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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Seit mehr als 50 Jahren stellt die Biokompatibilitit von Membranen die Forscher vor ein
bedeutendes Problem bei der Entwicklung von Filtersystemen fiir die Nierenersatztherapie.
Mit der Entwicklung vollsynthetischer Polymermembranen um 1970 konnte die
Biokompatibilitit im Vergleich zu den ersten zellulosebasierten Membranen deutlich
verbessert werden. Die Exposition des Blutes mit diesen kiinstlichen Oberfldchen fiihrt jedoch
nach wie vor zur Aktivierung des Gerinnungssystems, des Komplementsystems und zur
Freisetzung von Entziindungsmediatoren. Dies stellt immer noch ein schwer einschétzbares
Risiko bei der Therapie multimorbider Patienten dar, bei denen gleichzeitig mehrere
behandlungswiirdige Krankheiten vorliegen.

Heutzutage existiert eine Vielzahl verschiedener in-vitro-Modelle zur
Biokompatibilititsforschung von Materialien, die im Rahmen der Nierenersatztherapie
angewendet werden. Diese in-vitro-Modelle werden aufgrund ihrer hohen Reproduzierbarkeit
und ihrer giinstigen Kosten hauptsichlich zur Testung von Filterclearance oder
indikationsfremden Anwendungsverfahren wie der Mediatorenelimination verwendet. Aber
auch Studien zum Antikoagulationsregime und zu Himokompatibilitdtsreaktionen erfolgen in
solchen in-vitro-Modellen. Es gibt jedoch bislang kein evaluiertes in-vitro-Modell, welches
verlassliche Prognosen beziiglich der zu erwartenden Biokompatibilititsreaktionen
ermdglicht. Bis heute bleibt nur die klinische Studie selbst die einzig verldssliche Aussage zur
Biokompatibilitdit von Materialien beim Einsatz in der Klinik. Wéhrend fiir die Dialyse als
Nierenersatzverfahren beim chronischen Nierenversagen einige klinische Daten zur
Biokompatibilitdt zur Verfligung stehen, gibt es bisher nur sehr wenige Klinikstudien zur
Biokompatibilititsthematik beim akuten Nierenversagen im Intensivpatienten. Es besteht
daher die Notwendigkeit, mehr iiber die prognostische Aussagekraft von in-vitro-Studien fiir
die klinische Situation v.a. auch in der Intensivmedizin herauszufinden.

Diese Arbeit befasst sich mit der systematischen Gegeniiberstellung von in-vitro- versus in-
vivo-Ergebnissen beim Einfluss verschiedener Infusionslosungen auf die Himokompatibilitit
und Filterleistung einer kontinuierlichen venovendsen Hadmofiltration, wie sie beim akuten
Nierenversagen zum Einsatz kommt. Beispielhaft wird dargestellt und diskutiert, welche
Prognose zur Biokompatibilititsreaktion aus dem gewihlten in-vitro-Modell sich im in-vivo-
Experiment bestitigt. Im Ausblick wird diskutiert, inwieweit eine prognostische
Aussagefahigkeit aus der in-vitro-Studie fiir die Kliniksituation am Patienten besteht.



LITERATURUBERSICHT

2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Geschichte der Hamofiltration

Das Prinzip der Ultrafiltration zur Elimination harnpflichtiger Substanzen und zum
Flissigkeitsentzug in-vivo wurde bereits 1928 beschrieben (Brull, 1928). Die erste
Hamofiltration wurde etwa 30 Jahre spdter an mit Barbiturat vergifteten Kaninchen
durchgefiihrt (Alwall et al, 1952). Zu diesem Zeitpunkt verwendete man noch
Cellophanspulen. Nach ausfiihrlicher Erforschung der klinischen Anwendung und des
physikalischen Prinzips der Héamofiltration wurde 1974 mit der klinischen Anwendung
begonnen (Henderson, 1982; Quellhorst et al., 1978). Erstmals wurde 1977 die arterio-vendse
Héamofiltration als kontinuierliche Methode zum Fliissigkeitsentzug bei diruetikaresistenten
Patienten mit akutem Nierenversagen durchgefiihrt. Versehentlich wurde dabei die Arteria
femoralis anstatt der Vena femoralis punktiert. Dadurch konnte zufillig gezeigt werden, dass
der arterielle Blutdruck geniligt, um eine ausreichende Filtrationsleistung ohne
zwischengeschaltete Pumpe zu erreichen (Kramer, P. et al., 1977).

Heute werden fast ausschlieBlich pumpengesteuerte venovendse Verfahren durchgefiihrt.
Erkrankungen mit folgenden pathologischen Verdnderungen stellen seitdem eine Indikation
fiir Nierenersatzverfahren dar (Grootendorst und Van Bommel, 1993; Kramer, L., 1998;
Samtleben und Blumenstein, 1999): Akutes Nierenversagen (ANV) mit Oligurie, Anurie oder
Anstieg der harnpflichtigen Substanzen, Intoxikationen, Hypervoldmie, Systemic
Inflammatory Response Syndrome (SIRS), Sepsis oder Multiorganversagen.

2.2 Physikalische Grundlagen

Bei der Hémofiltration wird dem Blut durch einen im extrakorporalen Kreislauf
zwischengeschalteten Filter infolge eines Druckgefilles ein Ultrafiltrat entzogen und durch
eine Substitutionslosung ersetzt. Die Bildung des Ultrafiltrats erfolgt nach dem Gesetz der
Konvektion:

J=Cp S Qr (1)

Der Stofftransport J [mol/min] durch eine Membran ist abhingig von der Konzentration der
zu eliminierenden Substanz im Plasma Cp, dem Siebkoeffizienten S wund der
Ultrafiltrationsrate Qr (Samtleben und Blumenstein, 1999). Die Ultrafiltrationsrate wird
malgeblich beeinflusst vom Blutfluss, den Membraneigenschaften des Filters, der
Blutzusammensetzung und dem Transmembrandruck. Dieser errechnet sich aus der Differenz
der hydrostatischen Driicke, die auf die Membran wirken:

TMP = (P,+ P,)/ 2 - P )

Der Druck auf der Innenseite der Membran ist abhdngig von dem arteriellen Druck P, und
dem vendsen Druck Py, der Druck auf der AuBenseite der Membran wird durch den
Filtratdruck P bestimmt.

Abhidngig von den Membraneigenschaften des Filters, wie der Porengeometrie und der
PorengroB3e der Membran, werden kleine Substanzen mit 25 bis 50 kDa dem Wassertransport
folgend durch Konvektion transportiert. Dies sind im Besonderen die nieder- und
mittelmolekularen Stoffe (Elektrolyte, H'...) und die Marker Urea, Kreatinin mit einem
Molekulargewicht von 150 Da. Auch mittelgro3e Molekiile, z.B. Peptide oder kleine Proteine,
konnen in geringem Malle ins Filtrat gelangen (s. Abb. 1). Als Clearance ist das Volumen
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definiert, welches pro Zeiteinheit von einer bestimmten Substanz theoretisch vollstindig
gereinigt wird. Es wird im Allgemeinen in Milliliter pro Minute angegeben.

Clk=Vy- C(X)U / C(X)plasma (3 )

Dabei ist Cly die Clearance in [ml/min], Vy das Harnzeitvolumen [ml/min], c(x)y die
Konzentration der Substanz x im Urin [mg/l] bzw. im Plasma c(X)plasma [mg/1].

Um die glomerulédre Filtrationsrate der Niere zu bestimmen, werden Substanzen wie Inulin
oder das korpereigene Kreatinin gemessen, die in den Glomerula, den Nierenkorperchen, frei
filtriert und tubuldr weder resorbiert noch sezerniert werden (s. Abb. 1). Die Clearance ist
nicht mit der glomeruldren Filtrationsrate gleichzusetzen, da sie von den einzelnen
Substanzen abhédngt. Die Clearancemessung wird jedoch héufig zur Bestimmung der
glomeruldren Filtrationsrate herangezogen, da sie fiir die angegebenen Substanzen eng
korreliert.

250 —

00T
g
E 150 3omerulare Filtration
[=F]
=
e
§ 100
” 2‘

50 +—  Hamofiltration
0 } i f ; 1 MG [Dalton]
10 100 1000 10,000 100 o0
Harnstoff Kreatinin Inulin Albumin

Abb. 1: Vergleichende Darstellung der molekulargewichtsbezogenen Clearancekurven bei einer
Héamofiltration sowie bei der Filtration des Blutes mit Bildung von Primédrharn im Glomerulum einer
gesunden Niere, hier zitiert und modifiziert nach (Samtleben und Blumenstein, 1999)

Hochmolekulare Proteine, wie Albumin oder die Gerinnungsfaktoren sowie Erythrozyten und
Leukozyten, werden nicht filtriert und verbleiben im Kreislauf.
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Die Eliminierbarkeit eines Stoffes wird durch den Siebkoeffizienten S bestimmt, der das
Verhiltnis der Konzentration des Stoffes im Filtrat Cr zur Konzentration des Stoffes im Blut
Cg beschreibt.

S = Cp/Cp 4)

Ist der Siebkoeffizient gleich 0, so bedeutet dies, dass der Stoff die Membran nicht
durchdringen kann. Hat der Siebkoeffizient den Wert 1, so kann der Stoff die Membran
ungehindert passieren und wird zu 100 % gefiltert (Beck, 1999).

2.3 Komponenten eines extrakorporalen Kreislaufs

Zu einem extrakorporalen Kreislauf gehoren mindestens ein Filter, eine oder mehrere Pumpen
und die Schlduche. Alle Oberfldchen, die in einem extrakorporalen Kreislauf mit Blut oder
Blutbestandteilen in Kontakt kommen, sollten moglichst biokompatibel sein, also moglichst
keine Wechselwirkungen zwischen der Fremdoberfliche und dem Blut hervorrufen (s. Kap.
2.6.1).

2.3.1 Filter

Ein Hamofilter ist zusammengesetzt aus einer Vielzahl von Hohlfasern, die mit dem zu
filternden Blut oder Blutbestandteil durchspiilt werden. Die Filterdimension ergibt sich aus
der effektiven Lange und dem Durchmesser dieser Fasern. Ausschlaggebend fiir die Effizienz
der Filtration sind die effektive Membranfldche und die Porengroe, welche die Permeabilitdt
der Hohlfasermembran bestimmt (Reimann und Mason, 1990).

2.3.2 Membranen

Bei Membranen unterscheidet man zwischen biologischen Membranen auf Zellulosebasis und
den neueren synthetisch hergestellten Membranen. Bis ca. 1950 bestanden alle erhéltlichen
Materialien aus regenerierter Zellulose (Lysaght, 1995). Das natiirlich vorkommende
Polysaccharid muss fiir den Einsatz als semipermeable Membran in verschiedenen Schritten
vorbereitet werden: in einem ersten Reinigungsvorgang wird die Rohfaser von
Schmutzpartikeln befreit, anschlieBend wird ihre Struktur in einem chemischen Ionenbad
aufgelost. Durch Neuformung als Platte bzw. Faser entsteht die semipermeable
Membranstruktur. In einem letzten Schritt wird die Zellulose in der neuen Form durch
Prazipitation fixiert. Neben verschiedenen Modellen wie der Trommel-, Platten- oder auch
Spulenniere setzte sich die Kapillarmembran durch, die aus tausenden feinster
Membranréhrchen besteht, welche vom Blut durchflossen werden und eine aullerordentlich
groBe und effektive Austauschfliche zwischen Blut und Membran ergeben. Die
Membrandicke konnte mit der Zeit bis auf 8 um reduziert werden. Da sich die Permeabilitit
umgekehrt proportional zur Dicke der Membran verhilt, wurde damit eine deutliche
Erhohung der Clearance-Rate erreicht (Lysaght, 1995). Die Membranen auf Zellulosebasis
eliminieren abhingig vom Massentransfer nur niedermolekulare Substanzen. Die einheitliche
Fibrillenultrastruktur der Zellulose verleiht ihr einerseits eine solche Stabilitit, dass daraus
dullerst dinne Wanddicken hergestellt werden konnen. Andererseits filhren die polaren
Hydroxylgruppen der Zellulose zu einer starken Interaktion mit Wasser, so dass aufgrund des
hydrophilen Charakters ein Hydrogel-dhnliches Material entsteht, welches eine hohe
Diffusionsrate fiir niedermolekulare Substanzen ermdglicht.

Die vermehrte Aktivierung des Komplementsystems stellte lange Zeit ein Problem beim
Gebrauch der biologischen Membranen dar. Wie man herausfand, interagieren dabei labile
Hydroxylgruppen der Zellulose mit dem C3a-Komplementmolekiil, was iiber eine Kaskade
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zur systemischen Aktivierung des Komplementsystems fiihrt (Bowry, 2002; Lysaght, 1995).
Darauthin wurden die Celluloseacetatmembranen entwickelt, bei denen zwei der drei
Hydroxylgruppen mit Acetylgruppen verestert werden, wodurch ein Zellulose-Diacetat
entsteht. Einige Jahre spéter veresterte man alle Hydroxylgruppen, woraus sich das Zellulose-
Triacetat ergab (Lysaght, 1995). Durch diese Neuentwicklungen kam es zu einer deutlichen
Verbesserung der Biokompatibilitit dieser Membranen.

1969 wurde die erste vollsynthetische AN-69 Membran entwickelt. Diese besteht aus einem
Copolymer und setzt sich aus Acrylnitril und Acrylsulfonat zusammen. Spéter wurden neben
der reinen Polynitrilmembran die Polysulfon- und Polyamidmembranen hergestellt, die ab
1980 im Bereich der Hamofiltration eine weite Verbreitung erlangten (Lysaght, 1995).
Fresenius brachte 1983 die Fresenius Polysulfone® auf den Markt. Diese Membran besteht aus
dem synthetischen Polymer Polysulfon und Polyvinylpyrrolidon und zeichnet sich durch eine
weit geringere Aktivierung des Komplementsystems aus als alle vorherigen Membranen. Die
heutzutage vielfach verwendeten vollsynthetischen Membranen aus Polysulfon, Polyamid
oder Polyacrylnitril sind petrochemisch abgeleitete Thermoplasten, die im Kern einen
hydrophoben und lipophilen Charakter haben. Die Polymere werden in einem ersten Schritt
verfliissigt - entweder auf thermischem oder auf chemischem Weg - und danach in eine sehr
diinne Rohre geleitet, die das Polymer in die Form einer Faser umwandelt. Zum Aushédrten
des Polymers wird entweder eine zweite Fliissigkeit oder ein Gas durch die neu entstandene
Hohlfaser geleitet. Im zweiten Schritt wird in einem Koagulationsbad durch Prézipitation
Form und Morphologie der Hohlfaser festgelegt und konserviert.

Bei der Auswahl einer Membran spielen das Material, die Wanddicke, die maximale
Porengrofle, der innere Faserdurchmesser und die Sterilisationsart die wichtigste Rolle
(Bowry, 2002).

Bis heute gehoren die meisten der Zellulosemembranen den Low-flux-Membranen an, die fiir
kleine, niedrigmolekulare Stoffe durchldssig sind. Die Mehrzahl der synthetischen
Membranen hingegen zdhlt zu den High-flux-Membranen, welche auch fiir groBere
hochmolekulare Stoffe durchldssig sind (Laufenburg, 2002; Rogiers, 1998). Kriterien, die
heutzutage eine moderne Membran auszeichnen, sind eine hohe Biokompatibilitit, ein groBer
Einsatzbereich fiir therapeutische Verfahren (Low- und High-flux-Himodialyse, -
Hiamodiafiltration, -Hamofiltration), eine hohe Endotoxinelimination und eine mdglichst hohe
Unempfindlichkeit gegeniiber Dampfsterilisation.

2.3.3 Sonstige Materialien

Ebenso wie der Filter haben alle Materialien, die mit dem Blut- oder den Blutbestandteilen in
Beriihrung kommen, einen Einfluss auf die Himokompatibilitit und somit auch auf die
Filterfunktion. Zu den sonstigen Materialien zdhlen in-vitro das Behéltnis, in welchem das
Blut oder die Blutbestandteile aufbewahrt werden, die Schlauchsysteme, mindestens eine
Pumpe, sofern es sich um ein rezirkulierendes System handelt, mindestens eine
Luftblasenfalle, evtl. ein Sieb fiir Gerinnsel und Verbindungsstiicke zwischen dem
Schlauchsystem und dem Behilter (s. Tab. 1).
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Tab. 1: Beispiele fiir weitere Materialien in einem in-vitro-Hamofiltrationskreislauf

Flexibler Beutel
Glasbehilter

Blutreservoir

Schlauchsysteme PVC

Silikon

Polyethylen

Polypropylen (Daxbeck, 2007)

Katheter Doppellumen-Katheter
Dreifachlumen-Katheter

High-Flow-Katheter

Pumpe Rollerpumpe
Rotationspumpe

Membranpumpe (Vogel, 2002)

Antikoagulantien Un-/fraktioniertes Heparin
Hirudin
Prostacyclin

2.4 Volumensubstitution

2.4.1 Volumengabe im Rahmen der Hamofiltration

Je nach Grunderkrankung kann die Hamofiltration eine Therapieform darstellen, um den
Anteil an Wasser, Elektrolyten etc. im Blut des Patienten zu erhéhen bzw. zu reduzieren. Das
Ausmal} der Filtration wird dabei durch eine kontrollierte Fliissigkeitsbilanzierung und die
Sollwerteinstellungen bestimmt.

Auch die Eigenschaften der Substitutionslosung miissen auf die notwendige Therapie
abgestimmt sein. So kann zum Beispiel bei einem ANV das Fliissigkeitsvolumen des
Patienten durch die Therapie reduziert werden. Gleichzeitig muss mit Hilfe der Filtration auch
der kolloidosmotische Druck korrigiert werden, der bei einem ANV durch die iibermaBigen
Flissigkeitsanteile zu niedrig geworden ist (Hamatokrit und Proteinkonzentration fallen ab).
Die Verabreichung der Substitutionslosung kann in Form einer Pridilution oder in Form einer
Postdilution erfolgen (s. Abb. 2). Die Pradilution, also eine Substitution, die vor dem Filter
dem Kreislauf zugefiihrt wird, ermdglicht einen hoheren Filtratfluss, wodurch die Clearance
kleinmolekularer Substanzen erhéht und das FlieBverhalten des Blutes im Filter verbessert
wird. Allerdings ist durch die Verdiinnung des Blutes auch die Konzentration der zu
eliminierenden Substanz niedriger und der Verbrauch der Substitutionsfliissigkeit deutlich
hoher. Bei der Postdilution, also der Substitution nach dem Hamofilter, wird die
Ultrafiltration in erster Linie vom Blutfluss bestimmt und damit der groBtmogliche Effekt
erzielt: harnpflichtige Stoffe kommen im Ultrafiltrat in derselben Konzentration wie im Blut
vor. Beim Durchstromen des Hamofilters steigt die Viskositdt des Blutes an, wodurch mehr
Kapillaren pro Zeiteinheit verstopfen (Pedrini et al., 2000). Dadurch wird die Standzeit des
Filters verkiirzt. Ein Vorteil der Postdilution ist, dass der Verbrauch der Substitutionslosung
bedeutend geringer ist als bei der Pradilution.
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Blut Blut
Hamofilter Hamofilter
Filtrat Filtrat
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e

Abb. 2: Pridilution contra Postdilution (Bachmann, 2004)

2.4.2 Volumengabe im Rahmen der Intensivmedizin

Die Fliissigkeitssubstitution, welche in der Intensivmedizin zum Volumenausgleich
verwendet wird, muss isovolumetrisch und sollte isoton zum Blut des Patienten sein. Der
kolloidosmotische Druck sollte wéihrend des Austausches mdglichst konstant gehalten
werden.
Zu den Eigenschaften eines idealen Plasmaersatzmittels zédhlen (Boldt und Suttner, 2005):
e Blutisotonie (dem osmotischen Druck des Blutes entsprechend)
geringe Viskositit
lange intravasale Verweildauer
Halbwertszeit sollte sechs bis zwolf Stunden betragen
metabolisierbar bzw. harnfahig
pharmakologisch inert, weder antigen, allergen oder pyrogen
keine Beeintridchtigung der Himostase oder der Koagulation
kein Limit fiir das zu infundierende Volumen
temperaturunempfindlich
gut lagerbar
kosteneffizient

Es stehen je nach Grunderkrankung verschiedene Volumenersatzmittel zur Verfiigung.
Kristalloide Losungen, wie Kochsalzlosung, Ringer-Laktat oder Vollelektrolytlosung,
enthalten keine Makromolekiile und werden aus diesem Grund nicht onkotisch in den
Blutgefdlen fixiert. Daher verteilen sie sich innerhalb weniger Minuten gleichméBig auf den
Intravasalraum und das Interstitium. Da das Plasmavolumen zum Volumen des Interstitiums
in einem Verhéltnis von 1:4 steht, bedarf es der vierfachen Menge an Kristalloiden, um einen
den Kolloiden analogen Volumeneffekt zu erzielen (Adams et al., 1998; Boldt und Suttner,
2005).

Zu den kolloiden Plasmaersatzmitteln gehdren die Losungen, die den physikalisch-
chemischen Eigenschaften der Plasmaproteinlésung weitgehend entsprechen und vom
Organismus sowohl verstoffwechselt wie auch ausgeschieden werden konnen. Die Kolloide
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verweilen flir mehrere Stunden im Gefdl3system. Aufgrund ihres hohen Molekulargewichtes
und des damit verbundenen Gibbs-Donan-Effekts (Klinke und Silbernagel, 2001) bauen sie
einen kolloidosmotischen Druck auf, der durch Bindung von Wasser in der Zirkulation zu
einer Stabilisierung der Makro- und Mikrozirkulation beitragt.

Der Einsatz von Plasmaersatzmitteln bringt jedoch auch folgende negative Aspekte mit sich:
e Coating-Effekt: Kolloide konnen sich an die Oberfliche von Thrombozyten und
Gerinnungsfaktoren binden und damit die Reaktion des Gerinnungssystems hemmen
e Bei einer Azidose wird wird der Verlust der korpereigenen Bikarbonatreserven durch
die Infusion mit Kolloiden nicht ersetzt, so dass die Kapazitit dieses Puffers weiterhin
eingeschrinkt ist. Der optimale pH-Wert fiir die Gerinnungsabldufe ist damit nicht
gewdhrleistet, so dass Verdnderungen der Homoostase und der plasmatischen
Gerinnung auftreten konnen.(El-Hilali, 2006). Es gibt sowohl korpereigene,
physiologische wie auch synthetische Kolloide auf der Basis von Gelatine, Dextran
und Hydroxyethylstirke. Zu den nicht synthetisch hergestellten Kolloiden z&hlt
insbesondere Humanalbuminlésung mit einem 96 %igen Gehalt an Albumin (Boldt
und Suttner, 2005).

2.4.3 Albumin

Humanalbumin wird bislang aus Blutspenden separiert, kann jedoch mittlerweile auch
gentechnisch hergestellt werden. Humanalbuminlosungen bestehen zu etwa 95 % aus
Albumin. Sie sind in den Konzentrationen von 5 % (isoonkotisch), 20 % und 25 %
(hyperonkotisch) mit einem Molekulargewicht von ca. 66 kDa erhiltlich (Adams et al., 1993).
Niedrigkonzentrierte Losungen werden mittlerweile durch synthetische Kolloide ersetzt, da
Humanalbumin sehr teuer ist (Boldt und Suttner, 2005). Die hochkonzentrierten
Humanalbuminlésungen werden noch bei Patienten mit niedrigem Gesamteiweil3- oder
Albumin-Plasmaspiegel bzw. niedrigem kolloidosmotischem Druck eingesetzt. Auch bei
Patienten mit Leberversagen, Verbrennungen oder groflen sezernierenden Wundflachen, die
kontinuierlich Albumin verlieren und dieses nicht entsprechend ersetzen konnen, werden
diese Losungen angewendet (Adams ef al, 1993; Adams et al., 1998). Humanalbumin-
Elektrolytlosung enthélt auler Proteinen und den Elektrolyten Natrium, Kalium, Kalzium,
Magnesium und Chlorid keine weiteren Bestandteile (Immunglobuline und
Gerinnungsfaktoren).

2.4.4 Gelatine-Praparationen

Gelantine ist ein Polypeptid. Es wird aus bovinem Kollagen und aufgrund der bovinen
spongiformen Enzephalopathie-Krise (BSE-Krise) seit neuster Zeit auch aus Kollagen vom
Schwein von Schlachthoftieren gewonnen (Boldt und Suttner, 2005). Das Molekulargewicht
kann zwischen 5 und 50 kDa variieren. Meistens ist die Gelatineldsung niedermolekular und
wird deshalb relativ rasch iiber die Nieren ausgeschieden. Aus diesem Grund und weil die
MolekiilgroBe und die Konzentration (3-3,5 %) herstellungsbedingt begrenzt sind, ist auch der
Volumeneffekt dieser Losungen zeitlich auf ca. zwei Stunden und auf einen maximal
isovoldmischen Effekt begrenzt (Carl et al., 2008).

Trotzdem werden Gelatinelosungen aufgrund ihrer weitgehend neutralen Effekte auf die
Héamostase und ihrer fehlenden Nephrotoxizitit angewendet. Vor allem bei Patienten mit
angeborener Koagulopathie, mit drohender oder manifester Gerinnungsstérung oder
Einschrankung der Nierenfunktion werden Gelatinelosungen verwendet, nachdem die
Maximaldosis von HES ausgeschopft ist (Adams et al., 1998).
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2.4.5 Hydroxyethylstirke

Hydroxyethylstirke ist ein Polysaccharid, das aus Kartoffel- oder Wachsmaisstirke
hergestellt wird. Es besteht aus Amylopectin, dem Hydroxylreste an den Glucosegruppen
eingefiigt werden, um das Molekiil vor einem raschen Abbau durch die a-Amylase des
Plasmas zu schiitzen. Die Priparate werden nach ihrem mittleren Molekulargewicht (von 10
bis liber 100 000 kDa), ihrer Konzentration, dem Substitutionsgrad (0,5; 0,62; 0,7) und dem
Anteil und der Position der mit Glukose besetzten Hydroxylgruppe unterschieden (Carl et al.,
2008). HES-Molekiile mit einem Molekulargewicht <50 kDa werden renal relativ schnell
eliminiert. Gréere Molekiile werden zunéchst in kleinere Molekiile hydrolysiert.

Die beiden in Deutschland am hdufigsten eingesetzten HES-Ldsungen, die auch in dieser
Arbeit Verwendung fanden, sind 6 %iges HES 130/0,4 und 6 %iges HES 200/0,5. HES 130
weist dabei ein maximale Volumenwirkung von 120 %, eine Volumenwirkdauer von ca. vier
Stunden und eine Halbwertszeit der Volumenwirkung von nahezu sieben Stunden auf. HES
200 weist eine maximale Volumenwirkung von 100 %, eine Volumenwirkung von vier
Stunden und eine Halbwertszeit der Volumenwirkung von ca. acht Stunden auf (Carl et al.,
2008).

Der FEinfluss der verschiedenen HES-Substitutionen auf das Gerinnungssystem ist ein
aktuelles Forschungsthema. Von Stérungen der plasmatischen und zelluldren Gerinnung bei
der Anwendung von HES-Losungen in Klinikstudien wird berichtet, jedoch meist nur bei
Priaparaten mit einem mittleren bis hohen Molekulargewicht von iiber 200 kDa (Adams ef al.,
1998; Boldt et al., 2007; De Jonge und Levi, 2001; Pressmar, 2003; Rieckhoft, 2003; Treib et
al., 1997; Unger et al., 2002). HES 130/0.4, welches bei unseren Versuchen verwendet
wurde, ist ein neuer Kolloidtyp. Uber dessen Auswirkung auf die Koagulation oder die
Nierenfunktion ist noch relativ wenig bekannt (Boldt et al., 2007; Carl et al., 2008; Kobela et
al., 2005; Treib et al., 1997; Wendel und Ziemer, 1999).

2.4.6 Isotone Kochsalzlosung

Im angelsdchsischen Raum ist der Volumenersatz mit kristalloiden Losungen immer noch
weit verbreitet (Adams et al., 1998). Dies ist wahrscheinlich auf die preiswerte Anwendung
zuriickzufilhren und auf die Annahme geringer Nebenwirkungen, wie zum Beispiel des
Einflusses auf die Koagulation (Prien ef al., 1990). Letzteres wird jedoch schon seit langem in
zahlreichen Studien widerlegt (Monkhouse, 1959; Ng et al., 2002; Ruttmann et al., 1996;
Ruttmann et al., 2002; Schuerholz et al., 2004; Tocantins et al., 1951).

Da diese isotonischen Losungen keine Makromolekiile enthalten, werden sie nicht onkotisch
in den BlutgefdBen fixiert und verteilen sich gleichméBig auf den Extrazellularraum. Dadurch
werden weit grolere Mengen an kristalloiden Losungen als an kolloiden Losungen benétigt,
um denselben intravasalen Volumeneffekt zu erzielen. Die damit einhergehenden
interstitiellen Odeme sind der bedeutendste Nachteil der kristalloiden Ldsungen zur
Volumensubstitution (Prien ef al., 1990).

2.5 Antikoagulation

Eine ausreichende Antikoagulation, also eine Hemmung der Blutgerinnung, ist fiir eine
extrakorporale Zirkulation unabdingbar, um das Risiko einer Thrombose, Lungenembolie
oder eine Verstopfung der im extrakorporalen Kreislauf verwendeten Gerdte durch
Blutgerinnsel zu vermeiden. Jede Antikoagulation birgt jedoch das Risiko von
Blutungskomplikationen (Schmaldienst et al., 2000).

Man unterscheidet bei der Antikoagulation zwischen der systemischen Antikoagulation, bei
der die Antikoagulantien dem Blutkreislauf des Patienten zugefiihrt werden, und der
regionalen Antikoagulation, die ausschlieBlich im extrakorporalen Kreislauf stattfindet und
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dadurch die Blutungsneigung im Patienten reduziert. Zur genauen Steuerung der
Antikoagulation sollten wihrend der Hémofiltration regelméBig Gerinnungskontrollen
durchgefiihrt werden.

Die am hdufigsten eingesetzten Antikoagulantien sind unfraktioniertes Heparin und Citrat.
Weitere Antikoagulantien sind Hirudin, Prostacyclin oder faktioniertes Heparin mit
unterschiedlichen Ansétzen zur Gerinnungshemmung und unterschiedlichen Nebenwirkungen
(s. Tab. 2).

2.5.1 Unfraktioniertes Heparin

Heparin ist ein korpereigener Gerinnungshemmer, der von Zellen gebildet wird, die in der
Leber, Lunge und in der Diinndarmschleimhaut vorkommen. Heparin wird nicht aus dem
Magen-Darm-Trakt resorbiert und muss deshalb parenteral appliziert werden.

Die Wirkung von Heparin basiert darauf, dass es das im Blut zirkulierende Antithrombin III
bindet, welches als korpereigenes Enzym aktivierte Gerinnungsfaktoren (Thrombin, Faktor
Xa, Faktor 1Xa) hemmt (Lindhout, 1994). Der Komplex hemmt Thrombin, was zur
Inaktivierung des Faktors Xa fiihrt (VoB3, 2007).

Die Dosierung richtet sich im Allgemeinen nach dem Ergebnis der ermittelten aktivierten
Gerinnungszeit oder nach der partiellen Thromboplastinzeit (Lubin, 2001). Als
Nebenwirkungen der Heparingabe kann es zu Blutungsneigungen (Palsson und Niles, 1999),
hohen Plasma-Kaliumwerten, erhdhten Leberenzymen im Blut und zu Heparin-induzierten
Thrombozytopenien (HIT) kommen. Den Riickgang der Thrombozytenzahl bezeichnet man
als Heparin-induzierte = Thrombozytopenie Typ I und eine lebensbedrohliche
antikorpervermittelte Reaktion mit der Ausbildung vendser und arterieller Thromben als
Heparin-induzierte Thrombozytopenie Typ II (Warkentin und Barkin, 1999).

2.5.2 Regionale Antikoagulation mit Citrat

Citrat bildet mit dem im Blut enthaltenen Kalzium Chelatkomplexe und reduziert dadurch die
Konzentration des ionisierten Kalziums im Blut. Da Kalzium ein Kofaktor fiir viele
Gerinnungsfaktoren ist, wird dadurch die Gerinnung gehemmt (VoB, 2007). Citrat kann zur
Verstarkung einer Azidose filhren, muss genau dosiert werden und wird bei
Leberfunktionsstorungen nicht immer ausreichend verstoffwechselt (Naka et al., 2005). Diese
Eigenschaften von Citrat konnen zu Komplikationen bei Intensivpatienten fithren. Trotzdem
wird es weiterhin klinisch angewandt und auf seine Eignung in der Klinik erprobt (Elhanan et
al., 2004; Naka et al., 2005; Palsson und Niles, 1999). Der Vorteil der Antikoagulation mit
Citrat ist, dass es sich dabei um eine lokale Gerinnungshemmung handelt. Die
Antikoagulation findet also nur im extrakorporalen Kreislauf statt. Das Citrat wiirde auch
systemisch wirken, der Effekt wird jedoch durch die Zugabe von Kalzium und folgender
Komplexbildung deutlich reduziert. Um einer resultierenden Hypokalzdmie vorzubeugen,
sollte am Ende des extrakorporalen Kreislaufs Kalzium appliziert werden. Citrat wird in der
Leber und in anderen Zellen des Korpers schnell zu Bikarbonat metabolisiert (s. Tab. 2).
Solch eine Metabolisierung kann jedoch zu einer metabolischen Alkalose fithren (Vof, 2007).
Citrat ist vor allem fiir Patienten geeignet, die kein Heparin vertragen oder an einer Sepsis
erkrankt sind.
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Tab. 2: Eigenschaften und Kosten verschiedener Antikoagulantien (Vof3, 2007)

Antikoagulation Inhibition, Wirkung HWZ Elimination

Unfraktioniertes Inhibition von Faktor Xa iiber 1-1,5 Leber. renal
Heparin AT III; Thrombozyten Stunden ’

Niedermolekulares | Inhibition von Faktor Xa iiber 3-4 50% renal
Heparin AT III Stunden °
Hirudin Inhibition des Thrombins 1-3 Renal
Stunden
. Inhibition der <3
Prostacyclin Thrombozytenaggregation Minuten Leber, renal

In der Leber zu
Bikarbonat
metabolisiert

Komplexbildung mit

Citrat Kalzium

2.6 Biokompatibilitat

Die Biokompatibilitit ist definiert als das biologisch inerte Verhalten eines Fremdmaterials in
einem extrakorporalen Kreislauf oder nach einer Implantation (Wetzels et al., 1986). Dabei
spielen die Wechselwirkungen zwischen Fremdoberfliche und Blut bzw. dessen
Bestandteilen die wichtigste Rolle (Pineda, 1986). Die Klassifizierung eines Materials als
,uneingeschriankt biovertrdaglich® ist somit nur moglich, wenn dieses keinerlei Reaktionen
auslost, sog. ,,No-Definition* (Bruck, 1973; Klinkmann ef al., 1984).

