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1 Einleitung

1.1 Infusionstherapie

In Krankenhäusern überall auf der Welt sind Infusions�aschen ein häu�ger Anblick.
Viele Patienten erhalten während ihres Klinikaufenthaltes aus unterschiedlichen Grün-
den Flüssigkeit über eine Venenverweilkanüle. Vor allem im Operationssaal, auf der
Intensivstation und in der Notfallmedizin sind intravenöse Flüssigkeiten nicht mehr
wegzudenken. Die moderne Medizin wird auf diese Weise Tag für Tag von den op-
tisch fast allgegenwärtigen Infusionslösungen begleitet. Der Umstand, dass es sich bei
intravenösen Flüssigkeiten aber um Medikamente handelt, wird im klinischen Alltag
häu�g nur unzureichend wahrgenommen. Auch in der pharmakologischen Ausbildung
im Medizinstudium führen sie ein Schattendasein, obwohl im Krankenhaus vermutlich
kein anderes Medikament häu�ger appliziert wird. Dabei haben die Infusionslösungen �
wie andere Pharmaka auch � Indikationen, Kontraindikationen und vor allem eben auch
unerwünschte Arzneimittelwirkungen. Überspitzt kann man sagen, dass es sich eben
nicht nur um ein �bisschen Wasser�, sondern um �echte� Medikamente handelt [My-
burgh and Mythen, 2013]. Die historischen Grundlagen können das Verständnis für die
aktuelle Diskussion um die Infusionslösungen erleichtern, da traditionelle und ökonomi-
sche Aspekte im Diskurs häu�g eine der evidenzbasierten Forschung ebenbürtige Rolle
spielen. Ein kurzer Abriss der Geschichte der Infusionstherapie �ndet sich deshalb im
Anhang im Kapitel 6.1 auf Seite 172. Auf die Entwicklungsgeschichte der in dieser
Dissertation untersuchten kolloidalen Lösungen wird dort ebenfalls eingegangen. Ge-
rade bei Infusionslösungen ist der Ein�uss ökonomischer und historischer Faktoren bei
der Herangehensweise und Einordnung von Forschungsergebnissen nicht zu unterschät-
zen. Im Zentrum dieser Einleitung steht ein Überblick über die nicht nur im klinischen
Alltag relevanten, sondern auch bei den später gezeigten Experimenten untersuchten
Infusionslösungen. Dabei wird insbesondere auf die Hydroxyethylstärke eingegangen.
Abschlieÿend wird geschildert, aus welchem Grund die Interaktion zwischen dem Organ
Niere und den Infusionslösungen zum Thema der hier präsentierten Untersuchungen
geworden ist.
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1 Einleitung

1.2 Überblick über verschiedene Infusionslösungen

Die moderne Infusionstherapie unterscheidet zwischen zwei verschiedenen Ansätzen
bei der Zusammenstellung der Infusionslösungen. Zur Verfügung stehen kristalloide
und kolloidale Lösungen. Diese Unterscheidung geht auf T. Graham1 zurück, die dieser
einführte, als er das Prinzip der Dialyse entdeckte [Graham, 1861].

1.2.1 De�nition der kristalloiden Lösungen

Bei kristalloiden Infusionslösungen handelt es sich um Elektrolyte und / oder Glukose,
die in Wasser gelöst sind. Kristalloide enthalten de�nitionsgemäÿ keine Makromole-
küle [Adams, 2007]. Beim Menschen ist die Konzentration des Kations Natrium aus-
schlaggebend für die Plasmaosmolarität. Entsprechend kann man kristalloide Lösungen
nach dem Natriumgehalt in Voll�, Zweidrittel�, Halb� und Eindrittellösungen eintei-
len. Daneben existieren auch elektrolytfreie Lösungen (z.B. Glukose 5%) [Thiel and
Roewer, 2009]. An dieser Stelle soll nur auf die so genannten �Vollelektrolytlösungen�
eingegangen werden, deren Natriumgehallt zwischen 120 und 160 mmol / l liegt und
die damit näherungsweise der Plasmaosmolarität, die bei etwa 290 mosmol / kg H2O
entsprecht. An dieser Stelle ist anzumerken, dass in den USA auch kristalloide Lösun-
gen als �Plasma Expander� gelten, während dieser Begri� in Deutschland nur für die
kolloidalen Lösungen (siehe unten) reserviert ist [Hartog, 2014].

1.2.2 De�nition der kolloidalen Lösungen

Der Begri� �Kolloid� kommt vom altgriechischen Wort κολλα für �Leim� und ειδς
für �Form�. De�nitionsgemäÿ werden so Teilchen bezeichnet, die in einem anderen
Medium (bei den Infusionslösungen in Flüssigkeit), dem Dispersionsmedium, verteilt
sind. Dabei ist das einzelne Kolloid gewöhnlich zwischen 1 nm und 1 µm groÿ. Die
Bezeichnung �Hydrokolloide� bedeutet, dass die Teilchen in wässriger Lösung gelöst
sind. Bei den Kolloiden handelt es sich mehrheitlich um hochmolekulare Substanzen,
die einen onkotischen Druck ausüben. Das bedeutet, dass ihr onkotischer Druck (siehe
unten) gleich oder höher ist als der des Plasmas.

1Thomas Graham, schottischer Chemiker,*1805 �1869
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1.2.3 De�nition des kolloidosmotischen Druckes

Der onkotische Druck wird auch als �kolloidosmotischer Druck (= KOD)� bezeichnet.
Er beschreibt den Teil des osmotischen Druckes, der durch Kolloide (im Blut haupt-
sächlich Albumin) ausgeübt wird. Dieser Druck gilt als für die Aufrechterhaltung des
intravasalen Volumens essentiell, weil das Gefäÿendothel beim Gesunden für kleinmole-
kulare Plasmabestandteile wie Ionen (unter anderem die Bestandteile der kristalloiden
Lösungen) gut permeabel ist. Dadurch würde in diesem theoretischen Modell die osmo-
tische Druckdi�erenz ohne Kolloide von alleine ausgeglichen [Silbernagl, 2010]. Kolloide
sollen dadurch, dass sie das Endothel nicht passieren können, nicht frei ins Interstitium
di�undieren und durch die Aufrechterhaltung des onkotischen Druckes freie Flüssigkeit
intravasal binden können. Die (angenommene) Folge ist eine gute Volumenwirksam-
keit und eine � im Vergleich zu Kristalloiden � lange intravasale Verweildauer. Kolloide
werden weiter unterteilt in synthetische Kolloide (HES, Gelatine, Dextrane etc.) und
�natürliche� Kolloide (Humanalbumin).

1.2.4 Physiologische Grundlagen der Volumentherapie mit Kolloiden:

Das Kolloid � Paradigma

Anhand von zwei sehr vereinfachenden Schaubildern soll die physiologische Grund-
lage der Infusionstherapie kurz erläutert werden. Dieses auf Starlings2 und Bayliss3

Überlegungen zurückgehende Dogma wird zwar zunehmend in Frage gestellt [Koch,
2013] [Ragaller M, 2009], stellt aber für viele klinische Anwender immer noch die theo-
retische Grundlage für die Notwendigkeit der Anwendung kolloidaler Infusionslösungen
dar. Das �Kolloid � Paradigma� wurde von Bayliss bei seinen Erfahrungen mit Gummi
arabicum 1920 aufgestellt [Bayliss, 1920]. Es besagt, dass nur Kolloide in der Lage
sind, den intravaskulären kolloidosmotischen Druck zu stabilisieren (siehe oben). Die-
ses Paradigma wurde bis in die 1990er Jahre verhältnismäÿig unre�ektiert konserviert
und dient zahlreichen Beteiligten noch immer als Grundlage bei der Diskussion über die
Notwendigkeit des Einsatzes von Hydrosyethylstärke. Wie in der Diskussion dieser Ar-
beit erläutert werden wird, konnten sich diese theoretischen Überlegungen aber in den
groÿen klinischen Studien nicht bestätigen, da sich herausstellte, dass auch Kristalloide
diese Aufgaben erfüllen können.

2Ernest Henry Starling, britischer Physiologe,*1866 �1927
3Sir William Maddock Bayliss, britischer Physiologe,*1860 �1924
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1 Einleitung

Abb. 1.1: Dargestellt ist die physiologische Grundüberlegung zur Volumentherapie mit einer
kristalloiden Infusionslösung (exemplarisch 0,9%NaCl).

Gemäÿ dem Dogma von Bayliss und Starling [Starling, 1896] sind kristalloide Lösun-
gen (Abbildung 1.1) in der Theorie aufgrund ihres Mangels an onkotisch wirksamen
Bestandteilen nicht zur dauerhaften hämodynamischen Stabilisierung geeignet. Durch
die � theoretisch � äuÿerst kurze Halbwertzeit [Kretz and Teufel, 2006] und den des-
halb häu�g etwa vierfach höher eingeschätzten Volumenbedarf (im Vergleich zur selben
Menge an Kolloiden) [Larsen, 2011] komme es deshalb zur �Überinfusion� von Flüs-
sigkeit. Diese rufe wegen des raschen Austritts aus dem Intravasalraum in der Folge
ubiquitäre Ödeme hervor [Marjanovic et al., 2010] [Jungner et al., 2010]. Die damit
einhergehende stark positive Flüssigkeitsbilanz kann einen negativen Ein�uss auf die
Prognose von Intensivpatienten haben, wie zum Beispiel Cerda et al. und Payen et al.
demonstrieren konnten [Cerda et al., 2010] [Payen et al., 2008]. In diesem theoretischen
Modell sollen kolloidale Lösungen demgegenüber durch ihre onkotisch wirksamen Be-
standteile den Intravasalraum stabilisieren und den parenteralen Volumenbedarf senken
(Abbildung 1.2).
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Abb. 1.2: Dargestellt ist die physiologische Grundüberlegung zur Volumentherapie mit einer
kolloidalen Infusionslösung (exemplarisch Hydroxyethylstärke).

1.2.5 Infusionslösungen in der Volumentherapie

Oft wird betont, dass diese beiden Arten von Infusionslösungen � Kristalloide und Kol-
loide � nicht in Konkurrenz zu einander stünden, sondern viel mehr als sich gegenseitig
ergänzende Konzepte zu betrachten seien. So haben beide strenge Indikationen und
Kontraindikationen. Vor allem in Europa gilt der Volumenersatz als Domäne der Kol-
loide. Demgegenüber gilt die Flüssigkeitstherapie als primäre Aufgabe der kristalloiden
Infusionslösungen. Dieser Form der Arbeitsteilung �ndet sich in den gängigen deutschen
Lehrbüchern [Thiel and Roewer, 2009]. Dabei unterscheidet sich allerdings die Verbrei-
tung verschiedener Typen von Infusionslösungen von Land zu Land stark. Beispielsweise
werden in den USA und in Neuseeland nach wie vor kristalloide Infusionen zur Volume-
nersatztherapie angewandt, wie eine Untersuchung von Finfer et al. zeigte [Finfer et al.,
2010]. Auch innerhalb der Kolloide �nden sich höchst unterschiedliche Verteilungen. So
wird in Groÿbritannien und Australien vermehrt auf Gelatine zurückgegri�en, während
in zentraleuropäischen Ländern Hydroxyethylstärke dominiert [Finfer et al., 2010]. Im
Anhang �ndet sich auf Seite 184 in Abbildung 6.1 eine an Finfer et al. [Finfer et al.,
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2010] orientierte Darstellung des ländesspezi�schen Einsatzes von Kolloiden, Kristal-
loiden und Blutprodukten. Auf Seite 185 ist hingegen in Abbildung 6.2 der spezi�sche
Anteil der verschiedenen Kolloide dargestellt. Die Situation in Deutschland wird in der
Diskussion in Abschnitt 4.7.6 auf Seite 152 dargelegt.

1.2.6 Kristalloide

In diesem Kapitel werden kurz die Unterschiede und Gemeinsamkeiten einer Auswahl
gängiger kristalloider Infusionslösungen besprochen.

Übersicht Kristalloide

� NaCl 0,9%

� Ringer � Lösung

� Ringer � Laktat

� Balancierte Vollelektrollytlösung (z.B. Sterofundin® ISO)

Eine Gemeinsamkeit fast aller kristalloider Infusionslösungen ist, dass sie aus galeni-
schen Gründen einen niedrigen pH �Wert haben. Die Folgen davon sind im Weiteren
auf Seite 8 ausführlich beschrieben verdeutlicht.

0,9%NaCl � Lösung

Beschreibung: Die weltweit (vor allem in den USA und Australien) gebräuchlichste
kristalloide Infusionslösung ist die so genannte �isotone Kochsalzlösung� [Awad et al.,
2008]. Diese stellt in gewisser Weise den Archetypus der Infusionslösungen dar. Trotz-
dem ist sie keineswegs �physiologisch�, obwohl sich der Begri� der physiologischen
Kochsalzlösung im allgemeinen Sprachgebrauch zum Teil hartnäckig hält. Durch ihren
Na+ � Gehalt von 154 mmol / l und Cl− von 154 mmol / l hat sie eine deutlich höhe-
re Natriumkonzentration und Chloridkonzentration als das Plasma (vgl. Tabelle 6.7).
Andere Elektrolyte enthält die Kochsalzlösung nicht. Als �isoton� bezeichnet man die
0,9% NaCl � Lösung, weil sie mit einer Osmolarität von 308 mmol / l näherungsweise
der Plasmaosmolarität entspricht.

Indikationen: Der Einsatz von isotoner Kochsalzlösung in gröÿerer Menge ist � in
Deutschland � stark eingeschränkt, während der Gebrauch in den USA so groÿ ist,
dass die FDA (Food and Drug Administration) im April 2014 wegen des hohen Bedarfs

6
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sogar über ausgeprägte Lieferproblemen berichtete4. In Deutschland gibt es nur noch
Ausnahmen, die eine Flüssigkeits� oder Volumentherapie mit 0,9% NaCl � Lösung
notwendig machen. Ein extrazellulärer Volumenmangel, der mit einer Hyponatriämie
oder einer Hypochlorämie einhergehen kann, könnte eine solche Ausnahme sein, da
beide durch die NaCl � Zufuhr ausgeglichen werden können. Eine andere in der Praxis
häu�gere Konstellation ist die perioperative Flüssigkeitssubstitution bei einem (dialy-
sep�ichtigen) niereninsu�zenten Patienten. Dabei wird häu�g angeführt, dass durch
die eingeschränkte Nierenfunktion die Gabe von kaliumhaltigen Infusionslösungen eine
Gefahr darstellen könne, da die Niere nicht mehr in der Lage ist, selbstständig den
Kaliumspiegel e�ektiv zu senken. In einem solchen Fall könnte 0,9% NaCl von Vor-
teil sein, da diese die bisher einzige isotone kristalloide Infusion ohne Kaliumgehalt
darstellt [Thiel and Roewer, 2009]. Sowohl die Evidenz als auch das zugrundegelegte
theoretische Modell für dieses Procedere ist jedoch äuÿerst schwach. Bei Infusion vom
1 l einer balancierten Vollelektrolytlösung (siehe unten) werden dem Patienten nur 4 �
5 mmol Kalium infundiert. Dies entspricht weniger als einem Zwanzigstel der bei nor-
maler Diät aufgenommenen Kaliummenge [Kümpers, 2015]. Umgekehrt beobachteten
Khajavi et al. im Rahmen nach Gabe von kaliumfreier 0,9% NaCl � Lösung im Rahmen
von Nierentransplantationen eine erhöhte Inzidenz von Hyperkaliämien im Vergleich zu
Ringer � Laktat [Khajavi et al., 2008]. Eine prospektive Studie von O Malley et al. mit
demselben Setting musste aus Sicherheitsgründen abgebrochen werden, da unter 0,9%
NaCl � Gabe nicht nur häu�ger Hyperkaliämien, sondern auch metabolische Azidosen
auftraten [O'Malley et al., 2005]. Einzelne Universitätskliniken � wie die Universitäts-
klinik Münster � sind aus diesen Gründen dazu übergegangen, die �unphysiologische�
Kochsalzlösung nicht mehr einzusetzen [Kümpers, 2015]. Daneben kann die 0,9% NaCl
� Lösung als Trägersubstanz zum Aufziehen verschiedener Medikamente dienen, da sie
� anders als Vollelektrolytlösungen � kein Calcium enthält [Karow, 2013].

Probleme: Die Gabe von 0,9% NaCl � Lösung in gröÿeren Mengen beinhaltet das
Risiko einer hyperchlorämischen Azidose [Handy and Soni, 2008] und der Dilutionsazi-
dose [Larsen, 2011]. Letztere tritt auf, weil durch Infusion von 0,9% NaCl das Bikar-
bonat verdünnt werden und so dessen Pu�erkapazitäten vermindert werden. Dabei gilt
gerade der Bikarbonatpu�er als wichtigstes Pu�ersystem im Säure � Basen �Haushalt
des Menschen. In der Folge kann es durch diese Dilution durch eine Verschiebung

4http://www.fda.gov/drugs/drugsafety/ucm382255.htm, [Stand: 27.05.2014, 09:23]
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des pH �Wertes zur Azidose kommen [Thiel and Roewer, 2009]. Es gibt Untersuchun-
gen, dass 0,9% NaCl im Vergleich zu balancierten Vollelektrolytlösungen wegen seines
schlechteren �metabolischen Pro�ls� als nierenschädigender sein könnte [Hadimioglu
et al., 2008]. Die Dilutionsazidose gilt als eine der Ursachen für die Notwendigkeit von
Weiterentwicklungen der Kochsalzlösung [Thiel and Roewer, 2009].

Die Ringer � Lösung und ihre Weiterentwicklungen

Beschreibung: Die Ringer � Lösung stellt eine Weiterentwicklung der isotonischen
Kochsalzlösung dar. Die nach ihrem Er�nder5 benannte Ringer � Lösung6 kommt der
Elektrolytzusammensetzung des Blutplasmas deutlich näher als die 0,9% NaCl � Lö-
sung (vgl. Tabelle 6.8 auf Seite 186 im Anhang). Sie enthält Natrium, Kalium, Calcium,
Magnesium und Chlorid [Hartmann, 1932].

Die Entwicklung der balancierten Lösungen: Hartmann7 hatte bei seiner Tätigkeit
als Pädiater beobachtet, dass unter Diarrhoe leidende Kinder nach Infusion konven-
tioneller kristalloider Flüssigkeit verstarben, weil sie eine hyperchlorämische Azidose
entwickelt hatten. Das Problem bei der ursprünglichen Ringer � Lösung war, dass
sie � wie 0,9% NaCl � zuviel Chlorid, nämlich 156 mmol / l, enthielt. Die Lösungen
Ringer � Laktat und Ringer � Laktat nach Hartmann stellen in dieser Hinsicht wichtige
Weiterentwicklungen dar, weil sie �balanciert� waren. Der Begri� �balanciert� bedeutet,
dass die bei physiologischer Konzentration von Natrium und Chlorid entstehende Anio-
nenlücke durch Zugabe metabolisierbarer Anionen geschlossen wird und dadurch eine
Isotonie der Lösung erreicht wird. Hartmann modi�zierte die Ringer � Laktat Lösung
noch einmal leicht, indem er den Gehalt an Kalium (5 mmol / l statt 5,4 mmol / l)
und Calcium (1 mmol / l statt 1,8 mmol / l) reduzierte, während er dafür 1 mmol / l
Magnesium hinzufügte.

Metabolisierende Anionen: Um die Induktion dieser Azidose zu verhindern, müssen
dem Plasma mit der Flüssigkeit auch Pu�er zugeführt werden. Ein zusätzliches Problem
dabei ist, dass kristalloide Infusionslösungen aus galenischen Gründen im azidotischen
pH �Bereich liegen. Die Infusion von kristalloiden Lösungen müsste also theoretisch

5Sydney Ringer, englischer Pharmakologe und Kliniker, Professor am University College Hospital in London,
*1836 �1910

6Im angelsächsischen Raum auch �Locke � Ringer Lösung�, nach F. S. Locke, englischer Physiologe, *1871
�1949

7Alexis Hartmann, amerikanischer Pädiater an der Washington University School of Medicine, *1898 �1964
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dazu führen, dass der Blut pH �Wert von Patienten, die oft krankheitsbedingt schon
zur Azidose neigen, noch weiter absänke. Der Infusionslösung müssen also Pu�er zu-
gesetzt werden.
Das Problem dabei ist, dass Bikarbonat den Infusionslösungen nicht als Pu�er zugesetzt
werden kann. Die Ursache dafür ist wieder der niedrige pH �Wert der Infusionslösun-
gen8. Gäbe man HCO−

3 in eine Lösung mit einem pH � Wert niedriger als 6,1, zer�ele
das HCO−

3 in CO2 und H2O. Wäre der pH �Wert alkalischer, so �ele HCO−
3 mit Cal-

cium oder Magnesium zu unlöslichem Calcium� oder Magnesiumkarbonat aus. Zur
Lösung dieses Problems enthält die Ringer � Laktat Lösung Laktat (Salz der Milchsäu-
re). Dieses Laktat dient dem Organismus als metabolisierbares Anion. Das heiÿt, dass
die Leber unter O2 � Verbrauch dieses Anion zu Bicarbonat versto�wechseln und so zur
Pu�erung beitragen kann. Auf diese Weise können gröÿere Mengen von Ringer � Laktat
infundiert werden, ohne dass der pH �Wert des Blutes abfällt, wie es durch 0,9% NaCl
der Fall ist [Williams et al., 1999].

Probleme der Laktat � Applikation: Der Wert des Laktats (Normwert: 5 � 20 mg / dl)
aus einer venösen Blutabnahme wird in der Intensivmedizin als Parameter eines anaero-
ben Sto�wechsels bei kritisch kranken Patienten verwendet [Callaway et al., 2009] [Ri-
xen et al., 2001]. Es erlaubt eine Einschätzung der peripheren Sauersto�unterversor-
gung und gilt als diagnostischer Parameter für den Schweregrad und die Mortalität im
Schock [Bakker et al., 1996]. Die Validität einer Laktat � Messung ist bei einem Patien-
ten, dem Ringer � Laktat infundiert wurde, eingeschränkt bis nicht verwertbar. Auÿer-
dem wird der Einsatz von Laktat beim kritisch Kranken häu�g stark eingeschränkt, da
die Versto�wechselung eine uneingeschränkte Leberfunktion erfordert (siehe Abbildung
1.1 auf Seite 10).

Indikationen: Ringer � Laktat wird weltweit eingesetzt zur Deckung des basalen Flüs-
sigkeitsbedarfes, zum Ersatz geringer Volumenverluste, zur Flüssigkeitssubstitution bei
iso� und hypotoner Dehydratation und als Flüssigkeitsersatz bei extrazellulärem Volu-
mende�zit. Seine Halbwertszeit liegt � nach Lehrbuch � bei etwa 25 Minuten [Kretz
and Teufel, 2006].

8 Eine Ausnahme ist Gelifundol®(= 5,5% Oxypolygelatin) von Biotest Pharma, Dreieich, Deutschland. Diese
enthält HCO−

3
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Balancierte Vollelektrolytlösungen

Die balancierte Vollelektrolytlösung stellt den pharmazeutischen Versuch dar, den Elek-
trolytverhältnissen des Blutplasmas möglichst nahe zu kommen. Dabei besitzt die
balancierte Vollelektrolytlösung gegenüber der Ringer � Laktat Lösung (siehe Kapitel
1.2.6) einige Modi�kationen. Im Folgenden werden die Eigenschaften von Sterofundin®

ISO von B. Braun Melsungen AG als exemplarische Vollelektrolystlösung beschrieben.
Die genaue Zusammensetzung von Sterofundin® ISO �ndet sich im Anhang in Abbil-
dung 6.10 auf Seite 187.

Metabolisierbare Anionen: Als metabolisierbare Anionen enthält Sterofundin® ISO
Acetate (Salz der Essigsäure) und Malat (Salz der Apfelsäure). Die daraus resultieren-
den Vorteile gegenüber dem Laktat der Ringer � Lösung sind in Tabelle 1.1 dargestellt,
die aus �Flüssigkeitstherapie� von Zander übernommen wurde [Zander et al., 2007].

Tabelle 1.1: Vergleich Acetate und Laktat

E�ekt Acetate Laktat

HCO−
3 � Bildung 15 Min verzögert

O2 � Verbrauch normal gesteigert

Respiratorischer Quotient 0,5 0,67

Glukoneogenese (Leber) normal gesteigert

Hyperglykämie (Diabetes) normal gesteigert

Bindung von ionisiertem Kalzium nein ja

Laktat als Hypoxiemarker ja nein

Metabolisierende Organe

normal alle Leber

im Schock alle nein

Über den Einsatz von Acetate als metabolisierbares Anion wurde erstmals 1910 beim
Kampf gegen die Cholera berichtet [Cash et al., 1969]. Seit 1964 wird es für die
Hämodialyse verwendet [Mion et al., 1964]. In diesem Rahmen wurde nach massiver
Infusion von Acetate auch über systemische Nebenwirkungen in Form einer Vasodilata-
tion berichtet. Die Datenlage dazu ist uneinheitlich. Im Rahmen der Infusionstherapie
mit acetate � haltigen Lösungen wie Sterofundin® ISO gelten kardiozirkulatorische
Nebenwirkungen aber als unwahrscheinlich [Zander et al., 2007]. Acetate und Malat
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gelten als gleichwertige metabolisierbare Anionen. Um 1 mol HCO−
3 aus 1 mol Acetate

zu gewinnen, werden 2 mol O2 benötigt. Malat hingegen benötigt dafür nur 1 mmol
O2. Der Vorteil des Acetates liegt in einer schnelleren Versto�wechselung.

Abb. 1.3: Metabolismus von Acetate. Nach Infusion des metabolisierbaren Anions Acetate
nimmt dieses das H+ aus dem Kohlensäure � Bikarbonat � Pu�er auf. Die entstehende
Essigsäure wird anschlieÿend im Citrat � Zyklus zu Wasser und CO2 versto�wechselt.
Abbildung nach [Zander et al., 2007].

Da nicht alle Kliniken die gleichen kristalloiden Lösungen verwenden, werden die übrigen
gebräuchlichen balancierten Vollelektrolytlösungen auf Seite 188 in Abschnitt 6.4.4 im
Anhang kurz vorgestellt.

Unerwünschte Arzneimittelwirkungen: Nach Roewer et. al weisen balancierte Voll-
elektrolytlösungen drei wichtige Hauptnebenwirkungen auf [Wunder, 2012]: Die Dilu-
tionshypoproteinämie kann dadurch entstehen, dass durch die Dilution des Plasma
dessen kolloidosmotisch wirksamen Bestandteile relativ zum Gesamtvolumen abneh-
men. Nach Starling wird dadurch die Extravasation von Flüssigkeit begünstigt [Star-
ling, 1896]. Es kann in der Folge, wie oben bereits dargelegt, zu Ödemen kommen.
Für die Dilutionsazidose ursächlich ist, dass alle Kristalloide � wie oben erläutert �
kein Bikarbonat enthalten. Unabhängig von der Zugabe der metabolisierbaren Anionen
kann es vorkommen, dass durch die Verdünnung des körpereigenen Bikarbonat�Anteils
eine Azidose entsteht. Diese sind nach Roewer von folgenden vier Faktoren abhängig:

1. Infusionsmenge und �geschwindigkeit

2. Nierenfunktion
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3. Leberfunktion

4. Art und Konzentration der zugeführten Anionen [nach [Wunder, 2012], S. 87]

Am deutlichsten falle die Dilutionsazidose nach Applikation von 0,9% NaCl aus (sie-
he oben). Die so genannte Post�Infusionsalkalose (= Rebound�Alkalose) kann
dadurch verursacht werden, dass balancierte Vollelektrolytlösungen nach �passagerer
Azidi�zierung� [Wunder, 2012] auch nach längerer Verzögerung durch die Versto�-
wechselung der metabolisierbaren Anionen bei gleichzeitig supprimierter Leberfunktion
einen starken Basenüberschuss entstehen lassen. Die Konsequenzen dieses nach Roewer
et al. nicht seltenen Phänomens können eine (Links�)Verschiebung der O2 � Bindungs-
kurve, eine kompensatorische Hypoventilation, eine Abnahme des ionisierten Calciums
und vieles mehr sein [Wunder, 2012].

Indikationen: Die Indikationen für balancierte Vollelektrolytlösungen sind umstritten.
Während einige Länder und Autoren balancierte Vollelektrolytlösungen sowohl zur Flüs-
sigkeitstherapie als auch zum Volumenersatz einsetzen, nutzen andere diese im Rahmen
der Volumensubstitution nur als Ergänzung zu kolloidalen Lösungen. Die S2k�Leitlinie
zur Sepsis erteilt eine Empfehlung des Grades �B� zum Einsatz kristalloider Lösungen
als Volumenersatz zur hämodynamischen Stabilisierung [F.M. Brunkhorst, 2010].

1.2.7 Kolloide

Kolloide unterscheiden sich von Kristalloiden durch die Anwesenheit von Makromole-
külen (siehe De�nition in Abschnitt 1.2.1 oben).

Im Folgenden werden die Kolloide

� Humanalbumin

� Hydroxyethylstärke

� Dextrose

� Gelatine

kurz vorgestellt. Dabei liegt der besondere Schwerpunkt auf der Darstellung der Hy-
droxyethylstärke.

12
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Humanalbumin

Beschreibung: Albumin ist ein in der Leber gebildetes Plasmaprotein. Es handelt
sich um ein so genanntes �natürliches Kolloid�, weil es nicht synthetisch hergestellt,
sondern aus dem gepoolten (= durch Zusammenführung verschiedener Plasmaspen-
den) Plasma gesunder Spender gewonnen wird. Deshalb zählt Humanalbumin zu den
Blutprodukten. Entsprechend muss die Aufbereitung mit groÿem Aufwand betrieben
werden, um potentielle Infektionsübertragungen zu verhindern. Dies geschieht unter
anderem durch eine Pasteurisierung bei 60 ◦C über mindestens 10 Stunden. Auf diese
Weise hat Humanalbumin das geringste Infektionsrisiko aller nicht � rekombinant ge-
wonnener Blutprodukte [Lang-Roth and Karow, 2005]. Es stellt dadurch auch das mit
Abstand teuerste Kolloid dar. Genauere Details dazu �nden sich ausführlich bei Thiel et
al. [Thiel and Roewer, 2009]. Am Ende müssen mindestens 95% Albuminmonomere (=
Reinheitsgrad) enthalten sein. Das so aufbereitete Humanalbumin enthält herstellungs-
bedingt bis zu 200 µg / l Aluminium. Diese Grenze entspricht dem gerade als toxisch
festgesetzten Grenzwert. Der Aluminiumgehalt des Plasmas ist 20 �fach niedriger als
der eines Humanalbumin � Präparates.

Molekulare Eigenschaften des Humanalbumins: Das Molekül ist aus etwa 580 Ami-
nosäuren aufgebaut. Es ist unter physiologischen Bedingungen für etwa 80% des on-
kotischen Plasmasdruckes verantwortlich [Vincent and Gottin, 2011]. Sein mittleres
Molekulargewicht liegt bei 66 550 Da. Seine normale Konzentration im Serum liegt bei
35 bis 55 g / l. Es stellt somit 55 � 67 % aller Plasmaproteine. Humanalbumin transpor-
tiert wasserunlösliche Sto�e und kann durch seine ampholytischen Eigenschaften eine
gewisse Pu�erkapazität im Blut ausüben [Schmidt and Unsicker, 2003]. Das für die
Infusionstherapie vorgesehene Humanalbumin hat meist eine Konzentration von 5%,
während das für eine gezielte Albuminsubstitution hergestellte 20% enthält. Problema-
tisch ist, dass Humanalbumin die endogene Albuminsynthese in der Leber (0,2 g / kg
Körpergewicht /Tag) hemmt.

Darreichungsform des Humanalbumins: Humanalbumin ist käu�ich zu erwerben als
z.B. Human Albumin Baxter 50 g / l von der Firma Baxter. Als Trägerlösung dient
eine Natrium � Chlorid Lösung (Na: 120 � 160 mmol / l, Chlorid: 100 � 150 mmol / l).
Es gilt damit als �in etwa plasmaisoton� und isoonkotisch [Thiel and Roewer, 2009].
Zwar beträgt die Plasmahalbwertszeit von 5% Humanalbumin nur wenige Stunden,
durch die tubuläre Rückresorption nach glomerulärer Filtration kann die biologische
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Halbwertszeit aber bei intakter Nierenfunktion auf durchschnittlich 21 Tage verlängert
werden. Erst mit dem Verlust biologischer Funktionsfähigkeit wird Humanalbumin in
der Leber abgebaut. Humanalbumin stellt das einzige Kolloid dar, dessen in � vitro

Molmasse mit der in � vivo Molmasse übereinstimmt.

Einsatzgebiete des Humanalbumins: Humanalbumin wird weltweit unterschiedlich
eingesetzt und beurteilt. Während es in den USA zum Teil als Plasmaexpander der 1.
Wahl bei Hypovolämie eingesetzt wird [Investigators et al., 2011], ist die Indikation in
Deutschland aktuell unklar. In der Querschnitts�Leitlinie zur Therapie mit Blutkom-
ponenten und Plasmaderivaten ist das Kapitel �Humanalbumin� aktuell noch ausge-
setzt. Die Ursache dafür liegt im �sehr gravierenden wissenschaftlichen Fehlverhalten
durch den Mitautor (sic) Prof. Dr. J. Boldt (...).�9. In Deutschland spielt Humanal-
bumin vor allem bei Patienten mit Leberzirrhose, nach Parazentese und im Rahmen
des hepatorenalen Syndroms eine Rolle. Beim nephrotischen Syndrom hingegen wird
der Einsatz aktuell nicht empfohlen [Karow, 2013]. Die S2k�Leitlinie Sepsis emp�ehlt,
dass bei Patienten mit schwerer Sepsis beziehungsweise septischem Schock eine Gabe
von Humanalbumin erwogen werden könne (Empfehlung Grad E, ('Evidenz'grad V:
Expertenmeinung) [F.M. Brunkhorst, 2010].

Hydroxyethylstärke (HES)

Die Hydroxyethylstärke (= HES, auch HAES) ist ein künstliches Kolloid, das aus
Wachsmaisstärke oder Karto�elstärke (siehe dazu Tabelle 4.1 auf Seite 134) gewonnen
wird. Die Nomenklatur der vielen verschiedenen HES � Präparate ist kompliziert. Sie
gibt wichtige Informationen über den molekularen Aufbau des HES � Präparates und
den daraus folgenden pharmakokinetischen und � dynamischen Eigenschaften.

Die Entdeckung von HES: HES wurde bereits 1934 von W. Ziese erstmals hergestellt
[Ziese, 1934] [Ziese, 1935]. Damals wurde HES allerdings in erster Linie für industrielle
Zwecke erforscht und erst im Jahr 1956 begannen Husemann und Resz [Resz, 1956],
HES als �Modellsubstanz für Amylase zum Studium fermentativen Abbaus und zur
Feststellung etwaigen Abbaus bei verschiedenen Reaktionen� zu synthetisieren10. Ende
der 1950er Jahre verwendete Wiedersheim HES unter dem Namen �Oxyethylstarch� auf
experimenteller Ebene zur therapeutischen Anwendung [Wiedersheim, 1957]. Daraufhin
9Deutsches Ärzteblatt, Jg. 108, Heft 1�2, A 58, 10. Januar 2011
10Information aus Patent �DE 2814032 C2�, online unter http://www.google.ca/patents/DE2814032C2?

cl=de, [Stand: 27.05.2014, 11:29]
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wurde HES hinsichtlich seiner Eignung im hämorrhagischen Schock in den 1960er
Jahren zunächst am Hundemodell erprobt [Ballinger et al., 1966] [Vineyard et al.,
1966]. Parallel dazu wurden begannen klinische Versuche am Menschen [Ballinger et al.,
1966]. Besondere Aufmerksamkeit galt dabei dem Ausschluss relevanter Antigentität
des HES, da man Anfang bis Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts groÿe Probleme
mit allergischen Reaktionen nach Gabe synthetischer Kolloide beobachtet hatte (siehe
dazu Abschnitt 6.1.2 auf Seite 176) [Brickman et al., 1966]. Eine der ersten groÿen
Studien im klinischen Einsatz fand bis 1968 in Ibadan in Nigeria durch Solanke et
al. an 29 Patienten statt [Solanke, 1968]. Dabei wurde neben der Verträglichkeit von
HES auch die Wirkung im Schock im Vergleich zu Dextranen untersucht. Im Rahmen
des Vietnam � Kriegs in den Jahren von 1959 bis 1975 wurde HES zunehmend zur
Behandlung verwundeter US � Soldaten eingesetzt [Ertmer et al., 2009].

Molekularer Aufbau von HES: Die Grundbausteine von HES sind verzweigte Ketten
von Glukosemolekülen. Dabei handelt es sich entweder um Amylose oder Amylopektin.

Abb. 1.4: Molekularer Aufbau von Stärke, A: Amylose, B: Amylopektin

Wie in Abbildung 1.4 verdeutlicht, besteht der entscheidende Unterschied zwischen

15



1 Einleitung

Amylose und Amylopektin darin, dass Amylose ausschlieÿlich durch α 1,4 � glykosidi-
sche Bindungen verknüpft ist, während Amylopektin nach etwa jedem 25. Glukose �
Monomer eine α 1,6 � glykosidische Bindung enthält. Auch das menschliche Glykogen
verbaut neben den α 1,4 � glykosidischen Bindungen nach jedem 8. � 12. Glukose � Mo-
nomer eine solche α 1,6 � glykosidische Bindung. Native hochmolekulare Stärke kann
aber unter anderem wegen ihrer kaum vorhandenen Wasserlöslichkeit infolge von in-
tramolekularen und von intermolekularen Wechselwirkungen nicht für die Herstellung
von Infusionslösungen benutzt werden. Auÿerdem würden körpereigene Glykosidasen
(insbesondere die α � Amylase) Amylose rasch zu Oligosacchariden, Maltose, Glukose
und Isomaltose abbauen. Die Stärke muss also zunächst chemisch modi�ziert werden,
um wasserlöslich und resistenter gegen die α � Amylase zu werden. Dies geschieht
dadurch, dass die �freien� Hydroxylgruppen der verwendeten Glukose mit einer Hydro-
xyethylgruppe substituiert werden. Freie Hydroxylgruppen sind dabei am C2, C3 und
C6 � Atom. Abbildung 1.5 zeigt diese Modi�kation exemplarisch.

Abb. 1.5: Schema der chemischen Synthese von HES durch Substitution von Hydroxyethylgruppen
an C2, C3 und C6 von Amylose

Substitutionsgrad und molare Substitution: Nicht jedes HES ist an denselben Hydro-
xylgruppen durch Hydroxyethylgruppen substituiert. Die Substitution ist aus mehreren
Gründen von groÿer Bedeutung für die Pharmakokinetik. Eine Angabe über das Ausmaÿ
der Hydroxyethylierung gibt der Substitutionsgrad. Für den Substitutionsgrad existieren
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zwei verschiedene Angaben, die �molare Substitution� (MS) und der eigentliche �Substi-
tutionsgrad� (= degree of substitution, DS). Beide Begri�e wurden ursprünglich 1973
durch den britischen Pharmakologen Banks festgelegt und werden als dimensionslose
Zahl angegeben [Banks et al., 1973].

Die molare Substitution (MS) gibt das Verhältnis der Anzahl Hydroxyethylgruppen
zur Gesamtzahl der Glukosemoleküle an. Die molare Substitution kann gröÿer als 1
sein, wenn einzelne Glukosemoleküle mehr als eine Hydroxyethylgruppen erhalten ha-
ben.

Der Substitutionsgrad (DS) hingegen beschreibt das Verhältnis der Anzahl substitu-
ierter Glukoseeinheiten zur Gesamtzahl der verfügbaren Glukosemoleküle. Auch wenn
ein Glukosemolekül mehrfach substituiert sein sollte, kann der Substitutionsgrad (DS)
maximal 1 betragen. Die Zahl 1 bedeutet dann, dass jedes Glukosemolekül im HES
mit mindestens einer Hydroxyethylgruppe versehen ist.

In der Praxis wird meistens die molare Substitution (MS) angegeben. Meistens lie-
gen MS und DS so nahe beieinander, dass der Unterschied in der Praxis von keiner
groÿen Bedeutung ist. Der Substitutionsgrad ist � vor allem im angelsächsischen
Raum � namensgebend für das HES � Präparat. Der Name setzt sich zusammen aus
dem griechischen Namen des Substitutionsgrades, dem �starch� angehängt wird. Diese
Bezeichnungen sind in Deutschland indes weniger gebräuchlich. Deshalb �ndet sich in
Tabelle 1.2 eine Übersicht nach Boldt et al. [Boldt, 2009a].

Tabelle 1.2: HES � Präparate: Klassi�kation nach Substitutionsgrad

Substitutionsgrad (MS) Klassi�kation Beispiel

0,7 Hetastarch Hespan®

0,6 Hexastarch Elohes®

0,5 Pentastarch Hemohes®

0,4 Tetrastarch Voluven®

Das C2 / 6 � Verhältnis: Von groÿer pharmakokinetischer Bedeutung ist auch die
Frage, an welchem C � Atom die Hydroxyethylgruppe substituiert wurde. Herstellungs-
bedingt gelingt die Hydroxyethylierung am besten an C2, das heiÿt die Reaktivität
nimmt vom C2 � Atom über das C3 � Atom bis zum C6 � Atom hinweg ab [Lesch,
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2003] [Weidhase et al., 1998]. Die Position am C2 � Atom gilt als deshalb so wichtig,
weil sie das HES deutlich resistenter gegen die α � Amylase macht. Die α � Amylase
ist das pharmakokinetisch entscheidende Enzym, da es die α 1,4 � glykosidischen Bin-
dungen hydrolysiert und so die renalen Ausscheidung von HES beschleunigt. Je mehr
C2 � Atome eine Hydroxyethylgruppe enthalten, desto länger braucht die α � Amyla-
se zum Abbau und desto länger ist die intravasale Wirkung. Das Verhältnis der am
C � 2 Atom hydroxyethylierten Glukosemoleküle zu den am C � 6 Atom hydroxyethy-
lierten Glukosemoleküle wird (vereinfachend) als Substitutionsmuster bezeichnet. Zur
Bestimmung des C2 /C6 Verhältnisses erfolgt gaschromatographisch quantitativ nach
vollständiger Hydrolyse des HES. Genauere Angaben zur Bestimmung des Verhältnis-
ses �nden sich bei Lesch [Lesch, 2003] und Weidhase [Weidhase et al., 1998].

Tabelle 1.3: HES � Präparate: Vergleich des C2 /C6 Verhältnisses

C2 /C6 Verhältnis HES � Präparat

4 : 1 Expafusin®

5 : 1 Hemohes®

6 : 1 Venofundin®

9 : 1 Voluven®

Exkurs zum molekularen Unterschied von HES und Dextrane: Sowohl HES als auch
Dextrane (siehe Abschnitt 1.2.7 auf Seite 24) basieren beide auf Ketten von Gluko-
semolekülen. Der entscheidende Unterschied ist, dass beim Dextrane vor allem 1,6 �
glykosidische � Bindungen vorliegen, während HES � wie oben gezeigt � vor allem 1,4
� glykosidische Bindungen. Dadurch ist Dextrane anders als HES auch ohne Substituti-
on von Hydroxyethylgruppen wasserlöslich. Trotzdem wird das Rohdextran zu kleineren
Molekülen degradiert, um als Therapeutikum eingesetzt zu werden.

Die mittlere Molmasse: Die mittlere Molekülgröÿe schwankt aufgrund der Fertigung.
Es handelt sich bei den künstlichen Kolloiden um �polydisperse Lösungen unterschied-
licher Molekülgröÿen� [Adams, 2007]. Das bedeutet, dass sich die HES � Moleküle vor
der Weiterverarbeitung nach der Gauÿschen Normalverteilung als Glockenkurve anord-
nen. Die ursprünglichen HES � �Rohsto�e� beinhalten Teilchen mit einer Gröÿe bis zu
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100.000 kDa. In Abbildung 1.6 ist dies am Beispiel von 200 000 HES dargestellt (nach
Thiel [Thiel and Roewer, 2009]).

Abb. 1.6: HES vor der Weiterverarbeitung

Die meisten HES � Moleküle liegen dabei in nächster Nähe von 200 kDa, dabei sind
50% aller Moleküle schwerer und 50% leichter als 200 kDa. Die häu�gste Molekülgröÿe
ist 200 kDa (= Mw), diese stellt auÿerdem das molekulare �Zahlenmittel� dar (= Mn).
Diese Ursprungsmasse wird pharmazeutisch so verändert, dass die Moleküle mit einer
Molmasse über einem bestimmten Grenzwert �ltriert und entfernt werden. Dadurch
entsteht eine Verteilung wie in Abbildung 1.7 nach Thiel [Thiel and Roewer, 2009].
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Abb. 1.7: HES nach der Weiterverarbeitung

Durch diese Veränderung ist die häu�gste molare Masse (Mw) nicht mehr die Durch-
schnittsmasse (Mn). Der Quotient von Mw / Mn wird auch als Verteilungsbreite cha-
rakterisiert. Die Verteilungsbreite von Voluven® liegt bei 2,6. Ein sehr umfangreicher
Überblick zu diesem Thema �ndet sich bei Wagenblast [Wagenblast, 2004].

Elimination: HES, das kleiner als 50 kDa ist, wird schnell renal ausgeschieden [Di-
ckenmann et al., 2008]. Neben diesem Eliminationsmechanismus werden gröÿere HES
� Moleküle auch durch das retikuloendotheliale System phagozytiert und gespeichert.
Dies ist notwendig, weil die im HES vorkommenden α 1, 6 � Bindungen nicht von
der α � Amylase gespalten werden können. Diese Bindungen können nur intrazellulär
aufgelöst werden [Thiel and Roewer, 2009]. Die anschlieÿende lysomale Speicherung
kommt auch bei den anderen Kolloiden vor. Bei HES gilt sie aber als besonders lang
und ausgeprägt, so dass es zu einem Pruritus und einer Hepatosplenomegalie kommen
kann (siehe Abschnitt 6.3 auf Seite 180). Die mittlere Molmasse ist dabei � anders als
häu�g angenommen � nicht ausschlaggebend für die intravasale Verweildauer. Diese
wird durch die Metabolisierungsrate durch die körpereigenen Glykosidasen, also vor
allem der α � Amylase, bestimmt. Und die Metabolisierungsrate korreliert vor allem
mit dem C2 /C6 � Verhältnis und dem Substitutionsgrad (siehe [Treib et al., 1999]
und [Schramm et al., 2007]). Je höher beide sind, desto länger braucht die α � Amylase
zum Abbau des HES. HES wird dabei fortwährend abgebaut. Sinken einzelne Fragmen-
te unter eine Gröÿe von etwa 50 kDa, können sie renal ausgeschieden werden.
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Zusammenfassung: HES und seine Pharmakokinetik werden also durch drei Faktoren
maÿgeblich beein�usst :

1. den molekulare Substitutionsgrad ( z.B. 0,4 beim Voluven®, siehe Tabelle 1.2)

2. das Substitutionsmuster (= C2 / C6 Ratio, also z.B. 9 : 1 beim Voluven®)

3. die mittlere Molmasse ( z.B. 130 kDa beim Voluven®).

Die Nomenklatur der verschiedenen medizinisch verfügbaren Hydroxyethylstärke re-
�ektiert diese Faktoren und den diesen zugrundeliegenden molekularen Aufbau. Die
Bezeichnung setzt sich demnach aus mehreren Komponenten zusammen. Im Folgen-
den soll dies kurz am Beispiel von Voluven® verdeutlicht werden. Voluven® stellt
den Handelsnamen dar. Der enthaltene Wirksto� heiÿt �6% HES 130 / 0,4�. Im an-
gelsächsischen Raum wird noch die Bezeichnung �Tetrastarch� ergänzt (siehe Tabelle
1.2).

6% HES 130 / 0,4

6% beschreibt den prozentualen Anteil am Gesamtvolumen.
(6% enthalten dementsprechend 60 g HES pro Liter)

HES steht für Hydroxyethylstärke

130 steht für die mittlere Molmasse, angegeben in kDa

0,4 steht für den molekularen Substitutionsgrad

Unterschiedliche HES�Präparate: Das heute eingesetzte HES 130 / 0,4 bzw. HES
130 / 0,42 (siehe Tabelle 1.5 auf Seite 22) wird häu�g auch als �HES der 3. Genera-
tion� bezeichnet. Zusammenfassend wird von der pharmazeutischen Industrie angege-
ben, dass HES 130 / 0,4 den bestmöglichen Volumene�ekt und die längst mögliche
Verweildauer bei gleichzeitig minimiertem Risikopro�l habe [Boldt, 2009b] (siehe da-
zu auch Abschnitt 4.4.6 auf Seite 135). Eine kurze Übersicht über die verschiedenen
Generationen von HES �ndet sich in Tabelle 1.4.
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Tabelle 1.4: HES � Präparate: Entwicklungsgeschichte

Jahr Typ Generation

1974 6% HES 450 / 0,7 1. Generation

1977 6% HES 70 / 0,5 2. Generation

1978 6% HES 200 / 0,5 2. Generation

1980 3%, 6%, 10% HES 200 / 0,62 2. Generation

1999 6% HES 130 / 0,4 3. Generation

1999 6% HES 130 / 0,42 3. Generation

2007 6% HES 130 / 0,4 in balancierter Vollelektrolytlösung 3. Generation

2008 6% HES 130 / 0,42 in balancierter Vollelektrolytlösung 3. Generation

Entsprechend gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher HES � Präparate, die sich alle in
einigen Punkten unterscheiden. In Tabelle 1.5 und 1.6 �ndet sich eine Auswahl von
häu�gen HES � Präparaten. Einige sind dabei aktuell nicht mehr käu�ich zu erwerben
(z.B. Rheohes®).

