 Statistische Auswertung der Anfarbungen mit Antikorpern gegen TGF-p2

Bei dieser Anfarbung ergaben sich keine signifikanten Unterschiede, weder
beim Vergleich der einzelnen Gruppen mit der Kontrollgruppe noch beim
Vergleich der Gruppen unter-einander. Da beim Kruskal-Wallis-Test kein

signifikanter Unterschied auftrat, wurde kein anschliefender Test durchgefuhrt.
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3.2.6 Antikorper gegen “transforming growth factor”’-f1 Rezeptor
(TGF-B1R)

TGF-B1-Rezeptor

P < 0,001

119

Mittelwerte des IRS

Kontrolle
[n=10]

[n=10] [n=9]

Patientengruppen

Fibrose

aA
[n=10] [n=11]

I P < 0,01

CAPD EPS

“one-way” ANOVA, Kruskal-Wallis-Test, “Dunn's multiple comparison test” mit 95 % Ki

IRS = Immunreaktiver Score, aA = akute Appendizitis, Fibrose = Peritonealfibrose, CAPD =
Peritonealdialyse, EPS = Sklerosierende Peritonitis, * = signifikant, ns = nicht signifikant

Dunn's Multiple Comparison Test | Difference in rank sum | P value Summary
Kontrolle vs aA -13.60 P>0.05 |ns
Kontrolle vs Fibrose -11.15 P >0.05 ns
Kontrolle vs CAPD -26.35 P <0.001 | ***
Kontrolle vs EPS -4.200 P>0.05 |ns
aA vs Fibrose 2.445 P >0.05 ns
aA vs CAPD -12.75 P>0.05 |ns
aAvs EPS 9.400 P>0.05 |ns
Fibrose vs CAPD -15.20 P>0.05 |ns
Fibrose vs EPS 6.955 P >0.05 ns
CAPD vs EPS 22.15 P <0.01 **

Dunn's Multiple Comparison Test | Difference in rank sum | P value Summary
Kontrolle vs aA -13.60 P >0.05 ns
Kontrolle vs Fibrose -11.15 P>0.05 |ns
Kontrolle vs CAPD -26.35 P <0.001 | ***
Kontrolle vs EPS -4.200 P>0.05 |ns

Abb. 21 Statistische Auswertung der Anfarbungen mit Antikérpern gegen TGF-f1

Rezeptor
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Bei der Anfarbung mit 1gG-Antikérper gegen “transforming growth factor’-p1
Rezeptor (TGF-B1R) wurden bei der Gegenuberstellung der Gruppen unter-
einander signifikante Unterschiede beim Vergleich Kontrolle gegen CAPD und

beim Vergleich CAPD gegen EPS festgestellt.

Bei der Gegenuberstellung der Gruppen mit der Kontrolle ergaben sich

signifikante Unterschiede beim Vergleich der Gruppe CAPD und der Kontrolle.
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3.2.7 Antikorper gegen “transforming growth factor’-f2 Rezeptor

(TGF-B2R)

P < 0,01

TGF-B2-Rezeptor

P < 0,001

P < 0,05
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Mittelwerte des IRS

Kontrolle

aA
[n=10] [n=10]

Fibrose

(03

APD

[n=11] [n=10]

Patientengruppen

EPS
[n=9]

IRS = Immunreaktiver Score, aA = akute Appendizitis, Fibrose = Peritonealfibrose,
CAPD = Peritonealdialyse, EPS = Sklerosierende Peritonitis, * = signifikant, ns = nicht

signifikant

Dunn's Multiple Comparison Test | Difference in rank sum P value Summary
Kontrolle vs aA -23.10 P < 0.001 bl
Kontrolle vs Fibrose -17.22 P >0.05 ns
Kontrolle vs CAPD -19.35 P <0.01 **
Kontrolle vs EPS -3.400 P >0.05 ns
aA vs Fibrose 5.879 P >0.05 ns
aA vs CAPD 3.750 P >0.05 ns
aAvs EPS 19.70 P <0.05 *
Fibrose vs CAPD -2.129 P >0.05 ns
Fibrose vs EPS 13.82 P >0.05 ns
CAPD vs EPS 15.95 P >0.05 ns

Dunn's Multiple Comparison Test | Difference in rank sum P value Summary
Kontrolle vs aA -23.10 P <0.001 | ***
Kontrolle vs Fibrose -17.22 P <0.05 *
Kontrolle vs CAPD -19.35 P <0.01 **
Kontrolle vs EPS -3.400 P >0.05 ns

“one-way” ANOVA, Kruskal-Wallis-Test, “Dunn's multiple comparison test” mit 95 % Kl

Abb. 22 Statistische Auswertung der Anfarbungen mit Antikérpern gegen TGF-f2

Rezeptor

86



Bei der Anfarbung mit IgG-Antikérpern gegen “transforming growth factor’-2
Rezeptor (TGF-f2R) wurden beim Vergleich der Gruppen untereinander
signifikante Unterschiede in den Vergleichen Kontrolle gegen akute
Appendizitis, Kontrolle gegen CAPD und akute Appendizitis gegen EPS
festgestellt.

Bei der Gegenuberstellung der Gruppen mit der Kontrolle ergaben sich

signifikante Unterschiede beim Vergleich von den drei Gruppen akute
Appendizitis, Peritonealfibrose und CAPD mit der Kontrolle.
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3.2.8 Antikorper gegen “connective tissue growth factor” (CTGF)

Patientengruppen

CTGF
P < 0,05
| P < 0,05 II P<005 |
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Kontrolle aA Fibrose CAPD EPS
[n=10] [n=10] [n=11] [n=10] [n=9]

IRS = Immunreaktiver Score, aA = akute Appendizitis, Fibrose = Peritonealfibrose, CAPD =
Peritonealdialyse, EPS = Sklerosierende Peritonitis, * = signifikant, ns = nicht signifikant

Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum | P value Summary
Kontrolle vs aA -1.500 P>0.05 | ns
Kontrolle vs Fibrose -20.65 P<0.05 |*
Kontrolle vs CAPD -17.40 P>0.05 | ns
Kontrolle vs EPS -0.7000 P>0.05 | ns
aA vs Fibrose -19.15 P<0.05 |*
aA vs CAPD -15.90 P>0.05 | ns
aAvs EPS 0.8000 P>0.05 | ns
Fibrose vs CAPD 3.250 P>0.05 | ns
Fibrose vs EPS 19.95 P<0.05 |*

CAPD vs EPS 16.70 P>0.05 | ns

Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum | P value Summary
Kontrolle vs aA -1.500 P >0.05 ns
Kontrolle vs Fibrose -20.65 P <0.01 **
Kontrolle vs CAPD -17.40 P <0.05 *
Kontrolle vs EPS -0.7000 P >0.05 ns

One-way ANOVA, Kruskal-Wallis-Test, Dunn's multiple comparison test mit 95 % Ki

Abb. 23 Statistische Auswertung der Anfiarbungen mit Antikérpern gegen CTGF
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Bei der Anfarbung mit IgG-Antikorpern gegen ,connective tissue growth factor”
(CTGF) traten signifikante Unterschiede bei der Gegenuberstellung der
Gruppen untereinander bei den Vergleichen Kontrolle gegen Peritonealfibrose,

akute Appendizitis gegen Fibrose und Fibrose gegen EPS auf.
Bei den Vergleichen der Gruppen mit der Kontrolle ergaben sich signifikante

Unterschiede bei den Vergleichen Kontrolle gegen Peritonealfibrose und

Kontrolle gegen CAPD.
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3.2.9 Antikorper gegen “vascular endothelial growth factor” (VEGF)

VEGF
P <0.001
5 P < 0,01 I
17 ! P <0,05
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Kontrolle Appendizitis Fibrose PD EPS
[n=10] [n=10] [n=11] [n=10] [n=9]
Patientengruppen

IRS = Immunreaktiver Score, aA = akute Appendizitis, Fibrose = Peritonealfibrose, CAPD =
Peritonealdialyse, EPS = Sklerosierende Peritonitis, * = signifikant, ns = nicht signifikant

Dunn's Multiple Comparison Test| Difference in rank sum| P value Summary
Kontrolle vs Appendizitis -9.050 P> 0.05 ns
Kontrolle vs Fibrose -22.55 P <0.01 **
Kontrolle vs PD -14.95 P > 0.05 ns
Kontrolle vs EPS -29.11 P <0.001 | ***
Appendizitis vs Fibrose -13.50 P> 0.05 ns
Appendizitis vs PD -5.900 P >0.05 ns
Appendizitis vs EPS -20.06 P <0.05 *

Fibrose vs PD 7.595 P >0.05 ns
Fibrose vs EPS -6.566 P >0.05 ns
PD vs EPS -14.16 P >0.05 ns

Dunn's Multiple Comparison Test| Difference in rank sum| P value Summary
Kontrolle vs Appendizitis -9.050 P >0.05 ns
Kontrolle vs Fibrose -22.55 P <0.001 | ***
Kontrolle vs PD -14.95 P >0.05 ns
Kontrolle vs EPS -29.1 P <0.001 | ***

“one-way” ANOVA, Kruskal-Wallis-Test, “Dunn's multiple comparison test” mit 95% KiI

Abb. 24 Statistische Auswertung der Anfarbungen mit Antikérpern gegen VEGF
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Bei der Anfarbung mit IgG-Antikorpern gegen ,vascular endothelial growth
factor® (VEGF) traten signifikante Unterschiede bei der Gegenuberstellung der
Gruppen untereinander bei den Vergleichen von der Kontrollgruppe mit der
Peritonealfibrose, Kontrollgruppe mit der EPS und akuter Appendizitis mit der
EPS auf.

Bei den Vergleichen der Gruppen mit der Kontrolle ergaben sich signifikante
Unterschiede bei den Vergleichen der Peritonealfibrose mit der Kontrolle und
EPS mit der Kontrolle.
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3.3 Kappa-Statistik zur Bestimmung der Validitat

Zur Bestimmung der Validitat der Auswertung des Doktoranden wurde eine
Kappa-Statistik der stichprobenartig untersuchten Auswertungen angefertigt.
Lediglich die Auswertungen der mit Antikorper gegen CTGF und VEGF

angefarbten Praparate blieben bei der Kappa-Statistik aul3en vor.

Bewertete Proben |Kappa-Wert [n = StichprobengroRe]

HE 0,89 [n =10]
NF-kB 0,73 [n =10]

Nicht auszurechnen, da alle Werte Ubereinstimmen [n
FGF-BP

=10]
TGF-beta 1 0,37 [n = 8]

Nicht auszurechnen, da alle Werte Ubereinstimmen [n
TGF-beta 2 - 10]

TGF-beta-Rezeptor 1 {0,39 [n = 10]
TGF-beta-Rezeptor 2 | 0,50 [n = 10]
VEGF 0,61 [n =10]

Abb. 25 Tabelle der Kappa-Statistiken der einzelnen Auswertungen

Die unten abgebildete Tabelle gibt anndherungsweise einen Einblick, wie diese
Kappa-Werte zu deuten sind. Daraus lasst sich ablesen, dass alle
Auswertungen mindestens ausreichend, einige sogar gut bis sehr gut

Ubereinstimmen.

Kappa Grad der Ubereinstimmung
0.00 Mangelhaft

0.01-0.20 Unerheblich

0.21-0.40 Ausreichend

0.41-0.60 MittelmaRig

0.61-0.80 Wesentlich

0.81-1.00 fast perfekt

Abb. 26 Bewertungstabelle der Kappa-Statistik der einzelnen Auswertungen (Chuang,
2001)
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4. Diskussion

Die von uns durchgeflhrten Untersuchungen zeigten, dass nahezu alle von uns
untersuchten profibrotischen Gewebsfaktoren bei der EPS vermindert waren.
Dies betraf das TGF-p- , das CTGF- und Teile des FGF-Systems. Der einzige
Faktor, der hochreguliert war, war VEGF.

4.1 Verkapselnde Peritonealsklerose (EPS)

4.1.1 Klinik der verkapselnden Peritonealsklerose (EPS)

Die Klinik der EPS ist charakterisiert durch eine intestinale Obstruktion. Dabei

ist der Darm in der Regel diskontinuierlich befallen (Nakamoto, 2005).

Makroskopisch findet sich eine sklerotische Verdickung und Verkapselung des
peritonealen Gewebes. Sind dabei benachbarte Darmschlingen betroffen und
verwachsen, wird die Darmmotilitat gestort und es kommt zum lleus. Es wird
auch eine Schadigung des Plexus myentericus als Mitausléser diskutiert
(Nakamoto, 2005).

Histologisch imponiert die Peritonealmembran als stark verdickt und
umgewandelt in dichte
Schichten von Bindegewebe. Dabei ist das Gewebe von mononuklearen und

polymorphnuklearen Zellen infiltriert (Nakamoto, 2005).
Die Fruhdiagnose der Erkrankung ist wichtig, da dann die Mortalitat noch

niedrig ist. Glicklicherweise mehren sich in letzter Zeit Berichte Uber positive
Krankheitsverlaufe (Nakamoto, 2005).
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In den meisten Fallen schreitet die EPS langsam voran und bleibt
asymptomatisch Uber einen langen Zeitraum. In seltenen Fallen treten die
ersten Symptome allerdings schon nach einem Jahr nach Aufnahme der
Peritonealdialyse auf. In Abbildung 27 sind die Symptome und klinischen
Auffalligkeiten der EPS aufgelistet (Nakamoto, 2005).