Tab. 3: "No-Definition" der Biokompatibilitit (Bruck, 1973; Klinkmann et
al., 1984)

Keine Thrombenbildung

Keine Zerstérung von Blutzellen

Keine Verdnderung von Plasmaproteinen

Keine Beeinflussung von Immunzellen

Keine Inaktivierung oder Aktivierung von Enzymen

Keine Beeinflussung der Elektrolyte

Kein schédlicher Einfluss auf das umgebende Gewebe

Sl e S R e R L e

Keine karzinogenen, mutagenen, toxischen und allergischen
Reaktionen

Besonders biokompatibel sind die derzeit iiberwiegend verwendeten synthetischen
Membranen (s. Kap. 2.3.2). Trotz ihrer verbesserten Biovertraglichkeit werden bei
Verwendung dieser Membranmaterialien bei Filtrationsprozessen in unterschiedlichem Malfle
das Komplementsystem, das Immunsystem und verschiedene Blutzellen aktiviert (Ansorge et
al., 1993; Baurmeister et al., 1991; Vienken und Baurmeister, 1987). Des Weiteren konnen
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die zur Membranbehandlung verwendeten oberflichenaktiven Substanzen wie z.B.
Polyethylenglycolglycerin oder Polyvinylpyrrolidon, welche dazu dienen, die hydrophoben
Membranen benetzbar zu machen, selbst toxisch wirken oder bei Kontakt mit Blut
unerwiinschte Reaktionen auslosen. Sie miissen vor dem klinischen Einsatz durch intensives
Spiilen weitgehend entfernt werden (Lysaght, 1988).

Neben dem Material und dessen Oberflichenbehandlung sind fiir die Biokompatibilitit von
Membranen die Oberflichenstruktur, die PorengroBe sowie deren Beschaffenheit von
Bedeutung (Clark et al., 1999; Dorson, 1984).

Bei jedem Kontakt zwischen Blut und Fremdoberflichen kommt es zu Wechselwirkungen,
die zur Bildung von Thromben fiihren kénnen. Die Ursache sind Adsorptionsvorgénge, die
durch Erniedrigung der Oberflichenspannung ausgelost werden. Durch den Kontakt zwischen
dem Blut und der kiinstlichen Oberfliche bildet sich durch Adsorption von Proteinen eine
Proteinschicht aus, deren Beschaffenheit von verschiedenen Faktoren abhingt (Bambauer,
1997; Birk et al., 1995; Robertson und Zydney, 1987).

Tab. 4: Faktoren, welche die Adsorption von Proteinen und Zellen an
einer Fremdoberfldche beeinflussen, nach Bambauer (1997)

1. Mechanische Beschaffenheit der Oberflache

Oberflédchenspannung
Grad der Hydrophilie / Hydrophobie der Oberfliche
Elektrische Ladung der Oberflidche

Stromungsbedingungen

pH-Wert des Blutes

e A A Fal Dl

Proteinzusammensetzung / Proteinkonzentration

Die Adsorption von Proteinen an Fremdoberflichen kann durch kovalente oder durch
nichtkovalente Bindungen erfolgen. Aufgrund der niedrigeren Oberflachenenergie kommt es
an glatten Oberflichen zu einer geringeren Adsorption (Wetzels et al., 1986). An
hydrophoben Oberflichen kommt es meist zu irreversiblen Adsorptionsvorgingen,
wohingegen es an hydrophilen Oberflichen vor allem zu reversiblen Bindungen kommt
(Forbes, 1981).

2.6.1 Aktivierung der Gerinnung durch Fremdoberflichen

Die Bindungen zwischen Proteinen und Oberflichen gehen mit einer Aktivierung der Zellen
einher. Dies bedeutet, dass die verschiedenen Kaskadensysteme (Gerinnungs- und
Komplementsystem, sowie Kinin- und Fibrinolysesystem) des Blutes durch den Kontakt mit
den Fremdoberfldchen aktiviert werden kdnnen. Im weiteren Verlauf kommt es zur Adhésion
und Aktivierung von Blutzellen mit Freisetzung von Mediatoren und thrombogenen
Substanzen (Agostoni und Gardinali, 1989; Gardinali et al., 1986; Haag-Weber et al., 1989;
Hong et al., 1999; Jahns et al., 1993; Renaux et al., 1999).

Vor allem die Adhidsion von Thrombozyten, die ebenfalls an hydrophoben Oberflichen
ausgepragter ist als an hydrophilen Oberfldchen, ist fiir eine Thrombenbildung entscheidend.
Sie wird durch den Kohlehydratanteil adsorbierter Proteine, aber auch durch die Anwesenheit
von Fettsduren und geladenen Gruppen verstdrkt und ist vermehrt an rauen Oberflichen zu
beobachten (Hunt ef al., 1997; Lee, J.H. und Lee, 1998; Packham, 1988; Vizcaino-Salazar,
1994; Zingg et al., 1982). Zusitzlich wird die Thrombozytenadhdsion durch Luft- oder
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Gasblédschen begiinstigt, welche wiederum vor allem an rauen Oberfldchen auftreten (Thorsen
et al., 1993; Zingg et al., 1981). Nach der Adhidsion der Thrombozyten an die
Fremdoberfldche folgt deren Aktivierung und im weiteren Verlauf die Aggregation. Im
Gegensatz zur Thrombozytenadhdsion ist die  Aktivierung des intrinsischen
Gerinnungssystems an hydrophoben Oberflachen eher gering (Groth et al., 1997; Hunt et al.,
1997). AuBer den Thrombozyten findet jedoch auch eine Adhdsion von anderen Blutzellen an
Fremdoberflichen statt. Wie bei den Thrombozyten wird auch diese Adhdsion durch
Interaktionen mit den initial adsorbierten Proteinen verstirkt (Cheung et al., 1991). Unter den
Leukozyten zeigen Monozyten sowie neutrophile und eosinophile Granulozyten die hochste
Adhisionsneigung (Schaefer et al., 1987). Durch die Adhédsion kommt es bei den Leukozyten
ebenfalls zu deren Aktivierung, wodurch die Zellen degranulieren. Die dabei freigesetzten
Mediatoren konnen wiederum das Gerinnungs- oder Komplementsystem aktivieren oder die
Freisetzung weiterer Mediatoren stimulieren (Falkenhagen et al., 1989; Haag-Weber et al.,
1989; Sundaram et al., 1996). Je nach chemischer Beschaffenheit der Membran sind diese
Reaktionen unterschiedlich stark ausgeprégt.

Erythrozyten konnen ebenfalls an Fremdoberflichen adhédrieren. Dabei kann es durch
Unebenheiten im Fremdmaterial zur Himolyse kommen. Wird bei diesem Vorgang aus den
Erythrozyten =~ Adenosindiphosphat  freigesetzt, fordert  dies  wiederum  die
Thrombozytenaggregation (Reimers ef al., 1984). Im Hinblick auf die Himolysegefahr sind in
besonderem Malle die PorengréBe und —struktur von Bedeutung, da bei uneinheitlicher
PorengroBe und ,,scharfen® Porenrdndern die Himolyse beglinstigt wird (Ansorge ef al., 1993;
Malchesky et al., 1984). Zu hohe Scherkrifte innerhalb des Blutflusses konnen ebenfalls zur
Dehnung mit darauf folgender Ruptur der Erythrozyten fiihren. Diese Scherkrifte herrschen
zwischen den einzelnen Stromungsschichten des Blutes aufgrund des Impulsaustausches
(Holger, 2008; Kameneva et al., 2004).

Das AusmaBl der Adhdsion und Aktivierung von Proteinen und Blutzellen an
Fremdoberflichen ist wesentlich fiir deren Biokompatibilitit. Diese kann durch
Verdnderungen der physikalischen und chemischen Eigenschaften, z. B. der Art und Anzahl
elektrischer Ladungen und dem AusmalBl der Hyrophilie oder —phobie, verdndert werden
(s. Tab. 4). AuBerdem konnen Beschichtungen der Oberfliche, z. B. mit Heparin oder
Antithrombin III, die Materialeigenschaften verbessern (Olsson et al., 1977; Wendel und
Ziemer, 1999).

Die Biokompatibilitit eines Filters wird nicht ausschlieBlich  durch die
Oberflacheneigenschaften der Filtermembran, sondern auch durch eine Reihe weiterer
Faktoren bestimmt. Dazu zdhlen die Stromungseigenschaften des Blutes oder die
Verwendung zusitzlicher Materialien (Ansorge et al., 1993; Baurmeister et al., 1991;
Vienken und Baurmeister, 1987). Um die Eigenschaften eines Filters zu optimieren, miissen
alle diese Einflussgroflen in die Beurteilung der Filterleistung miteinbezogen werden.

2.6.2 Verlegung eines Hamofilters aufgrund der Bildung von
Blutgerinnseln, einer Sekundarmembran oder Blutzellaggregaten

2.6.2.1 Clotting: Verlegung eines Himofilters durch Blutgerinnsel

Von einem ,,Clotting® des Filters spricht man, wenn der Hauptteil der Filterkapillaren durch
Thromben, also durch Blutgerinnsel verlegt ist. In diesem Fall muss der Himofilter bei der
klinischen Anwendung sofort gewechselt werden.

Intrakapillare Thromben entstehen durch Einengung des Kapillarlumens mit nachfolgender
Stase und Sedimentation von Zellen. Dadurch kommt es zur Aktivierung des
Gerinnungssystems mit anschlieBender Ausbildung eines Pfropfes (s. Abb. 3), bestehend aus
Fibrin, Thrombozyten, Leukozyten und Erythrozyten. Durch den Kontakt des Blutes mit
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korperfremdem Material wird die humorale Gerinnung aktiviert. Uber den Gerinnungsfaktor
XII wird dabei die Gerinnungskaskade in Gang gesetzt. Das bedeutet auch, dass alle im Blut
gelosten Stoffe, die fiir die Gerinnung eine Bedeutung haben, daran beteiligt sind. Auch durch
die Aktivierung der Thrombozyten mittels korperfremder Materialien kann ein Thrombus
entstehen. Im Organismus wird dieser Vorgang auch durch Kontakt mit Kollagen der
extrazelluliren Matrix, z. B. bei geschiadigten BlutgefaBen, induziert. Die Adhédsion von
Thrombozyten kann durch eine Beschichtung des Systems mit Heparin verringert werden
(Olsson et al., 1977). Eine Thrombozytenaktivierung wird dadurch jedoch nicht verhindert.
Der Vorgang des Clottings bewirkt, dass es bei ablaufender Gerinnung mit einhergehender
Bildung von Thromben zu einem Verlust von Thrombozyten, Leukozyten und wenigen
Erythrozyten kommt. In einem extrakorporalen Kreislauf geschieht dies im Bereich des
Filters und der arteriellen und vendsen Luftblasenfallen (Holt ez al., 1996). Handelt es sich bei
dem extrakorporalen Kreislauf um ein in-vivo-Modell, so gelangen durch Clottingvorginge
aktivierte Substanzen wie zum Beispiel Gerinnungsfaktoren zuriick ins Plasmawasser und
damit auch zuriick in den Organismus.

2.6.2.2 Membranfouling: Bildung einer Sekundirmembran

Bei fortwdhrender Entfernung von Filtrat aus einem Hamofiltrationskreislauf steigt die
Zellkonzentration und damit der Hdmatokrit im Blut an. Die damit einhergehende erhdhte
Viskositit des Blutes hat einen negativen Einfluss auf dessen FlieBeigenschaft (Holger, 2008).
Durch den verlangsamten Blutfluss kommt es zunehmend zu einer Proteinadsorption
(Albumin, Fibrinogen, Gerinnungsfaktoren, Globuline etc.) an den Kapillarwdnden
(Baumgartner-Parzer et al., 1995; Brash und Ten Hove, 1993; Huang ef al., 1999; Parzer et
al., 1993). Im weiteren Verlauf werden auch Leukozyten, Thrombozyten und Erythrozyten in
diesen Proteinfilm miteinbezogen (s. Abb. 3). Das Gerinnungssystem wird dabei nicht
zwangsweise aktiviert. Bei gleich bleibenden hydrostatischen Druckverhiltnissen iiber die
Membran verlangsamt sich der Filtratfluss durch die zunehmende Membrandicke, der
Filtratdruck Py und damit der Nettofiltratfluss werden geringer. Gleichzeitig wird der
Innendurchmesser der Kapillare durch die wachsende Sekunddrmembran verkleinert,
wodurch Erythrozytenaggregate schneller zu einem Verschluss der Kapillare fiihren konnen.
Kommt es tatsdchlich zum Verschluss einer Kapillare, steigt der Filtratdruck Pf an, wodurch
es auch zu einem Anstieg des transmembranidren Drucks (TMP) kommt. Sobald sich in
weiteren Kapillaren Sekunddrmembranen bilden, beginnt der Filtratdruck wieder zu sinken.
Bei zunehmender Anzahl verstopfter Kapillaren steigt der transmembrandre Druck (TMP)
jedoch an, was zu einer Verschlechterung der gesamten Filterleistung fiihrt.

Da in den Prozess des Membranfoulings vor allem Leukozyten und Thrombozyten
einbezogen sind, kommt es zu einer verdnderten Blutzusammensetzung mit einem relativen
Anstieg der Erythrozyten.

2.6.2.3 Clogging: Verlegung eines Hamofilters durch Blutzellaggregate

,Clogging® 1ist ein weniger bekannter Begriff im Kontext mit Filterstandzeiten und
Kapillarverlegung. Als Clogging eines Filters bezeichnet man den Zustand, bei dem eine
zunehmende Anzahl an Filterkapillaren durch Blutzellaggregate verlegt ist. Vor allem
Erythrozytenaggregate spielen bei der Verlegung von Hidmofiltern eine Rolle. Es konnen
jedoch auch weitere Blutbestandteile beteiligt sein (Unger et al., 2001a). Bedingt durch
niedrige Flussraten kombiniert mit groBen Filterdimensionen, wie es in der klinischen
Anwendung der kontinuierlichen venovendsen Hamofiltration oft der Fall ist, kommt es zu
einer Stase des Blutflusses (s. Abb. 3). Bedingt durch diesen Stillstand sedimentieren die
Blutzellen in der Kapillare und es bildet sich ein Zellaggregat. Zusétzlich fordernd zur
Aggregatbildung wirkt eine erhohte Konzentration hochmolekularer Plasmaproteine. Die
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Wirkung dieser Plasmaproteine beruht darauf, ,Briicken* zwischen benachbarten
Erythrozyten auszubilden. Ein Abfall der Albuminkonzentration begiinstigt diese Wirkung der
Plasmaproteine, eine physiologische Albuminkonzentration verhindert jedoch die Bildung
eines Erythrozytenaggregats, was wahrscheinlich auf einem kompetitiven Effekt von Albumin
zu Fibrinogen und Globulin an der Erythrozytenmembran begriindet ist (Lacombe et al.,
1988; Unger et al., 2001a). Neben dem Einfluss der bluteigenen Proteine, wie Albumin, soll
auch Heparin zu einer verminderten Ausbildung von Erythrozytenaggregaten fiihren. Dies
wurde gezeigt, indem die Innenoberflichen von extrakorporalen Kreisldufen mit Heparin
beschichtet wurden (Belboul ez al., 2000).

Clotting Fouling Clogging

Bildung einer Sekundérmembran, Bildung einer Sekundédrmembran; Stase und Sedimentbildung der
dadurch Stase und Sediment- Gerinnung nicht zwangsweise Erythrozyten; Gerinnung kaum
bildung der Erythrozyten mit aktiviert; Verlust von Proteinen, aktiviert; Verlust von Vollblut
nachfolgender Gerinnung; Verlust Anteil der Leukozyten und
von Vollblut Thrombozyten im Blut vermindert

ogo  Niedermolekul

o0 ledermolexulare Leukoz ® Thromboz

° o Substanzen {:} v v

‘ Erythrozyt O Protein Proteinschicht

Abb. 3: Verlegung einer Filterkapillare durch Clotting, Fouling oder Clogging

2.6.2.4 Auswirkungen der Verlegung eines Filters auf die
Druckverhiltnisse und die Blutzusammensetzung

Beim Clotting fliefit das Blut bei steigender Anzahl verlegter Kapillaren immer weniger nach.
Dadurch verdandern sich hauptsdchlich der arterielle Druck P,, der transmembranédre Druck
(TMP) und der Filtratdruck Pr im System. Eine Verdnderung des Siebkoeffizienten zeigt sich
erst, wenn es durch das Clotting bedingt zu einem Verschluss vieler Filterkapillaren und in
Folge dessen zu ungiinstigen Stromungsbedingungen in den freien Kapillaren gekommen ist.
Beim Verschluss einer Kapillare kommt der Filtratfluss Py immer mehr zum Erliegen, da
stromungsbedingt kein Blut mehr nachflieen kann. Der Siebkoeffizient bleibt dabei zunichst
unverindert, da die restlichen Kapillaren weiter durchstromt werden. Da eine Clotbildung mit
einem Gerinnungsvorgang einhergeht, vermindert dies auch den Protein-, Thrombozyten- und
in geringem Maf3 auch den Erythrozytenanteil im Blut.
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Beim Membranfouling kommt es durch die eingeschrdnkte Filtration zu einem Abfall des
Siebkoeffizienten, also auch zu einem verringerten Filtratdruck Py, der einen Parameter fiir
den Nettofiltratfluss darstellt. Dadurch steigt der transmembranire Druck (TMP) an, wihrend
der arterielle Druck P, bis zu einer gewissen Grenze stabil bleiben kann. Da die
Sekunddrmembran hauptsidchlich aus Proteinen besteht, steigt der Erythrozytenanteil des
Blutes im geschlossenen in-vitro-System relativ an.

Beim Verstopfen der Filterkapillaren durch Erythrozytenaggregate (Clogging) verdndern sich
die Druckverhiltnisse dhnlich wie beim Clotting. Der Siebkoeffizient bleibt zunichst
ebenfalls unveridndert. Weitere Studien der eigenen Arbeitsgruppe im in-vitro-Versuch
zeigen, dass Membranclogging ein nicht zu vernachlidssigender Faktor reduzierter
Hiamokompatibilitat, Filterverstopfung und Clearanceleistung ist (Eger ef al., 2005; Kobela et
al., 2005; Unger et al., 2005b). Da es sich beim Clogging um einen Verlust von Vollblut
handelt, &ndert dieser Vorgang nichts an der Blutzusammensetzung im extrakorporalen
Kreislauf.

2.7 Grundlagen fiir das Inverkehrbringen von Medizinprodukten

In der Verordnung iiber Medizinprodukte (Medizinprodukte-Verordnung MPV) in Abschnitt
1 §2 ist festgelegt, dass ,zur Bewertung der biologischen Vertriglichkeit von
Medizinprodukten biologische Sicherheitspriifungen mit Tierversuchen durchzufiihren sind*.
Ebenso ist nach § 19 Absatz 1 des Medizinproduktgesetztes des Bundesministeriums der
Justiz die ,,klinische Bewertung eines Medizinproduktes Pflicht, um dessen Eignung fiir den
vorgesehenen Verwendungszweck zu belegen, soweit nicht in begriindeten Ausnahmefillen
andere Daten ausreichend sind®“. Dabei wird bei einer Beurteilung der klinischen Bewertung
auf der Basis von Literaturdaten darauf geachtet, ob die im MEDDEV-Dokument 2.7.1
,EBvaluation of Clinical Data: A Guide for Manufacturers and Notified Bodies* (European
Commission, 2003) aufgefiihrten Kriterien erfiillt sind. Zu diesen Kriterien zéhlt auch, dass zu
den klinischen Daten Resultate wissenschaftlicher Studien zihlen, deren Aquivalenz zum
untersuchten Material nachgewiesen werden kann. Genauer definiert wird diese Aquivalenz,
indem festgelegt wurde, dass das zu untersuchende Material innerhalb derselben Population
(inklusive Anatomie, Physiologie und Alter) unter denselben klinischen Konditionen erprobt
werden muss, unter denen es in Gebrauch genommen werden soll. Im Fall der Hamofiltration
wiirde dies bedeuten, dass jede Membran unter exakt denselben klinischen Bedingungen wie
beim spiteren klinischen Gebrauch getestet werden miisste. Jeder Hersteller muss also fiir
sein Medizinprodukt ein Konformititsbewertungsverfahren durchfiihren lassen, um sein
Produkt mit der so genannten CE-Kennzeichnung ausstatten zu diirfen, welche fiir die
Vermarktung unabdingbar ist.

2.8 In-vitro-Forschung zur Biokompatibilitit

In-vitro-Modelle sind Experimente, die aullerhalb eines lebenden Organismus stattfinden. Es
handelt sich dabei um Experimente, die in einer kontrollierten kiinstlichen Umgebung
durchgefithrt werden. Das Ziel eines in-vitro-Versuchs ist es nicht, die Physiologie zu
duplizieren, sondern simple Methoden fiir eine Vorhersage zu bieten, wie ein Material beim
Kontakt mit einem Organismus reagiert (Proctor et al., 2003). Hierbei wird das Verhalten des
in-vitro-Modells mit Materialien verglichen, die sowohl im Modell getestet als auch bereits
in-vivo etabliert sind.

In-vitro-Versuche stehen aufgrund ihres iiberschaubaren Versuchautbaus fiir eine hohe
Reproduzierbarkeit, giinstige Kosten und einen geringen Personalaufwand. Je geringer die
Komplexitét eines Versuchaufbaus ist, desto spezifischer ist die Aussagekraft des Versuchs,
wodurch die &tiologischen Verkniipfungen und Verdnderungen einzelner Parameter oder
Strukturen deutlicher werden. Eine Versuchsreihe mit steigender Komplexitit im
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Versuchsaufbau kann daher die Aussagekraft von in-vitro-Untersuchungen maximieren und
ermoglicht im Vergleich zu in-vivo-Ergebnissen spezifischere Ergebnisse, da Einfliisse durch
das Modell leichter standardisiert oder aber entfernt werden konnen. So konnen fiir die erste
Evaluation zur Himokompatibilitit, wie z.B. zur Hamolyserate einer Pumpe, in-vitro-
Ergebnisse wertvolle Hinweise liefern, welche sich mit hoher Wahrscheinlichkeit in-vivo
wieder finden lassen. Auch auf molekularer Ebene eignen sich in-vitro-Studien zum Beispiel
fiir die Aufkldrung immunologischer Reaktionskaskaden (Schmidt, 1994). Da es sich bei der
Biokompatibilitdtsforschung jedoch nicht um Grundlagenforschung handelt, sondern darum,
das inerte Verhalten eines Materials in einem Organismus zu tiberpriifen, konnen durch in-
vitro-Methoden potentielle Komplikationen in einer Kliniksituation ansatzweise aufgezeigt
werden. In-vitro-Modelle eignen sich daher fiir ein ,,Screening® von Materialien beziiglich
ihrer Biokompatibilitidt und dienen als Vorauswahl fiir weitere in-vivo-Studien.

Zusitzlich zum Einfluss eines Materials auf die Biokompatibilitdtssituation kommt in der
Klinik der Einfluss verschiedener Therapiebausteine, wie zum Beispiel die mechanische
Beatmung oder das Volumenmanagement hinzu.

Fiir die in-vitro-Biokompatibilititsforschung wihrend der Hamofiltration existiert eine
Vielzahl von Modellen, deren Komponenten beliebig variiert werden konnen. Einige
Beispiele verschieden aufgebauter in-vitro-Modelle sind im Anhang 9 in Tab. 20 zu sehen.

2.8.1 In-vitro-Himofiltration

Bei der in-vitro-Hadmofiltration wird mit Hilfe einer Pumpe Blut aus einem Reservoir iiber
einen ,arteriellen” Schenkel durch eine semipermeable Membran geleitet. Mit Hilfe der
entstehenden Differenz des hydrostatischen Drucks zwischen Blut- und Filtratseite wird ein
Filtrat abgepresst. Im Blut geloste, nieder- und mittelmolekulare Substanzen konnen die
Membran nach dem Gesetz der Konvektion (5) mit dem Wasser passieren und werden somit
aus dem Blut gefiltert. Hohermolekulare Substanzen, wie Proteine kdnnen die Membran nicht
passieren und verbleiben im Kreislauf.

Mc:Qf'S'Cp (5)

Hierbei ist M, der Massentransport, Qy die Filtratflussrate, S der Siebkoeffizient und Cp die
Konzentration der gelosten Substanzen im Plasma.

Die bestimmende ,,GrofBe” bei diesem Filtrationsvorgang sind die Porengrofe, -form,
Wandstirke und —ladung der Membran. Bis zu einer bestimmten Grof3e werden alle Partikel
unabhingig von ihrer Molekiilgroe anndhernd gleich gut eliminiert (Cut-off der Membran)
und die Substanz kommt in gleicher Konzentration im Blut und im Filtrat vor. Nahert sich
jedoch die GroBe der Partikel der Porengrofle der Membran an, sinkt der Siebkoeffizient und
der transmembranidre Transport dieser Substanz nimmt ab.

Es gibt zwei verschiedene Modelltypen: das ,,single way* Modell (s. Kap. 2.8.2.2) und das
rezirkulierende Modell (s. Kap. 2.8.2.3). Beim ,,single way“ Modell wird das Blut nach der
Passage des Filters verworfen. Beim rezirkulierenden Modell werden dem Blut direkt im
Reservoir Testsubstanzen oder Infusionen hinzu gegeben und das Blut wie auch das Filtrat
werden in den Kreislauf zuriickgefiihrt.

Um eine moglichst kliniknahe Situation nachzustellen, wird das zu filternde Substrat meist in
einem PVC-Beutel in einem Wasserbad auf Korpertemperatur erwidrmt. Bei dem Substrat
kann es sich je nach Studie um Blut oder Blutbestandteile handeln. Bei der Hamofiltration
muss das Blut mit geeigneten Antikoagulantien (s. Kap. 2.5) versetzt werden. Gleichzeitig
wird wihrend des Versuchdurchlaufs das Blut im Reservoir in Bewegung gehalten, um einer
Sedimentation der Blutzellen vorzubeugen. Um eine Gerinnung zu verhindern, die durch
einen Blut-Luft-Kontakt hervorgerufen werden kann, werden die Systeme vor der ersten
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Befiillung mit Blut meistens mit einer mit Antikoagulanz versetzten Substitutionslosung
durchspiilt. Durch diese Oberflichenbeschichtung kann die Thrombogenizitit gesenkt
werden. Die dafiir eingefiihrte Methode der industriell durchgefithrten kovalenten
Heparinbindung fiihrt zu einer offenbar idealen Anordnung der sogenannten Spacermolekiile
(Cetylaminhydrochlorid), so dass auch ohne systemische Heparinisierung des Blutes eine
Bildung von Thromben auf den heparinisierten Oberflichen verhindert wird (Falkenhagen et
al., 1986).

Bei den Pumpen handelt es sich entweder um Rollerpumpen, Rotationspumpen oder
pneumatisch betriebene Membranpumpen. Die Rollerpumpen fiihren durch peristaltische
Bewegungen die Fliissigkeit tangential in einem starren Gehduse durch den Forderschlauch.
Mit Drehzahlen bis zu 250 U/min kdnnen sie eine Flussrate von bis zu 10 1/min erreichen. Die
Pumpen konnen einfach oder als Doppelpumpen aufgebaut sein oder auch intermittierend
arbeiten, wodurch eine pulsierende Stromung erzeugt wird. Um der mechanischen
Blutschiadigung entgegenzuwirken, wurden teilokkludierende Rollerumpen entwickelt, die
den Forderschlauch wéhrend des Verdrangungsmechanismus nicht vollstindig komprimieren
und so einer Schiadigung des Blutes durch Quetschung entgegenwirken. Der Nachteil dieser
teilokkludierenden Pumpen ist die schidigende Wirkung auf Blutzellen durch das Auftreten
von Scherkriften im Riickstromgebiet. Bei den Rotations- bzw. Kreiselpumpen stromt das
Blut axial zu und tangential ab, wodurch sie bei Drehzahlen bis 4500 U/min ein Volumen bis
zu 10 I/min férdern kénnen. Auch diese Pumpen konnen stationdr oder pulsierend betrieben
werden. Als dritte Moglichkeit kdnnen Membranpumpen verwendet werden, welche
pneumatisch betrieben werden. Diese enthalten in einem Gehduse Verdrangungsmembranen
und Textil-Anschlussstutzen, in denen Klappenprothesen eingehéngt werden (Vogel, 2002).
Bei in-vitro-Filtrationsmodellen koénnen Gerinnungsparameter (aPTT, Quickwert, ATIII,
TAT, Fibrinogenkonzentration, D-Dimere, Heparinverbrauch), Blutzellkompatibilitat
(Hamatokrit, freies = Hamoglobin, = Thrombozyten, Leukozyten), Filterleistungen
(transmembrandrer Druck, Filtratdruck) und —eigenschaften (Siebkoeffizient, Filtrationsrate,
Clotting oder Clogging) und Pumpenleistung (Flussrate) ermittelt werden.

Tab. 5: Modellkomponenten eines in-vitro-Modells

Modellkomponente Moglichkeiten

Blut e Vollblut verschiedener Organismen
Blutbestandteile (z.B. Plasma)
Blutzellfraktion

Beutel

Kammer: evtl. Luftkontakt
Einmalige Nutzung
Wiederverwendung
Polyvinylchlorid, Silikon
Pumpengetrieben

Passiv, von der Schwerkraft getrieben
Statisch mittels Inkubation
Einstellung physiologischer Grofen
Einstellung pathologischer GroBen
Einstellung physiologischer Grof3en
Systemische Antikoagulation
Regionale Antikoagulation
Kovalent beschichtete Membranen

Reservoir

Schlauchmaterialien

Rezirkulation/ Fluss

pH

Temperatur
Antikoagulation
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2.8.2 Organisationsstufen von in-vitro-Haimofiltrationsmodellen zur
Biokompatibilitatsforschung

2.8.2.1 Inkubationsmodell

Beim Inkubationsmodell wird das zu untersuchende Material mit Serum, Plasma oder
Vollblut unter statischen, drehenden oder schiittelnden Bewegungen umspiilt. Die Funktion
des Materials als Filter wird dabei nicht beriicksichtigt, das alleinige Augenmerk liegt bei
diesem Modell auf den Aktivierungsprozessen, die durch den Kontakt des korperfremden
Materials mit dem Blut ausgelost werden. Durch den groen Blut-Luft-Kontakt kann es zu
einer gesteigerten Aktivierung des Gerinnungssystems kommen, weshalb Antikoagulantien
eingesetzt werden miissen. Der Vorteil dieses Systems ist das geringe Blutvolumen, welches
pro Versuch bendtigt wird. Dadurch 1dsst sich eine Vielzahl von Versuchsansidtzen mit dem
Spenderblut einzelner Probanden durchfiihren (Laufenburg, 2002; Schmidt, 1994).

2.8.2.2 Nicht zirkulierendes Flusssystem

Bei diesem System wird mit Hilfe einer Pumpe das Blut durch das zu testende Material
geleitet, wodurch die Funktion des Materials als Filter zum Tragen kommt. Mit diesem
Versuchsaufbau konnen mehrere Testeinheiten mit der gleichen oder einer anderen zu
testenden Membran zeitgleich parallel untersucht werden. Das Modell kann auf zwei
verschiedene Weisen eingesetzt werden. Wird es als ,,offline“-Modell eingesetzt, so wird das
Spenderblut in einem ersten Schritt gesammelt, bevor es mit Hilfe der Pumpe durch die
Membran geleitet wird. Beim so genannten ,,online*“-Modell wird dagegen das Blut direkt
vom Spender in die Blutpumpe geleitet und passiert ohne zeitliche Verzogerung einmalig die
Membran. Durch diesen begrenzten Kontakt zwischen dem Blut und dem korperfremden
Material kann die Dosis antikoagulatorischer Substanzen sehr niedrig gehalten werden. Die
Vorteile dieses Systems liegen in dem einfachen Versuchsaufbau und in der guten
Reproduzierbarkeit der Untersuchungen (Laufenburg, 2002; Schmidt, 1994).

