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1 Einleitung

1.1 Metabolische Azidose

Metabolische Azidosen werden durch einen erniedrigten arteriellen pH-Wert (< 7,4) und eine
gleichzeitig reduzierte plasmatische Bicarbonatkonzentration charakterisiert sowie durch
kompensatorische Hyperventilation zur Senkung des Kohlenstoffdioxidpartialdrucks [1].
Demzufolge befindet sich der Base Excess (BE) unterhalb -2 mEg/L [2, 3]. Im Gegensatz zu
einer chronischen metabolischen Azidose, welche mehrere Wochen anhalten kann, dauert die
akute Form nur einige Stunden bis Tage. Die profunde Auspragung einer metabolischen
Azidose ist sowohl mit einer gesteigerten Morbiditat als auch Mortalitdt und somit einem
verschlechterten klinischen Outcome assoziiert [2, 4]. Diese schlechte Prognose kann durch
die Auswirkung zahlreicher inhdrenter Eigenschaften einer akuten metabolischen Azidose auf
verschiedene Parameter und Organsysteme des Organismus erklart werden. Zu den Folgen
zahlt eine verminderte Kontraktilitdt des Herzens woraufhin als Konsequenz sowohl das
Herzminutenvolumen als auch der Blutdruck absinken [5, 6]. Zusatzlich kommt es zu einer
verstarkten peripheren Vasodilatation, einer erhéhten Gefahr von Arrhythmien und einer
Katecholaminresistenz [6, 7]. Insbesondere nach herzchirurgischen Eingriffen mit der
Notwendigkeit einer intraoperativen Kardioplegie und damit einhergehender kalter Ischamie
sind zusétzliche das Herz-Kreislauf-System schwachende Faktoren wie eine metabolische
Azidose duRerst ungunstig, weshalb sie unbedingt vermieden werden sollten. Dartiber hinaus
ergeben sich weitere systemische Auswirkungen einer generalisierten Azidose (Tabelle 1).

Tabelle 1: Auswirkungen einer metabolischen Azidose auf verschiedene Parameter
bzw. Organsysteme. Nach: [1, 5-9].

Betroffener Parameter/

betroffenes Organ(system) Effekt

Hamoglobin O2-Abgabe ans Gewebe 1

Kontraktilitdt |
Herzminutenvolumen |

Blutdruck |

Herzrhythmusstorung
Katecholaminresistenz
Vasodilatation der Arteriolen 1
Konstriktion der Venen 1
Pulmonal-vaskuldrer Widerstand 1

Kardiovaskulares System

Kaliumhaushalt

plasmatische Hyperkalidmie

Glutaminsynthese 1

Leber Harnstoffsynthese |

Lunge

kompensatorische Hyperventilation

Hemmung der Glykolyse
Proteinabbau 1
Ammoniumausscheidung 1
Bicarbonatausscheidung |
pH-Wert Urin |

Metabolismus

Niere
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Zur Kompensation bzw. Korrektur einer extrazellularen metabolischen Azidose stehen dem
Korper vier Mechanismen zur Verfligung, die sich teilweise in ihrem zeitlichen Auftreten
unterscheiden (Abbildung 1).

| Metabolische Azidose |

Extrazellulire Pufferung | ‘ Respiratorische Kompensation ‘ | Intrazelluldre Pufferung ‘ | Renale Kompensation
Pufferung durch Blut- I Steigerung der Atmung I Austausch extrazelluldrer * Ausscheidung von
und Plasmabestandteile Protonen gegen Ammonium
(Bicarbonat, intrazellulidres Natrium, + Ausscheidung
Hémoglobin, Phosphat, Kalium titrierbarer Siure
Proteinat) (hauptsichlich
Phosphat)
*  Ausscheidung freier
Protonen
(Ansduerung des
Urins)

Abbildung 1: Zusammenfassende Ubersicht (iber die generellen Kompensationsmoglichkeiten des
Organismus bei metabolischer Azidose.

Unmittelbar nach Entstehung Uberschissiger Protonen werden diese mittels extrazellularer
Puffer, d.h. im Blut enthaltener Substanzen, gebunden und somit neutralisiert. Die
Konzentration aller Pufferbasen im Blut betragt néherungsweise 48 mM [10], wobei die
Hélfte auf Bicarbonat entfallt, sodass das Kohlenstoffdioxid/Bicarbonat-System die
bedeutendste Rolle im Extrazellularraum spielt. Die Ubrigen 24 mM verteilen sich auf die
sogenannten ,,Nicht-Bicarbonat“-Puffer, welche von Proteinat und Phosphat gebildet werden.
Erstgenannter unterteilt sich nochmals in das intraerythrozytdre Hamoglobin sowie
Plasmaproteine [1]. Der quantitative Beitrag dieser Komponenten nimmt gemaR ihrer
Aufzdhlung ab. Die Besonderheit des Kohlenstoffdioxid/Bicarbonat-Systems besteht darin,
dass es ein sogenanntes offenes System ist, d.h. die beiden Pufferkomponenten (Bicarbonat
und Kohlenstoffdioxid) konnen weitestgehend unabhangig voneinander tber Niere und Lunge
reguliert werden [10, 11]. Das Zusammenspiel dieser beiden Organe bei der Regulation des
pH-Wertes wird anhand der Henderson-Hasselbalch-Gleichung ersichtlich (s. auch
Kapitel 3.2.11). Eine weitere sehr rasch einsetzende Art der Kompensation stellt eine
angepasste Respiration dar. Vermittelt durch eine Stimulation zentraler und peripherer
Chemorezeptoren erfolgt eine kompensatorische Hyperventilation, wodurch vermehrt
Kohlenstoffdioxid abgeatmet werden kann, sodass die Konzentration an Protonen im Blut
gesenkt wird [1]. Eine solche respiratorische Kompensation wird innerhalb von einigen
Minuten realisiert und erreicht nach spatestens sechs bis zwo6lf Stunden ihr Maximum. Neben
diesen beiden relativ zeitnah zur Entstehung Uberzéhliger Protonen eintretenden
Mechanismen besteht mit der intrazellularen Pufferung eine dritte Moglichkeit der Pufferung,
deren zeitliches Einsetzen teils widersprichlich angegeben wird. Bei der intrazelluldren
Pufferung werden im Austausch gegen monovalente Kationen wie Natrium und Kalium
Protonen aus dem Extrazellularraum in die Zelle transportiert. Aufgrund der ionalen
Zusammensetzung von Intra- (Kalium: 150 mM, Natrium: 10 mM) und Extrazellularraum
(Kalium: 4 mM, Natrium: 144 mM) verursacht der Austausch von Protonen gegen Kalium

2
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grollere prozentuale Veranderungen der plasmatischen Kaliumkonzentration, sodass eine
metabolische Azidose mit einer plasmatischen Hyperkalidmie assoziiert wird (Tabelle 1).
Vermutlich ist der Mechanismus der intrazellularen Pufferung ebenfalls Teil einer
Akutantwort. Auf diese Weise konnen 30% -70% der (berschiissigen Protonen
vorubergehend neutralisiert werden [1, 12-16]. Im weiteren Verlauf werden die intrazellular
gespeicherten Protonen erneut sukzessive gegen Natrium und Kalium ausgetauscht und fortan
renal ausgeschieden bzw. neutralisiert. Eine vierte Madglichkeit besteht in der renalen
Kompensation, welche sich wiederum in drei verschiedene Mechanismen unterteilen lasst
[17]. Zum einen kdnnen freie Protonen sekretiert werden, die die messbare Azidifizierung des
Urins bedingen. Die physiologisch maximal mdogliche Absolutmenge der auf diese Weise
ausgeschiedenen Protonen ist sehr gering (< 0,05 mM) [1, 18-20]. Wenngleich die Sekretion
freier Protonen unter quantitativen Gesichtspunkten vollends zu vernachl&ssigen ist, so stellt
sie aufgrund der Ansduerung des Urins den ersten und elementaren Schritt bei der renalen
Saureausscheidung mittels Phosphat und Ammonium dar. Zum anderen kénnen Protonen mit
Hilfe des Phosphatpuffersystems ausgeschieden werden, wobei Dinatriumhydrogenphosphat
ein weiteres Mal protoniert und folglich zu Natriumdihydrogenphosphat wird. Hierfiir ist die
oben erwéhnte Azidifizierung des Urins von enormer Bedeutung, da der pH-Wert des Urins
nach erfolgter Ansauerung von einem Wert oberhalb des pKs-Wert des Phosphatsystems von
6,8 auf einen Wert unterhalb fallt [21]. Unter physiologischen Bedingungen ist das
Phosphatsystem mit einer Kapazitat von ca. 25 mmol/Tag [21, 22] (entsprechend etwa 40%
der Nettosdureausscheidung [11]) ein nennenswertes System. Stérungen des S&ure-Base-
Haushalts stellen demnach eine wesentliche, Uber mehrere Mechanismen vermittelte,
regulatorische EinflussgroRe auf die Phosphaturie dar [23]. Die Leistung dieses Systems ist
im Falle einer Azidose jedoch nicht ausreichend steigerbar (maximal Verdopplung bis
Verdreifachung [1, 19-21, 24]). Sowohl aufgrund seines quantitativen VVorkommens als auch
der Pufferkapazitat bei physiologischen pH-Werten des Urins stellt Phosphat das
vorherrschende direkte Puffersystem im Urin dar [21, 25]. Kreatinin und Citrat gehoren
ebenfalls zu den ,,Nicht-Bicarbonat“-Puffern im Urin, welche jedoch beide unter quantitativen
Gesichtspunkten keine bedeutende Rolle spielen und aufgrund dessen im Weiteren nicht
behandelt werden (Tabelle 2) [11, 21].

Tabelle 2: Verschiedene im Urin vorkommende ,Nicht-Bicarbonat“-Puffer beim Menschen, deren
pKs-Werte sowie die durchschnittliche Ausscheidung pro Tag bei ausgeglichenem S&ure-Base-Haushalt.
Nach: [1, 21, 25-27].

Puffersubstanz pKs-Wert  Ausscheidung bei normalem
Saure-Base-Status (mmol/Tag)

Phosphat 6,8 25

Ammonium 9,0 40 - 80

Kreatinin 4,9 11

Citrat 5,6 3
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Die dritte Moglichkeit der renalen Kompensation besteht im Ammoniak/Ammoniumsystem,
das mit etwa 40mmol/Tag — 80 mmol/Tag (entsprechend etwa 60% der
Nettosaureausscheidung [11]) bereits unter physiologischen Bedingungen die dominierende
Komponente hinsichtlich der Neutralisierung Uberschiissiger S&uredquivalente darstellt
(Tabelle 2) [28, 29]. Da der pKs-Wert dieses Systems bei 9,0 liegt, kann es innerhalb des
physiologischen Bereiches kein effektives direktes Puffersystem darstellen [21], sodass sich
dessen Einfluss auf den Saure-Base-Haushalt etwas komplizierter gestaltet. Bei einem
ausgeglichenen  Sdure-Base-Haushalt ~ kommt  die  Stickstoffausscheidung  der
Stickstoffaufnahme Uber die Nahrung gleich. Die Eliminierung des im Metabolismus
anfallenden und zu entsorgenden Stickstoffs geschieht zu 99% uber die Bildung von
Harnstoff und Ammonium, der Anteil stickstoffhaltiger Komponenten wie Nitrate, Harnséure,
im Urin ausgeschiedene Proteine oder Metabolite des Stickstoffmonoxids betragt zusammen
weniger als ein Prozent [27]. Bei normalem Sdure-Base-Status erfolgt die Entsorgung tber
Ammonium nur zu etwa 5% - 10% und dementsprechend zu 89% - 94% uber Harnstoff [26,
27]. Zur Harnstoffsynthese werden pro Molekil Harnstoff zwei Molekile Bicarbonat
verbraucht. Dieser Verbrauch findet zum einen waéhrend der Generation von
Carbamoylphosphat aus Bicarbonat und Ammonium statt, als auch bei der Synthese von
Citrullin aus Ornithin und Carbamoylphosphat [30]. Bei dieser Reaktion wird ein Proton frei,
das mittels Bicarbonat neutralisiert werden muss (Abbildung 2).

@9\ ~ NH,*
[~ ATP + H,0

/- ATP
Harnstoff

{ Carbamoylphosphat
Arginin Ornithin

\

Fumarat \" H* HCO, )

Argininosuccinat ‘_T Citrullin H,CO;

Aspartat Cco, H,0

Abbildung 2: Verbrauch von Bicarbonat wahrend des Harnstoffzyklus.

Das auszuscheidende ~ Ammonium  hingegen  stammt  groftenteils aus den
Desaminierungsreaktionen von Glutamin zu Glutamat bzw. Glutamat zu a-Ketoglutarat in
den proximalen Tubuluszellen der Niere [26, 27, 31]. Die Desaminierungsreaktionen werden
durch zwei Enzyme, Glutaminase | bzw. Glutamatdehydrogenase, vermittelt [32-34], welche
Schlisselenzyme der Ammoniumsynthese darstellen und deren Expression bei Azidose
gesteigert wird [28]. Folglich verbraucht im Gegensatz zur Harnstoffproduktion die
Ammoniumsynthese kein Bicarbonat. Das bei der Desaminierung von Glutamin respektive
Glutamat anfallende a-Ketoglutarat kann seinerseits unter Generation von zwei Molekilen
Bicarbonat mittels des dritten Schlisselenzyms der Ammoniumsynthese, der
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Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase, in ein neutrales Endprodukt (Uber Phosphoenolpyruvat
schlussendlich zu Glukose) Uberfiihrt werden. Demzufolge entspricht die durch die Steigerung
der Ammoniumsynthese eingesparte Menge Bicarbonat stdchiometrisch in etwa der
ausgeschiedenen Menge Ammonium [35]. Der Vorteil der Stickstoffausscheidung mittels
Ammoniumionen gegeniiber Harnstoff bestent demnach in der Gewinnung bzw.
Rickgewinnung von Bicarbonat, nicht jedoch (ber eine direkte gesteigerte
Protonenausscheidung [33, 35-39] (Formel 1).

(@) 2 (~00C — CH, — NH}) +3 0, + 2 HCO3
—3C0, + 3 H,0 + H,N —CO — NH, + 2 HCO3

(b)2(700C—-CH,—NHf)+30,>2C0,+2NH} +2HCO3

Formel 1: Stickstoffausscheidung mittels (a) Harnstoffsynthese und (b) Ammoniumsynthese. Durch
Steigerung der Ammoniumsynthese auf Kosten der Harnstoffsynthese bei azidotischer Stoffwechsellage entsteht
pro Ammoniumion in etwa ein Molekdl Bicarbonat. Aus: [39]

Bei sowohl akuter als auch chronischer azidotischer Stoffwechsellage kann die
Ammoniumausscheidung um das Funf- bis Zehnfache gesteigert werden [21, 26, 27].
Dementsprechend kommt Glutamin und dessen Katabolismus eine Schlisselrolle hinsichtlich
der Kompensation zu [23]. Die Resynthese des hierfiir abgebauten Glutamins erfolgt auf
Kosten der Harnstoffsynthese [26, 40]. Eine solche Umverteilung wird durch die Existenz der
metabolischen Azidose selbst erwirkt, da sie mehrere inhibitorische Effekte auf den
hepatischen Aminosédureabbau besitzt [40], welcher der Harnstoffsynthese vorgeschaltet ist
(Abbildung 3). Erstens kommt es zur Inhibierung der Carboanhydrase, die Bicarbonat fir die
Carbamoylphosphat-Synthetase  bereitstellt.  Zweitens  wird die  Synthese  von
N-Acetyl-Glutamat, dem allosterischen Aktivator der Carbamoylphosphat-Synthetase,
vermindert. Drittens verringert sich aufgrund der gesteigerten Protonierung des Ammoniaks
dessen Konzentration, welches, im Gegensatz zum Ammonium, das Substrat der
Carbamoylphosphat-Synthetase darstellt. Viertens nimmt der hepatische Glutaminabbau
aufgrund einer Aktivitditsabnahme der Glutaminase ab. Finftens kommt es zu einer
Inhibierung des Aminosduretransports Uber die hepatozytdre Plasmamembran. Diese
Verdnderung besitzt den groBten Einfluss und resultiert in einer Abnahme des
Aminosaureverbrauchs der Leber. Hierdurch bedingt steht eine grofere Menge an
Aminosduren extrahepatischem Gewebe zur Verfligung, wo sie im Rahmen eines
modifizierten Aminosaure- bzw. Stickstoffstoffwechsels abgebaut werden.
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Metabolische Azidose

l | ! ! l

Inhibierung der  Hepatischer Inhibierung des Synthese von [NH,T 1

Carboanhydrase Glutaminabbau | Transports von N-Acetyl- l
aufgrund Aminosiuren iiber Glutamat |
Aktivititsabnahme die Plasmamembran [NH;] |

der Glutaminase

HCO; 1t <«—— Hamstoffsynthese |

Glutaminsynthese 1

v
NH,"im Urin {

Abbildung 3: Inhibitorische Effekte einer systemischen metabolischen Azidose auf den hepatischen
Aminosdureabbau mit der Konsequenz einer Verminderung der Harnstoffsynthese. Aufgrund der
reduzierten Harnstoffsynthese verbleibender Stickstoff wird im Folgenden zur Glutaminsynthese verwendet. Der
Abbau des auf diese Weise generierten Glutamins resultiert sowohl in einer gesteigerten renalen
Ammoniumausscheidung als auch einer Erzeugung von Bicarbonat.

Bedingt durch den gesteigerten Glutamin-Katabolismus [23] beginnt die vermehrte
Ammoniumexkretion sehr bald (in etwa zwei Stunden) nach Einsetzen einer Azidose [20, 36,
41]; maximale Werte der Ammoniumausscheidung werden jedoch erst nach Tagen erreicht
[20, 25]. Somit wird flr diesen Kompensationsmechanismus eine Bedeutung nur in
chronischen S&ure-Base-Storungen postuliert [41-45]. Da die Desaminierungsreaktion und der
daraus resultierenden Ammoniumsynthese mit Glutaminase | sowie Glutamatdehydrogenase
zwei Enzyme erfordert, wird angenommen, dass bis zum Erreichen maximaler Werte der
Ammoniumausscheidung zunéchst eine vermehrte Enzymbildung induziert werden muss [17,
43, 46], wodurch die zeitliche Verzdgerung bedingt wird. Die Zunahme dieser beiden
mitochondrialen Enzyme benétigt vier bis sieben Tage [47-49]. Andererseits existieren
Veroffentlichungen, die nach Sdurebelastung eine zeitnahe ~Ammoniumexkretion
bescheinigen, welche durchschnittlich innerhalb von drei bis vier Stunden verdoppelt wird
[17, 41, 46]. Zu diesem Zwecke muss das Level der Glutaminase | nicht erhoht sein [17, 36,
50]. Vielmehr konnte eine Aktivitatssteigerung der bereits existierenden Glutaminase |
nachgewiesen werden [33, 43, 51], welche mdglicherweise durch eine azidosebedingte
Erniedrigung des Km-Wertes des Enzyms zustande kommt [33, 51]. Zusétzlich wird die
Ammoniumausscheidung wie bereits geschildert aus elektrochemischen Griinden durch einen
niedrigen pH-Wert des Urins begunstigt [20]. Beobachtungen belegen eine direkte
Abhangigkeit der Ammoniumausscheidung vom pH-Wert des Urins [41, 52]. Die Ansichten
bezlglich der chronologischen Abfolge bzw. des Einsetzens der gesteigerten
Ammoniumexkretion infolge einer Saurebelastung werden in der Literatur uneinheitlich und
zum Teil sogar widersprichlich angegeben. Mdglicherweise liegen die Griinde hierfir in den
verschiedenen Entstehungsarten der experimentell induzierten metabolischen Azidosen
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(Infusion von Salzsdure vs. Schwefelsaure vs. Milchséure), Fehlinterpretationen [53] sowie
der Nichtbeachtung der zeitlichen Abfolge hinsichtlich der jeweiligen Fragestellung.

1.2 Volumensubstitutionslésungen

Bei den zur Volumentherapie zugelassenen Préparaten gibt es mit kristalloiden und
kolloidalen Ldsungen zwei unterschiedliche Kategorien. Kristalloide Losungen stellen
waéssrige Elektrolytlosungen ohne Makromolekile dar. Nach ihrer Verabreichung verteilen sie
sich gleichmalRig im Intravasalraum und Interstitium, da die enthaltenen Komponenten tber
das Endothel der GeféaRe diffundieren kdnnen [54]. Im Gegensatz dazu enthalten kolloidale
Préaparate hochmolekulare Substanzen, die das intakte GefaRsystem nicht verlassen und somit
einen onkotischen Druck aufbauen koénnen [55]. Ein maligebliches Kriterium bei der
Entscheidung zwischen Kristalloid und Kolloid als auch zwischen verschiedenen Kolloiden
stellt der Volumeneffekt dar. Dieser bezeichnet den Anteil einer Losung, der nach Infusion im
GeféaRsystem verbleibt (s.0.) und nicht ins Interstitium wandert. Anhand des VVolumeneffektes
lasst sich das bendtigte Volumen bestimmen, welches zur Aufrechterhaltung oder zum
Erreichen einer Normovoldmie verabreicht werden muss [56]. Aufgrund der in kolloidalen
Préparaten enthaltenen onkotischen Substanzen besitzen Kolloide gegenuber Kristalloiden
einen sehr viel groReren Volumeneffekt. Klinische Daten zeigen, dass nur etwa 20% des
infundierten kristalloiden Volumens im Intravasalraum verbleiben [56-58], weshalb ein
Vielfaches des verlorenen Volumens verabreicht werden muss. Bei anndhernd isoonkotischen
kolloidalen Praparaten betrégt er hingegen, mit Ausnahme gelatinehaltiger Losungen, etwa
100% [56]. Die eingesetzten Kolloide Gelatinepolysuccinat und Hydroxyethylstarke (HES)
zeigen bei physiologischem pH-Wert aufgrund ihrer chemischen Struktur unterschiedliches
Verhalten hinsichtlich eigener Ladung (Abbildung 4).

A
0 NH,
o NH
NH ~p
o~ 0

CHCHO CHCHO  CHCHO

Abbildung 4: Ausschnitte aus den chemischen Strukturen von (A) Gelatinepolysuccinat und
(B) Hydroxyethylstarke bei physiologischem pH-Wert. Im Gegensatz zum ungeladenen Molekil der
Hydroxyethylstarke weist Gelatinepolysuccinat negative Ladung auf.

Kolloidosmotische Substanzen werden zur Infusion in wéssrigem Medium gel6st, der
sogenannten Tréagerlésung. Um eine unproblematische Applikation zu gewahrleisten, sind die
derzeitigen Trégerlosungen alle ungeféhr isoosmotisch. Die einfachste Zusammensetzung
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einer solchen kristalloiden Tréagerldsung besteht aus Kochsalzlésung. Neben diesen NaCl-
basierten Varianten gibt es zunehmend sogenannte plasmaadaptierte Tréagerlosungen, die
supraphysiologische Konzentrationen an Natrium und Chlorid vermeiden, indem sie, in
Anlehnung an die Plasmakomposition, weitere Elektrolyte wie Kalium, Calcium oder
Magnesium enthalten. Da Infusionsldsungen, unabhéngig ob kristalloider oder kolloider
Herkunft, aus galenischen Griinden prinzipiell kein Bicarbonat enthalten, sind in den
plasmaadaptierten Versionen organische Anionen wie beispielsweise Acetat, Laktat oder
Malat hinzugefugt, die die ansonsten entstehende Anionenlucke von etwa 24 mM schlie3en
sollen. Bei der Verstoffwechselung dieser sogenannten metabolisierbaren Anionen entsteht
Bicarbonat (pro Acetat und Laktat jeweils ein Molekul Bicarbonat, pro Malat zwei Molekiile
Bicarbonat). Dieses verbraucht im Zuge seiner eigenen Neutralisierung je ein Proton, sodass
mit Wasser und Kohlenstoffdioxid neutrale Stoffwechselprodukte entstehen. Insgesamt tritt
somit ein durch Protonenverbrauch bedingter alkalisierender Effekt ein. Nach diesem Prinzip
sollen metabolisierbare Anionen einer metabolischen Azidose entgegenwirken und einen
maoglichst physiologischen pH-Wert aufrechterhalten [59].

1.3 Metabolische Azidose bei herzchirurgischen Interventionen
Herzchirurgische Eingriffe konnen zumeist nur am ruhenden Herzen vorgenommen werden.

Fir den Zeitraum des Eingriffs muss die Zirkulation des Blutes sowie dessen Oxygenierung
aufrechterhalten werden. Da sowohl das Herz als auch die Lunge im Zuge der Operation
stillgelegt bzw. aus dem Korperkreislauf ausgeklemmt werden, Gbernimmt diese Aufgaben
fiir die Zeit des kardiopulmonalen Bypasses (CPB) eine sogenannte Herz-Lungen-Maschine
(HLM) (Abbildung 5). Die HLM verfligt Gber mehrere Pumpen, Reservoire und einen
Oxygenator, die tber Schlauchsysteme miteinander verbunden sind. Grundprinzip ist hierbei,
das venose Blut aus dem rechten Vorhof in das ventse Reservoir der HLM zu leiten, von wo
es durch einen Oxygenator Uber eine arterielle Linie in die Aorta gepumpt wird. Um
Luftembolien zu vermeiden, muss das System der Maschine luftleer sein. Zu diesem Zwecke
wird es mit einer Losung, der sogenannten Priming Losung, befillt und entliftet, wobei diese
aus herkdmmlichen Infusionslésungen oder einer Mischung solcher besteht. Nach Anschluss
der HLM wird innerhalb von Sekunden das in den Schlduchen befindliche Priming Volumen
uber die arterielle Kanule in den Patienten gepumpt und das vendse Reservoir mit vendsem
Blut geflllt. Hieraus resultiert eine schlagartige Dilution intravaskuldren Bicarbonats sowie
intravaskuldrer Proteine und Elektrolyte. Ublicherweise handelt es sich bei der Priming
Losung in der Erwachsenenchirurgie derzeit um ein Volumen von rund einem Liter. Der fir
die meisten Operationen am Herzen notwendige Herzstillstand wird durch die Verabreichung
der sogenannten Kkardioplegischen Losung erwirkt, welche bei Verwendung einer
Zweistufenkantile Uber den Sinus venosus in den rechten Vorhof und damit in den
systemischen Kreislauf gelangt.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung eines typischen HLM-Kreislaufs. 1: Oxygenator mit Warmetauscher
zur Sauerstoffanreicherung bzw. Kohlenstoffdioxidabreicherung sowie Temperaturregulation des Blutes;
2: Venoses Reservoir; 3: Arterielle Pumpe als Herzersatz; 4: Kardiotomie-Sauger mit Pumpe zur Absaugung von
Blut aus dem Operationsgebiet; 5: Vent-Katheter mit Pumpe zur Absaugung von Blut aus dem linken Ventrikel
zur Vermeidung einer volumenbedingten Uberladung; 6: Kardioplegie-Pumpe zur Verabreichung der
kardioplegischen Ldsung; 7: Warmetauscher; 8: Kardioplegische Losung zur Induktion des Herzstillstandes;
9: Blasendetektor zur Abschaltung der HLM im Falle einer Luftembolie; 10: Arterieller Filter zur Zuriickhaltung
von Luftblasen und Partikeln; 11: Blutgasanalysator in der arteriellen Linie; 12: Blutgasanalysator in der
vendsen Linie; 13: Messgerat zur Sauerstoffsattigung; 14: Monitorsystem mit Temperaturregler. Nach [60].