Symptome und klinische Befunde

Zeichen des lleus Zeichen der Entzindung
e Appetitsverlust o Fieber
e Nausea und Vomitus o Aszites
e Vollegefuhl e Fatigue
e Abdominalschmerzen e Gewichtsverlust

* Abwesenheit von Zeichen der peritonealen Verklebungen

Darmgerauschen e Blutiges Dialysat

e Verstopfung e Aszites

e Diarrho e Abdominale Beschwerden

e Anorexie e Abdominale Raumforderung

e Gewichtsverlust

Abb. 27 Klinische Befunde bei der EPS (Nakamoto, 2005)

Die Symptome sind zu Beginn oft diffus und unspezifisch. Charakteristisch ist

bei der EPS das intermittierende Auftreten der Symptome (Nakamoto, 2005).
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4.1.2 Diagnostik der verkapselnden Peritonealsklerose (EPS)

4.1.2.1 Klinische Diagnostik

Eine frlhzeitige Diagnose wird bei langjahriger Peritonealdialyse und Auftreten
von klinischen Zeichen, wie sie in Abbildung 27 dargestellt sind, vermutet. Die
Langzeit-Peritonealdialyse ist ein wichtiger Risikofaktor flr die EPS (Nakamoto
2005). Die Inzidenz der EPS kann bei einer PD-Dauer von acht Jahren bis zu
19,4 % betragen (Rigby und Hawley, 1998). Es existiert keine patho-
gnomonische Laboruntersuchung fir EPS. Als Hinweise kdnnten eine
Erythropoeitin-refraktare Anamie, Hypoproteindmie und erhdhte Plasmaspiegel
von C-reaktivem Protein (CrP) gelten, obwohl sie nicht spezifisch fur diese
Erkrankung sind (Nakamoto, 2005).

Weiterhin kann man oft feststellen, dass die Dialyseeffizienz abnimmt. Der
Massen-Transfer-Flachenkoeffizient von Kreatinin und Glukose steigt an und
fuhrt zu einem fortschreitenden Verlust der Ultrafiltrationsfahigkeit (Nakamoto,
2005).

Die Erhoéhung der peritonealen Permeabilitat zeigt die Entwicklung der
Vorstufen einer EPS, dem sogenannten Pra-EPS-Stadium, an. Bei Patienten
mit einem hohen Risiko fir EPS konnte die Friherkennung der Erkrankung
erleichtert werden, indem die Patienten regelmalig im Hinblick auf
Veranderungen der Flussigkeitsausscheidung und der Permeabilitat der

Peritonealmembran untersucht werden wurden (Nakamoto, 2005).

Die Beschaffenheit der Peritonealmembran kann mittels des peritonealen
Aquilibrationstest (PET) beurteilt werden (Twardowski, 1990). Yamamoto et al.
beschrieben, dass die Entwicklung eines Stadiums mit grofen
Transportvolumina Uber die Peritonealmembran bei Patienten beobachtet
wurde, die spater EPS entwickelten, nachdem die Peritonealdialyse abgesetzt
worden war. Somit kdnnte solch ein Zustand als FrGhmarker fur die EPS dienen
(Nakamoto, 2005).
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Bei Untersuchungen der Dialyseflussigkeit fielen nicht nur das Auftreten von
Riesenzellen auf, sondern auch, dass die Grof’e der Mesothelzellen mit Dauer
der Peritonealdialyse signifikant zunahm. Diese morphologischen Indikatoren
konnten nuitzlich sein, um den richtigen Zeitpunkt zum Absetzen der
Peritonealdialyse zu finden, um das Entstehen der EPS zu verhindern
(Nakamoto, 2005).

Das sogenannte ,cancer antigen® 125 (CA 125) wird von Mesothelzellen
produziert. Mit zunehmender PD-Dauer nimmt die Zahl der Mesothelzellen ab.
Es ist nicht vollstandig anerkannt, ob CA 125 als Marker fur die Mesothelzell-
Masse gelten kann (Nakamoto 2005). Eine Studie zeigte jedoch, dass CA125
extrem niedrige Werte bei Patienten mit EPS erreichte (Ho-dac-Pannekeet et al.
1997). Weitere Studien zeigten wiederum, dass es keine Beziehung zwischen
CA 125-Spiegeln und PD-Dauer gibt (Lai et al., 1997; Kawanishi et al., 2000).
Einige Studien zeigten sehr niedrige Werte von CA125 bereits sehr kurz nach

Beginn der Peritonealdialyse (Nakamoto, 2005).

Andere peritoneale Marker wie Cytokine wurden als weitere Indikatoren fur EPS
vor-geschlagen. Erhdhte Werte fur Interleukin 18 (IL-1B), IL-6, IL-8,
Ltransforming growth factor-p1 (TGF-31), ,hepatocyte growth factor® (HGF) and
,platelet derived growth factor® (PDGF) wurden im Aszites von PD-Patienten
gefunden (Nakamoto 2005).

Der ,vascular endothelial growth factor® (VEGF) gilt als ein Mediator der
Neoangiogenese. Erhdhte Werte von proinflammatorischen Cytokinen, IL-6 und
dem proangiogenetischen VEGF tragen vermutlich zu einer Erhdhung des
kleinmolekularen  Stofftransports Uber die  Peritonealmembran  bei
Peritonealdialyse-Patienten bei. Ob diese Parameter jedoch als Marker flr die
peritoneale Sklerose oder Fibrose verwendet werden koénnen ist umstritten
(Nakamoto, 2005).
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4.1.2.2 Radiologische Diagnostik

In Abbildung 28 sind die wichtigsten radiologischen Befunde aufgelistet, die bei
der EPS haufig erhoben werden. Obwohl die diagnostische Sensitivitat der
unten genannten Untersuchungen sehr hoch ist, kdnnen nur Klinik, Bildgebung
und Pathologie zusammen endgultig Aufschluss dartber geben, ob es sich um
EPS handelt (Nakamoto, 2005).

Untersuchungsmethode |Radiologische Befunde

Réntgen-Abdomen ¢ Dilatierte Dunndarmschlingen

o FlUssigkeitsspiegel im Dunndarm

e Verkalkungen des Peritoneums

Kontrastmittel- e Darmperistaltikstorungen

Untersuchungen e Abgeteilte, starre, dilatierte Darmabschnitte

e Unterschiedliche Verstopfungsgrade begleitet

von Abschnitten mit Hypermotilitat

Ultraschall e Dilatierte und miteinander verklebte Dar-
Schlingen, die am Peritoneum anhaften

¢ Intraperitoneal echogene Gewebestrange

e Echogenes ,sandwich“-férmiges Peritoneum

e Dreischichtung der Darmwand

CT/MRT ¢ Unterschiedliche Durchmesser von Darm-
Abschnitten

¢ Verklebte, dilatierte Darmabschnitte

e Verdickte Darmwand und Peritonealmembran

e Erhohte Dichte des mesenterialen Fettgewebes

e Verkalkungen des Peritoneums

e Eingeschlossene Flussigkeitsansammlungen

o Luft-Wasser-Spiegel, Darmverschluss und

lokoregionarer Aszites

Abb. 28 Radiologische Befunde bei der EPS (Nakamoto, 2005)
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4.1.2.3 Histologische Diagnostik

Durch  die pathologischen Befunde wird versucht, histologische
Diagnosekriterien flur die EPS zu erstellen. Der typische makroskopische
Befund ist die kokonartige Verkapselung des gesamten Darmtraktes (Honda
und Oda, 2005).

Diese Verkapselung ist oft begleitet von Fibrinablagerungen, ortlichen
Blutungen des Peritoneums und verschiedenen Mengen blutigen Aszites. Eine
dinne Membran des visceralen Peritoneums tragt zu der Verkapselung des
Darmes bei. Histologisch ist diese Membran aus organisiertem Fibrin
aufgebaut, das wahrscheinlich von Plasmaexsudaten aus dem Gefal3netz des

Peritoneums stammt (Honda und Oda, 2005).

Im Vergleich zur Peritonealsklerose ergeben sich bei der EPS dramatische
Veranderungen der Anatomie des Bauchraums. Das Mesenterium, der Magen,
die Leber, die Milz, die Gallenblase, Beckenorgane und die Bauchwand kénnen
betroffen sein. Im Gegensatz zur Peritonealsklerose sind bei der EPS die
Veranderungen eher im visceralen als im parietalen Peritoneum zu sehen
(Garosi, 2003).

Der Durchmesser des Peritoneums ist nicht Uberall gleich, aber es wurden mit
bis zu 4.000 um sehr hohe Werte beobachtet (Garosi, 2003). Diese Werte sind
weit uber denen der Peritonealsklerose, die in einzelnen Arbeiten zwischen 20
um (Rubin et al., 1991) und 270 um (Williams et al., 2002) liegen. Daneben ist
die Muskelschicht komprimiert, was bei der einfachen Peritonealsklerose nicht
der Fall ist. Die Pathologie der EPS weist auf ein unabhangiges Geschehen hin,

das auf dem Boden der Peritonealsklerose entstanden ist (Garosi, 2003).
Bei der EPS gibt es zellulare Infiltrate im sklerotischen Gewebe. Dies wird bei

der Peritonealsklerose nicht beobachtet. Es finden sich Leukozyten,

Erythrozyten, Makrophagen und Riesenzellen (Garosi, 2003).
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In manchen Regionen sind die Infiltrate parazellular und es bilden sich dort
Mikroabszesse. Anhaufungen von Entzindungszellen werden auch im
Fettgewebe gefunden. Da die Entziindung unter dem Mesothel meistens relativ
leicht ist und starker wird, je tiefer die Zellschicht ist, ist die Bioinkompatibilitat
der PD-LAsung zunachst nicht direkt der Grund fir diese Entziindung (Garosi,
2003).

Gefallveranderungen sind weit verbreitet bei der EPS und Gefallverschlisse
werden zur Regel. Dabei sind alle drei Wandschichten der arteriellen Gefalle
betroffen. Verkalkungen des Peritoneums sind bei der Peritonealsklerose sehr
selten, kommen aber bei der EPS fast regelmaRig vor. Manchmal ist das
Peritoneum sogar verknochert. Bei einem 20-jahrigen Patienten befand sich in

diesen Gebieten sogar Knochenmark-ahnliches Gewebe (Garosi, 2003).

Die morphologischen Veranderungen, die im Peritoneum von Patienten
beobachtet wurden, die Uber lange Zeit CAPD durchgeflhrt hatten, umfassen
die Abtragung von Mesothelzellen, submesotheliale interstitielle Fibrosierung
und vaskuldre Sklerose. Zusammengenommen bezeichnet man diesen
Komplex von Veranderungen als Peritonealsklerose (Di Paolo et al., 1986;
Dobbie, 1992; Dobbie et al., 1994).

Er wird auch haufig in den Peritonea der EPS-Patienten beobachtet. Die
Schlussfolgerung, dass die EPS einfach eine besonders schwere Form der
Peritonealsklerose sei, ist aber falsch. Denn nicht alle Patienten, die von der
Peritonealsklerose betroffen sind, entwickeln auch eine EPS. Fir die
Entstehung der EPS sind noch weitere auslésende Faktoren nétig. Dies sind
vermutlich inflammatorische Stimuli, die beispielsweise von einer infektiésen

Peritonitis ausgeldst werden (Honda und Oda, 2005).
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Nach der ,wo hit“Theorie der Pathogenese der EPS spielen
Anbahnungsfaktoren, beispielsweise eine lange andauernde Peritonealdialyse
als ersten ,Schlag® und die Manifestationsfaktoren, beispielsweise
inflammatorischer Stimuli, als zweiter ,Schlag“ eine Rolle bei der Entstehung
dieser Erkrankung (Honda und Oda, 2005).

Die peritonealen Fibroblasten erscheinen geschwollen und hyperzellular. Eine
GrofRzahl verschiedener Proliferations- und Transkriptionsfaktoren st

gleichzeitig vorhanden (Honda und Oda, 2005).

Basierend auf histologischen Untersuchungen wurden der Nachweis der
Fibrinablagerung und die morphologisch veranderten Fibroblasten als wichtige
Befunde fur die frihe Diagnosestellung der EPS vorgeschlagen (Honda und
Oda, 2005).

