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Zusammenfassung der Publikationen

Abstract

Hintergrund: Die akut reduzierte Hamokompatibilitat durch frihes Filterversagen
limitiert als haufige Komplikation den erfolgreichen Einsatz extrakorporaler Systeme,
wie der kontinuierlich veno-ventsen Hamofiltration (CVVH). Neben adversen
Eigenschaften kunstlicher Oberflachen werden Gerinnungsstérungen im Kontext
zugrundeliegender Erkrankungen als ursachlich angesehen. Uber die Interaktion
therapiekonzeptbedingter Einflisse, wie lungenprotektiver Beatmung mit tolerierter
Azidamie, Infusion hyperchloramischer Losungen, Pufferstrategien, Antikoagulation
mit einer CVVH im Hinblick auf die Gerinnungsfunktion ist bisher wenig bekannt.
Eine durch lungenprotektive Beatmungstherapie assoziierte Azidose bedarf dartiber
hinaus einer ventilationsunabhangigen Korrektur.

Methodik: Durch Kombination aus Saureinfusion (je 0,2 M Milchsaure/Salzsaure) und
niedrigen Beatmungsvolumina (6-8 mlkg™) wurde in gesunden anasthesierten
Schweinen die Aufrechterhaltung einer gemischten Azidamie (pH 7,2) etabliert.
Zusatzlich zur Azidamie wurde in einer weiteren Gruppe eine Hypoxamie (pH 7,2;
Pa0,<70 mmHg) induziert. Zur forcierten Blut-System-Interaktion wurde eine CVVH
fur drei Stunden mit Filtrat-Rezirkulation Dbetrieben. Eine anschlie3ende
Azidosekorrektur erfolgte mittels THAM-Puffer und CVVH im Standardmodus. Die
Heparinisierung (60 1Ukg™h™) erfolgte ACT basiert.

Ergebnisse: Die Azidamie zeigte pro- und antikoagulatorischen Einfluss auf die
plasmatische Gerinnungsfunktion. Im Vergleich zum pH 7,4 fihrte Azidamie zu
erhohten Aktivierungsmarkern, Thrombozyten- und Fibrinogenverlusten. Die
Filterfunktion und Blutflussraten unterschieden sich nach 5 Stunden Filterlaufzeit
noch nicht, eine Azidamie assoziierte hthere Anzahl an verstopften Filterkapillaren
deutete sich jedoch bereits an. THAM 8 mmolkg™h™, pradilutorisch appliziert,
ermoglichte eine rasche Azidosekorrektur und wies eine signifikant geringere Anzahl
verstopfter Filterkapillaren auf, voraussichtlich auf der Basis einer gunstigeren
Hamorheologie im Filter durch die pradilutorische pH-Korrektur.

Diskussion: Eine Azidamie bedingte Interaktion mit der CVVH-Hamokompatibilitat
und Gerinnungsfunktion konnte gezeigt werden. Zur Optimierung des Nutzen-Risiko-
Verhaltnisses fur den Intensivpatienten unter CVVH sollte der interaktive Einfluss
einzelner Therapievariablen im Sinne einer verbesserten ,Begleittherapie® zukunftig

systematisch evaluiert werden.



Einleitung und Zielstellung

Neben ihrem Einsatz beim akuten Nierenversagen findet die kontinuierlich veno-
vendse Hamofiltration (CVVH) zunehmend Verwendung am Patienten mit Sepsis
oder Multiorganversagen (MOV) [1, 2]. Frihes Filterversagen im Kontext einer (a
priori aber auch konsekutiv) gestdrten Gerinnungsfunktion [3-5] stellt eine haufige
Komplikation dar und limitiert den Therapieerfolg malf3geblich. Neben ungiinstigen
Oberflacheneigenschaften und unphysiologischer Hamorheologie im extrakorporalen
System stellt eine massiv entgleiste Homdostase von Gerinnungsfunktion und
Immunsystem im Intensivpatienten [6, 7] hohe Anforderungen an die
Hamokompatibilitat und den Therapieerfolg einer CVVH. Unabhéngig von den
zugrundeliegenden  Pathophysiologien  (Inflammation,  Mediatorenfreisetzung,
Organversagen, Trauma, Mikrozirkulationsstérungen) und deren Effekt auf die
Gerinnungsfunktion, ist der Einfluss géangiger Therapiekonzepte (lungenprotektive
Beatmung und/oder Infusion hyperchloramischer Losungen mit Stérungen im Saure-
Base Haushalt/Azidamie; Pufferstrategien; Antikoagulation) im kritisch Kranken im
Hinblick auf eine CVVH-Interaktion nicht eindeutig. Ein negativer Einfluss einer
Azidamie auf das Gerinnungssystem ist bereits aus der Traumatologie und
Hamorhagieforschung bekannt [8-10]. Die direkte Interaktion einer Aziddmie mit
einer CVVH ist bisher jedoch wenig untersucht. Angesichts haufig parallel laufender
intensivmedizinischer Therapiekonzepte, wie der ,low tidal volume ventilation® mit
permissiver Hyperkapnie/tolerierter Azidamie, und dem Einsatz einer CVVH scheint
daher die gezielte Untersuchung einzelner Therapievariablen (Azidamie, Hypoxamie,
Pufferstrategie, Volumentherapie, Antikoagulation) sinnvoll. Vor diesem Hintergrund

hat die vorliegende Arbeit zum Ziel:

Modelletablierung  (Pl):  Etablierung einer standardisierten Azidamie im

Schweinemodell unter lungenprotektiver ,low tidal volume ventilation®, welches eine
CVVH-Behandlung mit zur Klinik vergleichbaren Blutfluss- und Filtrationsraten
ermoglicht.