Im Zusammenhang mit herzchirurgischen Eingriffen unter Verwendung eines CPBs wird die
Manifestation einer intraoperativen akuten metabolischen Azidose beobachtet [61-65], deren
Entstehung bis heute kausal nur unzureichend geklart werden konnte [64]. Als Grunde fur die
Genese dieser metabolischen Azidose werden zum einen die massive Verdiinnung der im Blut
enthaltenen Puffersubstanzen (wie Bicarbonat und Albumin) durch das bendtigte Priming
Volumen der HLM, der Gebrauch kardioplegischer Ldsung und deren Einbringen in den
Kreislauf sowie die intraoperativ stattfindende Infusionstherapie (sofern die verabreichten
Losungen ebenfalls bicarbonatfrei sind) zur Entstehung einer dilutionsbedingten
metabolischen Azidose angefuihrt. Zum anderen stellt der im Vergleich zum physiologischen
Niveau drastisch reduzierte nicht-pulsatile Perfusionsdruck von 50 mmHg — 60 mmHg
wéhrend des CPBs eine weitere EinflussgroRe dar. Dieser geringe Perfusionsdruck fiihrt
maoglicherweise zu einer Minderperfusion der Organe mit begleitender Gewebehypoxie.
Hypoxie bedingt die Akkumulation von Laktat als Endprodukt des anaeroben Metabolismus
[62, 66, 67]. Wahrend der Phase des CPBs ist in friheren Studien bereits der Anstieg der
Laktatkonzentration beschrieben worden [68-70].
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2 Problemstellung und Zielsetzung

In Ubereinstimmung mit dem klassischen Dilutionskonzept verursacht die Infusion groRer
Volumina kristalloider Salzlosungen in die systemische Zirkulation eines Patienten eine
Verdlinnung der intravasalen Bicarbonatkonzentration [71-75]. Dies flhrt zu einer Stérung
des Sdure-Base-Haushalts, der sogenannten Dilutionsazidose. Es wird angenommen, dass der
Grund  fir die  Entwicklung  dieser  Dilutionsazidose in  dem  offenen
Kohlenstoffdioxid/Bicarbonatpuffersystem liegt, bei dem wahrend einer massiven Infusion
bicarbonatfreier Losung die Pufferbase Bicarbonat verdunnt wird, wohingegen in Gegenwart
eines konstanten Kohlenstoffdioxidpartialdrucks die korrespondierende S&ure Kohlenséure
(nach Hydratation des Kohlenstoffdioxids) nicht verdinnt wird [76, 77]. In der Diskussion
des Sdure-Base-Haushalts 16st die Dilutionsazidose zurzeit die meisten Kontroversen aus [73,
74, 78-81]. Hierbei ist nicht nur das Ausmal} Gegenstand der Diskussion, sondern ebenso
deren generelle Existenz. Wissenschaftler, die das generelle Auftreten der Dilutionsazidose
nicht komplett verneinen, sind jedoch der Ansicht, dass sie per se nur von ausgesprochen
geringer Bedeutung in der klinischen Routine ist [80], da die Applikation eines grofien
Volumens innerhalb kiirzester Dauer erfolgen muss, um einen deutlichen Verdunnungseffekt
hervorrufen zu konnen [74]. In der Gberwiegenden Mehrheit der klinischen Falle erfolgt die
Verabreichung aufgrund der bestehenden physiologischen und anatomischen Limitationen des
menschlichen Korpers hierfir jedoch zu langsam. Anhand einer Beobachtungsstudie soll
zunéchst die generelle Existenz der Dilutionsazidose im Rahmen einer im klinischen Alltag
standardisierten herzchirurgischen Bypass-Operation Uberpriift werden. Sofern die Existenz
bestatigt werden kann, soll die klinische Relevanz bestimmt sowie die generelle
Notwendigkeit therapeutischer Interventionen abgewogen werden. Der Zeitpunkt der
Inbetriebnahme der HLM stellt ein geeignetes Modell fiir die extrem schnelle Verabreichung
von Uber einem Liter dar, anhand dessen die Dilutionsazidose am Patienten in einer klinisch
realistischen und daher relevanten Situation untersucht werden soll. In Abgrenzung zu
dilutionsbedingten Effekten sollen zusétzlich weitere intraoperative Ursachen einer
metabolischen Azidose untersucht werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit steht die systematische Analyse des Einflusses einer
metabolischen Azidose auf die Aktivierung verschiedener Kompensationsmechanismen und
deren jeweilige quantitative Beitrage im Mittelpunkt. Von zentralem Interesse ist hierbei die
Ammoniumausscheidung. Die  Ammoniumausscheidung stellt die dominante Grofke der
renalen Kompensation dar. Allerdings soll dessen Steigerung auf maximale Werte einige
Tage in Anspruch nehmen, sodass die Kompensation einer akuten metabolischen Azidose laut
Literatur nicht tber eine gesteigerte Ammoniumausscheidung realisiert werden kann. Sie soll
lediglich in chronischen metabolischen Azidosen Bedeutung besitzen. Fir diese
Untersuchungen soll ein in der Vergangenheit bereits etabliertes tierexperimentelles Modell
der stufenweisen normovolamischen Hamodilution genutzt werden.
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3 Material & Methoden
3.1 Klinische Beobachtungsstudie

3.1.1 Verwendete Losungen
Im Rahmen der Infusionstherapie und den operativen Malinahmen wurden verschiedene
Losungen eingesetzt (Tabelle 3).

Tabelle 3: Auflistung der wahrend Bypass-Operationen verwendeten Infusionsldsungen.

Produkt Hersteller

Custodiol Dr. F. Kéhler Chemie, Bensheim
Gelafundin 4% B. Braun, Melsungen

Jonosteril Fresenius Kabi, Bad Homburg
Mannitol 20% B. Braun, Melsungen

NaCl 0,9% B. Braun, Melsungen
Natriumbicarbonat 8,4% B. Braun, Melsungen
Ringerldsung Fresenius Kabi, Bad Homburg

3.1.2 Studiendesign

Die Durchfuhrung der Beobachtungsstudie wurde am 9. Januar 2014 bei der
Ethikkommission des  Universitatsklinikums  Essen  beantragt. Diesem  Antrag
(Bearbeitungsnummer 14-5705-BO) wurde durch die Kommission am 24. Februar 2014
stattgegeben. Die Studie befolgte die Prinzipien aus der Deklaration von Helsinki. Sie
entsprach vom Design einer prospektiven Beobachtungsstudie. Der Einschluss von 33
Patienten erfolgte zwischen Juli und Oktober 2014.

Den genommenen Proben wurde eine eindeutige Nummer zugeordnet, die mit weiteren Daten
der Patienten verkniipft wurde. Diese Daten umfassten Alter und Geschlecht des Patienten,
Grund- und Nebenerkrankungen, die fur das untersuchte Krankheitsbild relevant sein
konnten, die Kklinische Verlaufsdokumentation, erhobene Laborparameter sowie die
Medikation. Die Personlichkeitsrechte des Patienten wurden hierbei durch eine vollstandige
Pseudonymisierung des Namens und Geburtsdatums gewahrt.

3.1.3 Einschlusskriterien

Es wurden alle herzchirurgischen Patienten mit einem Alter von (ber achtzehn Jahren
eingeschlossen, die einer Teilnahme an der genannten Beobachtungsstudie zustimmten und
einer isolierten Bypass-Operation zugefuhrt wurden. Bei der Auswertung zur
Dilutionsazidose blieben Patienten unberiicksichtigt, die entweder eine préoperative Azidose
aufwiesen (n=4), oder postoperativ dialysepflichtig wurden (n=4). Fur die Aminosdureanalyse
blieben nur Patienten unberlcksichtigt, die eine préaoperative Azidose zeigten.
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3.1.4 Operationsablauf und Flissigkeitsmanagement

Die herzchirurgischen Eingriffe nach standardisiertem Ablauf (Abbildung 6) mit begleitender
Anésthesie wurden durch Arzte der Klinik fir Thorax- und Kardiovaskulare Chirurgie bzw.
Klinik fir Andésthesiologie und Intensivmedizin des Universitatsklinikums Essen
durchgefiihrt. Die Sammlung der Plasma- und Urinproben wurde unterstiitzt von Herrn
cand. med. Serhat SGnmez.

Im Rahmen des andsthesiologischen Managements wurden die benétigten GeféaRkatheter
(zentraler Venenkatheter, Sheldonkatheter, 8F Schleuse mit Swan-Ganz-Katheter, arterieller
Katheter) sowie der Blasenkatheter angelegt. Nach Katheteranlage begann die kristalloide
Dauerinfusion mit Jonosteril. Daraufhin erfolgte die erste Gabe der perioperativen
antibiotischen Therapie mittels Cephazolin (2,0 g in 100 ml 0,9% NaCl). Zum Zeitpunkt des
Hautschnitts wurde Tranexamséure (2,0 g in 50 ml 0,9% NaCl) zur Prophylaxe einer
Hyperfibrinolyse als Kurzinfusion verabreicht. Die Gabe von Heparin zur Antikoagulation
wurde so dosiert, dass eine aktivierte Gerinnungszeit (ACT) gréRer 400 s gesichert war
(400 IE/kg). Zur Gewidhrleistung einer adéquaten Diurese wurde Furosemid (20 mg) als
Schleifendiuretikum verabreicht. Zur Antagonisierung der Heparinwirkung erfolgte nach
Entwohnung von der HLM und Dekanlierung die Gabe von Protamin (300 IE/kg). In diesem
Zeitraum wurde zusatzliches Volumen in Form von Kristalloiden oder Gelafundin als
kolloidale Ldsung sowie Erythrozyten- und Thrombozytenpréparaten nach Bedarf
verabreicht. Zwischen Sternumverschluss und Hautnaht erhielt der Patient eine weitere
perioperative antibiotische Therapie in Form von Cephazolin (2,0 g in 200 ml 0,9% NacCl).

Nach Hautschnitt und Sternotomie erfolgte standardisiert die Entnahme der linken Arteria
thoracica interna in Pedikeltechnik mit simultaner Entnahme der Vena saphena magna als
Graftmaterial. Nach Perikardiotomie erfolgte der Anschluss an die HLM mit arterieller
Kanilierung der distalen Aorta ascendens und vendser Kanulierung des rechten Vorhofs
mittels Zweistufenkaniile. Mit Beginn des CPBs (2,4 L/min/m?, angestrebter mittlerer
arterieller Blutdruck (MAP) von 50 mmHg — 60 mmHg) begann die Induktion einer milden
Hypothermie (32 °C Blasentemperatur). Zur Induktion des Herzstillstandes und Protektion
des Herzens wéhrend Ischamie erfolgte nach Klemmen der aufsteigenden Aorta proximal der
arteriellen Kaniile (,,Cross-Clamp®) die Infusion von 1,6 L 4 °C Kkalter kardioplegischer
Losung  (Custodiol) dber die proximal der Aortenklemmstelle positionierten
Aortenventkantile, die vor und nach der Kardioplegiegabe dem Absaugen von Blut diente.
Diese Losung gelangte tber den Sinus venosus bei der gewahlten Form der Kanulierung in
den systemischen Kreislauf. Als zusatzliche Protektionsmalinahme erfolgte wahrend der
Infusion der kardioplegischen Losung die lokale Kuhlung mittels 4 °C kalter NaCl Ldsung.
Nach Induktion des Herzstillstandes erfolgte die Darstellung der KoronargefaRe und Anlage
der distalen Bypassanastomosen. Nach Wiederer6ffnen der Aortenklemme erfolgte wéhrend
der Reperfusion des Herzens und Wiedererwarmen des Korpers auf 36 °C die Anlage der
zentralen Anastomosen an der aufsteigenden Aorta. Mittels transit time flow measurement
wurde im Anschluss die Funktion des Bypasses geprift. Nach griindlicher Blutstillung folgte
bei stabilen hamodynamischen Verhaltnissen der Thoraxverschluss.

Das Schlauch- und Reservoirsystem der HLM war mit 0,9% NaCl Losung als Priming
Losung und einem durchschnittlichen Volumen von 1,1 L befillt. Nach Beginn des CPBs
erfolgte die Gabe von 1 M Natriumbicarbonat Losung, dessen Volumen sich nach dem
jeweiligen Bedarf, d.h. dem Ausmal} der existierenden metabolischen Azidose richtete. Damit
eine ausreichende Diurese gewdhrleistet war, wurde in der Phase des CPBs in vielen Fallen
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neben Furosemid zusétzlich auf Mannitol als osmotisches Diuretikum zurtickgegriffen. Die
Entscheidung der Verabreichung sowie das infundierte VVolumen durch den Kardiotechniker
richteten sich jeweils nach der aktuellen Diurese.

Wahrend der gesamten intraoperativen Phase wurden Adrenalin und Noradrenalin
bedarfsadaptiert (ber Perfusoren verabreicht sowie nach Beenden des CPBs eine

A B CD

Jl) | |

Kaliumaspartat Losung.
E F
\ ‘ Kardiopulmonaler Bypass
I1I arivy VI VII VIII

v
h

Kristalloide Kristalloide
Dauerinfusion Dauerinfusion

\ n )
| I
Kristalloid, Natriumbicarbonat Kristalloide bzw.
und Mannitol je nach Bedarf Kolloide und
Blutprodukte je
nach Bedarf

Abbildung 6: Standardisierter Operationsablauf bei Bypass-Operationen. A: Narkoseeinleitung,
B: Katheteranlage (GefaRe und Blase), Entnahme initiale Urinprobe, C: Hautschnitt; Gewinnung des
Graftmaterials, D: Sternotomie, E: Beginn kardiopulmonaler Bypass (CPB), F: Kardioplegie, G: Ende CPB,
H: Sternumverschluss, I: Hautnaht, Entnahme der zweiten Urinprobe.

I: Antibiose, Il: Tranexamsdure, Il1l: Priming Ldsung der HLM, IV: Natriumbicarbonat, V: Kardioplegische
Losung, VI: Mannitol, VII: Protamin, VIII: Antibiose

3.1.5 Datenerhebung

In der intraoperativen Phase wurde die genaue Dauer des CPBs sowie der kardialen Ischamie
dokumentiert. Die Gabe der Infusionslésungen, Natriumbicarbonat, Mannitol und
Blutprodukte sowie das jeweilig verabreichte Volumen wurden ebenfalls uhrzeitlich
festgehalten, sodass eine exakte Chronologie erstellt werden konnte. Die Ergebnisse der
Blutgasanalyse (BGA) wurden aus dem Operationsprotokoll Gbernommen. Die Reste des zur
Anfertigung einer BGA entnommenen Blutes wurden zum Zwecke der Plasmagewinnung bei
300 x g fur 10 Minuten abzentrifugiert, aliquotiert und bei -80 °C tiefgefroren. Die Zeitpunkte
der Blutgasanalysen waren nicht kontrolliert, jedoch nach klinikinterner Routine
standardisiert. Nach Anlage des Blasenkatheters, welche unmittelbar der Narkoseeinleitung
folgte, wurde eine Urinprobe genommen, die zur Bestimmung der Basalwerte diente.
Wahrend der Operation wurde samtlicher Urin im SammelgefaR des Katheters aufgefangen,
aus dem bei Operationsende eine weitere Probe entnommen wurde.

3.1.6 Referenzwerte zur Beurteilung von Stérungen des Saure-Base-Haushalts
Zur Bewertung sowohl respiratorischer als auch metabolischer Entgleisungen des S&ure-Base-
Haushalts wurden anerkannte Referenzwerte zugrunde gelegt (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Referenzbereiche metabolischer und
respiratorischer  Parameter des  Saure-Base-Haushalts.
Aus: [5, 82].

Parameter Art der Blutprobe

Arteriell Venos

pH-Wert 7,37 -7,45 7,35-7,43
pCO2 (mMmHgQ) 35-45 35-50
BE (mEqQ/L) 2—-+2 2—+2
Laktat (mM) <2 Keine Angabe

pCO.= Kohlenstoffdioxidpartialdruck, BE = Base Excess

3.1.7 Beeinflussung des BE-Wertes durch verabreichtes Natriumbicarbonat

Der BE-Wert wird aufgrund seiner Definition durch die Verabreichung von
Natriumbicarbonat beeinflusst. Zur Korrektur der nach Verabreichung gemessenen Werte
wird im Kklinischen Alltag routinemé&Rig untenstehende Formel verwendet (Formel 2) [83].

NaHCO3; (mmol)

ABE (mM) =
(mM) 0,3 X kg Korpergewicht

Formel 2: Zusammenhang zwischen der verabreichten Menge Bicarbonat und der dadurch erzielten
Veranderung des BE-Wertes. Nach: [83]
Anmerkung: 1 Liter Losung wird ndherungsweise gleich einem Kilo Kérpergewicht gesetzt.

3.1.8 Berechnung des Blutvolumens bei Menschen
Zur Berechnung des individuellen Blutvolumens werden sowohl Geschlecht, Gewicht als
auch Kaorpergrole des Patienten berlicksichtigt (Formel 3).

0" Blutvolumen (L) = 0,3669 X Grofe3 (m) + 0,03219 x Gewicht (kg) + 0,6041
¢ Blutvolumen (L) = 0,3561 X Grofe® (m) + 0,03308 x Gewicht (kg) + 0,1833

Formel 3: Geschlechterspezifische Formeln zur Berechnung des Blutvolumens bei Menschen nach Nadler
et al.. Aus: [84].

3.1.9 Berechnung des Deprotonierungsgrades des Histidin-Imidazols
Der deprotonierte Anteil des Imidazolrings wurde mit Hilfe der Henderson-Hasselbalch-
Gleichung berechnet (Formel 4):

[Base]
[Saure]

pH = pKs + log

Formel 4: Henderson-Hasselbalch-Gleichung zur Berechnung der Beziehung zwischen pH-Wert und
Verhéltnis von Base zu Saure.
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3.2 Tierversuche

3.2.1 Chemikalien und Pharmaka

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Pharmaka sind Tabelle 5 zu
entnehmen.

Tabelle 5: Auflistung verwendeter Chemikalien und Pharmaka bei der Durchfiihrung tierexperimenteller
Versuche.

Produkt Hersteller

Gelafundin B. Braun, Melsungen

Isofluran Abbott, Baar, Schweiz

Ketamin 10% als Hydrochlorid Ceva Sante Animale, Libourne, Frankreich
NaCl Ldsung 0,9% B. Braun, Melsungen

Ringerldsung Fresenius Kabi, Bad Homburg
Urinverdunner Radiometer, Kopenhagen, Dédnemark
Volulyte Fresenius Kabi, Bad Homburg

Voluven Fresenius Kabi, Bad Homburg

Xylocain 1% Astra Zeneca, Wedel
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3.2.2 Gerate

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Geréte sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Auflistung verwendeter Geréte bei der Durchfuihrung tierexperimenteller Versuche.

Produkt

Hersteller

Biomonitor Sirecust 1281
Blutgasanalyse-Gerat ABL 715
Chirurgische Instrumente
Druckmanschette
Hématokrit-Zentrifuge Universal 320R
Isofluran Verdampfer Vapor 19,3
Kapillarelektrophorese

Kleintier OP-Tisch (beheizbar)
Matrix Anesthetic Gas Scavenger
Perfusor Secura FT

pH-Elektrode

Spritzenpumpe Model 2010
Temperatursonde D-RB3

Trajan 808 Narkosegerat

Siemens Medical Electronics, Danvers,
USA

Radiometer, Kopenhagen, Dédnemark
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg
MediPlac, Borchen

Hettich, Tuttlingen

Drager, Lubeck

Beckmann Coulter, Fullerton, USA
Medax, Olching

Midmark, Orchard Park, USA

B. Braun, Melsungen

Mettler Toledo, GieRen

Medfusion Inc, Raleigh,USA

Asmuth Medizintechnik GmbH, Minden

Drager, Lubeck
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3.2.3 Verbrauchsmaterialien

Im Rahmen dieser Arbeit sind verschiedene Verbrauchsmaterialien verwendet worden

(Tabelle 7).

Tabelle 7: Auflistung verwendeter Verbrauchsmaterialien bei der Durchfiihrung tierexperimenteller
Versuche.

Produkt Hersteller

1 ml-Spritze Terumo, Eschborn

10 ml-Spritze Terumo, Eschborn

2 ml-Spritze Terumo, Eschborn

Aldasorber (Aktivkohlefilter)
Chirurgisches Nahtmaterial

Dreiwegehahn + Spulsystem (Druckdomen)
Druckwandler

Infusionsschlauch

Kanile

Kapillare (fused silica)

Kationen Kit (Kapillarelektrophorese)

Mikro-Hamatokrit-Kapillare (Natrium-
heparinisiert) + VVersiegelungskit

Mini-Spike
Perfusorleitung 30 cm
Perfusorleitung 150 cm

Perfusorspritze 50 ml

Pico50 Probennehmer mit 80 IU Elektrolyt-
kompensiertem Heparin

Portex Polyethylen-Schlauch; 0,58 mm ID;
0,96 mm OD

ReaktionsgefaRe 1,5 ml und 2,0 ml

Venenverweilkanile 22G

Aldasorber, Shirley Aldred, England

Resorba, Nurnberg

Smiths Medical International, Rossendale,
UK
Smiths Medical International, Rossendale,
UK

B. Braun, Melsungen

Becton Dickinson, Heidelberg
Beckmann Coulter, Fullerton, USA
Beckmann Coulter, Fullerton, USA
Brand GmbH und Co KG, Wertheim
B. Braun, Melsungen

B. Braun, Melsungen

B. Braun, Melsungen

B. Braun, Melsungen

Radiometer, Bronshoj, Ddnemark
Smiths Medical, Grasbrunn
Eppendorf, Hamburg

B. Braun, Melsungen
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Produkt Hersteller

Vials 2 mi Thermo Fisher Scientific, Rockwood, USA
Vial caps (rot) Beckmann Coulter, Fullerton, USA
Vierwegehahn Smiths Medical, Grasbrunn
Vliesskompressen Karl Beese GmbH, Barsbdittel

Wasser fiir die Chromatographie Merck, Darmstadt

Wattestabchen MaiMed GmbH, Neuenkirchen

3.2.4 Versuchstiere

Fur samtliche Versuche wurden mannliche Wistar-Ratten (WIS/WU) aus der Zucht des
hauseigenen Zentralen Tierlabors des Universitatsklinikums Essen verwendet. Das Gewicht
betrug zwischen 400 g und 470 g. Die Versuche wurden unter dem Aktenzeichen
84-02.04.2012.A327 (TSG-Nr.: G1314/12) vom Landesamt fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz genehmigt. Haltung und Aufzucht erfolgte durch das Zentrale Tierlabor
des Universitatsklinikums Essen nach geltendem Tierschutzgesetz. Fur die Haltung wurden
standardisierte Bedingungen gewdhlt (Raumtemperatur 21 °C + 1°C, Luftfeuchtigkeit
55% + 5%, zwolfstlindiger Hell-/Dunkelrhythmus). Futter und Wasser standen den Tieren ad
libitum zur Verfugung.

3.2.5 Anasthesie und Analgesie

Zunéchst erfolgte die Bestimmung des jeweiligen Korpergewichts (KGW) der verwendeten
Ratte. Die zu applizierende Menge des Narkotikums bzw. Analgetikums, Ketamin und
Xylocain, entsprach 0,437 ml/kg KGW bzw. 0,5 ml/kg KGW.

Zur Anasthesie wurde ein aus 2,0% (v/v) Isofluran und reinem Sauerstoff bestehendes
Gasgemisch in den Narkosetopf eingeleitet. Die FlieBgeschwindigkeit betrug 4 L/min. Bei
Erreichen des Narkosestadiums 111 nach Guedel [85], dem chirurgischen Toleranzstadium,
erkennbar an einer verringerten Atemfrequenz bei erhdhter Atemtiefe, wurde die Ratte
ricklings auf den beheizbaren, zuvor auf 40 °C vorgewédrmten Operationstisch gelegt. Die
Nase des Tieres wurde in einer Narkosemaske platziert, ber welche die Inhalationsnarkose
fortgesetzt wurde. Die FlieBgeschwindigkeit des Gasgemisches wurde ab diesem Zeitpunkt
auf 1 L/min heruntergeregelt. Die Isoflurankonzentration wurde bedarfsadaptiert eingestellt
und wahrend des gesamten Versuchs zwischen 1,0% und 2,0% gehalten. Fir eine zusatzliche
Anésthesie bzw. Analgesie erfolgte die subcutane (s.c.) Applikation von Ketamin in die rechte
Bauchseite. Xylocain als Lokalanésthetikum wurde ebenfalls s.c. unter die zu er6ffnende
Stelle in der Leistengegend gespritzt sowie im unteren Abdomen im Bereich der Linea alba.
Bei den Applikationen war zur Vermeidung einer versehentlichen intravendsen Gabe eine
vorherige Aspiration obligat.

Um einer Auskiihlung des Tieres entgegenzuwirken, wurde es auf dem Operationstisch fixiert
und in Alufolie eingewickelt. Zur versuchsbegleitenden Messung der Koérpertemperatur
wurde eine Temperatursonde ein bis zwei Zentimeter rektal eingefiihrt und ebenfalls mittels
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eines Klebestreifens auf dem Operationstisch befestigt. In die Alufolie wurde an geeigneter
Stelle ein Operationsfenster eingeftigt.

Bevor mit der Operation begonnen wurde, erfolgte anhand des Zwischenzehreflexes ein
Schmerztest. Bei Ausbleiben eines Schmerzreizes befand sich das Tier in einer ausreichend
tiefen Narkose. Dieser Test wurde wahrend der Operation regelmalig wiederholt, um die
Narkosetiefe zu Uberprifen. Gegebenenfalls wurde die Narkosetiefe tiber die Nachregulierung
der Isoflurankonzentration angeglichen.

3.2.6 Operatives Vorgehen und Euthanasie

Nach initialem Hautschnitt in der rechten Leistengegend folgte die Durchtrennung von Haut-
und Fettgewebe. Unter Sicht wurde ein weiterer Langsschnitt ausgefiihrt. Unter Verwendung
einer Arterienklemme erfolgte eine bauchseitige Fixierung der Haut. Mit Hilfe zweier
Wattetupfer wurde eine stumpfe Praparation in die Tiefe durchgefuhrt bis Arteria und Vena
femoralis auf Hohe des ligamentum inguinale zu sehen waren. Die GefélRe wurden unter
Zuhilfenahme von Pinzetten voneinander separiert und von dem assoziierten Nervenbundel
getrennt. Abschlielend fand eine Sduberung der GefaRe von anliegenden Faszien und
Bindegewebe statt.

Damit das Biomonitoring zeitnah gestartet werden konnte, wurde zuerst die Arteria femoralis
katheterisiert. Zu diesem Zwecke wurden zundchst zwei Ligaturen um das Gefall gelegt,
wobei die distale Ligatur verknotet, die proximale jedoch lediglich angeschlungen wurde. Die
zwischen den Ligaturen befindliche Gefalwand wurde an einer Stelle angeschnitten, sodass
der angeschragte Katheterschlauch eingefiihrt werden konnte. Mit Hilfe der angeschlungenen
Ligatur wurde dieser im GefaR fixiert. Die distale Ligatur wurde um den Katheterschlauch
geknotet und sorgte so flr eine parallele Fiihrung von Katheter und GefaR. Der mit dem
Katheter uber einen Druckdomen verbundene und mit Ringerlosung luftblasenfrei beftllte
Perfusionsschlauch erlaubte die fortlaufende Kontrolle sowohl des Blutdrucks als auch der
Herzfrequenz.

