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1. Einleitung

Die Bestimmung des Blutvolumens, Plasmavolumens sowie des
Erythrozytenvolumens als BasisgréRe des Kreislaufs ist im klinischen Alltag
insbesondere bei der Behandlung kritisch kranker Patienten auf der Intensivstation
und wahrend Operationen von erheblicher Bedeutung. Daher ist das Ziel zahlreicher
Untersuchungen, Substanzen und Methoden zu entwickeln, die das zirkulierende
Blutvolumen mit geringen Nebenwirkungen, ausreichender Genauigkeit, schneller
Wiederholbarkeit und Durchfihrbarkeit sowie geringem personellen Aufwand
messen. Bislang fand allerdings keine Methode weite Akzeptanz im klinischen Alltag,
so dass der Fillungszustand des Kreislaufs indirekt durch einfach bestimmbare
MessgroRen wie den arterielle Blutdruck, den zentrale Venendruck, das
Herzzeitvolumen, den pulmonalarteriellen Verschlussdruck, den Hamatokrit und die
Diurese abgeschéatzt wird. Diese Parameter werden jedoch nicht nur vom
Fullungszustand des Kreislaufs beeinflusst, sondern unter anderem maldgeblich von
intrathorakalen Druckverhaltnissen, der Herzfunktion, Compliance der Venen und der
Kérperposition verandert und sind daher nur sehr grob als Mal} fir das tatsachliche
Blutvolumen geeignet. Ziel dieser Arbeit ist es daher, unterschiedliche Methoden, die
in der Klinik zur Blutvolumenbestimmung verwandt werden, miteinander zu

vergleichen.

1.1 Kompartimentierung der Gesamtkoérperfliissigkeit

Die Gesamtkoérperflissigkeit ist in verschiedene Kompartimente unterteilt. Man
unterscheidet den Intrazelluldrraum (IZR) und den Extrazellularraum (EZR). Der IZR
beinhaltet die Summe aller intrazelluldaren Einzelkompartimente der gesamten
menschlichen Kdrperzellen. Der EZR untergliedert sich in den interstitiellen Raum,

das Blutplasma als Teil des Blutvolumens und die transzellulare Flussigkeit (Abb.1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der einzelnen Fliissigkeitskompartimente. BV =

Blutvolumen, EV = Erythrozytenvolumen, EZR = Extrazelluldrraum, GKF = Gesamtkdrperflissigkeit,
IZR = Intrazelluldrraum, PV = Plasmavolumen, TZV = Transzelluldre Flissigkeit (modifiziert nach
Schmidt, Thews®).

Das Blutvolumen (BV) setzt sich aus dem Plasmavolumen (PV) und den
intravaskularen, korpuskuldren Bestandteilen zusammen. Hierbei reprasentiert der
Hamatokrit (HKT) das prozentuale Verhéltnis von korpuskuldren Bestandteilen am
gesamten Blutvolumen. Das BV entspricht ungefahr 7% des Gesamtkorpergewichts
und wird u.a. vom Alter, dem Gewicht, der Kérpergrof3e, dem Geschlecht und dem
Trainingszustand beeinflusst. Darlber hinaus besteht eine enge Korrelation
zwischen der Koérperoberfliche und dem Blutvolumen®’. Auf dieser Basis wurden

Blutvolumenreferenzwerte fir Manner und Frauen erstellt (Abb.2).
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Blutvolumen mit Erythrozytenmarkierungsmethoden bei Mdnnern

8000

6000 1

4000 1

2000 1

12 13 14 15 16 17 18 19 2 21 22 23 24
SA (DuBois),m?

Blutvolumen mit Erythrozytenmarkierungsmethoden bei Frauen
8000 1

6000 1 /

4000 1

2000

12 13 14 15 16 17 18 19 2 21 22 23 24
SA (DuBois),m?

Abbildung 2: Normogramm des Blutvolumens

Zusammenhang zwischen der Korperoberflache (SA) nach DuBois und dem zirkulierendem

Blutvolumen bei Mannern und Frauen modifiziert nach Lauermann?’.



1.2 Blutvolumenregulation

Die Regulation des Blutvolumens hangt von einer Vielzahl verschiedener Faktoren
ab, wobei die Grofle des Blutvolumens dabei allem Anschein nach ausgesprochen

konstant ist.

1.21 Kurzfristige Regulationsmechanismen

Volumenédnderungen werden Uber Dehnungsrezeptoren in den Vorhéfen detektiert.
Uber zentralnervale Verschaltungen bewirken die Impulsénderungen der einzelnen
Rezeptoren eine Aktivierung von Sympathikus oder Parasympathikus. Die arteriellen
Pressorezeptoren und kardialen Dehnungsrezeptoren beeinflussen indirekt das
Blutvolumen. Die durch Pressorezeptoren vermittelten vasomotorischen Reaktionen
fuhren im Kapillarbett zu Anderungen der kapilléren Filtration und bewirken dadurch
Volumenverschiebungen zwischen dem interstitiellen und dem intravasalen Raum.
Die Dehnungsrezeptoren beeinflussen Uber die Vasodilatation bzw. Vasokonstriktion
der Nierengefadl3e die renale Flussigkeitsausscheidung und haben somit auch

langfristig einen Einfluss auf das Blutvolumen.

1.2.2 Langfristige Regulationsmechanismen

Die langfristigen Regulationsmechanismen des Kreislaufs beruhen in erster Linie auf

der Modulation des Blutvolumens und werden durch humorale und renale Faktoren
vermittelt (Abb.3).
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Abbildung 3: Einflussgrofen auf das Blutvolumen

Wesentliche Einflussfaktoren auf das Blutvolumen sind das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
(RAAS), das Antidiuretische Hormon (ADH), die natriuretischen Peptide (ANP: atriales natriuretisches
Peptid; BNP: Brain natriuretisches Peptid; CNP: natriuretisches Peptid vom C-Typ), Erythropoietin, die

Dehnungs- und Pressorezeptoren, die Nierenfunktion sowie die Einfuhr und Ausfuhr von Flissigkeit.

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Das RAAS ist ein wichtiges System zur Volumenregulation. Bei renaler
Minderperfusion, Abnahme des Natriumbestandes im Kérper sowie durch direkte
sympathische Stimulation Uber B-adrenerge Zellen oder indirekt Uber a-adrenerg
vermittelte Vasokonstriktion der Nierengefal3e kommt es zur Ausschittung von Renin
aus den juxtraglomeruldren Zellen der Nieren. Renin wirkt als Protease und spaltet
von Angiotensinogen, welches in der Leber gebildet wird, Angiotensin | (AT-I) ab.
Dieses ist zunachst biologisch inaktiv und wird unter Einwirkung vom Angiotensin-
Converting-Enzyme zu Angiotensin Il (AT-Il) umgesetzt. Uber eine stark
vasokonstriktorische Wirkung des AT-Il, insbesondere an den Arteriolen, steigt der
periphere Widerstand. Die Tonuserhéhung im vendsen System bewirkt eine

Umverteilung des zirkulierenden Blutvolumens. Des Weiteren férdert AT-Il die



Aldosteroninkretion aus der Nebennierenrinde. Aldosteron fuhrt in den Nieren zu
einer Natrium- und Wasserretention und Uber diesen Mechanismus zu einer
systemischen Volumenzunahme. Zuséatzlich steigert AT-ll den zentralen
Sympathotonus und férdert in der Peripherie die synaptische Ubertragung des

Sympathikus. AuRerdem wird die Adiuretin-Ausschittung beginstigt.

Adiuretin (ADH)

Adiuretin wird in makrozelluldaren Neuronen des vorderen Hypothalamus gebildet und
in Granula der Neurohypophyse gespeichert. Die Freisetzung von ADH wird in erster
Linie durch Stimulation hypothalamischer Osmorezeptoren sowie durch arterielle und
kardiale Barorezeptoren gesteuert. Weitere Stimuli zur ADH-Ausschittung sind unter
anderem Gefaldverletzungen, Erbrechen, Schmerz, Stress, Kalte und Medikamente.
ADH steigert die Permeabilitdt fur Wasser an den distalen Tubuli und den
Sammelrohren der Nieren. Durch die gesteigerte Wasserretention kommt es zur
systemischen Volumenzunahme. Zusatzlich steigert ADH Uber eine Vasokonstriktion

der Arteriolen den peripheren Widerstand.