2.8.2.3 Rezirkulierendes Flusssystem

Mit Hilfe einer Rollerpumpe wird bei diesem System von einem Reservoir aus das Blut,
Plasma oder Serum kontinuierlich iiber einen sogenannten arteriellen Schenkel durch eine
semipermeable Membran geleitet. Vor dem Filter passiert das Blut eine Luftblasenfalle um
einer Luftembolie in der Kapillare vorzubeugen. Uber den sogenannten vendsen Schenkel
flieft das Blut nach dem Filter durch eine Clotfalle, bevor es wieder zuriick zum
Reservoirbeutel geleitet wird. Das Filtrat wird iiber eine Schlauchleitung direkt vom hinteren
Ende des Filters abgeleitet und hat iiber eine Ypsilonverbindung Anschluss an den ,,vendsen*
Schenkel des Systems. Mit diesem System konnen kumulative Prozesse durch Blut-
Membran-Interaktionen untersucht werden, da das Blut wiederholt mit der Membran in
Kontakt kommt. Auch zeitlich verzégerte Prozesse konnen dabei ermittelt werden. Die
Antikoagulation kann durch Vermeidung zu grofBer Blut-Luft-Kontakte und zu langer
zeitlicher Verzogerungen entsprechend niedrig gehalten werden. Die Blutgerinnung sollte
jedoch aufgrund der Versuchsdauer regelmiBig kontrolliert werden (Laufenburg, 2002;
Schmidt, 1994).
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2.8.3 Datenerhebung in einem in-vitro-Modell zur
Biokompatibilitatsforschung

In einem in-vitro-Modell zur Hamofiltration kénnen Daten zur Wechselwirkung zwischen
Blut oder Blutbestandteil und den Materialien bestimmt werden (Hong et al.,, 1999;
Laufenburg, 2002; Schmidt, 1994). Dies wird durch eine Standardisierung des
Versuchsaufbaus und —ablaufs sowie eine weitestgehende Standardisierung der
Zelleigenschaften ermoglicht. Somit konnen alle Verdnderungen im Blut, die wéihrend des
Versuchs auftreten, gemessen werden. Dazu zdhlen beispielsweise verdnderte
Blutbestandteile oder Koagulationsparameter, also auch das Clotting (s. Kap 2.6.2.1) eines
Filters (Unger et al., 2005a). Des Weiteren konnen alle technischen Daten eines Filters, wie
das Druckprofil, der Siebkoeffizient oder die Siebleistung, ermittelt werden. Die Flussrate und
Filtrationsrate werden in den meisten Fillen vorgegeben, beeinflussen jedoch die anderen
Parameter des Modells (Yang und Lin, 2000) und miissen somit ebenfalls angegeben werden.

2.9 In-vivo-Forschung zur Biokompatibilitit

Unter in-vivo-Modellen versteht man Experimente, die am lebenden Organismus
durchgefiihrt werden. Die Tests zur Erforschung der Biokompatibilitdt von Materialien sind
mit hohen Kosten und hohem Personalaufwand verbunden. Gleichzeitig ist die Wiederholung
aus tierschutzrechtlichen Griinden stark begrenzt. Alle in-vivo-Methoden unterliegen diesen
grundlegenden experimentellen Limitationen, welche die Reproduzierbarkeit und die
Aussagefiahigkeit der Einzelexperimente wesentlich reduzieren. Die Reproduzierbarkeit der
Expositionsbedingungen muss jedoch gegeben sein, da bereits minimale Verdnderungen im
experimentellen Versuchsaufbau zu Verdanderungen der Ergebnisse fithren konnen.

Viele in-vivo-Versuche sollen in der Medizin durch einen kliniknahen Versuchsaufbau die
Situation am Patienten moglichst genau nachstellen. Prognosen aus niedrig organisierten in-
vitro-Studien koénnen am lebenden Tier in einer hoheren, aber standardisierten
Organisationsstufe liberpriift werden.

Der Fokus der bisher durchgefiihrten Studien zu Nierenersatzverfahren lag meistens auf
einzelnen Aspekten: dem Vergleich eines intermittierenden mit einem kontinuierlichen
Behandlungszyklus, dem Vergleich von Dialyse mit auf Konvektion basierenden Methoden
(Hirasawa et al., 1991), den spezifischen Siebeigenschaften von Membranen (Lysaght, 1995;
Mahiout, 2000; Pichaiwong et al., 2006; Salmon et al., 1997), der Entfernung bestimmter
Mediatoren aus einem System (Churchwell et al., 2007; Isla et al., 2005; Lambrecht et al.,
1988) oder dem begleitenden Antikoagulationsregime (Elhanan et al., 2004; Gunaydin, 2004;
Janssen et al., 1996; Langenecker et al., 1994; Palsson und Niles, 1999; Schmaldienst et al.,
2000; VoB, 2007; Wu und Chen, 2002; Zusman et al., 1981).

2.9.1 In-vivo-Himofiltration, experimentell durchgefiihrt am Tiermodell

Bei der in-vivo-Hémofiltration wird mit Hilfe einer Pumpe (CVVH) oder unter Ausnutzung
des arteriellen Blutdruckes des Patienten (CAVH) Blut iiber einen ,,arteriellen Schenkel
durch eine semipermeable Membran geleitet und dadurch ein Filtrat abgepresst.

Nach der Passage durch den Hamofilter wird das Filtrat entweder {liber eine Luftblasenfalle
zuriick in den ,,vendsen“ Schenkel des Systems geleitet (rezirkulierendes System), oder
entsprechend einer klinischen Situation verworfen und durch eine geeignete
Substitutionslosung (s. Kap. 2.4) ersetzt (offenes System). Das gefilterte Substrat wird im
rezirkulierenden System {iber den ,,venosen“ Schenkel zuriick zum Reservoir gefiihrt
(s. Abb. 4).
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Abb. 4: Offener und rezirkulierender Himofiltrationskreislauf

Zusitzlich miissen kontinuierlich Antikoagulantien verabreicht werden, um einem Verstopfen
des Filters durch Blutgerinnsel und einer Thrombose des Patienten vorzubeugen.

Bei einem extrakorporalen Verfahren kommt es durch den Kontakt des Blutes mit fremden
Oberflachen zur Aktivierung des Gerinnungssystems. Thrombozytenadhidsion, -aktivierung
und -aggregation fiihren gemeinsam mit der Aktivierung der plasmatischen Gerinnung zur
Thrombenbildung im  extrakorporalen  Kreislauf. Eine adidquat durchgefiihrte
Antikoagulationstherapie kann diesen Ablauf reduzieren bis verhindern. Die Durchfiihrung
der Himofiltration ohne Antikoagulation ist obsolet (Kozek-Langenecker ef al., 2002).

In einem in-vivo-Modell zur Hamofiltration kénnen ebenso wie im in-vitro-Modell Daten zur
Héamokompatibilitdit von Materialien sowie zur Filterleistung bestimmt werden. Bei einer
CVVH werden Fluss- und Filtrationsraten durch die Pumpe vorgegeben. Zusitzlich zu diesen
Parametern konnen alle Daten des Organismus bestimmt werden, auf welche die
Hiamofiltration und die Biokompatibilititsreaktion eine Auswirkung haben konnen:
Serumchemie, Nierenfunktion, Lungenfunktion, Himodynamik, Organhistologie und viele
mehr.

2.9.2 In-vivo-Hamofiltration, durchgefiihrt in einer Klinikstudie

Von den Klinikern wird vorausgesetzt, dass das zu verwendende Material fiir eine CVVH
biokompatibel ist. Da man jedoch nur schwer Literatur zu klinischen Studien beziiglich der
Biokompatibilitit von Materialien fiir Nierenersatzverfahren findet, ist davon auszugehen,
dass von Seiten der Kliniker den Ergebnissen aus in-vitro-Modellen beziehungsweise
tierexperimentellen Studien hinsichtlich der klinischen Anwendbarkeit eine wissenschaftliche
Akzeptanz entgegengebracht wird.
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Lediglich Berichte zur Nierenersatzclearance, zur Mediatorenelimination oder zum
Antikoagulationsregime an Dialysepatienten, die ohnehin einen erhdhten Mediatorenspiegel
aufweisen, wurden veroffentlicht (Baumgartner-Parzer et al., 1995; Churchwell ef al., 2007,
Isla et al., 2005; Kozek-Langenecker et al., 2002; Liebe et al., 2002; Ng et al., 2002; Palsson
und Niles, 1999; Wu und Chen, 2002).

2.10 Klinische Anwendung der Hiamofiltration und Anforderungsprofil der
Klinik

2.10.1 Indikationen zur Hamofiltration

Patienten, die einer CVVH bediirfen, leiden héiufig nicht nur unter einem singuldren
Organausfall. Nierenersatzverfahren werden auch bei einer schweren Gesamtstdrung des
Organismus angewendet, die mit mehreren Vitalfunktionsstorungen einhergeht. Aus diesem
Grund miissen fiir die Anwendung und die Beurteilung einer CVVH alle Folge- oder
Begleitschiden der Therapie untersucht werden. Durch den Ausfall der exkretorischen
Funktionen der Niere kommt es zur Entwicklung von Azotdmie, renaler Azidose, Oligurie
oder Anurie. AuBlerdem stellen eine himodynamische oder respiratorische Instabilitit des
Patienten, eine hyperkatabole Situation oder eine lebensbedrohliche Odembildung weitere
Indikationen fiir kontinuierliche Therapieverfahren dar (Grootendorst und Van Bommel,
1993; Hirasawa et al., 1991; Hirasawa et al., 1996; Kierdorf und Seeliger, 1997; Kierdorf,
2000; Schaefer et al., 2000; Van Bommel ef al., 1994). Zum Anforderungsprofil der Kliniker
an eine Hamofiltration zdhlt, dass gesunde Organe davon mdglichst unbeeinflusst bleiben.

2.10.2 Anspriiche an einen Himofilter wahrend einer klinischen
Anwendung

Die Anspriiche an die Biokompatibilitit eines Filters (s. Kap. 2.6) wihrend eines klinischen
Einsatzes orientieren sich an dem Zustand der Patienten. Dabei steht vor allem eine
kreislaufschonende Behandlung des Patienten bei gleichzeitiger Verbesserung des Blutbildes
und der Organfunktionen im Vordergrund. Dies kann durch geringe Druckverhiltnisse im
Filter und damit einhergehende schonende Filtration des Blutes erreicht werden. Eine
schonende Filtration liegt bei einer niedrigen Hamolyserate, einer geringen Beeintrdchtigung
der Gerinnung und einem geringen Verstopfen des Filters vor. Dies ist verbunden mit langen
Filterlaufzeiten. Die Standzeit des Filters sollte moglichst lang sein, um hiufige Filterwechsel
zu vermeiden. Die wiederholten Filterwechsel fiihren zu repetitiven klinisch relevanten
Blutverlusten, erhohen den Erstkontakt zwischen dem Blut und den Membranen und fiihren
daher zu adversen Nebenwirkungen.

Da die Hamofiltration auf einem konvektiven Transportmechanismus basiert (s. Kap. 2.2)
nimmt das anteilige Plasmavolumen im Filter immer mehr ab, was zu einer hoheren Dichte
der Zellen pro Volumen ebenso wie zu einer hoheren Proteinkonzentration fiihrt. Die
intrinsische Aktivierung, welche durch die individuelle Blutzusammensetzung des Patienten
beeinflusst wird, stellt damit einen wichtigen Faktor dar. Die pathophysiologische
Zusammensetzung des Patientenblutes in einem extrakorporalen Entgiftungskreislauf tragt
zusatzlich zu einer schlechten FlieBeigenschaft des Blutes bei, wodurch es iiblicherweise zu
einer ansteigenden Zellagglomeration innerhalb des Filters kommt (Unger et al., 2005b).
Bedingt durch die pathophysiologische Zusammensetzung des Blutes ist es wiinschenswert,
dass die Hamofiltration keine weiteren Verschlechterungen auf das Blutbild wie auch auf das
Immunsystem hat.
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2.10.3 Anspriiche der Kliniker an sonstiges Material

Um eine verldssliche Prognose hinsichtlich des inerten Verhaltens von Materialien in der
Klinik treffen zu konnen, sollte eine hohe Anforderung an die Biokompatibilitit der
Materialien gestellt werden (s. Kap. 2.6). Bei Materialien, die in einem extrakorporalen
Kreislauf verwendet werden, spielen daber die Wechselwirkungen zwischen
Fremdoberflichen und dem Blut bzw. dessen Bestandteilen die Rolle der ,,Kontaktstelle®.

Es existieren viele Studien zur Biokompatibilitit einzelner Materialien, vor allem zur
Biokompatibilitdt von Membranen (Ansorge et al., 1993; Baurmeister et al., 1991; Bowry,
2002; Bruck, 1973; Cheung et al., 1991; Clark et al., 1999; Dorson, 1984; Falkenhagen et al.,
1989; Groth et al., 1997). Nur duBerst selten werden jedoch die additiven Effekte aller
Materialien eines extrakorporalen Kreislaufs auf die Biokompatibilitit untersucht (Lucchi et
al., 2006). Dabei spielt genau dieser Aspekt, dass die Kombination aller Materialien im
Gesamtaufbau eines Modells andere bzw. additive Effekte auf die Biokompatibilitit
hervorruft als die jeweiligen Einzelprodukte, ein wichtige Rolle fiir eine verldssliche Prognose
hinsichtlich der klinischen Situation. So miisste vor der klinischen Anwendung einer CVVH
zum Beispiel bedacht werden, dass das Blut den verschiedenen Materialien repetitiv exponiert
wird, dass eine Rollerpumpe mechanische Hamolyse verursacht, oder dass die
Stromungsdynamik in einem Filtermodul zwar als befriedigend getestet wurde, sich jedoch
durch die Membranoberfliche Plasmasaumstromungen ergeben konnen, die nicht zu
unterschitzende Einfliisse auf das Blut haben konnen (Unger ef al., 2002).

Da die Forschungsmoglichkeiten im intensivmedizinischen Bereich bisher kaum genutzt
wurden oder genutzt werden konnten (s. Kap. 2.7), existieren sehr wenige Ergebnisse zum
biokompatiblen Verhalten der gesamten Materialien einer CVVH.

2.10.4 Antikoagulation wihrend der Hamofiltration

Ein negativer Aspekt der kontinuierlichen CVVH ist die ununterbrochene Zufuhr von
Antikoagulantien (Kierdorf und Sieberth, 1995). Demzufolge wird ein mdglichst geringer
Bedarf an Antikoagulantien bei intakter, jedoch nicht iibermdBig aktivierter Gerinnung
angestrebt. Da in der Regel kein vdllig inertes Verhalten der CVVH vorliegt, wird eher ein
prokoagulatorisches als ein antikoagulatorisches Verhalten in Kauf genommen. Diese
Abwiégung basiert auf der Gefahr einer Gerinnungsstorung mit diffusen Blutungen beim
multimorbiden Intensivpatienten. Ebenso wichtig wie ein niedriger Bedarf an
Antikoagulantien ist dabei ein geringer Verlust der Gerinnungsfaktoren.

Die Forschung zur Optimierung der Filterlaufzeiten ist assoziiert mit der Forschung zu
Antikoagulationsstrategien (Janssen et al., 1996; Langenecker et al., 1994; Palsson und Niles,
1999; Salmon et al., 1997; VoB, 2007). Demzufolge wird davon ausgegangen, dass die
Gerinnung das Hauptproblem fiir eine Filterblockade ist (Unger et al., 2006b). Um in der
Praxis moglichst selten einen Wechsel des Filters durchfithren zu miissen, ist neben einer
addquaten Antikoagulation eine mdglichst hohe Clearance erwiinscht, um variabel mit der
Clearancerate bleiben zu konnen und sie der gegebenen Situation anpassen zu kénnen.

2.10.5 Fliissigkeitsmanagement wihrend der Himofiltration

Ein optimales Fliissigkeitsmanagement bei schwerkranken Patienten ist eine immer
wiederkehrende Thematik in der Intensivmedizin. Bis heute mangelt es immer noch an
eindeutigen Ergebnissen und Beweisen fiir die optimale Nutzung hinsichtlich einer
bestimmten Infusionslosung (Alderson ef al., 2004; Boldt und Priebe, 2003; Bunn et al.,
2003; Egli et al., 1997; Finfer et al., 2004; Langeron et al., 2001; Strauss et al., 1985).

Sowohl klinische wie auch experimentelle Studien zum Volumenmanagement beziehen sich
meist auf die Behandlung von SIRS, einer Sepsis oder von groflen Blutverlusten (Adams et
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al., 1998; Bellomo et al., 2004; Boldt und Priebe, 2003; Gurland und Samtleben, 1983).
Normalerweise beinhaltet und beschreibt der Versuchsaufbau klinischer Studien dabei nicht
die Aspekte eines Nierenersatzverfahrens, beispielsweise zu welchem Zeitpunkt oder welcher

Typ des Verfahrens gewidhlt wurde, auler wenn ein Ersatzverfahren bendtigt wurde
(Bachmann, 2004; Gurland und Samtleben, 1983; Kierdorf und Sieberth, 1995).

2.11 Beurteilung der Messergebnisse eines Modells zur Hamofiltration

2.11.1 Druckverhaltnisse

Von einer optimalen Drucksituation spricht man, wenn trotz niedriger Driicke im Filter eine
hohe Nettofiltratleistung erzielt wird. Niedrige Druckverhiltnisse bewirken, dass es wihrend
der Hamofiltration zu einem geringen Verschlei3 von Blutzellen (Yang und Lin, 2000), einer
geringen Anzahl verstopfter Filterkapillaren (Unger, 2008) und wenig Membranfouling (s.
Kap. 2.6.2) kommt. Dadurch bleibt eine optimale Filtration gewdéhrleistet und die
Filterlaufzeiten werden ldnger gehalten.

2.11.2 Gerinnung

Angestrebt sind stabile Gerinnungsfunktionen moglichst ohne Abweichung vom Normalwert
mit Ausnahme der zur Antikoagulation eingesetzten Hdmofiltration. In-vivo ist das wichtigste
Ziel, fir den Patienten eine optimale Gerinnungssituation zu schaffen. In Abhédngigkeit von
der Ausgangssituation gehort dazu ein inertes Gerinnungsverhalten und bei Patienten mit
einer Blutungsneigung eine eher aktivierende als einschrinkende Gerinnungsfunktion.

Wird die Gerinnung jedoch zu stark aktiviert, ist dies ebenso unerwiinscht (Kozek-
Langenecker, 2002). Bis zu welchem Mal} die Gerinnung aktiviert werden soll, muss im
Kontext mit dem Verbrauch der Blutzellen und der Biokompatibilitdt des Filters betrachtet
werden (Bouman et al., 2006).

2.11.3 Blutzellen

Im in vitro Modell kommt es durch die Probenentnahmen zu einer Aufkonzentration der
Blutzellen. Kommt es wihrend der Filtration zu einem Verlust von Blutzellen, so zeigt dies,
dass die Zellen im Kreislauf verblieben sind, also an Clotting-, Fouling- oder
Cloggingprozessen beteiligt sind. Dies ist nicht wiinschenswert.

In vivo ist ein geringer bis kein Abfall der Erythrozytenzahlen im Verlauf der Filtration ist
erstrebenswert (Stefanidis ef al., 1999). Da es wihrend einer Filtration ohnehin zu einer
Konzentration der Erythrozyten am Filter kommt, konnte jedoch ein zu groBer Anstieg der
Erythrozytenzahlen zur Verlegung der Kapillaren und Verminderung der Filtrationsleistung
fithren (s. Kap. 2.6.2.3). Ebenso werden niedrige Werte fiir freies Hamoglobin angestrebt,
welche anzeigen, dass bei der Himofiltration wenig Hamolyse aufgetreten ist (Reinhart et al.,
1984).

Auch die Thrombozytenwerte sollten in vivo stabil bleiben, da in diesem Fall davon
ausgegangen werden kann, dass zum Messzeitpunkt keine Thrombozyten an und in der
Membran des Filters adsorbiert sind oder durch eine Aktivierung des Gerinnungssystems aus
Reservoiren freigesetzt wurden (Hong et al., 1999). Im in-vivo-Modell, welches am Tier in
der Regel unter Narkose durchgefiihrt wird, ldsst sich ein durch die Narkose induzierter
Leukozytenanstieg nicht vermeiden (Morisaki et al., 1998). Trotzdem ist eine moglichst
geringe Aktivierung des Immunsystems, also ein gleich bleibender Leukozytenwert,
erwiinscht (Gardinali et al., 1986; Haag-Weber et al., 1989). Allerdings ist bei vielen im Blut
gemessenen Leukozyten nicht eindeutig gekldrt, ob es zu einer gleichzeitigen Infiltration in
das Blut und das Gewebe oder ob es zu einer Ausschwemmung von Lymphozyten aus dem
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Gewebe in das GefdBsystem kommt. Aus diesem Grund muss parallel zur Messung der
Leukozyten immer die Gewebeinfiltration mit gleichzeitiger Organfunktion betrachtet
werden.
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3 MATERIAL UND METHODE

Der retrospektive Vergleich von in-vitro- versus in-vivo-Daten zu einer identischen
Fragestellung erfolgt auf der Basis der im Folgenden beschriebenen Modelle und Protokolle.

3.1 In-vitro-Modell

Diese Studie wurde im Institut fiir Anidsthesie in der Rheinisch-Westfdlisch Technischen
Hochschule in Aachen unter der Leitung von Frau PD Juliane Unger durchgefiihrt. In einem
rezirkulierenden in-vitro-Kreislauf floss heparinisiertes Schweineblut durch einen Hamofilter
vom Typ HF 66D der Firma GAMBRO, Hechingen, Deutschland (s. Tab. 6). Der Kreislauf
wurde fiir zwei Stunden aufrechterhalten. Grenzen fiir die maximale Flussrate stellten die
spontane Hamolyse und ein Filterwiderstand von >56 kPa dar.

Das Schweineblut wurde im Schlachthof von gesunden Schweinen in einem standardisierten
sterilen Hohlmessersystem gesammelt und mit fiinf internationalen Einheiten Heparin pro
Milliliter Blut (unfraktioniertes Heparin, Heparin-Natrium, Braun, B. Braun, Melsungen,
Deutschland) versetzt, um eine Koagulation zu verhindern. Der Hamatokritwert lag bei 0,35-
0,40 1/1, da Schlachttiere durch den Transport und den Stress dehydriert sind. Dies entsprach
jedoch weitgehend einer klinischen Situation, bei der Patienten, die einer Hamofiltration
bediirfen, hohe Himatokritwerte aufweisen.

Fiinf verschiedene Volumensubstituate wurden ausgewdhlt und 50 pl der jeweiligen Losung
pro ml Blut dem Blut beigemengt: Kochsalzlosung (NaCl 0,9, % B. Braun Melsungen,
Melsungen, Germany), Albumin (ALB, Behringwerke, Marburg, Deutschland), Gelatine
(GEL, B.Braun Melsungen, Melsungen, Germany, Gelatine Polysuccinat mit einem
mittlerem Molekulargewicht von 30 kDa), Hydroxyethylstirke (HES 200/0.5, Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H.,Deutschland, mit einem Molekulargewicht von
200 kDa und einem Substitutionsgrad von 0,5), und eine weitere Hydroxyethylstirke (HES
130/0.4, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v.d.H.,Deutschland, mit einem
mittleren Molekulargewicht von 130 kDa und einem Substitutionsgrad von 0,4).

Diese fiinf Infusionslosungen wurden wegen ihrer verschiedenen Einfliisse auf die
FlieBeigenschaft des Blutes und ihrer Bedeutung und kontroversen Diskussion in der
Intensivmedizin ausgewéhlt. Sie sind die meist verwendeten Infusionstypen in Europa. Der
Gebrauch wird wegen negativer Effekte, wie dem Risiko auf Nierenversagen, Blutungen,
Verminderung der Lungenfunktion oder allergischer Reaktionen, kontrovers diskutiert.
Klinikstudien zeigen oft gegensitzliche Ergebnisse fiir verschiedene Parameter (Adams et al.,
1998; Boldt et al., 2007; Brehme et al., 1993; Carl et al., 2008; Kobela et al., 2005;
Monkhouse, 1959; Prien et al., 1990; Treib et al., 1997; Wendel und Ziemer, 1999).

Tab. 6: Spezielle Eigenschaften des in-vitro verwendeten Filters (Unger ef al.,

2005b)
Eigenschaften FH 66D
Effektive Membranoberfliche 0,69 m*
Filterdimensionen:
Innerer Durchmesser 220 pm
Effektive Linge 140 mm
Komponenten:
Membranmaterial Polyamid
Einbettmaterial Polyurethan
Gehduse Polycarbonat
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3.1.1 Hamofiltration

Wie in Abb. 5 ersichtlich ist, flossen in einem geschlossenem in-vitro-System 2 Liter
heparinisiertes Schweineblut (1,5 Liter Blut im Reservoir und ca. 0,5 Liter Blut im Filter und
in den Schlauchsystemen) angetrieben von einer Blutpumpe AK10® (Gambro, Hechingen,
Deutschland) iiber einen ,.arteriellen Schenkel (Schlauchsystem von Gambro, Hechingen,
Deutschland) durch einen Himofilter (HF66D, s. Tab. 6). Uber einen ,,vendsen* Schenkel
wurde das gefilterte Blut zuriick zum Reservoirbeutel (2 Liter PVC-Beutel, B.Braun Schiwa
GmbH & Co. KG, Glandorf, Deutschland) geleitet, wéihrend das Filtrat iiber eine
Filtratleitung an eine vendse Clotfalle angeschlossen war. Nach deren Passage wurde auch das
Filtrat zuriick in den Kreislauf gepumpt. Um einer klinischen Situation moglichst zu
entsprechen, wurde fiir den vendsen Riickfluss in den Reservoirbeutel ein 12F Katheter (12
French, Linge 160 mm, tri-lumen, Arrow, USA) benutzt, um so den Stromungswiderstand
eines venosen Schenkels des Doppellumenkatheters zu imitieren, welcher fiir die CVVH zum
Einsatz kommt. (Unger et al., 2001b; Unger ef al., 2006b). Das Blutreservoir wurde in einem
Wasserbad konstant auf 37 °C gehalten. Um einer Erythrozytensedimentation vorzubeugen,
wurde kontinuierlich das Wasserbad leicht umgeriihrt und der Reservoirbeutel vorsichtig von
Hand bewegt.

Bevor das System mit Blut gefiillt wurde, durchspiilte man den in-vitro-Kreislauf mit 3 Liter
Natriumchloridlésung (B. Braun Schiwa GmbH & Co.KG, Glandorf, Deutschland). Um das
Natriumchlorid vollstandig durch das supplementierte Blut zu ersetzen, wurde das System so
lange mit Blut durchspiilt und dieses anschlieBend verworfen, bis es frei von der
Durchspiilfliissigkeit war. Da das Reservoir 2 Liter Blut, der Filter und die Schlduche
insgesamt nur ca. 300ml Blut fassten, wurde das System mehrfach durchspiilt. AuBlerdem war
der Hamatokrit des Blutes vor und nach der Systembefiillung gleich, was bedeutet, dass es zu
keiner relevanten Dilution des Blutes gekommen war. Danach wurde Blut vom
Reservoirbeutel aus iiber den Filter durch das in-vitro-System gepumpt. Sobald sich
zwel Liter Blut im System befanden, startete man den rezirkulierenden Modus.
Transmembrandrer Druck und Filtratdruck wurden kontinuierlich gemessen; der
Héamatokritwert, Hdmolyse (freies Plasmahdmoglobin, fHB), Thrombozytenzahl und die
Leukozytenzahl im Blutreservoir wurden sechsmal bei jeweils unterschiedlich eingestelltem
Blutfluss zur Filtrationsrate (75/15, 100/15, 125/25, 150/25, 175/25, 200/40 ml/min) in einem
Abstand von 20 Minuten ermittelt (s. Tab. 9).

Bei dem in-vitro-System wurde die Anwendung der Hdmofiltration durch das Auftreten von
Spontanhdmolyse kontrolliert und damit auch der Flussrate und der Filtrationsrate ein
Maximum gesetzt. Ein Himolysegeschehen wurde anhand der Konzentration von freiem
Héamoglobin ermittelt (Zyanidreaktion; Diagnostica Merck, 9405, Darmstadt, Deutschland;
UV-Photometer Ultraspec II; Biochrom LKB, Cambridge, UK). Im Laufe des Versuchs kam
es zu einem moderaten Abfall der Blutzellanzahl und der Gerinnungsfaktoren, wodurch sich
das System nach einiger Zeit selbst erschopfte (Unger et al., 2005b).
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T Probenentnahme
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Erythrozyten,
Leukozyten, Proteine
Flltratpumpe
Harnstoff,
Volumen- Luftblasenfalle Kreatinin,
substitution Elektrolyte,
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Abb. 5: Rezirkulierendes in-vitro-Flusssystem (Unger et al., 2005b)

3.1.2 Versuchsgruppen

Die Hiamofiltration wurde mit flinf verschiedenen Versuchsgruppen entsprechend den
unterschiedlichen Volumensubstituaten zu je sechs Experimenten pro Gruppe durchgefiihrt (s.
Tab. 7). Das Schweineblut wurde im Verhiltnis eins zu zwanzig supplementiert (50 pl
Losung pro ml Blut). Albumin wurde in einer 20 %igen Losung verwendet, um aus dem
Albumin- zu Globulin-Verhiltnis von 0,8 des Schweinebluts (entsprechend einer
Hypoalbumindmie des Menschen) einen Wert von 1,2 (physiologisch fiir den Menschen) zu
generieren. Die Konzentrationen von GEL (4 %) und HES 130 (6 %) waren vom Hersteller
vorgegeben, fir HES 200 wurde eine 10 %ige Konzentration gewidhlt, um einerseits eine
Konzentration zwischen Gelafundin, HES 130 und Albumin zu haben und andererseits die
Situationen, in denen Dosierungsgrenzen erreicht sind, moglichst kliniknah nachzustellen
(Unger et al., 2005b).
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Tab. 7: Substitutionen der experimentellen Gruppen

Gruppe | Anzahl der Substitution Hersteller
Versuche

1 n=06 NaCl B. Braun Melsungen, Melsungen,
(NaCl 0,9 %) Germany

2 n=06 ALB Behringwerke, Marburg,
(Albumin 20 %") Deutschland

3 n==~6 HES 200 Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
(Haes-steril® 10 %) Bad Homburg v.d.H.,Deutschland

4 n==~6 HES 130 Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
(Volu-Ven® 6 %) Bad Homburg v.d.H.,Deutschland

5 n=06 GEL B. Braun Melsungen, Melsungen,
(Gelafundin 4 %") Germany

3.1.3 Untersuchte Parameter

Wie in Tab. 9 ersichtlich ist, wurden zu sechs verschiedenen Messzeitpunkten Werte zum
Druckprofil, der Himokompatibilitit und den Blutzellen ermittelt (s. Tab. 8). Dabei wurden
die Messverfahren wie in Kap. 3.1.4 beschrieben angewandt.

Tab. 8: Gemessene Parameter in-vitro

Druckprofile P, = arterieller Druck vor dem Filter [kPa]
P, = vendser Druck nach dem Filter [kPa]
P¢ = Filtratdruck [kPa]

TMP = transmembrandrer Druck [kPa]

P,-P, = Druckabnahme iiber den Filter [kPa]

Hamokompatibilitat aPTT [s] = aktivierte Prothrombinzeit
Quickwert [%]

Fibrinogenkonzentration [umol/I]

ATIII = Antithrombin III [%]

D-Dimere [ng/ml]

TAT = Thrombin-Antithrombinzeit [ug/1]
Heparinbedarf

Blutzellen Hct [1/1] = Hamatokritwert
fHb [mmol/l] = Freies Himoglobin
plts [10°/1] Thrombozyten

Leukozyten [10°/1]

3.1.4 Laboranalysen

Die  Druckmessung im  System  verlief vergleichbar mit einer invasiven
Blutdruckmessung, da das System aus kommunizierenden Réhren bestand. Damit handelt es
sich um hydrostatische Driicke.

Die Blutproben wurden mit einem Blutzellzéhler (Celltek m; Bayer Vital GmbH & Co KG,
Miinchen, Deutschland) gemessen. Durch Bestimmung des freien Himoglobinwertes, welcher
photometrisch mit einer Zyanidreaktion (Diagnostika Merck, 9405, Darmstadt, Deutschland)
und einem UV-Photometer (Ultraspec II, Biochrom LKB, Cambridge, UK) bestimmt wurde,
konnte die Himolyse ermittelt werden (Unger et al., 2003).
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Extrinsische und intrinsische Koagulationsfaktoren wurden anhand der Prothrombinzeit
(Quickwert von Dade® Innovin reagent) und der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit
(aPTT von Dade®ActinFS reagent, beide von Dade Behring, Marburg, Deutschland)
analysiert. Um die Fibrinogenkonzentration zu bestimmen, wurde die Methode nach Clauss
und das Fibrinogen a® Reagenz von Diagnostica Stago, Boehringer, Mannheim, Deutschland,
angewandt. Zu den originalen ActinFS und Innovin Reagenzien wurde Polybrene® (Abbott
Laboratories, Dallas, TX, USA) dem Blut hinzugefiigt, um die hohe Heparindosis, welche in
einem extrakorporalen Kreislauf benétigt wird, zu antagonisieren (Unger ef al., 2003).

3.1.5 Versuchsprotokoll

Der Versuchsdurchlauf startete mit dem vom Hersteller fiir den Filtertyp HF 66D
vorgegebenen Blutfluss Q, von 75 ml/min und einer Filtrationsrate Qrf von 15 ml/min.
Wihrend des Experimentverlaufs wurden sowohl der Blut- wie auch der Filtrationsfluss alle
20 min standardisiert erhoht (s. Tab. 9).

