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1. Einleitung

1.1. Das septische Multiorganversagen

Die Sepsis und daraus resultierend das septische Multiorganversagen (MOV) stellt
eines der bedeutendsten Probleme in der heutigen Intensivmedizin dar. Trotz des
enormen Fortschritts in der Behandlung schwerstkranker Patienten konnte die Letalitat
der Sepsis nicht entscheidend gesenkt werden (1, 2) [E 1]. In Deutschland wird die
jahrliche Zahl an Patienten mit intensivpflichtigem septischen Krankheitsbild auf 50.000-
100.000 Patienten geschatzt (3). Die durchschnittlichen Fallkosten fur einen Patienten
mit schwerer Sepsis liegen bei ca. 25.000 Euro und machen 20 bis 40% der
Gesamtkosten in der Intensivmedizin Deutschlands aus (3).

Atiologisch liegt der Sepsis eine UberschieRende und unkontrollierte Reaktion im
Zusammenwirken von generalisierter Inflammation, Antiinflammation, Koagulation und
Fibrinolyse zugrunde. Aus einer zunachst lokalisierten und kontrollierten
Abwehrreaktion entsteht das Krankheitsbild der Sepsis, wenn physiologische
Inhibitormechanismen aus der Kontrolle geraten. Vielfaltige Noxen - einschliellich aller
Klassen von Mikroorganismen oder auch bakterielle Toxine wie das Endotoxin
gramnegativer Bakterien bzw. Superantigene und Peptidoglykane grampositiver
Bakterien - kdbnnen eine mediatorbedingte Systemerkrankung unter dem klinischen Bild
der Sepsis verursachen.

In den meisten Fallen handelt es sich bei einer septischen Erkrankung um im
Krankenhaus erworbene Infektionen (4). Pneumonien stehen an erster Stelle (40%),
gefolgt von Peritonitiden (23%), Infektionen der ableitenden Harnwege (20%), der Haut
(10%) oder durch intravasal liegende Katheter (5%) (4). Es dominieren die bakteriellen
vor mykotischen und viralen Infektionen. Handelte es sich bei der Ursache einer
bakteriellen Sepsis vor 10 Jahren zumeist noch um gramnegative Bakterien (5), so fallt
heute eine deutliche Zunahme der Inzidenz der grampositiven Infektionen auf (6).

Die Schwere des septischen Prozesses hangt primar vom Ausmafl® und Ablauf der
Entzindungsreaktion des Patienten auf die auslésende Noxe, aber auch von der
Grundkrankheit, der Art, Anzahl, Pathogenitat und Virulenz der Erreger ab.

Viele Studien mit unterschiedlichsten konventionellen und adjuvanten Therapieansatzen
haben gezeigt, wie schwer es ist, Einfluss auf das oftmals fatal verlaufende
Krankheitsbild zu nehmen (7-10). Wird das septische Krankheitsbild Gberlebt, so ist die



Lebensqualitat und Lebenserwartung der betroffenen Patienten dennoch als gunstig
einzustufen [E 1].

Zirkulierende, entzindliche Mediatoren sind an der Entstehung der Sepsis und ihrer
Komplikationen entscheidend beteiligt. Ihnen wird eine grole Bedeutung in der
Induktion sekundarer Organlasionen zugeschrieben (11). Die Elimination oder
Antagonisierung dieser uberschiessenden Entzundungsreaktion konnte die
unkontrolliert ablaufende systemische Entzindungsreaktion mildern (12, 13) und den

Krankheitsverlauf glnstig beeinflussen.

Eigene Arbeiten:

Artikel E 1: Morgera S, Kraft AK, Siebert G, Luft FC, Neumayer HH: Long-term outcomes in acute renal

failure patients treated with continuous renal replacement therapies. Am J Kidney Dis. 2002, 40:275-9

1.2. Die Niere im septischen Krankheitsbild

Haufig tritt im Rahmen eines septischen Multiorganversagens ein akutes
Nierenversagen auf. Die Atiologie des septischen akuten Nierenversagens ist bislang
nicht hinreichend geklart. Die veranderte hamodynamische Situation in der Sepsis, die
Endotoxindmie sowie die direkte toxische Wirkung septischer Mediatoren auf die
Tubuluszellen scheinen einzeln oder in Kombination zur Etablierung des akuten
Nierenversagens beizutragen. Ultrastrukturelle Untersuchung von Nieren mit
septischem akuten Nierenversagen zeigen eine interstitielle Infiltration mit
polymorphkernigen Leukozyten (PML) und begleitendem intrazellularen Odem der
peritubularen Kapillaren bei ultrastrukturell normalen Glomeruli (14).

Die aktuelle Datenlage zur Bedeutung der renalen Hamodynamik im septischen
Krankheitsbild wird kontrovers diskutiert. Einige tierexperimentelle Studien konnten eine
signifikante Reduktion der glomerularen Filtrationsrate nachweisen. Begleitend zeigte
sich ein Abfall der renalen Durchblutung sowie ein Anstieg des intrarenalen
GefalRwiderstandes. Die tubulare Funktion blieb, zumindest in der Anfangsphase,
unbeeinflusst (14).

Andere Studien wiederum berichten, dass die renale Durchblutung und glomerulare

Filtrationsrate im septischen Krankheitsbild weitestgehend unbeeinflusst bleiben oder



gar ansteigt. So zeigten Brenner und Mitarbeiter durch perkutane Anlage einer
Thermodilutionssonde, dass bei septischen Patienten der renale Blutfluss und die
medullare Nierendurchblutung ansteigen (15). Diese Daten werden durch tier-
experimentelle Untersuchungen gestutzt (16, 17).

Obwohl die Datenlage zur renalen Hamodynamik uneinheitlich ist, gilt heute als
allgemein anerkannt, dass die Veranderungen der renalen Durchblutung allein die
Entstehung des septischen akuten Nierenversagens nicht hinreichend erklaren. Nicht-
hamodynamische Faktoren sind in der Induktion und Unterhaltung eines septischen
akuten Nierenversagens beteiligt. Endotoxin scheint hierbei eine eigenstandige
pathogenetische Rolle zu spielen, in dem es direkt oder Uber Induktion weiterer
Mediatoren renal toxische Wirkungen entfaltet (18, 19). Verschiedene Mediatoren, unter
anderem auch TNF-a, stehen derzeit im Mittelpunkt wissenschaftlichen Interesses (20-
22). Knotek und Mitarbeiter beobachteten, dass durch Antagonisierung von
Lipopolysaccharid (LPS) stimuliertem TNF-o mittels eines I6slichen TNF-o Rezeptors
(TNFsRp55) das Auftreten eines septischen Nierenversagens gunstig beeinflusst
werden kann (23). In einem Escherichia coli induzierten Maus-Sepsismodel wiesen
Cunningham und Mitarbeiter nach, dass die Wirkung des TNF-a Uber renale TNF-a
Rezeptoren vermittelt wird (24). TNF-o Rezeptor defiziente Mausestamme zeigten
hierbei eine Resistenz gegen ein LPS induziertes akutes Nierenversagen. Wie TNF-a
seine toxische Wirkung entfaltet, ist nicht vollstandig geklart. Klar scheint, dass uber die
renale TNF-a Rezeptor Aktivierung apoptotische Prozesse initiiert werden, die zur

Tubulusschadigung beitragen (25-27).

1.3. Nierenersatztherapie

Im gesunden Organismus sind die Nieren die wichtigsten Kontrollorgane zur Erhaltung
einer konstanten Zusammensetzung der extrazellularen Flussigkeit. Hierzu zahlt die
Elimination von Endprodukten des Stoffwechsels, die Osmoregulation und Regulation
des Wasser- und Elektrolythaushaltes, die Regulation des Saure-Basen-Haushaltes
sowie die endokrine Sekretion von Hormonen und Vitaminen. Fur den Verlust der
Nierenfunktion gibt es bis heute keinen vollwertigen Ersatz. Die Notwendigkeit zur
Nierenersatztherapie ergibt sich aufgrund der Akkumulation endogener und exogener

harnpflichtiger Toxine. Kernstuck der extrakorporalen Elimination stellt der Hamofilter



dar. Im Wesentlichen handelt es sich hierbei um eine semipermeable Membran, die den
Durchtritt von Flussigkeit und in Flussigkeit gelosten Substanzen erlaubt. Diese
Hamofilter werden heute entweder aus Cellulose in unmodifizierter bzw. auch
modifizierter Form erstellt oder aus synthetischen Materialien hergestellt. Synthetische
Hamofilter bestehen aus Polymeren wie Polysulfon, Polyamid, Polyacrylnitrit,
Polycarbonat oder Polymethylmetacrylat. Ihnen wird eine gute Blutvertraglichkeit
zugesprochen, weshalb sie auch als ,biokompatibel® bezeichnet werden (28-30). Im
intensivmedizinischen Bereich haben sich zur Behandlung des akuten Nierenversagens
synthetische Hamofilter durchgesetzt (31-33).

Die Elimination harnpflichtiger Substanzen tber den Hamofilter kann als Diffusion oder
auch als Konvektion erfolgen. Die Diffusion beruht auf dem physikalische Prinzip der
Braun'schen Molekularbewegung. In Flussigkeit geloste Stoffe bewegen sich entlang
eines Konzentrationsgradienten und streben ein Konzentrationsgleichgewicht an. Der
diffusive Stofftransport ist hervorragend geeignet zur Elimination kleinmolekularer
Substanzen, wie z.B. Kalium, Kreatinin oder Harnstoff.

