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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Historische Entwicklung und aktueller Stand der Peritonealdialyse

Bereits gegen Ende des 19. Jahrhunderts begann die Grundlagenforschung der peritonealen
Dialyse mit ersten Funktionsuntersuchungen des Peritoneums. Starling und Tubby berichteten
1894 als erste iiber osmotisch induzierte peritoneale Fliissigkeitsverschiebungen [143]. Orlow
beschrieb ein Jahr spidter anhand seiner kinetischen Untersuchungen die peritonealen
Vorgéinge als physiologischen Prozess [108]. 1922 bestimmten Putnam et al. Kreatinin,
Harnstoff und Harnsdure in der peritonealen Spilfliissigkeit von Hunden, Katzen und
Kaninchen. Sie konnten einen zeitabhingigen Konzentrationsanstieg dieser Solute
nachweisen und stellten ferner eine Abhingigkeit von TeilchengroBe und
Diffusionsgeschwindigkeit fest [124]. Heute, mehr als 80 Jahre spéter, sind Stoff- und
Flissigkeitskinetik der peritonealen Membran immer noch Gegenstand intensiver klinischer
Forschung.

Den Grundstein zur therapeutisch induzierten Peritonealdialyse am Menschen legten ab 1923
zum einen Ganter [41], zum anderen Heusser und Werder [54], die umfangreiche Dialysen an
Tieren durchfiihrten. Ausgehend von der Erkenntnis, dass bei geniigend hoher Flussrate der
Spiillosung die peritoneale Dialyse der Eliminationsleistung der Niere zumindest ebenbiirtig
ist, filhrten Heusser und Werder 1927 ihre ersten Peritonealdialysen am Menschen durch.
Dazu verwendeten sie eine mit 2 bis 5% Glucose angereicherte Ringerlosung. 1950
berichteten Odel et al. liber die bis dato erzielten Teilerfolge der Peritonealdialyse (PD). Bei
etwa der Hélfte der Patienten mit reversiblen Erkrankungen wurde eine zum Teil deutliche
Besserung des Zustandes erreicht. Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz {iberlebten die
Behandlungen hingegen nicht [106]. Trotz weiterer Forschung und Verbesserungen
verhinderten zahlreiche Komplikationen und technische Unzuldnglichkeiten und nicht zuletzt
die Fortschritte in der Himodialyse (HD) die breite Anwendung der Peritonealdialyse als
Nierenersatztherapie. Erst 18 Jahre spéter ebnete Tenckhoff den Weg zur chronischen
Peritonealdialysetherapie. Er entwickelte Ende der 60er Jahre einen gewebevertrdglichen
Silastic-Katheter mit 2 Darcronmanschetten (sieche Abbildung 4) und ein fiir den breiten
Einsatz geeignetes Dialysegerdt und verbesserte damit Handhabung und Sicherheit des

Verfahrens erheblich [147]. Ein weiterer Meilenstein in der Geschichte der PD war das 1976
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von Popovich und Moncrief vorgestellte heutige Basisverfahren “continuous ambulatory
peritoneal dialysis“ (CAPD) [122]. Oreopoulos et al. prisentierten wenig spiter auf dem
Nephrologenkongress in Montreal die ersten Resultate. Die Arbeitsgruppe um Oreopoulos
entwickelte in Toronto auch die Beutel der Dialysatfliissigkeiten und verbesserte die
Konnektionssysteme in punkto Sicherheit [107]. Damit wurde die Peritonealdialyse fiir den

breiten klinischen und ambulanten Einsatz anwendbar.

Heute ist die Peritonealdialyse ein der Hdmodialyse gleichwertiges Therapieverfahren fiir
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz. Vergleichende Studien zeigen Vor- und
Nachteile beider Formen auf [33] [96] [95]. Im jédhrlichen Report des United States Renal
Data System, Institute of Health, von 1996, werden 249,6 Sterbefille fiir die Himodialyse im
Vergleich zu 298,5 Sterbefille fiir die Peritonealdialyse pro tausend Patientenjahre
angegeben. Eine New Yorker Studie vom Dezember 2000 ermittelte gleiche Uberlebensraten
fiir PD- und HD-Patienten [146]. Collins et al. berichten im April 2002 hingegen von einem
signifikant schlechterem Outcome bei PD therapierten Patienten iiber 67 Jahren [17]. Die
Behandlungskosten pro Patient und Jahr sind je nach Therapiemodalitit fiir PD und HD in
etwa identisch [104]. Die Abbildung 1 zeigt einen Kostenvergleich der verschiedenen

Behandlungsverfahren fiir Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz.

401 |
3517 f
301 |
254 1
201 |
1517 4

und Jahr

Kosten in Tausend € pro Patient

HD HHD CAPD CCPD NT

Abbildung 1: Kostenvergleich der verschiedenen Behandlungsverfahren der terminalen Niereninsuffizienz in
Deutschland im Jahr 1999. Aufgezeigt sind die Therapiekosten pro Patient und Jahr [104].

HD = Hamodialyse, HHD = Heimhdmodialyse, NT = Nierentransplantation
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Folglich kann die Wahl der Therapieform, unter Beachtung der Indikationsstellung und
moglichen Kontraindikationen, in groem Malle vom Patienten getragen und anhand der
individuellen Lebensumstinde ausgerichtet werden. Der Anteil der Patienten an der
Peritonealdialyse zeigt weltweit gro3e Unterschiede auf. Die Abbildung 2 gibt die Daten aus
dem Jahr 1996 wieder.
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Abbildung 2: Prozentualer Anteil der der Patienten an der PD im Jahr 1996 [2].

War zu Beginn der 80er Jahre die CAPD die dominierende Form der PD, ist seit dem ein
kontinuierlicher Anstieg der “automated peritoneal dialysis“ (APD) zu verzeichnen.
Ausschlaggebend ist sicherlich die konsequente technische Weiterentwicklung, welche die
APD effizienter, zuverldssiger, sicherer und komfortabler macht (siehe hierzu Kapitel 1.2.2).
Heute werden in der Universitdt Diisseldorf etwa 60 % der PD-Patienten mit der APD
behandelt [38], in den USA sind es ca. 45 %.
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1.2 Durchfiihrung der Peritonealdialyse

1.2.1 Das Prinzip

Grundvorrausetzung der Peritonealdialyse (PD) ist die Anlage eines PD-Katheters. Dieser
wird operativ (laparoskopisch oder offen) unter Eroffnung der Peritonealhdhle implantiert.
Ein transmuraler, paramedianer Tunnelverlauf durch den M. rectus abdominis mit Ausleitung
des Katheters im linken Mittel- bis Unterbauch ist die Regel. Die Katheterspitze kommt im
tiefsten Punkt der Peritonealhdhle, dem Douglas Raum, zu liegen. Die anatomischen
Verhiltnisse und die Lage des implantierten Katheters sind in Abbildung 3 dargestellt. In
Abbildung 4 sind die heute verfiigbaren unterschiedlichen Kathetermodelle aufgezeigt.

\Q‘""’" 4 Zwerchfell
,I Leber
Losungsbeutel 'l, Magen
u Duodenum
. Kolon
Peritoneum
Mesenterium
S Dialysat

Y-Konnektor Douglas Raum
Uterus
Blase

Rektum

Auslaufbeutel

Abbildung 3: Schematische Darstellung anatomischen Strukturen und der Katheterlage.
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Abbildung 4:Schematische  Darstellung der heute  verwendeten  verschiedenen Modelle von
Peritonealdialysekathetern. Die intraperitoneal gelegenen Segmente koénnen mit den
extraperitoneal gelegenen Anteilen kombiniert werden. In der Heinrich-Heine-Universitit wird,
wie in vielen anderen Zentren auch, der Oreopoulos-Zellermann-Katheter mit zwei Dacron-
Muffen und geradem Uberleitungsstiick implantiert [36].

Unmittelbar nach der Implantation beginnt im Diisseldorfer Zentrum die Therapie mit kleinen
Fiillvolumina (500 ml). Bei komplikationslosem Verlauf werden die Instillationen innerhalb
von 2 Wochen auf bis zu 2000 bis 2500 ml gesteigert und das Therapieregime eingestellt. Das
postoperative Management ist in den verschiedenen Zentren unterschiedlich und bedarf der
individuellen Anpassung an den Patienten. Im Rahmen des stationdren Aufenthaltes beginnt
das Anlernen des Patienten in die Grundtechniken der Peritonealdialyse. Alle Patienten
beginnen mit der CAPD, (siehe unten) werden individuell betreut und eventuell auf andere

Therapieformen trainiert und umgestellt.
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1.2.2 Therapieformen

Die Peritonealdialyse kann auf verschiedene Arten durchgefiihrt werden.

Continuous Ambulatory Peritoneal Dialysis (CAPD)

Die CAPD ist das Basisverfahren der Peritonealdialyse. Uber den permanent implantierten
PD-Katheter, das Verbindungssystem und ein Uberleitungsschlauchsystem, heute werden fast
nur noch Y-Systeme verwendet (siche Kap. Komplikationen), werden der Schwerkraft
folgend bis zu 2,5 Liter Dialysat instilliert. Dazu entleert der Patient zuvor das im Abdomen
befindliche Dialysat. Nach einer Verweilzeit von 4 bis 8 Stunden fiihrt der Patient einen
erneuten Wechsel aus. Ein CAPD-Handwechsel dauert etwa 20 Minuten. Unterdessen kann
der Patient anderen Tétigkeiten nachgehen wie zum Beispiel lesen oder essen.
Grundvorrausetzung des manuellen Dialysataustausches ist die sterile Handhabung. Dazu
gehoren das Tragen eines Mundschutzes und eine griindliche Hiandedesinfektion genauso, wie

die hygienische Pflege der Katheteraustrittsstelle.

Automated Peritoneal Dialysis (APD)

Unter dem Oberbegriff APD werden die mittels eines pumpengesteuerten Wechselgerétes
(Cycler) durchgefiihrten Therapieregime CCPD (Continuous Cyclic Peritoneal Dialysis),
NIPD (Nightly Intermittent Peritoneal Dialysis), IPD (Intermittent Peritoneal Dialysis)
subsumiert. Bei dieser Methode iibernimmt der Cycler die Temperierung der Beutel, das
Entleeren und Befiillen des Abdomens sowie die Therapiekontrolle. Die Abbildung 5 zeigt die
verschiedenen Peritonealdialyseverfahren im Schema. Der Patient richtet vor dem
Zubettgehen den Cycler her und konnektiert sich einmalig mittels eines langen
Verbindungsschlauches mit dem Cycler. Uber Nacht wird die automatisierte Therapie
durchgefiihrt. Therapieregime, Anzahl und Dauer der Zyklen, Dialysatumsatz und
Glucosekonzentration werden individuell auf den Patienten abgestimmt. Die letzte Fiillung
des Cyclers kann bis zur nichsten Nacht im Abdomen verweilen (“last bag™). Auch ist ein

zusitzlicher CAPD-Wechsel im Laufe des Tages moglich. Stoft die CAPD bei anurischen

6
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Patienten oder bei solchen mit groBer Korperoberfliche rasch an ihre therapeutischen
Grenzen, so ermoglicht die APD hierbei eine effektivere Dialyse durch Steigerung des
Dialysatumsatzes [39]. Die iiberwiegend nachts stattfindende Therapie ermdglicht dem
Patienten einen groftmoglichen Freiraum in der Gestaltung seines Tagesablaufes, wodurch

die Lebensqualitit deutlich gesteigert werden kann [10].

Tag Nacht Tag “Nacht

CAPD

CCPD

CCPD

NIPD

| A e

0,0

IPD

Abbildung 5: Die verschiedenen Peritonealdialyseverfahren CAPD, CCPD, NIPD und IPD sind hier anhand der
intraabdominalen Volumenkurve schematisch dargestellt. Anzahl, Dauer und Volumen eines
Fiillzyklus sind individuell verschieden (nach Khanna et al.).




Einleitung

1.2.3 Das Peritoneum - biologische Dialysemembran

Die Peritonealhohle bildet beim gesunden Menschen einen kapillaren Spaltraum, gefiillt mit
etwa 15 bis 50 ml seroser Fliissigkeit, der als Verschiebeschicht der intestinalen Organe
fungiert. Eine Volumenzunahme um das 40 bis 50fache wird ohne Komplikationen toleriert.

Das Peritoneum bildet als serdse Haut die Ummantelung der Peritonealhdhle. Etwa 90 %
umkleiden als viszerales Blatt die inneren Organe, 10 % tberziehen als parietales Blatt die
innere Bauchwand und das Zwerchfell. Die anatomische Oberflidche betrdgt in Abhingigkeit
von der Kérperoberfliche 1,5 bis 2 m® und ist von der funktionellen oder effektiven
Oberfliche, jenem Anteil der dem Stoff- und Wasseraustausch zur Verfiigung steht, zu
unterscheiden. Letztere ist wesentlich kleiner und insbesondere von der Kapillarisierung und
Durchblutung der Peritonealmembran abhingig [166]. Dem parietalen Anteil scheint hier eine
groBere Bedeutung zuzukommen als dem viszeralen [35]. Histologisch besteht die
Peritonealmembran aus Mesothel, Interstitium und Gefden (sieche Abbildung 6). Das
Mesothel besteht aus einer flachen, polygonalen Zellreihe mit Mikrovillibesatz. Das
Interstitium besteht aus einem Netzwerk kolloidreicher Mukopolysaccharide, in das zellulédre

Bestandteile in Form von Fibroblasten, Makrophagen und Mastzellen eingebettet sind.

Mesothelzellen

-

.I Gc\\cbsmﬁkrophagen @ ';1‘-." )

i ¥
ey ey
Ce

““Kapillaren e

Abbildung 6: Histologischer Bau der Peritonealmembran.
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Die Kapillaren und postkapilliren Venolen sind der Ort des Stoff- und
Fliissigkeitsaustausches zwischen Blut und Dialysat. Dabei bildet das Endothel die
Hauptbarriere. Anhand der heute giiltigen Vorstellung des ,,Drei-Poren-Modells®, siehe
Abbildung 7, unterscheidet man zahlreiche kleine Poren (Radius: 4 — 5 nm) von groflen Poren
(Radius > 20 nm) und von sehr kleinen transzelluldren Poren (Radius: < 0,2 nm) [130]. Bei
letzteren handelt es sich nach neueren Erkenntnissen um den wasserspezifischen

Transportkanal Aquaporin 1 [111].

transzellulédre Pore
r<0,02 nm

kleine Pore
r=4,0-5,0 nm

groBe Pore
r> 20,0 nm

Abbildung 7: Dreiporenmodell der Peritonealmembran (frei nach Rippe et al.).

Niedermolekulare Solute (z.B. Harnstoff und Elektrolyte) passieren bevorzugt die in den
Interzellularspalten gelegenen kleinen Poren per Diffusion. GroBere Solute wie
Plasmaproteine, Albumin und IgG werden per Konvektion iiber die groBen Poren in die
Peritonealhohle transportiert. Etwa 90 % des gesamten Fliissigkeitstransports geschieht iiber
die kleinen Poren. Die Aquaporine scheinen jedoch in der frithen Phase der intraperitonealen

Verweilzeit bis zu 50 % der Nettoultrafiltration zu gewéhrleisten [170].
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1.3 Peritonealer Stoff- und Fliissigkeitstransport

Der Stofftransport iiber die peritoneale Membran geschieht {iber Diffusion und Konvektion.
Unter Diffusion versteht man geméf dem 1. Fickschen Gesetz die Bewegung eines geldsten
Stoffes entlang eines Konzentrationsgefilles. Die diffusive Transportrate (Jp) ist proportional
zur Differenz der Stoffkonzentrationen im Blut (Cp) und derer im Dialysat (C4). Die
Proportionalitdtskonstante wird durch die peritoneale Permeabilitit (P) und Oberfldche (A)
definiert. Das Mitreiflen von geldsten Stoffen mit dem Ultrafiltrat durch eine Membran wird
als Konvektion bezeichnet. Die konvektive Transportrate wiederum ist proportional zur
transperitonealen Ultrafiltration (Jur) und zur Stoffkonzentration im Blut (Cy). Die konvektive
Permeabilitit der Membran wird durch den Siebkoeffizienten (S) ausgedriickt. Unter
Ultrafiltration (UF) versteht man den Fliissigkeitstransport durch die peritoneale Membran.

Die treibende Kraft ist ein osmotischer Gradient entlang der Wegstrecke (z.B. erzeugt durch

Glucose).
Peritoneum Peritonealhdhle
® o e Diffusion Jp = PA(G, - Cp)
@
[ ]
Kapill
AP sl i = [ _ Konvektion Je = 8IpG,
=]

Imterstitiom —_|
e Ultrafiliration (J;p)

<t===m Absorption mwe===3>| 1 uphoefih

Abbildung 8: Wege und Mechanismen des peritonealen Stoff- und Fliissigkeitstransports.
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Ein vorhandener hydrostatischer Druck, die Distanz und die Leitfahigkeit der Membran
beeinflussen diesen Vorgang nachhaltig. Der peritoneale Fliissigkeitstransport ist
bidirektional. Der Ultrafiltration steht die Fliissigkeitsabsorption, zum einen direkt iiber die
Membran, zum anderen iiber den lymphatischen Abtransport, gegeniiber. Damit findet auch
der konvektive Stofftransport in beide Richtungen statt. Die Diffusion ist bei Verwendung
niederosmolerer Lésungen der quantitativ entscheidende Mechanismus des niedermolekularen
Stofftransportes in der PD. Kommen hochosmolare Losungen zum Einsatz (z.B. 3,86 %
Glucose, wie im PET), gewinnt die Konvektion zunehmend an Bedeutung. In der Abbildung

8 sind die einzelnen Wege schematisch dargestellt.

11
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1.4 Komplikationen der PD

Die mit der Peritonealdialyse einhergehenden Komplikationen sind vielfdltig. Im Sinne einer

Zusammenfassung kann eine Einteilung vorgenommen werden in:

infektiose Komplikationen

nichtinfektidse katheterassoziierte Komplikationen

Komplikationen , hervorgerufen durch den intraabdominellen Druck
metabolische Komplikationen

Ultrafiltrationsprobleme

O O o o o o

Sonstige

Um der Komplexitdt dieses Themas Rechnung zu tragen wird, hier auf die entsprechende
Fachliteratur verwiesen. Es sollen nur kurz die infektiosen Komplikationen betrachtet und das
Ultrafiltrationsversagen angesprochen werden, erhofft man sich doch gerade hier Vorteile
durch den Einsatz des Bikarbonat/Laktat Puffers. Die Abbildung 9 zeigt die Infektionswege

der Peritonitis auf.

Transmuraler Weg
Divertikulitis
Appendizitis
Darmperforation endogene
endoskopische Untersuchungen Infektion

Aszendierender Weg
retrograde Menstruation
peritoneovaginale Fistel

Intraluminaler Weg
Katheterkontamination
(Handhabungs- oder Materialfehler,

Hautschuppen, »Biofilm*“?)
exogene
Infektion

Periluminaler Weg
SRR Exitinfekte
Tunnelinfekte

Abbildung 9: Infektionswege der peritonealen Kontamination durch Mikroorganismen[37].
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Obgleich durch Fortschritte in der technischen Entwicklung (“Save-Lock-Konnektor*,
Doppelbeutel mit Y-System), Patientenschulung und Therapie der Peritonitis die
Peritonitisrate von 2 bis 3 auf 24 bis 36 Patientenmonate gesenkt werden konnte, ist die
Peritonitis nach wie vor eine der Hauptursachen fiir das Systemversagen der Peritonealdialyse
[44]. Weitere Moglichkeiten bestehen in der Verbesserung der Dialysate per se. Ziel der
Forschung ist es, Dialysatfliissigkeiten zu entwickeln, welche sich durch eine optimale
Biokompatibilitit auszeichnen. Mit der Entwicklung von neutral gepufferten Dialysaten auf
Bikarbonatbasis scheint hier ein wichtiger Schritt getan zu sein. Ein moglichst
physiologisches Dialysat sollte die peritoneale lokale Immunabwehr nicht belasten und
konnte damit entscheidenden Einfluss auf entziindliche Prozesse und letztlich auch auf das

Systemiiberleben nehmen.

Symptome der Ultrafiltrationsprobleme sind reduzierte Dialysatauslaufmengen, Zunahme des
Kdorpergewichts und manifeste Uberwisserung. Differentialdiagnostisch sind von der echten
UF-Storung, Zunahme des Korpergewichts durch gro3e Trinkmengen, die Verminderung der
Restdiurese sowie verminderte Dialysatauslaufmengen durch Katheterdislokation, “Leaks*

oder Adhisionen abzugrenzen.

Krediet et al. berichteten 1993 [82], maBig bis schwere UF-Stérungen fianden sich in bis zu 30
% der CAPD-Patienten innerhalb der ersten beiden Behandlungsjahre. Heimbiirger, Wang
und Lindholm hingegen postulierten 1999, die Ultrafiltrationscharakteristik sowie der
Transport niedermolekularer Substanzen seien innerhalb der ersten 3 Behandlungsjahre relativ
stabil. Erst ab einer Behandlungszeit von etwa 4 Jahren zeigten sich Hinweise auf eine

reduzierte UF-Leistung und einen Anstieg des diffusiven Stofftransports [51].

Der echten Ultrafiltrationsstérung konnen nach Heimbiirger et al. 4 pathophysiologische

Mechanismen zugrunde liegen [51].
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Typ 1.

Typ 2.

Typ 3.

Typ 4.

Anstieg der Transportrate fiir kleinmolekulare Substanzen (high transporter)

Dies ist der hiufigste Grund des UF-Versagens. Aus der beschleunigten
Glucoseabsorption resultiert ein rascher Abfall des osmotischen Gradienten, der
Triebkraft der Ultrafiltration. Zahlreiche Arbeitsgruppen berichteten bereits Anfang
der 90er Jahre iiber einen Anstieg der Membranpermeabilitit mit konsekutivem
Riickgang der Ultrafiltration im Laufe der Therapiezeit. Neuere Daten bestétigen

diesen Sachverhalt [21] [51].

Beeintrachtigung des transzelluliren Wassertransports

Die Bedeutung des transzelluldren freien Wassertransports ist noch nicht eindeutig
geklart. Es gibt Hinweise auf Beeintrdchtigung der Aquaporinfunktion im Verlauf
der PD-Therapie [56] [82] [101].

Entwicklung eines hypopermeablen Peritoneums

Dies tritt zum Beispiel infolge einer sklerosierenden Peritonitis mit beeintrachtigtem
Wassertransport und einer reduzierten effektiven peritonealen Oberfldche auf. Einige
Autoren berichten iiber einen Zusammenhang von Peritonitisinzidenz und
Anderungen der UF-Charakteristik [109] [22] [139]. Kontrire Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen liegen ebenfalls vor [145] [31]. FuBhéller et al. konnten im Jahr
2002 diesen Zusammenhang fiir ein Patientenkollektiv der Universitdt Diisseldorf

ebenfalls nicht nachweisen [40].

Gesteigerte Fliissigkeitsabsorption
Sowohl lymphatische- als auch Fliissigkeitsabsorption in das interstitielle Gewebe
werden diskutiert. Eine Steigerung der lymphatischen Absorptionsrate nach

langjahriger PD-Therapie kann nachgewiesen werden [39]
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1.5 Biokompatibilitit

Der Begriff der Biokompatibilitidt ist in vielen Bereichen der Medizin von aktueller
Bedeutung. Im Allgemeinen versteht man darunter die Inertia eines mit dem Korper in
Kontakt gebrachten Materials. Betrachtet wird dabei der Einfluss eines therapeutischen
Vorgehens auf die normale Physiologie des Individuums.

Fiir den Bereich der Peritonealdialyse gibt es, obwohl in stetigem Gebrauch und in den letzten
Jahren Schwerpunkt zahlreicher Forschungsarbeiten, keine einheitliche Definition des
Begriffs. Welchen Bereich umfasst die Biokompatibilitit? Ist sie Ausdruck lokaler
Verdnderungen, oder sollen systemische Effekte mit beriicksichtigt werden? Wie ldsst sich die
Biokompatibilitdt eines Stoffes erfassen und gibt es verldssliche Marker? Interaktionen
zwischen Peritonealmembran und Dialysierfliissigkeit stehen im Mittelpunkt des Interesses.
Anatomisch  strukturelle, funktionelle und immunologische Verdnderungen der
Peritonealmembran im Zuge der PD-Therapie konnen dabei zur Quantifizierung des Begriffs
herangezogen werden [26] [57] [97]. Auch Williams betont die Bedeutung der peritonealen
Verdnderungen, weitet den Begriff jedoch auf den Gesamtorganismus aus und bezieht damit
systemische Effekte der Therapie mit ein [169]. Ausgehend von den strukturellen und
funktionellen Verdanderungen des Peritoneums im Zuge bakterieller Infektionen oder in Folge
einer Peritonitis erachten viele Autoren ein ungestortes lokales Abwehrsystem der
Peritonealhohle als den vielleicht wichtigsten Aspekt der Biokompatibilitdt [24] [69] [153].
Biochemische und physiologische Interaktionen zwischen Dialysat und Membran resultieren
nicht nur in Funktionseinschrankungen der Membran im Sinne der Dialyseeigenschaften, sie

haben ebenso Einfluss auf die zelluldre und humorale Immunabwehr des Peritoneums.

1.5.1 CA 125 — Marker der Mesothelintegritit

Das Tumor-Antigen CA 125 ist ein hochmolekulares Glycoprotein. Seine Funktion ist bis
heute nicht bekannt. In Epithelzellen des weiblichen Genitaltraktes, Tumoren von Ovar,
Uterus, Cervix und Mamma, aber auch in mesothelialem Gewebe von Pleura, Perikard und
Peritoneum wird es expremiert [72] [63] [158]. Einige Arbeitsgruppen konnten die positive
Korrelation von  mesothelialer Zellmasse und CA 125 Konzentration in

Zellkulturexperimenten nachweisen [77] [161].
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Auch der Zusammenhang von CA 125 im Auslaufdialysat von PD-Patienten und deren
Mesothelzelldichte gilt als gesichert [161] [174] [134]. Dieser spiegelt die Integritdt des
peritonealen Mesothels wieder [81]. In Anbetracht hoher interindividueller Variabilitit sind
allein stehende Werte nicht unbedingt aussagekréftig. Die Unversehrtheit des Mesothels ist
ein wichtiger Aspekt der peritonealen Immunabwehr und kann auch als Indikator fiir die
Biokompatibilitdt der zur Therapie eingesetzten Dialysate herangezogen werden. Das CA 125

wird daher hdufig als ein guter in vivo Marker der Biokompatibilitét eingesetzt.