Natriuretische Peptide

Das atriale natriuretische Peptid (ANP) bildet zusammen mit dem brain natriuretic
peptid (BNP) und dem c-typ natriuretic peptid (CNP) die Gruppe der natriuretischen
Hormone. ANP und BNP werden vor allem in den Myozyten der Vorhéfe synthetisiert
und sind an der Langzeitregulation des Wasser— und Salzhaushaltes und damit an
der Regulation des Blutvolumens und des Blutdrucks beteiligt. Eine verstarkte
Vorhofdehnung, Sympathikusstimulation Gber Beta-Rezeptoren sowie Angiotensin I

stellen einen adaquaten Reiz fur die Ausschittung von ANP und BNP dar. An den
Nieren bewirken ANP und BNP eine Erhéhung der glomeruléren Filtrationsrate sowie
eine Steigerung der Natriumausscheidung. Die Reninfreisetzung und somit die
Aktivitdt des RAAS werden gesenkt. Zusétzlich hemmt ANP direkt die Aldosteron-

ausschuttung aus der Nebennierenrinde.
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1.3 Bestimmung des Blutvolumens

Im Laufe des letzten Jahrhunderts wurden unterschiedliche Methoden zur
Blutvolumenbestimmung entwickelt. Das Grundprinzip dieser verschiedenen
Messverfahren stellt die Indikatorverdiinnung dar. Hierbei wird das Blutvolumen als
das Verteilungsvolumen einer bekannten Indikatormenge in einem unbekannten
Raumvolumen nach dem Massenerhaltungsgesetz®'4%>?® pestimmt. Dabei werden
Indikatoren eingesetzt, die sich nach Md&glichkeit ausschliellich im Intravasalraum
verteilen und diesen nicht verlassen. So kénnen entsprechend der
physikochemischen Eigenschaften dieser Indikatoren unterschiedliche
Verteilungsraume wie z.B.: das Plasmavolumen oder das Erythrozytenvolumen

erfasst werden.

Bei der Bestimmung des Plasmavolumens wird die Verteilung von Plasmaproteinen,
im wesentlichen Albumin, erfasst. Zur Markierung des Albumins werden Farbstoffe
(Evans Blau'"'2 1CG*>""%?), radioaktive Indikatorisotope ('?°I-Albumin,

¥1_Albumin'?'*'8) sowie fluoreszierende Farbstoffe verwendet.

Zur Bestimmung des Erythrozytenvolumens sind ebenfalls verschiedene Methoden
geeignet. Hierzu zahlen die Markierung von Erythrozyten mit radioaktiven
Substanzen (**P, °'cr, *™Tc¢, "'In, "MIn') mit fluoreszierenden Indikatoren

26,28)

(Fluorescein-Natrium und Kohlenstoffmonoxid*®.

1.3.1 Bestimmung des Plasmavolumens mit Evans Blau (EB)

Der Farbstoff Evans Blau, auch T-1824 genannt, wurde bereits in den 30er Jahren
von Gibson und Evans' sowie von Gregersen et al'® zur Bestimmung des
Plasmavolumens eingeflihrt. Der Einsatz dieses Indikators zur Plasmavolumen-
bestimmung ist eine allgemein anerkannte Methode und dient in vielen

Untersuchungen als Referenzmethode.

Nach Injektion von EB binden freie Farbstoffanionen an Serumalbumine'®>". Durch

die Bindung an Serumalbumine entspricht der Verteilungsraum von EB dem
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Plasmavolumen. Die Halbwertzeit von EB betragt 330 Minuten. Dies kommt einer
Eliminationsrate von 13%/Stunde gleich®’. Hieraus ergibt sich, dass EB zu den
Farbstoffen mit langer Halbwertzeit zahlt und wiederholte Volumenbestimmungen
innerhalb kurzer Zeitintervalle auf Grund von Akkumulation des Farbstoffes im Kérper
nicht moéglich sind. Nach Injektion und ausreichender Durchmischungszeit des
Farbstoffs im Organismus werden Blutproben enthommen und die plasmatische
Evans Blau Konzentration photometrisch bei einer Wellenldnge von 610 nm gegen
eine zuvor entnommene Leerprobe gemessen. Es ist zu beachten, dass
Plasmaverunreinigungen, wie trube Fettkomplexe und H&amoglobin, die

photometrische Absorption von EB beeinflussen'".

13.2 Bestimmung des Erythrozytenvolumens mit fluoreszierenden

Farbstoffen

Fluoreszierende Farbstoffe werden schon seit Anfang des letzten Jahrhunderts in der
Ophthalmologie zur Fluoreszenzangiographie der Retina eingesetzt. Fur die
Blutvolumenbestimmung mittels fluoreszierender Farbstoffe setzten Hansen et al
erstmalig Fluoresceinisothiocyanat (FITC) im Tierversuch ein. Diese Substanz ist fir
Untersuchungen im Menschen nicht zugelassen, daher wird alternativ zu BV-
Bestimmung Fluorescein-Natrium in der Humanmedizin eingesetzt.

Fluorescein-Natrium ist ein leicht I6sliches Alkalisalz. In wassriger Losung hat es eine
gelbrétliche Farbe und weist eine intensive Fluoreszenz auf. Angaben Uber
Verteilung und Bindungsverhalten von Fluorescein-Natrium nach Injektion sind noch
nicht vollstdndig geklart, wobei ein Groldteil des applizierten Farbstoffs an
Plasmaproteine und hier besonders an Albumin bindet. Die Eiweil3bindung andert
hierbei nur unwesentlich die Fluoreszenzeigenschaften, das Absorptionmaximum
sowie die Emission des Farbstoffes werden in den Bereich langerer Wellenlangen

verschoben. Die Elimination erfolgt priméar renal - in geringem Mal3e auch hepatisch.
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1.3.3 Bestimmung des Plasmavolumens mit Indozyanin Griin (ICG)

Auf der Suche nach einem Indikator mit einer kurzen Halbwertzeit wurde Indozyanin
Grin in der Mitte des letzten Jahrhunderts zur Herzzeitvolumenbestimmung von Fox

et al. und zur Blutvolumenbestimmung von Bradley und Barr® eingefiihrt.

ICG ist ein Farbstoff der Tricyanidgruppe, der auch in wassriger Losung stabil
existiert, und daher gut zur intravendsen Injektion geeignet ist. Im Organismus bindet
der Farbstoff zu 95% an Plasmaalbumine, zu 2,4% an a4-Globuline, zu 2,0% an a,-
Globuline, zu 0,6% an B-Globuline, womit eine ausschlieRliche intravasale Verteilung
und damit eine Grundbedingung fiir die Blutvolumenbestimmung erfillt ist. Eine
Bindung an y-Globuline findet nicht statt’. ICG wird ausschlieRlich hepatisch
metabolisiert und bilidr eliminiert. Eine Ausscheidung uUber den Urin konnte nicht
nachgewiesen werden®. Die Halbwertzeit dieses Farbstoffes betragt 8,0 Minuten,
dies entspricht einer fraktionellen Eliminationsrate von 9%/Minute. Auf Grund der
Tatsache, dass ICG ein Indikator mit kurzer Plasmahalbwertzeit ist, erfullt er eine
wichtige Voraussetzung zur wiederholten Blutvolumenbestimmung innerhalb kurzer
Zeitintervalle. Darlber hinaus zeichnet sich ICG im Wesentlichen durch eine gute

Vertraglichkeit aus.

Zur Bestimmung der ICG Konzentration kommen unterschiedliche Messmethoden
zum Einsatz, die alle auf dem Prinzip der Lichtabsorption und Extinktion beruhen. Die
plasmatische Farbstoffkonzentration kann photometrisch bei einer Wellenlange von
805 nm bestimmt werden. Auflerdem kann die ICG Konzentration mittels

Reflextionsdensitometrie in vivo gemessen werden.

Dabei wird Uber einen intravaskular platzierten Fiberoptikkatheter die
Farbstoffkonzentration des Indikators computergestiitzt gemessen, sowie zusatzlich
der Temperaturverlauf aufgezeichnet. Hierfir wurde von der Firma Pulsion
Medizintechnik Miinchen das COLD®-System (PV2024) entwickelt. Mit diesem
System kann zum einen mittels Thermodilution unter Verwendung des Indikators
Kalte nach dem modifizierten Stewart-Hamilton Algorithmus das HZV ermittelt
werden. Zum anderen kann bei Verwendung eines Farbstoffs als Indikator der

zeitliche Konzentrationsverlauf durch den Kreislauf detektiert werden. Neuere
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Untersuchungen verwenden die Pulse Dye Densitometrie, um minimal invasiv die
Farbstoffkonzentration transkutan tber einen Finger— oder Nasensensor, analog zur

Pulsoxymetrie, zu bestimmen?'.