Der  konvektive Stofftransport  erfolgt  entlang eines Druckgradienten
(Transmembrandruck) an der semipermeablen Membran. Durch Auslibung einer
externen Kraft erfolgt der Flussigkeitstransport von der Uberdruckseite im
Blutkompartiment des Hamofilters zur Seite mit dem niedrigeren Druck, dem
Ultrafiltratkompartiment des Hamofilters. Durch die FlUssigkeitsbewegung werden in der
Fllssigkeit geloste Substanzen mitgerissen und eliminiert. Hamofiltrationsmembranen
werden hinsichtlich ihrer Permeabilitdtseigenschaften fir Wasser, dem sogenannten
Ultrafiltrationskoeffizienten, in Low-Flux- und High-Flux-Hamofilter eingeteilt. Der
Ultrafiltrationskoeffizient gibt an, wie viel Milliliter Plasmawasser bei einem
Transmembrandruck von 1 mmHg Druckdifferenz pro Stunde filtriert wird. Werden im
Rahmen einer Nierenersatztherapie hohe Filtrationsraten angestrebt, so werden
vorzugsweise High-flux-Filter eingesetzt. Dies ist im intensivmedizinischen Bereich vor
allem bei den hochvolumigen Hamofiltrationstherapien notwendig (34-37).

Der konvektive Stofftransport zeichnet sich gegenliber dem diffusiven Stofftransport
durch seine glnstigeren Eliminationseigenschaften fur ,Mittelmolekuile®, z.B. R2-Mikro-
globulin, Myoglobin oder einige Zytokine aus. In der Behandlung des septischen akuten
Nierenversagens werden, vor allem wegen der gunstigeren Elimination von
Mittelmolekulen, konvektive Nierenersatztherapieverfahren favorisiert (38-41).

Die Eliminationsleistung eines Hamofilters hangt sowohl flr den diffusiven als auch fir



den konvektiven Stofftransport im Wesentlichen von der Porengréle des Hamofilters,
der Anzahl der Poren und der verwendeten Membranoberflache ab. Adsorptive
Eigenschaften der Hamofilter spielen derzeit eine nur untergeordnete Rolle (42). Bei
den fur die Nierenersatztherapie konzipierten Hamofiltern besteht flr kleinmolekulare
Stoffe eine freie Filtrierbarkeit, d.h., die Moleklle kénnen den Hamofilter ungehindert
passieren. Hierzu zahlen Moleklule wie Kreatinin, Harnstoff, Kalium und andere
Elektrolyte aber auch Glukose, Bikarbonat, Harnsaure, Aminosauren etc.. Erst bei
hoherem Molekulargewicht (zirka ab 8000-10000 Dalton) erfolgt an der Membran eine
molekulare Siebung. Der Grenzwert flr die Permeabilitat ist im Wesentlichen willkurlich
festgelegt und verfolgt das Ziel, den Verlust von essentiellen Eiweil’en zu vermeiden.

In welchem Ausmall eine Molekllart entsprechend ihrer GroRe eine Membran
passieren kann, wird durch den Siebkoeffizienten angegeben. Der Siebkoeffizient ist
der Koeffizient aus Konzentration im Ultrafiltrat und im Blut. Der Siebkoeffizient mufd fir
jede Substanz einzeln bestimmt werden und variiert je nach eingesetzter
Hamofiltrationsmembran. Fur Substanzen, die die Hamofiltrationsmembran ungehindert
passieren kdonnen, ist der Siebkoeffizient 1. Fur Substanzen, welche die Membran nicht
passieren kdonnen ist er 0.

Die erste erfolgreiche Behandlung eines nierenersatztherapiepflichtigen akuten
Nierenversagens erfolgte 1948 durch W.J. Kolff (43). Heute ist die Nierenersatztherapie
nicht mehr aus der modernen Intensivmedizin wegzudenken. Wurde die
Nierenersatztherapie in den Pionierjahren vorwiegend intermittierend eingesetzt, so
haben sich heute kontinuierliche Verfahren durchgesetzt (44-46). lhnen wird eine,
gegenuber den intermittierenden Nierenersatztherapien, gunstigere hamodynamische
Vertraglichkeit zugesprochen. Ferner ermoglichen kontinuierliche Verfahren eine
unlimitierte parenterale Ernahrung bei optimaler Flissigkeits- und Harnstoffbilanz (47).
Notwendige Infusionen von Medikamenten und kunstliche Ernadhrung sind ohne
zusatzliche Volumenbelastung moglich. Temperatur sowie Elektrolyt- und Saure-Basen-
Haushalt konnen durch die kontinuierlichen Verfahren graduell und schonend
beeinflusst werden (44, 47, 48).



1.4. Klassische Therapiestrategien zur Behandlung des septischen
Multiorganversagens

In der Sepsistherapie wird zwischen den kausalen antimikrobiellen und den operativ-
interventionellen MalRnahmen zur Herdsanierung, den supportiven
intensivmedizinischen sowie den adjuvanten therapeutischen Ansatzen unterschieden.
Die Standardtherapie der Sepsis grundet sich auf die gezielte antibiotische und
chirurgische Herdsanierung und, falls erforderlich, die supportive Therapie des
Multiorganversagens (49, 50). Die resistenzgerechte antibiotische Therapie richtet sich
direkt gegen Bakterien, Pilze bzw. Viren. Die Wahl des Antibiotikums und der Zeitpunkt
des Therapiebeginns haben Einfluss auf die Sterblichkeit (51-53). Das Ziel der
Herdsanierung ist die Elimination des infektiosen Fokus. Hierzu dienen chirurgische
Verfahren, wie Exzision, fruhzeitige Laparotomie und Spulbehandlung. Bei der
supportiven Therapie stehen eine sofortige und adaquate Volumensubstitution, im
septischen Schock die Applikation von Katecholaminen sowie der technische Ersatz

ausgefallener Organe im Vordergrund (50).

1.5. Adjuvante Therapieansatze @zur Behandlung des septischen
Multiorganversagens

Die dem septischen Multiorganversagen zu Grunde liegenden und sich selbst
unterhaltenden Mediatorennetzwerke werden bisher mit der intensivmedizinischen
Behandlung nicht unmittelbar therapiert (54). Ein infektidser Fokus induziert eine
zielgerichtete Aktivierung einer Vielzahl von Abwehrfunktionen mit dem Ziel der
Abtotung der Mikroorganismen und Neutralisation ihrer Toxine. Kommt es dennoch zur
weiteren Expansion des infektiosen Fokuses, so erfolgt neben der Invasion der
Mikroorganismen in die Blutbahn auch eine systemische Einschwemmung
inflammatorischer Mediatoren. Trotz optimaler chirurgischer und antibiotischer Therapie
entwickelt sich oftmals ein Circulus vitiosus unter Anhaufung von systemisch wirksamen
septischen Mediatoren, konsekutiver Endothelschadigung und weiterer
Mediatorfreisetzung (Abbildung1).

Zu den adjuvanten Therapieverfahren in der Behandlung der Sepsis zahlen

MaRnahmen der Toxinneutralisation und -elimination als auch Eingriffe in die
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dysregulierte Homoostase der verschiedenen Komponenten des Immun-, Komplement-
und Gerinnungssystems (55).

Inflammatorischen Zytokinen wie z.B. IL-1, IL-6 oder TNF-a. wird eine mafgebliche
pathophysiologische Rolle in der Entstehung und Unterhaltung der Sepsis
zugesprochen. Hieraus leitete sich beginnend in den neunziger Jahren die Entwicklung
der Antiendotoxin- und Antizytokin- Strategien ab. Mittels Neutralisation der
verantwortlichen Mediatoren und selektiver Blockierung ihrer Zielrezeptoren glaubte
man, die verhangnisvolle Entwicklung des MOV aus einer Sepsis abwenden zu kdnnen.
Obwonhl dieser Ansatz im Tierexperiment exzellente Ergebnisse lieferte, blieb diese
Strategie beim Menschen ohne durchschlagenden Erfolg. Die Mortalitat liel® sich nicht
gunstig beeinflussen, in einzelnen Studien kam es gar zu einem Anstieg der Mortalitat
(56-62).

Proinflammatorische Zytokine spielen eine wichtige Rolle in der lokalen Infektabwehr
und Infektisolierung. Sie sind entscheidend an der Abwehr und Tétung von infektidsen
Erregern beteiligt und essentieller Bestandteil der Immunfunktion (63). IL-1 stimuliert
beispielsweise die Induktion von T-Lymphozyten; uber TNF-o werden
Makrophagen/Monozyten aktiviert. Eine komplette Blockade dieser essentiellen initialen
Immunantwort kann zu einer akzelerierten Infektion fuhren und den Krankheitsverlauf
ungunstig beeinflussen. Andererseits erscheint eine Blockade einzelner Mediatoren im
Laufe eines septischen Krankheitsbildes aufgrund des stark redundanten Zytokin-
Netzwerks mit unzahligen feedback- und kostimulatorischen Mechanismen ebenfalls
nicht erfolgversprechend (56, 57).

Dass das Zytokinnetzwerk nicht nur ein Epiphanomen darstellt, zeigen Daten von
Patienten mit genetisch determinierten Defekten der Immunantwort. Patienten mit
genetisch pradisponierter Uberschiessender pro-inflammatorischer oder auch anti-
inflammatorischer Immunantwort haben eine schlechte Prognose im Rahmen eines
septischen Krankheitsbildes (64-69).
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Produktion und Freisetzung
inflammatorischer Mediatoren in
die Blutbahn

Aktivierung von PML v
Gewebeschadigung

endotheliale Schadigung

Storung der Mikrozirkulation

Abbildung 1: Circulus vitiosus der septischen Mediatorkaskade.

