Wissenschaft und Fortbildung Lab.med. 5: 129 (1981) 129

Viskositat, Trypsinaktivitat,
EiweiBkonzentration und Lactoferringehalt
des selektiv aspirierten reinen Pankreassekretes
bei chronischer Pankreatitis

F. Tympner

Abteilung fir Gastroenterologie der LVA Klinik Herzogh&he, Bayreuth

Zusammenfassung:

Bei Patienten mit chronischer Pankreatitis wurde im Vergleich zu Kontrollprobanden im reinen
endoskopisch gewonnenen Pankreassekret mittels eines modifzierten Kapillarviskosimeters die
Viskositat, photometrisch Trypsinaktivitat, EiweiBkonzentration und Lactoferrinkonzentration be-
stimmt. Als Resultat fanden wir bei chronischer Pankreatitis eine signifikant gesteigerte Viskositat,
Trypsinaktivitdt und Lactoferrinkonzentration. Der GesamteiweiBgehalt war ebenfalls gesteigert,
signifikante Unterschiede lieBen sich jedoch nicht nachweisen. Unsere Resultate unterstiitzen die
Hypothese, daB8 Pracipitation von eiweiBBhaltigem Material in den Pankreasgingen, verzégerter
SekretfluBB und frihzeitige Aktivierung von Trypsin pathogenetisch wichtige Faktoren der chroni-
schen Pankreatitis sind. Die Bestimmung der Lactoferrinkonzentration ist eine sehr vielverspre-
chende Methode in der Diagnostik der chronischen Pankreatitis.
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Summary:

The viscosity, trypsin activity, protein concentration and lactoferrin concentration in selectively
aspirated, pure pancreatic secretion uncontaminated by bile, were determined in 46 patients with
chronic pancreatitis and compared with the values obtained in 39 control subjects. The viscosity
was measured using a modified capillary viscosimeter, the trypsin activity and the protein concen-
tration using photometry and the concentration of lactoferrin employing a new standard. It was
found that in chronic pancreatitis, viscosity, trypsin activity and lactoferrin concentration were all
significantly elevated. The total protein concentration was also found to be increased but the
differences were not significant. The results of this examination support the hypothesis that
precipitation of protein-containing material in the pancreatic ducts, delayed outflow of secretion
and premature activation of trypsin are pathogenically important factors in chronic pancreatitis.
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Einleitung

Tierexperimentell fand sich bei chronischem Alko-
holismus eine gesteigerte pankreatische Proteinse-
kretion (1,23). Bei chronischer Pankreatitis sollen
Proteine in den Pankreasgéngen précipitieren (21).
Lactoferrin fordert wahrscheinlich diese Précipita-
tion (4). Es besteht die Moglichkeit, die Papilla Va-
teri endoskopisch zu sondieren und reines Pan-
kreassekret ohne Gallenkontamination zu apsirie-
ren. Bei chronischer Pankreatitis wurde im Vergleich
zu Gesunden in diesem ,.eiweiBreichen” reinen
Pankreasekret die Trypsinaktivitdt, Protein- und
Lactoferrinkonzentration bestimmt. Bei zahlreichen
Sekretin-Pankreozymin-Tests konnte der Eindruck
gewonnen werden, daR das Duodenalsekret bei
chronischer Pankreatitis zdher als bei Gesunden ist.
Deshalb wurde die Viskositat des selektiv apsirierten
Pankreassekretes gemessen.

Patienten und Methode

Es wurden 39 gesunde Kontrollprobanden (15
weibliche, 24 mannliche, Durchschnittsalter 43,2
Jahre) und 46 Patienten mit chronischer Pankreati-
tis (3 weibliche, 43 mannliche, Durchschnittsalter
43,7 Jahre) untersucht. Die Diagnose, ,,chronische
Pankreatitis’* war gesichert durch das klinische Bild,
rezidivierende Serumamylaseanstiege und Reduzie-
rung der exokrinen Pankreasfunktion im volumen-
verlustkorrigierten Sekretin-Pankreozymin-Test
(24).

Ohne Pramedikation wurde auf endoskopischem
Weg die Papilla Vateri sondiert und reines Pankreas-
sekret ohne Gallenkontamination sofort nach intra-
venoser Stimulation des exokrinen Pankreas mit
1 KE Sekretin/kg Kérpergewicht aspiriert. Unmittel-
bar nach Aspiration wurden Viskositat, Trypsinakti-
vitat, Protein- und Lactoferrinkonzentrationen be-
stimmt.