Histologische Diagnosekriterien fiir die EPS

e Fibrinablagerung

e Abtragung der Mesothelzellen

e |Interstitielle Fibrose

e Schwellung der Fibroblasten

e Perivaskulare Blutungen

¢ Kapillarangiogenese

e Mikrovaskulare Sklerosierung

¢ Interstitielle Monozyten-Infiltration

¢ Anwesenheit immunhistochemischer Marker fur Fibroblastenaktivierung und

Fibroblastenvermehrung im Peritoneum

Abb. 29 Histologische Diagnosekriterien fiir die EPS (Honda et al., 2003)

Persistierende, entzindliche Veranderungen sind ein pradiktiver Faktor fur das
zukunftige Auftreten der Erkrankung (Honda und Oda, 2005).
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Um histologische Diagnosekriterien aufzustellen, wurden Proben von Biopsien
des Peritoneums von 69 Patienten untersucht. Darunter waren auch 12
Patienten mit EPS. Dafir wurde die Haufigkeit und die Auspragung
histologischer Parameter untersucht, wie sie schon oben in Abb. 8 dargestellt
wurden (Honda et al., 2003). Zur Veranschaulichung wird die Abbildung noch
einmal angefuhrt.

Diese Kriterien sind nicht spezifisch fur die EPS, aber zusammen mit
laparoskopischen Befunden liefern sie nutzliche Informationen, um die Schwere
der Erkrankung einschatzen zu kénnen und eine frihe Erkennung und daran

angepasste Therapie zu ermdglichen (Honda et al., 2003).

Die Einstufung jedes Parameters wurde mittels eines semiquantitativen
Auswertungssystems bestimmt. Dabei entsprach der Grad 0 dem
Normalbefund, Grad 1 einer schwachen Auspragung, Grad 2 einer maligen
Auspragung und Grad 3 einer starken Auspragung der Lasion (Honda et al.,
2003).

Die Haufigkeit und die Auspragung der Lasionen wurde dann bei finf
verschiedenen Patientengruppen miteinander verglichen. Die Gruppen waren
zum einen die Patienten mit EPS [n = 12], eine Gruppe mit nicht bestatigtem
Verdacht auf EPS (Pra-EPS) [n = 5], eine Gruppe mit infektioser Peritonitis [n =
20], eine Gruppe mit Ultrafiltrationsverlust [n = 25] und eine Gruppe, die kurz
davor die PD-Therapie begonnen hatte [n = 20] (Honda et al., 2003).

In der immunhistochemischen Untersuchung wurden die Expressionsmuster
von ,macrophage migratory inhibiting factor® (MIF), ,fibroblast growth factor®
(FGF), FGF-2-Rezeptor (Bek), a-,smooth muscle actin“ (a-SMA), Mib-1 (Ki-7)
und Bcl-2 in den Fibroblasten der untersuchten Peritonea erfasst und die funf

oben genannten Gruppen miteinander verglichen (Honda et al., 2003).
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In der EPS-Gruppe [n = 12] war die Haufigkeit der Fibrinablagerungen, der
geschwollenen Fibroblasten, der Kapillarangiogenese und der
Monozyteninfiltration signifikant hoher als in der Non-EPS-Gruppe [n = 57]. Bei
Betrachtung der Auspragungen der histologischen Parameter waren die
Auspragungen der Fibrinablagerungen und der Fibroblastenschwellung in der
EPS-Gruppe [n = 12] signifikant hoher als in der Peritonitisgruppe [n = 20]
(Honda et al., 2003).

Die Immunhistochemie wies eine verstarkte Expression der Wachstumsfaktoren
fur Fibroblasten auf. Beim Vergleich der EPS-Gruppe [n = 12] mit der Non-EPS-
Gruppe [n = 57] war die Haufigkeit der positiv auf die Marker MIF, FGF, Bek,
Mib-1 und Bcl-2 gefarbten Zellen in der EPS-Gruppe signifikant héher als in der
Non-EPS-Gruppe. Jedoch wurden auch in den Peritonea der Patienten mit
infektidser Peritonitis diese Marker haufig gefunden. Damit erscheint es schwer,
allein mit dieser Methode die EPS von anderen infektiosen Zustanden im

Bauchraum zu differenzieren (Honda et al., 2003).
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4.2 Peritonealfibrose

4.2.1 Mechanismen der Fibrosierung

Die Fibrose folgt als normale Reaktion auf eine Gewebsverletzung. In erster
Linie ist diese Funktion als positiv anzusehen, flhrt sie doch meistens
sukzessiv zur Neoepithelialisierung. In anderen Organsystemen fihrt die
gewebliche Umwandlung jedoch zur Dysfunktion des Gewebes.

Bei Patienten, die Peritonealdialyse durchfiihren, kann die Fibrosierung des
Peritoneums zu einer Verminderung der Ultrafiltrationsfahigkeit und damit
schlieBlich zu einer unzureichenden Dialyseleistung fiihren. Bei diesen
Patienten kann die Peritonealfibrose aus verschiedenen Grinden entstehen.
Die Zeitdauer der Peritonealdialyse ist mit dem Auftreten der peritonealen

Fibrosierung positiv korreliert.

Die Ursache der Fibrosierung ist noch nicht geklart. Eine Forschungsgruppe
stellte bei Patienten, die Peritonealdialyse durchfihren, eine Vaskulopathie und
Neoangiogenese fest, wahrend eine andere Gruppe ein erhdhtes a-,smooth
muscle actin“ (a-sma) vorfand. Bei den meisten Gruppen fand sich ein totaler
Verlust des Mesothels. Weiterhin scheint auch die Art des Dialysats die
Fibrosierung zu beeinflussen. Hierbei scheinen die Glucose-Degradations-
Produkte (GDP) und die ,advanced glycation end products® (AGE) die
bedeutendste Rolle zu spielen (Garosi, 2003). Die Akkumulation von AGEs
korreliert positiv mit peritonealer Fibrose und reduzierter Ultrafiltration (Honda et
al., 1999).
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Grundsatzlich scheint die Fibrosierung einer bestimmten Sequenz zu folgen, die
uber die Schritte Initiation, Progress und Stillstand oder Regress ablaufen
(Garosi, 2003). Im Kapitel tber TGF-B wird der Pfad beschrieben, Uber den
nach heutigen Erkenntnissen die Einstehung der Fibrose Uber AGEs und ROS
ablauft (Mason und Wahab, 2003).

Weiterhin wurden bisher vor allem PD-Losungen verwendet, die als osmotische
Grundsubstanz Glucose oder Dextrose benutzten. Diese flihren jedoch auch
uber die Produktion von AGEs und GDPs zur Fibrose und damit zu einer
Abnahme der Ultrafiltration. Neuere Ldsungen enthalten z. B. Polyglucose
(Icodextrin) als Grundsubstanz, die nicht in diesem Male zur Produktion dieser
Metabolite fuhren und nachweislich die Ultrafiltration langer aufrechterhalten
konnen (Finkelstein et al., 2005). SchlieBlich kommen auch Aminosauren als
osmotische Agenzien zum Einsatz, denn es gehen 8-15 g an Proteinen taglich
bei der PD verloren. Diese Substanzen enthalten keine Glucose und es werden
deshalb keine GDPs hergestellt. Bei Verwendung eines Beutels taglich Gbertrifft
die Aufnahme durch das Dialysat den Verlust der Proteine durch die PD.
Weiterhin sind sie mit einem pH-Wert von 6,7 weniger azide (Wolfson und
Jones, 1999).

Unterschiedliche Dialysate scheinen, wie oben erwahnt, in unterschiedlichem
Malde zur Fibrose beizutragen. Saure PD-LOosungen, die zumeist Lactat als
Puffer verwenden, schadigen das Peritoneum deutlich starker als die neueren
biokompatiblen PD-Losungen. In einem sogenannten Zweikammersystem
kann durch den Einsatz sowohl von Laktat als auch von Bikarbonat der normale
pH-Wert im Peritoneum konstant erhalten bleiben bzw. wiederhergestellt
werden. Da die Produktion von Glucose-Abbau-Produkten abhangig vom pH-
Wert ist, werden durch den Einsatz solcher Doppelbeutel auch weniger solcher
Metabolite hergestellt (Tauer et al., 2001).
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Die Peritonealsklerose ist ein sehr haufig beobachtetes Merkmal bei Patienten
mit Peritonealdialyse (Garosi, 2003). Williams und Rubin fanden bei allen
untersuchten Fallen von PD-Patienten eine Fibrose (Rubin et al., 1991; Williams
et al.,, 2002). Bei padiatrischen Patienten fanden Schneble et al. eine frihe
Form der Fibrose in 50 % der CAPD-Falle bereits nach 6—12 Monaten Dialyse
(Schneble et al, 1992). Garosi et al. beobachteten Zeichen der
Peritonealsklerose nach zwei Jahren PD-Dauer in 80 % der Falle (Garosi,
2003).

Die Peritonealsklerose gehort vermutlich zu den  morphologischen
Veranderungen, die sehr oft mit der Peritonealdialyse in Verbindung gebracht
werden. Diese Veranderungen beginnen mit dem Umbau des Mesothels und
gehen Uber submesotheliale Veranderungen in die Peritonealsklerose uber
(Garosi, 2003).

Die mesothelialen Veranderungen umfassen den Verlust an Mikrovilli, die
Lockerung interzellularer Haftungsstellen, runde Zellkerne mit erhdhtem
Heterochromatin, Hyperplasie und degenerative Veranderungen des rauen
endoplasmatischen Retikulums, Pyknose und Schwellung der Mitochondrien,
kuboidale Umwandlung der Zelle, Abldsung von der Basalmembran und die

Abtragung der Mesothelzellen (Garosi, 2003).

Zu den histologischen Veranderungen der submesothelialen Schichten gehdren
die Verdickung und Doppelung der mesothelialen Basalmembran, Odeme, eine
bescheidene Zellzunahme und das Vorhandensein von mikroskopisch kleinen
Plastikpartikeln von Beuteln und Kathetern der Peritonealdialyse. Daher ist die
Peritonealsklerose  praktisch immer vorhanden bei Patienten mit

Peritonealdialyse nach mehrmonatiger Therapie (Garosi, 2003).
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Das Ausmal} der Fibrose ist bei der Peritonealsklerose im Gegensatz zur EPS
begrenzt und betrifft nicht das komplette Peritoneum. Es ist vorwiegend das
parietale Peritoneum betroffen. Die Dicke der Sklerose ist mit 20-270 pum

Durchmesser bei weitem nicht so ausgepragt wie bei der EPS (Garosi, 2003).

Es gibt keinen morphologischen Hinweis auf Verkalkungen und zellulare
Infiltrationen im Peritoneum. Peritoneale Verknécherungen treten sehr selten
auf. Die GefalRveranderungen sind leicht ausgepragt. Es besteht nur eine milde
Verdickung der Gefallwand und wenig Neoangiogenese. Insgesamt bietet sich
ein monotones histologisches Bild. Weiterhin gibt es keinen Hinweis darauf,

dass sich die Peritonealsklerose weiterentwickelt (Garosi, 2003).
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4.2.3 Pathogenese der Peritonealsklerose

Wie oben bereits erwahnt, besteht immer noch Unklarheit Uber die
grundsatzlichen Wege und Reaktionen, die zu der fibrotischen Umwandlung
des Gewebes fuhren. Es existieren verschiedene Hypothesen. Aus diesem
Grund erscheint es einleuchtend, dass es auf subzellularer Ebene eine grolde
Anzahl von Mediatoren gibt, die mit den oben genannten Mechanismen in
Verbindung gebracht werden. Wie schon angefihrt, haben wohl die Glucose-
Degradations-Produkte (GDP) eine wichtige Bedeutung. Sie entstehen bei der
Hitzesterilisierung, der die Dialyse-Losungen wahrend der Produktion
unterzogen werden. Sie verandern die Mastzellfunktion und deren Proliferation
(Nakamura und Niwa, 2004).

Die AGE werden als weniger potent als die GDP erachtet. Ihnen wird die
Fahigkeit zugeschrieben, auf die Kollagenexpression einzuwirken. Sie steigern
die Expression von TGF-. AGE kommen zusammen mit VEGF vor und lagern
sich im Interstitum und in den GefaBwanden ab. |hre Prasenz ist positiv
korreliert mit der Fibrosierung und der Abnahme der Ultrafiltrationsfahigkeit des
Peritoneums. glucosefreie Dialysate bewirken eine verminderte AGE-

Konzentration (Nakamura und Niwa, 2004).

Weiterhin konnen die hitzesterilisierten Losungen bakterielle Epitope enthalten,
die dann Uber bekannte Entzindungskaskaden (IL-6, IL-8, Prostaglandinen,
RANTES usw.) eine fibrotische Umwandlung bewirken. Auch auf anderen
Wegen kénnen bakterielle Infektionen fibrogenetische Effekte ausiben (Combet
et al., 2001).

Versuche mit Adenoviren zeigen eine Hochregulierung fibrogenetischer
Faktoren durch IL-1 und TNF-a.. Genauer gesagt werden durch IL-1 Fibronectin,
Kollagen und plasminogen activator inhibitor (PAl) hochreguliert (Combet et al.,
2001).
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Eine uramische Stoffwechsellage kann Uber eine Erhohung der AGE eine
verstarkte Expression von FGF2 bewirken und damit sukzessiv zur Fibrosierung
fuhren (Combet et al., 2001).