1.5.2 Transforming growth factor-B1 (TGF-B1) — Marker fiir Fibrose und

Neoangiogenese

Die Freisetzung des transforming growth factor-f1” (TGF-B1) ist ein potenter Stimulus
fibrosierender Prozesse und der Neoangiogenese in zahlreichen Krankheitsprozessen [6]. Die
lokale Sekretion durch peritoneale Mesothelzellen und Makrophagen wird unter anderem
durch hohe Glucosekonzentrationen im Dialysat getriggert [73] [177]. Strukturelle
Verdnderung der Peritonealmembran, insbesondere die mit der Zeit zunehmende Fibrosierung
der submesothelialen Matrix werden in unmittelbaren Zusammenhang mit Beeintrachtigungen

der Membranfunktionen gebracht [§9] [119].
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1.6 Peritoneale Immunabwehr (“host defence*)

1.6.1 Das peritoneale Abwehrsystem

Eine bakterielle oder fungirale Kontamination der Peritonealhéhle fiihrt nicht zwangslaufig zu
einer Peritonitis. Entscheidenden Einfluss auf deren Entstehung haben dabei Anzahl und
Virulenz der Erreger einerseits, die lokale Immunabwehr andererseits. Die so genannte “first-
line* der peritonealen “host defence* setzt sich aus lymphatischem Abtransport, Opsonierung
von Mikroorganismen sowie deren Phagozytose und Lyse durch peritoneale Makrophagen
(PM®) zusammen. Die Bedeutung der lymphatischen Drainage bei der Immunabwehr ist in
der PD noch nicht geklart. Die Mechanismen der zelluldren und humoralen Immunantwort
sind in den letzten Jahren eingehend beleuchtet worden. Es handelt sich hierbei um ein
kompliziertes Netzwerk bestehend aus Fibroblasten, Mesothel, residenten und transienten
Makrophagen und neutrophielen Granulozyten. Diese stehen mittels einer Reihe
unterschiedlicher pro- und antiinflammatorischer Mediatoren, darunter Cytokine, Leukotriene
(LT) und Prostaglandine (PG), miteinander in Verbindung.

Gestiitzt auf die Sekretionseigenschaft der PM® postulierten Topley et al., die PM® seien die
Basis der inflammatorischen Kaskade [152]. Ein durch chemische Reize, Mikroorganismen
oder deren Exoprodukte aktivierter Makrophage sezerniert Interleukin-1p (IL-1p),
Interleukin-6, (IL-6) und Tumornekrosefaktor-o (TNF-a). Dabei wirken IL-1p und TNF-a
stimulierend auf Mesothelzellen und Fibroblasten. Diese produzieren ihrerseits IL-6, IL-8,
PGI,, PGE, und LTB4. Die Prostaglandine wirken vasodilatatorisch und erleichtern so das
Recruitment weiterer durch IL-8 chemotaktisch angeregter Makrophagen und neutrophiler
Granulozyten. Mittels der Adhdsionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 sowie komplementérer
Integrine, gelingt diesen Zellen die Diapedese in die Peritonealhdhle. Das von Makrophagen
und Mesothelzellen sezernierte IL-6 besitzt dosisabhdngig sowohl pro- als auch
antiinflammatorische Eigenschaften. Es wirkt zum einen auf Makrophagen zuriick, indem es
die FC-Rezeptorexpression und die Phagozytosefihigkeit stimuliert. Weiterhin fordert es die
B-Zellreifung und induziert die Immunglobulinproduktion. IgG aber auch Komplement C3
und Fibronektin dienen der Opsonierung von Mikroorganismen. Diese werden durch

Makrophagen phagozytiert.
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In der Zellkultur sind mindestens etwa 10° Makrophagen pro ml von Noten, um ein
bakterielle Wachstum zu suppremieren [15]. Bedingt durch den stindigen Verlust und die
Zellschiddigung durch unphysiologische Dialysate, ist die Anzahl der freien PM® in der
Peritonealhohle von PD-Patienten gegeniiber gesunden Personen mitunter deutlich reduziert
[69]. Des Weiteren berichteten einige Autoren iiber einen unterschwellig chronischen
Aktivierungszustand der von PD-Patienten gewonnenen Makrophagen [7] [86]. Die
Effektivitit der Immunabwehr konnte dadurch beeintrachtigt sein. Die erlduterten
Zusammenhidnge zeigen die zentrale Rolle der Makrophagen auf. Sie sind idealer Indikator
des Aktivierungsgrades und der Effektivitit der peritonealen Abwehr. Als Parameter konnen
die Sekretionsleistungen, Phagozytoseeigenschaften und der mit der Phagozytose

einhergehende so genannte ,,respiratory burst™ dienen.

bakterielle Infektion

<2, 2B LPS-Rezeptor

-

Pz ‘ /\IL 6
akt1v1erter IL- ]B
Makrophage i /
\ : TNF-q
y IL-8
]'ZgIE MCP-1
RANTES

LTB,

| ) ._\_I
— .
il
Makrophage
7" oY

Kapillare /
4

Abbildung 10: Peritoneale Immunabwehr und deren Mediatoren (vereinfachtes Schema).
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1.6.2 Respiratory burst

Unter dem Begriff “respiratory burst™ versteht man den Anstieg des nicht-mitochondrialen
Sauerstoffverbrauchs infolge der Phagozytose. Er steigt innerhalb von Sekunden um das
hundertfache an, da durch eine in der Plasmamembran lokalisierte NADPH-abhéingige

Oxidase Sauerstoff, nach der Reaktion

NADPH+20, — NADP* +H* +20,; Formel 1

zum Superoxidanion (O;) reduziert wird. Dieses wird durch die Superoxyddismutase zu
Wasserstoffperoxyd (H,0,) oxidiert oder kann mit bereits gebildetem Wasserstoffperoxyd

unter Bildung hochreaktiver Hydroxylradikale (OH" ) reagieren.

20,+2H" - H,0, +0,
O, +H,0, >OH'+0OH +0,

Formel 2

Diese Sauerstoffverbindungen verursachen die Peroxidation von Membranlipiden des

Bakteriums.
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1.7 Dialyselosungen

Die Notwendigkeit der Dialyse ergibt sich aus dem Funktionsverlust der Niere. Die Therapie
besteht in erster Linie in der Elimination harnpflichtiger Substanzen, der Bilanzierung des
Elektrolyt- und Séure-Base-Haushaltes sowie der Entfernung tiberschiissigen Wassers. Diese
Aufgaben tibernimmt das Dialysat. Im Sinne einer sicheren und effektiven Therapie miissen
die verwendeten Losungen gut zu lagern, steril und pyrogenfrei und méglichst biokompatibel
sein. Zudem sichert eine wirtschaftliche Produktion die léngerfristige, breite klinische
Anwendung. Dialyseldsungen, die heute zur Peritonealdialyse eingesetzt werden, bestehen

prinzipiell aus 3 Komponenten.

0 Elektrolytgemisch
0 Osmotische Substanz

O Puffer

1.7.1 Elektrolyte

Die Elektrolytzusammensetzung richtet sich nach dem Ziel eines ausgeglichenen
Elekrolythaushaltes. Alle Gemische enthalten Natrium, Chlorid, Magnesium und Calcium.
Kalium ist fakultativ enthalten.

Ein Peritonealdialysat enthélt je nach Hersteller zwischen 132 und 134 mmol/l Natrium. Die
Natriumelimination aus dem Korper erfolgt iber Konvektion. Ausgehend von einer téglichen
oralen Natriumaufnahme von ca. 150 mmol und einer Elimination von durchschnittlich 70
mmol pro Liter Ultrafiltrat, wird zumeist nur bei verbleibender Restdiurese -eine
ausgeglichene Natriumbilanz erzielt. Daher empfiehlt Colombi bei Patienten mit fehlender
Nierenrestfunktion den Einsatz von 130 mmol/l Natriumkonzentration im Dialysat [18]. Zu
den Auswirkungen unterschiedlicher Natriumkonzentrationen auf den Stoff- und

Flissigkeitstransport liegen zurzeit nur tierexperimentelle Daten vor [14].
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In der Regel wird kaliumfreies Dialysat verwendet. Die tédgliche peritoneale
Kaliumelimination von ca. 30 mmol/d [43] induziert bei 10 bis 36 % der Patienten eine
Hypokalidmie [142], die jedoch zumeist {iber eine erhdhte Kaliumzufuhr mit der Nahrung
ausgeglichen werden kann.

PD-Lo6sungen enthalten zwischen 0,25 und 0,75 mmol/l Magnesium. Ziel ist es, die bei vielen
Patienten bestehende Hypermagnesidmie zu korrigieren.

Friiher enthielt eine Standard-PD-Ldsung 1,75 mmol/l Calcium. Heute besteht die Therapie in
der Verwendung von Lésungen niedrigerer Calciumkonzentrationen (1,0 oder 1,25 mmol/l) in

Verbindung mit einer oralen Calciumsubstitution (z.B. Calciumcarbonat) [46].

1.7.2 Osmotisch wirksame Substanzen

Der Zusatz von osmotisch wirksamen Substanzen ist erforderlich, um iiber den osmotischen
Gradienten dem Korper Fliissigkeit zu entziehen. Der Fliissigkeitsaustausch erfolgt mittels
Ultrafiltration und Diffusion [94]. Folgende Eigenschaften der osmotischen Agenzien sind

winschenswert.

anhaltende Ultrafiltration

komplette Verstoffwechselung moglich
wertvoll hinsichtlich der Ernédhrung
minimale Absorption

keine metabolischen Stérungen

nicht allergisierend

nicht toxisch fur Peritoneum/Immunabwehr

O O o o o o o o

niedrige Kosten und einfache Herstellung

Prinzipiell konnen die Osmotika nach ihrem Molekulargewicht (MG) unterschieden werden.
Die in der PD eingesetzten niedermolekularen Verbindungen haben ein Molekulargewicht
von ca. 90-1000 Dalton. Die hochmolekularen Substanzen sind langkettige Verbindungen
(MG: > 10.000 Dalton). Charakteristisch fiir niedermolekulare Substanzen (Aminosiuren,
Fructose, Glucose, Glycerol, Sorbitol, Xylitol) ist, dass sie zu einer schnellen Ultrafiltration

filhren (sieche Abbildung 11) und schnell molekulargewichtsabhingig resorbiert werden.
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Makromolekulare Substanzen (Albumin, Dextran, Dextransulfat, Gelatine, Glucosepolymere,
Peptide) wirken {iber einen kolloidosmotischen Druck, werden langsamer und
molekulargewichtsunabhingig iiberwiegend lymphatisch resorbiert. Daraus resultiert eine

langsame aber lang (ca. 9-12 Stunden) anhaltende Ultrafiltration.

Zeit

\ ‘o Polyglucose

N Glucose
Aminosiduren

Glycerol

Abbildung 11: Ultrafiltrationsprofil unterschiedlicher osmotischer Agenzien.

1.7.2.1 Niedermolekulare Substanzen

Fructose, Sorbit, Xylit und Glycerol wiren als osmotische Agenzien denkbar, haben sich aber
wegen des Auftretens von Hyperosmolaritit nicht durchgesetzt [20] [50] [49]. Fiir den Einsatz
von Aminosduren spricht die hohe Inzidenz malnutitierter PD-Patienten [4] [64] [173]. Eine
Verbesserung des Erndhrungszustandes konnte in zahlreichen Studien belegt werden [65]
[78]. Ein Anstieg des Serum-Harnstoffes und die Verstdrkung der metabolischen Azidose
beschrinken den Einsatz dieser Losung auf 1 bis 2 Beutel pro Tag. Im Vergleich zu einer
Glucoselosung werden mit dquimolaren Aminoséure-Dialysaten bei geringfiigig reduzierter
Ultrafiltrationsleistung gleiche Clearancewerte fiir niedermolekulare Substanzen erreicht. Die
Indikation fiir Aminosdurelosungen besteht in erster Linie bei malnutritierten Patienten und
Diabetikern.

Bis heute ist die Glucose das verbreiteste osmotische Agens in der Peritonealdialyse. Die
Konzentrationen liegen zwischen 1,36 und 4,25 %. Glucose wird rasch resorbiert, sodass die

maximale Ultrafiltration schon nach 2 bis 4 Stunden erreicht ist. Bei einer téglichen

22



Einleitung

Glucoseresorption von 200 bis 300 g besteht besonders unter der APD-Therapie die Tendenz
zu Hyperlipiddmie, Hyperglykdmie und Hyperinsulinismus [3] [5] [74] [90]. Weitere
Nachteile der Glucose als osmotisches Agens sind die nachteiligen Effekte auf die
histologische Feinstruktur und die lokale zellulire Abwehr der Peritonealhohle. Toxische
Glucoseabbauprodukte wie Acetaldehyde, Methylglyoxal, 5-OH-Methylfurfurale entstehen
bei der Hitzesterilisation und nach ldngerer Lagerung (ca. 18 Monate) der Beutel [75] [105].
Einige in vitro Studien konnten zeigten, dass hohe Glucosekonzentrationen die Formation von
glykosyliertem Albumin und so genannten ,,advanced glycated end products (AGEs)
begiinstigen. Die Glykosylierung des Peritoneums wird als eine der zahlreichen Ursachen fiir

den terminalen Ultrafiltrationsverlust und damit das Therapieversagen der PD angesehen [85].

1.7.2.2 Makromolekulare Substanzen

Klinisch haben sich nur Glucosepolymere (GP) durchgesetzt. Substanzen wie Dextran,
Gelatine, Hydroxyithylstidrke haben sich infolge Allergenitit, Hyperviskositit und Toxizitdt
nicht bewahrt [129] [156]. Glucosepolymere sind eine Mischung aus Polysacchariden mit
variabler Kettenldinge von 4 bis > 400 Glucosemolekiilen mit einem mittleren
Molekulargewicht von 20.000 Dalton. Die Energiezufuhr ist im Vergleich zur Glucose um die
Hilfte reduziert. Ein glucoseinduzierter Hyperinsulinismus tritt bei Verwendung von GP-
Dialysaten nicht auf [156]. Nach vorwiegend lymphatischer Absorption werden die
Glucosepolymere hydrolysiert. Das entstehende Disaccharid Maltose akkumuliert im Plasma.
Bisher konnten allerdings keine daraus resultierenden Nebenwirkungen abgeleitet werden
[118]. Weitere klinische Langzeituntersuchungen sind hier sicherlich sinnvoll. Der Einsatz
von GP-Dialysaten ist auf 1 bis 2 Beutel pro Tag beschriankt. GP-Dialysate besitzen eine
geringere Osmolaritdt im Vergleich zur Glucose, anhand dessen die geringere Zelltoxizitét
und hohere Biokompatibilitit in Zellkultur-Studien erklért werden kann [24] [71].

Das ideale Osmotikum in der Gruppe der Makromolekiile wire das Albumin. Metabolische
und toxische Effekte sind wohl nicht zu erwarten [144] [47], jedoch besteht das Problem zu
hoher Kosten.
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1.7.3  Puffer

Das Puffersystem der Dialysate soll die mit einer Niereninsuffizienz einhergehende

metabolische Azidose korrigieren. Die Anforderungen an dieses System sind:

keine lokalen oder systemischen metabolischen Nebenwirkungen
gute Biokompatibilitit
Lagerungsstabilitét

O O O o

einfache und kostengiinstige Herstellung

1962 beschrieb Boen als erster die Verwendung von Acetat als Puffersubstanz. Aufgrund
akuter Einlaufschmerzen, Ultrafiltrationsverlusten und vermehrten Auftretens von
sklerosierenden Peritonitiden hat Acetat in der heutigen Therapie keine Bedeutung mehr [48]
[32] [140]. Zurzeit findet noch Laktat die meiste Anwendung in der PD. Das aus dem Dialysat
resorbierte Na-Laktat wird nach der unten stehenden Reaktionsgleichung in Leber und Niere
zu Laktat metabolisiert. Dies wird {iber die Zwischenstufe Pyruvat zu Acetyl-CoA abgebaut
und so den energiegewinnenden Stoffwechselzyklen zugefiihrt. Bei normaler Leberfunktion

stellt die Laktataufnahme kein metabolisches Problem da [30].

CH3CH(OH)COONa + H2CO3 — CH3CH(OH)COOH + NaHCO3 Formel 3

Da eine Laktatkonzentration von 35 mmol/l die metabolische Azidose nicht génzlich
kompensieren kann [45], ist heute eine Konzentration von 40 mmol/l durchgehender
Standard. Um das Karamellisieren der Glucose bei der Autoklavierung zu verhindern, ist der
pH-Wert der mit Laktat gepufferten Losungen unphysiologisch sauer (5,0 bis 5,5). Die
Entwicklung des Mehrkomponentensystems (z.B. PD-Bio®, Gambro, Lund, Schweden)
ermOglichte die Anhebung des pH-Wertes der gebrauchsfertigen Losung auf 6,5 auch unter
Einsatz von Laktat. Zahlreiche in vitro Studien verschiedenster Arbeitsgruppen konnten den
negativen Einfluss den die Kombination saurer pH und Laktat auf die Funktion von
immunologisch titigen Zellen, wie Leukozyten, Monozyten, Makrophagen aber auch
Mesothelzellen hat, nachweisen [29] [57] [69] [87] [151]. Die beschriebenen

Funktionseinschrankungen beruhen wohl, so zeigen es die Untersuchungen von Liberek und
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Zhou, auf der Hemmung pH abhingiger Enzyme durch den unphysiologisch niedrigen
intrazelluldren pH [88] [176]. Eine weitere akute Nebenwirkung ist das partielle Auftreten
von Einlaufschmerzen. Die Erkenntnisse iiber die Unzuldnglichkeiten auch dieses
Puffersystems haben zu weiteren Forschungen Anlass gegeben. So berichteten Brunkhorst et
al. 1995 iiber mogliche Vorteile, die Pyruvat gegeniiber Laktat in Zellkulturen zeigte [11].
Die =zellprotektiven Mechanismen von Pyruvat sind noch nicht vollstindig bekannt.
Antioxidative und beziiglich des intrazelluliren pH’s homoostatische Eigenschaften scheinen
hier beteiligt zu sein [62] [175]. Weitere, insbesondere klinische Studien zu diesem Thema
sind hier erforderlich.

Schon 1979 wurde der vermeintlich idealste Puffer, das Bikarbonat zur Behandlung der
Laktatazidose eingesetzt [159]. Allerdings sind Herstellung und Lagerung derartig gepufferter
Dialysate schwierig. Bei der Autoklavierung, langerer Lagerung und einem pH > 7,0 reagiert
das Bikarbonatanion, wie in der folgenden Gleichung gezeigt, mit dem in der Ldsung
vorhandenen Calciumchlorid zu Calciumcarbonat [34]. Dieses ist schlecht 16slich und fallt

aus.

NaHCO3 + CaCO3 — CaCO3 | + NaCl + HCl Formel 4

Mit der Entwicklung des Doppelkammerbeutels durch Feriani wurde dieses Problem
umgangen. Die Abbildung 12 zeigt das Prinzip der Neuerung. Erst unmittelbar vor Instillation
in die Bauchhohle werden die 2 Komponenten mittels eines in der Trennwand eingearbeiteten
Brechventils miteinander vermischt. Aus Sicherheitsgriinden ist der Verbindungsschlauch so
positioniert, dass ein versehentliches Befiillen des Patienten mit dem hochosmolaren
Elektrolyt-Glucosegemisch (Kammer A) alleine unmoglich ist. Die gebrauchsfertige Losung
ist auf einen physiologischen pH von 7,4 eingestellt und enthédlt nach dem Mischen
Elektrolyte, das osmotische Agens und den Puffer. In den meisten erhiltlichen Lésungen wird
ein Puffergemisch bestehend aus 25 mmol/l Bikarbonat und 15 mmol/l Laktat verwendet

(Bik./Lak.).

25



Einleitung

Trennwand

Kammer A

Brechventil é:'ﬂ;\l

Kammer B

Impfstutzen

Yerbindungsschlauch

T~

Abbildung 12: Schema eins Doppelkammerbeutels.

Eine weitere Moglichkeit die Calciumcarbonat-Prizipitation der Bikarbonatlosung zu
vermeiden, ist die Stabilisierung mittels Zusatz von Glycylglycin. Diese findet allerdings
keinen kommerziellen Einsatz [171] [172].

Zahlreiche Arbeitsgruppen fanden fiir die neutral gepufferten Bikarbonatdialysate eine im
Vergleich zu allen anderen PD-Losungen hohere Biokompatibilitdt und geringere Toxizitét
beziiglich der Zellaktivitdt von Leukozyten, Monozyten, Makrophagen und Mesothelzellen
[27] [58] [68] [70] [120]. Auch ergaben sich Vorteile in der Therapie der Laktatazidose [159].
Die Abnahme der Inzidenz und Intensitét akuter Einlaufschmerzen an der CAPD verdeutlicht

die Vertriglichkeit und forderte die Patientenakzeptanz [93] [154].

Da durch die sich haufig wiederholenden kurzen Zyklen und den hoheren Dialysatumsatz der
ADP ein lingerer Kontakt zu frischem saurem unphysiologischem Dialysat resultiert als unter

CAPD, gewinnen hier die neutralgepufferten Losungen eine besondere Bedeutung.

Bisher existieren keine Angaben oder Ergebnisse beziiglich einer kontrollierten Anwendung

von neutral gepufferten Bikarbonat/Laktat Dialysaten an der APD.
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1.8 Fragestellung und Zielsetzung

Die Beeintrachtigung des Stoff- und Fliissigkeitstransports der Peritonealmembran resultiert
nicht selten in einem vollstdndigen Ultrafiltrationsverlust und ist daher neben der Peritonitis
eine der Hauptursachen fiir das Systemversagen der Peritonealdialyse. In wie weit die neuen
neutral gepufferten Bikarbonat/Laktat Losungen im oben genannten Kontext agieren, ist

Gegenstand der Forschung. Diese Arbeit soll dazu einen Beitrag leisten.

Diese Studie vergleicht ein konventionelles Laktat gepuffertes Dialysat mit einer neuen
physiologisch neutral eingestellten Losung mit einem Bikarbonat/Laktat-Puffer an einem mit
der APD behandelten Patientenkollektiv. Zielsetzung ist es, Einfliisse und/oder Unterschiede

beider unterschiedlich gepufferten Losungen zu eruieren.

1. im Hinblick auf den peritonealen Stofftransport und die Fliissigkeitskinetik
2. in Bezug auf die peritoneale lokale Immunabwehr und Biokompatibilitit

3. unter Beriicksichtigung der Dialyseeffektivitit

Stofftransport und Fliissigkeitskinetik

0 In wie weit ergeben sich Unterschiede des niedermolekularen Stofftransports?

o0 Sind Anderungen der Membranpermeabilitit und der effektiven Oberfliche zu
erkennen?

0 Wie werden die unterschiedlichen Wege des Fliissigkeitstransports beeinflusst?

0 Zeigen sich Unterschiede der erbrachten Ultrafiltrationsleistung?
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Peritoneale Immunabwehr (“host defence*) und Biokompatibilit:it

0 Zeigt die neutrale Bikarbonat/Laktat Losung hinsichtlich der peritonealen
Immunabwehr Vorteile gegeniiber des sauren Laktat gepufferten Dialysates?

Zeigen sich Unterschiede in der Biokompatibilitit?

Dialyseeffektivitit

Ist unter Verwendung der Bikarbonat/Laktat gepufferten Losung eine gemill den
DOQI-Richtlinien effiziente Dialyseeffektivitit unter APD zu erreichen?
Unterscheidet sich diese von der erbrachten Effektivitit eines mit Laktat gepuffertem

Dialysates unter identischem Therapieregime?
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Das Studienprotokoll dieser Arbeit wurde der Ethikkommission der Heinrich-Heine-
Universitdt Diisseldorf unter dem Arbeitstitel ,,Peritonealer Stofftransport und peritoneale
Host Defence unter Physioneal” im Vergleich zu Dianeal®, ein Cross-over A/B Vergleich®
vorgelegt und genehmigt. Unter Beriicksichtigung der statistischen Verwertbarkeit der
gewonnenen Daten und der Praktikabilitidt der Durchfithrung wurden 14 Patienten in zwei
Gruppen randomisiert. Alle Patienten wurden binnen 6 Monaten in die Studie eingeschlossen.
Patientenausfille infolge unzureichender Konkordanz, Unvertriglichkeit, Peritonitis, Tod etc.
sollten durch Neuaufnahme ausgeglichen werden, sofern die Mindestanzahl von 12 Patienten
unterschritten wiirde. Das Cross-over Design erlaubt sowohl die intra- als auch die inter-
individuelle Datenauswertung und ermdéglicht zudem, Zeit- und Reihenfolge bedingte Effekte

der Therapie zu untersuchen.

6 Patienten begannen mit der herkdommlichen Laktat gepufferten Losung (Gruppe A) und
wurden nach 6 Monaten, unter Beibehalt von Fiillmengen und Glucosekonzentrationen, auf
die neutral gepufferte Bikarbonat/Laktat Losung umgestellt. 8 Patienten (Gruppe B) begannen
mit der Bikarbonat/Laktat Losung und wechselten entsprechend auf die Kontrolllosung. Die
insgesamt 4 standardisierten Untersuchungseinheiten (U 1 bis U 4) pro Patient erfolgten
jeweils zu Beginn und am Ende der sechsmonatigen Therapiephase (siehe

Abbildung 13).
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S Bikarbonat/Laktat
B Bikarbonat/Laktat
Beginn Ende
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Abbildung 13: Studiendesign zur Evaluation von Unterschieden zwischen einer herkdmmlichen Laktat
gepufferten sauren Losung und einer pH neutralen Bikarbonat/Laktat gepufferten Dialysat.

Die erste Einheit erfolgte 4 Wochen (£ 1 Woche) nach Studienbeginn, die zweite 4 Wochen
(£ 1 Woche) vor Ende der Phase 1. Die dritte Untersuchung wurde 4 Wochen (£ 1 Woche)
nach dem Dialysatwechsel durchgefiihrt. Die letzten Messungen erfolgten 4 Wochen (+ 1
Woche) vor Ablauf der Studie. Ein Vorlauf von 3 Wochen vor den Untersuchungen 1 und 3
wurde als ausreichend angenommen um Uberschneidungseffekte mit dem jeweils zuvor
benutzten Dialysat zu minimieren. Gleichzeitig ist das Intervall der Untersuchungen 2 und 3

klein genug um frithzeitige Verdnderungen infolge des Dialysatwechsels zu dokumentieren.
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2.2 Patienten

Die Patienten wurden aus dem Patientenkollektiv der Peritonealdialyse Ambulanz der
Heinrich-Heine-Universitdt ausgewéhlt. Es wurden 14 terminal niereninsuffiziente PD
Patienten (10 Frauen und 4 Ménner) in die Studie aufgenommen. Die Tabelle 1 zeigt die
Verteilung der Grunderkrankungen auf, in Tabelle 2 sind die antropometrischen Daten

dargestellt.

Alle Patienten wurden vor Studienbeginn nicht ldnger als maximal ein Jahr mit der
Peritonealdialyse behandelt. Die durchschnittliche Behandlungszeit lag bei 23 + 23 Wochen
(Gruppe A: 14 £ 19 Wochen - Gruppe B: 34 + 19 Wochen). Das mittlere Patientenalter
betrug zu Beginn der Studie 40,7 £11,0 Jahre (Gruppe A: 40,0 + 5,8 Jahre - Gruppe B: 41,1
+ 5,8 Jahre). Der Dialysatumsatz pro 24 Stunden aller Patienten betrug zu Beginn der Studie
15 Liter. Ein Patient wurde nach 8 Wochen Laufzeit auf 20 Liter Umsatz eingestellt, sodass
sich ein mittleres Volumen von 15,4 + 1,4 Liter ergab. Alle Patienten erhielten einen ,,last
bag®“ von 0,7 bis 2 Liter Volumen (Studienbeginn: 1,52 + 0,36 Liter; Studienende: 1,49 +
0,34 Liter).