CVVH-Hamokompatibilitat (P1l): Evaluation der Azidamie/Hypoxie-CVVH-Interaktion

unter besonderer Betrachtung von Gerinnungssystem und Filterfunktion.

CVVH-Hamokompatibilitdt  (Plll):  Entwicklung einer ventilationsunabhangigen

Methode zur Korrektur von Beatmungs-assoziierter Azidamie mittels pradilutorisch
applizierten THAM-Puffers und CVVH.



Methodik

Das Tierversuchsvorhaben wurde durch die Berliner Tierschutzbehdrde genehmigt
(Versuchsnummer G 0380/05) und in den Operationssalen der Einrichtung fur
Experimentelle Medizin (FEM) der Charité — Universitadtsmedizin Berlin entsprechend
den Richtlinien der Européischen (FELASA) und der Deutschen Gesellschaft fur
Versuchstierkunde (GV-SOLAS) und der Tierarztlichen Vereinigung fiur Tierschutz
(TVT) durchgefinhrt.

Tiermodell: Die Versuche wurden an jungen Hausschweinen (38-46 kg) durchgefihrt.
In einem Dbereits etablierten CVVH-Schweinemodell [11, 12] wurde zur
Azidamie/Hypoxamie-CVVH-Interaktionsforschung die  Aufrechterhaltung einer
standardisierten, gemischt metabolisch-respiratorischen Azidamie (Pl und II) sowie
einer additiven Hypoxamie (PII) etabliert.

Studiendesign: Das gesamte Protokoll wurde an anasthesierten, beatmeten Tieren

durchgefuihrt. Nach der Instrumentierung erfolgte die Induktion einer gemischten
Azidamie durch Saureinfusion und Beatmung mit niedrigen Tidalvolumina sowie
einer kombinierten Azidamie/Hypoxamie. Auf drei Stunden CVVH-Rezirkulations-
Modus zur forcierten System-Blut-Interaktion folgte eine zweistiindige Azidamie-
Korrekturphase mit Gabe von THAM-Puffer im offenen CVVH-Modus (s. Abb. 1).

Anasthesie und Volumenmanagement: Die Versuchstiere wurden nach i.m.

Pramedikation (3 mgkg™ Azaperon, 0,03 mgkg™ Atropin, 25 mgkg™ Ketamin, 3,5
mgkg™ Xylazinhydrochlorid) und Narkoseeinleitung mit Propofol (5-10 mgkg™ i.v.)
mittels totaler intravendser Anasthesie (TIVA; 17-21 mgkg™*h™ Thiopenton und 5,5-7
ngkg™h™ Fentanyl kontinuierlich i.v.) in Narkose gehalten.

In vorausgehenden Untersuchungen der Arbeitsgruppe [11] erwies sich
sechsprozentige Hydroxyethylstarke 130kDa/0,4 (HES130; Voluven, Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland) als vorteilhaft im Hinblick auf die
CVVH-Biokompatibilitdt und kam daher als kolloidaler Volumenersatz bei allen Tieren
zum Einsatz (12 mlkg™® Bolusinfusion wahrend der Azidamie-/Hypoxamieinduktion,
anschlieBend kontinuierliche Infusion mit einer Rate von 2,3 mlkghh™). Das
Kristalloid:Kolloid-Verhaltnis betrug 4:1 (Jonosteril® wahrend der Instrumentierung;
Katheterspulung, Séureinfusion, Anasthetikainfusion mit NaCl 0,9%).

CVVH und Antikoagulation: Firr die CVVH kam eine AK10®-Maschine zum Einsatz.

Nach initialer Bolusinjektion (60 1U'kg™) wurde unfraktioniertes Heparin, basierend

auf ACT-Werten, kontinuierlich zur systemischen Antikoagulation infundiert. Der
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initiale Sollwert fur die ACT lag bei 150-200 Sek. Der CVVH-Anschluss erfolgte tber
einen 13 F Doppellumenkatheter. Zur forcierten Blut-System-Interaktion wurde die
CVVH zunéchst fiur 3 Stunden im Rezirkulations-Modus (Ruckfihrung des Filtrates
inklusive Mediatoren Uber den vendsen Schenkel ins Tier) betrieben (Details s. PlI).
Im Anschluss erfolgte eine Azidose-Korrekturphase tber zwei weitere Stunden im
offenen Modus (isovolamische Substitution des verworfenen Filtrates mit kristalloider
LAsung) in Kombination mit THAM-Puffergabe (PIII).

Parameter: Untersucht wurden plasmatische Gerinnungstests (aktivierte partielle
Thromboplastinzeit; aPTT, Thrombinzeit; PT), Vollblutgerinnung (aktivierte ,clotting
time®; ACT), Blutzellen (Thrombozyten, Erythrozyten, Leukozyten), Antithrombin III
(ATHI), Fibrinogen, D-Dimere, Thrombin-Antithrombin-Komplexe (TAT) und der
terminale Komplement-Komplex (sC5b-9). Zur Dilutionskorrektur wurden die
Gerinnungsparameter und Zellzahlen der Plasmaproteinkonzentration bzw. dem
Hamatokrit gegentbergestellt (Details s. Pll). Es erfolgte halbstiindlich eine arterielle
Blutgasanalyse. Nach Versuchsende wurden die Hamofilter mit NaCl 0,9% gespult
und nach Aufsdgen die prozentuale Anzahl der verstopften Filterkapillaren
makroskopisch bestimmt (s. P 1l und PIII).