1.6. Mediatorelimination mit Hilfe kontinuierlicher Nierenersatzverfahren

Der Einsatz kontinuierlicher Nierenersatztherapieverfahren zur adjuvanten Therapie des
septischen Multiorganversagens ist in den neunziger Jahren mit Entdeckung
inflammatorischer Mediatoren aufgekommen. Grundlage bildet die Hypothese, dass
durch die Reduktion von Spitzenpegeln pro- und anti-inflammatorischer Mediatoren im
Blutplasma die Homobostase der Immunabwehr wiederhergestellt werden kann. Durch
die Elimination septischer Mediatoren soll die Entzindungsreaktion gedampft und der
Circulus vitiosus der fatalen septischen Mediator- und Gerinnungskaskaden
durchbrochen werden. Unterstutzt wird diese Hypothese durch tierexperimentelle
Daten, wonach durch Reinfusion septischen Ultrafiltrats in zuvor gesunde Tiere

Symptome eines septischen Schocks induziert werden konnen (70).
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Einer der Hauptkritikpunkte der kontinuierlichen Nierenersatztherapie als adjuvante
Methode der Elimination septischer Mediatoren — namlich ihr Mangel an Spezifitat —
konnte sich letztlich als ein entscheidender Vorteil gegenuber der Antikorper
vermittelten  ,single-mediator“-Therapie herausstellen. Mit den kontinuierlichen
Nierenersatztherapieverfahren konnten Spitzenpegel septischer Schibe abgeschwacht
und persistierend hohe Plasmaspiegel reduziert werden. Die verhangnisvolle
systemische, nicht aber die lokal notwendige Wirkung der Entzindungsmediatoren,
konnte durch ihre Elimination aus dem Plasma gunstig beeinflusst werden (71, 72). Um
dieses Ziel zu erreichen, wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl unterschiedlichster
Strategien entwickelt, um die konvektiven, diffusiven und adsorptiven Eliminations-
eigenschaften konventioneller Hamofiltrationsmembranen zu optimieren (73-81). Auch
alternative Verfahren, wie die Plasmapherese (76, 82, 83) wurden in
unterschiedlichsten Variationen untersucht. Leider flhrte keine der aufgefuhrten
Methoden bislang zu einem nachhaltigen Erfolg. Eine effiziente Elimination septischer
Mediatoren ist mit den derzeit gangigen Verfahren nicht zu erzielen (42, 84-89).
Belegbare positive Effekte der Hamofiltration bei septischen Patienten beschranken
sich auf eine hamodynamische Stabilisierung und einen Anstieg des systemischen
vaskularen Widerstandes (73, 90-93) [K 1]. Eine hamodynamische Stabilisierung unter
Nierenersatztherapie ist jedoch nicht zwangslaufig auf die Elimination septischer
Mediatoren zurlckzufuhren. So ist bekannt, dass alleine durch den Kuhlungseffekt des
extrakorporalen Kreislaufs ein glnstiger hamodynamischer Effekt erzielt werden kann
(94). Tabelle 1 zeigt eine exemplarische Auflistung einiger reprasentativer Studien zum

Thema der Mediatorelimination mittels kontinuierlicher Nierenersatztherapie.

Eigene Arbeiten:
Artikel K 1: Heering P, Morgera S, Schmitz FJ, Schmitz G, Willers R, Schultheiss HP, Strauer BE,

Grabensee B. Cytokine removal and cardiovascular hemodynamics in septic patients with continuous

venovenous hemofiltration. Intensive Care Med. 1997, 23:288-96
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Studie Verfahren/ Hamofilter* |Krankeits| Mediator- Klinischer
Design - elimination Effekt
schwere”
Bellomo et al., CVVHDF Polyacrylonitril | 28 Punkte | IL-1 und TNF- k.A.
1993 (84) (Sepsis, n=18) - high flux) o-
VS Spaltprodukte
CVVHD im UF messbar
(keine Sepsis, n=6)
Tonnesen et al., CAVH (n=9) Polysulfon 24 Punkte [IL-1 und IL-6 im k.A.
1993 (85) (high flux) UF messbar
van Bommel et CAVHDF (n=20) | Polyacrylonitril | 27 Punkte IL-6 im UF Trend far
al., 1995 (85) (high flux) messbar und verbesserte
signifikante IL-6 | Hamodynamik
Senkung im
Blut
Grootendorst High Volume-CVVH Polyamid 24 Punkte | Geringe IL-6 verbesserte
et al., 1996 (93) (n=26) (high flux) Clearance Hamodynamik
Heering et al., CVVH Polysulfon 22 Punkte | Siebkoeffizient verbesserte
1997 [K 1] (Sepsis, n=18) (high flux) VS fur IL-6 bei ca. Hamodynamik
VS 22 Punkte 0,05
CVVH (kardiogenes
ANV, n=15)
Sanchez- CVVH Polyacrylonitril | 22 Punkte IL-6 im UF k.A.
Izquierdo et al., (n=15) (high flux) VS messbar, aber
1997 (87) VS 21 Punkte kein
keine CVVH Unterschied far
(n=15) IL-6 im Blut
Kellum et al., CVVH (n=13) Polyacrylonitril | septischer | hdhere IL-6 K.A.
1998 (38) Vs. (high flux) Schock mit |  Elimination
CVVHD (n=13) ANV durch CVVH
(cross over) als durch
CVVHD
de Vriese et al., CVVH (n=15) Polyacrylonitril | 28 Punkte Kurzzeitige verbesserte
1999 (42) (high flux) Senkung des Hamodynamik
IL-6 im Blut

* Hamofilter mit einem in-vitro cut-off von 30-40 kD

# APACHE Il Score
UF = Ultrafiltrat

k.A. = keine Angabe

CAVH = kont. arterio-vend6se Hamofiltration

CVVH = kont. veno-ventse Hamofiltration
CVVHD = kont. veno-vendse Hamodialyse
CVVHDEF= kont. veno-ventse Hamodiafiltration

Tabelle 1: Exemplarische Darstellung ausgewahlter Studien zur Mediatorelimination mit

Hilfe kontinuierlicher Nierenersatztherapieverfahren.
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1.7. Fragestellung und Gegenstand der Untersuchung

Im Rahmen dieser Habilitationsschrift wird eine neue Form der extrakorporalen
Eliminationstherapie vorgestellt. Es handelt sich hierbei um die von uns als ,grofl3porige
Hamofiltrationsbehandlung“ bezeichnete Nierenersatztherapie.

In dieser Arbeit werden der Entwicklungsprozess sowie erste klinische Daten zur
grol3porigen Hamofiltration vorgestellt. Es werden die Vorteile, aber auch die Risiken
der gro3porigen Hamofiltration evaluiert und kritisch diskutiert.

1.8. Gliederung der Arbeit

Die Arbeit ist in vier Teilaspekte gegliedert:

- Entwicklung groR3poriger Hamofilter

- Klinische Daten zur Sicherheit und klinischen Anwendbarkeit

- Einfluss der groRporigen Hamofiltration auf immunkompetente Zellen

- Optimierung der groRporigen Hamofiltration fur den klinischen Einsatz

Jeder Teilabschnitt besteht aus einer Einleitung zur untersuchten Fragestellung, einer
kurzen Darstellung der Methodik und den jeweils eigenen Untersuchungen. Am Schluss
der Arbeit findet sich die zusammenfassende Diskussion aller Teilergebnisse im

Gesamtzusammenhang und die daraus gezogenen Schlussfolgerungen.
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2. Darstellung der eigenen Arbeiten

2.1. GroBRporige Hamofiltration

Die Permeabilitat eines Hamofilters fur ein bestimmtes Molekil ist abhangig vom
Molekulargewicht, der PorengroRe und -gestalt, der Porenanzahl, der Membrandicke
und der sterischen Molekulform. Weitere Faktoren, welche die Eliminierbarkeit geldster
Stoffe bestimmen, sind elektrostatische Wechselwirkungen mit dem Hamofilter sowie
ihre Wasser- bzw. Fettloslichkeit und damit ihr Bindungsgrad an hohermolekulare
Proteine (95).

Der cut-off point eines Hamofilters gibt das Molekulargewicht an, bis zu welchem der
Hamofilter fir Substanzen durchlassig ist. Er ist definiert durch einen Siebkoeffizienten
von 0,10; d.h. der Hamdfilter ist durchlassig flur Molekile, die zu mindestens 10% aus
dem Blutplasma ins Ultrafiltrat eliminiert werden. Je kleiner ein Molekdl ist, desto besser
kann es eliminiert werden. Bei Molekulargewichten, die sich dem cut-off des Hamofilters
nahern, nimmt die Permeabilitdt sigmoidal ab. Wird der cut-off point Uberschritten, geht
die Permeabilitat gegen Null (96, 97). Die heute im Gebrauch befindlichen Hamofilter

haben einen in-vitro bestimmten cut-off von 15-40 kD (98).

