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ln leiding

Jaarl i jks worden er in Nederland iets meer cian 350 niertransplantat ies uitgevoerd. Helaas zal

een k le in  dee l  van  deze pa t iën ten  a l  b innen een jaar  hun t ransp lan taa t  ver l iezen,  meesta l  ten

gevolge van acute afstot ing. Door verbeterende immuunsuppressieve medici jnen en operatie

technieken en de mogeli jkheid om donor en ontvanger beter te matchen is het aantal

transplantaten dat verloren gaat door acute afstot ing de laatste jaren sterk gedaald naar zo'n

5%. Echter, l0 jaar na transplantat ie heeft nog slechts 50% van al le nierpatiënten een

voldoende functionerend transplantaat. Er zi jn verschi l lende oorzaken voor het verl ies van het

transplantaat maanden of jaren na de operatie, maar het merendeel van de transplantaten

gaat verloren ten gevolge van chronisch niertransplantaatfalen.

Het lage I 0-jaars overlevingsci j fer maakt onderzoek naar de oorzaken van acute afstot ing en

chronisch niertransplantaatfalen, alsmede onderzoek naar mogeli jke therapieën om

transplantaatverl ies te voorkomen, noodzakeli jk.

Acute afstoting en chronisch niertransplantaatfalen

Acute afstot ing is een proces dat geïnit ieerd word door het geactiveerde immuunsysteem van

de on tvanger .  Het  immuunsys teem van de  on tvanger  herkent  de  l i chaamsvreemde HLA

molecu len  van de  donor ,  d ie  aanwez ig  z i jn  op  a l le  ce l len  in  he t  l i chaam,  en  za l  geac t iveerd

worden. Het geactiveerde immuunsysteem zal proberen de donornier op te ruimen, waardor

deze beschadigd wordt en zi jn functie verl iest. Een acute reject ie episode kan doorgaans goed

worden behande ld  met  immuunsuppress ieve  med ic i jnen .

Chronisch niertransplantaatfalen wordt vaak omschreven als het progressieve verl ies van

nierfunctie, maanden of jaren na transplantat ie, zonder dat hiervoor een specif ieke oorzaak is,

zoals bv. een infectie of een trauma. In tegenstel l ing tot acute afstot ing is chronisch

niertransplantaatfalen niet al leen het gevolg van immunologische factoren, maar ook van niet-

immuno log ische fac to ren .  Be langr i j ke  immuno log ische fac to ren  z i jn  de  eerder  genoemde

verschi l len in HLA moleculen, maar ook het doormaken van acute afstot ingsepisoden,

inadequate  immuunsuppress ieve  behande l ing  en  de  aanwez ighe id  van donorspec i f ieke

ant i l i chamen.  N ie t  immuno log ische fac to ren  d ie  een be langr i j ke  ro l  spe len  b i j  he t  on ts taan
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van chron isch  n ie r t ransp lan taa t fa len  zUn o .a .  lee f t i jd ,  sekse en  ras  van donor  en  on tvanger

ischemie-  en  reper fus ieschade,  te rugkeervan de  pr ima i re  z iek te  en  hyper tens ie .  To t  op  heder

is  e r  geen e f fec t ieve  behande l ing  tegen chron isch  n ie r t ransp lan taa t fa len .

Er  i s  de  laa ts te  ja ren  vee l  onderzoek  gedaan,  om vas t  te  s te l len  op  we lke  manÍer  dezr

verschi l lende factoren bi jdragen aan het ontstaan van niertransplantaatfalen en of e

moge l i j kheden z i jn  om deze fac to ren  zo  te  be ïnv loeden da t  n ie r t ransp lan taa t fa len  voorkomer

kan worden.  D i t  p roe fschr i f t  hee f t  de  ro l  van  s t i ks to f  ox ide  (n i t r i c  ox ide :  NO)  i r

n ie r t ransp lan taa t  fa len  bes tudeerd .  Er  i s  gekeken naar  verander ingen in  de  express ie  van dr

NO synthases  in  pa t iën ten  met  n ie r t ransp lan taa t fa len ,  en  tevens  is  onderzocht  o f  he t  N(

systeem zodanig beinvloed kan worden dat acute afstot ing of chronisch niertransplantaatfalel

voorkomen kan worden.