Azidamieprotokoll: Durch die Kombination aus Saureinfusion (0,2 M Milchsaure und

0,2 M Salzsaure in 0,9% NacCl, Infusionsrate von 2,1 mmolkg™h™) und Beatmung
mit niedrigen Tidalvolumina (6-8 mlkg™®) wurde eine gemischt metabolisch-
respiratorische Azidamie induziert und fir eine Dauer von drei Stunden bei einem
arteriellen Ziel-pH-Wert von 7,19-7,24 und einem P,CO, von 80-85 mmHg
aufrechterhalten. Die normoventilierten CVVH Kontrollgruppen (PIl und PIII) mit
physiologischem Saure-Basen-Status erhielten isovolamische Mengen an NaCl 0,9%
statt der Saureinfusion.

Hypoxamieprotokoll: Durch die Kombination geringer Atemfrequenzen und niedriger

Tidalvolumina (6-8 ml'kg™) bei einer inspiratorischen Sauerstoffkonzentration von 0,4
(keine kompensatorische Erhohung der FiO, auf 1,00 wurde neben der
respiratorischen Azidamie zusatzlich eine Hypoxamie erzeugt (P,0, <70 mmHg und
S0, <65 mmHg). Dieses Protokoll reduzierte den Bedarf an Saureinfusion (0,6
mmolkg®™h™®) zum Erreichen des Ziel-pH-Werts (7,19-7,24) im Vergleich zur
normoxamen Azidamiegruppe (PII).

Azidosekorrektur: Die Azidosekorrektur erfolgte durch Kombination aus CVVH und

Gabe von THAM-Puffer. THAM wurde entweder vor oder nach dem Filter (pra-
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/postdilutorisch) wirkungsassoziiert appliziert (Messung des arteriellen pH-Wertes
nach 15 Minuten und Dosisanpassung, s. PIll). Zeitgleich wurden Blut- und
Filtratflussraten im offenen CVVH-Modus schrittweise erhéht (high volume
haemofiltration; HVHF). Es erfolgte ein Austausch von insgesamt 7 Litern mit einer
Filtrationsrate von durchschnittlich 115 mlkg™h™. Die Dosis fiir die konventionelle
THAM iv. Gruppe (2 mmolkg™h?) basierte sowohl auf Angaben aus
Schweinemodellen als auch auf den Angaben aus Fallstudien und Empfehlungen fur
die klinische Anwendung [13-16].

Statistik: Die statistische Auswertung erfolgte mit SigmaStat 3.1s (Systat Software
GmbH, Erkrath, Deutschland). Auf Grund nicht normal verteilter Daten kamen nicht
parametrische Tests zur Anwendung, wobei Unterschiede von p < 0,05 als statistisch

signifikant betrachtet wurden (Details siehe PI-111).

Versuchsablauf

Stopp Saureinfusion
weitarhin reduziere
Tidalvolumina

Stabile Azidamie/Hypoxamie
pH T 19-7 24 P,CO, 80-85 mmHg,

PaOp=70mmHg, %Oz <65 mmHg (6-8 mifka) in PII
. Native Werte ! Start CVVH -Prozedur
Initiale Mormoyventilation ; Antikoagulation Aziqusekurrektur

Start Saureinfusion/

: Hypoxamie-Induktion m|tEHepar|n v H
Pramedikation redumer‘[eﬂdalvolumma; . PESRESRSAREERRRRRERS :
Anasthesie, | wolumen. (08 mika) * | Filtratrezirkulation | offener Modus
Instrumentierung i sypport mit v ¢ forcierte Blut-System- f THAM + CVVH prafpost
VHES13004 & : Interaktion ] THAM v,
. ! i
2h 4h 5h 8h
P Azidamie || Aziddmie/Hypoxamie CVVH-Kontrollgruppe
+ CVVH + CVVH pHT 4
Pl CVVH+THAM || CVVH+THAM || THAMi.v. CVVH-Kontrollgruppe
préfilter posffilter Kontrollgruppe pH7.4

Studiengruppen

Abb. 1: Versuchsablauf und Studiengruppen; CVVH: kontinuierlich veno-vendse Hamofiltration; THAM: Tris-
Hydroxymethylaminomethan; FiO;: inspiratorische Sauerstoffkonzentration; HES130: 6% Hydroxyethylstarke
130/0,4kDa; Nach Bedarf JR et al. Influence of acidaemia and hypoxaemia on CVVH haemocompatibility in a
porcine model. Nephrology Dialysis Transplantation 2010



Ergebnisse

Modelletablierung (P1): Durch Infusion von 0,4 molarer Milchsaure/ Salzsaurelésung,

in Kombination mit reduzierten Beatmungsvolumina, konnte eine gemischte
Azidamie erfolgreich induziert und innerhalb der definierten pH- und P,CO,-Zielwerte
aufrechterhalten werden. Unter dem initialen Versuch, die Azidamie allein mittels
Milchsaureinfusion zu induzieren, zeigten sich stark variable arterielle pH- und
P.CO,-Werte sowie eine unzureichend stabile Aziddmie. Auf Grund kardialer
Unvertraglichkeit grol3erer Sauremengen wurden die Saureboli von anfanglich 7
mlkg™ auf 4,5 ml kg™ reduziert. Zur Vermeidung einer zu starken Absenkung des pH
unter die definierte Grenze (7,19) zeigte sich THAM-Puffer gegentber 8,4%
Natriumbicarbonat Uberlegen. Die verwandte Methodik erlaubte, bei stabiler
Hamodynamik, das Betreiben einer CVHH mit zur Kklinischen Anwendung
vergleichbaren Blutfluss- und Filtrationsraten.

