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A. ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Die hier vorgelegte experimentelle Arbeit beschaftigt sich mit der Mdglichkeit
einer Elimination von Entzindungsmediatoren aus dem Blut von Schweinen mit
schwerer nekrotisierender Pankreatitis Uber den Weg der kontinuierlichen veno-
vendsen Hamofiltration (CVVH).

Die experimentell induzierte Pankreatitis diente im Versuchsaufbau als Ausléser
fur ein schweres Sepsis-artiges Krankheitsbild mit kaskadenhafter Aktivierung
und Expression von Kininen, Zytokinen und anderen proinflammatorischen
Mediatoren. Ausgehend von der Hypothese, dass das massenhafte
Ausschwemmen inflammatorischer Mediatoren  konsekutiv zu einem
Multiorganversagen der Versuchstiere flihrt, sollte Uberprift werden, ob eine
Entfernung filtrierbarer Mediatoren durch die CVVH ein solches
Multiorganversagen verzogern kann.

Uberpriift werden sollte, ob es durch Hamofiltration zu einer relevanten
Reduktion filtrierbarer Mediatoren im Blut der Versuchstiere kommt. Ein
moglicher Einfluss des zeitlichen Beginns der Hamofiltration wurde untersucht,
indem neben der unbehandelten Kontrollgruppe zwei Therapiegruppen mit
unterschiedlichen Zeitpunkten des Beginns der Hamdfiltration eingerichtet
wurden. Zur Uberpriifung der Hypothesen wurden die Uberlebenszeiten in den
einzelnen Versuchsgruppen registriert, sowie verschiedenste hamodynamische
und laborchemische Parameter bestimmt.

Der theoretische Hintergrund der Studie, sowie der Versuchsaufbau und die
Versuchsergebnisse werden in der Promotionsarbeit erlautert und im

Zusammenhang diskutiert.



B. EINLEITUNG

Die Idee einer Detoxifikation des Blutes septischer Patienten wird seit mehr als
zehn Jahren lebhaft diskutiert. Wird Sepsis mit Septikamie gleichgesetzt, zielt
der Behandlungsansatz auf die Entfernung von Bakterien und ihrer Toxine aus
dem Kreislauf. Es zeigte sich allerdings, dass bei einem Grofiteil der Patienten
mit schweren Sepsis ahnlichen Krankheitsbildern weder eine Bakteriamie noch
bakterielle Toxine im Blut nachgewiesen werden konnten. Die mit solchen
Krankheitsbildern einhergehenden Prozesse erwiesen sich demnach als Folge
einer Art intravaskularen Inflammation als Folge eines kaskadenhaften Anstiegs
von proinflammatorischen Mediatoren im Blut der Patienten.

Mit zunehmender Zahl von isolierten Mediatoren, die bei einer Sepsis
nachgewiesen werden koénnen, wurde klar, dass eine spezifische Inhibition
einzelner Mediatoren durch Antikdrper oder Rezeptorantagonisten keinen
relevanten Einfluss auf die Entwicklung und den Verlauf einer schweren Sepsis
mit Multi-Organ Versagen (MOV) haben kann. Die Mdglichkeit, ein mdglichst
breites Spektrum solcher Mediatoren aus dem Blut zu eliminieren, lie3 den
Einsatz der Hamofiltration als Blutreinigungsverfahren mit der Mdglichkeit der
Elimination auch groRerer Mittelmolekile (bis 40000 Dalton) vielversprechend
erscheinen. Theoretisch kdnnen nahezu alle Zytokine dem Patientenblut durch
Hamofiltration entzogen werden (Bellomo 1995). Eine Art Autoregulation des
Sepsisprozesses durch gleichmafiges Entfernen von sepsisrelevanten pro- und
antiinflammatorischen Komponenten ware die Folge. Im heutigen Verstandnis
des septiformen Krankheitsbildes spielt nicht nur der gedankliche Ansatz einer
unkontrollierten intravasalen Inflammation eine Rolle, auch die durch eine
Sepsis induzierte Immunsuppression tragt ihren Teil zum oft deletaren Verlauf
bei. Neutrophile Granulozyten als Immuneffektorzellen bifden ihre Funktion ein
oder fuhren auf Grund ihrer zytotoxischen Wirkung zu einem irreversiblen
Gewebsschaden. Die Folge sind Infektionen, fortschreitende Inflammation und
Gewebsschaden an lebenswichtigen Organen (Bone 1996). Die akute
nekrotisierende Pankreatitis birgt besonders in ihren schweren Verlaufsformen
ein hohes Risiko fur die Entwicklung einer schweren Sepsis und zeigt bei

Patienten mit MOV einen oft letalen Verlauf.



Die jahrliche Inzidenz der akuten Pankreatitis betragt derzeit etwa 0,5 - 1 %
(Cavallini 1987, O'Sullivan 1972). Ca. 25 % dieser Patienten entwickeln lokale
Komplikationen im Sinne von Nekrosen oder Abszessen oder, bei schweren
Verlaufen, sekundare Organkomplikationen bis hin zum Multiorganversagen
(MOV). Die Letalitat schwerer klinischer Verlaufsformen, die morphologisch mit
einer hamorrhagisch-nekrotisierenden Pankreatitis einhergehen, wird mit bis zu
50 % angegeben (Folsch 1992).

Im Allgemeinen gilt als gemeinsames charakteristisches Merkmal der akuten
Pankreatitis die Autodigestion des Pankreasgewebes durch die pathologische
Aktivierung organeigener Enzyme. Unter  klinisch-morphologischen
Gesichtspunkten lasst sich die akute Pankreatitis in drei unterschiedliche

Schweregrade einteilen (Klose 1983, Kimmerle 1975):

Grad I 6dematdse Pankreatitis

Grad Il partiell-nekrotisierende Pankreatitis

Grad lllI: subtotale oder totale Organnekrose

Das Hauptaugenmerk dieser Studie richtet sich auf den Grad Il der

Erkrankung, die schwere hamorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis.
Grundsatzlich lasst sich der Spontanverlauf dieser Form in eine toxische Frih-
und eine septische Spatphase einteilen. Hierbei ist eine sekundare
Keimbesiedlung primar steriler Nekrosen als ursachlich fur septische

Spatkomplikationen zu betrachten.

Die Therapie der schweren Pankreatitis war in den letzten Jahrzehnten
vielfaltigen Wandlungen unterzogen. Strittig ist vor allem der Stellenwert
chirurgischer  MaRnahmen bei  Patienten, die trotz frihzeitiger
intensivmedizinischer Behandlung ein MOV entwickeln. Das Spektrum
chirurgischer  Therapieansatze reicht von aggressiven chirurgischen
Sanierungsversuchen noch vor Eintritt sekundarer Organkomplikationen
(Kimmerle 1975, Roscher 1989) bis zu einem grundsatzlich nicht-chirurgischen
Therapiekonzept, welches lediglich beim definitiven bakteriologischen Nachweis
einer Sekundarinfektion pankreatogener Nekrosen chirurgischen
Handlungsbedarf sieht (Gebhardt 1994).



Operative MaRnahmen griinden sich auf die Uberlegung, dass es durch eine
Sanierung des lokalen Entzindungsherdes zu einer Verbesserung sekundar
gestorter Organfunktionen kommt. Ausgangspunkt dieser Einschatzung ist die
Tatsache, dass der ausgedehnte Zelluntergang im Pankreas und im
peripankreatischen Gewebe im Verlauf einer schweren Pankreatitis zur
Freisetzung hochpotenter Zellbestandteile fihrt. Letztere flihren zu einer
kaskadenartige  Aktivierung von  Akutphaseproteinen, Toxinen  und
Sepsismediatoren, die ihrerseits nach Eintritt in den Systemkreislauf das

sekundare MOV in Gang setzen und unterhalten.

Dem chirurgischen Anspruch, durch eine Fokussanierung eine septisch-
toxische Verlaufsform durchbrechen zu konnen, steht der auch unter
aggressiven chirurgischen MalRnahmen oft deletéare Verlauf der Pankreatitis
entgegen. Demgegenuber berichten jingere Studien Uber bemerkenswerte
Erfolge in der nicht-chirurgischen Therapie der hamorrhagisch-nekrotisierenden
Pankreatitis durch konsequente intensivmedizinische Therapie unter Einschluss
der Hamofiltration. Grundsatzlich wird auch in diesen Studien davon
ausgegangen, dass ein im Rahmen einer schweren Pankreatitis eintretendes
MOV Folge einer kaskadenartigen Mediatoraktivierung ist (Blinzler 1991,
Gebhardt 1994).

Zugrunde liegendes Prinzip der Hamofiltration ist ein konvektiver Transport von
Plasmateilchen durch den Hamofilter entlang des durch die Rollerpumpe
aufgebauten  Druck-/Konzentrationsgefélles an der Membran. Die
Zusammensetzung des abgepressten Hamofiltrats wird dabei durch die
PorengroRe des eingesetzten Hamofilters bestimmt. Die Menge des
entstehenden Filtrats ist abhangig vom Blutfluss, der durch die
Laufgeschwindigkeit der Rollerpumpe reguliert wird.

Der Fortschritt in der Entwicklung der eingesetzten Hamofilter hat das Spektrum
der prinzipiell eliminierbaren Stoffe zunehmend erweitert und damit auch das
Indikationsspektrum fur den Einsatz der Hamofiltration verandert. Filter der
neuen Generation mit einer Porengrél3e von ca. 40000 D erlauben auch die
Elimination von Plasmabestandteilen deren Molgewicht (MG) das der

bekannten harnpflichtigen Substanzen Uberschreitet. Dies betrifft zum Beispiel
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Zytokine mit einem MG von 14000 - 21000 Dalton. Gotloib et al. wiesen der
Hamofiltration daher die Funktion einer kinstlichen ‘endokrinen Lunge’ im Sinne
einer Neutralisierung zirkulierender Mediatoren zu. Zur Untermauerung dieser
These wurde von den Autoren auf die mit 0,89 - 0,94 hohen Siebkoeffizienten
von TXB; (MG 600 D), Vasopressin (MG 1084 D), VIP (MG 4000 D) und B-
Endorphin (MG 4056 D) verwiesen, die im Rahmen ihrer Arbeit ermittelt wurden
(Gotloib 1986).

Die Mdglichkeit, die Hamofiltration zur Mediatorelimination zu nutzen, ist nicht
selten im Rahmen klinischer Studien erprobt worden. Allerdings gibt es wenige
Studien, die die prinzipielle Eliminierbarkeit von Mediatoren bedenken, die
durch die PorengroRe der Filter bzw. die Bindung an Transportmolekile
gegeben ist. Zudem wird die Beurteilung klinischer Untersuchungen zu dieser
Fragestellung dadurch erschwert, dass der Nachweis der bisher bekannten
Ausléser und Vermittler der Sepsis nach wie vor mit grolRen methodischen
Schwierigkeiten verbunden ist. Dies gilt insbesondere fir den Nachweis der
Substanzen im Hamofiltrat.

Die teilweise Uberraschend deutlichen Therapieerfolge der Hamofiltration bei
septischen Krankheitsbildern werden von einigen Autoren auf die Tatsache
zurtckgefuhrt, dass bisher nicht naher definierte Mittelmolekile mit
Molgewichten < 30000 - 50000 D eliminiert werden. Chromatographische
Untersuchungen des Filtrats septischer Patienten wiesen Adsorptionsbanden
im Bereich dieser Moleklile auf (Coraim 1986, Gotloib 1986). In
Ubereinstimmung mit diesen Befunden soll laut klinischen Untersuchungen die
Uberlebensrate septischer Patienten sogar in Abhéngigkeit von der

Filtrationsrate deutlich verbessert sein (Storck 1991).