Tab. 9: Messzeitpunkte im Studienprotokoll in-vitro

Qp | Qf | Material/Messungen

Blutreservoir | - - | Schweineblut, 5 I.U. Heparin/ml,

Supplementation mit 100 ml der jeweiligen

Substitutionslosung
BS 75 | 15 | Druckmessung, Blutprobe, danach Erhohung der Flussraten
1 100 | 15 | Druckmessung, Blutprobe, danach Erhdhung der Flussraten
2 125 | 25 | Druckmessung, Blutprobe, danach Erhohung der Flussraten
3 150 | 25 | Druckmessung, Blutprobe, danach Erh6hung der Flussraten
4 175 | 25 | Druckmessung, Blutprobe, danach Erhohung der Flussraten
VE 200 | 40 | Druckmessung, Blutprobe

Messungen zu den Druckwerten wurden kontinuierlich alle 20 min durchgefiihrt und
aufgezeichnet, bevor die Blutproben fiir die Messungen zur Himokompatibilitdt entnommen
wurden. Danach wurden die Flussraten fiir die folgenden 20 Minuten erhoht. Die Messungen
zu den Druckwerten wurden von einem installierten elektronischen Membranmessfiihler
iiberwacht, welcher mit dem Monitor der Pumpe verbunden war, sowie einem multichannel
recorder (Modell S66, Hewlett Packard, Bad Homburg, Deutschland). Es wurden keine
Differenzen zwischen den Werten der beiden Messsysteme festgestellt. Der TMP wurde von
dem installierten TMP-Gerdt vorgegeben, das diesen automatisch aus den drei anderen
Druckmesswerten errechnete. Der Filtrationsdruck wurde zusitzlich {iber den multichannel
recorder iiberwacht (Unger et al, 2005b) und gemessen, da dieser im Monitor des
Hiamofiltrationsgerites keine direkte Anzeige bot.

3.2 In-vivo-Modell

Die Versuche wurden in einer prospektiven Studie in den Tierexperimentellen Einrichtungen
der Charité, Campus Virchow-Klinikum, in Berlin unter der Leitung von Frau PD Juliane
Unger durchgefiihrt. Insgesamt wurde 35 Schweinen (s. Kap. 3.2.2) nach dem Zufallsprinzip
entweder Kochsalzlosung (NaCl 0,9 %; Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland),
6 %iges HES 130 (Voluven; Fresenius Kabi), 6 %iges HES 200 (HAES-Steril, Fresenius
Kabi), ALB (Humanalbumin 20 %, Baxter, UnterschleiBheim, Deutschland) oder Gelatine
Polysuccinat (GEL, Gelafundin 4 %, B. Braun, Melsungen, Deutschland) substituiert. Bei
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jeweils sechs bis neun Tieren jeder Substitutionsgruppe (s. Kap. 3.2.2) wurde eine CVVH
durchgefiihrt.

3.2.1 Kontinuierliche venovenose Hamofiltration

Es wurden die gleichen Materialien und dieselben Geridte identisch zur in-vitro-Situation
verwendet. Auch der Aufbau, die Spiilung und das Priming des Kreislaufs verliefen auf
dieselbe Art und Weise. Fiir die CVVH wurde eine AK10® Blutpumpe intensivmedizinischen
Zwecken entsprechend mit medizinisch-technischem PVC modifiziert eingesetzt. Aulerdem
wurden ein Hamofilter vom Typ FH 6S (Gambro, Hechingen, Deutschland) eingesetzt (s.
Tab. 10), welcher dem in vitro verwendeten Filter HF 66D beziiglich der Filtereigenschaften
entsprach. Weiterhin wurde ein Doppellumenkatheter 11F (doppellumiger Shaldonkatheter,
11F, 20 mm lang, Gambro, Hechingen, Deutschland) verwendet. Alle Schlauchmaterialien
bestanden aus ,,medical-grade* PVC (Gambro, Hechingen, Deutschland) und passten zur
Blutpumpe AK10.

Tab. 10: Spezielle Eigenschaften des in-vivo verwendeten Filters (Unger et

al., 2006a)

Eigenschaften FH 6S
Effektive Membranoberfliache 0,6 m’
Filterdimensionen:

Innerer Durchmesser 215 pm
Effektive Lange 140 mm
Wandstirke 50 um
Komponenten:

Membranmaterial Polyamid
Einbettmaterial Polyurethan
Gehiduse Polycarbonat

Viereinhalb Stunden lang wurde das Filtrat zu der Luftblasenfalle zuriickgeleitet, also ein
geschlossener Kreislauf betrieben, wihrend der darauf folgenden zwei Stunden wurde das
Filtrat verworfen und durch eine Kristalloidlosung ersetzt (Ringeracetat, Jonosteril mit
Glukosezusatz, Fresenius Kabi AG, Homburg, Deutschland). Wéhrend der rezirkulierenden
Phase wurden der Blutfluss Qp und der Filtratfluss Qf schrittweise angehoben. Der jeweilige
Quv/Qr-Wert wurde dem Grenzwert fiir den transmembrandren Druck unter 24 kPa angepasst.
Wihrend des offenen Modus wurde der Qu/Qf-Wert auf 200/60 ml/min festgesetzt. In dieser
Phase wihlte man als zusétzlichen Grenzwert einen Filtratdruck von weniger als -8 kPa, und
Qr wurde reduziert sobald dieser Grenzwert iiberschritten wurde. Als Antikoagulanz wurde
unfraktioniertes Heparin verwendet (Liquemin, Hoffman-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland). Am Anfang des Experiments applizierte man ein Bolus von 100 1.U./kg KG
und wihrend des Versuchs wurde die Dosierung der kontinuierlichen Heparininfusion anhand
der gemessenen ACT-Werte ermittelt, die im Bereich von 200 bis 250 s liegen sollten (Unger
et al., 2006a). Am Versuchsende wurden die Schweine mit einer Uberdosis Thiopental (1 g,
Trapanal; ALTANA Pharma, Konstanz, Deutschland) und Kaliumchlorid (60 ml, 1 mol/l,
Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) euthanasiert.
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Probenentnahme
fiir Filtrat
Erythrozyten,
Leukozyten, Proteine
Filtratpumpe
Volumen-
substitution Harnstoff,
(ALB, NaCl, Kreatinin,
, GEL, Elektrolyte,
HES130) Medikamente,
| Aminoséuren,
P, etc.
P;
Hamofilter 65

Probenentnahme
fiir Blut

Blutpumpe AK 10

Abb. 6: Aufbau des in-vivo-Kreislaufs

3.2.2 Versuchstiere und Versuchsgruppen

Fir das in-vivo-System wurden 35 gesunde weibliche Schweine der Rasse Deutsche
Landrasse gekreuzt mit der Rasse Large White mit einem durchschnittlichen Kdrpergewicht
von 40+6 kg eingesetzt. Sie wurden im Rahmen der CVVH fiir 8,5 bis 10 Stunden
andsthesiert. Zwolf Stunden vor Beginn der Anésthesie wurde ihnen das Futter entzogen, sie
hatte jedoch bis zur Primedikation freien Zugang zu Wasser.

Entsprechend den fiinf verschiedenen Volumensubstituaten wurden je 6 Tiere den
experimentellen Gruppen zugeteilt, bei denen fast alle Parameter ermittelt werden konnten (s.
Anh. 9, Tab. 21 - Tab. 55). Bet 5 weiteren Tieren kam es zu Fehlern im Protokoll
(Laborprotokolle gingen verloren, technische Fehler bei der Durchfiihrung oder signifikanter
Blutdruckabfall des Versuchstieres), so dass die ermittelten Parameter dieser Tiere nicht in die
Auswertung mit einbezogen wurden.

3.2.3 Anaisthesie

Fir die Primedikation wurden intramuskuldr 5 mg/kg Azaperon (Stresnil; Janssen-Cilag,
Neuss, Deutschland), 0,03 mg/kg Atropinsulfat (atropine sulfate; B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) und 10 mg/kg Ketamin (Ursotamin; Serumwerk, Bernberg,
Deutschland) verwendet.

Nachdem ein Zugang in die Ohrvene gelegt worden war, wurde die Anésthesie mit 5 bis
7 mg/kg Propofol (propofol 1% MCT; Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland)
eingeleitet und mit 17+£3 mg/kg pro Stunde Thiopental (Trapanal; ALTANA Pharma,
Konstanz, Deutschland) und 4,64+0,9 ng/kg pro Stunde Fentanyl (Fentanyl; Janssen-Cilag,
Neuss, Deutschland) fortgesetzt. Die Tiere wurden intubiert (Hi-Lo Lanz, ID 7.0,
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Mallinckrodt, Irland) und in Riickenlage positioniert. Die ausreichende Narkosetiefe wurde
anhand neurologischer Reaktionen gewdhrleistet. Dazu wurde der Nasenscheidewand- und
Zwischenzehenreflex tiberpriift und auf den Bulbusstand geachtet (zentrierte Augen mit
mittelweiten Pupillen waren ein gutes Zeichen). Da weder ein Muskelrelaxanz verabreicht
wurde, noch die Beine der Tiere ausgebunden waren, hitten spontane Bewegungsreaktionen
auf instrumentelle Stimuli hin direkt erkannt werden konnen. Dies ist neben dem
Tierschutzaspekt relevant, da Verdnderungen der Herzfrequenz und des Blutdrucks auch aus
Biokompatibilititsreaktionen resultieren und damit nicht zur sicheren Kontrolle einer
adidquaten Narkosetiefe herangezogen werden konnten.

Die Tiere wurden mechanisch mit einem Ventilator 711 (Siemens, Forchheim, Deutschland)
beatmet, wobei eine kontinuierlich positive Druckventilation (mit einem positiven
endexspiratorischen Druck von 5 cmH,0) aufrechterhalten wurde. Die inspiratorische
Sauerstofffraktion war auf ca. 33 % und der inspiratorische zum exspiratorischen Anteil auf
1:2 festgesetzt. Beatmungsfrequenz und -volumen wurden so eingestellt, dass der
exspiratorische CO,-Wert zwischen 4 und 4,7 kPa, die periphere Sauerstoffsittigung SpO, >
95 % und der PaO, zwischen 13,3 und 20 kPa gehalten wurden. Fiir das Himodynamik-
Monitoring wurde ein Hewlett Packard Monitor (HP 66S; Hewlett Packard GmbH, Bad
Homburg, Deutschland) gebraucht. Der mittlere arterielle Druck, der mittlere
pulmonalarterielle Druck, der zentrale Venendruck und die Herzfrequenz wurden alle 30 min
gemessen und aufgezeichnet. Der pulmonalkapillire Verschlussdruck, das Herzzeitvolumen,
der systemische Gefiwiderstand und der pulmonale GefiBBwiderstand wurden alle 60min
ermittelt. Das Herzzeitvolumen wurde per Thermodilution mit einer Injektion von S5ml
Kochsalzlosung gemessen. Die innere Korpertemperatur wurde durch eine Warmluftdecke
(Tyco Healthcare, Neustadt, Deutschland) auf 38 bis 39 °C gehalten.

Ebenfalls alle 30 min wurden der maximale inspiratorische Druck, der Plateaudruck, der
positive endexspiratorische Druck, das Tidalvolumen (durch den Ventilator aufgezeichnet),
der Endtidal CO,-Gehalt (NGM 1000, Stephan Pfaender, Trebbin, Deutschland), die
Sauerstoffsittigung (Hewlett Packard Monitor 66S) und das Atemminutenvolumen gemessen
und aufgezeichnet.

3.2.4 Instrumentalisierung und chirurgische Techniken

Die Blutgefia3e wurden chirurgisch dargestellt und mit der Seldinger Technik Katheter gelegt:
in die Jugularvene wurde eine Schleuse flir einen Pulmonalarterienkatheter (CritiCath,
SP5127 S-TIP TD, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) gelegt, in die Femoralarterie
ein Arterienkatheter (Combidyn, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland), in die
rechte Femoralvene ein Doppellumenkatheter (11F, 20 mm lang; Gambro,Hechingen,
Deutschland) und in die linke Femoralvene ein zusitzlicher zentraler Venenzugang (8F
Umbhiillung, Arrow, Erdingen, Deutschland) fiir die Fliissigkeitssubstitution. Die Katheter
wurden mit Kochsalzlosung ohne jeglichen Zusatz von Antikoagulantien durchspiilt. Da die
Genitalien der jungen Tiere noch nicht vollstindig ausgewachsen waren, wurde bei allen
Tieren ein Blasenkatheter per Minilaparotomie gelegt. Dazu wurde mit einem 40 mm langen
Schnitt durch die Linea alba zwischen den letzten beiden Gesdugekomplexen die Bauchhdhle
erdffnet und ein Katheter (balloon catheter Wiruthan, CH 12; Riisch, Kernen, Deutschland) in
die Blase eingefilhrt. Das Abdomen wurde mit einer gebrduchlichen Nahttechnik
geschlossen.

3.2.5 Fliissigkeitsmanagement

Bis die CVVH angeschlossen wurde (Zeit fiir Instrumentierung ca. 1,5 Stunden) wurde den
Tieren Ringer Acetat (Jonosteril, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) verabreicht,
um eine nédchtliche Dehydratation auszugleichen, welche oft bei Versuchen mit Schweinen,
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die die Nacht vor dem Versuch gefastet hatten, beobachtet wurde (Schnoor et al., 2004). Nach
der Instrumentierung folgte die Native-Baseline-Messung (BSnat). Anschlieend wurde den
Schweinen ein Bolus von 14 ml/kg Korpergewicht HES 130/0.4, HES 200/0.5, NaCl 0,9 %,
Gelatine 4 % (GEL) oder Albumin 4 % (ALB) substituiert. Dieser Bolus wurde {iber einen
8F-Katheter infundiert. Abhingig vom gesamten Volumen, welches anhand des exakten
Korpergewichts der Tiere festgesetzt wurde, dauerte diese Infusion zwischen 45 und 60
Minuten. Ebenfalls vor dem Starten des Systems wurde ein Bolus von 100 1.U. Heparin/kg
KG (unfraktioniertes Heparin, Liquemin, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Whylen,
Deutschland) verabreicht, worauthin der Hamofiltrationskreislauf an die Tiere angeschlossen
wurde. Nach einer 15 miniitigen Aquilibrierung wurden die System-Baseline-Messungen
(BSsys) vorgenommen. Weiterhin wurde die jeweilige Infusion (HES130, HES200, NaCl,
GEL, ALB) auch wihrend der CVVH (2,6 ml/kg/h) fortgesetzt, wie auch eine kontinuierliche
Heparininfusion, deren Dosierung entsprechend den gemessenen ACT-Werte, die zwischen
200 und 250 s liegen sollten, eingestellt wurde. Die ACT-Werte wurden alle 60 min mit
einem Hadmochrom 400 (AD Krauth, Kardiovasculire Vertriebsgesellschaft, Hamburg,
Deutschland) gemessen.

Zusiétzlich zur Volumengabe wurde durch die intravendse Andsthesie den Tieren
anschliefend an die Bolusgabe kontinuierlich 1,2 ml/kg/h kristalloide Fliissigkeit appliziert
(mit SchiwaMtic 700N, Schiwa GmbH, Glandorf, Deutschland), da die Fentanylperfusor
Kochsalzlosung enthielt und das Thiopental mit pyrogenfreiem Wasser verdiinnt war. Auch
die stiindliche Katheterdurchspiilung und die Herzminutenvolumenmessung mit Hilfe von
Thermodilution fiihrten zu einer weiteren Applikation kristalloider Fliissigkeit. Alle
Applikationen zusammengezihlt, wurden 3,9 ml/kg der spezifischen und zusitzlich 5,1 bis
5,4 ml/kg kristalloide Losung pro Stunde appliziert.

3.2.6 Untersuchte Parameter

Wie in Abb. 7 und Tab. 11 zu erkennen ist, wurden zu fiinf verschiedenen Messzeitpunkten
dieselben Werte wie im in-vitro-Modell zum Druckprofil, der Himokompatibilitdt und den
Blutzellen ermittelt (s. Tab. 8). Dabei wurden die Messverfahren wie in Kap. 3.2.7
beschrieben angewandt.

Des Weiteren wurden Untersuchungen der Plasmaelektrolytkonzentrationen und des Sdure-
Basen-Haushaltes des Blutes, sowie Untersuchungen des Urins, des Filtrats, der
Peritonealfliissigkeit und des kolloidosmotischen Drucks im Blut, Plasma und Filtrat
vorgenommen. Auch Werte der Himodynamik und des pulmonalen Gasaustausches, der
Diurese und der glomeruldren Filtration wurden ermittelt. Nach Beendigung des Experiments
wurden mehrere Organe histopathologisch untersucht. Diese Ergebnisse sind jedoch nicht der
Fokus dieser Arbeit. Die untersuchten Parameter wurden an den in Tab. 11 beschriebenen
Zeitpunkten gemessen:

Tab. 11: Hauptmesszeitpunkte des Versuchprotokolls in-vivo

Native Baseline (BSnat) | Nach Instrumentalisierung (~2,5 h nach erster Primedikation)

System Baseline (BSsys) | Nach Bolusinfusion, Heparinbolusgabe und Systemanschluss

Zwischenmessung (ZM) | Mit hochst moglichen Flussraten im rezirkulierenden System
nach 4 h

Zwischenbaseline (ZBS) | Mit fix eingestellter Blutfluss-/Filtrationsrate im
rezirkulierenden System nach 4,5 h, direkt vor Umstellung des
Systems auf den konventionellen offenen Modus mit
isovoldmischen Austausch von Filtrat gegen kristalloide
Infusionslésung

Versuchsende (VE) Nach 2 h offenem Modus
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3.2.7 Laboranalysen

Fiir die Feststellung aller Parameter wurden Standardmethoden vom Institut fiir klinische
Chemie der Universitdtsmedizin Berlin-Charité der Humboldt Universitit in Berlin benutzt.
Der kolloidosmotische Druck wurde mit Hilfe eines Membranoncometers (BMT 921,
Thomae GmbH, Biberach, Deutschland) ermittelt. Der Cut-off der Membran lag bei einem
Molekulargewicht von 20 kDa. Proben wurden vom zentralen Venenkatheter gezogen. Proben
fiir die Blutgasanalyse (vends, arteriell, gemischtvends) wurden von vendsen, pulmonalen und
arteriellen Kathetern entnommen und mit Hilfe einer ABL700 und einer OSM3 (Radiometer,
Copenhagen, Dinemark) aufgezeichnet. Die aktivierte Koagulationszeit (ACT) wurde
stiindlich mit einem Hadmochrom 400 (AD Krauth, Kardiovasculdre Vertriebsgesellschaft,
Hamburg, Deutschland) ermittelt oder hiufiger, falls es fiir die Anpassung der Heparindosis
erforderlich war.

3.2.8 Versuchsprotokoll

Nachdem die Gerite angeschlossen waren, wurden nach der Aquilibrierung die Messungen
fiir die Native-Baseline (BSnat) vorgenommen (s. Abb. 7) und den Tieren danach ein Bolus
der jeweiligen Substitutionslosung verabreicht. Ebenso wurde ein Bolus von 100 [.U. Heparin
pro Kilogramm KG zu Beginn als Antikoagulation gegeben, woraufhin fiinf Minuten spéter
das Hamofiltrationssystem angeschlossen und gestartet wurde. Danach fiihrte man die
Messungen fiir die System-Baseline (BSsys) durch. Die CVVH lief in einem geschlossenen
Kreislauf, was bedeutet, dass das Filtrat 4,5 Stunden lang nach der Filterpassage iiber eine
vendse Luftblasenfalle wieder zum Tier zuriickfloss. Nach vier Stunden rezirkulierender
Hémofiltration wurden die Werte fiir die Zwischenmessung (ZM) bei maximaler Flussrate
gemessen und ca. eine halbe Stunde spiter, bei festgelegter Flussrate (Q¢/Qp 200/60), die
Messungen fiir die Zwischen-Baseline (ZBS) vorgenommen. Den 4,5 Stunden des
rezirkulierenden Systems folgte fiir zwei weitere Stunden das offene System, bei dem das
Filtrat verworfen und isovolumetrisch durch kristalloides Volumen (Jonosteril, Fresenius
Kabi, Bad Homburg, Deutschland) ersetzt wurde. Dieser offene Modus wurde bis zum
Versuchsende mit abschlieender Versuchs-Ende-Messung (VE) fortgesetzt.
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Losung
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Abb. 7: Protokoll des in-vivo-Versuchs, hier zitiert und modifiziert nach (Unger et al.,
2006a)

3.3 Modellgegeniiberstellung / Versuchsaufbau

Mit unserem in-vitro-Modellaufbau sind Messungen von Einzelparametern zur Himatologie
und zur Filterfunktion méglich (s. Tab. 8). Durch das in-vivo-Modell sind einerseits dieselben
Messungen moglich, die durch den direkten Vergleich mit in-vitro einen Hinweis auf die
Aussagekraft des in-vitro-Modells geben. Andererseits kann mit dem in-vivo-System anhand
der Messwerte zu den Organfunktionen (s. Kap. 3.2.6) eine Aussage iiber die Reaktion des
gesamten Organismus auf das Gesamtverfahren bzw. die Infusionstyp-CVVH-Interaktion
getroffen werden.
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Die jeweiligen Versuchsaufbauten wurden in Hinblick auf die verwendeten Materialien so
identisch wie moglich gestaltet (gleiche Himofilter, Pumpen, Schlauchmaterialien, Katheter).
Trotzdem war ein direkter Vergleich von realen Messwerten beider Systeme aufgrund
unterschiedlicher Modellkomponenten nicht moglich. Aus diesem Grund wurde der
Schwerpunkt der Betrachtung auf die Entwicklung der Messwerte wihrend der
Versuchsdauer gelegt. Auch bei der Blutzusammensetzung, der Antikoagulation (s. Kap.
3.3.1) und der Volumensubstitution wurde auf eine moglichst groBe Ubereinstimmung
geachtet.

Wihrend in-vitro liber die gesamte Versuchsdauer das abgepresste Filtrat zum Kreislauf
zurlickgefiihrt wurde, schlossen sich in-vivo dem 4,5 Stunden geschlossenen Kreislauf eine
zweistiindige Phase mit offenem Kreislauf an. Da es sich in-vitro bei dem Reservoir um eine
begrenzte Menge an Blut und in-vivo um den Gesamtorganismus des Schweins handelte,
wurde die Laufzeit des in-vitro-Versuchs durch den Riickgang an Blutzellen und
Gerinnungsfaktoren begrenzt, wihrend es in-vivo zu einer Mobilisierung bzw. Bildung neuer
Zellen und Gerinnungsfaktoren kommen konnte und daher kein zeitliches Limit bestand.
Einen weiteren Unterschied beider Systeme stellten die Flussraten dar: wihrend in-vivo
Druckgrenzwerte eingehalten werden mussten, um den geplanten Ablauf des Versuchs ohne
Héamolyseeffekte gewihrleisten zu konnen, konnten in-vitro die gewlinschten Flussraten
standardisiert eingestellt werden, ohne den Ablauf zu gefdhrden. Eine tabellarische
Gegeniiberstellung findet sich im Kap. 3.3.2 in Tab. 12.

Bei dem in-vitro-Modell handelte es sich um ein selbsterschopfendes Modell, da das
Reservoir an Blut auf 2 Liter begrenzt war, und die kontinuierlich entnommenen Filtratproben
zu einer stetigen Aufkonzentration der geldsten Substanzen im Kreislauf fiihrten. Zusétzlich
kam es zu weiteren Zellverlusten bei Adsorptionsvorgingen an Fremdoberflichen, bei
Zerstorung einzelner Zellen durch mechanische Einfliisse des Systems oder wenn Zellen in
den Kapillaren der Membran durch so genanntes Cellcoating/Membranfouling hidngen
blieben. Auch Gerinnungsvorgénge flihrten zu einem kontinuierlichen Abfall der Zellen und
Gerinnungsfaktoren, was letztendlich die Versuchsdauer begrenzte, im Gegensatz zur in-vivo-
Situation aber auch ein sehr sensitives System darstellte.
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Hémofilter
. P, P, Zuriick zum
Reservoir -> > Reservoir
relativer Anstieg der
gelosten
Entnommene Plasmabestandteile
Filtratproben (Proteine, Hct,..)

*Verlust von Zellen,
Gerinnungsfaktoren

*Reduktion von
Plasmawasser

Abb. 8: In-vitro-Versuch: ein selbsterschopfendes System

Bei dem in-vivo-Modell handelte es sich um ein regenerierendes System, da in diesem Fall
das Tier das Reservoir darstellte, welches durch stindige Bildung und Mobilisation von
Zellen und Gerinnungsfaktoren Verluste bis zu einem gewissen Mal3 ausgleichen konnte und
damit auf der Ebene klinischer Standardanalysen zum Blutbild und Plasmafaktoren ein etwas
trageres Modell darstellte.

Himofilter
P P, Zuriick zum
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g > > Organismus
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o - Filtrat Filtratproben . .
TI;lerukogyten ’ P *Keine Auswirkung der
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erinnungsiaxtoren Zellen, Gerinnungsfaktoren
*Abbau von Himoglobin Gerinnungsfaktoren “Reduktion von

und Plasmawasser
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Abb. 9: In-vivo-Kreislauf: ein regenerierendes System

38



MATERIAL UND METHODE

Wihrend des rezirkulierenden Modus konnten im in-vivo-Modell moderate Verluste durch
entnommene Proben oder ablaufende Gerinnungsprozesse vollstandig ausgeglichen werden. Im
offenen Modus kam es trotz der Verwerfung des Filtrates mit seiner komplexen
Zusammensetzung (Ultrafiltrat) gegentiber den kristalloiden, vor allem den Elektrolyte
ersetzenden Losungen und den zum Volumenausgleich eingesetzten Infusionen, zu keinem
messbaren Anstieg von Substanzen im Kreislauf. Wihrend des gesamten Ablaufs der CVVH
fiihrten die Infusionen zu Dilutionseffekten des Blutes.

3.3.1 Blut und Antikoagulation

In-vitro wurde eine Menge von 2 Litern Schweineblut und 1 Liter Blut fiir das Priming
gewihlt, um Materialien im extrakorporalen Kreislauf verwenden zu kénnen, von denen auch
in der Klinik fiir eine CVVH Gebrauch gemacht wird. Um Blut in gro8en Mengen fiir ein in-
vitro-Modell zu gewinnen, muss ein Tier zur Blutentnahme in Narkose gelegt oder aber es
kann Blut von einem Schlachthof gewonnen werden. Der Prozess der Entblutung
(Hamorrhagie) fithrt zu einer massiven Aktivierung der Gerinnung und endogenen
Katecholaminausschiittung (Hartung et al., 2002). Bei der Blutgewinnung vom Schlachthof
(wie bei unserem in-vitro-Modell) kommt es zusétzlich zu Hypoxie, Hyperkapnie und
Laktatzidose. Aus diesem Grund wurden fiir die in-vitro-Hamofiltration dem Blut bereits am
Schlachthof hohe Heparinmengen zugefiigt, um Gerinnungsprozesse zu verhindern. Durch die
hohe Heparinisierung konnte keine direkte Gerinnungsanalytik durchgefiihrt werden. Um
dennoch den Einfluss der Infusionstypen auf die Gerinnung unter der Hadmofiltration
untersuchen zu koénnen, wurde bei der Durchfiihrung der Gerinnungstests Polybrene
(Polybrene®, Abbott Laboratories, Dallas, USA) zur Antagonisierung hinzugegeben (Unger et
al., 2003; Unger et al., 2006b). So konnten trotz der initialen Aktivierung beim
Schlachtvorgang sensitive Gerinnungsuntersuchungen durchgefiihrt werden. Gleichzeitig
wurde durch die Verwendung von Schlachthofblut eine kliniknahe Situation beziiglich der
Zusammensetzung des Blutes multimorbider Patienten erzielt (Laktatazidose, Hyperkapnie
und ein niedriger Albumin-Globulin-Quotient als spezifische Eigenschaft von Schweineblut).
Dies fiihrte jedoch auch zu einem Anstieg der Blutzellaggregation und zu einer schnelleren
Verstopfung des Filters (Unger et al., 2006a).

Des Weiteren muss bedacht werden, dass das in-vivo verwendete Heparin in der Analytik
spater nicht antagonisiert werden musste, da die zugefiihrten Mengen sich nach dem
gemessenen ACT-Grenzwert 200-250 s richteten und damit im Vergleich zur in-vitro-
Situation sehr gering waren.

Die Blutbestandteile, die sowohl das in-vitro-System wie auch das in-vivo-System betreffen,
sind ausschlieBlich die Plasmaproteine, Gerinnungsfaktoren, Erythrozyten, Thrombozyten
und Leukozyten. Zur Darstellung der ablaufenden Gerinnungsprozesse wurden die aPTT-
Werte (intravasale Aktivierung durch Fremdoberflichen) und die Quickwerte (extravasale
Aktivierung) gemessen. Bei der Auswertung der Gerinnungsdaten musste jedoch bedacht
werden, dass es sich bei dem in-vitro-System um ein selbsterschopfendes Modell handelte,
wobei es durch die entnommenen Filtratproben zu einer Konzentrierung der nicht filtrierten
Substanzen wihrend des Versuchs kam, da das entnommene Plasmawasser nicht
isovoldmisch ersetzt wurde. In-vivo dagegen wurde der Verlust von Gerinnungsfaktoren
durch deren Verbrauch oder die entnommenen Filtratproben durch Nachbildung oder
Mobilisierung im Organismus bis zu einem gewissen Grad kompensiert. Die Infusionen
bewirkten allerdings auch eine Dilution des Blutes. Der Hamatokrit lag bei den in-vivo-
Versuchen bei Beginn der Filtrationen deutlich niedriger (~28 %) als in den in-vitro-
Versuchen (~ 35 %).
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Tab. 12: Zusammenfassung der Unterschiede zwischen dem in-vitro- und dem in-vivo-

Versuchsaufbau
in-vitro-Modell in-vivo-Modell
Kreislauf Selbsterschopfendes System: Abfall | Regenerierendes System: Abfall
der Blutzellen/ Gerinnungsfaktoren | und Anstieg der Blutzellen/
Gerinnungsfaktoren
Laufzeit e Laufzeit2 h e 4.5 h geschlossener
e Dbegrenzt durch den pro- Kreislauf
gressiven Riickgang von e 2 weitere Stunden offener
Blutzellen und Gerinnungs- Kreislauf
parametern e Dbegrenz durch die maximal
e Pumpengetrieben mogliche Filterlaufzeit
(Blutpumpe AK10") e Pumpengetrieben
(Blutpumpe AK10™)
Filter e Hiamofilter HF 66D, e Hamofilter FH 6S
s. Tab. 6 s. Tab. 10
Grenzwerte/ e Maximale Filterlaufzeit/ e Maximale Filterlaufzeit/
Regelgrofien Clotting/ Fouling/Clogging Clotting/ Fouling/Clogging
e Spontane Himolyse e Druckgrenzwerte notig zur
e Abfall von Blutzellen/ Himolysevermeidung:
Gerinnungs-faktoren TMP < 24 kPa
e Uberschreiten der mess-
baren Druckgrenzwerte mit
automatischem
Pumpenstopp
Flussrate e Starres Flussratenprotokoll, e Kein starres Flussraten-
s. Tab. 9 protokoll, s. Abb. 7
e Blutfluss von e FEinhaltung von
75 ml/min, bis auf Druckgrenzwerten:
200 ml/min erhoht TMP < 24 kPa
e Filtratfluss von e Im offenen Modus Ein-
15 ml/min, bis auf stellung der Flussraten auf
40 ml/min erhoht 200/60 ml/min, Grenzwert
dabei: Py < 8 kPa
Messzeitpunkte e Baseline: 75/15 e BSnat: mit
(Qr/Qp [ml/min]) e 1:100/15 TMP < 24 kPa
o 2:125/25 e BSsys: mit
e 3:150/25 TMP < 24 kPa
e 4:175/25 e 7ZM: maximale Flussrate
e FV:200/40 e ZBS:200/60
e VE: 200/60
Substitution e Kochsalzlosung e Kochsalzlosung
¢  Humanalbumin 20 % ¢  Humanalbumin 20 %
e Gelafundin 4 % e Gelafundin 4 %
e HES 1306 % e HES 1306 %
e HES 200 10 % e HES 200 10 %
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Antikoagulation Im Schlachthof: 5 I.U. e Vor dem Systemstart:
unfraktioniertes 100 I.U. unfraktio-
Heparin/ml Blut niertes Heparin/kg KG
Vor den Gerinnungs- e Waihrend des
tests wurde Polybrene Experimentes konti-
zugefiigt, um das nuierliche Infusion,
Heparin zu dosiert nach den ge-
antagonisieren messenen ACT-Werten
Gerinnungsanalytik Antagonisiertes e Zeigt Gerinnungswerte
Heparin, dadurch mit Heparineinfluss
Gerinnungswerte ohne
Heparineinfluss
Blut 1,5 Liter Schweineblut e Blut direkt vom
Hkt 0,35-0,40 [I/1] Schwein
konstant 37°C e Hkt ~28 [I/1]
e Korpertemperatur
Datenerhebung Druckprofil e Druckprofil
(TMP, Py, P,-Py) (TMP, Py, P,-Py)
Gerinnungsparameter e Gerinnungsparameter

ATIII,
Dimere, TAT)

(aPTT, Quickwert,
Fibrinogen, D-

Blutzellen
(Plts, Leukos, fHb,
Hct)

ATIII,

(aPTT, Quickwert,
Fibrinogen, D-

Dimere, TAT)

Blutzellen

(Plts, Leukos, fHb,
Hct)

Himodynamik
Lungenfunktion
Nierenfunktion
Serumchemie
Filtrat
Peritonealfliissigkeit
Organhistologie

Beeinflussung durch den
Organismus

Aktivierung des
Komplementsystems

Aktivierung des
Komplementsystems
Bei ablaufender
Gerinnung Aktivierung
gewebestdndiger
Faktoren/ Mediatoren
aus dem Endothel
Verinderung des Blut-
bildes durch
individuelle oder
pathophysiologische
Gegebenheiten
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3.3.2 Soll- und Grenzwertsetzung im Protokoll

Die beiden Methoden weisen aufgrund ihrer basalen Charakteristika verschiedene Grenzwert-
und Standardisierungsaspekte auf (s. Tab. 12). Das in-vitro-Protokoll wurde ohne die Setzung
von Druckhdchstgrenzen erstellt. Spontane Himolyse und das Uberschreiten der
Druckmessskala des CVVH-Monitors mit automatischem Pumpenstopp stellten die
Grenzwerte dar. Auf diese Weise konnten die Versuche unter standardisierten
Flussratenprotokollen erfolgen. Die resultierenden Druckmesswerte des Systems lagen als
Ergebnis vor. In-vivo hingegen konnte keine spontane Hémolyse toleriert werden, da dies
seinerseits eine kaskadenartige Reaktion hervorgerufen hitte, die nicht im Zentrum des
Interesses stand. Daher wurde in Anlehnung an die klinische Anwendungssicherheit mit
Druckgrenzwerten gearbeitet, und die Relation der Flussraten zur Filtrationsleistung stellte
das Ergebnis dar. Durch eine entsprechende Relationssetzung der in-vitro-Daten war jedoch
ein Vergleich des Gruppenrankings von in-vitro zu in-vivo moglich.