1. Viskositatsmessung

Das selektiv aspirierte Pankreassekret wurde fur
1 Minute bei 1000 U/min. zentrifugiert. Zur Visko-
sitdtsbestimmung wurde ein modifiziertes Kapillar-
viskosimeter, bei dem der Druck anstelle der Durch-
fluRzeit als MefRgroRe diente (16), verwendet. Die-
ses Viskosimeter besteht aus einer Spritze zur Se-
kretaufnahme, einem Spezial-T-Stiick mit kleinem
Totraum, einer auswechselbaren Kapillare sowie
dem Druckaufnehmer und einem Streifenschreiber.
Das zu messende Pankreassekret wird in die Injek-
tionsspritze aufgezogen. Nach Einschalten der
Pumpe mi8t der Druckaufnehmer den unmittelbar
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vor der Kapillare vorhandenen Druck, der mittels
Streifenschreiber dokumentiert wird. Die Viskositat
wird durch Messung des Drucks bestimmt, der er-
forderlich ist, um das Sekret bei konstanter Stro-
mungsstarke durch die Kapillare zu driicken. Der
Stromungsgeschwindigkeitsgradient war 200sc™" ,
der Kapillardurchmesser 0,6 mm. Die Lange der re-
gistrierten Kurve ist ein MaR fir das Volumen, die
Hohe der Auslenkung fir die Viskositat. Die , mitt-
lere’” Viskositdt kann durch Integration bestimmt
werden.

2. Trypsinaktivitat

Im reinen Pankreassekret wurde sofort nach Aspira-
tion unter Eiskiihlung die Trypsinaktivitat mit a-N-
p-tosyl-L-argininmethylester als Substrat photome-
trisch bestimmt (7).

Abb. 1:

Viskositat des reinen Pankreassekretes.
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3. Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration im selektiv aspirierten
Pankreassekret wurde nach der Methode von Lowry
bestimmt (12).

4. Lactoferrinkonzentration

Zur Bestimmung der Lactoferrinkonzentration
wurde die radiale Immundiffusionsmethode nach
Mancini verwendet (13). Nach 2-5 Tagen bildeten
sich in der Agargelschicht Prazipitatringe, deren
Durchmesser mit der MeRlupe bestimmt wurden.
Mittels eines neuen Lactoferrinstandards (Behring-
werke) konnten Eichkurven erstellt werden, die eine
direkte Konzentrationsmessung des Lactoferrins in
mg/dl ermdglichten. ’

i Abb. 2:
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Statistik

Mit dem U-Test von Mann und Whitney bzw. dem
Kolmogoroff-Smirnow-Test wurde gepriift, ob die
Werte der Kontrollgruppe von denen der Patienten
mit chronischer Pankreatitis signifikant unter-
schiedlich waren (19).

Ergebnisse

1. Viskositat

Das Pankreassekret der Gesunden hatte eine dem
Wasser entsprechende Viskositit. Bei Patienten mit
‘chronischer Pankreatitis war das Pankreassekret mit
Partikeln angereichert. Dies gab sich bei der Visko-
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sitdtsmessung in besonderen Spitzenwerten zu er-
kennen. Aber auch nach Zentrifugation fand sich
immer noch eine signifikant hohere Viskositéat als bei
Gesunden (p<0,01) (Abb. 1).

2. Trypsinaktivitat

Im reinen eisgekihiten Pankreassekret lieR sich bei
den Patienten mit chronischer Pankreatitis im Ver-

Abb. 4:

Lactoferrinkonzentration im  reinen
Pankreassekret. Mittelwerte + Standard-
abweichungen.
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gleich zur Kontroligruppe eine signifikant gestei-
gerte Trypsinaktivitdt nachweisen (p<0,01) (Abb.
2).

3. EiweilBkonzentration

Zwischen beiden Probandengruppen konnte kein
signifikanter Unterschied der EiweiBkonzentration
im reinen Pankreassekret festgestellt werden, ob-
wohl bei den Patienten mit chronischer Pankreatitis .
die EiweiBkonzentration erhoht war (p>0,05)
(Abb. 3).

4. Lactoferrinkonzentration

Bei den Patienten mit chronischer Pankreatitis war
im Vergleich zu Gesunden die Lactoferfinkonzentra-
tion im reinen Pankreassekret deutlich erhoht
(p<0,01) (Abb. 4).

Diskussion

Frihere Konsistenzbestimmungen des Duodenal-
saftes ergaben bei chronischer Pankreatitis im Ver-
gleich zu Gesunden keine signifikanten Unter-
schiede (17). Nach neueren Untersuchungen
konnte jedoch ein signifikanter Unterschied nach-
gewiesen werden (11). Dabei zeigte die Viskositat
bei chronischer Pankreatitis eine umgekehrte signi-
fikante Korrelation zum aspirierten Volumen, zur Bi-
karbonat- und Trypsinkonzentration. Als Ursache
der gesteigerten Viskositat bei chronischer Pankrea-
titis wurde deshalb die reduzierte Pankreassekretion
diskutiert. Allerdings erfolgte keine selektive Pan-
kreassekretaspiration, weshalb variable Gallensaft-
und Duodenalschleimkontaminationen die Inter-
pretation dieser Studie erschwerten. Die Viskosi-
tatsmessung mit dem hier verwendeten Kapillarvis-
kosimeter ist vollig unproblematisch und bietet au-
Rerdem den Vorteil, daB man mit wenig Sekret —
bereits 0,75 ml bis 1 ml genligen — die Viskositat
bestimmen kann. Das bedeutet Zeitersparnis, denn
die Erfahrung hat gezeigt, daR man gerade bei den
Patienten mit_chronischer Pankreatitis wegen pa-
thologischer Veranderungen des Ductus pancreati-
cus nur mithsam reines Pankreassekret gewinnen
kann. Unser Resultat — gesteigerte Viskositat des
reinen Pankreassekretes bei chronischer Pankreati-