Die Katheterisierung der Vena femoralis erfolgte nach gleichem Prinzip. Die Kompensation
des Flussigkeitsverlustes tber die Operationswunde und die Atmung wurde Uber den vendsen
Zugang wahrend des gesamten Versuchszeitraumes eine Flissigkeitssubstitution mit 0,9%
NaCl Losung realisiert. Eine hierzu eingesetzte Perfusionsgeschwindigkeit von
5 ml/h/kg KGW sicherte einen adéquaten Ersatz.

Uber den weiteren Anschluss des Vierwegehahns des venodsen Katheters wurde eine
zusétzliche Pumpe angeschlossen, dessen Spritze, in Abhéngigkeit der Versuchsgruppe, die
jeweilige kolloidale VVolumensubstitutionsldsung enthielt.
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Abbildung 7: Katheterisierte Femoralgefalie bei einer Ratte (A) und (B) sowie der typische Aufbau eines
Arbeitsplatzes (C). Die Ratte liegt mit der Nase in der Narkosemaske Uber welche die Inhalationsnarkose
fortgesetzt wird. Uber das Flowmeter (hinten mittig) kann die FlieRgeschwindigkeit von Sauerstoff geregelt
werden. Der Verdampfer (rechts neben dem Flowmeter) erlaubt eine bedarfsadaptierte Regelung der
Isoflurankonzentration im Narkosegas. Der Monitor (links) ist mit dem arteriellen Katheter verbunden, sodass
Blutdruck und Herzfrequenz abgelesen werden konnen. Uber den vendsen Katheter erfolgt mittels eines
Perfusors (mittig, Uber der Narkosegasanlage) die Basisinfusion mit 0,9% NaCl. Die Infusion der
Volumensubstitutionsldsung im Rahmen der normovoldmischen Hamodilution wird mittels Spritzenpumpe
(rechts im Bild) durchgefiihrt. Die Perfusorleitung wird an den verbleibenden Anschluss des Vierwegehahns
angeschlossen. Der Blasenkatheter ist aufgrund einer besseren Ubersicht nicht gezeigt.

Zur Katheterisierung der Blase erfolgte zundchst ein Schnitt im unteren Abdomen von etwa
zwei  Zentimetern L&nge. Darauffolgend wurde die Blase freiprépariert, ein
Venenverweilkatheter durch die Blasenwand eingefiihrt und mit Nahtmaterial fixiert.

Die Totung des Tieres am Versuchsende erfolgte in tiefer Narkose bei 4% (v/v) Isofluran
durch einen Herzschnitt.
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3.2.7 Biomonitoring

Wéhrend des gesamten Versuchs wurden in der Dilutionsphase alle achtzehn Minuten sowie
in der Nachbeobachtungsphase alle zehn Minuten systemische Parameter zur Beurteilung der
Vitalfunktionen dokumentiert. Zu den systemischen Parametern zahlten sowohl der
systolische als auch der diastolische und der mittlere arterielle Blutdruck sowie die
Herzfrequenz. Blutdruck und Herzfrequenz wurden Uber den femoralen Arterienkatheter auf
den Monitor Ubertragen. Die Anzahl der Atemziige wurde innerhalb eines Intervalls von
funfzehn Sekunden bestimmt.

Das Biomonitoring startete unverzlglich nach Katheterisierung der Arteria femoralis.

3.2.8 Blutgasanalyse

Aus dem wahrend der Hamodilution mittels heparinisierter Spritzen (2,0 ml
Fassungsvermdgen, 80 IU Heparin) abgenommenen Blut wurde zu vier verschiedenen
Zeitpunkten am Blutgasanalysegerdt (Radiometer ABL 715) eine BGA erstellt (3 min,
57 min, 111 min, 147 min nach Versuchsbeginn). Im Nachbeobachtungszeitraum erfolgten
zur Verlaufskontrolle weitere Blutentnahmen (300 pl heparinisiertes Blut 80 IU Heparin) zu
den Zeitpunkten 177 min, 207 min, 252 min, 315 min.

Zur Beurteilung  des  Sédure-Base-Status  wurden pH-Wert, BE  sowie
Kohlenstoffdioxidpartialdruck bestimmt. Glukose und Laktat dienten zur Beurteilung des
Metabolismus. Bei den Elektrolyten wurden Natrium, Kalium und Chlorid erfasst.

3.2.9 Uringewinnung und Analyse

Nach Platzierung des Blasenkatheters wurde die Blase entleert. Der auf diese Weise
gewonnene Urin wurde als Initialurin bezeichnet. Sowohl wéhrend der Dilutions- als auch der
Nachbeobachtungsphase wurde kontinuierlich Urin gesammelt (Abbildung 8). Am Ende jedes
Intervalls fand eine komplette Entleerung der Blase statt. Die erhaltenen Proben wurden sofort
bei -80 °C tiefgefroren.

Der pH-Wert wurde unter Zuhilfenahme einer pH-Elektrode bestimmt. Die Elektrolyte
wurden mit Hilfe des Blutgasanalysegerdtes bestimmt. Hierflr wurden die Proben im
Verhéltnis 1:2 mit Urinverdiinner (Radiometer Urine diluent) verdunnt.

3.2.10 Versuchsserien

3.2.10.1 Hamodilution

Das Modell der Hamodilution sieht eine Substitution von 3 ml pro Dilutionsschritt vor. In
vorherigen Experimenten zeigte sich, dass zum Erreichen eines finalen Hamatokrits von
10% * 1% neun Dilutionsschritte benétigt wurden. Damit der Hamatokrit exakt eingestellt
werden konnte, war das zu substituierende Volumen des letzten Schrittes variabel und lag
zwischen 0,3 ml und 3 ml. Nach Anlage der Katheter in die FemoralgefaRe und Blase wurden
die Tiere fir zehn Minuten ohne weitere Eingriffe beobachtet, um Basiswerte der
Vitalparameter zu erhalten.

Im Anschluss an das Basismonitoring wurde mit der Hadmodilution begonnen (Abbildung 8).
Vor jedem Dilutionsschritt wurden zunédchst 300 ul Blut zur Bestimmung des aktuellen
H&matokrits abgenommen. Zur H&matokrit-Bestimmung wurde eine natriumheparinisierte
Kapillare bis ca. 5 mm vor dem oberen Ende mit Blut gefillt. Ein Ende der Kapillare wurde
mit einer speziellen Versiegelungsmasse verschlossen. Die zehnminitige Zentrifugation
erfolgte bei 4000 x g. Der Hamatokrit der Probe wurde mit Hilfe einer Schablone bestimmt.
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Das zur Ha&matokritbestimmung entnommene Volumen (300 pl) wurde nicht simultan,
sondern nach beendeter Abnahme substituiert. AnschlieBend erfolgte der jeweilige
H&modilutionsschritt durch Entnahme von weiteren 2,7 ml Blut (hdndisch) in Anlehnung an
das Modell von Yang et al. [86] bei einer Flussrate von 1 ml/min. Simultan zu dieser
Blutentnahme erfolgte die vendse Substitution der jeweiligen Volumenersatzlésung mithilfe
einer Spritzenpumpe. Hierzu wurde die Dauerinfusion von 0,9% NaCl Losung zur
kontinuierlichen Flissigkeitssubstitution kurzzeitig unterbrochen. Zwischen den einzelnen
Dilutionsschritten lagen in Anlehnung an ahnliche Modelle Pausenintervalle von flinfzehn
Minuten [87, 88].

Dilutionsphase Nachbeobachtungsphase
ABCD E F G H | J K L M N O P Q R
I T T T T T T T T T T T 1
0 30 60 920 120 150 180 210 240 270 300 315
Zeit (min)

Basisinfusion 5 ml / KGW / h 0,9% NaCl-Lésung

| | Substitution von 3 ml Blut gegen entsprechende kolloidale Volumensubstitutionsldsung mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/min

\ J\ J

|
! | [
| ", . X .

Abbildung 8: Operationsschema im Modell der normovolamischen Hamodilution. Der Versuch gliederte
sich in eine Dilutions- sowie Nachbeobachtungsphase. Pro Dilutionsschritt kam es zu einer Substitution von 3 ml
Blut mit der je nach Versuchsgruppe eingesetzten kolloidalen Volumensubstitutionslésung bei einer
Geschwindigkeit von 1 ml/min. Uber den gesamten Verlauf fand eine kontinuierliche Flussigkeitssubstitution
mit 0,9% NaCl statt. A: Narkoseeinleitung, B: Katheterisierung der Arteria femoralis, C: Katheterisierung der
Vena femoralis, D: Katheterisierung der Blase, E: 1. Dilutionsschritt, 1. Blutgasanalyse (BGA),
F: 2. Dilutionsschritt, G: 3. Dilutionsschritt, H: 4. Dilutionsschritt, 2. BGA, I: 5. Dilutionsschritt,
J: 6. Dilutionsschritt, K: 7. Dilutionsschritt, 3. BGA, L: 8. Dilutionsschritt, M: 9. Dilutionsschritt, 4. BGA,
N: Bestimmung des aktuellen Hamatokrits, O: 5. BGA, P: 6. BGA, Q: 7. BGA, R: 8. BGA, Euthanasie

3.2.10.2 Verwendete Volumensubstitutionslésungen
Die in dieser Serie eingesetzten kolloidalen VVolumenersatzlésungen zur normovoldmischen

Héamaodilution variieren hinsichtlich ihrer Zusammensetzung sowohl das Kolloid als auch die
Zusammensetzung der kristalloiden Tréagerlosung betreffend (Tabelle 8). Gelafundin enthélt
Gelatinepolysuccinat, wohingegen die kolloide Komponente in Voluven und Volulyte aus
HES besteht. Volulyte besitzt eine sogenannte plasmaadaptierte Trégerldsung. Sie enthalt
neben den Elektrolyten Natrium, Kalium, Magnesium und Chlorid als metabolisierbares
Anion Acetat. Voluven und Gelafundin hingegen weisen eine NaCl-basierte Tragerlésung
auf.
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Tabelle 8: Zusammensetzung  verwendeter  kolloidaler  Volumensubstitutionsldsungen im
tierexperimentellen Modell der normovoléamischen Hamodilution.

Voluven Volulyte Gelafundin
Kolloidale Substanz Hydroxyethylstarke Hydroxyethylstarke Gelatinepolysuccinat
e kotoster | o 0 o
?rﬁggrgf(rg)‘"a“tat 304 283 265

Molaritat (mM)

Na* 154 137 154
K* - 4,0 -
Mg?* - 1,5 :
Cl 154 110 120
Acetat - 34 -

Die scheinbare Anionenlicke im Falle des Gelafundins wird durch die negative Ladung des
Gelatinepolysuccinats kompensiert.

3.2.11 Berechnung der entnommenen Bicarbonatmenge nach Henderson-Hasselbalch
Die durch die steten Blutentnahmen bedingte Entfernung von Bicarbonat wurde quantitativ
nach Henderson-Hasselbalch berechnet (Formel 5). In untenstehender Formel wurde der
pKs-Wert  bereits durch den systemspezifischen Wert von 6,1 ersetzt, sowie der
Loslichkeitskoeffizient  durch  0,03.  Fir die  Bestimmung der  aktuellen
Bicarbonatkonzentration wurden der jeweils zu diesen Zeitpunkten gemessene pH-Wert sowie
der Kohlenstoffdioxidpartialdruck eingesetzt.

mrlrllol)

> X pCO,(mmHg)

Heos (

mmol
LxmmHg

pH = 6,1+ log

0,03 (

bzw. nach Umformung

mmol mmol

HCO3 ( )z (10®H-61) x 0,03 ( )x pCO, (mmHg)

LxXmmHg

Formel 5: Darstellung der Formel nach Henderson-Hasselbalch zur Berechnung der aktuellen
Bicarbonatkonzentration. Fir den pKs-Wert ist der spezifische Wert des Bicarbonat/Kohlensdure-Systems von
6,1 eingesetzt worden; 0,03 kennzeichnet den L&slichkeitskoeffizienten und ist eine Materialkonstante.
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3.2.12 Berechnung des Blutvolumens bei Ratten
Das Blutvolumen wurde individuell fur jedes Tier anhand der Formel nach Lee und Blaufox
bestimmt (Formel 6).

Blutvolumen (ml) = 0,06 X Gewicht (g) + 0,77

Formel 6: Formel zur individuellen Bestimmung des Blutvolumens speziell in Ratten. Zur Berechnung wird
lediglich das Gewicht bendtigt. Aus: [90]

3.3 Allgemeine Methoden

3.3.1 Quantifizierung von Gelatinepolysuccinat in Urin

Die Durchfiihrung der Messungen mittels *H-NMR sowie die Integration der Spektren
erfolgten durch Professor Mayer vom Institut fir Physikalische Chemie der Universitat
Duisburg-Essen. Das erhaltene Protonenspektrum wurde integriert und das Integral (Ix) mit
jenem des Referenzspektrums (In; 4% Gelatinepolysuccinat) verglichen. Die Konzentration
der im Urin enthaltenen Menge Gelatinepolysuccinat (cx) wurde ausgehend von einer
Gelatinepolysuccinatkonzentration (cn) von 4% in der Infusionslésung laut Herstellerangabe
berechnet (Formel 7). Aufgrund von Hintergrundsignalen und Schwankungen in den
Basislinien wurde eine Ungenauigkeit der bestimmten Gelatinepolysuccinatkonzentration von

10% akzeptiert.
I
Cy = Cp X (i)

Formel 7: Berechnung der im Urin enthaltenen und somit ausgeschiedenen Menge Gelatinepolysuccinat.

Zur Berechnung der Absolutwerte des ausgeschiedenen Gelatinepolysuccinats wurde das
Urinvolumen der jeweiligen Probe bertcksichtigt.

3.3.2 Quantifizierung von Ammonium in Urin

Zur quantitativen Analyse der Ammoniumionen mittels Kapillarelektrophorese (P/ACE
MDQ, Beckmann Coulter) wurde das Kationen Kit der Firma ABSciex eingesetzt. Flr die
Elektrophorese fand eine fused silica-Kapillare mit einer effektiven Lange von 50 cm sowie
einem Innendurchmesser von 75um und einem AufRendurchmesser von 375 um
Verwendung. Vor erstmaligem Gebrauch wurde die Kapillare einmalig konditioniert
(Tabelle 9).

Tabelle 9: Ablauf der erstmaligen Konditionierung nach Einsetzen der Kapillare.

Schritt  Beschreibung Druck (psi)  Dauer (min)
1 Spilen mit Lithium-Conditioner 20 1

2 Warten - 4

3 Spulen mit Lithium-Conditioner 20 0,5

4 Spulen mit Spillésung 20 1
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Nach Lagerung (auch Uber Nacht) wurde ein Konditionierungsschritt durchgefiihrt
(Tabelle 10). Die zur effektiven Auftrennung der im Probengut enthaltenen Kationen
eingesetzte Beschichtung besteht aus einer sogenannten dynamischen Doppelbeschichtung.
Bei dieser Beschichtungsart wurde die Kapillare zundchst mit einem Polykation und im
Anschluss mit einem Polyanion versehen. Resultat dieser Beschichtung war eine einheitlich
negativ geladene Kapillaroberflache, die den ohnehin bestehenden elektroosmotischen Fluss
in Richtung Kathode stabilisierte. Der Vorteil besteht in schnelleren Analysezeiten.

Tabelle 10: Ablauf der téglichen Konditionierung einer verwendeten Kapillare.

Schritt | Beschreibung Spannung (kV)  Druck (psi) Dauer (min)
Spulen mit Natrium-

! Conditioner i 2 .

2 Spulen mit Waschldsung - 20 1

3 Spilen mit cation coating A - 20 1

4 Spuilen mit cation coating B - 20 2

5 Spulen mit Separationspuffer - 20 1,5

6 Separation 30 - 5
Spulen mit Natrium-

U Conditioner i 20 052

8 Spilen mit Spullésung - 20 0,5

Die Ammonium-Quantifizierung erfolgte nach bestimmter Methodik (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Abfolge der zur Ammonium-Quantifizierung in Urinproben verwendeten Analyseschritte.

Schritt | Beschreibung Spannung (kV)  Druck (psi) Dauer (min)
1 Spilen mit cation coating A - 20 0,5

2 Spulen mit cation coating B - 20 0,5

3 Spulen mit Separationspuffer - 20 1,5

4 Warten - - 0,2

5 Probeninjektion - 0,5 0,08

6 Wasserinjektion - 0,1 0,16

7 Separation 30 - 5

8 Condnioner ] 20 05

9 Spulen mit Spillésung - 20 0,5

Die eingesetzten Vials mit einem Gesamtfassungsvermogen von zwei Millilitern wurden mit
1,5 ml Probenvolumen gefullt und einem Gummistopfen verschlossen. Dieser besalR mittig
zwei halbkreisartige diinne Aussparungen, sodass Kapillare und Elektroden in das Vial
eintauchen konnten. Fir die Analyse des Initialurins wurde eine 1:50 Verdunnung verwendet,
wohingegen der Urin aus der Dilutions- und Nachbeobachtungsphase in einem Verhaltnis von
1:100 verdunnt wurde. Die Verdunnung erfolgte jeweils mit Wasser fir
Chromatographiezwecke. Nach zwanzig Durchgangen wurden alle bendétigten Reagenzien
ausgetauscht und durch frische ersetzt. Das Probenvolumen wurde mittels Druckanwendung
(hydrodynamische Injektion) in die Kapillare injiziert. Die anschlieBende Separation wurde
bei einer Spannung von 30 kV (entspricht einer Stromstarke von 33 PA) mit normaler
Polaritat der Kapillare durchgefuhrt. Hierbei wurde eine sogenannte ramp time von einer
Minute angewendet, d.h. die Maximalspannung von 30 kV musste innerhalb dieses
Zeitintervalls erreicht sein. Zur indirekten Detektion wurde ein Photodiodenarray eingesetzt,
der bei einer Wellenldange von 200 nm detektierte.

3.3.3 Quantifizierung von Ammonium in Plasma

Die quantitative Bestimmung der Ammoniumkonzentration in Plasma erfolgte aufgrund der
zu niedrigen Sensitivitdt der Kapillarelektrophorese durch das Zentrallabor des
Universitatsklinikums Essen nach einer weiterentwickelten enzymatischen Methode von van
Anken und Schiphorst. Hierbei katalysiert Glutamatdehydrogenase die Reaktion wvon
Ammonium und o-Ketoglutarat zu Glutamat bei gleichzeitiger Oxidation von NADPH in
stochiometrischen Anteilen, dessen Abnahme bei einer Wellenldnge von 340 nm detektiert
wurde.
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3.3.4 Quantifizierung von Phosphat in Urin

Die quantitative Bestimmung der Phosphatkonzentration in Urin erfolgte durch das
Zentrallabor des Universitatsklinikums Essen. Der Nachweis besteht aus einem
kolorimetrischen Test bei einer Wellenldnge von 340 nm [91]. Hierbei reagiert anorganisches
Phosphat mit Ammoniummolybdat, sodass ein unreduzierter Phosphomolybdatkomplex
entsteht.

3.3.5 Quantifizierung von Harnstoff in Urin und Plasma

Sowohl in Urin als auch in Plasma erfolgte die Bestimmung von Harnstoff mit Hilfe eines
automatischen Analysegerates (Respons 920, DiaSys Diagnostic, Holzheim). Hierzu wurden
Plasmaproben 1:4 mit 0,9% NaCl verdunnt, Urinproben im Verhaltnis 1:10. Das Messprinzip
beruht auf einem enzymatischen Test, bei dem aus Harnstoff mittels des Enzyms Urease
Ammoniumionen freigesetzt werden, welche im weiteren Verlauf mit Hilfe der
Glutamatdehydrogenase und a-Ketoglutarat unter NADH-Verbrauch zu Glutamat umgesetzt
werden. Bei einer Wellenlange von 340 nm wurde die Abnahme der NADH-Konzentration
bestimmt.

3.3.6 Quantifizierung von Aminosauren in Urin und Plasma

Die Durchfuhrung der quantitativen Aminosaurebestimmung mittels high performance liquid
chromatography (HPLC) erfolgte durch Frau Miriam Petersen und Herrn Markus Mallek von
der Uberdrtlichen Berufsaustibungsgemeinschaft MVVZ Dr. Eberhardt und Partner, Dortmund.

Zur EnteiweilRung wurden zunéchst 300 pl Probe mit 75 pl 10%iger Sulfosalicylsaure versetzt
und grindlich durchmischt. Die anschlieBende Zentrifugation erfolgte bei 12000 U/min fir
finf  Minuten. Von dem erhaltenen Uberstand wurden 200 pl zu 200 pl
Probenverdinnungspuffer gegeben. Nach grindlichem Durchmischen erfolgte die Injektion
von 50 pl in das Analysesystem (HPLC, biochrom 30+, biochrom, Cambridge, UK). Mittels
Kationenaustauscher erfolgte in einem ersten Schritt die Trennung der Aminoséuren durch die
Verwendung verschiedener citrathaltiger Laufpuffer mit sich &ndernden pH-Werten und
Molaritaten bei einer Geschwindigkeit von 0,25 ml/min. In einem zweiten Schritt reagierte
die Amino-Gruppe mit Ninhydrin. Der sich bildende farbige Komplex wird bei einer
Wellenlédnge von 570 nm (primédre Aminoséuren) bzw. 440 nm (sekundére Aminosduren)
detektiert. Die Farbintensitat korreliert mit der Konzentration und wird mit Hilfe eines
Standards quantifiziert. Plasma- und Urinproben wurden in gleicher Weise behandelt.

3.3.7 Software
Im Rahmen dieser Arbeit wurde verschiedene Software benutzt (Tabelle 12).

Tabelle 12: Auflistung verwendeter Software.

Bezeichnung Hersteller

32 Karat Software 8.0 Beckmann Coulter, Fullerton, USA
Excel Microsoft, Redmond, USA

XL STAT Addinsoft, Witzenhausen
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3.3.8 Statistik
Die Messwerte wurden auf Normalverteilung gepruft. Sofern keine Normalverteilung vorlag
wurden sie als Median dargestellt, da dieser gegeniiber dem Mittelwert als robuster gilt.

Die Entscheidung zur Verwendung von Standardabweichung bzw. Standardfehler wurde auf
Basis allgemein akzeptierter Kriterien getroffen [92]. In der Tierstudie wurde bei der
graphischen Darstellung der Mittelwerte der Standardfehler (SEM) als Fehlerindikator
verwendet, da die biologische Variabilitat der Tiere sowohl aufgrund der standardisierten
Zucht als auch der vereinheitlichten Haltungsbedingungen und des uniformen
Versuchsdesigns sehr gering war. In der Humanstudie wurde aufgrund der groferen
biologischen Variabilitdt des untersuchten Kollektivs die Standardabweichung als
Fehlerindikator verwendet, um ein Mal} flir die reale Streuungsbreite der Messwerte zu
bekommen.

Mit Hilfe des Statistikprogramms XL STAT wurden die Messwerte nach dem Test auf
Ausreifer auf Signifikanz getestet. Der Test auf Signifikanz erfolgte mittels ANOVA mit
anschlieBendem Fisher-Test. Das Konfidenzintervall betrug mindestens 95%. Signifikante
(p <0,05) Ergebnisse wurden mit * bzw. # gekennzeichnet, hoch signifikante (p < 0,01)
Ergebnisse mit ** bzw. ## und stark signifikante (p < 0,001) mit *** bzw. ###.
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4 Ergebnisse

4.1 Klinische Beobachtungsstudie

Fur die Fragestellung der Dilutionsazidose konnten 25 Patienten ausgewertet werden bzw. fir
jene der Aminosaureanalyse 29 Patienten. Beide Kollektive zeigten sehr &hnliche
patientenindividuelle Merkmale sowie CPB- als auch Cross-Clamp Zeiten (Tabelle 13).

Tabelle 13: Merkmale der ausgewerteten Bypass-Patienten.

Variable Median (25% und 75% Quartile)

Dilutionsazidose (n=25) Aminosaureanalyse (n=29)

Mannliches Geschlecht (%) | 76 76

Alter (Jahre) 71 (60; 76) 71 (60; 76)
GrolRe (cm) 173 (168; 180) 173 (168; 179)
Gewicht (kg) 88 (79; 92) 84 (77; 90)
Kaorperoberflache (m?) 2,0(1,9;2,1) 2,0(1,9; 2,1)
Body Mass Index 28,2 (26,0; 32,3) 27,5 (25,7; 31,2)
Anzahl der Grafts 3 3
gg‘i;‘ﬂ?}ﬁ:‘;mona'e Bypass | g4 (71; 118) 85,5 (73; 110)
Cross-Clamp Zeit (min) 53 (40; 65) 53 (42; 64)

Die im Mittel intraoperativ verabreichten Volumina von sowohl der Priming als auch der
kardioplegischen Ldsung betrugen bei beiden Patientenkollektiven 1,1 L bzw. 1,6 L
(Tabelle 14). Die verabreichte Menge Bicarbonat lag bei dem Kollektiv zur Untersuchung der
Dilutionsazidose im Mittel bei 102 mmol, bei dem Kollektiv zur Aminoséureanalyse im
Mittel bei 108 mmol.

29



Ergebnisse

Tabelle 14: Im Rahmen der Bypass-Operation verabreichte Volumina von Priming als auch
kardioplegischer Losung sowie Natriumbicarbonat zur Antagonisierung der akuten metabolischen

Azidose.

Variable

Mittelwert + Standardabweichung

Volumen Priming
Losung (L)

Volumen kardioplegische
Losung (L)

Menge verabreichten
Bicarbonats (mmol)

4.1.1 Dilutionsazidose

Dilutionsazidose (n=25)
1,1+0,1
16+0,2

102 + 31

Aminosaureanalyse (n=29)
1,1+0,1
16+0,2

108 + 48

Vor Beginn des CPBs lag die durchschnittliche intravasale Hd&moglobinkonzentration bei

12,8 g/dL, nach Beginn sank sie auf 8,8 g/dL (Abbildung 9).

18 -

16 T

14 +

12 +

Hiamoglobin (g/dL)

**k*k

vor CPB

nach Beginn CPB

L

Abbildung 9: Intravasale intraoperative Hamoglobinkonzentration der Bypass-Patienten. Der erste
dargestellte Messzeitpunkt stammt aus der letzten BGA vor Beginn des kardiopulmonalen Bypasses (CPB), der
zweite aus der ersten BGA wahrend CPBs. *** p < 0,001.
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Vor Beginn des CPBs lag der Mittelwert des pH-Wertes bei 7,41 und somit nahe am
physiologischen Normwert (Abbildung 10 B, Abbildung 11 A). Nach Beginn des CPBs fiel
der Wert innerhalb der ersten zwanzig Minuten signifikant auf durchschnittlich 7,33. In der
verbleibenden Zeit des CPBs erholte er sich und stieg auf 7,38. Der BE lag vor Beginn des
CPBs im Mittel bei 05mEg/L und damit im physiologischen Referenzbereich
(Abbildung 10 A, Abbildung 11 B). Innerhalb der ersten zwanzig Minuten des CPBs nahm
der Wert signifikant ab und erreichte einen Durchschnittswert von -3,3 mEg/L. Bis zum Ende
des CPBs stieg der BE auf einen Wert von -0,5 mEg/L an. Der Kohlenstoffdioxidpartialdruck
blieb wahrend der gesamten Zeit ann&hernd konstant mit Werten um den physiologischen
Standardwert von 40 mmHg (39,3 mmHg vor CPB, 41,7 mmHg wéhrend der ersten zwanzig
Minuten des CPBs und 40,4 mmHg in der restlichen Phase des CPBs; Abbildung 11 C). Der
Mittelwert der plasmatischen Laktatkonzentration betrug 0,9 mM vor Beginn des CPBs,
1,0 mM wahrend der ersten zwanzig Minuten nach Beginn des CPBs und 1,3 mM in der
restlichen Zeit des CPBs (Abbildung 11 D).