Da die intravaskuldre Konzentration von ICG nicht direkt gemessen werden kann,
wird das aufgezeichnete Originalsignal (Reflexions/Zeit-Kurve) in  eine
Konzentrations/Zeit-Kurve Uberfiihrt. Dies erfolgt in der Regel automatisch durch
Kalibrierung gegen die simultan gemessene Temperatur/Zeit-Kurve (z. B. Messung
des HZV durch Thermodilution). Aus den so ermittelten Konzentrations/Zeit-Kurven
kann das Blutvolumen zum einen durch das klassische Massenerhaltungsgesetz
durch Rdickextrapolation der Konzentration zum Zeitpunkt der Injektion bzw.
Elimination nach der Formel BV = m / ¢(0) ermittelt werden. Zum anderen kann durch
Bestimmung der mittleren Transitzeit das Blutvolumen als Produkt des
Herzzeitvolumens und der mittleren Transitzeit dieses Indikators durch den

Kreislauf'®?® berechnet werden.

Das Indikatorverteilungsverfahren mittels ICG liefert Blutvolumina, welche gut
Ubereinstimmen mit denen von Indikatoren mit langen Halbwertzeiten z. B. Evans
blau®. Bei der Blutvolumenbestimmung mit dem Transitzeitverfahren hingegen

wurden ca. 40% geringere Blutvolumina ermittelt'®

. Eine mdgliche Erklarung dieser
Diskrepanzen koénnte eine fehlerhafte Bestimmung der mittleren Transitzeit (MTT)
sein. Somit kénnte die Genauigkeit der HZV Messung, welches fir die Kalibrierung
der Reflexions/Zeit-Kurven herangezogen wird, entscheidend sein fir die exakte

Ermittlung des BVyrr.

Zur Uberpriifung der beschriebenen Diskrepanzen wurde in der vorliegenden Arbeit
im Tierexperiment das Blutvolumen auf 4 unterschiedliche Arten bestimmt. Zum
einen wurde das Blutvolumen mittels des klassischen Massenerhaltungsgesetzes mit
(I) Evans Blau, (Il) fluoreszierenden Erythrozyten und (lll) Indozyanin-Griin bestimmt.
Zum anderen wurde das Blutvolumen mittels der (IV) mittleren Transitzeit (MTT) des
Indikators Indozyanin-Grun durch den Kreislauf berechnet. Die daraus resultierenden
Blutvolumina wurden im Anschluss miteinander verglichen. Um die Messung des

HZV als mdgliche Fehlerquelle auszuschlieen, wurde dieses durch hoch préazise

14



Ultraschallsonden bestimmt®®. So konnten die Reflexion/Zeit-Kurven prazise und

unabhangig von der Thermodilutionskurve kalibriert werden.

Folgende Fragen sollen im Verlauf dieser Arbeit im Einzelnen geklart werden.

1. Sind die Blutvolumina, die mit dem Massenerhaltungsgesetz mit Evans Blau
und Indozyanin Grin sowie der Transitzeitmethode bestimmt wurden,

miteinander vergleichbar?

2. Inwieweit hat der Zeitpunkt der Riickextrapolation einen Einfluss auf die Héhe

des ermittelten Blutvolumens?

3. Worin liegen die Grinde fir die unterschiedlich hoch ermittelten Blutvolumina?

15



2. Material und Methoden
21 Studienprotokoll

Die Daten wurden in 24 Experimenten mit 6 Hunden (Foxhounds, Gewicht 27-34 kg)
erhoben. Jeder Hund wurde viermal untersucht, wobei zwischen den jeweiligen
Experimenten mindestens ein Intervall von einer Woche lag. Alle Experimente

wurden mit Genehmigung der Bezirksregierung Dusseldorf durchgefihrt.

Mehrere Wochen vor den eigentlichen Experimenten wurden die Hunde unter
Vollnarkose und aseptischen Bedingungen operiert. Zur Narkose wurden Enfluran,
Lachgas (Abbott Laboratories, llinois, USA) und Fentanyl (Janssen-Cilag, Neuss,
Deutschland) verwendet. Beide Aa. Carotis internae wurden in Hautschlingen nach
aulBen verlagert. Diese so genannten Karotisschlingen dienten dazu, im spateren
Versuchsaufbau einen Fiberoptikkatheter fir die Aufzeichnung der intravasalen ICG-
Konzentration = sowie einen  arteriellen  Katheter  zur  kontinuierlichen
Blutdruckmessung und Entnahme von Blutproben einzufiihren*! . Zusatzlich wurde in
einer zweiten Operation ein Ultraschallsensor (20-24 mm S-Serie mit Silikon
abgeschirmten U-Reflektor, Transonic Systems, Ithaca, New York, USA) um die
Pulmonalarterie durch eine linksseitige Thorakotomie implantiert, um das
Herzzeitvolumen kontinuierlich®® aufzeichnen zu kénnen. Jeder Flussaufnehmer
wurde in vitro vor der Implantation kalibriert und ebenfalls in vivo mindestens drei
Wochen nach der Implantation durch das Fick’'sche Prinzip des O,-Verbrauch (VO,)
und der Differenz des arteriellen zum gemischt-venésen O,-Gehalt ( C (2.,)O2 ).
Gemessen wurde mit einer galvanischen Zelle (Lex-O2-Con-Tl), mit hoch prazisen

Ergebnissen, wie in vorausgehenden Studien dargestellt wurde™.

Fur die eigentlichen Experimente wurde die Anasthesie mit Phenobarbital (20-25
mg/kg) eingeleitet und aufrecht erhalten (2-4 mg/kg/h). Beide Karotisschlingen
wurden punktiert und die Katheter wurden in der thorakalen Aorta plaziert. Uber den
einen Katheter wurde der arterielle Blutdruck gemessen, Uber den anderen wurde
kontinuierlich die ICG Reflexion/Zeit-Kurve Uber einen 4-French Fiberoptik Katheter
(PV 2024, Pulsion Medizintechnik, Miinchen, Deutschland) registriert. Die korrekte

Position der Katheter wurde durch Kontrolle des reflektierten Lichtsignals und
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radiologisch Uberprift. Zusatzlich wurde eine periphere Vene punktiert, Uber die ein
zentraler Venenkatheter (B. Braun, Melsungen, Deutschland) zur Injektion der
Indikatoren und Messung des zentralen Venendrucks (ZVD) eingefuhrt wurde. Der
arterielle  Blutdruck sowie der zentralvenése Druck wurde kontinuierlich
elektromanometrisch Uber flussigkeitsgeflllte Katheter, die an Druckaufnehmer
angeschlossen (Statham P-23ID, Gould, Cleveland, Ohio, USA) waren, registriert.
Die Elektromanometer wurden auf den 7. Halswirbel adjustiert und vor jedem
Versuch mit einer Quecksilbersaule bzw. Wassersaule (Eichwaage nach Gauer)
geeicht. Die Herzfrequenz wurde Uber ein Standard-EKG mit Oberflachenelektroden
abgeleitet. Zusatzlich wurden die arteriellen und gemischt-venésen Gasdricke, die
0O,-Sattigung und der pH-Wert (ABL3, Radiometer, Kopenhagen, Danemark)
gemessen. Alle Variablen wurden auf einem Acht-Kanal Polygraphen (Modell RS
3800, Gould, Cleveland, Ohio, USA) aufgezeichnet und gleichzeitig auf der
Festplatte eines konventionellen Computers gespeichert. Fir die weitere Bearbeitung
und Auswertung wurde eine Analog-zu-digital Konvertierung bei einer Taktung von
400 Hz (Powerlab, Adinstruments, Castle Hill, Australien) vorgenommen. Die weitere
Auswertung erfolgte Uber das Programm Chart 4,0 (Powerlab, Adinstruments, Castle

Hill, Australien).

2.2 Bestimmung des Blutvolumens

Nach Einleitung der Narkose und vollstdndigem Versuchsaufbau wurde mit den
Messungen begonnen. Nach einer 30 minltigen Wartezeit hatten alle Messvariablen
konstante Werte erreicht und es konnte mit der Bestimmung des Blutvolumens
begonnen werden. Hierzu wurden verschiedene Methoden eingesetzt, die in den

folgenden Abschnitten beschrieben werden.