Nachweislich werden TGF- und FGF nach Episoden von Peritonitis
hochreguliert, die wiederum zu einer Fibrosierung fuhren kénnen (Combet et
al., 2001).

Combet et al. berichteten, dass schon das Nierenversagen pathologische
Veranderungen des Peritoneums induzieren kann. In einem Rattenmodell
wurde durch subtotale Nephrektomie ein Zustand des Nierenversagens
erzeugt. Beim Voranschreiten des Nierenversagens stieg die Aktivitat der Nitrit-

Oxid-Synthase im Peritoneum (Combet et al., 2001).

In Peritonea von Patienten mit Peritonealsklerose war die Expression der Nitrit-
Oxid-Synthase in einer steigenden Anzahl von Kapillaren erhdht. Weiterhin
fanden sich Ablagerungen von ,advanced glycation end products® (AGE) in den
GefalRwanden. Perivaskuldre Fibrosierung wurde auch im Peritoneum
beobachtet (Honda et al., 1999).

Den Einfluss des Nierenversagens selbst auf die Verdickung des Peritoneums
wurde an anderer Stelle ebenso beschrieben. Die Autoren hatten Proben aus
Peritonea von neun gesunden Probanden und 25 Patienten mit chronischem
Nierenversagen. Sie zeigten, dass das Peritoneum bei den Patienten signifikant
verdickt war. Sie nahmen an, dass in diesen Peritonea schon eine gewisse

Form der chronischen Entzindung existieren musste (Williams et al., 2002).
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Es gibt drei experimentelle Tiermodelle zur Peritonealfibrose. Die Stoffe, die zur
Induzierung der EPS verwendet wurden, waren Lipopolysaccharide (LPS),
saure PD-Lésungen mit einem pH von 3,8 und Chlorhexidin Gluconat (CG). Bei
den letzten beiden Methoden traten ahnlich Adhasionen auf, wie sie bei der
EPS bekannt sind. Beim CG Modell war das sub-mesotheliale Gewebe
betrachtlich verdickt. Daruber hinaus zeigte sich eine erhohte Anzahl von
Gefalken und eine verstarkte Ablagerung von Kollagen in diesem Gewebe
(Honda et al., 1999).

Der Ursprung der erhdhten Anzahl der Fibroblasten in der submesothelialen
Zone ist eine wichtige Frage. Yanez-Mo et al. beschrieben die Umwandlung von
epithelialem zu mesenchymalem Gewebe von Mesothelzellen. Diese In-Vitro-
Studie zeigte eine Umwandlung von peritonealen Mesothelzellen von
epithelialen Zellen zu mesenchymalen Zellen. Dazu gehorte auch der
Rickgang der Expression von Cytokeratinen und e-Cadherin (Yanez-Mo et al.,
2003). Immunhistochemische Untersuchungen von Proben aus Peritonea von
PD-Patienten wiesen eine Expression von mesothelialen Markern, wie
intercellular adhesion molecule 1 und Cytokeratin in Fibroblasten-ahnlichen
Zellen, auf, die in der submesothelialen Zone gefangen waren. Dieser
Entdeckung lasst vermuten, dass diese Fibroblasten-ahnlichen Zellen von

Mesothelzellen abstammen (Yanez-Mo et al., 2003).

Die Peritonealsklerose ist wahrscheinlich ein unvermeidbarer Schritt bei der
Entwicklung der EPS als Folge der PD (Miyazaki und Yuzawa, 2005). Sehr
selten tritt die EPS in idiopathischer Form auf, in der kein Zusammenhang mit
der PD besteht. Es wurde die Rolle des Kollagen-spezifischen
Hitzeschockproteins 47 (HSP47) in der Phase der Vermehrung der
extrazellularen Matrix untersucht. Dieses Protein ist unerlasslich bei der
Produktion von Kollagen und wird mit fibrotischen Stérungen in der Leber, der
Lunge und den Nieren in Zusammenhang gebracht (Miyazaki und Yuzawa,
2005).
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Untersuchungen zeigten eine erhohte Expression von HSP 47 in fibrotischen
Peritonea von PD-Patienten und ebenso in den Peritonea der Ratten, die mit
CG behandelt worden waren. Der Grad der Expression von HSP 47 korreliert
signifikant mit der Ansammlung von Kollagen Typ | und Il bei Patienten und bei

der mit CG induzierten Peritonealsklerose (Miyazaki und Yuzawa, 2005).

Um zu klaren, welche Rolle HSP 47 bei der Entwicklung der Peritonealfibrose
spielt, unterdrickten Nishino et al. die Expression von HSP 47 auf genetischer
Ebene in einem CG-Ratten-Modell. Die hierfir verwendeten Antisense-
Oligonukleotide unterbrachen die durch die Expression von HSP 47, Kollagen
Typ | und Il und a-SMA verursachten Veranderungen in den Peritonea der
Ratten. Daruber hinaus bewirkte dies eine Reduktion der Anzahl der

einwandernden Makrophagen und der Neoangiogenese (Nishino et al., 2003).

Da bei vielen Patienten mit EPS eine Kapillarangiogenese in deren Peritonea
gefunden wird, haben einige Forscher die Auswirkung der Hemmung der
Neoangiogenese in einem Mausmodell untersucht. Die Behandlung mit TNP-
470 reduzierte die Anzahl von Gefallen und hemmte die Verdickung des
submesothelialen Gewebes (Yoshio et al.,, 2004). Eine andere Gruppe
verwendete Angiostatin als anderen Hemmer der Angiogenese. Dabei konnte
keine Reduktion der Dicke des Peritoneums erreicht werden, obwohl weniger

Gefalle vorhanden waren (Margetts et al., 2002).

SchlieBlich wurde die Rolle von Angiotensin Il (All) untersucht. Angiotensin II
zeigen eine grolRe Breite an biologischen Aktivitaten. Es wurde angenommen,
dass All eine wichtige Rolle in der Peritonealsklerose spielt. In einem
experimentellen Modell verringerten der ACE-Hemmer Benazepril und der
Angiotensin-Rezeptor-Blocker Candesartan die Verdickung der
submesothelialen Zone und die Anzahl der CD31 positiven GefalRe. Durch den
AT-1-Hemmer wurde ebenfalls die Expression von ,transforming growth factor®-
B (TGFB) und ,vascular endothelial growth factor (VEGF), die durch die Gabe

von CG induziert waren, gehemmt (Nishino et al., 2003).
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Sawada et al. zeigten, dass sich durch Hemmung des ,angiotensin converting
enzyme“ (ACE) die Peritonealsklerose in einem Mausmodell sogar
zurlckgebildet hatte, bei dem durch CG die Fibrose induziert worden war
(Sawada et al.,2002). Heutzutage werden die ACE-Hemmer und die
Angiotensin-llI-Rezeptorblocker zur antihypertensiven und antiproteinurischen
Therapie bei Patienten mit Nierenerkrankungen angewendet. Es bleibt jedoch
zu klaren, ob damit die Entstehung der Peritonealfibrose verhindert werden
kann (Nishino et al., 2003).

Ein Schlusselfaktor, der direkt mit der Kollagenproduktion assoziiert wird, ist der
Jtransforming growth factor“-p (TGF-B). Margetts et al. zeigten eine direkte
Auswirkung von TGF-p auf die Verdickung des Peritoneums. Der Gentransfer
von TGF-B induziert eine Verdickung des Peritoneums, die sich selbst
zurlckbildet. Decorin, ein natirlicher Inhibitor von TGF-f, verhinderte die
peritoneale Verdickung. Diese Studien zeigen, dass durch die Steuerung dieses
Wachstumsfaktors das Voranschreiten der Peritonealfibrose moduliert werden
konnte (Margetts et al., 2001).

Die Rolle der Entziindung bei der Entwicklung der Peritonealfibrose bleibt
unklar. Bei histologischen Untersuchungen fand sich nur eine geringflgige
Infiltration mit Makrophagen, jedoch waren die Spiegel von Interleukin-6 (IL-6)
und IL-18 erhoht im Aszites von Patienten und in experimentellen EPS-
Modellen (Nishino et al., 2003).

Um die direkte Rolle einer Entziindung in der Peritonealfibrose zu untersuchen,
fuhrten Margetts et al. einen Gentransfer von IL-13 und TNFa in das
Peritoneum einer Ratte durch. In beiden Fallen entwickelte sich eine
Verdickung des Peritoneums und eine Einspriefung von Gefallen. Bei TNFa
bildeten sich die Veranderungen zurtck, bei IL-1p jedoch nicht (Margetts et al.,
2002).

111



Die Ultrafiltration nahm in beiden Fallen ab, normalisierte sich aber im Fall von
TNF-a . Damit zeigte sich, dass beide Faktoren auch Einfluss auf die Funktion
des Peritoneums haben. Daraus schlossen die Autoren, dass die Entzindung
eine wichtige Rolle spielen muss sowohl in der Fibrosierung als auch in der

Verschlechterung der peritonealen Funktion (Margetts et al., 2002).
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4.3 Verknécherung der Peritonealmembran

Bei mehreren Patienten, die an EPS leiden, fanden sich Verknocherungen im
Peritoneum, im Knochenmark und in den Arterien. Bei dieser heterotopen
Ossifikation finden sich Kalziumschichten, Osteoklasten und Knochenschichten
im Gewebe. Weiterhin fand sich bei diesen Patienten ebenfalls eine
lymphozytare Infiltration, was zu der Hypothese fluhrte, dass die Entziindung
Ltrigger” fur die Ossifikation ist (Di Paolo et al., 2004).

Die Monozyten-Makrophagen-Sequenz spielt eine wichtige Rolle im Knochen-
Metabolismus (Di Paolo et al., 2004).

Bei allen Patienten, die an der peritonealen Verkndcherung litten, fanden sich
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung erhohte Serum-AP-Werte und hohe CRP-
Werte. Diese Patienten hatten im Vergleich zu anderen Patienten, die mit
CAPD therapiert wurden, weniger Peritonitis-Episoden und waren klirzer an der
Peritonealdialyse. Patienten, bei denen sich eine Verkalkung des Peritoneums
fand, waren langer an der PD. Die Dialysedauer war bei den Patienten, die an
der EPS leiden, am langsten (Di Paolo et al., 2004).

Dies fuhrte zu der Hypothese, dass es eine Sequenz gibt, die als Funktion der
Zeit wirkt und Uber die Schritte Verkndcherung, Verkalkung und schlie3lich EPS
lauft. Die Patienten mit peritonealer Ossifikation wiesen schwerwiegendere
Entzliindungszeichen auf als Patienten mit EPS. Diese Tatsache wurde erklart
mit dem fortschreitenden Verlust des Mesothels und damit der Fahigkeit zur
Expression von Transkriptions- und Wachstumsfaktoren im Verlauf der oben

genannten Sequenz (Di Paolo et al., 2004).
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4.4 Cytokine und Wachstumsfaktoren

4.4.1 ,nuclear factor” kB (NF-xB)

In chronischen Entzindungskrankheiten wie Asthma bronchiale, chronisch
entzundliche Darmerkrankung oder Psoriasis werden durch die chemotaktische
Aktivitat bestimmter Cytokine aktivierte Immunzellen an den Ort der La&sion
gelockt. Dadurch wird die entzundliche Aktivitat verstarkt und durch diese Zellen
wiederum neue Chemokine produziert, die neue Immunzellen anlocken kénnen
(Barnes und Karin, 1997).

Inflarmmatary signals
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Abb. 30 NF - kB — Pathway. NF - kB = ,nuclear factor“ kB, TNF-a = Tumor Nekrose Faktor-a
(Barnes und Karin, 1997)
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Was genau der Grund fur die Entstehung einer solchen chronischen
Entzindung ist, ist leider noch nicht vollstandig geklart. Es gibt bestimmte
Gene, die fur die Atopie bei Asthma bronchiale oder fir HLA-Antigene bei der
rheumatoiden Arthritis und bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
codieren. Diese Gene kdnnten entscheiden, ob ein Mensch anféllig fir eine
chronische Entzundung ist und wie schwer diese Erkrankung verlauft. Aber eine
ebenso bedeutende Rolle scheinen Umweltfaktoren zu spielen, die teilweise
noch unbekannt sind und den Verlauf einer solchen Erkrankung bestimmen

kénnen (Barnes und Karin, 1997).

Heutzutage versteht man die molekularen Mechanismen besser, nach denen
Umweltfaktoren den genetischen Code verandern konnen. Es gibt
genspezifische Faktoren, die durch Bindung an spezifische Bindungsstellen die
Transkription bestimmter Gene vorantreiben. Dadurch wird vermehrt mRNA
gebildet und sukzessiv verstarkt das Genprodukt gebildet (Barnes und Karin,
1997).

Es wurden mehrere verschiedene Formen von NF-kB Proteinen entdeckt. Die
aktivierte Form von NF-kB ist ein Heterodimer, das ublicherweise aus den
beiden Proteinen p65 und p50 aufgebaut ist. AuRer p5S0 und p65, das auch
relA genannt wird, kdnnen noch andere Untereinheiten wie rel, relB, v-rel und
p52 Teil des aktivierten NF-xB sein. Verschiedene Formen von NF-kxB

aktivieren vermutlich verschiedene Zielgene (Barnes und Karin, 1997).