A Beginn der Herz-
Lungen-Maschine,
Eintrag der
Priming-Losung;
Bicarbonat

Bicarbonat Bicarbonat | |Bicarbonat

Kardioplegische Lésung

N B

BE (mEq/L)
I\

-218 -138 12 47 87 107
Zeit (min)
B
7,45
7,40
=
a
7,35
" I I I
7,25
-218 -138 12 47 87 107
Zeit (min)

Abbildung 10: Ver&nderungen im (A) BE und (B) pH-Wert eines reprasentativen Patienten von
Operationsbeginn bis Ende des kardiopulmonalen Bypasses. Mit Inbetriebnahme der Herz-Lungen-Maschine
zum Zeitpunkt Null erhielt der Patient das Priming Volumen von 1,1 L 0,9% NaCl Lésung. Anschlieend
wurden dem Patienten 1,8 L kardioplegische Lésung (Custodiol) zum kardioplegischen Arrest verabreicht. Zur
Antagonisierung der Dilutionsazidose wurden der Priming Ldsung 50 mmol Bicarbonat in Form von
Natriumbicarbonat Ldsung zugesetzt und in dem betrachteten Zeitraum drei weitere Male verabreicht (40 mmol,
20 mmol bzw. 30 mmol).
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Abbildung 11: Verdnderungen in Parametern des Saure-Base-Haushalts sowie Laktat vor und nach Beginn des CPBs: (A) pH-Wert, (B) Base EXxcess,
(C) Kohlenstoffdioxidpartialdruck, (D) Laktatkonzentration. Der Zeitpunkt O kennzeichnet den Beginn des CPBs. Die Phase des CPBs ist in zwei Intervalle unterteilt:
0-20 Minuten (hinterlegt in grau) und die restliche Zeit wéhrend CPBs. Die roten Linien reprasentieren den Mittelwert im jeweiligen Intervall.
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Wahrend der ersten zwanzig Minuten des CPBs erhielten die Patienten je nach Ausmal der
metabolischen Azidose im Durchschnitt 54 mmol Bicarbonat; in der restlichen Zeit des CPBs
im Mittel weitere 41 mmol. Daher missen die intraoperativen BE-Werte um die jeweilige
zuvor verabreichte Absolutmenge Basenaquivalente in Form von Natriumbicarbonat
korrigiert werden (Formel 2, Abbildung 12). Wahrend der ersten zwanzig Minuten des CPBs
lag der gemessene Mittelwert bei -3,3 mEqg/L, wohingegen sich bei Berechnung ein Wert
von -5,6 mEg/L ergibt. Fir das Intervall zwanzig Minuten nach Beginn des CPBs bis
Operationsende betrug der Mittelwert der gemessenen Werte -0,8 mEqg/L, wohingegen der
Mittelwert der korrigierten Werte bei -2,1 mEg/L lag.
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Abbildung 12: Intraoperativer Verlauf der BE-Werte mit und ohne Einbeziehung des verabreichten
Volumens an Natriumbicarbonat. Offene Symbole kennzeichnen berechnete Werte, geschlossene Symbole
gemessene. Blaue Linien représentieren den Mittelwert der berechneten Werte, rote Linien jene der gemessenen.
Der graue Kasten kennzeichnet die ersten 20 min nach Beginn des kardiopulmonalen Bypasses (CPB). Aufgrund
der Entwicklung einer metabolischen Azidose wurde bedarfsadaptiert Natriumbicarbonat Losung verabreicht.
Die auf diese Weise verabreichte absolute Menge an Basenédquivalenten kann in den BE umgewandelt und somit
mit den tatsachlich gemessenen Werten verrechnet werden. Im Gegensatz zu Abbildung 11 zeigt Abbildung 12
die Werte nicht nur bis Ende des CPBs, sondern (ber die gesamte intraoperative Dauer.

4.1.2 Aminosauren

Nach Induktion des kardioplegischen Arrests nahm die plasmatische Histidinkonzentration
von einem Initialwert von 71 uM auf 21000 uM zu (Abbildung 13 A). Im weiteren Verlauf
nahm sie stetig ab, sodass sie bei Operationsende bei 8000 uM lag. Die Aspartatkonzentration
stieg von einem Basiswert von 5 uM auf 1600 uM bei Operationsende an (Abbildung 13 B).
Im gleichen Intervall nahm die Glutamatkonzentration im Plasma von 23 uM auf 360 uM zu
(Abbildung 13 C). Die plasmatischen Konzentrationen von Glutamin, Asparagin, Glycin,
Alanin, und Serin unterlagen einer moderaten Erhéhung von 596 uM, 38 uM, 214 uM,
318 uM bzw. 108 uM auf 862 uM, 65 uM, 325 uM, 807 uM bzw. 174 uM (Abbildung 13 D,
Abbildung 14 A-D). Arginin, Leucin, Lysin, Methionin, Ornithin, Phenylalanin, Prolin,
Tyrosin sowie Valin unterlagen im Plasma einer nur geringfiigigen Anderung; die
Konzentrationen blieben in den jeweiligen Referenzbereichen (Daten nicht gezeigt).
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Die Ausscheidung von Histidin nahm von einem Ausgangswert von 47 umol/mmol Kreatinin
hoch signifikant auf 6760 pmol/mmol Kreatinin innerhalb der intraoperativen Phase zu
(Abbildung 15 A). Dies entspricht durchschnittlich 19,5 mmol und demzufolge knapp 7% der
inkorporierten Menge (300 mmol, Tabelle 15). Im selben Intervall stieg die ausgeschiedene
Menge Glutamat von 1 pmol/mmol Kreatinin auf 126 pmol/mmol Kreatinin, die des
Glutamins  von 33 pmol/mmol Kreatinin auf 150 pmol/mmol Kreatinin
(Abbildung 15 C und D). Aspartat, Asparagin, Glycin, Alanin und Serin unterlagen ebenfalls
einer gesteigerten Ausscheidung (von 1,4 pmol/mmol Kreatinin, 6,0 pmol/mmol Kreatinin,
80 pmol/mmol Kreatinin, 17 pmol/mmol Kreatinin  bzw. 23 pmol/mmol Kreatinin auf
2,2 umol/mmol  Kreatinin, 29 ymol/mmol  Kreatinin, 102 umol/mmol  Kreatinin,
66 pmol/mmol  Kreatinin ~ bzw. 65 pmol/mmol  Kreatinin;  Abbildung 15 B,
Abbildung 16 A-D). Diese zuletzt genannten Aminosauren blieben jedoch im jeweiligen
Referenzbereich. Die ausgeschiedenen Mengen von Carnosin, 1-Methylhistidin als auch
3-Methylhistidin unterlagen nur geringen Anderungen und blieben ebenso im jeweiligen
Referenzintervall (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 15: Gemessene Histidinkonzentrationen in postoperativen Urinproben der Patienten zur
Bestimmung der absolut ausgeschiedenen Histidinmenge.

Patient Histidinkonzentration Urinvolumen Absolute Histidinmenge
(mM) (L) (mmol)

1 9,2 0,97 8,9

3 12,3 2,13 26,2

4 13,9 1,25 17,4

5 12,5 1,80 22,5

6 7,0 1,75 12,3

9 11,9 2,25 26,8

10 6,8 2,75 18,7
12 3,9 1,55 6,0

13 9,5 0,80 7,6

14 8,7 1,95 17,0
15 7,8 1,97 15,4
16 13,9 1,75 24,3
17 9,7 1,05 10,2
18 9,5 1,40 13,3
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Patient Histidinkonzentration Urinvolumen Absolute Histidinmenge
(mM) (L) (mmol)

19 10,4 1,15 12,0

20 12,4 1,65 20,5

21 9,4 3,90 36,7

22 13,7 3,95 94,1

23 7,0 0,80 5,6

24 - 0,25 -

25 7,8 1,45 11,3

26 12,9 2,30 29,7

27 12,4 3,40 42,2

28 11,7 0,65 7,6

29 9,3 2,30 21,4

30 15,1 1,60 24,2

31 12,3 2,45 30,1

32 12,3 1,60 19,7

33 16,4 2,35 38,5

Mittelwert | 10,7 1,89 19,5

Zur Berechnung wurde das jeweils intraoperativ ausgeschiedene Urinvolumen berticksichtigt. Der Kkursiv
gedruckte Wert stellt einen Ausreier dar und wird bei der Mittelwertberechnung nicht bericksichtigt. Das
gesammelte Urinvolumen bei Patient 24 war zu gering, als dass eine Aminosdurequantifizierung mdglich
gewesen ware. Die Berechnung des Mittelwertes der ausgeschiedenen Absolutmenge Histidin erfolgte aus den
Einzelwerten.

Die renal ausgeschiedene Menge von 19,5 mmol Histidin betragt 6,5% der verabreichten
Menge von etwa 300 mmol.
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4.1.3 Deprotonierung des Histidin-Imidazolrings

Die im Rahmen der Kardioplegie verabreichte Losung (Custodiol, Histidinkonzentration von
198 mM) gelangte mit einer Temperatur von 4 °C in den systemischen Kreislauf, woraufhin
sie auf 36 °C erwarmt wurde. Aufgrund der Temperatursensitivitat des pKs-Wertes des
Imidazolrings des Histidins bedingte die Erwarmung eine vermehrte Deprotonierung. Anhand
der Henderson-Hasselbalch-Gleichung lieR sich der prozentuale deprotonierte Anteil
berechnen (Formel 4, Tabelle 16). Dieser Anteil lag bei der Lagerungs- und
Verabreichungstemperatur der kardioplegischen Lésung, einem pH-Wert der Lésung von 7,37
und einer Histidinkonzentration von 198 mM bei 87,9%. Das Einbringen in den systemischen
Kreislauf hatte neben der Erwdrmung auf Korpertemperatur ebenso eine Absenkung der
Histidinkonzentration auf 33 mM zur Folge, welche sich unter Berucksichtigung des
Blutvolumens, des VVolumens der Priming als auch der kardioplegischen Lésung sowie des im
Rahmen der Infusionstherapie verabreichten Volumens ergab. Der pH-Wert des Plasmas
betrug zu diesem Zeitpunkt im Mittel 7,33 (Abbildung 11). Somit machte der
Deprotonierungsgrad flr die beschriebene Konstellation 96,3% aus. Die Differenz der beiden
Anteile von 8,4% beschrieb demnach die Zunahme der Deprotonierung infolge der
Erwarmung.

Tabelle 16: Prozentualer Anteil deprotonierter Imidazolringe des Histidins an der Gesamtmenge.

Temperatur pKs-Wert pH-Wert der  Histidinkonzen- Anteil deprotonierter

(°C) Imidazolring  Umgebung tration (mM) Imidazolringe (%)
4 6,51 7,37 198 87,9
36 5,92 7,33 33 96,3

Die Kalkulation erfolgte mittels Henderson-Hasselbalch-Gleichung und den aufgefiihrten Werten der Parameter
Temperatur, pKs-Wert des Imidazolrings bei entsprechender Temperatur, pH-Wert der Umgebung sowie
vorliegender Histidinkonzentration. Die endogene Histidinkonzentration von etwa 70 UM wurde bei den
Berechnungen nicht berticksichtigt, da sie im Vergleich zur infundierten Menge vernachlassigbar klein war.

Bei einem Eintrag von etwa 1,6 L kardioplegischer Lésung mit einer Histidinkonzentration
von 198 mM betrug die Histidinaufnahme ungefahr 300 mmol. Werden 8,4% dieser Menge
im Zuge der Erwdrmung deprotoniert, so ergibt sich ein Wert von etwa 27 mmol freigesetzter
Protonen.

4.1.4 Stickstoffhaltige Stoffwechselprodukte

Wahrend der Operation nahm die Harnstoffausscheidung von einer Basalrate von 9,5 mmol/h
auf 10,1 mmol/h zu (Abbildung 17). Dies entsprach im intraoperativen Intervall einer
zusétzlich ausgeschiedenen Menge von 3 mmol Harnstoff (Median). Das AusmaR des
Anstiegs bei der Harnstoffausscheidung unterschied sich innerhalb des Patientenkollektivs
teils stark und fuhrte zu fluktuierenden Werten zwischen 2 mmol/h und 30 mmol/h.

40



Ergebnisse

35
30 + .
=
=
=]
E 251 .
E .
_g 20 + ] .
2 : :
@ 15 + s ¢
] .
5 ¢ .
£ 10 + } —
£ é
% L4
[ ]
5 4 g .
$ .
O 4
basal intraoperativ

Abbildung 17: Absolut ausgeschiedene Menge von Harnstoff sowohl unter Basiskonditionen als auch in
der intraoperativen Phase.

Die Harnstoffkonzentration im Plasma betrug sowohl vor Operationsbeginn als auch
intraoperativ relativ konstant 30 mg/dL (Median, entsprechend etwa 5 mM). Initial lag die
Ammoniumkonzentration im Plasma bei 67 pg/dL. Wéhrend der Operation nahm sie im
Mittel leicht auf Werte bis zu 90 pg/dL (entsprechend etwa 50 uM) zu.

4.15 Laktatazidose

Bei Operationsbeginn lag die plasmatische Laktatkonzentration im Durchschnitt bei 0,9 mM
(Abbildung 18). Die erste BGA wahrend des CPBs zeigte einen durchschnittlichen Wert von
1,0 mM. Bis zum Ende des CPBs stieg die Konzentration auf 1,4 mM an. Dieser Anstieg
setzte sich nach Beenden des CPBs fort; der Mittelwert betrug 1,9 mM. Bei Operationsende
lag die Laktatkonzentration im Mittel bei 2,5 mM.
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Abbildung 18: Intraoperativer Verlauf der plasmatischen Laktatkonzentration. Die erste Blutgasanalyse
wurde bei OP-Beginn angefertigt, die zweite nach Beginn des kardiopulmonalen Bypasses (CPBs), die dritte am
Ende des CPBs, die vierte nach CPB und die fiinfte kurz vor Operationsende.

4.2 Tierversuche

4.2.1 Hamatokrit

Der Hamatokrit sank im Zuge der normovolamischen Hamodilution in allen Versuchsgruppen
von einem initialen Wert von etwa 42% nach neun Dilutionsschritten auf 10%
(Abbildung 19).
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Abbildung 19:  Hamatokrit wahrend  normovoldmischer =~ H&modilution in  verschiedenen
Versuchsgruppen. Durch repetitive Enthahme von 3 ml Blut und simultanen Ersatz des VVolumens wurde eine
kontinuierliche Absenkung des Hamatokrits erreicht. Je nach Versuchsgruppe fanden zur Volumensubstitution
die kolloidalen Infusionsldsungen Voluven, Volulyte oder Gelafundin Verwendung.
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4.2.2 Vitalparameter

Der MAP lag initial, je nach Versuchsgruppe, zwischen 95 mmHg und 100 mmHg
(Abbildung 20). Wahrend der Dilutionsphase sanken die gemessenen Werte im Mittel auf
etwa 80 mmHg. In der anschlieenden Nachbeobachtungsphase lag der MAP in einem
Bereich zwischen 60 mmHg und 95 mmHg.
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Abbildung 20: Mittlerer arterieller Blutdruck im Modell der normovolamischen Hamodilution in
verschiedenen Versuchsgruppen. Je nach Versuchsgruppe fanden zur Volumensubstitution die kolloidalen
Infusionslésungen Voluven, Volulyte oder Gelafundin VVerwendung. Der graue Kasten kennzeichnet die Dauer
der Dilution (162 Minuten), gefolgt von einer zweieinhalbsttindigen Nachbeobachtungsdauer.

Zu Versuchsbeginn lag die Herzfrequenz in einem Bereich zwischen 300 Schldgen/Minute
und 350 Schldgen/Minute (Abbildung 21). In der Dilutionsphase stieg die Frequenz in jeder
Versuchsgruppe auf Werte von etwa 370 Schldgen/Minute an. Zu Beginn der
Nachbeobachtungszeit fiel die Frequenz, sodass sie bis zum Versuchsende wie zu Beginn in
einem Bereich zwischen 300 Schlagen/Minute und 350 Schldgen/Minute lag.
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Abbildung 21: Herzfrequenz im Modell der normovolédmischen Hamodilution in verschiedenen
Versuchsgruppen. Je nach Versuchsgruppe fanden zur VVolumensubstitution die kolloidalen Infusionslésungen
Voluven, Volulyte oder Gelafundin Verwendung. Der graue Kasten kennzeichnet die Dauer der Dilution
(162 Minuten), gefolgt von einer zweieinhalbstiindigen Nachbeobachtungsdauer.

Initial lag die Atemfrequenz zwischen 50 Zugen/Minute und 55 Ziigen/Minute
(Abbildung 22).  Wéhrend der Dilutionsphase stieg die Frequenz  zundchst
versuchsgruppenunabhangig auf Werte von etwa 65 Zigen/Minute an. In der
Nachbeobachtungsphase glichen sich die Atemfrequenzen unabhdngig wvon der
Versuchsgruppe dem Ausgangsniveau an.
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Abbildung 22: Atemfrequenz im Modell der normovolamischen H&modilution in verschiedenen
Versuchsgruppen. Je nach Versuchsgruppe fanden zur VVolumensubstitution die kolloidalen Infusionslésungen
Voluven, Volulyte oder Gelafundin Verwendung. Der graue Kasten kennzeichnet die Dauer der Dilution
(162 Minuten), gefolgt von einer zweieinhalbstiindigen Nachbeobachtungsdauer.
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4.2.3 Saure-Base-Parameter
Der plasmatische pH-Wert lag bei Versuchsbeginn zwischen 7,27 und 7,30 (Abbildung 23).
Wahrend der Dilutionsphase nahm der pH-Wert versuchsgruppenunabhéngig auf Werte
zwischen 7,35 und 7,40 zu. Am Ende der Nachbeobachtungsphase lagen die Werte in einem
Bereich zwischen 7,37 und 7,42.
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Abbildung 23: Plasmatischer pH-Wert im Modell der normovolamischen Hamodilution in verschiedenen
Versuchsgruppen. Je nach Versuchsgruppe fanden zur VVolumensubstitution die kolloidalen Infusionslésungen
Voluven, Volulyte oder Gelafundin Verwendung. Der graue Kasten kennzeichnet die Dauer der Dilution
(162 Minuten), gefolgt von einer zweieinhalbstiindigen Nachbeobachtungsdauer.

Bei Versuchsbeginn lag der BE in allen Gruppen zwischen 0 mEg/L und 1 mEg/L
(Abbildung 24). Die Messwerte sowohl in der Voluven- als auch Gelafundingruppe sanken im
Mittel wéhrend der Dilutionsphase stetig auf -3 mEg/L (Voluven) bzw. -1,7 mEqg/L
(Gelafundin). Der BE der Volulytegruppe betrug am Ende dieses Intervalls im Mittel etwa
1,8 mEg/L. Zu Beginn der Nachbeobachtungsphase (177 min) fiel der BE dieser Gruppe
auf -2 mEg/L ab. Bei 177 min betrug der BE der Gelafundingruppe -2,5 mEQ/L, jener der
Voluvengruppe -4,5 mEg/L. Bis zum Versuchsende verblieben die Werte auf dem jeweiligen
Niveau.
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Abbildung 24: Plasmatischer BE-Wert im Modell der normovolamischen Hamodilution in verschiedenen
Versuchsgruppen. Je nach Versuchsgruppe fanden zur VVolumensubstitution die kolloidalen Infusionslésungen
Voluven, Volulyte oder Gelafundin Verwendung. Die Bestimmung des Standard Baseniiberschuss erfolgte
anhand eines Kohlenstoffdioxidpartialdrucks von 40 mmHg. Der graue Kasten kennzeichnet die Dauer der
Dilution (162 Minuten), gefolgt von einer zweieinhalbstiindigen Nachbeobachtungsdauer. * p< 0,05 verglichen
mit Voluven und Gelafundin zu diesem Zeitpunkt.

Durch Berechnung der im Zuge der normovoldmischen Hamodilution entfernten Menge
Bicarbonat anhand der Henderson-Hasselbalch-Gleichung (Formel 5) ergibt sich in den
vorliegenden Experimenten ein Bicarbonatdefizit von ca. 0,6 mmol in jeder Versuchsgruppe
(Tabelle 17). Da jedes entfernte Molekil Bicarbonat ein Proton zurticklieR, war dieser Mangel
quantitativ. einem Protoneniberschuss gleichzusetzen. Demnach wurden waéhrend
normovolamischer Hamodilution unter den angegebenen Bedingungen 0,6 mmol Protonen
generiert.

Tabelle 17: Berechnung tberschissiger Protonen, die wahrend normovoldmischer Hamodilution erzeugt
wurden.

Versuchsgruppe Aktuelles Ausgetauschtes Volumen Uberschssige
(Volumensubstitutions- | Bicarbonat wahrend normovolamischer = Protonen
16sung) (mM) Hamodilution (ml) (mmol)
Gelafundin 23 25 0,58

Voluven 23 26 0,60

Volulyte 26 26 0,68

Der Wert des aktuellen Bicarbonats wurde mit Hilfe der Henderson-Hasselbalch-Gleichung auf Grundlage des
aktuellen pH-Wertes sowie des aktuellen Kohlenstoffdioxidpartialdruckes berechnet. Endpunkt der
normovoldmischen Hamodilution war ein finaler Hadmatokrit von 10% + 1%. Damit ein Hamatokrit von 10%
prézise erreicht werden konnte, wurde das Volumen des neunten und letzten Dilutionsschrittes variabel gehalten.
Die Berechnungen wurden auf Basis von sechs Tieren pro Gruppe zu drei verschiedenen Zeitpunkten gemacht.
Dementsprechend kénnen Berechnungen auf Basis von Mittelwerten abweichen.
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Zu Versuchsbeginn lag der Kohlenstoffdioxidpartialdruck in allen Versuchsgruppen zwischen
55 mmHg und 60 mmHg (Abbildung 25). Wahrend der Dilutionsphase sank dieser, sodass am
Ende des Intervalls Messwerte zwischen 35 mmHg und 46 mmHg erreicht wurden. Wahrend
der Nachbeobachtungszeit sanken die Werte weiterhin, sodass der
Kohlenstoffdioxidpartialdruck final in einem Bereich zwischen 30 mmHg und 38 mmHg lag.
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Abbildung 25: Plasmatischer Kohlenstoffdioxidpartialdruck im Modell der normovolamischen
Hamodilution in verschiedenen Versuchsgruppen. Je nach Versuchsgruppe fanden zur Volumensubstitution
die kolloidalen Infusionslésungen Voluven, Volulyte oder Gelafundin Verwendung. Der graue Kasten
kennzeichnet die Dauer der Dilution (162 Minuten), gefolgt wvon einer zweieinhalbstiindigen
Nachbeobachtungsdauer.

4.2.4 Elektrolytparameter

Die initiale Kaliumkonzentration lag zwischen 5,0 mM und 54 mM (Abbildung 26).
Wahrend der Phase der Hamodilution nahm die Kaliumkonzentration auf Werte in einem
Bereich zwischen 4,4 mM und 4,9 mM ab. Diese Abnahme setzte sich in allen
Versuchsgruppen fort, sodass am Versuchsende Werte zwischen 3,9 mM und 4,8 mM erreicht
wurden.
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Abbildung 26: Plasmatische Kaliumkonzentration im Modell der normovolamischen Hamodilution in
verschiedenen Versuchsgruppen. Je nach Versuchsgruppe fanden zur Volumensubstitution die kolloidalen
Infusionslosungen Voluven, Volulyte oder Gelafundin Verwendung. Der graue Kasten kennzeichnet die Dauer
der Dilution (162 Minuten), gefolgt von einer zweieinhalbstiindigen Nachbeobachtungsdauer. ** p < 0,01
verglichen mit den jeweils initialen Werten, *** p < 0,001 verglichen mit dem initialen Wert.

Die plasmatische Natriumkonzentration lag bei Versuchsbeginn zwischen 136 mM und
138 mM und stieg wéhrend der Dilutionsphase auf Werte zwischen 139 mM und 142 mM an
(Abbildung 27). In der Nachbeobachtungsphase nahm die Natriumkonzentration weiterhin
leicht zu, sodass am Versuchsende Werte zwischen 141 mM und 142 mM erreicht wurden.
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Abbildung 27: Plasmatische Natriumkonzentration im Modell der normovolamischen Hamodilution in
verschiedenen Versuchsgruppen. Je nach Versuchsgruppe fanden zur Volumensubstitution die kolloidalen
Infusionslésungen Voluven, Volulyte oder Gelafundin Verwendung. Der graue Kasten kennzeichnet die Dauer
der Dilution (162 Minuten), gefolgt von einer zweieinhalbstiindigen Nachbeobachtungsdauer.
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Bei Versuchsbeginn lag die plasmatische Chloridkonzentration bei allen Versuchsgruppen
einheitlich bei 105 mM (Abbildung 28). Wahrend der Dilutionsphase stieg die
Chloridkonzentration auf Werte zwischen 110 mM und 117 mM an. Bei Versuchsende lagen
die Messwerte in einem Bereich zwischen 115 mM und 121 mM.
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Abbildung 28: Plasmatische Chloridkonzentration im Modell der normovolamischen H&modilution in
verschiedenen Versuchsgruppen. Je nach Versuchsgruppe fanden zur Volumensubstitution die kolloidalen
Infusionslésungen Voluven, Volulyte oder Gelafundin Verwendung. Der graue Kasten kennzeichnet die Dauer
der Dilution (162 Minuten), gefolgt von einer zweieinhalbstindigen Nachbeobachtungsdauer.

Zu Versuchsbeginn betrug die plasmatische Osmolalitdt zwischen 285 mmol/kg und
288 mmol/kg (Tabelle 18). Diese stieg bis zum Ende der Dilutionsphase in Abhéngigkeit der
Versuchsgruppe auf etwa 295 mmol/kg. In der Nachbeobachtungsphase nahmen die Werte
leicht ab, sodass sie bei Versuchsende zwischen 290 mmol/kg und 292 mmol/kg lagen.
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Tabelle 18: Plasmatische Osmolalitat im Modell der normovolamischen
Hamodilution.

Versuchsgruppe
Voluven Volulyte Gelafundin
Zeit (min) Osmolalitat (mmol/kg) Mittelwert + SEM
3 285+ 2 2851 2881
57 285+ 3 285+ 2 290 + 2
111 292+1 292+1 291+2
147 295+ 2 295+ 2 294 +1
177 291+4 291+1 294 +1
207 296 +1 296 + 2 2931
252 297 +2 297 +1 291+1
315 290+4 290+ 2 292+1

Je nach Versuchsgruppe fanden zur Volumensubstitution die kolloidalen
Infusionslésungen Voluven, Volulyte oder Gelafundin Verwendung.

4.2.5 Bilanzierung von Kalium und Natrium

Die Summe gemessener Absolutmengen Kalium (Abbildung 29, jeweils dritte Balken)
reprasentierte die Summe aus der Menge im Extrazellularraum?® (Abbildung 29, jeweils erste
Balken) und Urin (Abbildung 29, jeweils zweite Balken) in der jeweiligen experimentellen
Phase. In jeder Versuchsgruppe (Voluven, Volulyte, Gelafundin) machte diese Summe im
Mittel 0,9 mmol sowohl in der Dilutions- als auch in der Nachbeobachtungsphase aus. Im
Gegensatz dazu betrug der auf Basis von Blutentnahme und Infusion theoretisch berechnete
Wert 0,3mmol in der Dilutions- und 0,4 mmol in der Nachbeobachtungsphase.
Dementsprechend uberstieg der gemessene den berechneten Wert um ca. 0,6 mmol in der
Dilutions- sowie 0,5 mmol in der Nachbeobachtungsphase (Abbildung 29, jeweils dritte und
vierte Balken).