Insgesamt befasst sich seit Anfang der 80’er Jahre eine Vielzahl von klinischen
und experimentellen Studien mit der Frage , ob die Hamofiltration den Verlauf
der Pankreatitis oder anderer septischer Krankheitsbilder positiv zu
beeinflussen vermag. Bei den klinischen Studien fallt die Beurteilung der
klinischen Relevanz oft schwer, da es sich zum groRen Teil um nicht-
kontrollierte, z.T. retrospektive Untersuchungen mit nicht randomisierten

Patientenkollektiven handelt. Die Vielzahl der gewahlten Studienbedingungen
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(verschiedene Hamofilter, unterschiedlicher Filtratumsatz, Modus der
Hamofiltration, Bilanzierung) erschweren zusatzlich den direkten Vergleich
dieser Studien. Dennoch haben einige Studien wesentliche Erkenntnisse
gebracht. Gotloib et al. berichten Uber signifikante Verbesserungen von
Hamodynamik, respiratorischer Funktion und Blutgasparametern bei Patienten
mit septisch assoziiertem ARDS, bei denen eine Hamofiltration durchgefiihrt
wurde (Gotloib 1986). Coraim et al. berichten Uber eine signifikante
Verbesserung des pulmonalen Gasaustausches durch die Hamofiltration bei
Patienten, die im Anschluss an herzchirurgische Eingriffe ein anderen
intensivmedizinischen Malnahmen gegenuber therapierefraktares
Lungenversagen entwickelten (Coraim 1986). Gemessen wurde ein
signifikanter Abfall der Plasmakonzentrationen des ‘Myocardial Depressant

Factor’ gemessen an den Werten vor Beginn der Hamofiltration.

Eine Senkung der Letalitdt unter Hamofiltration wird in mehreren Studien
nachgewiesen. So berichten Blinzler et al. Uber ein Gesamtiberleben von ca.
90 % bei Patienten, die aufgrund eines MOV im Rahmen einer schweren
Pankreatitis einer Hamofiltration zugeflhrt wurden. Die Autoren vermuteten
eine durch die Hamofiltration bewirkte Eliminierung von nieder- bis
mittelmolekularen Mediatoren wie Phospholipase A, (PLAz), aktivierten
Faktoren des Komplementsystems (C3a, C5a), IL-1 und TNF (Blinzler 1991).
Gotloib et al. berichten Uber grol’e Erfolge bei schwerst septischen Patienten
mit einem mindestens drei Organsysteme betreffenden MOV, bei denen eine
Hamofiltration durchgeflihrt wurde: 73 % der Uberlebenden Patienten hatten vor
Therapiebeginn einen mit einer Mortalitdtswahrscheinlichkeit von 97 - 99 %
(Chang 1988) assoziierten Apache Il Score von > 30. Die Autoren postulierten,
dass die Hamofiltration zu einer drastischen Abnahme von kleinen und
Mittelmolekulen, insbesondere von Bradykinin, PAF, Eicosanoiden und
Zytokinen gefuhrt habe, deren Freisetzung durch aktiviertes Komplement im
Rahmen des septischen Geschehens induziert werde (Gotloib 1990).
Tonnesen et al. fanden eine deutliche Senkung der Zytokin-Konzentration im
Plasma septischer Patienten durch die Hamofiltration.

Umgekehrt gelang der Nachweis von Zytokinen im Hamofiltrat in signifikant

hoheren Konzentrationen als in zum gleichen Zeitpunkt gewonnenen
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Plasmaproben. Die Autoren schlossen aus diesen Beobachtungen, dass die
Hamofiltration eine Eliminierung bestimmter Sepsismediatoren aus der

Systemzirkulation bewirke(Tonnesen 1993).

In experimentellen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass die
Hamofiltration eine Plasmaeliminierung von Platelet-activating Factor (PAF)
bewirkt, welches im Gegenzug im Eluat nachzuweisen ist (Ronco 1995). Im
Sepsis-Modell am Schwein zeigen hamofiltrierte Tiere signifikant niedrigere
Plasmakonzentrationen der Eicosanoide TXB, und 6-keto PGFq, als
Kontrolltiere ohne Hamofiltration (Staubach 1989). In einer tierexperimentellen
Studie wurde nach Induktion einer E.coli-Sepsis bei hamofiltrierten Tieren eine
deutlich bessere linksventrikulare Funktion als bei Kontrolltieren beschrieben.
Dieser Effekt der Hamofiltration wurde auf eine Eliminierung des ‘Myocardial

Depressant Factor’ mit einem MG < 30000 zurickgefuhrt (Gomez 1990).

Nach wie vor ungeklart ist jedoch die Frage, ob eine friihzeitig eingesetzte
Hamofiltration durch eine wirksame Elimination von Entzindungsmediatoren die
deletdren Folgen einer schweren akuten Pankreatitis verhindern oder
zumindest mildern kann.

Im Rahmen der hier vorgestellten Studie wurden Tierexperimente

vorgenommen, die folgendende Schlisselfragen zu klaren versucht:

1. Wird der Verlauf einer durch Gallensalze und Enterokinase
hervorgerufenen akuten hamorrhagisch-nekrotisierenden Pankreatitis
unter einer effektiven Hamofiltration positiv beeinflusst ?

2. Welche Rolle spielt der Zeitpunkt zu dem die Hamofiltration begonnen
wird (prophylaktische versus therapeutische Hamofiltration) ?

3. Gibt es signifikante Unterschiede im Verlauf bei hamofiltrierten und nicht
hamofiltrierten Tieren ?

4. Wie verandern sich die Mediatorkonzentrationen in Blut und Urin unter
Hamofiltration ?

5. Welchen Einfluss nimmt die Hamofiltration auf hamodynamische

Parameter und Uberlebenszeiten ?
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C. MATERIAL UND METHODEN

Die hier vorgestellten Tierversuche wurden in den Jahren 1995-1997 mit
Genehmigung der Behorde fur Wissenschaft und Forschung der Universitat
Hamburg in der Klinik fur Allgemein-, Viszeral- und Thoraxchirurgie des
Universitatsklinikums Eppendorf durchgefluhrt. Teile der Arbeit wurden
zwischenzeitlich in der wissenschaftlichen Literatur veréffentlicht (Yekebas E,
Treede H et al. 1999, Yekebas E, Treede H et al. 2000).

1. Versuchsaufbau und —ablauf

1.1. Versuchstiere
Als Versuchstiere dienten Schweine der deutschen Landrasse beiderlei

Geschlechts. Das mittlere Koérpergewicht betrug 37 kg.

1.2. Biometrisches Design

Vor Beginn der Versuche wurden die Tiere randomisiert einer der Behandlungs-
oder der Kontrollgruppe zugeteilt. Die Auswahl wurde durch das Los getroffen.
In der Kontrollgruppe (n=8, Gruppe 1) wurde der spontane Verlauf der
Pankreatitis ohne weitere Behandlung beobachtet und protokolliert.

Tiere der Gruppe 2 (n=10) wurden nach einem Abfall des MAP um 20 % unter
den Ausgangswert hamofiltriert (‘therapeutische Hamofiltration’).

In der Gruppe 3 (n=10) begann die Hamofiltration zeitgleich mit der Induktion

der Pankreatitis (‘prophylaktische Hamofiltration’).

1.3. Narkose und Beatmung

Die Pramedikation erfolgte Uber eine intramuskulare Injektion von Ketamin (10
mg/kg KG, Ketanest®, Parke, Davis & Co., Berlin), Flunitrazepam (0,1 mg/kg
KG, Rohypnol®, Hoffmann La Roche AG, Grenzach Wyhlen) und Atropin (0,06
mg/kg KG, Atropinsulfat Braun®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) in die
Nackenmuskulatur der Versuchstiere.

Ein intravendser Zugang wurde Uber die Kanulierung einer Ohrvene

sichergestellt.
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Nach Fixation der Versuchstiere am OP-Tisch wurden sie endotracheal intubiert
und Uber ein Narkose / Beatmungsgerat der Firma Siemens kontrolliert
beatmet. Die Beatmung erfolgte mit einem Sauerstoff/Luftgemisch wobei ein
arterieller Sauerstoffpartialdruck (P,O2) zwischen 120 und 140 mmHg
angestrebt wurde. Die Atemfrequenz betrug durchschnittlich 12 Hibe/min. Das
Atemhubvolumen wurde so eingestellt, dass der endexspiratorische CO,-Gehalt
bei 4,5 Vol% lag. Ein positiver endexspiratorischer Druck (PEEP) von 3 cm H,O
diente der Atelektasenprophylaxe.

Zur kontinuierlichen Uberwachung der Herztatigkeit wurden drei  kutane
Elektroden an der zuvor rasierten und entfetteten Haut des Thorax fixiert. Die
Uberwachung erfolgte tiber einen Monitor der Firma Marquette, der ebenfalls
zur  kontinuierlichen  Registrierung von arteriellem  Blutdruck (AP),
pulmonalarteriellem Druck (PAP), zentralvenésem Druck (ZVD) sowie
pulmonalkapillarem Verschlussdruck (PCWP, sog. Wedge-Druck) diente.

Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte Uber die intravendse Gabe von
Piritramid (0,8 -1,0 mg/kg KG/h, Dipidolor®, Janssen-Cilag, Neuss), Midazolam
(0,3-0,5 mg/kg KG/h, Dormicum®, Roche, Grenzach) und Pancuronium (0,2
mg/kg KG/h, Pancuronium-ratiopharm®, Ratiopharm, Ulm), zur Sicherstellung

einer ausreichenden Anasthesietiefe und Relaxation.

1.4. Praparation

Nach Praparation der jeweiligen Gefalte wurden folgende Katheter platziert:

Ein arterieller Katheter wurde durch die rechte A. femoralis in die Aorta
abdominalis gelegt und diente der kontinuierlichen Messung des arteriellen
Blutdruckes sowie der Gewinnung arterieller Blutproben.

Ein dreilumiger 7-F-Thermodilutionskatheter wurde Uber die rechte V. jugularis
interna unter Monitorkontrolle in Wedge-Position in die A. pulmonalis gelegt. Er
diente der Messung von ZVD, PAP, PCWP sowie des HZV und der
pulmonalarteriellen sowie systemischen GefalRwiderstdnde nach der
Thermodilutionsmethode.

In den Therapiegruppen wurde zur Durchfihrung der Hamofiltration in beide Vv.
femorales ein jeweils einlumiger Sheldon-Katheter platziert.

Zur Kontrolle der Ausscheidungsfunktion und Ableitung des Urins diente ein

suprapubischer Blasenkatheter.
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Im Anschluss an die Katheteranlage wurde der Ductus pancreaticus kanuliert.
Nach medianer Laparotomie wurde das Duodenum mobilisiert und der
Pankreasgang im Bereich seines Eintritts in die Duodenalwand identifiziert. Die
transduktale Kandllierung erfolgte dann mittels eines Umbilikalvenenkatheters

(Argyle, Sherwood Medical, Sulzbach).

2. Monitoring

2.1. Hdamodynamik

Hamodynamische Messungen beinhalteten die kontinuierliche
Monitoriberwachung des mittleren arteriellen Blutdruckes (MAP), des mittleren
pulmonalarteriellen Blutdruckes (MPAP), des zentralventsen Druckes (ZVD),
des pulmonalkapillaren Verschluf’druckes (PCWP) und der Herzfrequenz (HF)
sowie der Korpertemperatur Uber eine intrarektal gelegene Sonde.
Intermittierend wurde nach der Methode der Kalteverdiinnung (Thermodilution)
mit einem HZV-Computer der Firma Marquette unter Verwendung von Swan-
Ganz-Kathetern der GroRe 7 F das Herzzeitvolumen (HZV) sowie das
Schlagvolumen (SV) gemessen. Hierzu wurden 10 ml einer eisgekuhlten
Kochsalzldsung Uber das proximale Lumen des Swan-Ganz-Katheters injiziert.
Uber die Messsonde an der Katheterspitze wurde die dadurch bewirkte
Temperaturveranderung des vorbeistrémenden Blutes aufgezeichnet. Aus dem
jeweiligen Kurvenverlauf errechnete der Computer das Herzzeitvolumen. Es
wurden endexspiratorisch jeweils drei Messungen durchgefuhrt und das
arithmetische Mittel gebildet.