2.21 Bestimmung des Blutvolumens mit Evans Blau (BVgg)

Die Bestimmung des Blutvolumens mit Evans Blau basiert auf dem klassischen
Prinzip der Massenerhaltung. Hierbei wird das Blutvolumen Uber das

Verteilungsvolumen einer bekannten Indikatormenge in einem unbekanntem
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Volumen definiert. Diese Methode diente in der vorliegenden Arbeit als

Referenzmethode.

Vor der Injektion des Farbstoffes wurden vendse Blutproben als Leerproben
entnommen. Danach wurden 6 mg EB (Sigma, Osterode am Harz, Deutschland)
Uber den zentralen Venenkatheter injiziert. Im Anschluss wurden in den folgenden 64
Minuten acht Blutproben (nach 6, 8, 12, 16, 20, 24, 32 und 64 min) entnommen. Die
plasmatische EB-Konzentration wurde photometrisch (Eppendorf, Hamburg,

Deutschland) bei einer Wellenldnge von 610 nm gegen die Leerproben gemessen.
Fur die Elimination von EB wurde ein 2 Kompartment-Modell angenommen und
entsprechend die resultierenden Konzentrations/Zeit-Kurven fur EB biexponentiell
rickextrapoliert.

Gleichung 1

ct)=a-e™" +b.e™

Mit Hilfe der Gleichung 1 wurde die virtuelle Konzentration von EB zum

Injektionszeitpunkt c(0) bestimmt und BVeg wie folgt berechnet.
Gleichung 2

Mes

BVes =
c(0)-(1—Hkt)-KG

Das mit Evans Blau berechnete Blutvolumen (BVgg) entspricht dem Quotienten aus
der applizierte Menge Evans Blau (mgs) und der virtuellen Konzentration zum
Injektionszeitpunkt c(0). Zusatzlich muissen das Koérpergewicht (KG) und der

Hamatokrit (Hkt) der Versuchstiere bertcksichtigt werden.
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2.2.2 Bestimmung des Blutvolumens mittels Plasma- und

Erythrozytenvolumina (BVeg+gry)

Zusatzlich wurde in 9 der 24 Experimente das Blutvolumen als Summe des
Erythrozytenvolumens (EV) und des Plasmavolumens (PV) bestimmt. Hierdurch
sollte eine mdgliche Fehlbestimmung des Blutvolumens durch den Messparameter
Hamatokrit (Gleichung 2)'? erkannt werden. Das Plasmavolumen wurde, wie oben
beschrieben, mittels Evans Blau gemessen (2.2.1) und entsprechend der folgenden

Formel berechnet.
Gleichung 3

Mes

c(0)-KG

Das Plasmavolumen PV ergibt sich aus dem Quotienten der applizierte Menge
Evans Blau (mgg) und dem Produkt aus der virtuellen Konzentration zum

Injektionszeitpunkt c(0) und dem Kdérpergewicht (KG) der Versuchstiere.

Das Erythrozytenvolumen wurde durch die Verteilung von fluoreszierenden
Erythrozyten mit Hilfe der Durchflusszytometrie gemessen. Diese Methode stellt ein
optisches Messsystem fiir einzelne, in einem Flissigkeitsstrom fokussierte Partikel,
dar. Das Messprinzip beruht auf der quantitativen Fluorochromierung, d. h. die mit
einem spezifischen Fluoreszensfarbstoff markierten Partikel werden kontinuierlich
hintereinander an einer Lichtquelle vorbeigefihrt und auf Grund der

Fluoreszensanregung des Farbstoffs detektiert.

Zu diesem Zweck wurden 20 ml Blut mehrere Stunden vor dem Experiment
entnommen und mit Fluorescein Isothiocyanat (FITC; F-7250, Sigma, Taufkirchen,
Deutschland) inkubiert®®. Die so markierten Erythrozyten wurden in den Versuchen
eine Minute vor dem EB injiziert. AnschlieBend wurden acht Blutproben in den
folgenden 65 Minuten (nach 7, 9, 13, 17, 21, 25, 33 und 65 min.) entnommen. Die
Konzentration der fluoreszierenden Erythrozyten wurde durchflusszytometrisch unter

Einsatz eines Argonlasers gemessen (FACScan, Becton Dickinson, Heidelberg,
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Deutschland). Jede Probe wurde vier Mal mit 50.000 Erythozyten gezahlt und der
Mittelwert der vier Einzelbestimmungen wurde fir die Konzentrations/Zeit-Kurve
verwendet. Die hieraus resultierenden Kurven wurden, wie bereits fir die EB-Technik
beschrieben, an den biexponentiellen Verfall angepasst und die virtuelle
Konzentration zum Zeitpunkt der Injektion c(o) berechnet (Gleichung 1). EV wurde

bestimmt als.
Gleichung 4

V _ mEry
c(0)-Hkt-KG

Das Erythrozytenvolumen (EV) entspricht dem Quotienten aus der bekannten Menge
fluoreszierender Erythrozyten (mgys) und dem Produkt aus der virtuellen
Konzentration zum Injektionszeitpunkt c(0), dem Hamatokrit und dem Kérpergewicht
der Versuchstiere (KG).

Daraus ergibt sich die Bestimmung des Blutvolumens (BVgg:er,) nach folgender

Gleichung.
Gleichung 5

BV =PV +EV

EB+Ery

Das Blutvolumen (BVeg+ery) errechnet sich aus der Summe des bestimmten

Plasmavolumens (PV) und des Erythrozytenvolumens (EV).

2.2.3 Bestimmung des Blutvolumens durch Riickextrapolation zum Zeitpunkt
der ICG-Injektion (BVrin))

Die Bestimmung des Blutvolumens mit ICG beruht analog zu EB auf der Bestimmung
des Verteilungsvolumens einer bekannten Indikatormenge in einem unbekannten

Volumen. Es bestehen jedoch bei dieser Methode im Vergleich zwei entscheidende
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Unterschiede. Zum einem ist die Halbwertzeit von ICG im Verhéltnis zu EB kleiner,
zum anderen wird die Konzentration von ICG nicht direkt gemessen. Aus diesem
Grund wird zunachst eine Reflexions/Zeit-Kurve aufgezeichnet und diese danach
durch Kalibrierung gegen das simultan gemessene HZV in eine Konzentrations/Zeit-

Kurve konvertiert.

ICG (0,2 mgkg"; 5 ml) wurde Uber einen zentralvendésen Katheter in das rechte
Atrium injiziert. Im Anschluss wurde die ICG Reflexions/Zeit-Kurve kontinuierlich Gber
einen Zeitraum von vier Minuten intravaskuldr aufgezeichnet. Dies erfolgte Uber
einen in der Aorta ascendens plazierten Katheter basierend auf der
Reflexionsdensitometrie. Die so ermittelten Reflexions/Zeit-Kurven wurden nach der
Untersuchung durch Kalibrierung gegen das simultan gemessene Herzzeitvolumen
in eine Konzentrations/Zeit-Kurve konvertiert. Die daraus resultierenden Kurven flr
ICG wurden monoexponentiell rlickextrapoliert, entsprechend der Elimination von
ICG (Gleichung 6).

Gleichung 6

ct)=a-e™

Hieraus konnte die virtuelle Konzentration zum Injektionszeitpunkt (t=0) berechnet

werden.

Gleichung 7

Mice
c(0)-KG

BVICG =

Das Blutvolumen, das mittels ICG (BVicg) bestimmt wurde, ergibt sich aus dem
Quotienten der applizierten Menge Indozyanin-Grin (micg) und dem Produkt aus der
virtuellen Konzentration zum Injektionszeitpunkt c(0) und dem Kérpergewicht (KG)

der Versuchstiere.

21



2.2.4 Bestimmung des Blutvolumens durch Riickextrapolation zum Zeitpunkt
der ICG-Elimination (BVreiim)

Da bei kurzer Halbwertzeit die Eliminationsrate von ICG grold ist, verlduft der
Anfangsteil der Konzentrations/Zeit-Kurve steil. So kénnte der korrekte Zeitpunkt fir
die Ruckextrapolation von besonderem Interesse sein. Daher wurde erganzend zur
Rickextrapolation zum Injektionzeitpunkt das Blutvolumen zum Zeitpunkt des
Beginns der ICG-Elimination bestimmt. Dieser wurde definiert als das erstmalige
Eintreffen des ICGs in der Leber. Der Zeitraum zwischen der Injektion und dem
Beginn der Elimination wurde als die Halfte der mittleren Transitzeit (To+1/2 MTT)

betrachtet®.