! Die jeweiligen Mengen im Extrazellularraum sind mit Hilfe des gemessenen Wertes im Plasma berechnet
worden.
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Abbildung 29: Bilanzierung der Absolutmenge Kalium im Extrazellularraum sowie in Urin. Der jeweils erste Balken représentiert die Menge an Kalium im
Extrazellularraum. Der jeweils zweite Balken zeigt den Kaliumgehalt im Urin, der im entsprechenden Intervall (Dilution respektive Nachbeobachtung) gesammelt wurde. Der
jeweils dritte Balken reprasentiert die Summe der gemessenen Werte im Extrazellularvolumen sowie in Urin. Der jeweils vierte Balken zeigt den aufgrund theoretischer
Berechnung auf Basis von Entnahme und Infusion erwarteten Wert des gesamten Kaliumgehaltes. Im Falle der gemessenen Werte zeigt der initiale Wert das Ausgangslevel,
wohingegen die Werte aus Dilutions- und Nachbeobachtungsphase Mittelwerte darstellen (aus drei bzw. vier Werten). A: Voluven, B: Volulyte, C: Gelafundin. Die angegebenen

Absolutwerte beziehen sich auf die Bedingungen im Modell der normovolamischen Hamodilution.

assiugabig



Ergebnisse

Die Summe gemessener Absolutmengen Natrium (Abbildung 30, jeweils dritte Balken)
représentierte die Summe aus der Menge im Extrazellularraum (Abbildung 30, jeweils erste
Balken) und Urin (Abbildung 30, jeweils zweite Balken) in der jeweiligen experimentellen
Phase. Im Falle des Natriums betrug die Summe der gemessenen Werte fir die
Versuchsgruppen im Mittel 14,6 mmol in der Dilutionsphase und 14,9 mmol in der
Nachbeobachtungsphase, wohingegen die theoretisch berechneten Werte bei 13,3 mmol
respektive 16,2 mmol lagen (Abbildung 30, jeweils dritte und vierte Balken). Somit
Uberstiegen die gemessenen Werte die berechneten um 1,3 mmol in der Dilutionsphase,
wohingegen sie in der Nachbeobachtungsphase die berechneten Werte um 1,3 mmol
unterschritten.
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Abbildung 30: Bilanzierung der Absolutmenge Natrium im Extrazellularraum sowie in Urin. Der jeweils erste Balken représentiert die Menge an Natrium im
Extrazellularraum. Der jeweils zweite Balken zeigt den Natriumgehalt in Urin, der im entsprechenden Intervall (Dilution respektive Nachbeobachtung) gesammelt wurde. Der
jeweils dritte Balken reprasentiert die Summe der gemessenen Werte im Extrazellularvolumen sowie Urin. Der jeweils vierte Balken zeigt den aufgrund theoretischer Berechnung
auf Basis von Entnahme und Infusion erwarteten Wert des gesamten Natriumgehaltes. Im Falle der gemessenen Werte zeigt der initiale das Ausgangslevel, wohingegen die Werte
aus Dilutions- und Nachbeobachtungsphase Mittelwerte darstellen (aus drei bzw. vier Werten). A: Voluven, B: Volulyte, C: Gelafundin. Die angegebenen Absolutwerte beziehen
sich auf die Bedingungen im Modell der normovoldmischen Hadmodilution.
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Die Differenz zwischen der Summe der gemessenen Werte (Extrazellularvolumen plus Urin)
und den theoretisch berechneten Werten auf Basis der Blutentnahme und dem substituierten
Volumen sowie der Komposition der jeweiligen Volumensubstitutionslésung entsprach der
Menge der Protonen, welche im Austausch gegen Kalium ins intrazelluldare Kompartiment
transportiert wurden (Tabelle 19). Fir Voluven entsprach dies einem Wert von 125% in der
Dilutionsphase und 87% in der Nachbeobachtungsphase, fir Volulyte 74% respektive 65%
sowie fur Gelafundin 95% respektive 85%.

Tabelle 19: Anteil der intrazellular im Austausch gegen Kalium gepufferten Protonen.

Volumen- Intervall Generierte  Differenz zwischen = Anteil
substitutions- Menge der Summe der intrazellular
I6sung Protonen gemessenen und gepufferter
(mmol) den berechneten Protonen (%)
Kaliumwerten
(mmol)
Dilutionsphase 0,60 0,75 125
Voluven
Nachbeobachtungs- 0.52 87
phase
Dilutionsphase 0,68 0,50 74
Volulyte
Nachbeobachtungs- 0.44 65
phase
Dilutionsphase 0,58 0,55 95
Gelafundin
Nachbeobachtungs- 0.48 85
phase

Die Differenz zwischen der Summe der gemessenen Werte (Extrazellularraum plus Urin) und den theoretisch
berechneten Werten auf Basis der Blutentnahme und dem substituierten Volumen sowie der ionalen
Komposition der jeweiligen Volumensubstitutionsldosung stellt einen Hinweis auf die Menge der Protonen dar,
welche ins intrazelluldre Kompartiment transportiert wurden. Anhand der vierten und funften Spalte ist der
Austausch eines groRen Anteils extrazellul&rer Protonen im Austausch gegen intrazelluldres Kalium erkennbar.

4.2.6 Laktatkonzentration

Initiale plasmatische Laktatkonzentrationen betrugen 1,2 mM bis 1,3 mM (Abbildung 31).
Am Ende der Dilutionsphase wurden Werte zwischen 1,5 mM und 1,7 mM erreicht. Bei
Versuchsende lagen sie in einem Bereich zwischen 1,1 mM und 1,6 mM.
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Abbildung 31: Plasmatische Laktatkonzentration im Modell der normovoléamischen Hamodilution in
verschiedenen Versuchsgruppen. Je nach Versuchsgruppe fanden zur Volumensubstitution die kolloidalen
Infusionslésungen Voluven, Volulyte oder Gelafundin Verwendung. Der graue Kasten kennzeichnet die Dauer
der Dilution (162 Minuten), gefolgt von einer zweieinhalbstindigen Nachbeobachtungsdauer.

4.2.7 Urinanalytik

Die Menge an Initialurin lag im Mittel bei 610 ul (Abbildung 32). In der Phase der Dilution
schieden Tiere der Voluvengruppe rund 5200 ul aus, Tiere der Volulytegruppe 2500 ul und
Tiere der Gelafundingruppe 2200 pl. In der Nachbeobachtungsphase betrugen die
ausgeschiedenen Volumina 3500 pl, 2500 pl bzw. 1900 pl.
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Abbildung 32: Ausgeschiedenes Urinvolumen pro Intervall im Modell der normovoldmischen
Hamodilution in verschiedenen Versuchsgruppen. Da der Initialurin nach Insertion des Blasenkatheters
entnommen wurde, war dieser versuchsgruppenunabhéngig.
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Der im Initialurin gemessene pH-Wert betrug im Mittel 7,4 (Abbildung 33). Wahrend der
Dilutionsphase sank der pH-Wert des ausgeschiedenen Urins in der Volulytegruppe auf 6,4,
in der Voluvengruppe auf 6,2 und in der Gelafundingruppe auf 6,1. In der
Nachbeobachtungsphase wurden Werte von 6,5 (Volulyte) und 6,1 (Voluven, Gelafundin)
gemessen.
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Abbildung 33: pH-Wert des Urins im Modell der normovolamischen Hamodilution in verschiedenen
Versuchsgruppen. *** p < 0,001 verglichen mit dem initialen Wert. Da der Initialurin nach Insertion des
Blasenkatheters enthommen wurde, war dieser versuchsgruppenunabhéngig.

Die im Initialurin gemessene Phosphatkonzentration betrug im Mittel 1,1 mM
(Abbildung 34). In der Dilutionsphase stiegen die Werte auf 6,2 mM (Voluven), 7,1 mM
(Volulyte) und 15,1 mM (Gelafundin) an. Urin aus der Nachbeobachtungsphase enthielt
4,2 mM, 5,9 mM bzw. 5,3 mM Phosphat.
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Abbildung 34: Phosphatkonzentration in Urin im Modell der normovoldmischen Hamodilution in
verschiedenen Versuchsgruppen. Da der Initialurin nach Insertion des Blasenkatheters enthommen wurde, war
dieser versuchsgruppenunabhdngig. *** p < 0,001 verglichen mit dem initialen Wert.

Nach Berechnung der Absolutwerte des ausgeschiedenen Phosphats mit Hilfe des jeweiligen
Urinvolumens betrugen diese im Initialurin 0,0005 mmol (Abbildung 35). Tiere der
Voluvengruppe schieden in der Dilutionsphase 0,03 mmol aus, Tiere der Volulytegruppe
0,02mmol und Tiere der Gelafundingruppe ebenfalls 0,03 mmol. In der
Nachbeobachtungsphase ergab sich eine ausgeschiedene Absolutmenge von 0,01 mmol,
0,02 mmol sowie 0,01 mmol.
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Abbildung 35: Absolutmenge an Phosphat in Urin in Abhé&ngigkeit der Versuchsgruppe (Voluven,
Volulyte, Gelafundin). Die Berechnung der Absolutmenge erfolgte mit Hilfe der gemessenen Konzentration
und dem Volumen der jeweiligen Urinprobe. Da der Initialurin nach Insertion des Blasenkatheters enthommen
wurde, war dieser versuchsgruppenunabhéngig. Die angegebenen Absolutwerte beziehen sich auf die
Bedingungen im Modell der normovoldmischen Hamodilution. * p < 0,05 verglichen mit dem initialen Wert, **
p < 0,01 verglichen mit dem initialen Wert, *** p < 0,001 verglichen mit dem initialen Wert.
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Die Ammoniumkonzentration lag zu Versuchsbeginn bei 28 mM (Abbildung 36). In dem
wéhrend der Dilutionsphase gesammelten Urin stieg die Konzentration in der VVoluvengruppe
auf 62 mM an, in der Volulytegruppe auf 76 mM und in der Gelafundingruppe auf 191 mM.
In der Nachbeobachtungszeit wurden flr die einzelnen Versuchsgruppen 68 mM, 75 mM
respektive 221 mM gemessen.
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Abbildung 36: Ammoniumkonzentration in Urin im Modell der normovolamischen Hamodilution in
verschiedenen Versuchsgruppen. Da der Initialurin nach Insertion des Blasenkatheters entnommen wurde, war
dieser versuchsgruppenunabhéngig. * p < 0,05 verglichen mit dem initialen Wert. ** p < 0,01 verglichen mit
dem initialen Wert. *** p < 0,001 verglichen mit dem initialen Wert.

Die anhand der Ammoniumkonzentrationen sowie ausgeschiedenen Urinvolumina
berechneten absoluten Werte lagen fir Initialurin bei 0,02 mmol Ammonium (Abbildung 37).
In der Dilutionsphase betrug die Ausscheidung in der Voluvengruppe 0,30 mmol, in der
Volulytegruppe 0,19 mmol sowie in der Gelafundingruppe 0,43 mmol. In der
Nachbeobachtungsphase enthielt der Urin in Abhéngigkeit der Versuchsgruppe 0,22 mmol,
0,20 mmol bzw. 0,39 mmol.
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Abbildung 37: Absolutmenge an Ammonium in Urin in Abhangigkeit der Versuchsgruppe (Voluven,
Volulyte, Gelafundin). Die Berechnung der Absolutmenge erfolgte mit Hilfe der gemessenen Konzentration
und dem Volumen der jeweiligen Urinprobe. Da der Initialurin nach Insertion des Blasenkatheters entnommen
wurde, war dieser versuchsgruppenunabhdngig. Die angegebenen Absolutwerte beziehen sich auf die
Bedingungen im Modell der normovoldmischen Hamodilution. *** p < 0,001 verglichen mit dem initialen Wert.
## p = 0,001, ### p < 0,0001.

Die Summe der ausgeschiedenen Ammoniummengen wéhrend der gesamten Versuchsdauer
(Dilutions- plus Nachbeobachtungsphase) betrug 0,52 mmol (Voluven), 0,39 mmol (Volulyte)
bzw. 0,77 mmol (Gelafundin), wohingegen die Summe der ausgeschiedenen Menge Phosphat
wéhrend der gesamten Versuchsdauer (Dilutions- plus Nachbeobachtungsdauer)
versuchsgruppenunabhangig 0,04 mmol betrug (Tabelle 20). Die Menge ausgeschiedener
freier Protonen war vernachlassigbar gering.

59



09

Tabelle 20: Bestimmung des quantitativen Beitrags verschiedener renaler Mechanismen zur Neutralisierung Uberschissiger Protonen im Modell der
normovolamischen Hamodilution.

Volumensub- | Intervall Exkretion von Protonenexkretion via  Exkretion freier =~ Summe renal
stitutions- Ammoniumionen (mmol)  Phosphatpuffer (mmol) = Protonen (mmol) ,,neutralisierter*
l6sung Protonen (mmol)
Dilutionsphase 0,30 0,03 3,47x107°
Voluven Nachbeobachtungs- ., 0,01 2,71x 10
phase
Y 0,52 0,04 6,18 x 107° 0,56
Dilutionsphase 0,19 0,02 2,63x10°°
Volulyte Nachbeobachtungs- 0,02 1,19x 1076
phase
Y 0,39 0,04 3,82x107° 0,43
Dilutionsphase 0,43 0,03 1,83 x 106
Gelafundin Nachbeobachtungs- 0,34 0,01 1,77x107°
phase
2 0,77 0,04 3,60 x 10~ BjEt
Initialurin - 0,02 0,0006 0,02x107° 0,02

assiugabig
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Bei Versuchsbeginn lag die ausgeschiedene Absolutmenge Kalium bei 0,04 mmol
(Abbildung 38). Wahrend der Dilutionsphase schieden die Tiere der Voluvengruppe
0,61 mmol aus, Tiere der Volulytegruppe 0,27 mmol und Tiere der Gelafundingruppe
0,38 mmol. In der Nachbeobachtungsphase betrug die ausgeschiedene Kaliummenge je nach
Versuchsgruppe 0,46 mmol, 0,35 mmol bzw. 0,38 mmol.
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Abbildung 38: Absolute Kaliummenge in Urin im Modell der normovoldmischen Hamodilution in
verschiedenen Versuchsgruppen. Da der Initialurin nach Insertion des Blasenkatheters enthommen wurde, war
dieser versuchsgruppenunabhéngig. Die angegebenen Absolutwerte beziehen sich auf die Bedingungen im
Modell der normovoldmischen Hamodilution. *** p < 0,001 verglichen mit dem initialen Wert.

Der Initialurin enthielt 3,9 mg Succinat (Tabelle 21). Wahrend der Dilutionsphase schieden
Tiere der Gelafundingruppe 301,8 mg Gelatinepolysuccinat aus. In der Nachbeobachtungszeit
belief sich die ausgeschiedene Menge auf 165,3 mg. Urin aus der Nachbeobachtungsphase
von Tieren der Voluvengruppe enthielt 1,5 mg Succinat.

Tabelle 21: Ausgeschiedene Menge Gelatinepolysuccinat in Urin.

Menge (Gelatinepoly-) Prozentsatz

Probe Succinat (mg) ausgeschiedene Menge (%6)
Mittelwert £+ SEM

Dilutionsphase

Gelafundin SRl %

Nachbeob_achtungsphase 165,3 + 16,1 31

Gelafundin

Initialer Urin 3,9+0,5 -

Nachbeobachtungsphase 15+01 -

Voluven

Die Menge aus dem entsprechenden Intervall wurde mittels *H-NMR quantifiziert. Bei der Berechnung wurde
das entsprechende Urinvolumen beriicksichtigt. Die prozentuale Angabe bezieht sich auf die wahrend
normovolamischer Hamodilution infundierte Menge. Die angegebenen Absolutwerte beziehen sich auf die
Bedingungen im Modell der normovoldmischen Hdmodilution.
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5 Diskussion

Die Beschreibung der Verdnderungen im S&ure-Base-Haushalt erfolgt mit Hilfe des
traditionellen Konzepts, welches auf der von Henderson und Hasselbalch entwickelten Formel
beruht, da die mechanistischen Formulierungen des traditionellen Ansatzes, entgegen des
alternativen Konzepts nach Stewart, die zugrundeliegende Phanomenologie angemessener
beschreiben [76, 93]. Nichtsdestotrotz sagt das Stewart-Konzept die gleichen Veranderungen
im S&ure-Base-Haushalt voraus, wenngleich die Dilutionsazidose beispielsweise als
hyperchloramische Azidose bezeichnet wird.

5.1 Ursachen der Dilutionsazidose und ihre Auswirkungen im Patienten

Im Rahmen der durchgefiihrten Beobachtungsstudie konnte die generelle Existenz einer
Dilutionsazidose anhand einer simultanen und signifikanten Abnahme sowohl von pH-Wert
als auch BE belegt werden (Abbildung 10, Abbildung 11). Diese wird durch die beraus
schnelle Gabe der Priming Lésung (1,1 L, Tabelle 14) als auch der kardioplegischen Ldsung
(1,6 L, Tabelle 14) im direkten zeitlichen Anschluss hervorgerufen. Als Priming Ldsung
wurde wie bereits erwéhnt 0,9% NaCl Losung gemaR der aktuellen Kklinischen Routine
eingesetzt. Aufgrund des Fehlens von Bicarbonat in der Lésung wird endogenes Bicarbonat
erheblich verdiinnt. Dies tragt ma3geblich zur Entstehung der Dilutionsazidose bei. Die zur
Kardioplegie verwendete kardioplegische Lésung enthalt hauptsachlich Elektrolyte und mit
Histidin und Tryptophan zusétzlich zwei Aminosauren (Zusammensetzung: Tabelle 22). In
Bezug auf die Ausbildung einer Dilutionsazidose muss diese Losung analog zu der als
Priming Losung verwendeten NaCl Losung als Salzlgsung betrachtet werden, da sie ebenfalls
frei von Bicarbonat ist und nur 1 mM a-Ketoglutarat enthélt. Durch Verstoffwechselung von
a-Ketoglutarat wird im weiteren Verlauf Bicarbonat erhalten, allerdings kann durch die
geringe Konzentration von nur 1 mM kein groBer systemischer Effekt auf den S&ure-Base-
Haushalt erwartet werden. Urspriinglich wurde angenommen, dass nur Ldsungen mit einer
hohen (supraphysiologischen) Chloridkonzentration, wie beispielsweise in 0,9% NaCl
Losung, eine Dilutionsazidose erzeugen. Jedoch konnte gezeigt werden, dass die Entstehung
einer dilutionsbedingten Azidose unabhangig von der zur Dilution eingesetzten Ldsung ist
[72], solange diese bicarbonatfrei ist.

Die Daten einiger vergangener Studien mit Patienten, die sich in der Uberwiegenden Mehrheit
ebenfalls Bypass-Operationen unterzogen hatten, deuten auf die Existenz einer
Dilutionsazidose hin, obwohl keine dieser Studien die Daten explizit in Bezug auf eine
Dilutionsazidose, die aus den inhdrenten Eigenschaften eines CPBs (Gebrauch der HLM und
dem damit verbundenen Bedarf sowohl an Priming als auch kardioplegischer L&sung)
resultieren, bewertete [64, 65, 68]. Darliber hinaus wurden die BGAs in diesen Studien
generell in einem sehr limitierten Umfang angefertigt (bevor, teilweise zwei Minuten nach
Beginn des CPBs oder wahrend des Wiedererwdrmens und am Ende der Operation oder
ausschlieBlich in der postoperativen Phase). Eine Laktatazidose in diesen Studien war
entweder mild oder, wie in den meisten Féallen, nicht existent. Aufgrund des anndhernd
konstanten Kohlenstoffdioxidpartialdrucks um den physiologischen Wert von 40 mmHg kann
ein nennenswerter respiratorischer Beitrag zur Genese der initial nach Beginn des CPBs
beobachteten Azidose ausgeschlossen werden (Abbildung 11 C), sodass es sich ausschlieRlich
um eine Azidose metabolischen Ursprungs handelte. Anhand der gezeigten Konstanz des
Kohlenstoffdioxidpartialdrucks zu Beginn des CPBs lasst sich die Entwicklung der
Dilutionsazidose gemaR des eingangs erlduterten traditionellen Dilutionskonzept erklaren,
nach dem sich eine Dilutionsazidose in solchen Situationen manifestiert, in denen das im Blut
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des Patienten enthaltene Bicarbonat (als Pufferbase des Kohlenstoffdioxid/Bicarbonat-
Puffersystems)  massiv. mit  bicarbonatfreier ~ Losung  bei  gleichbleibendem
Kohlenstoffdioxidpartialdruck (als Ausgangssubstanz fur die korrespondierende Séure
Kohlensdaure des Kohlenstoffdioxid/Bicarbonat-Puffersystems) verdinnt wird [76, 77]. Mit
der im Rahmen der Operation notwendigen maschinellen Beatmung wird dem Patienten die
Maoglichkeit der respiratorischen Kompensation genommen. Eine Senkung des
Kohlenstoffdioxidpartialdrucks durch gezielte Einstellung des Frischgasflows analog zur
Verdinnung der Bicarbonatkonzentration zum Zwecke der Konstanthaltung des Quotienten
aus Base und S&ure des Kohlenstoffdioxid/Bicarbonat-Puffersystems, ware sinnvoll. Eine
solche Steuerung ist Uber die Realtime-Messung des Kohlenstoffdioxidpartialdrucks an der
HLM prinzipiell moglich. Die Entwicklung einer Dilutionsazidose zu Beginn des CPBs
konnte somit durch adaquate Ventilation abgeschwéacht werden.

In der vorliegenden Studie wurde entsprechend dem AusmaR der metabolischen Azidose
eines jeden Patienten Natriumbicarbonat Lésung verabreicht. Innerhalb der ersten zwanzig
Minuten des CPBs betrug die verabreichte Menge im Mittel 54 mmol, in der restlichen Zeit
wéhrend CPBs (wenngleich variabel) zusatzlich 41 mmol. Parallel zu der 30%igen Abnahme
der H&moglobinkonzentration (bedingt durch die stattgefundene Hamodilution) innerhalb der
ersten zwanzig Minuten wéhrend CPBs (Abbildung 9) ist eine Abnahme des BE von ebenfalls
etwa 30% erwartet worden (auf ca. -7,0 mEqg/L). Im Gegensatz zu dem tatsachlich
gemessenen Wert von -3,3 mEg/L ist der berechnete Wert von -7,0 mEg/L deutlich kleiner.
Somit ist eine Dilutionsazidose ohne Bicarbonatgabe deutlich prominenter. Dies lasst sich
anhand jener BE-Werte bestatigen, die um die jeweils patientenindividuell verabreichte
absolute Menge an Natriumbicarbonat korrigiert sind (Abbildung 12). Der Mittelwert des
korrigierten BE liegt bei -5,6 mEQ/L und somit deutlich unterhalb des gemessenen Wertes
von -3,3 mEg/L. Bedingt durch die Tatsache, dass der Zeitpunkt der ersten BGA nach Beginn
des CPBs um mehrere Minuten variierte, muss davon ausgegangen werden, dass der Wert von
-5,6 mEg/L aufgrund der transienten Natur der Dilutionsazidose moglicherweise durch das
Einsetzen korpereigener Kompensationsmechanismen bereits abgeschwéacht war. Des
Weiteren zeigten sowohl pH-Wert als auch BE eine Restriktion der Dilutionsazidose auf ein
kurzes Zeitintervall nach Beginn des CPBs. In der vorliegenden Studie beschrankte sich die
Dauer auf zwanzig Minuten. Die Vermutung liegt nahe, dass ohne die exogene Verabreichung
von Bicarbonat die Auspragung der Dilutionsazidose nicht nur deutlich profunder, sondern
auch langanhaltender ausfallt. Nichtsdestotrotz behalt sie, bedingt durch grundlegende
korpereigene Kompensationsmechanismen wie einer hohen intrazelluldaren Pufferkapazitat
sowie renale Mechanismen, immer einen transienten Charakter [12, 74, 81, 94].
Mdoglicherweise tragt ebenso die Freisetzung von Bicarbonat aus Knochen zu einer
Kompensation bei. Wenngleich die klinische Relevanz der Dilutionsazidose oftmals
umstritten ist, so stellt die bedarfsadaptierte, aber routineméRige Verabreichung von
Natriumbicarbonat den besten Beweis flr eine Relevanz dar.

Die zeitliche Limitierung der Dilutionsazidose sowohl aufgrund von Bicarbonatgabe als auch
physiologischer Kompensationsmechanismen erfordert fur ihre Manifestation eine hohe
Infusionsrate gepaart mit einem groRen Infusionsvolumen. Diese Erkenntnis stimmt mit
Ergebnissen von Shires und Holman Uberein, die in einer experimentellen Studie an Hunden
eine Infusionsrate von mindestens 300 ml/min zur Produktion ausgepragter
Verdunnungseffekte beschrieben [71]. Die offensichtlich hohe Infusionsrate, die fir die
Ausbildung einer Dilutionsazidose benétigt wird, kann nicht durch herkémmliche Infusionen
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zur Substitution von Flussigkeitsverlusten (liber die Atemwege oder dem Operationsgebiet)
oder zur Medikamentenapplikation erwirkt werden und konnte neben intraoperativer
Bicarbonatgabe und zu langen Zeitintervallen zwischen einzelnen BGAs der Grund sein,
warum viele Wissenschaftler in vorherigen Untersuchungen keine offensichtliche
Dilutionsazidose sahen und ihr somit keine Relevanz zuschrieben [80]. Nichtsdestotrotz
existieren vereinzelt klinische Situationen jenseits des Gebrauchs eines CPBs, in denen ein
sehr grofRes Volumen verabreicht wird. Wie in zwei Fallberichten demonstriert wurde, kann
dies ebenfalls zu einer Dilutionsazidose fuhren [73, 80].

Zur Infusionstherapie wurde im Rahmen der durchgefiihrten Beobachtungsstudie mit
Jonosteril eine acetathaltige Losung verwendet (Zusammensetzung: Tabelle 23). Wéhrend des
Zeitraumes des CPBs wird die Infusionstherapie durch den Anasthesisten unterbrochen. Wie
der Verlauf des BE-Werts der tierexperimentellen Daten zeigt (Abbildung 24), erfolgt die
Verstoffwechselung des Acetats (gemessen an der relativen Erhéhung des BE), wie in der
Literatur postuliert [95, 96], Uberaus rasch, sodass eine maRgebliche Beeinflussung der
Dilutionsazidose durch etwaige anhaltende Verstoffwechselung zuvor infundierten Acetats
unwahrscheinlich ist.

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass bei Bypass-Patienten im Rahmen der hier
durchgefuhrten Beobachtungsstudie wahrend der Phase des CPBs eine transiente
Dilutionsazidose, die innerhalb dieser Phase die einzige Stérung des S&ure-Base-Haushalts
darstellte. Im Allgemeinen tritt die Dilutionsazidose nach Verabreichung bicarbonatfreien
Volumens auf, jedoch ist ihre klinische Bedeutung auf solche Situationen limitiert, in denen
grofle Volumina bicarbonatfreier Losungen in die Zirkulation des Patienten innerhalb einer
extrem kurzen Zeitspanne, wie im Falle des CPBs, eingebracht werden. In diesen Féllen kann
der Entwicklung der Dilutionsazidose groftenteils mit der Verabreichung von
Natriumbicarbonat Losung begegnet werden.