Azidamie/Hypoxamie-CVVH-Interaktion (PII): Im Hinblick auf die Gerinnungsfunktion

konnte die Interaktion einer Azidamie/Hypoxamie mit der CVVH gezeigt werden. Die
Azidamie wies einen gegensétzlichen, sowohl pro- als auch antikoagulatorischen
Einfluss auf das Gerinnungssystem auf. Wahrend sich aktivierende Tendenzen in der

aPTT zeigten, kam es in der PT zu einer deutlichen Gerinnungsverlangerung.

aPTT PT
300 120
" Séaureinfusion
CVVH + Heparin
250 J 110 ﬁ
200 100 CVWH + Hepmm
o . 90
@ 150 | = H H
80 H
100 | muemfuswn
H 70
50 1 I = I O 60
0 T T 50 " . . :
Ausgangs- Stabile CVVH CWVVH Ausgangs- Stabile CVWH CVVH
werte  Azidamie Start 3h werte  Azidamie Start 3h

Il Azidamie + CvwH  [] Azidamie/Hypoximie + CVVH ] CVVH Kontrollgruppe mit pH 7.4

Abb. 2: Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) und Prothrombinzeit (PT) tber die Versuchszeit; CVVH:
kontinuierlich veno-vendse Hamofiltration; * P<0,05 vs. Ausganswerte; # P<0,05 vs. CVVH Start;
Datenprasentation als Median (25% und 75% Perzentile); nach Bedarf J R et al. Influence of acidaemia and
hypoxaemia on CVVH haemocompatibility in a porcine model. Nephrology Dialysis Transplantation 2010
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Bereits bei Erreichen einer stabilen Azidamie und Anschluss des extrakorporalen
Systems zeigten sich Azidamie-assoziierte Plattchenverluste, welche sich tUber die
CVVH-Rezirkulationszeit noch verstarkten. Es gab keinen Anhalt fiir eine suffiziente

Thrombozyten-Rekrutierung Uber die Versuchszeit.

Start CVWH 3 h CVVH Rezirkulation

120

JELE1 a0 P 4]
BN

40

% des Ausgangswertes

. l Azidamie + CWVVH
[] | Thrombozyten 7}t Hamatokrit Azidamie/Hypoxamie + CVVH
L] l___: CVVH Kontrollgruppe mitpH 7 4

Abb. 3: Thromobozytenzahlen beim CVVH Start und nach 3 Stunden im Rezirkulationsmodus; Zur
Dilutionskorrektur wurden die Thrombozyten dem Hamatokrit als passivem Parameter gegeniibergestellt (Details
siehe PIl); CVVH: kontinuierlich veno-vendse Hamofiltration; * P<0,05 vs. Hamatokrit; # P<0,05 vs.
Studiengruppe; Datenprdsentation als Median (25% und 75% Perzentile); nach Bedarf J R et al. Influence of
acidaemia and hypoxaemia on CVVH haemocompatibility in a porcine model. Nephrology Dialysis
Transplantation. 2010; 25(9):2960-9.

Gegenuber der physiologischen pH-Homdostase kam es durch die Azidamie zudem
zu signifikanten Fibrinogenverlusten. Auch diese intensivierten sich tber die CVVH
Versuchszeit. Die Aktivierungsmarker (D-Dimere, TAT-Komplexe und der terminale
Komplement-Komplex) waren gegenldber einer physiologischen Saure-Base-

Homdostase mit einem pH von 7,4 erhoht (s. PII).

10 - Fur die Filterfunktion (Blutflussraten und

transmembrandren Druck; Daten nicht

“ veroffentlicht) konnten keine Unterschiede

10 festgestellt werden. In der abschliel3enden

] Filteruntersuchung zeichnete sich jedoch

Y% verstopfter Filterkapillaren

bereits eine Azidamie assoziierte hohere

B Azidimie + CVVH
O Azidamie/Hypoxamie + CVVH
] cvVH Kontrollgruppe mit pH 7,4

Anzahl verstopfter Filterkapillaren ab.

Abb. 4: Anteil verstopfter Filterkapillaren nach 3 Stunden
CVVH im Rezirkulations-Modus. Datenprasentation als Median (25% und 75% Perzentile); CVVH: kontinuierlich
veno-vendse Hamofiltration; Nach Bedarf JR et al. Influence of acidaemia and hypoxaemia on CVVH
haemocompatibility in a porcine model. Nephrology Dialysis Transplantation 2010
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Azidamie-Korrektur (PII): Die préadilutorische Applikation von THAM bedeutet eine

Blutpufferung mit Abfiltration der Substanz bereits in der ersten Filterpassage. Da
somit nicht die komplette Menge an Substanz in das Gefal3system gelangt, wurde
eine deutlich héhere Dosierung gewahlt und toleriert als klinisch Gblich, bzw. bisher in
der Literatur beschrieben. Eine Dosis von 8 mmol'kg™h™ ermdglichte eine rasche
Azidosekorrektur mit signifikanter Reduktion des P,CO, und Anhebung des pH-
Wertes auf das Ausgangsniveau unter Beibehaltung der lungenprotektiven
Tidalvolumina. Mit THAM i.v. 2 mmolkg™h™ konnte dies nicht erreicht werden.

Die postdilutorische Applikation von THAM war gegeniber einer pradilutorischen
Gabe mit einem erhdhten pulmonalkapillaren Verschlussdruck sowie der Entwicklung
eines pulmonalen Odems unterlegen (s. PIlI).