Tabelle 1.5: HES � Präparate: Molekulare Eigenschaften

Produktname Molekül� Substitutions� Träger� Osmotischer Onkotischer

gröÿe grad lösung Druck Druck

(kDa) (�ton) (�onkotisch)

6% Rheohes® 70 0,5 0,9%NaCl iso iso

6% Expafusin® 70 0,5 � 0,55 bal. VEL iso iso

6% Voluven® 130 0,4 0,9%NaCl iso iso

6% Volulyte® 130 0,4 bal. VEL iso iso

6% Venofundin® 130 0,42 0,9%NaCl iso iso

6% Tetraspan® 130 0,42 bal. VEL iso iso

10% Voluven® 130 0,4 bal. VEL iso hyper

3% HAES�steril® 200 0,5 0,9%NaCl iso hypo

6% HAES�steril® 200 0,5 0,9%NaCl iso iso

10% HAES�steril® 200 0,5 0,9%NaCl iso hyper

6% Hemohes® 200 0,5 0,9%NaCl iso hyper

6% HyperHAES® 200 0,5 7,2% NaCl hyper hyper
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Tabelle 1.6: HES � Präparate: Ursprung und Hersteller

Produktname Ursprung Hersteller

6% Voluven® Mais Fresenius Kabi Deutschland

6% Volulyte® Mais Fresenius Kabi Deutschland

6% Venofundin® Karto�el B.Braun Melsungen

6% Tetraspan® Karto�el B.Braun Melsungen

10% Voluven® Mais Fresenius Kabi Deutschland

3% HAES�steril® Mais Fresenius Kabi Deutschland

6% HAES�steril® Mais Fresenius Kabi Deutschland

10% HAES�steril® Mais Fresenius Kabi Deutschland

6% Hemohes® Karto�el B.Braun Melsungen

6% Rheohes® Karto�el B.Braun Melsungen

6% HyperHAES® Mais Fresenius Kabi Deutschland

6% Expafusin® Mais Baxter

Selbst HES � Präparate derselben Generation, mit derselben durchschnittlichen Mole-
külgröÿe, einem fast gleichen Substitutionsgrad und derselben Trägerlösung können in
vielerlei Hinsicht Unterschiede aufweisen [Westphal et al., 2009]. Besonders gut unter-
sucht sind dabei Voluven® und Venofundin®. Die wesentlichen physiochemikalischen
Unterschiede zwischen Voluven® und Venofundin® sind in der Diskussion in Tabelle
4.1 auf Seite 134 dargestellt. Die klinische Relevanz der Ausgangssubstanz für HES ist
� wie in der Diskussion in Abschnitt 4.4.5 auf Seite 133 dargestellt � umstritten.

Indikationen von HES: HES galt in Deutschland bei einigen Indikationen lange Zeit
als Mittel der ersten Wahl. Dazu zählen viele lebensbedrohliche Zustände, in denen es
als akuter Volumenersatz bei Blut� oder Plasmaverlusten, schwerer Exsikkose oder dem
hypovolämisch � hämorrhagischen Schock dient. Ferner soll HES die Plasmaviskiosi-
tät vermindern. Daher soll es als Hämorheologikum bei Mikrozirkulationsstörungen zur
Durchblutungsverbesserung eingesetzt werden. Dazu zählen die pAVK, der ischämische
Apoplex, der Hörsturz, das Schädel � Hirn � Trauma, die Subarachnoidalblutung und
die EPH � Gestose [Thiel and Roewer, 2009]. Auÿerdem wird HES eine �membranab-
dichtende� und antiin�ammatorische Wirkung attestiert, so dass es einige Lehrbücher
2009 noch als Mittel der 1. Wahl im SIRS empfahlen [Thiel and Roewer, 2009].
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Unerwünschte Arzneimittelwirkungen der Hydroxyethylstärke: Für HES sind ver-
schiedene unerwünschte Arzneimittelwirkungen bekannt, deren Inzidenz und Relevanz
umstritten sind. Als typische Nebenwirkungen gelten eine Beeinträchtigung der Gerin-
nungsfunktion, eine Ablagerung im Gewebe, Pruritus, Hepatosplenomegalie, anaphy-
laktische Reaktionen und die im Zentrum dieser Arbeit stehende Nierenschädigung.
Für eine ausführlichere Darstellung des Nebenwirkungsspektrums sei auf Abschnitt 6.3
auf Seite 180 im Anhang verwiesen.

Small � Volume � Resuscitation: Abschlieÿend sei zu HES noch die in den Ergän-
zungen beschriebene hypertone Small � Volume Resuscitation kurz erläutert. Diese ist
hyperton. Das heiÿt, dass sie einen gröÿeren Natrium � Gehalt (7,2% NaCl) als das
Blutplasma aufweist. Auÿerdem ist sie isoonkotisch. Diese speziellen HES � Lösun-
gen dienen zur schnellen Volumenstabilisierung im Schock. So soll durch die Infusion
von 250 ml HyperHAES® 6% � einer hypertone isoonkotische Lösung � im Rahmen
der so genannten �Small � Volume � Resuscitation� innerhalb von 2 � 5 Minuten bis
zu 1000 ml Flüssigkeit aus dem Extravasalraum nach intravasal �rekrutieren� [Müller,
2011]. Im Jahr 2014 erfolgte die Marktrücknahme dieser Produkte in Deutschland11.

Dextrane

Der Vollständigkeit halber wird an dieser Stelle noch das Kolloid Dextrane erwähnt.
Dieses �ndet sich zwar häu�g noch in gängigen Lehrbüchern, die Bedeutung von Dex-
trane als Infusionslösung in der Anästhesiologie, Intensiv� und Notfallmedizin gilt al-
lerdings als marginal [Schortgen et al., 2004]. Der Hauptgrund für das Verschwinden
von Dextrane liegt in seiner vergleichsweise sehr hohen Rate von anaphylaktischen Re-
aktionen (siehe [Wills et al., 2005]), dem kein entsprechender therapeutischer Nutzen
im Vergleich zu anderen Kolloiden gegenübersteht. Anders als bei der Hydroxyethyl-
stärke ist die Grundsubstanz des Dextrane ein Disaccharid aus D � Glukose und D �
Fruktose, das über α 1,6 � glykosidische Bindungen verknüpft ist. Auÿerdem enthält
es keine Hydroxyethyl � Gruppen. Dextrane besteht also aus Glukosepolymeren, die als
hochmolekulare, verzweigte und neutrale Bipolysaccharide durch bakterielle Synthese
(Leuconostoc mesenteroides) gewonnen werden. Gängig waren früher Lösungen mit
einer mittleren Molmasse von 40 und 60 kDa.

11http://www.deutsche-apotheker-zeitung.de/pharmazie/news/2014/03/11/

bfarm-gewaehrt-mehr-zeit-fuer-die-umsetzung/12286.html, [Stand: 27.05.2014, 12:00]
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Gelatine

Beschreibung und molekularer Aufbau: Bei der Gelatine handelt es sich ebenfalls
um ein künstliches Kolloid. Anders als die Hydroxyethylstärke und Dextrane besteht
Gelatine aus bovinem Kollagen, also Proteinen. Gelatine wird industriell aus Rinderhaut
und � knochen extrahiert [Marino and Sutin, 2012]. Die daraus gewonnene Grundsub-
stanz ist ein heterogenes Gemisch mit Molmassen im Bereich von 1 bis 100 kDa. Die
hochmolekularen Fraktionen der Gelatine sind dabei für den gelförmigen Zustand der
Grundsubstanz bei Raumtemperatur verantwortlich. Um den Schmelzpunkt zu senken
und die Gelatine in �üssige Form zu bringen, müssen diese Polypeptide durch Succiny-
lierung, Peroxidierung oder Harnsto�vernetzung hydrolytisch gespalten und dann neu
vernetzt werden.

Tabelle 1.7: Gelatine � Präparate

Name Inhalt Hersteller

Gelafundin® Succinylierte Gelatine B.Braun Melsungen
Gelifundol® Oxypolygelatine Biotest Pharmazeutika, Wien
Haemaccel® Harnsto�vernetzte Gelatine Piramal Healthcare, London

Alle in Tabelle 1.7 aufgeführten Gelatine � Präparate haben eine mittlere Molmasse
von etwa 30 kDa. Von allen künstlichen Kolloiden haben die Gelatine � Präparate somit
die geringste molare Masse.

Pharmakokinetik: Aufgrund dieser geringen molaren Masse wird Gelatine theoretisch
sehr schnell renal ausgeschieden. Die Volumenwirksamkeit wird direkt durch die renale
Elimination bestimmt. Andere Abbauwege, wie die Zerlegung gröÿerer Moleküle durch
das retikulohistiozytäre System, sind kaum notwendig. Gelifundol® gilt als die einzige
gängige Infusionslösung, die HCO−

3 enthält (siehe Diskussion dieses Themas in Ab-
schnitt 1.2.6 auf Seite 8). Das in dieser Arbeit verwendete 4% Gelafundin® ist in einer
NaCl � Lösung (Natrium: 154 mmol / l, Chlorid: 120 mmol / l) gelöst. Der Chlori-
danteil ist deshalb niedriger als bei einer 0,9% NaCl � Lösung, weil Gelatine negativ
geladen ist. 4% Gelafundin® ist iso � bis gering hypoonkotisch und plasmaisoton, sei-
ne theoretische Osmolarität liegt bei 274 mosmol / l [BRAUN, 2008]. Entsprechend
ist der intravaskuläre Volumene�ekt im Vergleich zu Albumin oder Hydroxyethylstärke
mit zwei bis drei Stunden eher kurz und der onkotische E�ekt eher gering ist [Vincent
et al., 2003]. Für Gelatine sind allergische Reaktionen bekannt. Diese verlaufen aber
deutlich schwächer als die der Dextrane � Lösungen.
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Indikationen: Aktuell wird die Indikation von Gelatine zum Volumenersatz sehr unter-
schiedlich beurteilt. Ein mögliches Einsatzgebiet sehen Saner et al. in der Behandlung
des hepatorenalen Syndroms [Saner et al., 2004].

1.3 Infusionstherapie und das akute Nierenversagen

Bei klinischen Studien am kritisch kranken Patienten stehen heute � neben Morta-
lität und Hämodynamik � renale Komplikationen im Fokus, da diese entscheidende
Auswirkungen auf das Outcome der Patienten haben. Ein wichtiger Standpfeiler der
Behandlung vieler Krankheitsbilder kritisch kranker Patienten (z.B. Sepsis, Trauma)
ist die Volumentherapie. Dem Wechselspiel der Elemente Infusionstherapie und Nie-
renfunktion kommt also entscheidende Bedeutung zu.

1.3.1 Die Wirkung der Infusionstherapie auf die Nierenfunktion

Dass HES überhaupt renale Komplikationen auslösen kann, wurde 1992 von Legendre
durch dessen Beobachtungen bei Nierentransplantationen (siehe Kapitel 4.3.1 auf Sei-
te 121) bekannt [Legendre et al., 1993]. Ins Bewusstsein der Intensivmedizin gelangte
dieser Problemkomplex aber erst durch die aus Sicherheitsbedenken vorzeitig abge-
brochene VISEP � Studie (Intensive Insulin Therapy and Pentastarch Resuscitation in
Severe Sepsis). In dieser konnten Brunkhorst et al. bei septischen kritisch Kranken zei-
gen, dass 10% HES 200 / 0,5 (Pentastarch) im Vergleich mit Ringer � Laktat zu einer
signi�kant höheren Inzidenz von Nierenversagen und der notwendigen Nierenersatz-
therapie führt [Brunkhorst et al., 2008]. Obwohl die Ergebnisse dieser Studie direkte
Auswirkung auf die S3 � Leitlinie der Sepsis hatte � von der HES � Gabe wurde nun
gänzlich abgeraten � wurde die Studie aus unterschiedlichen Gründen massiv kritisiert
(siehe auch Abschnitt 6.2 auf Seite 178 im Anhang). In Deutschland kritisierten vor
allem Zander und Boldt das Studien � Design der VISEP � Studie [Zander et al., 2007].
Im Zentrum der Kritik stand, dass 10% HES 200 / 0,5 in der Zwischenzeit durch 6%
HES 130 / 0,4 ersetzt worden sei. Die Ergebnisse der VISEP � Studie könnten also
nicht ohne weiteres auf das HES der 3. Generation übertragen werden. Auÿerdem wur-
de beanstandet, dass viele Patienten mehr HES erhalten hätten, als von Herstellerseite
empfohlen wurde.
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1.3.2 Exkurs: Die Niere beim kritisch Kranken

Die Niere (lateinisch ren, griechisch νερος) nimmt bereits beim Gesunden eine Schlüs-
selstellung im Organismus ein. Sie ist das Organ, das über ihre Filtrationsrate das zir-
kulierende Volumen bestimmt, durch das Renin � Angiotensin � Aldosteron � System
(RAAS) den arteriellen Blutdruck reguliert, zahlreiche Gifte und Sto�wechselabfallpro-
dukte ausscheidet, mit der Lunge zusammen den pH � Wert des Blutes stabil und die
Elektrolytkonzentrationen konstant hält, mit der Leber zusammen Quelle der Gluconeo-
genese ist und nicht zuletzt zahlreiche andere Hormonsysteme steuert (Erythropoetein
� Synthese, Knochensto�wechsel über Vitamin � D, Kinin� und Prostaglandinsynthe-
se). Anders als eine Herz� oder Lungenschädigung fällt eine Nierenschädigung aber
nicht sofort auf. Die Niere schmerzt nicht, Patienten emp�nden keine Beschwerden,
die subjektiv direkt auf die Niere zurückzuführen sind. Aus all diesen Gründen nimmt
die Niere auch beim kritisch kranken Patienten eine besondere Schlüsselstellung ein.
Bereits die Inzidenz und Prävalenz der renalen Komplikationen o�enbaren, dass es
sich um ein sehr häu�ges Problem handelt. Schätzungsweise sind fast 35% aller In-
tensivpatienten vom akuten Nierenversagen betro�en [Ostermann and Chang, 2007].
Wohlhauer et al. berichten in ihrer Metaanalyse, dass die Entwicklung einer akuten
Nierenschädigung andere intensivmedizinische Krankheitsbilder in ihrer Aussagekraft
für die Entwicklung eines Multiorganversagens übertri�t [Wohlauer et al., 2012].
Die Niere wird sehr häu�g bei Krankheitsbildern geschädigt, bei denen typischerweise
die Volumentherapie einen herausragenden Stellenwert einnimmt (siehe Tabelle 1.8).
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Tabelle 1.8: Häu�gste Ursachen der akuten Nierenschädigung nach [Uchino et al., 2005]

Ursache Anteil in %

Mit Infusionstherapie assoziiert

Sepsis oder septischer Schock 47,4

Gröÿere kardiovaskuläre Operation 23,2

Hypovolämie 25,5

Gröÿere gastrointestinale Operation 11,4

Ohne Infusionstherapie assoziiert

Hepatorenales Syndrom 5,7

Obstruktive Uropathie 2,7

Medikamenten assoziiert 19,0

Kardiogener Schock 26,9

Andere Faktoren 12,8

Die erste Klassi�kation des akuten Nierenversagens geht auf Morgagni12 zurück [Eknoy-
an, 2002]. Die englische Bezeichnung �acute kindey injury� � AKI � wurde Anfang des
20. Jahrhunderts im Kontext einer akuten Quecksilberintoxikation eingeführt. O�ziell
setzte sich dieser Begri� erst im Jahr 2002 durch. Die ADQI (Acute dialysis quality in-
itiative) ersetzte den bis dahin verwendeten Terminus �acute renal faliure� (ARF) durch
die akute Nierenschädigung [Bellomo et al., 2002]. Das akute Nierenversagen (besser:
die akute Nierenschädigung, s.o.) stellt selbst eines der wichtigsten intensivmedizini-
schen Krankheitsbilder dar. Trotz stetiger intensivmedizinischer Verbesserungen, bei-
spielsweise auch im Hinblick auf die Verfügbarkeit von Nierenersatzverfahren, bleibt die
Prognose schlecht [Kierdorf and Sieberth, 1995]. Die Mortalität liegt, je nach Schwe-
re des akuten Nierenversagens, zwischen 20,9% und 56,8% [Ostermann and Chang,
2007]. Ein Kernproblem dabei bleibt auch, dass seit der �ächendeckenden Einführung
der Dialyse in den 50er Jahren13 kein bedeutender Erfolg zur Rettung der Niere mehr
erzielt werden konnte. Und das, obwohl sich die Überlebenswahrscheinlichkeit eines
Patienten nach einer akuten Nierenschädigung bei Entlassung aus dem Krankenhaus
im Vergleich zu einem Nierengesunden um das drei� bis achtfache reduziert [Kellum
et al., 2011].

12Giovanni Battista Morgagni, italienischer Mediziner, Anatom und Begründer der modernen Pathologie,
*1682 Forlì �1771 Padua

13Georg Haas, deutscher Internist und Er�nder der Dialyse, *1886 �1971, Willem Kol�, niederländischer
Internist, Durchbruch des Nierenersatzes, *1911 �2009
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Von zentraler Bedeutung ist deshalb, bei der Behandlung kritischer kranker Patien-
ten möglichst auf zusätzliche nephrotoxische Substanzen zu verzichten.
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1.4 Hinführung zur Fragestellung

2010 konnten Schick et al. zeigen, dass 6 % HES 130 / 0,4 und 4% Gelatine bei der
CLP � induzierten Sepsis der Ratte funktionell und morphologisch die Niere schädi-
gen. In der Histologie der Niere (siehe auch Abbildung 4.1 auf Seite 116) wurden bei
beiden Kolloiden zahlreiche intrazelluläre Vesikel gesehen. Bei der Gelatine � Gruppe
konzentrierten sich diese Vesikel auf den proximalen Tubulus und bei der HES-Gruppe
auf das gesamte Tubulussystem. Auÿerdem fanden sich deutliche Zeichen des Zellun-
terganges in Form von geschwollenen Zellen und defragmentierten Zellkernen. Bei den
Kristalloiden (0,9%NaCl und Sterofundin® ISO) wurden keine derartigen Au�älligkei-
ten gefunden [Schick et al., 2010].

Da die Nierenfunktion auf der einen und die hämodynamische Stabilisierung durch
die Infusionstherapie auf der anderen Seite von elementarer Wichtigkeit für den Erfolg
der Mehrzahl der intensivmedizinischen Maÿnahmen ist, richtete sich die Aufmerksam-
keit unserer Arbeitsgruppe auf die Einordnung der beobachteten Vesikel hinsichtlich
ihrer möglichen Pathogenität.
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1.5 Fragestellung

Diese Arbeit sollte die Auswirkung gängiger Kolloide und Kristalloide, in erster Linie
die der Hydroxyethylstärke 130 / 0,4 , auf proximale Nierentubulusepithelzellen unter-
suchen.
Dies umfasste sowohl die Wirkung der Infusionslösungen auf gesunde, das heiÿt nicht
durch In�ammation geschädigte Zellen, als auch durch Zytokine stimulierte Zellkultu-
ren. Untersuchungsziel war in erster Linie die direkt gemessene Viabilität der behan-
delten Zellen in vitro. Dabei stand zunächst die Frage im Vordergrund, ob die Wirkung
von HES durch die Gabe von proin�ammatorischen Zytokinen verstärkt oder gar aus-
gelöst wird. Im Falle einer funktionellen Beeinträchtigung musste geprüft werden, ob
tatsächlich das HES � Molekül für den Schaden ursächlich war und welchen Ein�uss
HES � Konzentration, der pH � Wert, die Osmolarität und die Trägerlösung der Ver-
suchslösungen auf die Zellviabilität hatten. Auÿerdem war zu klären, ob es in vitro einen
Unterschied zwischen HES 130 / 0,4 und HES 130 / 0,42 gibt. In diesem Zusammen-
hang war auch die Rolle der Molekülgröÿen der einzelnen HES � Fraktionen näher zu
beleuchten. Untersucht werden sollte auch wie lange der in vitro Kontakt zwischen
HES und Zelle sein muss, bis messbare E�ekte nachweisbar sind und ob diese potenti-
ell reversibel waren. Obwohl der Schwerpunkt dieser Arbeit auf HES lag, sollten auch
die anderen Kolloide, Humanalbumin und Gelatine, und das Kristalloid Sterofundin®

ISO untersucht werden. Sollten HES und die anderen Kolloide die Zellviabilität reduzie-
ren, musste auÿerdem untersucht werden, ob dies durch deren Zytotoxizität verursacht
wurde.
Zusammengefasst stand die Frage im Zentrum, ob es sich bei den HES � Wirkungen um
die Wirkung eines einzelnen Präparates oder einen präparatspezi�schen E�ekt handelt.
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In den folgenden Abschnitten wird zunächst die Herstellung der verwendeten Versuchs-
lösung erläutert. Dieses umfasst nicht nur die Verdünnung, sondern auch die Fragmen-
tierung, die Trocknung, die Dialyse und die Aufkonzentrierung. Anschlieÿend werden
die verwendeten Zellen und deren Kultivierung dargestellt. Danach werden die auf die-
sen Grundlagen durchgeführten APTS � Markierungen (8 � Aminopyren � 1, 3, 6 �
Trisulfonische Säure) des HES, die Viabilitätsversuche (EZ4U, Cell Proliferation and
Toxicity Assay), die Zytotoxizitätsversuche (LDH � Assay, Laktatdehydrogenase) und
die mRNA � Expressionsmessungen (qRT �RT � PCR, real�time quantitativen reverse
Transkriptase Polymerase Chain Reaction) vorgestellt.

2.1 Herstellung der Versuchslösungen

Alle Versuchslösungen wurden unter der Sterilbank hergestellt. Dabei wurden die in
Tabelle 2.1 aufgezählten Infusionslösungen als Grundlage verwendet. Für die genaue
Zusammensetzung und die pharmakologischen Eigenschaften sei auf die jeweilige aus-
führliche Darstellung der einzelnen Infusionslösungen in Kapitel 1.2 auf Seite 2 verwie-
sen.

Tabelle 2.1: Verwendete Infusionslösungen

Produktname Inhalt

6% Voluven® HES 130 / 0,4 auf 0,9% NaCl � Basis
6% Volulyte® HES 130 / 0,4 in balancierter Vollelektrolytlösung
6% Venofundin® HES 130 / 0,4 auf 0,9% NaCl � Basis
6% Tetraspan® HES 130 / 0,42 in balancierter Vollelektrolytlösung
6% Hemohes® HES 200 / 0,5 auf 0,9% NaCl � Basis
6% Expafusin® HES 70 / 0,5 - 0.55 in balancierter Vollelektrolytlösung
4% Gelafundin® Gelatinepolysuccinat auf 0,9% NaCl � Basis
5% Humanalbumin Humanes Albumin 50 g / l
Sterofundin®ISO Balancierte Vollelektrolytlösung

Jede hergestellte Versuchslösung enthielt denselben prozentualen Anteil an Nährmedi-
um (27,5%). Variiert wurde nur der Anteil des 0,9% NaCl und der zu untersuchenden
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Infusionslösung. Als Vorlage des Verdünnungsschemas diente die Voluven® � Reihe.
Wenn bei einem aufgeführten Versuch nicht explizit ein anderes Verdünnungsverfahren
beschrieben wird, gilt das in Tabelle 2.2 dargestellte Schema.

Tabelle 2.2: Verdünnung der HES 130 / 0,4 � Reihe

Verdünnung Nährmedium 0,9% NaCl Infusionslösungsanteil
Voluven® � Verdünnung (%) (%) e.g. 6% Voluven®

0% 27,5 72,50 0,00
0,1% 27,5 70,83 1,67
0,5% 27,5 64,17 8,833
1% 27,5 55,83 16,67
1,5% 27,5 47,50 25,00
2% 27,5 39,17 33,33
4% 27,5 5,83 66,67

Medium 100 0,00 0,00

Abb. 2.1: Zusammensetzung exemplarischer Infusionslösungen: 0% Kontrolllösung, 1,5%
Voluven®, 4% Voluven®, 3,3% Humanalbumin, 66,7% Sterofundin ® ISO und 2,67%
Gelafundin®
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Bei der Voluven® � Verdünnungsreihe, die als Leitschema für die anderen Lösungen
fungierte, orientierten wir uns möglichst nahe an der klinischen Realität. So wird die
Plasmakonzentration von Hydroxyethylstärke bei gesunden Probanden nach Infusion
von 500 ml 6% HES 130 / 0,4 mit bis zu 0,37% angegeben [Jungheinrich and Ne�,
2005].
Orientierend am Voluven® � Schema ergibt sich für die anderen Infusionslösungen das
in Tabelle 2.3 gezeigte Verdünnungsschema.

Tabelle 2.3: Umrechnung der einzelnen Versuchslösungen in [%]

6% Voluven® 4% Gelafundin® 50 g/l Humanalbumin Sterofundin®ISO

0,1 0,07 0,08 1,67
0,5 0,33 0,42 8,83
1 0,67 0,83 16,67
1,5 1,00 1,25 25,00
2 1,33 1,67 33,33
4 2,67 3,33 66,67

2.1.1 Einstellung des pH � Wertes und Bestimmung der Osmolalität

Wie auf Seite 2 erläutert, kann der pH � Wert der Infusionslösungen aus galenischen
Gründen im azidotischen Bereich liegen. Entsprechend waren auch die damit herge-
stellten Versuchslösungen trotz des Zusatzes von Zellmedium häu�g nicht im physiolo-
gischen Bereich (siehe Kapitel 3.3.3 auf Seite 77). Deshalb wurde nach der Herstellung
der Versuchslösungen der pH � Wert der Lösungen mit dem pH � Meter �pH 720
WTW�Series� von der Firma inoLAB� bestimmt. Vor jeder Messung wurde das pH �
Meter mittels der pH � Kalibierungspu�er mit einem pH � Wert von 7 (1. Lösung) und
einem pH von 10 (2. Lösung) kalibriert. Die Temperatureinstellung lag bei 23°C. Der
Ziel pH � Wert der Versuchslösungen war 7,40 � 7,45. Dies wurde durch Applikation
von HCl und NaOH in verschiedener molarer Konzentration erreicht. Der Ausgangs
� pH und der erreichte pH � Wert wurden ebenso dokumentiert wie die Menge und
Art der benutzten Pu�erlösung. Die Einstellung des pH � Wertes erfolgte unter un-
sterilen Bedingungen auÿerhalb der Sterilbank. Deshalb wurden nach Einstellung des
pH � Wertes alle Lösung unter der Sterilbank in 20 ml Spritzen (Steril BD Discardit�

II) über 20G Kanülen (Steril BD Microlance� 3 20G 1 ½ � Nr. 1 0,9 x 40 mm) auf-
gezogen und mittels Filter (Sartorius stedim Minisart® Single use �lter unit. Non �
pyrogenic, steril, 0,2 µm) in neue sterile beschriftete 50 ml Biofugenröhrchen appliziert.
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Anschlieÿend konnten die Versuchslösungen dem jeweiligen Versuchsprotokoll entspre-
chend verwendet werden. Die Steril�ltration der Lösungen hatte keinen Ein�uss auf den
pH � Wert. Für die Bestimmung der Osmolalität der Versuchslösungen wurden je 3 ml
Lösung in jedes Well einer 6 � Wellplatte appliziert. Nach der vorgesehenen Inkubation
(4 / 21 Stunden) wurde eine Probe entnommen und in das Labor der Universitätskli-
nik Würzburg gebracht. Dort wurde die Osmolalität über die Osmostation OM�60501

von der Firma Menarini bestimmt. Das Messprinzip beruht auf der so genannten USC
(�Ultra Supercooling�) Methode. Dabei handelt es sich um eine Messmethode zur Be-
stimmung des osmotischen Drucks. Diese Technologie wurde von der Firma ARKRAY
speziell entwickelt, um die Temperatur in der Messzelle schnell auf den Gefrierpunkt
abzusenken2.

2.1.2 Auftrennung von HES in einzelne Fraktionen

Voluven® und Volulyte® enthalten Hydroxyethylstärke mit einer mittleren molaren
Masse von 130 kDa. Zur Verteilung der einzelnen Fraktionen siehe Kapitel 1.2.7 auf
Seite 14. Die HES � Fraktionierung erfolgte mit Amicon® Ultra � 15 Centrifugal Filter
Devices von der Firma MILLIPORE. Verwendet wurden Filter mit einer Porendurchläs-
sigkeit von 100 kDa, 50 kDa, 30 kDa, 10 kDa und 3 kDa. Dadurch konnten folgende
Fraktionen aufgetrennt werden:

1. >100 kDa

2. 50 >100 kDa

3. 30 >50 kDa

4. 10 >30 kDa

5. 3 >10 kDa

6. <3 kDa

Für die Auftrennung wurden 10 ml 6% Voluven® in das Amicon® Ultra � 15 100 kDa
Röhrchen pipettiert. Als Gegengewicht wurden auÿerdem 10 ml Aqua dest. in ein
Amicon® 100 kDa � Filterröhrchen pipettiert. Die Zentrifuge MULTIFUGE 1 S � R
von Heraeus wurde auf 20 °C, 30 Minuten, 4 000 g, Beschleunigung 9, Abbremsen
1siehe auch http://www.menarinidiagnostics.at/Produkte/harnanalyse/Osmo-Station
2Für die Zurverfügungstellung dieser Information danke ich Frau Bettina Brendel, stellvertretende leitende
MTA des Zentrallabors und der Gerinnungsambulanz des Universitätsklinikums Würzburg
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9 eingestellt. Beide Röhrchen wurden vis � a � vis in die Zentrifuge gestellt und die
Zentrifuge gestartet. Nach 30 Minuten erfolgte eine erste Kontrolle des Volumens, das
Moleküle > 100 kDa enthält. Der Wert wurde protokolliert. Weitere 30 Minuten später
wurde dies wiederholt. Wenn eine groÿe Di�erenz zwischen den beiden Messzeitpunkten
vorlag, wurde entsprechend weitere 30 Minuten zentrifugiert. Anschlieÿend wurde das
Filterstück des Amicon® Ultra � 15 ml Röhrchen in das vorher beschriftete 50 ml
Biofugenröhrchen gestellt. Das gewonnene Filtrat wurde immer mit 0,9% NaCl auf
10 ml aufgefüllt und in das nächst kleinere Amicon® Ultra � 15 ml Röhrchen pipettiert.
Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis die letzte Fraktion (< 3 kDa) hergestellt worden
war.

2.1.3 Trocknung der HES � Moleküle

Die Trocknung der HES mit dem Ziel, dieses später zu verwenden, wurde mittels
Speed � Vac durchgeführt. Dabei handelt es sich um einen �Centrifugal evaporator�
(zentrifugaler Verdampfer). Dieses Verfahren hat den Vorteil, dass � im Vergleich zum
Beispiel zu einem konventionellen Exsikkator � die applizierte Hitze deutlich geringer
ist. In der Folge ist das Risiko den getrockneten Sto� zu schädigen geringer. Zuerst
wurden die vorgesehenen Eppstein � Cups® beschriftet, mit der Feinwaage gewogen
und das Gewicht notiert. Zur Trocknung wurden anschlieÿend je 0,5 ml / Eppendorf �
Cup® 6% HES 130 / 0,4 unter der Sterilbank pipettiert. Das so abgefüllte HES wurde
mittels Speed � Vac für 3 � 4 Tage getrocknet. Nach Abschluss der Trocknung wurden
die Eppendorf � Cups® erneut gewogen. Von diesem Gewicht wurde das zuvor gemes-
sene Leergewicht der Eppendorf � Cups® abgezogen, um die Masse der getrockneten
Hydroxyethylstärke zu ermitteln. Theoretisch enthält eine 6% Voluven®, also eine auf
0,9% NaCl � basierende HES � Lösung � 30 mg HES und 4,5 mg NaCl. Für jede Probe
wurde das Gewicht einzeln berechnet. Von diesem Wert musste zuletzt noch der Natri-
umchloridanteil abgezogen werden. Dieser wurde ermittelt, indem mehrere Eppendorf �
Cups® mit 0,5 ml 0,9% NaCl getrocknet wurden und deren arithmetischer Mittelwert
bestimmt wurde.

2.1.4 Lösung der HES im Zellmedium

Um den Ein�uss der Trägerlösung der HES auf die HK � 2 Zellen im EZ4U � Test
zu minimieren, wurde folgender Versuch durchgeführt. Zunächst wurde das HES, wie
in Abschnitt 2.1.3 auf Seite 36 geschildert, getrocknet. Die gewonnene Trockenmasse

36



2 Methoden

aus HES und NaCl wurde jeweils so in Zellmedium gelöst, dass die HES � Konzentra-
tion der Stocklösung 6% betrug. Die Stocklösung wurde � abweichend von dem oben
geschilderten Schema � in reinem Zellmedium weiter verdünnt. Als Referenzgruppe
wurde in diesem Versuch die mit reinem Zellmedium behandelte Gruppe de�niert (=
100% Medium). Das für diesen Versuch genutzte Verdünnungsschema ist in Tabelle
2.4 auf Seite 37 verdeutlicht. Eine 4% HES � Lösung besteht also zu 66% aus einer
6% HES�in�Medium�Lösung und zu 33,3% aus Zellmedium.

Tabelle 2.4: Verdünnung von getrocknetem HES in Zellmedium

Verdünnung Zellmedium Stocklösung
Voluven® � Verdünnung (%) 6% HES in Medium

Kontrolle 100 0,0
0,1% 98,3 1,7
0,5% 91,7 8,3
1% 83,3 16,7
1,5% 75,0 25
2% 66,7 33,3
4% 33,3 66,7

2.1.5 Dialyse

Die Dialyse der HES � Lösungen diente zur Normalisierung des NaCl � Anteils. Dieses
Verfahren war notwendig für den EZ4U, der den Unterschied zwischen den einzelnen
HES � Fraktionen untersuchte, die sich jeweils nur in der Gröÿe der Fraktion, nicht
aber im NaCl� oder absoluten HES � Gehalt unterscheiden sollten. Dafür wurden Dia-
lysemembranen der Firma Calbiochem vom Typ Novagen®, D � Tube Dialyser midi,
MWCO 3,5 kDa (Prod.Nr.: 71506 � 3) verwendet. Das Verfahren eignete sich für 50
� 800 µl Volumen. Das zu dialysierende HES musste zunächst auf Raumtemperatur
gebracht werden. Zu Beginn wurden 800 µl deionisiertes Wasser in jedes Röhrchen ge-
geben. Diese wurden sanft zugeschraubt und für 20 Minuten (mindestens 5 Minuten)
damit inkubiert. Dieser Schritt diente der Anfeuchtung der Membran. Dabei war beson-
ders wichtig, die Membranober�äche nicht zu berühren oder quetschen, um Reiÿen der
Membran zu verhindern. Auÿerdem sollten wiedergetrocknete Membranen nicht mehr
verwendet werden. Nach 20 Minuten wurden die Deckel entfernt, das Wasser abpipet-
tiert, 500 µl Probe (HES � Lösung) hinzupipettiert und das Röhrchen wieder mit dem
Deckel verschlossen. Das Membranröhrchen wurde in den Ständer gesteckt und der
ganze Ständer anschlieÿend in ein Gefäÿ mit Rührkern mit 100 bis 1000�facher Menge
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an der gewünschten Dialyselösung gestellt. Dabei musste die gesamte Membran�äche
mit äuÿerer Dialyselösung bedeckt sein. In der Praxis bedeutete dies, dass für 500 µl
Lösung (HES � Lösung) 500 ml (0,9% NaCl) � Pu�er in das Becherglas mit Rührkern
kam. Becherglas und Rührkern wurden in den Kühlraum gebracht und der Rührkern
auf Stufe 1 gestellt. Der Rührkern rührte für mindestens 3 Stunden. Dieser Zeitraum
wird für niedermolekulare Salze und Pu�er als ausreichend erachtet. Alternativ hätte
auch über Nacht dialysiert werden können. Jeweils nach 3 Stunden und über Nacht
musste ein kompletter Volumenwechsel im Kühlraum mit eiskaltem (0,9% NaCl�) Puf-
fer erfolgen. Das heiÿt, dass die HES � Lösung in Summe gegen 3 x 500 ml dialysiert
wurde. Die Dialyse wurde nach weiteren 3 Stunden am 2. Tag beendet.

2.1.6 Herstellung einer 2% HES � Lösung der einzelnen Fraktionen

Um die Wirkung der einzelnen Fraktionen mit einander vergleichen zu können, mussten
diese auf die gleiche HES � Konzentration aufkonzentriert werden. Das Ziel war es,
in jeder hergestellten Versuchslösung dieselbe Masse an HES � Molekülen zu haben.
Entsprechend unterschied sich das Vorgehen von dem, das in Abschnitt 2.1.2 dargestellt
wurde.
Für die Konzentration wurden 80 ml 6% Voluven® entnommen und je 10 ml in jedes
Amicon® Ultra � 15 100 kDa Röhrchen pipettiert. Die Zentrifuge MULTIFUGE 1 S
� R von Heraeus wurde � wie oben beschrieben � auf 20 °C, 30 Minuten, 4 000 g,
Beschleunigung 9, Abbremsen 9 eingestellt. Alle Röhrchen wurden vis � a � vis in die
Zentrifuge gestellt und die Zentrifuge gestartet. Nach 60 Minuten wurden die Röhrchen
entnommen. Der Überstand, also die HES � Moleküle die > 100 kDa waren, wurden
abpipettiert und in ein 15 ml Röhrchen gefüllt. Das Filtrat wurde jeweils abpipettiert
und jeweils in Amicon® Ultra � 15 50 kDa Röhrchen gegeben. Dieses Verfahren wurde
bis zum Amicon® Ultra � 15 3 kDa Röhrchen so fortgeführt.
Wegen der geringen Menge HES, die in den HES � Fraktionen < 10 kDa enthalten
waren, war für diese Fraktionen der in Abschnitt 2.1.3 dargestellte Trockungsprozess
nicht praktikabel. Es mussten nämlich deutliche gröÿere Volumina getrocknet werden
als für die gröÿeren Fraktionen (siehe dazu Kapitel 2.1.2). Deshalb wurde zur Trock-
nung dieser Fraktionen ein anderes Verfahren gewählt.
Die Fraktion > 3 kDa wurde mit Aqua so gelöst, dass die HES � Konzentration bei
3% lag, während die Fraktionen > 10 kDa mittels 0,9 % NaCl in eine 6% � Stock-
lösung HES verdünnt wurden. Dies war bei den Fraktionen > 10 kDa möglich, weil
deren Volumina deutlich kleiner waren als das der Fraktion 3 bis 10 kDakDa. Die
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Fraktion < 3 kDa konnte hingegen nicht dialysiert werden, weil die Porengröÿe der
Dialysemembran 3,5 kDa betrug (siehe Abschnitt 2.1.5 auf Seite 37).
Die Fraktion < 3 kDa hatte deshalb zwar eine HES � Konzentration von 3%, der NaCl
� Gehalt aber betrug etwa 20%. Bei der Berechnung wurde davon ausgegangen, dass
die einzelnen Volumina vor der Trocknung einen NaCl � Anteil von 0,9 % (Voluven®)
hatten. Entsprechend entstand eine mit 20% NaCl stark hypertone 3% HES � Lösung.
Um die Auswirkungen trotzdem überprüfen zu können, wurde im EZ4U � Versuch
eine Kontrollgruppe hinzugefügt. Diese Kontrollgruppe enthielt � wie die übliche 0% �
Referenzgruppe � einen Mediumanteil von 27,5%, die hinzugefügte NaCl � Lösung aber
enthielt 20% NaCl. Die NaCl�Lösung wurde hergestellt, indem 10 ml Aqua dest. mit 2
g kristallinem NaCl gemischt wurde. Anschlieÿend wurde der pH�Wert die Lösung auf
den physiologischen Bereich eingestellt.

2.2 Zellkultur

Es wurden Zellen der Zelllinie HK � 2 (= human kidney 2) in Kultur gehalten. Dabei
handelte es sich um humane proximale Tubulusepithelzellen, die durch ein rekombinan-
tes Retrovirus mit den Genen des �Humanen Papillomavirus� HPV (= Humanes Papil-
loma � Virus) 16 E6/E7 immortalisiert wurden. Ursprünglich stammen diese Zellen aus
dem Kortex einer nicht � in�zierten menschlichen Niere und wurden von ATCC® als
stabile Zellreihe etabliert. Diese Transformation soll keine signi�kante Veränderung der
Funktion oder des Phänotypes bewirken [Biewener, 2008]. Allerdings können die Gene
E6/E7 immer noch durch PCR (polymerase chain reaction) im Genom der HK � 2 Zelle
nachgewiesen werden. Die Zellen exprimieren typische funktionelle und morphologische
Eigenschaften von humanen proximalen Tubulusepithelien und wurden 1994 von Ryan
et al. charakterisiert (siehe [Ryan et al., 1994]).
Dabei gelten nach Ryan folgende Merkmale als spezi�sch:

� lange dichtstehende Mikrovilli

� junktionale Komplexe

� für den Bürstensaum typische Enzyme (alkalische Phosphatase, saure Phospha-
tase, γ � Glutamyltransferase, Leucin � Aminopeptidase)

Ferner werden Strukturen von HK � 2 Zellen durch Antikörpern gegen Zytokeratin, Vi-
mentin, Fibronektin und α3 � β1 Integrin erkannt, jedoch nicht von Faktor VIII, CAL-
LA � Endopeptidase und 6.19 Antigen. Dies gilt als ein zusätzlicher Hinweis auf den
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tubulären Ursprung und spezi�schen Phänotyp dieser Zellen. Zusätzliche funktionelle
Charakteristika proximaler Tubulusepithelzellen sind ein in vivo Natrium �abhängiger
Phlorizin � sensitiver Glukosetransport und die Möglichkeit, die Adenylatcyclase durch
Parathormon zu stimulieren. HK � 2 Zellen besitzen auch die Fähigkeit zur Glukoneo-
genese, Bildung und Speicherung von Glykogen. Werden HK � 2 Zellen durch H2O2

geschädigt, entsprechen deren Auswirkungen den Ergebnissen von frisch isolierter pro-
ximaler Tubulussegmente [Biewener, 2008].
HK � 2 Zellen gelten somit als eine geeignete Zellinie, um die Reaktion humaner
proximaler Tubulusepithelzellen auf nephrotoxische und � protektive Substanzen zu
untersuchen.
Bezogen wurden die HK � 2 Zellen von American Type Culture Collection, ATCC®,
Rockville, USA. Die Zelllinie wurde in DMEM (Dulbeccos modi�ed Eagle Medium) /
HämF12 � Medium mit 10% FCS (Fetal Calf Serum, fetales Kälberserum) und 1%
Penicillin / Streptomycin (alle von GIBCO®, Invitrogen), das alle zwei bis drei Tage
unter der Sterilbank gewechselt wurde, kultiviert. Das Wachstum erfolgte in mit 0,5%
Gelatine beschichteten T � 75 Flaschen im Inkubator bei 37 °C mit angefeuchteter
Luft bei einem CO2 � Anteil von 5% für jeweils eine Woche pro Passage. Anschlieÿend
wurden die Zellen mit Trypsin / EDTA (= Ethylendiamintetraessigsäure) gelöst und
� nach gründlicher Resuspension mittels Pipetboy® � in einem Verhältnis von 1 : 4
in neue T � 75 Flaschen ausgesät. Es wurden die Zellen von der Passage 12 bis 72
verwendet.

2.3 APTS � Markierung von HES

Um die Aufnahme von HES 130 / 0,4 in HK � 2 Zellen zu untersuchen, wurde HES mit
�uoreszierendem 8 � Aminopyren � 1, 3, 6 � Trisulfonische Säure (APTS) markiert.
Das Vorgehen orientierte sich an dem von Neuhaus et al. beschriebenen Verfahren zur
Markierung des parazellulären Transportes von Dextranen [Neuhaus et al., 2006a]. Die
Bindung von APTS an HES gelang wie in Abbildung 2.2 dargestellt durch eine reduk-
tive Amination. Das Verfahren entspricht dem von Neuhaus et al., Chen et al. und
Guttmann et al. demonstriertem Vorgehen in einer leicht modi�zierten Form [Neuhaus
et al., 2006b] [Chen, 1995] [Guttman et al., 1996]. Die HES � Lösung wurde nicht
getrocknet, sondern in 20 µl zweifach destilliertem (bidestilliertes) Wasser gelöst. Das
Natriumcyanoborhydrid (NaBH3CN, Sigma � Alderich®, CAS Number 25895-60-7,
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Produktnummer 296813) wurde in Tetrahydrofuran statt in Methanol gelöst. Die Mar-
kierungslösung bestand aus 20 µl HES 130 / 0,4 (Voluven®), 5 µl 0,1 M APTS (in
1 M Zitronensäure) und 7,5 µl 1 M NaBH3CN. Diese wurden zusammen bei 85 °C für
3,5 Stunden inkubiert.

Abb. 2.2: APTS � Bindungsreaktion nach [Neuhaus et al., 2006a]

Die APTS � HES Lösung wurde mit HK � 2 Medium zu einer 4,35% APTS � HES
Lösung verdünnt und am 7. Tag nach Aussaat für 21 Stunden zu den HK � 2 Zellen
gegeben. Anschlieÿend wurden Fluoreszenzbilder aufgenommen wie bei Förster et al.
beschrieben [Förster et al., 2005].

2.4 EZ4U � Versuche

Bei dem EZ4U � Test (XTT � Farbsto�, Biomedica®) handelt es sich um einen eta-
blierten nichtradioaktiven Zellproliferations� und Zytotoxizitätstest.

2.4.1 Funktionsprinzip des EZ4U: Durchführung

Das Verfahren stellt eine Weiterentwicklung des MTT � Testes dar. Für den Test wur-
den die vorher auf 96 � Wellplatten ausgesäten HK � 2 Zellen (siehe Kapitel 2.2)
mit dem XTT � Farbsto� (= Na�3,3'�[1�(Phenylamino)�Carbonyl�3,4�Tetrazolium]
� bis(4�Methoxy � 6 � nitro) � Benzol�Sulfonsäurehydrat, C22 H12 N7 O13 S2 Na, rela-
tive Molekülmasse = 674,53) � einem Tetrazoliumsalz � inkubiert [Shimamura et al.,
2003]. Zusätzlich enthält der EZ4U � Test einen Aktivator, der die Farbentwicklung im
Vergleich zum gewöhnlichen XTT � Test verbessert und die erforderliche Substratsta-
bilität verbessert. Lebende Zellen mit funktionierenden Mitochondrien können durch
mitochondriale Dehydrogenasen � vor allem der Succinatdehydrogenase � diese Tetra-
zoliumsalze zu Formazanen umsetzen. Diese Formazane können die Zellmembran nicht
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mehr passieren und akkumulieren in intakten Zellen [Fotakis, 2006]. Voraussetzung
für diese Reduktion sind intakte Zellen mit funktionsfähigen Mitochondrien. Bei einem
Zellschaden verlieren die Mitochondrien ihre Fähigkeit bereits nach wenigen Minuten.
Bei der Messung im Photometer resultiert durch die Herstellung von Fluoreszenzen bei
450 nm (Referenz: 620 nm) eine messbare Absorptionsänderung. Der EZ4U � Test gibt
also Auskunft über die Anzahl und den Zustand der lebenden Zellen in einem Well an.
Der Begri� �Viabilität� oder �Zellviabilität� beschreibt dabei die Gesamtaktivität einer
Zellpopulation.
Abbildung 2.3 fasst den üblicherweise durchgeführten Ablauf noch einmal zusammen.

Abb. 2.3: Standardablauf des EZ4U � Versuches

2.4.2 Vorteile des EZ4U gegenüber dem klassischen MTT�Test

Gegenüber dem klassischen MTT � Test besitzt der EZ4U � Test den Vorteil, dass das
gebildete Formazan wasserlöslich ist. Dadurch entfällt die Notwendigkeit der Zugabe
von potentiell zytotoxischen Solubilisatoren wie z.B. DMSO. Dies führt dazu, dass die
Zellen nach dem Versuch weiter benutzt werden können. Auÿerdem kann auch auf den
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zeitaufwändigen Zwischenschritt zur Lösung des Reaktionsproduktes verzichtet wer-
den. Verantwortlich für diese Verbesserung ist die Einführung von Sulfonsäuregruppen
in das Testreagens. Ein Nachteil dieser Modi�kation ist, dass die Formazanprodukte
eine geringe Stabilität und relativ niedrige Absorptionswerte aufweisen. Diese Probleme
wurden durch das Pu�ergemisch des EZ4U ausgeglichen.