Ausschlusskriterien bei Studienaufnahme waren eine geméfl den amerikanischen DOQI-
Richtlinien nicht addquate Dialyseeffektivitiat mit einem Kt/V (auf das Verteilungsvolumen
bezogene Harnstoffelimination) von < 2,1 und/oder einer wochentlichen Kreatininclearance
von < 63 Liter/Woche/1,73 m*> BSA, eine PD-Behandlungszeit von mehr als 12 Monaten und
die vorherige Behandlung an der Hadmodialyse. Weiterhin wurden keine Patienten mit
bestehender = Immunsuppression,  kardialer  Insuffizienz ~und ohne  schriftliche

Einverstidndniserkldrung aufgenommen.

2 Patientinnen schieden vorzeitig aus der Studie aus (Wechsel zur Hédmodialyse und
Schmerzen unter Laktat-Dialysat-Therapie), sodass 12 Patienten ausgewertet wurden

(Gruppe A: n=35; Gruppe B: n=7).
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Tabelle 1: Grunderkrankungen der Studienpatienten

Grunderkrankung Alle Patienten Gruppe A Gruppe B
diabetische Nephropathie 3 2 1
diffuse Glomerulosklerose 1 1 0
familidre Nephronophthise 1 1 0
chronische GN 2 0 2
mesangioproliferative GN 1 0 1
fokal segmentale GN 1 0 1
rapid progressive GN 2 2 0
Ig A Nephropathie 2 0 2
maligne Nephrosklerose 1 1 0

Tabelle 2: Anthropometrische Daten und klinische Daten der Dialyseeffektivitdt bei den Patienten mit Beginn
der Studie (#: p = 0,002).

Alle Patienten Gruppe A Gruppe B
Patientenzahl 14 6 8
Alter (Jahre) 40,0 = 10,7 39,5+5,9 40,4 + 13,7
GroBe (cm) 170 =7 169 +3 170+ 9
Gewicht(kg) 62,7 +20,1 62,8 £38,3 62,7 £26,5
BSA (m?) 1,77 +0,16 1,72 + 0,09 1,80 + 0,20
Dialysedauer vor 23 +23 13+19 30 +£24
Studienbeginn (Wochen)
Fiillvolumen (/Tag) 15+0 15+£0 15+£0
Fiillvolumen (ml/Zyklus) 2136 + 191 2100 + 89 2163 + 245
Glucosebelastung 1362 + 282 1448 + 313 1298 + 258
(mmol/Tag)
Restdiurese (ml/Tag) 1387 £ 707 1440 + 791 1346 + 690
Serum pH 7,39 £ 0,05 7,40 £ 0,06 7,39 £ 0,04
Serum HCO5' 28,07 £ 1,96 28,35+2,22 27,86 + 1,87
Serumkreatinin 7,619 6,5+ 1,7 8,4+1,8
Serumharnstoff 41 £ 14 33+ 14 46 + 12
Kt/V (renal und 3,26+0,71 3,85+0,65" 2,82+0,33"
peritoneal)
wCecr (I/Woche/ 111 +39 133+ 42 95 £ 30
1,73m?, renal und
peritoneal)
nPCR (g/kg/Tag) 0,94+ 0,21 0,96 + 0,30 0,92+0,14
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2.3 Die verwendeten Dialyselosungen

Als Testlosungen kamen 2 Peritonealdialyselosungen der Firma Baxter Healthcare
(Hersteller: Baxter SpA, Italien) zur Anwendung. Eine konventionelle Laktat gepufferte
Losung (Lak.) (Dianeal® PD4) mit einem sauren pH von 5,5 (Herstellerangabe) stand in
unterschiedlichen Konfektionen als CAPD-Doppelbeutel sowie als 5 Liter CCPD-Beutel zur
Verfiigung. Das Bikarbonat/Laktat gepufferte Dialysat (Bik./Lak.) (Physioneal®) ist auf einen
physiologisch neutralen pH von 7,4 eingestellt. Das Produkt stand aus produktionstechnischen
Griinden nur als 2,5 Liter CAPD-Doppelbeutel zur Verfligung. Dies hatte zur Folge, dass die
Patienten 6 statt wie gewohnt 3 Beutel pro APD-Therapie mit dem Cycler konnektieren
mussten. Dazu stand ein entsprechendes Set bereit.

Das Bikarbonat/Laktat Dialysat wird in einem Zweikammerbeutel hergestellt (siche
Abbildung 12). Mittels eines in die Trennwand eingelassenen Brechventils werden
unmittelbar vor der Verwendung beide Komponenten miteinander vermischt. Beide Losungen
sind standardméBig mit 1,36 %, 2,27 % und 3,86 % Glucose zu beziehen. Die genaue
Zusammensetzung beider Peritonealdialyselosungen sowie der einzelnen Komponenten sind

in Tabelle 3 und Tabelle 4 dargestellt.
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Dianeal® PD4 1,36 % / 2,27 % / 3,86 %

Tabelle 3: Inhaltsstoffe von Dianeal® PD4 und Physioneal® (Quelle: Baxter).

Glucose-Monohydrat
Natriumchlorid
Calciumchlorid-Dihydrat
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Natriumlaktat

Physioneal® 1,36 % /2,27 % / 3,86 %

15,0/25,0 /41,25 g/l
5,38 g/l

0,184 g/l

0,051 g/l

4.48 g/l

Kammer “A*
Glucose-Monohydrat
Calciumchlorid-Dihydrat
Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Kammer “B*
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumlaktat

Losung nach Rekonstitution
Glucose-Monohydrat
Natriumchlorid
Calciumchlorid-Dihydrat
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumlaktat

15,0 /25,0/41,25 g/l
0,507 g/l
0,14 g/l

8,43 g/l
3,29 g/l
2,63 g/l

15,0/25,0 /42,25 g/l
5,38 g/l

0,184 g/1

0,051 g/1

2,1 g/l

1,68 g/l

Ein Liter gebrauchsfertige Physioneal-Losung besteht aus 362,5 ml der Komponente “A*“ und 637,5 ml

der Komponente “B*.

Tabelle 4: Zusammensetzung der gebrauchsfertigen Losungen in mmol/l (Quelle: Baxter).

Dianeal® Physioneal”
Wasserfreie Glucose 75,5/ 126 /214 mmol/l 75,5/ 126 / 214 mmol/l
Natrium 132 mmol/l 132 mmol/l
Calcium 1,25 mmol/l 1,25 mmol/l
Magnesium 0,25 mmol/l 0,25 mmol/l
Chlorid 95 mmol/l 95 mmol/l
Hydrogencarbonat - 25 mmol/l
Laktat 40 mmol/I 15 mmol/l
Osmolaritét 344 /395 /483 mOsm/1 344 /395 /483 mOsm/1
pH 5,5 7,4
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2.4 Klinische Untersuchungen zum peritonealen Transport

2.4.1 Peritonealer Equilibrationstest

Der peritoneale Equilibrationstest (PET) ist eine verbreitete diagnostische Maflnahme die
individuellen peritonealen Eigenschaften beziiglich des Wasser- und Stofftransportes eines
Patienten zu bestimmen [155;157]. In Anlehnung an Krediet et al. wurde ein durch Zusatz des
Volumenindikators Dextran 70 erweiterter PET durchgefiihrt [83]. Je nach
Gruppenzugehorigkeit kamen dabei beide verwendeten Losungen zum Einsatz. Zur
Herstellung des Testbeutels wurden 300 ml einer Losung, bestehend aus 6 %igem Dextran 70,
gelost in 0,9 % NaCl Losung (Longasteril; Bad Hamburg, Germany), in einen 2 Liter
Dialysatbeutel einer Glucosekonzentration von 3,86 % infundiert. Zur Privention moglicher
allergischer oder anaphylaktischer Reaktionen auf das Dextran wurden dem Patienten vor
Instillation des Testbeutels 20 ml eines niedermolekulares Dextran 1 (Promit; Pharmalink
AB) intravends appliziert [128]. Die Testlosung wurde ausgiebig gemischt und mittels einer
Heizplatte auf 37 °C erwéarmt. Vor Instillation der Testlosung wurde die Peritonealhdhle des
Patienten entleert und ein Spiilbeutel appliziert. Dazu wurden 2 Liter eines 1,36 %
glucosehaltigen Dialysates auf 37 °C temperiert, instilliert und unmittelbar nach Beendigung
des Einlaufens, der Schwerkraft folgend, wieder entleert. Dieses Prozedere schafft
standardisierte Bedingungen. Nun erfolgte mit Hilfe einer elektronischen Federwaage die
Applikation einer definierten Menge (2150 ml) Testlosung. Uber den Testzeitraum von 4
Stunden wurden vor der Applikation, nach 15, 60, 120 und 240 Minuten Dialysatproben tiber
den Infusionsstutzen des Losungsbeutels entnommen. Dazu wurde voriibergehend ein
Fliissigkeitsvolumen von 200 bis 300 ml in den Vorratsbeutel entleert um eine Verfalschung
der Messergebnisse durch das Totraumvolumen des Schlauchsystems entgegenzuwirken. Um
Kontaminationen zu vermeiden, wurde der Infusionsstutzen mit einer mit Desinfektionsmittel
getrankten Kapsel verschlossen. Nach Ablauf der 4stiindigen Verweilzeit wurde die
Peritonealhohle vollstindig entleert und erneut, wie oben beschrieben mit frischem Dialysat
gesplilt. Zur Ermittlung des Residualvolumens (RV) wurden Proben des Spiilbeutels
entnommen. Die fiir die Berechnung der Transportkinetiken notwendigen Serum Werte
wurden anhand von vendsen Blutproben unmittelbar vor und nach dem Testintervall

asserviert.
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2.4.1.1 Berechnung des peritonealen Stofftransports

Geméll dem 1. Fickschen Gesetz beeinflussen die Permeabilitit der Membran, die
Diffusionsstrecke  (AX), die zur Verfiigung stehende Oberfliche (A), die
Konzentrationsdifferenz der Stoffe (AC) und der Diffusionskoeffizient (Kq) die Diffusion.

K
St ZA—dx AxAC Formel 5
X

Der Term K, x A/AXx wird als Massentransferflichenkoeffizient (MTAC) bezeichnet. Er

stellt somit den diffusiblen Stofftransport dar und kann als ein Mall der
funktionellen/effektiven peritonealen Oberfliche oder der Permeabilitit der Membran dienen.
Er beschreibt die theoretisch maximale Clearance eines niedermolekularen Stoffes durch
Diffusion tliber die Membran und das, bevor die Diffusion eingesetzt hat. Also zu Beginn des
Dialysatzyklus.

Es wurden unterschiedliche Modelle fiir die Berechnung des MTAC entwickelt. Die Modelle
von Garred und Waniewski et al. unterscheiden sich in der Gewichtung der Bedeutung von
Diffusion und Konvektion auf den niedermolekularen Stofftransport. Das Berechnungsmodell
nach Garred spricht der Konvektion groBere Bedeutung zu als der Diffusion. Die Berechnung

des MTAC erfolgt nach der Formel:

MTAC[mI /min] = V—d x In & Formel 6
t V, x(P-D,)

in der V; das instillierte Volumen, und Vg4 das Auslaufvolumen des Testbeutels darstellen. D¢
ist die Dialysatkonzentration des Solutes zum Zeitpunkt t, P dessen mittlere

Plasmakonzentration {iber diesen Zeitraum [42].

Das Modell von Waniewski et al. gewichtet Diffusion und Konvektion durch den
Gewichtungsfaktor F [165].
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Wir setzten nach Vorschlag von Waniewski in unseren Berechnungen einen Wert von F = 0,3
und F = 0,5 ein. Im Modell nach Garred ist F = 0 (fehlt). Das Modell nach Waniewski benutzt

die Formel:

1-F
MTAC[mI/min] = Y h{VMIF x(P-D;, )j Formel 7
t V,"F x(P-D,)

in der Vo und Dy das intraperitoneale Volumen und die Stoffkonzentration im Dialysat zum
Zeitpunkt 10 Minuten sind. P stellt die mittlere Plasmakonzentration des Solutes, und t die

Zeit dar. Vp, ist das mittlere intraperitoneale Volumen im Zeitintervall.

Weiterhin kam das Modell von Popovich, Pyle and Moncrief [123]zur Anwendung.

: vy P
MTAC[ml /min]= —% x In| ————— Formel 8
t ] VixD

VgxP

Die Summe von instilliertem Volumen und Residualvolumen wird hier als Vi bezeichnet.
Analog steht Vg, fiir die Summe aus Auslaufvolumen und Residualvolumen. Vg ist das
geometrische Mittel aus Vi, und V. D steht fiir die Dialysat-, P fiir die Plasmakonzentration

des niedermolekularen Stoffes.

Der MTAC fiir Kreatinin und Kalium wurden anhand der Wertekonstellation nach 60, 120

und 240 Minuten errechnet.

Mit Hilfe der gewonnenen Daten von Kreatinin, Harnstoff, anorganisches Phosphat und
Kalium wurde fiir die Zeitpunkte 60, 120 und 240 Minuten das Dialysat/Plasma
Konzentrationsverhiltnis (D/P.i,) dieser Stoffe errechnet. Die Kalkulation erfolgt durch
Division der Dialysatkonzentration D; der jeweiligen Substanz zu einer der definierten
Verweilzeiten durch das arithmetische Mittel (P,,) der Plasmakonzentration dieser Substanz

vor (Pomin) und nach (P24omin) Equilibration.
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2.4.1.2 Berechnung der Fliissigkeitskinetik

Das Glucosepolymer Dextran 70 unterliegt intraperitoneal einem nur geringgradigen
Metabolismus. Es dient im Rahmen des PET als Volumenindikator, mit dessen Hilfe die

einzelnen Transportwege der peritonealen Fliissigkeitskinetik erfasst werden konnen.

Das intraperitoneale Volumen (IPV) ist die Basis fiir viele Berechnungen der Peritonealen
Transportkinetik. Es wurde fiir die Zeitpunkte t = 60 min, t = 120 min und t = 240 min
berechnet. Dazu wurde die Dextrankonzentration des Dialysates zum Zeitpunkt t = 15 min mit
dem instillierten Volumen von 2150 ml multipliziert und durch die Dextrankonzentration zum
Zeitpunkt t dividiert. Unter Beriicksichtigung des Residualvolumens, welches die
Ausgangskonzentration des Dextran nach beendeter Instillation absenkt, wurde die
Dextrankonzentration nach 15 Minuten als der korrektere Bezugswert flir die weiteren

Berechnungen betrachtet. Das Residualvolumen gemaf3

RV [ml] =L 85 Formel 9

errechnet sich aus dem Produkt von Volumen und Dextrankonzentration (Vs und Cys) des
letzten Spiilbeutels, dividiert durch die Dextrankonzentration der Testlésung (Cy) bei t = 240
min.

Die Konzentrationsinderung des intraperitonealen Dextrans diente gleichermalBlen der
Berechnung der transkapilliren Ultrafiltration (TCUF). Sie ist definiert als die Anderung des
[PV in Abwesenheit der lymphatischen Absorption [83].

Der Quotient aus instillierter Dextranmasse bei t = 15 min und Dextrankonzentration zum

Zeitpunkt t (C;) wurde dazu vom Fiillvolumen V; subtrahiert.

_ CsxV, _

TCUF, [ml] V, Formel 10

i
t

Der Verlust an intraperitonealem Dextran hingegen gibt Aufschluss iiber die lymphatische
Fliissigkeitsabsorption. Berechnungsgrundlage ist die Abnahme der Dextranmasse iiber die
Zeit.

Die effektive lymphatische Absorptionsrate (ELAR) ist durch die folgende Formel definiert.
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. D, -D
ELAR [ml/min]= ———% Formel 11
geom xt
Di= instillierte Dextranmasse (bei t = 15 min)
Di=  Dextranmasse zum Zeitpunkt t

Cgeom = geometrisches Mittel der Dextrankonzentration im Zeitraum to bis t

t= Zeit

Durch Multiplikation der ELAR mit der Zeit t errechnet sich die lymphatische Absorption
(LA).

Aus dem Zusammenspiel von Ultrafiltration und lymphatischer Absorption ergibt sich die
effektive Ultrafiltration (EUF). Sie kann direkt durch Subtraktion der beiden Parameter
ermittelt werden oder anhand der Differenz von IPV und V; und RV errechnet werden. In
beiden Fillen erfolgt eine Korrektur durch das wahrend der Testphase abgenommene

Probenvolumen (PV).

Der durch die Aquaporine stattfindende freie Wassertransport scheint grolen Anteil an der
Ultrafiltrationsleistung des Peritoneums zu haben [170]. Er bedingt eine Verdiinnung der Na-
Ionen Konzentration. Durch diese Na-lonendilution ldsst sich das Volumen des freien
Wassers errechnen. Sie ist unter Verwendung einer hochprozentigen (3,86 %) Glucoseldsung
besonders ausgeprdgt und zeigt ihr Maximum nach etwa einer Stunde. Der freie

Wassertransport (FWT) wird nach der Formel

N V.
FWT[ml]= % -V, Formel 12

i
t

berechnet, in der V; das instillierte Volumen, Nay die Ausgangsnatriumkonzentration und Na;

die Natriumkonzentration zum Zeitpunkt t sind.
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2.5 Klinische Untersuchungen zum Fliissigkeitshaushalt

2.5.1 Ultrafiltrationsprofil

Zur Quantifizierung der téglichen Ultrafiltrationsmenge und derer im Verlauf der nichtlichen
Cyclerbehandlung wurden die vom Patienten téglich gefiihrten Cyclerprotokolle
herangezogen. Im Verlauf des Smonatigen Behandlungszeitraumes wurden die Daten
unmittelbar zu Beginn (Monat 0), nach 1, 3 und 5 Monaten erhoben. Dazu wurde der
Mittelwert aus 7 aufeinander folgenden Tagen mit identischem Therapieregime ermittelt.

Aus den Cyclerprotokollen wurden die Ultrafiltration iiber 24 Stunden, die UF im Verlauf der
ndchtlichen Therapie, die intraperitoneale Verweilzeit sowie die verwendete Glucosemenge

entnommen.

2.5.2 Restdiurese

Im Rahmen der Effektivititskontrolle fiihrten die Patienten eine 24stiindige Urinsammlung

zur Bestimmung der Restdiurese durch.

2.6 Klinische Untersuchungen zum Siure-Base-Haushalt

Mit der ersten Blutabnahme unmittelbar vor dem PET wurde eine vendse Blutgasanalyse
(BGA) durchgefiihrt. Die Probe wurde aerob gewonnen und binnen 2 Minuten analysiert
(ALB 505 Radiometer, Kopenhagen, Dianemark). Gemessen wurden bei 37 °C: pH, pCO,,
HCOs', SBC und SBE.
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2.7 Dialyseeffektivitit

Zur Bestimmung der wochentlichen Harnstoff- und Kreatininclearance wurde von den
Patienten eine 24stiindige Sammlung von Dialysat und Urin vorgenommen (“batch
collection* (BC)). Am darauf folgenden Morgen wurde, 2 bis 4 Stunden nach Beendigung der
APD-Therapie, die Blutentnahme zur Kreatinin- und Harnstoffbestimmung durchgefiihrt.

2.7.1 Kreatininclearance

Die wochentliche Kreatininclearance (Cwkpea,) ergibt sich aus der Summe von renaler und

peritonealer Clearance und wurde wie folgt berechnet

CW,.., [/lWoche]| = (Cr,,., +CPy... )x 10,08 Formel 13

Krea.
sowie auf die Standardkérperoberfliche (BSA) von 1,73 m” bezogen.

Um der glomerulédren Filtrationsrate ndher zu kommen, wurde die renale Kreatininclearance
(Crkrea) nach Vorschlag von Milutinovic et. al. [100] aus dem Mittelwert von Kreatinin- und

Harnstoffclearance berechnet.

Cry,, [MI/ min] = (U wea X Vo + Y rarmse Vo J+ 2 Formel 14
rea, X 1 Priamse- <t

Ukrea/Hamst. = Kreatinin/Harnstoffkonzentration im 24 Stunden Urin [mg/dl]

Pkrea/Hamst. = Kreatinin/Harnstoffkonzentration im Plasma [mg/dl]

Vuy = Urinvolumen in 24 Stunden [ml]

t = Zeit [min]
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Die peritoneale Clearance berechnet sich wie folgt:

. D
Cp Krea. [ml /mll’l] = —frea Vol Formel 15

Krea.

Pkrea. = Kreatininkonzentration im Plasma [mg/dl]
Dkrea. = Kreatininkonzentration im Auslaufdialysat [mg/dl]
Dvoi. = Auslaufvolumen des Dialysates [ml]

t = Zeit [min]

2.7.2 Harnstoffclearance (Kt/V)

Das Kt/V als Parameter der Harnstoffelimination wurde kalkuliert als die Summe der renalen
und peritonealen Harnstoffclearance pro Tag, dividiert durch das anhand der Watson-Formel
[167] errechnete Harnstoffverteilungsvolumen (Viamst). Das errechnete Kt/V wurde mit 7

multipliziert und als Kt/V pro Woche ausgedriickt.

Kt /V — U Harnst. ><VU + [I):)Harnstz +V

Harnst.

Formel 16

Harnst.
Harnst.

Unarmst. = Harnstoffkonzentration im 24 Stunden Urin [mg/dl]
Pharnst. = Harnstoffkonzentration im Plasma [mg/dl]
Vuy = Urinvolumen in 24 Stunden [L]

VHarnst. = Harnstoffverteilungsvolumen nach der Watson-Formel [L]
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Watson-Formel:

Frauen:

Vs, = —2,097 +(0,1069 x GroRe[kg ) + (0,2466 x Gewicht[kg )

Mainner:

Vi, = 2,447 —(0,09516 x Alter[Jahre])+ (0,1074 x GroRe[cm]) + (0,3362 x Gewicht[kg])

Formel 17

2.7.3 Normalized protein catabolic rate (nPCR)

Der Vorteil der Bestimmung der Harnstoftkinetik gegeniiber der Kreatininclearance besteht in
der gleichzeitigen Bestimmungsmoglichkeit der “normalized protein catabolic rate* (nPCR).
Diese ermoglicht Aussagen iiber den Erndhrungszustand des Patienten. Die (nPCR) wurde

nach der Randerson-Formel berechnet [125].

NPCR =10,76 x (G, g +1,46)+V Formel 18

Harnst. Harnst.

Gharnst. = Harnstoffgenerationsrate [mg/min]

Vharst. = Harnstoffverteilungsvolumen nach der Watson-Formel [L]
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2.8 Subjektive Vertraglichkeit / Einlaufschmerzen

Beim Befiillen des Abdomens konnen Einlaufschmerzen auftreten. Im Allgemeinen werden
diese Schmerzen auf den unphysiologisch niedrigen pH der frischen Losung zuriickgefiihrt.
Die Schmerzintensitét sollte von den Patienten in Form einer Ordinalskala bewertet werden.
Zur Auswahl standen die Kategorien ,keine Schmerzen®, ,,sehr leicht“, ,leicht”, ,, maBig™,
»stark®, ,sehr stark®. Diese wurde zur Auswertung in Zahlenwerte von null = ,keine
Schmerzen* bis 5 = ,sehr stark® transformiert. Bewertet werden sollten das Smonatige
Therapieintervall mit jeweils beiden Dialyselosungen und die Schmerzerfahrung vor Beginn

der Studie (Basis).

2.9 Proben und Analysen

Die zur Berechnung des peritonealen Stoff- und Fliissigkeitstransportes sowie der
Dialyseeffektivitit bendtigten Parameter wurden im Nephrologischen Labor und im
Zentrallabor der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf bestimmt. Kreatinin, Harnstoff,
Elektrolyte, anorganisches Phosphat wurden mit dem Syncron Clinical System CXS5A
(Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) bestimmt. Die Glucose wurde anhand der
Hexokinase-Methode (EPOS 5060, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) gemessen. Mit der
Nephelometrie (BN 1I, Dade-Behring, Marburg, Deutschland) wurde das Albumin im
Dialysat bestimmt. Zur Quantifizierung der Dextrankonzentration im Dialysat nutzten wir die
“high performance liquid chromatography* (HPLC) [116]. Zum Einsatz kam das isokratische
Pumpensystem LC-250 (Perkin-Elmer, Rodgau-Jiigesheim, Deutschland), die Bio-Gel Séule
TSK 30 XL (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) und das Refraktometer LC-30 der Firma
Perkin-Elmer.

Des Weiteren fanden wihrend des PET asservierte Dialysatproben in den in vitro Versuchen
zur Biokompatibilitidtsbestimmung Verwendung. Diese und alle anderen nicht umgehend

analysierten Asservate lagerten bis zur Bearbeitung bei -70 °C.
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2.10 Experimentelle Untersuchungen zur Biokompatibilititspriifung

2.10.1 Reagenzien, Material, Geritschaften

2.10.1.1 Zellkulturmedium

Firr die Zellkulturen und einige in vitro Versuche wurde RPMI 1640 als Ndhrmedium
verwendet. Dies wurde zur Optimierung mit den Zusdtzen L-Glutamin (Gibco BRL, Paisley,
Schottland), Penicillin/Streptomycin (ICN Biomedicals, Meckenheim, Deutschland),
Amphotericin B (Gibco BRL, Paisley, Schottland) und mit hitzeinaktiviertem fetalem
Kiélberserum (FCS) (Gibco BRL, Paisley, Schottland) versetzt. Die genaue Zusammensetzung
ist in Tabelle 5 dargelegt.

Tabelle 5: Zusitze zum Zellkulturmedium RPMI 1640.

Zusatz Endkonzentration in RPMI 1640
L-Glutamin 2 mM

Penicillin 50 IU/ml

Streptomycin 50 pg/ml

Amphotericin B 0,25 pg/ml

Fetales Kélberserum 100 pl/ml

2.10.1.2 Krebs-Ringer-Phosphat-Puffer

Der fiir die Chemolumineszenz bendtigte Krebs-Ringer-Phosphat-Puffer (KRPG) wurde
gemidll unten aufgefiihrter Rezeptur hergestellt. Die als Salze (Merck, Darmstadt,
Deutschland) zur Verfligung stehenden Bestandteile wurden zunédchst in einigen Millilitern
Agqua ad injecta (B.Braun Melsungen AG, Melsungen Deutschland) geldst, sodann mit Aqua
ad injecta auf einen Liter aufgefiillt und mit einem Einmalfilter (0,2 um) (Schleicher &
Schuell, Dassel, Deutschland) steril filtriert. Der pH-Wert des KRPG-Puffers betrédgt 7,0.

45



Material und Methoden

Tabelle 6: Zusammensetzung des KRPG-Puffers.

Na,HPO,4 + 7 H,O 12,7 mM
D-Glucose 11,0 mM
NaCl 120 mM
KClI 4,8 mM
CaClz 0,7 mM
MgSO; + H,O 1,2 mM

2.10.1.3 Herstellung der “Serum Treated Zymosan*“-Stammlosung

Von dem Hefestamm Saccharomyces cerevisiae wird das Polysaccharid Zymosan industriell
gewonnen. Dieses wurde mit gepooltem humanem Serum inkubiert. Zur Herstellung der
Stammlosung wurden in einem 15 ml Falkon Tube (Becton Dikinson, Franklin Lakes, NJ,
USA) 40 mg Zymosan Pulver (Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Steinheim, Deutschland)
in 1 ml KRPG-Puffer und 3 ml gepooltem Humanserum bei 37°C im Rotationsinkubator
aufgelost. AnschlieBend wurde das Tube bei Raumtemperatur 10 min lang mit 300 g
zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und das Pellet in 2 ml KRPG-Puffer resuspendiert.
Durch zweimalige Zentrifugation unter den oben genannten Bedingungen und Auffiillen mit 2
ml KRPG-Puffer wurde das Zymosan gewaschen. Um eine Endkonzentration von 10 mg/ml
zu erhalten, wurde das Pellet in einem letzten Schritt mit 4 ml KRPG-Puffer aufgefiillt. Diese

Stammlosung wurde aliquotiert und bei -70°C gelagert.