In inaktivierten Zellen liegt NF-xB an IkBa und IkBf gebunden vor, womit
verhindert wird, dass NF-«B in den Kern eindringen kann. Werden diese Zellen
aktiviert, phosphorylieren spezifische Kinasen I«xB, das dann von Proteasomen
degradiert wird (Barnes und Karin, 1997).

Nachdem NF-«xB von IkB befreit wurde, wird es in den Kern transportiert, wo es
an spezifische Sequenzen in der Promotor-Region des Zielgens bindet und die

Transkription dieses Gens vorantreibt (Barnes und Karin, 1997).
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Da das IkBa-Gen eine «kB-Erkennungssequenz in seiner Promotorregion hat,
induziert NF-xB die Synthese von IkBa. IkBa bindet im Nucleus an das
aktivierte NF-xB und fuhrt es in das Cytoplasma. Dadurch kommt es zur
Terminierung der Transkription. In IkBa-,knockout“-Mausen kommt es
entsprechend zu einer verlangerten NF-kB-Wirkung an der DNA (Barnes und
Karin, 1997).

Aktivierende Stimuli fur NF-xB

Cytokine e Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a.)
e Interleukin-1 B (IL-1B)

e Interleukin-17 (IL-17)

Proteinkinase C e Phorbolester
Aktivatoren o Blutplattchen aktivierender Faktor (PAF)

Oxidantien Wasserstoffperoxid
Ozon

Rhinovirus
Influenzavirus
Epstein-Barr Virus
Cytomegalievirus
Adenovirus

Viren

Immunstimulatoren

Phytohamagglutinin
e Anti-CD3-Antikorper (durch T-Zell-Aktivierung)

Abb. 31 Aktivierende Stimuli fiir NF-xB (Barnes und Karin, 1997)

NF-xB kann durch mehrere Stoffe aktiviert werden, vor allem Cytokine,
Aktivatoren von Proteinkinase C, Viren und Oxidationsmittel. Antioxidantien wie
Acetylcystein konnten die Phosphorylierung von |kB verhindern und so die

Aktivierung von NF-kB unterdriicken (Barnes und Karin, 1997).

NF-xB reguliert  die Genexpression vieler  Proteine, die in
Entzindungsprozessen und Immunantworten involviert sind. Diese Funktion hat
es allerdings nicht allein inne. Andere Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und der
nukleare Faktor von 1I-6 sind ebenso an der Regulierung von Immunprozessen
beteiligt (Barnes und Karin, 1997).
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NF-kB wirkt auf die Gene entziindungsfordernder Cytokine oder Chemokine
und auf Enzyme, die die Produktion von Entzindungsmediatoren katalysieren.
Ebenso hat es einen Einfluss auf die Entstehung von Adhasionsmolekilen und
Immunrezeptoren. Es flhrt zu einem koordinierten Anstieg der Genexpression
von Stoffen, die Entzindungsprozesse und Immunantworten verstarken
(Barnes und Karin, 1997).

Durch NF-xB regulierte Proteine

Proinflammatorische e Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a.)
Cytokine e Interleukin-1 B (IL-1PB)
e Interleukin-2
¢ Interleukin-6
e Granulozyten-Makrophagen kolonie-
stimulierender Faktor (GM-CSF)
e Makrophagen kolonie-stimulierender Faktor (M-
CSF)
e Granulozyten kolonie-stimulierender Faktor (G-
CSF)
Chemokine ¢ Interleukin-8
e Makrophagen inflammatorisches Protein 1 o
e Makrophagen chemotaktisches Protein 1
o Gro-o,-B,-y
e FEotaxin
Inflammatorische ¢ Nitritoxidsynthase
Enzyme e Cyclooxygenase-2 (COX-2)
e 5-Lipoxygenase
Adhasionsmolekile e Interzelluldres Adhasionsmolekul 1
e Vaskulares Zelladhasionsmolekul 1
e E-Selektin
Rezeptoren ¢ Interleukin-2-Rezeptor (a-Kette)
o T-Zell Rezeptor (B-Kette)

Abb. 32 Durch NF-kB regulierte Proteine (Barnes und Karin, 1997)

Genprodukte von Genen, die durch NF-xB aktiviert wurden, bewirken wiederum
die Aktivierung von NF-kB. So werden II-13 und TNF-o sowohl von NF-«xB
aktiviert als auch NF-xB von ihnen. Endotoxin (LPS) wirkt aktivierend auf NF-

kB (Blackwell und Christman, 1997).
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NF-kB spielt eine bedeutende Rolle in chronischen Entzindungserkrankungen,
wie Asthma bronchiale, rheumatoider Arthritis, Psoriasis und chronisch
entzundlicher Darmkrankheit. Es aktiviert unter anderem die Cyclooxygenase-2,
die zur Induktion von Thromboxanen und Prostaglandinen fuhrt. Durch die
entstehenden Genprodukte werden vermehrt Neutrophile gebildet und vermehrt

Leukozyten an den Ort der Entzindung gelockt (Barnes und Karin, 1997).

NF-kB kann in vivo durch Corticosteroide und Antioxidantien gehemmt werden.
Manche Genprodukte wie TNF-a konnen mit entsprechenden Antikorpern

eingedammt werden (Barnes und Karin, 1997).
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4.4.2 “transforming growth factor”- (TGF-8)

In menschlichen Geweben bendétigt die HomoOostase exakt ausbalancierte
Interaktionen zwischen den Zellen und dem Netz von sezernierten Proteinen,
das man extrazelluldare Matrix nennt. Diese Interaktionen laufen Uber
spezifische Rezeptoren ab, an denen die entsprechenden Cytokine binden.
Diese Cytokine sind in einer Vielzahl vorhanden und was passiert, wenn die
Balance zwischen den Zellen und der extrazellularen Matrix gestort wird, kann
man am Beispiel von TGF-3 betrachten (Blobe et al., 2000).

TGF-B gehort zu einer Familie von Cytokinen, die auch Aktivine und Knochen-
morphogene Proteine (KMP, BMP) umfasst. Dabei handelt es sich um dimere
Polypeptide. TGF-B wird praktisch von allen Zellen des Korpers produziert.
Dazu gehoren epitheliale, endotheliale, hamotopoetische, neuronale und
Bindegewebszellen. Alle diese Zellen haben einen Rezeptor fir TGF- (Blobe
et al., 2000).

TGF-B reguliert die Proliferation und Differenzierung von Zellen und deren
embryonale Entwicklung, Wundheilung und Angiogenese. Um die Rolle von
TGF-B bei diesen Vorgangen zu demonstrieren, wurden bei Mausen die

entsprechenden Gene gezielt ausgeschaltet (Blobe et al., 2000).

Die TGF-B-Rezeptoren gehoéren zur Familie der ,aktivin-like* Kinase (ALK)
Rezeptoren. Die Cytokine binden an den TGF-B-Rezeptor Typ Il, der daraufhin
den TGF-B-Rezeptor Typ | rekrutiert und aktiviert. Der TGF-B-Rezeptor Typ lli
moduliert die Interaktion zwischen dem TGF-B und seinen Rezeptoren. Der
TGF-B-Rezeptor Typ | 16st dann durch seine Serin-Threonin-Kinase-Aktivitat
einen Kaskade von Transduktionsfaktoren aus, die fast ausschlieRlich Gber die
Schiene der SMAD-Proteine lauft (Blobe et al., 2000).
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TGF-B | liegt intrazellular in inaktiver Form und an das Latenz-assoziierte

Protein gebunden vor. Es wird durch Integrin aV63, Thrombospondin, Plasmin

oder

Kathepsin abgespalten und dadurch aktiviert. Das ungebundene, aktive

TGF-B wird moduliert durch Matrix-assoziierte Proteoglykane wie Decorin und
Biglykan. ,connective tissue growth factor (CTGF), das durch TGF-$ 1 induziert

wird,

verstarkt seinerseits die Aktivitat von TGF-B 1 durch Bindung mit ihm

(Blobe et al., 2000).
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Abb. 34 Metabolismus der extrazelluliren Membran. ROS = ,reactive oxygen species®,
TGF-p = “transforming growth factor’-3, HG = “high glucose”, AGE = “advanced glycation
end products”, TSP-1 = Thrombospondin-1, GLUT 1 = Glucose-1-Rezeptor, PKC = Protein
Kinase C, AT1 = Angiotensin-lI-Rezeptor-Subtyp-1, ANG = Angiotensin, ANG Il =
Angiotensin Il, ACE = ,angiotensin converting enzyme®, MAPK = ,mitogen-activated protein
kinase“, CTGF = ,connective tissue growth factor‘, ECM = Extrazellularmatrix, EGFR =
~endothelial growth factor receptor CamK Il = ,calmodulin-dependent protein kinase®, FN =
Fibronectin, CREB = ,cAMP response element-binding“ Protein, NF-xB = ,nuclear factor*
kB, p65 = Untereinheit von NF-xB, AP-1 = Aktivatorprotein-1, Egr-1 = ,early growth
response®-1 Protein, PAI-1 = ,plasminogen activator inhibitor-1, TIMP-1 = ,tissue inhibitor
of metalloproteinase®-1, SBE = ,smad binding element* (Mason und Wahab, 2003)
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Es gibt Anzeichen daflr, dass TGF-B 1 im Peritoneum wahrend Episoden von
Peritonitis hochreguliert wird. Eine erhdhte TGF-B-Konzentration im Dialysat
korreliert mit einem schlechteren Dialyseergebnis fur den Patienten (Blobe et
al., 2000).

Wie weiter oben schon beschrieben, spielen die sogenannten AGEs eine
bedeutende Rolle in der Aktivierung von TGF-f. Durch diese Stoffe entstehen
vermehrt sogenannte ,reactive oxygen species* (ROS), die direkt zur
Aktivierung von TGF-f fuhren kénnen (Mason und Wahab, 2003)

Neben TGF- 1, TGF-f 2 und TGF-B 3 sind noch andere Cytokine am
fibrogenetischen Prozess beteiligt. ,platelet derived growth factor® (PDGF),
Jfibroblast growth factor® (FGF) und CTGF tragen zur Initiation der Fibrogenese
bei. ,plasminogen activator inhibitor“-1 (PAI-1) wird von TGF-1 hochreguliert
und hat verschiedene Auswirkungen als Fibrinolyse-Hemmer und im Kollagen-
Stoffwechsel (Blobe et al., 2000).

Durch die Einwirkung von PAI-1 im friuhen Stadium der peritonealen
Fibrosierung entsteht das Gerust fur die Peritonealfibrose durch die Hemmung
der Fibrinolyse sowie durch die sukzessive Ansammlung von Fibringewebe (Wu
et al., 1991; Powers et al., 2000).
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4.4.3 “fibroblast growth factor-binding protein” (FGF-BP)

FGF ist ein bedeutender Wachstumsfaktor fur Fibroblasten und Endothelzellen
(Folkman und Shing, 1992). Es sind derzeit 20 Isoformen des Proteins bekannt
(FGF 1-20) (Wu et al., 1991; Powers et al., 2000) FGF 1 und 2 binden nicht
kovalent an das FGF-Bindeprotein (FGF-BP). Das FGF-BP ist ein 17 kD
schweres, heparinbindendes Protein. FGF-BP |6st FGF aus der extrazellularen
Matrix, es verhindert deren Degradation und vermittelt die Interaktion mit den
Rezeptoren (Wu et al., 1991).

Neben dem Vorkommen bei Plattenepithel-Karzinomen konnte es bei Mausen
wahrend der Embryogenese in Haut, Darm und Lunge nachgewiesen werden.
Nach der Geburt wird es dann in Haut und Darm herunterreguliert und kommt

nur noch in Lunge und Ovarien vor (Kurtz et al., 1997).

Bei erwachsenen Ratten, bei denen die Aminosauresequenz von FGF-BP zu 70
% homolog derer von Menschen ist, findet man FGF-BP in Retina, Lunge,
Gastrointestinaltrakt, Haut, Plexus choroideus und den Purkinjezellen des
Kleinhirns (Aigner et al., 2000).

Dieser Faktor konnte vor allem durch seine chemotaktische Funktion fir

Fibroblasten eine Rolle bei der Entwicklung der EPS spielen.
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4.4.4 “connective tissue growth factor” (CTGF)

CTGF wird bei der Wundheilung und bei Fibrose stark exprimiert. Nach
heutigem Wissensstand wird die fibrogenetischen Eigenschaft von TGF-§ durch
CTGF vermittelt (Zarrinkalam et al., 2003; Oemar und Lischer, 1997). Es ist ein
Cystein-reiches, aus 349 Aminosauren bestehendes Polypeptid mit einem
Gewicht von 36 bis 38 kD (Oemar und Luscher, 1997).

Im menschlichen  pathway to Fibrosis
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beitragen sollen (Zarrinkalam et al., 2003).