2.2.5 Bestimmung des Blutvolumens mit dem Transitzeitverfahren (BVurr)

Das Transitzeitverfahren bestimmt das Blutvolumen als das Produkt des
Herzzeitvolumens und der mittleren Transitzeit des ICGs durch den Kreislauf. Das
Herzzeitvolumen wurde hierbei kontinuierlich und mit hoher Préazision durch eine
Ultraschall-Fluss-Sonde, die um die Pulmonalarterie implantiert war, gemessen®.
Die MTT durch den Kreislauf wurde mit ICG (0,2 mg - kg™'; 5ml) bestimmt, welches in
den rechten Vorhof injiziert wurde. Parallel zu BVt und BVreim, wurde die
Konzentrations/Zeit-Kurve von ICG kontinuierlich Gber die Dauer von 4 min. tber den
in der thorakalen Aorta plazierten Fiberoptikkatheter aufgezeichnet (Abb.4). Im
Gegensatz zu BVrinj und BVreim wurde die MTT hauptséchlich aus dem Anfangsteil
der Konzentrations/Zeit-Kurve berechnet'®. BVyrr wurde anschlieRend als das

Produkt des Herzzeitvolumens und der MTT berechnet.
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Abb.4
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Abbildung 4: Indozyanin-Griin Dilutionskurve

Indikatordilutionskurve fur ICG wahrend der Durchmischungszeit, aufgezeichnet mittels des in der
Aorta platzierten Fiberoptikkatheters. Die mittlere Durchgangszeit (MTT) wurde mit Hilfe der
Rezirkulationswellen (Pfeile) berechnet. Vom Zeitpunkt der vollstdndigen Durchmischung des
Indikators wurde die Konzentrations/Zeit-Kurve fiir die Ruickextrapolation der virtuellen 1CG

Konzentration zum Zeitpunkt der Injektion (cq) oder zum Zeitpunkt der Elimination (Cn1/2) verwendet.

2.3 Datenanalyse und Statistik

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte +/- der Standardabweichung des Mittelwertes
dargestellt. Diese wurden verglichen mittels einer Kovarianzanalyse ANOVA, gefolgt
von einem Scheffé’ post hoc Test. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch
signifikant betrachtet. Der Vergleich zwischen zwei Methoden wurde unter
Anwendung der Methodik von Bland und Altmann durchgefiihrt’. Des Weiteren
wurde als Mittel der Reproduzierbarkeit der intraindividuelle Variationskoeffizient

berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Bestimmung des Blutvolumens mit Evans Blau (BVgg) sowie der

Plasma- und Erythrozytenvolumina (BVEeg+gry)

Um zu Uberprifen inwieweit die separate Bestimmung des Blutvolumens aus
Erythrozytenvolumen und Plasmavolumen zu unterschiedlichen Ergebnissen flhrt
als die alleinige Bestimmung des Blutvolumens Uber das Plasmavolumen wurde es
in 9 von 24 Versuchen separat bestimmt. Die Bestimmung des Blutvolumens mittels
Evans Blau als Referenzmethode ergab im Durchschnitt 75 + 2 ml-kg™” (n = 24). Fur
den Vergleich mit der Bestimmung des separat gemessenen Erythrozyten- und
Plasmavolumen (BVeg+ery) wurde das Volumen in 9 der 24 Versuche mit einem
Mittelwert von 71,6 + 2,1 mI-kg'1 bestimmt und war hiermit mit dem ermittelten BVgg,
im Mittel 71,4 + 1,9 ml-kg™", vergleichbar (Abb. 9). Der mittlere Unterschied zwischen
diesen beiden Methoden betrug nur 0,2 + 2,6 ml-kg™” (Abb. 5). Aufgrund der guten
Ubereinstimmung sowie der einfacheren Durchfiihrung wurde deshalb in den

weiteren Versuchen lediglich das BVgg bestimmit.
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Abb.5
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Abbildung 5: Vergleich zwischen BVeg und BVeg:gry

Dargestellt ist die durchschnittiche Ubereinstimmung der Messwerte (Bias) sowie derer
Standardabweichung (2SD) nach Bland und Altmann. Diese zeigt fir die Blutvolumenbestimmung
mittels Evans Blau (BVgg) verglichen mit der Summe aus dem separat gemessenen Plasma- und

Erythrozytenvolumen (BVeg.er,) einen mittlere Unterschied von 0,2 + 2,6 mI-kg'1.

3.2 Bestimmung des Blutvolumens durch Riickextrapolation zum
Zeitpunkt der ICG-Injektion (BVrin;)

Wurde das Blutvolumen durch Rickextrapolation zum Zeitpunkt der Injektion des
Indikators ICG bestimmt, ergab sich im Mittel ein Wert von 49 + 2 ml-kg™ (Abb. 9).
Diese Methode zeigte mit einem mittleren Unterschied von 25,4 + 10,3 ml-kg™" einen
signifikanten Unterschied zu der Referenzmethode BVgg (Abb. 6). Verglichen mit
dem Transitzeitverfahren BVt ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der
Blutvolumina (Abb. 9).
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Abb.6

BVrin-BVes [ml-kg™]
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Abbildung 6: Vergleich zwischen BVeg und BVr;y
Dargestellt ist die durchschnittiche Ubereinstimmung der Messwerte (Bias) sowie derer
Standardabweichung (2SD) nach Bland und Altmann. Diese zeigt fir die Blutvolumenbestimmung

mittels BVeg und BV, einen mittleren Unterschied von 25,4 + 10,3 mI.kg'1.

3.3 Bestimmung des Blutvolumens durch Riickextrapolation zum Zeitpunkt
der ICG-Elimination (BVreiim)

Wurde das Blutvolumen nicht durch Rickextrapolation zum Zeitpunkt der Injektion,
sondern zum Zeitpunkt der ICG-Elimination ermittelt, zeigte sich mit einem
durchschnittlichen Blutvolumen von 54 + 2 mlkg" ebenfalls ein deutlicher
Unterschied zur Referenzmethode BVeg (Abb. 9).
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3.4 Bestimmung des Blutvolumens mit dem Transitzeitverfahren (BVur)

Die Bestimmung des Blutvolumens durch die mittlere Transitzeit des Indikators ICG
durch den Kreislauf war signifikant verschieden von der Bestimmung des
Blutvolumens mittels Evans Blau (48 + 2 mlkg™" vs. 75 + 2 mI-kg'1). Der mittlere
Unterschied betrug 26,7 + 9,3 ml-kg™ (Abb.7).

Abb.7
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Abbildung 7: Vergleich zwischen BVgg und BVyrr
Dargestellt ist die durchschnittliche Ubereinstimmung der Messwerte (Bias) sowie deren
Standardabweichung (2SD) nach Bland und Altmann. Diese zeigt fir die Blutvolumenbestimmung

mittels BVeg und BVt einen mittleren Unterschied von 26,7 + 9,3 ml-kg'1.

Die mittlere Transitzeit von ICG betrug in unseren Versuchen 33 + 1s. Wurde sie aus
dem Quotienten des Blutvolumens (BVez 75 + 1 ml-kg™) und dem Herzzeitvolumen
(88 +3 ml-kg™-min™") ermittelt, betrug die MTT 52 + 2s. Die gemessene Transitzeit

unterschied sich von der berechneten um ca. 40%.
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Beide Methoden, BVurr und BV, bei denen der Indikator ICG eingesetzt wurde,
zeigen vergleichbare Ergebnisse in der Bestimmung des Blutvolumens. Die mittlere

Differenz betragt nur 1,3 + 2,7 ml-kg™.

Abb. 8
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Abbildung 8: Vergleich zwischen BVr;,; und BVyrr
Dargestellt ist die durchschnittiche Ubereinstimmung der Messwerte (Bias) sowie derer
Standardabweichung (2SD) nach Bland und Altmann. Diese zeigt fir die Blutvolumenbestimmung

mittels BVrinj und BVurr unter Verwendung von ICG einen mittleren Unterschied von 1,3 £2,7 mI-kg'1.