2.10.1.4 pH Wert im Dialysat

Der pH Wert beider Losungen wurde in frischem, ungebrauchtem Dialysat und in Proben des
PET-Testbeutels nach 15, 60 und 120 Minuten bestimmt. Auf den 240 min Wert wurde unter
Annahme der bis dahin vollstindigen intraperitonealen Equilibration auch des sauren
Dialysates verzichtet. Alle zu messenden Proben wurden nach ihrer Lagerung bei — 70 °C
langsam aufgetaut und iiber 12 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; equilibriert. Die Messungen
erfolgten bei 37 °C mit einer pH-Glaselektrode (Hanna, Italien) in Doppelbestimmung.
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2.10.2 Isolation humaner peritonealer Makrophagen aus gebrauchtem Dialysat

Die Peritonealmakrophagen (PM®) wurden aus gebrauchtem Patientendialysat isoliert. Dazu
wurde der “last bag™ des Patienten nach einer Verweildauer von 6 Stunden mittels CAPD-
Handwechsel gewonnen. Erfahrungen unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die Isolation
von PM® bei Zimmertemperatur und anschlieBender Spiilung mit 4 °C kaltem fetalem
Kélberserum quantitativ unzureichend ist. Um die Adhdsion der PM® an die
Kunststoffoberfliche des Leerbeutels zu minimieren, wurde dieser bereits 10 min vor dem
Wechsel auf Eis gekiihlt. Somit konnte die Temperatur des Dialysates binnen kurzer Zeit auf
4 °C abgekiihlt werden. Die weiteren Isolationsschritte erfolgten ebenfalls bei einer
Temperatur von 4 °C. Alle Reagenzien, Behiltnisse und Gerdte wurden auf 4 °C temperiert
um die Adhésionsfahigkeit der PM® fiir den Zeitraum der Isolation zu minimieren. Das
gewonnene Dialysat wurde dann in entsprechend viele 50 ml Falkon Tubes (Becton Dikinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) aliquotiert und anschlieBend bei 350 g fiir 30 min zentrifugiert.
Danach wurde der Uberstand rasch dekantiert, das Zellpellet resuspediert und vorsichtig
abpipettiert. Die Tubes wurden mit 1 ml PBS-Puffer (Serag Wiessner, Naila, Deutschland)
gespiilt und mit der Zellsuspension in ein 50 ml Falkon Tube iiberfiihrt. AnschlieBend wurde
ein zweites Mal unter den obigen Bedingungen zentrifugiert. Restanteile des Dialysates
wurden so ausgewaschen. Nach dem Waschen wurde wiederum rasch dekantiert und die

Zellen in der verbleibenden Fliissigkeit resuspendiert.

2.10.3 Isolation humaner Blutmonozyten aus Vollblut

Bei der Plasmagewinnung aus Vollblutkonserven bildet sich bei der Zentrifugation von
ungerinnbar gemachtem Blut zwischen Plasma und sedimentierten Erythrozyten eine Schicht
aus Leukozyten und Thrombozyten, der so genannte Buffy-Coat. Nach der Separation des
Plasmas verbleiben die zelluliren Bestandteile im Konservenbeutel. Dieses Zellkonzentrat
wurde vom Institut fiir Blutgerinnungswesen und Transfusionsmedizin der Heinrich-Heine-
Universitidt Diisseldorf bezogen. Es stellt das Ausgangsprodukt zur Isolation humaner
Blutmonozyten dar.

In einem ersten Schritt wurden die mononukledren Zellen (MNC) iiber eine

Dichtegradientenzentrifugation separiert. Dazu wurden in 50 ml Falkon Tubes (Becton
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Dikinson, Franklin Lakes, NJ, USA) je 25 ml einer Mischung aus 1:2,5 Teilen Zellkonzentrat
und PBS-Puffer (mit Zusatz von 0,1 % bovinem Serumalbumin (BSA)) vorsichtig iiber 15 ml
Ficoll Paque (Pharmacia, Uppsala, Schweden) geschichtet. Nach 25miniitiger Zentrifugation
bei 900 g und 20 °C sedimentierten Erythrozyten und Granulozyten durch das Ficoll Paque.
Die MNC konnten mit einer Pasteurpipette aus der Interphase zwischen Serum/PBS und
Ficoll Paque abgenommen werden (siche Abbildung 14). Sie wurden in ein 50 ml Falkon
Tube tiberfiihrt, in 30 ml PBS/0,1 % BSA resuspendiert und 3 mal durch Zentrifugation fiir 10
min bei 225 g und 4 °C und anschlieBende Resuspension mit frischem PBS/0,1 % BSA
gewaschen. Nach dem letzten Waschvorgang wurden die Zellen in 50 ml RPMI 1640 (inkl.
Zusitzen) aufgenommen und in eine 175 cm” Kulturflache (Becton Dikinson, Franklin Lakes,
NJ, USA) tiberfiihrt. Wihrend einer 90miniitigen Groth Arrest Phase bei 37 °C und 5 % CO,
adherierten die Monozyten an der Plastikoberfliche. Alle anderen Zellen blieben frei und
konnten durch mehrmaliges Waschen mit 50 ml warmen PBS Puffer entfernt werden. Nach
Zugabe von 50 ml Medium konnten die Monozyten mit Hilfe eines Zellscharbers (Becton
Dikinson, Franklin Lakes, NJ, USA) schonend vom Schalenboden abgelost und durch
anschlieBende Zentrifugation fiir 10 min bei 225 g und 4 °C konzentriert werden. Anhand der
Zellzahlbestimmung in der Neubauerkammer wurden 1x10° Zellen pro Well in 500 pul RPMI
1640 plus Zusitze iiberfiihrt und 90 Minuten bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

Zellen vereinigen
und 3 mal waschen
oo = -

Zentrifugation
2 mal

=
u]
Monozyten mit dem
Uberstand abnehmen

Monozyten in Kultur
iiberfiihren

Zellzahl einstellen

Abbildung 14: Isolation humaner Blutmonozyten aus Vollblutkonserven.
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2.10.4 Quantifizieren der Zellzahl nach Isolation

Zur Zellzahlbestimmung von PM® und Monozyten wurden 10 pl der gewonnenen
Zellsuspension mit 190 pl einer 4 %igen Essigsdure (Merck, Darmstadt, Deutschland)
versetzt und so eventuell vorhandene Erythrozyten lysiert. Mit der Neubauer-Zéhlkammer
wurden die Zellen lichtmikroskopisch ausgezahlt (SM-LUX Leitz, Wetzlar, Deutschland) und

die Zellzahl pro ml wiedergegeben.

2.10.5 Trypan-Blau-Féarbung

Die Zellvitalitit der PM® wurde unmittelbar nach der Isolation mit Hilfe der Trypan-Blau-
Féarbung (Seromed, Pollenfeld, Deutschland,) kontrolliert. Das Prinzip dieser Farbung beruht
auf der hohen Proteinaffinitit des sauren Farbstoffes. Die intakte Zellmembran lebender
Zellen trennt beide Komponenten voneinander. Die Zellen bleiben farblos und heben sich
gegen den hellblauen Hintergrund in der Zdhlkammer ab. Hingegen kann der Farbstoff durch
die geschidigte Membran toter Zellen diffundieren. Diese werden tief blau angefarbt. Der
Ansatz bestand aus gleichen Teilen einer 0,5 %igen Trypan-Blau-Lésung und PBS-Puffer. 10
ul der isolierten Zellsuspension wurden mit 190 pl dieser Losung versetzt und 5 min lang bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Auswertung wurden 200 Zellen in der Neubauer-Zahlkammer

ausgezdhlt und der prozentuale Anteil lebender (ungeférbter) Zellen wiedergegeben.

2.10.6 alamarBlue-Assay

Bei dem alamarBlue-Assay handelt es sich um einen leicht handhabbaren globalen
Vitalitatstest fiir Zellkulturen. Er gestattet die quantitative Messung der Zellproliferation oder
der zytotoxischen Eigenschaften bestimmter Agenzien. Dazu wird dem Zellkulturmedium 10
% v/v der Indikatorsubstanz (alamarBlue®, Serotec Inc. Raleigh, NC, USA) hinzugefiigt. Die
in humanen Zellen vorkommende Cytochromoxidase a; reduziert die oxidierte, blaue Form

des REDOX-Indikators. Der Farbumschlag nach rot kann photometrisch gemessen werden.
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Wir inkubierten in 48-Well-Platten (Becton Dikinson, Franklin Lakes, NJ, USA) 1x10°
humane Blutmonozyten pro Well fiir 60 Minuten bei 37 °C und 5 % CO, mit Dialysaten und
Kontrollmedien. Neben ungebrauchtem Dialysat, welchem Dextran 70 in identischer
Konzentration der PET-Testbeutel zugesetzt war, kamen Dialysatproben des PET mit einer
intraperitonealen Verweildauer von 60 und 240 Minuten zum Einsatz. Als Kontrolle dienten
RPMI Medium (inkl. Zusdtze) und Medium dem Glucose und Dextran 70 zugesetzt wurden.
Nach einmaligem Waschen mit 200 pl warmem PBS Puffer wurden die Zellen mit 200 pl
frischem RPMI Medium (inkl. Zuséitzen) plus 10 % v/v alamarBlue bei obigen Bedingungen
fiir 24 Stunden inkubiert. Der Farbumschlag wurde anschlieBend im Spektralphotometer
(Ultrospec 11, Biochrom, Cambridge, England) bei 570 und 600 nm gemessen.

2.10.7 Chemolumineszens-Assay

Die wéhrend des “respiratory burst™ gebildeten Sauerstoffmetabolite reagieren mit Luminol
(5-Amino-2,3-Dihydro-1,4-Phtalazinedione) (Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Steinheim,
Deutschland) nach unten stehender Reaktionsgleichung (

Formel 19) zu Stickstoff und 3-Aminophthalat.

Dieses emittiert blaues Licht.

O (0] *
H.O., / OH [ Katalysator _
NH 272 Y (0] .
| > - + N, —>»  3-APA + Licht
NH O
NH, O NH, O
Luminol 3-Aminophthalat* (3-APA¥*)

Formel 19

Fiir diesen Testansatz wurden nach oben beschriebener Isolation 0,25x10° Zellen auf 50pul

KRPG-Puffer eingestellt und mit 50 pl Luminol-Arbeitslosung in eine weille 96-Well Platte
pipettiert. Alle Losungen wurden auf 37 °C erwdrmt. Die Luminol-Arbeitslosung, bestehend
aus 12 mg 5-Amino-2,3Dihydro-1,4-Phtalazinedione in 50 ml Aqua dest. gelost, wurde alle 2
Wochen neu angesetzt und bei + 8 °C lichtgeschiitzt gelagert. Unmittelbar vor Beginn der
Messung wurden die Makrophagen der Messansdtze mit 100 pl Zymosan-Arbeitslosung

stimuliert. Diese bestand aus einer 1:10 Verdiinnung mit KRPG-Puffer der in Kapitel 2.10.8
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beschriebenen STZ-Stammlosung. Unstimulierte Probenansdtze dienten als Referenzwerte.
Diesen wurden 100 pul KRPG-Puffer zugesetzt. Bei 37 °C wurde die Chemolumineszenz von
einem Luminometer (MLY Microtiter” Plate Luminometer, Dynex Technologies INC.,
Chantilly, VA, USA) iiber einen Zeitraum von einer Stunde alle 60 Sekunden detektiert und
als relative light wunits (RLU) wiedergegeben. Die Messungen erfolgten als
Doppelbestimmung.

Die Messwerte der stimulierten Proben und deren Referenzansitze wurden mit dem
Programm Origin 6.0 (Microcal Software, Inc., Northampton, MA, USA) integriert und als

“area under the curve™ (AUC) ausgedriickt.

O Testansatznach STZ-Stimulus O Referenzansatz

61—+ area under the curve
(AUC)

RLU /0,25 x 10° PM®

Zeit

Abbildung 15: Zur Ermittlung des “respiratory burst” werden die relativen Lichteinheiten (RLU) der mit ST-
Zymosan stimulierten Probe und des Referenzansatzes gegen die Zeit aufgetragen. Die Flache
unter der Kurve (AUC) im Messintervall von einer Stunde gibt die Aktivitit des respiratory
burst wieder.

2.10.8 Zymosan-Phagozytose-Assay

Zur Quantifizierung der Phagozytosefdhigkeit der isolierten PM® diente der Zymosan-
Phagozytose-Assay. Die isolierten PM® wurden in RPMI 1640 plus Zusitze (siehe Kapitel
2.10.1.1) auf eine Zellzahl von 2x10° Zellen pro ml eingestellt. 1 ml dieser Zellsuspension
wurde in einer Kunststoffpetrischale (Inter Med Nunc, Nunclon Delta, Roskilde, Dénemark)

fiir 90 min bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert (Begasungsschrank BB 16, Heraeus instruments,
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Hanau, Deutschland). In dieser Zeit wurden die Makrophagen an der Kunststoffoberfliche
adherent. Nach dreimaligem Waschen mit 37 °C warmen PBS-Puffer lagen die Zellen in
groBBer Reinheit und definierter Menge vor. Es folgte eine Inkubation fiir 30 min mit 1 ml der
Zymosan-Nahrmedium-Arbeitslosung unter den obigen Bedingungen. Die Zymosan-
Néhrmedium-Arbeitslosung bestand aus einer frisch angesetzten Verdiinnung von 1 Teil ST-
Zymosan-Stammlosung zu 99 Teilen RPMI 1640 plus Zusidtze. Diese wurde vor jedem
Versuch frisch angesetzt. Wihrend der 30miniitigen Inkubation begannen die PM® die STZ-
Partikel zu phagozytieren. AnschlieBend wurde der Ansatz 6-mal mit warmem PBS-Puffer
gewaschen und iiber Nacht luftgetrocknet. Nach Anfarbung der Zellen mittels Diff-Quick-
Farbung wurde der prozentuale Anteil jener Zellen lichtmikroskopisch ermittelt, die eindeutig
ein oder mehrere Zymosanpartikel inkorporiert hatten. Dazu wurden 2x200 Zellen

ausgezdhlt. Die Bestimmung fand im Doppelansatz statt.

PM® ohne
/ Zymosan

\

PM® mit

Zymosan

Abbildung 16: Aus dem Auslaufdialysat isolierte PM® nach Diff-Quick-Farbung. Die Zymosanpartikel
stellen sich wie ,,Spiegeleier als Zytoplasmaaussparung dar (VergroBBerung: 1000fach).
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2.10.9 Diff-Quick-Farbung

Die Diff-Quick-Farbung (Dade Diff-Quick, Dade AG, Diidingen, Schweiz) stellt eine
modifizierte Pappenheim-Fiarbung dar. Als Schnellfirbemethode wird sie unter anderem zur
Herstellung von Differenzialblutbildern aus Blutausstrichen verwendet. Auf die nach dem
Zymosan-Phagozytose-Assay luftgetrockneten PM® wurden 2 mal 1 ml der Fixierlosung
(Fast Green in Methanol [2 mg/l]) gegeben und unter leichtem Schwenken je 1 min lang
fixiert. Nach dem Absaugen der Fixierlosung wurde in gleicher Weise die Anfdarbung des
eosinophilen Zytoplasmas mittels der Farbelosung 1 (Eosin G in Phosphatpuffer [1,22 g/l; pH
6,6]) vorgenommen. Ebenso wurde der basophile Zellkern anschlieBend mit Féarbeldsung 2
(Thiazin-Farbstoff in Phosphatpuffer [1,1g/l; pH 6,6]) angeféarbt. Nach kurzem Abspiilen der
Petrischalen mit Aqua dest. wurde die Farbung bei Raumtemperatur luftgetrocknet und

lichtmikroskopisch ausgewertet.

2.10.10 Zytokin Stimulationstest mit Lipopolysaccharid (LPS)

Die aus dem Auslaufdialysat isolierten PM® wurden mit 1 ml RPMI Medium plus Zusétze in

Petrischalen (Inter Med Nunc, Nunclon Delta, Roskilde, Danemark) auf eine Zellzahl von

1x10° Zellen/ml eingestellt. In der darauf folgenden 90miniitigen Groth Arrest Phase bei 37
°Cund 5 % CO; wurden die Zellen an der Plastikoberfliche adherent. Mit 1 ml 37 °C warmen
PBS-Puffers wurden die Zellen 3-mal fiir einige Sekunden vorsichtig gewaschen und
anschlieend 1 ml frisches RPMI Medium plus Zuidtze hinzugefiigt. Es erfolgte nun eine
18stiindige Stimulation bei 37 °C und 5 % CO,. Dazu wurden den Ansidtzen 10 ug LPS des
Bakteriums E.coli serotype 055:B5 (Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Steinheim,
Deutschland) hinzu gegeben. Zur Bestimmung der basalen Zytokinfreisetzung wurden
Kontrollansitze ohne LPS-Stimulation inkubiert. Der Uberstand wurde nach 18 Stunden
abgenommen, in Eppendorf Gefiflie (Save Lock 1,5 ml, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg, Deutschland) tiberfiihrt und fiir 6 Minuten bei 800 g zentrifugiert um Zelltrimmer
zu entfernen. Alle Proben wurden im Doppelansatz hergestellt und bis zur Messung bei — 70

°C gelagert.
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Die aus Vollblut isolierten Monozyten wurden mit 0,5 ml RPMI Medium plus Zusétze in 48-

Well Platten (Becton Dikinson, Franklin Lakes, NJ, USA) auf eine Zellzahl von 1x10° Zellen
pro Well eingestellt und 90 Minuten bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die Zellen wurden an
der Plastikoberfldche adherent. Nach vorsichtigem Waschen mit 0,5 ml 37 °C warmem RPMI
Medium wurden die Zellen anschlieend fiir 60 Minuten mit 0,25 ml Dialysat inkubiert. Um
die intraperitoneale Dialysatequilibration beider Dialysate zu simulieren, erfolgte die
Inkubation mit aus dem PET zu unterschiedlichen Zeiten (0, 60, 240 Minuten) gewonnenen
Dialysatproben. Als Referenz diente eine Inkubationsreihe mit RPMI 1640 Medium, dem die
zu den jeweiligen Abnahmezeiten vorhandenen Konzentrationen an Glucose und Dextran
zugesetzt wurden. Diese wurden aus den Mittelwerten aller PET errechnet (n = 48). Es folgte
die 18stlindige Stimulation bei 37 °C und 5 % CO; mit 10 pg LPS. Zur Bestimmung der
basalen Zytokinfreisetzung wurden auch hier Kontrollansdtze ohne LPS-Stimulation
inkubiert. Der Uberstand wurde nach 18 Stunden abgenommen, fiir 6 Minuten bei 800 g
zentrifugiert und bis zur Messung bei — 70 °C gelagert. Auch hier wurden Doppelansitze

durchgefiihrt.

2.10.11 Enzyme linked imunosorbent assay (ELISA)

Folgende Parameter wurden unter Zuhilfenahme eines solid sandwich ELISA bestimmt:

0 IL-6 in Serum und Dialysat
0 CRP im Dialysat
0 TGF-BI im Dialysat

Bei einem ELISA handelt es sich um einen immunologischen Test zur quantitativen
Bestimmung phasengebundener Antigene (siche Abbildung 18). Nach der Adsorption des
“capture* Antikorpers an die Oberfldche des Reaktionsgefdles wird die GefdBBoberflache mit
Albumin gegen unspezifische Bindungen abgeblockt. Im zweiten Schritt wird das zu
bestimmende Antigen am “capture Antikorper gebunden. Es folgt die Zugabe des
“detection” Antikorpers der am zu bestimmenden Protein bindet. Dieser kann bereits mit
einem Enzym gekoppelt sein. Ansonsten erfolgt die Zugabe eines enzymgekoppelten

sekundédren Antikorpers, der den Antigen-Antikorperkomplex markiert. Die Enzymreaktion
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wird durch Zugabe des Substrates gestartet. Die Extinktion des dabei gebildeten Farbstoffes

ist der Menge an umgesetzten Substart proportional und wird photometrisch gemessen.

¥ Antikdrper
# ATharin
+ hntizen

¥  Enmymgekoppelter
Antikérper

5  Iubstrat

1. Komplexhildung

Antizen-Proben-
Konzentration hoch

Antizen-Proben-
konzentration gering

2. Farbreaktion ™ B

3. Quantitative
Amnalyse

Extinktion

Stoffkonzentration

Abbildung 17: Prinzip eines ELISA

Die Bestimmung von

0 Agquaporin-1 im Dialysat und
0 AGEs im Dialysat

erfolgte mit einem indirekt kompetitiven ELISA. Das zu quantifizierende Antigen wird auf

die Platte gebracht und die Oberfliche gegen unspezifische Bindungen abgeblockt. Das
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Probenmaterial und der zum gesuchten Protein konjugierende spezifische Antikdrper werden
in der Platte gemeinsam inkubiert. Das Protein in der Probe fungiert als kompetitiver
Inhibitor, indem es freie Antikdrper durch Immunkomplexbildung abfiangt. Diese freien
Komplexe werden durch Waschen entfernt. Wandstéindig gebundenen Antikérper werden
wiederum mit einem enzymgebundenen sekundiren Antikorper markiert, die Farbreaktion
durch Substratzugabe gestartet und die Extinktion photometrisch gemessen (siche Abbildung
18).

v Antikdrper
ATbnarun

+  Antigen

¥ Enzymgelkoppelter
Antikérper

§ Substrat

1. Kompetitive
Komplexhildung

Antizen-Proben-
Eonzentration hoch

Antigen-Proben-
konzentration genng

2. Farhreaktion

3. Quantitative
Analyse

Extinktion

Stoffkonzentration

Abbildung 18: Funktionsweise eines kompetitiven ELISA

Neben den Proben, Standards und Plattenkontrollen wurden zur Uberpriifung unspezifischer
Reaktionen Kontrollen der Dialysate und Medien der Kulturversuche mitgefiihrt.
Die Extinktionen wurden photometrisch mit dem Anthos 2001 Automatic Microplate Reader

(Anthos Labtech International, Raleigh, USA) gemessen.
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2.10.11.1 Interleukin 6 (IL-6) ELISA

Der Nachweis des IL-6 in Serum, Dialysat und den Medien der Zellkulturen, wurde mit dem
human IL-6 Elisa der Firma R&D Systems Inc. (Minneapolis, USA) gefiihrt. Dabei wurde
nach Herstellerangaben verfahren. Serum- und Dialysatproben wurden unverdiinnt, die

Uberstéinde der in vitro Versuche 1:10 verdiinnt gemessen.

2.10.11.2 ”Transforming groth factor-p1” (TGF-1) ELISA

Ebenfalls von der Firma R&D Systems wurde der TGF-f1 ELISA bezogen. Auch hier wurde
nach Herstellerangaben verfahren. Die zu untersuchenden Dialysate des last bag wurden 1:1,4

vorverdunnt.

2.10.11.3 C-reaktives Protein (CRP) ELISA

Das CRP im Dialysat wurde zuerst mittels Turbidimetrie (Hitachi Modular, Roche
Diagnostics, Heidelberg, Deutschland) bestimmt. Nachtrdglich kam ein ELISA zum Einsatz
(siehe Kapitel 2.10.11.3).

Die Bestimmung des CRP im Dialysat erfolgte aus 1:100 verdiinntem Probengut des
6stiindigen last bag mit dem CPR-ELISA KIT der Firma Alpha Diagnostic International (San
Antonio, USA). Die Messuntergrenze liegt bei diesem Test bei 0,35 ng/ml. Die Intra-Assay-

Varianz betrigt 3 %. Die Inter-Assay-Varianz wurde mit 3-7 % angegeben.

2.10.11.4 Aquaporin-1 (AQP-1) und ”Advanced glycosylation end-products” (AGEs)
ELISA

Die AQP-1 und AGEs Konzentration im Dialysat wurde in zellfreien Proben des “last bag™
gemessen. Die Microtiterplatte wurde dazu iiber Nacht mit AQP-1-Antigen (I ng/ml)
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(Biotrend Chemikalien GmbH, Koln, Deutschland), respektive AGEs-Antigen (eigene
Produktion der nephrologischen Arbeitsgruppe) gecoated. 50 pl unverdiinntes Dialysat
wurden mit 50 pl monoklonalem AQP-1 Antikérper (0,5ug/ml) (Biotrend Chemikalien
GmbH, Koln, Deutschland), respektive AGEs Antikorper (Kumamoto Immunochemical
Laboratory Co., Ltd., Kumamoto, Japan) und 150 ul Verdiinnungsreagenz (PBS mit 1,4 %
Opticlear (R&D Systems, Minneapolis, USA) und 0,05 % Tween 20) versetzt und 1 Stunde in
der Platte inkubiert. Die Immunkomplexmarkierung und anschlieBende Enzymreaktion
wurden mit dem DAKO StreptABComplex/HRP Duet Kit (mouse/rabbit) der Firma DAKO
Diagnostika GmbH (Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt. Die Extinktion wurde bei 492 nm
(Referenzfilter 620 nm) gemessen. Bei einer Sensitivitdt von 40 pmol/l betrug die Inter-Assay

Varianz des Aquaporin ELISA <5 %, die Intra-Assay Varianz <7 %.

2.10.11.5 Tumorantigen CA 125

Ein “electro chemoluminescens immuno assay*“ (ECLIA) (Lecsys 2010, Roche Diagnostics,
Heidelberg, Deutschland) diente der Bestimmung des Tumorantigens CA 125. Es wurde nach

4stlindiger Verweilzeit aus dem Auslaufdialysat des PET bestimmt.
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2.11 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die Datenmengen der
Gruppen wurden mittels F-Test auf Normalverteilung tberpriift. Zur Berechnung der
Gruppenunterschiede wurde der Student-t-Test fiir verbundene Stichproben angewendet. Im
Falle einer nicht normal verteilten Wertemenge wurde der Wilcoxon-Rangtest angewandt. Ein
a-Fehler von < 0,05 wurde als signifikant angenommen. Die Berechnungen wurden mit dem

Programm SPSS 10.0.7 (SPSS Inc.) vorgenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Peritonealer Stofftransport

3.1.1 Eftektive Membranoberfliche - Massentransferflaichenkoeffizient

(MTAC)

Die Berechnung nach dem Modell von Popovich und Pyle zeigten im Behandlungsverlauf
einen Riickgang des MTAC von Kreatinin in der Bik./Lak. Gruppe zum Zeitpunkt t = 60 min
auf (B/L-M1gomin: 15,47 £ 5,69 ml/min versus B/L-MSgomin: 13,24 £ 4,52 ml/min / p =
0,049). Daraus resultierte nach Smonatigem Behandlungsverlauf ein gegeniiber der Laktat
Gruppe reduzierter MTAC (B/L-MSgpmin: 13,24 £ 4,52 ml/min versus L-MS5gomin: 15,01 £
4,53 / p = 0,05). Weiterhin zeigten die Berechnungen fiir die Laktat Gruppe einen in der
Frithphase der Verweilzeit (t = 60 min) hoheren MTAC als nach 4stiindiger Verweilzeit (t =
240 min) (p < 0,05). In der Bik./Lak. Gruppe war dieser Sachverhalt nur zu Beginn des

Behandlungsintervalls zu erkennen (p = 0,026).
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Abbildung 19: Darstellung des Massentransferflichenkoeffizienten fiir Kreatinin [ml/min] fiir den
Equilibrationszeitpunkt 60 Minuten nach Berechnung mit dem Modell nach Popovich und Pyle
(Mittelwerte =+ Standardabweichung).
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Die Berechnungen mit dem Modell nach Garred zeigten wiederum einen hoheren MTAC

nach 60 Minuten als nach 240 Minuten fiir die Laktat Gruppe auf (p

<0,05). Die Bik./Lak.