Stikstof oxide (NO)

NO is  een rad icaa l  da t  gevormd word t  t i j dens  de  omzet t ing  van L-arg in ine  naar  L -c i t ru l l ine

Deze omzet t ing  van L-arg in ine  naar  L -c i t ru l l ine  word t  gekata lyseerd  door  de  NO synthase:

(Nos) .  Er  z i jn  d r ie  versch i l lende No syn thases ,  eNos,  nNos en  iNos .  Het  eNos en  he t  nNo:

zUn consti tut ieve enzymen, wat betekent dat zi j  al t i jd werkzaam zi jn. Ze produceren NO ir

een lage nanomola i re  concent ra t ies .  Het  iNOS daarentegen produceer t  NO in  mic romola i r r

hoevee lheden en  is  n ie t  cons t i tu t ie f  aanwez ig ,  de  express ie

NH,

I
G=N'Hz

I
NH NADPH

| ----)

(CH")s 1 Oz

I
HOOC.CH

I
'NH.

L-arginine

NH,

I
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I
NH % NADPH

| ----)

(GHr). +Oz

I
HOOC-CH

I
'NH"
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Figuur I  T i jdens de omzett ing van L-argin ine naar L-c i t ru l l ine komt er  een NO radicaal  vr i i .
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van |NOS wordt geïnduceerd door o.a. cytokinen en LPS. Het eNOS (NOSll l)  is voornameli jk

aanwezig op het endotheel. In de nieren betekent dit  dat eNOS aanwezig op het endotheel van

in t ra rena le  va ten  en  g lomeru la i re  cap i l la i ren .  Door  deze l igg ing  word t  he t  eNOS gez ien  a ls  de

meest  be langr i j ke  NOS voor  de  regu la t ie  van de  b loeddruk .  Het  nNOS (NOSI)  i s  he t  meest

bekend door  z i jn  loka l i sa t ie  in  de  neuronen in  de  hersenen,  maar  komt  ook  in  de  macu la

densa van de  n ie ren  to t  express ie .  H ie r  spee l t  he t  nNOS waarsch i jn l i j k  een be langr i j ke  ro l  in

he t  regu le ren  van de  tubu log lomeru la i re  feedback .  Het  |NOS (NOSl l )  komt  cons t i tu t ie f  to t

express ie  in  enke le  weefse ls ,  zoa ls  longep i thee l  en  de  rena le  tubu l i ,  waar  he t  een ro l  spee l t  in

water en zout transport.  Het merendeel van het |NOS is aanwezig op de geactiveerde

onts tek ingce l len .

Het  NO sys teem spee l t  een be langr i j ke  ro l  in  versch i l lende (pa tho)  fys io log ische processen.

Eén van de  be langr i j ks te  func t ies  van NO is  de  regu la t ie  van de  b loeddruk .  NO zorg t  voor

vaatverwrjding, doordat het de gladde spiercel len van de vaatwand ontspant, wat leidt tot een

verlaging van de bloeddruk, hiervoor is vooral het eerder genoemde eNOS verantwoordel i jk.

Daarnaast speelt NO een belangri jke rol in het voorkomen van adhesie van leukocyten aan het

endothee l  en  he t  aggregeren van p laa t jes ,  maar  NO regu leer t  ook  de  aanmaak van n ieuwe

b loedvaten ,  aanmaak en  a fb raak  van bo t ten ,  zuurs to f  opname in  de  n ie r ,  en  he t  doden van

ce l len  en  pa thogenen.