Abb. 2.4: XTT � und MTT � Strukturformeln nach Scudiero [Scudiero et al., 1988]

2.4.3 Aussaat der HK � 2 Zellen für den EZ4U

Für die Versuche wurden die HK - 2 Zellen in einer Konzentration von 50.000 Zel-
len / cm2 auf 96 � Well Platten, die zuvor mit 0,5% Gelatine beschichtet worden
waren, ausgesät. Dabei ist zu beachten, dass die erste Reihe einer 96 � Wellplatte kei-
ne Zellen enthielt. Diese Reihe wurde später als Leerwert (BLANK) verwendet (siehe
Kapitel 2.4.6 auf Seite 47). Das Wachstum erfolgte analog zu den oben geschilderten
Bedingungen. Das Nährmedium � 200 µl pro Well � wurde nach 7 Tagen entfernt. An-
schlieÿend wurden die Zellen zweimal mit �Dulbeccos Phosphate bu�ered saline without
Ca2+ and without Mg2+� (PBS, Kat.Nr. l1825, Biochrome AG, Berlin) gewaschen und

43



2 Methoden

die zu untersuchenden Lösungen appliziert. Je nach Versuchsaufbau wurden die HK � 2
Zellen für 0, 2, 4 oder 21 Stunden mit diesen Lösungen inkubiert. Wenn im Kapitel 3
nicht explizit anders erwähnt, galt dieses Standardverfahren.

2.4.4 Weitere EZ4U � Versuche

Neben dem Standardverfahren waren auch andere Aussaatszenarien notwendig. Dies
betraf die Interaktion zwischen HES und den Versuchsreagenzien, die Stimulation der
HK � 2 Zellen mit in�ammatorischen Substanzen und die Prüfung einer potentiellen
Reversibilität des HES � E�ekts.

Messung der Interaktion zwischen HES und XTT � Farbsto�

Die zu untersuchende Substanz, die Hydroxyethylstärke, könnte theoretisch sowohl mit
dem Substrat des EZ4U, dem Tetrazoliumsalz, als auch mit dem Produkt des EZ4U,
dem Formazan, interagieren.

Messung der Interaktion zwischen HES und Tetrazoliumsalz

Um auszuschlieÿen, dass das Substrat des EZ4U � Tests mit HES reagiert, wurden 96 �
Wellplatten wie üblich mit Gelatine beschichtet. Dann wurden die Versuchslösungen
(zur Herstellung der Versuchslösungen siehe Abschnitt 2.1 auf Seite 32) 0%, 1% und
4% Voluven® und Volulyte®, sowie 0,67% und 2,67% Gelafundin® und 16,67% und
66,67% Sterofundin® ISO in die zelllosen Wells appliziert. Nach 4 Stunden Inkubation
wurde die Extinktion im Photometer, wie in Abschnitt 2.4.6 auf Seite 47 beschrieben,
gemessen. Um mögliche Interaktionen durch die Verdünnung zu vermeiden, wurden
wie üblich mit Gelatine beschichtete 96 � Wellplatten mit unverdünntem 0,9% NaCl
� Lösung und 6% Voluven® für 21 Stunden inkubiert. Anders als bei den übrigen
Versuchen wurde bei der Messung der Interaktion zwischen HES und Tetrazoliumsalz
darauf verzichtet, den Blank � Wert von den Messwerten abzuziehen.

Messung der Interaktion zwischen HES und Formazan

Um ferner auszuschlieÿen, dass es zu einer Interaktion zwischen der zu untersuchenden
Lösung Hydroxyethylstärke und dem Produkt des EZ4U (Formazan) kommt, wurde
folgender Versuch durchgeführt. Zunächst wurde ein Well einer 6 � Wellplatte, in dem
für 7 Tage HK � 2 Zellen unter Standardbedingungen (siehe 2.4.3 auf Seite 43) kul-
tiviert worden waren, für 2 Stunden mit 0% � Lösung, die nur HK � 2 Medium und
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0,9% NaCl enthielt (siehe 2.1), inkubiert. Dann wurden sofort 1,2 ml EZ4U � Reakti-
onslösung hinzugegeben, um das Substrat umsetzen zu lassen.

Tabelle 2.5: Versuchslösungen für den XTT � Interaktionstest

HES in % NaCl 0,9% [ml] Medium [ml] HES 6% [ml]

1 2,7915 1,375 0,8335

2 1,9585 1,375 1,6665

4 0,2915 1,375 3,3335

Währenddessen wurde eine 96 � Wellplatte mit 0,5% Gelatine beschichtet und danach
die Lösungen pH � eingestellt und steril �ltriert auf die Platten gegeben. Nach Ab-
lauf der zwei Stunden Inkubation wurden je 1,8 ml 0% � Lösung mit umgesetztem
XTT � Farbsto� von der 6 � Wellplatte und 1,8 ml von den hergestellten Voluven®

� Lösungen in neue 50 ml Biofugenröhrchen pipettiert. Die fertigen Lösungen wurden
gevortext. Abschlieÿend wurden 220 µl in jedes Well der 96 � Well Platte appliziert.
Die erste Messung im Photometer erfolgte sofort, die zweite nach 40 Minuten und die
dritte nach 23 Stunden.

Stimulation der Zellen mit in�ammatorischen Mediatoren

Sollten die Auswirkungen in�ammatorischer Mediatoren auf die HK � 2 Zellviabili-
tät im EZ4U untersucht werden, wurden zunächst Zellen auf 96 � Wellplatten � wie
in Abschnitt 2.4.3 auf Seite 43 beschrieben � ausgesät. Als in�ammatorische Zytoki-
ne wurden TNFα (Tumornekrosefaktorα) und LPS (Lipopolysaccharid) benutzt. Das
TNFα und das LPS (L6529) wurden von Sigma® bezogen. Vor der Applikation wurden
Stocklösungen hergestellt. Das LPS von Sigma (E. coli 055:B5) hatte eine Konzentra-
tion von 1500 µg / ml. Dies wurde zuerst auf 100 µg LPS / ml verdünnt. Aus dieser
Lösung wurde eine 1 zu 10 verdünnte Lösung mit 10 µg /ml hergestellt. Diese wieder-
um wurde nochmals 1 zu 10 verdünnt, so dass auch eine 1 µg /ml � Lösung hergestellt
wurde. Diese 1 µg /ml LPS � Lösung wurde weiter verdünnt, sodass die Versuchslö-
sungen 1 bis 1000 ng /ml LPS enthielten. Auÿerdem wurden Lösungen hergestellt, die
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Tabelle 2.6: Herstellung der in�ammatorischen Lösungen (Angaben in [%])

Versuchslösung: Medium NaCl 0,9% TNF α / LPS HES

0,1 ng TNFα 27,5 71,5 1 �
1 ng TNFα 27,5 71,5 1 �
10 ng TNFα 27,5 71,5 1 �
100 ng TNFα 27,5 71,5 1 �
1 ng LPS 27,5 71,5 1 �
10 ng LPS 27,5 71,5 1 �
100 ng LPS 27,5 71,5 1 �
1000 ng LPS 27,5 71,5 1 �

0% 27,5 71,5 1 �
10 ng TNFα + 1,5 % HES 27,5 46,5 1 25
10 ng LPS + 1,5 % HES 27,5 46,5 1 25

zusätzlich 1 % HES enthielten(siehe Abschnitt 2.6 auf Seite 46). Als Versuchslösungen
dienten die in Tabelle 2.6 dargestellten Lösungen.
Die HK � 2 Zellen wurden 21 Stunden mit den Versuchslösungen inkubiert. Der LPS �
Versuch wurde sowohl mit Voluven® als auch mit Volulyte® mit pH � Korrektur
durchgeführt. Die Applikation des LPS erfolgte dabei nach der Steril�ltration der pH �
korrigierten Versuchslösungen, um zu verhindern, dass sich das LPS an die Plastiko-
ber�ächen des Filters anhaftet.

Reversibilitätsversuch

Um zu bestimmen, ob es sich bei den beobachteten Auswirkungen der Versuchslö-
sungen auf die HK � 2 Zellen um einen irreversiblen E�ekt handelt, wurde folgender
Versuch durchgeführt. Zunächst wurden die Zellen wie in Kapitel 2.4.3 auf Seite 43
beschrieben ausgesät. Nach 4 Tagen Wachstum erhielten bestimmte Wells statt des
Zellmediums die Versuchslösungen 0%, 1,5% Volulyte® oder 4% Volulyte® für 3 Ta-
ge. Nach diesen 3 Tagen erhielten diese Gruppen zur Rekonvaleszenz wieder für 21
Stunden Zellmedium. Dafür wurden die Zellen, die vorher 7 Tage lang nur Zellmedium
erhalten hatten, für 21 Stunden die Versuchslösungen 0%, 1,5% Volulyte® oder 4%
Volulyte®. Nach den 21 Stunden wurde der EZ4U wie in Abschnitt 2.4.5 beschrieben
durchgeführt. Die Abbildung 2.5 veranschaulicht diesen Versuch.
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Abb. 2.5: Durchführung des EZ4U zur Reversibilität des HES � E�ektes

2.4.5 Photometrische Messung der Extinktion

Nach Ablauf der vorgesehenen Inkubation wurde das EZ4U � Substrat in dem zuge-
hörigen Aktivator (ACT) gelöst und je 20 µl in jedes Well pipettiert. Nachdem alle
Versuchsplatten so vorbereitet worden waren, wurden sie in den Inkubator zurückge-
bracht. Die photometrische Messung mittels des �Mircoplate reader Sunrise�� von der
Firma Tecan und die Datenanalyse durch die �Magellan�� Software� erfolgte nach 30,
60, 120 und 180 Minuten bei 450 nm (620 nm Referenz).

2.4.6 Auswertung des EZ4U

Die gemessenen Absorptionswerte wurden zunächst in das Microsoft® � EXCEL � For-
mat konvertiert. Zuerst wurde der Mittelwert der zelllosen Reihe jeder Platte berechnet
(= Blank). Im nächsten Schritt wurde dieser Mittelwert als Korrekturwert von allen
anderen Messwerten subtrahiert. Um die Auswertung zu vereinfachen, wurde dann der
plattenspezi�sche Mittelwert der 0% � Lösung (27,5% Nährmedium und 72,5% NaCl
0,9%) als plattenspezi�sche 100% Viabilität de�niert. Eine Ausnahme stellt dabei der
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EZ4U mit im Zellmedium gelöstem HES dar, der in Abschnitt 2.1.4 auf Seite 36 be-
schrieben wird. Bei diesem wird die Medium � Gruppe als 100% de�niert. Im letzten
Schritt wurde das prozentuale Verhältnis jedes einzelnen Messwertes zu dem als 100%
de�nierten Mittelwert errechnet. Die statistische Analyse der Viabilitätswerte erfolgte
durch einen zweiseitigen �Student's t � test� (Microsoft Excel� ). Die Werte sind ange-
geben als Mittelwerte (= MW) ± Standardabweichung (= SD) des Mittelwertes. Eine
Signi�kanz wurde bei einem p � Wert < 0,001 angenommen.

2.5 LDH � Versuche

Neben dem EZ4U � Viabilitätstest wurde ein weiterer Test zur Bestimmung der Zell-
schädigung � der LDH�Test � herangezogen.

2.5.1 Funktionsprinzip des LDH � Tests

Bei dem LDH�Test handelt es sich um das Cytotoxicity Detection Kit (LDH) von der
Firma Roche Applied Science®. Wie der EZ4U � Test gilt der LDH � Assay als valide
und hinreichend erprobte Methode zur Detektion von irreversiblem Zelltod [Decker,
1988] [Fukumoto et al., 2001].
Anders als im EZ4U wird hierbei nicht die mitochondriale Funktionsfähigkeit der Zelle,
sondern die Integrität der Zellmembran bestimmt [Fotakis, 2006]. Ist diese zum Beispiel
durch einen nekrotischen Prozess beschädigt, gelangen normalerweise intrazellulär vor-
kommende Enzyme aus der Zelle heraus. Das Enzym LDH (= Laktatdehydrogenase)
hat den Vorteil, dass es extrazellulär intakt und somit messbar bleibt. Daher wird die
LDH auch in der klinischen Routine als Blutparameter für die Diagnose verschiedener
Krankheiten eingesetzt [Steyerberg et al., 2012] [Gurkan et al., 2010] [Gkotzamanidou
et al., 2011].
Die in allen menschlichen Zellen vorkommende Laktatdehydrogenase reduziert im LDH �
Assay NAD+ zu NADH + H+ indem es L�Laktat zu Pyruvat oxidiert. Im zweiten Schritt
wird das dazugegebene blass gelbe Tetrazolium � Salz INT (2�[4�Iodophenyl]�3�[4�
Nitrophenyl]�5�Phenyltetrazoliumchlorid] durch die Laktatdehydrogenase unter Zuga-
be eines Katalysators (Diaphorase) zu rotem Formazan umgesetzt. Dabei wird das
NADH + H+ wieder zu NAD+ oxidiert. Die anschlieÿende Messung der Zytotoxizität
geschieht durch die photometrische Messung der LDH � Menge nach der Inkubation
mit der Versuchslösung. Je höher die gemessene Absorption ist, desto höher ist der
Zellschaden.
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2.5.2 Vorbereitung des LDH � Tests

Die Aussaat und Kultivierung der HK � 2 Zellen geschah wie für den EZ4U � Versuch
(siehe Kapitel 2.4.3 auf Seite 43) auf 96 � Wellplatten. Nach 7 Tagen Wachstum wurde
das HK � 2 Medium entfernt und die Zellen zweimal mit Hanks' balanced salt solution
(HBSS, H9394 Sigma, Sigma�Aldrich®) gespült. Dieser Waschschritt war notwendig,
weil im beim Zellwachstum eingesetzten HK � 2 Medium 10% FCS zugesetzt ist (siehe
Kapitel 2.2 auf Seite 39). Im FCS ist physiologischerweise eine unbestimmte Menge an
LDH vorhanden, das die Aussagekraft des LDH � Assays beeinträchtigten könnte. Die
Zusammensetzung der Versuchslösungen wurde wie bereits beschrieben durchgeführt
(siehe Abschnitt 2.1 auf Seite 32). Allerdings wurde ein Pyruvat � freies Medium.
zugesetzt, da das im HK � 2 Medium enthaltene Pyruvat das Produkt der LDH �
Reaktion darstellt.

2.5.3 Durchführung des LDH � Tests

Nach 24 Stunden Inkubation mit den Versuchslösungen (siehe Kapitel 2.1 auf Seite
32) wurde 5 µl �Lysis solution� in Wells pipettiert, die im Versuchsaufbau als �High
control� de�niert worden sind. Nach 15 Minuten Inkubation bei 37 °C erfolgte die
Applikation von 100 µ l Reaktionsmix in jedes Well. Dieser besteht aus der Diaphorase
und NAD+, das in einer Lösung aus Iodotetrazoliumchlorid (INT) und Natrium Lactat
gelöst war. Nach weiteren 15 Minuten Inkubation bei 37 °C wurden 50 µl /Well �Stop
solution� in jedes Well appliziert. Anschlieÿend erfolgte die photometrische Messung
mittels des �Mircoplate reader Sunrise�� von der Firma Tecan und die Datenanalyse
durch das Programm �Magellan�� Software� bei 492 nm und einer Referenzwellenlänge
von 620 nm.

2.5.4 Auswertung des LDH � Tests

Die gemessenen Absorptionswerte wurden zunächst in das Microsoft® � EXCEL �
Format konvertiert. Zuerst wurde der Mittelwert zelllosen Reihe jeder Platte berechnet
(= Blank). Im nächsten Schritt wurde dieser Mittelwert als Korrekturwert von allen
anderen Messwerten subtrahiert.
Im Versuchsaufbau des LDH � Assays sind drei Kontrollen vorgesehen:

� �High control�: 0% � Kontrollgruppe (27,5% Nährmedium und 72,5% NaCl
0,9%), die 15 min vor Applikation lysiert wurde
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� �Low control�: unbehandelte 0% - Kontrollgruppe (27,5% Nährmedium und
72,5% NaCl 0,9%)

� �Medium�: mit reinem Zellmedium Zellen

Die relative Zytotoxizität wurde berechnet, indem vom jeweiligen Einzelmesswert der
Mittelwert der unbehandelten 0% � Kontrollgruppe subtrahiert wurde. Der erhaltene
Wert wurde durch den Mittelwert der �High control� � Gruppe abzüglich des Einzel-
messwertes des Mittelwertes der unbehandelten 0% � Kontrollgruppe dividiert. Das
Ergebnis wurde mit dem Faktor 100 multipliziert, um so das prozentuale Verhältnis zur
maximalen Schädigung (�High control�) zu erhalten.

Zellschaden pro Well [%] = 100 · (Einzelmesswert− low control)

(high control − low control)

Anschlieÿend wurde der Mittelwert und die Standardabweichung der Einzelwerte jeder
Versuchslösung berechnet. Die statistische Analyse der Zytotoxizitätswerte erfolgte
durch einen zweiseitigen �Student's t � test� (Microsoft Excel�). Die Werte sind ange-
geben als Mittelwerte ± Standardabweichung des Mittelwertes. Eine Signi�kanz wurde
bei einem p � Wert < 0,05 angenommen.

2.6 Die real�time quantitative RT�PCR

2.6.1 Funktionsprinzip der real�time quantitative RT�PCR

Bei der real�time quantitativen RT�PCR (auch qRT � RT � PCR) handelt es sich um
eine etablierte Methode zur Quanti�zierung der Expression bestimmter Gene [Wickert,
2007]. Im Prinzip handelt sich dabei um eine durch spezi�sche Primer � de�nierte
enzymatische in � vitro � Replikation, bei der durch sich wiederholende Zyklen eine
annähernd exponentielle Ampli�kation der Zielsequenz erreicht wird.
Um zu quanti�zieren, ob sich die Expression eines Gens in Form seiner RNA unter be-
stimmten Bedingungen verändert, mussten zunächst Zellen ausgesät (siehe unten), mit
Versuchslösungen behandelt und lysiert werden. Aus dem Lysat musste die probenspe-
zi�sche RNA extrahiert (siehe Abschnitt 2.6.3 auf Seite 53) und in cDNA umgewandelt
werden (siehe Abschnitt 2.6.4 auf Seite 53). Untersucht wurde somit nicht eine verän-
derte Proteinexpression, sondern die Reaktion der HK � 2 Zelle auf bestimmte Stimuli,
z.B. 2% Voluven®, auf der Ebene des veränderten mRNA � Gehaltes der Zelle.
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Für die gesuchte RNA wurden verschiedene Sonden (TaqMan� � Sonden) von der
Firma Applied Biosystems bezogen. Jede dieser Sonden besteht aus drei Komponenten:

� Der Primer, einem Oligonukleotid, der komplementär zur gesuchten Zielsequenz
(z.B. ICAM � 1) ist.

� Der Reporter, der einen Fluoreszensfarbsto� enthält.

� Der Quencher, der bei intakter Sonde den Reporter unterdrückt.

Der Reporter ist mit seinem Fluoreszenzfarbsto� kovalent an das 5' � Ende, der Quen-
cher an das 3' � Ende der Sonde gebunden. Die Unterdrückung der Emission des
Reporters durch den Quencher geschieht dabei durch den �Fluoreszenz Resonace Ener-
gy Transfer� (FRET). Der Reporter fungiert als Donor und der sich in ausreichender
räumlicher Nähe be�ndende Quencher als Akzeptor von Energie. Der Austausch ge-
schieht dabei strahlungsfrei und somit nicht über Emission und Absorption von Pho-
tonen [Förster, 1948]. Voraussetzung ist, dass sich beide in ausreichender Nähe zuein-
ander be�nden. Das Funktionsprinzip der Hybridisierungssonden ist in Abbildung 2.6
und 2.7 zusammengefasst.

Abb. 2.6: Grundaufbau der Hybridisierungssonden in der Real � Time � PCR

Lagert sich der Primer der TaqMan � � Sonde während der PCR an den komplementä-
ren DNA � Strang der Probe, wird durch die 5' � 3' � Exonukleaseaktivität der Taq �
Polymerase der Reporter durch Hydrolyse abgespalten. Da nun kein Akzeptor mehr in
unmittelbarer Nähe vorhanden ist, emittiert der Reporter sein spezi�sches Emissionss-
pektrum. Dieses Emissionsspektrum ist bis zur Plateau � Phase der PCR proportional
zum Vorkommen der gesuchten DNA / RNA. Dieses Verfahren ermöglicht somit die
direkte Quanti�zierung der DNA � Menge in Echtzeit [Wickert, 2007]. Der in der
TaqMan� eingesetzte Reporter benutzt dabei 6 � FAM � Phosphoramidit als Fluores-
zenzfarbsto�. Bei 6 � FAM � phosphoramidit handelt es sich um das Phosphoramidit
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� Derivat des 6 � Carboxy�uorescein (FAM). Seine Anregunswellenlänge liegt bei 488
nm, die Emissionswellenlänge bei 518 nm.

Abb. 2.7: Funktionsprinzip der Hybridisierungssonden in der qRT � RT � PCR

2.6.2 Aussaat und Lysis der HK � 2 Zellen für eine qRT � RT � PCR

Die unter Standardbedingung kultivierten HK � 2 Zellen (siehe Kapitel 2.2 auf Seite
39) wurden auf 0,5% Gelatine beschichtete 6 � Wellplatten (Nunclon�Δ Surface)
mit 50 000 Zellen / cm2 ausgesät. Dies entsprach bei einer Ober�äche von 9,6 cm2

und einem Füllvolumen von 3 ml / Well einer Aussaatlösung von 160 000 Zellen /ml.
Danach wurden die 6 � Wellplatten analog zu den 96 � Wellplatten für 7 Tage kultiviert.
Nach Abschluss des Wachstums wurde am siebten Tag das Nährmedium entfernt und
durch die Versuchslösung ersetzt (siehe Kapitel 2.1 auf Seite 32).
Je nach Versuchsaufbau wurden die Zellen für 4 oder 21 Stunden mit den Versuchslö-
sungen inkubiert. Anschlieÿend wurde die Wells mittels der Vakuumabsaugung von den
Versuchslösungen befreit und jedes Well mit 6 ml PBS � Lösung zweimal gespült. Zur
RNA � Isolierung wurde das RNA � Isoliertkit �Nucleonspin � RNA II� von Macherey
Nagel (REF. 740955.250) verwendet. Sofern die im Kapitel 2.6.2 und 2.6.3 aufgeführ-
ten Materialien nicht explizit einem anderen Hersteller zugeordnet werden, entstammen
sie diesem Kit. Um die Zellen zu lysieren, wurden 350 µl RA � 1 Bu�er des Kits und
3,5 µl β � Mercaptoethanol pro Well appliziert. Zum Lösen der Zellen wurde der �Cell
Scraper� (CAT.No. 90020, SPL � Life sciences) benutzt. Die gewonnene Zellsuspension
wurde in Eppendorf Reaktionsgefäÿe pipettiert und entweder bei � 80 °C eingefroren
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oder direkt weiterverarbeitet (siehe Kapitel 2.6.3).

2.6.3 Extraktion der RNA

Die im RA � 1 Bu�er mit 1% β � Mercaptoethanol lysierten Zellen wurden durch
mehrfaches Auf� und Abziehen in Insulinspritzen (Omnican® 40, B. Braun Melsun-
gen) homogenisiert. Die auf diese Weise homogenisierten Proben wurden danach durch
den Nucleospin � Filter �ltiert und bei 11 000 g für eine Minute zentrifugiert. Das ge-
wonnene Filtrat wurde in autoklavierte Eppendorf Reaktionsgefäÿe gefüllt und 70%
absolutes Ethanol hinzugegeben. Nachdem die Proben gevortexed worden waren, wur-
den sie auf Säulentubes aus dem KIT aufgetragen und zentrifugiert. Es folgte die
Applikation von 350 µl MDB � Bu�er (Entsalzungspu�er) pro Probe. Nach der Zentri-
fugation wurde 95 µl DNAse � Mix, bestehend aus je 10 µl rDNAse und 90 µl Reaction
bu�er, pro Probe auf die Säulen der Tubes appliziert. Mit diesem wurden die Zellen
bei Raumtemperatur für 15 Minuten inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation erfolgten
drei Waschschritte mit zuerst 200 µl RA2 � Bu�er, dann 600 µl RA3 � Bu�er und
zuletzt noch einmal 250 µl RA3 � Bu�er. Nach jedem Waschschritt wurden die Tubes
zentrifugiert (30 Sekunden, 30 Sekunden, 3 Minuten bei 11 000 g). Zuletzt wurde
40 µl RNAse freies Wasser auf jede Probe gegeben und durch eine Minute Zentrifu-
gation die so gelöste RNA gewonnen. Mittels des Spektrophotometers Nanodrop 2000
D (Thermo Scienti�c) wurde die Konzentration der RNA bei 260 / 280 nm in jeder
gewonnenen Probe mit 1,2 µl bestimmt.

2.6.4 Gewinnung der cDNA

Zur Umwandlung der gewonnenen Proben � RNA in cDNA wurde das �High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor� von Applied Biosystems� ver-
wendet. Grundprinzip ist die Umschreibung der RNA in cDNA mittels der MultiScribe�

Reverse Transcriptase. Dabei handelte es sich um eine rekombinante Transkriptase des
Moloney murinen Leukämie Virus (rMoMuLV). Wenn die im Kapitel 2.6.4 aufgeführten
Materialien nicht explizit einem anderen Hersteller zugeordnet werden, entstammen sie
diesem Kit. Pro Probe wurde ein 2X RT Master Mix aus folgenden im Kit enthaltenden
Komponenten benötigt (siehe Tabelle 2.7). Die RNA � Probe musste mit Nuclease frei-
em Wasser so verdünnt werden, dass ihre Konzentration im PCR � Cup 1 µg RNApro
20 µl Ansatz betrug.
Nachdem in jedes PCR � Cup je 10 µl 2X RT Master Mix, die zur Verdünnung erforder-
liche Menge an Nuclease freiem Wasser und die entsprechende Menge der RNA-Probe
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Tabelle 2.7: cDNA � Kit

COMPONENT VOLUME
[µl] / Reaction

10X RT Bu�er 2
25X dNTP (100Mm) 0,8
10X RT Random Primers 2
MultiScribe Reverse Transcriptase 1
RNAse Inhibitor 1
Nuklease free Water 3,2
TOTAL 10

pipettiert worden war, wurde jedes Cup mit dem Vortexmischer behandelt. Im Thermo-
cycler (Thermal cycler 2720 von Applied Biosystems�) erfolgte die reverse Transkription
unter den in 2.8 aufgeführten Bedingungen.

Tabelle 2.8: Thermocycler für cDNA � Herstellung

THERMOCYLCER Step 1 Step 2 Step 3 Step 4

Temperatur [°C] 25 37 85 4
Time [min] 10 120 5 ∞

2.6.5 Durchführung der qRT � RT � PCR

Der erste Arbeitsschritt bestand in der Herstellung des Master � Mixes. Dieser enthielt
pro Well 12,5 µl Absolute RT � PCR ROX � Mix (AB � 1138, Applied Biosystems),
1,25 µl der entsprechenden 20x TaqMan� � Sonde und 6,25 µl Nuclease freies Wasser.
Für jede TaqMan� � Sonde wurde also ein eigener Master � Mix hergestellt. Von diesem
wurde dann je 20 µl in jedes Well der 96 � Wellplatte (96-Well�plates von Nunc,Thermo
scienti�c 167008) pipettiert. Anschlieÿend wurden 5 µl der vorher im Verhältnis 1 : 10
mit Nuclease freiem Wasser verdünnten Proben � cDNA in jedes Well pipettiert und
mehrfach auf� und abgezogen. Sobald alle Wells der 96 � Wellplatte sowohl den Master
� Mix als auch die cDNA enthielten, wurde die Versuchsplatte mit einer transparenten
Kunststo�folie abgeklebt und für 5 Minuten in der Zentrifuge (Heraeus Megafuge 16 R)
zentrifugiert. Danach wurde sie in den PCR � Cycler (7300 Real-Time PCR-System,
Applied-Biosystems) gegeben. Im Steuerungsprogramm �PCR � Cycler 7300� wurde
der Modus �Relative Quanti�cation� gewählt, die applizierten TaqMan� � Sonden als
�FAM� eingestellt und die 18sRNA � Sonde als �ENDO� (endogene Kontrolle) de�niert.
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Anschlieÿend wurden alle Felder der 96 � Wellplatte mit Sondentyp (TaqMan�), Task
(z.B. ENDO für die endogene Kontrolle) und Probe (z.B. 2 % Voluven®) beschriftet.
Untersucht wurden die TaqMan�� Sonden für CCL � 2 (Hs00234140_m1, Part.Nr.
4331182, Applied Biosystems), ICAM � 1 (Hs00164932_m1, Part.Nr. 4331182, App-
lied Biosystems) und 18sRNA (endogene Kontrolle, EUK18SrRNA, 4352930 � 0810022,
Applied Biosystems).

2.6.6 Auswertung der qRT � RT � PCR

Die relative mRNA � Menge der 18sRNA wurden durch die ddCt Methode berechnet.
Dabei wurde die folgende Formel angewandt:

Abb. 2.8: Formel: Berechnung der relativen mRNA�Menge durch die ddCt Methode

Dabei steht Ct für den �threshold cycle value� (Schwellenwert). Um die Proben zu
vergleichen, wurden die Ergebnisse der 0% � Kontrolllösung als �1� gesetzt.

2.7 Verwendete Software

Microsoft EXCEL� 2007, TeXnicCenter, MikeTEX 2.8, ChemBioDraw Ultra 12.0, Jab-
Ref 2.9.2, OriginPro 9.0G 32Bit, Adobe Acrobat Reader 11.0, Paint.Net v.3.5.11,
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Wie in der Einleitung im Abschnitt 1.5 auf Seite 31 beschrieben, begann die Forschung
für diese Dissertation mit der näheren Einordnung der nephropathologischen Au�ällig-
keiten, die Schick et al. in den mit kolloidalen Infusionslösungen behandelten Ratten-
nieren gefunden hatte [Schick et al., 2010]. Das in der Folge entwickelte in � vitro �
Modell nutzt, wie in der Methodik im Kapitel 2.2 auf Seite 39 ausführlich dargelegt,
immortalisierte humane proximale Tubulusepithelzellen. In diesem Modell sollten die
Auswirkungen der zuvor in vivo erprobten Infusionslösungen Voluven®, Gelafundin®,
Humanalbumin und Sterofundin® ISO auf die Viabilität der HK � 2 Zellen erforscht
werden. Dabei ging es zunächst insbesondere um die Frage, inwiefern in�ammatorische
Prozesse bei der Schädigung der Nierenzellen eine Rolle spielen. Diese Fragestellung
stand deshalb im Vordergrund, weil sowohl die in � vivo � Vorarbeiten von Schick et
al. als auch die groÿen klinischen Studien durch z.B. Brunkhorst et al. gezeigt hatten,
dass HES in der Sepsis besonders schädlich wirkt. Danach sollte überprüft werden, ob
in vitro überhaupt eine funktionell relevante Beeinträchtigung der Zellfunktion durch
kolloidale Infusionslösungen vorliegt. Um diese Fragen diskutieren zu können, musste in
einem ersten Schritt überprüft werden, ob die von Schick et al. gesehenen Vesikel im in

� vitro � Modell reproduziert werden konnten und ob diese überhaupt HES enthielten.

3.1 Die Aufnahme von HES in HK � 2 Zellen

Um dies zu überprüfen und optisch sichtbar zu machen, wurde HES 130 / 0,4 � wie
in Abschnitt 2.3 auf Seite 40 dargestellt � mit �uoreszierendem APTS markiert. Die
Versuchslösung bestand zu 72,5% aus der hergestellten 6% APTS � HES und zu 27,5%
aus HK � 2 Zellmedium. Daraus entstand eine 4,35% APTS � HES Lösung. Diese wurde
für 21 Stunden mit den HK � 2 Zellen inkubiert. Die anschlieÿend durchgeführten
Aufnahmen � gezeigt in Abbildung 3.1 � zeigen sowohl eine vesikelartige Anordnung
(3.1 B) als auch gröÿere Agglomerate (3.1 D) von APTS � HES um die rot gefärbte
DNA herum gruppiert.
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Abb. 3.1: Fluoreszenzbilder der Aufnahme von APTS � Hydroxyethylstärke (grün) in HK � 2
Zellen. Für die Bilder wurden HK � 2 Zellen für 21 Stunden mit 4,35% APTS HES
130 / 0,4 inkubiert. Dabei zeigen sich sowohl vesikuläre (B), als auch Agglomerate (D)
von APTS � markiertem HES. Die korrespondierenden Zellkerne (rot) wurden mit
Propodiumiodid (A, C) angefärbt.

Diese Vorversuche konnten erstens zeigen, dass HES in die HK � 2 Zelle gelangt und
sich zweitens auf eine der in vivo von Schick et al. gesehenen Art und Weise anordnet.
Letzteres wird in Abschnitt 4.1 auf Seite 115 noch einmal näher diskutiert.
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3.2 Bestimmung der Rolle von In�ammation bei den

Auswirkungen von HES auf die Zellviabilität

Aus klinischen Studien und den Vorarbeiten in vivo ist bekannt, dass HES im Rahmen
in�ammatorischer Zustände besonders negative Auswirkungen auf die Nierenfunktion
aufweist [Schick et al., 2010] [Brunkhorst et al., 2008]. In den folgenden Versuchen
soll untersucht werden, ob die vermutete negative Wirkung von HES auf die Zellvia-
bilität durch die Induktion einer In�ammation erklärt werden kann oder durch Zugabe
in�ammatorischer Stimuli gesteigert wird.
Proximale Tubulusepithelzellen sind nicht nur Ziel entzündlicher Prozesse, sondern gel-
ten als aktive Protagonisten bei der Steuerung in�ammatorischer Prozesse, sie produ-
zieren Zytokine, Chemokine und verschiedene Adhäsionsmoleküle [Park et al., 2010].

3.2.1 Die Auswirkung von TNFα und LPS auf die Zellviabilität

Zunächst wurde bestimmt, ob verschiedene Dosierungen von LPS und TNFα eine
funktionelle Beeinträchtigung der Zellviabilität bewirken können. Auÿerdem wurde un-
tersucht, ob diese Auswirkungen mit der vermuteten durch HES hervorgerufenen Re-
duktion der Zellviabilität vergleichbar sind und ob die HES � Wirkung durch zusätzliche
Gabe von LPS oder TNFα verstärkt werden kann.

58



3 Ergebnisse

Abb. 3.2: EZ4U: 0,1 ng /ml � 100 ng /ml TNFα und Voluven® (MW ± SD, ** = p < 0,001 zu
0%, n = 48 � 32) nach 21 Stunden

In Abbildung 3.2 werden die Messergebnisse des EZ4U mit verschiedenen Konzentra-
tionen von TNFα mit und ohne zusätzlicher Voluven® � Gabe nach 21 Stunden Inku-
bation gezeigt. Dabei zeigt sich, dass sich die TNFα � Versuchslösungen mit Ausnahme
der 10 ng /ml TNFα enthaltenden Lösung nicht statistisch signi�kant unterscheiden.
Die Viabilität lag für 0,1 ng /ml TNFα bei 85,23% ± 22,08% SD, für 1 ng / ml TNFα
bei 101,84% ± 6,15% SD, für 10 ng /ml TNFα bei 94,67% ± 8,21% SD (statis-
tisch signi�kant gegenüber der 0% � Referenzlösung) und für 100 ng /ml TNFα bei
96,72% ± 5,95% SD. Die 1,5% Voluven® enthaltende 10 ng /ml TNFα � Lösung re-
duziert die Viabilität hingegen statistisch hoch signi�kant auf 50,39% ± 8,43% SD. Die
Messwerte dieser kombinierten Lösung unterscheiden sich allerdings statistisch nicht
von 1,5 % Voluven® alleine, das die Viabilität statistisch hoch signi�kant auf 52,69%
± 17,00% SD senkt.
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Abb. 3.3: EZ4U: 10 ng /ml � 10 µg /ml LPS und Voluven® (MW ± SD, ** = p < 0,001 zu 0%,
= p < 0,01 gegeneinander n = 48 � 32) nach 21 Stunden

In Abbildung 3.3 werden die Messergebnisse des EZ4U mit verschiedenen Konzen-
trationen von LPS mit und ohne zusätzlicher Voluven® � Gabe nach 21 Stunden
Inkubation gezeigt. Die im EZ4U gemessenen E�ekte von LPS auf die Zellviabilität
erscheinen inhomogen und widersprüchlich. So unterscheidet sich 10 ng /ml LPS mit
einer Viabilität von 99,00% ± 11,06% SD nicht von der 0% � Referenzlösung. Die
100 ng /ml LPS enthaltende Lösung senkt die Viabilität statistisch hochsigni�kant
auf 94,58% ± 5,98% SD, während die 1000 ng /ml LPS enthaltende Lösung diese
statistisch hochsigni�kant auf 104,28% ± 4,84% SD erhöht. Die Versuchslösung mit
10 000 ng /ml LPS wiederum unterscheidet sich mit 101,33% ± 6,77% SD nicht von
der 0% � Referenzlösung. Die kombinierte Versuchslösung aus 100 ng /ml LPS und
1,5% Voluven® 56,46% ± 5,07% SD senkt die Viabilität statistisch hoch signi�kant
und unterscheidet sich damit geringfügig, aber statistisch signi�kant von der nur 1,5
% Voluven® � Lösung (52,66% ± 6,28% SD).
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Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die Auswirkungen von TNFα und LPS
im EZ4U inhomogen und verglichen mit denen des HES schwach ausgeprägt sind. Im
nächsten Schritt musste überprüft werden, ob die verwendeten HK � 2 sensibel auf
TNFα und LPS reagieren.

3.2.2 Die Auswirkung von TNFα auf die Expression in�ammatorischer

Marker

Um die Frage hinsichtlich einer potentiellen Insensibilität der HK � 2 Zellen gegenüber
den verwendeten proin�ammatorischen Substanzen zu klären, wurden die Zellen für 21
Stunden mit 100 ng / ml TNFα inkubiert und anschlieÿend die Expression von ICAM
� 1 und CCL � 2 mittels qRT � RT � PCR gemessen. Das Ergebnis ist in Abbildung
3.4 dargestellt.

Abb. 3.4: qRT � RT � PCR mit 100 ng /ml TNFα nach 21 Stunden, A: Expression von ICAM � 1
im Vergleich zur 0% � Referenzlösung (= NaCl), B: Expression von CCL � 2 im
Vergleich zur 0% � Referenzlösung (= NaCl) (MW ± SD, * = p < 0,05 zu 0%, ** = p
< 0,01 zu 0%, n = 6 � 8)

Deutlich zu erkennen ist, dass die Synthese beide Marker durch die TNFα � Zuga-
be massiv erhöht wird. So steigt die Expression der mRNA für ICAM � 1 um das

61



3 Ergebnisse

2,27 �fache ± 0,35 SD und für CCL � 2 sogar um das 8,9 �fache ± 3,2 SD statis-
tisch hochsigni�kant im Vergleich zur Kontrolle. Au�ällig ist, dass es beim Vergleich
zwischen dem reinen Zellmedium und der NaCl � Kontrolle für CCL � 2 gar keinen
und für ICAM � 1 nur leichte antiin�ammatorische E�ekte gibt. Zusammenfassend
wird deutlich, dass HK � 2 Zellen stark auf die Stimulation mit TNFα reagieren und
in�ammatorische Marker hochregulieren.

3.2.3 Die Auswirkung der Infusionslösungen auf die Expression

in�ammatorischer Marker in der qRT � RT � PCR

Im nächsten Schritt wurde überprüft, ob die im EZ4U und LDH verwendeten Infusi-
onslösungen (siehe Abschnitt 2.1 auf Seite 32) ebenfalls in der Lage sind, die Zellen
proin�ammatorisch zu stimulieren. Um eine deutliche Reaktion auf die Infusionslösun-
gen in Form einer Herauf� oder Herunterregulation der mRNA hervorzurufen, wurden
die maximalen Dosierungen der Versuchslösungen für die qRT � RT � PCR verwen-
det. Dies waren 4% Voluven®, 2,67% Gelafundin®, 33,3% Humanalbumin und als
kristalloide Lösung 66,7% Sterofundin® ISO.

62



3 Ergebnisse

Die Auswirkung der Infusionslösungen auf die Expression von ICAM�1

Abb. 3.5: qRT � RT � PCR mit 4% Voluven®, 2,67% Gelafundin®, 3,33% Humanalbumin, 66,7%
Sterofundin® ISO nach 4 und 21 Stunden, Expression von ICAM � 1 im Vergleich zur
0% � Referenzlösung (= NaCl) (MW ± SD, * = p < 0,05 zu 0%, ** = p < 0,01 zu 0%,
n = 6 � 8)

In Abbildung 3.5 werden die Auswirkungen der Versuchslösungen auf die Expression
der mRNA von ICAM � 1 nach 4 und 21 Stunden Inkubation gezeigt. Als Referenz-
lösung dient dabei wie im EZ4U die 0% � Referenzlösung. Entsprechend liegt dessen
Expressionswert nach 4 Stunden bei 1 (= 1 �fache) ± 0,16 SD und nach 21 Stunden
bei 1± 0,06 SD. Das mit untersuchte Zellmedium unterscheidet sich nach 4 Stunden
nicht signi�kant mit einer Expression von 0,93± 0,21 SD von der Referenzlösung, wirkt
nach 21 Stunden durch eine verminderte Expression auf das 0,81 �fache ± 0,11 SD
aber antiin�ammatorisch. Für das im Vordergrund dieser Untersuchung stehende 4%
Voluven® �ndet sich weder nach 4 Stunden (1,00 �fache Expression von ICAM � 1
± 0,14 SD) noch nach 21 Stunden (0,95 �fache Expression von ICAM � 1 ± 0,10 SD)
eine Abweichung von der Referenzlösung. Das zweite untersuchte synthetische Kollo-
id Gelafundin® hingegen zeigt eine Wirkung. So steigert es die mRNA � Expression
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für ICAM � 1 nach 21 Stunden Inkubation statistisch signi�kant auf das 1,4 �fache
(± 0,25 SD), während sich nach 4 Stunden für ICAM � 1 mit der 1,03 �fachen Ex-
pression (± 0,32 SD) kein signi�kanter Unterschied zeigt. Das �natürliche� Kolloid
Humanalbumin zeigt einen gegensätzlichen E�ekt zum Gelafundin®. Die mRNA für
ICAM � 1 wird durch Humanalbumin nach 21 Stunden statistisch hochsigni�kant auf
das 0,83 �fache (± 0,08 SD) und nach 4 Stunden statistisch signi�kant auf das 0,57 �
fache (± 0,34 SD) vermindert exprimiert. Sterofundin® ISO hat keinen statistisch
signi�kanten Ein�uss auf die Expression von ICAM � 1, nach 4 Stunden liegt die Ex-
pression tendenziell antiin�ammatorisch von ICAM � 1 bei der 0,88 �fachen Expression
(± 0,38 SD) und nach 21 Stunden mit einer Expression vom 0,99 �fachen (± 0,26 SD)
auf dem Niveau der Referenzlösung.

Die Auswirkung der Infusionslösungen auf die Expression von CCL�2

Abb. 3.6: qRT � RT � PCR mit 4% Voluven®, 2,67% Gelafundin®,3,33% Humanalbumin, 66,7%
Sterofundin® ISO nach 4 und 21 Stunden, Expression von CCL � 2 im Vergleich zur 0%
� Referenzlösung (= NaCl) (MW ± SD, * = p < 0,05 zu 0%, ** = p < 0,01 zu 0%, n
= 6 � 8)
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Dass die beiden ausgewählten Marker nicht in gleicher Weise durch die Versuchslösun-
gen beein�usst werden, zeigt Abbildung 3.6. In dieser werden die Auswirkungen der
Versuchslösungen auf die Expression der mRNA von CCL � 2 nach 4 und 21 Stunden
Inkubation gezeigt. Als Referenzlösung dient dabei wieder die 0% � Referenzlösung.
Dessen Expressionswert liegt nach 4 Stunden bei 1± 0,14 SD und nach 21 Stunden
bei 1± 0,12 SD. Das mit untersuchte Zellmedium unterscheidet sich weder nach 4
Stunden mit einer Expression von 0,81 �fachen Expression textpm 0,15 von der Refe-
renzlösung noch nach 21 Stunden (1,08 �fache ± 0,65 SD). Wie bei der Untersuchung
der Expression von ICAM � 1, �ndet sich für 4% Voluven® weder nach 4 Stunden
(0,98 �fache Expression von CCL � 2 ± 0,19 SD) noch nach 21 Stunden (0,79 �fache
Expression von CCL � 2 ± 0,13 SD) eine Abweichung von der Referenzlösung. Letz-
teres zeigt eine antiin�ammatorische Tendenz. Das zweite untersuchte synthetische
Kolloid Gelafundin® hingegen zeigt abermals eine deutliche Wirkung. So steigert es
die mRNA � Expression für CCL � 2 nach 21 Stunden Inkubation statistisch signi�kant
auf das 1,33 �fache (± 0,2 SD) und nach 4 Stunden statistisch hoch signi�kant auf die
1,46 �fache Expression (± 0,20 SD). Im Gegensatz zur Wirkung auf ICAM � 1 zeigt
Humanalbumin für CCL � 2 eine pro�n�ammatorische Tendenz. So steigt die mRNA
für CCL � 2 durch Humanalbumin nach 4 Stunden statistisch nicht signi�kant auf das
1,26 �fache (± 0,56 SD) und nach 21 Stunden statistisch signi�kant auf das 1,62 �fache
(± 0,44 SD) an. Sterofundin® ISO hingegen zeigt einen deutlichen Ein�uss auf die
Expression von CCL � 2, indem es nach 4 Stunden die Expression auf das 0,30 �fachen
Expression (± 0,17 SD) und nach 21 Stunden auf das 0,51 �fachen (± 0,16 SD) senkt.

Bei Gesamtbetrachtung der in Abbildung 3.5 und 3.6 dargestellten Daten fällt auf,
dass die Auswirkungen der Inkubation mit verschiedenen Infusionslösungen auf die
mRNA � Expression höchst inhomogen ausfallen. Für das im Vordergrund dieser Ar-
beit stehende 4% Voluven® �ndet sich weder für ICAM � 1 (Abbildung 3.5), noch für
CCL � 2 (Abbildung 3.5) ein statistisch signi�kanter Unterschied zur jeweiligen NaCl �
Kontrolle. Einzig 2,67% Gelafundin® reguliert sowohl ICAM � 1 (3.5) als auch CCL �
2 (3.6) hoch. Humanalbumin zeigt eine gegensätzliche Wirkung auf die beiden Marker.
So �ndet sich nach 21 Stunden eine schwache statistisch signi�kante Hochregulation
von CCL � 2 durch 3,33% Humanalbumin um das 1,62 �fache (± 0,4 SD). Daraus auf
eine proin�ammatorische Wirkung des Humanalbumins abzuleiten ist nicht möglich,
wie ein Blick in Abbildung 3.5 zeigt. In dieser wirkt Humanalbumin tendenziell antiin-
�ammatorisch. Sterofundin ® ISO zeigt auf die Expression von ICAM � 1 keine, auf die
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von CCL � 2 eine protektive Wirkung. Wird bei der Interpretation der Expressionsdaten
allerdings die Wirkung der Inkubation mit 100 ng /ml TNFα (ICAM � 1: 2,27 �fache
(± SD 0,35), CCL � 2: 8,9 �fache Hochregulation ± 3,2 SD) betrachtet, schwindet
die Relevanz der durch die Infusionslösungen ausgelösten E�ekte.

3.2.4 Zusammenfassung der Bedeutung der In�ammation bei der

Viabilitätsreduktion von HK � 2 Zellen durch HES

Zusammenfassend �el auf, dass � durch die qRT � RT � PCR nachgewiesen � HK � 2
Zellen zwar sehr sensibel auf TNFα reagieren, dieses jedoch im EZ4U in den verwen-
deten Dosierungen keinen relevanten Ein�uss auf die Zellviabilität hatte. Ferner hatte
eine Koinkubation von HES weder mit LPS noch mit TNFα einen relevanten Unter-
schied in der Reduktion der Zellviabilität zur Inkubation mit 1,5% Voluven® alleine.
Umgekehrt war auf mRNA � Ebene keine der untersuchten Infusionslösungen in der
Lage, eine dem TNFα vergleichbare in�ammatorische Stimulation hervorzurufen. Dies
gilt insbesondere für HES.
Aus diesen Gründen wurde bei den folgenden Versuchen auf eine zusätzliche Gabe
in�ammatorischer Substanzen verzichtet.
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3.3 Die Auswirkungen von HES auf die Zellviabilität

Nachdem festgestellt worden war, dass die In�ammation keine entscheidende Rolle für
eine mögliche pathogene Wirkung von HES auf die Nierenzellen hatte, wurden die
nachfolgend demonstrierten Versuche ohne zusätzliche In�ammation durchgeführt. In
den folgenden Versuchen wurde untersucht, ob es sich bei den auf Seite 56 in Abschnitt
3.1 gezeigten Vesikeln um ein rein optisches Phänomen handelt oder ob es zu einer
Beeinträchtigung der Viabilität der Zellen kommt.

3.3.1 Validierung des EZ4U � Tests als adäquates Testverfahren

Dafür musste in einem ersten Schritt der zur Bestimmung der Zellviabilität ausgewählte
Versuchsaufbau (EZ4U, beschrieben auf Seite 41 in Abschnitt 2.4) hinsichtlich seiner
Eignung für die Bestimmung einer möglichen Viabiliätsreduktion der Zellen durch HES
überprüft werden. Dabei mussten verschiedene Interaktionsmöglichkeiten zwischen den
Versuchsreagenzien auf der einen und den HES � Molekülen auf der anderen Seite
ausgeschlossen werden.