Hieraus lieRen sich die pulmonalarteriellen sowie die systemischen

Widerstande nach folgenden Formeln berechnen:

PVR = MPAP - PCWP / HZV * 80 [dyne*sec*cm™]
SVR = MAP - ZVD / HZV * 80 [dyne*sec*cm™]

30 min nach Beendigung der chirurgischen Praparation wurden unter stabilen

hamodynamischen Bedingungen die Ausgangswerte gemessen und im
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Anschluss daran in halbstindigen Abstanden aufgezeichnet. Messungen des

HZV, sowie der GefalRwiderstande fanden in stiindlichen Abstanden statt.

2.2 Gasaustausch

Der inspiratorische Sauerstoffgehalt der Atemluft (FiO,) wurde wahrend der
Versuche kontinuierlich verandert, um einen konstanten pO, von 120-140
mmHg aufrechtzuerhalten. Der regelmafRig gemessene p,O, war folglich
ungeeignet um eine Aussage uber den pulmonalen Gasaustausch treffen zu
konnen. Letzterer wurde Uber den Oxygenierungsindex, d.h. dem Verhaltnis
von paO2 zum inspiratorischen Sauerstoffgehalt (FiO2) nach folgender Formel

beurteilt: Oxygenierungsindex = p,O,/ FiO,

3. Hamofiltration

Die in den Therapiegruppen vorgenommene Hamdfiltration erfolgte nach dem
Prinzip der kontinuierlichen veno-venésen Hamofiltration Uber die in beiden Vv.
femorales platzierten einlumigen Sheldonkatheter. Ziel war eine ausgeglichene
Flussigkeitsbilanz: Das den Versuchstieren entzogene Ultrafiltrat wurde somit
zeitgleich per infusionem Uber den zufuhrenden Schenkel der Hamofiltration
ersetzt. Verwendet wurde eine Rollerpumpe (NFGO05, Dialysetechnik,
Karlsruhe) sowie ein Polysulfonfilter mit einer Porengrofie von ca. 40 kD
(Ultraflux AV 600 S, Fresenius, Bad Homburg). Die Hamofiltration erfolgte unter
Heparinschutz, d.h. dem System wurde mittels einer Spritzenpumpe Uber einen
vor dem Filter gelegenen Zugang kontinuierlich 8 U/kg KG/h niedermolekulares
Heparin (Heparin-Natrium®, Braun, Melsungen) zugefiihrt. Uber eine
Regulierung des extrakorporalen Blutflusses zwischen 70-130 ml/min wurde ein
standardisiertes Ultrafiltratvolumen von ca. 20 ml/kg KG/h erreicht. Zur
Substitution diente eine isotonische Hamofiltrationslésung (HF 03®, Fresenius,
Bad Homburg).
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4. Induktion der Pankreatitis

Die Induktion der Pankreatitis erfolgte Uber eine druckkontrollierte Injektion von
Na-Taurocholat (Sigma Co., Deisenhofen) und Enterokinase (Sigma Co.,
Deisenhofen) in den Pankreasgang, wobei der zuvor platzierte
Umbilikalvenenkatheter  schrittweise  zurlickgezogen wurde, um eine
gleichmafige Verteilung des Gallensalzgemisches im Pankreasgewebe zu
gewahrleisten. Der Injektionsdruck wurde Uber einen Druckabnehmer
aufgezeichnet, wobei darauf geachtet wurde, dass der Wert die Grenze von 30
mmHg nicht Uberschritt. Zur Herstellung des Injektionsgemisches wurden 0,05
g/kg KG Na-Taurocholat in 1 ml/kg KG Kochsalzlésung geldst und mit 5 U/kg
KG Enterokinase versetzt. Dies entsprach einer 5%igen Gallensalzlésung mit
Enterokinase. Am Ende der Injektion wurde der Katheter gezogen und der
Pankreasgang distal der Einstichstelle ligiert. Die Injektionsdauer betrug
durchschnittlich 10-15 min.

5. Biochemische Untersuchungen

5.1. Probenentnahme

Vor der Laparotomie und 30 min nach Beendigung der -chirurgischen
Praparation wurden basale Blutproben abgenommen. Nach Induktion der
Pankreatitis erfolgte die Abnahme weiterer Proben in zweistlindlichen
Intervallen. Die entnommenen Blutrohrchen wurden soweit nétig direkt nach der
Abnahme zentrifugiert, das Serum abpipettiert und aufbereitet bzw. gekuhit.

Um Bestimmungen aus dem Aszites vorzunehmen wurde den Tieren direkt aus
dem Bauchraum Uber die mediane Laparotomie Aszites entnommen. Dies
erfolgte parallel zu den Blutproben in zweistindlichen Abstanden.

Zeitgleich zu den Blutproben erfolgte die Abnahme des Urins Uber den

suprapubischen Blasenkatheter.

5.2. Pankreasenzyme

5.2.1. Allgemeiner Teil
Pro Tag produziert der Mensch je nach Nahrungsaufnahme etwa 1,5 |

Pankreassekret (Forell 1982), dessen wichtigste Bestandteile die in ihm
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enthaltenen Enzyme sind, welche fir die proteolytische Spaltung der
Nahrungsbestandteile  verantwortlich  sind.  Hierzu  zahlen  Trypsin,
Chymotrypsin, Carboxypeptidase A und B, sowie die Elastase. Zusatzlich
produziert werden Hydrolasen zur Aufspaltung von Kohlenhydraten, Lipiden

und Nukleinsauren. Einen Uberblick bietet folgende Tabelle:

ENZYME MOLGEWICHT
a-Amylase 53000 D

Lipase 46000 D
Phospholipase A2 13800 + 500 D
Phospholipase B 15000 - 20000 D
Trypsin 23800 D
Chymotrypsin A 25761 D
Chymotrypsin B 24850 D
Chymotrypsin C 31800 D
Elastase 25000 D
Kallikrein A,B 26000 D
Carboxypeptidase A 34472 D
Carboxypeptidase B 34000 D
Ribonukleasen A-D 13680 - 14700 D
Desoxyribonukleasen 31000 D

Tab.1: Wichtige Enzyme des Pankreassekrets und ihr Molgewicht

Die proteolytischen Enzyme werden in den exokrinen Zellen des Pankreas in
Form inaktiver Proenzyme synthetisiert und intrazellular in den Zymogengranula
gespeichert. Bei Sekretionsreiz kommt es zur Entleerung des Inhalts der
Zymogengranula in das Lumen der Ausfiihrungsgange. Trypsin aktiviert die
Enzyme im Duodenum, nachdem es durch eine in der Duodenalschleimhaut
freigesetzte Enteropeptidase aus Trypsinogen gebildet wird. Dabei spielen freie

Trypsinogen-aktivierende Peptide (TAP) eine entscheidende Rolle und haben
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sich zudem als ein guter Marker fur den Schweregrad der Pankreatitis erwiesen
(Gudgeon 1990).

Wahrend Amylase und Lipase als aktive Enzyme sezerniert werden, liegen die
Peptidasen und Phospholipasen als inaktive Proenzyme vor.

Die enzymatische Tatigkeit der Pankreasamylase besteht in der Spaltung 1-4 o
glykosidischer Bindungen in Polysacchariden (z.B. Starke oder Glykogen). Die
Bestimmung der Amylase in Serum oder Urin ist von entscheidender
Bedeutung bei der Diagnostik entziindlicher Pankreaserkrankungen und galt
lange Zeit als Standardinstrument in der Diagnostik der akuten Pankreatitis.
Aufgrund ihrer héheren Spezifitat hat heute die Lipase neben den bildgebenden
Verfahren einen hdheren Stellenwert in der Diagnostik (Mayer 1985).

Die Pankreaslipase katalysiert in der Hauptsache die in 1- bzw. 3- Position
stehenden Fettsauren aus den Triglyceriden und spielt damit eine wichtige
Rolle bei der Fettverdauung. Kommt es im Rahmen der akuten Pankreatitis zur
Autolyse, so st die Lipase verantwortlich flir die entstehenden
Fettgewebsnekrosen, die nach Einlagerung von Calcium radiologisch und
morphologisch als Kalkspritzer imponieren.

Phospholipase A, wird wie die proteolytischen Enzyme als inaktive
Praphospholipase in den Zymogengranula gespeichert und nach Sekretion im
Duodenum durch Trypsin aktiviert, indem ein Peptid bestehend aus sieben
Aminosauren abgespalten wird. PLA; katalysiert durch Hydrolyse von in
Position 2 an Glycerophospholipide gebundenen Estern die Bildung von
Lysophospholipiden. So ist sie z.B. verantwortlich fir die Bildung von
Lysolecithin aus Lecithin und Lysocephalin aus Cephalin. Lecithin und Cephalin
ubernehmen neben anderen Phospholipiden in den Zellen wichtige Aufgaben
beim Stoffwechsel und im Aufbau der Zellstrukturen (Terry 1985).
Lysophospholipide dagegen wirken zytotoxisch und membranschadigend und
kénnen ebenfalls zu Parenchymnekrosen flihren. Im Rahmen der Diagnostik
der akuten Pankreatitis gilt die PLA; heute als wichtiger Marker der
Differenzierung zwischen 6dematésen und hamorrhagisch-nekrotisierenden
Verlaufsformen (Buchler 1989).
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5.2.2. Bestimmung der Lipase
Die Bestimmung der Lipase erfolgte mit einem kommerziellen Assay (Delta Test
Assay for Pancreatic Lipase, Sigma Co., Deisenhofen) turbidimetrisch in der

nach Vogel beschriebenen Methode (Vogel 1963).

5.2.3. Bestimmung der Phospholipase A; (PLA;)

Die Bestimmung der PLA2 erfolgte photometrisch nach der Methode von
Hoffmann et al. (Hoffmann 1989). Mit ihr gelingt der Nachweis aktiv
vorliegender Phospholipase A, ohne dabei zwischen den Isomeren der PLA zu
unterscheiden. Als Gradmesser des Schweregrades der Pankreatitis ist sie
jedoch sehr gut geeignet.

Der Assay beruht auf einer Freisetzung von Fettsauren aus einer Emulsion von
Phosphatidylcholin der Sojabohne durch Phospholipase A nach folgendem

Reaktionsprinzip:

Phosphatidylcholin + H,O —  Lysophosphatidylcholin+Fettsaure
2

Fettsaure + ATP + CoA - Acyl-CoA + AMP + PP
3

Acyl-CoA + (O) - 2,3-Transenoyl-CoA + H,0,
4

H,0, + p-Aminoantipyrin + Chromogen — H>O + ‘Red Quinone Color’

1=PLA 3 = Acyl-CoA-Oxidase
2 = Acyl-CoA-Synthetase 4 = Peroxidase

Abb. 1: Reaktionsprinzip der vollenzymatischen Nachweismethoden fiir
Phospholipase A
Eine Einheit (U) wurde definiert als die Freisetzung von 1 umol Fettsauren /

min.
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5.2.4. Bestimmung des Trypsinogen-aktivierenden Peptids (TAP)
Messungen des TAP wurden im Urin vorgenommen und erfolgten mittels eines
kompetitiven ELISA nach der Methode von Hermon-Taylor (Gudgeon 1990,
Hurley 1988, Karanjia 1993).