Gruppe wies nach 5 Monaten niedrigere 60 min-Werte als die Kontrollgruppe Laktat auf
(B/L-M5gomin: 17,44 + 4,82 ml/min versus L-M5gomin: 21,36 = 5,93 ml/min / p = 0,016). Der

im Behandlungsverlauf zu allen Zeitpunkten sichtbare Riickgang des MTAC der Bik./Lak.

Gruppe wurde fiir den Zeitpunkt t = 240 min signifikant (B/L-M1,4¢
versus B/L-MS524omin: 15,62 + 6,00 ml/min / p = 0,034).

mins 17,63 £ 6,66 ml/min
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Abbildung 20: Darstellung des Massentransferflichenkoeffizienten von Kreatinin [ml/min] fiir den

Equilibrationszeitpunkt 60 Minuten nach Berechnung mit dem vo
nach Garred (Mittelwerte + Standardabweichung).

n Krediet vereinfachten Modell
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In den Abbildung 21 und 22 (Berechnung nach Waniewski) wird im Verlauf des
Behandlungszeitraumes wihrend der Frithphase ein Anstieg des MTAC in der Laktat Gruppe
aufgezeigt (Waniewski, f = 0,3: L-M1gomin: 15,92 £ 5,07 ml/min versus L-M5¢omin: 17,49 £
5,03 ml/min / p = 0,025; Waniewski, f = 0,5: L-M1gomin: 15,11 £ 5,15 ml/min versus L-
MS6omin: 16,95 £ 5,13 ml/min / p =0,015).
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Abbildung 21 und 22: Darstellung des Massentransferflichenkoeffizienten von Kreatinin [ml/min] fiir den
Equilibrationszeitpunkt 60 Minuten nach Berechnung mit dem Modell nach
Waniewski et al. (Mittelwerte + Standardabweichung).
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Die Berechnungen des MTAC fiir Kalium zeigten dhnliche Ergebnisse wie die des Kreatinin.
Das Modell von Waniewski kann hier nicht angewendet werden, da ein benotigter Datenwert
aullerhalb des Messbereichs lag. Die unten stehende Abbildung 23 zeigt, dass der MTAC,
berechnet nach Popovich und Pyle, nach 60 Minuten unabhingig von Gruppenzugehdrigkeit
und Therapiedauer hoher lag als nach 240 Minuten (alle p < 0,02). Zudem wurde ein Anstieg
binnen 5 Monaten in der Laktat Gruppe zu den Zeitpunkten t = 60 und t = 120 min gemessen
(L-M160min: 24,30 = 3,88 ml/min versus L-MSgomin: 26,88 = 5,46 ml/min / p = 0,029; L-
M1 120min: 21,09 £ 2,92 ml/min versus L-M512omin: 23,27 + 3,98 ml/min / p = 0,01). Fiir den
60 Minuten Wert ergab sich zwischen den Gruppen ein signifikanter Unterschied nach
Smonatiger Therapie (B/L-MSgomin: 22,54 £ 5,92 ml/min versus L-MSgomin: 26,88 + 5,43
ml/min/p=0,014).
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Abbildung 23: Darstellung des Massentransferflichenkoeffizienten von Kalium [ml/min] fiir den
Equilibrationszeitpunkt 60 Minuten nach Berechnung mit dem Modell nach Popovich und Pyle
(Mittelwerte = Standardabweichung).
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Der Anstieg des MTAC fiir Kalium der Laktat Gruppe im Behandlungszeitraum war nach
Berechnung anhand des Garred-Modells bei 60 und 120 Minuten nachweisbar (L-M1gomin:
19,14 + 3,55 ml/min versus L-MSgomin: 22,05 = 5,28 ml/min / p = 0,005; L-M120min: 17,21 £
3,32 ml/min versus L-M52omin: 18,94 £+ 4,14 ml/min / p = 0,03). Fiir den 60 Minuten-Wert
(siche Abbildung 24) resultierte nach Smonatiger Therapie ein hochsignifikanter Unterschied
zur Bik./Lak. Gruppe (B/L-MSgomin: 17,35 £ 5,39 ml/min versus L-MSgomin: 22,05 + 5,28
ml/min / p = 0,006). Unterschiede des MTAC zwischen den Zeitpunkten t = 60 min und t =
240 min waren in der Kontrollgruppe Laktat nachweisbar (p < 0,05).
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Abbildung 24: Darstellung des Massentransferflichenkoeffizienten von Kalium [ml/min] fiir den
Equilibrationszeitpunkt 60 Minuten nach Berechnung mit dem von Krediet vereinfachten Modell
nach Garred (Mittelwerte + Standardabweichung).
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3.1.2  Niedermolekularer Stofftransport - D/P .4, kleiner Solute

Anhand der im PET gewonnenen Proben wurden Berechnungen des peritonealen
Stofftransportes fiir die kleinen Solute Kreatinin, Harnstoff, anorganisches Phosphat und
Kalium nach 60, 120 und 240 Minuten Verweilzeit durchgefiihrt. Signifikante Verdnderungen
der Transportraten zeigten sich insbesondere in der Frithphase der intraperitonealen

Verweildauer.

Die D/Ppio flir Kreatinin der Bik./Lak. Gruppe zum Zeitpunkt 60 Minuten zeigte im
Behandlungsverlauf eine negative Tendenz (B/L-M1ggmin: 0,31 = 0,09 versus B/L-M5gmin:
0,28 = 0,07 / p = 0,10) und wies nach Smonatigem Therapiedurchlauf einen signifikanten
Unterschied zur Laktat therapierten Kontrollgruppe auf (B/L-M5gpmin: 0,28 + 0,07 versus L-
MS6omin: 0,32 = 0,07 / p = 0,031). Diese stieg im gleichen Zeitraum von 0,30 + 0,08 auf 0,32
+ 0,07 (p = 0,026) an. In der Bik./Lak. Gruppe war der tendenzielle Riickgang der D/P o
binnen des Therapieintervalls auch nach 120 und 240 Minuten zu erkennen. Die Dialysat

/Plasma Aquilibration von Kreatinin ist in Abbildung 25 grafisch dargestellt.

Ahnlich prisentierten sich die Ergebnisse der Berechnung der D/P..;, des Harnstoffs (siche
Abbildung 26). Ein zeitlicher Riickgang zeigte sich in der Bik./Lak. Gruppe. Fiir den
Zeitpunkt 60 min wurden statistisch signifikante Werte erreicht (B/L-M1gomin: 0,50 + 0,08
versus B/L-MSgomin: 0,45 £+ 0,06 / p = 0,05). Der Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte nach 5
Monaten eine erniedrigte Transportrate (B/L-MS5gomin: 0,45 = 0,06 versus L-M5gomin: 0,50 £
0,07/ p=0,05).
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Abbildung 25: Darstellung der D/P,,;, von Kreatinin fiir den Equilibrationszeitpunkt 60 Minuten (Mittelwerte +

Standardabweichung).
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Abbildung 26: Darstellung der D/P,,;, von Harnstoff fiir den Equilibrationszeitpunkt 60 Minuten (Mittelwerte +

Standardabweichung).
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Bei Betrachtung der D/P.., des anorganischen Phosphats werden die Unterschiede der
Gruppen deutlicher. So wies die Bik./Lak. Gruppe zu Beginn der Behandlung eine im
Vergleich zur Kontrollgruppe hohere D/Pri, nach 60 Minuten (B/L-M1gpmin: 0,26 £ 0,07
versus L-MSgomin: 0,21 £ 0,10 / p = 0,046) und nach 120 Minuten auf (B/L-M12¢min: 0,40 £
0,10 versus L-M120min: 0,34 = 0,12 / p = 0,032). Im Laufe der Smonatigen Therapie zeigte
die Bik./Lak. Gruppe einen Riickgang der D/P.s, zu allen berechneten Zeitpunkten.
Signifikante Werte wurden zum Zeitpunkt 60 min erreicht (B/L-M1gomin: 0,26 £ 0,07 versus
B/L-M56omin: 0,22 = 0,09 / p = 0,030) (siche Abbildung 27). In der mit Laktat behandelten
Gruppe waren tendenziell ansteigende Werte zu verzeichnen (L-M1gomin: 0,21 £ 0,10 versus
L-M56omin: 0,25 £ 0,07 / p = 0,08; L-M1120min: 0,34 &+ 0,12 versus L-M512omin: 0,38 £ 0,08 / p
=0,05).
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Abbildung 27: Darstellung der D/P., des anorganischen Phosphates fiir den Equilibrationszeitpunkt 60
Minuten (Mittelwerte + Standardabweichung).
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Die D/P a0 des Kaliums ist in Abbildung 28 wiedergegeben. Im Laufe des Therapieintervalls
fiel die D/Py.i, der Bik./Lak. Gruppe von 0,45 + 0,08 auf 0,41 + 0,08 ab (p = 0,041). In der
Kontrollgruppe war demgegeniiber fiir den Zeitpunkt t = 60 min ein deutlicher Anstieg zu
verzeichnen (L-Mlgomin: 0,44 + 0,05 versus L-MSgomin: 0,47 = 0,07 / p = 0,021). Daraus
resultierte nach Smonatiger Therapie ein hochsignifikanter Gruppenunterschied (B/L-

MS6omin: 0,41 £ 0,08 versus L-MSgomin: 0,47 £ 0,07 / p = 0,009).

0,70

p =0,009
0165 B | |

0,60 «

0,55 -
0,50 -

0:45 7 \

0,40 -

D/P,,, Kalium

0,35

0,30
Bik./Lak. Bik./Lak. Laktat Laktat
M1 M5 M1 M5

Abbildung 28: Darstellung der D/P,,;, von Kalium fiir den Equilibrationszeitpunkt 60 Minuten (Mittelwerte +
Standardabweichung).
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3.1.3  Glucoseerhalt im Dialysat

Anderungen oder Unterschiede der peritonealen Glucoseresorption traten nur
andeutungsweise in Erscheinung. Dazu wurden die Glucosekonzentrationen verschiedener
Zeitpunkte relativ zur Ausgangskonzentration aufgetragen (siche Abbildung 29). Lediglich
der Gruppenvergleich des 15 min-Wertes nach Smonatiger Therapie erreichte das
Signifikanzniveau (B/L-M5smin: 0,86 £ 0,15 versus L-MSjsmin: 0,74 £ 0,13 / p = 0,046). Die
Glucosekonzentrationen der Laktat Gruppe zum Zeitpunkt 15 und 60 Minuten waren im
Therapieintervall tendenziell riicklaufig (n.s.) (L-M1;smin: 0,82 £ 0,14 versus L-M5smin: 0,74
+0,13/p=0,064; L-M1gomin: 0,58 = 0,16 versus L-M5gomin: 0,50 + 0,10 / p =0,109).
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Abbildung 29: Darstellung der Glucosekonzentration [mg/ml] relativ zur Ausgangskonzentration (Mittelwerte +
Standardabweichung).
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3.2 Fliissigkeitskinetik

3.2.1 Intraperitoneales Volumen (IPV), effektive Ultrafiltration (EUF) und
transkapilldre Ultrafiltration (TCUF)

Die Parameter der Fliissigkeitskinetik wurden ebenfalls fiir die Zeitpunkte 60, 120, 240
Minuten anhand der PET-Proben errechnet. Fiir das intraperitoneale Volumen (IPV), die
effektive (EUF) und transkapillire Ultrafiltration (TCUF) konnten keine signifikanten
Unterschiede sowohl im Gruppenvergleich als auch in der zeitlichen Entwicklung des
Behandlungszeitraumes nachgewiesen werden. Die Messwerte sind in der Abbildung 30,

Abbildung 31 und Abbildung 32 grafisch aufgetragen.
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Abbildung 30: Darstellung des intraperitonealen Volumens wéhrend des 4stiindigen PET (Mittelwert +
Standardabweichung).
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Abbildung 31: Darstellung der transkapilldren Ultrafiltration wéhrend des 4stiindigen PET-Test (Mittelwert +
Standardabweichung).
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Abbildung 32: Darstellung der effektiven Ultrafiltration wéhrend des 4stiindigen PET (Mittelwert +
Standardabweichung).

71



Ergebnisse

3.2.2 Aquaporin vermittelter freier Wassertransport (FWT)

Es konnten deutliche gruppeniibergreifende Transportdifferenzen festgestellt werden. Bereits
4 Wochen nach Beginn der Therapie mit dem entsprechenden Dialysat wiesen die Bik./Lak.
behandelten Patienten eine im Vergleich zur Kontrollgruppe reduzierte Transportmenge
innerhalb der ersten 60 Minuten auf (B/L-M1ggpmin: 131 = 52 ml versus L-M1ggmin: 168 + 49
ml / p = 0,05). Nach 5 Monaten Therapie war dieser Unterschied hochsignifikant (B/L-
MS6omin: 120 = 41 ml versus L-M5gomin: 176 = 52 ml / p = 0,004) und auch nach 120 Minuten
intraperitonealer Verweilzeit nachweisbar (B/L-MSq20min: 185 £ 66 ml versus L-MS;2omin:
242 + 81 ml/p=0,021) (siche Abbildung 33).
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Abbildung 33: Darstellung des Aquaporin vermittelten freien Wassertransportes nach 60 Minuten
intraperitonealer Verweilzeit (Mittelwert + Standardabweichung).
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3.2.3 Lymphatische Absorption (LA)

Die effektive lymphatische Absorptionsrate (ELAR), grafisch dargestellt in Abbildung 34,
war nicht konstant. Es zeigte sich ein von Puffersubstanz und Therapiedauer unabhingiger
Riickgang der ELAR binnen der 4stiindigen Verweilzeit der PET-Testlosung. Der Vergleich
von Beginn und Ende des Behandlungsintervalls zeigte in beiden Gruppen einen tendenziellen
Anstieg der ELAR an. Signifikante Werte wurden nicht erreicht. Keine Unterschiede lieBen

sich im Gruppenvergleich ermitteln.
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Abbildung 34: Darstellung der effektiven lymphatischen Absorptionsrate wahrend des 4stiindigen PET-Test
(Mittelwert = Standardabweichung).

3.2.4 Residualvolumen (RV)

Das Residualvolumen nach Auslauf des PET-Testbeutels betrug durchschnittlich 244 + 96 ml
(n = 48). Beide Gruppen wiesen nach 1 und 5 Monaten keine signifikanten Unterschiede auf
(B/L-M1: 190 £+ 81 ml versus L-M1: 209 + 86 ml; B/L-M5: 234 + 87 ml versus L-MS5: 264
+ 121 ml).
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3.3 Fliissigkeitshaushalt und Ultrafiltrationsprofil

3.3.1 Restdiurese

Die renale Restausscheidung war in beiden Gruppen im Behandlungszeitraum tendenziell
rickldufig. Signifikante Differenzen zwischen den Gruppen ergaben sich nicht. Die

Abbildung 35 zeigt die Mittelwerte der einzelnen Gruppen und deren Standardabweichung.
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Abbildung 35: Darstellung der Restdiurese iiber 24 Stunden (Mittelwert + Standardabweichung).
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3.3.2  Glucosebelastung

Die binnen 24 Stunden vom Patienten zugefiihrte Glucosemenge wurde anhand der
Cyclerprotokolle erhoben. In der Abbildung 36 ist eine geringfiigig hohere Glucosebelastung
in der Laktat Kontrollgruppe zu erkennen. Die Differenz zur Bik./Lak. Gruppe ist jedoch bei
weitem nicht signifikant. Demnach ist der Glucosebedarf in beiden Gruppen als identisch zu

werten.
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Abbildung 36: Darstellung der Glucosebelastung iiber 24 Stunden (Mittelwert + Standardabweichung; n = 11).
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3.3.3 24 Stunden Ultrafiltration

Unmittelbar zu Beginn der Therapie (innerhalb der ersten Woche) bestand in der Bik./Lak.
Gruppe eine im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich reduzierte Ultrafiltrationsleistung liber
24 Stunden (B/L-M0: 152 + 650 ml versus L-M0: 716 + 775 ml / p = 0,036). Nach bereits 4
Wochen Therapie war dieser Unterschied nicht mehr nachweisbar (B/L-M1: 335 + 639 ml
versus L-M1: 527 + 759 ml). Wéhrend der leicht konkave Kurvenverlauf der Laktat Gruppe
keine statistisch signifikanten Anderungen aufweist, zeigt die Kurve der Bik./Lak.
behandelten Patienten einen stetigen Aufwirtstrend (B/L-M0: 152 + 650 ml versus B/L-MS:
786 = 927 ml / p = 0,017). Nach 3monatiger Therapie wiesen beide Gruppen eine nahezu
identische UF-Leistung auf (siche Abbildung 37).
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Abbildung 37: Darstellung der Ultrafiltration {iber 24 Stunden (Mittelwert = Standardabweichung; n = 11)
(B/L-MO0 versus L-M0: p = 0,036 ; B/L-MO0 versus B/L-M5: p=0,017).
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3.3.4 Ultrafiltration am Cycler

Ein Vergleich der Abbildung 37 und Abbildung 38 zeigt einen dhnlichen Verlauf der UF-
Kurven der 24 Stunden-UF und derer tiber Nacht am Cycler. So war auch wihrend der
nichtlichen Cyclertherapie die reduzierte Ultrafiltrationsleistung der Bik./Lak. Gruppe zu
Beginn der Therapie nachzuweisen. (B/L-MO0: 521 + 383 ml versus L-MO0: 972 + 554 ml / p =
0,007). Die Differenz nach 4wochiger Therapie war bereits nicht mehr signifikant (p = 0,14),
und nach 3 Monaten wiesen beide Gruppen identische Ultrafiltrationsvolumina auf. In der
Bik./Lak. Gruppe war im Therapieintervall ein signifikanter UF-Anstieg zu verzeichnen (B/L-

MO: 521 + 383 ml versus B/L-MS5: 968 + 649 ml /p =0,011).
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Abbildung 38: Darstellung der Ultrafiltration am Cycler (Mittelwert + Standardabweichung; n = 11)
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3.4 Siaure-Base Haushalt

34.1

Blutgasanalyse

Die Tabelle 7 zeigt die Messdaten der vends gewonnenen Blutgasanalyse. Signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen ergaben sich nicht.

Tabelle 7: Ergebnisse der Blutgasanalyse (Mittelwerte + Standardabweichung)

Bik./Lak. Bik./Lak. Laktat Laktat
M1 M5 M1 M5

pH 7,39 + 0,04 738 + 0,03 7.39 + 0,03 738+ 0,03

p CO2 [mmHg]  49,33+563  51,10+585  48,15+5,00 48,99 +3,72

HCO;[mmol/l]  29,08+2.83  30,05+£2,73  28,12+2,06  2821+3,02

SBC [mmol/1] 26,53+2,19  27,08+2,18  2561+143 2583 +2,58

SBE [mmol/1] 434+2,72 524 +261 344+ 1,94 3,69 £ 2,95
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3.5 Dialyseeffektivitit

Die Dialyseeffektivitit wurde anhand der wochentlichen Kreatininclearance (Cwkye,), des
Kt/V und der “normalized protein catabolic rate* (nPCR) ermittelt (siche Abbildung 39,
Abbildung 40 und Abbildung 41). Auffillige Unterschiede beider Behandlungsgruppen waren
nicht zu eruieren. Uber den angegebenen Zeitraum war mit beiden Dialysaten und unter
identischem Therapieregime eine gleichwertige Dialyseeffektivitit zu erreichen.

Die wochentliche Kreatininclearance war in beiden Gruppen in gleichem Mafle tendenziell
riickldufig (n.s.). Die auf das Verteilungsvolumen bezogene Harnstoffelimination (Kt/V) blieb
im Therapieintervall sowohl in der Bik./Lak. als auch in der Laktat Gruppe konstant {iber 3,0
(DOQI-Richtwert: > 2,1). Der Vergleich der “normalized protein catabolic rate® (nPCR)

zeigte keine signifikanten Unterschiede im Gruppenvergleich und im zeitlichen Verlauf.

CWkrea. [1/ Woche]

Bik./Lak. Bik./Lak. Laktat Laktat
M1 MS M1 M5

Abbildung 39: Darstellung der wdchentlichen Kreatininclearance (renal und peritoneal) (Mittelwert +
Standardabweichung).
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Kt/V

Bik./Lak.

M1

Bik./Lak. Laktat Laktat
M5 M1 MS5

Abbildung 40: Darstellung des Kt/V (Mittelwert + Standardabweichung).
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Abbildung 41: Darstellung der “normalized protein catabolic rate* (Mittelwert + Standardabweichung).
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3.6 Biokompatibilitit und peritoneale Inmunabwehr

3.6.1 pH Bestimmung im Dialysat

Mit der pH-Elektrode wurden die Dialysatproben des PET nach 12stiindiger Equilibration bei
37 °C und 5 % CO; untersucht. Auf den 240 min Wert wurde unter Annahme der bis dahin
vollstindigen intraperitonealen Equilibration auch des Laktat gepufferten Dialysates
verzichtet. Wiedergegeben sind die Mittelwerte der Messungen zu Beginn und am Ende des
Smonatigen Behandlungsintervalls fiir die Gruppen Bik./Lak. (n = 12) und Laktat (n = 12).
Dabei zeigte sich fir das Laktat gepufferte Dialysat in den ersten 60 Minuten der
intraperitonealen Verweilzeit eine Anhebung des Ausgangs-pH von 5,1 auf ein nahezu
physiologisches Niveau mit einem pH von 7,34 + 0,17. Nach 120 Minuten lag der pH nahezu
unverdndert bei 7,38 + 0,19. Das Bikarbonat/Laktat gepufferte Dialysat stieg binnen einer
Stunde von seinem Ausgangswert (pH = 7,60) auf 7,87 £ 0,19 an (p < 0,01). Innerhalb der
weiteren Stunde tendierte der pH wieder gegen den Ausgangswert und wurde mit 7,78 + 0,36
bestimmt. Die pH Werte des Bik./Lak. und Laktat gepufferten Dialysates waren zu allen

gemessenen Zeitpunkten mit p < 0,01 hoch signifikant.

8,5

pH im Dialysat

o Bik./Lak.
o Laktat

0 min 15 min 60 min 120
min

Abbildung 42: Darstellung der pH-Equilibrierung im Dialysat des PET-Testbeutels in den ersten 2 Stunden
(Mittelwert &+ Standartabweichung) * =p < 0,01.
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3.6.2 Isolation der peritonealen Makrophagen

Mit der in Kapitel 2.10.2 beschriebenen Methode konnten nach Auszdhlung mit der
Neubauer-Zahlkammer durchschnittlich 9,66 + 7,61 (n = 48) Millionen Zellen aus einem
Auslaufbeutel isoliert werden. Wurde die fiir alle Versuche benétigte Mindestmenge von 3,5
Millionen Zellen nicht erreicht, wurde der Patient einige Tage spiter erneut einbestellt und
eine weitere Isolation vorgenommen. Die Abbildung 43 zeigt die Zellverteilung in den
einzelnen Gruppen. Die grofite Differenz zeigte sich zwischen den Gruppen Bik./Lak. und
Laktat zu Beginn der Applikationsphase (B/L-M1: 12,35 + 9,98 Mill. Zellen versus L-M1:
7,39 + 5,53 Mill. Zellen / p = 0,102). Nach 5 Monaten hatten sich die Werte nicht deutlich
verandert (B/L-M5: 11,00 = 9,89 Mill. Zellen versus L-MS: 7,90 + 6,23 Mill. Zellen / p =
0,211). Die Mittelwerte aus M 1 und M 5 beider Gruppen Bik./Lak. erreichten statistisch
signifikante Werte (B/L-M1,5: 11,67 + 9,74 Mill. Zellen versus L-M1,5: 7,65 + 5,54 Mill.
Zellen/p =0,041).

()
<

Anzahl der isolierten Zellen [Mill.]

Bik./Lak. Bik./Lak. Laktat Laktat Bik./Lak. Laktat
M1 M5 M1 M5 M1/5 M1/5

Abbildung 43: Anzahl der aus den gebrauchten Dialysaten mit 6stiindiger intraperitonealer Verweilzeit
isolierten Zellen. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung der Gruppen
Bik./Lak. und Laktat nach 1 und 5 Monaten Therapiezeit und deren Durchschnittswert iiber
diesen Zeitraum.

Die anhand des Trypan-Blau-Test ermittelte Zellvitalitit betrug 96,7 £ 2,3 % (n = 48).