Interaktion zwischen HES und dem Reaktant

Zunächst musste ausgeschlossen werden, dass das Substrat des EZ4U � Tests, das Te-
trazoliumsalz, mit HES reagiert. Für den in Abbildung 3.7 gezeigten Versuch, wurden
die Lösungen 0% � Lösung, 1% und 4% Voluven®, 1% und 4% Volulyte® in eine mit
Gelatine beschichtete zelllose 96 � Wellplatte gegeben. Zur besseren Einordnung wird
in der Abbildung 3.7 auÿerdem die durchschnittliche Extinktion der 0% � Lösung nach
Inkubation mit HK � 2 Zellen angegeben.
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Abb. 3.7: EZ4U zur Bestimmung der Extinktion der Versuchslösungen ohne Zellen. Dargestellt ist
die im Photometer gemessene Extinktion folgender Versuchslösungen: 0% � Lösung, 1%
und 4% Voluven®, 1% und 4% Volulyte® jeweils inkubiert in Wells ohne HK � 2 Zellen,
sowie 0% � Lösung mit HK � 2 Zellen. Die Extinktion wurde gemessen nach 4 Stunden
Inkubation, dargestellt ist der Messzeitpunkt nach 120 Minuten. (MW ± SD, n = 14)

Die mit Abstand stärkste Extinktion wurde in jenen Wells gemessen, die HK � 2 Zellen
enthielten und mit 0% � Referenzlösung inkubiert worden waren. Der Messwert nach
vier Stunden Inkubation betrug 1,37 ± 0,23 SD. Für die Wells, die dieselbe 0% �
Referenzlösung Lösung, aber keine Zellen enthielten, wurde eine Extinktion von 0,08
± 0,003 SD gemessen. Für die balancierte HES � Lösung Volulyte® wurde bei einer
Konzentration von 1% 0,08 ± 0,005 SD, für 4% 0,08 ± 0,003 SD gemessen. Nach
Applikation des auf 0,9%NaCl basierenden Voluven® wurde für die 1% � Lösung
0,09% ± 0,003 SD und für die 4% � Lösung 0,07 ± 0,005 SD gemessen. Obwohl die
Messwerte nahe bei einander lagen, bestand ein statistisch hoch signi�kanter Unter-
schied der 1% HES � Lösungen zur 0% � Lösung.
Zusammenfassend zeigt Abbildung 3.7, dass sich die Extinktion der Versuchslösungen
bei Koinkubation mit dem Substrat des EZ4U � Tests verglichen mit dem Ergebnis
zellhaltiger Wells in einem sehr niedrigen Bereich der Extinktion bewegt.
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Interaktion zwischen weiteren Versuchslösungen (Gelafundin® sowie Sterofundin®

ISO) und dem Reaktant

Die Untersuchung der Interaktion zwischen Gelafundin® und Sterofundin® ISO auf
der einen, und dem Reaktant auf der anderen Seite zeigte ebenfalls nur sehr geringe
Absorptionswerte. Dabei konnte für 16,67% Sterofundin® ISO 0,08 ± 0,002 SD und
für 66,67% Sterofundin® ISO 0,08 ± 0,00 SD gemessen werden. Als für Mittelwert von
0,66% Gelafundin® konnte 0,09 ± 0,005 SD und von 2,67% Gelafundin® 0,12± 0,005
SD gemessen werden. Höhere Gelafundin® � Konzentrationen führen also nicht zu
niedrigeren, sondern zu höheren Extinktionen.

Interaktion zwischen HES und dem Produkt

Im nachfolgend gezeigten Versuch wurde geprüft, inwiefern durch HK � 2 Zellen bereits
umgesetztes Formazan, also das Produkt des EZ4U � Tests � durch die anschlieÿende
Inkubation mit HES ohne Zellen beein�usst wird. Der in Abschnitt 2.4.4 auf Seite 44
beschriebene Versuch prüft inwiefern HES mit dem Produkt der von den Mitochondri-
en katalysierten Reaktion interagiert.
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Abb. 3.8: EZ4U zur Bestimmung der Interaktion des XTT � Farbsto�s und HES. Dargestellt ist die
im Photometer gemessene Extinktion folgender Versuchslösungen: 0% � Lösung ohne
Zusatz des EZ4U � Reagenz, 0% � Lösung mit Zusatz des EZ4U � Reagenz, 0,5%, 1%
und 2% Voluven® jeweils mit Zusatz des EZ4U � Reagenz. Die Extinktion wurde
gemessen sofort nach Applikation, nach 40 Minuten und nach 23 Stunden. MW ± SD, n
= 14

Die Abbildung 3.8 zeigt die photometrische Messung der Extinktion der Versuchslö-
sungen sofort, 40 Minuten und 23 Stunden nach Applikation. Für die Bezeichnung der
Konzentration der Lösungen ist zu beachten, dass 50% der Versuchslösung aus 0% �
Lösung mit umgesetztem XTT und zu 50% aus 0%, 1%, 2% oder 4% Voluven® be-
steht. Sofort nach Applikation wurden für die 0% � Referenzgruppe, die nie mit HK � 2
Zellen in Kontakt gekommen war, ein Wert von 0,01 im Photometer gemessen. Dieser
Wert blieb auch nach 23 Stunden konstant. Die aufsteigend konzentrierten HES � Lö-
sungen zeigten sofort nach Beginn des Versuches die Messwerte 0,48 ± 0,01 SD (0,5%
Voluven®), 0,46 ± 0,03 SD (1% Voluven®) und 0,49 ± 0,01 SD (2% Voluven®). Im
Vergleich dazu wurde für die 0% � Referenzlösung ein mit 0,45 ± 0,03 SD marginal
niedrigerer Wert gemessen. Beim nächsten Messzeitpunkt von 40 Minuten, wurde für
0,5% Voluven® die Werte 0,49 ± 0,01 SD, für 1% Voluven® 0,48 ± 0,03 SD und für
2% Voluven® 0,50 ± 0,00 SD gemessen. Auch nach 40 Minuten lag die Extinktion der
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0% � Referenzlösung mit 0,47 ± 0,03 SD niedriger als die der HES � Lösungen. Nach
23 Stunden waren die Messwerte etwas höher. So wurde für für 0,5% Voluven® die
Werte 0,65 ± 0,01 SD, für 1% Voluven® 0,63± 0,03 SD und für 2% Voluven® 0,69
± 0,01 SD gemessen. Auch nach 23 Stunden wurde für die 0 � Referenzlösung ein mit
0,61 ± 0,04 niedrigerer Wert gemessen als bei den HES � Lösungen. Zusammenfassend
zeigen höher konzentrierte HES � Lösungen keine niedrigeren Extinktionen im Photo-
meter als schwächer konzentrierte oder HES � freie Lösungen. Dies bedeutet, dass die
aus der Extinktion bestimmte Viabilität nicht durch ein Messartefakt bei hohen HES
� Konzentrationen falsch niedrig gemessen wird.

Dynamik der Messwerte nach verschiedenen Messintervallen

Die ersten Messungen erfolgten 30, 60, 120 und 180 Minuten nach Zugabe des Rea-
genz, so dass bei einer Inkubationsdauer von 21 Stunden nach 180 Minuten eine Ge-
samtversuchsdauer von 24 Stunden erreicht wurde. An den Messergebnissen für 1%
und 4% Voluven® soll zunächst kurz gezeigt werden, aus welchem Grund in den folgen-
den Darstellungen für gewöhnlich der Messzeitpunkt nach 120 Minuten dargestellt wird.
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Abb. 3.9: Der Verlauf der absolut gemessenen Absorptionswerte für HK�2 Zellen, die mit 1% und
4% Voluven®, sowie mit der 0% � Kontrolllösung behandelt wurden, nach 30, 60, 120
und 180 Minuten, Inkubation 21 Stunden (Gestrichelte Linien = MW ± SD, n = 48 � 32)

In Abbildung 3.9 ist der zeitliche Verlauf der absolut gemessenen Absorptionswerte für
1% und 4% Voluven®, sowie für die 0% � Kontrolle nach 30, 60, 120 und 180 Mi-
nuten dargestellt. Nach 90 Minuten beginnt ein linearer Anstieg der Absorptionswerte,
die gemessene Viabilität unterscheidet sich stärker von einander. Je länger allerdings
eine Messung dauert, desto gröÿer wird auch der Standardfehler. Aus diesem Grund
erscheint der Messzeitpunkt nach 120 Minuten als gut geeignet zur vergleichenden
Darstellung, da dieser im linear ansteigenden gut unterscheidbaren und mit einem ak-
zeptablen Standardfehler behafteten Viabilitätsbereich liegt.

3.3.2 Die Auswirkungen der einzelnen Infusionslösungen auf die

Zellviabilität

Im Anschluss an die Versuche zur Eignung des EZ4Us wurden die Konzentrationsreihen
wie in Kapitel 2.1 auf Seite 32 beschrieben hergestellt. Untersucht wurde jeweils eine
Reihe klinische relevanter Konzentrationen der Kolloide Voluven®, Gelafundin® und
Humanalbumin, sowie des Kristalloids Sterofundin® ISO. Nach 21 Stunden Inkubation
wurde der EZ4U unter Standardbedingungen durchgeführt. Die Messungen erfolgten
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30, 60, 120 und 180 Minuten nach Zugabe des Reagenz. Wie in Abschnitt 3.3.1 auf
Seite 71 erläutert, wird stets der Messzeitpunkt nach 120 Minuten dargestellt.

EZ4U von Voluven® nach 21 Stunden Inkubation

Abb. 3.10: EZ4U: Ein�uss der Voluven® � Lösungen nach 21 Stunden auf die Zellviabilität von
HK�2 Zellen (MW ± SD, * = p < 0,01 zu 0%, ** = p < 0,001 zu 0%, n = 48 � 32)

In Abbildung 3.10 sind jeweils die nach 120 Minuten im EZ4U gemessenen Viabilitäts-
werte für 0,1% bis 4% Voluven® nach 21 Stunden Inkubation dargestellt. Die nied-
rigste Dosis von 0,1% Voluven® unterscheidet sich mit 98,93% ± 11,95% SD nicht
von der 0% Referenzlösung. Bereits eine Konzentration von 0,5% Voluven® reduziert
die Zellviabilität statistisch hochsigni�kant um 14,86% ± 11,86% SD. Mit steigen-
der Voluven® � Konzentration sinkt die gemessene Viabilität weiter ab. So verringert
die Konzentration von 1% Voluven® die Zellviabilität um 24,19% ± 13,98% SD auf
75,81% und die von 2% Voluven® um 51,33% ± 11,07% SD auf 48,67%. Damit ist die
Viabilität im Vergleich zur 0% � Referenzgruppe halbiert. Die applizierte Maximaldosis
von 4% senkt die Viabilität sogar noch deutlicher um 76,1% auf 23,91% ± 6,38% SD.
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EZ4U von Gelafundin® nach 21 Stunden Inkubation

Abb. 3.11: EZ4U: Ein�uss der Gelafundin® � Lösungen nach 21 Stunden auf die Zellviabilität von
HK�2 Zellen (MW ± SD, * = p < 0,01 zu 0%, ** = p < 0,001 zu 0%, n = 48 � 32)

In Abbildung 3.11 sind jeweils die nach 120 Minuten im EZ4U gemessenen Viabi-
litätswerte für 0,07% bis 2,67% Gelafundin® nach 21 Stunden Inkubation darge-
stellt. Gelafundin® ähnelt hinsichtlich der Tendenz der Messwerten Voluven®. Anders
als Voluven® erhöht allerdings die niedrigste untersuchte Konzentration von 0,07%
Gelafundin® die Viabilität im Vergleich zur 0% � Referenzlösung statistisch hochsi-
gni�kant um 9,2% ± 10,53% SD. Die höher konzentrierten Gelafundin® � Lösun-
gen von 0,33% und 0,67% Gelafundin® senkten demgegenüber zwar die Viabilität,
die Reduktion �el allerdings statisch nicht signi�kant aus. Unter 0,33% Gelafundin®

�el die Viabilität auf 98,06% ± 13,25% SD und unter 0,67% Gelafundin auf 95,34%
± 15,66% SD. Dieser Trend setzt sich bei der Konzentration von 1% Gelafundin® fort,
die die Viabilität statistisch hochsigni�kant auf 79,98% ± 20,15% SD senkt. Auf 1,33%
und 2,67% Gelafundin® steigende Dosierungen Gelafundin® lassen die Viabilität im
Vergleich zur 0% � Referenzgruppe noch deutlicher absinken. Dabei reduziert 1,33%
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Gelafundin® die Viabilität um 36,1% auf 63,9% ± 17,2% SD, während die applizier-
te Maximaldosis von 2,67% Gelafundin® die Viabilität auf 33,12% ± 5,0% SD absenkt.

EZ4U von Humanalbumin nach 21 Stunden Inkubation

Abb. 3.12: EZ4U: Ein�uss der Humanalbumin � Lösungen nach 21 Stunden auf die Zellviabilität
von HK�2 Zellen (MW ± SD, * = p < 0,01 zu 0%, ** = p < 0,001 zu 0%, n = 48 �
32)

In Abbildung 3.12 sind jeweils die nach 120 Minuten im EZ4U gemessenen Viabilitäts-
werte für 0,08% bis 3,33% Humanalbumin nach 21 Stunden Inkubation dargestellt.
Humanalbumin unterscheidet sich bereits auf den ersten Blick von den anderen beiden
bisher gezeigten Kolloiden Voluven® und Gelafundin®. Zwar reduziert die niedrigs-
te applizierte Dosis Humanalbumin von 0,08% die Viabilität im Vergleich zur 0% �
Referenzgruppe um 6,97% ± 5,69% SD. Dieser Verlust an Viabilität ist allerdings
statisch nicht signi�kant. Demgegenüber zeigen die Konzentrationen von 0,42% und
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0,83% Humanalbumin eine statistisch hochsigni�kante protektive Wirkung. Im Ver-
gleich zur NaCl � basierten Kontrollgruppe erhöhen die 0,42% Humanalbumin � Lö-
sung die Viabilität auf 119,75% ± 17,54% SD und die 0,83% Humanalbumin auf
118,34% ± 19,69% SD. Auch 1,25% Humanalbumin verbessert erneut die Zellvia-
bilität, allerdings nicht statistisch signi�kant, auf 108,64% ± 16,37% SD. Die mit
1,67% Humanalbumin höher dosierte Lösung reduziert die Viabilität statistisch nicht
signi�kant um 9,75% ± 22,35% SD. Erst die Maximaldosis von 3,33% Humanalbumin
verwandelt diesen Trend in eine statistisch hochsigni�kante Reduktion der Zellviabilität
um 38,23% auf 61,78% ± 14,65% SD.

EZ4U von Sterofundin® ISO nach 21 Stunden Inkubation

Abb. 3.13: EZ4U: Ein�uss der Sterofundin® ISO � Lösungen nach 21 Stunden auf die Zellviabilität
von HK�2 Zellen (MW ± SD, * = p < 0,01 zu 0%, ** = p < 0,001 zu 0%, n = 48 �
32)

Abbildung 3.13 zeigt die Viabilität der HK � 2 Zellen nach 21 Stunden Inkubation
mit einer Konzentrationsreihe von 1,67% bis 66,67% Sterofundin® ISO . Während die
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geringste Konzentration von 1,67% Sterofundin® ISO mit einer Viabilität von 99,03%
± 8,83% SD annähernd der Referenzlösung entspricht, reduziert bereits die nächst
höher konzentrierte Lösung von 8,83% Sterofundin® ISO diese statistisch hochsigni-
�kant um 13,87% ± 9,64% SD. In diesem Rahmen bewegt sich auch die 16,67%
Sterofundin® ISO � Lösung, die die Viabilität auf 85,04% ± 6,95% SD senkt. Dieser
Trend setzt sich bei der zu einem Viertel aus Sterofundin® ISO bestehenden Lösung
(25%) fort. Diese reduziert die Zellviabilität um 34,0% ± 4,53% SD. Erhöht sich der
Anteil an Sterofundin® ISO auf 3,333%, sinkt die Viabilität erneut um weitere 10,46%
auf 55,54% ± 4,53% SD. Die höchste Konzentration von 66,67% Sterofundin® ISO
supprimiert die Zellfunktion sogar um 94,9% ± 0,46% SD.

Zusammenfassung der EZ4U � Versuche der Versuchslösungen nach 21 Stunden

Inkubation

Alle untersuchten Lösungen zeigten nach 21 Stunden Inkubation eine dosisabhängige
Beeinträchtigung der Zellviabilität im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dabei bewegten
sich die Messwerte der beiden Kolloide Voluven® und Gelafundin® auf einem vergleich-
baren Niveau. Das �natürliche� Kolloid Humanalbumin zeigte in niedrigen Dosierungen
zytoprotektive E�ekte und reduzierte die Zellviabilität erst in der Höchstdosierung
von 3,33%. Die balancierte Vollelektrolytlösung Sterofundin® ISO beeinträchtigte die
Zellviabilität deutlich. Die nach Inkubation mit 66,67% Sterofundin® ISO gemessene
Viabilität war die mit Abstand niedrigste dieser Versuchsreihe.

3.3.3 pH � Werte und Osmolalität der Versuchslösungen

Während sich die Ergebnisse dieses Versuches hinsichtlich der kolloidalen Lösungen
im Rahmen dessen bewegten, das durch die in � vivo � Versuche erwartet worden
war, überraschte die rapide abnehmende Zellfunktion unter Sterofundin® ISO. Bei der
Suche nach den möglichen Ursachen rückte zunächst der pH � Wert der Lösungen
in den Fokus. Die Messung der pH � Werte von Sterofundin® ISO � dargestellt in
Tabelle 3.1 und in Abbildung 3.14 � ergab, dass die Versuchslösungen mit steigender
Konzentration immer azidotischer wurden.
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Tabelle 3.1: pH � Werte der Versuchslösungen vor deren Korrektur

Versuchslösung pH � Wert

66,67% Sterofundin® ISO 5,31

33,33% Sterofundin® ISO 6,55

25% Sterofundin® ISO 6,92

16,67% Sterofundin® ISO 7,21

8,83% Sterofundin® ISO 7,49

1,67% Sterofundin® ISO 7,74

0% Kontrolllösung 7,76

Zum Vergleich

2,67% Gelafundin® 7,67

4% Voluven® 7,49

Abb. 3.14: pH�Werte der Versuchslösungen mit Sterofundin®ISO (gestrichelte horizontale Linien
zeigen den physiologischen Bereich zwischen 7,35 und 7,45), n = 48 � 32
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Die pH � Werte der anderen Lösungen waren zwar auch nicht im physiologischen Be-
reich (pH 7,4 ± 0,5), zeigten aber deutlich geringere Schwankungen und Abweichungen
vom Normbereich. Bevor eine Versuchsreihe mit pH � korrigierten Lösungen durchge-
führt werden konnte, wurde zunächst noch die Osmolarität der Lösungen bestimmt.

Tabelle 3.2: Osmolalität der Versuchslösungen nach 4 Stunden Inkubation (n=1).

Versuchslösung Osmolalität [mosmol / kg]

4% Voluven® 303

2,67% Gelafundin® 277

3,33% Humanalbumin 292

66,67% Sterofundin® ISO 296

100% Zellmedium 314

0% NaCl � Kontrolllösung 294

Tabelle 3.3: Osmolalität der Versuchslösungen nach 21 Stunden Inkubation (n=1).

Versuchslösung Osmolalität [mosmol / kg]

4% Voluven® 302

2,67% Gelafundin® 279

3,33% Humanalbumin 293

66,67% Sterofundin® ISO 298

100% Zellmedium 314

0% NaCl � Kontrolllösung 294

Wie Tabelle 3.2 und 3.3 zeigen, be�nden sich alle bestimmten Osmolalitäten sowohl
nach 4 als auch nach 21 Stunden Inkubation in etwa im physiologischen Normbereich
(280 � 300 mosmol / kg H2O). Eine Ausnahme stellt dabei das reine Zellmedium dar,
das in den Viabilitätsmessungen aber immer die geringste funktionelle Beeinträchti-
gung der Zellen zeigte.

3.3.4 Die Auswirkungen der pH � korrigierten Infusionslösungen auf die

Zellviabilität

Infolge dieser Ergebnisse wurden die Versuchslösungen der folgenden Versuche vor der
Durchführung pH � korrigiert. Entsprechend wurde wie in Abschnitt 2.1.1 auf Seite
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34 beschrieben, der pH � Wert gemessen, auf einen physiologischen Bereich (pH 7,4
± 0,5) eingestellt und kontrolliert.

EZ4U von pH � korrigiertem Voluven® nach 21 Stunden Inkubation

Abb. 3.15: EZ4U: Ein�uss der pH � korrigierten Voluven® � Lösungen nach 21 Stunden auf die
Zellviabilität von HK�2 Zellen (MW ± SD, * = p < 0,01 zu 0%, ** = p < 0,001 zu
0%, n = 48 � 32)

In Abbildung 3.15 sind � wie für den Vorversuch ohne pH � Korrektur � jeweils die nach
120 Minuten im EZ4U gemessenen Viabilitätswerte für 0,1% bis 4% Voluven® nach 21
Stunden Inkubation dargestellt. Während sich die Viabilität nach Inkubation mit 0,1%
Voluven® mit 96,98% ± 8,44% SD statistisch nicht signi�kant von der Kontrollgruppe
unterscheidet, ist bereits für 0,5% Voluven® eine statistisch hochsigni�kante Reduk-
tion um 7,27% ± 5,82% SD sichtbar. Mit steigender Voluven® � Konzentration sinkt
die gemessene Viabilität weiter ab. So verringert die Konzentration von 1% Voluven®

die Zellviabilität um 16,48% ± 11,22% SD auf 83,52% und die von 2% Voluven® um
51,7% ± 6,59% SD auf 48,3%. Damit ist die Viabilität � wie es auch für im Versuch
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mit nicht pH � korrigiertem Voluven® der Fall war � im Vergleich zur 0% � Referenz-
gruppe halbiert. Die applizierte Maximaldosis von 4% Voluven® senkt die Viabilität
sogar noch deutlicher um 75,98% auf 24,02% ± 4,27% SD. Zusammenfassend sind die
Messwerte des EZ4Us nach 21 Stunden Inkubation mit pH � korrigiertem Voluven®

mit denen des nicht pH � korrigierten � gezeigt in Abbildung 3.10 auf Seite 73 � ver-
gleichbar.

EZ4U von pH � korrigiertem Gelafundin® nach 21 Stunden Inkubation

Abb. 3.16: EZ4U: Ein�uss der pH � korrigierten Gelafundin® � Lösungen nach 21 Stunden auf die
Zellviabilität von HK�2 Zellen (MW ± SD, * = p < 0,01 zu 0%, ** = p < 0,001 zu
0%, n = 48 � 32)

In Abbildung 3.16 sind jeweils die nach 120 Minuten im EZ4U gemessenen Viabili-
tätswerte für pH � korrigiertes Gelafundin® in einer Konzentrationsreihe von 0,07%
bis 2,67% nach 21 Stunden Inkubation dargestellt. Anders als nicht pH � korrigiertes
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Gelafundin® � dargestellt in Abbildung 3.11 auf Seite 74 � zeigen die niedrigen Dosie-
rungen keine statistisch signi�kante Reduktion der Zellviabilität im Vergleich zur Re-
ferenzgruppe. Zwar gibt es bei der niedrigsten untersuchten Konzentration von 0,07%
Gelafundin® eine Reduktion der Viabilität auf 93,52% ± 18,69% SD, dafür erhöht sich
� ebenfalls statistisch nicht signi�kant � diese nach Inkubation mit 0,33% Gelafundin®

auf 101,28% ± 11,18%. Die erste statistisch signi�kante Reduktion in diesem Versuch
�ndet sich nach Inkubation mit 0,67% Gelafundin®, welches die Viabilität auf 95,39%
± 7,33% senkt. Die darauf folgenden Gelafundin® � Lösungen entsprechen zwar von
der Tendenz her den im Vorversuch gemessenen Werten, allerdings fällt der Viabili-
tätsverlust unter 1% Gelafundin® mit 88,11% ± 10,73% SD und unter 1,33% mit
80,47% ± 9,96% SD geringer aus. Erst die Maximaldosis von 2,67% Gelafundin® ist
hinsichtlich der Viabilitätsreduktion um 59,66% auf 40,34% ± 5,8% SD wieder mit
dem nicht pH � korrigierten Gelafundin® vergleichbar.
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EZ4U von pH � korrigiertem Humanalbumin nach 21 Stunden Inkubation

Abb. 3.17: EZ4U: Ein�uss der pH � korrigierten Humanalbumin � Lösungen nach 21 Stunden auf
die Zellviabilität von HK�2 Zellen (MW ± SD, * = p < 0,01 zu 0%, ** = p < 0,001
zu 0%, n = 48 � 32)

In Abbildung 3.17 sind die nach 120 Minuten im EZ4U gemessenen Viabilitätswerte
für 0,08% bis 3,33% pH � korrigiertes Humanalbumin nach 21 Stunden Inkubation
dargestellt. Humanalbumin unterscheidet sich � wie bereits im Vorversuch mit nicht
pH � korrigierten Lösungen � von den anderen beiden gezeigten Kolloiden Voluven®

und Gelafundin®. Die niedrigste applizierte Dosis Humanalbumin von 0,08% unter-
scheidet sich nicht von der 0% � Referenzgruppe mit einer Viabilität von 99,57%
± 10,23% SD. Die niedrigen Konzentrationen von 0,42% und 0,83% Humanalbumin
zeigen protektive Wirkung. Im Vergleich zur NaCl � basierten Kontrollgruppe erhöht
die 0,42% Humanalbumin � Lösung die Viabilität statistisch signi�kant auf 106,5%
± 13,75% SD und die 0,83% Humanalbumin statistisch hochsigni�kant auf 116,08%
± 12,7% SD. Auch 1,25% Humanalbumin verbessert statistisch signi�kant die Zell-
viabilität auf 107,85% ± 16,09% SD. Die mit 1,67% Humanalbumin höher dosierte
Lösung reduziert die Viabilität statistisch hoch signi�kant um 15,76% ± 16,33% SD.
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Die Maximaldosis von 3,33% Humanalbumin reduziert die Zellviabilität noch einmal
statistisch hochsigni�kante um 39,79% auf 60,21% ± 8,97% SD.

EZ4U von pH � korrigiertem Sterofundin® ISO nach 21 Stunden Inkubation

Abb. 3.18: EZ4U: Ein�uss der pH � korrigierten Sterofundin® ISO � Lösungen nach 21 Stunden
auf die Zellviabilität von HK�2 Zellen (MW ± SD, * = p < 0,01 zu 0%, ** = p <
0,001 zu 0%, n = 48 � 32)

In Abbildung 3.18 zeigt die nach 120 Minuten im EZ4U gemessenen Viabilitätswerte
für pH � korrigierte Sterofundin ® ISO � Lösungen in einer Verdünnung von 1,67%
bis 8,83% Sterofundin ® ISO. Die geringsten Dosierungen von 1,67% und 8,83%
Sterofundin® ISO zeigten dabei mit einer Viabilität von 103,82% ± 6,64% SD und
102,09% ± 7,49% SD keinen statistisch signi�kanten Unterschied zur 0% � Kontroll-
gruppe. Die folgenden beiden Verdünnungen erhöhen die Viabilität statistisch hoch si-
gni�kant, 16,67% Sterofundin® ISO um 14,45% ± 10,85% SD und 25% Sterofundin®

ISO um 5,47% ± 7,12% SD. Die zu einem Drittel (= 33,33%) aus Sterofundin® ISO
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bestehende Lösung zeigt mit einer Viabilität von 101,41% ± 10,54% SD keinen statis-
tisch signi�kanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Erst die Maximaldosis von 66,67%
Sterofundin® ISO senkt die Viabilität statistisch signi�kant auf 91,67% ± 7,67% SD.

Koinkubation der kolloidalen Lösungen im EZ4U

Hinter dem in Abbildung 3.19 dargestellten Versuch steht die Frage, ob 1% Voluven®

durch die Koinkubation mit im Vorversuch protektivem 0,5% Humanalbumin weniger
reduzierend auf die Zellviabilität wirkt oder ob es durch Koinkubation mit � alleine in-
ertem 0,33% Gelafundin® � an beeinträchtigender Wirkung zunimmt. Für den Versuch
wurden pH � korrigierte Lösungen verwendet. Die Messwerte ergaben eine bereits in
den Vorversuchen demonstrierte, für niedrige Humanalbuminkonzentrationen typische
statisch hochsigni�kante Verbesserung der Zellviabilität um 12,49% ± 9,56% SD, wäh-
rend das mit 0,33% niedrig dosierte Gelafundin® keinen Unterschied zur 0% � Kontrolle
aufwies. Die 1% � Voluven® Lösung reduzierte die Zellviabilität statistisch hochsigni-
�kant um 25,11% ± 7,58% SD. Die zusätzliche Gabe von 0,5% Humanalbumin zu 1%
Voluven® hatte keinen Ein�uss auf die Auswirkung von HES. Die Kombination von
1% Voluven® mit 0,33% Gelafundin® hingegen vermochte die Viabilität nochmals
statistisch hochsigni�kant um 8,16% gegenüber der Inkubation mit 1% Voluven® zu
senken.
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Abb. 3.19: EZ4U: Ein�uss der pH � korrigierten Versuchslösungen � Lösungen mit 1% Voluven®

0,5% Humanalbumin, 0,33% Gelafundin®, 1% Voluven® mit 0,33% Gelafundin®und
1% Voluven® mit 0,5% Humanalbumin auf die Zellviabilität von HK�2 Zellen nach 21
Stunden (MW± SD, * = p < 0,01 zu 0%, ** = p < 0,001 zu 0%, ## = p < 0,001 zu
1% Voluven®, ++ = p < 0,001 zu 0,33% Gelafundin® / 0,5% Humanalbumin, n =
48 � 32)

Zusammenfassung der EZ4U � Versuche der pH � korrigierten Versuchslösungen

nach 21 Stunden Inkubation

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass kolloidale Infusionslösungen auch pH �
korrigiert im Zellkulturmodell eine dosisabhängige und deutliche Reduktion der Viabili-
tät hervorrufen. Demgegenüber reduziert die kristalloide Vergleichslösung Sterofundin®

ISO nur in ihrer Maximaldosis die Viabilität leicht um 8,33% ± 7,67% SD. Durch
Kombination mit einer protektiven Dosis Humanalbumin war es nicht möglich, die
Zellschädigung in relevantem Umfang abzumildern. Die zusätzliche Gabe von 0,33%
Gelafundin® hingegen kann in einer alleine nicht viabilitätsreduzierenden Dosis bei
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zusätzlicher Applikation von 1% Voluven® dessen Wirkung signi�kant verstärken.

3.4 Der Ein�uss von Trägerlösung und Ursprung des

HES�Moleküls auf dessen Wirkung auf die Zellviabilität

Die folgenden Ergebnisse zeigen Versuche, deren Ziel es war herauszu�nden, inwiefern
es sich bei der im vorhergehenden Abschnitt gezeigten funktionellen Einschränkung
von Nierenzellen in vitro um einen allen HES�Präparaten gemeinsamen E�ekt handelt,
oder ob dies nur einige wenige betri�t.

3.4.1 EZ4U von Volulyte® (Balanciertes HES 130 / 0,4) im Vergleich mit

Voluven® (NaCl 0,9% � basiertes HES 130 / 0,4) nach 21 Stunden

Inkubation

Abb. 3.20: EZ4U: Ein�uss der Volulyte® � (HES 130 / 0,4 in balancierter Vollelektrolytlösung)
und Voluven® (HES 130 / 0,4 auf 0,9%NaCl � Basis) � Lösungen nach 21 Stunden
Inkubation auf die Zellviabilität von HK�2 Zellen (MW ± SD, ** = p < 0,001 zu 0%,
## = p 0,001 gegeneinander, n = 48 � 32)

87



3 Ergebnisse

Abbildung 3.20 beschäftigt sich mit der Frage, inwiefern die Trägerlösung von HES
130 / 0,4 einen Ein�uss auf die Auswirkungen auf die Zellviabilität hat. Untersucht
wurden dafür die Viabilitätswerte im EZ4U nach 21 Stunden Inkubation mit Voluven®

und Volulyte®. Bei Voluven® handelt es sich um 0,9%NaCl basiertes HES 130 / 0,4,
während Volulyte® auf einer balancierten Vollelektrolytlösung basiert (siehe Abschnitt
1.2.7 auf Seite 21). Die Viabilitätsmessung des pH � korrigierten Voluvens® ist bereits
für Abbildung 3.15 auf Seite 80 ausführlich besprochen worden. Weder die niedrigste
Dosis von 0,1% Volulyte® (104,18% ± 14,67% SD), noch die darauf folgende von
0,5% Volulyte® weicht auf statistisch relevante Weise von zur der 0% � Referenzgrup-
pe ab. Die erste statistisch hoch signi�kante Beeinträchtigung der Viabilität auf 80,73%
± 11,84% SD �ndet nach Inkubation mit 1% Volulyte statt. Unter 1,5% Volulyte®

reduziert sich die Viabilität um 47,28% ± 6,79% SD. Bis zu dieser Dosis unterschieden
sich Volulyte® und Voluven® nicht statistisch von einander. Erst 2% Volulyte erweist
sich mit einer Reduktion auf 39,31% ± 6,22% SD als hoch signi�kant schädlicher als
2% Voluven® (48,3% ± 6,59%). Unter der Maximaldosis von 4% Volulyte schwächt
sich dieser Trend ab. Trotzdem unterscheidet sich die Beeinträchtigung der Zellviabilität
auf 20,86% ± 5,20% SD statisch signi�kant von 4% Voluven® (24,02% ± 4,27% SD).
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3.4.2 EZ4U von Tetraspan® (Balanciertes HES 130 / 0,42) im Vergleich

mit Venofundin® (NaCl 0,9% � basiertes HES 130 / 0,42) nach 21

Stunden Inkubation

Abb. 3.21: EZ4U: Ein�uss der Tetraspan® (HES 130 / 0,42 in balancierter Vollelektrolytlösung)
und Venofundin® (HES 130 / 0,42 auf 0,9%NaCl � Basis) � Lösungen nach 21
Stunden Inkubation auf die Zellviabilität von HK�2 Zellen (MW ± SD, ** = p < 0,001
zu 0%, ## = p 0,001 gegeneinander, n = 48 � 32)

In Abbildung 3.21 wird die Untersuchung des Ein�usses der Trägerlösungen von HES
130 / 0,42 hinsichtlich deren Auswirkungen auf die Zellviabilität gezeigt. Untersucht
wurden dafür die Viabilitätswerte im EZ4U nach 21 Stunden Inkubation mit Tetraspan®

und Venofundin®. Für die ausführliche Wiedergabe der einzelnen Messwerte mit der
entsprechenden Standardabweichung sei auf die Abschnitte 3.23 für Venofundin® und
3.24 für Tetraspan® verwiesen. Zusammenfassend unterscheiden sich beide Trägerlö-
sungen im EZ4U nur für die Konzentration von 0,5% HES statistisch (hoch�) signi�-
kant. Auÿerdem fällt im direkten Vergleich auf, dass erstens Venofundin® bereits ab
einer Konzentration von 0,5% HES die Viabilität statistisch hochsigni�kant reduziert,
während dies für Tetraspan® erst ab 1% HES beginnt und zweitens, dass bereits in der
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Maximalkonzentration von 4% � HES ein geringer Trend zur schädlicheren Wirkung
der NaCl�basierten Lösung besteht.

3.4.3 EZ4U mit in Medium gelöstem HES nach 21 Stunden Inkubation

Abb. 3.22: EZ4U: Ein�uss des in Medium gelösten HES auf die Zellviabilität von HK�2 Zellen nach
21 Stunden Inkubation (MW ± SD, * = p < 0,001 zu 0%, n = 48 � 32)

Um alle Ein�ussfaktoren durch unterschiedlich zusammengesetzte Trägerlösungen auf
die Viabilitätsmessung zu reduzieren, wurde für den im folgenden dargestellten Ver-
such HES getrocknet und Zellmedium gelöst (siehe. Abschnitt 2.1.4 auf Seite 36).
Aus der entstanden Lösung wurde � wie bei den Vorversuchen � eine Konzentrati-
onsreihe hergestellt. Wichtig bei der Interpretation des Versuches ist, dass sich bei
dieser Darstellung � abweichend vom Standardvorgehen � alle Werte auf eine Kon-
trollgruppe bezieht, die 100% Zellmedium erhalten haben. Das Ergebnis dieses Ver-
suches ist in Abbildung 3.22 dargestellt. Bereits die Konzentration von 0,1% HES
reduziert die Viabilität statistisch hoch signi�kant auf 89,32% ± 10,26% SD im Ver-
gleich zur Medium � Kontrollgruppe. Auch unter den darauf folgenden Verdünnun-
gen von 0,5% (70,69% ± 13,51% SD), 1% HES (63,77% ± 14,62% SD), 1,5% HES
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(50,96%± 7,52% SD), 2% HES (42,00%± 9,76% SD) und 4% HES (28,33%± 10,46 SD)
�ndet eine statistisch jeweils hoch signi�kante Beeinträchtigung der Zellen statt.

3.4.4 EZ4U von Venofundin® (HES 130 / 0,42) im Vergleich mit

Voluven® (HES 130 / 0,4) nach 21 Stunden Inkubation

Ein anderer zu untersuchender Aspekt ist, inwiefern der Ursprung der Stärkemoleküle
(siehe auch 1.2.7 auf Seite 21) von Relevanz ist. Die in der Abbildung gezeigten und
im Folgenden präsentierten Daten wurden bereits oben gezeigt. In diesem Abschnitt
erfolgt nur der statistische Vergleich der E�ekte beider Lösungen auf die Zellviabilität.

Abb. 3.23: EZ4U: Ein�uss der HES 130 / 0,4 (Voluven® und HES 130 / 0,42 (Venofundin®) �
Lösungen, die beide auf 0,9%NaCl basieren, nach 21 Stunden Inkubation auf die
Zellviabilität von HK�2 Zellen (MW ± SD, ** = p < 0,001 zu 0%, ## = p < 0,001
gegeneinander, n = 48 � 32)

Abbildung 3.23 vergleicht das ausMais gewonnene HES 130 / 0,4 (Voluven®) mit dem
aus Karto�eln hergestellten HES 130 / 0,42 (Venofundin®). Bei beiden Präparaten
handelt es sich um auf 0,9% � NaCl basierende Lösungen. Beide Lösungen wurden vor
dem Versuch pH � korrigiert. Bei der Applikation von Venofundin® zeigt sich eine den
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Versuchen vergleichbare HES � typische dosisabhängige Reduktion der Zellviabilität.
Mit Ausnahme von 0,5% Venofundin® unterscheiden sich die gemessenen Viabilitäts-
werte statistisch hoch signi�kant von den die gleiche Dosis HES enthaltenden Voluven®

� Lösungen. Im niedrig konzentrierten Bereich wirkt 0,1% Venofundin® � anders als
0,1% Voluven® � zytoprotektiv im Vergleich zur Kontrolllösung, indem die Zellviabilität
auf 105,06% ± 5% SD, 45% angehoben wird. Die nächst höher konzentrierte Lösung
� 0,5% Venofundin® � reduziert die Zellviabilität um 5,39% ± 5,85% SD. Begin-
nend mit 1% Venofundin® beeinträchtigt Venofundin® die Viabilität hoch signi�kant
stärker als die gleich konzentrierte Voluven® � Lösung. So senkt 1% Venofundin®

die Viabilität auf 69,95% ± 8,51% SD. Auch 1,5% und 2% Venofundin® reduzie-
ren die Viabilität auf 47,34% ± 6,01% SD und 40,52% ± 7,76% SD. Die applizierte
Maximaldosis von 4% Venofundin® senkt die Viabilität auf 20,23% ± 5,13% SD. Zu-
sammenfassend erzielen 1%, 1,5%, 2% und 4% des aus Mais gewonnenen Voluven®

im Direktvergleich statistisch gröÿtenteils hochsigni�kant höhere Viabilitätswerte als
das aus Karto�eln gewonnene Venofundin®. Inwiefern aus Karto�el hergestelltes HES
130 / 0,42 allerdings mit einer grundsätzlich stärkeren Beeinträchtigung der Nierenzel-
len gleichzusetzen ist, zeigt der nächste Versuch.
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3.4.5 EZ4U von Tetraspan® (Balanciertes HES 130 / 0,42) im Vergleich

mit Volulyte® (Balanciertes HES 130 / 0,4) nach 21 Stunden

Inkubation

Abb. 3.24: EZ4U: Ein�uss der HES 130 / 0,4 (Volulyte®) und HES 130 / 0,42 (Tetraspan®) �
Lösungen, die beide auf einer balancierten Vollelektrolytlösung (VEL) basieren, nach 21
Stunden Inkubation auf die Zellviabilität von HK�2 Zellen (MW ± SD, ** = p < 0,001
zu 0%, ## = p < 0,001 gegeneinander, n = 48 � 32)

Ebenso wie HES 130 / 0,4 sowohl in 0,9% � NaCl Lösung, also auch in balancierter
Vollelektrolytlösung (Volulyte®) vorliegt, gibt es HES 130 / 0,42 neben dem auf 0,9%
� NaCl basierenden Venofundin® auch auf Vollelektrolytbasis in Form von Tetraspan®.
Abbildung 3.24 vergleicht das aus Mais gewonnene HES 130 / 0,4 (Volulyte®) mit
dem aus Karto�eln hergestellten HES 130 /0,42 (Tetraspan®). Beide Präparate ver-
ringern mit steigender Dosis HES zunehmend die Viabilität. Dabei zeigt Tetraspan®

in der niedrigsten Dosierung statistisch signi�kante protektive E�ekte im Vergleich
zur 0% � Kontrollgruppe, indem es die Viabilität auf 105,22% ± 9,24 % SD. Dabei
ist zu beachten, dass 0,1% Volulyte® ebenfalls eine ähnliche Tendenz hat und die
Viabilität � statistisch allerdings nicht signi�kant � auf 104,18% erhöht. Dabei weist
diese Gruppe auch eine mit 14,69% höheren SD auf. Im Vergleich zwischen beiden
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0,1% � Lösungen zeigt sich kein statistisch signi�kanter Unterschied. Die nächst höher
konzentrierte Lösung mit 0,5% Tetraspan® unterscheidet sich bei einer gemessenen
Viabilität von 103,10% ± 9,56% statistisch nicht signi�kant von der Kontrollgruppe.
Erst in der darauf folgenden Verdünnung von 1% HES unterscheiden sich Volulyte®

und Tetraspan® statistisch hochsigni�kant sowohl von einander als auch jeweils zur
0% � Referenzgruppe. Das maisbasierte 1% Volulyte® reduziert die Viabilität da-
bei um 19,27% ± 11,84%, das karto�elbasierte Tetraspan® um 29,07% ± 15,55%.
Die übrigen Dosierungen von Tetraspan® unterscheiden sich statistisch nicht von der
Volulyte® � Reihe. Insgesamt unterscheiden sich die beiden Lösungen hinsichtlich ihrer
Auswirkung auf die Zellviabilität mit Ausnahme der 1% � Lösungen nicht.
Zusammenfassend konnte durch diese Versuche gezeigt werden, dass die beobachtete
funktionelle Schädigung der Nierenzellen sowohl bei balancierten und NaCl � basierten
Lösungen, als auch bei HES 130 / 0,4 und HES 130 / 0,42 und somit unabhängig von
der Ursprungssubstanz des Moleküls in vergleichbarer Weise auftritt. Auch in Medium
gelöstes HES reduzierte die Viabilität dosisabhängig.

3.5 Der Ein�uss der Molekülgröÿe des HES�Moleküls und

der HES�Generation auf die Zellviabilität

Die Weiterentwicklung von HES erfolgte durch Modi�kation des Substitutionsmusters
und der Molekülgröÿe (siehe auch Abschnitt 1.2.7 auf Seite 21). In den vorhergehen-
den Versuchen ist darauf eingegangen worden, auf welche Weise sich Trägerlösung
und Ursprung des HES auf dessen Wirkung auf die Zellviabilität auswirken. In den
nachfolgenden Versuchen soll zunächst gezeigt werden, inwiefern die Gröÿe des HES �
Moleküls einen Ein�uss auf die Viabilität hat, um dann zwei Vertreter der 2. Generation
(vgl. Tabelle 1.4), nämlich niedermolekulares (70 kDa) und hochmolekulares HES (200
kDa), mit dem 130 kDa groÿen HES der 3. Generation miteinander zu vergleichen.

3.5.1 Untersuchung der Viabilität der einzelnen Fraktionen einer 4%

Voluven® � Lösung

Zunächst war von Interesse, ob es bestimmte Molekülgröÿen gibt, die sich hinsichtlich
ihrer Wirkung auf humane proximale Nierentubulusepithelzellen von den anderen Frak-
tionen unterscheiden. Dafür wurde � wie in Abschnitt 2.1.2 auf Seite 35 beschrieben
� 6% Voluven® in die Fraktionen >100 kDa, 100 � 50 kDa, 50 � 30 kDa, 30 � 10
kDa, 10 � 3 kDa und < 3 kDa aufgetrennt. Die einzelnen Fraktionen wurden nach
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dem Standardverdünnungsschema auf das Volumen der 4% Lösung angeglichen. Die
Abbildung 3.25 zeigt das Ergebnis des EZ4U nach 21 Stunden Inkubation.

Abb. 3.25: EZ4U: Der Ein�uss der HES � Fraktionen auf die Viabilität von HK�2 Zellen, EZ4U
von 4% in seine einzelnen Fraktionen aufgeteiltes Voluven® nach 21 Stunden
Inkubation(MW ± SD, ** = p < 0,001 zu 0%, n = 48 � 32)

Die stärkste Beeinträchtigung der Zellviabilität kann nach Inkubation mit un�ltrier-
tem 4% Voluven® auf 27,33% ± 4,95% SD beobachtet werden. Innerhalb der nach
Molekülgröÿe fraktionierten Lösungen reduzierten die hochmolekularen Fraktionen >
100 kDa (49,54% ± 8,62% SD)und im Bereich zwischen 50 kDa und 100 kDa (59,43%
± 7,90% SD) die Viabilität am stärksten im Vergleich zur Referenzlösung. Die kleineren
Fraktionen haben deutlich geringeren Ein�uss auf die Viabilität. So senkt die Frakti-
on zwischen 30 kDa und 50 kDa die Viabilität auf 96,97% ± 8,29% SD, zwischen
30 kDa und 10 kDa auf 93,55% ± 7,01% SD, zwischen 10 kDa und 3 kDa auf 93,64%
± 6,97% SD, sowie kleiner als 3 kDa auf 90,36% ± 7,00% SD.Trotzdem reduzierten
auch diese HES � Lösungen die Viabilität statistisch hoch signi�kant im Vergleich zur
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0% � Referenzlösung. Zusammenfassend fällt beim Betrachten des Ergebnisses auf,
dass die Fraktionen > 50 kDa im Vergleich zu denen < 50 kDa deutlich stärker die
Viabilität reduzieren. Die niedermolekularen Fraktionen erscheinen dazu im Vergleich
geradezu inert.

3.5.2 Untersuchung des prozentualen Anteils der einzelnen HES �

Fraktionen

Um zu untersuchen, ob die niedermolekularen Fraktionen tatsächlich inert sind, wurde
im nächsten Schritt die in den einzelnen Fraktionen enthaltene HES � Menge bestimmt.
Wird nämlich der jeweilige prozentuale Anteil der einzelnen Fraktionen an der Gesamt-
masse in die Interpretation miteinbezogen, dann relativiert sich diese Beobachtung. So
zeigt Abbildung 3.26, dass die Fraktionen mit der stärksten funktionellen Einschrän-
kung der Zellen genau die sind, die auch den gröÿten Anteil am Gesamtgewicht haben.

Abb. 3.26: Der Anteil der einzelnen HES � Fraktionen von Voluven®in [%], ± SD

Abbildung 3.26 zeigt den relativen Anteil der einzelnen Fraktionen an der Gesamtmenge
HES im Voluven®. Dabei stellen die Fraktionen > 100 kDa mit 26,62% und 50 bis
100 kDa mit 29,62% zusammen mehr als die Hälfte am Gesamtgewicht. Die kleineren
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Fraktionen sind geringer vorhanden. Die HES � Moleküle in einer Gröÿe zwischen
30 kDa und 50 kDa machen etwa 11,04%, die zwischen 10 kDa und 30 kDa etwa
9,17%, die zwischen 3 kDa und 10 kDa 7,88% und die kleiner als 3 kDa etwa 8,70%
aus.