Hierzu wurden 2 ml Urin mit 20 ul einer 0,5 M EDTA-LOsung vermischt und bei -
70 °C bis zur Analyse tiefgefroren. Fur die Durchfihrung des ELISA wurden die
Mikrotiterplatten mit 100 pl eines in Pufferlésung auf 1:30000 verdiinnten
Kaninchen-Serumalbumins (YD4K) je Vertiefung geflllt und anschlieRend fir 24
h inkubiert. Nach dreimaliger Waschung mit Tris-Puffer-Losung (0,05 % Tris-
Base) wurden die Platten geleert. Fir alle Standards, Kontrollen und Proben
wurden Dreifachbestimmungen durchgefihrt. Fur die Standardreihen wurden
50 pl einer 3 mM TAP Loésung in die erste Vertiefung gegeben und
anschliefiend seriell in 50 pl Schritten verdinnt. Zu allen Proben wurden dann
100 pl eines auf 1:600 in Assay-Puffer verdinnten Kaninchen Anti-TAP
Antiserums (R 18-74, Prof. Hermon-Taylor, Surgical Research Institute, St.
George’s Hospital, London, GB) pipettiert und bei Raumtemperatur fir 60 min
inkubiert. Nach dreimaliger Waschung mit Pufferldsung wurden 100 pl einer auf
1:1000 in Assay-Puffer verdinnten Biotin-beschichteten Anti-Kaninchen IgG
Lésung (No. 9642, Anti-Rabbit IgG Biotin Conjugate, Sigma Co., Deisenhofen)
zugegeben und die Platten fir nochmals 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die wiederum dreimalig gewaschenen Platten wurden dann mit 100 ul eines auf
1:500 in Waschpuffer Losung verdinnten Extravidin-Alkalische Phosphatase-
Konjugats (No. E-2636, ExtrAvidin®-Alkaline Phosphatase, Sigma Co.,
Deisenhofen) beschichtet und ebenfalls 30 min bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieBend wiederum dreimal gewaschen. Nach Zugabe von 100 pl
Substratlésung (1 mg/ml para-Nitrophenyl Phosphat in Substrat-Puffer) konnte
dann mit Hilfe eines ELISA Readers (Fa. Medgenix, Belgien) die optische
Dichte bei 405 nm gemessen werden. Aus dem Vergleich mit der

Standardkurve ergaben sich die Werte fur die TAP-Konzentrationen im Urin.
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5.3. Kallikrein-Kinin System

5.3.1. Allgemeiner Teil

Das Kallikrein-Kinin System spielt im Rahmen der Pathogenese vieler klinischer
Krankheitsbilder wie der essentiellen Hypertonie, des Lungenddems, des
Bronchialasthmas, der Leberzirrhose oder der rheumatoiden Arthritis eine
wesentliche Rolle (Yotsumoto 1993). Gleiches gilt fur die akute Pankreatitis und
den mit ihr verbundenen Schockzustand. Das im Pankreasgewebe in hohen
Konzentrationen vorkommende glandulare Kallikrein ist in der Lage, aus hoch-
und niedermolekularen Kininogenen Lys-Bradykinin (Kallidin) freizusetzen, ein
Dekapeptid, das ebenso wie das durch Plasmakallikreine freigesetzte
Bradykinin ein wichtiger Mediator der Entzindung ist (Uehara 1989). Einen
Uberblick Uber die wesentlichen Unterschiede zwischen Plasmakallikrein und
glandularem Kallikrein bietet Tabelle 2.

Kinine sind Oligopeptide mit nachgewiesenermal3en permeabilitatssteigernden,
vasodilatatorischen und schmerzerzeugenden Eigenschaften. Bei einem
Molgewicht von 1060 D zahlt das Bradykinin zu den prinzipiell filtergéngigen
Substanzen und ist durch das Verfahren der Hamofiltration potentiell

eliminierbar.
PLASMAKALLIKREIN GLANDULARES
KALLIKREIN
Proenzym Prokallikrein Prokallikrein
(hepatisch synthetisiert) (glanduléren Ursprungs)
Aktivierung durch Hagemann-Faktor Trypsin
MG 95000 - 100000 27000 - 43000
Substrat HMW-Kininogen HMW + LMW-Kininogen
Produkt Bradykinin (BK) Kallidin (Lys-BK)
Wirkung Permeabilitatssteigerung Permeabilitatssteigerung
Vasodilatation Vasodilatation
Schmerz Schmerz
Tab. 2: Vergleich Plasmakallikrein - glanduléres Kallikrein
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5.3.2. Bestimmung von Kinin

Die Bestimmung von Kinin erfolgte radioimmunologisch in Anlehnung an die
von Fink et al. (Fink 1985) und Shimamoto et al. (Shimamoto 1988)
beschriebenen Methoden. Tyrosyl-Bradykinin wurde mit Jod'®® markiert, in
Puffer A bis zu einer Konzentration von 2.000.000 Messungen/min/ml verdinnt
und anschlieBend mit 70 mg Kaninchen-y-Globulin/l  versetzt.
Standardverdiinnungen von Bradykinin (4 - 4000 pM/l) wurden mit Puffer A
hergestellt. Bradykinin-Antiserum wurde in Puffer D als Bindungsfraktion des
markierten Antigens um den Faktor 0,3 verdunnt. 100 pL Probevolumen, 100 pl
Puffer A, 100 pl "®°|-Tyrosyl-Bradykinin und 100 pl des verdiinnten Antiserums
wurden gemischt und bei 4 °C inkubiert. Nach 17 h wurden 100 ul eines Anti-
Kaninchen IgG Serums (RD 17, Wellcome Co., Munchen) in Puffer A verdunnt
(1 : 24) und 500 pl des Puffers C dazugegeben. Anschlielend wurden die
Réhrchen bei 3800 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die
Radioaktivitat der verbliebenen Prazipitate in einem Spectrometer gemessen.
Sowohl fir Proben als auch fir Standards wurden Doppelmessungen
durchgefuhrt.

5.4. C-reaktives Protein (CRP)

5.4.1. Allgemeiner Teil

Das C-reaktive Protein gilt seit langem als zuverlassiger Infektions- und
Entzindungsindikator. Es handelt sich dabei um ein hepatisch synthetisiertes
pentameres Protein, mit einem Molekulargewicht von 105 kD, das sich im Blut
Gesunder nur in Spuren nachweisen lasst. Finden sich Serumkonzentrationen
Uber 3 - 10 mg/ml so gelten diese als pathologisch und weisen sicher auf einen
Entzindungsprozess hin. Bis zu 1000-fache Konzentrationsanstiege finden sich
nicht selten bei akuten Entzindungen wie der akuten, hamorrhagisch-
nekrotisierenden Pankreatitis oder bei fulminanten bakteriellen Infektionen
(Tegtmeyer 1990). Ein Abfall der CRP-Konzentrationen im Serum korreliert mit
einem Abklingen der Entzindung und lasst das Akut-Phase-Protein zu einem

wertvollen Parameter in der Verlaufskontrolle der akuten Pankreatitis werden.
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5.4.2. Bestimmung des CRP

Die Messung von CRP erfolgte in Anlehnung an eine von Schrddl beschriebene
Methode mittels eines Enzym-Immuno-Assays (EIA) (Schrédl 1994). Intra- und
Interassayvariationen lagen unter 8% bzw. unter 13%. Normwerte fur CRP
(<0,6 mg/l) wurden definiert als Mittelwert + 2 Standardabweichungen der

Ausgangswerte.

5.5. Leukocyte neutral proteinase inhibitor (LNPI)

5.5.1. Allgemeiner Teil

Leucocyte neutral proteinase inhibitor (LNPI) findet sich ebenfalls bei
inflammatorischen Pankreas-Prozessen. Es entstammt dem Zytosol von
Granulozyten und richtet sich gegen zelluldre neutrophile Elastase (Trefz 1987).
LNPI gehort zur Familie der Proteinase-Inhibitoren die den biologischen
Auswirkungen von Serin Proteinasen entgegenwirken (Geiger 1988, Teschauer
1993). Im Blut erscheint es in verschiedenen Formen: Als freie Substanz und
damit inhibitorisch aktiv oder als Proteinase-Inhibitor Komplex (z.B. Elastase-
LNPI). Sowohl freies als auch komplexgebundenes LNPI kdnnen mittels ELISA
(modifiziert nach Teschauer) nachgewiesen und quantifiziert werden. Erhohte
Plasmakonzentrationen von LNPI kénnen als Parameter fur die Aktivierung von

Granulozyten gewertet werden.

5.5.2. Bestimmung von LNPI

ELISA Mikrotiter Platten wurden mit purifizierten Hasen-Anti-Leukocyte-
Proteinase-Inhibitor-Antikorpern (anti-LNPI-1gG) gefillt (0,6 pg anti-LNPI-IgG/ml
in Carbonat-Puffer, pH 9,6) und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Platten
wurden dann dreimal mit PBS/Tween Puffer gewaschen. Purifiziertes LNPI
wurde in acht verschiedenen Konzentrationen (serielle Verdinnung von 34
ng/ml bis 0,266 ng/ml) zusammen mit den 1:30 verdinnten Test-Seren auf die
Platten gebracht. Nach Inkubation fir 2 h bei 37°C erfolgte die erneute
Waschung mit PBS/Tween Puffern . Biotinyliertes Hasen-Anti-LNPI-IgG wurde
aufgebracht und die Platten erneut fir 2 h bei 37°C inkubiert. Nach Waschen
mit PBS/Tween Puffer, Aufbringen von Horse Radish Peroxidase (HRP)-
konjugiertem Avidin (Dako, code P347, Hamburg) und Inkubation fir 45 min bei

4°C. Nach erneuter Waschung, dann Zugabe der Substrat-Lésung 2,2 -acino-
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bis(3-ethylbenzothiazolin-6 Sulphon-Saure)-Ammonium-Chlorid und Inkubation
fur 15 min bei Raumtemperatur. Messung der Proben im ELISA Reader bei 405
nm. Die Konzentrationen an LNPI ergaben sich aus dem Vergleich mit der
Standardkurve (Semi-Log-Spline Methode). Als Normalwerte fir LNPI bei

Schweinen ergaben sich 20-100 ng/ml.

6. Versuchsdurchfiihrung und -ablauf

Nach Pramedikation, Narkoseeinleitung und Intubation wurden die Tiere an das
Beatmungsgerat und den Hamodynamikmonitor angeschlossen. Im Anschluss
erfolgte die bereits in Abschnitt 1.4 naher erlauterte Katheteranlage und
mediane Laparotomie mit Kanulierung des Ductus pancreaticus. Es folgte eine
hamodynamische Stabilisierungsphase von 30 min, in der begonnen wurde den
Flussigkeitsverlust der Tiere nach standardisierten Bedingungen auszugleichen.
Hierzu wurde den Tieren konstant 5 ml/kg KG/h einer kristallinen isotonischen
Ringerlésung intravends verabreicht. Diese Volumengaben wurden
standardisiert allen Tieren aus allen Versuchsgruppen fir die Dauer der

Versuche verabreicht.

Sowohl vor der Laparotomie als auch direkt vor der Induktion der Pankreatitis
wurden basale Blut- und Urinproben entnommen. Weitere Probeentnahmen
erfolgten nach Induktion der Pankreatitis in zweistundigen Abstéanden. Aszites
wurde parallel zu den Blutproben gewonnen sobald eine Aszitesbildung sichtbar
wurde.