3.5 Vergleich der einzelnen Methoden

Der Vergleich der einzelnen Methoden zur Blutvolumenbestimmung zeigt eine gute
Ubereinstimmung der Volumina, die mittels Massenerhaltungsgesetz unter
Verwendung von ICG durch Ruckextrapolation zum Zeitpunkt der Injektion (BVrinj)
resultieren, sowie denen aus dem Transitzeitverfahren (BVurr). Verglichen mit der
Referenzmethode (BVeg) unterschdtzen diese beiden Methoden das Blutvolumen
signifikant um ca. 40%. Erfolgt die Rlckextrapolation zum Zeitpunkt der ICG-
Elimination (BVteim) hélt die Unterschatzung des Blutvolumens an, wenn auch um
10% reduziert.
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Abb. 9
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Abbildung 9: Vergleich der Blutvolumenbestimmungen
Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Methoden zur Blutvolumenbestimmung, dargestellt als
Mittelwert + der Standardabweichung. Hierbei bedeutet m keinen signifikanten Unterschied zu BVgz

(n =9), e einen signifikanten Unterschied zu BVgg (n = 24).

3.6 Hamodynamische Parameter

Die wesentlichen ha&modynamischen (Blutdruck, Herzfrequenz, zentraler
Venendruck, Hamatokrit) und metabolischen Parameter (pO,, pCO,, pH) waren

wéhrend der gesamten Versuche im physiologischen Bereich (Tab.1).

N MAD HF Z\/D pO, pCO, HKt H
[mmHg] [min'1] [mMmHg] | [mmHg] | [mmHg] | [%] P

24 913 92+3 3+0,3 85+3 451 39+1 7,27+0,01

Tabelle 1: Himodynamische Variablen
Hamodynamische Variablen mit mittlerem arteriellem Druck (MAD), zentraler Venendruck (ZVD),
Herzfrequenz (HF) sowie partielle Blutgasdriicke (pO,, pCO,), Hadmatokrit (Hkt) und pH wahrend der
Blutvolumenbestimmungen(mean+SEM).
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4. Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Blutvolumina, bestimmt mit
ICG und Riuckextrapolation (BVTinj und BVteim), sowie der mittleren Transitzeit
(BVwmtT), gut miteinander korrelieren. Beide Methoden unterschatzen jedoch das
Gesamtblutvolumen, verglichen mit dem Referenzverfahren (BVegg), um anndhernd
den gleichen Betrag. Diese Beobachtungen legen nahe, dass die Ursachen fir die
Unterschatzung zum einen zu kurz bestimmte Transitzeiten (BVmrr) und zum
anderen falsch zu hoch berechnete Plasmakonzentrationen des verwendeten
Plasmamarkers (BVtinj und BVteim) sind. Mdoglicher Grund hierfur kann die
unvollstdndige Durchmischung des Indikators, insbesondere in langsam
perfundierten Kompartimenten, wahrend der 4 minutigen Registrierungszeit sein (zu
hohe Plasmakonzentrationen). Ebenfalls tragen diese Kompartimente nicht
signifikant zur mittleren Transitzeit bei (zu kurze Transitzeiten). Die
Schlussfolgerungen aus den vorliegenden Ergebnissen beruhen in erster Linie auf
der Annahme, dass die Blutvolumenbestimmung Uber die Verteilung von Evans Blau
eine geeignete Referenzmethode darstellt und dass das Herzzeitvolumen mittels

Ultraschallflussmessung ausreichend prazise bestimmt wurde.

Ublicherweise wird das Blutvolumen (iber die Verteilung geeigneter Plasma - und
Erythrozytenmarker mit Hilfe des Hamatokrits berechnet. Eine mégliche Fehlerquelle
dieser Methoden liegt in der Bestimmung des Hamatokrits. Dieser wird in der Regel
aus Blutproben ermittelt, die aus einer gro3en Vene stammen. Hierbei wird jedoch
der Gesamtkérperhamatokrit Uberschatzt. Der Unterschied zwischen vendsem
Hamatokrit und Kérperhamatokrit erklart sich dadurch, dass insbesondere in kleinen
Gefallen (Arteriolen, Kapillaren, Venolen) der Plasmaanteil prozentual héher ist als in
groReren BlutgefaRen®. Uberdies kann es zusatzlich bei der Zentrifugation der
Blutproben zu Indikatorverlusten kommen, und zwar in dem Male, in dem
Farbstoffanteile zwischen den zentrifugierten Erythrozyten eingeschlossen sind und
bei der anschlieBenden Konzentrationsmessung nicht mehr zur Verfigung stehen.
Beide Ursachen zusammen kénnen zu einer Uberschatzung des Blutvolumens um
bis zu 10% mittels Plasmamarker fihren. Um diese Fehlerquellen zu eliminieren
sollten sowohl das Plasmavolumen als auch das Erythrozytenvolumen unabhangig

voneinander bestimmt werden. Dazu wurden in der vorliegenden Arbeit in 9 von 24
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Experimenten die Volumina unabhé&ngig voneinander ermittelt, d. h. durch separate
Messung der Erythrozytenvolumen und Plasmavolumen (BVgg:ery). Die daraus
resultierenden Blutvolumina zeigten eine hohe Ubereinstimmung zwischen BVeg und
BVEeg+ery. Weiterhin stimmte das Verteilungsvolumen von Evans Blau gut mit denen,

in der Literatur beschriebenen, tberein**

und korrespondierte mit den Ergebnissen
aus Ausblutungsexperimenten®. Daher erschien es in den nachfolgenden Versuchen
gerechtfertigt, anstelle von BVeg+ery als Referenzmethode ausschlief3lich BVeg zu

bestimmen.

Da die ICG-Konzentration nicht direkt intravasal gemessen werden kann, wird die
Reflexions/Zeit-Kurve in eine Konzentrations/Zeit Kurve Uberfiihrt. Dies erfolgt in der
Regel gegen die simultan gemessene Thermodilutionskurve. Hieraus ergibt sich,
dass die Bestimmung des Herzzeitvolumens ein weiterer wesentlicher Einflussfaktor
fur die Blutvolumenbestimmung mittels Massenerhaltungsgesetzt ist. Obwohl die
Thermodilution eine anerkannt und ausreichend prazise Methode zur
Herzzeitvolumenmessung darstellt??, konnte in mehreren Untersuchungen gezeigt
werden, dass hiermit das reale HZV unter verschiedensten Bedingungen nicht nur

10,40 h?%3% {iberschatzt wird. Zu den

beim Menschen ™", sondern auch im Tierversuc
methodenabhangigen Fehlerquellen der Thermodilution gehdren zum einen
Kélteverluste Uber die Katheterwand ins Blut wéhrend der Passage des Indikators
durch den Katheter. Dies tritt insbesondere dann auf, wenn der Katheter Uber die
Hinterldufe eines Versuchstieres vorgeschoben wurde. Ebenfalls ist die
Applikationsgeschwindigkeit, Raumtemperatur sowie die Temperatur des applizierten
Kaltebolus entscheidend fur die Hohe des ermittelten HZVs. Zum anderen sind es
versuchstierabhdngige Einflussfaktoren wie Herzklappendefekte, mechanische
Beatmung oder ein erhthtes HZV, beispielsweise unter korperlicher Betatigung®.
Um diese mdglichen Fehlerquellen auszuschlieBen, wurden in der vorliegenden
Arbeit  die Reflexions/Zeit-Kurven  gegen  das, mittels  hochpréaziser
Ultraschallsensoren, simultan gemessene, HZV kalibriert. Die Sensoren wurden vor
der Implantation und 3 Wochen nach der Implantation auf der Grundlage des
Fick'schen Prinzips aus dem Sauerstoffverbrauch und der Differenz des arteriellen
zum gemischt-venésen Sauerstoffgehalt  kalibriert. In  vorausgegangenen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Ultraschallsensoren nach

Implantation das HZV tiber mehrere Jahre prazise messen®.
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Weiterhin muss unter methodenkritischen Gesichtspunkten beachtet werden, dass
wahrend einer Aufzeichnungsperiode von 4 Minuten eine exakte Bestimmung des
Blutvolumens nicht mdglich sein sollte, da hierbei die grundsétzlichen Annahmen der
Massenerhaltung verletzt werden. Grundvorrausetzung fir die Anwendung des
Massenerhaltungsgesetzes ist eine vollstdndige Durchmischung des Indikators in
den Einzelkompartimenten und daraus folgend eine zu jedem Zeitpunkt, an jeder
Stelle gleiche Konzentration. Veranderungen der Konzentration, wie z. B. durch
Elimination einer Substanz, bewirken die Einstellung eines erneuten homogenen

Gleichgewichtes und daraus resultierend anderen Blutvolumina.