CTGF-mRNA war in perito-nealen Mesothelzellen expri-miert, die aus dem
Dialysat von Patienten mit Peritonealdialyse gewonnen worden waren. CTGF
wurde von den Mesothelzellen synthetisiert. In Phasen von Peritonitis wurde
verstarkt CTGF produziert. CTGF tragt zur Fibrosierung des Peritoneums bei
CAPD-Patienten bei. Diese Fibrosierung ist offenbar das Resultat standiger
Exposition mit der Dialyseflussigkeit und der darauf folgendenden fehlgeleiteten
Wundheilung. Die CTGF-mRNA war durch das Vorhandensein von TGF-$
hochreguliert (Oemar und Luscher, 1997).
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Maoglicherweise tragt CTGF auch zur Atherosklerose bei. Die Anwesenheit von
CTGF-mRNA wurde in atherosklerotischen Arterien nachgewiesen (Oemar et
al., 1997), wohingegen es in gesunden Gefalten nicht zu finden war (Oemar
und Lischer, 1997).

Weiterhin wird CTGF eng mit der Pathogenese von Morbus Alzheimer in
Verbindung gebracht. Es kdnnte eine Schlusselrolle spielen bei der Ablagerung
von Proteinen im Gehirn bei der Entwicklung der Erkrankung (Ueberham et al.,
2003).

Zusammengefasst kann man sagen, dass es durch die obengenannten
fibrogenetischen Fahigkeiten und die verstarkte Expression in der Phase der
Entziindung sehr wahrscheinlich ist, dass CTGF auch eine Rolle bei der

Entwicklung der EPS spielt, bei der solche Prozesse ebenfalls ablaufen.
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4.4.5 “vascular endothelial growth factor” (VEGF)

VEGEF ist ein homodimerisches Protein mit einem Molekulargewicht von 34—42
kD. Bei seiner Erstbeschreibung wurde es ,vascular permeability factor® (VPF)
genannt, weil man herausgefunden hatte, dass es zu einer endothelialen
Hyperpermeabilitdt fihren kann (Byrne et al., 2005). 1989 wurde ein
Wachstumsfaktor identifiziert, der endotheliale Zellen zum Wachstum anregte.
Er wurde ,vascular endothelial growth factor® genannt und erwies sich als
identisch mit dem VPF (Ferrara und Henzel, 1989).

Die VEGF-Superfamilie beinhaltet mehrere Isoenzyme. Neben dem VEGF-A,
das als VEGF im eigentlichen Sinne bezeichnet wird, gibt es noch VEGF-B, -C,
-D, -E und den ,placental growth factor” (PLGF). Wahrend VEGF-A vor allem an
der Angiogenese beteiligt ist, spielen VEGF-B und -C eine wichtige Rolle in der
Lymphangiogenese (Byrne et al., 2005). VEGF-B kommt gehauft in Herz,
Skelettmuskel und Pankreas vor und scheint durch seine parakrine Aktivitat die
endotheliale Zellfunktion zu regulieren (Olofsson et al., 1996). Weiterhin wurde
es auch bei Astrozytomen (Gollmer et al., 2000) und Plattenepithelkarzinomen
(Shintani et al., 2004) gefunden. Hohe Spiegel von VEGF-B und -C sind mit
Lymphknotenmetastasen bei colorektalen Karzinomen assoziiert (Kawakami et
al., 2003).

Die VEGF-Rezeptoren sind hochaffine Tyrosinkinasen, die in drei Isoformen
vorkommen. VEGFR-1 und -2 findet man am vaskularen Endothel, wahrend
VEGFR-3 am haufigsten am lymphatischen Endothel vorkommt. Die
Subfamilien der Rezeptoren von VEGF und ,platelet derived growth factor*
(PDGF) sind strukturell und funktionell sehr ahnlich und scheinen evolutionar

eng miteinander verwandt zu sein (Neufeld et al., 1999).

Die Hauptfunktion von VEGF liegt in der Induktion von Proliferation und der
Erhaltung der Zellen, weiterhin verstarkt es die Zellmigration. Diese Funktionen
werden intrazellular Uber mehrere Boten- und Effektorstoffe weitergeleitet
(Byrne et al., 2005).
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Abb. 36 VEGF-Pathway. VEGF = ,vascular endothelia growth factor’, VEGFR = ,vascular
endothelial growth factor” Rezeptor, NRP = Neuropilin (Hicklin und Ellis, 2005)

Im normalen gesunden erwachsenen Organismus liegt die Aufgabe von VEGF
in der Wundheilung und in der Regulierung der follikularen und lutealen
Entwicklung im weiblichen Fortpflanzungssystem und in der Embryogenese
(Reynolds und Redmer, 1998).

VEGF spielt auch in vielen pathophysiologischen Situationen eine Rolle. Bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis wurden erhohte VEGF-Spiegel in der
Synovia gefunden (Walsh et al., 1998). Dort scheint es auch in hypoxischen
Zustanden vermehrt ausgeschuttet zu werden, um dem Mangel an Sauerstoff
durch Neoangiogenese Herr zu werden (Lee et al., 2001). Bei Patienten mit
Diabetes kann es durch einen hyperglykamischen, pseudo-hypoxischen
Zustand zur Induktion von VEGF kommen, was zur diabetischen

Mikroangiopathie beitragen kann (Tilton et al., 1997).
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Tumoren benétigen ab einem Durchmesser von ca 2-3 mm? eine zusétzliche
Blutversorgung, um den gestiegenen Bedarf an Sauerstoff und Nahrstoffen zu
befriedigen. Sie erreichen das durch Ausschitten von angiogenetischen
Wachstumsfaktoren wie VEGF (Brown et al., 1997). Eine erhdhte VEGF-
Produktion eines Tumors ist mit vermehrter Metastasierung, Resistenz
gegenuber Chemotherapie und einer schlechteren Prognose assoziiert (Toi et
al., 1996).

Die neugebildeten Gefalle haben aber nicht die gleiche Stabilitdt und sind
briichiger. Durch diese Gefalle koénnen aufgrund ihrer Hyperpermeabilitat
Plasmaproteine entweichen und es entsteht Aszites. Das wurde auch bei den
ersten Untersuchungen von VEGF beobachtet, konnte es doch in hoher
Konzentration im Aszites von soliden Tumoren gefunden werden (Senger et al.,
1983).

Angiogenese beruht auf der Balance zwischen pro-angiogenetischen und anti-
angiogenetischen Faktoren. Durch das Tumorwachstum wird eine Imbalance
zugunsten der pro-angiogenetischen Faktoren geschaffen, was als ,angiogenic
switch“ bezeichnet wird (Hanahan und Folkman, 1996). VEGF hat eine
autokrine Funktion (Nor et al., 1999; Gerber et al., 2002; Brusselmans et al.,
2005), womit es die Tumorzellen vor Hypoxie, Radio- und Chemotherapie

schitzen kann (Harmey und Bouchier-Hayes, 2002).

Alscher et al. zeigten, dass in den Peritonea der PD-Patienten die
Konzentration der Mastzellen im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich erhoht
war. Es bestand eine starke positive Korrelation zwischen der Anzahl der
Mastzellen und der Vasculopathie. Mastzellen enthalten unter anderem auch
VEGF (Alscher et al., 2007). VEGF konnte weiterhin zum Plasmaleak und damit
zum zweiten ,hit“ und schlie8lich zur entgultigen Entwicklung der EPS beitragen

oder sogar flhren.
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4.5 Histologische Auswertung

Bei der Auswertung der Farbungen mit Hamatoxylin-Eosin erzielten die
Praparate der Patienten mit akuter Appendizitis die hdchsten Summenscores.
Am starksten trugen hierbei die Teilauswertungen der Entzindungszellen bei.
Die bei einer Appendizitis regelmaflig vorkommende Ilokale Invasion von
Granulozyten und in einem spateren Stadium auch mit Lymphozyten stellt somit
eine Uberraschende Erkenntnis dar. Weiterhin tragt vor allem bei der
Auswertung der EPS die Auspragung der Fibrose zum Summenscore bei. Dies
ist wiederum nicht weiter verwunderlich, gehort doch die Fibrosierung des

Peritoneums zu den histologischen Diagnosekriterien fur die EPS.

Als schwierig stellte sich die Auswertung der Beschaffenheit der
Mesothelzellschicht dar. Bei den Praparaten der EPS wurden sie praktisch gar
nicht gefunden, jedoch wurden sie auch bei den vier anderen Gruppen nicht
regelmanig gesehen. Zum histologischen Gesamtbild passt die Abwesenheit

der Mesothelzellen.
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4.6 Immunhistologische Ergebnisse

4.6.1 ,,nuclear factor“-xb (NF-xb)

Wie weiter oben beschrieben wird, kann NF-kb von verschiedenen Cytokinen
und anderen proinflammatorischen Stoffen aktiviert werden. Bei der akuten
Appendizitis tragt vor allem die Anfarbung der Entzindungszellen zum
Summenscore bei. Den starksten Einfluss hat, wie in allen anderen Gruppen,
die Anfarbung der Gefale. Interessant ist, dass bei dieser Farbung der IRS der
Gruppe EPS deutlich niedriger ist als in der Gruppe mit der CAPD, denn bei der
Pathophysiologie der EPS geht man unter anderem von einem entzindlichen
Geschehen aus. Man wirde ahnlich hohe oder héhere Werte als bei der
Appendizitis erwarten und auf jeden Fall hdhere als bei der CAPD. Dass die
Werte bei der vermeintlichen Vorstufe, der Gruppe mit der CAPD, deutlich
héher sind, konnte darauf hinweisen, dass im endglltigen Stadium der EPS

andere Mechanismen als die Entziindung im Vordergrund stehen.

4.6.2 “fibroblast growth factor-binding protein” (FGF-BP)

Entziindungszellen und Mesothelzellen farbten sich in allen Gruppen praktisch
gar nicht an. Da FGF-BP, wie oben beschrieben, ein wichtiger Wachstumsfaktor
fur Fibroblasten und Endothelzellen ist, ist es nicht verwunderlich, dass es
gerade in den GefalRen vorkommt. Ebenso wenig verwunderlich ist, dass es im
Bindegewebe vorkommt, denn das Bindegewebe ist schliel3lich aus
Fibroblasten und Fibrozyten aufgebaut. Bei der Pathogenese der EPS scheint
die Fibrosierung des Peritoneums eine entscheidende Rolle zu spielen.
Erstaunlich ist, dass die Werte des Immunreaktiven Scores bei der Auswertung
der Gruppe EPS deutlich niedriger lagen als in der Gruppe der Appendizitis und
der CAPD.
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4.6.3 “transforming growth factor”-f§ (TGF-B)

Die TGF-p-Isoformen und ihre Rezeptoren gelten nach heutigem Wissenstand
als die wichtigsten subzellularen Faktoren, die zur Entstehung der EPS flhren
kénnen. TGF-p fuhrt ach Bindung an den extrazellularen Rezeptor iber Smad-
Proteine und andere Transkriptionsfaktoren zu einer verstarkten Transkription.
Es kommt praktisch ubiquitar vor und kann von fast allen Zellen exprimiert
werden. Dabei liegt seine Hauptfunktion offenbar in der Regulierung der
Proliferation und Differenzierung verschiedener Zellen. Es ist am
fibrogenetischen Prozess beteiligt, was seine Relevanz bei der EPS erklart.
TGF-B 1 wird in Peritonea von CAPD-Patienten in Episoden von Peritonitiden

gefunden. Genauer wird die TGF-B-Familie weiter oben beschrieben.

Die Werte der EPS waren nicht signifikant erhoht im Vergleich zu den anderen
Gruppen und im Vergleich zur Kontrolle. Das ist interessant, denn man wurde in
den Fallen der EPS eine Hochregulierung von TGF-$ 1 erwarten. Dabei trugen
vor allem die Teilauswertungen der Fibrose, der Gefale und teilweise auch der
Mesothelzellen zum Ergebnis der Auswertung bei. Das spiegelt das in der

Literatur angegebene Vorkommen von TGF-§3 1 wieder.

Bei der Auswertung der Praparate, die mit Antikdérpern gegen TGF-f 2
angefarbt worden waren, war die Anfarbung der einzelnen Gewebeteile nur
schwach ausgepragt. Es konnte jedoch, obwohl es keine signifikanten
Unterschiede gab, die Tendenz der Voruntersuchung wiederholt aufgezeigt und

unterstrichen werden.
Uberraschend erschienen auch die Ergebnisse der Auswertung von TGF-B-

Rezeptor I. Hierbei waren nur die Mittelwerte des IRS der Kontroligruppe

niedriger als die der Gruppe EPS.
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Besonders beeindruckend ist, dass die Werte der CAPD-Gruppe in beiden
statistischen Vergleichen signifikant hoher waren als die der Kontrolle. Das ist
vor allem deshalb interessant, weil man erwarten wirde, dass in der Gruppe
der EPS die Werte zum Einen hoch reguliert sein mussten und vor allem héher
sein mussten als in der Gruppe der Peritonealdialyse, in der die EPS noch nicht

vorliegt und man von relativ gesunden Peritonea ausgehen kann.