FUr eine optimale konvektive Elimination sollte das Molekulargewicht der zu
eliminierenden Substanz den cut-off des Hamofilters nicht Uberschreiten, besser noch
deutlich unter dem cut-off point des Hamofilters liegen. Die derzeit kommerziell
erhaltlichen Hamofilter sind fur die Nierenersatztherapie zur Behandlung des akuten
oder chronischen Nierenversagens optimiert. Sie sind konzipiert worden, um eine gute
Elimination niedermolekularer Substanzen bei mdglichst geringem Eiweildverlust zu
erzielen. Die Molekulargrolde vieler septischer Mediatoren liegt im Bereich der
sogenannten Mittelmolekule, in einem Bereich zwischen 15-60 kD (96, 99) und
uberschreitet somit die cut-off Grenze vieler kommerzieller Hamofilter. Dies ist ein
wesentlicher Grund, weshalb es bislang nicht gelang, eine signifikante Senkung
inflammatorischer Mediatoren im Blut septischer Patienten zu erzielen (38, 93, 100-
103).

Um dieses Problem zu I6sen, baten wir die Firma Gambro (Grambro Research Group,
Hechingen, Deutschland), uns bei der Entwicklung eines Hamofilters behilflich zu sein,

der es uns ermaoglichen sollte, den Bereich der Mittelmolekulle besser zu erreichen.
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2.2. Entwicklung der groBporigen Hamofilter

Die Entwicklung eines Hamofilters mit Optimierung im Mittelmolekulbereich ging einher
mit Erhdhung des Porendurchmessers des Hamofilters. Voraussetzung war ein
neuartiges Mischungsverhaltnis der Polymere, die den Hamofilter bilden. Mit
Optimierung eines Hamofilters in Richtung Mittelmoleklle war zwangslaufig auch mit
einem unerwunschten Verlust an Serumeiwei3en zu rechnen. Aus klinischer Sicht war
fur uns ein Proteinverlust von bis zu 10 g pro Tag als vertretbar eingeschatzt worden
(bei einer Lebergenerartionsrate von zirka 15 g/Tag) (104). Der Verlust an
gerinnungswirksamen Eiwei3en sollte so gering wie mdoglich gehalten werden. Auf
Basis dieser Vorgabe entwickelten wir zunachst den Prototyp P1SH und spater den
P2SH mit groRerer effektiver Oberflache.

2.3. Technische Daten P1SH und P2SH

2.3.1. Eigenschaften der Hamofilter

Hamofilter P1SH P2SH
Membran

Effektive Membranoberflache [m?] 0,6 1,1
Membran-Wandstarke [um] 50 50
Interner Diameter [um] 215 215
PorengrofRe [nm] ~10 ~10
Sterilisationsverfahren Dampf Dampf
Komponenten Material

Membran Polyamid S™

Potting Material Polyurethan

Housing and Headers Polycarbonat
Sterilanschlisse Polypropylen

Konnektion-Ports Dialysat- und Blutkonnektoren entsprechen Norm EN 1283
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2.3.2. Rasterelektronenmikroskopie
Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 2 zeigen den

Querschnitt einer Kapillare sowie dessen Wandstruktur.

0-555-002-11 Abbildung 2:
Rasterelektronenmikroskopie
der P2SH (Polyamid).

Querdurchmesser.
ID1747H Querschnitt 150fach 25.1.01 150fache Vergroflerung.

= =3

44 ChErcchrdt A0t
Wandstruktur. Wandstruktur.
1490fache Vergdlierung 20000fache Vergroferung

5655002 173

AbTEn 1.0

Innere Oberflache. AuRere Oberflache.
40000 fache Vergroferung. 406fache VergrofRerung.
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2.3.3. In-vitro Performance

Hamofilter P1SH P2SH
Filtrationsraten
Wasser 37°C LP [10™“cm/bar/s]
Wasser 37°C, QB = 200 ml/min  TMP [mmHg] '1'1400 565
Plasma 37°C, Pct = 60g/I [ml/min]
QB = 200 ml/min, TMP = 100 mmHG 47 66
Gesamt- Protein im Filtrat [g/1]
Zu den oben angegebenen Testbedingungen 7 7
Siebkoeffizient
37°C, in Pufferlésung, 15 min, sheer rate = 461 s,
spez. Filtratonsrate = 7,04 x107°
Myoglobin 0,96 0,97
Albumin 0,68 0,70
Clearance Harnstoff [ml/min]
UF =0 ml/min, @B = 200ml/min - 185
UF = 60 ml/min, QB = 200ml/min - 194
UF =0 ml/min, QB = 300ml/min - 239
UF = 60 ml/min, QB = 300ml/min - 259
Clearance Vitamin B12 [mi/min]
UF =0 ml/min, QB = 200ml/min - 121
UF = 60 ml/min, QB = 200ml/min - 145
UF =0 ml/min, QB = 300ml/min - 140
UF = 60 ml/min, QB = 300ml/min - 168

Lp H20 bestimmt gemar H/TP 5806/1
UF Plasma bestimmt gemaf H/TP 5811
Protein bestimmt gemafl H/TC 5506

Siebkoeffizient fir Myoglobine and Albumine bestimmt gemaR H/TP 5809

Hamodialyse bestimmt gemaR to EN 1283
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2.3.4. In-vitro Bestimmung des cut-off points

Dextran sieving coefficient

10.000 100.000 1.000.000
Mw Qb=300ml/min, UF=12ml/min, 15min

Abbildung 3: In-vitro Bestimmung des Siebkoeffizienten (Hamofilter P2SH) mit Hilfe
von Dextranlésungen.

Der in-vitro mittels Dextranlosungen bestimmte Siebkoeffizient lag bei 100-110 kD.

Mittlere GroRe der eingesetzten Dextrane

Typ Molekulargewicht [D]
Fluka 31391 110000

Sigma D-4133 39100

Sigma D-1390 70000

Sigma D-4626 18300
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2.4. Klinische Daten zur groBporigen Hamofiltration

2.4.1. Anwendbarkeit und Sicherheit der groBporigen Hamofiltration

In einer ersten prospektiven Studie untersuchten wir die Anwendbarkeit und Sicherheit der
grol3porigen Hamofiltration (P1SH) bei septischen Patienten mit Multiorganversagen. Die
grol3porige Hamofiltration wurde in einem 12 Stunden Modus, im Wechsel mit der
konventionellen Hamofiltration durchgefuhrt. Fokussiert wurde auf die hamodynamische
Vertraglichkeit, den Protein- und Gerinnungsstatus der Patienten sowie auf die
Eliminationskapazitdt von IL-6 und TNF-a. Ziel dieser Studie war es, den
Unbedenklichkeitsnachweis flr den Einsatz der gro3porigen Hamofiltration bei septischen

Patienten zu erbringen.

24.2. Einfluss der groBporigen Hamofiltration auf die kardiovaskulare
Hamodynamik

Alle untersuchten Patienten zeigten das Vollbild eines kardiozirkulatorischen,
katecholaminpflichtigen Schocks. Dokumentiert wurden Blutdruck, Herzfrequenz, Herz-
Index, Herzauswurfleistung und Katecholaminpflichtigkeit. Im Studienverlauf zeigte sich
unter grolporiger Hamofiltration eine Stabilisierung der kardiovaskularen
Hamodynamik. Der Noradrenalinbedarf nahm signifikant ab, der mittlere arterielle Druck

stabilisierte sich.

2.4.3. Einfluss der groBporigen Hamofiltration auf den Proteinhaushalt

Das Serumalbumin macht ca. 60% der GesamteiweiRe im Blutplasma aus. Seine
Bedeutung besteht in der Regelung des intravasalen onkotischen Drucks und als
Transportprotein wasserunloslicher Substanzen. Obwohl die Gabe von Humanalbumin
bei septischen Patienten bisher keinen nachweisbaren therapeutischen Vorteil erbracht
hat, ist die Bedeutung der Uberwachung und ggf. Korrektur des Albuminspiegels im
Rahmen eines hamofiltrationsbedingten Albuminverlustes von besonderer klinischer
Wichtigkeit. Ein iatrogener, schwerer Albuminverlust bei septischen Patienten kdnnte zu
einem Blutdruckabfall und progredientem Kreislaufversagen durch eine Verkleinerung
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des effektiven arteriellen Blutvolumens fihren. Aufgrund der GroRe des Proteins mit
einem Molekulargewicht von ca. 66,3 kD und einem Durchmesser von 5-15 nm (105)
bestand das Risiko einer signifikanten Albumin-Elimination mittels groR3poriger
Hamofiltration.

Der Albuminverlust Uber den grof3porigen Hamofilter war in der initialen Phase der
Therapie, also unmittelbar nach Anschluss der CVVH am grof3ten und nahm im Verlauf
sigmoidal ab. Eine Gefahrdung des Patienten durch einen Ubermaliigen Albuminverlust

konnte ausgeschlossen werden.

2.4.4. Einfluss der groBporigen Hamofiltration auf den Gerinnungsstatus

Vor dem Hintergrund des erhdhten Proteinverlustes Uber den grol3porigen Hamofilter
war die Beurteilung des Verlustes gerinnungswirksamer Mediatoren essentiell. Sowohl
Protein C, als auch Antithrombin IIl und der Faktor Il (Prothrombin) fallen mit ihren
Molekulargewichten von 62-69 kD in das potentielle Eliminationsspektrum der
grol3porigen Hamofilter mit einem in-vitro bestimmten cut-off von ca. 100 kD. Bei
héheren Verlusten kdnnten hamostaseologische Probleme, die oftmals ohnehin im
Verlauf der Sepsis eine grof3e Rolle spielen, verstarkt werden und zu einer Gefahrdung
des Patienten fuhren.