Hamodynamische Messungen wurden zum Teil kontinuierlich, zum Teil zu
definierten Zeitpunkten vorgenommen (siehe 2.1). Als Ausgangswerte galten
die nach Beendigung der Stabilisierungsphase gemessenen Werte flr HF,
MAP, MPAP, ZVD, PCWP, HZV, SV, PVR und SVR.

Nach Beendigung der Stabilisierungsphase wurde die Pankreatitis wie unter 4
beschrieben induziert. Dieser Zeitpunkt wurde gleich 0 gesetzt.

Bei Tieren der Gruppe 1 (n=8) wurde der Spontanverlauf der Pankreatitis ohne
Therapie beobachtet. Die Beobachtungszeit endete mit dem durch die

Pankreatitis bedingten Tod der Versuchstiere.
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In der Gruppe 2 (n=10) wurde abgewartet, bis der kontinuierlich gemessene
Mitteldruck (MAP) der Tiere um 20 %, gemessen am Ausgangsdruck zum
Zeitpunkt 0, abgefallen war. Dies wurde als Zeichen des beginnenden
Pankreatitis-bedingten Kreislaufschocks gewertet. Es folgte sodann der Beginn
der kontinuierlichen veno-vendésen Hamofiltration (CVVHF) Uber die beiden
Sheldonkatheter nach der unter 3 beschriebenen Methode.

Versuchstiere der Gruppe 3 (n=10) wurden bereits zeitgleich mit der Induktion
der Pankreatitis an die Hamofiltration angeschlossen (‘prophylaktische
CVVHF’). Die Bedingungen der HF waren die gleichen wie bei Tieren der
Gruppe 2.

In beiden Therapiegruppen (Gruppe 2 und 3) war das Versuchsende ebenfalls

durch den Pankreatitis-bedingten spontanen Tod der Versuchstiere definiert.

7. Statistik

Daten wurden aufgezeichnet als Mittelwerte + Standardabweichung. Der
Kolmogorow-Smirnow Test Uberpriifte die Normalverteilung der Daten. Mit der
Kaplan-Meier Analyse (log-rank Test) wurden die Uberlebenszeiten berechnet
und verglichen. Statistische Unterschiede zwischen Ausgangswerten und den
veranderten Werten nach Induktion der Pankreatitis wurden mittels der Ein-
Weg-Analyse der Varianzen (ANOVA) fur wiederholte Messungen bestimmt.
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen wurden durch die Varianzen-
Analyse bestimmt gefolgt vom Scheffé Test, wenn sich signifikante

Unterschiede fanden.

27



D. ERGEBNISSE

1. Uberlebenszeiten

Durch kontinuierliche veno-vendse Hamofiltration konnte eine signifikante
Verlangerung der Uberlebenszeiten nach Pankreatitis-Induktion erreicht werden
(Abb. 2). Tiere der Gruppen 2 und 3 (spate und frihe Hamofiltration) Uberlebten
signifikant langer als Tiere der Kontrollgruppe 1. Ein signifikanter Unterschied
fand sich ebenfalls zwischen den Tieren der beiden Hamofiltrationsgruppen.
Hier zeigte sich eine langere Uberlebenszeit der Tiere der Gruppe 3, die friih
(‘prophylaktisch’) hamofiltriert wurden im Vergleich zu Tieren der Gruppe 2
(spate, 'therapeutische’ HF). Die mittleren Uberlebenszeiten betrugen 7,0 + 1,2
h in der Kontrollgruppe (Gruppe 1), 12,3 £ 1,4 h in Gruppe 2 (p<0,001 vs.
Gruppe 1) und 14,7 £ 1,3 h in Gruppe 3 (p<0,001 vs. Gruppe 1, p<0,02 vs.
Gruppe 2).
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Abb. 2: Kaplan-Meier-Analyse der Uberlebenszeiten nach Pankreatitis.
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2. Hamodynamik

Im folgenden Abschnitt sind die Messergebnisse der Hamodynamik dargestellt.

Die einzelnen Werte fur MAP, HZV, SV, HF und ZVD zeigt Tabelle 3.
Ausgangswerte vor Induktion der Pankreatitis sind ausgedrtckt als Mittelwerte
+ Standardabweichung, Veranderungen nach Induktion der Pankreatitis als
prozentualer Abfall (MAP, HZV, SV, ZVD) oder Anstieg (HF) gemessen an den

Ausgangswerten.

Die Kontrolltiere der Gruppe 1 zeigten einen schnellen und sofortigen Abfall des
MAP und HZV nach Induktion der Pankreatitis. Gleichzeitig kam es zu einem
signifikanten Anstieg der Herzfrequenz und zu einem signifikanten Abfall des
Z\/D trotz ausgeglichener Bilanzierung. Der pulmonale Widerstand (PVR) zeigte

keine signifikanten Veranderungen.

Bei den Tieren der Gruppe 2 fiel im Mittel 100 min nach Induktion der
Pankreatitis der MAP um 20 % und veranlasste somit den Beginn der CVVHF.
Nach dem Start der Hamofiltration blieb der MAP dann aber fur ca. 2-3 h
nahezu stabil (69,2 + 4,7 vs. 70,2 £ 6,2 mmHg, 2 h und 4 h post inductionem).
Nach dieser Plateau-Phase zeigte sich ein deutlicher Abfall des MAP. Die
Veranderungen von HZV, HF und ZVD verhielten sich nach einem ahnlichen
Muster. Auch hier kam es erst nach einer relativ stabilen Plateau-Phase zu

einer deutlichen Verschlechterung im weiteren Verlauf der Pankreatitis.

Ein noch deutlicherer Effekt der CVVHF zeigte sich in der Gruppe 3: Eine
initiale stabile Phase nach Beginn der Hamofiltration hielt fur ungefahr 3,5 h an.
Die ersten signifikanten Veranderungen der wichtigen hamodynamischen
Parameter zeigten sich ca. 4 h nach Induktion. Dann kam es ebenso wie in den
Vergleichsgruppen zu einem deutlichen Abfall des MAP und des HZV mit
konsekutiver Steigerung der Herzfrequenz.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte die Gruppe der frilhen Hamofiltration
eine signifikant geringere Verschlechterung der hamodynamischen Parameter
bezogen auf alle Zeitpunkte. Signifikante Unterschiede fanden sich ebenso im

Hinblick auf Gruppe 2.
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Parameter  Gruppen Ausgangswerte 2h 4 h 6 h 8h 10h 12h
(100%)

MAP (mmHg) 1 989 30 %"  44%"  65%" - - -

2 103 + 8 29%* 31%" 38%" 55%" 70%* -

3 95 + 10 5%™ 129%™ 219%™ 32%* 44 %™ 72%"
HZV (I/min) 1 6,1%1,1 20%* 50%"° 66%° - - -

2 6,0+0,6 19% 32%"7 35%" 56%" 72%" -

3 580,7 4%™ 119%™ 21%" 39%" 53%" 67 %"
SV (I/min) 1 56 + 8 35%" 67%" 81%" - - -

2 60+6 37%" 42%" 56%"T 68%° 79%" -

3 61+9 9%™ 22%"* 39%"* 58%*" 73%" 84 %"
HF 1 94+7 26 %" 55%" 81%"

2 99+6 28% 31%' 47%" 62%" 82%"

3 99+5 6%™" 15%"T 30%" 51%" 68%" 85%"
ZVD (mmHg) 1 51 44 %" 78%" 98 %"

2 61 34% 38%" 50%7T 59%° 76%"

3 5+2 10%™ 23% " 35%" 39%" 56%" 90 %"

Tab. 3: 'p<0,05 vs. den Ausgangswerten; ¥ p<0,01 vs. den Ausgangswerten;

p<0,05 vs. den korrespondierenden Werten bei den Kontrolltieren; ¥ p<0,05 vs.

den korrespondierenden Werten in Gruppe 2.
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3. Gasaustausch

Die Verschlechterung der hamodynamischen Situation wurde von einem
deutlichen Absinken des arteriellen PO, begleitet, dem durch kontinuierliche
Steigerung des FIO, wahrend des Experiments entgegengewirkt werden
musste (Abb. 3).

Vor Induktion konnte in allen Gruppen durch einen FIO, von 30 % ein arterieller
PO, von 120-140 mmHg aufrechterhalten werden. Die Pankreatitis flihrte zu
einer zunehmenden Verschlechterung des transpulmonalen O2 Transports, so
dass eine Erhéhung des FIO2 bis 100 % ndétig wurde, um eine Hypoxamie zu
verhindern.

Infolge dessen sank der Oxygenierungsindex (PaO, / FIO;) von 4,9 - 5,3 vor
Induktion auf 1,3 - 1,6 pramortal. Der Abfall der PaO, / FIO,-Ratio 2 h nach
Induktion war signifikant weniger ausgepragt in der Gruppe 3 (‘prophylaktische
CVVHF’) im Vergleich mit der Kontrollgruppe und den Tieren der Gruppe 2, die
zu diesem Zeitpunkt gerade an die Hamofiltration angeschlossen wurden. 6 h
nach Induktion war der Abfall des Oxygenierungsindex in beiden

Kontrollgruppen signifikant vermindert im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abb.3 : Oxygenierungsindex (PaO2/FiO,) nach Pankreatitis.

Mittelwerte + SA.

4. Himokonzentration und Proteinverschiebung

Die Pankreatitis fuhrte zu einer deutlichen Hamokonzentration, d.h. zu einem
signifikanten Anstieg des Hamoglobins und des Hamatokrit in allen Gruppen.
Tiere der Kontrollgruppe und der Gruppe 2 zeigten bereits 2 h nach Induktion
einen signifikanten Anstieg der Hamoglobin-Konzentration. Im Gegensatz dazu
verlief der Anstieg des Hamoglobins in der Gruppe der prophylaktisch
hamofiltrierten Tiere (Gruppe 3) moderater und verlangsamt, so dass zu den
einzelnen Zeitpunkten der Messungen signifikante Unterschiede zu den beiden
anderen Gruppen entstanden (Tabelle 4, Abb. 4).

Der Hamatokrit lag vor Induktion im Mittel bei 30-35 % in allen Gruppen und

stieg auf Mittelwerte zwischen 43,9 % und 44,8 % am Versuchsende: In den
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Gruppen 1 und 2 zeigte sich ein Kkontinuierlicher Anstieg wahrend der
Experimente mit signifikanten Unterschieden 2 h nach Induktion. In der Gruppe
3 blieb der Hamatokrit initial stabil und stieg erst im weiteren Verlauf des

Experiments.

Parameter Gruppen Ausgangswerte 2h 6 h 10 h
(100%)
Hémoglobin 1 9,6+0,5 11,9+0,7 13,9+0,6"
(a/dI)
2 9,6 +0,4 11,6 +0,5 12,8+0,7% 14,0 +0,6"
3 9,3+0,3 9,8+0,5™ 10,8+0,7*™ 12,9+0,8"
Hamatokrit 1 30,0£43 37950 444+50"
(%)
2 33,2 + 3,1 38,1+3,0 420%32% 439+41*
3 32,6+30 33,7+4,1™ 39,8+4,0™" 448 +4,0"
Tab. 4: Hé&moglobin und Hamatokrit nach Pankreatitis.

Mittelwerte £ SA.
'p<0,05 vs. den Ausgangswerten; # p<0,01 vs. den Ausgangswerten; T p<0,05

vs. den korrespondierenden Werten bei den Kontrolltieren; ¥ p<0,05 vs. den

korrespondierenden Werten in Gruppe 2.
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Die Hamokonzentration wurde begleitet von einem Abfall der totalen
Proteinkonzentration im Plasma. Der Proteinverlust lag in allen Gruppen bei
etwa 50 %. Diese Veranderungen zeigten sich ahnlich dem Anstieg des
Hamoglobin und Hamatokrit signifikant deutlicher in der Kontrollgruppe, als in
den Hamofiltrationsgruppen (Abb. 4).