Die pradilutorische Gabe fiuhrte zu glnstigeren Blutfluss- und Filtrationsraten
(maximaler Blutfluss Qb und Verhaltnis von Qb/Pv), welche einer HVHF-Leistung
unter physiologischen Séure-Base-Bedingungen gleichkamen. Die pH-Korrektur des
azidamischen Blutes vor dem Filter fihrte zudem zu einer signifikant geringeren

Anzahl verstopfter Filterkapillaren.

c 60 500 "
— i o
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Aziddmie 1hTHAM Azidamie-
HVHF Start + HVHF  korrektur
mm THAM+ HVHF postdilutional

1 THAM+ HVHF prédilutional
1 HVHF Kontrollgruppe

Abb. 5: Anzahl verstopfter Filterkapillaren, maximaler Blutfluss Qb und Verhéltnis Qb/Pv (Pv: vendser
Systemdruck); Datenprasentation als Median (25% und 75% Perzentile); HVHF: high volume hemofiltration;

* P<0,05 vs. Studiengruppen; nach Russ M. et al. Experimental high volume hemofiltration with predilutional Tris-
Hydroxymethylaminomethane for correction of low tidal volume-induced acidosis. Artificial Organs 2011
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Diskussion

Die Interaktion verschiedener Therapiebausteine, wie Beatmungsstrategie und
tolerierter Azidose, Azidose und CVVH, CVVH unter Systemnutzung zum Azidose-
Ausgleich, sowie dadurch veranderte Biokompatibilitatsreaktionen, sind bislang nur
unzureichend untersucht. Eine unmittelbare Evaluation des Einzeleinflusses im
kritisch Kranken ist jedoch wegen der Komplexitdt der zugrundeliegenden
Erkrankungen oft nicht mdglich. Tierversuche, die Krankheitsmodelle involvieren,
fuhren automatisch zu einer vergleichbaren Komplexitat wie die Kliniksituation. Auch
bei Krankheitsmodellen ist daher eine exakte Zuordnung atiologischer Faktoren nicht
mdglich. Vice versa bleibt die direkte Ubertragbarkeit aus dem gesunden Tiermodell
ohne Organversagen auf die Kliniksituation eingeschrankt. Auf Grund der Interaktion
pro- und anti-inflammatorischer  Mediatoren mit den Effektoren des
Gerinnungssystems [6, 7, 17] wilrde ein auf Sepsis/Endotoxin basierendes
Tiermodell die Beurteilung des alleinigen Azidamie-Einflusses auf die
Gerinnungsfunktion erschweren. Dartber hinaus wirde die zusatzliche Elimination
entsprechender kleinmolekularer Mediatoren [18, 19] Uber das extrakorporale
System den Effekt des Azidose-Ausgleichs im Hinblick auf die Gerinnungsfunktion
verfalschen.

Tiermodell: Die Wahl des hier vorgestellten Tiermodells (junge Schweine von
ausreichender Grof3e und Gewicht) ist entscheidend, um eine CVVH mit klinisch
vergleichbaren Blutfluss- und Filtrationsraten unter Aufrechterhaltung einer
Azidamie/Hypoxamie betreiben zu konnen. In Kleintiermodellen ([18] Ratten)
konnten keine vergleichbaren Ergebnisse erzielt werden. Um eine kardiale
Dekompensation der Tiere bei der Azidamie/Hypoxamieinduktion zu verhindern,
wurde ein pH-Zielbereich definiert und (zugunsten einer standardisierten
Saureinfusion und Beatmung mit niedrigen Tidalvolumina) mittels kleiner Dosen
THAM-Puffer konstant gehalten. Eine stufenweise Infusion der Sduremenge hatte
gof. einen Pufferverzicht bei der Azidamieinduktion ermoglichen kdénnen [20].
Dieses Vorgehen hatte allerdings auch die Intensitat der ,Pathophysiologie
Azidamie® reduziert. Durch den zeitlich begrenzten Rahmen solch experimenteller
Untersuchungen/Protokolle waren so gegebenenfalls weniger damit assoziierte
Aspekte im Kontext der Hamokompatibilitat mit einbeziehbar.

Bei der Infusion von Saure gilt es, eine zu hohe Molaritat zur Vorbeugung einer

ausgepragten Hamolyse zu vermeiden. Auf der anderen Seite darf die insgesamt
13



bendtigte Menge an Saureaquivalenten zum Erreichen des angestrebten pH-Wertes
nicht zu einer Volumenuberladung mit resultierender Dilutionskoagulopathie durch zu
niedrig verwendete Molaritaten fuhren.

Die Kombination aus Michsaure/Salzsaure-Infusion ermoglichte eine stabile
Hamodynamik, welche fir den Einsatz eines extrakorporalen Systems, wie der
CVVH, mit konstanter Filtrationsleistung entscheidend ist [21]. Zudem konnte durch
das Sauregemisch eine Hamolyse, welche unter alleiniger Verwendung von
Salzsaure rasch auftritt und die Beurteilung der Hamokompatibilitéats-Reaktionen
stéren wirde, verhindert werden. Im Hinblick auf das Zusammenspiel von
Erythrozyten und Thrombozyten fir eine suffiziente Gerinnungsfunktion [22] wirde
eine methodisch bedingte Hamolyse nicht nur die Rheologie im Filter direkt sondern
auch die systemische Gerinnungsfunktion im Organismus beeinflussen.