5.2 Denkbare Ansatze zur Reduzierung des Ausmalles einer intraoperativen
Dilutionsazidose
Neben der bereits angesprochenen moglichen Anpassung der Ventilation des Patienten zu
Beginn des CPBs zur Reduzierung des Kohlenstoffdioxidpartialdrucks wéhrend der
Verdinnung des Bicarbonats durch den Eintrag von sowohl der Priming als auch der
kardioplegischen Losung ist es ebenso denkbar, zumindest einen Teil letztgenannter Losung
uber den sogenannten Kardiotomie-Sauger der HLM abzusaugen und auf diese Weise ein
Einbringen in den systemischen Kreislauf des Patienten zu vermeiden bzw. deutlich zu
reduzieren. Bei Umsetzung zumindest einer dieser Mdaglichkeiten lasst sich das Ausmal der
Dilutionsazidose und somit das Volumen benétigter Natriumbicarbonat Lésung reduzieren.
Jedoch muss flr die Absaugung der kardioplegischen Ldsung anstatt der vendsen Kanllierung
mit einer Zweistufenkanille eine bicavale Doppelkanilierung erfolgen. Diese erfordert
zusétzliche Eroffnungsstellen und birgt dadurch eine erhéhte Gefahr postoperativer
Nahtblutungen. Darlber hinaus besteht eine Verletzungsmaéglichkeit durch Mobilisierung der
Hohlvenen, sodass in den meisten Féllen von dieser Technik abgesehen und der Eintrag der
kardioplegischen Losung und somit ein grofReres Mald der Dilutionsazidose in Kauf
genommen wird. Eine Verminderung der Dilutionsazidose und des damit verbundenen
verminderten Bedarfs an Natriumbicarbonat Losung sollte dennoch stets angestrebt werden,
da dessen Verabreichung in der Vergangenheit aufgrund nachteiliger Effekte wiederholt
kontrovers diskutiert wurde. So konnte durch die Korrektur der Azidose die kardiovaskulére
Antwort auf zirkulierende Katecholamine im Sinne einer verbesserten Hamodynamik bei
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Patienten mit Laktatazidose nicht wie erhofft verbessert werden [97-99]. Daruber hinaus soll
Bicarbonat die Verfuigbarkeit von Calciumionen, die fir die Kontraktilitdt des Myokards
benotigt werden [100] reduzieren, bedingt durch Komplexierung als auch Erhéhung des
pH-Wertes. Nach Verabreichung von Natriumbicarbonat Loésung reagiert Bicarbonat mit
Protonen zu Kohlenstoffdioxid und Wasser, wodurch der Kohlenstoffdioxidpartialdruck
ansteigt. Ein solcher Anstieg ist besonders wahrend der ersten zwanzig Minuten des CPBs
ebenfalls in den vorliegenden Daten zu erkennen (Abbildung 11 C). Zur Konstanthaltung des
Kohlenstoffdioxidpartialdrucks ware in Erganzung zu bereits oben genanntem Argument im
Rahmen der Dilution eine angepasste Ventilation (Hyperventilation zur Absenkung des
Kohlenstoffdioxidpartialdrucks) notwendig. Diese Aspekte bleiben oftmals unbericksichtigt,
sodass dies in einem Anstieg des Kohlenstoffdioxidpartialdrucks resultiert. Das vermehrt
gebildete Kohlenstoffdioxid vermag aufgrund seiner ausgepréagten Diffusibilitat in die Zelle
eintreten, wodurch zusétzlich eine intrazellulare Azidifizierung entsteht. Diese beeinflusst das
Ausmall der mdglichen Kompensation der urspriinglichen extrazelluldren Azidose, da die
intrazellulare Pufferkapazitét in einem solchen Fall eingeschrankt ist. Ein weiterer denkbarer
Ansatz zur Reduzierung der Dilutionsazidose besteht in der Verabreichung einer Priming
Losung, welche ein metabolisierbares Anion enthélt.

5.3 Auswirkungen der Histidininkorporation im Patienten

Im Gegensatz zur signifikanten Verdinnung des endogenen Bicarbonats durch die
Verabreichung von Priming und kardioplegischer Ldsung, welche in einer offensichtlichen
Dilutionsazidose resultierte, sollte die Volumengabe einen zwar unbekannten aber begrenzten
Einfluss auf die Dilution der Aminosdureserumspiegel ausiiben, da aufgrund der rasch
einsetzenden Umwandlung des aufgenommenen Histidins in andere Aminosduren diese stetig
nachgebildet werden. Die Patienten erhielten im Rahmen der Induktion des kardioplegischen
Arrests durchschnittlich 1,6 L kardioplegische Losung (Tabelle 14). Aufgrund der Hohe des
verabreichten VVolumens sowie einer Histidinkonzentration von 198 mM (Zusammensetzung:
Tabelle 22) wurde eine Absolutmenge von etwa 300 mmol Histidin inkorporiert. Unter der
Annahme eines durchschnittlichen Blutvolumens von 5,2 L (Berechnung mittels der Formel
von Nadler [84], Formel 3) ist eine plasmatische Histidinkonzentration von etwa 60 mM zu
erwarten. Dagegen wurden einige Minuten nach Verabreichung jedoch nur rund 20 mM
gemessen. Der groRe Konzentrationsgradient zwischen der aktuellen Histidinkonzentration
und der physiologischen Konzentration von etwa 70 pM legen die Beteiligung des
Interstitiums als Verteilungsraum nahe. Die Einbeziehung des gesamten extrazellularen
Raums (Intravasalraum plus Interstitium), welcher dem 2,9-fachen des Blutvolumens
entspricht [101], ergibt eine gleichmaRige Histidinkonzentration von etwa 20 mM. Aufgrund
der Ubereinstimmung zwischen diesem berechneten und dem gemessenen Wert von ungefahr
20 mM wird deutlich, dass bereits sehr schnell nach Inkorporation ein Gleichgewicht
zwischen diesen beiden Kompartimenten erreicht wurde. Die stete intraoperative Abnahme
der plasmatischen Histidinkonzentration von 20 mM auf 8 mM (Abbildung 13 A) weist auf
eine zusatzliche Beteiligung des intrazelluldren Kompartiments sowohl als Verteilungsraum
als auch als Voraussetzung fur die potentielle Metabolisierung hin. Zusétzlich zu einer
solchen  Umverteilung zwischen den Kompartimenten wird die plasmatische
Histidinkonzentration ebenso durch renale Exkretion gesenkt. Unter physiologischen
Bedingungen macht der ausgeschiedene Anteil aufgrund einer wesentlichen Reabsorption im
proximalen Tubulus in etwa 5% aus [102]. Der nach Verabreichung der kardioplegischen
Losung massiv erhohte plasmatische Histidinspiegel von etwa 20 mM (Abbildung 13 A) flhrt
im intraoperativen Intervall (im Durchschnitt knappe funf Stunden) zu einer Ausscheidung
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von 6760 pmol Histidin/mmol Kreatinin, dem 42-fachen des oberen Referenzwertes. Somit
war die intraoperative Histidinausscheidung massiv gesteigert. Die ausgeschiedene Menge
entsprach etwa 7% der infundierten Menge (Kapitel 4.1.2, Abbildung 15 A, Tabelle 15).
Aufgrund der sehr viel hoheren absoluten Histidinmenge nach Verabreichung der
kardioplegischen Losung im Vergleich zu physiologischen Bedingungen (300 mmol vs.
370 pumol), liegt trotz eines ahnlichen Prozentsatzes eine massiv gesteigerte Ausscheidung
wéhrend des intraoperativen Intervalls vor. Da Aminoséuren generell zundchst filtriert werden
und anschlielend mit Hilfe eines Carriers aktiv ruckresorbiert werden, war eine solche
Steigerung der Ausscheidung aufgrund der Uberlastung des beteiligten Transporters
wahrscheinlich. Der im Rahmen dieser Arbeit ermittelte Prozentsatz des ausgeschiedenen
Histidins von 7% steht in Ubereinstimmung mit einer Untersuchung von Doetsch et al., in der
die renal ausgeschiedene Histidinmenge in den ersten 72 postoperativen Stunden insgesamt
20% der verabreichten Menge betrug [103]. Die Urinanalyse bestatigt demnach, dass ein
gewisser Anteil des infundierten Histidins ohne vorherige Metabolisierung ausgeschieden
wird. Diese ausgeschiedene Menge kann somit im Rahmen des Stickstoff-Metabolismus
keinen Einfluss auf den S&ure-Base-Haushalt ausuben.

Der humane Organismus verflgt prinzipiell Gber zwei Wege, anhand derer Histidin spezifisch
abgebaut wird [103-105]. Zum einen kann Histidin Gber Urocaninsdure zu Glutamat abgebaut
werden. Zum anderen besteht die Moglichkeit der Decarboxylierung, bei der Histidin tber
verschiedene Intermediate zu Aspartat umgewandelt wird. In Ubereinstimmung mit den
postulierten Abbauwegen stiegen die intraoperativen plasmatischen Konzentrationen von
sowohl Aspartat als auch Glutamat an (Abbildung 13 B, C). Aspartat im Plasma erreichte am
Ende der Operation mit ungeféhr 1,5 mM einen Wert, der eine 63-fache Erhdhung des oberen
Wertes des Referenzbereichs von 25 pM [106] darstellt. Im Gegensatz dazu stieg die
plasmatische Glutamatkonzentration auf 362 uM, dem 2,8-fachen des oberen Endes des
Referenzbereiches von 130 uM [106]. Nach Beenden des CPBs erhielten die Patienten
bedarfsadaptiert eine  Kaliumaspartat Ldsung (entsprechend der verbleibenden
Operationsdauer und einem durchschnittlichen VVolumen von etwa 50 ml/h ergibt sich eine
verabreichte Aspartatmenge von guten 20 mmol). Hierdurch lasst sich zum einen der im
operativen Verlauf spatere Anstieg der plasmatischen Aspartatkonzentration im Gegensatz zu
den Verlaufen anderer Aminoséuren erklaren. Zum anderen wird durch diese Tatsache die
quantitativ.  groRBere  Zunahme der  Aspartatkonzentration im  Vergleich  zur
Glutamatkonzentration relativiert. Demnach stehen die Ergebnisse in Ubereinstimmung mit
der Literatur, wonach der Abbau des Histidins (ber Urocaninsdure mit Glutamat als
Endprodukt den dominanten Abbauweg darstellt [107, 108]. Die Urinanalyse zeigte, dass bei
Operationsende die Glutamatausscheidung bei 126 pmol/mmol Kreatinin lag und somit um
den Faktor drei tber der oberen Grenze des Referenzintervalls von 37 umol/mmol Kreatinin
(Abbildung 15 C), wohingegen die Aspartatausscheidung zu diesem Zeitpunkt
2,2 pumol/mmol Kreatinin betrug (Abbildung 15 B) [106]. Wie bereits oben erwahnt, werden
Aminosauren zunachst filtriert und im Anschluss zu einem Grof3teil aus dem Filtrat in die
proximalen Tubuluszellen der Niere resorbiert. Da Aspartat und Glutamat aufgrund ihrer
gleichen chemischen Nettoladung bei physiologischem pH-Wert mit Hilfe des gleichen
Carriers rlickresorbiert werden, liegt bedingt durch die massive Rickresorption von Aspartat
(geringe  Steigerung der  Ausscheidung von 1,4 umol/mmol Kreatinin auf nur
2,2 pumol/mmol Kreatinin, Abbildung 15 B) eine kompetitive Hemmung des Transporters
durch Aspartat nahe, sodass Glutamat kaum vermehrt riickresorbiert werden kann. Hierdurch
ist die starkere  Glutamatausscheidung sowie die niedrigere  plasmatische
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Glutamatkonzentration im Gegensatz zu Aspartat zu erklaren. Zusatzlich zu diesen beiden
spezifischen Abbauwegen existieren weitere unspezifische Wege, die durch eine
Umwandlung der Aminosdureseitenkette charakterisiert sind. Sobald die spezifischen
Mechanismen aufgrund einer hohen Histidinkonzentration Uberlastet sind, werden solch
unspezifische Wege aktiviert, die Aminosduren mit kurzen unverzweigten Seitenketten
liefern. Auf diese Weise werden in Abh&ngigkeit der Kohlenstoffkettenldnge und etwaiger
Hydroxylierung Glycin, Alanin oder Serin erhalten. Die plasmatischen Konzentrationen
dieser drei Aminosduren stiegen im Verlauf der Operation an, wenngleich auch in
verschiedenem AusmaR (Abbildung 14 A-C). Glycin als auch Serin blieben im
Referenzintervall von 150 uM - 490 uM bzw. 60 uM - 180 uM [106]. Alanin hingegen stieg
von einem Initialwert von 300 uM auf 800 uM bei Operationsende, welches dem 1,4-fachen
des oberen Referenzwertes von 580 uM entspricht [106]. Der Grund fir den deutlicheren
Anstieg der Alaninkonzentration im Gegensatz zu jenen von Glycin und Serin kann in
Transaminierungsreaktionen mit Glutamat oder Histidin selbst liegen. Letztgenannte Reaktion
kommt unter physiologischen Bedingungen nur selten vor, gewinnt jedoch in bestimmten
Krankheitsbildern, die mit einer Histidinamie einhergehen, an Bedeutung [105]. Im Rahmen
einer Histidindmie, welche eine Stoffwechselstérung mit erhohter plasmatischer
Histidinkonzentration aufgrund der Defizienz eines abbauenden Enzyms (Histidase)
kennzeichnet [109], kénnen plasmatische Histidinkonzentrationen von bis zu 1,8 mM erreicht
werden [107, 110]. Aufgrund einer deutlich hoheren Histidinkonzentration als 1,8 mM nach
Induktion des kardioplegischen Arrests (20 mM), ist die Erhdhung des Alanins im Gegensatz
zu Glycin und Serin plausibel. Zusatzlich muss die physiologische Rolle des Alanins mit
konsekutivem Konzentrationsanstieg berticksichtigt werden, welche im Stickstoff-Transport
zwischen Skelettmuskulatur und Leber innerhalb des sog. Glukose-Alanin-Zirkels besteht.
Aufgrund der enormen Menge an eingetragenem Stickstoff, die die Leber zu entsorgen hat,
muss ein Rickstau des Alanins ebenso bedacht werden. Wahrend der operativen Phase nahm
die ausgeschiedene Menge von Glycin, Alanin und Serin leicht zu, blieb jedoch innerhalb des
Referenzbereiches (Abbildung 16 B-D). Die Plasmakonzentrationen von Glutamin und
Asparagin nahmen im Laufe der Operation ebenso zu, wenn auch in geringerem Ausmaf}
(Abbildung 13 D, Abbildung 14 A). Aufgrund ihres Vermogens eine zusétzliche
Aminogruppe aufzunehmen, repréasentieren diese Aminosdauren eine weitere Moglichkeit
Stickstoff vorubergehend zu speichern. Ein nur geringer messbarer Anstieg von Glutamin
kann zum einen durch den steten Katabolismus zum Zwecke der Ammoniumsynthese erklart
werden. Zum anderen liegt eine in Bezug auf den oberen Grenzwert des Referenzwertes um
den Faktor 2,6 gesteigerte renale Glutaminausscheidung vor (Abbildung 15 D). Carnosin
(B-Alanyl-Histidin), 1-Metylhistidin sowie 3-Methylhistidin als weitere Abbauprodukte des
Histidins [105, 110] blieben im Plasma unter der jeweiligen Nachweisgrenze von einigen
wenigen Mikromol (Daten nicht gezeigt). Auch im Urin zeigte sich eine gegeniber des
Basalniveaus unveranderte Ausscheidung dieser drei Metabolite (Daten nicht gezeigt).
Aufgrund ihres minimalen quantitativen Vorkommens blieben sie sowohl in Bezug auf die
Stickstoff-Bilanzierung als auch den Sdure-Base-Haushalt unberucksichtigt. Der
intraoperative Anstieg der verschiedenen Aminosauren (insgesamt 41 mmol) betragt ungeféahr
drei Viertel der Gesamtmenge des abgebauten Histidins im beobachteten intraoperativen
Intervall, welche durch die Summe der Differenzen zwischen den Basiswerten und jenen
Werten am Ende der Operation der einzelnen Aminosauren sowie Harnstoff und Ammonium
(s. unten) représentiert wird (52 mmol).
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Typischerweise wird die a-Aminogruppe einer Aminosdure zusammen mit Bicarbonat,
welches aus dem Abbau der verbleibenden a-Ketosdure entsteht, zu Harnstoff konvertiert.
Histidin besitzt jedoch zusétzlich zu seiner a-Aminogruppe zwei weitere im Imidazolring
lokalisierte Stickstoff-Atome. Im Verlaufe des Histidinabbaus mussen diese entweder als
Harnstoff oder als Ammonium ausgeschieden werden. Die plasmatische Konzentrationen von
Harnstoff und Ammonium mit steten intraoperativen Werten um 30 mg/dL (5 mM) bzw.
90 pg/dL (50 pM)  (Kapitel 4.1.4) stehen in Ubereinstimmung mit dem jeweils
physiologischen Level [111, 112] und bestdtigen die enge Regulation harnpflichtiger
Substanzen im Plasma. Im Gegensatz zu den gemessenen weitestgehend konstanten
Konzentrationen im Plasma stieg die intraoperative Ausscheidung dieser beiden Substanzen
von 9,5 mmol/h auf 10,1 mmol/h (Harnstoff, Abbildung 17) bzw. 1,1 mmol/h auf 2,6 mmol/h
(Ammonium; unverdffentlichte Daten). Unter quantitativen Gesichtspunkten beliefen sich die
absoluten Steigerungen auf 3 mmol bzw. 8 mmol in Bezug auf die jeweiligen Basiswerte.
Daher représentieren (unter Bertcksichtigung des Stickstoffgehalts der jeweiligen
Substanzen) Harnstoff (6 mmol Stickstoff) und Ammonium (8 mmol Stickstoff) im Gegensatz
zu der in Aminoséuren gespeicherten Menge (46 mmol Stickstoff) intraoperativ lediglich
einen kleinen Anteil von stickstoffhaltigen Stoffwechselprodukten, welche aus dem
Histidinabbau resultieren.

Wie bereits erldutert (Kapitel 1.1), sind aufgrund des Bicarbonatverbrauchs im Rahmen der
Harnstoffsynthese Stickstoff- und S&ure-Base-Haushalt eng miteinander verknilpft. Dem
hohen Stickstoff-Eintrag im Rahmen der Kardioplegie und dem damit verbundenem Bedarf
der Entsorgung geschuldet, wird intraoperativ nicht nur die Ammoniumausscheidung erhoéht,
sondern ebenso jene des Harnstoffs. Demnach wird durch die vermehrte Harnstoffbildung der
Sdure-Base-Haushalt im Sinne einer Azidose beeinflusst; bedingt durch den moderaten
Anstieg der Harnstoffsynthese sollte das Basendefizit jedoch nur 6 mmol (entsprechend einem
BE von etwa -1 mEqg/L) betragen. Fir die postoperative Phase wird ein fortwahrender
Histidinmetabolismus postuliert, sodass der durch die Harnstoffausscheidung bedingte
azidifizierende Effekt im weiteren Verlauf an Ausmaf gewinnt.

Zusétzlich zu dem auf dem Stickstoffgehalt beruhenden Einfluss auf den Séure-Base-Haushalt
ubt das Histidin ebenso einen direkten Einfluss aus. GemaR den Gesetzen der physikalischen
Chemie besitzt der pKs-Wert des Imidazolrings des Histidins eine Temperatursensitivitat. Bei
der Lagerungs- und Verabreichungstemperatur der histidinhaltigen kardioplegischen Ldsung
von 4 °C betragt der pKs-Wert 6,51 (Berechnung auf Grundlage eines pKs-Wertes von 6,04
bei 25 °C [113]). Bei Einbringen der Losung in die systemische Zirkulation des Patienten
betrug die Temperatur des Patienten in etwa 36 °C, aufgrund der gerade erst begonnenen
Einleitung einer milden systemischen Hypothermie, wie sie typischerweise bei
Koronararterien-Bypassen (CABG) Operationen Verwendung findet. Der pKs-Wert des
Imidazolrings des Histidins betrdgt bei 36 °C jedoch nicht mehr 6,51 sondern 5,92,
Dementsprechend nimmt der Deprotonierungsgrad mit steigender Temperatur zu. Werden das
oben bereits erwédhnte verabreichte VVolumen von 1,6 L, die Histidinkonzentration von 198
mM sowie die aktuellen plasmatischen pH-Werte des Patienten (pH 7,4 zu Beginn der
Operation, pH 7,3 nach Beginn des CPBs, Abbildung 11) berticksichtigt, so l&sst sich mit
Hilfe der Henderson-Hasselbalch-Gleichung eine Menge von etwa 27 mmol Protonen
(entsprechend einer Zunahme im Grad der Deprotonierung von 8,4%) berechnen, die alleinig
durch die Erhéhung der Temperatur freigesetzt wurden (Tabelle 16). Quantitativ stellt die
Deprotonierung in der intraoperativen Phase einen grolReren azidifizierenden Effekt dar, als

68



Diskussion

die durch den Metabolismus bedingte Freisetzung von Protonen, welche in diesem Intervall
eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint. Der Einfluss des Metabolismus sollte jedoch,
wie bereits erwahnt, in der postoperativen Phase wachsen und somit an Bedeutung gewinnen.

Zusammenfassend lasst sich eine tendenzielle VergroBerung der dilutionsbedingten
metabolischen  Azidose durch die vermehrte Stickstoffausscheidung festhalten.
Nichtsdestotrotz scheint der Organismus Uber eine effektive Strategie zur Kompensation zu
verfligen, die zu einem veranderten Metabolismus in den postoperativen Tagen fuhren wird.

5.4 Ursachen der Laktatazidose im Patienten

Die gemessenen Laktatwerte unterliegen aufgrund der massiven Einfuhr verschiedenster
laktatfreier VVolumenprodukte (z. B. Priming LOsung, Infusionen, kardioplegische Ldsung,
Tabelle 14) einer erheblichen Verdinnung. Bei Korrektur der gemessenen Laktatwerte um
den jeweiligen Verdunnungsfaktor liegen die Werte deutlich oberhalb jener gemessener.
Demnach sind die dargestellten Werte eher konservativ zu betrachten und unterschatzen
tendenziell die tatsachlich vorliegende Konzentration. In jeglichen Publikationen wird die
iatrogene Verdinnung des Laktats jedoch ebenso wenig berlcksichtigt. Aus Grinden der
Vergleichbarkeit ist im Rahmen dieser Arbeit deshalb von einer Korrektur abgesehen worden.

Der perioperative Anstieg der systemischen Laktatkonzentration wahrend Kkardialer
Operationen unter Verwendung eines CPBs ist vielfach beschrieben [68-70, 114, 115].
Studien mit Patientenkollektiven, die sich komplexen Eingriffen wie Herztransplantation,
Korrektur angeborener Herzfehler oder Herzklappeneingriffe unterzogen, welche in einer
langen CPB als auch Cross-Clamp Zeit resultierten, berichteten tiber deutliche Zunahmen der
systemischen Laktatkonzentration wahrend CPBs [68-70]. Andere Studien mit Eingriffen, die
zu einer mittleren Cross-Clamp Dauer von nur etwa 50 min fuhrten, zeigten lediglich
moderate Anstiege der Laktatkonzentration [114, 115]. Die Korrelation zwischen CPB Dauer
und damit einhergehenden Cross-Clamp Dauer und einer Zunahme arterieller
Laktatkonzentration ist bereits beschrieben [116, 117]. In der vorliegenden
Beobachtungsstudie war die Laktatproduktion wahrend CPBs nur gering. Die gemessenen
Werte stiegen im Mittel von 0,9 mM auf 1,3 mM an (Abbildung 11, Abbildung 18). Basierend
auf diesem Ergebnis kann eine nennenswerte Beeinflussung der dilutionsbedingten Azidose
durch simultane Laktatazidose ausgeschlossen werden. Aufgrund der mutmaBlichen
Minderversorgung samtlicher Organe mit Sauerstoff durch den niedrigen nicht-pulsatilen
Perfusionsdruck von 50 mmHg — 60 mmHg wahrend des CPBs ist eine vermehrte anaerobe
Glykolyse und damit einhergehender Laktatproduktion wahrscheinlich. Zum anderen ist eine
eingeschrankte Leberfunktion aufgrund ihrer eigenen Minderperfusion denkbar, sodass es
hierdurch konsekutiv zu einer verminderten Clearance kommt, welche unter physiologischen
Bedingungen etwa 50 mM pro Stunde betrégt [5]. Da die hepatische Clearance prinzipiell um
das Zehnfache gesteigert werden kann, die Laktatwerte aber dennoch ansteigen, scheint eine
Beeintrachtigung der Leber in diesem Kontext eine zentrale Rolle zu spielen. Direkt nach
Beendigung des CPBs lag der Laktat-Wert bei 1,9 mM (Abbildung 18). Dieser nahm bis zum
OP-Ende weiterhin kontinuierlich bis auf 2,5 mM zu, wobei diese Zunahme grofier war als
zwischen Anfang und Ende des CPBs. Da der Grenzwert, ab dem per Definition von einer
Laktatazidose gesprochen wird, bei 2 mM liegt [5, 53], besteht erst nach Beenden des CPBs
eine Laktatazidose. Bedingt durch die wahrend der Zeit des CPBs totale Ischdmie sowohl des
Myokards als auch der Lunge wird nach dessen Beenden zuvor gebildetes Laktat aus diesen
Organen in die Zirkulation ausgeschwemmt. Zusétzlich findet in diesem Zeitraum die
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Erwarmung von 32 °C auf 37 °C statt, wodurch der systemische Sauerstoffverbrauch steigt
[118]. Da in der vorliegenden Studie nur isolierte Eingriffe zur Anlage von CABG
durchgefuhrt wurden, waren die Cross-Clamp Zeiten insgesamt moderat (Tabelle 13), sodass
der maRige Laktatanstieg im Einklang mit der Literatur steht. Die Lokalisation maximaler
intraoperativer Laktatkonzentrationen nach Beenden des CPBs, teils bis in die postoperative
Phase hineinreichend, steht in Ubereinstimmung mit der Literatur [53, 115, 119-121].
Studien, bei denen die verwendeten Priming Losungen selbst Laktat enthielten, beschrieben in
manchen Fallen einen Peak der Laktatkonzentration bereits wahrend CPBs [69, 122].
Aufgrund einer solchen exogenen Zufuhr gaben die gemessenen Laktatkonzentrationen
hinsichtlich der Evaluierung der endogenen Produktion jedoch ein verfélschtes Bild ab.

Die intraoperative Zunahme der Laktatkonzentrationen wird mafigeblich von der Verwendung
eines CPBs bestimmt. Bei vergleichenden Studien zwischen CABG-Operationen unter
Verwendung einer HLM im Rahmen eines CPBs (,,on-pump®) im Vergleich zu solchen ohne
Verwendung einer HLM (,,off-pump®) zeigt sich nach Infusion laktathaltiger Lsungen eine
schnellere Metabolisierung und somit eine zlgigere Abnahme des plasmatischen Laktats in
den off-pump-Gruppen [123, 124]. Dieser Befund erhértet die zuvor genannten Vermutungen
uber die Griinde zur Entstehung einer Laktatazidose wahrend Operationen unter Verwendung
einer HLM.

5.5 Einschrankungen der Beobachtungsstudie

Aufgrund des beobachtenden Charakters dieser Studie waren sowohl die Zeitpunkte der
Blutentnahmen, die verabreichten Volumina der Priming LOsung als auch der
kardioplegischen Ldsung nicht kontrolliert, jedoch standardisiert nach klinikinterner Routine.
Dartber hinaus wurde, aufgrund der Beteiligung von nur einem Studienzentrum,
ausschlieBlich 0,9% NaCl Losung als Priming Losung verwendet, wenngleich derzeit die
Zusammensetzung zwischen verschiedenen Kliniken stark variiert [125]. Die Intention der
vorliegenden Studie lag jedoch nicht im Vergleich verschiedener Priming Ldsungen, sondern
sollte die generelle Existenz der Dilutionsazidose bei Gebrauch einer HLM belegen. Sofern
die Priming Ldsung eine niedrigere Bicarbonatkonzentration enthdlt als die physiologische
Konzentration, ist die Entwicklung der Dilutionsazidose unabhé&ngig der genauen
Zusammensetzung, da sie unmittelbar nach Inbetriebnahme der HLM entsteht. Zu diesem
Zeitpunkt sind mdoglicherweise enthaltene metabolisierbare  Anionen noch nicht
verstoffwechselt.