Die engmaschig kontrollierten Gerinnungsparameter (einschlieldlich Faktorenanalyse)
zeigten, dass unter der groRporigen Hamofiltration kein nennenswerter Verlust zu

verzeichnen ist.

2.4.5. Elimination septischer Mediatoren

Zur Beurteilung der Eliminationskapazitat fur septische Mediatoren wurden
exemplarisch die proinflammatorischen Mediatoren IL-6 (28 KD) und TNF-a (52 kD)
untersucht. Es zeigte sich, dass die groRporige Hamofiltration in der Lage ist, eine
effektive Elimination von IL-6 zu erzielen. Die Eliminationskapazitat fur TNF-o. war
jedoch begrenzt, eine signifikante Filtration von TNF-o konnte nicht nachgewiesen

werden. Es zeigte sich, dass durch den raschen Abfall des Siebkoeffizienten TNF-o mit
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seinem im Bereich des cut-off point der Membran liegenden Moleklilgréie die Membran

nur schwer passieren kann.

2.4.6. Einfluss der groBporigen Hamofiltration auf immunkompetente Zellen
septischer Patienten

Die Begriffe Sepsis und Storungen des Immunsystems sind in komplexer Weise
miteinander verbunden. Im septischen Verlauf werden infolge der massiven
Abwehrreaktion gegen eindringende Keime andere spezifische Leistungen des
Immunsystems unterdrickt. Betroffen ist vor allem die zellulare Immunitat mit einer
Storung der Monozyten- und Lymphozytenfunktion. Polymorphkernige Leukozyten und
Monozyten spielen eine zentrale Rolle in der Abwehr infektioser Erreger. Aktivierte PML
migrieren in den Entzindungsherd, wo sie Mikroorganismen und Zelltrimmer
phagozytieren und durch Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen die korpereigene
Immunreaktion amplifizieren.

Wir untersuchten die Bedeutung der groRporigen Hamofiltration auf die
Phagozytoseeigenschaft polymorphkerniger Leukozyten und Monozyten in-vivo sowie
den Einfluss septischen Ultrafiltrats auf gesunde Monozyten in-vitro.

Zudem betrachteten wir die Proliferationsfahigkeit von Lymphozyten in-vivo. Unter
Zugabe von anti-CD3, einem starken Lymphozytenproliferations-Antikorper, sollte die
Proliferationsfahigkeit septisch geschadigter Lymphozyten untersucht und mit dem
Verhalten nicht septisch-geschadigter Lymphozyten verglichen werden.

Wir konnten zeigen, dass die grol3porige Hamofiltration sowohl die Phagozytoseaktivitat
polymorphkerniger Leukozyten, als auch die Proliferationseigenschaften von
Lymphozyten glnstig beeinflu®t. Das untersuchte septische Ultrafiltrat der gro3porigen
Hamofiltration zeigte zudem — im Gegensatz zur konventionellen Hamofiltration mit
kommerziellen Hamofiltern - starke Effekte auf isolierte Monozyten und Lymphozyten

gesunder Probanden.
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Eigene Arbeiten:

Artikel E 2: Morgera S, Rocktaschel J, Haase M, Lehmann C, Von Heymann C, Ziemer S, Priem F,
Hocher B, Gohl H, Kox WJ, Buder HW, Neumayer HH. Intermittent high permeability hemofiltration in
septic patients with acute renal failure. Intensive Care Med. 2003, 29(11):1989-95

Artikel E 3: Morgera S, Haase M, Rocktaschel J, Béhler T, Von Heymann C, Vargas-Hein O, Krausch D,
Zuckermann-Becker H, Muller JM, Kox WJ, Neumayer HH. High Permeability haemofiltration improves
peripheral blood mononuclear cell proliferation in septic patients with acute renal failure. Nephrol Dial
Transplant. 2003, 18(12):2570-6

Artikel E 4: Morgera S, Haase M, Rocktaschel J, Bohler T, Vargas-Hein O, Melzer C, Krausch D, Kox
WJ, Baumann G, Beck W, Gohl H, Neumayer HH. Intermittent high-permeability hemofiltration modulates

inflammatory response in septic patients with multiorgan failure. Nephron Clin Pract. 2003, 94:75-80

2.5. Ansatze zur Optimierung der groBporigen Hamofiltration

2.5.1. Konvektiver und diffusiver Stofftransport

Ein entscheidender Nachteil der groRporigen Hamofiltration ist der unerwunschte
Verlust essentieller Eiweille. Ein kumulativer Proteinverlust von 10g pro Tag kann bei
einem intensivpflichtigen Patienten, vor allem bei Einsatz der groR3porigen
Hamofiltrationstherapie Uber Tage, zu einem nicht unerheblichen Proteindefizit fihren.
Die Entwicklung neuer Strategien, die eine gute Clearance inflammatorischer
Mediatoren bei geringem Eiweildverlust erlauben, sind daher winschenswert. In einer
prospektiv, randomisierten Studie untersuchten wir den Einfluss von Konvektion und
Diffusion auf die Eliminationscharakteristika inflammatorischer Zytokine und
BluteiweiRe. Zusatzlich wurde der Einfluss des Umsatzvolumens betrachtet.
Exemplarisch wurden die proinflammatorischen Mediatoren IL-1B, IL-6 und TNF-a
sowie das antiinflammatorische IL-1ra untersucht. Als Proteinmarker wurden das
Serumalbumin sowie das Gesamteiweild herangezogen.

Wir konnten zeigen, dass mittels Diffusion eine gute Elimination von Mediatoren bei
insgesamt tolerablem Eiweilverlust erzielt werden kann. Der Eiweillverlust unterschied
sich signifikant zwischen dem konvektiven und diffusiven Verfahren. Der Unterschied

war besonders betont beim Einsatz hoher Umsatzvolumina. Aufgrund dieser

24



Ergebnisse empfehlen wir den Einsatz der groRporigen Hamofilter im diffusiven
Stofftransport.

Derzeit wird - unter unserer Leitung - eine multizentrische Studie zur grof3porigen
Eliminationstherapie im Dialysemodus durchgefuhrt. Ziel der Studie ist es, die
Bedeutung der groBRporigen Eliminationstherapie fir den Krankheitsverlauf zu

untersuchen. Mit ersten Ergebnissen ist in zirka 12 Monaten zu rechnen.

Eigene Arbeiten:
Artikel E 5: Morgera S, Slowinski T, Melzer C, Sobottke V, Vargas-Hein O, Volk T, Zuckermann-Becker

H, Wegner B, Miller JM, Baumann G, Kox WJ, Bellomo R, Neumayer HH. Renal replacement therapy

with high cut-off hemofilters : Impact of convection and diffusion on cytokine clearances and protein
status. Am J Kidney Dis. 2004, 43(3):444-53

Artikel K 2: Lee WCR, Uchino S, Fealy N, Baldwin |, Panagiotopoulos S, Goehl H, Morgera S,
Neumayer HH, Bellomo R. Super high flux hemodialysis at high dialysate flows: An ex vivo assessment.

Int J Artif Organs. 2004, 27:24-8

Artikel K 3: Uchino S, Bellomo R, Morimatsu H, Goldsmith D, Davenport P, Cole L, Baldwin I,
Panagiotopoulos S, Tipping P, Morgera S, Neumayer HH, Goehl H. Cytokine dialysis: an ex vivo study.
Asaio J. 2002, 48:650-3

2.5.2. Super high cut-off Hamofilter (P2XS)

2.5.2.1. TNF-a Elimination

TNF-a. spielt eine herausragende Rolle in der Initialphase des septischen
Krankheitsbildes. Die Persistenz hoher zirkulierender TNF-a Plasmaspiegel ist mit einer
erhdohten Mortalitat assoziiert. Zudem gibt es zunehmend Daten, die einen kausalen
Zusammenhang zwischen TNF-a und dem septischen akuten Nierenversagen belegen
(24).

Die Filter P1SH bzw. P2SH sind nicht in der Lage, eine Elimination von TNF-o zu
erzielen.

Vor diesem Hintergrund entwickelten wir in Kooperation mit der Firma Gambro
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(Gambro, Research, Hechingen, Germany) eine zweite Generation gro3poriger

Hamofilter mit dem Ziel, Substanzen im Molekulbereich von bis zu 70 kD zu eliminieren.

2.5.2.2. Technische Daten P2XS
Die in-vitro Bestimmung des cut-off points ergab einen Wert zwischen 120-140 kD

(Abbildung 4). Die mittlere Grolen der eingesetzten Dextrane betrugen 18300, 39100,
70000 und 110000 Dalton.

Die Oberfliche des P2XS betrug 1,27 m? die Wandstarke 40 um, der
Kapillarinnendurchmesser 200 um.

Dextrane-Siebkoeffizient P2XS
A = 1,27 m?, 200/40 pm

: \\\
: \
N

04 -

Siebkoeffizient

0,3 -

0,2

0,1 -

S

- |
““"

10000 100000 . . 1000000
Qb=300ml/min, 15min
Mw

Abbildung 4: In-vitro Bestimmung des cut-off points (Hamofilter P2XS) mit Hilfe von
Dextranlosungen.
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2.5.2.3. In-vitro Daten P2XS

In einem Vollblut in-vitro Ansatz untersuchten wir die Modalitaten:
1. Konvektion (niedrig- und hochvolumiger Umsatz)

2. Diffusion (niedrig- und hochvolumiger Dialysatfluss)

3. Albumin-Dialyse (2% und 4% Albuminlésung)

Ziel der Studie war es, die Eliminationseigenschaften fur einige ausgewahlte Zytokine
einschlieBlich TNF-a zu beschreiben sowie den Eiweildverlust zu quantifizieren. Die
Bestimmung der Kreatinkinase (80 kD) und des IgG (140 kD) diente der Beurteilung des
cut-off points in Vollblut.