Kontrolle 'Therapeutische' 'Prophylaktische’
CVVHF CVVHF
50 -
45
X 40
£
o
® 35
£
H]
T
30
25 - T T T T T T T T T T T T - 20
0 2 4 6 0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
h h h
*p<0.05 vs. Referenzwerten #p<0.05 vs. Gruppe 1
§$0<0.05 vs. 'therapeutischer' CVVHF
Abb. 4: Hématokrit  (Kreise) und Gesamteiweil3 (Dreiecke) nach

Pankreatitis. Mittelwerte + SA.

5. Biochemische Parameter

5.1. Pankreasenzyme

5.1.1. Lipase

Tabelle 5 gibt einen Uberblick auf den Verlauf der Lipase-Aktivitdt in den
einzelnen Versuchsgruppen. Es fand sich in allen Gruppen ein signifikanter
Anstieg der Lipase-Werte bereits 2 h nach Induktion der Pankreatitis. Geringe

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen waren dabei nicht von
statistischer Signifikanz.
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Parameter Gruppen Ausgangswert 2h 6 h 10 h

e
(100%)

Lipase 1 72 + 21 570 + 212* 1180 + 210" -
(uny

2 67 + 17 520 + 98* 845+ 160* 1340 + 380"

3 75+ 22 580 + 258" 1060 + 325" 1540 + 371"
Tab. 5: Lipase nach Pankreatitis. Mittelwerte + SA.

# p<0,01 vs. den Ausgangswerten

5.1.2. PLA;

Die Pankreatitis fluhrte zu einem signifikanten Anstieg der PLA2-
Konzentrationen im Plasma und im Aszites (Abb. 5).Wahrend im Aszites der
Anstieg der PLA2-Konzentrationen in allen Gruppen ahnlich verlief, zeigte die
Analyse der Plasma-Konzentrationen 2 und 6 h nach Induktion eine signifikante
Abschwachung der PLA2-Antwort in der Gruppe 3 (1410 U/l initial; 89+23 U/l 6
h nach Induktion) im Vergleich zu den Kontrolltieren (86 U/l initial; 201+54 U/l 6
h nach Induktion). Derselbe Trend konnte in der Gruppe 2 beobachtet werden.
Nach Beginn der Hamofiltration stiegen die PLA2-Werte weniger deutlich als in
der Kontrollgruppe (145%58 U/l in Gruppe 2 vs. 201+£54 U/l in der Kontrollgruppe

6 h nach Induktion). Dieser Unterschied war allerdings nicht signifikant.
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Abb. 5: Konzentration von PLA, in Plasma und Aszites nach Pankreatitis.

Mittelwerte + SA.

5.1.3. Trypsinogen-Aktivierendes-Peptid (TAP)

Die Urinkonzentration von TAP lag vor Induktion der Pankreatitis in allen
Gruppen unter 1nmol/l (Abb. 6). Nach Induktion zeigte sich ein signifikanter
Anstieg der TAP-Konzentration auf bis zu 700 nmol/l. Statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen des Experiments fanden sich

nicht.
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Abb. 6: TAP-Konzentrationen im Urin nach Pankreatitis. Mittelwerte £ SA.
(Werte < 1nmol/l vor Induktion nicht graphisch dargestellt).
5.2. Kinin

Die Kinin-Konzentrationen stiegen signifikant in allen Gruppen sowohl im
Plasma, als auch im Aszites (Abb. 7). Der bis zu 20-fache Anstieg der
Konzentrationen im Aszites von weniger als 60 fmol/ml auf ca. 1 pmol/ml vor
und nach Induktion der Pankreatitis zeigte keinen signifikanten Unterschied im
Gruppenvergleich. Im Gegensatz dazu wurde die Kinin-Antwort im Plasma
durch die CVVHF 6 h nach Induktion signifikant gemindert: Die vergleichbaren
Konzentrationen stiegen von 5,0+4,4 fmol/ml (initial) auf 137,9+35,6 fmol/ml (6
h nach Induktion) in der Kontrollgruppe, von 5,8t5,1 fmol/ml auf 75,4+20,7
fmol/ml in der Gruppe 2 und von 7,2+6,1 fmol/ml auf 44,0+18,9 fmol/ml in der
Gruppe 3. Der Unterschied zwischen friher und spater Hamofiltration 6 h nach

Induktion war statistisch nicht signifikant.

37



Plasma Aszites

* . *
160 ] ©=O Gruppe 1 * I Gruppe 1
O] Gruppe2 1 Gruppe 2 *
/s Gruppe 3 mmm Gruppe 3 - 1200

140 *

120 * - 1000

100 - #*
= * - 800
g 80
= ]

*

g o0 | / * L 600
£ *
£
< a0 / L 400

20 | #

* - 200
0 p < 0.05 vs. Basalwert
p < 0.05 vs. Kontrolle
" " " " " " " " " -0
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10 12
h h
Abb. 7: Konzentration von Kinin in Plasma und Aszites nach Pankreatitis.

Mittelwerte + SA.

5.3. C-reaktives Protein

Tabelle 6 gibt einen Uberblick iber den Verlauf der CRP-Konzentrationen im

Plasma nach Pankreatitis-Induktion.
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Parameter Gruppen Ausgangswerte 2h 6h 10 h

(100%)
CRP (mg/l) 1 5,6 +4,6 10,4 £6,7 45,0 + 12,5 -
2 6,2+5,7 125+71 51,3+17,7% 77,2+196"
3 6,8+3,0 13,8+7,4 533+14,8" 66,8 +238"
Tab. 6: CRP nach Pankreatitis. Mittelwerte £ SA.

# p<0,01 vs. den Ausgangswerten

Die CRP-Konzentrationen, die initial vor Pankreatitis zwischen 5,6+4,6 mg/l und
6,8+3,0 mg/l lagen, stiegen signifikant auf ca. 50 mg/l (45,0-53,3) 6 h und 70
mg/l (66,8-77,2) 12 h nach Induktion der Pankreatitis. Unterschiede zwischen

den Gruppen waren nicht signifikant.

5.4. Leukocyte neutral proteinase inhibitor (LNPI)

Vor der Induktion der Pankreatitis lagen die LNPI Konzentrationen bei ca. 100
pg/ml (Gruppe 1, 86 + 40 pg/ml, Gruppe 2 105 + 43 pg/ml, Gruppe 3 94 + 51
pg/ml). Die Induktion der Pankreatitis fihrte zu einem mehr als zweifachen
Anstieg der LNPI Plasma-Konzentrationen. Es fand sich kein signifikanter

Unterschied zwischen den Versuchsgruppen.
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Abb. 8: Leukocyte neutral proteinase inhibitor (LNPI) Konzentrationen im

Plasma. Werte dargestellt als MW + SD. *p < 0,05 vs. Ausgangswerten. *p <
0,01 vs. Ausgangswerten.
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E. DISKUSSION

1. Allgemeiner Teil

Schon bald nach der Einfihrung der Hamofiltration zur Behandlung des akuten
Nierenversagens wurden viele klinische und experimentelle Studien vorgestellt,
die von der Annahme ausgingen, dass Patienten mit schweren septischen
Erkrankungen von blutreinigenden Verfahren, wie z.B. der Hamdfiltration,
profitieren koénnten, die in einigen klinischen Versuchsanordnungen durch
Plasmapherese oder Hamodialyse erganzt wurden. Zur Diskussion standen
mehrere Mechanismen, um diesen hypothetischen Nutzen zu erklaren, so z.B.
die Entfernung von Sepsismediatoren sowohl durch konvektiven Transport

durch den Filter, als auch durch Absorption an die Filtermembran.

Von der Hamofiltration nimmt man an, dass sie den klinischen Verlauf der
Sepsis und des Multiorganversagens guinstig beeinflussen kann (Bellomo 1993,
Bellomo 1995, Blinzler 1991, Groeneveld 1990, Guice 1987). Gotloib et al.
legten in einer klinischen Studie dar, dass die Hamofiltration sogar bei
verheerenden septischen Erkrankungen einen signifikant glinstigen Einfluss auf
das Uberleben nehmen kann (Gotloib 1990). 73 % der Patienten mit einem
APACHE Il Score > 30, der normalerweise mit einer Mortalitatsrate von tber 95
% einher geht, Uberlebten. Andere nahmen an, dass die Hamofiltration
stabilisierend auf Hamodynamik, metabolische Parameter und pulmonalen
Gasaustausch bei Sepsis oder im kardiogenen Schock wirken kdnnte (Barzilay
1989, Blinzler 1991, Coraim 1986, Gotloib 1984). Storck berichtete in einer
Diskussion uUber die besseren Ergebnisse der pumpengesteuerten CVVHF im
Vergleich zur spontanen arteriovendsen HF, (ber einen direkten
Zusammenhang zwischen dem kumulativen Ultrafiltratvolumen und der
Uberlebensrate von Patienten mit akutem Nierenversagen (Storck 1991). Die
Beobachtung, dass die hochvolumige Hamofiltration, wie in anderen Studien
ebenfalls berichtet (Bellomo 1993, Lee 1993), von gréRerem Nutzen war als ein
geringer Plasmaumsatz, kdnnte einer besseren Kontrolle der Uramie und/oder

einer effektiveren Entfernung von Sepsismediatoren zugeschrieben werden.
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Mediatoren von denen man annimmt, dass sie mdglicherweise filtrierbar sind
oder die sogar schon im Hamofiltrat nachgewiesen werden konnten, sind z.B.
Zytokine (Blinzler 1991, Gotloib 1990, Staubach 1989) aktivierte Faktoren des
Komplementsystems  (Blinzler 1991, Gotloib 1986, Gotloib 1990),
Arachidonsauremetaboliten (Gotloib 1986, Gotloib 1990, Hoffmann 1989),
Platelet Activating Factor (PAF) (Goldfarb 1994, Gotloib 1990), Myocardial
Depressant Factor (Gomez 1990), Kinine (Gotloib 1984, Gotloib 1990), und
PLA; (Blinzler 1991).

In der vorgelegten Studie wurde eine ausgeglichen bilanzierte CVVHF
durchgeflihrt, um positive Effekte einer Plusbilanz auf den Verlauf der
Pankreatitis und des MOV weitgehend auszuschliel3en. Der benutzte Hamofilter
erlaubte die Entfernung von Plasmabestandteilen bis zu einem
Molekulargewicht von 30 kD. Es ist gerechtfertigt anzunehmen, dass viele
kleine und mittelgrol3e Mediatoren, die im Rahmen einer schweren Pankreatitis
freigesetzt werden, wie z.B. PLA; und Kinine, durch konvektiven Transport
durch oder Absorption an die Filtermembran aus dem Plasma eliminiert werden
konnen. Die Filtration dieser Mediatoren konnte von bedeutender klinischer
Relevanz sein unter der Annahme, dass sie mitverantwortlich fir die

Entwicklung schwerer systemischer Komplikationen sind.