3.5.3 Untersuchung der Viabilität der einzelnen Fraktionen, die jeweils

2% Voluven® enthalten

Um die Auswirkungen der Molekülgröÿe unabhängig von deren Anteil an der Gesamt-
masse HES bestimmen zu können, wurde erneut Voluven® in seine Fraktionen aufge-
teilt und getrocknet. Die so unterschiedlichen Anteile der Fraktionen am ursprünglichen
Voluven® führten zu dem Problem, dass der mitgetrocknete NaCl � Gehalt der Tro-
ckenmasse stark schwankte. Die Trockenmasse wurde also mittels Aqua dest. gelöst
und anschlieÿend dialysiert (vgl. Abschnitt 2.1.5 auf Seite 37). Einschränkend muss
erwähnt werden, dass der Anteil an HES 10 � 3 kDa zu gering war, um eine Ziel-
konzentration von 2% zu erzielen. Auÿerdem besaÿ der verwendete Dialyse�lter eine
Porengröÿe von 3,5 kDa, so dass die HES � Moleküle < 3 kDa ebenfalls nicht für den
Versuch genutzt werden konnten.
Die Abbildung 3.27 zeigt die auf 2% HES konzentrierten einzelnen Fraktionen nach 21
Stunden Inkubation. Die Fraktion mit HES � Molekülen in einer Gröÿe über 100 kDa
bewirken eine statistisch hoch signi�kante Reduktion der Zellviabilität auf 40,78%
± 3,60% SD. Die darauf folgende Fraktion von HES � Molekülen zwischen 50 kDa
und 100 kDa senkt die Viabilität auf 35,22% ± 4,33% SD. Wie im Vorversuch gibt
es einen leichten Trend zu geringerer Beeinträchtigung der Viabilität bei kleineren Mo-
lekülen. So senkt die Fraktion zwischen 30 kDa und 50 kDa die Viabilität statistisch
hoch signi�kant auf 49,11% ± 6,23% SD, zwischen 10 kDa und 30 kDa auf 60,79%
± 7,99% SD. Alle fraktionierten 2% � Lösungen � mit Ausnahme der Fraktion 50 �
100 kDa � unterscheiden sich statistisch hochsigni�kant von der 2% Voluven® � Lö-
sung, die nicht �ltriert wurde. Die Viabilität der Zellen reduziert sich nach Inkubation
mit Letzterer auf 31,61% ± 4,54% SD. Erneut erweisen sich die Moleküle, die grö-
ÿer als 50 kDa sind, als funktionell schädlicher als diejenigen, die kleiner als 50 kDa sind.
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Abb. 3.27: EZ4U: Der Ein�uss der verschiedenen Fraktionen mit derselben Konzentration (2%)
von Voluven® nach 21 Stunden Inkubation auf die Zellviabilität von HK�2 Zellen (MW
± SD, ** = p < 0,001 zu 0%, # = p < 0,01 gegen unfraktioniertes 2% Voluven, ##
= p < 0,001 gegen unfraktioniertes 2% Voluven, n = 48 � 32)

Abbildung 3.28 zeigt die Fraktion HES < 3 kDa und relativiert diese Beobachtung.
Zwar konnte, wie oben geschildert, die Fraktion < 3kDa nicht dialysiert und dafür nicht
im selben Versuch mit den anderen 2% Fraktionen untersucht werden. Die NaCl �
Konzentration wurde aber auf Grundlage der erhobenen Daten mit 20% berechnet und
entsprechend im EZ4U eine 20% NaCl � Lösung als Referenz verwendet. Die durch die
HES � Moleküle < 3 kDa verursachte Viabilitätsreduktion um 44,72 % (± 14,85%) ist
statistisch hoch signi�kant im Vergleich mit den nur mit 20% NaCl inkubierten Zellen.
Damit bewegen sich die auf 2% HES konzentrierte < 3 kDa groÿe HES � Fraktion in
einem vergleichbaren Rahmen zu den gröÿeren Fraktionen (> 100 kDa bis > 30 kDa)
2% � Fraktionen.
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Abb. 3.28: EZ4U: Ein�uss von 2% HES < 3 kDa und 20% NaCl (= Kontrolle) nach 21 Stunden
Inkubation auf die Zellviabilität von HK�2 Zellen, (MW ± SD, ** = p < 0,001 zu 0%,
n = 32)

Zusammenfassend beeinträchtigen alle untersuchten HES � Fraktionen die Zellen sta-
tistisch hoch signi�kant. Im Vergleich miteinander gibt es einen Trend zu einer stärkeren
Schädigung durch hochmolekulare Fraktionen.

3.5.4 Vergleich verschiedener HES � Generationen

Die verschiedenen HES � Generationen unterscheiden sich nicht nur in ihrer molekula-
ren Gröÿe, sondern auch vom molekularen Aufbau ihrer Glukoseketten (siehe Abschnitt
1.2.7 auf Seite 15). Der folgende Versuch geht deshalb auf die Frage ein, inwiefern sich
Vertreter der verschiedenen Generationen im direkten Vergleich hinsichtlich ihrer Wir-
kung auf die Zellviabilität unterscheiden.
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Abb. 3.29: EZ4U: Ein�uss der Expafusin® (70 kDa), Voluven® (130 kDa) und Hemohes®

(200 kDa) � Lösungen nach 21 Stunden auf die Zellviabilität, (MW ± SD, ** = p
< 0,001 zu 0%, n = 32)

Für den folgenden Versuch wurden zwei Vertreter der 2. Generation verwendet, nämlich
70 kDa (Expafusin®) und 200 kDa (Hemohes®) Pentastarch. Abbildung 3.29 zeigt
diese im Vergleich mit Volulyte®.
Beginnend mit dem 70 kDa groÿen HES �ndet sich bereits ab einer Konzentration
von 0,1% Expafusin® eine statistisch hoch signi�kante Reduktion der Viabilität auf
93,64% ± 7,46% SD im Vergleich zur 0% � Referenzgruppe. Unter den darauf folgen-
den Konzentrationen fällt die Viabilität zunehmend weiter ab. Unter 0,5% Expafusin®

auf 89,73% ± 9,91% SD, unter 1% Expafusin® auf 74,91% ± 8,67% SD, unter 1,5%
Expafusin® auf 56,89% ± 7,88% SD, unter 2% Expafusin® auf 46,80% ± 4,71% SD
und unter 4% Expafusin® auf 33,10% ± 3,25% SD. Die Viabilitätswerte von Volulyte®

wurden bereits in Abschnitt 3.4.1 auf Seite 87 besprochen. Die gröÿten untersuchten
HES � Moleküle hatten eine Gröÿe von 200 kDa. Auch unter Hemohes® beginnt
die statistisch hoch signi�kante Senkung der Zellviabilität ab einer Konzentration von
0,1% HES auf 91,88% ± 4,39% SD. Dabei liegt die gemessene Viabilität mit Ausnah-
me der Konzentration von 4% HES stets niedriger als die gleiche Konzentration von
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Expafusin® und Volulyte®. Für 0,5% Hemohes® wurde 84,41% ± 8,61% SD, für 1%
Hemohes® 59,25% ± 7,95% SD, für 1,5% Hemohes® 42,88% ± 3,79% SD, für 2%
Hemohes® 37,00% ± 3,48% SD und für 4% Hemohes® eine Viabilität von 21,91%
± 2,15% SD gemessen.
Zusammenfassend zeigen alle drei untersuchten Versuchslösungen eine sehr ähnliche
dosisabhängige Reduktion der Viabilität. Dabei scheint das niedermolekulare HES im
Bereich der höheren Dosierungen (ab 1,5% � HES) eine geringere negative Wirkung
als die höher molekularen Lösungen zu haben. Bei näherer Betrachtung der Konzentra-
tionen mit weniger als 1% � HES zeigt sich ein geringer Vorteil des mittelmolekularen
HES. Nur das 200 kDa � HES zeigt in nahezu allen Fällen eine höhere funktionelle
Beeinträchtigung der Zellviabilität als die nieder� und mittelmolekularen Präparate.
Verglichen mit Expafusin® reduziert Hemohes® die Zellviabilität zusätzlich um durch-
schnittlich 9,62% ± 5,26% SD.

Abb. 3.30: EZ4U: Ein�uss von Expafusin® (70 kDa) vs. Volulyte® (130 kDa) (in der Abbildung
links) und Hemohes® (200 kDa) vs. Volulyte® (130 kDa) (in der Abbildung rechts)
nach 21 Stunden Inkubation auf die Zellviabilität, (MW ± SD, ** = p < 0,001 zu 0%,
# = p < 0,01 gegeneinander, ## = p < 0,001 gegeneinander, n = 48 � 32)

Zur besseren Übersichtlichkeit greift Abbildung 3.30 noch einmal die Frage hinsichtlich
einer höheren Beeinträchtigung der Zellviabilität durch höhermolekulare HES � Mole-
küle auf. Gezeigt wird die Zellviabilität von 1,5% 70 kDa und 200 kDa HES, jeweils
im Vergleich zu 1,5% Volulyte®. Augenscheinlich besteht ein Unterschied zwischen
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beiden 1,5% Volulyte® Vergleichsgruppen. Diese Abweichung (4,35% ± SD 3,08%)
erklärt sich dadurch, dass die zugrundeliegenden Messwerte aus verschiedenen Versu-
chen stammen, nämlich einmal aus dem Hemohes® � und einmal aus dem Expafusin®

� Versuch. Bei Rückkehr zu den in Abbildung 3.30 gezeigten Daten wird ein statistisch
hochsigni�kanter Unterschied zwischen 200 kDa und 130 kDa HES auf der einen Seite
und einen weniger statistisch signi�kanter Unterschied zwischen 70 kDa und 130 kDa
HES auf der anderen Seite sichtbar. Insgesamt bestätigt sich das Bild der Vorversuche,
200 kDa HES beeinträchtigt die Zellviabilität etwas stärker, 70 kDa HES hingegen et-
was weniger. Limitierend muss erwähnt werden, dass Hemohes® in 0,9% NaCl gelöst
ist, während Expafusin® und Volulyte® auf balancierten Vollelektrolytlösungen beru-
hen. Allerdings spielt die Trägerlösung, wie in Kapitel 3.4 auf Seite 87 dargelegt, nur
eine sehr untergeordnete Rolle bei den Auswirkungen auf die Zellviabilität.

3.5.5 Zusammenfassung über den Ein�uss von Molekülgröÿe und HES �

Generation auf die Zellviabilität

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass alle Molekülgröÿen dosisabhängig HK �
2 Zellen funktionell beeinträchtigen. Im in � vitro � Modell zeigen sich keine deutlichen
Hinweise auf eine relevante Überlegenheit des nieder � und mittelmolekularen HES ge-
genüber des hochmolekularen HES. Viel entscheidender als die Molekülgröÿe ist die
applizierte absolute Masse an HES. Dies stärkt die Einschätzung, dass es sich bei der
in vitro beobachteten Einschränkung der Zellfunktion um einen ausschlieÿlich von der
Gesamtmenge HES abhängigen E�ekt handelt.

3.6 Der Ein�uss der Inkubationsdauer auf die Wirkung von

HES

Die Kapitel 3.3 und 3.5 beschäftigten sich vor allem damit, dass die Reduktion der
Zellviabilität vor allem durch das HES � Molekül selbst verursacht wird. In den folgen-
den Versuchen soll näher auf die Art und Weise eingegangen werden. Dabei beleuchtet
der folgende Abschnitt die Relevanz der Inkubationsdauer für die Viabilitätsreduktion.
Zuerst wurde geprüft, ob die nach 21 Stunden Inkubation beobachtete Einschränkung
der Viabilität auch nach kürzerer Applikationsdauer messbar ist.
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Abb. 3.31: EZ4U: Der Ein�uss der Inkubationsdauer auf Viabilitätsreduktion von HK�2 Zellen
durch HES, dargestellt ist Voluven® nach 0, 2, 4 und 21 Stunden Inkubation, (MW
± SD, ** = p < 0,001 zu 0%, n = 48 � 32)

Abbildung 3.31 zeigt das Ergebnis nach 0, 2, 4 und 21 Stunden Inkubation. Dabei
zeigt sich nach 0 Stunden Inkubation für 0,1% Voluven® mit einer Viabilität von
100,83% ± 11,86% SD kein statistisch relevanter Unterschied zur 0% � Referenzgrup-
pe. Die nächsthöhere HES � Konzentration von 0,5% Voluven® reduziert die Viabilität
hingegen statistisch hoch signi�kant auf 90,81% ± 12,17% SD. Auch 1% Voluven®

reduzierte die Viabilität statistisch hochsigni�kant auf 76,45 % ± 7,07% SD und 1,5%
Voluven® auf 50,31% ± 21,88% SD. Die höchsten Konzentrationen von 2% Voluven®

reduzierten die Viabilität ebenfalls statistisch hochsigni�kant auf 42,04% ± 5,12% SD
und für 4% Voluven auf 21,69% ± 4,91% SD. Nach 2 Stunden Inkubation lagen alle
für Voluven® gemessenen Viabilitätswerte statistisch hoch signi�kant unter der 0%
� Referenzlösung. Dabei wurde für 0,1% Voluven® 88,61% ± 10,89% SD, für die
nächst höher konzentrierte Versuchslösung von 0,5% Voluven® 88,09% ± 11,92% SD
und für 1% Voluven® 85,49% ± 10,04% SD gemessen. Die Versuchslösung mit
1,5% Voluven® reduzierte die Viabilität auf 56,14% ± 19,68% SD, während für 2%
Voluven® 45,29% ± 9,18% SD und für die applizierte Maximaldosis von 4% Voluven®
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28,59% ± 3,48% SD gemessen wurde. Nach 4 Stunden Inkubation war die Viabilität
ebenfalls bereits ab 0,1% Voluven® statistisch hoch signi�kant niedriger als bei der
0% � Referenzlösung (93,23% ± 5,97% SD). Für für die nächst höher konzentrierte
Versuchslösung von 0,5% Voluven® wurde 92,10% ± 9,06% SD, für 1% Voluven®

72,57% ± 9,80% SD und für 1,5% Voluven® 48,66% ± 8,20% SD gemessen. Unter
2% Voluven® reduzierte sich die Zellviabilität auf 44,16% ± 8,45% SD und unter der
applizierten Maximaldosis von 4% Voluven® auf 19,29% ± 7,74% SD.
Die Messwerte für Voluven® nach 21 Stunden Inkubation wurden bereits in Abschnitt
3.4.1 auf Seite 87 wiedergegeben.

Abb. 3.32: EZ4U: Viabilitätsreduktion von HK�2 Zellen durch Voluven® nach 0 Stunden
Inkubation zum Messzeitpunkt 30 Minuten (MW ± SD, * = p < 0,005, ** = p <
0,001 zu 0%, n = 48 � 32)

Wie Abbildung 3.32 demonstriert, ist bereits nach 0 Stunden Inkubation zum Messzeit-
punkt 30 Minuten eine Reduktion der Viabilität messbar. Die niedrigst konzentrierte
0,1% Voluven® � Lösung unterschied sich mit den Messwerten 101,86% ± 12,51% SD
kaum von der Referenzlösung (100% ± 11,39% SD). Die nächst höher konzentrierte
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Lösung mit 0,5% Voluven® erhöhte die Viabilität leicht auf 108,69% ± 13,38% SD,
während diese bereits unter 1% Voluven® auf 87,39% ± 17,24% SD, unter 1,5%
Voluven® auf 63,51% ± 33,67% SD und unter 2% Voluven® weiter auf 59,20% ±

5,66% SD ab�el. Die höchst konzentrierte HES�Lösung 4% Voluven® senkte die Via-
bilität am stärksten (27,43% ± 8,21% SD).

Zusammenfassend zeigt sich bereits sofort nach Beginn der Inkubation mit HES eine
Reduktion der Zellviabilität. Dabei bewegt sich das prozentuale Ausmaÿ in einem ver-
gleichbaren Rahmen, wobei die Einbuÿe nach 0 und 4 Stunden Inkubation am höchsten
und nach 21 Stunden Inkubation geringer ausfällt.

3.7 Der Anteil der direkten Zytotoxizität bei der HES �

Wirkung

Der nächste Schritt bestand darin einzuschätzen, ob die nach einer kurzen Inkubati-
on mit HES gemessene Reduktion der Zellviabilität durch einen direkten Zellschaden
verursacht wird. Dafür wurde ein Zytotoxizitätsassay etabliert. Dabei handelt es sich,
wie in Kapitel 2.5 auf Seite 48 beschrieben, um eine Methode, die den Zellschaden
anhand des durch eine beschädigte Zellmembran austretenden LDHs quanti�ziert. Die
Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein normalerweise intrazellulär vorkommendes Enzym.
Je höher das gemessene LDH, desto stärker ist die Schädigung einer Zellpopulation.
Als Referenzgruppe dienen in diesem Fall nicht mit 0% � Referenzlösung behandelte
Zellen, sondern lysierte Zellen. Das bedeutet, dass der als 100% de�nierte Messwert
dem durchschnittlichen Gesamtgehalt an LDH entspricht.
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3.7.1 LDH � Test von Volulyte®

LDH � Test von Volulyte® nach 4 Stunden

Abb. 3.33: LDH: Die Toxizität von pH � korrigiertem Volulyte® nach 4 Stunden Inkubation auf
HK�2 Zellen (MW ± SD, ** = p < 0,001 zu 0%, n = 48 � 32)

Abbildung 3.33 zeigt die nach 4 Stunden Inkubation mit Volulyte® gemessene Zyto-
toxizität. Nach Inkubation mit 0,1% Volulyte® wurde eine Zytotoxizität von 0,08%
± 4,28% SD, mit 0,5% Volulyte® von �0,5% ± 4,09% SD, mit 1% Volulyte® von
�1,13% ± 3,95% SD, mit 1,5% Volulyte® von 1,77% ± 3,46% SD, mit 2% Volulyte®

von 1,13% ± 4,61% SD und mit 4% Volulyte® von 2,28% ± 4,47% SD gemessen.
Zwar gibt es einen Trend zu höherer Toxizität durch höhere HES � Konzentrationen,
eine statistische Signi�kanz konnte allerdings bei keiner Messung ermittelt werden.
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LDH � Test von Volulyte® nach 24 Stunden

Abb. 3.34: LDH: Die Toxizität von pH � korrigiertem Volulyte® nach 24 Stunden Inkubation auf
HK�2 Zellen (MW ± SD, ** = p < 0,001 zu 0%, n = 48 � 32)

Abbildung 3.34 zeigt hingegen die nach 24 Stunden Inkubation mit Volulyte® gemesse-
ne Zytotoxizität. Diese unterscheidet sich für 0,1% Volulyte® mit 0,76% ± 8,53% SD,
für 0,5% Volulyte® mit 1,45% ± 11,26% SD und für 1% Volulyte® mit �0,4%
± 10,75% SD nicht von der 0% � Referenzlösung. Beginnend mit 1,5% Volulyte®

ist die gemessene Zytotoxizität statistisch hoch signi�kant im Vergleich zur 0% � Re-
ferenzgruppe. Diese liegt für 1,5% Volulyte® bei 5,92%± 5,76% SD, für 2% Volulyte®

bei 10,42% ± 5,64% SD und für 4% Volulyte® bei 13,57% ± 8,46% SD.

Zusammenfassend fällt die durch HES verursachte Zytotoxizität im Vergleich zur Ein-
schränkung der Zellviabilität gering aus, da die Höchstdosis Volulyte® nur einen Ver-
gleichsweise geringen Schaden von 13,57% (± 8,46% SD) bei einer Viabilitätsreduktion
um 79,14 % (± 5,2% SD). HES ist also nach 24 Stunden Inkubation zytotoxisch, nach
4 Stunden Inkubation zeigt sich allerdings keine statistisch signi�kante Wirkung.

107



3 Ergebnisse

3.7.2 Die direkte Zytotoxizität von Gelafundin®, Humanalbumin und

Sterofundin® ISO

In den in Kapitel 3.3 auf Seite 67 dargestellten Versuchen zur Zellviabilität waren zur
besseren Einordnung der HES � Ergebnisse auch die Kolloide Gelafundin® und Human-
albumin, sowie das Kristalloid Sterofundin® ISO untersucht worden. Dabei reduzierte
Gelafundin® die Zellviabilität in einer dem HES vergleichbaren Art und Weise, während
Sterofundin® ISO keine bis protektive Wirkung entfaltete. Humanalbumin wirkte in
geringer Dosierung protektiv, in höchster (1,67%) reduzierend auf die Zellviabilität. In
den folgenden Abbildungen (Abbildungen 3.35, 3.36 und 3.37) sind deren zytotoxische
Korrelate angeführt.

LDH � Test von Gelatine® nach 24 Stunden

Abb. 3.35: LDH: Die Toxizität von pH � korrigiertem Gelafundin® auf HK�2 Zellen nach 24
Stunden Inkubation (MW ± SD, ** = p < 0,001 zu 0%, n = 48 � 32)

Abbildung 3.35 zeigt die nach 24 Stunden Inkubation mit Gelatine® gemessene Zyto-
toxizität. Zu sehen ist, dass bereits die geringste applizierte Dosis von 0,07% Gelatine®

eine statistisch hochsigni�kante Zytotoxizität von 7,3% ± 5,54% SD aufweist. Die dar-
auf folgenden Konzentrationen zeigen eine etwas höhere, untereinander vergleichbare
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statistisch hoch signi�kante Zytotoxizität, für 0,33% Gelatine® mit 9,91%± 5,79% SD,
für 0,67% Gelatine® mit 10,1%± 6,82% SD, für 1% Gelatine® mit 10,59%± 8,34% SD
und für 1,33% Gelatine® mit 11,52% ± 6,64% SD. Erst die höchste Dosis von 2,67%
Gelatine® be�ndet sich nicht mehr in diesem zytotoxischen Plateau, sondern steigert
die Zytotoxizität erneut deutlich auf 17,04% ± 7,47% SD.

LDH � Test von Humanalbumin nach 24 Stunden

Abb. 3.36: LDH: Die Toxizität von pH � korrigiertem Humanalbumin nach 24 Stunden Inkubation
auf HK�2 Zellen (MW ± SD, ** = p < 0,001 zu 0%, n = 48 � 32)

Abbildung 3.36 zeigt die nach 24 Stunden Inkubation mit Humanalbumin gemesse-
ne Zytotoxizität. Dabei fällt auf, dass die im Viabilitätsassay protektive Dosis von
0,08% Humanalbumin eine statistisch signi�kante Zytotoxizität von 3,00% ± 5,54 SD
besitzt. Alle weiteren höher dosierten Versuchslösungen zeigen vergleichbare statis-
tisch hoch signi�kante Zytotoxizität. Diese liegt für 0,42% Humanalbumin bei 10,02%
± 5,74% SD, für 0,83% Humanalbumin bei 10,38% ± 4,30% SD, für 1,25% Human-
albumin bei 9,61% ± 4,85% SD, für 1,67% Humanalbumin bei 10,19% ± 6,26% SD
und für 3,33% Humanalbumin bei 10,55% ± 5,33% SD.
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LDH � Test von Sterofundin® ISO nach 24 Stunden

Abb. 3.37: LDH: Die Toxizität von pH � korrigiertem Sterofundin® ISO nach 24 Stunden
Inkubation auf HK�2 Zellen (MW ± SD, ** = p < 0,001 zu 0%, n = 48 � 32)

Abbildung 3.37 zeigt die nach 24 Stunden Inkubation mit Sterofundin® ISO gemessene
Zytotoxizität. Dieses unterscheidet sich gröÿtenteils nicht von der 0% � Referenzlösung.
Die Zytotoxizität von 1,67% Sterofundin® ISO war im negativen Bereich von � 4,86
± 7,86 SD, während sich 8,83% Sterofundin® ISO bei 1,56% ± 4,61% SD befand.
Auch die Versuchslösungen mit 25% Sterofundin® ISO (4,67% ± 5,60% SD) und
33,33% Sterofundin® ISO (2,60% ± 6,37% SD) zeigten keinen statistisch signi�kan-
ten Unterschied zur Referenzlösung. Die Versuchslösung 16,67% Sterofundin® ISO
zeigte eine statistisch hoch signi�kante Zytotoxizität von 4,60% ± 5,27% SD, ebenso
wie 66,67% Sterofundin® ISO mit 6,38% ± 6,33% SD.
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3.8 Untersuchung der potentiellen Reversibilität der HES �

Wirkung auf die Zellviabilität

In Anbetracht des nur geringen zytotoxischen E�ekts von HES auf die HK � 2 Zellen
bei gleichzeitig ausgeprägter funktioneller Beeinträchtigung, trat die Frage in den Vor-
dergrund, inwiefern die Zellen sich vom HES � E�ekt erholen können. Deshalb wurde
� wie in Abschnitt 2.4.4 auf Seite 46 beschrieben � geprüft, ob sich Zellen von einer
Inkubation mit HES funktionell regenerieren können. Dafür wurde eine Gruppe nach
dem fünften Tag des Wachstums mit 0% � Kontrolllösung, 1,5% Volulyte® oder 4%
Volulyte® behandelt, während alle anderen Zellen weiterhin reines Zellmedium erhiel-
ten. Am 7. Tag nach der Aussaat erhielten wiederum die zuvor mit HES behandelten
Zellen für 21 Stunden reines Zellmedium. Dieser Schritt sollte den Zellen die Mög-
lichkeit geben, sich vom Ein�uss des applizierten HES zu erholen. Zeitgleich erhielten
andere Zellgruppen, die wie üblich für 7 Tage Medium erhalten hatten, nun 0%, 1,5%
Volulyte oder 4% Volulyte®.

111



3 Ergebnisse

Abb. 3.38: EZ4U: Wirkung verschiedener HES�Lösungen auf die Zellviabilität von HK�2 Zellen.
Volulyte® mit und ohne Präinkubation nach 21 Stunden, R = Tag 5 � 7 vor
Versuchsstart Inkubation mit 0%, 1,5% und 4% Volulyte® mit anschlieÿender 21
stündiger Inkubation mit Medium. 0%, 1,5% und 4% erhielten bis zum 7.Tag Medium,
dann für 21 Stunden die angegeben Versuchslösungen. Die Gruppe �Medium� erhielt
über den gesamten Zeitraum Zellmedium (MW ± SD, ** = p < 0,001 zu 0%, n = 48
� 32)

Abbbildung 3.38 zeigt die Viabilität der Zellen der Rekonvaleszenz � Gruppe (= nach
dem 5.Tag HES, am 7.Tag für 21 Stunden Medium zur Regeneration) im Vergleich zur
wie im Vorversuch behandelten Gruppe (7 Tage Wachstum, 21 Stunden Inkubation).
Dabei zeigt sich, dass die als 0 � R, 1,5 � R und 4 � R bezeichneten Rekonvaleszenz �
Gruppen die Viabilität im Vergleich zur 0% � Referenzgruppe erhöhen. Dabei steigt die
gemessene Viabilität statistisch hoch signi�kant von 0 � R auf 246,45% ± 15,01% SD,
von 1,5 � R 234,90% ± 17,48% SD und von 4 � R 206,53% ± 21,35% SD (�%� �
Angaben richten sich nach der Viabilität der 0% � Referenzgruppe ohne Rekonvales-
zenz). Beim Vergleich der Werte miteinander (0 � R = 100%) fällt der Unterschied
geringer aus mit einer um 4,69% geringen Viabilität durch 1,5 � R und um 12,08%
geringeren durch 4 � R. Demgegenüber sinkt die Zellviabilität statistisch hoch signi-
�kant unter 1,5% Volulyte® auf 63,28% ± 12,35% SD und unter 4% Volulyte® auf
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30,75% ± 7,62% SD. Die höchste Viabilität �ndet sich bei den Zellen, die über den
gesamten Zeitraum mit Zellmedium inkubiert wurden (279,30% ± 23,26% SD). Da
aus dieser Darstellung der Versuchsergebnisse nicht unmittelbar ersichtlich wurde, ob
ein statistisch fassbarer E�ekt der vorhergehenden Inkubation mit Volulyte® vorliegt,
wurden die Rekonvaleszenz � Gruppen in Abbildung 3.39 herausgegri�en und statis-
tisch mit einander verglichen.

Abb. 3.39: EZ4U: Volulyte® mit Präinkubation nach 21 Stunden, R = Tag 5 � 7 vor Versuchsstart
Inkubation mit 0%, 1,5% und 4% Volulyte® mit anschlieÿender 21 stündiger Inkubation
mit Medium. Die Gruppe �Medium� erhielt über den gesamten Zeitraum Medium (MW
± SD, ** = p < 0,001 zu Medium, ## = p < 0,001 zu 0% � R, n = 48 � 32)

In Abbildung 3.39 ist zu sehen, dass alle drei Rekonvaleszenzgruppen im Vergleich zu
den Zellen, die über den gesamten Versuchszeitraum reines Zellmedium erhalten hatten,
eine statistisch hochsignifkant geringere Viabilität aufweisen. So ist die gemessene
Viabilität nach Inkubation mit 1,5% Volulyte® um 11,55% und nach 4% Volulyte®

um 39,95% statistisch hochsigni�kant niedriger als die der 0% � Rekonvaleszenzgruppe.
Im Vergleich zur Gruppe, die ausschlieÿlich reines Zellmedium erhalten hatte, reduziert
sich die Viabilität ebenfalls statistisch hochsigni�kant (1,5% Volulyte® um 44,41%,
4% Volulyte® um 72,77%). Die Vorinkubation mit dem HES � Präparat Volulyte®

beeinträchtigt somit auch nach einer Rekonvaleszenzphase die Zellviabilität.
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Abb. 3.40: EZ4U: Volulyte® mit Präinkubation nach 21 Stunden mit Medium als Kontrolle
/(=100% Viabilität), R = Tag 5 � 7 vor Versuchsstart Inkubation mit 0%, 1,5% und
4% Volulyte® mit anschlieÿender 21 stündiger Inkubation mit Medium. Die Gruppe
�Medium� erhielt über den gesamten Zeitraum Medium (MW ± SD, ** = p < 0,001
zu Medium, ## = p < 0,001 zu 0% � R, n = 48 � 32)

In Abbildung 3.40 fällt auf, dass alle drei Rekonvaleszenzgruppen im Vergleich zu den
Zellen, die über den gesamten Versuchszeitraum reines Zellmedium erhalten hatten,
eine statistisch hochsignifkant geringere Viabilität aufweisen. So ist die gemessene
Viabilität nach Inkubation mit 1,5% Volulyte® um 4,09% statistisch signi�kant und
nach 4% Volulyte® um 14,24% statistisch hochsigni�kant niedriger als die der 0% �
Rekonvaleszenzgruppe. Im Vergleich zur Gruppe, die ausschlieÿlich reines Zellmedium
erhalten hatte, reduziert sich die Viabilität ebenfalls statistisch hochsigni�kant (1,5%
Volulyte® um 15,86%, 4% Volulyte® um 26,01%). Die Vorinkubation mit dem HES
� Präparat Volulyte® beeinträchtigt somit auch nach einer Rekonvaleszenzphase die
Zellviabilität.
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4 Diskussion

Ausgangspunkt dieser Dissertation waren die Beobachtungen von Schick et. al., dass
bei der CLP � induzierten Sepsis der Ratte vesikuläre Einschlüsse in proximalen Tubu-
luszellen sichtbar wurden. Diese gingen bei Gelatine und HES mit deutlich ansteigenden
Nierenschädigungsparametern einher [Schick et al., 2010]. Der Hauptschwerpunkt die-
ser Arbeit liegt dabei bei der Hydroxyethylstärke, weil diese das in Deutschland zu
Beginn der Dissertation am meisten eingesetzte Kolloid war. In den aktuellen groÿen
klinischen Studien spielen die potentiellen nephrotoxischen Nebenwirkungen von HES
eine herausragende Rolle [Perner et al., 2012] [Myburgh et al., 2012]. Aus diesem Grund
wurde das in dieser Arbeit gezeigte in � vitro � Modell etabliert. In diesem Modell wur-
den grundsätzliche Aspekte zur Interaktion zwischen HES und anderen Kolloiden mit
proximalen Tubuluszellen untersucht.

4.1 Inkorporation von HES in die proximale

Tubulusepithelzelle

Die erste wichtige Frage war, inwiefern die von Schick et al. nach HES � Gabe beobach-
teten intrazellulären Vesikel im proximalen Tubulus der Ratte [Schick et al., 2010] einer
intrazellulären Aufnahme von HES durch proximale Tubulusepithelzellen entsprechen
und inwiefern diese im in � vitro � Modell reproduzierbar sind. Das Verteilungsmuster
des mit APTS markierten HES in die HK � 2 Zellen, dargestellt in Abbildung 3.1 auf
Seite 57, zeigt ein vergleichbares Bild wie die histopathologischen Bilder von Schick et
al [Schick et al., 2010] [Neuhaus et al., 2012]. Die Abbildung 4.1 B zeigt das histo-
pathologische Bild der septischen Rattenniere, die mit 6 % HES 130 / 0,4 behandelt
wurde. Die mit 0,9% NaCl behandelte Niere ist in Abbildung 4.1 A dargestellt.
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Abb. 4.1: Histopathologische Bilder der septischen Rattenniere in der HE � Färbung . (A) mit
0,9% NaCl behandelte Ratte, (B) mit 6% HES 130 / 0,4 behandelte Ratte (G =
Glomerulus, pT = proximaler Tubulus, dT = distaler Tubulus), aus [Schick et al., 2010] 1

Da die Verteilung der Vesikel im histopathologischen Bild dem Fluoreszenzbild des
APTS � markierten HES stark ähnelt, liegt die Vermutung nahe, dass HES in proxima-
le renale Tubulusepithelzellen in vitro gelangt. Inwiefern dabei aktive Aufnahmeformen
des proximalen Tubulus eine Rolle spielen, ist unklar. Da auÿerdem diesem in � vitro �
Modell der HK � 2 Zellen keine Di�erenzierung zwischen luminaler (zum Primärharn
gerichteter Seite) und basolateraler (zum Blut gerichteter Seite) Membran konstruiert
wurde, bleibt die Frage o�en, von welcher Seite HES vorrangig in die Zelle gelangt.
Dies ist insbesondere für den Umstand relevant, dass für gewöhnlich angenommen wird,
dass HES > 70 kDa nicht glomerulär �ltriert werde [Jungheinrich and Ne�, 2005].
Unklar blieb zu diesem Zeitpunkt auch, ob die gesehenen Vesikel eine harmlose Be-
gleiterscheinung im Sinne der �osmotischen Nephrose� darstellten (= histologische Ver-
änderungen der proximalen Tubuli nach Gabe von Kolloiden, siehe Abschnitt 4.3.1)

1Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Schick
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oder negative Auswirkungen auf die diese aufnehmenden proximalen Tubulusepithel-
zellen bewirkten.

4.2 HES schädigt die Zellen nicht durch Induktion von

In�ammation

Durch die Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe (siehe oben) und durch die groÿen kli-
nischen Studien (z.B. VISEP-Studie, [Brunkhorst et al., 2008]) wurde zunächst ver-
mutet, dass die in�ammatorische Stimulation ursächlich für die durch HES ausgelöste
Einschränkung der Nierenfunktion sei.
Bevor auf die Interaktion zwischen HES, In�ammation und HK�2 Zellen eingegangen
werden kann, soll in diesem Abschnitt zunächst diskutiert werden, ob die in dieser
Arbeit ausgewählten Methoden grundsätzlich geeignet sind, um eine in�ammatorische
Reaktion der Zelle hervorzurufen.

4.2.1 Die verwendeten Marker sind geeignet für die Erfassung einer

in�ammatorischen Stimulation

In dieser Arbeit wurden zwei Marker für die Untersuchung einer möglichen proin�am-
matorischen Induktion der proximalen Tubulusepithelzellen durch HES untersucht. Im
Folgenden wird kurz dargelegt, aus welchem Grund ICAM � 1 und CCL � 2 verwendet
worden sind. ICAM � 1 (Intercellular Adhesion Molecule 1, auch bekannt als CD54,
Cluster of Di�erentiation 54) und CCL � 2 (Chemokine (C � C motif) ligand 2, auch
bekannt als MCP � 1, monocyte chemoattractant protein � 1) spielen eine wichtige
Rolle bei der in�ammatorischen Zellmigration und �aktivierung. Aus diesem Grund
werden beide häu�g für HK � 2 Zellen als Biomarker für In�ammation genutzt [Lee
et al., 2006]. So konnten zum Beispiel Hsieh et al. 2012 demonstrieren, dass CCL � 2
eine entscheidene Rolle bei renalen Entzündungsprozessen spielt, indem es Monozyten
anzieht und aktiviert [Hsieh et al., 2012].

ICAM�1: ICAM � 1 gehört zur Superfamilie der Immunoglobuline. Es handelt sich
um ein Glykoprotein auf der Zellober�äche, das bestimmte Integrine bindet und so die
Diapedese von Leukozyten in in�ammatorisches Millieu ermöglicht. Dieses Protein ist
auch an nephrotoxischen Vorgängen beteiligt und in HK � 2 Zellen vorhanden [Moris-
hita et al., 2011]. Bei Koninkubation von HK � 2 Zellen mit Monozyten wird ICAM �
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1 hochreguliert und führt über den NFκB � Pathway zum �brotischen Umbau der Nie-
renzellen [Li et al., 2011]. Auch die Inkubation mit dem nephrotoxischen Gentamycin
folgt diesem Schädigungsweg [Park et al., 2010]. ICAM � 1 stellt somit ein Schlüssel-
protein bei Prozessen dar, die die HK � 2 Zellen schädigen. Im Tiermodell zeigte sich,
dass ICAM � 1 bei mit LPS stimulierten Ratten hochgeregelt wurde. Es handelt sich
auÿerdem um ein Schlüsselprotein beim LPS � induzierten akuten Nierenversagen [Wu
et al., 2007].

CCL � 2: CCL�2 ist ebenfalls ein Protein, das bei In�ammation verstärkt exprimiert
wird. Im Maus � Modell reagiert die Niere mit massiv gesteigerter Expression von CCL
� 2 bei Glomerulonephritis [Lloyd et al., 1997]. Entsprechend reagieren HK � 2 Zellen
nach Inkubation mit Lipopolysacchariden [Wang et al., 2011]. CCL � 2 wird als ein
wichtiges Schlüsselchemokin bei der Schädigung der HK � 2 Zellen angesehen [Wang
and Sanders, 2007]. Besonders gut erforscht ist die Interaktion zwischen HK � 2 Zellen
und der CCL � 2 Expression für Leichtketten � Erkrankungen. So ist beschrieben, dass
HK � 2 diese über den Megalin bzw. Cubilin � Rezeptor endozytiert und diese dort
zunächst einen Anstieg von H2O2 verursachen. Dies führt zu einer verstärkten Oxida-
tion und Aktivierung einer Redox � sensitiven Tyrosinkinase (cSRC), die ihrerseits die
Expression von CCL � 2 induziert [Basnayake et al., 2010].

Aus diesen Gründen sind ICAM � 1 und CCL � 2 als Parameter zur Beurteilung einer
proin�ammatorischen Reaktion der Zelle geeignet.

4.2.2 Die verwendeten Zytokine sind geeignet für die Induktion einer

in�ammatorischen Reaktion einer HK � 2 Zelle

Zur Induktion einer In�ammation der HK � 2 Zellen im EZ4U wurden der Mediator
TNFα und das Endotoxin LPS verwendet.

LPS: LPS selbst ist ein Ober�ächenantigen auf gramnegativen Bakterien. Es reguliert
über verschiedene Kaskaden (z.B. NFκB11) in humanen Zellen die TNFα � Expression.
LPS stellt bei der gramnegativen Sepsis ein Schlüsselantigen dar. Die in dieser Arbeit
verwendeten HK � 2 Zellen gelten als LPS � sensibel [Li et al., 2005]. Dabei ruft
LPS über verschiedene Mechanismen eine starke Immunreaktion hervor, die wiederum
zu Organschäden wie dem akuten Nierenversagen führen kann. Zager et al. konnten
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zeigen, dass Nieren nach Konfrontation mit LPS damit beginnen, massiv gesteigert
TNFα zu produzieren [Zager et al., 2006].

TNFα: TNFα gilt als ein Schlüsselzytokin sowohl der akuten als auch der chroni-
schen Nierenin�ammation. Damit spielt es eine zentrale Rolle im akuten Nierenversa-
gen [Lieberthal et al., 1998] [Ramesh and Reeves, 2002]. Dabei sollte nochmals darauf
hingewiesen werden, dass TNFα nicht nur eine Reaktion der Nierenzellen, sondern auch
selbstständig ein starker Induktor renaler In�ammation ist (vgl. [Ramseyer and Garvin,
2013] und [Eddy, 2005]).

Aus diesen Gründen sind LPS und TNFα für die EZ4U � Versuche verwendet wor-
den. Für die Expressionsanalyse in der qRT � RT � PCR wurde nur TNFα verwendet.

4.2.3 Im EZ4U ist der Ein�uss der In�ammation nicht messbar

Weder die Inkubation mit TNFα (dargestellt in Abbildung 3.2) noch die mit LPS
(dargestellt in Abbildung 3.3) konnte eine dem HES vergleichbare Reduktion der Zell-
viabilität erreichen. Zusammenfassend waren die Folgen einer Inkubation mit TNFα
und LPS äuÿerst inhomogen. Während beispielsweise 100 ng / ml LPS die Zellvia-
bilität statistisch hochsigni�kant um 5,42% (± 5,98% SD) reduzieren, erhöhen 1000
ng / ml LPS diese um 4,28% (± 4,84 % SD). Obwohl beide Gruppen sich statistisch
hochsigni�kant von der Kontrollgruppe unterscheiden, fällt auch die nahezu gleich ho-
hen Standardabweichung auf. Das kann bedeuten, dass � vor allem bei Vergleich mit
den aussagekräftigen Ergebnisse von HES � kein relevanter Ein�uss auf die Zellviabi-
lität vorliegt. Zusätzlich fällt auf, dass die Wirkung von 1,5% Voluven® weder durch
10 ng / ml TNFα noch in einem deutlichen Ausmaÿ durch 100 ng / ml LPS ver-
stärkt wird. So �nden sich keine statistisch signi�kanten Unterschiede zwischen 1,5%
Voluven® alleine und 1,5% Voluven® mit 10 ng / ml TNFα, während 1,5% Voluven®

mit 100 ng / ml LPS im Vergleich sogar eine leichte statistisch signifkante abmildernde
Wirkung zeigt.
Diese Ergebnisse über den Ein�uss proin�ammatorischer Substanzen auf die Zellviabi-
lität lassen wenigstens zwei Schlussfolgerungen zu. Einerseits scheint die durch HES
hervorgerufene Viabilitätsreduktion nicht durch einen primär in�ammatorischen Me-
chanismus verursacht. Andererseits könnten HK � 2 Zellen durch ihre Modi�zierung
und Immortalisierung unsensibel für proin�ammatorische Zytokine geworden sein. Dem
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widerspricht, dass HK � 2 Zellen in der Forschung häu�g für In�ammationsmodelle ver-
wendet (z.B. [Bae et al., 2013]) werden und in unserem Modell die In�ammationsmarker
ICAM � 1 und CCL � 2 durch TNFα verstärkt exprimiert werden.

4.2.4 HK � 2 Zellen können in der qRT � RT � PCR erfolgreich

in�ammatorisch induziert werden

Nachdem im EZ4U � Versuch keine aussagekräftige Viabilitätsreduktion der HK � 2
Zellen auf eine proin�ammatorische Stimulation hervorgerufen werden konnte, wurde
im nächsten Schritt untersucht, ob die Zelle auf mRNA � Ebene mit der verstärk-
ten oder verminderten Expression in�ammatorischer Marker reagiert. Wie in Abschnitt
3.2.2 auf Seite 61 durch die Abbildung 3.5 gezeigt wird, reagieren die HK � 2 Zellen
nach Gabe von 100 ng / ml TNFα deutlich. So wird sowohl ICAM � 1 statistisch hoch
signi�kant auf das 2,27 �fache, als sogar noch deutlicher CCL � 2 auf das 8,9 �fache
gesteigert exprimiert.
HK � 2 Zellen reagieren auf das applizierte TNFα und sind damit nicht unsensibel
gegenüber in�ammatorischer Stimulation.

4.2.5 HK � 2 Zellen reagieren in der qRT � RT � PCR auf die Inkubation

mit HES nicht mit Hochregulation in�ammatorischer Marker

HES gilt als in der Sepsis besonders gefährlich für die Nierenfunktion [Brunkhorst et al.,
2008]. Es läge also nahe, dass HES auf die Zelle einwirkt und selbst eine proin�am-
matorische Stimulation hervorruft. In dieser Arbeit wurde deshalb untersucht, ob die
Inkubation der HK �2 Zellen mit 4% Voluven® zu einer verstärkten Expression der
in�ammatorischen mRNA für ICAM � 1 und CCL � 2 führt. Das in Abbildung 3.5 auf
Seite 63 dargestellte Ergebnis für ICAM � 1 zeigt gegenüber der Referenzlösung keine
statistisch signi�kante Abweichung. Ebenso wenig �ndet sich eine statistisch relevante
Veränderung für CCL � 2. Wie Abbildung 3.6 auf Seite 64 zeigt, gibt es nach 21 Stun-
den Inkubation sogar einen leichten antiin�ammatorischen E�ekt. Letzteres bestätigt
die Ergebnisse von Wittlinger et al., die ebenfalls an HK � 2 Zellen nach Voluven® �
Gabe einen antiin�ammatorischen E�ekt des HES im Sinne einer Minderung der CCL
� 2 Expression auf Proteinebene beobachteten [Wittlinger et al., 2010].

Die Gabe von HES führt nicht zu einer Hochregulation in�ammatorischer Marker.
Hinweise auf in der Literatur berichtete antiin�ammatorische E�ekte �nden sich nur
für CCL � 2 nach 21 Stunden. Diese sind nicht statistisch signi�kant.
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4.2.6 Die negativen Auswirkungen von HES auf proximale

Tubulusepithelzellen in vitro sind nicht durch In�ammation zu

erklären

Aus diesen Gründen erscheint ein auf Induktion von In�ammation beruhender Mecha-
nismus als Erklärung für die durch HES beobachteten Auswirkungen unwahrscheinlich.
Aus der Zusammenschau dieser Ergebnisse ergibt sich, dass der Abfall der Viabilität
nicht durch eine in�ammatorische Wirkung durch HES erklärt werden kann. Bis zu die-
sem Punkt war wegen klinischer Daten aus der Sepsis � Forschung davon ausgegangen
worden, dass die In�ammation eine wesentliche Rolle bei der durch die HES�Gabe aus-
gelösten Nierenschädigung führe [Brunkhorst et al., 2008]. In den hier demonstrierten
Versuchen wurden die negativen Auswirkungen der HES � Applikation aber durch die
zusätzliche Gabe der proin�ammatorischen Substanzen nicht verstärkt.
Aus diesen Gründen wurden die weiteren Versuche ohne zusätzliche Gabe in�ammato-
rischer Substanzen durchgeführt.

4.3 HES schädigt die proximale Tubulusepithelzelle in vitro

Im folgenden Abschnitt wird in einem Exkurs der Begri� der �osmotischen Nephrose�
näher erläutert. Anschlieÿend wird die aktuelle Studienlage und Lehrbuchmeinung zur
Pathogenität dargelegt.

4.3.1 Exkurs: Osmotische Nephrose

In diesem Zusammenhang sollte zunächst der Begri� der �osmotischen Nephrose� er-
läutert werden. Dieser wurde 1951 durch A. C. Allen eingeführt und beschreibt die
histologischen Veränderungen in den proximalen Tubuli der mit Kolloiden behandelten
Patienten [Allen, 1951]. Parallel dazu prägte H. U. Zollinger seit 1948 den Begri� der
�Zuckerspeicherniere� [Zollinger and Rohr, 1966]. Über die praktische Relevanz dieses
Phänomen wurde vor allem in den 60er Jahren lebhaft diskutiert. So schrieb Zollinger
1966:

�Die (...) Strukturveränderung der Nierenhauptstücke scheint in der Regel
funktionell keine vitale Bedeutung zu haben.�
aus [Zollinger and Rohr, 1966]
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Eine zeitgenössische Arbeit von Sarre et al. von 1963 kam zu dem Ergebnis, dass die
beobachtete osmotische Nephrose eine Nierenveränderung sei, die keine Niereninsu�-
zienz per se zur Folge habe. Es sei unklar, ob diese überhaupt in vivo stattfände oder
nur ein postmortales Phänomen darstelle [Sarre, 1963].

Abb. 4.2: Elektronenmikroskopisches Bild einer Schockniere mit osmotischer Nephrose2.