Unterschiede zwischen den Gruppen gab es nicht.
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3.6.3 Phagozytose-Assay

Zu Beginn der Applikationsphase (Monat 1) wiesen die PM® beider Gruppen eine dhnliche
Phagozytoseaktivitdt (B/L-M1: 14 £ 9 % versus L-M1: 17 + 11 %) auf. Im zeitlichen Verlauf
blieb diese in der Laktat Gruppe anndhernd konstant (L-MS5: 15 + 7 %). Der Anteil der
phagozytierenden PM® stieg in der Bik./Lak. Gruppe binnen 5 Monaten von 14 + 9 % auf 25
+ 10 % an (p = 0,001). Im Vergleich zur Laktat Gruppe ergab sich daraus eine erhdhte
Phagozytoseaktivitit (B/L-MS: 25 + 10 % versus L-MS5: 15 £ 7 % / p = 0,013) (siche
Abbildung 44).
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Anteil der PM® mit einem oder mehr
phagozytierten STZ-Partikel

0%

Bik./Lak. Bik./Lak. Laktat Laktat
M1 MS M1 M5

Abbildung 44: Dargestellt ist der prozentuale Anteil von 2 mal 200 lichtmikroskopisch ausgezihlten PM®, die
nach 30miniitiger Inkubation mit STZ ein oder mehrere Partikel phagozytiert haben (Mittelwerte
+ Standardabweichung).
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3.6.4 Chemolumineszens-Assay

Die anhand der Luminol induzierten Chemolumineszens gemessene Aktivitit des respiratory
burst war zwischen den Gruppen sowohl zu Beginn als auch am Ende des
Applikationszeitraums praktisch identisch (B/L-M1: 189 + 126 versus L-M1: 171 + 102;
B/L-M5: 158 + 102 versus L-M5: 131 + 89). Zeitliche Verdnderungen innerhalb des
Smonatigen Intervalls waren allenfalls tendenziell auszumachen (sieche Abbildung 45). Der
zeitliche Vergleich aller Patienten (n = 12) ungeachtet der Gruppenzugehdrigkeit, iiber den
10monatigen Zeitraum der ersten zur letzten Untersuchung zeigte eine tendenzielle, nicht

signifikante Abnahme des respiratory burst (U1: 211 + 125 versus U4: 135 + 81 / p=0,086).
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Abbildung 45: Darstellung des respiratory burst, ermittelt aus der Differenz der AUC von stimulierten und nicht
stimulierten PM® (Mittelwert + Standardabweichung).
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3.6.5 Vitalitidt der humanen Blutmonozyten

Die Vitalitdit der humanen Blutmonozyten nach 60miniitiger Inkubation mit Dialysaten
unterschiedlich langer intraperitonealer Verweilzeit ist in Abbildung 46 wiedergegeben. Als
Referenz dienten Ansdtze mit dem Zellkulturmedium RPMI 1640 (inkl. Zusitze), denen
Dextran und Glucose zugesetzt worden ist. Deren Zellvitalitit wurde als 100 % vital
festgesetzt. Die Vitalitdt der mit Bik./Lak. und Laktat gepuffertem frischem Dialysat (0 min)
inkubierten Zellen war gegeniiber dem Kontrollmedium reduziert (Bik./Lak. versus RPMI
1640 plus Dextran und Glucose: 47,8 = 6,1 % / p < 0,01; Lak. versus RPMI 1640 plus
Dextran und Glucose: 19,5 £4,4 / p <0,01). Dabei zeigte sich eine um 59 + 4,8 % reduzierte
Zellvitalitat der mit Laktat gepuffertem Dialysat behandelten Monozyten gegeniiber den mit
Bik./Lak.- Dialysat inkubierten Zellen (p < 0,01). Keine Vitalititsunterschiede sowohl
gegeniiber dem Kontrollmedium als auch zwischen den Dialysaten selbst, zeigten die Zellen

nach Inkubation mit equilibrierten Dialysaten (t = 60 Minuten und t = 240 Minuten).
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Abbildung 46: Zellvitalitdit der humanen Blutmonozyten nach 60Ominiitiger Inkubation mit Dialysaten
unterschiedlicher intraperitonealer Equilibrationszeiten (Mittelwert = Standardabweichung, n =
12).
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3.6.6  LPS stimulierte Zytokinsekretion (IL-6) der humanen Blutmonozyten

Gegeniiber dem Kontrollmedium waren alle mit Dialysat inkubierten Zellen in ihrer
unstimulierten und stimulierten Sekretionsleistung suppremiert (p < 0,01). Die IL-6
Konzentrationen des mit frischem Laktat gepufferten Dialysat behandelten Zellen lagen
unterhalb der Nachweisgrenze des ELISA. Die mit 60 Minuten intraperitoneal equilibriertem
Bikarbonat/Laktat Dialysat inkubierten Zellen produzierten unstimuliert und stimuliert
signifikant niedrigere IL-6 Mengen als die mit Laktat Dialysat derselben Equilibrationszeit
inkubierten Zellen (unstim.-B/L-gomin: 1717 £ 543 pg/ml versus unstim.-L-gomin: 2029 £ 572
pg/ml/p=0,01; stim.-B/L-gpmin: 4916 + 1865 pg/ml versus stim.-L-gpmin: 5742 + 1835 pg/ml
/ p = 0,043). Zudem war die basale IL-6 Konzentration im Uberstand bei Inkubation mit 60
Minuten equilibriertem Bikarbonat/Laktat Dialysat geringer als bei Inkubation mit gleichem
Dialysat nach 240 intraperitonealer Verweildauer (unstim.-B/L-gomin: 1717 £ 543 pg/ml
versus unstim.-B/L-gomin: 2357 + 675 pg/ml/ p <0,01).

IL-6 im Dialysat [pg/ml]

Bik./Lak. Laktat 0 Bik./Lak. Laktat Bik./Lak. Laktat RPMI
0 min min 60 min 60 min 240 min 240 min +D+G

M keine Stimulation O Stimulation mit LPS

Abbildung 47: IL-6 Konzentration im Kulturiiberstand nach 60miniitiger Inkubation der Zellen mit Dialysaten
und Medium und anschlieBender 18stiindiger Groth Arrest Phase ohne und mit LPS Stimulation.
(Mittelwert + Standardabweichung, n = 12, Dialysat 0 min und RPMI+ Dextran und Glucose
n=4)
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3.6.7 Interleukin 6 im Dialysat

Die Konzentration des Inflammationsparameters Interleukin 6 (IL-6) wurde im
Auslaufdialysat des “last bag® mit 6stiindiger Verweilzeit (n = 12) und aus den
Dialysatproben des PET nach 15, 120 und 240 Minuten bestimmt (n = 11).

Die Messwerte des PET sind in Abbildung 48 graphisch dargestellt. In der Laktat Gruppe
waren zu den verschiedenen Abnahmezeiten durchweg hohere Werte zu messen als in der
Bik./Lak. Gruppe. Diese Differenzen waren nach Smonatiger Therapiedauer signifikant (B/L-
MS5i5min: 0,33 £ 0,41 pg/ml versus L-MS5ismin: 2,39 + 2,80 pg/ml / p = 0,041; B/L-M5120min:
3,65 £ 2,26 pg/ml versus L-M5;2omin: 10,76 + 5,80 pg/ml / p = 0,002; B/L-M5240min: 11,52 £
7,83 pg/ml versus L-M54omin: 23,28 £ 15,37 pg/ml / p = 0,032). In der Bik./Lak. Gruppe
waren die IL-6 Werte im Therapieverlauf tendenziell riicklaufig. Fiir den Zeitpunkt t = 240
Minuten wurde dieser Unterschied signifikant B/L-M124gmin: 0,59 £ 0,66 pg/ml versus B/L-
MS240min: 0,33 £ 0,41 pg/ml / p = 0,05). In der Laktat Gruppe wurden binnen 5 Monaten

tendenziell ansteigende Werte verzeichnet (n.s.).

45 - E 15 min
E 120 min
240 min

IL-6 Konzentration im Dialysat [pg / ml]

Bik./Lak. M 1 Bik./Lak. M 5 Laktat M 1 Laktat M 5

Abbildung 48: IL-6-Konzentration im Dialysat eines 3,86 % Glucosebeutels nach 15, 120 und 240 Minuten
Verweilzeit (Mittelwert = Standardabweichung; n = 11).
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Deutliche Unterschiede wiesen auch die IL-6 Konzentrationen im niedrigosmolaren “last bag™
auf. Bereits nach 4wochiger Therapie waren in der Laktat Gruppe signifikant hohere
Konzentrationen nachzuweisen (B/L-M1: 22,4 + 16,5 pg/ml versus L-M1: 33,2 + 21,6 pg/ml
/ p =0,04). Wihrend des Therapieintervalls erhohte sich diese von 32,2 + 21,6 auf 41,2 + 21,3
(p* = 0,05). Die Bik./Lak. Gruppe blieb indes stabil. Es wurde hier nach 5 Monaten eine nur
etwa halb so grofle IL-6 Menge wie in der Laktat Gruppe gemessen (B/L-M5: 22,8 + 15,0
pg/ml versus L-MS5: 41,2 + 21,3 pg/ml / p = 0,017). Die Verhiltnisse sind in Abbildung 49

wiedergegeben.
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Abbildung 49: IL-6-Konzentration im  Auslaufdialysat des 6  Stunden-Beutels (Mittelwert =+
Standardabweichung) * = Wilcoxon-Test.
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3.6.8 Interleukin 6 im Serum

Wie aus Abbildung 50 ersichtlich wird, zeigte die IL-6 Konzentration im Serum eine hohe

interindividuelle Variabilitit. Signifikante Gruppenunterschiede waren nicht zu verzeichnen.

Unter Verwendung des Wilcoxon-Tests wurde die Konzentrationsabnahme in der Bik./Lak.

Gruppe hoch signifikant (B/L-M1: 41,8 + 72,0 pg/ml versus B/L-MS5: 30,0 + 56,2 pg/ml / p*

=0,009).
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Abbildung 50: Darstellung der IL-6 —Konzentration im Serum (Mittelwert + Standardabweichung).

* = Wilcoxon-Test.
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3.6.9 Tumorantigen CA 125 im Dialysat

Der Mesothelzellmarker CA 125 wurde im Auslaufdialysat des PET nach 4stiindiger
Verweilzeit gemessen. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen konnten nach einem
und 5 Therapiemonaten gemessen werden (B/L-M1: 14,5 + 4,9 U/ml versus L-M1: 10,8 +
3,8 U/ml / p < 0,05), (B/L-MS5: 13,3 + 5,0 U/ml versus L-M5: 9,6 + 4,8 U/ml / p < 0,05)
(siche Abbildung 51).

fffffffffff I

CA 125 im Dialysat [U/L]

Bik./Lak. Bik./Lak. Laktat Laktat
M1 M5 M1 M5

Abbildung 51: Darstellung der CA 125 Konzentration im Dialysat (Mittelwert = Standardabweichung).
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3.6.10 Transforming groth factor-f1 im Dialysat

Nahezu gleiche Konzentrationen an TGFI-f konnten im Dialysat der Patienten beider

Behandlungsgruppen nachgewiesen werden. Die Werte zeigten auch im zeitlichen Vergleich

keine Anderungen (siehe Abbildung 52).
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Abbildung 52: Darstellung der TGF-B1 —Konzentration im Dialysat (Mittelwert = Standardabweichung).
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3.6.11 Advanced glycosylated end-products (AGEs) im Dialysat

Nach 4wochiger Therapie konnte kein Unterschied der AGEs Konzentration beider Gruppen
gezeigt werden (siche Abbildung 53). Nach 5 Monaten waren in der Bik./Lak. Gruppe
tendenziell weniger AGEs vorhanden als zu Beginn der Therapie (B/L-M1: 1,79 = 0,19 pg/ml
versus B/L-MS: 1,68 + 0,12 pg/ml / p = n.s.). Im Vergleich zur Kontrollgruppe Laktat, deren
Werte konstant blieben, war die Konzentration zu diesem Zeitpunkt erniedrigt (B/L-MS: 1,68
+ 0,12 pg/ml versus L-M5: 1,80 + 0,10 pg/ml / p = 0,01).
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Abbildung 53: Darstellung der “AGEs* Konzentration im Dialysat (Mittelwert + Standardabweichung).
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3.6.12 Aquaporin-1 im Dialysat

In der Laktat Gruppe zeigte sich im Therapieverlauf kein Unterschied der Aquaporin-1
Konzentration. Die Bik./Lak. Gruppe wies einen signifikanten Riickgang auf (B/L-M1: 3024
+ 1055 pmol/I versus B/L-M5: 2151 + 1343 pmol/l / p = 0,039).
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Abbildung 54: Darstellung der Aquaporin-1 Konzentration im Dialysat (Mittelwert + Standardabweichung).
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3.6.13 C-reaktives Protein (CRP) im Dialysat

Die im Routinelabor ermittelten Werte lagen hdufig unterhalb der Nachweisgrenze von 0,3
U/L. Aufgrund dessen wurde die Bestimmung des Mikro-CRP mittels ELISA durchgefiihrt.
Deutlich wurde die hohe Varianz der Patientenwerte. Signifikante Unterschiede waren nicht

zu ermitteln. Die Abbildung 55 zeigt die im ELISA ermittelten Werte des Mikro-CRP.
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Abbildung 55: Darstellung der Mikro-CRP Konzentration im Dialysat (Mittelwert + Standardabweichung).
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3.6.14 Einlaufschmerzen

Zur Darstellung der Schmerzintensitdt bei vorkommenden Einlaufschmerzen wurde die im
Fragebogen verwendete Ordinalskala in Zahlenwerte iibertragen. Als Basis diente die
Gewichtung der Schmerzintensitdt vor Beginn der Studie. Die Patienten gaben an, unter
Therapie mit der Bikarbonat/Laktat gepufferten Losung weniger Schmerzen bei Einlauf des
Dialysates zu empfinden (Basis: 1,25 + 1,53 versus B/L: 0,46 + 0,93 versus L: 1,67 + 1,70;
B/L versus L p = 0,05). Vier der 12 gewerteten Patienten gaben an, wahrend der Behandlung
mit beiden Dialysaten génzlich schmerzfrei zu sein. Infolge stirkster Schmerzzustinde nach
Wechsel auf das Laktat gepufferte Dialysat brach eine Patientin die Studie vorzeitig ab. Diese
Patientin hatte nur einige Tage nach Katheteranlage unter méBig starken Schmerzen mit einer
konventionellen Losung dialysiert und wurde sodann in die Bikarbonat/Laktat-Gruppe

randomisiert.

4 p =0,05

Schmerzintensitit

Basis Bik./Lak. Laktat

Abbildung 56: Darstellung der Schmerzintensitét bei Dialysateinlauf (Mittelwert + Standardabweichung).
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4 Diskussion

4.1 Methodische Aspekte

Bezogen auf den peritonealen Transport ist der wichtigste Unterschied zwischen CAPD und
APD die unterschiedlich lange intraperitoneale Verweilzeit der Dialysatfliissigkeit. Da der
initial saure pH einer 40 mmol Laktat gepufferten Losung nach der Instillation binnen 30 bis
60 Minuten vollstindig equilibriert (siche Ergebnisteil Kapitel 3.6.1) [133], werden pH
abhédngige Alterationen nur in der Frithphase eines Zyklus manifest. Wahrend unter CAPD
diese Phase etwa 20 % der gesamten intraperitonealen Kontaktzeit entspricht, sind es bei der
APD mit ihren kurzen Verweilzeiten nahezu 100 %. Betrachtet man die Instillation von
frischem sauerem Dialysat von physiologischer Seite, so erscheinen eine initiale
Vasodilatation und eine chronische Hyperkapillarisierung als logisch. Dies konnte zu einem
Anstieg der peritonealen Oberfliche und der Permeabilitdt fithren. Auswirkungen auf den
peritonealen Stoff- und Fliissigkeitstransport wéaren dadurch denkbar. Bei Verwendung eines
neutral gepufferten Dialysates miissten demgegeniiber abweichende Transportcharakteristika,
insbesondere in der Frithphase eines Zyklus, zu erheben sein. Klinische Relevanz erlangen
derartige Unterschiede systembedingt sicherlich zuerst bei Patienten an der APD.

Die APD schien uns daher als Therapieregime nicht nur besonders geeignet zu sein den
Einfluss einer neutralen Losung auf die peritonealen Transporteigenschaften zu untersuchen,
wir sehen insbesondere hier die Notwendigkeit, Erkenntnisse {iber die Transporteigenschaften
des Peritoneums unter Einsatz von neutralen Losungen zu sammeln. Bisher existieren keine
Daten beziiglich des peritonealen Transports mit neutralen, Bikarbonat/Laktat gepufferten
Dialysaten an der APD. Bisherige klinische Ergebnisse entstammen aus Untersuchungen an
CAPD-Patienten.

Diese Arbeit stellt auch die erste systematische Langzeitanwendung einer neutralen

Bikarbonat/Laktat gepufferten Dialyselosung an der APD dar.

Weiterhin sollten eventuelle Vorteile der neutral gepufferten Losung in punkto
Biokompatibilitdt und peritoneale Immunabwehr untersucht werden. Die in Zellkultur und

Tierversuchen ermittelten Vorteile einer neutralen gegeniiber einer sauren Losung sollten

96



Diskussion

aufgrund der oben erlduterten Expositionscharakteristiken von CAPD und APD insbesondere

hier entscheidend sein.

Das verwendete “Cross-over Studiendesign erlaubt sowohl die intra- als auch die inter
individuelle Datenauswertung, zudem vermindert es den Reihenfolgeeffekt bei der
Auswertung gepaarter Stichproben. Ein Applikationszeitraum von 6 Monaten bei einem
Untersuchungsintervall von 5 Monaten erschien uns als ausreichend lang, um mittel- bis
langfristige Anderungen beziiglich der Fragestellungen zu erfassen. Ein sich dieser Studie
unmittelbar anschliefendes “Follow-Up* soll die Langzeitauswirkungen des Bik./Lak.
Dialysates tliber einen Zeitraum von 2 Jahren intensiver beleuchten.

Beziiglich Studiendesign und Fragestellung sind bis dato keine vergleichbaren Arbeiten mit

Bikarbonat/Laktat gepufferten Dialysaten verdffentlicht worden.

Zur Bestimmung der peritonealen Transporteigenschaften setzten wir einen Peritonealen
Equilibrationstest (PET) ein. Dies ist eine weit verbreitete Methode die individuellen
Eigenschaften des Peritoneums als Dialysemembran zu quantifizieren. Der Zusatz des
Volumenindikators Dextran 70 ermdglicht die detaillierte  Bestimmung  des
Fliissigkeitstransports [83]. Dextran 70 zeigt keine Auswirkungen auf den peritonealen
Transport, Nebenwirkungen nach intraperitonealer Injektion sind nicht bekannt. Dennoch
wurde den Patienten zur Privention moglicher allergischer oder anaphylaktischer Reaktionen
auf das Dextran, vor Instillation des Testbeutels 20 ml eines niedermolekulares Dextran 1
(Promit; Pharmalink AB) intravends appliziert [128]. Radioaktiv markierte Makromolekiile
wie C'"-Dextran oder Jod"' markiertes Albumin sind weitere nutzbare Volumenmarker,
bergen jedoch den Nachteil der Strahlenbelastung und der aufwendigen Anwendung.
Autologes Himoglobin ist aufwendig und teuer in der Herstellung. Heute wird der PET, so
wie auch hier, zumeist mit 3,86 %igem Glucose Dialysat durchgefiihrt. Anhand des so besser
messbaren  Natriumsiebeffektes kann der Aquaporin-1  vermittelte transzellulédre
Wassertransport genauer bestimmt werden als mit niedriger Glucosekonzentration [80]. Die
tiber einen Zeitraum von 4 Stunden in enger Abfolge asservierten Proben erlaubten die
detaillierte Berechnung des peritonealen Transportes, auch in der fiir die APD wichtigen
frithen Equilibrationsphase.

Auf Grundlage der CANUSA Studie wurden die “DOQI-Guidelines®, die Amerikanischen
Richtlinien der addquaten Dialyse entwickelt [1]. Sie waren in dieser Arbeit Einschluss- und

Bewertungsmalstab der Dialyseeffektivitit.
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Anhand verschiedener Kulturversuche und der Betrachtung geeigneter Markersubstanzen
wurde die Biokompatibilitdt der eingesetzten Dialysate anhand der Vitalitdt und einiger
Zellfunktionen von isolierten peritonealen Makrophagen und humanen Blutmonozyten
bestimmt. Dies ist zuldssig, da die Biokompatibilitdt der PD- Losungen anhand der Integritdt
des peritonealen Abwehrmechanismus definiert wird (siehe Kapitel 1.5 und Kapitel 1.6).
Topley fasste in seinem Artikel ,, What is the ideal technique for testing the biocompatibility
of peritoneal dialysis solutions?* die zur Biokompatibilititstestung eingesetzten Verfahren
zusammen [148]. Er unterscheidet in vitro Versuche, bei denen die zur Testung bendtigten
Zellen lediglich vom Patienten gewonnen werden und die Dialysatexposition und Stimulation
in der Kultur erfolgt, von in/ex vivo Ansétzen. Bei dieser Art des Versuchsaufbaus dient die in
vivo Exposition der Zellen mit dem Dialysat bereits der Abdnderung der Zellfunktionen. Die
sich anschlieBende ex vivo Stimulation dient der Quantifizierung der Zellfunktionen.
Zellvitalitat, Chemotaxis, “respiratory burst*, Phagozytoseaktivitit, bakterizide Funktionen,
Zytokinsekretion oder Integrinexpression sind von mononukledren Zellen und Makrophagen
zu bestimmende Parameter. Zusdtzlich konnen die Sekretionseigenschaften von peritonealen
Mesothelzellen, Fibroblasten und Makrophagen als direkte in vivo Parameter herangezogen
werden. Von vielen Seiten ist berechtigte Kritik an den zumeist statischen in vitro Test-
Designs erhoben worden [8] [69] [148]. Herrscht der einheitliche Konsens, die kommerziellen
Laktat gepufferten Dialysate seien aufgrund ihrer Inhaltsstoffe in hohem Malle
unphysiologisch und bioinkompatibel [98] (siche Kapitel 1.7), so wurde doch beméngelt, die
anhand solcher Tests ermittelten negativen Einfliisse zu iiberschitzen. Die ausschlieBliche
Exposition der Zellen zu frischem, ungebrauchtem Dialysat spiegelt eben kaum die in vivo
herrschenden Bedingungen wieder, in denen es zu einer stetigen Equilibration der Losungen
und damit zur Reduktion der schiddigenden/toxischen Einfliisse kommt [8].

Holmes beschrieb 1993 das “coincubation®- und das “preincubation design® zur Testung der
Biokompatibilitit. Bei dem “coincubation design® werden die zu bestimmenden Parameter
direkt in oder nach Anwesenheit der Testlosung bestimmt. Das “preincubation design® war
ein erster Schritt, die in vivo Verhéltnisse zu simulieren. Nach Inkubation der Zellkultur mit
der Testlosung schlieit sich eine Erholungsphase mit Nahrmedium an. Erst dann erfolgt die
Messung der Zellfunktionen [57]. Wir griffen die in den letzten Jahren gesammelten
Erkenntnisse auf und setzten unterschiedliche Messverfahren und Tests bei der

Biokompatibilitdtsmessung ein.
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Das in Kapitel 2.10.2 beschriebene Isolationsverfahren fiir PM® ermoglichte infolge der
Temperatursenkung die schonende Gewinnung einer fiir die ex vivo Versuche ausreichenden
Anzahl an Zellen. Die Zellvitalitit, gemessen mit dem Trypan-Blau-Test, lag in beiden
Gruppen bei iiber 96 %. Ahnliche Werte beziiglich gewonnener Zellzahl und Zellvitalitit
wurden auch von anderen Arbeitsgruppen angegeben [28] [150]. Anhand der Peroxidase-
Féarbung konnten in einem anderen Projekt unserer Arbeitsgruppe 93 % der so isolierten
Zellen als mononukledre Zellen identifiziert werden [127]. Jones et al. berichteten erst
kiirzlich, sie erzielten mit eben diesem Verfahren nach der anschlieBenden Inkubationsphase

und dem Waschvorgang eine Reinheit der PM® von mehr als 95 % [67].

Die Eigenschaft der PM®, insbesondere nach bakterieller Stimulation deutlich messbare
Mengen an Zytokinen, darunter TNF-o0, IL-1 und IL-6, zu sezernieren, wurde bereits von
zahlreichen Arbeitsgruppen zur Biokompatibilitdtsbestimmung herangezogen [25] [28] [67]
[91] [92]. Das IL-6 nimmt im peritonealen und humoralen Abwehrgefiige eine zentrale Rolle
ein (siche Kapitel 1.6.1). Es scheint nach Angaben von Topley pro- und antiinflammatorische
Eigenschaften zu besitzen [153]. Wir bestimmten die IL-6 Konzentrationen sowohl aus
Proben des PET als auch im Auslaufdialysat nach 6stiindiger intraperitonealer Verweilzeit
und nutzten diesen Parameter als direkten in vivo Marker der intraperitonealen Stimulation
von Mesothelzellen und Makrophagen. Die Integritit des Mesotheliums bestimmten wir
durch die Messung des Tumorantigens CA 125 im Auslaufdialysat des PET. Die
Konzentration des CA 125 korreliert positiv mit der Mesothelzellmasse im Peritoneum [77]
[161] [174] und fand bereits in einigen Studien als in vivo Marker Verwendung [66;79;81].
Der Fibrose-Marker TGF-B1, das C-reaktive Protein und die Bestimmung der “advanced
glycosylation end-products” vervollstdndigten die in vivo Bestimmungen. Der Phagozytose-
Assay und der anhand der Chemolumineszens erfasste “respiratory burst™ waren als in/ex vivo

Versuche angelegt.

Des Weiteren fiihrten wir umfangreiche in vitro Stimulationen an humanen Blutmonozyten
durch. Nach der Isolation von gesunden Spendern wurden diese Zellen in Kultur gebracht und
nach einer Adhésionsphase mit Dialysat und Kontrollmedien inkubiert. Dabei kam nicht nur
ungebrauchtes Dialysat zur Anwendung, sondern auch die aus dem PET zu unterschiedlichen
Zeitpunkten (0, 60, 240 Minuten) asservierten Dialysatproben. Anhand der so erstellten
Probenreihe war es uns moglich, den intraperitoneal stattfindenden Equilibrationsvorgang in

Vitro zu beriicksichtigen.
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Die Isolation der humanen Monozyten aus Vollblutkonserven erfolgte in 2 Stufen. Uber die
Dichtegradientenzentrifugation konnten die mononukledren Zellen separiert werden. Der
Anteil der Monozyten, der je nach Spender zwischen 15 und 35 % betragen kann, wurde
durch die Adhésion dieser Zellen an die Plastikoberfliche von Kulturschalen von den
mononukledren Zellen abgetrennt. Zur Losung der adherent gewordenen Zellen bedienten wir
uns eines Zellschabers und vermieden so unnétige Kélteinkubationen oder den Kontakt mit
biochemischen Agenzien, wie beispielsweise Trypsin. Die wiéhrend der Isolationsschritte
zwangsldufig einhergehende Stimulation der Zellen sollte durch kurze, schonende
Arbeitsschritte auf ein Minimum reduziert werden. Dieses von unserer Arbeitsgruppe schon
mit Erfolg eingesetzte Verfahren ist vergleichsweise preiswert [117] [121]. Mit diesem
Verfahren war es moglich, binnen 2 Stunden die Monozyten mit einer Reinheit von > 85 %
und einer Vitalitit von > 98 % zu isolieren. Nach Isolation und Inkubation mit verschiedenen
Testlosungen fiihrten wir einen globalen Vitalititstest und die Zytokinstimulation (IL-6) mit

LPS durch.
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4.2 Peritonealer Stoff- und Fliissigkeitstransport

4.2.1 Eftfektive peritoneale Oberfliche / Massentransferflichenkoeftizient
(MTAC)

Es wurden unterschiedliche Modelle fiir die Berechnung des peritonealen Stofftransports
entwickelt. Die so genannten ,,dezentralen Modelle* sind sehr komplex und beruhen auf einer
Vielzahl von Annahmen. Einfacher gestalten sich die so genannten ,,konzentrierten Modelle®.
Das Peritoneum wird darin als eine ,kiinstliche Membran zwischen zwei homogenen
Kompartimenten betrachtet. Anhand dieser Modelle ist der MTAC definiert. Zu unterscheiden
sind die ,,numerischen Modelle*, zu denen die von Popovich und Pyle, Randerson und Farrel
und Smeby et al. zdhlen [123] [126] [141],von den ,,analytischen Modellen* von Garred und
Waniewski et al. [42] [165]. Die Modelle von Garred und Waniewski et al. unterscheiden
sich in der Gewichtung der Bedeutung von Diffusion und Konvektion auf den
niedermolekularen Stofftransport. Das Berechnungsmodell nach Garred spricht der
Konvektion grofere Bedeutung zu als der Diffusion [42]. Waniewski et al. bewerten die
Relevanz von Diffusion und Konvektion fiir den peritonealen Stofftransport durch Einsatz des
Gewichtungsfaktor F [165]. Wir setzten nach Vorschlag von Waniewski in unseren
Berechnungen einen Wert von F = 0,3 und F = 0,5 ein [165]. Im Modell nach Garred ist F =0
(fehlt). Wir verwendeten zum einen das ,,numerische Modell* nach Popovich und Pyle, zum
anderen die ,,analytischen Modelle* von Garred und Waniewski et al..