Am deutlichsten wurde die Tendenz in der Auswertung von TGF-B-Rezeptor Il.
Hier gab es im Vergleich der Gruppen mit der Kontrolle nur bei der EPS keine

signifikant verschiedenen Werte zu beobachten.

Wenn man die aktuelle Literatur beachtet, hatte man erwartet, eine
Hochregulierung von TGF-B in den vier Auswertungen beobachten zu kénnen.
Tatsache ist jedoch, dass TGF-B in diesen Geweben herunterreguliert war. In
drei von vier Auswertungen hatten die Gruppen der Peritonealdialyse héhere
Werte. Daraus kann geschlossen werden, dass zwischen der Exposition mit der
vermeintlichen Noxe bei der CAPD und dem entglltigen Krankheitsbild eine

Regulation auf der Grundlage anderer Faktoren ablauft.
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4.6.4 “connective tissue growth factor” (CTGF)

CTGEF ist ein Peptid, das unter anderem die fibrogenetische Aktivitat von TGF-
vermittelt. Es kann durch seine chemotaktische Funktion Fibroblasten anlocken.
Es wird unter anderem von Mesothelzellen sezerniert und ist in Peritonitis-
Episoden hochreguliert. Die entsprechende mRNA wurde im Dialysat von
Peritonealdialyse-Patienten gefunden. Es scheint, dass CTGF unter anderem
als stromabwarts von TGF-B liegendes Peptid an den fibrogenetischen
Prozessen teilnimmt, die bei der Pathogenese der EPS vorkommen. Diese

Aktivitat ist verstarkt in Entzindungssituationen.

Bei der Auswertung wurden diese Erwartungen jedoch nicht erflllt. Es ergaben
sich erstaunliche Ergebnisse, denn die Aktivitdt von CTGF war in den Gruppen
EPS und akute Appendizitis herunterreguliert bzw. auf dem gleich niedrigen
Niveau, wie es bei der Kontrollgruppe zu finden war. In der Gruppe der
Peritonealfibrose waren die Werte am hoéchsten, aber auch die Gruppe der
Peritonealdialyse erzielte signifikant hohere Ergebnisse im Vergleich mit der
Kontrolle. Wie in den anderen Auswertungen auch wirde man hier eine
Hochregulierung von CTGF in der Gruppe der EPS erwarten, schliellich geht
man von einem stark entziindlichen Geschehen aus, das mit Fibrosierung des
Peritoneums einher geht. In der Gruppe der CAPD ist dies auch der Fall. Sie
stellt aus Sicht der Pathogenese ein fruhes Stadium bzw. eine Exposition mit
der Noxe, die zu der Erkrankung fuhren kann, dar. Es ist jedoch unklar, warum

diese Herunterregulierung stattfindet.
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4.6.5 “vascular endothelial growth factor” (VEGF)

Dies ist die einzige immunhistochemische Untersuchung, bei der die Gruppe
der EPS eine stark positive Reaktion erzielte. Im IRS ergaben sich die héchsten
Scores und es gab signifikante Unterschiede gegenuber den Gruppen
Appendizitis und Kontrolle.

Geht man von der ,two-hit“Theorie aus, konnte es, bevor es zu dem
entglltigen EPS-Stadium kommt, durch eine erhdhte Konzentration von
Mastzellen zu einer vermehrten Ausscheidung von VEGF kommen. Die durch
das VEGF vermehrt gebildeten und ebenso hyperpermeablen Gefalie
erleichtern das Austreten von Plasmaproteinen — das sogenannte ,Plasmaleak®.
Fibrin macht einen gro3en Anteil dieser Proteine aus, wirde aber im gesunden
Organismus durch den Abbau durch die Mastzellen an seiner profibrotischen
Aktivitat gehindert. Das Fehlen der Mastzellen jedoch verhindert den Abbau und
Fibrin kann akkumulieren und die typische Pseudomembran entsteht. VEGF
kommt aber in vielen anderen Zellen auch vor und bleibt hochreguliert, weil
durch den fibrotischen Umbau der Sauerstoffbedarf der Zellen steigt und neue

Gefalte benotigt werden.
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4.7 Diskussion der Laborergebnisse

4.7.1 Leukozyten im Blut

Wie zu erwarten, wurden bei den Patienten mit akuter Appendizitis die hochsten
Leukozytenwerte festgestellt. In den Vergleichen war dies die einzige Gruppe,
die im Vergleich mit den anderen Gruppen oder der Kontrolle signifikante
Unterschiede erzielte. Diese signifikanten Unterschiede ergaben sich in den
Vergleichen mit der Peritonealdialyse und der Peritonealfibrose. Das weist
darauf hin, dass die Entzindungsaktivitat wahrend der Entwicklung der EPS
sich nicht in einer Leukozytose ausdriickt, da auch beim endgultigen Stadium
der EPS keine signifikant hdheren Leukozytenwerte vorliegen.

4.7.2 Hamoglobin-Konzentration im Plasma

Beim zweiten Laborparameter wurden Ergebnisse beobachtet, die so auch
vorherzusehen waren. Die bei einer chronischen Niereninsuffizienz haufig
vorkommende renale Anamie drickt sich in einer signifikant niedrigeren
Hamoglobin-konzentration (g/dl) aus. Bei allen Vergleichen der EPS mit den
anderen Gruppen traten signifikante Unterschiede auf, mit Ausnahme des
Vergleiches mit der Peritonealdialyse. Bei der Peritonealdialyse waren die
Ergebnisse nicht ganz so deutlich. Nur bei den Vergleichen mit der
Peritonealfibrose und mit der akuten Appendizitis traten signifikante

Unterschiede auf.

4.7.3 Calcium-Konzentration im Serum (mmol/l)

Hier ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Das war leider das einzige
Elektrolyt, das bei fast allen Patienten bestimmt wurde. Die Aussagekraft ware

bei einem anderen Parameter wie z. B. Kalium wahrscheinlich groRer gewesen.
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4.7.4 Kreatinin-Konzentration im Serum (mg/dl)

Bei dieser Untersuchung, die einen guten Rickschluss auf die Nierenfunktion
des Patienten geben kann, wurden, wie zu erwarten war, hohe Werte bei der
Peritonealdialyse und bei der EPS erreicht. Die Vergleiche von EPS und CAPD

mit den Ubrigen Gruppen waren alle signifikant.

Nur der gegenseitige Vergleich war, erwartungsgemalf, nicht signifikant.
Insgesamt waren die Werte bei der EPS noch hdéher als bei der CAPD. Dies
konnte daran liegen, dass bei diesen Patienten die Dialyse gerade aufgrund der
peritonealen Affektion ineffektiver ist und die Retentionsparameter deshalb

noch hoher sind.
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4.8 Therapie der EPS

Um die frihe Therapie bei der EPS zu ermdglichen, wurde die Einteilung in vier

Krankheitsstadien bei der EPS vorgeschlagen. Dieses Vorgehen basiert auf

einer retrospektiven Studie, in der die klinischen Befunde von 256 Patienten mit

EPS eingeflossen sind (Nakamoto et al., 2002). Es wurde als nutzlich erachtet,

die Patienten in Abhangigkeit von dem Krankheitsstadium zu behandeln. In der

unten aufgefuhrten Abbildung 37 ist die stadienabhangige Therapie aufgelistet.

Stadium

Klinische Befunde

Therapieoptionen

Stadium 1
(Pré-EPS-Stadium)

o Verlust der Ultrafiltrationsfahigkeit

e Entwicklung eines Stadiums
hohem Flussigkeitstransport

e Hyperproteindmie

o Blutiges Dialysat, Aszites

Verkalkung des Peritoneums

mit

e Absetzen der PD,
Beruhigung des
Peritoneums

e Peritoneallavage

e Glucocorticoide

Stadium 2
(Entziindungsphase)

Erhdhte CrP-Werte
Erhéhte Leukozytenzahl
Fieber

Blutiges Dialysat
Aszites

Gewichtsverlust
Appetitsverlust
Diarrhoe

e Glucocorticoide

Stadium 3
(Verkapselungsstadium,
Fortgeschrittenes
Stadium)

Verschwinden
Entziindungszeichen

e Auftreten von lleussymptomen
(Nausea, Vomitus,
Bauchschmerzen, Verstopfung,
Raumforderung, Aszites,
Fehlernahrung durch schweren
Proteinmangel)

der

¢ Glucocorticoide

e Totale
parenterale
Ernahrung (TPN)

Stadium 4

(lleus- oder Endstadium)

e Anorexie
o Kompletter Darmverschluss
¢ Abdominale Raumforderung

e Operation

Abb. 37 Stadienangepasste Therapie der verkapselnden Peritonealsklerose (Nakamoto,

2005)
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4.8.1 Pra-EPS-Stadium

Im vorgeschlagenen Pra-EPS-Stadium stehen ein  hoch permeables
Peritoneum, der Verlust der Ultrafiltrationsfahigkeit, Hypoproteinamie, blutiges
Dialysat und Aszites im Vordergrund. Zeichen der intestinalen Obstruktion
fehlen jedoch (Nakamoto, 2005). Einige Berichte zeigen, dass das Einstellen
der Peritonealdialyse und das Entfernen des Peritonealkatheters in diesem
Stadium eine Besserung des Zustandes bewirkt (Nomoto et al., 1996; Moriishi
et al., 2002; Rodrigues et al., 2002). Weiterhin sollte sich, vor allem bei
Patienten mit Langzeit-PD, eine radiologische Abklarung der Situation
anschlieBen. Sollte diese den Verdacht der EPS erharten, sollte eine

entsprechende Therapie in Betracht gezogen werden (Nakamoto, 2005).

Das Absetzen der Peritonealdialyse verhindert jedoch nicht immer eine
Progression der Erkrankung (Nakamoto, 2005). Der Krankheitsverlauf kann sich
unter diesen Umstanden sogar noch beschleunigen. Durch die Dialyse kdnnen
sich neu bildende Fibrinbelage entfernt und so eine Organisation und
Ablagerung verhindert werden. Demnach koénnte das Fehlen der freien
Dialyseflissigkeit zwischen den Darmschlingen das Verkleben derselben
erleichtern und beschleunigen (Nomoto et al., 1996; Moriishi et al., 2002;
Rodrigues et al., 2002). Wenn die Diagnose Pra-EPS-Stadium gestellt ist,
scheint das Absetzen der Peritonealdialyse und der Wechsel zur Hamodialyse
die einzige Option. Um das Risiko der weiteren Progression zu minimieren,
empfiehlt es sich, Mallnahmen zu ergreifen, die das Peritoneum schutzen. Hier
wurde eine intraabdominale Lavage durchgefuhrt und teilweise Corticosteroiden

und andere Immunsuppressiva gegeben (Nakamoto, 2005).

Die Langzeit-Anwendung der intra-abdominellen Lavage scheint die
Membranfunktion des Peritoneums zu verbessern (Nakamoto et al., 2003).
Breborowicz und Oreopoulos empfehlen zu Beginn der Lavage eine Lésung zu

verwenden, die biokompatibler ist als reine Salzlosung (Nakamoto, 2005).
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4.8.2 Entziindungsstadium

Die klinischen Befunde entsprechen denen einer Entziindungssituation. Dabei
konnen Fieber, Gewichts- und Appetitsverlust, Fatigue, Aszites, blutiges
Dialysat und Bauchschmerzen auftreten. Episoden von nicht zurlickgehender
Peritonitis wurden auch beschrieben. Klinisch fallt die Unterscheidung zwischen
bakterieller oder fungaler Peritonitis und einem frihen Stadium von EPS schwer
(Nakamoto, 2005).

Auch im Entzindungsstadium kann eine Peritoneallavage und die Beendigung
einer Peritonealdialyse zur Besserung fuhren. Wenn eine bakterielle oder
fungale Infektion ausgeschlossen ist, kann die Gabe von Corticosteroiden
erwogen werden (Nakamoto, 2005). Manche Studien empfehlen eine
Methylprednisolon-Pulstherapie mit einer Dosis von 500-1000 mg pro Tag fur
zwei bis drei Tage. Damit soll ein Rickgang der Entziindung und die Besserung
der Symptome wie Fieber, Gewichts- und Appetitsverlust, Nausea und Bauch-

Schmerzen erreicht werden (Kawanishi et al., 2001).

In anderen Studien wurde eine kontinuierliche Prednisolon-Therapie mit 0,5-1,0
mg pro Kilogramm Korpergewicht verwendet, die dann verringert wurde
(Yamamoto et al., 2002). Jedenfalls gibt es in der Literatur keine
Ubereinstimmung, was die Dosis anbetrifft und es fehlen Therapiestudien, so
dass keinesfalls eine Empfehlung ausgesprochen werden kann (Nakamoto,
2005).
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4.8.3 Verkapselungsstadium

Im Verkapselungsstadium ist das klinische Bild durch das Vorhandensein einer
Obstruktion des Dinndarms charakterisiert. Demnach sollte bei einem Verdacht
auf lleus in diesem Stadium der dringende Verdacht auf EPS gestellt werden.
Die Symptome, die diesen Verdacht erharten kdénnten, sind Bauchschmerzen,

Nausea, Vomitus und Obstipation (Nakamoto, 2005).