Abbildung 4.2 zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme einer Schockniere mit
osmotischer Nephrose. Deutlich erkennbar ist proximales Tubulusepithel mit fein va-
kuolärer Umwandlung. Die Vakuolen enthalten z.T. ein stark osmiophiles Material, wie
es nach Infusion verschiedener Infusionslösungen gefunden wird. Der Pfeil zeigt die
Rare�zierung des Mikrovilli � Saums.
Die osmotische Nephrose wurde international in den 90er Jahren wieder thematisiert
als Legendre et al. 1992 im Lancet publizierten, dass vermehrt osmotische Nephrosen
bei transplantierten Nieren auftraten. Legendre war aufgefallen, dass mit der Einfüh-
rung von Hydroxyethylstärke in Frankreich seit Mitte des Jahres 1991 diese plötzlich

2Mit freundlicher Genehmigung von Frau Professor Glatz, Pathologisches Institut des Universitätsspitals
Bern
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gesteigert aufträten. Die retrospektive Analyse ergab, dass die transplantierten Nieren
vor der Einführung von HES in 14% der Fälle osmotische Nephrosen aufwiesen, wäh-
rend die Prävalenz nach der Einführung von HES bei 80% lag. Interessanterweise war
das Auftreten dieser Au�älligkeiten unabhängig von Faktoren wie der kalten Ischämi-
ezeit des Transplantats oder dem Einsatz von Immunsuppressiva wie Cyclosporin A.
In den bioptischen Kontrollen der Transplantatnieren der HES � Gruppe konnte auch
nach drei Monaten die osmotische Nephrose (�osmotic � like lesions�) nachgewiesen
werden. Auÿerdem beobachtete Legendre eine deutlich schlechtere Funktion der Nieren
in HES � Gruppe, da 7 von 31 Nieren ihre Funktion einstellten, während dies in der
Vergleichsgruppe nur für 1 von 32 Nieren zutraf [Legendre et al., 1993]. Vier Jahre
später publizierten Bernard et al. ebenfalls im Lancet eine ähnliche Untersuchung, die
die Beobachtungen von Legendre aber nicht bestätigen konnten [Bernard et al., 1996].
Eine weitere französische Arbeitsgruppe um Cittanova publizierte ebenfalls 1996 im
Lancet eine prospektive Studie zu diesem Thema. Cittanova et al. randomisierten dabei
das Behandlungsregime von hirntoten Spendern in zwei Gruppen. Eine Gruppe erhielt
eine Gelatine � HES Mischung, während die andere ausschlieÿlich Gelatine als Plas-
maexpander erhielt. Als HES wurde Elohes® (6% HES 200 / 0,62) eingesetzt. Nach
erfolgreicher Transplantation wurde die Funktion der Transplantatnieren bestimmt.
Dabei zeigte sich, dass die HES � Gelatine Gruppe eine signi�kant schlechtere Nieren-
funktion (Kreatinin im Serum und Notwendigkeit einer Hämodialyse) aufwies als die
reine Gelatine � Gruppe [Cittanova et al., 1996]. 2008 untersuchte eine weitere fran-
zösische Arbeitsgruppe in diesem Kontext den Unterschied zwischen der Applikation
von 6% HES 130 / 0,4 und 6% HES 200 / 0,6 auf die Funktion von Spendernieren.
Blasco et al. beobachteten dabei, dass das HES der 3. Generation, nämlich 6% HES
130 / 0,4 im Vergleich günstigere Auswirkungen auf die Nierenfunktion hatte [Blasco
et al., 2008].
Im Tiermodell verglichen Hüter et al. die Auswirkungen von 6% HES 130 / 0,42 und
10% HES 200 / 0,5 mit der von Ringer � Laktat anhand eines isolierten Schweinenieren
� Perfusionsmodells. Dabei zeigten sich bei allen drei Gruppen � inklusive der Ringer
� Laktat Gruppe � Vakuolen im renalen tubulären Epithel. Daneben trat eine histolo-
gisch sichtbare renale interstitielle Proliferation mit In�ltration von Makrophagen und
tubuläre Schädigungen in den HES � Gruppen auf. Im Vergleich zwischen 6% HES
130 traten diese aber unter 10% HES 200 vermehrt auf. Insgesamt zeigte HES einen
deutlichen proin�ammatorischen E�ekt. Interessant dabei war, dass auch die Ringer �
Laktat Gruppe so genannte �osmotic like leasions� zeigte, die aber kein Korrelat bei
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den gemessenen Nierenschädigungsparametern hatte [Hüter et al., 2009].
In dieser Dissertation wurde nicht untersucht, was eine Koinkubation von Makrophagen
und proximalen Tubuluszellen unter Zugabe von HES bewirkt. Entsprechend konnte
nicht untersucht werden, ob die intrazelluläre Aufnahme von HES durch HK � 2 Zellen
zu einer Aktivierung von Makrophagen führt oder umgekehrt.

4.3.2 Die aktuelle Lehrmeinung

Aktuelle Lehrbücher beurteilen die osmotische Nephrose, die �früher als renale Toxizi-
tät fehlinterpretiert worden� sei, mehr als eine �passagere [sic] Zellschwellung, die als
harmloses Epiphänomen auftritt und ohne pathologische Bedeutung ist� (nach [Thiel
and Roewer, 2009]). Die unter HES 450 / 0,7 und HES 200 / 0,62 aufgetreten Nieren-
schäden seien auf ein anderes Phänomen zurückzuführen. Dabei seien diese HES � Prä-
parate im Gegensatz zu den neueren HES � Präparaten (e.g. HES 130 / 0,4) schwerer
abbaubar. Bei Dehydratation des Patienten könne HES 450 / 0,7 und HES 200 / 0,62
die Urinviskosität erhöhen. Bei unzureichender Volumengabe könne ein Hypervisko-
sitätssyndrom folgen, das die Nierenperfusion einschränke [Karow, 2013]. Dass HES
eine direkte Wirkung auf die Funktionalität der Nierenzellen im Allgemeinen und des
proximalen Tubulus im Besonderen haben könnte, �ndet keine Beachtung.
Zusammenfassend betrachtet wirkt die Studienlage zur Pathogenität der osmotischen
Nephrose widersprüchlich.

4.3.3 Der EZ4U � Test ist geeignet für die Viabilitätsbestimmung von

HK � 2 Zellen nach Inkubation mit HES

Zur Klärung der Frage, ob der in dieser Arbeit verwendete EZ4U � Test zur Untersu-
chung der Viabilität von HK � 2 Zellen nach Inkubation mit HES geeignet ist, mussten
zwei Aspekte untersucht werden.
Erstens, ob HES selbst mit dem Substrat des EZ4U � Tests, dem Tetrazoliumsalz
(siehe Abbildung 2.4 auf Seite 43), interagiert. Wäre dies der Fall, könnte ein kon-
zentrationsabhängiger E�ekt auf die Zellviabilität nur daher rühren, dass bei höherem
HES � Anteil in der Folge mehr Farbsto� umgesetzt werden kann, obwohl die Viabilität
der Zellen vergleichbar ist. Wie in Abbildung 3.7 auf Seite 68 demonstriert, unterschei-
det sich die gemessene Extinktion im Photometer nicht zwischen 1% HES und 4%
HES. Insgesamt bewegt sich die in zelllosen Wells gemessene Extinktion im Bereich
der sonst vom Messwert subtrahierten �Blank� � Reihe. Auch die reine Applikation von
0,9% NaCl und unverdünntem 6% Voluven zeigte keinen Unterschied in der Extinktion.
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Appliziertes HES reagiert also nicht mit dem Reaktant des EZ4U � Versuches.
Zweitens sollte umgekehrt das Produkt, das umgesetzte Formazan, nicht durch HES
auf irgendeine Art gebunden und damit vermindert messbar sein. Denn wäre dies der
Fall, so könnte eine konzentrationsabhängigen Abnahme der Extinktion resultieren,
ohne dass eine funktionelle Beeinträchtigung der Zellen vorläge. Je mehr HES in der
Versuchslösung vorhanden wäre, desto mehr XTT � Farbsto� wäre gebunden und könn-
te nicht mehr enzymatisch umgesetzt werden. Das würde in der Folge bedeuten, dass
es sich bei der gemessenen und vermeintlich niedrigen Viabilität bei Applikation hö-
her konzentrierter HES � Lösungen um einen Artefakt handeln würde. Wie Abbildung
3.8 auf Seite 70 darlegt, ist ein solches Phänomen nicht nachweisbar. Die gemessene
Extinktion höher dosierter HES � Lösungen ist nicht höher als die niedrig� oder HES
� freier Lösungen. Die im Versuch untersuchten Zellen waren selbst nie mit HES in
Kontakt gekommen (siehe 2.4.4 auf Seite 44). Entsprechend unterschied sich die Via-
bilität nicht. Das nachträglich zugefügte HES interagierte nicht mit dem Produkt der
EZ4U � Reaktion.
Zusammenfassend bestätigen diese Versuche, dass der EZ4U � Test geeignet ist, um die
Auswirkungen von HES � Lösungen auf die Viabilität von HK � 2 Zellen zu beurteilen.

4.3.4 HES beeinträchtigt die Zellviabilität proximaler Tubulusepithelzellen

in vitro

Nachdem untersucht worden war, dass der EZ4U geeignet für die Viabilitätsprüfung ist
und die In�ammation keine entscheidende Rolle spielt, konnte damit begonnen werden,
verschiedene Infusionslösungen an isolierten proximalen Tubuluszellen in vitro zu über-
prüfen. Der erste Versuch dazu ist in Abbildung 3.10 auf Seite 73 dargestellt worden. In
diesem zeigte sich, dass das HES � Präparat Voluven® ab einer Konzentration von 0,5
% die Zellviabilität im Vergleich zur 0,9%NaCl � Lösung hochsigni�kant reduzierte.
Dabei korrelierte Viabilitätsverlust der Zellen direkt mit steigender HES � Dosis. Die
Dosisabhängigkeit könnte durch eine gesteigerte HES�Aufnahme durch die Zellen be-
dingt sein, da diese ebenfalls abhängig von der applizierten HES � Dosis ist (vgl. [Sirtl
et al., 1999]). Unter 2% Voluven® halbierte sich die Viabilität und unter 4% Voluven®

�el diese auf ein Viertel der Referenzlösung. Dabei ist zu beachten, dass auch die NaCl
� Lösung mitnichten inert war. Im Vergleich zum reinen Zellmedium sank die Zellviabi-
lität unter NaCl bereits auf etwa ein Drittel ab. Hier spielte möglicherweise aber auch
das reduzierte Nährsto�angebot der Zelle eine Rolle.
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Es folgte die Analyse der anderen Infusionslösungen, Gelafundin®, Humanalbumin (bei-
de werden in den Abschnitten 4.8.1 auf Seite 154 und 4.8.2 auf Seite 158 näher disku-
tiert) und Sterofundin® ISO. Dabei �el auf, dass auch die im Tierversuch von Schick
et al. als deutlich weniger nierenschädigende kristalloide Lösung die Viabilität in einem
ähnlichen Maÿ wie unter Voluven® reduzierte (siehe 3.13 auf Seite 76) [Schick et al.,
2010]. Dadurch entstand die Frage, ob der Versuchsaufbau trotz der Eignung des EZ4U
� Tests einen grundsätzlichen methodischen Fehler enthielt. Infolgedessen wurden die
pH � Werte der Versuchslösungen überprüft. Dabei zeigte sich, dass Sterofundin® ISO
mit steigendem Anteil an der Versuchslösung immer azidotischer wurde (siehe Tabel-
le 3.1 auf Seite 78). Am ehesten im physiologischen Bereich lag 4% Voluven® mit
einem pH � Wert von 7,49. Demgegenüber wies die äquivalente Dosis von 66,67%
Sterofundin® ISO einen pH � Wert von 5,31 auf. Die Ergebnisse dieser pH � Messung
wiesen zwar darauf hin, dass die Viabilitätsreduktion unter Sterofundin® ISO ein Arte-
fakt durch den pH � Wert war, während dieser beim Voluven® vermutlich keine Rolle
spielte. Beweisend für diese Annahme aber waren die darauf folgenden Versuche. In
diesen wurde der pH � Wert der Versuchslösungen vor Kontakt mit der HK � 2 Zelle
auf einen für humane Zellen physiologischen Bereich von 7,4 ± 0,5 eingestellt (siehe
2.1.1 auf Seite 34).

Die Versuche mit pH � korrigiertem Voluven® dargestellt in Abbildung 3.15 auf Seite
80, entsprachen dem ohne pH � Korrektur. Wieder reduzierte Voluven® mit steigen-
der Dosis die Viabilität, so dass diese unter 2% Voluven® halbiert und unter 4%
Voluven® auf etwa ein Viertel abgesunken war. Ganz anders stellte sich demgegenüber
der Versuch mit pH � korrigiertem Sterofundin® ISO dar. Wie Abbildung 3.18 auf
Seite 84 zeigt, �ndet sich nur unter 66,67% eine statistisch von der Referenzlösung
in negativem Sinne abweichende Viabilitätsmessung. Dabei weicht diese allerdings nur
um 8,33% ± 7,67% SD ab. Die niedrigeren Konzentrationen von 16,67% und 25%
Sterofundin® ISO zeigen hingegen eine protektive Wirkung.

Zusammenfassend zeigen die Versuche, dass HES � Lösungen in vitro die Viabilität
dosisabhängig reduzieren, während die kristalloide Lösung gröÿtenteils kaum negative
Auswirkungen hat. Dabei sollte nicht vergessen werden, dass es sich bei den verwen-
deten HK � 2 Zellen um immortalisierte und damit sehr robuste Zellen handelt.
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4.3.5 Die mitochondriale Funktion nimmt beim kritisch Kranken eine

Schlüsselrolle ein

An dieser Stelle sei noch einmal darauf hingewiesen, dass der EZ4U die mitochondriale
Leistungsfähigkeit der Zellen bestimmt. Dies ist deshalb beim Einsatz von HES von
herausragender Bedeutung, weil die mitochondriale Funktion beim kritisch Kranken ei-
ne Schlüsselrolle einnimmt [Brealey et al., 2002] [Brealey et al., 2004] [Huebinger et al.,
2010] [Boulos et al., 2003]. Exzellent dargestellt ist dieser Mechanismus in der Abbil-
dung �Hypothesis Explaining the Pathophysiology of Multiple Organ Failure Following
Infection and Other In�ammatory Insults� in [Singer and Glynne, 2005]. Diese ist in Ab-
bildung 4.3 in einer durch den Autoren dieser Arbeit modi�zierten Form wiedergegeben.

Abb. 4.3: Schema über die Rolle der Mitochondrien beim Multiorganversagen. Neu hinzugefügt die
Hypothese über die mögliche Rolle der Gabe von HES und Gelatine beim kritisch
kranken Patienten. Modi�ziertes und ergänztes Modell nach [Singer and Glynne, 2005].

Bei Singer und Glynne �nden sich dazu folgende Ausführung:
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�Over a billion years ago, a bacterium containing the oxygen-consuming
respiratory chain is likely to have invaded the early eukaryotic cell. Most
of the bacterial genetic information was subsequently transferred to the
nucleus, transforming these bacterial symbionts into �slave� mitochondrial
organelles. This provided a far more e�cient system for using available
energy sources and also protected the cell against the potentially toxic
e�ects of oxygen. More than 90% of total body oxygen consumption is used
to generate adenosine triphosphate (ATP) by the mitochondrial electron
transport chain, and this, in turn, provides more than 90% of the body's
power, the remainder coming from glycolysis. An attractive hypothesis to
explain the pathophysiology of multiple organ failure following infection and
other in�ammatory insults is a mitochondrial shutdown leading to �energy
failure� and a consequent inability to drive the various metabolic processes
that maintain normal cellular functioning.� aus [Singer and Glynne, 2005].

Das Ziel bei der Behandlung eines Patient mit �kritischer Krankheit� als gemeinsa-
mer Endstrecke vieler Ursachen sollte sein, die Funktionsfähigkeit der Mitochondrien
so wenig wie möglich zusätzlich zu gefährden (�second hit�, �primun non nocere�, sie-
he unten). Folge der Schädigung und Blockade der mitochondrialen Funktion ist das
Multiorganversagen. Der EZ4U re�ektiert die mitochondriale Leistungsfähigkeit. HES
senkt diese � wie demonstriert � in vitro ab.

4.3.6 Die Koinkubation von HES mit Humanalbumin oder Gelafundin®

hat keinen Ein�uss auf die HES � Wirkung

Geprüft wurde auch die Frage, ob der bei Inkubation mit HES beobachtete E�ekt auf
die Viabilität bei Koinkubation mit den anderen untersuchten Kolloiden Humanalbumin
und Gelafundin® verändert wird. Dieser Versuch ist dargestellt in Abbildung 3.19 auf
Seite 86. Dafür wurde eine Konzentration von 1% Voluven® ausgewählt, die alleine
wie im Vorversuch die Viabilität um 25,11% ± 7,58% SD senkte. Auÿerdem wurde für
Humanalbumin eine Konzentration von 0,5% herausgegri�en, die die Viabilität hoch si-
gni�kant auf 112,49% ± 9,57% SD steigerte. Für 0,33 % Gelafundin® wurde eine mit
100,09% ± 8,72% SD im Vergleich zur 0% � Referenzlösung inerte Konzentration ge-
wählt. Wurde 1% Voluven® mit dem protektiven 0,5% Humanalbumin kombiniert, so
lag die Zellviabilität um 1,34% höher als nach alleiniger Inkubation mit 1% Voluven®.
Wurde 1% Voluven® hingegen 0,33% Gelafundin® hinzugefügt, so reduzierte sich die
Zellviabilität statisch hoch signi�kant um weitere 8,16%.
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Zusammengefasst kann die Zugabe einer alleine nicht schädlichen Dosis Gelafundin®

die durch HES verursachte Beeinträchtigung der Zellviabilität weiter senken, auch wenn
dieser E�ekt gering ausgeprägt ist. Diese in � vitro � Ergebnisse passen zu den von Cit-
tanova et al. beobachteten verschlechterten Nierentransplantatfunktionen nach kom-
binierter HES � Gelatine � Gabe im Vergleich zur reinen Gelatine � Gabe [Cittanova
et al., 1996]. Möglicherweise handelt es sich dabei nicht nur um additive, sondern syn-
ergistische Phänomene. Die Zugabe von Humanalbumin kann die HES � Wirkung zwar
nicht abmildern, aggraviert diese aber auch nicht.

4.4 Die funktionelle Beeinträchtigung der Nierenzellen in

vitro ist ein gemeinsamer E�ekt aller HES � Präparate

Im Folgenden soll zunächst diskutiert werden, ob es sich bei den beobachteten Beein-
trächtigungen der Zellviabilität um eine direkte HES � Wirkung handelt oder ob andere
in der Versuchslösung enthaltene Elemente entscheidend sind.

4.4.1 Die verwendeten HES�Konzentrationen sind klinisch relevant

Wie bereits in der Methodik dargelegt, liegt die Konzentration von Hydroxyethylstärke
im Plasma bei gesunden Probanden nach Infusion von 500 ml 6% HES 130 / 0,4 bei
bis zu 0,37% [Jungheinrich and Ne�, 2005]. Dokumentierte Fälle, bei denen zum Bei-
spiel im Rahmen einer atonischen Nachblutung3 120 ml / kg Körpergewicht appliziert
wurden, weisen darauf hin, dass bei der täglichen Praxis in schweren Fällen periope-
rativ häu�g deutlich höhere Mengen an Kolloiden infundiert werden können [Suzuki
et al., 2010]. Es ist auÿerdem zu erwarten, dass sich die Plasmakonzentration von HES
beim kritisch Kranken zusätzlich dadurch erhöhen könnte, dass durch Blutung oder ei-
ne andersartige Verteilungsstörung das zirkulierende e�ektive intravasale Volumen im
Vergleich zum Gesunden erniedrigt ist. Die von Jungheinrich et al. publizierten Daten
beziehen sich damit auf Patienten mit normalen Blutvolumen [Jungheinrich and Ne�,
2005]. Dies bedeutet, dass kritisch Kranke bei der gleichen Menge an infundiertem
HES in vielen Fällen eine höhere Plasmakonzentration aufweisen könnten. Einschrän-
kend muss erwähnt werden, dass es nach wie vor unklar ist, ob die HES�Moleküle
und deren Pathogenität von basolateraler Seite oder luminaler Seite an die proximalen

3Die Uterusatonie (= atonische Nachblutung) tritt auf, wenn sich postpartal der Uterus nicht kontrahiert,
d.h. keinen adäquaten Tonus aufweist. Dies kann zu starken Blutungen aus dem Uterus führen. Die
Uterusatonie zählt zu den häu�gsten Ursachen mütterlicher Mortalität.
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Tubulusepithelzellen gelangen.

4.4.2 Auswirkungen des pH � Werts und der Osmolalität auf den HES �

E�ekt

Bei der Untersuchung, ob das HES � Molekül ausschlaggebend für den beobachteten
Viabilitätsabfall ist, musste zunächst ausgeschlossen werden, dass es sich nicht um
durch den pH � Wert oder durch die Osmolalität bedingte Phänomene handelte.

Der pH � Wert ist nicht ausschlaggebend für die Beeinträchtigung der Zellviabilität

unter HES

In der Einleitung wurde in Abschnitt 1.2.6 auf Seite 8 ausführlich darauf eingegangen,
dass kristalloide Infusionslösungen aus galenischen Gründen im azidotischen pH � Be-
reich liegen. In vivo wird dieses Problem durch die Zugabe metabolisierbarer Anionen
(e.g. Malat, Azetat oder Laktat) ausgeglichen. Im in dieser Arbeit genutzten in � vitro

� Modell entfällt dieser Schritt. Das applizierte Sterofundin® ISO enthält Malat und
Azetat und ist azidotisch. Der pH � Wert sinkt in den Versuchen ab einer Konzen-
tration von 16,67% Sterofundin® ISO auf 7,21 und 5,31 unter 66,67% Sterofundin®

ISO ab (siehe Tabelle 3.1 auf Seite 78). Wie der Versuch mit nicht pH � korrigier-
tem Sterofundin® ISO auf Seite 76 im Vergleich mit pH � korrigiertem auf Seite 84
zeigt, reagiert die Zellviabilität der HK � 2 sehr emp�ndlich auf Schwankungen des
pH � Wertes. Die Vermutung, dass auch die bei nicht pH � korrigiertem Voluven®

beobachtete Beeinträchtigung der Zellen auf eine solche Ursache zurückzuführen ist,
erscheint aus mehreren Gründen als unwahrscheinlich. Erstens hat die im EZ4U mit
Abstand schädlichste Konzentration von 4% Voluven® einen pH � Wert von 7,49.
Darunter erfolgt eine Reduktion der Viabilität um 76,1% auf 23,91% ± 6,38% SD.
Eine Sterofundin® ISO � Lösung von 8,83% hat denselben pH und senkt die Viabilität
nur um 13,87% ± 9,64%. Zweitens verliert pH � korrigiertes Sterofundin® ISO seine
schädliche Wirkung, während pH � korrigiertes Voluven® seine dosisabhängige Beein-
trächtigung beibehält.
Zusammenfassend zeigen die Versuche dieser Arbeit, dass der pH � Wert zwar sehr
wichtig für die Zellviabilität ist, beim HES � E�ekt allerdings keine Rolle spielt.
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Die Osmolalität ist nicht ausschlaggebend für die Beeinträchtigung der

Zellviabilität unter HES

Wie bereits im Exkurs zur �Osmotischen Nephrose� in Abschnitt 4.3.1 auf Seite 121
angesprochen, halten einige Autoren die Hyperosmolalität der HES � Lösung gegen-
über den Zellen als ursächlich für den durch HES bedingten Zellschaden. Dieser These
nach handle es sich bei den Versuchslösungen um hyperosmolare Lösungen, deren Ma-
kromoleküle � in diesem Fall also HES � zur osmotischen Verschiebung von Flüssigkeit
zwischen intra� und extrazellulärem Raum führen. Über diesen Mechanismus käme es
bei Aufnahme von HES in die Zelle entweder zur Zellschwellung durch Osmose (�os-
motische Nephrose�) mit konsekutivem Zellschaden, oder aber � bei Unpassierbarkeit
von HES durch die Zellmembran � zur �Austrocknung� der Zellen. Wie im APTS �
Versuch (siehe 3.1 auf Seite 56) gezeigt werden konnte, gelangt HES in die Zelle hinein.
Tabelle 3.2 auf Seite 79 zeigt, dass eine Maximaldosis von 4% Voluven® mit einer Os-
molalität von 303 mosmol / kg nur sehr knapp über der als physiologisch angesehenen
Osmolalität des Plasmas von 280 � 300 mosmol / kg liegt. Zwar liegen die anderen
untersuchten Versuchslösungen etwas niedriger, die ausschlieÿlich Medium enthaltende
Lösung mit der höchsten Viabilität liegt mit einer Osmolalität von 314 mosmol / l aber
deutlich höher.
Zusammenfassend zeigen die Osmolalitätsmessungen, dass die erhöhte Osmolalität
nicht ursächlich für den HES � E�ekt ist.

4.4.3 Die Trägerlösung hat keine relevante Auswirkung auf den HES �

E�ekt

Es wird oft darauf hingewiesen, dass HES � Präparate in der Vergangenheit einer
kontinuierlichen Entwicklung und Verbesserung unterlegen sind. Die letzte relevante
Modi�kation bestand darin, HES nicht in 0,9% � NaCl zu lösen, sondern vielmehr eine
balancierte Vollelektrolytlösung zu nutzen. Diese Neuerung erhöhe die Sicherheit des
Präparates noch einmal deutlich [Base et al., 2011]. In dieser Arbeit wurden sowohl
Voluven® und Volulyte® als auch Venofundin® und Tetraspan® im EZ4U eingesetzt.
Der Versuch 3.4.1 auf Seite 87 zeigt in Abbildung 3.20 die Viabilitätswerte nach 21
Stunden Inkubation mit Volulyte® und Voluven® im Vergleich. Beide zeigen eine dosis-
abhängige Beeinträchtigung der Viabilität. Statistisch signi�kante Unterschiede fanden
sich nur für 2% und 4% HES. Beide zeigten aber einen minimal weniger schädlichen
Ein�uss des Voluven® gegenüber des leicht stärker beeinträchtigenden Volulyte. Dabei
ist zu beachten, dass die Di�erenz der 2% � Lösungen nur 8,99% und die der 4% �
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Lösungen nur 3,16% betrug. Der Versuch 3.4.2 auf Seite 89 zeigt in Abbildung 3.21
die Viabilitätswerte nach 21 Stunden Inkubation mit Tetraspan® (Balanciertes HES
130 / 0,42) im Vergleich mit Venofundin® (NaCl 0,9% � basiertes HES 130 / 0,42).
Ein statistisch signi�kanter Unterschied �ndet sich nur für 0,5% HES. Sonst zeigen
beide dieselbe dosisabhängige Reduktion der Viabilität. Dabei beginnt Venofundin®

bereits bei 0,5% HES mit der statistisch hochsigni�kanten Viabilitätsreduktion, wäh-
rend Tetraspan® diese erst ab 1% HES aufweist.
In vitro besteht also kein Unterschied zwischen den beiden Trägerlösungen. In den
beiden höchsten Konzentrationen �ndet sich eher ein schwacher Trend zu Ungunsten
des �neueren� balancierten Volulyte®. Wie bereits in Abschnitt 4.4.2 auf Seite 130
erwähnt, fehlt diesem in � vitro � Modell allerdings wieder die Metabolisierung der in
der balancierten Lösung enthaltenen Anionen. Dies hat zur Folge, dass der in vivo pos-
tulierte Hauptvorteil einer balancierten Lösung, nämlich die Pu�erung des pH � Werts
des Blutes, in vitro nicht reproduziert werden konnte.

4.4.4 Die in vivo wichtige Rolle des Chloridanteils kann in vitro nicht

untersucht werden

Ein anderer in vivo für die Niere sehr wichtiger Aspekt ist der Chlorid�Anteil im HES.
Dieser ist in den 0,9% NaCl basierten Lösungen höher als in den vollbalancierten
Lösungen. Yunos et al. verglichen in ihrer Fall�Kontroll�Studie bei Intensivpatienten
die Auswirkungen eines hohen Chlorid�Anteils verschiedener Infusionslösungen (0,9%
NaCl, 4% Gelatine oder 4% Humanalbumin) an 760 Patienten im Vergleich zum Einsatz
�physiologischerer� Infusionslösungen (Ringer Laktat nach Hartmann, eine balancierte
Vollelektrolytlösung (Plasma�Lyte 148) und chlorid�reduziertes 20% Humanalbumin.)
bei 773 Patienten. Dabei zeigte sich, dass sich bei Reduktion des Chlorid�Anteils die
Inzidenz von akuter Nierenschädigung und die Notwendigkeit für den Einsatz von Nie-
renersatzverfahren signi�kant sank [Yunos et al., 2012]. Ein möglicher Mechanismus
für die Nierenschädigung durch den hohen Chloridanteil kann dabei die durch dieses
ausgelöste Vasokonstriktion sein [Wilcox, 1983]. Beide hier zitierten Arbeiten untersu-
chen zwar keinen Unterschied bei HES � Lösungen, da der E�ekt aber unabhängig vom
zugesetzten Kolloid war, ist zu vermuten, dass der z.B. in Voluven® enthaltene Chlo-
ridanteil in vivo die Niere zusätzlich schädigt. In vivo mag Volulyte® also einen Vorteil
gegenüber Voluven® haben, der im Zellmodell nicht abgebildet werden kann. Beide
Versuchslösungen wurden vor Applikation pH � korrigiert. Die Fragestellung hinsicht-
lich einer möglichen Überlegenheit einer der beiden Trägerlösungen kann in diesem in �

132



4 Diskussion

vitro � Modell nicht beantwortet werden. Die Ausgangsfrage dieses Versuches lautete
allerdings vielmehr, ob es sich bei den bisher beobachteten negativen Auswirkungen bei
der Inkubation mit HES � Lösungen um einen HES � E�ekt handelt oder um einen Be-
gleite�ekt durch eine potentiell zellschädliche NaCl � Trägerlösung. Diese Frage kann
eindeutig dahingehend beantwortet werden, dass im EZ4U zumindest kein relevanter
Unterschied zwischen beiden Trägerlösungen besteht. Um den Ein�uss der Trägerlö-
sung gänzlich zu reduzieren, war auÿerdem HES getrocknet und in reinem Zellmedium
gelöst worden. Der mit dieser HES � Lösung durchgeführte Versuch ist dargestellt in
Abbildung 3.22 auf Seite 90. Dieser zeigt dieselbe dosisabhängige Beeinträchtigung der
Viabilität der Zellen wie die Versuche mit 0,9%NaCl oder balancierter Trägerlösung.
Aus diesem Grund bleibt zur Erklärung des beobachteten Viabilitätsabfalls unter HES
im EZ4U die Vermutung, dass die HES � Moleküle selbst ursächlich sind.

4.4.5 Der Ursprung des HES � Präparates hat keine relevante Auswirkung

auf den HES � E�ekt

Durch die Schlussfolgerung des vorangehenden Abschnitts gerät das HES � Molekül
selbst in den Vordergrund. Dabei ist wichtig zu beachten, dass es sich bei HES nicht
um ein immer gleich aufgebautes Molekül handelt, sondern um eine heterogene Gruppe
von Stärkederivaten. Eine der Kernfragen dieser Arbeit lautet, inwiefern die Ergebnisse
eines bestimmten HES � Präparates auf andere anders aufgebaute HES � Moleküle
übertragen werden kann.
Begonnen wurde mit der Frage, ob der Ursprung der Stärkemoleküle selbst (siehe auch
die Übersicht 1.2.7 auf Seite 21) von Relevanz ist. Inwiefern Untersuchungsergebnisse
von aus Mais hergestelltem HES auf das aus Karto�eln gewonnene HES übertragen
werden kann, ist auch in der Literatur umstritten. In der Tat �nden sich zahlreiche
pharmazeutische Unterschiede zwischen beiden Präparaten. Eine Übersicht darüber
�ndet sich in Tabelle 4.1 auf Seite 134
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Tabelle 4.1: Physochemikalische Unterschiede zwischen Voluven® und Venofundin®

Voluven® Venofundin®

Ursprung: Maisstärke Karto�elstärke

Molekulargewicht: 130 kDa 130 kDa

Substitutionsgrad: 0,4 (0,41) 0,42 (0,45 � 0,46)

C2 / C6 � Ratio: 9 : 1 6,4 : 1

Amylopektin � Anteil: 90% 75%

Amylose�Anteil: 2% 25%

Freies Phosphat: 0 34 � 84 ppm

Gesamt Phosphat: 15 ppm 205 � 290 ppm

(nach [Westphal et al., 2009])

Entsprechend haben Sommermeyer et al. darauf hingewiesen, dass beide Präparate in
ihrer chemischen Struktur durchaus unterschiedlich und nicht zwingend gleichwertig
sind [Sommermeyer et al., 2007]. Dass diese Fragestellung nicht von rein akademischer
Natur ist, zeigt die Reaktion von FreseniusKabi auf die Publikation der 6 � S Studie
von Perner et al. [Perner et al., 2012]. FreseniusKabi drohte damit, die Autoren der
Studie juristisch zu belangen, weil diese im Titel ihrer Studie zunächst HES 130 / 0,4
(z.B. Voluven®, Mais) angegeben hatten. Tatsächlich war in der Studie aber das von
BBraun Melsungen hergestellte HES 130 / 0,42 (Tetraspan®, Karto�el) verwendet
worden. Die tatsächliche praktische Relevanz dieser physochemikalischen Unterschiede
ist unklar. Beispielsweise zeigten Jamnicki et al. in vitro eine unterschiedlich ausge-
prägte Beeinträchtigung der Blutgerinnung [Jamnicki et al., 1998], während Matsota
et al. bei der Untersuchung derselben Lösungen keine Unterschiede feststellen konn-
ten [Matsota et al., 2010]. Auch im Hinblick auf die Pharmakokinetik ergeben sich
Unterschiede. So zeigen Untersuchungen an gesunden Freiwilligen von Lehmann et al.,
dass �die AUC (24) (area under the concentration � Zeitkurve, vom Start der Infusion
über 24 Stunden), t (1/2) (= Eliminationshalbwertzeit) und CL (= total apparent
clearance) zwischen Voluven® � also 6% HES 130 / 0,4 mit 9 : 1 � und Venofundin®

� 6% HES 130 / 0,42 mit 6 : 1 � sich unterschieden�. Dabei zeigte Venofundin® die
schnellste Clearance aus dem Organismus [Lehmann et al., 2007a].
Hinsichtlich der Beeinträchtigung der Viabilität der proximalen Tubulusepithelzellen
in vitro hat diese Arbeit auf vergleichbarer Trägerlösung basierende HES � Lösungen
verglichen, mit je einem aus Mais und je einem aus Karto�eln gewonnenen Präparat.
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Dabei unterschied sich die im EZ4U gemessene Viabilität zwischen Venofundin® (Kar-
to�el) und Voluven® (Mais) statistisch hoch signi�kant (siehe 3.23 auf Seite 91) in
der Form, dass sich Venofundin® ab einer Konzentration von 1% HES als schädlicher
erwies. Betrachtet man aber das Ergebnis des in Abbildung 3.24 auf Seite 93 Verglei-
ches der beiden balancierten Lösungen Volulyte® (Mais) und Tetraspan® (Karto�el),
verschwindet die Bedeutung dieses statistisch signi�kanten Unterschieds.
In Anbetracht der Tatsache, dass die Trägerlösung selbst kein entscheidendes Element
für die Beeinträchtigung der Zellviabilität darstellt, zeigt dieser Versuch, dass beide
HES � Präparate hinsichtlich ihrer Wirkung auf die proximale Tubulusepithelzelle ver-
gleichbar sind.

4.4.6 Die Gröÿe des HES � Moleküls hat keine relevante Auswirkung auf

den HES � E�ekt

Nachdem untersucht worden war, dass der Ursprung des HES � Moleküls keinen Ein-
�uss auf dessen Wirkung auf die Zellviabilität hat, rückte die Gröÿe des HES � Moleküls
in den Fokus der Arbeit.
Wie in der Einleitung angesprochen (siehe Abschnitt 1.2.7 auf Seite 21), gibt es ver-
schiedene HES � Generationen, die sich in ihrer molekularen Gröÿe unterscheiden. Die
pharmazeutische Industrie versucht seit der Einführung von HES in den 70er Jahren
stetig, das Ausmaÿ der Nebenwirkungen zu reduzieren und die Plasmahalbwertzeit zu
erhöhen. HES 130 / 0,4 gilt dabei als deutlich nebenwirkungsärmer als sein Vorgänger,
das HES 200 / 0,5 [Lehmann et al., 2007b] und sicherer [Blasco et al., 2008]. Auÿerdem
soll die 3. Generation im direkten Vergleich zur 2. Generation zu signi�kant weniger
Blutverlust bei gröÿeren Operationen führen [Kozek-Langenecker et al., 2008]. Insge-
samt sei die 3. Generation deutlich sicherer und nebenwirkungsärmer als ihre Vorgän-
ger [Van Der Linden et al., 2013]. So schrieben Langeron et al. bei der Markteinführung
von Voluven®, dieses sei der Vorgängergeneration von 200 kDa groÿem Pentastarch
in der Wirkung gleichwertig und hinsichtlich der Nebenwirkungen überlegen [Langeron
et al., 2001]. Die Gleichwertigkeit als �Plasmaersatz� bestätigten auch andere Autoren
(z.B. [Kasper et al., 2003]). Hinsichtlich der renalen Komplikationen, die im Fokus die-
ser Arbeit stehen, gaben beispielsweise Mizzi et al. an, dass Voluven® im Gegensatz
zu frühen HES � Generationen bedenkenlos bei nierengeschädigten Patienten einge-
setzt werden könne [Mizzi et al., 2011]. Westphal et al. kritisieren, dass ältere Studien
über nierenschädigende Nebenwirkungen älterer HES � Generationen nicht auf neuere
HES � Produkte übertragen werden sollte [Westphal et al., 2009]. Trotzdem �nden
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sich genauso Publikationen, die keinen Unterschied in der Sicherheit zwischen HES �
Produkten erkennen können [Groeneveld et al., 2011].

Zusammenhang zwischen Masse und Pathogenität der Fraktionen

Im EZ4U mit fraktioniertem Voluven® haben die schädlichsten Fraktionen zugleich

die gröÿte Masse: Im zuerst durchgeführten EZ4U, dargestellt in Abbildung 3.25 auf
Seite 95, zu dieser Fragestellung war 4% Voluven® in seine verschiedenen Fraktionen
aufgeteilt worden. Dabei zeigten sich die HES � Moleküle > 100 kDa und > 50 kDa als
deutlich schädlicher als die Fraktionen < 50 kDa. Dass aus diesem Versuch allerdings
nicht zwangsläu�g darauf geschlossen werden kann, dass proximale Tubuluszellen in

vitro stärker auf hoch� als niedermolekulare HES � Moleküle reagieren, zeigt die Be-
stimmung des relativen Anteils der einzelnen HES � Fraktionen (siehe Abbildung 3.26
auf Seite 96). Darin erweisen sich die im vorhergehenden EZ4U als am schädlichsten
identi�zierten Fraktionen als die anteilig zahlreichste. Anders formuliert lag die Vermu-
tung nahe, dass die HES � Moleküle > 50 kDa vor allem deshalb die Viabilität deutlich
stärker senkten, weil genau diese Moleküle auch am zahlreichsten vertreten waren.

Im EZ4U mit auf die gleiche HES � Menge konzentrierte Fraktionen gibt es einen

Trend zu höherem Schaden durch hochmolekulare HES � Moleküle: Im Folgever-
such wurden HES � Fraktionen hergestellt, die alle dieselbe Masse HES (2% Voluven®)
enthielten. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.27 auf Seite 98 und 3.28 auf Seite 99 dar-
gestellt. Darin zeigte sich erneut , dass die kleinen Fraktionen die Viabilität erheblich
reduzieren. Das bedeutet, dass dass die niedermolekularen Fraktionen aber mitnichten
inert auf die Viabilität der proximalen Tubulusepithelzellen sind. Die Di�erenz zwi-
schen dem arithmetischen Mittel der HES � Fraktionen über und unter 50 kDa beträgt
16,95%. Basierend auf diesen Ergebnissen entsteht der Eindruck, dass niedermolekula-
res HES im Vergleich zu hochmolekularem HES die Viabilität der Zellen weniger stark
beeinträchtigt. Wird aber Abbildung 3.28 in die Betrachtung miteinbezogen, die die
Fraktion HES < 3kDa zeigt, relativiert sich diese Beobachtung. Zwar konnte, wie in
Abschnitt 2.1.6 auf Seite 38 geschildert, die Fraktion < 3 kDa nicht dialysiert und
dafür nicht im selben Versuch mit den anderen 2% Fraktionen untersucht werden. Es
zeigt sich aber dennoch, dass auch die kleinsten HES � Moleküle in einer Konzentration
von 2% HES statisch hoch signi�kant die Viabilität senken.
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Drei Einschränkungen bei der Interpretation dieser Daten: Drei zusätzliche Ein-
schränkungen hinsichtlich der potentiell geringen Zellviabilitätsreduktion durch nie-
dermolekulares HES müssen an dieser Stelle erwähnt werden. Erstens konnte trotz
sorgsamster Durchführung der aufwendigen Trocknung und Lösung des HES nicht
ausgeschlossen werden, dass die fraktionierten Gruppen in Summe etwas weniger Mas-
se gehabt haben könnten als die nicht � fraktionierte Gruppe. Ursächlich dafür könnten
Verluste durch den Fraktionierungsprozess sein. Zweitens bildet der Versuch nur die
mittel� (um 130 kDa) und niedermolekularen HES � Moleküle (< 130 kDa) ab. Die
deutlich gröÿeren HES�Moleküle der älteren HES � Generationen (450 kDa) konnten
wegen der fehlenden Marktverfügbarkeit nicht untersucht werden (Ausnahme: HES
200 kDa, siehe unten). Drittens unterscheiden sich die HES � Generationen (70, 130
und 200 kDa, siehe unten), wie oben bereits verdeutlicht, nicht nur hinsichtlich der
Molekülgröÿe, sondern auch in anderen Eigenschaften, wie zum Beispiel dem Substi-
tutionsgrad. Das bedeutet, dass ein Viabilitätsunterschied nicht zwangsläu�g in der
Molekülgröÿe des Präparates, sondern auch in der Art der Substituion begründet sein
könnte. Gegen einen relevanten Ein�uss des Substituionsart sprechen allerdings die in
Abschnitt 4.4.5 diskutierten Versuche. Diese Einschränkung der Interpretation führten
direkt zum nächsten Versuch.

Hemohes® (200 kDa), Expafusin® (70 kDa) und Volulyte® (130 kDa) sind in

ihrer Wirkung im EZ4U vergleichbar

Dabei reduziert Hemohes® die Viabilität am stärksten und Expafusin® am geringsten.
Verschiedene Autoren sehen im HES 130 / 0,4 eine durch die molekulare Modi�kation
derart optimierte Lösung, dass im Vergleich mit den Vorgängern deutlich weniger bis
keine Einschränkung der Nierenfunktion zu befürchten sei [Blasco et al., 2008] [West-
phal et al., 2009]. Wie im Abschnitt 1.2.7 auf Seite 15 dargelegt, unterscheiden sich
Volulyte®, Hemohes® (200 kDa) und Expafusin® (70 kDa) in Substitutionsgrad und
Molekulargewicht von einander. Im EZ4U, dessen Ergebnis in Abbildung 3.30 auf Seite
101 dargestellt ist, zeigt sich keine Überlegenheit des Volulyte®. Tatsächlich weist das
niedermolekulare Expafusin®, ein Vertreter der �2. Generation� im direkten Vergleich
etwas höhere Viabilitätswerte auf. Nur Hemohes® erweist sich dabei als etwas schädli-
cher, in dem es verglichen mit Expafusin® die Zellviabilität zusätzlich um durchschnitt-
lich 9,62% ± 5,26% SD reduziert. Die von vielen Autoren postulierte Überlegenheit
des HES 130 / 0,4 kann in diesem Modell nicht nachvollzogen werden.
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Das HES der 3. Generation (HES 130 / 0,4) unterscheidet sich hinsichtlich seiner

Auswirkungen auf die Zellviabilität proximaler Tubulusepithelzellen kaum von

seinen Vorgängern

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass alle Molekülgröÿen dosisabhängig HK �
2 Zellen funktionell beeinträchtigen. Im in � vitro � Modell zeigen sich keine deutli-
chen Hinweise auf eine relevante Überlegenheit des nieder � und mittelmolekularen
HES gegenüber des hochmolekularen HES. Viel entscheidender als die Molekülgröÿe
ist die applizierte absolute Masse an HES. Insbesondere die Behauptung (e.g. [Mizzi
et al., 2011]), durch molekulare Modi�kation des HES der 3. Generation sei dieses inert
hinsichtlich seiner renalen Nebenwirkung, kann nach Betrachtung der in � vitro � Er-
gebnisse nicht nachvollzogen werden. Dies stärkt die Einschätzung, dass es sich bei der
in vitro beobachteten Einschränkung der Zellfunktion um einen von der Gesamtmenge
HES abhängigen gemeinsamen E�ekt aller HES�Präparate handelt.

4.5 Der HES � E�ekt ist auch über die Inkubation hinaus

messbar

Anschlieÿend stellte sich die Frage, ob dieser unter HES beobachtete E�ekt eine dauer-
hafte Beeinträchtigung der Nierenzellen darstellt oder ausschlieÿlich temporärer Natur
ist. In Abschnitt 3.8 auf Seite 111 konnte gezeigt werden, dass HK � 2 Zellen, die
mit dem HES � Präparat Volulyte® inkubiert worden waren, auch nach 21 Stunden
�Rekonvaleszenz� eine sowohl im Vergleich zur reinen Zellmedium � Gruppe als auch
zur 0% � Präinkubationsgruppe eine statistisch hoch signi�kant niedrigere Viabilität
aufweisen. Einschränkend sollte erwähnt werden, dass alle drei Versuchsgruppen (0%
� R, 1,5% � R, 4% � R) während ihrer Wachstumsphase � also von Tag fünf bis
sieben � 72,5% weniger Medium zur Verfügung hatten als die anderen Gruppen die-
ses Versuches. Es könnte sich somit bei dieser Di�erenz um eine Folge des temporären
Nährsto�mangels handeln. Keine Folge dieses Nährsto�mangels hingegen kann die sta-
tistisch hochsigni�kant geringere Viabilität der beiden HES � Gruppen (1,5 � R und 4
� R) sein, weil auch die 0% � R Gruppe von Tag fünf bis sieben auf 72,5% Medium
verzichten musste.
Bei der nach HES � Inkubation beobachteten Reduktion der Zellviabilität in vitro han-
delt es sich also um einen auch nach Entfernung des HES nachweisbaren E�ekt.
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4.6 Der Reduktion der Zellviabilität durch HES steht

vermutlich nur eine verzögerte Zytotoxizität gegenüber

In Abschnitt 3.6 auf Seite 102 zeigt Abbildung 3.31 die nach 0, 2, 4 und 21 Stun-
den gemessenen Viabilitätswerte für Voluven®. Überraschenderweise �ndet sich bei
der Betrachtung der Versuchsergebnisse kein groÿer Unterschied hinsichtlich der Via-
bilitätsreduktion zwischen den verschiedenen Inkubationsdauern. Sogar bei sofortigem
Beginn des EZ4U � Versuches nach Applikation des HES (entspricht der 0 Stunden
Inkubation) resultiert ein dem 21 Stunden dauerndem EZ4U � Versuch ähnliches Bild.
Diese dosisabhängige nahezu lineare Abnahme der Viabilität mit steigender HES �
Dosis ist für alle untersuchten Inkubationsdauern vergleichbar. Bei der Interpretation
sollte aber beachtet werden, dass sich die absolut gemessenen Absorptionswerte stark
unterscheiden. Das heiÿt, dass sich jeder Versuch auf die eigene 0% � Referenzgruppe
bezieht. Wiedergegeben ist die Einschränkung im Vergleich zur Behandlung mit der
nicht HES � haltigen Referenzlösung. Bei der Viabilitätseinbuÿe der HK � 2 Zellen
durch HES handelt es sich also um einen E�ekt, der unmittelbar nach HES � Kontakt
eintritt.
Fraglich ist die zugrunde liegende Ursache für diesen Prozess. Im darauf folgenden
Versuch wurde durch einen LDH � Test untersucht, ob mit dem beobachteten Via-
bilitätsabfall auch ein entsprechender Zelluntergang einher geht. Die Ergebnisse des
LDH � Versuches mit Volulyte® sind in Abschnitt 3.7 auf Seite 105 dargestellt. Auf-
fällig ist, dass es nach vier Stunden Inkubation mit Volulyte® (Abbildung 3.33) durch
keine Dosis zu einem statistisch signi�kanten Zellschaden kommt. Nach 24 Stunden
(Abbildung 3.34) hingegen zeigt sich beginnend mit 1,5% Volulyte® ein dosisabhän-
giger statistisch signi�kanter Zellschaden. Dabei liegt der maximale Zellschaden unter
der Maximaldosis von 4% Volulyte® bei 13,57% ± 8,46% SD. Auf der anderen Seite
war die Zellviabilität unter 4% Volulyte® nach 21 Stunden auf 20,86% ± 5,20% SD
abgefallen (siehe Abbildung 3.20 auf Seite 87). Dies bedeutet, dass der nach 21 Stun-
den Inkubation mit HES gemessen Reduktion der Zellviabilität im EZ4U ein geringer,
aber dennoch fassbarer Zellschaden im LDH � Assay entspricht. Demgegenüber besitzt
die nach 0, 2 oder vier Stunden gemessene Zellviabilitätseinschränkung im EZ4U kein
messbares zytotoxisches Korrelat. Diese Beobachtung der �verzögert einsetzenden Zy-
totoxizität� wird in Abbildung 4.4 veranschaulicht. Dies kann ein Hinweis dafür sein,
dass die Ursache des Viabilitätsabfalls nicht in einer sofortigen Zerstörung der Zellmem-
bran (im Sinne einer direkten Zytotoxizität) zu suchen ist. Letztere kann zwar nach
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24 Stunden Inkubation beobachtet werden, �ndet aber nur in vergleichsweise geringem
Umfang statt. Dabei ist zu beachten, dass die im EZ4U bestimmte Viabilität Zellen
widerspiegelt, die zwar in ihrer mitochondrialen Funktionsfähigkeit eingeschränkt, po-
tentiell aber noch intakt sind, während demgegenüber im LDH � Test nur die wirklich
zerstörten Zellen re�ektiert werden.