Die in dieser Studie gewonnen Daten zeigten, dass ein klinischer Einsatz der P2SX nur
im intermittierenden Modus und nur unter bilanzierter Proteinsubstitution stattfinden
sollte. Diffusive Transporte sollten den konvektiven vorgezogen werden. Die
Albumindialyse fuhrte zwar zu einer deutlichen Reduktion des EiweilRverlustes, war

aber auch mit einer schlechten Zytokinelimination assoziiert.

Eigene Arbeiten:

Artikel E 6: Morgera S, Klonower D, Rocktaschel J, Haase M, Priem F, Ziemer S, Wegner B, Gohl H,
Neumayer HH. TNF-alpha elimination with high cut-off haemofilters: a feasible clinical modality for septic
patients? Nephrol Dial Transplant. 2003, 18:1361-9
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3. Diskussion

Die Zytokinfreisetzung in die Blutbahn ist ein wesentlicher pathophysiologischer Schritt
in der Entwicklung eines septischen Multiorganversagens (106-108). Sie geht mit einer
Aktivierung immunkompetenter Zellen einher, die ihrerseits eine weitere Freisetzung
inflammatorischer Mediatoren bewirkt sowie eine erhohte Expression von
Adhasionsmolekulen an Leukozyten und am GefalRendothel induziert (109, 110). Die
therapeutische Modulation zirkulierender Zytokine erscheint daher als ein rationelles
therapeutisches Ziel, um eine unkontrollierte und Uberschieende Zytokinfreisetzung
gunstig zu beeinflussen.

Der wasserlosliche Charakter der Zytokine erlaubt eine Filtration dieser im Rahmen von
extrakorporalen Nierenersatztherapieverfahren. Die Effizienz ist jedoch gering, und eine
therapeutische Beeinflussung der Zytokinplasmaspiegel lie} sich bislang nicht erzielen.
Dies liegt im wesentlichen an den fur die Elimination von Mittelmolekilen nicht
optimierten Hamofiltern mit einem cut-off point zwischen 30-40 kD. Eine Reihe
alternativer Verfahren, wie die hochvolumige Hamofiltration, die Hamofiltration mit
Adsorption (42, 111-114) oder der Einsatz von Endotoxinadsorbern wurden entwickelt,
um eine Steigerung der Effizienz zu erzielen (115-117). All diese Verfahren blieben
jedoch ohne nachhaltigen klinischen Erfolg [K 2].

Die groBRporige Hamofiltration ist ein neuer experimenteller Therapieansatz, um die
Einschrankungen der konventionellen Hamofiltration zu Uberwinden. Durch
VergroRerung des Porendurchmessers soll eine verbesserte konvektive Clearance
septischer Mediatoren in einem Molekulargewichtsbereich zwischen 15 und 60 kD
erreicht werden. Im Tierversuch scheinen groRporige Hamofilter den konventionellen
Hamofiltern Uberlegen. Ein letales Sepsis-Tiermodell wies, unter Verwendung von
grolBporigen Hamofiltern eine mit dem Einsatz von Dopamin vergleichbare
Verbesserung der Herzleistung nach (12). In einer neueren tierexperimentellen Studie
senkte der Einsatz grof3poriger Hamofilter im Vergleich zur Verwendung konventioneller
Hamofilter die Letalitat deutlich (118, 119).

In Kooperation mit der Industrie entwickelten wir einen Kklinisch einsetzbaren
grol3porigen Hamofilter mit einem in-vitro cut-off von ca. 100 kD. In einer ersten
Pilotstudie [E 2] untersuchten wir die Anwendbarkeit und Sicherheit der grol3porigen
Hamofiltration bei septischen Patienten mit Multiorganversagen. Die grol3porige

Hamofiltration wurde taglich fur 12 Stunden, im Wechsel mit der konventionellen
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Hamofiltration, eingesetzt. Ziel dieser Studie war es, den Unbedenklichkeitsnachweis
fur den Einsatz der gro3porigen Hamofiltration bei septischen Patienten zu erbringen
und erste Daten hinsichtlich der Effizienz der Mediatorelimination zu liefern. Mittels
Swan-Ganz-Katheter wurde die kardiovaskulare Hamodynamik dokumentiert. Die
grol3porige Hamofiltrationsbehandlung wurde von den Patienten hamodynamisch gut
toleriert. Eine Instabilitit im Sinne von Blutdruckabféallen oder Anderungen der
Herzauswurfleistung wurde nicht beobachtet.

Der Proteinhaushalt, speziell das Albumin und das Gesamteiweil, wurde mehrfach
taglich kontrolliert. Der kumulative Albuminverlust lag bei 4-6 g pro Tag, der
Gesamteiweildverlust betrug im Mittel 7,5 g. Anhand der Filtration des Albumins mit
einem Molekulargewicht von 66,3 kD lie® sich der in-vivo cut-off point des Hamofilters
bestimmen. 15-30 min nach Hamofiltrationsbeginn betrug der Siebkoeffizient fur
Albumin 5%, so dass wir von einem in-vivo cut-off point von ca. 60 kD ausgehen. Die
doch deutliche Diskrepanz zu dem in-vitro gemessenen cut-off point von 100 kD laRt
sich durch die Morphologie des Hamofilters und die unterschiedlichen Testbedingungen
erklaren. Die in-vitro Daten beruhen auf Messung von Dextranlésungen in wassriger
Ldsung. In-vivo haben wir Vollblut mit einem hohen Anteil unterschiedlich grolRer
Proteine und Molekule. Hier kommt es rasch zu einer Ablagerung von Proteinen in den
Poren des Hamofilters mit konsekutiver Verkleinerung des Porendurchmessers und
Abnahme der Permeabilitat fur groBmolekulare Substanzen (120). Dieser Prozess ist
dynamisch. Der Albuminverlust Uber den gro3porigen Hamofilter ist in der initialen
Phase der gro3porigen Hamofiltration am gréten und nimmt im Verlauf sigmoidal ab.
Dies impliziert jedoch auch eine dynamische Reduktion des cut-off points des
Hamofilters. In unserer Pilotstudie lag der Siebkoeffizient fir Albumin gegen Ende des
12 stindigen Beobachtungsintervalls bei kleiner 1%, entsprechend einem
Albuminverlust von 300-400 mg/h.

Eine Reihe von Gerinnungsparametern wurden in dieser ersten Pilotstudie engmaschig
kontrolliert. Sowohl Protein C, als auch Antithrombin Il und der Faktor Il (Prothrombin)
fallen mit ihren Molekulargewichten von 62-69 kD in das potentielle
Eliminationsspektrum des groBRporigen Hamofilters. Erfreulicherweise flhrte die
groRporige Hamofiltrationstherapie nicht zu einem meRbaren Verlust wichtiger
Gerinnungsparameter.

Zur Beurteilung der Eliminationskapazitat fur septische Mediatoren wurden

exemplarisch IL-6 mit einem Molekulargewicht von 26 kD sowie TNF-a mit einem
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Molekulargewicht von 52 kD (als Trimer) untersucht. Beide Mediatoren werden
aufgrund ihres groRen Molekulargewichtes mit konventionellen Hamofiltern bislang nicht
bzw. nur sehr marginal eliminiert.

Unser grol3poriger Hamofilter erzielte bislang einzigartige Eliminationswerte fur IL-6.
Der Siebkoeffizient fir IL-6 lag zu Beginn der groRporigen Hamofiltration bei 1 und fiel
im Verlauf nur unwesentlich ab. IL-6 ist ein friher Indikator bei systemischen
Entzindungen, Gewebeschadigungen, Hypoxie und Infektionen. Durch einen schnellen
Anstieg bei Entzundungsreaktionen und einen schnellen Abfall bei nachlassender
Entzindungsaktivitat stellt das IL-6 einen dynamischen Marker zum Monitoring
septischer Komplikationen dar. In vielen Studien wurden IL-6 Plasmaspiegel bei Sepsis
nachgewiesen, die um ein Vielfaches erhoht waren (121-124). Erhohte Blutspiegel von
IL-6 korrelieren beim septischen Schock mit der Prognose der Patienten (122), und IL-6
eignet sich als Marker der Schwere des septischen Multiorganversagens (125, 126).
Fir TNF-o waren die Ergebnisse eher enttduschend. Aufgrund des hohen
Molekulargewichtes und des doch raschen Abfalls der PorengroRe und somit des
Siebkoeffizienten in-vivo, konnte keine signifikante Elimination von TNF-a erzielt
werden.

Unsere Daten zur Mediatorelimination wurden durch andere Forschergruppen bestatigt.
In einem in-vitro Experiment bestatigten Uchino und Mitarbeiter unsere Ergebnisse zu
IL-6 und TNF-a. Sie untersuchten ferner die Mediatoren IL-113, IL-8 und IL-10 und
fanden auch fur diese Mediatoren exzellente Eliminationskoeffizienten. Sie
untersuchten in ihrem in-vitro Ansatz auch den Einfluss der gro3porigen Hamofiltration
im hochvolumigen Modus (bis zu 6 I/h). Sie konnten zeigen, dass mit Erhdhung des
Umsatzes auch die Clearanceleistungen deutlich zunahm. Interessanterweise nahm die
Clearance der Substanzen, die sich im Bereich des cut-off points befanden, wie z.B.
auch das Albumin, nicht proportional zu. Dieser Effekt ist vermutlich auf den Anstieg
des TMP zurlckzuflhren, der zu einer rascheren und starkeren Verkleinerung der
PorengroRe fuhrt (127).