Der MTAC wird normalerweise am Ende eines 4 bis 6stiindigen Dialysatzyklus bestimmt.
Verschiedene Studien konnten jedoch nachweisen, dass dieser in der Frithphase des Zyklus
hoher liegt als in den nachfolgenden Stunden [164] [61] [60] [53]. Ursédchlich fiir dieses
Phanomen kommen der initial saure pH und die Anwesenheit der Puffersubstanz Laktat in
Betracht. Auch die hohe Osmolaritdt des frischen Dialysates kann in diesem Zusammenhang
von Bedeutung sein. Wang et al. beobachteten 2001 nach wiederholten Injektionen mit
hochosmolarer Glucoselosung an Ratten eine gesteigerte Membranpermeabilitdt in
Verbindung mit der Reduktion peritonealer Oberflichenstrukturen [162]. Der Einsatz von
3,86 % im Vergleich zu 1,36 % Glucose im Dialysat zeigte in klinischen Studien Mitte der
90er Jahre weder Einfluss auf den MTAC [59] noch die D/P,., kleiner Solute [160]. Um
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diesen Sachverhalt ndher zu beleuchten, wurde der MTAC fiir Kreatinin und Kalium anhand
der Wertekonstellation nach 60, 120 und 240 Minuten errechnet.

Die Berechnungen des MTAC anhand der Modelle von Garred und Popovich et al. zeigten,
unabhingig vom eingesetzten Dialysat, in der Frithphase des Zyklus hohere Werte als in den
darauf folgenden Stunden. Unter Verwendung des Modells nach Waniewski konnte dies nicht
gezeigt werden. Die unterschiedliche Gewichtung von Diffusion und Konvektion der beiden
Modelle scheint sich in der Frithphase des Zyklus bemerkbar zu machen. Zu erwihnen ist,
dass die Ergebnisse des Modells nach Waniewski mit F = 0,3 und F = 0,5 fast identisch
waren.

Mit allen Berechnungsmodellen stellten wir binnen der Smonatigen Therapiephase bei
Verwendung des Laktat gepufferten Dialysates einen Anstieg des MTAC, insbesondere in der
Frithphase des Zyklus (60 Minuten) fest. Im Gegensatz dazu, blieb der MTAC der Bik./Lak.
therapierten Patienten konstant, bzw. war tendenziell riickldufig. Daraus resultierte bei
Verwendung von Laktat gepufferter Losung eine erhohte effektive peritoneale Oberflache in
der Initialphase des Zyklus gegeniiber Bik./Lak. behandelten Patienten. Park et al. konnten
dhnliche Beobachtungen im Tierversuch machen [112]. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppen,
die einen initial hohen MTAC beobachteten (siche oben), basieren auf Untersuchungen mit
sauren Dialysaten. Waniewski fiihrte 1999 eine initiale Durchblutungssteigerung um das
6fache und eine Verdopplung der kapillaren Oberfldche als Griinde fiir diese Beobachtung an
[166]. Krediet reflektiert in der “2nd Edition* des “Textbook of Peritoneal Dialysis® die
»~Regulation der [peritonealen] Oberfliche und Permeabilitit“. Demnach ist nicht der
peritoneale Blutfluss, sondern das Blutvolumen in der Membran entscheidend. Dieses erhoht
sich durch Vasodilatation. Als Ausloser kommen dabei der saure pH und zahlreiche
vasoaktiven Substanzen wie Prostaglandine, Zytokine und Stickstoffmetabolite in Betracht,
die hinsichtlich ihres Einflusses vielfach untersucht worden sind [80]. Carlsson und Rippe
berichteten 1998 iiber eine im Zuge der Instillation von Laktat gepufferter Losung initial
stattfindende Vasodilatation der peritonealen Gefdlle [13]. Der saure pH dieser Losungen ist
dabei wohl ein entscheidender Faktor [112]. Die hier eingesetzte Bik./Lak. Losung ist pH
neutral, die Osmolaritit mit der der Laktat Losung identisch. Unsere Erkenntnisse
unterstreichen daher diesen Sachverhalt. Eine im Jahr 2002 veroffentlichte Studie beschreibt
den Zusammenhang zwischen chronischer Inflammation, fest gemacht anhand der
Dialysatkonzentration von IL-6 und VEGF, und einer hohen Stofftransportrate fiir Kreatinin
[115]. Wang et al. kamen zu der Erkenntnis, dass die chronische Aktivierung des peritonealen

Abwehrsystems eher nicht mit einer hochpermeablen Membran in Verbindung zu bringen sei,
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als sie 1999 in ihrem Artikel die Frage stellten: ,, Does a high peritoneal transport rate reflect
a state of chronic inflammation?* [163].

Schmitt et al. berichteten 2002 von Bikarbonat und Laktat vergleichenden Untersuchungen an
Kindern, bei denen sie unabhéngig vom eingesetzten Puffer eine in der Initialphase um 60 %
erhohte Porenoberfldche beobachteten [136]. Sie erwogen daher die Hypothese, ein saurer pH
und die Anwesenheit des Laktat seien nicht einzig und allein fiir die initialen peritonealen
Verdnderungen verantwortlich. Anhand unserer Untersuchungen beobachteten wir einen
deutlichen Unterschied der Membranpermeabilitit erst nach einem Smonatigen
Therapieintervall. Schmitt et al. fiihrten den Vergleich anhand einer 24stiindigen
standardisierten Therapie durch.

In standardisierten Langzeituntersuchungen an CAPD-Patienten unter Laktat- Therapie
beobachtete Selgas einen mit der Therapiedauer ansteigenden MTAC fiir Kreatinin [139]
[138]. Davies berichtete wenig spiter iiber mit der Therapiezeit ansteigenden Transportraten

kleiner Solute [22].

4.2.2 Niedermolekularer Stofftransport

Die permeablen Eigenschaften der Membran haben, wie oben beschrieben, Einfluss auf den
Stofftransport. Heimbiirger und Ho-dac Pannekeet haben den engen Zusammenhang von
MTAC und P/Dy., kleiner Solute beschrieben [110] [52]. Wir konnten dahingehend
Verdnderungen der Transportraten kleiner Solute nachweisen. Diese traten in erster Linie in
der Frithphase des Zyklus auf. Unterschiede gegen Ende der Verweilzeit waren hingegen
marginal. Wiesen Patienten unter Laktat Therapie ansteigende Transportraten auf (D/Pyai, von
Kreatinin, Kalium, Phosphat), waren diese unter Bik./Lak. Therapie riicklaufig (D/P;at, von
Harnstoff, Kalium, Phosphat). Die Transportraten von Kreatinin, Harnstoff und Kalium waren
zum Ende des Therapieintervalls unter Verwendung von Laktat gepuffertem Dialysat deutlich
hoher als bei Einsatz der Bik./Lak. gepufferten Losung. Schmidt et al. beobachteten in ihren
Untersuchungen ebenfalls eine nach 60 Minuten reduzierte Elimination von Kreatinin und
Phospat unter Einsatz einer Bikarbonat-Losung [136].

Die neutral gepufferten Losungen mit einem Bikarbonat/Laktat Puffer mdgen folglich
vorteilhaft beziiglich der Langlebigkeit der PD sein. Die Entwicklung einer hyperpermeablen

Membran im Verlauf langjdhriger PD-Therapie ist vielfach als ein limitierender Faktor des
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Systemiiberlebens der PD beschrieben worden [23] [51] [114] [55]. Davies stellte 2001 in
einer retrospektiven Analyse fest: Patienten mit initial hohem Stofftransport weisen ein
geringeres Systemiiberleben auf, solche mit niedrigen Transportraten verbleiben linger an der
Peritonealdialyse [21]. Weiterhin besteht der kiirzlich gedullerte Verdacht, eine
hochpermeable Membran konne ein Risikofaktor fiir die Entwicklung einer verkapselnden

peritonealen Sklerose darstellen [103].

Ausgehend von einer unter Bik./Lak. Therapie im Vergleich zum Einsatz einer Laktat
gepufferten Losung herabgesetzten Membranpermeabilitdit und daraus resultierendem
reduziertem peritonealem Stofftransport in Richtung Dialysat, wére unter Einsatz einer
neutralen Losung ein langerer Glucoseerhalt im Dialysat zu erwarten. Rippe et al. postulierten
anhand von Modellrechnungen fiir neutrale Ldsungen einen besseren Erhalt der
Glucosekonzentration im Dialysat. Sie leiten daher, bedingt durch den héheren osmotischen
Gradienten, eine im Vergleich zu sauren Dialysaten bessere Ultrafiltrationsleistung ab [133].
Park et al. konnten eben diesen Sachverhalt im Tierexperiment zeigen [112]. Auch besteht
nach Darstellung von Krediet eine negative Korrelation zwischen der transkapilliren UF und
dem MTAC fir Kreatinin [80]. Wir wiirden diesbeziiglich bei der getesteten Bik./Lak.
Losung einen besseren Glucoseerhalt und eine in der Frithphase des Dialysatzyklus hohere
TCUF im Vergleich zur sauren Losung erwarten.

Unsere Ergebnisse der peritonealen Glucoseabsorption lassen dahingehend keine expliziten
Schliisse zu. Zwar ergeben sich Hinweise auf eine hohere peritoneale Glucoseabsorption
innerhalb der initialen sauren intraperitonealen Zeitspanne unter Laktat Therapie, die TCUF
war aber in beiden Gruppen zu allen Zeitpunkten vergleichbar. Coles et al. fanden weder fiir
den Stoff- noch fiir den Fliissigkeitstransport Unterschiede beim Einsatz unterschiedlicher
Puffersubstanzen unter CAPD [16]. In einer im Jahr 2000 von Tranaeus verdffentlichten
Multicenterstudie in 17 nephrologischen Zentren konnten keine Unterschiede zwischen einer
konventionellen Laktat gepufferten Losung und einem Dialysat mit Bik./Lak. Puffer
beziiglich des peritonealen Stofftransportes eruiert werden [154]. Die diesbeziiglich im PET
ermittelten Parameter waren in den Gruppen identisch. Als Ergebnis wurde eine unter
Bik./Lak. Therapie (CAPD) gesteigerte Ultrafiltrationsleistung dargestellt. Diese wurde
anhand der liber 24 Stunden ermittelten Ultrafiltrationsmenge und der im PET nach 4 Stunden

gemessenen effektiven UF nachgewiesen.
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4.2.3 Flissigkeitstransport

Anhand der iiber 24 Stunden und wihrend der nichtlichen Cyclertherapie erhobenen Daten
ermittelten wir eine bei Beginn der Therapie mit der neutralen Bik./Lak. Losung gegeniiber
dem konventionellen Dialysat deutlich erniedrigte Ultrafiltrationsleistung bei praktisch
identischer Restdiurese und Glucosebelastung. Binnen 5 Monaten nahm die UF Menge
kontinuierlich zu. Die Angleichung der UF-Mengen gegeniiber der mit Laktat gepufferter
Losung behandelten Gruppe war nach etwa 3 Monaten erreicht. Drei Patienten berichteten bei
der klinischen Untersuchung, sie hétten in der ersten Woche unter Bik./Lak. Therapie deutlich
reduzierte Auslaufmengen registriert.

Die standardisierte UF-Analyse mittels PET zeigte keine Unterschiede auf. Der PET erfolgte
4 Wochen nach Beginn der Therapie. Zu diesem Zeitpunkt waren die Differenzen der 24
Stunden- und Cycler-UF nicht mehr signifikant. Dies mag der Grund dafiir gewesen sein, dass
keine Unterschiede beziiglich des intraperitonealen Volumens, der transkapilliren und
effektiven UF auszumachen waren. Auch die lymphatischen Absorptionsraten verhielten sich
in beiden Gruppen gleich. Unsere Ergebnisse widersprechen daher den von Tranaeus
verdffentlichten Daten. Wir erkennen anhand unserer Daten keinen Vorteil beziiglich der
Ultrafiltrationsleistung bei Therapie mit Bik./Lak. gepuffertem Dialysat, auch wenn dies
anhand der beobachteten Verhiltnisse beziiglich der Membranpermeabilitit plausibel wére.
Selgas beobachtete anhand des PET eine reduzierte UF nach 4stiindiger Verweilzeit bei
Einsatz einer Bikarbonat Losung [137].

Die Hintergriinde der akuten UF- Beeintrdchtigung unter Verwendung des neutralen

Dialysates sind noch unklar. Weitere Untersuchungen sind hier angezeigt.

Anhand der sich zur Ausgangskonzentration einstellenden Natrium-Konzentrationsdifferenz
im Dialysat zum Zeitpunkt t = 60 Minuten errechneten wir den durch Aquaporine vermittelten
freien Wassertransport. Dieses Vorgehen wurde in den letzten Jahren von einigen Autoren als
probate Methode zur Messung des transzelluldiren Wassertransports vorgeschlagen [55] [101]
[131]. Dieser lag bei den Bikarbonat/Laktat behandelten Patienten niedriger als in der Laktat
therapierten Kontrollgruppe. Wir konnten im Behandlungsverlauf mit der neutralen Lésung
den Riickgang der Aquaporin-1 Konzentration im Dialysat erheben. Die nach Smonatiger
Therapie gemessenen Mengen an Aquaporin-1 in beiden Gruppen waren hingegen identisch.
Unter der Annahme, die im Dialysat gemessenen Menge an Aquaporin-1 spiegele die am

Fliissigkeitstransport beteiligten Kanidle wieder, zeigt sich eine Diskrepanz zwischen der
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Funktion und dem zelluldren Korrelat. Bisher wurde diese Beobachtung nicht beschrieben.
Zur weiteren Abkldrung einer unter Bikarbonat/Laktat Therapie eventuell reduzierten
Aquaporin-1 Funktion miissen weitere Untersuchungen folgen. Dies ist von besonderer
Bedeutung, da die Beeintrachtigung des transzelluliren Wassertransports mit dem terminalen

Ultrafiltrationsverlust einiger Patienten in Verbindung gebracht wird [55] [101].

4.2.4 Dialyseeftektivitiat und Vertriaglichkeit

Fiir die CCPD gelten nach den DOQI-Richtlinien ein Kt/V von > 2,1 und eine wdchentliche
Kreatininclearance von > 63 Liter/Woche/1,73 m” als Grenzwerte der effektiven Dialysedosis.
Mit beiden hier eingesetzten Dialyselosungen war unter identischem Therapieregime eine
hochadédquate Dialyse zu erzielen. Unterschiede der einzelnen Parameter traten weder im
gepaarten Gruppenvergleich noch in der =zeitlichen Entwicklung zu Tage. Die
Gleichwertigkeit unterschiedlich gepufferter Losungen beziiglich der Dialyseeffektivitét
konnte bereits zuvor in einigen Studien an CAPD-Patienten gezeigt werden [16] [133] [154].
Diese Studien zeigten weiterhin die hohe Patientenakzeptanz der neutral gepufferten
Dialysate auf. Insbesondere die Reduzierung der Einlaufschmerzen trug dazu bei. Mactier
verglich 1997 in einer randomisierten Doppelblindstudie Bikarbonat und Bikarbonat/Laktat
gepufferte Losungen mit einem konventionellen sauren Dialysat an 18 Patienten, die iiber
Schmerzen bei Einlauf von Laktat gepufferter Losung berichteten [93]. Er beobachtete eine
deutliche Schmerzreduktion bei Verwendung der neutralen Losungen gegeniiber dem sauren
Laktatpuffer. Im hiesigen Studienkollektiv waren etwa 30 % der Patienten mit beiden
Dialysaten schmerzfrei. Bei den anderen Patienten wurde anhand einer verbalen Ratingskala
eine signifikante Reduktion der Einlaufschmerzen festgestellt. Diese Erkenntnisse werden
durch das Fallbeispiel einer Studienpatientin unterstrichen, die nach Wechsel auf die
konventionelle Laktat Losung akute stirkste Schmerzen entwickelte. Sie wurde unter
fortbestehen Schmerzen nach ca. 2 Wochen wieder auf die Bik./Lak. Losung umgestellt. Thre

Schmerzen besserten sich binnen weniger Tage.
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4.3 Biokompatibilitit und peritoneale Immunabwehr

Die Biokompatibilitit eines Dialysates wird insbesondere anhand der Auswirkungen auf die
lokale Immunabwehr definiert (siehe Kapitel 1.5), wenngleich systemische und funktionelle
Aspekte in diesen Kontext mit einzubeziehen sind. Wir verglichen die biokompatiblen
Eigenschaften beider Losungen auch unter Beriicksichtigung der Therapiemodalititen CAPD
und APD.

Wie auch Rippe et al.,, beobachteten wir die Equilibration des sauren pH der Laktat
gepufferten Losung auf physiologisches Niveau innerhalb der ersten 60 Minuten der
intraperitonealen Verweildauer [133]. Im Gegensatz dazu war der pH der Bikarbonat/Laktat
Losung iiber diesen Zeitraum im physiologisch neutralen Bereich. Der in der Initialphase des
Zyklus saure pH fiihrt (in vitro), so zeigt es eine von Topley verdffentlichte Grafik, binnen 60
Sekunden zu einem Absinken des intrazelluldren pH von polymorph nukledren Zellen auf
unter 6,5. Nach bereits 180 Sekunden wurden Werte von unter 6,0 gemessen. Eine
neutralgepufferte Bikarbonat Losung induzierte nur eine kurze pH Reduktion um ca. 0,15
Punkte, die nach 30 bis 60 Sekunden wieder normalisiert war. Diese Verdnderungen waren
unabhéngig von der Glucosekonzentration [149]. Zahlreiche in vitro Studien verschiedenster
Arbeitsgruppen konnten den negativen Einfluss, den die Kombination saurer pH und Laktat
auf die Funktion von immunologisch titigen Zellen, wie Leukozyten, Monozyten,
Makrophagen aber auch Mesothelzellen hat, nachweisen [29] [57] [69] [87] [151]. Die von
diesen Arbeitsgruppen beschriebenen Funktionseinschrinkungen beruhen wohl, so zeigen es
die Untersuchungen von Liberek und Zhou, auf der Hemmung pH abhéngiger Enzyme durch
den unphysiologisch niedrigen intrazelluldren pH [88] [176]. Durch die mit der Verweilzeit
stattfindende Equilibration geraten die Zellen in eine Art Erholungsphase, bis mit der
folgenden Instillation erneut frisches Dialysat zugefiihrt wird. Darauf beruht auch die These,
durch statische in vitro Versuche mit frischem Dialysat wiirden die zelltoxischen

Eigenschaften eines Dialysates iiberschétzt werden [57] [148].
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4.3.1 Kulturversuche mit humanen Blutmonozyten

Wir fithrten daher an humanen Monozyten in vitro Inkubationen mit frischen und gebrauchten
Dialysaten durch, die bereits intraperitonealen Patientenkontakt fiir 60 und 240 Minuten
hatten. Nach derartiger Inkubation =zeigten die mit gebrauchtem Dialysat beider
Puffersubstanzen behandelten Zellen die gleiche Vitalitit wie die mit Zellkulturmedium
inkubierten Zellen. Unter Verwendung von frischem neutral gepuffertem Dialysat war die
Zellvitalitdt auf 48 % reduziert. Nach Exposition mit saurem Dialysat waren die Monozyten
nur noch zu 20 % vital. Nehmen wir diese Daten als Grundlage der Interpretation fiir den
nach oben beschriebener Inkubation durchgefiihrten Zytokinsekretionstest. Gemessen wurde
die basale und LPS stimulierte IL-6 Sekretionsleistung der inkubierten Monozyten anhand der

IL-6 Konzentration im Kulturiiberstand.

Die IL-6 Konzentration der Zellen, die mit frischem sauren Dialysat inkubiert worden sind
und in ihrer Vitalitdt um 80 % suppremiert waren, lag unterhalb der Messgrenze. Diejenigen
Zellen, die Kontakt zu frischem neutralen Dialysat erfahren haben und noch zu 48 % vital
waren, produzierten gegeniiber der Kontrolle mit Medium etwa nur ein achtel der IL-6
Menge. Die mit equilibriertem Dialysat inkubierten Kulturen zeigten keine Vitalitatsreduktion
gegeniiber der Kontrolle, produzierten basal aber nur etwa halb so viel IL-6. Nach LPS
Stimulation wurden gegeniiber der Kontrolle etwa 80 % IL-6 sezerniert. Es zeigte sich, dass
die sezernierte IL-6 Menge bei Inkubation mit 240 Minuten equilibriertem Dialysat
unabhingig von der Puffersubstanz identisch waren. Im selbigen Versuchsautbau mit 60
Minuten equilibriertem Dialysat war die IL-6 Konzentration der Bikarbonat/Laktat
behandelten Zellen gegeniiber den Laktat behandelten Zellen signifikant reduziert. Dies betraf
die basale und stimulierte Freisetzung. Dieses Ergebnis iiberrascht, da demnach das
Bikarbonat/Laktat gepufferte Dialysat, bezogen auf den Zeitpunkt 60 Minuten nach
Instillation, stdrkere Zellirritationen hervorruft als das Laktat gepufferte. In Anbetracht der
Singularitit dieser Messung halten wir es fiir notwendig, diese Daten durch weitere Versuche
zu tiberpriifen. Viele Autoren berichten von biokompatiblen Vorteilen die ein neutraler pH
und der Einsatz von Bikarbonat gegeniiber sauren Laktat gepufferten Losungen hat, welchen
Einfluss die einzelnen Dialysatbestandteile und die im Zuge der intraperitonealen
Verweildauer in die Fliissigkeit libergegangenen Substanzen auf die Immunintegritdt haben,

ist jedoch komplex. Bereits 1995 schlussfolgerten Breborowicz et al. anhand ihrer
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vorgelegten Ergebnisse, die Biokompatibilitdit von Dialysaten scheine mit der
intraperitonealen Equilibration nicht anzusteigen [9].

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen erneut, dass frisches neutral gepuffertes Dialysat eine
geringere Zellschiddigung hervorruft als konventionelle Losungen. Weiterhin konnten wir die
Notwendigkeit ~ des  Einsatzes  dynamischer in  vitro  Testverfahren  zur

Biokompatibilititsbestimmung verdeutlichen.

4.3.2 Kulturversuche mit peritonealen Makrophagen

Beziiglich des mit der Phagozytose einhergehenden respiratory burst konnten wir keine
Differenzen zwischen den PM® ermitteln, die entweder mit Bikarbonat/Laktat oder mit
Laktat Dialysat in Kontakt waren. Der Phagozytoseindex hingegen, also der prozentuale
Anteil phagozytierender Zellen, stieg unter Behandlung mit dem neutral gepuffertem Dialysat
signifikant an. Nach 5 Monaten war er gegeniiber der Laktat therapierten Kontrollgruppe
erhoht. Diese Beobachtung steht im Einklang mit der von de Fijter et al. [25]. Sie fiihrten
einen Cross-over Versuch mit saurem und neutralem Dialysat durch. Dabei zeigte sich, dass
die von Patienten isolierte PM® eine bessere Phagozytosefunktion aufwiesen wenn sie mit
neutralem Dialysat in Kontakt gekommen waren.

Fassen wir die von uns in vitro und in/ex vivo erhobenen Daten zusammen, so erkennen wir
Vorteile fiir die Funktion immunkompetenter Zellen wenn diese nicht mit konventionellem,
sondern mit neutralgepuffertem Dialysat in Kontakt kommen. Insbesondere dann, wenn wie
unter den Bedingungen der APD, die Equilibration des Dialysates noch nicht fortgeschritten

ist.

4.3.3 Intraperitoneale Zytokinsekretion (IL-6)

Weitere Moglichkeiten die Biokompatibilitét eines Dialysates zu erfassen, ist die Bestimmung
geeigneter Markersubstanzen im Auslaufdialysat, die auf inflammatorische Prozesse oder

Strukturverdnderungen hinweisen.
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Das Zytokin IL-6 nimmt im peritonealen und humoralen Abwehrgefiige eine zentrale Rolle
ein (siche Kapitel 1.6.1). Es scheint nach Angaben von Topley pro- und antiinflammatorische
Eigenschaften zu besitzen [153]. Wir bestimmten die IL-6 Konzentration im Auslaufdialysat
nach 6stlindiger intraperitonealer Verweilzeit und beobachteten nach bereits 4wochiger
Therapie einen signifikanten Unterschied zwischen der Bikarbonat/Laktat therapierten
Gruppe und der Kontrollgruppe unter Verwendung von konventionellen Laktat gepuffertem
Dialysat. Wiahrend die IL-6 Konzentration der Bikarbonat/Laktat Gruppe im Smonatigen
Therapieverlauf konstant blieb, ermittelten wir einen signifikanten Konzentrationsanstieg der
Laktat Gruppe. Es resultierte daraus eine hochsignifikante Konzentrationsdifferenz. Diese
Differenz der IL-6 Konzentration beobachteten wir auch bei den nach 15, 120 und 240
Minuten asservierten Effluaten des PET. Urséchlich dafiir ist ein tendenzieller Riickgang der
IL-6 Konzentration in der Bikarbonat/Laktat Gruppe (fir den Zeitpunkt t = 240 min
signifikant) und ein leichter (nicht signifikanter) Anstieg in der Laktat Gruppe.
Bemerkenswert ist, dass nach vorheriger Spiilung der Peritonealhdhle mit frischem
niedrigprozentigem Dialysat bereits nach 15 Minuten intraperitonealer Verweilzeit
signifikante Konzentrationsunterschiede auftreten. Bisher wurden Inflammationsparameter
nur aus Effluaten mit langer intraperitonealer Verweilzeit bestimmt. Es wére zu vermuten
gewesen, dass erst nach ldngerer Verweildauer unterschiedlich hohe Zytokinkonzentrationen
messbar werden, die sodann systemisch unterschiedlich wirken konnten. Unter den kurzen
Zyklen der APD wiren die systemischen Auswirkungen der gebildeten Mediatoren im
peritonealen Immunnetzwerk dann nicht zum Tragen gekommen. Da aber bereits in der
frithen Equilibrationsphase messbare Differenzen bei Einsatz von saurer und neutraler Losung
bestehen, konnte die Verwendung von physiologischen Dialysaten auch in diesem
Zusammenhang Vorteile mit sich bringen. Cooker et al. berichteten unlidngst iiber unter
Bikarbonat/Laktat Therapie reduzierte IL-6 Spiegel, gemessen im Nachtdialysat von iiber 60
CAPD Patienten [19]. Anhand unserer Daten gehen wir konform mit der von Cooker et al.
und anderen Arbeitsgruppen erhobenen These, unter Verwendung von Bikarbonat/Laktat
gepufferten Losungen sei die intraperitoneale Inflammation reduziert. Besonders eindriicklich
werden diese Ergebnisse, schaut man auf die Syntheseorte des intraperitoneal sezernierten IL-
6. Zu nennen sind hier Mesothelzellen und residente sowie transiente Makrophagen. Es
besteht zunehmende Evidenz dariiber, dass die Mesothelzellmasse von Laktat therapierten
Patienten gegeniiber solchen unter Bikarbonat/Laktat Therapie reduziert ist. Gleiches kann
auch fiir die Anzahl von immunkompetenten Zellen, in erster Linie Makrophagen,

angenommen werden. Wir ermittelten bei der Laktat Gruppe eine iiber den Therapiezeitraum
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durchschnittlich reduzierte Zellzahl isolierter peritonealer Makrophagen. Ein Mehr an IL-6
produktionskompetenten Zellen scheint widhrend des Kontaktes mit neutral gepuffertem

Dialysat weniger IL-6 zu synthetisieren als die reduzierte Zellmasse unter Laktat Therapie.

4.3.4 Zelluldre und strukturelle Verdnderungen des Peritoneums

Mit Hinblick auf die von Dialysaten hervorgerufenen Auswirkungen auf das Mesothel der
Peritonealhohle gilt die Konzentration von CA 125 im Dialysat als ein gebrauchsfahiger
Marker zur in vivo Bestimmung der Biokompatibilitat.