Die alleinige Verwendung von Milchsaure zur Azidamieinduktion zeigte sich zwar in
vorausgegangenen Arbeiten an Neonaten erfolgreich [23]. In L&aufer-Schweinen
entsprechend der von uns gewahlten GroRe und Gewicht konnten auf Grund hoher
Metabolisierungskapazitaten der Tiere fur Michsaure/Laktat (und konsekutiver
Regeneration der endogenen  Bikarbonatreserven) keine  ausreichend
stabilen/konstanten pH Zielwertbereiche eingestellt werden. Daher wurde in den
weiterfihrenden Untersuchungen die Kombination aus Saureinfusion und niedrigen
Beatmungsvolumina zur Azidamieinduktion gewahlt, welche dartber hinaus ein mit
der Klinik vergleichbares Bild einer multifaktoriellen Azidamie (lungenprotektive
Beatmung, Infusion hyperchlordamischer Lésungen, gestorte Makro- und
Mikrohamodynamik [24, 25]) wiederspiegelt.

Extrakorporale Systeme und Gerinnungssystem: Bis heute ist es nicht gelungen in

der Ursachenforschung fir ein frihes Filterversagen zu einem abschlielRenden
Ergebnis zu kommen [3]. Als Hauptproblem in der Anwendung extrakorporaler
Systeme steht eine durch die kunstlichen Oberflachen aktivierte Gerinnung mit
thrombotischen Komplikationen und Filterclotting einem erhdhten Blutungsrisiko,
welches durch haufig notwendige Antikoagulationsregime noch verstarkt wird,
gegenuber.

Die wesentliche Grundlage fur einen normalen Gerinnungsprozess stellt eine
ausgeglichene Balance zwischen pro- und antikoagulatorischen Mechanismen dar.
Hier ist die ungestorte Interaktion zwischen Thrombozyten, plasmatischen
Gerinnungsfaktoren und GefalRendothel von entscheidender Bedeutung [26].
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Der Kontakt des Blutes und seiner zellularen Bestandteile mit nicht-biologischem
Material extrakorporaler Systeme resultiert in einer komplexen pro-koagulatorischen
(u. a. Bildung von Proteinlayern mit vVWF und Fibrinogen mit konsekutiver
Thrombozytenadhésion und —aktivierung) und -inflammatorischen (Mediatorrelease,
Komplementaktivierung) Reaktion, welche eine Vielzahl interagierender Elemente
einschliel3t [27, 28].

Alternative Antikoagulationskonzepte zum Heparin (beispielsweise mit lokaler Citrat-
applikation) konnten die Problematik von Filterclotting einerseits und
Blutungskomplikationen andererseits bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht I6sen [4, 29,
30]. Auf der anderen Seite hat sich die Anwendung extrakorporaler Systeme in
Patienten mit hohem Blutungsrisiko auch ohne (systemische) Antikoagulation als
moglich [31, 32] erwiesen. Dies weist darauf hin, dass weitere ggf. dominantere
Einflussfaktoren der Gerinnungsaktivierung/-verschlechterung als alleinig kinstliche
Oberflachen, unphysiologische Strémungsbedingungen oder mechanische Belastung
der zellularen Bestandteile des Blutes vorliegen und Schlisselerkenntnisse und
Optionen fur verbesserte Regime in sich bergen.

Im Kontext eines zum heutigen Zeitpunkt besseren Verstandnisses des
Gerinnungsprozesses [26, 33] (weg von einer funktionellen Trennung in
extrinsisches/intrinsisches System) und seiner komplexen Interaktionen mit anderen
Korpersystemen (inflammatorisches System, Komplementsystem, Endothel,
Erythrozyten, Leukozyten) riicken weitere wichtige Variablen in den Vordergrund
bzw. weitet sich das Spektrum der maoglichen Einflussnahme auf diesen aus. So
zeichnet sich nach vorliegenden und weiteren Untersuchungen der Arbeitsgruppe
[11, 12, 34] der Stellenwert einer optimierten Begleittherapie im Kontext der
Anwendung extrakorporaler Therapieformen wie der CVVH als eine mdgliche
Stellschraube ab.

Azidamie-Einfluss: Aus unterschiedlichen Untersuchungen ist bekannt, dass eine

Azidamie viele Bestandteile des Gerinnungssystems stéren kann (Faktoren- und
Plattchenverlust, veranderte Thrombingenerations-Kinetik [8, 20]; veranderte Ca®*-
Bindungsaffinitat [35]; pH-Optimum der Gerinnungsproteasen [36]).

In Ubereinstimmung mit anderen Studien im Schweinemodell [8, 20], kam es in
unseren Untersuchungen zu Azidamie-bedingten Fibrinogen- und Plattchenverlusten.
Diese scheinen unter der CVVH-Prozedur additiv verstarkt zu werden. Hier ist durch

das Zusammenspiel einer erhdhten mechanischen Belastung, Scherstress sowie
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einer veranderten Rheologie in der Filterkapillare/im kinstlichen System eine
Aggravierung des Azidamie-Einflusses denkbar. In anderen Studien zeigten sich
neben Thrombozyten-Verlusten auch Dysfunktionen durch den Einsatz
extrakorporaler Systeme [37]. In Synergie mit Fibrinogenverlusten, verkirzter aPTT
und erhdhten Aktivierungsmarkern kann der unter CVVH und Azidamie verstarkte
Thrombozytenverlust jedoch auch auf einen zusatzlich erhdhten Verbrauch
hinweisen. Weitere Untersuchungen mit Gerinnungsfunktionstests, die den gesamten
Gerinnungsprozess adaquater abbilden (beispielsweise TEG-Analysen), kénnten hier
bezuglich Plattchen-Dysfunktion und -Aktivierung aufschlussreich sein.