3.4 Statistische Auswertung

Ein statistischer Vergleich von realen Messwerten zwischen den in-vitro- und den in-vivo-
Ergebnissen war aufgrund unterschiedlicher Modellkomponenten nicht sinnvoll durchfiihrbar.
Zum Beispiel bedingten verschiedene Hamatokritwerte oder Heparindosierungen in-vitro und
in-vivo zwangsldufig unterschiedliche Stromungswiderstinde in der Filterkapillare, was
wiederum verschiedene Druckniveaus zur Folge hatte. Demzufolge konnten statistische
Vergleiche nur innerhalb der jeweiligen Modelle durchgefiihrt werden.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm Sigma Stat 3.1.
Der Vergleich der Versuchsgruppen untereinander wurde mit dem nicht parametrischen
Kruskal-Wallis Test durchgefiihrt. Als statistisch signifikant wurden Unterschiede bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 definiert. Bei signifikanten Unterschieden wurde zum
Vergleich einzelner Gruppen der Mann-Whitney Rank Sum Test angewendet.

Zur Analyse der Korrelation zwischen Hamatokrit und Thrombozyten und der Korrelation
zwischen Hidmatokrit und Leukozyten wurde der Spearman Rank Order Correlation Test
durchgefiihrt. In den entsprechenden in-vitro- und in-vivo-Diagrammen wurden die Mediane
der Hématokritwerte den Medianen der Thrombozyten- bzw. Leukozytenwerte
gegeniibergestellt um den Verlauf der Messergebnisse klarer darstellen zu konnen. In diesem
Fall wurde die Skalierung der Diagramme nicht aufeinander abgestimmt, da unterschiedliche
Hiamatokritwerte am Versuchsanfang vorlagen.

Die Messergebnisse wurden in den meisten Féllen in Form von Box Plot Diagrammen mit
Hilfe des Programms Sigma Plot 8.0 dargestellt. Zu den Druckmesswerten stellen die farbigen
Boxen in den Diagrammen den IQR (Inter quartile range) zwischen dem ersten und dem
dritten Quartil mit dem jeweiligen Median dar. Zusdtzlich wurden das Minimum, das
Maximum und die Standardabweichungen gezeigt. Bei allen anderen Messwerten decken die
Boxen 95 % aller Messwerte ab. Das in-vitro- und das in-vivo-Ranking in Kapitel 4.4, Tab.
17, sowie das Ranking in Kapitel 5.2.2, Tab. 18, wurde anhand der statistischen Tests erstellt.
Dabei wurde der Range-, Maximum-, Minimum- und Medianwert hinzugezogen.

Werden in Anh. 9 in Tab. 21 bis Tab. 55 Messergebnisse mit mv (missing value) angegeben,
konnten in diesen Fillen aufgrund von labortechnischen Fehlern die Werte nicht ermittelt
werden.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Druckverhiltnisse

In beiden Modellen wurden der Blutfluss Qyp, der Filtratfluss Qg der Filtratdruck Pg, der
transmembrandre Druck (TMP) und der Druckabfall iiber den Filter P,-P, ermittelt. Die
Messergebnisse werden bei den Flussraten Qu/Q¢[ml/min] 75/15, 125/25 und 200/40 gezeigt,
da diese in-vitro und in-vivo libereinstimmten.

4.1.1 Transmembranarer Druck

Der transmembranire Druck (TMP) resultiert aus den gemessenen Druckwerten (P,, P, und
Ps, s. Kap. 2.2) und der sich entwickelnden Flussdynamik im Filter wéhrend der
Héamofiltration. In-vitro ergaben sich fiir die HES 130-Gruppe niedrige TMP-Werte mit
geringen Standardabweichungen, in der NaCl-Gruppe wurden hingegen extrem grof3e
Abweichungen vom Standard gemessen. In-vivo zeigte vor allem die HES 200-Gruppe eine
grole Schwankungsbreite der gemessenen Werte, wihrend die ALB-, GEL- und die HES
130-Gruppe konstantere Werte aufweisen (s. Abb. 10).
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Abb. 10: Einfluss der verschiedenen Infusionsgruppen auf den transmembrandren Druck, gemessen
bei Qy/Q¢[ml/min]: 75/15, 125/25 und 200/40; (A = in-vitro; B = in-vivo)
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Abb. 11: Einfluss der verschiedenen Infusionsgruppen auf den transmembraniren Druck in
Abhiéngigkeit von den Flussraten Q, und Q¢ (A = in-vitro; B = in-vivo)
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In-vitro zeigt sich bei drei unterschiedlich eingestellten Flussraten das gleiche Muster fiir die
fiinf Infusionstypen (s. Abb. 11). In-vivo dagegen kam es bei verschiedenen Flussraten zu
unterschiedlichen Ringen zwischen den Substitutionsgruppen. Vor allem in der HES 200-
Gruppe kommt es bei hohen Flussraten zu einer ausgeprigten Schwankungsbreite des TMP
mit signifikant hohen Medianwerten, was bei einer Flussrate von 75/15 ml/min nicht absehbar
war. Bei der HES 130-Gruppe hingegen wurden im Bereich der hohen Flussraten konstante
Werte mit relativ niedrigem Median gemessen.

4.1.2 Druck im Filtratkompartiment

Der Druck im Filtratkompartiment des Filters, der so genannte Filtratdruck P ist bei einer fest
eingestellten Filtratflussrate ein indirekter Parameter fiir den NettofiltratfluB3.

In-vitro wurden bei der NaCl-Gruppe hohe Standardabweichungen bei einem niedrigen
Median gemessen. In-vivo fallen die gemessenen P-Werte der HES 130-Gruppe durch
konstante Messwerte mit geringen Standardabweichungen auf.
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Abb. 12: Einfluss der verschiedenen Infusionsgruppen auf den Filtratdruck, gemessen bei  Qy/Qy
[ml/min]: 75/15, 125/25 und 200/40; (A = in-vitro; B = in-vivo)
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Abb. 13: Einfluss der verschiedenen Infusionsgruppen auf den Filtratdruck in Abhdngigkeit von den
Flussraten Qp, und Q;(A = in-vitro; B = in-vivo)
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Auch wenn in-vitro Schwankungen bei den unterschiedlich eingestellten Flussraten zu
erkennen sind, zeigen die jeweiligen Medianwerte eine dhnliche Verteilung innerhalb der
Infusionsgruppen (s. Abb. 13). In-vivo ergaben sich vor allem in Abhdngigkeit von den
Flussraten unterschiedliche P-Werte. Auch wenn die Tendenzen schon wihrend mittlerer
Flussraten zu erkennen waren, wurden die Divergenzen zwischen den einzelnen Gruppen im
Bereich der hohen Flussraten immer deutlicher. Auffallend waren dabei die hohen
Standardabweichungen der HES 200- und der ALB-Gruppe, die sich im Bereich der hohen
Flussraten verstdrkten.

4.1.3 Druckabfall iiber das Filterkompartiment

Beim direkten Vergleich der in-vitro- mit den in-vivo-Ergebnissen der Diagramme P,-P,
versus TMP, also dem Druckabfall iiber das Filterkompartiment, ergaben sich bei allen
Substitutionsgruppen drei prinzipielle Verdnderungen:

e insgesamt war die resultierende Ausgleichsgerade der Punktwolken bei allen
Substitutionsgruppen in-vivo steiler als in-vitro, der TMP also grofer als der
Druckabfall

e der Druckabfall {iber das Filterkompartiment (P,-P,) war in den in-vitro-Versuchen
mit bis zu 40 kPa groBer als in den in-vivo-Versuchen mit maximal 10 kPa

e die TMP-Werte lagen im Durchschnitt bei den in-vitro-Versuchen hdher als in den in-
vivo-Versuchen
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Abb. 14: Einfluss der verschiedenen Infusionsgruppen ALB, NaCl, HES 200, GEL und HES 130 auf
die Druckentwicklung am Filter: Gegeniiberstellung des transmembranédren Drucks (TMP) gegen den

Druckabfall iiber den Filter (P,-P,) gemessen bei unterschiedlich eingestellten Flussraten (Qy/Qy)

[ml/min]: 75/15, 125/25 und 200/40 (A = in-vitro; B = in-vivo)
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Bei den mit ALB, NaCl und HES 200 substituierten Gruppen zeigten sich in-vitro in der Abb.
14 vereinzelt sehr hohe TMP-Werte (s. Abb. 10) sowie ein deutlicher Druckabfall iiber den
Filter, also hohe P,-P,-Werte.

Auffallend bei der HES 130-Gruppe war, dass sich die meisten der in-vivo gemessenen TMP-
Werte auf einem dhnlichen Niveau zwischen 0 kPa und 10 kPa befanden. Das bedeutet, dass
der transmembrandre Druck bei dieser Gruppe im niedrigen Bereich relativ konstant blieb.
Bei der mit GEL substituierten Gruppe kam es in den in-vitro-Versuchen in zwei Féllen zu
hohen P,-P,-Werten, die in-vivo-Ergebnisse zeigten maximale TMP-Werte bis ca. 10 kPa (s.
Abb. 10).

4.2 Hamokompatibilitit: Gerinnung / Plasmatische Faktoren

In beiden Modellen wurde die aktivierte Prothrombinzeit (aPTT), der Quickwert, die
Fibrinogenkonzentration, die D-Dimere, Antithrombin III (AT III) und die Thrombin-
Antithrombin-Komplexe (TAT) ermittelt. Die Messergebnisse werden bei den Flussraten
Qv/Q¢[ml/min] 75/15, 125/25 und 200/40 gezeigt, da diese in-vitro und in-vivo
ibereinstimmten. AusschlieBlich im in-vivo-System wurde der Heparinverbrauch gemessen.

4.2.1 Aktivierte Prothrombinzeit

Wie in Abb. 15 fiir die in-vitro-Messungen ersichtlich ist, ergaben sich bei der ALB-Gruppe
sehr konstante Werte, gefolgt von der HES 130-Gruppe, die eine etwas aktivierte Gerinnung
(Werte knapp unter den 100% des Ausgangswertes), aber ebenfalls sehr bestindige Werte
aufwies. Der Median der NaCl-Gruppe blieb zwar auf den Ausgangswert bezogen sehr
konstant, es kam in dieser Gruppe jedoch zu deutlichen Abweichungen einzelner Werte vom
Ausgangswert. Die HES 200- und die GEL-Gruppe zeigten gegeniiber dem Ausgangswert
einen deutlich verdnderten Median (Median deutlich unter 100%) und eine grof3en
Schwankungsbreite der Messwerte.
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Abb. 15: Aktivierte partielle Thromboplastinzeit, gemessen bei Q,/Qf [ml/min]: 75/15, 125/25 und
200/40; die Messergebnisse werden als VE in Prozent der Baseline angegeben; Werte unter 100%
zeigen eine Gerinnungsaktivierung (A = in-vitro; B = in-vivo)

In-vivo kam es mit Ausnahme der NaCl-Gruppe bei allen anderen Gruppen zu einer deutlich
aktivierten intravasalen Gerinnung (s. Abb. 15).
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Tab. 13: Einfluss der Versuchsdurchfiihrung auf die aPTT-Werte in-vivo

aPTT [s], Werte nach

Mediane + Systemanschluss,

Standard- native Werte ohne | Infusions- und Werte nach 6
abweichung | Heparin Heparinbolus Stunden CVVH
ALB 41,7+33 199,6 £ 93,5 60,3 +26,1
NaCl 37,1 £11,2 121,9 £34,6 96,1 £ 63,0

HES 200 |38,1+10,7 162,0 £ 69,9 129,9 + 65,7
GEL 399 +238 154,2 £ 58,4 79,5 +91,4

HES 130 |44,7+44 148,3 £55,7 104,0 + 44,6

Bei alle Infusionsgruppen fiihrten die Dilution und der Heparinbolus zu einer Verzogerung
der Gerinnung, welche iiber die folgenden 6 h der CVVH riickldufig war, trotz der Vollblut
adaptierten (ACT-Werte) Heparingabe (s. Tab. 13). Da bei der ALB-, NaCl- und GEL-Gruppe
die aPTT-Werte am Ende des Versuchs trotz der kontinuierlichen Heparinisierung am
niedrigsten ausfielen, ist bei diesen Gruppen mit der stirksten Gerinnungsaktivierung und
dadurch mit dem gréfiten Verlust der Faktoren zu rechnen.

4.2.2 Quickwert

In-vitro wurden trotz der Konzentrierung der Gerinnungsfaktoren durch die Probenentnahmen
niedrigere Quickwerte, also eine weniger aktivierte extravasale Gerinnung als zu Beginn des
Versuchs gemessen.
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Abb. 16: Quickwert, gemessen bei Qu/Qr [ml/min]: 75/15, 125/25, 200/40; die Messergebnisse
werden als VE in Prozent der Baseline angegeben; Werte {iber 100% zeigen eine
Gerinnungsaktivierung (A = in-vitro; B = in-vivo)
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Auffallend beim Vergleich der Ergebnisse ist, dass HES 130 sowohl in-vitro wie auch in-vivo
den hochsten Median hatte, also die deutlichste Gerinnungsaktivierung des extravasalen
Gerinnungsschenkels. In-vivo kam es ausschlieflich bei der mit HES 130 substituierten
Gruppe im Lauf des Versuchs zu einer deutlichen Aktivierung der Gerinnung.
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Tab. 14: Einfluss der Versuchsdurchfiihrung auf den Quick-Wert in-vivo

Quickwert Werte nach

[%],Mediane Systemanschluss,

+ Standard- native Werte Infusions-und Werte nach 6
abweichung | ohne Heparin Heparinbolus Stunden CVVH
ALB 96,5 +£6,2 95 +8,2 91 £ 14,5

NaCl 98,5 £3,5 91 +3,9 89 +4,1

HES 200 101 £3,9 89 +6,8 85+8,5

GEL 103 +£8,7 89 +72 87 +6,4

HES 130 102 £ 4,6 90 +5,5 92 +4,7

Durch den Dilutionseffekt wurde die Gerinnungsaktivierung in allen Infusionsgruppen
verzogert. AusschlieBlich bei der HES 130-Gruppe kam es innerhalb der folgenden 6 h zu
einer leichten Erholung der Werte, obwohl in dieser Gruppe am wenigsten Heparin gemal
den Protokollanforderungen bendtigt wurde.

4.2.3 Fibrinogenkonzentration

Trotz kleinerer Unterschiede (der in-vivo-Median der HES 200- und der ALB-Gruppe fiel
niedriger aus als in-vitro) ldsst sich eine gemeinsame Tendenz zwischen dem in-vitro- und
dem in-vivo-Diagramm zur Fibrinogenkonzentration in Abb. 17 erkennen. Bei der HES 130-
Gruppe kam es zu dem geringsten Fibrinogenverbrauch wihrend des Versuchs. Die GEL-
Gruppe zeigt in-vitro und in-vivo zusammen mit der ALB-Gruppe in-vivo den hochsten
Fibrinogenverbrauch wéhrend des Versuchs.
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Abb. 17: Fibrinogenkonzentration, gemessen bei Qu,/Q; [ml/min]: 75/15, 125/25 und 200/40; die
Messergebnisse werden als VE in Prozent der Baseline angegeben (A = in-vitro; B = in-vivo)
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Tab. 15: Einfluss des Versuchprotokolls auf die Fibrinogenwerte in-vivo

Fibrinogen

[umol/1],

Mediane +

Standard- native Werte | Werte nach Infusions- | Werte nach 6
abweichung | ohne Heparin |und Heparinbolus Stunden CVVH
ALB 43+04 42 +0,5 3,9+0,3

NaCl 4,3+0,4 3,9+0,5 4,2+0,6

HES 200 3,9+0,7 3,8+0,6 4,1 +0,7

GEL 43+0,5 3,7+0,4 4,0+0,5

HES 130 4,1+0,5 3,8+0,5 4,1+04

In Tab. 15 wird deutlich, dass einzig bei der ALB-Gruppe die Fibrinogenkonzentration
wihrend der CVVH noch weiter absank, wahrend sich die Konzentration der anderen
Gruppen wihrend der CVVH fast wieder dem Ausgangswert des Blutes vor der Infusions-

und Heparinzugabe néherte.

4.2.4 D-Dimere

In-vivo wurden bei der ALB-Gruppe zum Teil sehr hohe D-Dimerwerte gemessen, bei der

HES 200-Gruppe hingegen wurde eine sehr niedrige D-Dimer-Konzentration gemessen.
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Abb. 18: D-Dimere, gemessen bei Q,/Qf [ml/min]: 75/15, 125/25 und 200/40; im in-vitro-Diagramm
weisen die Mediane in der HES 200- und HES 130-Gruppe eine statistisch signifikante Differenz
von p < 0,05 auf (A = in-vitro; B = in-vivo)
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4.2.5 Antithrombin II1

Im in-vitro-System wurden AT III-Werte iiber hundert Prozent des Ausgangswertes
gemessen. In-vivo kam es zu einem Absinken der AT III-Werte. Es zeigte sich zwischen dem
in-vitro- und dem in-vivo-Diagramm eine dhnliche Verteilung der Mediane. Wéhrend in
beiden Modellen bei den beiden HES-Gruppen die hochsten AT III-Werte gemessen wurden,
kam es in-vivo bei den drei restlichen Infusionsgruppen zu einem deutlichen Abfall der
Werte.
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Abb. 19: Antithrombin III gemessen bei
(A = in-vitro; B = in-vivo)

[ml/min]:

In beiden Systemen lagen bei aktivierter extravasaler Gerinnung (Quickwert) die AT III-
Konzentrationen in der mit HES 130 substituierten Gruppe am hochsten. Die Tab. 16 zeigt,
dass der Infusions- und Heparinbolus bei der NaCl-Gruppe die geringsten Verdnderungen im
Vergleich zum Ausgangswert bewirkte, die AT III-Konzentration jedoch am Ende der CVVH
bei der ALB-, GEL- und HES 200-Gruppe am niedrigsten ausfiel.

Tab. 16: Einfluss der Versuchsdurchfiihrung auf die AT III-Werte in-vivo

ATIII [%],

Mediane +

Standard- | native Werte Werte nach Infusions- | Werte nach 6
abweichung | ohne Heparin | und Heparinbolus Stunden CVVH
ALB 101 £8,4 81+22 64,5+75

NaCl 100 + 14,7 90+9,9 73,5+13,9

HES 200 |102+10,5 79 +95 66 + 14,7

GEL 98,5+9,0 82+9.38 65,5+33

HES 130 |96,5+13,2 81,5+13,1 76 + 16,6
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4.2.6 Thrombin-Antithrombin-Komplex

Im in-vitro-Modell kam es durch die entnommenen Filtratproben zu dem erwarteten Anstieg
der TAT-Komplexe iiber den Ausgangswert. Nur in der ALB-Gruppe wurde trotz der
Konzentrierung ein Riickgang der TAT-Komplexe gemessen.
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Abb. 20: Thrombin-Antithrombinzeit, in-vitro und in-vivo gemessen bei BSnat und VE
(A = in-vitro; B = in-vivo)

In-vivo nahm die Anzahl der TAT-Komplexe mit Ausnahme der ALB-Gruppe ab. Bis auf die
HES 130-Gruppe kam es in-vivo bei allen Gruppen zu einer grolen Schwankungsbreite der
Messwerte.

4.2.7 Heparinverbrauch in-vivo

Bei der Substitution mit HES 130 wurde wihrend des gesamten Versuches am wenigsten
Heparin bendtigt. Auch bei der ALB-Gruppe konnte vor allem am Versuchsende Heparin
eingespart werden. Die NaCl-Gruppe benétigte am meisten Heparin um die ACT-Werte in
dem vorgegebenen Grenzbereich zu halten.
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Abb. 21: Heparinverbrauch im in-vivo-System,
gemessen bei BSsys, ZBS und VE
(A = in-vitro; B = in-vivo)
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4.3 Hamokompatibilitit: Blutzellen

Beziiglich der Blutzusammensetzung bestand ein wesentlicher Unterschied zwischen dem in-
vitro- und dem in-vivo-Modell: der Hidmatokrit lag bei den in-vivo-Versuchen im Mittel
deutlich niedriger (~ 28 %) als in den in-vitro-Versuchen (~ 35 %).

4.3.1 Hamatokrit

Durch die Konzentrierung nichtfiltrierter Blutbestandteile aufgrund entnommener
Filtratproben kam es im geschlossenen in-vitro-System zusétzlich zu dem hohen
Ausgangswert zu einem Anstieg des Hamatokrits (s. Abb. 22). Bei der Substitution mit NaCl
stieg der Hamatokritwert in-vitro deutlich tiber die bei den anderen Infusionen gemessenen
Werte an.
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Abb. 22: Hamatokrit in-vitro, gemessen bei Q,/Qs
[ml/min]: 75/15, 125/25 und 200/40

Bei den beiden HES-Gruppen waren in-vivo die Hamatokritwerte jeweils am hdchsten, bei
den drei anderen Infusionsgruppen dagegen deutlich niedriger.
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Abb. 23: Hiamatokrit in-vivo (A = gemessen von BSnat — VE, B = gemessen von BSsys — VE); im
Diagramm A weisen die Mediane der Hématokritwerte aller Gruppen eine statistisch signifikante
Differenz mit p < 0,05 auf, sowohl die HES 200 und die ALB wie auch die HES 130 und die ALB
Gruppe zeigen Differenzen mit p < 0,05; im Diagramm B weisen die Mediane aller Himatokritwerte
eine statistisch signifikante Differenz mit p < 0,05 auf; die HES 130 und die ALB Gruppe zeigen eine
Differenz mit p <0,05.
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Diagramm A zeigt den Einfluss des gesamten Versuchablaufs auf den Hamatokritwert,
Diagramm B zeigt ausschlieBlich den Einfluss der Himofiltration auf den Himatokritwert. Im
Vergleich des in-vitro-Diagramms mit den in-vivo-Diagrammen fillt auf, dass sich mit
Ausnahme der NaCl-Gruppe innerhalb der Infusionslosungen anndhernd das gleiche Ranking
ergab.

4.3.2 Freies Himoglobin

Im in-vitro-System lagen die fHb-Werte am Versuchsende iiber den hundert Prozent des
Ausgangswertes.
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Abb. 24: Freies Himoglobin in-vitro, gemessen bei
Qu/Q¢ [ml/min]: 75/15, 125/25 und 200/40

Im Vergleich der in-vitro-Ergebnisse fallt auf, dass bei der NaCl Gruppe sowohl die héchsten
Héamatokrit- (Abb. 22) wie auch die hochsten freien Himoglobinwerte (s. Abb. 24) gemessen
wurden. Auch die Ergebnisse der anderen Gruppen stimmen in-vitro in den beiden
Diagrammen sehr gut iiberein.
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Abb. 25: Freies Himoglobin in-vivo (A = gemessen von BSnat — VE, B = gemessen von BSsys — VE)

Diagramm A zeigt den Einfluss des gesamten Versuchablaufs auf den freien
Héamoglobinwert, Diagramm B zeigt ausschlie8lich den Einfluss der Hamofiltration auf den
freien Himoglobinwert. In-vivo stiegen die gemessenen Werte vor allem in der HES 200- und
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GEL-Gruppe zum Teil deutlich tiber den Ausgangswert an, wie in Abb. 25 zu erkennen ist.
Im Gegensatz dazu fielen in den mit HES 130, ALB und NaCl substituierten Gruppen die
fHb-Werte im Lauf des Versuchs ab. Wie beim Hamatokrit wurden auch hier zum Vergleich
zweil Diagramme A und B in Abb. 25 dargestellt. Daran ist zu erkennen, dass es vor allem in
der ALB-Gruppe zu unterschiedlichen Messergebnissen kam: tliber die gesamte Versuchszeit
(Diagramm A) wurde ein Abfall der fHb-Werte bei dieser Infusionslosung gemessen, nach
Anschluss des Systems wurde ein Anstieg gegeniiber dem Ausgangswert gemessen.

4.3.3 Thrombozyten

Im in-vitro-Versuch sank die Anzahl der Thrombozyten unter den Anfangswert (s. Abb. 26).
Dies war am deutlichsten bei der ALB-Gruppe. Die Mediane der HES- und der GEL-Gruppe
verdnderten sich in Bezug auf den Ausgangswert kaum.
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Abb. 26: Thrombozyten in-vitro, gemessen bei
Qu/Qs [ml/min]: 75/15, 125/25 und 200/40
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Abb. 27: Thrombozyten in-vivo (A = gemessen von BSnat — VE, B = gemessen von BSsys —VE);
im Diagramm A weisen die Mediane der Thrombozytenzahlen aller Gruppen eine statistisch
signifikante Differenz mit p < 0,05 auf, die HES 130 und die GEL Gruppe zeigen eine Differenz mit
p < 0,05; im Diagramm B weisen die Mediane der Thrombozytenzahlen aller Gruppen eine
statistisch signifikante Differenz mit p < 0,05 auf.
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Diagramm A zeigt den Einfluss des gesamten Versuchablaufs auf die Thrombozytenzahl,
Diagramm B zeigt ausschlielich den Einfluss der Hamofiltration auf die Thrombozytenzahl.
In-vivo variieren die Werte gegeniiber dem Ausgangswert stark. So kam es in-vivo bei den
beiden HES-Gruppen zu einem Anstieg der zirkulierenden Thrombozyten (s. Abb. 27). In der
ALB-, NaCl- und GEL-Gruppe waren die Thrombozytenzahlen in-vivo gegeniiber dem
Anfangswert riickldufig. Verglichen mit den Messergebnissen des Hamatokritwerts ist eine
Ubereinstimmung zwischen den Diagrammen Abb. 23 und Abb. 27 erkennbar. In Abb. 28
werden die gemessenen Thrombozytenzahlen dem Héamatokritwert zum identischen
Versuchszeitpunkt gegeniibergestellt.
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Abb. 28: Gegeniiberstellung der Mediane der Thrombozytenzahlen und der Himatokritwerte (A = in-
vitro, gemessen bei BS und VE; B = in-vivo, gemessen bei BSsys, ZBS und VE). Ein steiler
Geradenverlauf zeigt einen starken Abfall der Thrombozyten bei geringfiligig steigendem
Héamatokritwert.

In beiden Diagrammen sinken die Thrombozytenwerte bei steigendem Hadmatokrit. In-vitro
kam dies vor allem in der ALB- und ebenfalls etwas ausgeprigter als bei den anderen
Infusionstypen in der NaCl-Gruppe vor. In-vivo ist der deutliche Abfall der
Thrombozytenwerte ebenfalls in der ALB- und in der NaCl, jedoch auch in der GEL-Gruppe
zu sehen. Bei den beiden HES-Gruppen kam es zu einem geringeren Abfall der
Thrombozytenwerte bei steigendem Hidmatokrit als bei den anderen Infusionsgruppen.
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4.3.4 Leukozyten

Trotz der zu erwartenden Konzentrierung der Blutzellen durch die entnommenen
Filtratproben kam es in-vitro bei vier der fiinf Infusionsgruppen zu einem Abfall der
Leukozytenzahlen (s. Abb. 29).
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Abb. 29: Leukozyten in-vitro, gemessen bei Q,/Q¢
[ml/min]: 75/15, 125/25 und 200/40
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Abb. 30: Leukozyten in-vivo (A = gemessen von BSnat — VE, B = gemessen von BSsys — VE);

Diagramm A zeigt den Einfluss des gesamten Versuchablaufs auf die Leukozytenzahl,
Diagramm B zeigt ausschlieBlich den Einfluss der Himofiltration auf die Leukozytenzahl. Im
in-vivo-Modell zeigten sich steigende Leukozytenzahlen wihrend der Versuchsdauer. Der
Anstieg war bei der mit HES 130 substituierten Gruppe am deutlichsten (s. Abb. 30). Auch
bei den Leukozytenzahlen zeigen die beiden in-vivo-Diagramme die unterschiedlichen
Ergebnisse bei abweichenden Messzeitrdumen. Die Unterschiede liegen bei den Leukozyten
jedoch vor allem in der Wertigkeit und nicht in den Differenzen innerhalb der Gruppen.

In Abb. 31 werden die Leukozytenzahlen dem Héamatokritwert zum identischen
Versuchszeitpunkt gegeniibergestellt.
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Abb. 31: Gegeniiberstellung der Mediane der Leukozytenzahlen und der Héamatokritwerte
(A = in-vitro, gemessen bei BS und VE; B = in-vivo, gemessen bei BSsys, ZBS und VE). Ein steiler
Geradenverlauf zeigt einen starken Abfall der Leukozyten bei geringfiigig steigendem
Héamatokritwert.

In-vitro nehmen die Leukozytenzahlen bei steigendem Hamatokritwert ab. Auch hier war dies
in-vitro besonders bei der ALB- und bei der NaCl-Gruppe ausgeprigt. Auffallend bei dem in-
vitro-Diagramm ist jedoch, dass hier ausschlieBlich bei der HES 130-Gruppe die
Thrombozytenwerte bei ansteigendem Hadmatokrit ebenfalls ansteigen. In-vivo war der Abfall
der Thrombozytenzahlen bei steigendem Hamatokrit bei der ALB-Gruppe am stérksten, bei
der HES 130-Gruppe hingegen am wenigsten ausgepragt.

4.4 Ranking fiir Einzelparameter in-vitro und in-vivo

Das Ranking der Einzelparameter in-vitro und in-vivo wurde anhand der Anspriiche an den
klinischen Einsatz einer Hamofiltration erstellt. Somit ist bei den Druckverhéltnissen am
Filter ein niedriger transmembrandrer Druck (TMP) bei hohem Filtratdruck Pg, der einen
indirekten Parameter fiir die Nettofiltrationsleistung darstellt, positiv.

Durch die Probenentnahme kam es in-vitro zu einer Aufkonzentration der
Gerinnungsfaktoren, die bei den Rankings als methodenbedingtes Artefakt miteinbezogen
werden musste: konstante bis geringfiigig ansteigende Gerinnungszeiten sind im Hinblick auf
die klinische Situation sowohl in-vitro als auch in-vivo gut. Dazu zdhlen ein mdglichst
konstanter Wert fiir die aktivierte partielle Thrombinzeit (aPTT) und ein konstanter
Quickwert. Optimal dabei war ein geringer Verbrauch an Gerinnungsfaktoren wie Fibrinogen
und  Antithrombin Il (AT 1III). Auch der Zusammenhang von hohen
Fibrinogenkonzentrationen und niedrigen D-Dimerwerten ist positiv. Als Gerinnungsmarker
sollten die TAT-Messergebnisse bei etwa hundert Prozent des Ausgangswertes liegen, wobei
die TAT-Komplexe zu einem geringen Teil filtriert wurden, was in-vitro zum Tragen kam
und in-vivo vom Organismus aus der Zirkulation entfernt wurden.