5.6 Begrundung des Tiermodells

Fur die systematische Untersuchung einer (dilutionsbedingten) metabolischen Azidose wurde
das Modell der normovolamischen Hamodilution gewahlt, da dieses Modell den Austausch
eines sehr groBen Volumens erlaubt. Mdgliche Verdnderungen im Sdure-Base-Haushalt
werden hierdurch besonders deutlich. Anders als im Modell des hdmorrhagischen Schocks,
bei dem wéahrend der Reperfusionsphase ebenfalls groRe VVolumina zur Restitution verabreicht
werden, besteht im Modell der normovoldmischen Hamodilution zu keiner Zeit der Einfluss
pathologischer Mechanismen wie die Zentralisierung des Blutes oder ein Ende der aeroben
Glykolyse. Zusétzlich bestent bei Normovoldmie keine Anurie wie im Falle eines
h&morrhagischen Schocks. Die Werte der plasmatischen Laktatkonzentration blieben in allen
Versuchsgruppen bis zum Versuchsende unterhalb von 2 mM (Abbildung 31), sodass die
Tiere nicht unter einer offensichtlichen ischamischen Hypoxie litten, trotz der Schwere der
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experimentellen normovoldmischen H&modilution, erkennbar an einem systemischen
Hé&matokrit von 10% (Abbildung 19). Aufgrund der Entfernung grofRer Mengen Protein und
weiterer osmotisch aktiver Substanzen aus dem Intravasalraum im Zuge der
normovoldmischen Hamodilution ist die Verwendung einer kolloidalen im Gegensatz zu einer
kristalloiden Volumensubstitutionslosung aufgrund des deutlich groReren Volumeneffektes
unbedingte Voraussetzung zum Erhalt intravaskuldren onkotischen Drucks bei einem
systemischen Hamatokrit von 10% und somit hamodynamischer Stabilitdt, erkennbar an
einem MAP groBer 60 mmHg (Abbildung 20) und einer Herzfrequenz zwischen
300 Schlagen/Minute und 400 Schlagen/Minute (Abbildung 21).

5.7 Erzeugung der Dilutionsazidose im Tiermodell

Ungeachtet der Auswirkungen auf den Saure-Base-Haushalt eignen sich alle hier eingesetzten
kolloidalen Volumensubstitutionslésungen (Voluven, Volulyte und Gelafundin) fir eine
schwere normovolamische Hamodilution. Alle Tiere Uberlebten die gesamte Versuchsdauer,
obwohl der Grad der H&modilution mit Erreichen des unteren Grenzwertes des kritischen
H&matokrits, welcher zwischen 10% und 15% liegt [126], maximal war (Abbildung 19).

Der BE als Marker flr ausschlieRlich metabolische Verdnderungen im Sdure-Base-Haushalt
zeigte fur die Volulytegruppe als einzige der drei Versuchsgruppen positive und im Vergleich
zu den anderen Gruppen signifikant hoéhere Werte waéhrend der Dilutionsphase
(Abbildung 24). Sowohl die Werte der VVoluven- als auch Gelafundingruppe nahmen in dieser
Phase ab. Durch den Zusatz von Acetat in Volulyte wurde durch Verstoffwechselung dieses
metabolisierbaren Anions Bicarbonat generiert, welches die Dilutionsazidose antagonisierte
[127]. In der Nachbeobachtungsphase sanken die BE-Werte aller Gruppen, wobei die Tiere,
die Voluven erhielten, einen deutlich negativeren BE aufwiesen als solche Tiere, bei denen
das abgenommene Volumen durch Gelafundin oder Volulyte substituiert wurde
(Abbildung 24).  Erstaunlicherweise entsprach in diesem |Intervall der BE der
Gelafundingruppe jenem der Volulytegruppe, obwohl Gelafundin, im Gegensatz zu Volulyte,
kein metabolisierbares Anion enthalt. Eine mdgliche Erklarung fur dieses Verhalten wird im
Zusammenhang mit der Ammoniumausscheidung diskutiert (Kapitel 5.8.4). Alle
Versuchsgruppen zeigten zum Versuchsende mit BE-Werten zwischen -2,1 mEg/L
und -4,5 mEg/L die Existenz einer teils moderaten metabolischen Azidose. Aufgrund des
Schweregrads der normovolamischen Hamodilution wurde eine metabolische Azidose von
grollerem Ausmal erwartet. Die generelle Existenz mehrerer Kompensationsmechanismen ist
hierfir verantwortlich. Das Einsetzen von Kompensationsmechanismen lasst sich ebenfalls
am Verlauf des pH-Wertes erkennen, welcher bei Versuchsende trotz bestehender
metabolischer Azidose im Referenzbereich lag (Abbildung 23).

5.8 Beitrag genereller Kompensationsmechanismen bei metabolischer Azidose im
Tiermodell

Wie eingangs bereits dargestellt (Kapitel 1.1), verfugt der Organismus Uber vier

Mechanismen zur Kompensation moglicher Entgleisungen des S&ure-Base-Haushalts

(Abbildung 1).

5.8.1 Extrazellulare Pufferung
Im Zuge der stufenweisen normovoldmischen Ha&modilution wurde nicht nur stetig der
H&matokrit sowie die plasmatische Bicarbonatkonzentration erniedrigt, sondern
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gleichermallen die im Blut enthaltenen ,Nicht-Bicarbonat“-Puffer. Bedingt durch die
Tatsache, dass diese Puffer im Gegensatz zum Kohlenstoffdioxid/Bicarbonat-System
geschlossene Systeme darstellen, resultiert ihre VVerminderung nicht in einer Generation von
Protonen. Durch die Reduzierung der ,Nicht-Bicarbonat“-Puffer wurde jedoch die
Pufferkapazitat stark erniedrigt, sodass die im Rahmen der Dilution erzeugten Protonen
weniger gut neutralisiert werden konnten. Entsprechend den Erwartungen hinsichtlich der
ubiquitdaren Metabolisierung des Acetats normalisierte sich der plasmatische pH-Wert der
Tiere, die Volulyte als Volumenersatz erhielten, wahrend des Versuchsverlaufs bzw. blieb im
physiologischen Referenzbereich. Tiere sowohl der Gelafundin- als auch Voluvengruppe
zeigten jedoch ein sehr &hnliches Verhalten, sodass anderen Kompensationsmechanismen
eine bedeutendere Rolle zukommt.

5.8.2 Respiratorische Kompensation

Die Tiere aller Versuchsgruppen wiesen nach Narkoseeinleitung eine respiratorische Azidose
auf, erkennbar an einem erhéhten Wert des Kohlenstoffdioxidpartialdrucks (Abbildung 25).
Diese Tatsache l&sst sich durch die generelle atemdepressive Wirkung des
Inhalationsnarkotikums Isofluran erklaren [128, 129]. Zu Versuchsbeginn wurde flr die
Narkoseeinleitung im Gegensatz zum weiteren  Versuchsverlauf eine  hohere
Isoflurankonzentration verwendet (2% bei einem Flow von 4 L/min gegentiber 1% - 2% bei
einem Flow von 1 L/min). Trotz dieses Nachteils stellt Isofluran fir die Inhalationsnarkose
das bevorzugte Narkotikum bei der Ratte dar [129]. Im Versuchsverlauf nahm der
Kohlenstoffdioxidpartialdruck stetig ab und erreichte Werte im unteren Referenzbereich,
welcher definitionsgemal zwischen 35 mmHg und 45 mmHg liegt (Tabelle 4). Bedingt durch
die Mdglichkeit der Spontanatmung, im Gegensatz zur mechanischen Beatmung, besal3en die
Tiere die Chance einer respiratorischen Kompensation. Durch Variation der Atemfrequenz
(Abbildung 22) als auch besonders der Atemtiefe konnte der Kohlenstoffdioxidpartialdruck
gesenkt werden, wodurch eine Alkalisierung des Blutes stattfand. Der in der
Nachbeobachtungszeit gemessene Kohlenstoffdioxidpartialdruck zwischen
30 mmHg-40 mmHg, welcher somit teils unterhalb des Referenzbereiches lag, belegt eine
respiratorische Kompensation (Abbildung 25, Tabelle 4).

5.8.3 Intrazellulare Pufferung

Bei dieser Art der Pufferung werden, wie bereits beschrieben, extrazellulére Protonen gegen
intrazellulare Kalium- und/oder Natriumionen ausgetauscht [1, 12-16]. Die intrazellulére
Pufferkapazitat ist, im Gegensatz zur extrazellularen Kapazitat, durch den hohen Gehalt an
Proteinen und Phosphat auch nach profunder Hdmodilution gut erhalten [130]. Zellen des
Weichteilgewebes, insbesondere Muskelzellen, sind hauptséchlich an der intrazellularen
Pufferung beteiligt, wenngleich eine Beteiligung von Knochenzellen in der systemischen
Antwort auf Stérungen im Sdure-Base-Haushalt diskutiert wird [131]. Eine ossére Beteiligung
in der superakuten Form der metabolischen Azidose wie im vorliegenden Fall ist jedoch
umstritten [132]. Der Beitrag einer intrazellularen Kompensation ist in dem vorliegenden
Versuchsdesign nicht eindeutig zu beantworten, da kein intrazellulérer pH-Wert bestimmt
wurde. Zur Verifizierung der in der Literatur postulierten Hypothese der intrazelluldren
Pufferung sind im Modell der normovolamischen Hdmodilution die gemessenen Werte der
Elektrolyte Kalium und Natrium sowie die Protonenkonzentration sowohl in Urin als auch in
Plasma mit Werten verglichen worden, die anhand von theoretischen Berechnungen bestimmt
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wurden (Abbildung 29, Abbildung 30). Diesen Kalkulationen lag das pro Dilutionsschritt
abgenommene Blutvolumen zugrunde als auch das infundierte Volumen unter
Berlicksichtigung der ionalen Zusammensetzung der jeweiligen Tragerlosung (Tabelle 8). Der
Vergleich ergab eine groRere Summe des gemessenen Kaliums in Extrazellularraum und
Urin, als nach theoretischen Uberlegungen und Berechnungen zu erwarten gewesen ware
(Abbildung 29). Ein solcher Uberschuss an Kalium muss demnach aus dem intrazellularen
Kompartiment stammen. Diese Annahme wird gestltzt von der passenden Stéchiometrie
zwischen der generierten Menge Uberschussiger Protonen wéhrend der Phase der
Hamodilution und dem extrazellularen Uberschuss an Kalium, welche in beiden Féallen etwa
0,6 mmol betrug (Tabelle 19).

Werden die Phasen der Dilution und Nachbeobachtung verglichen, so verringert sich die
Differenz zwischen der Summe der gemessenen Werte (Abbildung 29, jeweils dritte Balken)
und dem erwarteten Kaliumgehalt (Abbildung 29, jeweils vierte Balken). Dieser Aspekt wird
ebenso aus der abnehmenden Prozentzahl intrazellular gepufferter Protonen ersichtlich
(Tabelle 19). Die Daten weisen auf die Madoglichkeit hin, dass nach einer Phase der
Kompensation, die von einem Transport extrazelluldrer Protonen im Austausch gegen Kalium
dominiert wird, eine weitere Phase folgt, die durch eine langsame Freisetzung
zwischenzeitlich intrazelluldr ,,gespeicherter Protonen zur renalen Ausscheidung bzw.
Neutralisierung durch eingespartes Bicarbonat zum Ziele einer endgiltigen Korrektur der
metabolischen Azidose charakterisiert ist. Diese Ausscheidung geht mit einem Transport von
Kalium zurtick in die Zelle einher. Die vorliegenden Daten legen die Vermutung nahe, dass,
in Abhéngigkeit der jeweiligen Versuchsgruppe, mindestens 83% der generierten Protonen
vorubergehend Uber die intrazellulare Pufferung neutralisiert wurden. Demnach scheint
diesem Mechanismus eine groflere Bedeutung zuzukommen als 30% - 70%, die in der
Literatur angegeben werden [12-16].

Grundsatzlich besteht ebenso die Mdglichkeit des Austausches extrazelluldrer Protonen gegen
intrazellulares Natrium. In der Phase der Dilution Uberstieg die Summe der gemessenen
Natriumwerte (Extrazellularvolumen plus Urin) die theoretisch berechnete Menge
(Abbildung 30, jeweils dritte und vierte Balken). Im Gegensatz dazu ist die Summe der
gemessenen Werte in der Nachbeobachtungsphase kleiner als der theoretisch berechnete
Wert. Dies impliziert einen Transport von Natriumionen zuriick in die Zelle in diesem
Intervall. Dementsprechend mussten Protonen freigesetzt worden sein. Der BE nahm in dem
Intervall jedoch nicht ab, sodass sich die Konzentrationsverdnderungen dieser lonen nicht
entsprechen. Darlber hinaus unterschied sich die Summe der gemessenen Werte von den
theoretisch berechneten Werten in ihrer absoluten Hohe (Uberschuss von ungefahr 1 mmol
Natriumionen in der Dilutionsphase im Vergleich zu etwa 0,6 mmol Protonen), sodass eine
1:1 Substitution dieser beiden monovalenten Kationen unwahrscheinlich ist. Ein weiterer
Grund, der auf Kalium als Austauscherkation hindeutet, ist das quantitative VVorkommen
dieser beiden Kationen im Intrazellularraum. Da Kalium in diesem Kompartiment wie bereits
erwéhnt mit einer Konzentration von etwa 150 mM vorliegt, Natrium jedoch nur mit etwa
10 mM, erscheint eine Beteiligung von Kalium auch unter rein quantitativen Gesichtspunkten
weitaus wahrscheinlicher. Dartber hinaus wird in azidotischen Zustanden eine
Herunterregelung sowohl des Na*/H*-Austauschers als auch des Na*/HCOs-Symporters
angenommen [133]. Beides fiihrt zu einer abnehmenden Aktivitdt der Na'/K*-ATPase

73



Diskussion

aufgrund einer entstehenden intrazelluldaren Natrium-Knappheit. Der gleiche Effekt kdnnte
durch eine parallele Aktivitatssteigerung des CI/HCOz-Austauschers und des
K*/CI-Symporters erreicht werden. Der genaue Mechanismus bzw. die quantitativen Beitrage
der einzelnen Transporter sind laut Literatur derzeit noch unklar, die Gemeinsamkeit aller
Mechanismen besteht in dem Nettoeffekt einer gesteigerten Protonenaufnahme in die Zelle im
Austausch gegen Kalium, weshalb eine metabolische Azidose stets mit einer plasmatischen
Hyperkaliamie assoziiert wird [134, 135].

5.8.4 Renale Kompensation

Die Beteiligung renaler Kompensationsmechanismen wird durch die Veradnderungen des pH-
Wertes sowie der Phosphat- und Ammoniumkonzentrationen im Urin bzw. den
ausgeschiedenen Absolutmengen an Phosphat und Ammonium bestétigt (Abbildung 33,
Abbildung 34, Abbildung 35, Abbildung 36, Abbildung 37, Tabelle 20). In den vorliegenden
Versuchen nahm der pH-Wert im Urin von einem initialen Wert von 7,3 auf 6,3 ab
(Abbildung 33). Dies entspricht einer Ausscheidung von etwa 4,5 x 10® mmol Protonen.
Demnach ist in Ubereinstimmung mit der Literatur dieser Mechanismus bei der
Antagonisierung einer metabolischen Azidose unter rein quantitativen Gesichtspunkten zu
vernachlassigen [19, 20].

Die im Urin der Versuchstiere enthaltene Phosphatkonzentration variierte zwischen den
Gruppen (Abbildung 34). Bei Beriicksichtigung der entsprechenden Urinvolumina und
Berechnung der ausgeschiedenen Absolutmengen an Phosphat ergaben sich fiir alle drei
Versuchsgruppen jedoch die gleichen Werte. Die Summe der Protonenausscheidung in
Dilutions- und Nachbeobachtungsphase mit Hilfe des Phosphatpuffersystems machte pro
Versuchsgruppe 0,04 mmol aus (Abbildung 35). Dies entsprach etwa 7% der erzeugten
Menge uberschiissiger Protonen. Anhand dieser Zahlen und abermals in Ubereinstimmung
mit der Literatur wird ersichtlich, dass auch das Phosphatpuffersystem unter quantitativen
Gesichtspunkten keinen adaquaten Mechanismus darstellt, um im Rahmen einer
metabolischen Azidose Uberschiissige Protonen auszuscheiden [19, 24].

Tiere, welche Gelafundin als VVolumenersatz erhielten, zeigten mit 0,77 mmol wahrend der
gesamten Versuchsdauer eine in etwa doppelt so hohe Ammoniumausscheidung wie Tiere der
Volulytegruppe (0,39 mmol), welche bei ahnlicher Surebelastung (Tabelle 17) am wenigsten
ausschieden (Abbildung 37, Tabelle 20). Dieses Ergebnis legt eine mdgliche Korrelation
zwischen der Ammoniumausscheidung und der chemischen Struktur der infundierten
Kolloide nahe. Gelafundin beinhaltet Gelatinepolysuccinat, dessen endstandige
Carboxylgruppen bei physiologischem pH-Wert deprotoniert vorliegen und somit eine
negative Ladung aufweisen (Abbildung 4). Bedingt durch die rasche renale Ausscheidung
dieses Kolloids konnte Gelatinepolysuccinat die  Ammoniumausscheidung aufgrund
elektrochemischer Grinde begunstigen. Im Gegensatz dazu ist HES, die kolloidale
Komponente in Voluven und Volulyte, bei physiologischem pH-Wert ungeladen. Aufgrund
der erhohten Ammoniumausscheidung in der Gelafundingruppe im Vergleich zu den anderen
beiden HES-haltigen Versuchsgruppen besteht die Mdglichkeit einer Uberproportionalen
Ausscheidung in dieser Gruppe. Gelafundin tragt auf diesem Wege moglicherweise zu einer
Abschwachung der Azidose bei. Zusatzlich zum Kolloid scheint ebenfalls die
Zusammensetzung der kristalloiden Tragerlosung hinsichtlich des Vermégens, Ammonium
auszuscheiden, von Bedeutung zu sein. Volulyte ist die einzige der drei eingesetzten

74



Diskussion

Losungen, dessen Tragerlosung eine plasmaadaptierte Zusammensetzung aufweist und mit
Acetat ein metabolisierbares Anion beinhaltet (Tabelle 8). Die Theorie metabolisierbarer
Anionen beruht, wie bereits in Kapitel 1.2 dargelegt, auf der Verstoffwechselung dieser
Anionen und dadurch bedingter Entstehung von Bicarbonat, wodurch eine metabolische
Azidose antagonisiert wird [127]. Werden die Absolutwerte des ausgeschiedenen
Ammoniums berucksichtigt, so bestatigt sich diese Theorie. Der Urin der Tiere, die Volulyte
erhielten, wies im Mittel nur 0,39 mmol Ammonium auf, wohingegen der Gehalt in den
anderen beiden Gruppen deutlich héher lag (Voluven 0,52 mmol, Gelafundin 0,77 mmol;
Abbildung 37, Tabelle 20). Gleichzeitig war der BE der Volulytegruppe am wenigsten
negativ. Diese Daten legen nahe, dass eine Azidose mit Hilfe des metabolisierbaren Anions
Acetat kurzzeitig, d.h. wéhrend des Zeitraums der Infusion aufgrund der zligigen
Metabolisierung, abgeschwacht werden kann, sodass etwaige Kompensationsmechanismen
weniger stark beansprucht werden.

Uberraschend ist jedoch die in allen Versuchsgruppen festzustellende starke Erhéhung der
Ammoniumausscheidung in der doch relativ kurzen Versuchsdauer von fiinfeinhalb Stunden.
GemaR der Literatur erreicht die Ammoniumausscheidung bei metabolischer Azidose
aufgrund der notwendigen Induktion der beteiligten Enzyme Glutaminase | sowie
Glutamatdehydrogenase erst nach einigen Tagen maximale Werte [17, 43, 46]. Andererseits
zeigte sich in entsprechenden Experimenten ebenfalls eine Zunahme der AmmoniumexKkretion
innerhalb der ersten zwei bis drei Stunden nach S&urebelastung [17, 41, 46, 53, 136],
wahrscheinlich bedingt durch die Azidifizierung des Urins und/oder einer azidosebedingten
Abnahme des Kwm-Wertes der Glutaminase | [33, 43, 46, 51]. Wenngleich in der
Vergangenheit die initiale Zunahme der Ammoniumausscheidung als vernachlassigbar
klassifiziert wurde, legen diese Ergebnisse nahe, dass sie ausreicht, um die dilutionsbedingte
metabolische Azidose in ihrer Schwere deutlich abzumildern. Darliber hinaus scheinen die
Werte maximaler Ammoniumausscheidung fir die Kompensation akuter Stérungen
bedeutungslos zu sein und spielen allenfalls bei chronischen Erkrankungen eine Rolle.

Zusammenfassend legen die Daten dieser tierexperimentellen Versuche bei Vorliegen einer
akuten metabolischen Azidose trotz der kurzen Versuchsdauer von flinfeinhalb Stunden eine
Beteiligung aller vier mdglichen Kompensationsmechanismen nahe (Abbildung 25,
Tabelle 19, Tabelle 20). Eine Beteiligung der intrazelluldren Pufferung konnte mit den
angewendeten Methoden nicht eindeutig bewiesen werden, liegt aufgrund der vorliegenden
Daten jedoch nahe und gibt einen weiteren Hinweis darauf, dass die intrazellulére Pufferung
Teil der Akutantwort ist. Die maRgebliche Beteiligung der Ammoniumausscheidung bei der
Kompensation akuter metabolischer Azidosen ist insbesondere aufgrund der in der Literatur
beschriebenen deutlich langeren Induktionsphase erstaunlich. Einiges deutet daraufhin, dass
die zwischenzeitlich intrazellular gespeicherten Protonen im Rahmen der bereits
thematisierten Korrekturphase (Kapitel 5.8.3) in den Extrazellularraum entlassen werden,
sobald die Ammoniumausscheidung innerhalb weniger Stunden gesteigert war. Durch das
Zusammenspiel aller Kompensationsmechanismen scheint der Organismus uber eine effektive
Strategie fir den Fall einer akuten Sdurebelastung zu verfligen, wobei zur endgiltigen
Ausscheidung unter quantitativen Gesichtspunkten nur das Ammonium von zentraler
Bedeutung ist.

5.9 Effekte metabolisierbarer Anionen
Der BE-Wert der Volulytegruppe lag wéhrend der Dilutionsphase trotz kontinuierlicher
Entfernung von Bicarbonat und weiterer Puffersubstanzen im Gegensatz zu den anderen
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beiden  Versuchsgruppen (Voluven, Gelafundin) innerhalo des physiologischen
Referenzbereiches (Abbildung 24). Dieses Ergebnis deutet in Ubereinstimmung mit Akanji et
al. und Davidson et al. auf eine rasch einsetzende Metabolisierung von Acetat hin [95, 96].
Nach Abschluss der wiederkehrenden Infusion im Zuge der einzelnen Hamodilutionsschritte
(entsprechend ab der Nachbeobachtungszeit) ergab sich jedoch kein deutlicher Vorteil im
BE-Wert gegentiber jenen Gruppen, die NaCl-basierte Trégerlosungen erhielten (Voluven und
Gelafundin). Das Konzept der metabolisierbaren Anionen scheint sich, zumindest im Falle
des Acetats, zu bestatigen, wenngleich es im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen zu
einer kurzfristigen Alkalisierung kam. Eine langfristige Therapieverbesserung im Sinne einer
Stabilisierung des Sdaure-Base-Haushalts konnte mit Hilfe der vorliegenden Versuche nicht
vorbehaltslos bestatigt werden. Ein moglicher Vorteil der Verwendung dieser sogenannten
balancierten Losungen besteht in der Vermeidung supraphysiologischer Konzentrationen von
Chlorid durch Zugabe eines metabolisierbaren Anions. Die Auswirkung hoher plasmatischer
Chloridkonzentrationen auf den Organismus und daraus resultierende etwaige pathologische
Mechanismen, insbesondere bei (multi-)morbiden Patienten mit maoglicherweise
eingeschrankter Nierenfunktion, misste gesondert analysiert werden. Derzeit werden als
metabolisierbare Anionen haufig Acetat oder Laktat eingesetzt. Acetat wurden jedoch in der
Vergangenheit mehrfach vasodilatatorische Effekte zugeordnet [137-139], wenngleich dies
wiederholt kritisch diskutiert wurde. Das Auftreten dieser kardiovaskuldren Nebenwirkung
erscheint bei schneller Gabe einer hohen Dosis als denkbar [127]. Besonders in einem
herzchirurgischen Kollektiv sind vasodilatatorische Eigenschaften, insbesondere im
Zusammenhang mit der auftretenden (dilutionsbedingten) metabolischen Azidose, welche
ihrerseits zu einer VVasodilatation fuhren kann, zu vermeiden. Laktat besitzt den Nachteil, dass
nach exogener Zufuhr durch Infusion der endogene Laktatspiegel nicht mehr als Marker des
anaeroben Stoffwechsels und moglicher Gewebehypoxie verwendet werden kann. Dariiber
hinaus kann Laktat, im Gegensatz zu anderen metabolisierbaren Anionen nicht ubiquitar,
sondern fast ausschlielich in der Leber verstoffwechselt werden, wodurch sich absolut
gesehen ein langsamerer Metabolismus ergibt. Sollte sich die Vermutung bestétigen, dass die
Entwicklung einer intraoperativen Laktatazidose bei herzchirurgischen Patienten in direktem
Zusammenhang mit einer verminderten Laktat-Clearance aufgrund hepatischer
Sauerstoffminderversorgung steht, so waére eine Laktatinfusion auch in dieser Hinsicht
kontraproduktiv. Daruber hinaus zeigte Laktat in tierexperimentellen Versuchen des
hédmorrhagischen Schocks bei groRer Schocktiefe toxische Effekte [140-142].