De werk ing  van he t  NO hangt  a f  van ;  l )  waar  en  door  we lke  ce l len ,  2 )  in  we lke  concent ra t ies

en 3)  voor  hoe lang he t  NO geproduceerd  word t .  Lage,  nanomola i re  concent ra t ies  NO,  zoa ls

geproduceerd  door  eNOS worden vaak  a ls  beschermend gez ien .  Het  eNOS voorkomt  immers

endothee l  schade door  adhes ie  van leukocy ten  aan he t  endothee l  te  voorkomen.  De hoge

micromolaire concentrat ie NO, die door het iNOS geproduceerd wordt, wordt vaak als

schade l i j k  bes tempeld .  D i t  komt  voora l  omdat  iNOS geassoc ieerd  is  met  on ts tek ingprocessen

waarbi j  er eveneens hoge concentrat ies zuurstofradicalen, Oz-, aanwezig zi jn. De

aanwezigheid van zowel NO als Oz- kàn leiden tot de vorming van peroxynitr iet ONOO-, een

zeer  schade l i j k  mo lecuu l .  NO is  een ins tab ie l  mo lecuu l ,  en  za l  na  produc t ie  sne l  reageren met

andere  molecu len  wat  le id t  to t  de  vorming van o .a  n i t r ie t  (NOz- )  en  n i t raa t  (NO: - )  vaak  sàmen

afgekort tot NOx.
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NO in transplantaat falen

Voor ,  t i j dens  en  na  de  t ransp lan ta t ie  v inden er  a l le r le i  verander ingen p laa ts  in  de  donorn ie r .

Het  NO sys teem za l  daardoor  op  versch i l lende man ier  geac t iveerd  worden.  Op he t  moment

dat  een n ie r  u i t  de  donor  word t  verw i jderd  za l  e r  een tekor t  aan zuurs to f  en  nu t r iën ten ,

ischemie, ontstaan. Bi j  een langdurig tekort aan zuurstof is, zal er schade ontstaan aan de

mi tochondr ieën in  de  ce l len ,  de  beschad igde mi tochondr ieën zu l len  h ie rdoor  superox ide ,  Oz- ,

gaan produceren.  Zowel  de  toename van Oz-  a ls  he t  tekor t  aan zuurs to f  zu l len  schade aan de

endothee lce l len  toebrengen waardoor  de  ce l len  hun func t ie  ver l iezen.  Door  he t  ver l ies  van

endothee lce l len  za l  e r  ook  een a fname in  de  express ie  van eNOS z i jn .

B i j  een hers te l  van  de  b loedc i rcu la t ie ,  reper fus ie ,  zu l len  er  versch i l lende processen ge ïn i t ieerd

worden.  Ten eers te  zorg t  de  p lo tse l inge reper fus ie  voor  mechan ische s t ress  op  he t  endothee l ,

waardoor  de  endothee lce l len  nog meer  beschad igd  worden.  Ten tweede,  zu l len  de  door

ischemie  beschad igde mi tochondr ieën b i j  een  hers te l  van  de  zuurs to f  toevoer ,  nog meer  Oz-

produceren. Herstel van de circulat ie betekent ook dat het immuunsysteem van de ontvanger

geconf ron teerd  word t  met  de  donorn ie r .  Door  he t  ver l ies  van NO en een toename van

adhes iemolecu le  zu l len  geac t iveerde leukocy ten  gemakke l i j k  aan he t  endothee l  p lakken,

t ransmigreren  door  he t  endothee l  en  op  d ie  man ier  he t  t ransp lan taa t  in f i l t re ren .  De

geact iveerde leukocy ten  produceren een versche idenhe id  aan cy tok inen waardoor  de

expressie van iNOS geïnduceerd wordt, daarnaast zi jn de geactiveerde leukocyten ook een

grote bron van Oz-.