In-vitro sollte der Haimatokritwert aufgrund der Aufkonzentration im Blut ansteigen. Auch die
Thrombozyten und Leukozyten sollten in-vitro ansteigen. In-vivo war ebenfalls ein konstanter
Wert fiir den Hdmatokrit und die Thrombozyten positiv. Ein niedriger freier Himoglobinwert
sollte in beiden Systemen sein. Vor dem Hintergrund der Mobilisation des Immunsystems ist
es im Moment noch nicht eindeutig gekldrt, ob ein konstanter Wert oder ein Anstieg der
Leukozyten in-vivo im Blut von Vorteil oder von Nachteil ist. Da es wihrend unserer in-vivo-
Versuche bei den Infusionsgruppen mit den besten Druckverhiltnissen, den besten
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Gerinnungswerten und den vorteilhaftesten Organfunktionen (Unger ef al., 2006a) zu einem
deutlichen Anstieg der Leukozyten kam, wurden in dieser Arbeit steigende Leukozyten
positiv gewertet.
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Ranking fiir die Einzelparameter des in-vitro- und in-vivo-Systems, von links nach rechts in
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S DISKUSSION

Ergebnisse aus in-vitro-Studien zur Biokompatibilitdtsforschung werden hiufig mit Hilfe von
Ergebnissen aus in-vivo-Studien abgesichert, bei denen jedoch andere Modellkomponenten
verwendet werden (Churchwell et al., 2007; Fusshoeller et al., 2005; Isla et al., 2005;
Mattioli-Belmonte et al., 2003; Proctor et al., 2003; Ramlow et al., 2005; Ronco et al., 1999a,
b; Schlatter et al., 1980; Schmidt, 1994). So ist es zum Beispiel weit verbreitet, Membranen
in-vitro mit Blut verschiedener Tierarten (Bellomo et al., 2000; Churchwell et al., 2007; Su et
al., 2008), mit unterschiedlichen Blutbestandteilen (Benz, 2001; Koster ef al., 2003) oder Blut
gesunder Spender (Keldenich et al., 2000; Masaki et al., 1999; Ramlow et al., 2005; Yang
und Lin, 2000) zu durchspiilen. Die Ergebnisse hinsichtlich der Elimination von Stoffen
beziehungsweise des Siebkoeffizienten werden anschlieend oft mit in-vivo-Ergebnissen oder
Ergebnissen aus klinischen Studien verglichen, bei denen die Patienten an den
unterschiedlichsten Erkrankungen leiden (Churchwell et al., 2007; Isla et al., 2005; Isla et al.,
2007; Jorstad, 1987; Krieter et al., 2005; Ramlow et al., 2005; Samtleben et al., 1984).
Werden aus derartigen Vergleichen Prognosen hinsichtlich einer klinischen Anwendung
getroffen, birgt dies Gefahren fiir die Patienten.

Schon 1985 wurde beschrieben, dass ein in-vitro-Modell zur Untersuchung der
Biokompatibilitit von Membranen moglichst kliniknah gestaltet werden sollte, um die
Aussagekraft der Ergebnisse zu steigern (Spencer et al., 1985). So wurde ein in-vitro-Modell
entwickelt, in dem in Anlehnung an den klinischen Gebrauch Originalmaterialien verwendet
wurden. Trotzdem erkannte man zu diesem Zeitpunkt schon einige der Grenzen, eine
klinische Situation zu kopieren. In einem in-vitro-Modell kann zum Beispiel der Einfluss
einer veranderten Blutzusammensetzung des Patienten auf die Biokompatibilitit gegenwartig
nicht rekonstruiert werden. Damit wurden gleichermal3en viele Forschungsergebnisse in Frage
gestellt, die aus solchen in-vitro-Modellen resultierten, welche keineswegs einer realistischen
klinischen Situation entsprachen. Auch andere Autoren versuchten durch Verwendung von
Testmedien, welche eine klinische Situation simulieren (urdmisches Plasma, entsprechende
Materialien), die Vergleichbarkeit der in-vitro- und in-vivo-Ergebnisse zu optimieren
(Mahiout, 2000).

Was jedoch auch bei optimaler Standardisierung der Modelle auBBer Acht bleibt ist nach wie
vor der Einfluss der Erkrankung des Patienten in der klinischen Anwendung auf die
untersuchten Parameter. Héufig werden auch direkt aus in-vitro-Versuchen zur
Biokompatibilitdt von Materialien Schlussfolgerungen fiir die klinische Anwendung gezogen.
Eine Uberpriifung, inwieweit solche in-vitro-Einzelergebnisse auf die spétere klinische
Situation iibertragbar sind, ist jedoch unabdingbar. Zum einen kénnen die Blutzellen im
Gesamtorganismus andere Interaktionen mit Fremdmaterial des extrakorporalen Kreislaufes
eingehen als isolierte Blutzellen. Zum anderen zeigen Patienten in der Klinik unterschiedliche
Erkrankungen und damit eine hohe Variation individueller Antworten auf ein extrakorporales
System. Die CVVH wird grof3tenteils bei Intensivpatienten angewendet, bei denen nicht nur
die Nierenfunktion eingeschrinkt ist, sondern ein Multiorganversagen oder eine Sepsis
vorliegen (Grootendorst und Van Bommel, 1993; Hirasawa et al., 1991; Hirasawa et al.,
1996; Kierdorf und Seeliger, 1997; Kierdorf, 2000; Schaefer ef al., 2000; Van Bommel et al.,
1994). Diese Patienten weisen eine hohe Variation der Blutzusammensetzung, des
Gerinnungsstatus, der Kreislaufsituation und des Sdure-Basen-Haushalts auf. Entsprechend
komplex gestaltet sich die Therapie, deren einzelne Therapiebausteine ihrerseits Reaktionen
im Rahmen der Biokompatibilitit auf den Gesamtorganismus haben.

Im Folgenden soll beispielhaft anhand eines extrakorporalen Nierenersatzverfahrens (CVVH)
besprochen werden, welche Aussagen zur Biokompatibilitdtsreaktion im Patienten aus in-
vitro-Studien iiberhaupt getroffen werden konnen.
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5.1 Bewertung der Messergebnisse

5.1.1 Flussraten und Druckverhaltnisse

In zahlreiche Studien zu Nierenersatzverfahren hinsichtlich der Druckentwicklung in einem
Filter wurden in-vitro- mit in-vivo-Ergebnissen verglichen (Kulz et al., 2002; Morsch et al.,
1995; Ronco et al, 1999a, b). Diese Gegeniiberstellung der in-vitro- und in-vivo-
Messergebnisse fand jedoch in den meisten Féllen statt, ohne die Einflussgro3en
unterschiedlicher Modellkomponenten zu beriicksichtigen.

In unserem in-vitro-Modell wurden insgesamt hohere Druckmesswerte mit einem TMP-Wert
bis 35 kPa erreicht als im in-vivo-Modell mit einem TMP-Wert bis maximal 24 kPa. Dies lag
zum einen daran, dass der Himatokritwert in-vitro hoher war als im in-vivo-Modell. Dadurch
baute das Blut einen groBeren Stromungswiderstand auf, wodurch es zu den hohen
Druckverhéltnissen im Filter kam (Reinhart ef al., 1984). Des Weiteren fiihrten Unterschiede
in der Versuchsdurchfiihrung dazu, dass in-vitro dem Flussratenverlauf keine
Druckgrenzwerte gesetzt wurden. Wie unter Kapitel 3.1.5 und Tab. 9 beschrieben ist, erfolgte
in-vitro die Standardisierung {iiber starre Flussratenprotokolle. In-vivo erfolgte die
Standardisierung iiber Druckgrenzen (s. Kapitel 3.2.1 und Abb. 7), da unter in-vivo-
Bedingungen eine Spontanhdmolyse vermieden werden musste. Demzufolge wurden
bestimmte Druckgrenzen in-vivo nicht iiberschritten (s. Tab. 12). Stattdessen wurde einer
klinischen  Situation entsprechend die Hidmofiltration unter Einhaltung eines
Druckgrenzwertes mit einem Transmembrandruck von maximal 24 kPa durchgefiihrt. Die
Auswirkung der verschiedenen Volumensubstitutionen war daher nicht so unmittelbar wie in
den in-vitro-Versuchen, da sich mit zunehmenden Druckwerten pro- oder antikoagulatorische
Einfliisse ausgeprégter darstellen (Dungen ef al., 2001; Unger et al., 2006b). Ein Grenzwert
fiir den Transmembrandruck war jedoch unausweichlich, da die Interferenzen zwischen den
Volumenersatzmitteln und einer sachgemif3 durchgefiihrten Hamofiltration im Vordergrund
standen. Eine Himolyse hitte mit ihrer Reaktion diese Interaktion iiberlagert.

Obwohl in den beiden Modellen unterschiedliche Hamofilter verwendet wurden (s. Tab. 6
und Tab. 10), unterscheiden sich die zwei Filter in Membranoberfldche (in-vitro 220um; in-
vivo 215um) und Innendurchmesser (in-vitro 0,69 m?; in-vivo 0,6 m’). Da diese
Abweichungen jedoch im Vergleich zu den anderen Modellunterschieden minimal sind,
wurden sie beim Vergleich beider Modelle vernachléssigt.

5.1.1.1 Transmembranirer Druck und Filtratdruck

Da der transmembrandre Druck und die maximalen Blutfluss- und Filtrationsleistungen stark
durch die individuellen rheologischen Beschaffenheiten der Patienten beeinflusst werden
(Spencer et al., 1985; Unger et al., 2002), ist es sehr schwer, in-vitro-Modelle mit der
klinischen Anwendung zu vergleichen.

Aufgrund der standardisierten Komponenten im in-vitro-Modell (Flussraten, gleicher
Hématokrit in allen Infusionsgruppen, usw.) wird deutlich, dass die unterschiedlichen
Infusionslosungen die hohe Varianz der gemessenen in-vitro-Druckverhdltnisse im Filter
bewirken. Diese Verdnderungen lassen sich jedoch nicht auf die in-vivo-Versuche tlibertragen,
wie die Vergleiche zeigen (s. Kapitel 4.4, Tab. 17 und Tab. 19). Dies macht deutlich, dass die
methodenbedingten EinflussgroBen des in-vivo-Modells erhebliche Auswirkungen auf die
Druckverhiltnisse im Filter haben.

Anhand des Vergleichs der Diagramme A und B der Abb. 10 kann bestenfalls die Aussage
getroffen werden, dass HES 130 mit einem TMP von maximal 16,7 kPa in-vitro und 16,8 kPa
in-vivo einen positiven Einfluss auf die Druckverhéltnisse im Héamofilter hat (s. auch Tab.
17). NaCl und HES 200 fiihren vor allem in-vitro zu hohen Standardabweichungen des TMP-
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Wertes (NaCl bis zu 38,7 kPa, HES 200 bis zu 33,3 kPa) und zeigen somit einen negativen
Einfluss auf die Druckentwicklung am Filter.

Die hohen Variationen innerhalb einer Gruppe machen es jedoch unmoéglich eine genaue und
verlassliche Prognose fiir die Kliniksituation zu geben. Dass bei einer klinischen Anwendung
zusitzliche Einflussfaktoren durch Erkrankungen oder individuelle physiologische
Unterschiede des Patienten unvorhersehbare Verdnderungen auf die Druckentwicklungen im
Filter nehmen, ist mit diesen Ergebnissen absehbar.

5.1.1.2 Druckabfall iiber das Filterkompartiment

Die Gegeniiberstellung des TMP gegen den Druckabfall iiber den Filter (s. Abb. 14) zeigt ein
dem Modelltyp zugeordnetes Muster. Die Muster sind abhéingig von den Modelleinfliissen, da
sich in allen Gruppen unabhingig vom Infusionstyp die gleichen Verdnderungen zwischen
den in-vitro- und den in-vivo-Diagrammen zeigen.

Der Hamatokritwert, welcher in-vitro durch die entnommenen Proben zu seinem hohen
Ausgangswert mit 0,35-0,4 I/ noch gesteigert wurde, bewirkte einen groferen
Stromungswiderstand im Filtermodul als in-vivo. Dadurch kam es in-vitro zu einem hoheren
transmembranidren Druck (TMP) und einem héheren Druckabfall iiber das Filterkompartiment
(Pa-Py). Im Gegensatz dazu verhinderte in-vivo der transmembranire Druckgrenzwert von
24kPa einen derart ausgepriagten Druckabfall {iber den Filter. Trotzdem war in-vivo der TMP
im Verhéltnis zum P,-P,-Wert groBer, und damit groBer als der Stromungswiderstand durch
verlegte Kapillaren.

5.1.2 Himokompatibilitit: Gerinnung / Plasmatische Faktoren

Aufgrund des niedrigen Albumin-Globulin-Verhiltnisses sowie eines entweder hohen (in-
vitro 0,35-0,4 1/1) oder sehr niedrigen (in-vivo 0,28 1/1) Himatokritwerts waren ungiinstige
FlieBeigenschaften des Blutes gegeben. Beide Aspekte fOrderten eine gesteigerte
Blutzellaggregation und eine gesteigerte Filterblockade (Holt et al., 1996; Maeda und Shiga,
1986; Stefanidis ef al., 1999; Unger et al., 2001a). Um einen optimalen Vergleich zwischen
dem in-vitro- und dem in-vivo-System zu erzielen und gleichzeitig einer moglichst
kliniknahen Situation zu entsprechen, wurde das Blut von Schweinen bzw. das Schwein als
Versuchstier gewahlt (Unger et al., 2005¢). Fiir einen in-vitro-Hamofiltrationsversuch eignet
sich Schweineblut sehr gut, da grofere Mengen Blut bendtigt werden und die
Plasmazusammensetzung von Schweineblut sowie die Blutzellzahl dem menschlichen Blut
dhnlicher ist als die Blutzusammensetzung anderer Grofitiere (Gross, 1997). Gerinnungstests,
die fiir menschliches Blut validiert wurden, sind im Vergleich mit dem Blut anderer Tierarten
bei Schweineblut am aussagekriftigsten (Kase, 1972; Mueller ef al., 2001). Die Eigenschaften
von Schweineblut, vor allem beziiglich der Aggregation von Erythrozyten, sind dem
menschlichen Blut sehr dhnlich (Laurent ef al., 1999). Das in-vitro verwendete Blut entsprach
damit weitgehend dem Blut eines Patienten, der einer Hamofiltration bedarf (s. Kap. 3.3.1).
Bei Gerinnungsfaktoren und Blutzellen, deren Messwerte in-vitro trotz der zu erwartenden
Aufkonzentration gegeniiber dem Anfangswert abnehmen, muss davon ausgegangen werden,
dass diese im Kreislauf ,hdngen“ bleiben, also im Filter an Adsorptionsvorgéingen an
Fremdoberflichen oder Verlegungsprozessen in Kapillaren (s. Kap. 2.6.2) beteiligt sind. Dies
bedeutet, dass minimal verkiirzte Gerinnungszeiten in-vitro keine zuverldssigen Beweise fiir
eine ablaufende Gerinnung darstellen. Da die Messungen nur Verdnderungen der
Gerinnungszeiten zeigten, wurde das Ausmal} der stindig aktivierten Gerinnung nicht erfasst.
Zusitzlich wurde bei der Durchfithrung der Gerinnungstests das Heparin antagonisiert.

Bei Betrachtung des Einflusses der Begleitinfusionen auf die Hdmokompatibilitit beider
Systeme filihrte die Regenerationsfihigkeit des in-vivo-Systems zu einem signifikanten
Unterschied zwischen den in-vitro- und den in-vivo-Ergebnissen zur Himokompatibilitit. In-

63



DISKUSSION

vivo kommt eine Konzentrierung des Blutes durch entnommene Filtratproben nicht zum
Tragen, da der Organismus einen zu groflen Blutpool darstellt, um solche Schwankungen
messbar zu machen. Wenn es im extrakorporalen Kreislauf des in-vivo-Modells trotzdem zu
einem signifikanten Riickgang einzelner Messwerte kommt, kann davon ausgegangen werden,
dass diese Zellen oder Faktoren hochstwahrscheinlich aufgrund einer Aktivierung durch den
extrakorporalen Kreislauf im Organismus zuriickbleiben. Zusdtzlich trugen membranstdandige
Faktoren und prokoagulatorische Mediatoren aus dem Gefillendothel in-vivo zu einer
Aktivierung der Gerinnung bei. Inwieweit der Kontakt zwischen den Fremdoberfldchen des
extrakorporalen Kreislaufs und dem Blut zu einer Aktivierung des intrinsischen Schenkels der
Gerinnungskaskade beitrdgt und inwieweit diese Aktivierung bei gleichzeitiger systemischer
Antikoagulation messbar ist, wird in der Literatur kontrovers diskutiert (Bouman et al., 2006;
Cardigan et al., 1999; Holt et al., 1996; Joannidis und Oudemans-Van Straaten, 2007; Salmon
et al., 1997). Die fir den Menschen hergestellten Gerinnungstests sind fiir Schweine jedoch
nachweislich anwendbar (Mueller ef al., 2001).

5.1.2.1 Aktivierte Prothrombinzeit und Quickwert

In-vitro kam es aufgrund der Konzentrierung der Gerinnungsfaktoren durch die mehrfach
entnommenen Filtratproben zu einer Beschleunigung der Gerinnung (auf bis zu 86 % des
Ausgangswertes verkiirzte aPTT bei der GEL-Gruppe, s. Tab. 27) wihrend des Versuchs (s.
Kap. 4.2). Dass der Kontakt zwischen den Fremdoberflichen und dem Blut den intrinsischen
Schenkel des Gerinnungssystems aktiviert, lieB sich anhand der in-vitro-Ergebnisse
methodenbedingt nur unzureichend zeigen. Dies stimmt mit einigen Studien {iberein, die
bestreiten, dass es in einem extrakorporalen Kreislauf zwangsweise zu einer
Gerinnungsaktivierung kommen muss (Bouman et al., 2006; Salmon et al., 1997). In-vivo
wurde der intrinsische Schenkel (aPTT) der Gerinnung mit Ausnahme der NaCl-Gruppe
aktiviert, obwohl die Gerinnung durch die kontinuierliche Heparinisierung zusitzlich
gehemmt wurde. Um diesen Unterschied im Antikoagulationsregime fiir die
Gegeniiberstellung zu iiberbriicken, wurden die aPTT-Werte in Prozent der Verdnderung zur
Baseline dargestellt. Vor Beginn der Héamofiltration wurde zusétzlich ein Infusionsbolus
verabreicht, der zu einer Dilution des Blutes, also auch zu einer zusitzlichen Verzogerung der
initialen Gerinnung in-vivo gefiihrt hat.

Beim Test fiir den extrinsischen Schenkel (Quickwert) der Gerinnungskaskade kam es in-vitro
trotz der Konzentrierung der Gerinnungsfaktoren zu einer verlangsamten Gerinnung (bis auf
92 % des Ausgangswertes bei der GEL-Gruppe, s. Tab. 29), was bedeutet, dass es zu einem
Verbrauch von Proteinen, Peptiden und Gerinnungsfaktoren bei Adhésions- oder
Foulingprozessen gekommen sein muss. In-vivo wurde ausschlieBlich bei der mit HES 130
substituierten Gruppe eine deutliche Aktivierung des extrinsischen Gerinnungsschenkels
gemessen. Gleichzeitig wurden bei dieser Gruppe am Versuchsende hohe Fibrinogen- und AT
[ITI-Konzentrationen ermittelt und iiber die gesamte Versuchsdauer am wenigsten Heparin
benotigt. Dieser Zusammenhang ldsst sich jedoch nicht auf die anderen Infusionsgruppen
iibertragen und scheint damit eine spezifische Eigenschaft des HES 130 zu sein.

Die in-vivo-Messwerte zur aPTT und zum Quickwert zeigen (s. Tab. 13 und Tab. 14), dass
die intrinsische Gerinnung mafigeblich durch den Anschluss des Systems beeinflusst wurde,
indem sich die aPTT durch die Bolusgaben verldngerte, wihrend der extrinsische Schenkel
des Gerinnungsweges von der Dilution viel weniger beeinflusst wurde. Die Gerinnung iiber
den intrinsischen Schenkel schien sich jedoch wihrend der folgenden sechs Stunden unter
kontinuierlicher Heparingabe besser regenerieren zu konnen als der extrinsische Schenkel.
Bei diesem kam es zu einer weiterfiihrenden Hemmung der Gerinnung wéihrend der
Heparingabe, beziehungsweise zu einem stetigen Verbrauch der Gerinnungsfaktoren.
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5.1.2.2 Fibrinogenkonzentration und D-Dimere

Durch die Probenentnahme des fibrinogenfreien Filtrats war in-vitro ein Anstieg der
Fibrinogenkonzentration im Blut zu erwarten. Bei der GEL-Gruppe zeigte sich der geringste
Anstieg auf ca. 107 % des Ausgangswertes, was fiir Adsorptionsvorginge oder einen
Verbrauch an Gerinnungsfaktoren, v. a. von Fibrinogen in dieser Gruppe spricht. Die beiden
HES-Gruppen zeigen trotz deutlicher Gerinnungsaktivierung in-vitro die hochsten
Fibrinogenkonzentrationen (HES 130 bis auf 115 %, HES 200 bis auf 111 % des
Ausgangswertes), was auch in-vivo zu beobachten war (HES 130 bis auf 114 %, HES 200 bis
auf 103 % des Ausgangswertes). In-vivo kam es innerhalb der Gruppen zu signifikanten
Unterschieden beziiglich der Fibrinogenkonzentration. Bei der ALB-Gruppe fielen die
Fibrinogenwerte bei einer stark aktivierten endogenen Gerinnung mit ca. 100 % des
Ausgangswertes sehr gering aus, was jedoch bei diesem Infusionstyp auch durch einen
verlangerten Dilutionseffekt hervorgerufen werden kann. Bei der NaCl-Gruppe hingegen
fielen die Fibrinogenwerte bei kaum aktivierter endogener Gerinnung mit ca. 109 % des
Ausgangswertes verhdltnismafig hoch aus, wobei auch hier die Dilution ausschlaggebender
als der Faktorenverbrauch gewesen sein wird. Mit einer NaCl-Infusion hielt der
Dilutionseffekt von allen Infusionstypen am kiirzesten an (s. Kap. 2.4.6). Damit sind die
hohen Fibrinogenwerte am Versuchsende bei dieser Gruppe erklarbar.

Der Zusammenhang zwischen einer gering aktivierten intrinsischen Gerinnung und hohen
Fibrinogenkonzentrationen ldsst sich auf fast alle Infusionsgruppen tiibertragen. Dies bedeutet,
dass der Weg iiber den intrinsischen Schenkel der Gerinnungskaskade die grofite Auswirkung
auf die Fibrinogenkonzentration hatte. Nur in der ALB-Gruppe kam es in-vivo bei
ausgepragter endogen aktivierter Gerinnung zu hohen Fibrinogenverlusten.

Vergleicht man die in-vitro- mit den in-vivo-Fibrinogenwerten (ca. 115 % des
Ausgangswertes) der HES 130-Gruppe, wie auch die in-vitro- mit den in-vivo-D-
Dimerwerten (ca. 130 % des Ausgangswertes), welche ein Spaltprodukt des Fibrinogens sind,
fallt auf, dass in beiden Systemen bei dieser Infusionsgruppe sehr dhnliche Werte gemessen
wurden. Aulerdem wurden bei den hochsten Fibrinogenwerten verhéltnisméBig niedrige D-
Dimerwerte (geringe Fibrinolyserate) ermittelt. Bemerkenswert dabei ist jedoch, dass in
dieser Gruppe durch die Ergebnisse des Quickwerts die deutlichste extravasale
Gerinnungsaktivierung stattfand. Die Fibrinogenergebnisse der HES 130-Substitution werfen
die Frage auf, ob Fibrinogen in dieser Infusionsgruppe weniger abgebaut wurde oder unter
HES 130 der Gerinnungsvorgang fibrinogensparend ablief (Unger et al., 2005b). Klinisch
gesehen sind durch den extrakorporalen Kreislauf nahezu unbeeinflusste Fibrinogen- und AT
III-Konzentrationen von Vorteil, da bei Patienten, die eine Hamofiltration bendtigen, haufig
ein Mangel an Gerinnungsfaktoren besteht.

Im in-vivo-System fallen mit durchschnittlich 140 % des Ausgangswertes insgesamt mehr D-
Dimere als im in-vitro-System mit durchschnittlich ca. 105 % des Ausgangswertes an.
Koénnen D-Dimere im Blut nachgewiesen werden, bedeutet dies, dass im Organismus ein
Prozess der Gerinnung und Fibrinolyse stattgefunden haben muss. Die erhohten Werte
konnen jedoch auch durch jeden beliebigen Prozess, der mit vermehrtem Fibrinumsatz und
einer Einschwemmung von extravasal gebildeten Fibrinspaltprodukten einhergeht, wie
Thrombosen, Hadmatome, akuten Infektionen, Tumoren oder Aszites entstehen. Die
Beurteilung erhohter D-Dimere muss daher immer im Kontext mit den iibrigen Labor- und
klinischen Befunden gesehen werden. Bei eindeutig negativem Befund konnen diese Prozesse
jedoch praktisch ausgeschlossen werden (Eckstein, 2008).

Die Aussagekraft der D-Dimerkonzentration hinsichtlich einer Gerinnungsaktivierung bei
gleichzeitiger Heparinanwendung ist in der Literatur umstritten (Amelsberg et al., 1992;
Siragusa, 2003).
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5.1.2.3 Antithrombin III und Thrombin-Antithrombinzeit

Die infusionsspezifische AT III-Konzentration kann als Einzelfaktor vom in-vitro-System auf
das in-vivo-System iibertragen werden. Die AT III-Konzentration blieb konstant trotz
methodenbedingter Einfliisse. Beziiglich der Gerinnungsfunktionstests verhindert das
unterschiedliche Vorgehen bei der Heparinisierung einen direkten Vergleich der Werte.

Der Thrombin-Antithrombin III-Komplex ist ein Marker fiir das Ausmal} der plasmatischen
Gerinnungsaktivierung (Lindhout, 1994). Der fibrinbildende Gerinnungsfaktor Thrombin
wird im Plasma durch Antithrombin III neutralisiert. Diese Reaktion kann durch Heparin
beschleunigt werden. Eine erhdhte Thrombinbildung fiihrt somit auch zu einer gesteigerten
Konzentration des TAT-Komplexes, was auf eine aktivierte plasmatische Gerinnung hinweist.
Da in beiden Modellen ausschlieBlich die TAT-Werte zu den Messzeiten BSnat und VE
ermittelt wurden, kann die Thrombin-Antithrombinzeit als ein Aktivierungsmarker der
Gerinnung wihrend des gesamten Versuchablaufs sowohl in-vitro wie auch in-vivo
interpretiert werden. Im in-vitro-Modell hatte der Anstieg der TAT-Komplexe durch die
entnommenen Filtratproben den groften Einfluss auf die Messergebnisse. In der ALB-Gruppe
kam es in-vitro trotz der Konzentrierung durch die entnommenen Proben zu einem Riickgang
der TAT-Komplexe auf ca. 90 % des Ausgangswertes. Da die TAT-Komplexe anteilig filtriert
wurden und in Adsorptionsvorgénge an den Kapillaren beteiligt waren, scheint Albumin diese
Vorginge zu fordern. Eine weitere Erkldarung konnte sein, dass der Siebkoeffizient fiir die
TAT-Komplexe wihrend einer Substitution mit Albumin im Vergleich zu den anderen
Infusionslosungen hoher ausfillt. In-vivo wurden die in den Organismus zuriickkehrenden
TAT-Komplexe physiologisch rasch aus der Zirkulation entfernt und somit nicht mehr in die
Messungen mit einbezogen. Somit bedeutet in-vivo der Riickgang der TAT-Konzentration,
dass der Abbau der Komplexe grofler war als deren Neubildungen. Auch die Dilution im in-
vivo-Modell kam bei Messung der Werte von BSnat und VE zum Tragen, was an den
niedrigen Werten (Median bei ca. 30% des BSnat-Wertes) in der NaCl-Gruppe deutlich wird.
Beurteilt man ausschlieflich das AusmaBl der Gerinnungsaktivierung anhand der TAT-
Komplexe, so stimmt dies mit den Ergebnissen der aPTT-Werte iiberein: bei den Gruppen, bei
denen die intrinsische Gerinnung (aPTT) am deutlichsten aktiviert wurde, fallen die meisten
TAT-Komplexe an, wie in-vivo in der ALB- und in der GEL-Gruppe und in-vitro in der GEL-
und der HES 130-Gruppe.

5.1.2.4 Heparinbedarf

Die Anwendung von Heparin bei extrakorporalen Kreisldufen wurde vielfach getestet
(Belboul et al., 2000; Lubin, 2001; Olsson et al., 1977; Palsson und Niles, 1999; Wendel und
Ziemer, 1999; Wessel-Aas et al., 1984; Zusman et al., 1981). Uber den Einfluss verschiedener
Infusionstypen zum Fliissigkeitsersatz wihrend einer CVVH ist jedoch wenig bekannt.
Hinsichtlich des Heparinbedarfs lagen in-vivo die HES 130- und die ALB-Gruppe mit einem
sehr geringen Bedarf an Heparin im besten Bereich, was in vorangegangenen Auswertungen
schon gezeigt wurde (Eger et al., 2005). Die HES 200- und die NaCIl-Gruppe benétigen sehr
viel Heparin, um die ACT-Werte im vorgegebenen Rahmen zu halten.

Der Heparinbedarf kann jedoch nicht isoliert betrachtet werden, sondern muss im Kontext
aller Gerinnungsparameter wie den Gerinnungszeiten (aPTT, Quickwert), Gerinnungsfaktoren
(Fibrinogen, D-Dimere, AT III) und dem Gerinnungsmarker (TAT) gewertet werden. Fiir die
Kliniksituation ist die Gegeniiberstellung der Gerinnung mit dem Heparinverbrauch zum
Ausgangswert wesentlich. Die ungiinstigste Situation hinsichtlich der Gerinnung ergibt sich,
wenn sich die Gerinnungsaktivierung zu sehr verdndert, die Anzahl der Gerinnungsmarker
erheblich schwankt und es gleichzeitig zu einem massiven Verbrauch der Faktoren kommt.
Wenn es bei solch einem Szenario zusdtzlich zu einem hohen Heparinverbrauch kommt,
bedeutet dies, dass eine starke Gerinnungsaktivierung schon von Anfang an bestand. Ein
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dhnliches Szenario zeigt sich bei der NaCl- und bei der GEL-Gruppe, bei denen es bei méaBig
aktivierter Gerinnung (aPTT bei GEL auf ca. 86 % des Ausgangswertes erniedrigt, Quickwert
bei beiden Gruppen ca. 100 % des Ausgangswertes) zu einem Verbrauch an
Gerinnungsfaktoren (AT III-Werte sinken auf ca. 80 % des Ausgangswertes) kam.
Gleichzeitig bendtigten diese beiden Infusionsgruppen am meisten Heparin. Bei der HES 130-
Gruppe hingegen kam es trotz aktivierter Gerinnung (aPTT ca. 50 %, Quickwert ca. 104 %
des Ausgangswertes) zum geringsten Faktorenverbrauch (Fibrinogenkonzentration bei 115 %,
AT III-Konzentration bei ca. 97 % des Ausgangswertes) und gleichzeitig zum geringsten
Heparinverbrauch. Dies ist aus klinischer Sicht die beste Situation hinsichtlich der Therapie
bei einem multimorbiden Patienten (Olsson ef al., 1977; Wendel und Ziemer, 1999).

5.1.3 Himokompatibilitit: Blutzellen

Im in-vitro-Blutreservoir befanden sich 1,5 Liter Schweineblut womit das Reservoir einen
begrenzten Pool darstellte. Im Lauf des Versuchs kam es durch die entnommenen
Filtratproben zu einer Konzentrierung nichtfiltrierter Substanzen, zu denen auch die
Blutzellen zdhlen. Falls es trotz dieser Aufkonzentration zu gleich bleibenden oder
absinkenden Blutzellzahlen kam, kann davon ausgegangen werden, dass die Blutzellen durch
mechanische Einfliisse rupturierten, in verstopften Kapillarmembranen hingen blieben oder
bei Clotting-, Fouling- oder Cloggingprozessen verbraucht wurden (s. Kap. 2.6.2).

In-vivo stellte das Tier den Blutpool dar, in welchem aus der Milz und dem Lymphsystem
Blutzellen mobilisiert werden konnten und somit methodenbedingte Verluste zum Teil
ausgeglichen wurden. Des Weiteren konnte der Organismus auf Verdnderungen im Blutbild
mit Weit- oder Engstellung der Gefdf3e reagieren, wodurch Blutzellen in Endstromgebiete wie
die Lunge oder die Leber gelangen und somit nicht mehr in die Messungen mit einbezogen
werden konnten. Auch die Zellen, die durch den Kontakt mit Fremdoberflichen im
extrakorporalen Kreislauf aktiviert wurden (Agostoni und Gardinali, 1989; Gardinali ef al.,
1986; Haag-Weber et al., 1989; Hong et al., 1999; Jahns et al., 1993; Renaux et al., 1999),
und darauthin in den Korperkreislauf zuriickkehrten, infiltrieren in Parenchyme wie die
Lunge oder die Leber. Dies bedeutet, dass in-vivo hohe ,,Zellverluste® mit einer Aktivierung
der Blutzellen einhergehen.

Durch die Infusionen zu Beginn und wihrend der CVVH kam es auflerdem zu einer
transienten Dilution des Blutes mit Riickbildung des Effektes und neuerlicher Anderung der
Messwerte.

5.1.3.1 Himatokrit und freies Haimoglobin

In-vitro stiegen die Messwerte des Himatokrits bis zum Versuchende zum Teil signifikant an
(bei allen Infusionsgruppen auf mindestens 140 % des Ausgangswertes, in der NaCl-Gruppe
stieg der Median auf das Doppelte des Ausgangswertes an). Dies ist auf die Konzentration des
Blutes durch die entnommenen Filtratproben zuriickzufiihren. Der relative Anstieg des
Hiamatokritwerts ldsst sich auch auf den Verbrauch an Plasmavolumen durch Foulingprozesse
an der Membran erkldren. Trotzdem zeigen die Ergebnisse, dass die Erythrozyten durch
Adhisions- oder Aggregationsvorginge im Filter und am vendsen Clotsieb verbraucht
wurden, da sich infusionsspezifische Unterschiede ergeben, die sich in-vivo wiederholen
(beide HES-Gruppen zeigen einen deutlichen Anstieg gegeniiber dem Ausgangswert auf ca.
120 %, wahrend der Hamatokrit der NaCl- und der GEL-Gruppe bei ca. 100 % blieb).