Die kontinuierliche veno-vendse Hamofiltration ist ein Verfahren, welches eine
unspezifische Elimination von Substanzen aus dem Blut ins Ultrafiltrat durch
konvektiven Transport ermoglicht. Anhand der ahnlichen Molekulargewichte von pro-
inflammatorischen und anti-inflammatorischen Mediatoren ist davon auszugehen, dass

mit der grof3porigen Hamofiltrationsmembran beide Substanzklassen eliminiert werden.
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Es ist daher schwierig, eine Vorhersage uber den Einfluss der grol3porigen
Hamofiltration auf die Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen Mediatoren zu
treffen. Auf der einen Seite koénnte eine vermehrte Entfernung von pro-
inflammatorischen Mediatoren aus der Blutbahn einen Vorteil fur den klinischen Verlauf
der Erkrankung bewirken. Andererseits ware auch das Gegenteil denkbar, wenn
moglicherweise vermehrt anti-inflammatorische Mediatoren entfernt wirden. Wir
denken nicht, dass letzteres tatsachlich eintreten konnte. Die groRporige Hamofiltration
versetzt uns in die Lage, gerade die Spitzenpegel der Mediatoren im Blut septischer
Patienten abzufangen und auf diese Weise eine Neuorganisation des naturlichen anti-
infektidsen Arsenals des Immunsystems zu erméglichen. Nach allem, was bisher Gber
das septische Multiorganversagen bekannt ist, sollte sich die Reduktion von
Spitzenspiegeln in eine Verbesserung des klinischen Zustands der Patienten umsetzen.
Der Beweis fur einen Zusammenhang zwischen einer unspezifischen
Mediatorelimination und ihrem Einfluss auf den klinischen Verlauf des
Multiorganversagens konnte bislang allerdings nicht erbracht werden.
Immunkompetente Zellen, hier vor allem neutrophile Granulozyten, Monozyten und T-
Lymphozyten spielen eine groRe Rolle in der Induktion einer systemischen
Inflammation. In der Initialphase eines septischen Krankheitsbildes sind sie
entscheidend an der Etablierung eines Multiorganversagens beteiligt.

Um eine erste Vorstellung Uber den Stellenwert der gro3porigen Hamofiltration fur das
Immunsystem zu erhalten, untersuchten wir den Einfluss der groRporigen Hamofiltration
auf polymorphkernige Leukozyten, Monozyten sowie auf T-Lymphozyten [E 3, E 4].
Polymorphkernige Leukozyten und Monozyten stellen wichtige zellularen Komponenten
des angeborenen, unspezifischen Immunsystems dar. Ihre Aktivierung erfolgt sowonhl
durch Komplementspaltprodukte, als auch direkt durch mikrobielle Oberflachen-
strukturen. Die Erkennung dieser Oberflachenstrukturen erfolgt Uber sogenannte
Pattern Recognition-Rezeptoren, d. h. Rezeptoren, die typische chemische Strukturen
von Erregern erkennen, wie z.B. das CD14-Moleklil, das eine Vielzahl von mikrobiellen
(Endotoxin, Lipoteichonsaure) und endogenen (apoptotische Zellen) Strukturen
detekiert (128). Die Aktivierung von PML und Monozyten fuhrt zur Synthese
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-1} und IL-6. Insbesondere TNF-a besitzt
neben seinen vasodilatatorischen und gefalBpermeabilitatssteigernden Eigenschaften
sehr starke Endothelzell-aktivierende Eigenschaften. Aktivierte Endothelzellen

wiederum exprimieren verstarkt Adhasionsmolekule, die das Anheften und Austreten
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von neutrophilen Granulozyten und spater auch Monozyten und Lymphozyten aus der
Blutzirkulation in das Entziindungsgewebe ermoglichen (129).

Neben der Freisetzung von Mediatoren kommt es zur Phagozytose und zur
intrazellularen Abtotung der mikrobiellen Erreger. Peptidbestandteile dieser mikrobiellen
Erreger werden an der Oberflache der Zellen prasentiert und fuhren zu einer
Aktivierung von T-Zellen, womit eine erregerspezifische Aktivierung des erworbenen,
spezifischen Immunsystems in Gang gesetzt wird.

Im Rahmen unserer Untersuchungen betrachteten wir in einem ersten Schritt die
Phagozytoseeigenschaften isolierter PML und Monozyten septischer Patienten vor und
nach grolRporiger Hamofiltration [E 4]. Als Vergleichskollektiv dienten septische
Patienten, die mittels einer kommerziellen konventionellen Membran (cut-off point 30
kD) behandelt wurden. Die Phagozytoseeigenschaft von PML gilt als ein guter
Parameter zur Beurteilung des Aktivitdtsstatus von PML und Monozyten. Im
Tierversuch korreliert eine erhohte Phagozytoseaktivitat direkt mit einer erhdhten
pulmonalen Vasokonstriktion und erhdhten vaskularen Permeabilitat. Dieser ungunstige
Effekt kann durch die Gabe eines monoklonalen Antikdrpers, der die Adhasion von PML
an das Endothel hemmt, inhibiert werden (130, 131).

Wir beobachten in unserem Patientenkollektiv, dass die Phagozytoseaktivitat bei allen
septischen Patienten deutlich erhoht war. Unter groRporiger Hamofiltration, nicht aber
unter konventioneller Hamofiltration, kam es zu einer signifikanten Reduktion der
Phagozytose. Die zusatzliche Untersuchung des Filtrates zeigte, dass groRporiges
Ultrafiltrat septischer Patienten, nicht aber konventionelles Filtrat, einen starken
phagozytose-induzierenden Effekt ausibt. Ferner fuhrte dieses Filtrat zu einer starken
TNF-a Freisetzung aus Makrophagen. Die beobachteten Effekte sind dosisabhangig. Je
hoher der Anteil an gro3porigem, septischem Ultrafiltrat, desto ausgepragter der Effekt.
Betrachtet man die konkordanten in-vivo und in-vitro Ergebnisse, so zeigt sich, dass
mittels grol3poriger Hamofiltration PML-stimulierende Mediatoren eliminiert werden, die
zu einem immunmodulatorischen Effekt fihren.

Es ist hinreichend gesichert, dass auch Lymphozyten im septischen Krankheitsbild in
ihrer Funktion gestort sind. Dies betrifft vor allem die Proliferationsfahigkeit von T-
Lymphozyten (132). Die beeintrachtigte T-Lymphozyten Proliferation korreliert sowohl
mit einer erhohten Empfanglichkeit fur Zweitinfektionen, als auch mit einer héheren
Mortalitat (126, 133). Die fur die Suppression der T-Lymphozyten Proliferation

septischer Patienten verantwortlichen Faktoren sind bisher noch nicht vollstandig
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aufgeklart. Zirkulierende entziindliche Mediatoren, wie z.B. IL-4 und IL-10, scheinen an
der Depression von T-Lymphozyten beteiligt zu sein (134, 135). Auch eine vermehrte
Ausschuttung von Prostaglandin E2, transforming growth factor-3, IL-6, IL-4 und IL-10
scheint mit involviert (136). Ferner kommt es zu einer Verschiebung von T-Helfer-Zellen
vom Subtyp 1 zum Subtyp 2 (137), was mit einer verminderten lymphozytaren
Produktion von IL-2 und Interferon-y und einer vermehrten Ausschuttung von IL-4 und
IL-5 assoziiert ist (136, 138, 139). Insgesamt aulert sich dieses komplexe
Mediatornetzwerk in einer verminderten T-Zell Proliferationsrate (136, 140-143).

In einer prospektiv angelegten Studie untersuchten wir den Einfluss der grol3porigen
Hamofiltration auf die Proliferationseigenschaften von T-Lymphozyten [E 3]. Wir
beobachteten eine signifikant reduzierte Proliferation der stimulierten T-Lymphozyten
septischer Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden. Die beeintrachtigte
T-Zell Proliferation konnte mit der grolRporigen Hamofiltration, jedoch nicht mit der
konventionellen Hamofiltration wiederhergestellt werden. Zudem konnten wir zeigen,
dass septische Ultrafiltrate der groRporigen Hamofiltration im Gegensatz zu septischen
Ultrafiltraten konventioneller Hamofiltration einen supprimierenden Effekt auf die T-
Lymphozyten Proliferation ausubten.

Zusammenfassend kdnnen wir sowohl aus den PML / Monozyten Experimenten als
auch aus den Lymphozyten Experimenten auf eine immunmodulatorische Kompetenz
der grol3porigen Hamofiltration schlie3en. Inwiefern sich diese immunmodulatorischen
Eigenschaften glnstig auf den septischen Krankheitsverlauf auswirken, lasst sich
anhand der vorliegenden Daten nicht sagen. GroRere randomisierte Studien sind hier

notwendig.