Er  i s  dus  een toename in  p roduc t ie  van Oz-  met  tege l i j ker tud  een a fname van NO op he t

endothee l  waardoor  de  ba lans  tussen NO en 02-  vers toord  word t .  D i t  za l  le iden to t  endothee l

dys func t ie .  In  he t  in te rs t i t ium is  e r  een enorme toename van NO geproduceerd  door  iNOS met

tege l i j ker t i jd  ook  een toename van Oz- .  D i t  za l  in te rs t i t iee l  le iden to t  de  vorming van he t  zeer

schade l i j ke  peroxyn i t r ie t .
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Figuur 2 Schemat isch overz icht  van de gebeurtenissen rondom en na t ransplantat ie.  Door ischemie en

reperfusie schade zal  er  toename zUn van zuurstof  radicalen.  Tevens is  er  een ver l ies van eNOS en dus NO.

Dit  zal  le iden tot  endotheel  dysfunct ie.  Door ver l ies van endothel iaal  NO zal  er  een toename zi jn in de

adhesie en inf i l t rat ie van leukocyten naar het  interst i t ium. Hier  zul len de geact iveerde leukocyten iNOS tot

expressie brengen wat zal  le iden tot  een toename in NO. De leukocyten z i jn echter  ook een belangr i jke

bron van Oz-,  welke met het  NO kan reageren tot  peroxyni t r iet .

Wanneer  e r  word t  gekeken naar  de  express ie  van NO synthases  t i jdens  acu te  a fs to t ing  is  e r

een s te rke  toename in  de  express ie  van in te rs t i t iee l  en  g lomeru la i r  iNOS waarneembaar ,

tege l i j ker t i jd  i s  e r  een a fname van g lomeru la i re  eNOS express ie .  De toename van iNOS kan

worden toegeschreven aan de  toename van on ts tek ingsce l len  in  he t  t ransp lan taa t .  A fname van

eNOS express ie  word t  dee ls  veroorzaak t  doordat  he t  endothee l  beschad igd  is  door  de

geact iveerde on ts tek ingsce l len  en  dee ls  doordat  e r  een d i rec te  downregu la t ie  van he t  eNOS.  In

het serum van patiënten met een acute afstot ing zien we een toename van NO, voorafgaand

aan de  d iagnose van acute  a fs to t ing ,  te rw i j l  in  de  ur ine  ju is t  een a fname in  de  concent ra t ie

van ur ine  NO"  is  waar  te  nemen (Hoofds tuk  3) .  In  pa t iën ten  met  chron isch

n ie r t ransp lan taa t fa len  is  ne t  a ls  in  pa t iën ten  met  een acute  a fs to t ing  ook  he t  in te rs t i t ië le  en

g lomeru la i re  iNOS opgeregu leerd  te rw i j l  he t  g lomeru la i re  eNOS is  downgeregu leerd"

Daarnaas t  z ien  we in  deze pa t iën ten  ook  een toename van Oz producerende ce l len  en  een

toename van he t  schade l i j ke  peroxyn i t r ie t  (Hoofds tuk  4) .
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Deze s tud ies  resu l teerden in  de  hypothese da t  door  he t  ver l ies  van eNOS express ie  de

bescherming van he t  endothee l  ver lo ren  gaat ,  te rwUl  tege l i j ker t i jd  de  verhoogde iNOS

express ie  schade toebrengt  aan he t  t ransp lan taa t  o .a .  door  de  fo rmat ie  van peroxyn i t r ie t .  Een

behande l ing  waarb i j  word t  ingegrepen op  he t  NO sys teem,  door  he t  verhogen van eNOS o f

door  he t  remmen van iNOS express ie ,  zou  dus  hypothe t isch  schade aan he t  t ransp lan taa t

kunnen remmen en h ie rdoor  he t  ver l ies  van he t  t ransp lan taa t  kunnen voorkomen.