Beim in-vivo-Versuch wurde die substituierte Infusionsmenge standardisiert verabreicht und
nicht adaptiv an die Diureserate angepasst. Da der Fliissigkeitsverlust durch die Anisthesie,
die maschinelle Beatmung, die Vasodilatation, das offene Abdomen und die Diurese des
Tieres dabei nicht beriicksichtigt wurden, kam es insgesamt zu einer negativen
Fliissigkeitsbilanzierung, die zu einem Hématokritanstieg fiihrte. Die beiden HES-Gruppen
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initiierten die hochsten Diureseraten (Unger ef al., 2006a) und zeigten mit einem Anstieg von
ca. 20 % die hochsten Himatokritwerte, wihrend bei der GEL- und der ALB-Gruppe mit
jeweils geringen Diureseraten die niedrigsten Hamatokritwerte gemessen wurden, mit einer
kaum messbaren Steigerung des Ausgangswertes.

Um in-vivo darzustellen, ob der Anschluss des Systems eine zusitzliche Wirkung auf den
Hiamatokritwert hatte, wird in Abb. 23 einerseits die Entwicklung wihrend des gesamten
Versuchablaufs (BSnat — VE) und andererseits ausschlieBlich nach Anschluss des Systems,
also wahrend laufender Himofiltration (BSsys — VE) dargestellt. Die geringen Unterschiede
zwischen den beiden Diagrammen zeigen, dass der Hamatokritwert unabhédngig von der
Hiamofiltration nur durch die unterschiedlichen Infusionslosungen beeinflusst wurde.

Zur Untersuchung der Himolyse von Erythrozyten wurde die Menge an freiem Hidmoglobin
bestimmt. Eine Ruptur der Erythrozyten wihrend eines extrakorporalen Kreislaufs kann durch
die Anwendung von Rollerpumpen (Ding et al., 2007), durch Luftkontakt in den Luftfallen
und durch Stérungen des laminaren Blutflusses (Goldsmith und Turitto, 1986) zustande
kommen. Im in-vitro-System kam es bei allen Infusionsgruppen methodenbedingt zu einem
Anstieg des freien Himoglobins auf mindestens 140 % des Ausgangswertes, in der NaCl-
Gruppe sogar bis auf 200 % des Ausgangswertes. Zwischen den beiden in-vitro-Diagrammen
Hiamatokrit (s. Abb. 22) und freies Himoglobin (s. Abb. 24) ist eine groBe Ubereinstimmung
des Rankings der Infusionstypen erkennbar. Einerseits kumuliert das Himoglobin im System
durch die Entfernung von hidmoglobinfreiem Ultrafiltrat im Rahmen der entnommenen
Proben, da es mit seiner Grofe von ungefdhr 65 kDa nicht filtriert werden konnte.
Andererseits kam es durch mechanische Himolyse zu einem Anstieg von freiem Himoglobin.
Um spontane Himolyse zu vermeiden, wurden in-vivo Druckgrenzwerte eingehalten (TMP <
24 kPa). Zusitzlich baute der Organismus durch das retikuloendotheliale System (RES) und
in der Leber freies Himoglobin ab. Trotzdem wurden im Lauf des Versuchs konstante bis
ansteigende freie Hamoglobinwerte in der HES 200- (Einzelwerte bis zu 480 % des
Ausgangswertes) und in der GEL-Gruppe (bis iiber 300 % des Ausgangswertes) gemessen.
Da es vor allem in der HES 200-Gruppe, bei der auch eine gesteigerte
Erythrozytenaggregation im Filter beobachtet werden konnte (Unger et al, 2006a) zu
auffallend groen Abweichungen einzelner Gruppen vom Median kam, miissen Artefakte
durch Zellrupturen bei den Probenentnahmen in Betracht gezogen werden.

5.1.3.2 Thrombozyten und Leukozyten

Die Heparinisierung des Blutes stellt fiir die Thrombozyten keinen Schutz dar. Da jedoch im
in-vitro-Modell aufgrund der Heparinisierung nur vereinzelt Gerinnungsprozesse ablaufen
konnten, muss der Riickgang der Thrombozytenzahlen darauf zuriickgefiihrt werden, dass es
durch eine Aktivierung der Thrombozyten aufgrund des Fremdoberflichenkontaktes im
extrakorporalen Kreislauf zur Beschédigung der Thrombozyten und zu Adhisionsvorgdngen
an den Oberflachen kam (Agostoni und Gardinali, 1989; Gardinali et al., 1986, Jahns et al.,
1993). Bedingt durch diese Aktivierung und Adhidsion fanden Membranfouling und
Membranclogging statt (s. Kap. 2.6). Auch in Abb. 26 wird dies bestitigt: trotz der
Aufkonzentration der Blutzellen durch die entnommenen Filtratproben kam es in-vitro in
allen Infusionsgruppen zu einem Verlust an Thrombozyten, was nur bedeuten kann, dass
diese Thrombozyten an Foulingprozessen beteiligt waren, da es sich bei dem in-vitro-System
um einen geschlossenen Kreislauf handelte. Bestitigt wird dies durch das
Korrelationsdiagramm in der Abb. 28: bei steigendem Hamatokritwert sinken die
Thrombozytenzahlen. Dies zeigt, dass die Thrombozyten im Gegensatz zu den Erythrozyten,
deren Anzahl mal3geblich den Hamatokritwert bestimmt, im System verblieben und damit
nicht mehr messbar waren. Das Diagramm zeigt zusétzlich, dass es in-vitro vor allem bei der
Verwendung von ALB zu Foulingprozessen gekommen ist, da die Thrombozytenwerte bei
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mifig steigendem Hématokrit (der Median stieg von 0,39 auf 0,4 1/) rapide abfallen (der
Median der Thrombozyten fiel in dieser Infusionsgruppe von 376 auf 292 G/1).

In-vivo gelangen die Thrombozyten durch Mobilisation aus Speichern wie der Milz in den
Blutkreislauf und somit auch in den extrakorporalen Versuchskreislauf. Nach der Riickkehr in
den Korper konnen die Thrombozyten aufgrund ihrer im extrakorporalen Kreislauf erfolgten
Aktivierung in Endstromgebiete wie die Lunge oder die Leber gelangen. Somit stellen die
Messwerte Momentaufnahmen dar, bei denen hohe Thrombozytenkonzentrationen
Riickschliisse auf eine geringe Aktivierung durch Oberflichenkontakte zulassen, wodurch
viele Thrombozyten im extrakorporalen Kreislauf verbleiben. In Abb. 27 wird gezeigt, dass es
bei Verwendung der HES-Infusionen zu einem Anstieg der zirkulierenden Thrombozyten (auf
bis zu 120 % des Ausgangswertes), also zu wenigen Aktivierungsprozessen der
Thrombozyten im extrakorporalen Kreislauf kam.

Abb. 28 zeigt ebenso, dass HES-Infusionen am wenigsten eine Aktivierung von
Thrombozyten durch Kontakt mit Fremdoberflichen begiinstigen, da bei diesen
Infusionsgruppen die Thrombozytenwerte bei steigendem Héadmatokrit nicht so deutlich
ruckldufig waren wie bei den ilibrigen Infusionsgruppen.

So kam es also in-vitro bei einer Aktivierung von Thrombozyten im extrakorporalen Kreislauf
zu vermehrten Foulingprozessen an der Membran, was sich in riickldufigen
Thrombozytenwerten zeigen lisst. In-vivo werden mit dem ,,Ganzkorper-Reservoir* aktivierte
Thrombozyten ebenfalls messtechnisch in einem Riickgang der Thrombozytenwerte
ausgedriickt, in diesem Fall jedoch aufgrund ihrer Infiltration in die Parenchyme. Verglichen
mit den Messergebnissen des Himatokritwerts ist eine Ubereinstimmung zwischen den
Diagrammen Abb. 23 und Abb. 27 erkennbar - die Thrombozytenzahl ist somit
hdmatokritabhéngig und nicht isoliert kolloidspezifisch. In diesem Fall zeigt sich ein Nachteil
bei der Verwendung von Schweineblut, da eine Aktivierung der Thrombozyten nicht
festgestellt werden kann. Die auf Antikdrper basierende Analytik fiir Zellaktivierung steht fiir
Schweineblut derzeit noch nicht zur Verfiigung.

Die Leukozytenzahlen blieben wadhrend des gesamten Versuchs entweder konstant oder sie
fielen ab, obwohl eine Aufkonzentration durch entnommene Filtratproben stattgefunden hat.
Dies zeigt, dass es zu einem hohen Verbrauch dieser Zellen wahrend des Versuchs gekommen
sein muss. Da Abb. 15 und Abb. 22 zeigen, dass nur wenige Gerinnungsprozesse mit
gleichzeitigem Verbrauch von Blutzellen stattgefunden haben, weist der Verlust der
Leukozyten im Blut wéhrend des in-vitro-Versuchs darauf hin, dass diese wie die
Thrombozyten bei  Adhésionsvorgingen an den Oberflichen-, Fouling- und
Cloggingprozessen beteiligt waren (s. Kap. 2.6). Da in Abb. 31 dargestellt wird, dass es in-
vitro bei der HES 130-Gruppe im Gegensatz zu allen anderen Infusionsgruppen zu einem
gleichzeitigen Anstieg der Thrombozytenzahlen ( von ca. 11,6 auf 12 G/I) und des
Hématokrits (von ca. 0,35 auf ca. 0,44 I/) kam, scheint HES 130 Adhédsions- und
Aktivierungsvorginge der Leukozyten zu verhindern. Wie bei den Thrombozyten war der
Verlust der Zellen bei der ALB-Gruppe (von ca. 13,8 auf ca. 13 G/1) am grof3ten.

In-vivo war der Anstieg bei der mit HES 130 substituierten Gruppe am deutlichsten (bis iiber
160 % des Ausgangswertes). Auch bei den Leukozytenzahlen zeigen die beiden in-vivo-
Diagramme die unterschiedlichen Ergebnisse bei abweichenden Messzeitrdumen. Die vor
dem Messzeitpunkt BSsys zugefiihrte Dilution bewirkte die verschiedenen Werte in den
beiden Diagrammen. Die Unterschiede liegen bei den Leukozyten jedoch vor allem in der
Wertigkeit und nicht in Differenzen innerhalb der Gruppen. Somit konnen die verschiedenen
Messwerte auf die unterschiedlichen Kolloide zuriickgefiihrt werden.

In-vivo kommt es narkosebedingt zu einem Anstieg der Leukozyten im Blut (Morisaki et al.,
1998). Vor dem Hintergrund der Mobilisation des Immunsystems ist es im Moment noch
nicht eindeutig geklért, ob ein konstanter Wert oder ein Anstieg der Leukozyten im Blut von
Vorteil oder von Nachteil ist. Da es wihrend unserer in-vivo-Versuche bei den
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Infusionsgruppen mit den besten Druckverhiltnissen, den besten Gerinnungswerten und den
vorteilhaftesten Organfunktionen (Unger et al, 2006a) zu einem deutlichen Anstieg der
Leukozyten kam, wurden in diesem Fall steigende Leukozyten positiv gewertet. Die hohe
Konzentration im Blut weist also nicht zwangsldufig auf eine hohere Gewebeinfiltration hin.
Auch in diesem Fall stellt sich das Problem der fehlenden antikdrperbasierten Analytik fiir die
Zellaktivierung bei Schweinen. Alternativ wire eine Untersuchung des Filters auf eine
Leukozytenanhdufung nach Beendigung des Versuchs moglich.

5.2 Bewertungsdiskussion zur Ubertragung von in-vitro-Einzelergebnissen
auf die in-vivo-Situation

Die Aussagefdhigkeiten des in-vitro- und des in-vivo-Systems iiberschneiden sich: wihrend
im in-vitro-System der Einfluss verschiedener Infusionstypen auf Einzelparameter zur
Hématologie und zur Filterfunktion gemessen werden kann, ist es in-vivo zusétzlich moglich,
mit Messungen zur Organfunktion auf eine Reaktion des Organismus auf das Gesamtmandver
zu schlielen.

Um im Vergleich mit den in-vitro-Ergebnissen mdglichst genaue Aussagen {lber
Einzelparameter treffen zu konnen, wurde dazu in den in-vivo-Versuchen entsprechend der
in-vitro-Situation zwischen dem Start der Hamofiltration und dem Versuchende gemessen,
also dem Abschnitt, dem die Heparinisierung und Dilution vorausgegangen sind (Bssys —
VE).

5.2.1 Was ist von unseren in-vitro-Ergebnissen auf in-vivo und auf die
klinische Situation iibertragbar?

5.2.1.1 Druckverhaltnisse

Beim Vergleich der Druckverhiltnisse am Filter zeigt sich, dass sich infusionsspezifische
Auswirkungen sowohl in-vitro wie auch in-vivo wieder finden. Hohe TMP-Werte, die im in-
vitro-Versuch bei der GEL- und bei der HES 200-Gruppe gemessen wurden, fanden sich in-
vivo trotz einer hohen Heparindosierung wieder. Dies ist vor allem in Abb. 11 im Bereich der
mittleren und hohen Flussraten deutlich zu sehen. Auch die in-vitro tendenziell niedrigen
TMP-Werte der HES 130-Gruppe wiederholten sich in-vivo. Bei diesen drei Kolloiden wére
eine Schlussfolgerung von in-vitro-Einzelergebnissen zum TMP-Wert wéihrend einer
Héamofiltration auf eine in-vivo-Situation am gesunden Organismus ansatzweise moglich.

In Abb. 14 wird das Muster der Druckentwicklung am Filter gezeigt. Zwischen den in-vitro-
und den in-vivo-Ergebnissen bestehen zwar keine Parallelen, innerhalb der in-vitro- und
innerhalb der in-vivo-Messungen wurden jedoch {iibereinstimmende Werte gemessen. Dies
wiederum bedeutet, dass sich die im Filter entwickelnden Fluss- und Drucksituationen
abhingig von den Modelleinfliissen gestalten.

Insgesamt kann die Aussage getroffen werden, dass sich Tendenzen beziiglich des mehr oder
weniger vorteilhaften Einflusses einer bestimmten Infusionslosung auf die Druckverhéltnisse
am Filter wahrend einer Himofiltration voraussagen lassen.

5.2.1.2 Himokompatibilitit

Bei den in-vitro gemessenen aPTT-Werten in Abb. 15 und Quickwerten in Abb. 16 zeigt sich,
dass es ausschlieBlich in der HES 130-Gruppe zu einer Aktivierung beider Schenkel der
Gerinnungskaskade  kam. Umso  iiberraschender sind die  Messwerte  der
Fibrinogenkonzentrationen: mit Ausnahme der ALB-Gruppe stimmen die Fibrinogenwerte
der in-vitro- und in-vivo-Ergebnisse in etwa iiberein und haben dadurch eine gute
Aussagekraft fiir die Klinik. Zusétzlich kann ein fibrinogensparender Effekt der HES 130-
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Gruppe, der in-vitro schon zuvor beobachtet wurde (Unger et al., 2005b) in-vivo bestitigt
werden.

Obwohl in einem in-vivo-System sehr viele Komponenten einen Einfluss auf die Anzahl der
D-Dimere haben (s. Kap. 5.1.2), ergeben sich trotzdem gemeinsame Schnittpunkte zwischen
den in-vitro- und in-vivo-Diagrammen. Da jedoch die Ergebnisse der Gerinnungsparameter
nicht direkt von einem System auf das andere iibertragbar sind, ldsst die Anzahl der D-Dimere
keine Schlussfolgerung auf die Gerinnung zu.

Die Messergebnisse zu den AT III-Konzentrationen zeigen sich eindeutig infusionsspezifisch:
obwohl im in-vivo-System die Heparinzufuhr Einfluss auf die AT III-Werte nimmt, kénnen
hier die Ergebnisse von in-vitro auf in-vivo iibertragen werden: die Hydroxyethylstirken
haben in beiden Modellen den giinstigsten Einfluss auf die AT IlI-Konzentrationen.
Konstante AT III-Werte, wie sie vor allem in der H130-Gruppe gemessen wurden, sind aus
klinischer Sicht wiinschenswert.

5.2.2 Was ist von unseren in-vitro-Ergebnissen nicht auf in-vivo und
damit nicht auf die klinische Situation uiibertragbar?

5.2.2.1 Druckverhaltnisse

Einzelparameter aus der in-vitro gemessenen Druckentwicklung am Filter lassen sich nicht
zuverldssig auf die in-vivo-Situation libertragen. Zwar konnen Tendenzen festgelegt werden,
ob sich ein gutes oder schlechtes Druckprofil bei einem speziellen Infusionstypen in-vivo und
eventuell in einer klinischen Anwendung entwickeln wird, Abb. 11 und Abb. 13 zeigen
jedoch, dass sich durch Erhéhung der Flussraten das Ranking des Einflusses der Infusionen
auf die Druckentwicklungen stark verdndert. Da mehrere Komponenten des extrakorporalen
Kreislaufs Einfluss auf die Druckentwicklung nehmen (Hadmatokrit, Flussraten, Anzahl
verstopfter Filterkapillaren, etc.), konnen keine verldsslichen Prognosen aus den
Einzelergebnissen des in-vitro-Systems gestellt werden.

5.2.2.2 Himokompatibilitit

Einige der auslosenden Faktoren fiir die Gerinnungsaktivierung lassen sich gut
standardisieren, wie zum Beispiel die Oberfliche der Fremdmaterialien, die Menge der
Antikoagulantien oder die Versuchsdauer. Da es sich jedoch in-vitro um ein
selbsterschopfendes System handelt, in dem es mit ablaufender Gerinnung zu einem
Verbrauch an Gerinnungsfaktoren kommt und es in-vivo zu Regenerations- und
Mobilisationsvorgdngen aller Blutbestandteile kommt, ist die Aussagekraft eines in-vitro-
Modells hinsichtlich der Gerinnungsaktivierung auf spezifische Eigenheiten der
Infusionslosungen begrenzt (fibrinogensparender Effekt von HES 130 (Unger ef al., 2005b),
Erythrozyten schiitzender Effekt von GEL (Sumpelmann und Zander, 2001).

Auch zum Einfluss der Infusionslosungen auf die Blutzellen wihrend einer in-vivo-
Héamofiltration ermoglicht ein in-vitro-System kaum eine verlédssliche Prognose, da im in-
vivo-Modell bei Himolyse der Erythrozyten oder einem Verbrauch der Zellen durch Clotting,
Fouling oder Clottingvorginge die Blutzellzahlen durch Regenerationsvorginge
beziehungsweise Freisetzung der Zellen im Organismus beeinflusst werden konnen. Damit
lassen sich die Entwicklungen beziiglich der Blutzellen von den in-vitro-Versuchen nicht 1:1
auf das in-vivo-System iibertragen. In der HES 130-Gruppe beispielsweise bestirken sich die
in-vitro-Ergebnisse in-vivo: neben einem geringen Zellverbrauch, also hohen Hamatokrit-,
Thrombozyten- und Leukozytenwerten kam es zu einer eher geringen Hamolyserate. In der
NaCl-Gruppe hingegen widersprechen sich die Messergebnisse: kam es in-vitro noch zu
signifikant hohen Messergebnissen der Zellzahlen, ergaben sich in-vivo in dieser
Infusionsgruppe sehr niedrige Werte. Somit konnen hier weder Aussagen tiber spezifische
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Auswirkungen der Kolloide auf die Blutzellen noch iiber Interaktionen einer Hamofiltration
auf die Blutzellen von den in-vitro-Ergebnissen auf in-vivo-Versuche iibertragen werden.

Der gesamte Messzeitraum des in-vivo-Versuchs (Bsnat — VE) gibt einen Uberblick auf die
Reaktion des Organismus auf die Hamofiltration mit allen Nebenwirkungen und stellt damit
eine Entscheidungshilfe in Hinblick auf eine klinische Anwendung dar. Diese Messungen
zeigen, ob das Mandver dem gesamten Organismus eher Schaden zufiigt oder eher von
Nutzen ist. Auch hier lassen sich hochstens grobe Prognosen zum Einfluss der
Infusionslosungen auf die Blutzellzusammensetzung formulieren.

Tab. 18: Ranking der Blutzellwerte des in-vitro- und des in-
vivo-Systems in absteigender Reihenfolge. Als positiv
werden dabei konstante Hé&matokrit- Thrombozyten-,
Leukozytenwerte und ein niedriger fHb-Wert eingestuft.

in-vitro in-vivo BSnat- VE |in-vivo BSsys - VE
HES 130 HES 130

HES 130 |NaCl

ALB ALB ALB

GEL NacCl

NaCl GEL GEL

Anhand dieses Rankings wird gezeigt, inwieweit sich die Einschédtzung der verschiedenen
Infusionen fiir die Hamofiltration verdndern, sobald verschiedene Zeitabschnitte betrachtet
werden. Die NaCl-Gruppe schneidet bei Betrachtung des gesamten Zeitabschnitts (BSnat-VE)
als Begleitinfusion fiir die CVVH gut ab, wihrend sie nach Anschluss des Systems und den
Bolusgaben schlechte Ergebnisse erzielt. Falls sich jedoch in-vitro-Ergebnisse mit den
entsprechenden in-vivo-Ergebnissen zu Einzelparametern der Héamatologie und der
Filterfunktion 1:1 decken, stellen sie eine absehbare Prognose fiir die Auswirkung innerhalb
einer klinischen Situation dar.

5.2.3 Aussagekraft des in-vitro-Modells zur in-vivo-Interaktion von
Begleitinfusionen mit der Anwendung der kontinuierlichen
venovenosen Hamofiltration

Unser in-vitro-System ldsst Prognosen hinsichtlich der Druckentwicklung im Filter und der
Gerinnungsaktivierung bei Anwendung von verschiedenen Begleitinfusionen wéhrend der
CVVH-Anwendung in-vivo zu. Voraussetzung fiir die Formulierung solcher Prognosen ist,
die Systeme unter Beriicksichtigung ihrer jeweiligen Einflussgroen zu interpretieren und den
Fokus auf resultierende Auswirkungen anstatt auf Einzelergebnisse zu richten (Rosen und
Heyman, 2001; Unger et al., 2005a).

Auch unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Einflussfaktoren der Systeme auf die
Ergebnisse konnen verdnderte Voraussetzungen fiir eine Hamofiltration in der Klinik, wie
pathophysiologische Verdnderungen, Alter oder individuelle Besonderheiten des Patienten,
die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die Klinik einschriinken. Das in-vitro- und das in-vivo-
Modell stellen standardisierte Untersuchungsmoglichkeiten dar, was sich in der klinischen
Situation nicht fortsetzen ldsst. Demzufolge konnen diese Modelle nur als Hilfestellung fiir
die Klinik gesehen werden (Schmidt, 1994). Die Gegeniiberstellung verschiedener
Auswertungsprinzipien der Blutzellergebnisse ist ein Beispiel dafiir, welche unterschiedlichen
Schlussfolgerungen aus einem Versuchsablauf gezogen werden konnen (s. Tab. 18). Die
Messungen aus der Zeitspanne zwischen physiologischem Ausgangswert versus Versuchende
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(BSnat-VE) konnen als klinische Aussagekraft interpretiert werden, ob das Gesamtmandver
dem Patienten mehr Vorteile oder Nachteile bietet; die Messungen zwischen dem
Systemanschluss und dem Versuchsende (BSsys-VE) stellen die Auswirkungen des
Hiamofiltrationsprozesses auf die jeweiligen Werte dar. Vor allem die Leukozytenzahlen in
Abb. 30 machen den Unterschied der Betrachtungsweise deutlich: wiirde einzig die
Zeitspanne des Gesamtversuchs betrachtet werden, liee dies die Aussage zu, dass die CVVH
zu unbedeutenden Verdnderungen der Leukozytenzahlen fiihrt. Bei gleichzeitiger Betrachtung
des zweiten Diagramms jedoch zeigt sich, dass die Kombination von dem jeweils gewéhlten
Infusionstyp mit der CVVH einen erheblichen Einfluss auf die Leukozyten und somit auf die
Arbeit des Immunsystems ausiibt. Die Untersuchungen der Leukozytenzahlen geben ein gutes
Beispiel fiir die unterschiedliche Aussagekraft ein und desselben Parameters zwischen in-vitro
und in-vivo ab. Unter in-vitro-Bedingungen kam es trotz der Aufkonzentration des Blutes
durch Filtratprobenentnahme und damit einhergehendem Hamatokritanstieg nicht in allen
Gruppen gleichermaflen zu einem Leukozytenanstieg. Dies bedeutet, dass die Leukozyten im
System ,,gefangen wurden, was auf ein Fouling hinweist. Im leukozytdr reaktiven in-vivo-
System ldsst sich die Fragestellung einer Leukozytenbeteiligung am Membranfouling nicht
iber die Leukozytenzahlen untersuchen. Stattdessen miisste eine hochdifferenzierte Analyse
iiber Aktivierungsmarker und abschlieBender Untersuchung der Membranen durchgefiihrt
werden. An dieser Stelle weist das Modell ,,Schwein‘ derzeit noch eine Methodenliicke auf,
da diese Aktivierungsmarker, welche auf einer antikérperbasierten Analytik beruhen, dhnlich
wie bei den Thrombozytenwerten (s. Kapitel 5.1.3.2) noch nicht untersucht werden konnten.
Dies ist ein Beispiel dafiir, dass in-vitro-Systeme nicht alternativ zum Tierversuch sondern
additiv gesehen werden miissen.

Um die Aussagekraft unseres in-vitro-Modells beziiglich einzelner Parameter zu
klassifizieren, musste ermittelt werden, inwieweit die Infusionslésungen in ihrer Auswirkung
auf den Hémofiltrationsverlauf dominante Effekte zeigen, welche stark genug sind, die
Modellunterschiede zu iiberlagern. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die exakte
Werteverteilung zwischen den fiinf Infusionsgruppen innerhalb des in-vitro-Modells nur bei
dem Einzelparameter AT III (s. Tab. 19) auch unter in-vivo-Bedingungen wiederzufinden ist.
Fiir herausragende Resultate einer Infusionslosung, wie zum Beispiel die hochste
Fibrinogenkonzentration am Versuchsende heben sich schon eher einzelne Infusionstypen
hervor.
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Tab. 19: Zuordnung der Parameter zum dominanten Einfluss der Infusionstypen
oder zur Dominanz durch Modellcharakteristika. Zeigen die Einzelparameter der
jeweiligen Infusionsgruppen in-vitro und in-vivo dhnliche Verteilungsmuster,
weist dies auf einen infusionsspezifischen Einfluss hin.

Parameter infusionsspezifisch modellspezifisch
TMP HES 130 NaCl, , ALB,
GEL
P ALB, NaCl, ,
GEL, HES 130
TMP versus P,-P, ALB, NaCl, y
GEL, HES 130
aPTT NaCl, HES 130 ALB, , GEL
Quickwert HES 130 ALB, NaCl, R
GEL
Fibrinogen HES 130 ALB, Na(Cl, ,
GEL
D-Dimer NaCl, ALB, GEL, HES 130
AT IIT ALB, NaCl, ,
GEL, HES 130
TAT , GEL, ALB, NaCl
HES 130
Hct ALB, GEL, HES 130 | NaCl,
fHb ALB, NaCl, ,
GEL, HES 130
Plts , GEL, ALB, NaCl
HES 130
Leukozyten HES 130 ALB, Na(Cl, y
GEL,

Bei den in-vitro gemessenen aPTT-Werten in Abb. 15 und Quickwerten in Abb. 16 zeigt sich,
dass es ausschlieBlich in der HES 130-Gruppe zu einer Aktivierung beider Schenkel der
Gerinnungskaskade  kam. Umso  iberraschender sind die  Messwerte  der
Fibrinogenkonzentrationen: mit Ausnahme der ALB-Gruppe stimmen die Fibrinogenwerte
der in-vitro- und in-vivo-Ergebnisse in etwa {iiberein und haben dadurch eine gute
Aussagekraft fiir die Klinik. Dazu kommt ein fibrinogensparender Effekt der HES 130. Der
Hauptanteil der Einzelparameter wird durch Unterschiede im Modellaufbau derart beeinflusst,
dass sich das komplexe Ranking der fiinf verschiedenen Infusionen innerhalb des jeweiligen
Testsystems in der Gegeniiberstellung verschiebt (s. Kapitel 4.4, Tab. 17). Insgesamt ergibt
die Untersuchung, dass direkte Vergleiche oder ein 1:1 libertragbares Ranking auf Ebene der
Hamokompatibilitdt anhand unserer Messgroflen fiir eine Vielzahl verschiedener Gruppen
nicht moglich ist. Fokussiert man jedoch das Ranking auf HES 200, GEL und HES 130 (s.
Tab. 19), wire man mit der Vorhersage erfolgreicher. Es héngt also entscheidend davon ab,
wie viele Variablen (und damit Gruppen) einem Hamokompatibilitits- und oder
Funktionsranking unterzogen werden sollen. Besonders auffallend sind die Ergebnisse fiir die
ALB-Gruppen. Wihrend ALB unter in-vitro-Bedingungen eine gute Hamokompatibilitit
zeigt, fallt diese Infusionsgruppe in-vivo auf einen der schlechtesten Rénge. Allerdings ist
dies verbunden mit einer insgesamt guten Biokompatibilitit bezogen auf die Organfunktionen
(Unger et al., 2006a). Die Unterscheidung und Bewertung vieler Gruppen ist nur moglich,
wenn die untersuchten Parameter sensibel gegeniiber dominanten Faktoren reagieren.
Kiirzlich erschien eine Arbeit (Erlenkotter et al., 2008) in der ein Mediatoren-Scoresystem
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beschrieben wird, anhand dessen eine in-vitro-Biokompatibilititstestung von Dialysatoren
ermoglicht werden soll. Ein solches Scoresystem kann eine Option zur Verbesserung der
Interpretation von in-vitro-Daten sein. Ob sich dieses System bewéhrt, bleibt abzuwarten.
Interessanterweise liegt bei unserem Modell eine Ubereinstimmung beziiglich der
Biokompatibilitdtsprognose fiir die umfassenden blutiibergreifenden Untersuchungen im
Tiermodell vor (Unger et al., 2006a). Diese Prognose beinhaltet kein exaktes Ranking aller
fiinf Infusionsgruppen, sondern stellt nur in Aussicht, dass die Substitution von HES 130 und
ALB zu insgesamt besseren Biokompatibilititsergebnissen fiihren wird als bei den anderen
Infusionslosungen. Diese Prognose basiert letztlich auf der Wertung des Filtrationsverlaufs
und aller Hdmokompatibilitdtsmarker im in-vitro-Versuch. Der Grundgedanke ist, dass
ausgepragtes Clotting, Fouling und Clotting unter in-vivo-Bedingungen zu einer verstirkten
Biokompatibilititsreaktion fiihren, da aktivierte Mediatoren aus den schlecht perfundierten
Kapillaren entweder mit dem verbleibenden Blutstrom (Fouling) oder aber durch Diffusion
(Clotting, Clogging) ins Filtratkompartiment gelangen, von wo sie durch Riickdiffusion oder -
filtration in gut perfundierte Kapillaren mit dem Blut wieder zuriick in den Organismus
gelangen.

Verbleibend ist anzumerken, dass die Systemvergleiche hinsichtlich der Himorheologie auf
verschiedenen Ausgangssituationen beruhen. Das Schlachthofblut der in-vitro-Versuche weist
deutlich mehr Kriterien kritisch kranker Patienten auf, als das Blut der gesunden jungen
Schweine im in-vivo-Modell. Ungeklart bleibt, inwieweit sich die Resultate der in-vitro-
Versuche auf die Ergebnisse einer Studie im porcinen Krankheitsmodell wieder finden lassen.
Zu dieser Fragestellung laufen derzeit Untersuchungen im porcinen Azidosemodell (Esche et
al., 2008).

5.3 Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit wird dargestellt, dass nur wenige Einzelergebnisse aus in-vitro-Studien zur
Hiamokompatibilitit von Hamofiltrationsanwendungen auf eine in-vivo-Situation iibertragbar
sind, auch dann, wenn eine grofle Konvergenz beider Modelle vorliegt. Es wird jedoch
ebenfalls gezeigt, dass sich Prognosen aus den in-vitro-Ergebnissen hinsichtlich einer
Biokompatibilititsreaktion und Gesamtperformance des Systems in-vivo durchaus bestitigen.
Die Erforschung der Biokompatibilitét ist eine sehr junge Wissenschaft, die sich parallel zu
den neuesten Materialien und Gerdtetechniken entwickelt. Um die Biokompatibilitit zu
untersuchen, benétigt man messbare Parameter. Hierbei handelt es sich vor allem um
Mediatoren, die im Kontext mit einer proinflammatorisch, thrombogenen oder
immunologischen Aktivierung aus der Grundlagenforschung beschrieben werden. Die
Detektion dieser Marker basiert meist auf Antikérpern (Kalantar-Zadeh, 2007). Da
extrakorporale Systeme im klinischen Originalformat an Schweinen getestet werden sollten,
die neusten Antikorper fiir neu entdeckte Mediatoren und Zelloberflichenmolekiile aber
bislang nur sehr limitiert fiir wenige Tierarten zur Verfiigung stehen, kann der entsprechende
Test nicht im kliniknahen Tiermodell durchgefiihrt werden.
Im eigenen hier vorgestellten Forschungsabschnitt mit einem Vergleich von in-vitro versus
in-vivo konnte deutlich gezeigt werden, dass die Forschung zu einzelnen
Héamokompatibilitdtsparametern mit dem direkten Vergleich von in-vitro zu in-vivo kaum
moglich ist. Die Daten, die zu den wesentlichen Organfunktionen (Himodynamik, Niere,
Lunge, Leber) erhoben wurden, sowie die abschlieBende histomorphologische Begutachtung
belegen die Notwendigkeit zum Umdenken bei der Gestaltung von Tierversuchen und bei der
Interpretation von in-vivo-Versuchen zur Biokompatibilitit extrakorporaler Systeme. So
verfehlten, wie in dieser Arbeit ausgearbeitet, die einzelnen Hématologie- und
Gerinnungsparameter zwar weitgehend den direkten Vergleich, die Prognose jedoch, welche
Infusionslosungen die Biokompatibilititsreaktionen positiv beeinflussen werden, bestétigten
sich. In einem weiteren konsequenten Schritt zur Definition der Vergleichbarkeit werden nun
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die noch divergenten Faktoren ,,azidotisches Blut*“ aus dem in-vitro-Modell mit den in-vivo-
Faktoren ,,Gesamtorganismus® in einer weiteren Studie verglichen (Esche ef al., 2008). Auf
der Stufe der Tierversuche findet man in der Literatur liberwiegend Hamofiltrationsversuche
an gesunden Tieren (Ramlow et al., 2005). Erst seit wenigen Jahren werden Modelle zur
Interaktion zwischen Krankheitsgeschehen und Hémofiltration an Tieren beschrieben, bei
denen pathologische Verdnderungen induziert wurden (Bellomo et al., 2000; Esche et al.,
2008; Gong et al., 2007; Lee, P.A. et al., 1998; Li, C. M. et al., 2007a; Li, W. et al., 2007b;
Rimmele et al., 2009; Stengl et al., 2008).