Wir bestimmten das CA 125 nach standardisierter 4stiindiger intraperitonealer Verweilzeit im
Auslaufdialysat des PET. Unter Behandlung mit Bikarbonat/Laktat Dialysat konnten bereits
nach 4wochiger Therapie signifikant hohere Werte gemessen werden als bei der
Kontrollgruppe (p < 0,05). Wie die unten zitierten Autoren und Arbeitsgruppen vermuten
auch wir einen positiven Effekt der alternativen Dialysate auf die Mesothelintegritit. Die
Daten des laufenden Langzeitvergleiches werden weiteren Aufschluss dariiber geben.

1999 prisentierten Capelli et al. die Daten einer an 31 Patienten durchgefiihrten offenen
Cross-over Studie unter Verwendung einer Glucose/Laktat Losung mit physiologischem pH
und reduzierten Glucoseabbauprodukten (GDP). Das Ergebnis: Das CA 125 im Dialysat stieg
binnen 3 Monaten von 24 U/ml auf 44 U/ml, binnen 6 Monaten auf 41 U/ml an. Nach
Wechsel auf die konventionelle Losung sank es nach 3 Monaten wieder auf den
Ausgangswert von 22 U/ml ab [12]. Diese Datenlage wurde 2 Jahre spéter von Rippe et al.
anhand einer klinisch randomisierten 2-Jahres Studie bestdtigt [132]. Mettang présentierte auf
dem 33. Kongress der Gesellschaft fiir Nephrologie dhnliche Ergebnisse fiir eine andere GDP-
reduzierte Losung auf Laktat Basis [99]. Das Fazit einer europdischen Multicenterstudie an
tiber 100 Patienten war eine nach 3 und 6 Monaten ansteigende Mesothelzellmasse/
ansteigender Zellturnover bei Bikarbonat/Laktat therapierten Patienten, abgeleitet anhand des
im Auslaufdialysat gemessenen Anstieges der Markersubstanz CA 125 [66].

Bisher konnte nicht geklart werden, ob der in physiologische Bereiche angehobene pH oder
die Reduktion toxischer Glucoseabbauprodukte der entscheidende Faktor fiir die Integritét des
peritonealen Mesothels ist. Die Reduktion des Laktat und dessen Ersatz durch Bikarbonat
scheint anhand der Studienergebnisse keine Rolle zu spielen, da mit beiden Puffersubstanzen

dhnliche Beobachtungen gemacht worden sind.
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Ungeachtet der verwendeten Puffersubstanzen enthalten die in Mehrkomponentenbeuteln
hergestellten und autoklavierten Dialysate durch die Sterilisation der Glucoseldsung in
saurem Milieu (pH ca. 3,5) und hohen Glucosekonzentrationen eine geringere Konzentration
toxischer Glucoseabbauprodukte als konventionelle Losungen [168] [76]. Die
Glucosedegradationsprodukte ~ (GDPs)  fiihren unter anderem zu  unmittelbaren
Beeintrachtigungen der peritonealen Immunmechanismen [168]. Sie sind aber auch ein
potenter Stimulus zur Bildung von advanced glycation end-products (AGEs) [135] [168]. Die
langjdhrige Glucoseexposition ist ein wichtiger Aspekt bei der Bildung von AGEs und der
Glykosylierung des Peritoneums. Diese wird als eine der zahlreichen Ursachen fiir den
terminalen Ultrafiltrationsverlust und damit das Therapieversagen der PD angesehen [84] [85]
[113]. Die Amsterdamer Arbeitsgruppe um Ho-dac-Pannekeet berichtete 1999, die
Dialysatkonzentration von Pentosidine, dem am meisten untersuchten AGEs, sei bei Patienten
mit Ultrafiltrationsstorung hoher, verglichen mit erst kurzzeitig PD therapierten Patienten. Die
Pentosidine-Konzentration korrelierte direkt mit der PD-Behandlungsdauer. Verwendeten
dieselben Patienten ein nicht-glucosehaltiges Dialysat, sank der Pentosidinespiegel im
Dialysat [84]. Von Park et al. an CAPD Patienten erhobene Daten weisen auf einen kausalen
Zusammenhang zwischen der peritonealen Akkumulation von AGEs und einer gesteigerten
peritonealen Permeabilitit und Ultrafiltrationsverlusten unter Langzeittherapie hin [113]. Wir
beobachteten, dass unter Therapie mit der im Doppelkammerbeutel hergestellten und damit
GDP-reduzierten Bikarbonat/Laktat Losung die Konzentration von AGEs im Dialysat
gegeniiber der konventionell therapierten Kontrollgruppe reduziert war. Da die PD-
Behandlungszeit und die verwendeten Glucosemengen in beiden Gruppen identisch waren,
scheint dieser Effekt auf die Abwesenheit der Glucosedegradationsprodukte hinzuweisen. Ob
zwischen der Reduktion der AGEs und den von uns ermittelten erniedrigten Transportraten
und der reduzierten effektiven Oberflache ein direkter Zusammenhang besteht, ist spekulativ.
Um die Zusammenhénge von Aziditit, GDPs und Puffersubstanz und deren Einfluss auf den
peritonealen Fliissigkeits- und Stofftransport zu klédren, fithrten Musi et al. Versuche an
Ratten durch. Sie verglichen hitzesterilisierte Losungen mit saurem und neutralen pH mit
sterilfiltrierten Losungen gleicher Bestandteile. Dabei stellten sie fest, dass die Kombination
von azidem pH und GDPs ein Ansteigen des niedermolekularen Transports zur Folge hat.
Beide Faktoren fiir sich alleine beeinflussten die Transportraten nicht [102]. Festzuhalten
bleibt, dass GDP- reduzierte Losungen die Formation von AGEs zu suppremieren vermogen

und damit die Glykierung der Peritonealmembran langerfristig gebremst werden konnte.
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Strukturelle Verdanderung der Peritonealmembran, insbesondere die mit der Therapiedauer
zunehmende Fibrosierung der submesothelialen Matrix, werden in unmittelbaren
Zusammenhang mit Beeintrachtigungen der Membranfunktionen gebracht [89]. Die
Freisetzung des “transforming growth factor-f1” (TGF-B1) ist ein potenter Stimulus
fibrosierender Prozesse und der Neoangiogenese in zahlreichen Krankheitsprozessen [6]. Die
lokale Sekretion durch peritoneale Mesothelzellen und Makrophagen wird unter anderem
durch hohe Glucosekonzentrationen im Dialysat getriggert [73] [177]. Durchaus denkbar
wire, dass in diesem Zusammenhang die Anwesenheit von GDPs oder auch ein
unphysiologisch niedriger pH von Bedeutung sein kénnten. Nach Lin et al. ist die Expression
des TGF-B1 seiner Konzentration im Auslaufdialysat proportional. Sie vermuten anhand der
TGF-B1 Konzentrationen, Aussagen iiber die Entstehung einer peritonealen Fibrose machen
zu konnen [89]. Wir bestimmten den TGF-B1 im Auslaufdialysat nach 6stiindiger
Verweilzeit, konnten aber keine Konzentrationsunterschiede zwischen den Gruppen
ausmachen. Im zeitlichen Verlauf ergaben sich in beiden Gruppen keine Anderungen. Auch
Jones at al. konnten keine Unterschiede der TGF-B1 Konzentration im Auslaufdialysat
zwischen Bikarbonat/Laktat und Laktat therapierten Patienten feststellen. Ebenfalls identisch
waren die Konzentrationen des gemessenen Prokollagenl-Peptid, einem weiteren potentiellen
Marker fibrosierender Umbauvorgidnge [66]. Prokollagenl-Peptid und Prokollagen3-Peptid
sind in verschiedensten Studien als indirekte Parameter des Kollagenumsatzes benutzt
worden. Rippe et al. beobachteten ansteigende Werte dieser beiden Parameter bei Therapie
mit einer GDP-reduzierten, neutral gepufferten Losung [132]. Weitere Studien sind hier nétig,
den Einfluss alternativer Dialysate auf fibrosierende Umbauvorginge der Membran und deren

Quantifizierung mittels geeigneter Markersubstanzen zu spezifizieren.
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5 Klinischer Ausblick

Um die Systemiiberlebensrate der Peritonealdialyse zu verbessern, wurden seit ihrer
Einfiihrung als  alternative = Nierenersatztherapie = zahlreiche = Neuerungen  und
Weiterentwicklungen, zum Beispiel in der Kathetertechnologie, in den Konnektionssystemen
und in der Gerdtetechnologie etabliert. Die Entwicklung alternativer Dialysatlosungen
stagnierte lange Zeit, wenngleich zahlreiche Studien bereits Anfang der 90er Jahre die
Erkenntnis erbrachten, die bis dato eingesetzten Dialysatfliissigkeiten seien unphysiologisch
und rufen bei ldngerem Gebrauch peritoneale Verdnderungen hervor. Neuere klinische
Studien und Langzeituntersuchungen belegen die von konventionellen Dialysaten
ausgehenden strukturellen und funktionellen Verdnderungen und deren Auswirkungen auf das
Systemiiberleben. Umso erfreulicher ist die in den letzten Jahren stattfindende Entwicklung
alternativer Dialysate. Zuerst etabliert wurden neue osmotischen Agenzien, die die
Therapieoptionen sinnvoll erweiterten. Die Entwicklung neutral gepufferter Dialysate auf
Basis von Bikarbonat und/oder Laktat war ein weiterer wichtiger Schritt. Erste experimentelle
und klinische Studien zeigen das Potential der physiologisch gepufferten Losungen auf.
Gesichert scheint die Erkenntnis der Reduktion von Dialysat-Einlaufschmerzen. Die
Dialyseeffektivitit diese Losungen sind mit konventionellen Dialysaten vergleichbar.
Widerspriichlich ist die Datenlage beziiglich des peritonealen Fliissigkeitstransports. Einige
Arbeitsgruppen attestieren den neutralen Losungen eine gegeniiber konventionellen
Dialysaten gesteigerte Ultrafiltrationsleistung, andere sehen keine Unterschiede. Bis dato
wurden auch keine Unterschiede beziiglich des peritonealen Stofftransports eruiert. Unsere
Ergebnisse zeigen eine unter Bikarbonat/Laktat Therapie in der frithen Equilibrationsphase
reduzierte effektive peritoneale Oberfliche. Der Stofftransport in dieser initialen Phase ist
gegeniiber konventionellem Dialysat reduziert. Die im langjdhrigen Therapieverlauf
beschriebene Entwicklung einer peritonealen Hyperpermeabilitdit und des damit
einhergehenden Ultrafiltrationsversagens vermuten wir durch Einsatz von neutral gepuffertem
Dialysat giinstig beeinflussen zu kénnen. Ob sich diese Vermutung bestitigt, miissen weitere
ausgedehnte Studien zeigen. Insbesondere Langzeitvergleiche an APD therapierten Patienten
sind hier wiinschenswert. Zu hoffen ist, dass durch den besseren Erhalt der Langzeitfunktion
des Peritoneums das Systemiiberleben der PD verlangert werden konnte. Die von uns und
anderen Arbeitsgruppen erhobenen giinstigen Biokompatibilitits-eigenschaften der neutralen

Losungen geben Anlass zur Hoffnung, durch ein wenig beeintrachtigtes lokales Immunsystem
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die Anzahl, Dauer und Schwere von Peritonitiden zu verringern. Damit wére einem
Hauptgrund des Systemversagens entgegengewirkt. Auch dieser Fragestellung muss in
weiteren Langzeituntersuchungen nachgegangen werden.

In Zukunft werden alternative Dialysate oder deren Komponenten die Sicherheit und
Vertraglichkeit der Peritonealdialyse nachhaltig verbessern. Ob neutral gepufferte Losungen
auf Bikarbonat- oder Laktatbasis die bisher verwendeten sauren Dialysate ersetzen, kann
heute noch nicht beantwortet werden. Neben medizinischen Gesichtspunkten sind
okonomische und wirtschaftliche Aspekte zu beriicksichtigen. So bleibt der Appell an die
Unternehmen, durch wirtschaftliche Unterstiitzung und technische Weiterentwicklungen den
Weg in die Zukunft mit zu gestallten.

Es bleibt zu hoffen, dass die Peritonealdialyse durch die Erkenntnisse und Errungenschaften
der letzten Jahre eine weiter positive Weiterentwicklung als alternatives Dialyseverfahren

erfahrt. Wir glauben, dazu einen Beitrag geleistet zu haben.
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6 Zusammenfassung

Die Peritonealdialyse ist heute der Himodialyse in punkto Effektivitit, Uberlebensrate und
Wirtschaftlichkeit ebenbiirtig. Beziiglich der Langzeitfunktion des Systems konnten die
Ergebnisse der Himodialyse bislang nicht erreicht werden. Rezidivierende Peritonitiden und
ein terminaler Ultrafiltrationsverlust infolge struktureller und funktioneller Verdnderungen
der peritonealen Membran sind die Hauptgriinde des Systemversagens. Intensive Forschungen
haben die hohe Osmolaritit der Losungen, deren Gehalt an Laktat, Glucose, diverser
Glucoseabbauprodukte und den aziden pH als Ursache der beeintrachtigten
Membranfunktionen identifiziert. Zahlreiche Studien belegen die von diesen Dialysaten
ausgehende Beeintrichtigung der peritonealen Immunabwehr. Die gewonnenen Erkenntnisse
trugen zur Entwicklung neutralgepufferter Dialysate bei. Diese mit Bikarbonat und/oder
Laktat gepufferten Losungen erwiesen sich in der Zellkultur und in Tierexperimenten
beziiglich der Biokompatibilitdt als deutlich iiberlegen. Erste klinische Studien an CAPD-
Patienten unterstreichen diese Ergebnisse. Insbesondere vor dem Hintergrund des
zunehmenden Einsatzes der APD erlangen neutralgepufferte Dialysate, die auch in der frithen
Equilibrationsphase einen physiologischen pH aufweisen, grofe Bedeutung. Bisher fehlen
Daten zu Untersuchungen an APD therapierten Patienten.

Wenig ist auch beziiglich des peritonealen Transports mit neutralen Bikarbonat/Laktat
gepufferten Dialysaten bekannt.

Wir untersuchten daher ein neutrales Bikarbonat/Laktat gepuffertes Dialysat beziiglich des
peritonealen Stoff- und Fliissigkeitstransports und der Biokompatibilitdt an einem mit der
APD behandelten Patientenkollektiv. In einem Cross-over Studiendesign bildeten die mit
konventionellem Dialysat behandelten Patienten die Kontrollgruppe.

Zu Beginn und am Ende eines sechsmonatigen Therapieintervalls wurden anhand eines
erweiterten  Peritonealen Equilibrationstests (PET) detaillierte Berechnungen des
Membrantransports fiir verschiedene Verweilzeiten durchgefiihrt. Es erfolgte die Kontrolle
der Dialyseeffektivitat und der erbrachten Ultrafiltrationsleistung. Mittels in vitro und in/ex
vivo Versuchen sowie der Bestimmung geeigneter Marker (IL-6, TGF-1p, CA 125, CRP etc.)
wurde die Biokompatibilitdt der Losung anhand der Integritét der peritonealen Immunabwehr

beurteilt.
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In Tabelle 8 sind unsere Ergebnisse zum peritonealen Transport, in Tabelle 9 die Ergebnisse

zur Biokompatibilitdtspriifung zusammengefasst.

Tabelle 8: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Untersuchung des peritonealem Stoff- und
Fliissigkeitstransports

5 Monate

Parameter Therapie mit Gruppendifferenzen nach Kommentar

Bik./Lak. Laktat 1 Monat 5 Monaten
MTA Cxreatinin (60 min) ! (0] (%) ja nach Popovich und Pyle
MT A Ckeatinin (60 min) @) (@) (%) ja nach Garred
MTA Ckeatinin (60 min) (@) 1 (%) ja nach Waniewski
MTA Ckreatinin (240 min) ! () (%) (0] nach Garred
MTACkaium (60 min) (@) 1 (%) ja nach Popovich und Pyle
MTACkatium (60 min) (0] T (%) ja nach Garred
MTACkaiium (120 min) (0) 1 (%) ja nach Popovich und Pyle
MTA Cxatium (120 min) (@) i} (%) (%) nach Garred
D/P,4t0 Kreatinin (60 min) ) T 0} ja
D/P,,iio Harnstoff (60 min) ! (@) (%) ja
D/P,.s;, Kalium (60 min) ! T (%) ja
D/P i Phosphat (60 min) ! i ja (%)
Gluc. im Dialysat (15 min) 0] ! 0 ja
transzell. Wassertransport o o ja ja Bik./Lak. < Laktat
AQP-1 im Dialysat i} 0] %] %]
TCUF 0] 0] %] %] fiir 60, 120 und 240 min
eff. UF 0] 0] %] %] fiir 60, 120 und 240 min
néchtl. UF am Cycler o o o %)
24h UF O o 0 0
CWxrea. 0] 0] %] %]
Kt/V o o o 0]
BGA 0] 0] o 0]
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Tabelle 9: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Untersuchung der Biokompatibilitit und peritonealen

Immunabwehr
Parameter 5 Monate Gruppendifferenzen nach Kommentar
Therapie mit
Bik./Lak. Laktat 1 Monat 5 Monaten
PM® Anzahl im Dialysat 0] 0] ja ja Bik./Lak. > Laktat
PM® Phagozytoseaktiv. T o 0 ja
PM® respiratory burst o o o %)
PM® stim. IL-6 Sekret. (0] (0] 0] 0
IL-6 im Dialysat (6 h) o T ja ja Bestimmung im last bag
IL-6 im Dialysat (PET) ! @) %] ja nach 15,120 und 240 min
IL-6 im Serum ! Q) (0] 0]
CA 125 im Dialysat o o (ja) (ja) Bik./Lak. > Laktat
TGF1-f im Dialysat o o o 0]
AGEs im Dialysat ) o 0 ja Bik./Lak. < Laktat
Dialysat- . .
Einlaufschmerzen ! o - ja Bik./Lak. < Laktat
humane Monozyten, Vitalitit IL-6 Sekretion basal IL-6 Sekretion LPS

inkubiert mit:

stim.

frischem Dialysat

Medium > Bik./Lak. >
Laktat

Medium > Bik./Lak. >
Laktat =0

60 Minuten Medium = Bik./Lak. =  Medium > Laktat >
equilibriertem Dialysat Laktat Bik./Lak.
240 Minuten Medium = Bik./Lak. =  Medium > Bik./Lak. =
equilibriertem Dialysat Laktat Laktat
L1 = signifikanter Anstieg/Abfall o
(1) (1) = nicht signifikanter (tendenzieller) Anstieg/Abfall 0]
ja = signifikanter Unterschied -
(Ga) = nicht signifikanter (tendenzieller) Unterschied

Medium > Bik./Lak. >
Laktat =0

Medium > Laktat >
Bik./Lak.

Medium > Bik./Lak. =
Laktat

= keine Anderung
= kein Unterschied

= nicht untersucht
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Insbesondere in der friihen Equilibrationsphase sind Unterschiede des peritonealen Transports
erkennbar. Unsere Ergebnisse zeigen erstmals unter APD, dass mit dem FEinsatz einer
Bikarbonat/Laktat gepufferten Losung eine signifikante Verminderung des Anstieges des
niedermolekularen Stofftransports erfolgt. Damit konnte der negative Trend zur Entwicklung
eines hyperpermeablen Peritoneums gebremst werden. Unsere Ergebnisse geben Anlass zur
Hoffnung, unter Therapie mit neutralem Bikarbonat/Laktat gepuffertem Dialysat die
Membranfunktionen {iber einen ldngeren Zeitraum erhalten zu konnen als unter Therapie mit
konventionellem Dialysat. Dies wiirde das Systemiiberleben der Peritonealdialyse positiv
beeinflussen. Langfristige Verlaufskontrollen der Patienten sind notwendig und derzeit

Gegenstand von weiteren prospektiven Studien in unserem Zentrum.

Mit unseren Untersuchungen zur Biokompatibilitdt und Immunintegritdt konnten wir anhand
der Zellfunktionen von Makrophagen, Monozyten und Mesothelzellen die protektiven
Eigenschaften von neutralem gegeniiber saurem Dialysat nachweisen.

Aufgrund der unter APD intensiven Exposition zu frischem Dialysat sehen wir insbesondere
fiir diesen Therapiemodus der Peritonealdialyse besondere Vorteile gegeniiber dem Einsatz

konventioneller Losungen.
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| Zeit

TCUF Transkapilldre Ultrafiltration (transcapillary ultrafiltration)
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Peritonealer Stoff- und Fliissigkeitstransport und peritoneale Inmunkompetenz an der
automatisierten  Peritonealdialyse @ (APD) nach Langzeitbehandlung mittels
Bikarbonat/Laktat gepuffertem Dialysat - Ein Vergleich zu Laktat gepuffertem Dialysat

Einleitung: Der dauerhafte Einsatz konventioneller Laktat gepufferter Dialysate in der PD kann zu zunehmender
Fibrosierung des Submesotheliums, der Vermehrung der extrazelluliren Matrix sowie zu GefaBproliferationen
des Peritoneums fithren. Diese histologischen Verdnderungen beruhen u. a. auf dem Einfluss des sauren pH
Dialysatwertes der hohen Dialysatosmolaritit und von Glukoseabbauprodukten. Daraus resultiert bereits nach
wenigen Therapiejahren eine Hyperpermeabilitit des Peritoneums die funktionell vor allem in einem fiir den
Patienten ungiinstigen Ultrafiltrationsverlust miindet. Die Instillation von saurem Dialysat induziert initial eine
Vasodilatation der peritonealen Gefale. Daher sind in der Frithphase des Zyklus Unterschiede beziiglich des
peritonealen Transports denkbar, die unter APD bei erhohtem Dialysatumsatz und kiirzeren Verweilzeiten
bedeutsamer sind als unter CAPD (kontinuierliche ambulante Peritonealdialyse). In einer randomisierten Cross-
over Studie untersuchten wir erstmals den peritonealen Stoff- und Fliissigkeitstransport sowie Parameter der
peritonealen Biokompatibilitdt unter Einsatz von Bikarbonat/Laktat (pH 7,4) bzw. Laktat (pH 5,5) gepuffertem
Dialysat bei APD-Patienten.

Methode: 14 stabile APD Patienten (Alter: 40 = 11 Jahre), seit 23 + 23 Wochen mit der PD behandelt, wurden
in einem Cross-over Design randomisiert und iiber 12 Monate prospektiv untersucht. 6 Patienten erhielten initial
eine Laktat gepufferte Losung (Dianeal®, Baxter Healthcare), 8 Patienten eine Bik./Lak. Losung (Physioneal®,
Baxter Healthcare). Nach 6 Monaten erfolgte der Wechsel auf die alternative Losung. Die tdgliche mittlere
Glucosebelastung wahrend des Applikationszeitraums war mit 1369 + 296 mmol in der Bik./Lak. Gruppe und
1493 £ 451 mmol in der Laktat Gruppe vergleichbar. Die Restdiurese war ebenso in beiden Gruppen gleich
(Bik./Lak.: 1323 + 862 vs. Laktat: 1148 + 908 ml/Tag). Mittels eines erweiterten peritonealen Equilibrationstests
(3,86% Glukose mit Dextran 70 als Volumenindikator) wurden in jeder Behandlungsphase nach 1 und 5
Monaten die Dialysat/Plasma (D/P) Ratio und der Massentransferkoeffizient (MTAC) fiir kleine Solute, die
lymphatische Absorptionsrate (LAR), die transkapilldre Ultrafiltration (TCUF), die effektive Ultrafiltration
(eff.UF) sowie der freie Wassertransport bestimmt. Die Dialyseeffektivitit (Kt/V, Kreatininclearance) wurde
anhand von 24h-Dialysat- und Urinsammlungen iiberpriift. Anhand verschiedener Kulturversuche mit isolierten
Monozyten und peritonealen Makrophagen und der Betrachtung geeigneter Markersubstanzen (IL-6, CA 125,
TGF-B1, CRP, ,,advanced glycosylation end-products”) wurde die Biokompatibilitit der eingesetzten Dialysate
bestimmt. Tests zur Zellvitalitit, Phagozytoseeigenschaften und Zytokinexpression wurden verwendet.

Ergebnisse: In der Laktat Gruppe stieg der MTAC fiir Kreatinin und Kalium im Bereich der frithen
Equilibrationsphase binnen 5 Monaten signifikant an (p < 0,05), wéhrend die Bik./Lak. Gruppe tendenziell
niedrigere Werte aufwies (n.s.). Nach Smonatiger Therapie waren die MTAC-Werte der Laktat Gruppe
gegeniiber der Bik./Lak. Gruppe signifikant erhoht (p < 0,05). Der niedermolekulare Stofftransport der frithen
Equilibrationsphase, gemessen anhand der D/P Ratio von Harnstoff, Phosphat und Kalium, war in der Bik./Lak.
Gruppe iiber 5 Monate riickldufig (p < 0,05). Die D/P Ratio von Kreatinin und Kalium stieg in der Laktat
Gruppe im gleichen Zeitraum an (p < 0,05). Daraus ergaben sich nach Smonatiger Therapie unter Bik./Lak. im
Vergleich zu Laktat signifikant reduzierte D/P Quotienten fiir Kreatinin, Harnstoff und Kalium (p < 0,05). Die
LAR, TCUF und eff.UF waren identisch und zeigten im Behandlungsverlauf keine Unterschiede. Im Vergleich
zur Laktat Gruppe war der freie Wassertransport der Bik./Lak. Gruppe signifikant erniedrigt (p < 0,05). Die
Dialyseeffektivitit war mit beiden Losungen gleichwertig addquat.

Die Phagozytoseaktivitit der Peritonealmakrophagen stieg nach Bik./Lak.-Behandlung signifikant an (p < 0,05).
Eine deutliche Reduktion der IL-6- und der AGEs-Konzentration im Auslaufdialysat (beide p<0,05) war in der
Bik./Lak.-Gruppe zu verzeichnen. Das CA 125 als ein Indikator der Mesothelzellintegritit war bereits nach
Imonatiger Therapie mit der Bik./Lak.-Losung signifikant erhoht (p < 0,05). Weiterhin gaben die Patienten
deutlich reduzierte Einlaufschmerzen unter Verwendung der neutralen gegeniiber der konventionellen Losung
an (p <0,05).

Zusammenfassung: In der friihen Equilibrationsphase beobachteten wir unter Behandlung mit Laktat
gepufferter Losung eine mit der Therapiedauer zunehmende effektive Membranoberfliche bei ansteigendem
niedermolekularem Stofftransport. Nach Smonatiger Therapie mit der Bikarbonat/Laktat Losung war der
Stofftransport niedermolekularer Solute dagegen riicklaufig. Der Aquaporinkanal vermittelte freie
Wassertransport lag bei der sauren Losung hoher, moglicherweise bedingt durch eine vermehrte peritoneale
Vasodilatation. Unsere Ergebnisse geben erstmals Hinweise auf einen die Hyperpermeabilitiat bremsenden Effekt
der neutral gepufferten Bik./Lak. Losung unter APD. Auch in Punkto Biokompatibilitdt zeigt eine neutral
gepufferte Losung Vorziige gegeniiber konventionellen Dialysaten an der APD — vor allem beziiglich
Zellvitalitit und Infektabwehrparametern peritonealer Zellen. Léngerfristige Untersuchungen miissen zeigen, ob
sich die hier gefundenen Entwicklungen positiv auf das technische Systemiiberleben und die Patientenprognose
an der PD auswirken.
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