Die ersten klinischen und laborchemischen Ergebnisse erdffnen uns hoffnungsvolle
Perspektiven, zeigen aber auch Limitation der groRporigen Hamofiltration.
Problematisch ist vor allem der Proteinverlust. Bei einem 24 stundigen Einsatz der
grol3porigen Hamofiltration, insbesondere bei einem Einsatz Uber viele Tage ist mit
einem substitutionsbedurftigen Eiweillverlust zu rechnen. Die erste klinische Pilotstudie
[E 2] erbrachte in einem 1 L/h Umsatz Modus einen Eiweil3verlust von ca. 8 g/Tag. Zur
Steigerung der Mediatorclearance waren jedoch hohere Umsatze wunschenswert. Bei
septischen Patienten ist mit einem vermehrten EiweilRverlust (capillary leakage) sowie
einer verminderten De-novo Synthese (bei moglichem Leberversagen im Rahmen eines

MOV) zu rechnen. Ein taglicher EiweilRverlust > 10 g/Tag ware vermutlich nicht ohne
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weiteres vom Patienten zu kompensieren. Wir begannen daher Ansatze zur
Optimierung des Verfahrens mit dem Ziel einer effizienten Elimination inflammatorischer
Mediatoren bei Minimierung des Proteinverlustes zu konzipieren. Zunachst verglichen
wir den Einfluss eines konvektiven und diffusiven Stofftransports auf die
Eliminationseigenschaften septischer Mediatoren sowie auf den Proteinverlust [E 5]. In
der Literatur existieren nur sparliche Daten, die den Einfluss von diffusivem und
konvektivem Stofftransport auf die Eliminationseigenschaften von Zytokinen
untersuchen. Kellum und Mitarbeiter verglichen Eliminationscharakteristika einiger
Zytokine, unter anderem auch IL-6 und TNF-a, unter Einsatz eines AV69 Hamofilters
(Gambro Renal Products, Inc, Lakewood, CO, USA) (79). Der bei diesem Hamofilter
angegebene cut-off point liegt bei zirka 30 kD. Die Clearancekapazitat des Filters fur
IL-6 war minimal. Sie lag fur den konvektiven Transport bei 3,3+1,5 ml/min und fur den
diffusiven Transport bei 1,9+0,8 ml/min. Statistisch zeigte sich hier ein signifikanter
Vorteil fir die Konvektion (p<0,01). Das Austauschvolumen lag bei 2 L/h. TNF-a wurde
in beiden Ansatzen nur in Spuren eliminiert.

In einer randomisierten, prospektiven Studie untersuchten wir 24 septische Patienten.
Es wurden 4 Gruppen gebildet, je zwei flir den konvektiven und diffusiven
Stofftransport. Es erfolgte zudem eine Unterteilung in niedrig (1L/h) und hochvolumiger
(2,5 L/h) Therapie. Untersucht wurden die Zytokine IL-103, IL-1ra, IL-6 und TNF-a. Wir
fanden exzellente Clearancewerte fuar IL-1, Il-1ra und IL-6. Der konvektive
Stofftransport war dem diffusiven Transport hinsichtlich Mediatorelimination diskret
uberlegen. Im Hinblick auf den Eiweillverlust fand sich ein deutlicher Vorteil fur den
diffusiven Stofftransport. Bei guter Zytokinclearance war der Proteinverlust signifikant
niedriger. Unsere in-vivo Ergebnisse wurden durch Uchino et al. in einem in-vitro Model
bestatigt [K 2, K 3].

Nicht zufriedenstellend, und zwar sowohl fir den diffusiven, als auch fir den
konvektiven Stofftransport, war der nur marginale Effekt des grol3porigen Hamofilters
auf die Eliminationseigenschaften von TNF-a. TNF-a spielt vor allem in der initialen
Phase des septischen Krankheitsbildes eine wichtige Rolle. TNF-a wird vorwiegend von
aktivierten Lymphozyten und Makrophagen freigesetzt und agiert Uber spezifische
zellwandstandige Rezeptoren (109). Gemeinsam mit IL-1R fuhrt es zu einer Aktivierung
der inflammatorischen Kaskade. Persistierend hohe TNF-o Spiegel in der Sepsis

korrelieren mit einer erhéhten Mortalitat (144-146).
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Um die Clearance von TNF-a zu erhdhen, entwickelten wir einen neuen Prototyp eines
grol3porigen Hamofilters [E 6]. Der in-vitro cut-off point des Hamofilters wurde in
Richtung 140 kD verandert. In einem in-vitro Ansatz unter Verwendung von Endotoxin -
stimuliertem Vollblut wurde die Clearancekapazitat des Hamofilters fur TNF-a
untersucht. Begleitend erfolgte die Evaluierung des Eiweillverlustes. Wir untersuchten
den Einsatz des Hamofilters im konvektiven und diffusiven Stofftransport sowie als
Albumindialyse, d.h. mit einer 2% bzw. 4% Albumin-Dialysatldsung. Wir konnten zeigen,
dass dieser neuartige Filter eine gute Elimination auch flir TNF-a erzielt, dass aber der
Proteinverlust so erheblich ist, dass eine Eiweildsubstitution zwingend notwendig wirde.
Von einem Piloteinsatz bei septischen Patienten nahmen wir daher Abstand.
Grol3porige Hamofilter stellen eine neue und innovative Strategie zur supportiven
Therapie des septischen Multiorganversagens dar. Inwieweit diese Hamofilter einen
gunstigen Einfluss auf den Verlauf einer septischen Erkrankungen ausiben kénnen, ist
noch Gegenstand aktueller Studien. Die derzeitige Datenlage erlaubt den Einsatz dieser
Filter nur im Rahmen von klinischen Studien und nur bei Patienten mit dialyse-
pflichtigem akuten Nierenversagen.

Eine multizentrische, randomisierte Studie unter unserer Leitung wurde vor Kurzem
begonnen. Ziel der Studie ist es, den Einfluss der gro3porigen Nierenersatztherapie auf

den klinischen Verlauf septischer Patienten zu beurteilen.
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4. Zusammenfassung

Zirkulierende inflammatorische Mediatoren spielen eine zentrale Rolle in der Induktion
und Unterhaltung eines septischen Multiorganversagens. Tritt im Rahmen eines
septischen Multiorganversagens ein akutes Nierenversagen auf, so wird der Einsatz
einer Nierenersatztherapie notwendig. Kontinuierliche Nierenersatztherapieverfahren
haben sich hier bewahrt. Diese Verfahren basieren auf einer Filtration von Blut Uber
einen Hamofilter. Als Nebeneffekt werden auller harnpflichtigen Substanzen auch
inflammatorische Mediatoren eliminiert. Der Einsatz kontinuierlicher Nierenersatz-
therapieverfahren zur adjuvanten Therapie des septischen Multiorganversagens ist in
den neunziger Jahren aufgekommen. Grundlage bildet die Hypothese, dass durch die
Reduktion von Spitzenpegeln pro- and anti-inflammatorischer Mediatoren im Blutplasma
die Homoostase der Immunabwehr wiederhergestellt werden kann. Durch die
Elimination septischer Mediatoren soll die Entzindungsreaktion gedampft und der
Circulus vitiosus der fatalen septischen Mediator- und Gerinnungskaskaden
durchbrochen werden.

Die derzeitig kommerziell erhaltlichen Hamofilter weisen aufgrund ihrer Konstruktion
(geringe PorengroRe) nur eine geringe Clearanceleistung fir inflammatorische
Mediatoren auf. Wir entwickelten in Kooperation mit der Industrie (Gambro, Medical
Research, Hechingen, Germany) einen neuartigen, grol3porigen Hamofilter fur den
klinischen Einsatz bei septischen Patienten. Der Hamofilter wurde konzipiert, um
septische Moleklle in einer Grofle von bis zu 60 kD aus dem Blut zu eliminieren. In
einer ersten Pilotstudie wurde der Hamofilter auf seine klinische Verwendbarkeit
untersucht. Untersucht wurde die hamodynamische Vertraglichkeit, der Verlust an
BluteiweiRen und Gerinnungsfaktoren sowie die Effektivitat der Mediatorelimination am
Beispiel von Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-o. (TNF-o). Wir konnten
zeigen, dass die grolporige Hamofiltrationstherapie ein zuverlassiges und sicheres
Nierenersatzverfahren darstellt. Es erwies sich als hamodynamisch vertraglich. Der
kumulative Eiweilverlust lag bei 8 g/Tag. Signifikante Verluste an essentiellen
Gerinnungsfaktoren wurden nicht beobachtet. Wir konnten zudem zeigen, dass es unter
grol3poriger Hamofiltrationstherapie zu einer signifikanten Filtration von im Blut
zirkulierendem IL-6 kommt. Die Clearancekapazitat fur das proinflammatorische TNF-a
war jedoch gering. In Folgestudien konnten wir zeigen, dass die grofRRporige
Hamofiltration immunmodulatorische Eigenschaften auslibt. Sowohl die Phagozytose-
Aktivitat zirkulierender polymorphkerniger Leukozyten und Monozyten, als auch die

Proliferationseigenschaften von T-Lymphozyten wurden glnstig beeinflusst.
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Um den Verlust an Bluteiweilen durch den groR3porigen Hamofilter zu reduzieren,
wurden verschiedene Nierenersatzstrategien experimentiert. Der diffusive Stofftransport
scheint dem konvektiven Verfahren hinsichtlich der Mediatorelimination, bei deutlich
gunstigerem Effekt auf den Proteinhaushalt, gleichwertig zu sein. In wieweit die
grol3porige Hamofiltration den Krankheitsverlauf septischer Patienten beeinflussen

kann, ist Gegenstand aktueller Studien.
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