Bereits wéhrend der 4-minitigen Registrierungsphasen wird der Indikator (ICG)
eliminiert. Durch Ruckextrapolation der virtuellen Konzentration zum Zeitpunkt der
Injektion soll diesem Indikatorverlust entgegengewirkt werden. Trotzdem fihrt auch
die Rickextrapolationsmethode zu inkorrekten Werten und daraus resultierend, zu
falsch niedrigen Blutvolumina. Insbesondere dann, wenn der verwendete Indikator
eine kurze Halbwertzeit aufweist und schnell eliminiert wird*’. Unter diesen
Vorraussetzungen ist der Zeitpunkt, auf den rickextrapoliert wird, von besonderem
Interesse (Zeitpunkt der Injektion oder Beginn der Elimination). Besonders wéahrend
der steil abfallenden Anfangskonzentrationen des Farbstoffes (siehe Abb.4) flihren
geringe Anderungen des Rickextrapolationszeitpunktes zu betréchtlich anderen

Farbstoffkonzentrationen und damit anderen Blutvolumen.

Unter der Annahme, dass der Indikatorverlust durch hepatische Elimination von ICG
vor erstmaliger Leberpassage nur in geringem Male auftritt, erfolgte in der
vorliegenden Arbeit zusatzlich die Blutvolumenbestimmung durch Rickextrapolation
zum Zeitpunkt der Elimination (BV+eim). Der Zeitpunkt der erstmaligen Leberpassage
wurde definiert als To+1/2 MTT. Hierbei zeigte sich ebenfalls eine Unterschatzung
des Blutvolumens im Vergleich zur Referenzmethode (BVgg), wenn auch um etwa
10% reduziert.

So kann die Unterschatzung des Blutvolumens nicht ausschliellich durch die
Rickextrapolation erklart werden. Vielmehr ist davon auszugehen, dass die

Verteilung des Indikators ICG in dem Beobachtungszeitraum von 4 Minuten in den
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einzelnen Kompartimenten nicht homogen ist. Dies fuhrt zu falsch hohen
Plasmakonzentrationen und, daraus folgend, zu einem zu niedrig ermitteltem

Blutvolumen.

In einer Studie, die die Durchmischungszeit und Eliminationsgeschwindigkeit von EB
in unterschiedlichen Stadien des Schocks untersuchte, wurde bei der gesunden
Kontrollgruppe im Mittel eine Durchmischungszeit von 8,9 Minuten gefunden®. Je
nach Trauma und Schockstadium verldngerte sich diese Zeit auf bis zu 14 Minuten.
Wenn man diese Durchmischungszeiten auf ICG Ubertragt, ist davon auszugehen,
dass am Ende der von uns gewahlten 4-minlitigen Registrierungsphase eine
homogene Durchmischung des Indikators nicht angenommen werden kann. Dies gilt
insbesondere fur kleine in der Peripherie gelegene Blutgefdf3e. Durch diese
unzureichende Durchmischung resultieren im zentralen Kreislauf hohe
Plasmakonzentrationen mit daraus folgender Unterschatzung des gesamten

Blutvolumens.

Weiterhin Uberrascht es, dass die Volumina, die mit dem Massenerhaltungsgesetz
bei Schweinen ermittelt wurden®, sich deutlich unterscheiden von denen, die in
dieser Arbeit bei Hunden gemessen wurden. In der angegebenen Studie wurde das
Blutvolumen mittels integriertem Fiberoptikkatheter und ICG als Plasmamarker
verglichen mit der Standardmethode der Blutvolumenbestimmung, mittels
photometrischer Messung der Konzentration von EB und ICG. Analog zur
vorliegenden Arbeit wurde die plasmatische Konzentration von ICG Uber einen
Zeitraum von 4 Minuten mit dem Fiberoptikkatheter registriert. Die Konzentrationen
wurden nach der Standardmethode von EB Uber 17 Minuten und ICG Uber 16
Minuten gemessen. Somit kdnnen methodische Unterschiede bei den
Registrierdauern diese Unterschiede nicht erklédren. Das HZV zur Kalibrierung der
Konzentrations/Zeit-Kurven wurde Uber das Thermodilutionsverfahren bestimmt. Der
hierfir notwendige Katheter wurde (ber die Hinterlaufe der Versuchstiere
vorgeschoben. Eine mdgliche Ursache fir die Diskrepanz der ermittelten
Blutvolumina kénnte daher ein Warmeverlust wahrend der Passage des Kaltebolus
durch den Katheter, mit einer daraus resultierenden Uberschitzung des HZVs, sein.
So werden die ICG-Konzentrations/Zeit-Kurven fehlerhaft kalibriert und daraus

ergeben sich héhere Blutvolumina. Dies erklért gréRtenteils die Differenz von ca.
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15% der ICG-Konzentration (Blutvolumina) zwischen intravaskuldren und in vitro
Messungen®. Da in der vorliegenden Arbeit die Reflexions/Zeit-Kurven gegen das
simultan gemessene HZV, mittels hoch préaziser Ultraschallsensoren, kalibriert
wurden, liegt der Hauptgrund fur die Unterschatzung des Gesamtblutvolumens durch
das Massenerhaltungsgesetz in erster Linie an der unvollstdndigen Durchmischung
des Indikators wahrend der initialen 4-mindtigen Registrierungsphasen und nicht an
der fehlerhaften Kalibrierung der Reflexions/Zeit-Kurven. Dies fihrt zu héheren ICG
Plasmakonzentrationen im zentralen Kreislauf und entsprechend kleineren

Blutvolumina.

Ahnlich wie das Massenerhaltungsgesetz unterschatzt die Transitzeitmethode im
Tierversuch das Blutvolumen um ca. 40%, derselben Menge, wie sie beim Menschen
beobachtet wurde'®. Die Griinde fir diese Fehleinschatzung liegen hauptsachlich an
der Bestimmung der Transitzeit. In der vorliegenden Arbeit betrug sie nur 32s. Sie
sollte jedoch nach Berechnungen aus dem Quotienten von BVgg und der
Bestimmung des HZV mittels Ultraschallsensoren 52s betragen. Weiterhin betragt,
sowohl in diesen Experimenten als auch in der Literatur das Blutvolumen von
Hunden immer ca. 80ml-kg™ * und das HZV wahrend einer Narkose ca. 80-100

ml-kg'min” %33, Wird dies alles beriicksichtigt, sollte die MTT ca. 60s betragen und

nicht nur 32s.

Diese eher zu kurzen Transitzeiten durften ebenfalls aus der unvollstdndigen
Durchmischung langsam perfundierter Kompartimente resultieren, da diese nicht
signifikant zur Transitzeit beitragen, insbesondere wahrend der ersten Minuten.
Tatsachlich missen langere Transitzeiten z.B. fir den Gastrointestinaltrakt erwartet
werden, da dies der einzige Bereich des Kreislaufs ist, bei dem zwei Organpassagen

und zwei Kapillarbetten in Serie geschaltet sind.

Zusammenfassend l|&sst sich sagen, dass mit dem Indikator ICG sowohl die
Transitzeitmethode als auch die Blutvolumenbestimmung nach dem Massen-
erhaltungsgesetz zu einer Unterschatzung des Blutvolumens um etwa 40% fuhrt.
Ursachlich hierflr sind zum einen zu kurz berechnete Transitzeiten (BVurt), sowie
falsch zu hoch bestimmte Plasmakonzentrationen (BVTin) des Indikators. Dies liegt

an der unvollstdndigen Durchmischung des Indikators wahrend der 4-mindtigen
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Registrierungszeit, so dass es unabhdngig vom Analyseverfahren zu einer
signifikanten Unterschatzung des gesamten Blutvolumens kommt. Das so ermittelte

Volumen entspricht dem so genannten ,zirkulierendem Blutvolumen® und dieses

reprasentiert nicht das Gesamtblutvolumen.
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Zusammenfassung

Anhand von Experimenten am anésthesierten Hund sollte die Frage beantwortet
werden, inwieweit das Blutvolumen mittels Massenerhaltungsgesetz unter
Verwendung des Plasmamarkers Indozyanin Grin (ICG) durch Ruckextrapolation
der Konzentrations/Zeit-Kurve auf den Zeitpunkt der Injektion (BViy) und Elimination
(BVteim) mit dem Transitzeitverfahren (BVurr) verglichen werden kann. Um mdgliche
Grinde fur die Unterschiede beider Methoden besser identifizieren zu kénnen, wurde
das Herzzeitvolumen (HZV) sowie die mittlere Transitzeit (MTT) unabhéngig
voneinander bestimmt und die Ergebnisse mit den Blutvolumina, die aus der Dilution

von Evans Blau (BVeg) resultieren, verglichen.