Eine Strategie zu diesem Zeitpunkt ware das Absetzen der Peritonealdialyse,
der Wechsel zur Hamodialyse und die Behandlung mit totaler parenteraler
Ernahrung (TPN) (Nakamoto 2005). Die letztgenannte Therapieoption ist jedoch
nicht ganz unumstritten (Gandhi et al., 1980; Pusateri et al., 1986; Assalia et al.,
1993; Tsunoda et al., 1993; Smith et al., 1997; Celicout et al., 1998; Rigby und
Hawley, 1998; Martins et al., 1999; Kawanishi et al., 2000; Kawanishi et al.,
2001; Klimopoulos et al., 2002).

Daneben hat sich die Anwendung von Corticosteroiden allein oder in
Kombination mit Adhasiolyse bei manchen Patienten mit EPS als gunstig
erwiesen. Wenn keine Kontraindikationen vorliegen, kann deshalb der Einsatz
von Corticosteroiden diskutiert werden. Bei Versagen der konservativen

Therapie muss eine Operation in Betracht gezogen werden (Nakamoto, 2005).
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4.8.4 lleusstadium

Dieses Stadium ist dadurch charakterisiert, dass der Patient Zeichen eines
kompletten Darmverschlusses hat. Wenn die Symptome sich nicht bessern
oder die lleus-Symptomatik in wenigen Monaten wiederkehrt, sollte die Dosis
der Corticosteroide reduziert werden und der Patient auf totale parenterale
Erndhrung gesetzt werden (Gandhi et al., 1980; Pusateri et al., 1986; Assalia et
al., 1993; Tsunoda et al., 1993; Smith et al., 1997; Celicout et al., 1998; Rigby
und Hawley, 1998; Martins et al., 1999; Kawanishi et al., 2000; Kawanishi et al.,
2001; Klimopoulos et al., 2002).

Jedoch ist diese Therapie in den meisten Fallen nicht ausreichend und es sollte
eine chirurgische Therapie in Erwagung gezogen werden, insbesondere dann,
wenn die lleus-Symptomatik ohne Hinweis auf einen entzindlichen Prozess
fortbesteht (Nakamoto, 2005).

In der Vergangenheit war die operative Therapie der EPS kontraindiziert.
Obwohl es Berichte gegeben hatte, wonach Patienten davon profitiert hatten,
war die postoperative Prognose speziell in besonders schweren Fallen
schlecht. Bei der am meisten verbreiteten Operationsmethode wurden die vom
lleus betroffenen Darmabschnitte reseziert und die Resektionsenden
anastomosiert. Oft fuhrt aber die Langzeit-Peritonealdialyse  zur
Serosadegeneration in der Darmwand. Dadurch steigt das Risiko fur eine

Anastomoseninsuffizienz (Nakamoto, 2005).

Kawanishi et al. berichteten Uber eine postoperative Mortalitat von 82 %
(Kawanishi et al., 2000; Kawanishi et al., 2001).

Deshalb entwickelten Kawanishi et al. eine neue Operationstechnik, die daraus
besteht, lediglich die Darmschlingen voneinander und vom Peritoneum zu
|I6sen. Hier zeigen die neuesten Daten eine postoperative Mortalitat von 4 %
(Kawanishi et al., 2000; Kawanishi et al., 2001).
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In Japan wurde eine retrospektive Studie durchgefuhrt, in die 256 EPS-
Patienten einbezogen wurden. 101 von diesen Patienten erhielten
unterschiedliche Therapieformen. 84 Patienten (83 %) bekamen Corticosteroide
als Pulstherapie oder niedrig dosiert und 80 Patienten (79 %) wurden mit total
parenteraler Erndhrung versorgt. Bei 31 Patienten (31 %) wurde eine
Adhasiolyse der Darmschlingen durchgefihrt. Andere Immunsuppressiva
wurden bei acht Patienten (8 %) angewendet. Dazu wurde bei 53 Patienten (52
%) zusatzlich eine Abldsung des visceralen Peritoneums vorgenommen
(Nakamoto, 2005).

Es wurde also bei vielen Patienten Kombinationstherapien durchgefuhrt.
Insgesamt starben 100 Patienten (39,1 %). Nach zwei Jahren waren noch 143
Patienten (55,9 %) am Leben. Das ,outcome® von 13 weiteren Patienten (5 %)
war nicht bekannt (Nakamoto, 2005).

Die Zweijahres-Uberlebensrate der mit Steroiden therapierten Patienten lag bei
73 % (61 von 84 Patienten). Patienten, die keine Steroide bekommen hatten,
hatten nur eine Zweijahres-Uberlebensrate von 48 % (82 von 173 Patienten)
(Nakamoto, 2005).

Eine Vielzahl therapeutischer Ansatze bei der EPS wurde in der Literatur
beschrieben. Der Grund flir diese gro3e Anzahl liegt wohl in der Seltenheit der
Krankheit und der Tatsache, dass es kein weit verbreitetes, gemeinsames
Therapieschema gibt. Zumeist wird Uber Therapieansatze nur in kleinen
Studien berichtet (Nakamoto, 2005). Eine frihere Studie hatte gezeigt, dass
eine Steroid-Therapie bei 65 % der EPS-Patienten wirksam ist (Nomoto et al.,
1996).

141



Viele Studien beleuchten den gunstigen Effekt von Corticosteroide in der
Therapie. In den meisten Studien wurden die Steroide in Kombination mit
anderen Immunsuppressiva gegeben. Mori et al. berichten Uber einen
Patienten, der mit einer alleinigen Therapie mit Steroiden geheilt werden konnte
(Mori et al., 1997).

Klrzlich beschrieben Allaria et al. einen Fall von EPS, der erfolgreich mit
Tamoxifen behandelt worden war. Eine 67-jahrige Frau hatte nach acht Jahren
Peritonealdialyse eine EPS entwickelt. Sie wurde drei Monate lang mit
Tamoxifen 10 mg am Tag behandelt und erholte sich nach und nach (Allaria et
al., 1999). Tamoxifen greift vermutlich in den Stoffwechsel von TGF-$ 1 ein und
kénnte somit nutzlich sein bei der Behandlung der EPS (Tavassoli et al., 2002;
Brandt et al., 2003).

Des Weiteren zeigten einige Berichte, dass Inhibitoren des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems das Fortschreiten der Peritonealfiborose und der
peritonealen Verklebungen im Tierversuch verhindern konnten (Duman et al.,
2001). Phosphatidylcholin Ubt einen protektiven Effekt bei Patienten mit
Peritonealsklerose aus (Struijk et al., 1989). EPS-Patienten haben auch von
einer Nierentransplantation profitiert, was auf einen Nutzen von Cyclosporin
hinweisen kdnnte (Novello und Port, 1986; De Vriese et al., 2003).

142



4.9 Fazit

Folgt man unseren und vorangegangenen Untersuchungen, ist es sehr
wahrscheinlich, dass die Pathogenese der EPS Uber ein ,two-hit“-Modell*
ablauft. Dabei kommt es wie oben beschrieben durch eine langwahrende
Exposition des Peritoneums mit dem entsprechenden Dialysat zu einer
Schadigung desselben. Dabei kommen vor allem saure und glucosehaltige
Lésungen zum Einsatz, unter deren Einfluss sich AGEs und GDPs bilden, die

zur Zerstorung des Peritoneums beitragen.

Heutzutage geht man immer haufiger dazu Uber sogenannte biokompatible
Dialyseldsungen zu verwenden, die mit einem isotonischen pH-Wert und
niedrigeren Glucosekonzentrationen das Peritoneum nicht in dem Male
schadigen, wie es die bisherigen Dialysate tun. Daruber hinaus gibt es auch
Dialysate, die auf Aminosauren basieren und die den taglichen Verlust an

Proteinen Uber die Peritonealdialyse ausgleichen kénnen.

Bisher wurde davon ausgegangen, dass es sich bei dem zweiten Schritte um
einen inflammatorischen Stimulus handelt, der Uber ubiquitéar im Organismus
vorhandene Mediatoren und Effektorstoffe Uber eine Entzindung des Gewebes
schliel3lich zu einer Fibrosierung und Verkapselung kommt. Diesem Hintergrund
folgend wurde diese Erkrankung friher auch ,sklerosierende Peritonitis"
genannt. Zu diesen Stoffen gehdrten profibrotische Proteine der TGF-p-Familie,
NF-xB, CTGF und die FGF-Familie.

Alle Untersuchungen, die wir in Hinblick dieser Annahme unternommen hatte,
brachten jedoch das Ergebnis, dass diese Stoffe in der Gruppe der EPS nicht

hochreguliert und teilweise sogar herunterreguliert waren.

143



Der zweite Schritt scheint, nach unseren Untersuchungen, auf dem Einfluss des
VEGF zu beruhen. Durch diesen Faktor kommt es zu einer starken
Neoangiogenese, bei der vor allem auch sehr fragile und durchlassigere
Gefalle entstehen. Diese Gefalde erlauben einen leichteren Austritt von
Plasmaproteinen wie Fibrin. Diese Theorie sehen wir durch unsere
immunhistochemischen Untersuchungen gestarkt, war doch VEGF in den

Peritonea der EPS-Patienten stark hochreguliert.

Es wurde festgestellt, dass in den Peritonea der EPS-Patienten die Anzahl der
Mastzellen reduziert war. Durch das Fehlen dieser Mastzellen kann das sich
anreichernde Fibrin nicht mehr abtransportiert werden und die Fibrosierung

schreitet voran (Alscher et al., 2007).
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4.10 ,,targeted therapy“ und therapeutischer Ausblick
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Abb. 38 VEGF-“pathway” und “targeted therapy”. FLT1 = “fms-related tyrosine kinase“ 1, VEGF =
“vascular endothelial growth factor”, VEGFB = "vascular endothelial growth factor” B, FGF2 = “fibroblast
growth factor” 2, FGFR = “fibroblast growth factor receptor”, TIMP-3 = ,tissue inhibitor of
metalloproteinase“-3, NRP1 = Neuropilin-1, PIGF = “placental growth factor”, KDR = “kinase insert
domain-containing receptor” = extrazelluldre Domane des VEGF-Rezeptors, ITGAV = Integrin alpha V,
ITGB5 = Integrin beta 5, Crk = “CT 10 regulated kinase”, FRS2 = “fibroblast growth factor receptor
substrate 2", PTPN11 = “protein tyrosine phosphatase, nonreceptor type 11", GRB2 = “growth factor
receptor-binding protein 2", SOS1 = “Grb2-Son of sevenless” 1, CSK = “cytoplasmic tyrosine kinase”,
PLCG = Phospholipase C gamma, PRKC = Proteinkinase C, MAPK = ,mitogen-activated protein
kinase“, MAP2K =  mitogen-activated protein 2 kinase®, IP3 = Inositoltriphosphat, PI3K =

Phosphoinositide 3-Kinase, NOS3 = “nitric oxide Synthase” 3, NO = Stickstoffmonoxid, AKT= Protein
Kinase B (Maitland et al., 2005)
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Da VEGF eine wichtige Rolle in der Neoangiogenese bei Tumorerkrankungen
spielt, liegt es nahe zu versuchen den therapeutischen Ansatz hier zu suchen.

Man koénnte annehmen, dass durch die Gabe von Inhibitoren von VEGF oder
weiter unten auf dem ,pathway“ gelegenen Effektorstoffen durch die
Verminderung der Vaskularisation der Tumoren die Effektivitdt von
Chemotherapeutika abnimmt. Tatsache ist jedoch, dass die Gabe dieser
Inhibitoren die Wirkung von Chemo- und auch Radiotherapie verbessern.
Einerseits kann das durch die fehlende autokrine Funktion von VEGF erklart
werden, womit Tumorzellen offenbar vor auReren Einflissen geschitzt werden
konnen (Gorski et al., 1999; Krause et al., 2005).

Andererseits kdnnte dies auch der Grund dafur sein, dass zuerst die neuen,
brichigen Gefale angegriffen werden und somit der Blutweg zu den Tumoren
frei bleibt (Jain, 2005).

Im Hinblick auf die EPS konnte das bedeuten, dass man mit Hilfe
obengenannter Inhibitoren frihzeitig das Entstehen der EPS zumindest
hinauszégern konnte. Nach unseren Erkenntnissen, nach denen VEGF eine
entscheidende Rolle spielt, kdnnte es in bestimmten Fallen vielleicht sogar

verhindert werden.

Ist erst das Endstadium erreicht, konnte man auch dort eine Kklinische
Verbesserung erwarten, wenn man davon ausgeht, dass durch die Hemmung
der autokrinen Funktion von VEGF die Effektivitat antiproliferativer Stoffe wie

den Glucocorticoiden auch zunimmt.

Zur Prophylaxe der EPS und zur maoglichst langen Erhaltung der Ultrafiltration
sollten neuere biokompatible PD-Losungen zum Einsatz kommen. Wie oben
beschrieben, konnen diese das Entstehen der Fibrose verringern oder

zumindest hinauszogern.
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