5.10 Ursachen fur Elektrolytveranderungen und Steigerung der Diurese im Tiermodell
Unabhédngig von der Versuchsgruppe zeigten die Tiere eine plasmatische Hypokaliamie
(Abbildung 26). In Ubereinstimmung hiermit kam es wahrend der Dilutionsphase zu einem
Anstieg der ausgeschiedenen Kaliummenge von einem initialen Wert von 0,05 mmol auf Uber
0,6 mmol (Abbildung 38). In der Nachbeobachtungsphase belief sich dieser Wert auf
0,45 mmol. Demnach kam es trotz vorliegender metabolischer Azidose zu einer vermehrten
Kaliumausscheidung. Eine metabolische Azidose vermindert grundsétzlich die
Kaliumexkretion [143, 144], sodass in Verbindung mit dieser Stérung des
Séure-Base-Haushalts oftmals eine plasmatische Hyperkaliamie beschrieben wird. Im Verlauf
der metabolischen Azidose kommt es zu einer Hemmung der Sekretion von Kalium Uber
Kaliumkanale, welche in den Hauptzellen des Sammelrohres lokalisiert sind. Zusétzlich
nimmt die interstitielle Ammoniumkonzentration zu, sodass dies aufgrund der inhibitorischen
Wirkung auf die Kaliumexkretion ebenfalls zu einer verminderten Kaliumausscheidung fihrt
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[144]. Des Weiteren stimuliert eine metabolische Azidose die vermehrte Reabsorption von
Kalium mittels H*-K*-ATPase in interkalierenden Zellen des kortikalen Sammelrohres [144].
Zusétzlich zu diesen inhibitorischen Effekten einer metabolischen Azidose beziglich der
generellen homd@ostatischen Kaliumexkretion sieht sich der Organismus bei einer
metabolischen Azidose aufgrund der intrazellularen Pufferung und der damit verbundenen
Freisetzung intrazellularen Kaliums einer erhohten plasmatischen Kaliumkonzentration
ausgesetzt (Kapitel 5.8.3) und der gesteigerten Notwendigkeit Kalium auszuscheiden.
Aufgrund der verminderten Mdglichkeit der Kaliumexkretion bei metabolischer Azidose
resultiert in diesem Falle die erwéhnte plasmatische Hyperkalidmie. Trotz der experimentell
induzierten akuten metabolischen Azidose zeigten die Tiere wie bereits eingangs erwahnt
keine  Hyperkaliamie, sondern vielmehr eine stetig abnehmende plasmatische
Kaliumkonzentration (Abbildung 26), bedingt durch eine gesteigerte Kaliumexkretion
(Abbildung 38). Kaliuretische Faktoren sind der extrazellulare pH-Wert, die extrazelluldre
Kaliumkonzentration,  die  plasmatische  Aldosteronkonzentration, das  distale
Natriumvorkommen sowie die Urinflussrate [135]. Eine erhéhte Urinflussrate fuhrt zu einer
gesteigerten Kaliumausscheidung [134, 135, 145], scheint Uber die lokalen inhibitorischen
Effekte einer Azidose auf Kalium sekretierende Zellen zu dominieren [133] und stellt den
starksten Trigger zur Kaliumausscheidung dar [135]. Sie reduziert die Iluminale
Kaliumkonzentration, wodurch ein zunehmender Konzentrationsgradient Uber die apikale
Membran entsteht, welcher die Sekretion von Kalium beglnstigt. Zusatzlich beeinflusst die
Urinflussrate auf direktem Wege die Kaliumausscheidung indem mutmallich die Aktivitat
der Kaliumkandle moduliert wird. Da in der gesamten Versuchsdauer von flinfeinhalb
Stunden (Dilutions- plus Nachbeobachtungsphase) im Durchschnitt pro Versuchsgruppe etwa
6 ml Urin ausgeschieden wurden (Abbildung 32), ist im Gegensatz zur Ausscheidung unter
physiologischen Bedingungen von einer deutlich gesteigerten Urinausscheidung auszugehen.
Das Urinvolumen innerhalb von 24 h betrégt bei méannlichen Wistar-Ratten 13 ml [146]. Dies
entspricht im Mittel 3 ml fur ein Intervall von fuinfeinhalb Stunden. Somit schieden die Tiere
in der Versuchsphase durchschnittlich die doppelte Menge aus. Aus der Bestimmung der
exkretierten Menge an Gelatinepolysuccinat von etwa 60% der infundierten Menge wahrend
der Dilutionsphase und zuséatzlichen 30% in der Nachbeobachtungsphase (Tabelle 21) ist eine
schnelle Ausscheidung des Kolloids ersichtlich. Fur den Menschen wird die Halbwertszeit
dieses Praparats mit 150 min angegeben [55, 147]. Gelafundin stellt eine polydisperse Ldsung
mit einem mittleren Molekulargewicht des Gelatinepolysuccinats von 30 kDa dar. Demnach
liegt das mittlere Molekulargewicht deutlich unterhalb der Nierenschwelle von 55 kDa bis
60 kDa [148], sodass hierdurch die schnelle Exkretion erklart werden kann. HES-Molekdile
besitzen ein mittleres Molekulargewicht von 130 kDa und sollten demnach eine l&ngere
intravasale Verweildauer besitzen als beispielsweise Gelatinepolysuccinat. Dies spiegelt sich
wie eingangs erwéhnt in einem grofReren Volumeneffekt HES-haltiger Losungen wider. Die
Halbwertszeit HES-haltiger Losungen (mit einem mittleren Molekulargewicht von 130 kDa
und einer molaren Substitution von 0,4 wie im Rahmen dieser Arbeit verwendet) betragt beim
Menschen 180 Minuten [149]. Jedoch besitzen Ratten, im Gegensatz zum Menschen, eine
hohere Aktivitdt endogener a-Amylase [150], die HES spaltet, und auf diese Weise
Fragmente entstehen lasst, die aufgrund ihrer geringeren GroRe iber die Niere ausgeschieden
werden konnen, wenngleich ein direkter Zusammenhang zwischen Volumeneffekt und
Amylaseaktivitét kritisch hinterfragt wurde [151]. Auf diese Weise lassen sich ahnliche Werte
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der Kaliumexkretion in allen Versuchsgruppen trotz der Verwendung unterschiedlicher
Kolloide (Gelatinepolysuccinat vs. HES) erklaren. Tiere der Voluvengruppe schieden im
Vergleich zu Volulyte trotz des gleichen Kolloids (HES) sowohl mehr Urin (Abbildung 32)
als auch Kalium (Abbildung 38) aus. Das gesteigerte Urinvolumen in der VVoluvengruppe ist
der Zusammensetzung der Tragerlosung geschuldet, welche im Falle des Voluvens
supraphysiologische Konzentrationen an Chlorid (Voluven 154 mM, Volulyte 110 mM und
Gelafundin 120 mM; Tabelle 8) und Natrium (Voluven und Gelafundin 154 mM, Volulyte
137 mM; Tabelle 8) zeigt und somit hyperton ist (304 mOsm/kg; zum Vergleich: die
physiologische Osmolalitdt von Wistar-Ratten betragt 290 mOsm/kg [152], Volulyte
283 mOsm/kg, Gelafundin 265 mOsm/kg). Die Hypertonizitéat ist gleichermalen fir eine im
Vergleich zu den anderen Gruppen erhdhten Ausscheidung von Natrium und Chlorid (Daten
nicht gezeigt) verantwortlich. Aufgrund der gegeniiber dem physiologischen Level deutlich
erhdhten Chloridkonzentration im Falle des Voluvens bedarf es einer vermehrten
Ausscheidung. Bedingt durch seine osmotischen Eigenschaften ist demnach eine parallel
gesteigerte Diurese wahrscheinlich.

Aufgrund der angefiihrten Argumente (Kapitel 5.8.3) scheint Natrium in der Regulation der
Sdure-Base-Homoostase keine entscheidende Rolle zu spielen, sondern vielmehr im Rahmen
der Volumenkontrolle. Im Zuge der H&amodilution wird zum einen die
Plasmaproteinkonzentration erheblich vermindert, zum anderen existiert die schnelle
Ausscheidung des infundierten Kolloids (Tabelle 21). Somit kdénnte Natrium (und aus
Grunden der Elektroneutralitat ebenso Chlorid) zum Zwecke der Kompensation verlorener
kolloidosmotisch aktiver Substanzen aus den Zellen freigesetzt oder durch den Gehalt in der
Volumensubstitutionslésung ausgeglichen worden sein. Dies bestatigen die Zunahmen der
plasmatischen Natrium- als auch Chloridkonzentration im Versuchsverlauf (Abbildung 27,
Abbildung 28). Dementsprechend stieg die Osmolalitét in der Dilutionsphase ausgehend von
einem initialen Wert von 285 mmol/kg auf 295 mmol/kg am Ende dieses Intervalls und
verblieb auf diesem Level wahrend der Nachbeobachtungsphase bis zum Versuchsende
(Tabelle 18).
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6 Relevanz und Ausblick

Wahrend herzchirurgischer Eingriffe ist die Entwicklung einer akuten metabolischen Azidose
aufgrund der massiven Verdunnung endogenen Bicarbonats durch Eintrag der Priming als
auch kardioplegischen Losung bei Verwendung einer herkdbmmlichen HLM unvermeidbar.
Das Ausmal} dieser Azidose wird deutlich anhand der Notwendigkeit, intraoperativ
Natriumbicarbonat zu verabreichen. Somit ist nicht nur die generelle Existenz der
Dilutionsazidose, sondern ebenso ihre klinische Relevanz bestétigt.

Anhand der Bestimmung ausgeschiedener Sauredquivalente (Ammonium, Phosphat sowie
freie Protonen) in Rattenurin bietet es sich im Folgenden an, den gesammelten Urin der
Bypass-Patienten im Hinblick auf diese Parameter im zeitlichen Verlauf zu analysieren, um
Aussagen Uber den quantitativen Beitrag renaler Kompensationsmechanismen wéhrend einer
(dilutionsbedingten) metabolischen Azidose beim Menschen machen zu koénnen. Im
Tierversuch zeigte sich eine hoch signifikante Steigerung der Ammoniumausscheidung bei
Azidose bereits innerhalb der ersten drei Stunden. Sollten sich diese Ergebnisse auf den
Menschen Ubertragen lassen, so beséRe die renale Kompensation bei akuter metabolischer
Azidose einen sehr viel groReren Einfluss. Bislang wurde ein nennenswerter Beitrag dieses
Mechanismus lediglich fur chronische metabolische Azidosen angenommen. Hierdurch
ergaben sich in Zukunft mdéglicherweise andere therapeutische Strategien.

Die Daten der vorliegenden Arbeit geben darlber hinaus Grund zu der Annahme, dass die
bislang postulierte Verknlpfung von metabolischer Azidose und Hyperkalidmie keine
generelle Richtigkeit besitzt, sondern lediglich unter bestimmten Rahmenbedingungen
zuzutreffen scheint. Daher sollten weitere Experimente hinsichtlich des Zusammenhangs
zwischen den Kaliumkonzentrationen im Extrazellularraum bzw. Urin bei akuter
metabolischer Azidose durchgefiihrt werden. Eine verstarkte Diurese soll die inhibitorischen
Effekte einer metabolischen Azidose auf die Kaliumausscheidung aufheben. Zur Klarung
dieser in der Literatur postulierten These wéren Versuche denkbar, in denen nach Induktion
einer experimentellen Azidose mit einem klassischen Diuretikum die Diurese forciert wird.
Da die Patienten zum einen intraoperativ verschiedene Diuretika (Furosemid als auch
Mannitol) zur Gewahrleistung einer addaquaten Diurese erhalten, welche wahrend CPB
deutlich vermindert ist, und zum anderen der Kaliumstatus mit seinen Auswirkungen auf den
kardialen Rhythmus gerade in einem herzchirurgischen Kollektiv grofle Bedeutung besitzt,
muss der Klarung dieses Zusammenhangs grof3e klinische Relevanz beigemessen werden.
Dariiber hinaus wird Gelafundin, eine der im Tierversuch verwendeten kolloidalen
Volumensubstitutionslésungen,  routinemalig bei  herzchirurgischen  Patienten zum
Volumenersatz eingesetzt. Da sich in dieser tierexperimentellen Gruppe eine verstarkte
Diurese zeigte, die sich auf das eingesetzte Kolloid Gelatinepolysuccinat zurtickfihren lief3,
konnte dieses Préparat grundsétzlich auch in Patienten eine verstéarkte Diurese hervorrufen.

Zudem sollte die Harnstoff- und Ammoniumausscheidung sowie der Verlauf diverser
Aminosauren zusatzlich zum intraoperativen Intervall in der postoperativen Phase untersucht
werden. Aufgrund der Inkorporation der massiven Menge von 300 mmol Histidin
(entsprechend 900 mmol Stickstoff) im Rahmen der Kardioplegie und der nur geringen
intraoperativen Stickstoffausscheidung bzw. —speicherung in Form anderer Aminosduren
sollte sich ein verénderter Metabolismus und somit Auswirkungen auf den S&ure-Base-
Haushalt ebenfalls in der postoperativen Phase ergeben.
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Neben einer nicht-pulsatilen Perfusion wahrend der Phase des CPBs mit einem Druck
zwischen 50 mmHg und 60 mmHg und einer dadurch hervorgerufenen Minderperfusion aller
Gewebe und Organe erfolgt zusatzlich durch das intraoperative Klemmen der Aorta eine
totale Ischdmie sowohl des Herzens als auch der Lungen. Bedingt durch diese technischen
MaRnahmen sind wahrend der Zeit des CPBs die Organe des Patienten einer Hypoxie
ausgesetzt. Zusétzlich ist der Organismus mit einer akuten metabolischen Azidose
konfrontiert, die ihrerseits zu einer verschlechterten Durchblutung beitrdgt. Um die hierdurch
bedingten Schéadigungen abzuschwéchen und letztendlich die Organe besser zu schiitzen,
kann U(ber die Entwicklung einer Priming LOsung mit organprotektiven Substanzen
nachgedacht werden, die sich in préaklinischen Tierversuchen bislang vielversprechend
zeigten.
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7 Zusammenfassung

Bei herzchirurgischen Operationen wird intraoperativ haufig eine metabolische Azidose als
Storung des Séaure-Base-Haushalts beobachtet. Der Grund fir dessen Entstehung stellt derzeit
eines der hochst kontrovers diskutierten Themen des Gebietes dar. Es besteht jedoch Grund
zu der Annahme, dass das extrem schnelle Einbringen der Priming Losung in die systemische
Zirkulation des Patienten bei Inbetriecbnahme der HLM sowie die Applikation der
kardioplegischen Losung wenige Minuten spéter in Gegenwart eines konstanten
Kohlenstoffdioxidpartialdrucks mafgeblich zur Entstehung beitragen. Zur Evaluierung, ob
eine Dilutionsazidose sowohl existent als auch Klinisch relevant ist, wurde eine humane
Beobachtungsstudie an  Bypass-Patienten  durchgefiihrt.  Zur  Analyse beteiligter
Kompensationsmechanismen im Falle einer akuten metabolischen Azidose wurde ein
standardisiertes Tiermodell (Ratte) der normovolamischen Hamodilution genutzt.

In die konsekutive Beobachtungsstudie wurden 33 Patienten eingeschlossen. VVon diesen 33
Patienten wurden 25 (Dilutionsazidose) bzw. 29 (Aminosdureanalyse) je nach Fragestellung
ausgewertet. Die Ergebnisse intraoperativer Blutgasanalysen wurden aus dem
Operationsprotokoll Gbernommen. Plasma intraoperativ gewonnener Blutproben wurde
bei -80 °C bis zur weiteren Analyse aufbewahrt. Nach Anlage des Blasenkatheters wurde eine
Urinprobe gewonnen. Zum Operationsende wurde aus dem Sammelgefal des Katheters eine
weitere Probe entnommen.

Die Tiere erhielten zwei GefaRBkatheter in die rechten Femoralgefdlle sowie einen
Blasenkatheter. Mittels repetitiver Blutentnahmen von jeweils drei Millilitern und simultanem
Ersatz dieses Volumen durch jeweils eine kommerziell erhaltliche
Volumensubstitutionslésung in Abhangigkeit der Versuchsgruppe wurde der systemische
Hématokrit stufenweise auf 10% reduziert. Dieser Dilutionsphase folgte eine
zweieinhalbstiindige Nachbeobachtungsphase. Wahrend des gesamten Versuchs wurden zu
definierten Zeitpunkten Blutgasanalysen angefertigt. Nach Anlage des Blasenkatheters
erfolgte die Entleerung der Blase. Sowohl wahrend der Dilutions- als auch der
Nachbeobachtungsphase wurde kontinuierlich Urin gesammelt.

Die durchschnittlichen Werte von pH sowie Base Excess (BE) der Patienten fielen nach
Beginn des kardiopulmonalen Bypass (CPB) von Normalwerten auf 7,34 bzw. -3,1 mEq/L.
Wahrend der restlichen intraoperativen Phase erholten sie sich auf Werte im Referenzbereich.
Die intraoperative Laktatkonzentration stieg von einem Basalwert von 0,9 mM auf 1,4 mM
wéhrend des CPBs, um bei Operationsende 2,5 mM zu erreichen. Patienten erhielten
intraoperativ bedarfsadaptiert Natriumbicarbonat, im Durchschnitt 102 mmol, sowie
durchschnittlich 1,1 L Priming Lésung und 1,6 L kardioplegische Losung. Die plasmatische
Histidinkonzentration nahm von 71 yuM bei Operationsbeginn auf 21000 uM nach Beginn des
CPBs zu, um bei Operationsende 8000 UM zu erreichen. Bei Operationsbeginn betrug die
ausgeschiedene  Menge Histidin 47 umol/mmol  Kreatinin, bei  Operationsende
6760 umol/mmol Kreatinin. Intraoperativ. nahm die Ausscheidung von Harnstoff von
9,5 mmol/h auf 10,1 mmol/h zu (vermehrte Ausscheidung von 3 mmol).

Der plasmatische BE der Tiere fiel in der Nachbeobachtungsphase von 0,5 mEg/L zu Beginn
des Experiments auf -3 mEqg/L. Der pH-Wert im Plasma betrug 7,4 bei Versuchsende. Die
plasmatische Laktatkonzentration blieb ber die Versuchsdauer anndhernd konstant bei
1,3 mM. Sowohl wahrend der Dilutions- als auch der Nachbeobachtungsphase (berstieg die
gemessene Kaliummenge die anhand von Berechnungen theoretisch vorhergesagte um etwa
0,6 mmol bzw. 0,5 mmol. Die im Urin enthaltene Ammoniummenge stieg von einem Wert
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von 0,02 mmol im Initialurin auf 0,30 mmol sowohl in Dilutions- als auch
Nachbeobachtungsphase. Ausgeschiedenes Phosphat betrug initial 0,0005 mmol und in den
genannten Intervallen 0,03 mmol bzw. 0,015 mmol. Im Initialurin enthaltenes Kalium betrug
0,04 mmol. Urin der Dilutionsphase enthielt 0,45 mmol, jener der Nachbeobachtungsphase
0,4 mmol.

Im Zuge der humanen Beobachtungsstudie konnte bei operativen Eingriffen unter
Verwendung eines CPBs die Entstehung einer Dilutionsazidose gezeigt werden, die deutlich,
aber Uberaus transient ist. Daher war es im Rahmen der vorliegenden Arbeit moglich, trotz
anhaltender Diskussion in Fachkreisen, die generelle Existenz der Dilutionsazidose in
routinemaBig angewendeten Kklinischen Situationen, wie bei Gebrauch eines CPBs, zu
belegen. Die bedarfsadaptierte, aber routinemaRige Verabreichung von Natriumbicarbonat
Losung stellt den Beweis fur die klinische Relevanz der Dilutionsazidose dar. Bedingt durch
die in der kardioplegischen Ldsung enthaltene Histidinkonzentration von 198 mM und dem
verabreichten Volumen von 1,6 L wurden 300 mmol Histidin bzw. 900 mmol Stickstoff
inkorporiert. Die gesteigerte Harnstoffausscheidung war, gemessen an der Belastung, relativ
gering. Demnach war die durch die Stickstoff-Elimination bedingte Beeinflussung des Saure-
Base-Haushalts in der intraoperativen Phase gering. Etwa 7% der infundierten Histidinmenge
(entsprechend 20 mmol) wurden renal ohne vorherige Metabolisierung ausgeschieden. Die im
Rahmen der Erwarmung der kardioplegischen Losung stattfindende Deprotonierung des im
Histidin enthaltenen Imidazolrings sollte zu einer Verstarkung der dilutionsbedingten
metabolischen Azidose beigetragen haben.

Im tierexperimentellen Versuchsteil zeigte sich die Aktivierung verschiedener korpereigener
Kompensationsmechanismen. Da die Versuchstiere nicht intubiert waren, verfligten sie Uber
die Mdglichkeit respiratorisch zu kompensieren. Zusétzlich legte die Bilanzierung der
plasmatischen Kaliumkonzentration eine Beteiligung intrazellularer Puffermechanismen nahe.
Die Urinanalyse legte fir den relativ kurzen Versuchszeitraum von insgesamt funfeinhalb
Stunden eine massive Ammoniumausscheidung sowie eine geringere Phosphatausscheidung
offen. Die Sekretion freier Protonen stellte sich unter quantitativen Gesichtspunkten als
vernachlassigbar dar. Entgegen der Literatur scheint bereits die initiale Steigerung der
Ammoniumausscheidung auszureichen, um eine metabolische Azidose in ihrer Schwere
deutlich abzumildern, sodass diesem Kompensationsmechanismus bereits eine nennenswerte
Bedeutung in der Behebung akuter und nicht nur chronischer Azidosen beigemessen werden
muss. Zusatzlich zeigte sich eine stark gesteigerte Kaliumausscheidung.
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8 Summary

In the context of cardiac surgery, an intraoperative metabolic acidosis is commonly observed.
Currently, the reason for its development constitutes one of the most controversially discussed
topics in acid-base homeostasis. There is evidence, that the fast administration of the priming
fluid to the patient’s systemic circulation at the onset of the heart-lung machine as well as the
subsequent application of the cardioplegic solution both in the presence of a constant carbon
dioxide partial pressure are significantly involved. To evaluate whether dilutional acidosis is
generally existent as well as clinically relevant, an observational study was conducted on
patients scheduled for elective isolated coronary artery bypass grafting with the concomitant
need of cardiopulmonary bypass (CPB). For analysis of involved compensatory mechanisms
in the case of acute metabolic acidosis, a standardized animal model (rat) was employed.

In total, 33 consecutive patients scheduled for elective isolated coronary artery bypass
grafting (CABG) with CPB were enrolled in the prospective observational designed study.
Out of these 33 patients, 25 (dilutional acidosis) and 29 (amino acid analysis), respectively,
were analyzed, depending on the respective question. The results of blood gas analyses taken
intraoperatively were assumed from the patient’s protocol. Plasma of intraoperatively gained
blood samples were stored at -80 °C for further analysis. After insertion of the urinary
catheter a urine sample was taken. At the end of operative procedures, a second sample was
obtained.

The animals received two catheters into the right femoral vessels as well as a urinary catheter.
Employing repetitive blood withdrawals of three milliliters each, and simultaneous
substitution of the withdrawn volume with a commercially available volume replacement
solution, systemic hematocrit was gradually lowered to 10%. Subsequent to this phase of
hemodilution, an observation phase of 2.5 h followed. During the whole experimental phase,
blood gas analyses were made. After insertion of the urinary catheter, the bladder was
emptied. Over the phase of dilution as well as the observation phase, urine was continuously
gathered.

Average values of pH and base excess (BE) of patients fell from normal values to 7.34
and -3.1 mEq/L, respectively, after initiation of cardiopulmonary bypass (CPB). During the
remaining time of CPB, they recovered to values within the reference range. Intraoperative
lactate concentration increased from 0.9 mM to 1.4 mM during CPB to reach 2.5 mM at the
end of operative procedures. Patients received sodium bicarbonate as required, 102 mmol on
average, as well as averaged 1.1 L priming solution and 1.6 L cardioplegic solution. Plasma
histidine concentration rose from 71 uM at basal conditions to 21000 uM after initiation of
CPB to decrease to a value of 8000 uM at the end of operative procedures. At the beginning
of the operation, excreted histidine amounted to 47 pmol/mmol creatinine, and at the end
6760 umol/mmol creatinine. In the course of the operation, urea excretion increased from
9.5 mmol/h to 10.1 mmol/h (additional excretion of 3 mmol).

Animals’ plasma BE decreased to -3 mEq/L during the experiment. At the end, plasma pH
value was 7.4. Plasma lactate concentration stayed almost constant at 1.3 mM during the
experimental phase. Both during the phase of dilution and observation phase, measured
potassium content exceeded the predicted amount calculated on the basis of infusion and
withdrawal by 0.6 mmol and 0.5 mmol, respectively. The urinary amount of ammonium
increased from 0.02 mmol in initial urine to 0.30 mmol both in the phase of dilution and the
observation time. Excreted phosphate accounted for 0.0005 mmol under basal conditions and
0.030 mmol and 0.015 mmol in the respective intervals. Initial urine contained 0.04 mmol
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potassium, urine collected during the phase of dilution 0.45 mmol and during the observation
phase 0.40 mmol.

Although currently being one of the most controversially discussed topics in acid-base
homeostasis with regards to magnitude but also its fundamental existence, the dilutional
acidosis’ existence could be proven in certain routine clinical situations, like those with the
usage of CPB. Dilutional acidosis was prominent but also transient in its appearance.
Moreover, routine administration of sodium bicarbonate proves its clinical relevance. Due to
the cardioplegic solution’s histidine concentration of 198 mM the body is confronted with a
high amount of nitrogen. The need for its excretion already becomes apparent in the
intraoperative period in terms of an increased excretion of urea and ammonium. The rise in
excretion was nonetheless relatively small in relation to the nitrogen load, since at first the
majority of nitrogen was stored in the form of different amino acids. About 7% of the
incorporated histidine (i.e. 20 mmol) were excreted without prior metabolism. Nevertheless,
during the phase of operative procedures, the impact of the incorporated nitrogen on systemic
acid-base status was minor. Enhanced deprotonation of the histidine’s imidazole ring during
warming of the cardioplegic solution occurred. Protons originating from this process should
have intensified existing dilutional acidosis.

In experimental animals, the activation of endogenous compensatory mechanisms due to
induction of metabolic acidosis was obvious. Since the animals were not subjected to
mechanical ventilation, they had the chance to compensate through altered respiration. In
addition, balancing of plasma potassium concentration suggested intracellular buffering. In
the animals’ urine, the excreted amounts of free protons, phosphate as well as ammonium
were quantified to determine renal compensatory mechanisms. The analysis revealed a
massive ammonium excretion within the relative short experimental period of 5.5 hours,
whereas phosphate excretion was small. The amount of free protons was negligible in
quantitative terms. In contrast to literature, the initial rise in ammonium excretion seems to be
sufficient to mitigate a metabolic acidosis in its severity. Therefore, this compensatory
mechanism already possesses considerable importance concerning correction of acute and not
only chronic acidosis. Apart from the ammonium excretion, also an enhanced potassium
excretion was observed during as well as after normovolemic hemodilution.
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10 Anhang

10.1 Abkulrzungsverzeichnis

H-NMR englisch: nuclear magnetic resonance
ANOVA englisch: analysis of variance

BE englisch: base excess

BGA Blutgasanalyse

CABG Koronararterien-Bypass

CPB kardiopulmonaler Bypass

HES englisch: hydroxyethyl starch

HLM Herz-Lungen-Maschine

ID englisch: inner diameter

KGW Korpergewicht

Km-Wert Michaeliskonstante

MAP englisch: mean arterial pressure
NaCl Natriumchlorid

oD englisch: outer diameter

pCO2 Kohlenstoffdioxidpartialdruck

pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
pKs-Wert negativer dekadischer Logarithmus der Sdurekonstanten
s.C. subcutan

SEM englisch: standard error of the mean
TSG Tierschutzgesetz

viv Volumenprozent
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10.2 Zusammensetzung weiterer Lésungen

Tabelle 22: Zusammensetzung der verwendeten
kardioplegischen Lésung Custodiol.

Substanz Molaritat (mM)
Natrium 15,0

Kalium 10,0

Magnesium 4,0

Calcium 0,015

Histidin 198,0
Tryptophan 2,0
a-Ketoglutarat 1,0

Mannitol 30,0

Tabelle 23: Zusammensetzung der kristalloiden
Losung Jonosteril zur basalen Infusionstherapie
wahrend Bypass-Operationen.

Substanz Molaritat (mM)
Natrium 137,0

Kalium 4,0

Magnesium 1,25

Calcium 1,65

Chlorid 110,0

Acetat 36,8
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10.4 Lebenslauf
Der Lebenslauf ist in der Online-Version aus Griinden des Datenschutzes nicht enthalten.
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