NO modulat ie in een experimenteel model

Er  z i jn  versch i l lende man ieren  om het  NO sys teem te  be ïnv loeden,  zoa ls  b i j voorbee ld  he t

toed ienen van he t  subs t raa t ,  L -arg in ine ,  o f  een co- fac to r  zoa ls  te t rahydrob iop ter in  (BHq)  o f

NADPH. Door het aanbod van het substraat te verhogen, kan er meer NO geproduceerd

worden door  de  NO synthases  t i jdens  bv .  i schemie  o f  on ts tek ing .  Een andere  man ier  om

endothe l ia le  NO produc t ie  te  verhogen is  he t  toed ienen van d i rec te  NO donoren.  Deze s to f fen

zorgen voor het vr i jkomen van NO zonder dat hiervoor NO synthases nodig zi jn. Er zi jn

versch i l lende NO donoren,  sommige hebben een lange ha l fwaardet i jd  van enke le  u ren ,

anderen werken s lech ts  enke le  minu ten .  Daarnaas t  i s  he t  ook  moge l i j k  om de

express ie /ac t iv i te i t  van  NO synthases  spec i f iek  te  remmen.  H iervoor  kunnen b i j voorbee ld

spec i f ieke  |NOS remmers  zoa ls  aminoguand ine  gebru ik t  worden.

Het is niet mogeli jk om het effect van NO modulat ie op het ontstaan van chronisch

n ie r t ransp lan taa t fa len  in  n ie rpa t iën ten  te  onderzoeken,  daarom is  e r  gebru ik  gemaakt  van een

exper imentee l  t ransp lan ta t ie  mode l ,  waar in  een n ie r  ge t ransp lan teerd  word t  van  F isher  344

rat naar een Lewis SsnHsd rat. Deze twee ratten stammen hebben kleine HLA verschi l len,

waardoor  e r  een a fs to t ing  za l  p laa tsv inden.  Door  toed ien ing  van immunosuppres ieve

medic i jnen  zu l len  deze ra t ten  in  enke le  maanden chron ische n Íer t ransp lan taa t fa len

ontw ikke len .  In  deze ra t ten  kan he t  NO sys teem nu worden be ïnv loed door  toed ien ing  van NO

subst raa t .  NO donoren o f  spec i f ieke  NOS remmers .
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F i s h e r Lewis

, , :  , "  . . . .
. t '^ z"

" ' t  " ' :|,iï-;p,.

.,,:,|látf::=:t::z';

ë.ití;b..
u4; \

#jj
-

,. 1
: i  :

/. . .\,. i:':"
4;;;l'i" 

' 
É

i:::1
Í;!.:::;. j j i.,.=..."í ;i;::Í, 

?

Figuur 3 Experimenteel model voor het ontstaan van chronisch niertransplantaatfalen. FisheÍ ratten worden
gebruikt als donorratten. Na het vr i jpreparen van de nier, wordt de nier doorgespoeld en op i js bewaard. De
linkernier van een Lewis rat wordt verwijderd, waarna de Fisher nier in de Lewis rat wordt geplaatst.
Cyclosporine A; CsA) wordt gedurende l0 dagen, subcutaan toegediend. Na 10 dagen wordt de
overgebleven eigen nier verwijderd (Nx). De ratten worden nu 34 weken lang gevolgd, waarbi j  iedere 4
weken, bloed wordt afgenomen, urine wordt verzameld en bloeddruk wordt gemeten. Op week 34 worden
de ratten getermineerd en de nier verwijderd voor histologisch onderzoek.

Toed ien ing  van L-arg in ine  in  een exper imentee l  ra t ten  mode l  voor  chron isch

n ie r t ransp lan taa t fa len  zorgde voor  een toename in  serum en ur ine  NO'  concent ra t ies .  D i t

betekent dat een verhoogd substraat aanbod ook inderdaad zorgt voor meer NO productie

door de NO synthases. Daarnaast was er ook een afname van de proteïnurie, en .de focale

glomerulosclerose (FCS). L-arginine heeft dus het transplantaat beschermd tegen schade

onts taan t i jdens  de  t i jdens  de  opera t ie ,  tegen ischemie  reper fus ie  schade,  maar  dee ls  ook

door het endotheel te beschermen tegen de constante afweerreactie van de ontvanger tegen

de donor .  Hoewel  L -arg in ine  ook  he t  subs t raa t  i s  voor  he t  "schade l i j ke"  iNOS,  was er  geen

toename in  n i t ro ty ros ine  pos Í t ieve  ce l len  (Hoofds tuk  5) .