2. Diskussion der Methode

2. 1. Versuchstier

Wir wahlten als Versuchstiere Schweine der deutschen Landrasse, weil sie wie
alle Hausschweine in der anatomischen Struktur ihres Gastrointestinaltraktes
dem Menschen sehr ahneln (Skiennald 1982). Das Pankreas des Schweins
liegt ebenfalls teils intra- teils retroperitoneal und gleicht in seiner
Gefallversorgung und in seinem anatomischen Aufbau dem humanen Pankreas
(Glodeck und Oldigs 1981). Gleiches qilt fur das Enzymmuster des exokrinen
Pankreas, das sowohl lipolytische, proteolytische als auch glykolytische
Enzyme umfasst (Ketz 1974). Die von uns untersuchten biochemischen

Parameter waren somit allesamt analytisch zuganglich und erlaubten eine
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bessere Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die humane Pankreatitis als andere

Tiermodelle

2.2. Anasthesie

Die von uns in diesem Modell eingesetzte intravendse Narkose mit Piritramid,
Midazolam sowie Pancuronium zur Relaxation ermoglichte eine ausreichende
Narkosetiefe bei gleichzeitig guter Steuerbarkeit der medikamentésen
Applikation. Inhalative Narkotika wie Enfluran hatten, zur Erreichung einer fur
die chirurgische Praparation nétigen Narkosetiefe, in Konzentrationen > 1 MAC
dosiert werden mussen. Die bei Schweinen im Vergleich zum Menschen
deutlich empfindlichere Hamodynamik und Herzfunktion ware so entschieden
beeinflul3t worden. Die Kombination von Opioiden und Benzodiazepin dagegen
wirkte sich nur gering auf die Herz- Kreislauffunktion der Tiere aus und
ermdglichte eine von storenden Einflissen der Narkotika weitgehend

unabhéangige Aufzeichnung der Hamodynamik.

2.3. Modell der NaT-EK Pankreatitis

Gallensalze wie Natrium-Taurocholat (NaT) dienten in vielen Modellen der
Erzeugung einer hamorrhagisch nekrotisierenden Pankreatitis (Aho 1980, Ruud
1983). Die angewandten Methoden unterscheiden sich zum einen durch die
Konzentration des NaT-Gemisches, zum anderen durch die Zugabe anderer
proteolytischer Substanzen, in unserem Modell der Enterokinase. Aus
methodischen Griinden wahlten wir eine Methode, die binnen weniger Stunden
zu einer Totalnekrose des pankreatischen Gewebes flhrte. Dies ermdglichte
einen direkten Vergleich der Uberlebenszeiten im Rahmen der durch die

Versuchsbedingungen begrenzten Zeitspanne.

FUhrt die NaT Gabe zu einer Schadigung der pankreatischen Acinuszellen mit
resultierender 6dematoser Pankreatitis, so kommt es durch die Zugabe von
Enterokinase zu einer zusatzlichen spezifischen Umwandlung von Trypsinogen
in Trypsin und damit zu einer kaskadenartigen Aktivierung digestiver
Proenzyme. Die daraus resultierende Autodigestion des Pankreas fuhrt zum
klinischen Vollbild der hamorrhagisch nekrotisierenden Pankreatitis (Terry,

1985). Am Ende der Versuche zeigten alle Tiere eine Totalnekrose des
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Pankreas und des peripankreatischen Gewebes. Eine genauere
histopathologische Aufarbeitung war somit nicht sinnvoll. Als Marker fur den
Schweregrad der Pankreatitis im Versuchsverlauf diente ersatzweise der
Nachweis von TAP im Urin.

Neben den intraduktal injizierten Substanzen ist auch der Druck der Injektion
von entscheidender Bedeutung. Wird mit zu hohem Druck injiziert, kdnnen
druckpassive Schaden am Gangepithel und an den Acinuszellen primar
schadigend wirken und damit den Detergenzeffekt der Gallensalze, der das
morphologische Bild der bilidren Pankreatitis pragt, in den Hintergrund drangen
(Reber, 1985). Um eine Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit des von uns
angestrebten Modells der biliaren Pankreatitis zu erreichen, erfolgte die
Injektion des NaT-EK-Gemisches druckkontrolliert mit einem Maximum von 30
mmHg. Unter physiologischen Bedingungen betragt der Druck im Ductus
pancreaticus etwa 8 mmHg, bei Obstruktion werden intraduktale Driicke von 20
mmHg gemessen.30 mmHg stellt die Obergrenze des vom Gangsystem

tolerierten Druckes dar (Austin und Sieckmann, 1984).

3. Diskussion der Ergebnisse

3.1. Uberlebenszeiten, Himodynamik und Gasaustausch

Sowohl die gemessenen hamodynamischen Parameter als auch die
Uberlebenszeiten unterschieden sich im Zwischengruppenvergleich signifikant.
Obwohl weder die fruhe (‘prophylaktische’) noch die spate (‘therapeutische’)
ausgeglichen bilanzierte CVVHF einen tddlichen Ausgang der Pankreatitis
verhindern konnten, zeigten sie doch eine deutliche Verlangsamung der
hamodynamischen Verschlechterung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Hieraus
resultierte eine signifikante Verlangerung der Uberlebenszeiten. Tiere, die
zeitgleich mit der Induktion der Pankreatitis hamofiltriert wurden, Uberlebten

doppelt so lang wie Tiere der Kontrollgruppe.

Signifikante Unterschiede zeigten sich auch im Vergleich der beiden

Hamofiltrationsgruppen. Mit 14,7 h war die mittlere Uberlebenszeit der friih
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(,prophylaktisch‘) hamofiltrierten Tiere signifikant verlangert gegenuber 12,3 h in
der Gruppe der Tiere, die spat (,therapeutisch’) hamofiltriert wurden. Da sich
nach Versuchsende bei allen Tieren eine gleichsam ausgepragte Totalnekrose
des Pankreas zeigte, muss davon ausgegangen werden, dass die Ursache fir
die unterschiedlichen Uberlebenszeiten nicht morphologisch, im Sinne einer

milderen Verlaufsform des lokalen pankreatitischen Geschehens begriindet ist.

Vielmehr kann ein verzdgert auftretendes Multiorganversagen als Folge einer
Mediatorelimination Uber die Hamofiltration angenommen werden. Die
Elimination von hamodynamisch wirksamen Substanzen, z.B. von Zytokinen
und Kininen wirde erklaren, warum es in den Hamofiltrationsgruppen zu einem
deutlich verzogerten Einbruch der Hamodynamik im Vergleich zur

Kontrollgruppe kam.

Die positive Beeinflussung der Hamofiltration auf die hamodynamischen
Veranderungen zeigte sich am deutlichsten bei den ‘prophylaktisch’
hamofiltrierten Tieren, bei denen die Hamofiltration simultan mit der Induktion
der Pankreatitis gestartet wurde. Bei den ‘therapeutisch’ hamofiltrierten Tieren
wurde die CVVHF erst nach der Verschlechterung der Hamodynamik
begonnen, definiert als ein Absinken des MAP um 20 % unter die
Ausgangswerte. Dies war ca. 2 h nach Induktion der Fall. In beiden
Hamofiltrationsgruppen konnte ein diskontinuierlicher Verlauf des Experiments
beobachtet werden: Eine Initial-Periode von ungefahr 3 h in der die kardinalen
hamodynamischen Parameter relativ stabil blieben, wurde gefolgt von einer

zweiten Phase zunehmender hdamodynamischer Instabilitat.

Diverse Grinde koénnten diese Ergebnisse erklaren: Zum einen koénnte die
sequentielle Aktivierung verschiedener Mediatorkaskaden zu einer verzogerten
Freisetzung von Mediatoren > 30 kD fUhren, die somit nicht filtrierbar waren.
Zum zweiten konnten Plasmabestandteile die nicht konvektiv durch den Filter
transportiert werden sondern an ihn absorbieren, die Filtermembran verstopfen
und somit zu einer zunehmenden Verkleinerung der effektiven
Membranoberflache fihren. Zum dritten kdnnten Mediatoren, die zunachst an

den Filter absorbiert wurden, im Verlauf des Versuches erneut in den Kreislauf
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freigesetzt werden. Letzteres wurde flr die Bindung von TNF an Polyamid Filter
beschrieben (Goldfarb 1994). Des weiteren kdnnte die absolute Menge der
durch die Pankreatitis freigesetzten Mediatoren die Kapazitat des Hamofilters

zur Elimination von Plasmabestandteilen eventuell (iberschreiten.

Im Hinblick auf die respiratorische Situation der Versuchstiere zeigte sich, als
Zeichen zunehmender respiratorischer Insuffizienz, ein dramatischer Abfall der
PaO,/FiO2-Ratio in der Gruppe der Kontrolltiere. Dieser wurde durch die
CVVHF ebenfalls signifikant verlangsamt. Diese Beobachtung konnte diverse
Grunde haben: Sowohl in der Kontroll- als auch in den Behandlungsgruppen
ging der Abfall der Protein-Konzentration im Plasma mit einem deutlichen Abfall
des ZVD einher, was auf eine Verschiebung von Flissigkeit in das
extravaskulare Kompartiment hindeutete. Das Pankreatitis-bedingte kapillare
Leck fuhrte somit zu einer erheblichen Flissigkeitssequestration ins Gewebe.
Folge war ein progressives Lungenddem in dessen Verlauf es zu einer

zunehmenden respiratorischen Insuffizienz kam.

Ein anderer Mechanismus, der mitverantwortlich flr die respiratorische
Dysfunktion gewesen sein kdnnte, ist der negative Einfluss von Mediatoren, wie
zum Beispiel des PLA,, von dem man annimmt, dass es durch Lyse des
Lecithins des Lungen-Surfactants eine wichtige Rolle bei der pankreatogenen
Stérung des Gasaustausches spielt (Aho 1980, Guice 1987, Lankisch 1979,
Maciver 1977, Morgan 1968). Unsere Ergebnisse stimmen somit mit denen
vorangegangener Studien Uuberein, die ebenfalls eine Verbesserung des
pulmonalen Gasaustausches durch HF bei Sepsis oder kardiogenem Schock
ergaben (Blinzler 1991, Coraim 1986, Gotloib 1986).

3.2. Biochemische Parameter

Die in dieser Studie gewahlte Form der Pankreatitis induziert durch Na-
Taurocholat in Kombination mit Enterokinase fuhrte zu einer Totalnekrose des

Pankreas und des peripankreatischen Gewebes. Wir verzichteten daher auf
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eine histologische Aufarbeitung des Gewebes und untersuchten TAP im Urin
als Parameter fur den Schweregrad der pankreatischen Nekrose. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass erhdhte TAP-
Konzentrationen hoch sensitiv und spezifisch fir die Formation der
pankreatischen Nekrose waren und somit hilfreich bei der Vorhersage des
Schweregrades der akuten Pankreatitis (Hurley 1988, Karanjia 1993). Die
Untersuchung von Lipase im Serum lieR aulerdem Aussagen Uuber den
klinischen Schweregrad der Pankreatitis zu. CRP als unspezifischer Marker der
Entzindung wurde ebenso wie LNPI im Serum bestimmt. Die LNPI und CRP
Konzentrationen im Plasma zeigten als Indikatoren flr einen bestehenden
inflammatorischen Prozess einen signifikanten Anstieg nach Induktion der
Pankreatitis.

LNPI ist ein cytosolischer Inhibitor porciner Granulozyten der sich gegen
zelleigene neutrophile Elastase richtet. Die LNPI Plasma-Konzentrationen
kénnen daher als Marker fur die Aktivierung prociner Granulozyten gewertet
werden. Hinsichtlich seiner biologischen Eigenschaften gehért LNPI zur Familie
der Proteinase-Inhibitoren die sich gegen den Effekt aktivierter Serin-
Proteinasen richten. Aus der Tatsache, dass sich kein Unterschied im Anstieg
der LNPI Plasma-Konzentrationen zwischen den Gruppen finden liel3, Iasst sich
schlieBen, dass der EinfluR aktivierter Granulozyten auf den Verlauf der
Hamodynamik bei induzierter Pankreatitis unter Hamofiltrationsbedingungen
eine untergeordnete Rolle spielt.