Abb. 4.4: Übersicht über die Viabilitätswerte von 2% Voluven® und Zytotoxizitätswerte von 2%
Volulyte® über die Zeit. Auf der Y�Achse sind sowohl die Viabilitätswerte also auch die
Zytotoxizitätswerte in der gleichen Skalierung in [%] angegeben (± SD, ** = p < 0,001
zu jeweiliger 0% � Referenzgruppe, n = 48 � 32)

Zusammenfassend zeigen die Versuche, dass HES die Viabilität sofort nach Zellkon-
takt reduziert. Der Zusammenhang zwischen der � auch langfristig messbaren (siehe
Abschnitt 4.5 auf Seite 138) � Viabilitätseinbuÿe und der direkten Zytotoxizität von
HES ist schwierig zu bestimmen. So ist bekannt, dass die Niere beispielsweise im Rah-
men einer Hypoxie ihren Metabolismus massiv reduziert (�shut�down�), um sich zu
schützen [Yang et al., 2014] [Jacobs et al., 2011] [Heyman et al., 2009] [Bellomo
et al., 2008]. Möglicherweise schützt dieser Mechanismus die Niere für ein gewisses
Zeitfenster, in welchem die untersuchten 4 Stunden Inkubation liegen, nicht aber dar-
über hinaus, wie die 24 Stunden Inkubation gezeigt haben. In jedem Fall ist eine 24
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Stunden andauernde Inkubation mit HES in vitro zytotoxisch. Ob es sich dabei um
einen Nebene�ekt handelt oder um eine direkte Konsequenz, ist unklar.

4.7 Einordnung der Ergebnisse dieser Dissertation in den

aktuellen wissenschaftlichen Diskurs

In diesem Kapitel sollen die zuvor diskutierten Konsequenzen der Ergebnisse dieser Ar-
beit in den aktuellen wissenschaftlichen Diskurs eingeordnet und mit diesem verglichen
werden.

4.7.1 Die osmotische Nephrose durch HES geht mit einer deutlichen

Einschränkung der Zellviabilität einher und ist ein E�ekt, den alle

HES�Präparate gemeinsam haben

Diese Arbeit konnte zeigen, dass das synthetische Kolloid Hydroxyethylstärke in vitro

dosisabhängig die Viabilität reduziert. Die Osmolalität der Lösung ist dabei nicht aus-
schlaggebend, da sich alle Lösungen im Normbereich des Plasmas bewegten. Auch der
pH � Wert der Versuchslösung spielt keine Rolle, da der E�ekt auch nach pH � Korrek-
tur persistiert. Dieser E�ekt ist unabhängig von der Trägerlösung und dem Ursprung
des HES � Moleküls. Es zeigte sich ein marginaler, aber vorhandener Trend zur posi-
tiven Korrelation von steigender absoluter Molekülgröÿe und Viabilitätsreduktion. Im
Ganzen betrachtet, ist die absolut applizierte Masse an HES der möglicherweise wich-
tigste Faktor für das Ausmaÿ des Zellschadens. Diese Arbeit konnte keinen relevanten
Unterschied zwischen dem neuesten balancierten HES 130 / 0,4 (0,42) gegenüber den
Vorgänger � Präparaten �nden. Die Auswirkungen der Hydroxyethylstärke sind ein ge-
meinsamer E�ekt aller HES � Moleküle enthaltenden Präparate. Damit konnte gezeigt
werden, dass die �osmotische Nephrose� kein rein optisches Phänomen ohne zellularpa-
thologisches Korrelat ist, sondern mit eine deutlich messbaren Funktionseinschränkung
der mitochondrialen Kapazität der Zellen einhergeht.

4.7.2 Vergleich dieser Ergebnisse mit anderen experimentellen Daten zu

HES

Im experimentellen Bereich gibt es sehr widersprüchliche Daten zum Vorkommen und
der Relevanz nephrotoxischer Phänomene durch HES. So zeigten Ertmer et al. an
septischen Schafen keinen Unterschied in der Nierenschädigung im Hinblick auf den
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applizierten Typ Infusionsmittel [Ertmer et al., 2011]. Demgegenüber konnten � wie
bereits erwähnt � Schick et al. zeigen, dass 6% HES 130 / 0,4 die Niere der septischen
Ratten funktionell und morphologisch schädigen [Schick et al., 2010]. In vitro kamen
Wittlinger et al. nach Viabilitätsversuchen mit HES an HK � 2 Zellen zu dem Ergeb-
nis, dass HES 130 / 0,42 und HES 200 / 0,5 nicht zu einer verminderten Zellviabilität
führten [Wittlinger et al., 2010]. Ursächlich für diesen Widerspruch kann der Umstand
sein, dass Wittlinger ihre HES � Lösungen nach einem anderen Schema verdünnten,
indem sie 6% HES als 100% HES � Lösung de�nierten. Diese 100% wurden auf 2%
und 4% verdünnt. Die draus resultierende HES � Konzentration lag damit für die 2%
Lösung bei 1,2 mg / ml HES und entsprechend für die 4% Lösung bei 2,4 mg / ml
HES. Das in dieser Dissertation verwendete Verdünnungsschema, das in Abschnitt 2.1
auf Seite 32 ausführlich erläutert wird, de�niert die �theoretische� 100% Ausgangs-
lösung als 1000 mg HES / ml. Dies führt dazu, dass die von Wittlinger verwendete
4% HES � Lösung einer Verdünnung von 0,24% in dieser Dissertation entspricht. In
diesem Gröÿenbereich konnte für HES 130 / 0,42 auch in dieser Arbeit eine erhöhte
Viabilität gegenüber der 0% � Referenzlösung gezeigt werden (siehe Abbildung 3.23
auf Seite 91). Die von Wittlinger nicht publizierte Untersuchung einer höheren HES
� Konzentration von 0,5% HES (Verdünnungschema dieser Dissertation) bzw. 8,3%
HES (Verdünnungschema Wittlinger) hingegen wirkt bereits statistisch hoch signi�kant
negativ auf die Zellviabilität [Wittlinger et al., 2010].

4.7.3 Vergleich dieser Ergebnisse mit klinischen Studien und Reviews

Die Menge der zu HES publizierten Studien und Reviews ist groÿ und undurchsichtig.
Im Folgenden werden kurz die wichtigsten aktuellen Studien und Reviews präsentiert
und im Anschluss das grundsätzliche Problem bei der Interpretation von HES � Stu-
dien diskutiert. Danach wird nachvollzogen, wie die Nephrotoxizität von HES in den
Vordergrund der Debatte rückte und inwiefern die Ergebnisse dieser Dissertation mit
denen klinischer Erfahrung übereinstimmen.

Qualität und Vergleichbarkeit der Studien

Die Vielzahl an publizierten Studien zu HES unterscheiden sich sowohl vom Ergebnis
als auch von der methodischen Qualität. Hartog et al. warnen davor, dass HES � po-
sitive Studien, die von der pharmazeutischen Industrie maÿgeblich beein�usst wurden,
zum Teil erhebliche Mängel aufweisen. Problematisch sei insbesondere, dass sich de-
ren Schlussfolgerungen aber durch aggressive Marketingstrategien im klinischen Alltag
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etablieren können [Hartog et al., 2012]. Diese Vorwürfe erfuhren auch in der popu-
lärwissenschaftlichen Presse Aufmerksamkeit durch den Umstand, dass einige Studien
nicht nur methodische Mängel aufwiesen, sondern sogar gefälscht waren. So stellte
sich 2010 heraus, dass einer der �Haupt�Pro�HES�Akteure� der Diskussion, Joachim
Boldt, mehrere Studien zurückziehen musste. Unter anderem im SPIEGEL erschienen
umfangreiche Artikel [Hackenbroch, 2011]. Dass es sich bei J. Boldt um einen der gröÿ-
ten Kritiker von Hartog et. al. handelte, scheint damit indirekt die gegen ihn gerichteten
Vorwürfe nachträglich zu bestätigen.
Eine hervorragende Beleuchtung dieses Problemkomplexes �ndet sich bei Wiedermann
[Wiedermann, 2014]. Dieser demonstiert an drei verschiedenen �HES��Studien (CRYST-
MAS [Guidet et al., 2012], FIRST [James et al., 2011] und einen groÿen Review von
Boussekey et al. [Boussekey et al., 2010]) deren Limitationen durch selektive im Er-
gebnis verfälschende Darstellungen zugunsten von HES (selective outcome reporting
bias). Wiedermann kommt, wie Hartog et al., zu dem Schluss:

�Industry sponsorship or industry a�liation of authors is associated with
positive research outcomes and conclusions.�
aus [Wiedermann, 2014]

Groÿe klinische Studien

Nach der bereits in der Einleitung angesprochenen VISEP � Studie (= Volume Substi-
tution and Insulin Therapy in Severe Sepsis) [Brunkhorst et al., 2008], siehe Abschnitt
1.3.1 auf Seite 26) wurden weitere internationale randomisierte klinische Studien durch-
geführt. Insgesamt ist die Lage unübersichtlich und zum Teil widersprüchlich. Eine
exzellente Übersicht �ndet sich im Review von Zarychanski et al. (siehe unten) [Za-
rychanski et al., 2013]. Dieser Review dient auch als Grundlage der Übersichtstabellen
zu den hier aufgeführten Studien (siehe 6.4 (Seite 189),6.5 (Seite 190) und 6.6 (Seite
191)).Dabei bestätigten sich sowohl in der 6S � Studie von Perner et al. [Perner et al.,
2012] als auch in der CHEST � Studie von Myburgh [Myburgh et al., 2012] die in der
VISEP � Studie gesehenen E�ekte der HES�Gabe auf die Nierenfunktion.

6S�Studie: Dabei verglich die skandinavische Arbeitsgruppe in der 6S � Studie (=
Scandinavian Starch for Severe Sepsis/Septic Shock) 6% HES 130 / 0,42 mit Ringer �
Acetate. Perner et al. konnten dabei in einer randomisierten verblindeten Studie an 800
Patienten zeigen, dass unter HES eine signi�kant höhere Mortalität (relatives Risiko
1,17, 95% CI, 1,01 � 1,30; p = 0,03) nach 90 Tagen und eine um 35% höhere Inzidenz
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von Nierenersatzverfahren auftrat als unter Ringer � Acetate. Die von Wittbrodt 2013
durchgeführte Analyse der HES�Überlebenden zeigte, dass der Einsatz von HES im
Vergleich zur kristalloiden Kontrolllösung mit einer signi�kant schlechteren �health�
related quality of life� verbunden ist [Wittbrodt et al., 2013]. Zusätzlich muss erwähnt
werden, dass die von Perner et al. 2014 verö�entlichten Ergebnisse des �long�term
outcome� nach einem Jahr zeigen, dass sich HES und Ringer�Acetate im Hinblick auf
das Langzeitüberleben (siehe 4.2) nicht signi�kant unterschieden [Perner et al., 2014].
Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass die �harmful e�ects of HES occurred within
the �rst months after randomisation� [Perner et al., 2014].

Tabelle 4.2: Langzeitmortalität [%] der 6S�Studie nach [Perner et al., 2014]

Gruppe 6 Monate 12 Monate �Longest follow�up�

HES 53,3 56,0 59,8
Ringer�Azetat 47,5 51,5 56,3

CRYSTMAS�Studie: Die mit deutlich geringeren Patientenzahlen durchgeführte Stu-
die aus dem Jahr 2012 von Guidet et al. untersuchte die hämodynamische E�ektivität
und das Sicherheitspro�l von HES 130 / 0,4 und 0,9% NaCl in der schweren Sepsis.
Die Arbeitsgruppe untersuchte dafür 196 Patienten, von denen 88 HES und 86 0,9%
NaCl erhielten. Dabei zeigte sich in der Frühphase der Sepsis, dass die HES�Gruppe
signi�kant weniger Volumen benötigte. Negative E�ekte durch die HES�Gabe wurden
nicht beobachtet. Bereits im Schlusswort der Publikation wird allerdings für eine soli-
de Aussage zum Sicherheitspro�l von HES auf die CHEST�Studie verwiesen [Guidet
et al., 2012]. Die Aussagekraft der CRYSTMAS � Gruppe relativiert sich � wie oben
in Abschnitt 4.7.3 angesprochen � zusätzlich durch die Beobachtungen von Wieder-
mann [Wiedermann, 2014]. Dieser berichtet in seinem kurzen Review �Reporting bias
in trials of volume resuscitation with hydroxyethyl starch�, dass vor allem HES�nahe
Forscher selektiv Daten verö�entlichen, um das Sicherheitspro�l zu beein�ussen. Er
bezeichnet dies als �selective outcome reporting bias� und demonstriert, dass sehr wohl
trotz der geringen Patientenzahl eine deutlich höhere Beeinträchtigung der Nieren-
funktion aus der HES�Gabe resultierte (�After 90 days, 21 patients in the HES group
required RRT, almost twice as many as in the saline group (n = 11), [Wiedermann,
2014]�).
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CHEST�Studie: Die australische ebenfalls randomisierte und verblindete CHEST �
Studie (= Crystalloid versus Hydroxyethyl Starch Trial) aus dem Jahr 2012 von Mybur-
gh et al. hingegen verglich an 7000 Intensivpatienten 6% HES 130 / 0,4 mit 0,9%NaCl
� Lösung [Myburgh et al., 2012]. Bei diesem Vergleich zeigte sich nach 90 Tagen zwar
keine erhöhte Mortalität in der HES � Gruppe (relatives Risiko 1,06, 95% CI, 0,96
� 1,18; p = 0,26), die höhere Notwendigkeit für Nierenersatzverfahren in der HES �
Gruppe (signi�kanter relativer Anstieg für die Notwendigkeit von Nierenersatzverfah-
ren um 21%) bestätigte sich jedoch auch hier. Bei der Interpretation der CHEST �
Studie sollte beachtet werden, dass die Flüssigkeitssubstitution mit 0,9% NaCl aus den
bereits erläuterten Gründen nicht mehr das �Kristalloid der 1. Wahl� darstellt (siehe
auch Abschnitt 4.8.3 auf Seite 163). Erwähnenswert ist, dass die Studie � anders als
viele europäische � staatlich �nanziert wurde [Phillips et al., 2013].

CRISTAL�Studie: Die wenig später publizierten Ergebnisse der CRISTAL�Studie (=
Colloids Versus Crystalloids for the Resuscitation of the Critically Ill) durch Annane
et al. widersetzten sich dem Trend der oben genannten Studien. Dabei untersuchten
die Autoren die Konsequenzen des Einsatzes entweder von Kolloiden (n=1414; Gela-
tine, Dextrane, HES, 4% oder 20% Humanalbumin) oder von Kristalloiden (n=1443;
isotonische oder hypertone NaCl� Lösung oder Ringer�Laktat) auf der Intensivstati-
on. Dabei wurde nicht weiter zwischen Sepsis, Trauma oder hypovolämischen Schock
mit oder ohne Sepsis oder Trauma di�erenziert. Dabei zeigte sich nach 28 Tagen kein
signi�kanter Mortalitätsunterschied. Nach 90 Tagen war die Mortalität in der Kolloid-
Gruppe niedriger [Annane et al., 2013]. Betrachtet man den Unterschied zwischen HES
und Ringer�Laktat alleine ergeben sich folgende Werte:

Tabelle 4.3: Ergebnisse der CRISTAL � Studie zum Einsatz von HES und Ringer�Laktat.
Aus [Annane et al., 2013]

Gruppe HES�Patienten Ringer�Laktat�Patienten Hazard�Ratio
(Mortalität) (Mortalität) (range)

Patienten4

28 Tage Mortalität 645 (149) 72 (22) 0,71 (0,45�1,11)
90 Tage Moralität 645 (181) 72 (26) 0,72 (0,48 � 1,09)

Patienten mit Sepsis
28 Tage Mortalität 375 (105) 37 (12) 0,84 (0,46 � 1,53)
90 Tage Moralität 375 (120) 37 (16) 0,71 (0,42 � 1,20)
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Es zeigte sich also ein Mortalitätsvorteil in beiden Gruppen zu beiden Zeitpunkten
zugunsten der HES�Gruppe. Das Ergebnis dieser Studie ist vermutlich mitentschei-
dend dafür gewesen, dass HES nicht vom Markt genommen, sondern nur in seinen
Indikationen eingeschränkt wurde (siehe Abschnitt 4.7.5).

Kleinere klinische Studien

Skhirtladze 2014: Die 2014 erschienene Studie von Skhirtladze et al. untersucht
die Unterschiede zwischen Kolloiden (5% Humanalbumin und 6% HES 130/0,4) und
Ringer�Laktat in der Herzchirurgie. Die Grundhypothese der Arbeitsgruppe war, dass
der Einsatz der Kolloide �expand circulating volume to a greater extent than crystalloids
and would be suitable for a restrictive �uid therapy regimen�. Nach Randomisierung
erhielten 240 Patienten im Rahmen einer koronaren Bypass�OP entweder eines der
Kolloide oder das Kristalloid. Zwar musste tatsächlich signi�kant mehr Ringer�Laktat
infundiert werden (8,3 Liter vs. 7,4 Liter HES und 6,2 Liter Humanalbumin), da-
für war beim Einsatz der Kolloide signi�kant mehr Bluttransfusionen notwendig (35%
der Ringer�Gruppe, 62% aus der Humanalbumin� und 64% aus der HES�Gruppe,
P=0,0003) [Skhirtladze et al., 2014]. Dies ist insofern interessant, als dass erneut de-
monstriert wurde, dass das notwendige Verhältnis bei der Volumensubstitution von
Kristalloid zu Kolloid eben nicht 1 : 4 (siehe Einleitung), sondern deutlich niedriger ist.
Auÿerdem sollte an dieser Stelle angemerkt werden, dass die Mortalität mit steigen-
der Menge transfundierter Erythrozytenkonzentrate ansteigt und somit negativ auf die
Prognose wirkt (siehe z.B. [Salpeter et al., 2014]). Damit wäre ein zentrales Argument,
HES zur Einsparung von Blutprodukten (�künstlicher Blutersatz�) einzusetzen, nicht
nur nicht gegeben, sondern sogar in sein Gegenteil verkehrt.

Chowdhury 2014: Eine ebenfalls 2014 publizierte Studie an 12 freiwilligen Probanden
von Chowdhury et al. beschäftigt sich mit der in dieser Dissertation untersuchten
Frage, inwiefern sich 0,9% NaCl basierendes und aus Mais gewonnenes 6% HES 130
/ 0,4 (Voluven®) mit balanciertem und aus Karto�eln synthetisiertem HES (Plasma
Volume Redibag (PVR) von Baxter Healthcare, Thetford, United Kingdom) in seiner
Wirkung auf die Nierenfunktion unterscheidet. Untersucht wurde dafür, die �renal blood
�ow velocity and renal cortical tissue perfusion in humans using magnetic resonance
imaging�. Das Ergebnis war weniger deutlich, als die Autoren erwartet hatten:

4 Patienten, die nur 1 Art Volumenersatz erhalten haben.
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�There was no di�erence in the blood volume-expanding properties of the
2 preparations of 6% hydroxyethyl starch. The balanced starch produced
an increase in renal cortical tissue perfusion, a phenomenon not seen with
starch in 0.9% saline� aus [Chowdhury et al., 2014].

Reviews

Die Datenlage galt lange als nicht ausreichend, um die Sicherheit von HES hinreichend
zu beurteilen, obwohl Cochrane � Analysen von Dart et al. seit langem darauf hinwiesen,
dass bei unbewiesener Überlegenheit gegenüber Kristalloiden und unklarer Beurteilung
der Nebenwirkungen der Einsatz von HES fraglich sei [Dart et al., 2010]. Auch wurde
der oft angenommene Vorteil von Kolloiden gegenüber Kristalloiden bei der schnellen
und langfristigen Stabilisierung von septischen Patienten durch Autoren wie Trof et al.
zunehmend in Frage gestellt [Trof and Groeneveld, 2011]. DeSaint und Aurin weisen
darauf hin, dass die deutlich teureren Kolloide keinen klaren Vorteil bei der Mortalität
(in einigen Studien sogar eine erhöhte Mortalität) hätten, aber mehr Nebenwirkungen
aufweisen [de Saint-Aurin et al., 2007].
Wiedermann et al. kommen schon 2012 nach der Auswertung von 13 klinischen Studien
mit 1131 Teilnehmern zu dem Ergebnis, dass die mit HES 130 / 0,4 behandelten
Patienten eine höhere Mortalität aufweisen. Das gepoolte relative Mortalitätsrisiko
unter HES war um 1,14 (95% Kon�denzintervall 0,89 bis 1,46) erhöht. Zusätzlich
berichten die Autoren, dass eine signi�kante �Publication bias favoring HES 130/0.4�
gefunden wurde (p = 0,038). Nachdem diese dann in die Interpretation der Daten
miteinbezogen worden war, erhöhte sich das Mortalitätsrisiko unter HES auf 1,25 (95%
Kon�denzintervall 0,98 bis 1,58, p = 0,069) [Wiedermann and Joannidis, 2012].
Eine Metanalyse aus dem Jahr 2012 von Bellmann et al. beschäftigte sich mit der
Frage, inwiefern die Gewebeaufnahme von HES durch dessen molekulares Gewicht und
Substitutionsgrad beein�usst wird. Die Autoren wollten überprüfen, ob niedermoleku-
lares HES eine bessere renale Elimination und geringere Plasmapersistenz aufweist als
hochmolekulare Präparate. Bellmann et al. untersuchten dafür 25 klinische Studien
mit 287 Patienten und kamen zu dem Ergebnis, dass niedermolekulares HES nicht mit
einer geringeren Gewebeaufnahme von HES assoziiert sei [Bellmann et al., 2012]. Diese
Beobachtung entspricht mit den in dieser Arbeit durchgeführten Viabilitätsversuchen,
die keinen relevanten Vorteil der neueren niedermolekularen HES�Produkte.
Ein systematischer Review mit Metaanalyse von Zarychanski et al. von 2013 werteten
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38 klinischen Studien aus. Dabei mussten sie 7 Studien wegen des �scienti�c miscon-
duct� der Autoren ausschlieÿen. Nach dem Ausschluss der Studien kamen die Autoren
zu dem Ergebnis, dass der Einsatz von HES mit einem signi�kant erhöhten Mortali-
tätsrisiko und Risiko für eine akute Nierenschädigung verbunden war. Zarychanski et
al. raten deshalb aus Sicherheitsgründen davor, HES zur akuten Volumensubsitution
einzusetzen [Zarychanski et al., 2013].
Antonelli et al. weisen im in derselben JAMA�Ausgabe wie dem Zarychanski�Review
erscheinenden Editorial auf die Bedeutung der �Enttarnung des Betrügers Boldt� hin:

�The report by Zarychanski et al highlights the potentially important and
adverse e�ect of scienti�c misconduct. With the inclusion of studies by
Boldt et al, the medical community might reasonably have concluded that
use of hydroxyethyl starch was not inappropriate. Yet the analyses in which
these studies were excluded shifts the balance of evidence toward harm.�
aus [Antonelli and Sandroni, 2013]

Die Interpretation dieser Ereignisse spiegelt sich auch in den von Perel et al. publizierten
Cochrane � Analysen wider. Im Jahr 2012 lautete das Fazit dort nach Aussortierung
der zweifelhaften Boldt�Studien das Ergebnis:

�There is no evidence from RCTs that resuscitation with colloids reduces the
risk of death, compared to resuscitation with crystalloids, in patients with
trauma, burns or following surgery. As colloids are not associated with an
improvement in survival, and as they are more expensive than crystalloids,
it is hard to see how their continued use in these patients can be justi�ed
outside the context of RCTs.�
aus [Perel and Roberts, 2012]

Im Jahr darauf publizierten Perel et al. 2013 eine aktualisierte Fassung ihres Cochrane
� Reviews, die die oben zitierte Aussage um einen Satz ergänzte:

�Furthermore, the use of hydroxyethyl starch might increase mortality.�
aus [Perel et al., 2013]

Der ebenfalls 2013 von Haase et al. publizierte Review beschäftigte sich mit dem
Einsatz von HES in Sepsis und kommt nach Analyse von 9 klinischen Studien mit 3456
septischen Patienten zu dem Ergebnis, dass es sehr �unwahrscheinlich� sei, dass der
Einsatz von 6% HES 130 / 0,38 � 0,45 einen klinischen Vorteil für diese Patienten
habe. Begründet wurde die mit dem Umstand, dass in der HES�Gruppe vermehrt die
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Notwendigkeit zur Nierenersatztherapie und Bluttransfusion bestand. Auÿerdem sei der
Einsatz von HES mit deutlich schwerwiegenderen Nebenwirkungen verbunden [Haase
et al., 2013].
Gattas et al. kommen dabei nach Analyse von 35 Studien mit 10391 Patienten zu
zwei Ergebnissen. Erstens habe die Qualität der Studien seit 2012 zugenommen und
zweitens sei das Risiko der Notwendigkeit eines Nierenersatzverfahrens nach HES 130
/ 0,4 � Gabe signi�kant erhöht (Relatives Risiko: 1,25 (95% Kon�denzintervall 1,08 �
1,44). Auch die Mortalität war erhöht (Relatives Risiko: 1,08 (95% Kon�denzintervall
1,00 � 1,17) [Gattas et al., 2013].
Patel et al. kommen in ihrer Metaanalyse von 2013 nach Auswertung von sechs ran-
domisierten klinischen Studien zum Einsatz von 6% HES 130 / 0,4 und 130 / 0,42
in der schweren Sepsis zum Ergebnis, dass sowohl die Häu�gkeit der Nierenersatzthe-
rapie als auch die Mortalität in der HES�Gruppe gröÿer war als in der kristalloiden
Kontrollgruppe [Patel et al., 2013].
Auch ein Review von Serpa Neto et al. aus dem Jahr 2014 kommt nach Analyse
von zehn Studien mit 4624 Patienten mit Sepsis zum Ergebnis, dass HES die Wahr-
scheinlichkeit für eine akute Nierenschädigung, die Notwendigkeit von Nierenersatzver-
fahren, Bluttransfusionen und die 90�Tages�Mortalität im Vergleich zu Kristalloiden
erhöht [Serpa Neto et al., 2014].
Lameire und Hoste weisen in ihrem 2014 erschienenen Kommentar auf einige wichtige
Aspekte bei der aktuellen Diskussion über den Einsatz von HES hin. So geben sie zu
Bedenken, dass die Plasmahalbwertszeit des modernen HES 130 deutlich kürzer ist als
die der hochmolekularen älteren HES�Präparate. In der Folge verschwände HES inner-
halb weniger Stunden aus dem Kreislauf. Damit sei die oft angeführte Überlegenheit
gegenüber Kristalloiden nicht mehr in der Art gegeben (�o�ers little advantage�). An-
schlieÿend betonen die Lameire und Hoste, dass der Volumene�ekt durch Kristalloide
bei hypovolämischen Patienten viel gröÿer sei als bei gesunden euvolämischen Proban-
den. Die Autoren befürchten ferner, dass die Kontroverse auf einem �believer versus
non�believer� Niveau stehen bleibt. Gleichzeitig betonen sie, dass es nicht nur in Anbe-
tracht des Mangels an klinischem Bene�t bei gleichzeitigem nephrotoxischen Potentital
(sic), sondern auch wegen der deutlich höheren Kosten (�economically depressing ti-
mes�) sehr schwierig ist, den Einsatz von HES weiter zu rechtfertigen [Lameire and
Hoste, 2014].
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4.7.4 Zusammenfassung der Diskrepanz des theoretischen Modells und

der klinischen Studien über HES

Die in klinischen Studien beobachtete Nephrotoxizität von HES wird durch die in �

vitro � Daten dieser Arbeit bestätigt

Diese Dissertation konnte zeigen, dass HES bereits bei nicht vorgeschädigten proxi-
malen Tubulusepithelzellen ohne in�ammatorische Stimulation zu einer massiven Ein-
schränkung der Viabilität führt. Dabei muss darauf hingewiesen werden, dass es sich
bei HK�2 Zellen, wie bereits diskutiert, um immortalisierte und äuÿerst robuste Zellen
handelt. Dies bedeutet, dass HES vermutlich nicht nur in der septischen Niere schädlich
ist.

4.7.5 Die Anwendungsbeschränkung für Hydroxyethylstärke�haltige

Arzneimittel

Als Reaktion auf die Ergebnisse der 6S�Studie und der CHEST�Studie initiierte die
Europäische Arzneimittel�Agentur (EMA) im November 2012 eine Sicherheitsüberprü-
fung aller in der EU im Handel be�ndlichen HES�haltigen Infusionslösungen.
Dazu beobachteten Haase et al. 2014:

�In line with this, the European Medicines Agency's Pharmacovigilance Risk
Assessment Committee now recommends that the marketing authorisations
of all HES solutions are suspended in the European Union. �
aus [Haase, 2014]

Für die Überprüfung wurden Daten aus der wissenschaftlichen Literatur, Daten von
pharmazeutischen Unternehmen, Daten von den Autoren der klinischen Studien und
von anderen Interessensgruppen herangezogen. Im Juni 2013 kam der Ausschuss für
Risikobewertung im Bereich der Pharmakovigilanz (PRAC) der EMA zu dem Ergebnis,
dass der Nutzen von HES�Lösungen deren Risiken nicht länger überwiegt und zu der
Empfehlung, die Genehmigung für das Inverkehrbringen von HES-Produkten in der
Europäischen Union auszusetzen.
Inzwischen hat der PRAC auch neue Ergebnisse analysiert und berücksichtigt, die zum
Zeitpunkt der initialen Empfehlung noch nicht verfügbar waren, einschlieÿlich neuer
Studien (z.B. CRISTAL, siehe oben) und Vorschläge für zusätzliche Risikominimie-
rungsmaÿnahmen. Überdies haben sich in der Zwischenzeit die pharmazeutischen Un-
ternehmen dazu verp�ichtet, weitere Studien durchzuführen, um die Wirksamkeit und
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Langzeit-Sicherheit zu untersuchen. Deshalb wurde am 19.12.2013 von der EMA5 kein
generelles Verbot des HES�Einsatzes beschlossen, sondern nur ein zurückhaltender
Einsatz angemahnt.

�The Committee con�rmed that HES solutions must no longer be used to
treat patients with sepsis (bacterial infection in the blood) or burn injuries
or critically ill patients, because of an increased risk of kidney injury and
mortality.� �HES solutions may, however, continue to be used in patients
to treat hypovolaemia (low blood volume) caused by acute blood loss,
provided that appropriate measures are taken to reduce potential risks and
that additional studies are carried out.� aus [(PRAC), 2013].

Im Rote�Hand�Brief6 vom 12.11.2013 wird empfohlen, HES�haltige Infusionslösungen
nur noch dann für die Behandlung einer Hypovolämie bei kritischem Blutverlust ein-
zusetzen, wenn kristalloide zuvor nicht ausreichend wirksam gewesen seien. Auÿerdem
sollte immer die niedrigste wirksame Dosis so kurz wie möglich angewendet werden. Die
Gabe solle sofort beendet werden, wenn die hämodynamischen Zielparameter erreicht
seien. Als Kontraindikationen für HES gelten nun:

� Sepsis

� Verbrennungen

� Eingeschränkte Nierenfuntkion oder Nierenersatztherapie

� Intrakranielle oder zerebrale Blutung

� Kritisch kranke Patienten (in der Regel auf der Intensivstation)

� Hyperhydratation, einschlieÿlich Patienten mit Lungenödem

� Dehydratation

� Schwerer Gerinnungsstörung

� Schweren Leberfunktionsstörungen

5online unter http://www.ema.europa.eu/docs/de_DE/document_library/Referrals_document/

Solutions_for_infusion_containing_hydroxyethyl_starch/European_Commission_final_

decision/WC500162361.pdf, [Stand:28.05.2014, 11:41]
6online unter http://www.akdae.de/Arzneimittelsicherheit/RHB/Archiv/2013/20131118.pdf,
[Stand: 28.05.2014, 11:27]
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Ferner wird darauf hingewiesen, dass keine �ausreichend robusten Langzeitdaten zur
Sicherheit von HES bei chirurgischen und Trauma�Patienten� vorlägen. Der �erwartete
Nutzen der Behandlung� müsse �sorgfältig gegen die Ungewissheit in Bezug auf die
langfristige Sicherheit abgewogen werden. Groÿe randomisierte klinische Studien haben
über ein erhöhtes Risiko für Nierenfunktionsstörungen bei kritisch kranken Patienten,
einschlieÿlich Patienten mit Sepsis, berichtet. HES sollte bei diesen Patienten nicht
weiter angewendet werden. Der Einsatz von HES sollte beim ersten Anzeichen einer
Nierenschädigung beendet werden und es wird empfohlen, die Nierenfunktion der mit
HES behandelten Patienten zu überwachen�7.
Grundsätzlich bleibt die Frage bestehen, welche Patienten dann in der Realität noch für
die HES � Gabe geeignet bleiben. Man könnte die Indikation im folgenden Satz zusam-
menfassen: �Wer so krank ist, um HES zu benötigen, ist zu krank, um es zu vertragen�.
Es ist nach Ansicht des Autoren dieser Arbeit unerheblich, ob HES beim Einsatz an
gesunden Probanden im Hinblick auf die Nierenfunktion inert ist, weil es eben nicht
beim Gesunden, sondern beim schwerkranken Patienten mit kritischem Blutverlust ein-
gesetzt werden soll. Sogar nierengesunde Patienten, die im Rahmen eines Polytraumas
Volumen benötigen, haben in diesem Moment kein uneingeschränkt intakte Nieren-
funktion mehr. Es wird oft vergessen, dass der ärztliche Leitsatz �primum non nocere!�
im Zentrum des ärztlichen Bemühens vor allem bei der Behandlung kritisch Kranker
stehen sollte. Die Autoren Singer und Glynne demonstrieren dies in einem exzellen-
ten Artikel mit dem Titel �Treating Critical Illness: The Importance of First Doing No
Harm�. Dabei geht es nicht direkt um den Einsatz von HES, er erklärt aber, dass

�An important but generally overlooked consideration is the possibility that
super�cially attractive, short-term bene�ts may camou�age an underlying
tendency to cause harm.� aus [Singer and Glynne, 2005].

4.7.6 Vergleich dieser Ergebnisse mit dem klinischen Einsatz in

Deutschland

Einsatz von HES am Universitätsklinikum Würzburg

Am Universitätsklinikum Würzburg stellte Hydroxyethylstärke das bis Mitte dieses Jah-
res 2014 am meisten verwendete kolloidale Volumenersatzmittel dar. So wurde der
Verbrauch im Jahr 2010 mit etwa 20000 Litern HES angegeben (zum Vergleich: Der

7online unter http://www.akdae.de/Arzneimittelsicherheit/RHB/Archiv/2013/20131118.pdf,
[Stand: 28.05.2014, 11:27]
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Verbrauch an Gelafundin® lag bei etwa 5 Litern). Die gebräuchlichsten Produkte waren
bis Anfang 2010 Voluven® und seit 2010 Volulyte® (beide von Fresenius Kabi®). Par-
allel zu den oben genannten Entwicklungen hinsichtlich der Sicherheitsbedenken beim
klinischen Einsatz von HES änderte sich auch dessen Einsatz am Universitätsklinikum
Würzburg. Die Veränderungen sind in Abbildung 4.5 graphisch dargestellt.

Abb. 4.5: Übersicht: Durchschnittlicher Verbrauch von Hydroxyethylstärke (ab Mitte 2010
Volulyte®, vorher Voluven®) pro Monat im Universitätsklinikum Würzburg. Angabe in
[Litern]8.

Im Jahr 2011 lag der Verbrauch mit 15.500 Litern HES / Jahr niedriger als 2010.
Dieser Trend setzte sich 2012 (13.000 Liter HES / Jahr) fort. Im Folgejahr 2013 gab
es einen merklichen �Knick�, da anfangs noch 700 Liter HES / Monat, ab August aber
nur noch durchschnittlich 250 Liter HES / Monat) verbraucht wurden. Dies entsprach
6.000 Litern HES / Jahr. Im laufenden Jahr 2014 liegt der Verbrauch mit 110 Litern
HES / Monat noch einmal deutlich niedriger.
8Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Johann Schurz, Leitender Apotheker, Universitätsklinikum Würz-
burg.

153



4 Diskussion

Einsatz von HES in Deutschland

Daten über den Einsatz von HES an deutschen Kliniken zu �nden, ist schwierig. Ei-
ne aktuelle Arbeit (05 / 2014) in �Anästhesie und Intensivmedizin� von Koch et. al.
beschäftigt sich mit dieser Fragestellung. Die Autoren erfassten dafür über einen Zeit-
raum von 13 Monaten (01.11.2011 bis 01.12.2012) den Einsatz von Infusionslösun-
gen an 10 Kliniken des Rhein�Main�Gebietes, darunter zwei Universitätskliniken [Koch
et al., 2014]. Als HES wurden dabei die Präparate 10% HES 200 kDa und 6% HES
130 kDa mit verschiedenen Trägerlösungen (NaCl, balanciert mit Malat mit / ohne
Azetat) eingesetzt. Dabei wurden im Mittel zu 85,98% Kristalloide und zu 11,59%
HES�Präparate eingesetzt. Die übrigen 2,43% ent�elen auf �andere kolloidale Lösun-
gen�. Dabei unterschieden sich die einzelnen teilnehmenden Kliniken zum Teil deutlich
im Ausmaÿ des HES�Einsatzes, da der durchschnittliche HES�Anteil zwischen maxi-
mal 25,88% und minimal 0% (zwei Kliniken) variierte. Die beiden Klinken mit 0% HES
setzen dafür �andere Kolloide� ein (zu 8,16% und 4,16%).

4.8 Betrachtung der Ergebnisse für Gelatine®,

Humanalbumin und Sterofundin® ISO

Obwohl der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Wirkung von HES lag, wurden auch
Gelatine, Humanalbumin und die balancierte Vollelektrolytlösung Sterofundin® ISO
im in � vitro � Modell untersucht.

4.8.1 Gelatine � Lösungen zeigen in vitro ähnliche E�ekte auf proximale

Tubulusepithelzellen

Neben HES stellten Gelatine � Lösungen die weltweit am häu�gsten eingesetzten syn-
thetischen Kolloide dar [Finfer et al., 2010] (zur Verbreitung der einzelnen Infusionslö-
sungen siehe Abbildung 6.2 auf Seite 185).

Über die Volumenwirksamkeit und damit therapeutische Äquivalenz von Gelatine

und HES widersprechen sich Lehrmeinung und klinische Studien

Insgesamt ist die Studienlage für Gelatine � Präparate deutlich schlechter als für HES.
Hinsichtlich der E�ektivität zum Volumenersatz gilt Gelatine dem HES als unterlegen,
weil es pharmakokinetisch durch seine sich herstellungsbedingt unter der oder im Be-
reich der �Nierenschwelle� be�ndende mittlere Molmasse rasch renal eliminiert wird
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und damit seine Volumenwirksamkeit verliert [Thiel and Roewer, 2009]. Die Studien-
lage sieht keinen relevanten Unterschied zwischen HES � und Gelatine � Präparaten
im Hinblick auf die Volumenwirksamkeit. Eine von Awad 2012 durchgeführte rando-
misierte Doppelblindstudie an 25 Patienten, die im Rahmen einer laparoskopischen
Cholezytektomie entweder 1 Liter Gelofusine® oder Voluven® erhielten, fand keinen
Unterschied in der Expandierung des Blutvolumens [Awad et al., 2012]. Auch Lobo
et al. fanden 2010 bei einer Untersuchung an 10 gesunden männlichen Freiwilligen
hinsichtlich der Volumenwirksamkeit keinen Unterschied. Dass HES und Gelatine �
Präparate im Hinblick auf Volumenwirksamkeit, onkotischen Plasmadruck, Gerinnung
und die Homöostase gleichwertig sind, fanden auch Beyer et al., die 46 Patienten im
Rahmen einer orthopädischen Hüft � Operation entweder mit 6% HES 200 / 0,5 oder
3% (sic) Gelafundin® behandelten [Beyer et al., 1997].
Die ebenfalls 2010 von Yap et al. publizierte randomisierte kontrollierte Studie mit 40
Patienten verglich Gelofusine® und Voluven® beim perioperativen Volumenersatz bei
kardiopulmonalem Bypass. Als Parameter für den onkotischen Plasmadruck wurden
dabei der Blutverlust, die Veränderungen im �Blutpro�l� und der intraokularer Druck
als sekundäre und die absolut notwendige Menge an benötigtem Volumen als primäre
Endpunkte verwendet. Dabei war der gemessene intraokularer Druck in der Gelatine�
Gruppe signi�kant höher als in der HES�Gruppe (p=0,016, Mittwert 1,174 mmHg).
Die Autoren schlussfolgern, dass dies implizieren könnte, dass HES besser geeignet ist,
um den onkotischen Plasmadruck zu erhalten als Gelatine. Allerdings habe sich das
nicht auf die totale Menge an substituiertem Volumen intra� und postoperativ ausge-
wirkt [Yap et al., 2007]. Eine neuere randomisierte Doppelblindstudie zu diesem Thema
führten Awad et. al. durch. Sie verglichen dabei die Auswirkungen von Gelofusine®(4%
succinylated Gelatine in 0,7% NaCl�Lösung, mit einem mittleren Molekulargewicht von
30 kDa) und Voluven® im Rahmen einer lapraroskopischen Cholezystektomie auf Än-
derungen im Hämatokrit (als Parameter für das Blutvolumen) und die Urin � Albumin
� Kreatinin � Ratio. Problematisch ist wieder die geringe Patientenzahl beider Gruppen
(Gelofusine® mit n = 12 und Voluven® mit n = 13). Bei der Auswertung fanden sich
keine relevanten Unterschiede zwischen den beiden Kolloiden [Awad et al., 2012].

Die Nephrotoxizität von Gelatine wird unterschiedlich beurteilt

Im Hinblick auf die in dieser Arbeit im Vordergrund stehende Nierenschädlichkeit der
synthetischen Kolloide �ndet sich in aktuellen Lehrbüchern die Aussage, dass bei einem

155



4 Diskussion

Einsatz von Gelatine � Lösungen keine Nierenschädigung zu befürchten sei (siehe [Ka-
row, 2013], Seite 459 und [Thiel and Roewer, 2009], S. 242). Dabei betonen Thomas
� Rueddel et al. in einem Review von 2012, dass Gelatine zwar seit mehr als 60 Jahren
eingesetzt wird, die Sicherheit und Wirksamkeit aber nicht für alle klinischen Situatio-
nen zuverlässig beurteilt werden kann [Thomas-Rueddel et al., 2012].
Eine von Bayer et al. an der Universitätsklinik Jena durchgeführte und 2011 publizierte
prospektive sequentielle Single � Center Studie verglich die Inzidenz von Nierenersatz-
verfahren in Abhängigkeit der verwendeten Volumensubstitution. Dabei erhielten 118
Patienten HES 130 / 0,4, 87 Patienten 4% Gelatine und 141 Patienten ausschlieÿlich
Kristalloide. Dabei �el auf, dass 70% der HES � Patienten (p = 0,002) und 68% der
Gelatine � Gruppe (p = 0,025) ein akutes Nierenversagen erlitten, während dies in der
kristalloiden Gruppe nur bei 47% auftrat (p = 0,162) [Bayer et al., 2011].
In den dieser Arbeit vorausgegangen in � vivo � Versuchen zeigten Schick et al., dass
auch bei Gelatine � Gabe zu mikroskopisch sichtbaren Vesikeln in der Niere führte. Im
Vergleich zu den mit HES � behandelten Rattennieren �el auf, dass sich die intrazellu-
lären Vesikel � dargestellt in Abbildung 4.6 � auf den proximalen Tubulus beschränk-
ten [Schick et al., 2010].
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Abb. 4.6: Histopathologische Bilder der septischen Rattenniere in der HE � Färbung . (A) mit
0,9%NaCl behandelte Ratte, (B) mit 4% Gelafundin® behandelte Ratte (G =
Glomerulus, pT = proximaler Tubulus, dT = distaler Tubulus), aus [Schick et al., 2010]9

Gelafundin® ist in vitro und in vivo noch nierenschädlicher als HES

Trotz des optisch geringer anmutenden Ausmaÿes stellte sich bei der Auswertung der
Nierenfunktionsparameter ein anderes Bild dar. Zusammengefasst konnten Schick et
al. zeigen, dass Gelafundin® im verwendeten Tiermodell noch nephrotoxischer als HES
war [Schick et al., 2010]. Im auf Seite 81 dargestellten EZ4U (Abbildung 3.16) mit pH �
korrigiertem Gelafundin® zeigte sich, dass niedrige Konzentrationen bis einschlieÿlich
0,33% Gelafundin® sich kaum von der 0% � Referenzlösung unterschieden. Beginnend
mit 0,67% Gelafundin® trat eine statistisch hoch signi�kante Reduktion der Zellviabi-
lität ein, die vom Ausmaÿ her der des HES vergleichbar war. Ferner konnte im auf Seite
86 in Abbildung 3.19 dargestellten Versuch demonstriert werden, dass eine im EZ4U
alleine nicht schädliche Dosis von 0,33% Gelafundin® bei zusätzlicher Gabe von 1%
Voluven® dessen Wirkung massiv verstärkte. Im LDH � Test (Abbildung 3.35 auf Seite
108) erwies sich Gelafundin® als deutlich zytotoxischer als Volulyte®. So trat eine im

9Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Schick
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Vergleich zu HES deutlich früher einsetzende, bei allen Gelatine � Verdünnungen sta-
tisch hochsigni�kante Zelllyse (7,30% bis 17,04%) auf. Auf mRNA � Ebene induzierte
Gelafundin® � anders als Voluven® � eine statistisch signi�kant erhöhte Expression
sowohl von ICAM � 1 (Abbildung 3.5) als auch von CCL � 2 (Abbildung 3.6). Damit
wirkte Gelafundin® proin�ammatorisch.
Diese in � vitro � Ergebnisse decken sich sowohl mit den experimentellen in � vivo � Da-
ten von Schick et al. [Schick et al., 2010], als auch mit klinischen Studien. So konnten
in einer randomisierten Studie im Rahmen der Operation an abdominellen Aoortena-
neurysmata an 62 Patienten zeigen, dass der Einsatz von Gelatine (4% Gelafusin®)
statt HES (sowohl 6% 200 / 0,62 als auch 6% 130 / 0,4 ) eine schlechtere Nierenfunk-
tion und gröÿeren Nierenschaden zur Folge hatte [Mahmood et al., 2007]. In diesem
Kontext ebenfalls erwähnenswert ist eine Arbeit derselben Autoren aus dem Jahr 2009,
in der � ebenfalls im Rahmen einer Operation an abdominellen Aoortenaneurysmata �
die oben genannten Präparate hinsichtlich ihrer E�ekte auf die Mikrozirkulation maÿen.
Dabei erwies sich HES 200 / 0,62 als am besten für die �splanchnic microcirculation
protection�. Auÿerdem reduzierte das Präparat die In�ammation und die Dauer der
Beatmung [Mahmood et al., 2009]. Unsere eigenen Daten aus dem Rattenmodell hin-
gegen ergaben, dass Sterofundin® ISO auch für die intestinale Mikrozirkulation den
Kolloiden überlegen ist [Schick et al., 2012].
Zusammenfassend zeigt sich Gelatine in den in � vitro � Ergebnissen dieser Arbeit als
genauso oder noch schädlicher für Integrität und Viabilität der Nierenzellen als HES.
Anders als HES induziert es eine in�ammatorische Reaktion der Nierenzellen. Inwiefern
beide synthetischen Kolloide dabei über denselben, einen ähnlichen oder einen völlig
anderen Schädigungsmechanismus verfügen, ist unklar. In Anbetracht der wachsen-
den Hinweise darauf, dass Gelatine ein noch nierengefährendendes Präparat als HES
darstellt, ist es fraglich, welche Indikationen in Zukunft für die Gelatine bleiben.

4.8.2 Humanalbumin reduziert ebenfalls dosisabhängig die Viabilität und

ist nicht inert

Humanalbumin ist � anders als HES und Gelatine � ein natürliches Kolloid. Es ist im
Rahmen klinischer Studien besser untersucht als Gelatine, aber schlechter als HES.
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Verbleibende Indikation für Humanalbumin: Humanalbumin gilt auÿerhalb von

klinischen Studien nicht als Mittel der 1. Wahl

Unter den Kolloiden gilt Humanalbumin zwar als sicherer, aber auch deutlich teuerer
als die Hydroxyethylstärke [Groeneveld et al., 2011]. Patienten mit Hypoalbuminämie
haben eine schlechtere Prognose [Vincent et al., 2003].

Dubois et al: Deshalb untersuchten Dubois et al. in ihrer prospektiven kontrollierten
randomisierten Studie (n=100 insgesamt) den Ein�uss der Humanalbuminsubstitution.
Dabei erhielten die Patienten der Albumin-Gruppe 300 mL 20% Humanalbumin am 1.
Tag und weiter 200 ml pro Tag bis der Serumspiegel an Albumin über 31 g / dl lag
(Albumingruppe). Die Kontrollgruppe erhielt kein Albumin. Die durch den �Sequential
Organ Failure Assessment score� bestimmte Organfunktion war in der Albumingruppe
besser (p=0,026). Auÿerdem wurde die enterale Ernährung besser toleriert und die
Flüssigkeitsbilanz war weniger negativ [Dubois et al., 2006].