L-arginine mag dan wel effect ief zi jn in het uitstel len van chronisch niertransplantaatfalen,

men kan z ich  voors te l len  da t  he t  e f fec t  van  toed ien ing  een d i rec t  NO donor  s te rker  i s  dan he t

effect van een substraat, immers dit  is onafhankeli jk van de expressie van NO synthase. Het

toed ienen van mols idomine,  een d i rec te  NO donor ,  in  he t  exper imente le  mode l  voor  chron isch

niertransplantaatfalen had echter niet zo'n sterk effect als verwacht. Er was een afname in de

pro te ïnur ie  en  FGS doch n ie t  s ign i f i can t .  Moge l i j ke  oorzaken voor  he t  fe i t  da t  mo ls idomine

niet het verwachte effect had zi jn een te lage dosering of adaptatie van het l ichaam

(Hoofdstuk 6).

CsA
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De toed ien ing  van L-arg in ine  en  mols idomine is  e r  op  ger ich t  om het  endothe l ia le  NO aanbod

te verhogen. Het verhogen van het endothel iale NO beschermt immers het endotheel en op

d ie  man ier  zou in f i l t ra t ie  en  schade aan he t  t ransp lan taa t  minder  moeten worden.  Hoofds tuk

3  en  4  la ten  ech ter  z ien  da t  naas t  een ver l ies  van eNOS er  tUdens acute  a fs to t ing  en  chron isch

niertransplantaatfalen ook een sterke toename is in de expressie van glomerulair en

in te rs t i t iee l  iNOS.  Daarnaas t  i s  e r  ook  een toename in  peroxyn i t r ie t  in  pa t iën ten  met  chron isch

niertransplantaatfalen, wat suggereert dat er het NO gevormd door het |NOS gereageerd heeft

met  Oz- .  Remming van de  express ie  van |NOS zou dus  kunnen le iden to t  een verminderde

inf i l trat ie en een afgenomen schade aan het transplantaat.

Er  z i jn  versch i l lende spec i f ieke  iNOS remmers  verk r i jgbaar ,  zoa ls  aminoguan id ine  en  L-N lL .

Recentel i jk is er een nieuwe specif ieke |NOS remmer aan toegevoegd, BSB-2. BSB-2 remt de

dimerisatie van het |NOS enzym, waardoor het niet langer in staat is om NO te produceren. In

een exper imentee l  mode l  voor  acu te  a fs to t ing  is  BBS-2  succesvo l  in  he t  remmen van tubu la i re

schade, terwij l  er geen effect is op nierhistologie of nierfunctie (Hoofdstuk 7).

De verschi l lende onderzoeken in dit  proefschrif t  hebben laten zien dat modulat ie van het NO

systeem in sommige geval len schade aan het transplantaat deels kan remmen of voorkomen.

In geen enkel geval is het echter mogel 'r jk om transplantaat falen geheel te voorkomen. Dit

suggereer t  da t  NO modu la t ie  missch ien  in  combina t ie  met  andere  med ic i jnen  toegepast  zou

moeten worden. Enkele mogeli jke voorbeelden hiervan zi jn combinaties met anti-oxidanten,

s ta t ines  o f  ACE remmers .  De combina t ie  van NO donor  en  an t iox idanten  zorg t  buvoorbee ld

enerzi jds voor een toenamen in NO anderzi jds voor een afnamen van Oz-. Een combinatie met

een stat ine en een iNOS remmer zal tegel i jkert i jd het endotheel beschermen en iNOS schade

voorkomen.

Kortom, dit  proefschrif t  heeft meer duidel i jkheid gegeven over de rol van NO in

niertransplantaatfalen, maar heeft daarnaast ook, zoals elk onderzoek, een heleboel nieuwe

vragen opgeroepen. Vervolg studies moeten duidel i jk maken of combinatie therapieën of

nieuw ontwikkelde NO donoren dan wel NOS remmers effect iever zi in in het voorkomen van

AR of CRTF.