In einer aktuell publizierten prospektiven Klinikstudie [38] zeigten sich
interessanterweise Azidamie-assoziiert langere Filterlaufzeiten. Gegebenenfalls
Uberlagern hier die antikoagulatorischen Einflisse/assoziierte Koagulopathien der
zugrunde liegenden Pathophysiologien aufgrund einer anhaltend azidamischen
Situation den teilweise aktivierenden Azidamie-Effekt, welcher in unseren
Untersuchungen ersichtlich wurde.

Permissive Hyperkapnie/ tolerierte Azidamie: Die experimentellen und klinischen

Daten zum Einfluss einer permissiven Hyperkapnie/Azidamie auf die Immunfunktion
sind nicht eindeutig [39, 40]. Ist die Hyperkapnie moderat, scheint sie tber anti-
inflammatorische Effekte einen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf und das
damit assoziierte Uberleben im Patienten mit ALI/ARDS zu haben [41, 42].

Auf der Grundlage anderer Daten bestehen jedoch auch Zweifel bezuglich eines
therapeutischen Vorteils einer tolerierten Azidamie, insbesondere beim septischen
Lungenversagen (haufigerer Einsatz von Nierenersatztherapie notwendig [40, 43];
Veréanderung der  chemotaktischen und bakteriziden  Aktivitat  von
Neutrophilen/Makrophagen [44-46]). Bisherige Studien zur Interaktion von
Gerinnungsfunktion und Immunfunktion liefern nachhaltige Evidenz zur Schlusselrolle
des Gerinnungssystems, z. B. in der Pathogenese des Sepsis induzierten ARDS [47,
48]. Pneumozyten und Endothelzellen, welche durch zahlreiche Stimuli, u. a.
Azidamie/Hypoxamie, zu pro-koagulatorischen Oberflachen aktiviert werden kénnen,
sind aktiv an der Regulation der Gerinnung beteiligt.t So stellt die
Gerinnungsaktivierung mit Generation von Thrombin und Fibrin nicht nur lokal
pulmonal, sondern auch systemisch, einen pro-inflammatorischen Zustand dar, der
die Gesamtsituation im kritisch Kranken weiter moduliert. Gerade vor dem
Hintergrund des noch nicht hinreichend geklarten Einflusses permissiver
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Hyperkapnie/tolerierter Azidamie auf Immunfunktion und Gerinnungssystem rtckt der
Faktor Azidamie als mdglicher Trigger fur Gerinnungsstorungen weiter in den
Vordergrund.

Azidamiekorrektur und Filterclogging: In vorherigen Studien der Arbeitsgruppe zeigte

sich ,Filterclogging“ durch eine gesteigerte Zellaggregationsneigung sowie eine
durch zu geringe Blutflussraten (im Verhaltnis zu Kapillaranzahl und Lange) bedingte
Stase in den Filterkapillaren als wesentliche Ursache bei der Filterblockade. Hierbei
steht weniger eine a priori aktivierte Gerinnungsfunktion als Ursache im Vordergrund.
Die Gerinnungsaktivierung ist ebenso Folge der niedrigen Blutflussraten bei
gleichzeitig hohen vendsen Systemdriicken in Kombination mit einer durch niedrigen
Hamatokrit und erniedrigten Albumin:Globulin-Quotienten veranderten
Hamorheologie im Filter [49]. In der vorliegenden Arbeit wies die Azidosekorrektur
mittels pradilutorischer THAM-Gabe neben einer besseren Hamorheologie bei
gunstigen Blutflussraten auch eine signifikant geringere Anzahl verstopfter
Filterkapillaren auf. Dabei senkte die Préfilter-Applikation von THAM-Puffer
voraussichtlich die Zellaggregationsneigung unter Azidamie. Verbesserte
Stromungsbedingungen und geeignete Blutflussraten reduzierten damit das Filter-
Clogging, wodurch die geringere Anzahl verstopfter Kapillaren erklart wirde. In Folge
kann eine verminderte Gerinnungsaktivierung angenommen werden.

Ob die alleinige Korrektur des pH-Wertes durch Puffergabe die Azidamieeffekte auf
das Gerinnungssystem vollstandig reversibel macht, bleibt unklar. Aus anderen
Untersuchungen ist bekannt, dass eine komplette Restitution durch alleiniges Puffern
nicht moglich ist [20, 50]. Zudem scheinen die verschiedenen Effektoren des
Gerinnungssystems nicht einheitlich zu reagieren [20]. Interessanterweise bleibt die
Gerinnungsstorung unabhangig von der Wahl des Puffers (THAM, Bikarbonat) zum
Azidose-Ausgleich bestehen [16, 20].

THAM-Puffer + CVVH vs. ECMO: Pufferstrategien auf Bikarbonatbasis sind im

Kontext einer lungenprotektiven Beatmung nachteilig, da sie Uber eine Erhéhung der
CO,-Level zu einer Verstarkung der permissiven Hyperkapnie/Azidamie beitragen
kénnen [44, 51]. Gegenuber Bikarbonat ermdglicht die Gabe von THAM-Puffer [14]
eine Azidamiekorrektur welche CO,/Ventilations-unabhangig bleibt.