Dazu wurden insgesamt 24 Versuche an 6 chronisch instrumentierten,
anasthesierten, spontan atmenden Hunden durchgefiihrt. Vor Beginn der
Versuchsreihe wurde den Tieren fir die kontinuieriche Messung des
Herzzeitvolumens Ultraschallsensoren um die Pulmonalarterie implantiert. Beide
Carotisarterien wurden in Hautschlingen vorverlagert. Hierliber wurde ein Katheter
zur kontinuierlichen Messung des arteriellen Blutdrucks und intermittierenden
Blutentnahme, sowie ein Fiberoptikkatheter zur Registrierung der Reflexions/Zeit-

Kurven plaziert.

Die Aussagen stitzen sich auf die Analyse der Reflexions/Zeit-Kurven, die Uber 4
Minuten nach Injektion von ICG aufgezeichnet und gegen das simultan gemessene
HZV in Konzentrations/Zeit-Kurven Uberfihrt wurden. Aus diesen Kurven erfolgte
durch Ruckextrapolation der virtuellen Konzentration zum Zeitpunkt der Injektion
(BVTinj) sowie Elimination (BVteim) die Blutvolumenbestimmung. Fur das
Transitzeitverfahren (BVurr) wurde aus den Kurven die mittlere Transitzeit des
Indikators durch den Korper ermittelt und mit Hilfe des Herzzeitvolumens das
Blutvolumen berechnet. Zusatzlich wurde als Referenz das Blutvolumen nach
Injektion von Evans Blau bestimmt. Photometrisch wurde hierfir die
Plasmakonzentration des Indikators ermittelt, welche aus Blutproben stammen, die
Uber 64 Minuten (6, 8, 16, 20, 24, 32 und 64 Minuten) enthommen wurden. Die
daraus resultierenden Konzentrations/Zeit-Kurven wurden durch Rickextrapolation

der virtuellen Konzentration zum Zeitpunkt der Injektion zur Volumenbestimmung
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verwendet. Um mdgliche Fehler durch die Hamatokrit-Bestimmung zu eliminieren,
wurde das Blutvolumen zusatzlich in 9 von 24 Experimenten als Summe des
Plasmavolumen und Erythrozytenvolumen bestimmt. Hierfir wurden Erythrozyten mit
Fluorescein Isothiocyanat markiert und der Konzentrationsverlauf Uber einen
Zeitraum von 65 Minuten (7, 9, 13, 17, 21, 25, 33 und 65 Minuten) mit Hilfe der
Durchflusszytometrie ermittelt. Die Konzentrations/Zeit-Kurven wurden wie fir EB auf

den Zeitpunkt der Injektion rickextrapoliert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Blutvolumina, die mittels Massen-
erhaltungsgesetz unter Verwendung von Evans Blau (BVes 71,4 + 1,9 mlkg™")
bestimmt wurden, gut mit denen Ubereinstimmten, die aus der Summe des separat
gemessenen Plasmavolumen und Erythrozytenvolumen (BVeg+ery 71,6 + 2,1 mlkg™)
resultierten. Unter Verwendung von ICG ergaben beide Analyseverfahren annéhernd
gleiche Volumina (BVtinj 49 + 2 vs BVurT 48 £ 2 mI-kg'1). Im Vergleich zu Evans Blau
resultierte eine signifikante Unterschatzung (P< 0,05) des Blutvolumens um etwa
40%. Erfolgte die Rickextrapolation auf den Zeitpunkt der Elimination (BVrejim 54 £ 2
ml-kg™") hielt die Unterschatzung, wenn auch reduziert um 10%, an.

Die wesentlichen Ergebnisse sind folgende:

1. Die Blutvolumina, bestimmt mittels Massenerhaltungsgesetz, unter
Verwendung von ICG durch Ruckextrapolation zum Zeitpunkt der Injektion
(BVTinj) sind Ubereinstimmend mit denen, aus dem Transitzeitverfahren
(BVmT).

2. Verglichen mit der Referenzmethode (BVeg) unterschatzen beide Methoden
das Blutvolumen um ca. 40%.

3. Erfolgt die Rickextrapolation auf den Zeitpunkt der ICG-Elimination, zeigt sich
ebenfalls eine Unterschatzung des Blutvolumens, wenn auch um 10%

reduziert.

Zusammenfassend l|&sst sich sagen, dass mit dem Indikator ICG sowohl die
Transitzeitmethode als auch die  Blutvolumenbestimmung mit dem
Massenerhaltungsgesetz zZu einer signifikanten Unterschatzung des

Gesamtblutvolumens fuhrt. Verantwortlich hierfiir sind zum einen zu kurz berechnete
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Transitzeiten sowie zu hohe Plasmakonzentrationen des Indikators in dem
Beobachtungszeitraum von 4 Minuten. Auch wenn die Rickextrapolation auf den
Zeitpunkt der Elimination erfolgt, halt die Unterschatzung an, wenn auch reduziert um
10%. Urséchlich fur diese Diskrepanz sind langsam perfundierte Kompartimente, in
denen sich der Indikator wéhrend der 4-minitigen Registrierungsphase nicht
homogen verteilt. Dies fihrt zu falsch hohen Plasmakonzentrationen im zentralen
Kreislauf und, daraus resultierend, zu einer Unterschatzung des Blutvolumens.
Ebenfalls tragen diese Kompartimente nicht wesentlich zur mittleren Transitzeit bei,

was zu falsch niedrig bestimmten Transitzeiten fuhrt.

Priv.-Doz. Dr. med. Olaf Picker
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Vergleich von Indikatorverteilungs- und Transitzeitverfahren zur Blutvolumen-

bestimmung

Anhand von Experimenten am anasthesierten Hund sollte die Frage beantwortet
werden, inwieweit das Blutvolumen mittels Massenerhaltungsgesetz unter
Verwendung von Indozyanin Grin (ICG) durch Ruickextrapolation der
Konzentrations/Zeit-Kurve zum Zeitpunkt der Injektion (BVTiy) und Elimination
(BVTeiim) mit dem Transitzeitverfahren (BVurr) verglichen werden kann. Um mdgliche
Grunde fur die Unterschiede beider Methoden besser identifizieren zu kénnen, wurde
das HZV sowie die MTT unabhéngig bestimmt und die Ergebnisse mit den

Blutvolumina, die aus der Dilution von Evans Blau (BVgg) resultieren, verglichen.

Die Ergebnisse stammen von insgesamt 24 Versuchen, durchgefiihrt an 6 chronisch
instrumentierten, andsthesierten, spontan atmenden Hunden, welche wiederholt

untersucht wurden.

Die Aussagen stitzen sich auf die Analyse der ermittelten Konzentrations/Zeit-
Kurven fur ICG und EB, dem Hamatokrit, der mittleren Transitzeit und dem

Herzzeitvolumen.

Es konnte gezeigt werden, dass mit dem Indikator ICG sowohl die
Transitzeitmethode (BVywrr 48 + 2 ml-kg™") als auch die Blutvolumenbestimmung nach
dem Massenerhaltungsgesetz (BVrinj 49 = 2 ml-kg™") zu einer Unterschatzung des
Blutvolumens, verglichen mit dem Referenzverfahren (75 + 2 mlkg™’), fuhrt.
Urséchlich hierfur sind zum einen zu kurz berechnete Transitzeiten (BVurr) sowie
falsch zu hoch bestimmte Plasmakonzentrationen (BVriy) des Indikators. Dies liegt
an der unvollstdndigen Durchmischung des Indikators wéhrend der 4-mindtigen
Registrierungszeit, so dass es unabhdngig vom Analyseverfahren zu einer

signifikanten Unterschatzung des gesamten Blutvolumens kommt.

Priv.-Doz. Dr. med. Olaf Picker
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