* tis—wird auch durch morphologische Untersuchun-

gen unterstiitzt. Bei chronischer Pankreatitis fanden
sich Gangektasien mit EinschluR von vis,késen Se-
kretschollen (22).

Bikarbonat- und Enzymbestimmungen im endosko-
pisch gewonnenen Pankreassekret wurden zuerst
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bei Gesunden durchgefihrt (3, 18). Bei Patienten
mit chronischer Pankreatitis fanden sich gegentiiber
der Norm erniedrigte Bikarbonatkonzentrationen,
Amylaseaktivitdten und Proteinoutputs (2, 5, 9, 10).
Dagegen ist bisher liber Trypsinbestimmungen im
endoskopisch gewonnenen reinen Pankreassekret
nur wenig berichtet worden (5, 15). Tierexperimen-
tell konnte gezeigt werden, daB das Trypsinogen
ohne dulere Einwirkungen seine eigene Aktivierung
in Gang bringen kann (8). Eine gesteigerte Trypsi-
naktivitat im Pankreasgang bei Patienten mit chro-
nischer Pankreatitis beglinstigt sicherlich noch zu-
satzlich diese vorzeitige Aktivierung (21).

Histologische Untersuchungen und auch dreidi-
mensionale Rekonstruktionen der Pankreasgange
mittels Feinschnitten zeigten, dall in identischen
Stadien der chronischen Pankreatitis vergleichbare
Veranderungen vorliegen (14). Im Anfangsstadium
kommt es zunachst zu einer Fallung von EiweiRma-
terial in den Ganglumina. Tierexperimentell konnte
unter dem EinfluB chronischen Alkoholkonsums
eine Zunahme der Proteinkonzentration im Pan-
kreassaft nachgewiesen werden (21). Auch bei un-
seren Patienten mit chronischer Pankreatitis fand
sich im reinen Pankreassekret eine hohere Gesamt-
eiweilkonzentration als bei den Gesunden. Signifi-
kante Unterschiede waren jedoch nicht verifizierbar.
Weitere Untersuchungen missen zeigen, ob unmit-
telbar nach Alkoholgenuf bei chronischer Pankrea-
titis im Vergleich zu Gesunden signifikant héhere
Proteinoutputs nachgewiesen werden kénnen.

Lactoferrin ist ein einkettiges Glykoprotein, dessen
Molekulargewicht 75 000-77 000 bzw. 82 500 be-
tragt und das pro Molekil 2 Atome Eisen in Verbin-
dung mit 2 Molekilen Hydrogenkarbonat aufneh-
men kann. Lactoferrin dhnelt sehr dem im Blut-
plasma zirkulierenden Transferrin, von dem es im-
munologisch jedoch vollkommen verschieden ist.
Uber die biologische Funktion von Lactoferrin ist
bislang nur wenig bekannt. Bei Patienten mit chro-
nischer Pankreatitis fand man hoéhere Lactoferrin-
spiegel im Duodenalsekret als bei gesunden Kon-
trollprobanden (4). Genaue Konzentrationsanga-
ben konnten jedoch noch nicht gemacht werden.
Wir haben Lactoferrin im endoskopisch gewonne-
nen reinen Pankreassekret und nicht im Duodenal-
aspirat gemessen. Mittels eines neuen Standards der
Behringwerke konnte Lactoferrin immunologisch
bestimmt werden. Ein gesteigerter Lactoferrinspie-
gel im reinen Pankreassekret scheint spezifisch fir
die chronische Pankreatitis zu sein. Zu dhnlichen
Ergebnissen kommt auch eine andere Studie, in der
Lactoferrin radioimmunologisch im reinen Pan-
kreassekret bestimmt wurde (6).

Insgesamt macht unsere Studie deutlich,' daB bei
chronischer Pankreatitis im reinen Pankreassekret

Viskositét, Trypsin- und Lactoferringehalt gesteigert
sind. Insbesondere die Lactofernnbestlmmung im
reinen Pankreassekret ist eine sehr vielverspre-
chende Methode in der Diagnostik der chronischen
Pankreatitis.

Unsere Resultate stimmen mit der Hypothese iiber-
ein, daR ein verlangsamter SekretfluB, eine Prazipi-
tation von eiweiBreichem Material in den Pankreas-
gangen und eine vorzeitige Aktivierung von Trypsin
als pathogenetische Faktoren der chronischen
Pankreatitis wahrscheinlich sind (21).
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