Insgesamt scheint es notwendig, mehr gezielte in-vitro- versus in-vivo-Studien
durchzufithren, um den Informationsgehalt und die Grenzen der in-vitro-Forschung auf
diesem Gebiet zu verstehen. Ein bewusster Umgang und eine differenzierte Analyse, wie es
zur Entwicklung von Testprogrammen und zu etablierten Markern kommt, spielen hierbei
eine zentrale Rolle. Auf dem Weg zu einer versuchstierfreien Testung von Materialien und
Therapieoptionen sollte man dabei nicht in das Extrem eines schlecht vorbereiteten
,,Menschenversuchs* verfallen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die unzureichende Biokompatibilitdt vieler Medizinprodukte stellt ein gro3es Risiko fiir die
Patienten dar. Vor dem klinischen Einsatz muss das Material in-vitro, in-vivo und in
klinischen Studien unter anderem einer Biokompatibilititstestung unterzogen werden.
Unterschiedliche Versuchsaufbauten, verschiedene Spezies oder Erkrankungen konnen dabei
einen groflen Einfluss auf die Biokompatibilititsreaktionen von Materialen haben. Inwieweit
das Zusammenspiel verschiedener Biokompatibilititsreaktionen, welche durch die
verschiedenen Module des extrakorporalen Kreislaufs (Filter, Katheter, Schliuche, Pumpe,
Luft- und Clotfallen) ausgeldst werden, und auch der Kontakt des Blutes mit anderen
Korperkompartimenten einen Einfluss auf die Biokompatibilitdt haben, ist in der Literatur
bisher kaum vertreten (Lucchi et al, 2006). Bedenkt man, dass neben den beschriebenen
Variationen auch noch Interaktionen mit der Begleittherapie auftreten konnen, wird deutlich,
wie schwierig sich der Versuch gestaltet, verldssliche Prognosen aus in-vitro-Studien fiir die
Biokompatibilititsreaktion im Patienten zu stellen.

In der vorliegenden Arbeit wird anhand eines Vergleichs von in-vitro- und in-vivo-
Ergebnissen einer Hadmofiltration untersucht, ob es trotz eines aufeinander abgestimmten
Versuchaufbaus (in-vitro und in-vivo) zu unterschiedlichen Messergebnissen beziiglich der
Biokompatibilitdt, also zu unerwarteten EinflussgroBen durch die verschiedenen Modelle
kommt und ob sich die Biokompatibilititsprognose aus den in-vitro-Versuchen in-vivo
bestitigt. Dafiir wurde ein dynamisches rezirkulierendes in-vitro-Hdmofiltrationsmodell
verwendet, welches flir zwei Stunden mit Hilfe einer Pumpe mit 2 Litern Schweineblut
durchspiilt wurde. Das vom Schlachthof gewonnene Schweineblut wurde dabei mit einer
Infusionslésung substituiert. Bei fiinf verschiedenen Infusionslésungen wurden jeweils sechs
Versuchslaufe durchgefiihrt. Im kontinuierlichen venovendsen in-vivo-
Héamofiltrationskreislauf an vollnarkotisierten Schweinen wurden die gleichen Infusionen und
Materialien verwendet, wie auch die entsprechenden Flussraten gewaihlt, soweit dies
durchfithrbar war. Auch hier wurden pro Infusionstyp jeweils sechs Experimente an
verschiedenen Schweinen durchgefiihrt. Ziel der Studie war es, fiir beide Modelle, in-vitro
und in-vivo, ein Ranking fiir den Einfluss der verschiedenen Infusionslosungen auf die
Druckverhiltnissen im Hamofilter, die Gerinnungsparameter und das Blutbild zu erstellen.
Diese Rankings wurden anschlieend verglichen.

Obwohl eine bestmdgliche Konvergenz beider Modelle vorliegt, zeigen die Ergebnisse
deutlich, dass die Aussagekraft von in-vitro-Studien zur Biokompatibilitit stark beschrankt
ist: es ergeben sich kaum Ubereinstimmungen zwischen den in-vitro- und in-vivo-
Ergebnissen hinsichtlich des infusionsspezifischen Einflusses. Bei den Druckverhéltnissen am
Filter zeigen das in-vitro- und das in-vivo-Diagramm jeweils verschiedene Messergebnisse
der einzelnen Infusionsgruppen. Die HES 130-Gruppe scheint sowohl in-vitro wie auch in-
vivo einen positiven Einfluss auf den TMP-Wert zu haben. In dieser Gruppe bleiben die
Messergebnisse unter 17 kPa. Bei den Gerinnungsparametern ergeben sich zum Teil
iiberraschende Ergebnisse. Obwohl die meisten Faktoren fiir die Gerinnungsaktivierung gut
standardisiert werden konnen, ldsst sich hinsichtlich der Gerinnungsparameter der wichtigste
Unterschied zwischen den beiden Modellen nicht eliminieren: in-vitro handelt es sich um ein
selbsterschopfendes System, in dem es mit ablaufender Gerinnung zu einem Verbrauch an
Gerinnungsfaktoren kommt, wihrend in-vivo Regenerations- und Mobilisationsvorgéinge aller
Blutbestandteile moglich sind. Die Aussagekraft eines in-vitro-Modells hinsichtlich der
Gerinnungsaktivierung ist damit auf spezifische Eigenheiten der Infusionslosungen begrenzt
(fibrinogensparender Effekt von HES 130, Erythrozyten schonender Effekt von GEL). So
ergeben sich wenige Parallelen zwischen den in-vitro- und in-vivo-Diagrammen zur
Gerinnungsaktivierung. Uberraschenderweise zeigen die Messergebnisse zu den AT III-
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Konzentrationen eindeutig infusionsspezifische Eigenschaften: obwohl im in-vivo-System
eine Heparinzufuhr Einfluss auf die AT III-Werte nimmt, konnen hier die Ergebnisse von in-
vitro auf in-vivo iibertragen werden: die Hydroxyethylstirken haben in beiden Modellen den
giinstigsten Einfluss auf die AT III-Konzentrationen. HES 130 zeigt in-vitro am
Versuchsende tiber 110 %, in-vivo iiber 95 % des Ausgangswertes. Konstante AT III-Werte,
wie sie vor allem in der H130-Gruppe gemessen werden, sind aus klinischer Sicht
wiinschenswert.

Beziiglich des Blutbildes bestirken sich beispielsweise in der HES 130-Gruppe die in-vitro-
Ergebnisse in-vivo: neben ansteigenden Zellzahlen (Hamatokrit steigt in-vitro auf ca. 145 %,
in-vivo auf ca. 120 % des Ausgangswertes, Thrombozyten liegen in-vitro bei ca. 95 %, in-
vivo bei ca. 120 % des Ausgangswertes und bei den Leukozyten werden in-vitro-Werte von
ca. 100 %, in-vivo von ca. 150 % des Ausgangswertes gemessen) kommt es zu einem eher
geringen Hamolysegeschehen. In der NaCl-Gruppe hingegen widersprechen sich die in-vitro-
und die in-vivo-Messergebnisse: kommt es in-vitro noch zu signifikant hohen
Messergebnissen der Zellzahlen, ergeben sich in-vivo in dieser Infusionsgruppe sehr niedrige
Werte: in-vitro steigt der Hamatokrit beispielsweise im Laufe des Versuchs auf 200 % des
Ausgangswertes, in-vivo fillt er auf ca. 75 % des Ausgangswertes ab. Somit konnen hier
weder Aussagen iiber spezifische Auswirkungen der Kolloide auf die Blutzellen noch {iber
Interaktionen einer Hémofiltration auf die Blutzellen von den in-vitro-Ergebnissen auf in-
vivo-Versuche {ibertragen werden.

Der Vergleich der Messergebnisse beider Modelle zeigt, dass nur vereinzelt vergleichbare
Werte zur Druckentwicklung am Filter, Gerinnungsaktivierung oder Verdnderungen des
Blutbildes gemessen werden. So ergibt sich beispielsweise nur fiir einen Gerinnungsfaktor
(AT 1II) eine hundertprozentige Bestdtigung des infusionsspezifischen Einflusses. Der
Hauptanteil der gemessenen Parameter ist methodenbedingt beeinflusst.

Dennoch kann dargestellt werden, dass es eine Ubereinstimmung der aus den in-vitro-Daten
erstellten Prognose hinsichtlich des Einflusses der Infusionslosungen auf die
Gesamtbiokompatibilitdit der CVVH gibt. Fiir die Erstellung der Biokompatibilitdtsprognose
aus den in-vitro-Daten erweist es sich jedoch als wesentlich, bereits innerhalb des in-vitro-
Systems weniger den einzelnen Parameter als Endergebnis zu betrachten, als vielmehr die
Konsequenz der Parameterverldufe fiir die Filterfunktion (Clotting, Fouling, Clogging) als
Biokompatibilititsfaktor fiir die Prognose mit einzubeziehen. Insgesamt zeigt sich anhand der
Ergebnisse dieser Arbeit, dass die unter in-vitro-Bedingungen fehlende Interaktion von
Blutbestandteilen und anderen Korperzellen und Kompartimenten einen grofen Einfluss auf
die Messergebnisse hat. Bevor verldssliche Aussagen aus in-vitro-Daten fiir die in-vivo-
Situation oder sogar fiir die Kliniksituation getroffen werden kénnen, scheint es wesentlich,
dass zunichst die Reaktion des gesamten Organismus anhand von Organfunktionen oder
histomorphologischen Untersuchungen iiberpriift wird. Hierzu bedarf es einer Reihe von
konsequenten in-vitro- versus in-vivo-Studien.
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7 SUMMARY

Value of tests regarding the hemocompatibility analysis of hemofilters:
in-vitro versus in-vivo

As some medicals possess only an insufficient biocompatibility, they might be a risk for the
patient, thus it is necessary to test the used materials in-vitro, in-vivo, and in clinical studies
regarding their biocompatibility, before applying them in a clinical environment. In those
tests, several factors can have a significant influence on the reactions of the materials in terms
of their biocompatibility, such as different experimental setups, different species, and
diseases. The interaction of different biocompatibility reactions initiated by several modules
of the extracorporeal circuit (such as filters, catheters, tubes, pumps, air and clot traps) as well
as the influence of the contact between blood and body compartments on the biocompatibility
is only rarely described in literature. Keeping in mind, that beneath those problems
interactions with corollary therapies it becomes clear, how difficult it is to get reliable
prognoses for the patient’s biocompatibility out of in-vitro studies.

In this work we examined, whether the comparison between results of in-vitro and in-vivo
hemofiltrations are different regarding biocompatibility, what then must be the influence of
unexpected values of the models, and whether the prognoses regarding biocompatibility taken
from the in-vitro experiment can be confirmed in the in-vivo case. For this purpose we used a
dynamic recirculating in-vitro hemofiltration model, which was flushed with 2 liters of swine
blood for two hours. The swine blood taken from the slaughterhouse was substituted by an
infusion solution. For each of five different infusion solutions six experiments were run. In
the continuous venovenous in-vivo hemofiltration circuit applied to narcotized swines the
same infusion solutions, materials and - as far as possible - flow rates were used. Even in this
case six experiments were run on each swine. The aim of this study was to estimate the
influences of the different infusion solutions on the pressure at the hemofilter, the coagulation
factor and the hemogram for both models, in-vitro and in-vivo, and compare them afterwards.
Although both models are as similar as possible, the results show that it is hard to conclude
from in-vitro studies regarding biocompatibility: There are mostly no conformities between
the results out of both experiments regarding their infusion specific influence. Looking at the
pressure at the hemofilter, one can find different results in both cases — in-vitro and in-vivo —
for each infusion solution. The HES 130 group has in both cases a positive influence on the
TMP value, as in this group the measurement stayed beyond 17 kPa. There are some
surprising results concerning the coagulation parameters. Although most factors for the
clotting activation could be standardized very well, it is not possible to eliminate the most
important difference between both models: The in-vitro model is a self consuming system,
which loses its clotting factors with the coagulation process, whereas the in-vivo model is
able to regenerate and mobilize those blood parts. Thus the conclusion from the results of an
in vitro model is limited to the specific properties of the infusion solution. (Fibrinogen saving
effect of HES 130, erythrocyte preserving effect of GEL). Therefore just a few consistencies
between the diagrams of both experiments concerning their clotting activation could be found.
Surprisingly, the results of the AT-III concentration showed infusion specific properties:
Although the heparin concentration in the in-vivo model is problematic to control, the results
can be transferred from in-vitro to the in-vivo model: Hydroxyethylstarch has a positive
influence on the AT-III concentration in both models, as the HES 130 value at the end of the
experiment amounted to 110 % of the original value in the in-vitro experiment, whereas 95 %
could be found in the case of the in-vivo model. Such constant values are favored in the
clinical medicine.

E. g. the results of both model are similar in the case of the hemogram regarding the HES 130
group: Beneath the increasing amount of cells (the hematocrit value increased to 145 % in-
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vitro and 120 % in-vivo, thrombocytes went to 95 % in-vitro and 120 % in-vivo and
leucocytes to 100 % in-vitro and 150 % in-vivo) no more significantly hemolysis happened.
Looking at the NaCl group, the results are in contrast: Whereas the amount of cells increased
significantly in case of the in-vitro model, the in-vivo model gave very poor values: The
hematocrit value increased up to 200 % in-vitro, but went down to 75 % in-vivo. Thus it one
cannot conclude from in-vitro to in-vivo experiments regarding the specific influence of the
colloids on blood cells and interactions such as a hemofiltration with them.

Comparing the results of both models, only rarely similar values such as pressure at the filter,
clotting activation and changes of the hemogram can be found. So only in case of AT-III the
infusion specific influence could be confirmed. The main part of the values is influenced by
the different, used methods.

Nevertheless, the prognosis of influence of the infusion solutions on the biocompatibility
seems to be true in case of CVVH. It seems to be very important, not to use a certain value of
a parameter in the in-vitro experiment to create s prognosis, but to also keep the developing of
the filtration parameters (clotting, fouling and clogging) in mind. The results of this work
show clearly, that the missing interactions of the blood and other body compartments have
great influence of the resulting values. Before concluding from in-vitro to in-vivo cases in
clinical situations, it is necessary to proof the reaction of the whole organism with the help of
organ functions or histomorphological examinations. A row of in-vitro versus in-vivo studies
would be necessary to achieve such results.
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Beispiele verschieden aufgebauter in-vitro-Modelle zur Himofiltrationsforschung
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Tab. 21: Transmembranérer Druck (TMP) in-vitro bei unterschiedlichen
Einstellungen der Flussraten (Qb/Qf)

ALB NaCl HES 200 |GEL HES 130

Qu/Q¢ TMP TMP TMP TMP TMP
[ml/min] [[kPa] [kPa] [kPa] [kPa] [kPa]

75/15 6,66 9,33 1,33 7,33 13,99

7,33 7,99 8,66 3,33 3,33

7,99 4,66 6,66 7,99 3,33

7,99 7,99 4 5,33 0,67

7,33 3,33 6,66 mv 5,33

mv mv 7,33 mv 0

125/25 15,33 21,33 11,99 11,33 5,99

9,99 9,33 16,66 7,99 9,99

11,33 5,33 9,33 12,66 7,99

11,33 6,66 10,66 9,33 7,33

11,33 9,33 10,66 mv 6,66

mv mv 7,33 mv mv

200/40 33,99 38,66 19,99 15,99 11,33

19,33 33,33 33,33 13,99 16,66

20,66 19,33 18,66 23,33 13,33

19,99 13,33 11,99 26,66 9,33

22,66 7,99 22,66 mv 9,33

mv mv 15,33 mv mv

Tab. 22: Transmembranérer Druck (TMP) in-vivo bei unterschiedlichen
Einstellungen der Flussraten (Qb/Qf)

ALB NaCl HES 200 |GEL HES 130
Qu/Qs TMP TMP TMP TMP TMP
[mI/min] | [kPa] [kPa] [kPa] [kPa] [kPa]
75/15 4,00 5,33 5,33 4,93 3,60
3,86 3,33 5,06 5,33 6,93
3,86 5,86 0,13 4,00 6,66
-0,80 1,20 3,33 4,53 1,86
1,20 2,26 2,00 4,40 1,73
3,46 0,93 3,33 4,53 3,06
125/25 4,00 9,99 6,66 6,93 4,93
5,20 5,20 4,40 4,53 4,66
0,40 2,66 0,80 5,33 0,26
4,13 4,80 4,53 5,20 5,20
4,93 3,33 5,06 7,99 5,06
200/40 11,86 14,93 23,86 9,33 9,73
10,79 10,93 7,19 7,19 16,79
5,46 9,19 mvy 69 my
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Tab. 23: Filtratdruck (Py) in-vitro bei unterschiedlichen Einstellungen der

Flussraten (Qy/Qy)

Qu/Qs ALB NaCl HES 200 |GEL HES 130
[ml/min] |Pg[kPa] P [kPa] Ps [kPa] P [kPa] P [kPa]
75/15 -0,66 0,00 9,33 2,00 -1,33

1,33 1,33 1,33 2,66 4,00

0,00 1,33 0,00 -0,66 2,00

1,33 1,33 0,67 3,33 3,33

2,66 2,66 2,00 myv 2,00

mv mv 3,73 mv 2,00

125/25 0,00 -1,06 14,66 15,99 13,33
13,59 1,33 15,99 12,66 13,99

11,59 13,73 15,33 18,66 13,99

12,93 12,93 5,99 14,66 13,99

13,33 13,33 14,66 mv 13,99

mv mv 13,99 mv mv

200/40 0,00 -0,66 11,99 13,33 12,66
11,33 0,00 5,33 11,33 13,33

7,99 6,66 12,66 17,33 13,99

7,99 12,66 8,60 12,66 9,99

9,33 21,99 10,66 mv 9,33

mv mv 7,99 mv mv

Tab. 24: Filtratdruck (Py) in-vivo bei unterschiedlichen Einstellungen der

Flussraten (Qyp/Qy)

Qv/Q¢ ALB NaCl HES 200 |GEL HES 130
[ml/min] P¢[kPa] P¢[kPa] P; [kPa] Ps [kPa] |P¢[kPa]
75/15 0,66 3,33 3,33 2,93 0,93

6,66 4,80 2,13 2,40 1,46

2,00 0,26 7,06 1,46 2,00

6,13 7,06 0,80 2,53 3,46

2,40 5,06 5,60 0,00 4,40

1,20 2,66 2,13 4,26 2,66

125/25 12,66 0,66 11,33 16,26 3,33
3,46 28,66 9,73 4,26 3,86

15,73 12,22 10,66 20,66 12,26

5,20 11,44 4,00 2,53 5,99

mv 4,66 4,26 5,06 5,20

200/40 10,79 20,79 -3,33 10,93 3,86
2,66 15,73 18,36 8,13 0,66

15,99 12,53 mv 20,13 mv
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Tab. 25: Druckabfall iiber das Filterkompartiment (Pa-Pv) in-vitro bei
unterschiedlichen Einstellungen der Flussraten (Qb/Qf)

HES 130
Qu/Qs ALB NaCl HES 200 GEL P,-P,
[ml/min] P,-P, [kPa] |P,-P, [kPa] | P,-P, [kPa] |P,-P, [kPa] | [kPa]
75/15 6,66 10,66 7,99 7,99 16,66
6,66 8,66 11,99 7,99 7,33
8,66 8,66 6,66 7,33 9,33
7,99 7,99 7,33 9,33 2,66
7,99 7,99 9,99 mv 7,33
mv mv 8,66 mv 7,33
125/25 19,33 27,99 13,99 13,99 49,99
10,66 11,99 16,66 9,99 9,33
12,66 4,93 11,33 12,66 11,99
11,99 8,66 8,66 17,99 9,99
13,33 13,33 14,66 mv 9,33
mv mv 11,99 mv 15,33
200/40 35,99 41,33 23,33 22,66 13,33
21,98 25,99 31,99 15,99 19,99
19,99 15,99 21,33 29,99 13,33
19,99 17,99 14,66 34,93 9,99
21,99 19,99 26,66 mv 25,33
mv mv 15,33 mv mv

Tab. 26: Druckabfall iiber das Filterkompartiment (Pa-Pv ) in-vivo bei
unterschiedlichen Einstellungen der Flussraten (Qb/Qf)

Qvn/Qy ALB NaCl HES 200 |GEL HES 130
[ml/min] P,-P, [kPa] | P,-P, [kPa] |P,-P, [kPa] |P,-P, [kPa] |P,-P,[kPa]
75/15 0,66 2,66 2,00 2,80 2,13
1,46 1,86 2,40 3,33 2,53
2,00 2,93 2,80 2,26 2,66
1,33 3,60 2,93 3,33 2,66
4,13 2,66 3,60 2,13 3,73
4,53 2,66 3,60 2,40 2,66
125/22 2,40 4,00 5,33 4,53 3,33
3,60 6,26 2,80 3,20 3,46
2,66 4,40 4,53 3,73 3,33
3,33 4,26 4,00 3,73 3,86
4,80 3,86 4,93 4,00 mv
mv mv 2,80 4,00 mv
200/45 4,80 8,39 6,53 6,39 4,00
5,33 6,39 4,93 5,46 5,86
4,53 6,66 5,73 4,00 6,66
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Tab. 27: aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) in-vitro

aPTT [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 105,82 100,53 100 94,09 96,07
95,24 106,31 97,27 91,69 91,07
97,13 93,49 91,87 98,68 100,47
99,12 89,57 104,33 108,41 100
100 105,83 87,05 86,29 93,69
mv 100 96,46 mv 95,19
Tab. 28: aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) in-vivo
aPTT [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 151,95 255,30 100,00 136,85 27,59
22,57 202,40 65,44 100,00 51,04
18,46 61,27 59,46 42,17 33,45
65,87 129,80 112,50 66,75 96,21
102,27 81,86 80,19 49,23 105,67
mv 74,10 mv 64,90 mv
Tab. 29: Quickwert in-vitro
Quick [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 98,84 101,18 96,63 97,56 100,00
98,91 98,86 96,63 98,96 96,70
100,00 96,77 96,59 96,39 100,00
97,85 103,45 97,62 92,05 101,11
95,74 97,96 97,59 92,78 96,81
mv 96,47 94,62 mv 95,41
Tab. 30: Quickwert in-vivo
Quick [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 96,74 101,09 95,51 92,47 105,38
113,27 87,37 115,56 98,94 102,22
90,29 103,45 95,51 106,74 106,98
90,48 97,67 103,70 98,88 107,69
95,65 92,63 92,00 98,84 102,17
mv 102,22 mv 104,05 98,89
Tab. 31: Fibrinogenkonzentration in-vitro
Fibrinogen [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 106,83 99,66 94,37 104,30 113,04
113,26 106,56 107,49 100,63 107,83
107,14 109,18 121,26 112,18 112,50
114,49 112,30 113,73 105,81 118,93
109,83 107,83 113,78 118,85 125,13
mv 109,78 110,42 mv 126,29
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Tab. 32: Fibrinogenkonzentration in-vivo

Fibrinogen [%]

ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 88,97 108,09 99,34 107,46 126,17
112,93 92,36 123,48 108,94 110,56
100,67 108,06 119,72 106,98 111,56
95,89 103,20 104,81 99,02 128,18
mv 124,26 89,23 95,27 92,25
mv 112,65 mv 115,70 118,85
Tab. 33: D-Dimerkonzentration in-vitro
D-Dimere [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 98,43 112,45 97,46 136,68 121,05
96,06 105,11 95,47 108,06 160,61
88,46 88,69 89,39 84,00 156,43
117,06 78,17 91,14 108,56 118,26
105,00 214,86 90,91 94,25 127,33
mv 104,02 94,80 mv 149,46
Tab. 34: D-Dimerkonzentration in-vivo
D-Dimere [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 283,33 266,67 mv 126,32 128,57
425,00 133,33 66,67 138,46 200,00
107,14 155,56 144,44 230,00 137,50
122,22 143,75 105,88 271,43 175,00
mv 114,29 94,44 181,82 109,52
mv mv mv 142,86 130,43
Tab. 35: Antithrombin IlI-Konzentration (AT III) in-vitro
AT 111 [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 104,04 97,50 110,42 106,67 113,58
103,61 111,11 107,95 109,78 114,29
105,75 103,33 140,54 103,88 130,59
120,29 132,35 124,75 120,73 108,00
107,29 136,59 104,08 103,75 105,19
mv 104,26 107,79 mv 112,05
Tab. 36: Antithrombin I1I-Konzentration (AT III) in-vivo
AT 11 [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 81,93 82,02 80,00 78,82 96,43
93,59 70,37 mv 73,81 95,60
76,25 72,46 114,29 92,11 96,10
68,29 81,32 89,04 82,93 75,47
mv 88,17 93,55 78,05 90,00
mv 88,54 83,54 105,08 93,98
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Tab. 37: Thrombin-Antithrombin-Konzentration (TAT) in-vitro

TAT [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSnat*VE) 84,76 132,98 99,15 118,31 115,63
86,30 74,60 130,22 110,53 182,67
101,49 89,46 98,52 118,75 105,52
75,54 92,28 131,11 91,36 81,70
103,33 175,69 116,67 202,99 96,23
mv 104,26 103,46 mv 148,58
Tab. 38: Thrombin-Antithrombin-Konzentration (TAT) in-vivo
TAT [%)]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSnat*VE) 65,50 18,78 my 26,35 66,96
37,26 10,14 55,33 84,26 149,53
my 32,00 162,35 490,32 17,94
362,82 274,73 84,62 67,72 134,04
163,04 140,77 48,67 mv 43,02
Tab. 39: gesamter Heparinverbrauch in-vivo
Heparinverbrauch
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
BSsys 4858,25 5030,00 4958,33 5242,86 4891,67
ZBS 16075,25 17806,00 13716,67 16160,14 15841,50
VE 19525,25 25302,80 18239,33 21955,14 22088,83
Tab. 40:Hamatokrit (Hct) in-vitro
Het [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 113,02 97,31 118,75 181,42 105,41
103,32 105,77 107,75 105,61 109,17
83,90 168,85 123,48 103,61 130,70
95,04 110,62 92,04 120,49 168,22
112,57 109,23 123,53 113,61 113,10
mv 99,15 97,31 my 109,23
Tab. 41: Hamatokrit (Hct) in-vivo; gemessen von BSsys-VE
Hct [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 95,45 96,30 mv 103,70 122,73
104,76 my 152,63 95,83 109,09
100,00 100,00 113,04 100,00 112,50
104,00 113,04 109,09 90,91 118,18
104,17 100,00 109,52 137,50 114,29
96,00 108,70 104,55 113,04 113,04
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Tab. 42: Himatokrit (Hct) in-vivo; gemessen von BSnat-VE

Het [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSnat*VE) 100,00 96,30 my 100,00 112,50
100,00 0,00 104,17 95,83 109,09
100,00 111,54 96,00 100,00 108,00
92,86 108,33 104,17 95,24 113,04
104,17 100,00 96,00 122,22 114,29
96,00 104,17 104,17 113,04 104,00
Tab. 43: Mediane des Hdmatokritwerts (Hct) in-vitro; gemessen bei BS und VE
Het [1/]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
BS 0,39 0,39 0,38 0,38 0,35
VE 0,40 0,43 0,44 0,43 0,44

Tab. 44: Mediane des Hamatokritwerts (Hct) in-vivo; gemessen bei Bssys, ZBS und

VE
Het [111]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
BSsys 0,24 0,24 0,22 0,22 0,22
ZBS 0,24 0,24 0,23 0,22 0,25
VE 0,24 0,26 0,25 0,23 0,26
Tab. 45: freies Himoglobin (fHb) in-vitro
fHb [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 131,01 132,56 115,15 157,33 152,14
137,65 238,19 127,21 126,66 141,39
137,62 171,15 122,22 158,72 227,11
160,26 245,21 186,80 136,60 150,68
147,92 227,11 158,68 133,33 130,88
mv 121,20 192,04 mv 123,10
Tab. 46: freies Himoglobin (fHb) in-vivo; gemessen von BSsys-VE
fHb [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 150,00 100,00 700,00 100,00 100,00
250,00 100,00 250,00 100,00 150,00
100,00 100,00 100,00 150,00 100,00
200,00 28,57 100,00 100,00 100,00
166,67 66,67 75,00 800,00 150,00
50,00 mv mv 66,67 50,00
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Tab. 47: freies Himoglobin (fHb) in-vivo; gemessen von BSnat-VE

fHb [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSnat*VE) 25,00 66,67 700,00 200,00 50,00
250,00 mv mv 100,00 75,00
50,00 50,00 55,56 100,00 50,00
33,33 100,00 100,00 100,00 66,67
100,00 66,67 75,00 266,67 150,00
mv 40,00 75,00 25,00 16,67
Tab. 48: Thrombozyten (Plts) in-vitro
Plts [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 97,89 97,85 105,43 64,62 96,53
79,04 88,01 94,74 101,31 101,43
77,66 73,70 101,18 102,02 88,93
75,89 111,93 108,86 105,15 90,38
92,36 88,93 88,03 88,22 103,36
mv 91,63 100,36 mv 96,81
Tab. 49: Thrombozyten (Plts) in-vivo; gemessen von BSsys-VE
Plts [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 97,03 64,14 mv 98,44 129,30
62,11 mv 118,22 52,44 114,53
98,18 119,72 115,77 108,68 119,55
123,04 52,08 118,44 96,53 118,70
101,47 91,74 109,29 119,57 96,97
89,20 116,59 124,60 96,45 117,33
Tab. 50: Thrombozyten (Plts) in-vivo; gemessen von BSnat-VE
Plts [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSnat*VE) 82,37 56,49 mv 69,16 102,96
50,00 mv 76,22 35,25 97,04
108,47 116,44 83,78 67,61 84,29
102,87 104,44 90,60 68,72 94,79
74,73 84,74 92,73 87,50 94,46
80,25 104,98 94,58 77,55 103,04

Tab. 51: Mediane der Thrombozytenwerte (Plts) in-vitro; gemessen bei BS und VE

Plts [G/1]

ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
BS 376 308 312 369 284
VE 292 290 308 358 268
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Tab. 52: Mediane der Thrombozytenwerte (Plts) in-vivo; gemessen bei BSsys, ZBS

und VE
Plts [G/1]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
BSsys 247 251 226 244 238
ZBS 235 247 222 214 254
VE 165 140 141 124 163
Tab. 53: Leukozyten in-vitro
Leukos [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 88,24 103,57 98,39 67,70 94,57
95,45 98,26 103,80 97,71 104,35
87,79 66,22 88,19 94,68 79,51
100,00 116,67 103,27 108,65 70,06
95,77 79,51 89,51 93,88 113,64
mv 92,03 101,56 mv 104,21
Tab. 54: Leukozyten in-vivo; gemessen bei BSsys-VE
Leukos [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSsys*VE) 137,00 145,51 mv 227,46 150,00
121,47 mv 70,20 166,67 151,40
117,54 140,56 124,43 101,93 141,13
139,35 120,67 141,45 108,18 124,71
107,04 123,46 119,21 113,83 146,39
147,89 124,64 110,00 108,47 204,26
Tab. 55: Leukozyten in-vivo; gemessen bei BSnat-VE
Leukos [%]
ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
(100/BSnat*VE) 112,39 123,98 mv 127,65 121,11
114,45 0,00 104,51 130,54 109,72
117,54 131,09 93,14 80,67 97,77
119,34 107,10 100,74 92,25 101,92
83,06 104,25 78,26 82,63 103,40
108,81 87,31 83,54 71,91 123,61

Tab. 56: Mediane der Leukozytenwerte in-vitro; gemessen bei BS und VE

Leukos [G/1]

ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
BS 13,6 13 13,55 18,5 11,85
VE 13 12,15 12,9 17,8 12,1

Tab. 57: Mediane der Leukozytenwerte in-vivo; gemessen bei Bssys, ZBS und VE

Leukos [G/1]

ALB NaCl HES 200 GEL HES 130
BSsys 14,55 17,9 14,6 11,75 17,45
7ZBS 15,25 20,2 15,2 16,75 21,7
VE 64,32 72,98 48,75 64,21 76,75
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