In der vorgelegten Studie konnte aul3erdem ein enormer Anstieg der Urin-TAP-
Konzentrationen beobachtet werden, ohne dass sich ein signifikanter
Unterschied in dem Grad des TAP-Anstiegs zwischen den einzelnen Gruppen
zeigte. Dies stimmte mit dem signifikanten Anstieg von Lipase, Amylase, CRP
und LNPI im Plasma Uberein: Es fanden sich frih signifikante Anstiege der
Serumkonzentrationen im Vergleich mit den Ausgangswerten, im Vergleich der
Gruppen untereinander konnten jedoch keine Unterschiede festgestellt werden.
Hieran wird, zusatzlich zu den vergleichbaren morphologischen Veranderungen
des pankreatischen Gewebes, deutlich, dass nicht der Schweregrad der lokalen
Pankreatitis, im Sinne mehr oder minder schwer ausgepragter
Pankreasdestruktion in den einzelnen Gruppen, flr die signifikanten

Unterschiede der Uberlebenszeiten verantwortlich ist.
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Der Proteinverlust und die daraus resultierende Verschiebung von Flussigkeit in
das extravaskulare Kompartiment spiegelten sich in den Hamoglobin- und
Hamatokrit-Werten  wider, die in allen Gruppen eine deutliche
Hamokonzentration anzeigten. Verantwortlich dafir war am ehesten ein
kapillares Leck, dass laut verschiedener Studien vasoaktiven Mediatoren wie
dem Kinin zugeschrieben werden kann. In Ubereinstimmung mit diesen
Resultaten berichtet Griesbacher tber einen deutlichen Abfall des Blutvolumens
(28%) infolge des gesunkenen Plasmavolumens (48%) und damit einher
gehender Hamokonzentration bei experimenteller Pankreatitis (Griesbacher
1993). In unserer Studie zeigte sich eventuell als Folge einer Kininelimination
eine unterschiedlich stark ausgepragte Form der Hamokonzentration in den
einzelnen Gruppen. Diese Unterschiede waren ebenfalls signifikant. Mittlerweile
konnte auch im Rahmen anderer tierexperimenteller Studien nachgewiesen
werden, dass eine solche Hamokonzentration dem Einbruch der
hamodynamischen Parameter vorausgeht (Kinnala 1999). Brown et al. wiesen
zudem in klinischen Studien nach, dass der pankreatitisbedingten
Hamokonzentration prognostische Bedeutung bei der Entwicklung der
nekrotisierenden Pankreatitis und des MOV zukommt. Patienten, die keine
Hamokonzentration zeigten, entwickelten nur hochst selten Organnekrosen
und/oder ein MOV (Negative predictive value (NPV) = 96% fir Organnekrosen
und 97% fir MOV) (Brown 2000).

Die Analysen von Kinin- und PLA>-Konzentrationen im Plasma legten die
Vermutung nahe, dass die CVVHF zumindest teilweise in der Lage war, einige
Sepsismediatoren effektiv zu eliminieren. In der Gruppe der Kontrolltiere zeigte
sich parallel zum Anstieg der Kinin- und PLAz-Konzentrationen im Plasma ein
signifikanter Anstieg derselben im Aszites. Obwohl in den Behandlungsgruppen
im Vergleich zur Kontrollgruppe die Kinin- und PLA2-Konzentrationen im
Aszites nahezu identisch waren, fuhrte die CVVHF dennoch zu einer
signifikanten Verzdgerung der Plasmaantwort bezlglich dieser Mediatoren.
Dieser Effekt lieR sich jedoch nicht dauerhaft aufrechterhalten, denn 10 h nach
Induktion ahnelten die gemessenen Kinin- und PLA2-Konzentrationen in den

Hamofiltrationsgruppen jenen 6 h nach Induktion in der Kontrollgruppe. Dies
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l&sst sich moglicherweise dadurch erklaren, dass wie oben schon erwahnt,
Albumine und/oder andere Plasmabestandteile die Filtermembran in
zunehmender Weise verstopft haben kdnnten. Bis jetzt gibt es keine Studien,
die die Frage untersuchen, ob bei langerer Anwendung desselben Filters, mit
allmahlicher Sattigung der konvektiven und adsorptiven Kapazitat, der
Siebkoeffizient beeinflusst werden konnte. Sollte dies zutreffen, konnte dies
eine rationale und abschlieRende Erklarung dafir sein, dass die Hamofiltration
in diesem experimentellen Ansatz nur voribergehend und nicht endgultig in der
Lage war, Kinin und PLA, aus dem Plasma zu filtern. Unter dieser Vorstellung
haben Ronco et al. die Hypothese aufgestellt, dass zur Vermeidung eines
Verlustes an Effizienz der CVVHF haufigere Filterwechsel von Noéten waren
(Ronco 1995). Letztendlich werden weitere Studien zu diesem Thema

durchgefiihrt werden mussen.

In der Zwischenzeit konnte in mehreren klinischen Studien ein Nutzen der
verschiedenen Blutreinigungsverfahren bei Patienten mit schwerer akuter
Pankreatitis und Gefahr des Multi-Organ-Versagens nachgewiesen werden.
Neben der in unserem Versuchsansatz durchgeflihrten veno-vendsen
Hamofiltration kommen dabei vermehrt auch andere Verfahren wie die
Kombination aus Plasmafiltration und -adsorption (Ronco 2002) oder
Plasmapherese (Pupelis 2001) zum Einsatz, die in Verbindung mit der CVVHF
mitunter eine noch starkere Wirksamkeit bei der Elimination von
Sepsismediatoren unter Beweis stellen. Problematisch gestaltet sich auch in
den klinischen Studien der unmittelbare Nachweis eliminierter Mediatoren im
gewonnenen Eluat. Nicht der einmalige Durchlauf des Blutes durch die
Filtermembran fuhrt zu einer signifikanten Reduktion von sepsisrelevanten
Stoffen, sondern die kontinuierliche Filtration Gber mehrere Stunden. Der Erfolg
einer solchen Therapie zeigt sich in der erhaltenen Immunantwort behandelter

Patienten, die einen positiven Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung nimmt.

Zusammenfassend |&sst sich sagen, dass interventionelle
Blutreinigungsverfahren wie die CVVHF als ein Standbein in der Therapie der
Sepsis in den letzten zehn Jahren sowohl experimentell als klinisch sehr genau

untersucht wurden. Trotz vielversprechender Ergebnisse hat sich das Verfahren

49



in letzter Konsequenz noch nicht durchgesetzt. Ein Grund hierfur liegt in der
grollen Variabilitdt der Behandlungsansatze. Bevor randomisierte und
kontrollierte klinische Studien durchgefihrt werden, muss experimentell die
Frage beantwortet werden, welches Blutreinigungsverfahren (CVVHF,
CVVHDF, Plasmapherese, CPFA oder Kombinationen) unter welchen
Modalitaten (Blutfluss, Filterwechsel, Start und Dauer der Behandlung) den
grolRten Erfolg bringt. Folgearbeiten der vorgelegten Studie haben ergeben,
dass durch noch aggressivere Hamofiltrationsbedingungen (erhdhter Blutfluss,
gesteigerte Clearance) und regelmalRige Filterwechsel (alle 12 h) eine weitere
Verbesserung von Hamodynamik, Temperaturregulation und Uberlebenszeiten
als Folge einer erkennbaren Sepsisprotektion erreicht werden (Yekebas 2001).
Sollten die in Zukunft erhobenen klinischen Daten von Patienten mit
pankreatitisbedingten SIRS oder Sepsis Behandlung mit kontrollierten
Blutreinigungsverfahren wie der CVVHF weiterhin fir eine Senkung der
Mortalitdt im Vergleich zu den Vorhersagewerten flhren, sollte

konsequenterweise eine randomisierte klinische Studien folgen.
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F. ZUSAMMENFASSUNG

In der hier vorgestellten experimentellen Forschungsarbeit wurde untersucht, ob
eine kontinuierliche veno-vendse Hamofiltration durch Elimination von
Entzindungsmediatoren bei Versuchstieren mit schwerer systemischer
Inflammation zu einer Verzdgerung des konsekutiven Multi-Organ-Versagens
fuhren kann.

Dazu wurden Schweine der deutschen Landrasse in drei Versuchsgruppen
eingeteilt. Bei allen Tieren wurden unter Narkose- und Beatmungsbedingungen
chirurgisch, durch Injektion von Gallensalzen in den Ductus pancreaticus, eine
schwere nekrotisierende Pankreatitis induziert. Bei Tieren der Gruppe 1 wurde
der Spontanverlauf des resultierenden sepsisbedingten Multiorganversagens
dokumentiert. Tiere der Gruppe 2 wurden nach einem Abfall des mittleren
arteriellen Druckes um >20% ,therapeutisch* hamofiltriert. In Gruppe 3 erfolgte
die Hamofiltration ,prophylaktisch® bereits zeitgleich mit der Induktion der
Pankreatitis.

Neben der kontinuierlichen Aufzeichnung der wichtigen hamodynamischen
Parameter wurden die Uberlebenszeiten in den einzelnen Versuchsgruppen
dokumentiert. In definierten Zeitabstdnden wurden Abnahmen zur
laborchemische Bestimmungen von Pankreasenzymen (Lipase, PLA;, TAP)
und Mediatoren (Kinin, CRP, LNPI) in Blut, Ascites und Urin durchgefuhrt.

Die nicht hamofiltrierten Tiere der Kontrollgruppe entwickelten innerhalb von
Stunden ein Multiorganversagen, das nach durchschnittlich 7 Stunden zum Tod
der Versuchstiere fluhrte. Sowohl Tiere die spat (,therapeutisch®) als auch frih
(,prophylaktisch®) hamofiltriert wurden, zeigten eine signifikant verlangerte
Uberlebenszeit im Vergleich zur Kontroligruppe. Im Vergleich der
Hamofiltrationsgruppen untereinander profitierten die Tiere, die friih bereits mit
dem Start der Pankreatitisinduktion filtriert wurden. Dies druckte sich auch in
den Messungen der hdamodynamischen Werte sowie des Oxygenierungsindex
aus. Die Bestimmung der Plasma-Lipase sowie der Urin-TAP Konzentrationen
zeigte bei allen Tieren stark erhdhte Werte als Ausdruck der massiven
Pankreasschadigung nach Induktion der Pankreatitis. Das auf Grund seiner

MolekilgrofRe filtrierbare PLA, zeigte zwar ahnliche Ascites-Konzentrationen bei
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allen Versuchstieren, allerdings niedrigere Werte im Plasma der hamofiltrierten
Tiere. Ahnliches konnte auch fiir Kinin als wichtigen filtergdngigen
Entzindungsmediator nachgewiesen werden. Ein reduzierender Effekt der
Hamofiltration auf die Mediatorkonzentration konnte also nachgewiesen
werden. Allerdings zeigte sich, dass im weiteren zeitlichen Verlauf nach Start
der CVVHF eine Reduktion der Hamofiltrationsleistung in Bezug auf die
Mediatorelimination zu verzeichnen war. Dies lasst sich unter anderem durch
eine mogliche zunehmende Verstopfung der Filtermembran durch
Makromolekule und Albumine erklaren.

Die durchgefuhrten Experimente lassen den Schluss zu, dass eine mdglichst
frlhzeitig eingesetzte Hamdfiltration in der Lage ist, den kaskadenhaften
Anstieg von proinflammatorischen Mediatoren im Rahmen eines SIRS oder
einer Sepsis durch Elimination der filtergdngigen Mediatoren zumindest
zeitweise relevant zu verringern. Durch veranderte Modalitaten der Filtration
(haufiger Filterwechsel, hoherer Filtratumsatz) kdnnte dieser Effekt vermutlich
noch gesteigert werden. Der damit erzielte Nutzen liegt in einer Verzdgerung
oder bestenfalls Verhinderung des konsekutiven Multiorganversagens, das bei
septischen oder Sepsis-ahnlichen Krankheitsbildern nach wie vor mit einer

hohen Letalitat einher geht.
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