Nach seiner Protonierung (R-NH, + H* = R-NH3") wird das Substrat glomerular
filtriert und renal ausgeschieden oder Uber ein ggf. schon vorhandenes Nierenersatz-
Verfahren (RRT) im Intensivpatienten CO,-unabh&ngig eliminiert.
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Die Kombination aus THAM und CVVH bzw. einem RRT-Verfahren zur
Azidosekorrektur bietet den Vorteil, dass eine lungenprotektive Beatmungsstrategie
parallel zur CO,-Elimination weiter gefuhrt werden kann. Dies ist insbesondere in
einem Patientengut von Bedeutung, welches auf eine straffe CO»-Kontrolle
angewiesen ist, z. B. beim schweren SHT mit ALI/ARDS in Folge [52].
RRT-Verfahren finden in einer groRen Subgruppe von Intensivpatienten Anwendung,
so dass die Mdglichkeit zur CO,-Elimination tGber dieses System den Einsatz weiterer
invasiver Prozeduren und deren Risiken/Komplikationen vermeiden kodnnte. So
bendtigen extrakorporale Membranoxygenatoren zur suffizienten CO,-Elimination
hohe Flussraten, welche mit Pumpen aufrechterhalten werden. Dies beeinflusst
wiederum Rheologie und Gerinnungssystem (Hamolysegefahr, mechanischer Stress
fur Thrombozyten und Erythrozyten, kunstliche Oberflachen s. 0.). Der Einsatz
pumpenloser, sog. Low-flow-Systeme (p-ECLA) [53, 54] bietet bezlglich der
Rheologie sowie durch reduzierten Kontakt mit kudnstlichen Oberflachen bei
adaquater Hamokompatibilitdit [55] mdglicherweise einen Vorteil gegenuber
konventionellen Systemen zur extrakorporalen Membranoxygenierung (ECMO).
Jedoch bleiben die durch Heparin beschichtete Membranen und Kanilen bedingten
intrinsischen Einflisse auf das Gerinnungssystem weiterhin bestehen. Zudem
bendtigen pumpenlose  arterio-vents gefiihrte extrakorporale Verfahren eine
ausreichend stabile Hamodynamik. Eine Beatmungs-bedingte permissive
Hyperkapnie/Azidamie kann jedoch durch eine reduzierte kardiale Kontraktilitat sowie
eine reduzierte Sensitivitat fur Katecholamine die Hamodynamik verschlechtern [13,
56] und den Einsatz eines arterio-vents gefuhrten CO,-Eliminations-Systems genau
dann erschweren, wenn die vorangeschrittene Pathophysiologie den Einsatz
begrindet. Auch hier kann der Gebrauch von THAM-Puffer durch einen giinstigen
hamodynamischen Einfluss [13] vorteilhaft sein.

Uramie vs. Aziddmie: Interessanterweise weisen die Ergebnisse der

Gerinnungssituation unter Azidamie Ahnlichkeiten mit der im uramischen Patienten
auf [57, 58]. Uramie, welche vornehmlich bei fortgeschrittener Nierenfunktionsstérung
auftritt, ist oft mit einer Azidose assoziiert.

Unter klinischen Umsténden ist der Einfluss der Urdmie von einem moglichen
Azidamie-Einfluss, als ,Hintergrund-Trigger® fur Gerinnungsstdrungen, jedoch nicht
abgrenzbar. Die Elimination uramischer Toxine durch Nierenersatzverfahren kann die

Gerinnungsfunktion nur partiell korrigieren [58]. Da S&ure-Base-Stérungen unter
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und/oder zwischen den Therapiesitzungen ggf. weiter bestehen bleiben [59-61],
konnte dies einen weiteren Hinweis auf einen bisher unterschatzten Azidamie-

Einfluss auf die Gerinnungsfunktion geben.

Zusammenfassung

Die Aufrechterhaltung einer mehrstiuindigen, standardisierten Azidamie konnte durch
Kombination aus kontinuierlicher Infusion eines 0,4 molaren Milchséure-
Salzsauregemisches und paralleler Beatmung mit low tidal volume Ventilation in
Schweinen von 40 kg Korpergewicht erfolgreich etabliert werden. Gleichzeitig war
der Einsatz einer kommerziell erhaltlichen Hamofiltrationsmaschine mit Klinisch
vergleichbaren Blutfluss- und Filtrationsraten mdglich. Es konnte gezeigt werden,
dass verschiedene Therapiebausteine, wie eine lungenprotektive
Beatmungsstrategie unter permissiver Hyperkapnie und Azidosetoleranz, mit der
Biokompatibilitats-Reaktion auf eine CVVH miteinander interagieren. Die
Systemnutzung einer CVVH kombiniert mit Puffergabe zum Azidoseausgleich, flhrte
zur Modulation des Gerinnungssystems und verdnderte dadurch die
Biokompatibilitatsreaktionen.

Integrativer Forschungsansatz zur Optimierung von Therapieleistung und
Hamokompatibilitat eines Organersatzverfahrens, wie der CVVH, bleibt es, frihes
Filterversagen zu verhindern sowie therapielimitierende Blutungskomplikationen zu
reduzieren. Die  Wiederherstellung einer  annahernd physiologischen
Gerinnungsfunktion stellt hier einen zentralen Punkt dar. Unter dem Aspekt eines
maoglichst guten Nutzen-Risiko-Verhéltnisses fur den Intensivpatienten und als
Reslmee der vorliegenden Arbeit ware es winschenswert, den Einfluss einzelner
Therapie-Variablen aufeinander, im Sinne einer verbesserten ,Begleittherapie®, unter
dem Einsatz kontinuierlicher Nierenersatzverfahren zukinftig systematisch zu

evaluieren.
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