SAFE�Studie: Inwiefern Humanalbumin aber der Gabe von 0,9%NaCl wirklich über-
legen ist, gilt als unsicher. Finfer et al. verglichen in einer deutlich gröÿeren rando-
misierten Doppelblindstudie bei 6997 Patienten 4% Humanalbumin mit der Gabe von
0,9%NaCl bei Intensivpatienten. Dabei zeigte sich nach 28 Tagen ein vergleichbares
Outcome (relatives Risiko 0,99, 95% CI, 0,91 � 1,09; p = 0,87). Auch die Notwendig-
keit von Nierenersatzverfahren unterschied sich zwischen beiden Gruppen nicht [Finfer
et al., 2004]. Die weiteren Analysen der SAFE � Studie (Saline versus Albumin Fluid
Evaluation) zeigte nach zwei Jahren eine signi�kant höhere Mortalität der 4% Human-
albumin � Gruppe für Patienten mit Schädel � Hirn � Trauma (relatives Risiko 1,63,
95% CI, 1,17 � 2,26; p = 0,003) [Myburgh et al., 2007]. Insgesamt konnte die SAFE �
Studie keinen signi�kanten Unterschied zu Gunsten der kolloidalen Lösung hinsichtlich
des Einsatzes bei Hypoalbuminämie [Finfer et al., 2006] oder der hämodynamischen
E�ektivität zeigen. Der Mehrbedarf an kristalloider Lösung lag bei 1,4 : 1 [Myburgh
and Mythen, 2013].

FEAST�Studie: Eine neuere FEAST � Studie (Fluid Expansion as Supportive The-
rapy) mit 3141 afrikanischen Kindern, die von Maitland et al. 2011 im NEJM publi-
ziert wurde, kommt zu einem sehr überraschenden Ergebnis. Die Arbeitsgruppe un-
tersuchte dabei die Auswirkung eines Bolus mit 20 bis 40 ml 5% Humanalbumin,
0,9% NaCl oder ohne Flüssigkeits�Bolus. Als Patientenkollektiv wurden dafür schwer
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�ebrige Patienten mit verminderter Perfusion (�severe febrile illness and impaired per-
fusion�) ausgewählt. Dabei waren sowohl die Humanalbumin�Gabe (10,6% Mortalität)
als auch die NaCl�Gabe (10,5% Mortalität) mit einer im Vergleich zur Kontrollgruppe
(7,3% Mortalität) höheren 48 � Stunden � Mortalität verbunden. Das relative Risiko
der Volumen�Substitutionsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe betrug 1,45 (95%
Kon�denzintervall: 1,13 bis 1,86, p=0,003) [Maitland et al., 2011]. Bei der Suche nach
den möglichen Ursachen rückte für die Autoren der Arbeit zunächst der negative E�ekt
durch die Flüssigkeitsüberladung (��uid overload�) in den Fokus. Dabei kam abermals
ein überraschendes Resultat heraus. Anders als erwartet, war mehr ein �kardiovaskulärer
Kollaps als eine Flüssigkeitsüberladung ursächlich� für die erhöhte Mortalität [Maitland
et al., 2013]. Maitland und al. folgern daraus:

�These results should prompt a re-evaluation of evidence on �uid resusci-
tation for shock and a re-appraisal of the rate, composition and volume of
resuscitation �uids.� aus [Maitland et al., 2013]

Myburgh und Finfer ergänzen in einem begleitenden Kommentar zu diesen Ergebnissen
[Myburgh and Finfer, 2013]:

�The cause of excess deaths was primarily refractory shock and not �uid
overload. These features are consistent with a potential cardiotoxic or
ischemia-reperfusion injury following resuscitation with boluses of intrave-
nous �uid.� aus [Myburgh and Finfer, 2013].

Die beiden Kommentatoren weisen aber auch auf die Wichtigkeit oder besser die Not-
wendigkeit eines ausreichenden Monitorings bei der Volumentherapie hin:

�Although these e�ects may have been ampli�ed by the absence of inva-
sive monitoring, mechanical ventilation or vasopressors, the results provide
compelling insights into the e�ects of intravenous �uid resuscitation and po-
tential adverse e�ects that extend beyond the initial resuscitation period.�
aus [Myburgh and Finfer, 2013].

Wie alle groÿen Studien fand auch die FEAST � Studie zahlreiche Kritiker. So gibt
Duke im Lancet zu bedenken, dass die Studie komplex, unvollständig verö�entlicht und
deshalb o�en für fehlerhafte Interpretationen sei [Duke, 2011]. Er belegt diese Aussage
mit zahlreichen Beispielen aus der Studie (für die Einzelheiten siehe [Duke, 2011]).
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Cochrane � Analyse: Zu einem ähnlichen Ergebnis kommen die Autoren um Roberts
in ihrer Cochrane � Analyse [Roberts I, 2011]. Diese �nden im Einsatz bei hypovolämi-
schen Patienten keine Evidenz für eine unter Humanalbumin reduzierte Mortalität im
Vergleich zu den deutlich billigeren kristalloiden Alternativen wie 0,9%NaCl. Auch bei
Patienten mit einer manifesten Hypoalbuminämie bringe der Einsatz von Humanalbu-
min keinen Vorteil. Zusammenfassend sehen die Autoren bei fehlender Überlegenheit
und deutlich höheren Kosten keine Indikation für den Einsatz Humanalbumins auÿer-
halb klinischer Studien [Roberts I, 2011] . Bei der Interpretation dieser Daten sollte
beachtet werden, dass 0,9%NaCl in Deutschland nur noch in seltenen Ausnahmefällen
zur Volumentherapie eingesetzt wird (siehe Abschnitt1.2.6 auf Seite 6). Einen Vor-
teil könnte Humanalbumin beim Einsatz im bestehenden Hirnödem führen. So zeigten
Jungner im Tierversuch, dass Humanalbumin im Vergleich zum Ringer � Azetat weni-
ger postraumatische Hirnödeme verursachte [Jungner et al., 2010]. Dem widersprechen
allerdings die Ergebnisse der SAFE � Studie (siehe oben).

Humanalbumin führt zur erhöhten Aluminiumzufuhr

Ein in der Literatur nicht diskutierter Punkt betri�t das im Humanalbumin enthaltene
Aluminium. Dieses ist in einer Konzentration von bis zu 200 µg / l Aluminium enthalten
und liegt knapp unter dem als toxisch festgelegten Grenzwert. Die parenterale Alumi-
niumzufuhr ist alles andere als unproblematisch. Aluminium gilt als neurotoxisch und
als entscheidend mitverantwortlich für die Entwicklung des Morbus Alzheimer [Wal-
ton, 2006] [Walton, 2009]. Parenteral appliziert durchbricht es rasch die Blut � Hirn
� Schranke und bindet mit äuÿerst hoher A�nität an die groÿen Pyramidenzellen des
Hippocampus [Bhattacharjee et al., 2013]. Andere Folgen von Aluminiumzufuhr sind
neben einer auch für junge Menschen gefährlichen Demenz, das Auftreten von Anämie
und Knochenschäden [Fewtrell et al., 2011].

Humanalbumin unterscheidet sich in seiner Auswirkung in vitro von den

synthetischen Kolloiden

Im auf Seite 83 in Abbildung 3.17 dargestellten EZ4U wirkt die niedrigste Konzentra-
tion von 0,08% Humanalbumin inert, in niedrigen Dosierungen von 0,42% und 0,83%
hochsigni�kant protektiv und erst in höherer Dosis von 1,67% und 3,33% viabilitätsre-
duzierend um maximal 38,23% auf 61,78% ± 14,65% SD. Damit ist Humanalbumin
nicht inert, weist aber � anders als die synthetischen Kolloide HES und Gelatine � ein
protektives Plateau auf. Der für die beiden anderen Präparate typische lineare Abfall
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der Viabilität beginnt deutlich später. Zellen, die zur �Protektion� 0,5% Humanalbumin
zum 1% Voluven® konnten vom protektiven E�ekt allerdings nicht pro�tieren (siehe
Abbildung 3.19 auf Seite 86). Auf mRNA � Ebene beein�usste es die beiden in�amma-
torischen Marker in gegensätzlicher Weise indem es ICAM � 1 herunter� und CCL � 2
heraufreguliert.Dies widerspricht den Ergebnissen von Sengul et al., die auch bei hohen
Konzentrationen von Humanalbumin keine Auswirkung auf die CCL � 2 Expression von
HK � 2 Zellen fanden [Sengul et al., 2002]. Im LDH � Test ist Humanalbumin zytoto-
xischer als HES. Es wirkt ab einer Konzentration von 0,42% Humanalbumin statistisch
hochsigni�kant toxischer als die 0% � Referenzlösung (siehe Abbildung 3.36 auf Seite
109).

4.8.3 Sterofundin® ISO wirkt in vitro weitgehend inert

Zur Therapie speziell mit Sterofundin® ISO gibt es kaum Daten. Insgesamt ist die
Studienlage zu den unterschiedlichen balancierten Vollelektrolytlösungen dürftig. Die
Frage allerdings, ob Kristalloide im Volumenersatz den Kolloiden ebenbürtig sein kön-
nen, wurde in einigen klinischen Studien untersucht, deren Ergebnis der Lehrmeinung
widersprechen.

Der Stellenwert einer alleinigen Volumentherapie mit balancierten

Vollelektrolytlösungen wie Sterofundin® ISO ist umstritten

Der Volumene�ekt Kolloid zu Kristalloid ist umstritten. In Lehrbüchern hält sich die
Angabe eines Verhältnisses von etwa 1:4 [Larsen, 2011]. Neuere Studien schätzen die-
ses eher im Bereich 1:1,4 [Hartog, 2010] bis 1:1,3 [Myburgh and Mythen, 2013]. Damit
sind � anders als von Befürwortern kolloidaler Volumentherapie behauptet � nicht deut-
lich gröÿere Volumina mit den daraus resultierenden Ödemen zur hämodynamischen
Stabilisierung erforderlich. Inwiefern Vollelektrolytlösungen wie Sterofundin® ISO auch
zum Volumenersatz eingesetzt werden können, wird ebenfalls kontrovers diskutiert. Ei-
nige Publikationen halten sie für im Hinblick auf die Hämodynamik für gleichwertig,
hinsichtlich der Kosten für günstiger und vor allem wegen ihres deutlich günstigeren
Nebenwirkungspro�ls als den Kolloiden überlegen [Perel et al., 2013] [Bauer et al.,
2009]. Die bereits zitierte Studie von Bayer kam zu dem Schluss, dass

�Fluid resuscitation with only crystalloids was equally e�ective, resulted in
a more positive �uid balance only on the �rst 2 days, and was associated
with a lesser incidence of acute kidney injury.� [Bayer et al., 2011]
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Trotzdem kamen Finfer et al. bei der Auswertung des Anteils der kristalloiden beim
Volumenersatz weltweit zu dem Ergebnis:

�Although colloid solutions are more expensive and may possibly be harmful
in some patients, they were administered to more patients and during more
resuscitation episodes than crystalloids were.� [Finfer et al., 2010]

Seit dem 18.09.2013 gilt im Universitätsklinikum Würzburg die Angabe, zum Volu-
menersatz bei Sepsis keine synthetischen kolloidalen, sondern nur noch kristalloide
Lösungen anzuwenden. Als Mittel der 1. Wahl sollten kristalloide Lösungen eingesetzt
werden. HES � Produkte sollten nur erwogen werden, wenn darüber hinaus eine Kreis-
laufstabilisierung durch adäquate Katecholamingabe nicht möglich ist.

Balancierte Vollelektrolytlösungen gelten in vielen klinischen Studien als der

0,9%NaCl � Lösung überlegen

Die Datenlage zum Einsatz von balancierten Vollelektrolytlösungen ist sehr schlecht.
Weder zu dem in dieser Arbeit verwendeten Sterofundin® ISO, noch zum sonst in
Deutschland gebräuchlichen Jonosteril® �nden sich zum Zeitpunkt der Dissertation
klinischen Studien. Dafür gibt es Beobachtungen über PlasmaLyte® A von der Firma
Baxter. PlasmaLyte® A und das ebenfalls verfügbare PlasmaLyte® 148 unterscheiden
sich nicht in ihrer Zusammensetzung, sondern in ihrem pH � Wert, der für erstere
Lösung bei 7,4 und für letztere bei 5,5 liegt [Shaw et al., 2012].
Alle diese balancierten Lösungen sind zwar ähnlich, aber nicht gleich, wie ein Ver-
gleich der Zusammensetzung der verschiedenen Lösungen im Anhang von Seite 186
bis 188 zeigt. Deshalb können die Ergebnisse klinischer Untersuchungen streng genom-
men nicht ohne Weiteres auf einander übertragen werden. Kim et al. randomisierten
in einer Studie an 60 Patienten im Rahmen einer Nierentransplantation je 30 in eine
0,9%NaCl � und 30 Patienten in eine PlasmaLyte® A Gruppe. Dabei kam heraus, dass
die Anwendung für beide Präparate sicher durchführbar war, während PlasmaLyte®

hinsichtlich des Säure � Basen � Haushaltes und der Elektrolytstabilität der Koch-
salzlösung überlegen war [Kim et al., 2013]. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von
Hadimioglu et al. überein. Dessen Arbeitsgruppe randomisierte ebenfalls im Rahmen
der Nierentransplantation in ihrer doppelt verblindeten Studie jeweils 30 Patienten in
die drei Gruppen 0,9%NaCl, Ringer � Laktat oder PlasmaLyte® A. Auch hier zeigte
sich, dass alle drei kristalloiden Lösungen sicher angewandt werden können. Abermals
zeigte die balancierte Vollelektrolytlösung in diesem Kontext das beste �metabolische
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Pro�l� [Hadimioglu et al., 2008]. Ein deutlich gröÿeres Patientenkollektiv untersuchten
Schaw et al. in ihrer Beobachtungsstudie. Dabei durchsuchten sie die �Premier Per-
spective Comparative Database� nach erwachsene Patienten nach einer gröÿeren of-
fenen abdominalchirurgischen Operation. Eingeschlossen wurden 30,994 Patienten für
0,9%NaCl und 926 Patienten mit PlasmaLyte® A (oder PlasmaLyte® 148). Es �el
auf, dass die 0,9%NaCl � Gruppe statistisch signi�kant häu�ger postoperative Infek-
tionen (p = 0,006), Nierenversagen mit der Notwendigkeit von Nierenersatzverfahren
(p < 0,001), Bluttransfusionen (p < 0,001), Elektrolytentgleisungen (p = 0,046) und
die Notwendigkeit zur Korrektur von Azidosen (p = 0,02) aufwies als die PlasmaLyte®

� Gruppe [Shaw et al., 2012].
Demgegenüber geben Guidet et al. in einem von FreseniusKabi unterstützten umfang-
reichen Review an, dass es keine überzeugende Evidenz für klinisch relevante Nebenwir-
kungen von 0,9%NaCl (als Trägerlösung) gibt [Guidet et al., 2010]. Rizoli et al. geben
in ihrem Review zu bedenken, dass das in den balancierten Vollelektrolytlösungen ent-
haltene Magnesium den peripheren Gefäÿwiderstand und die Herzfrequenz erhöhen und
die Organischämie verschlimmern könne [Rizoli, 2011]. Im Lehrbuch �Intensivmedizin�
geben im Kapitel �Volumentherapie� Hartog et al. zu bedenken, dass auch das zuge-
setzte Acetate unerwünschte Arzneimittelwirkungen aufweisen kann [Hartog, 2014].
Das häu�g als metabolisierbares Anion verwendete Acetate kann die NO � Synthase
induzieren [Noris et al., 1998] [Daugirdas, 1991] und so dosisabhängig negativ ino-
trop wirken [Sztajzel et al., 1993]. Untersuchungen bei kritisch kranken Patienten, die
als Nierenersatzverfahren eine azetatgepu�erte Lösung (35 mmol / l) erhalten hatten,
konnten zeigen, dass der Herzindex sich signi�kant verringerte und der Vasopresso-
renbedarf signi�kant anstieg [Heering et al., 1999]. Umgekehrt resultierte eine azetat�
freie Hämodia�ltration in geringerer Hypotension und Einschränkung der myokardialen
Kontraktilität [Selby et al., 2006]. Untersuchungen über die Nebenwirkungen gröÿerer
Mengen balancierter Vollelektrolytlösungen mit Azetat sind aber nicht bekannt.

Sterofundin® ISO zeigt keine der bei den Kolloiden in vivo und in vitro gesehenen

Schädigungsmuster

Die histopathologischen Bilder der septischen Rattenniere von Schick et al. hatte ge-
zeigt, dass es nach Infusion von Sterofundin® ISO zu einer generalisierten Zellschwel-
lung gekommen war (siehe Abbildung 4.7) [Schick et al., 2010]. Der erhobene �total
injury score� zeigte allerdings � im Gegensatz zu den kolloidal behandelten Tieren �
keinen Unterschied zu der von �sham � treated animals�. Dies galt auch für die mit
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0,9%NaCl behandelten Ratten.

Abb. 4.7: Histopathologische Bilder der septischen Rattenniere in der HE � Färbung . (A) mit
0,9%NaCl behandelte Ratte, (B) mit Sterofundin® ISO behandelte Ratte (G =
Glomerulus, pT = proximaler Tubulus, dT = distaler Tubulus), aus [Schick et al., 2010]10

Im EZ4U (siehe Abbildung 3.18 auf Seite 84) �nden sich � nach Korrektur der aus
galenischen Gründen vorhandenen Azidität � in niedrigen Dosierungen keine bis pro-
tektive E�ekte auf die Zellviabilität. Nur die höchste Dosis von 66,67% Sterofundin®

ISO senkt die Viabilität leicht, aber statistisch hoch signi�kant um 8,33% ± 7,67% SD.
Verglichen mit den anderen untersuchten Lösungen wirkt Sterofundin® ISO also nahe-
zu inert auf die Zellviabilität. Im LDH � Assay � dargestellt in Abbildung 3.37 auf Seite
110 � sind 16,67% und 66,67% Sterofundin® ISO leicht zytotoxisch (maximal 6,38%
± 6,33% SD). Damit liegt die kristalloide Lösung aber erneut deutlich unter den für die
Kolloide gemessenen Zytotoxizitätswerte. In der qRT � RT � PCR zeigte Sterofundin®

ISO für den Marker ICAM � 1 keinen Unterschied zur 0% Kontrolle (Abbildung 3.5 auf

10Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Schick
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Seite 63). Für CCL � 2 hingegen senkte die Lösung als einzige die Expression deutlich.
Nach 4 Stunden war diese Reduktion sogar statistisch hoch signi�kant (Abbildung 3.6
auf Seite 64).
In der Zusammenschau zeigte Sterofundin® ISO von allen in vitro untersuchten Infusi-
onslösungen die geringsten negativen E�ekte auf die proximalen Tubulusepithelzellen.
Traten diese auf, waren sie vom Ausmaÿ her marginal im Vergleich zu denen der Kol-
loide.

4.9 Ausblick

Die Volumentherapie im 21. Jahrhundert ist weit entfernt von einem endgültigen inter-
national akzeptierten und klinisch untermauerten Konsens. Die Beobachtungen dieser
Arbeit werfen viele neue Fragen über den Pathomechanismus und die therapeutischen
Möglichkeiten bei der �kolloid induzierten Nierenschädigung� auf.

4.9.1 Die Ergebnisse dieser Arbeit im aktuellen Kontext

1. Zum Beginn dieser Arbeit 2010 war die Einschätzung über die Risiken von HES

anders als 2014: Es sollte nicht vergessen werden, dass zum Zeitpunkt des Beginns
dieser Untersuchungen im August 2010 in Forschung und klinischer Praxis eine völlig
andere Situation vorlag. Ein Groÿteil der Krankenhäuser � mit Ausnahme der nephro-
logisch geführten Intensivstationen � setzte in der täglichen Routine auf HES (siehe
Abbildung 4.5). Die HES � kritischen Studien wurden wegen methodischer Fehler (wie
VISEP) abgelehnt. Erst mit der Publikation von CHEST und 6 � S drehte sich die
Situation. Inwiefern die Rolle des Forschungs� und Korruptionsskandals von J. Boldt
(siehe oben) dabei eine Rolle spielt, ist unklar. Durch die Publikation der CRISTAL �
Studie wurde die Situation erneut komplexer (siehe oben).

2. Die Entscheidung der EMA und die Ergebnisse der Studien sind umstritten: Es
ist damit zu rechnen, dass die Kritiker der HES � kritischen Studien diese Entwicklung
nicht ohne Widerspruch akzeptieren. Sowohl das Studiendesign, als auch die Durchfüh-
rung und Interpretation der Daten der VISEP � Studie, der CHEST � Studie und der
6S � Studie wurden massiv kritisiert. Eine gute Übersicht über die Kernargumente bie-
ten Chappell und Jacob in ihrem 2013 publizierten Review �Hydroxyethyl starch � the
importance of being earnest� [Chappell, 2013a]. Darin kritisieren sie die Entscheidung
der EMA (siehe unten), HES restriktiv einzusetzen, scharf:
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�The bene�t of perioperative goal�directed preload optimization using star-
ches is unquestioned. Taking these informations into account, the recom-
mendation of the EMA starches to be generally dangerous remains myste-
rious and incomprehensible.� aus [Chappell, 2013a]

Dass die HES � kritischen Autoren eine solche Aussage nicht unkommentiert lassen
konnten, führte � nach deren Kritik an Chappells und Jacobs Kommentar � zu einer
noch polemischeren Antwort �Twisting and ignoring facts on hydroxyethyl starch is not
very helpful.� [Chappell, 2013b]. Diese Beispiele sollen zwei Aspekte verdeutlichen: Ers-
tens ist die Gruppe der HES � Befürworter � trotz aller Skandale um manipulierte Stu-
dien und Forschungsbetrug � nach wie vor sehr präsent und hartnäckig. Zweitens wird
der Diskurs ungewöhnlich polemisch und zum Teil auch persönlich angreifend geführt.
Dass die pharmazeutische Industrie ein äuÿerst groÿes Interesse an einem möglichst
breitem Einsatz von kolloidalen Präparaten im Allgemeinen und HES � Präparaten im
Speziellen hat, wird aus folgender Kalkulation ersichtlich. Eine 500 ml HES � Lösung
kostet ein Vielfaches einer 500 ml kristalloiden Lösung, ohne dass für eine adäquate
Volumentherapie vermutlich mehr als das 1,5�fache an Lösung gebraucht wird. Anders
formuliert ist es aufgrund dieses gewaltigen Verlustes für die Unternehmen sehr frag-
lich, ob die aktuelle Indikationseinschränkung von HES langfristig Bestand haben wird.

3. Die Rolle der Glykokalyx bei der Volumentherapie: Die endotheliale Glykokalyx,
deren Exsitenz Starling unbekannt war, die endotheliale Basalmembran und die Extra-
zellulärmatrix scheint eine wichtige Rolle bei der Volumen� und Flüssigkeitstherapie zu
spielen [Woodcock and Woodcock, 2012]. Dies rückt die Glykokalyx vor allem durch die
Arbeiten von Jacob, Rehm et al. zunehmend ins Zentrum der physiologischen Grund-
lagen der Volumentherapie. Diese zu den HES�Befürwortern zählende Arbeitsgruppe
propagiert einen Vorteil bei der Gabe von HES und anderen Kolloiden. Die Glykokalyx
stellt gewissermaÿen eine halbdurchlässige Barriere dar und besteht aus Oligosaccha-
riden, die an fast allen membranständigen Proteinen � den �Glykoproteinen� �, aber
auch in geringerer Zahl an Lipiden den � �Glykolipiden� � kovalent gebunden sind. Die
endotheliale Glykokalyx kleidet luminal jedes gesunde Gefäÿ aus (�endothelial surface
layer�). Der luminal gelegene Anteil ist dabei eng mit Plasmaproteinen besetzt. Die
Entdeckung der Rolle der Glykokalyx führte zur Formulierung des �Revised Principle of
Starling�.
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�Wird die Glykokalyx zerstört, so geht auch ein Groÿteil vaskulärer Barriere-
kompetenz verloren und es kommt zur massiven druckpassiven Verschiebung
von Plasmabestandteilen in den interstitiellen Raum.� aus [Rossaint, 2012],
S. 756 �..

Der Zusammenbruch der Glykokalyx wird demnach durch unterschiedliche Faktoren wie
systemische In�ammation oder auch die Volumenüberladung ausgelöst. In diesem Rah-
men postulieren die Autoren einen Vorteil durch Kolloide, da diese zu einer Einsparung
von Volumenmengen führen können [Rehm et al., 2004] [Jacob et al., 2007] [Levick
and Michel, 2010] [Becker et al., 2010]. Dabei konnte die Arbeitsgruppe unter ande-
rem eine leichte Überlegenheit bei der Gabe von Humanalbumin zur Stabilisierung der
Glykokalyx feststellen [Jacob et al., 2006]. Diese neuen Aspekte könnten den Anhän-
gern des Einsatzes von Kolloiden neue Argumente dafür liefern, dass der Einsatz von
Kolloiden wie HES unverzichtbar sein könnte.

Abb. 4.8: Schema über die Rolle der Glykokalyx bei der Volumentherapie. Modi�ziert
nach [Kozek-Langenecker, 2009].

4. Die Dissertation untersucht nicht nur die Auswirkungen von HES: Die vorliegen-
de Arbeit zeigt nicht nur die Auswirkungen von HES, sondern auch der beiden anderen
gängigen Kolloide Humanalbumin und Gelatine. Die Ursache dieser �kolloid � induzier-
ten Nierenschädigung (Colloid � induced kidney injury, nach [Schortgen and Brochard,
2009])� bleibt unklar. Folgt man in den physiologischen Grundüberlegungen weiterhin
uneingeschränkt dem Dogma Starlings (siehe Abschnitt 6.1.2 auf Seite 176, [Starling,
1896]), so ist zu erwarten, dass auch nach dem Verschwinden von HES früher oder
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später andere kolloidale Lösungen zum Volumenersatz propagiert werden werden, ob-
wohl in den letzten Jahren die physiologischen Grundlagen der Flüssigkeitsverteilung in
Frage gestellt und deutlich erweitert wurden [Levick and Michel, 2010].

4.9.2 O�ene Fragen

Die Ergebnisse dieser Arbeit werfen viele neue Fragen auf. Nach wie vor ist unklar, ob
die HES � Moleküle von basolateral oder luminal in die proximale Tubulusepithelzelle
gelangen. Eine entscheidende Frage liegt auch darin, wie die in Abschnitt 4.1 auf Seite
115 gezeigte Aufnahme von HES statt�ndet. Wie oben angesprochen ist es auch un-
klar, ob alle Kolloide über einen ähnlichen bis gleichen Mechanismus die Zellviabilität
beeinträchtigen oder andere Reaktionen der Zelle mit demselben Ausgang hervorru-
fen. Dabei ist nach wie vor unbekannt, wie die Zelle auf die intrazellulären HES �
Konglomerate reagiert. Unklar ist auÿerdem, ob eine Interaktion der proximalen Tu-
bulusepithelzellen mit anderen Zellen wie zum Beispiel Makrophagen bei Kontakt mit
HES statt�ndet.
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Die Volumentherapie durch Infusionslösungen spielt eine herausragende Rolle im kli-
nischen Alltag von Intensivmedizin, perioperativer Medizin und Notfallmedizin. Für
diesen Zweck stehen verschiedene kristalloide und kolloidale Infusionslösungen zur Ver-
fügung. Das in Deutschland am häu�gsten eingesetzte Kolloid ist die Hydroxyethyl-
stärke (HES). Dessen Stellenwert ist stark umstritten. Insbesondere die Wirkung von
Hydroxyethylstärke auf die für den kritisch Kranken eine zentrale Rolle spielende Niere
gilt als zentrales Problem.
Die vorliegende Arbeit untersuchte aufbauend auf die in � vivo � Versuche von Schick
et al. die Auswirkungen klinisch relevanter Dosierungen von Hydroxyethylstärke und an-
deren Infusionslösungen (Gelatine, Humanalbumin, 0,9% NaCl, Sterofundin® ISO) auf
die Viabilität von immortalisierten humanen proximalen Tubulusepithelzellen (HK � 2).
Im Anschluss wurde die Relevanz des pH � Wertes, der Osmolalität, der Trägerlösung,
des Molekülursprungs, der Molekülgröÿe, der HES � Generation und der Inkubations-
dauer auf die von HES ausgelösten E�ekte geprüft. Danach wurde gezeigt, ob der
beobachtete E�ekt reversibel war, ob es sich um ein direkt zytotoxisches Phänomen
handelte, ob die HES � Wirkung durch proin�ammatorische Stimuli verstärkt und ob
HES selbst eine In�ammation auf mRNA � Ebene induzieren konnte.
HES bewirkte keine proin�ammatorische Stimulation der Zellen und wird durch die
Anwesenheit proin�ammatorischer Stimuli in seiner schädigenden Wirkung nicht ver-
stärkt. Die mitochondriale Leistungsfähigkeit als Schlüsselaspekt des kritisch Kranken
wurde durch den EZ4U (�Viabilität�) bestimmt. Ein Messartefakt konnte nicht iden-
ti�ziert werden. HES reduziert mit steigender Dosis die Viabilität der HK � 2 Zellen
in deutlichem Ausmaÿ, obwohl die Zellen immortalisiert und nicht vorgeschädigt wa-
ren. Diese Reduktion erfolgte durch alle untersuchten HES � Präparate. Dabei war
niedermolekulares HES leicht weniger schädlich als hochmolekulares HES. Der HES �
E�ekt war unmittelbar nach Beginn der Inkubation nachweisbar. Der Viabilitätsreduk-
tion stand eine verzögert einsetzende Zytoxoxizität gegenüber. Der HES � E�ekt war
auch nach einer �Regenerationsphase� der Zellen nachweisbar und somit in vitro nur
partiell reversibel.
Gelatine erwies sich im Vergleich als ebenso bis schlechter verträglich. Gelatine war
deutlich zytotoxischer. Humanalbumin zeigte in niedrigen Dosierungen protektive, in
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hohen Dosierungen ebenfalls negative Ein�uss auf Zellviabilität und war in höheren
Dosierungen zytotoxisch. Die balancierte Vollelektrolytlösung Sterofundin® ISO war
gröÿtenteils inert, in seiner Wirkung auf die mRNA im Vergleich zur 0,9% NaCl Kon-
trolllösung protektiv.
Zusammenfassend konnte eine Übergelegenheit des HES der �3. Generation� gegen-
über anderen HES � Präparaten nicht gefunden werden. Alles deutete daraufhin, dass
ausschlieÿlich die applizierte Gesamtmasse von HES ausschlaggebend ist. Synthetische
Kolloide sind in vitro nephrotoxisch und beeinträchtigen die mitochondriale Funktions-
fähigkeit deutlich. Diese Beobachtungen entsprechen denen groÿer klinischer Studien.
Die Ursache dieses Phänomens bleibt unklar. Weitere Grundlagenforschung ist notwen-
dig, um den zugrundeliegenden Pathomechanimus aufzuklären.
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6 Ergänzendes Material

6.1 Ein kurzer Abriss über die Geschichte der

Infusionstherapie

Es vergingen zunächst mehr als 200 Jahre bis die Entdeckung der physiologischen
Grundlage (�Blutkreislauf�) der Infusionstherapie im Angesicht humaner Katastrophen
wie der Cholera 1832 von einzelnen Ärzten wiederaufgegri�en wurden. Das zu diesem
Zeitpunkt verbreitete Beharrungsvermögen des überwiegenden Teils der Ärzteschaft
gegen Innovationen verhinderte, dass einzelne Pioniere sich mit dem Konzept der Infu-
sionstherapie durchsetzen konnten. Erst durch die groÿen europäischen Kriege zwischen
1870 und 1945 wurde wegen der horrenden Verluste unter den Soldaten eine Intensi-
vierung der Forschung notwendig. Dabei entwickelte jedes Land eigene Strategien zur
Behebung des Blutverlustes. Lange war umstritten, ob im Falle des akuten Blutver-
lustes der Infusions� oder der Bluttransfusionstherapie Vorrang gegeben werden sollte.
Einige Aspekte dieser Entscheidung �nden sich bis heute. So wird zum Beispiel in
Deutschland tendenziell mehr Volumentherapie betrieben, während in den USA mehr
transfundiert wird [Finfer et al., 2010].

6.1.1 Ursprünge der Volumentherapie

Die Geschichte der Volumen� und Infusionstherapie ist durchzogen von dem steten Er-
�nden, Vergessen und späteren Wiederentdecken der Infusionslösungen. Von der Ent-
deckung der Physiologie des Blutkreislaufes 1628 durch den englischen Arzt William
Harvey1 und der routinemäÿigen Nutzung der intravenösen Applikation war es ein weiter
Weg. Interessant ist, dass die ersten volumentherapeutischen Gehversuche nicht etwa
auf den Schlachtfeldern entstanden, sondern sehr eng mit dem Au�ackern der Cholera
verknüpft sind. Die Cholera stellte im 19. Jahrhundert ein gravierendes Problem der
explodierenden Industriestädte Europas und Amerikas dar. Zwischen 1817 und 1899
fegten sieben Pandemien über Europa hinweg [Harris et al., 2012]. Im Angesicht dieser
Katastrophe war die damalige Hochschulmedizin nicht in der Lage, e�ektive Therapie-
konzepte zu entwickeln. Herkömmliche Ansätze � wie der Aderlass � verschlimmerten

1William Harvey, englischer Arzt und Anatom, *1578 �1657
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die Situation der Betro�enen zusätzlich. In dieser Situation entwickelte der englische
Mediziner Thomas Latta2 einen völlig neuen Ansatz: Er beobachtete die Zeichen der
Hypovolämie seiner Patienten und beschloss, durch intravenösen Kochsalzlösungen den
Flüssigkeitsverlust auszugleichen [Latta, 1832]. International wurden seine Empfehlun-
gen gröÿtenteils ignoriert. Sehr ausführliche Artikel zu Thomas Latta und seinem Kampf
für die Infusionstherapie �nden sich bei [MacGillivray, 2006] und [Foëx, 2003].
Parallel dazu beschrieb Robert Lewins 1832, wie er ebenfalls im Rahmen der Chole-
rapandemie Patienten mit intravenöser alkalisierte Kochsalzlösung behandelte. Dabei
�el auf, dass

�(...) the quantity necessary to be injected will probably be found to depend
upon on the quantity of serum lost; the object being to place the patient
in nearly his ordinary state as to the quantity of blood circulating in the
vessels.� [Lewins, 1832]

Die Beobachtungen bleiben auch nach 200 Jahren gültig [Myburgh and Mythen, 2013].

Tabelle 6.1: Übersicht über die Geschichte der Infusionstherapie

Jahr Entwicklung

1628 Entdeckung des Blutkreislaufes durch Harvey
1832 Intravenösen Kochsalzlösungen gegen Cholera durch Letta und Lewis
1861 Erste Unterscheidung von Kolloiden und Kritalloiden durch Graham
1863 Erste Tiermodelle zur Volumentherapie durch Goltz
1871 Bergmann plädiert für den blutlosen Volumenersatz
1879 Kochsalzlösungen i.v. gegen Cholera durch Pacini gefordert
1880 Aufsehenerregende tierexperimentelle Daten von Kronecker
1882 Intraartielle Infusionen von Kochsalzlösung, u.a. durch Kümmell
1885 Landerer führt die routinemäÿige i.v. � Gabe ohne venae sectio ein
1882 0,9% NaCl von H.J. Hamburger
1888 Ringer � Laktat von S. Ringer
1901 Landsteiner entdeckt das AB0 � System der Blutgruppen
1914 Im 1. Weltkrieg wird Gummi arabicum infundiert
1916 Hypertone NaCl � Lösung von Hercher
1939 Periston® (Polyvinylpyrrolidon) von Reppe
1950er Dextrane und Gelatine werden �ächenhaft eingesetzt
1970er Hydroxyethylstärke wird eingeführt

2Thomas Latta, englischer Arzt, �Vater der Infusionstherapie�, *1793 �1833
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1879 verö�entlichte Filippo Pacini3 eine Arbeit über seine Entdeckung über die Ur-
sachen und die Behandlung der Cholera. Er empfahl seinen Kollegen, zum Ausgleich
des Flüssigkeitsverlustes Salzlösungen intravenös zu applizieren [Pacini, 1879]. Sowohl
seine Entdeckungen als auch seine Therapieideen blieben � wie die von Thomas Latta
zuvor � international unbeachtet.
Im selben Zeitraum � den 70er Jahren des 19. Jahrhunderts � diskutierten deut-
sche Militärärzte und Chirurgen � geprägt vom Verblutungstod deutscher Soldaten
im Deutsch � Französischen Krieg � die grundsätzliche Frage, ob zur Behandlung
des hypovolämischen (hämorrhagischen) Schocks die Substitution des Plasmas oder
der Erythrozyten im Vordergrund stünde. Dabei genoss die (blutlose) Volumenthera-
pie prominente Fürsprecher, wie den Chirurgen Ernst von Bergmann4 [Bergmann and
Buchholtz, 1914]. Dies war allerdings nicht zuletzt auf den Umstand zurückzufüh-
ren, dass Bluttransfusionen vor der Entdeckung der Blutgruppen durch K. Landsteiner
1901 häu�g tödlich endeten. Trotzdem zögerte Bergmann zunächst, seine Überlegun-
gen auch praktisch umzusetzen.
Parallel dazu erarbeiteten die Physiologen die fehlenden physiologischen Grundlagen
der Infusionstherapie. Zunächst konnte 1863 der Königsberger F. Goltz5 im Tiermodell
demonstrieren, dass die periphere Vasokonstriktion im Rahmen der Hypovolämie dazu
dienen musste, das Missverhältnis zwischen Gefäÿlumen und Gefäÿinhalt zu beheben.
Er hielt die körpereigene Resorption von Flüssigkeit aus dem Gewebe für zu langsam
und schlug vor, zusätzlich Kochsalzlösung zu infundieren [Goerig, 2001].
Kurz darauf postulierten Leipziger Physiologen J. Worm � Müller6 und L. von Lesser7,
dass die Blutmenge und der arterielle Druck auf der einen und die Transsudation von
Flüssigkeit aus dem Gewebe auf der anderen Seite in einer engen Beziehung stehen
müssten.
Dies war der Beginn von umfangreichen tierexperimentelle Arbeiten zur Volumenthera-
pie. Ab 1880 begann � fuÿend auf Vorarbeiten des Franzosen F. Jolyet8 � H. Kronecker9

tierexperimentelle Daten zur Volumentherapie in chirurgischen, gynäkologischen und
allgemeinmedizinischen Fachzeitschriften zu verö�entlichen. Zunächst bevorzugten vie-
le Praktiker aus Angst vor negativen Konsequenzen bei der direkten Gefäÿinjektionen

3Filippo Pacini, italienischer Anatom und Pathologe, Professor für Anatomie und Histologie in Florenz, *1812
�1883

4Ernst von Bergmann, Chirurg und Professor in Dorpat, Würzburg und Berlin,*1836 �1907
5Friedrich Goltz, deutscher Physiologe, Professor in Königsberg,*1834 �1902
6Jacob Worm � Müller, deutscher Physiologe,*1834 �1889
7Ladislaus Leo von Lesser, deutscher Physiologe,*1846 �1895
8Felix Jolyet, französischer Physiologe, *1841 �1922
9Hugo Kronecker, deutscher Physiologe, Berlin, *1839 �1914
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subkutane, intrapertioneale, rektale und auch intraossäre Applikationswege. In diesem
Rahmen empfahl zum Beispiel der Gynäkologe E. Schwarz10, Infusionen gegen akute
Anämien durchzuführen. Andere Gynäkologen wie J. Bischo�11 führten diese Infusionen
dann auch routinemäÿig durch, allerdings applizierten sie diese intraarteriell [Schüttler,
2003]. Dies führte zu massiven unerwünschten Arzneimittelwirkungen. So berichtete
der Chirurg H. Kümmell12 1882 zwar, nur durch eine Kochsalzinfusion eine Patientin
gerettet zu haben, publizierte aber genauso, dass die dabei eingesetzte intraarterielle
Infusion zu einer Gangrän der Hand mit anschlieÿender Amputation geführt habe [Küm-
mell, 1882].
Den Beginn ihres endgültigen Durchbruchs in der klinischen Lehre und Praxis verdanken
intravenöse Infusionen dem Chirurgen A. Landerer13, der 1885 seine Erfahrungen mit
diesen publizierte [Landerer, 1886]. Obwohl sich Landerer mit seiner Position durch-
setzte und es sich bei seinen Vorschlägen schon 1898 um eine Lehrbuchmeinung [Lan-
derer, 1898] handelte, blieben der rektale und subkutane Applikationsweg zunächst
noch deutlich populärer [Schüttler, 2003]. Die eigentliche �Revolution� von Landerer
war dabei, dass er die Punktion der Vene radikal vereinfachte. Gelang bis dahin der üb-
liche Zugang zur Vene über eine Venae sectio, empfahl Landerer, die Vene � wie heute
üblich � direkt zu punktieren. Wenig später zogen die Internisten nach und verwendeten
Kochsalzlösungen.
Durch die �ächendeckende Akzeptanz der Infusionslösungen entstand auch die Not-
wendigkeit, endlich standardisierte Zusammenstellungen festzulegen. Basierend auf der
Beobachtung des Physiologen H. Hamburger14, dass eine 0,9% Natriumchlorid � Lösung
für Erythrozyten isotonisch � also osmotisch inert � ist, setzte sich die �isotone� Koch-
salzlösung rasch durch. Nur wenig später entwickelte S. Ringer die nach ihm benannte
�Ringer � Lösung� (mehr dazu siehe im Kapitel 1.2.6 auf Seite 8). Neben den wissen-
schaftlichen Erkenntnissen waren aber auch industrielle Grundlagen zwingend notwen-
dig, denn für die von Landerer propagierte atraumatische Venenpunktion wurden groÿe
Mengen an geeigneten Spritzen und Kanülen gebraucht. Im 1. Weltkrieg konnten die
Mediziner bereits auf eine Reihe von Infusionslösungen zur Behandlung akuter Volu-
menmangelzustände zurückgreifen. Wenig später führte die Suche nach Alternativen
zur Kochsalzlösung, die dem Blut nicht nur osmotisch, sondern auch chemisch und

10Emil Schwarz, deutscher Gynäkologe, *1865 �1918
11Johann Jacob Bischo�, Gynäkologe in Basel, *1841 �1892
12Hermann Kümmell, Chirurg in Hamburg, *1857 �1937
13Albert Sigmund Landerer, deutscher Chirurg, Professor in Leipzig, *1854 �1904
14Hartog Jacob Hamburger, niederländischer Physiologe, *1859 �1925
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physikalisch näher kamen, zur Einführung von �Normosal� (nach W. Straub15) und
�Tutofusin� (nach W. Weichardt16, vgl. Abbildung 6.2). Tutofusin wird heute noch
verwendet und durch die Firma Baxter® vertrieben.

Tabelle 6.2: Zusammensetzung: Tutofusin®

Elektrolyte Blutplasma Tutofusin®

[mmol / l]

Natrium 140 140
Kalium 4,5 5,0
Calcium 2,5 2,5
Magnesium 1,0 1,5
Chlorid 101 153
HCO−

3 26
PO3−

4 1,2

6.1.2 Entwicklung der Kolloide

Dem Dogma Starlings folgend hielt man diese kristalloiden Lösungen für ungeeignet,
um das zirkulierende Blutvolumen dauerhaft zu erhöhen. Neben den Vorläufern kris-
talloider Lösungen (siehe Kapitel 1.2.6 auf Seite 6), wurden deshalb erste Alternativen
entwickelt. Grundüberlegung war, dass der kolloidosmotische Druck einer Flüssigkeit
der entscheidende Parameter für die intravasale Verweildauer war. So folgerte E. Star-
ling17, dass mit der Applikation von Kochsalzlösung zwar zunächst das intravasale
Volumen ansteige, dann aber durch die gleichzeitige relative Abnahme der Plasma-
proteinkonzentration auch der kolloidosmotische Druck sinken müsse. Letztes führe
wiederum zur Abwanderung der Flüssigkeit von intra� nach extravasal, so dass der
Volumene�ekt rasch schwände.
Um diese Probleme zu lösen, wurde unter anderem versucht, durch Beimischung von
Gummi arabicum18 die intravasale Verweildauer der Kochsalzlösungen zu erhöhen. Die-
se Versuche mündeten zwar in einem hervorragenden Volumene�ekt, gingen aber mit
massiven Nebenwirkungen wie Schüttelfrost und Fieber einher. Infolgedessen sprach
die American Medical Association 1922 eine o�zielle Warnung vor der �Gum � saline�
aus.

15Walter Straub, Freiburger Pharmakologe, *1874 �1944
16Wolfgang Weichardt, Erlanger Internist, *1875 �1945
17Ernest Henry Starling, englischer Physiologe,*1866 �1927
18Aus Akazien gewonnenes natürliches Polysaccharid
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Spätestens 1937 verschwand es zunehmend aus der klinischen Praxis, da die Toxizität,
die Antigenität und die Tendenz zur Leberzerstörung der schwer zu klassi�zierenden
Polysaccharide erkannt wurde [Le Gal, 1975].
1915 schlug J. Hogan vor, Gelatine zu benutzen [Hogan, 1915]. Diese Idee konnte
sich aber zunächst aufgrund multipler schwerster Nebenwirkungen und der Furcht vor
Kontamination mit Tetanus und Bacillus anthracis nicht durchsetzen [Le Gal, 1975].
Deshalb galten weiterhin Kochsalzlösungen mit zugesetzten Vasopressoren als Mittel
der Wahl. Parallel zu dieser Idee entstand auch das Konzept der hypertonen Kochsalz-
lösung. F. Hercher19 beobachtete bei kritisch verletzten Soldaten, dass bereits wenige
Milliliter von hochkonzentrierter Kochsalzlösung genügten, um den Kreislauf zu stabili-
sieren [Hercher, 1916]. Diese Beobachtung mündete in der industriellen Produktion von
�Schockcalarose�, einem Vorläufer der so genannten �Small � Volume Resuscitation�.
Bis zur (Wieder�) Entdeckung dieses Konzepts Anfang der 80er Jahre (siehe Abschnitt
1.2.7 auf Seite 24) geriet die stark hypertone Volumentherapie jedoch zunächst vor-
läu�g wieder in Vergessenheit [Goerig, 2001].
Mit dem Ende des 1. Weltkrieges endete vorerst auch die Erforschung marktreifer kolloi-
daler Lösungen zur Volumentherapie. In diesem Zusammenhang war 1923 W. Cannons
Beobachtung grundlegend, dass für die Ausbildung eines Schock weniger der akute
Blutverlust als vielmehr der intravasale Volumenmangel von Bedeutung war [Cannon,
1923]. Erst mit dem Ausbruch des 2. Weltkrieges wurden die Bemühungen wieder inten-
siviert. Ziel der Suche war ein künstlich (massenhaft) herstellbares und chemisch inertes
Kolloid. Den Anfang machten deutsche Militärärzte, die auf das 1939 von W. Rep-
pe20 entwickelte Polyvinylpyrrolidon21 zurückgri�en. Vertrieben wurde dieser vielfach
und erfolgreich angewandte Plasmaexpander unter dem Namen �Periston� [Duesberg,
1944] [Weese, 1943]. Hauptproblem war, dass Polyvinylpyrrolidon nicht abgebaut wer-
den kann, da entsprechende Enzyme nicht vorhanden sind. Wie andere Kolloide auch
wird es durch das mononukleäre Phagozytose�System (MPS) phagozytiert und lagert
sich in bestimmten Organen ab. In tierexperimentellen Studien stellte man auÿerdem
auch eine permanente Ablagerung von PVP in der Niere fest. Das pathologische Kor-
relat dafür wurde �Kolloidonniere� genannt [Heinlein, 1958].
Parallel wurde es durch die Entdeckung der Blutfraktionierung im Jahre 1941 möglich,
erstmals Humanalbumin in groÿen Mengen für Patienten zur Verfügung zu stellen, die
im Rahmen des Überfalls auf Pearl Harbor Verbrennungen erlitten hatten [Myburgh

19Friedrich Hercher, deutscher Chirurg, *1881 1958
20Walter Reppe, deutscher Chemiker bei BASF,*1892 �1969
21Polyvinylpyrrolidon, PVP, auch Polyvidon oder Povidon, ein Polymer der Verbindung Vinylpyrrolidon
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and Mythen, 2013]. Mit dem Ende des 2. Weltkriegs wurde �Periston� deshalb zu-
nehmend durch die besser verträgliche Kolloide Dextrane und Gelatine verdrängt und
ersetzt. In den 70er Jahren wurde die 1. Generation der Hydroxyethylstärke auf dem
Markt eingeführt. Diese traten in vielen Ländern der Welt rasch in den Vordergrund.
HES galt dabei als zuverlässiger Plasmaexpander ohne klinische Toxizität [Lee WH Jr,
1968].
Weltweit entwickelten von Land zu Land und oft von Krankenhaus zu Krankenhaus
höchst unterschiedliche Konzepte beim Volumenersatz. Während Deutschland mehr-
heitlich Hydroxyethylstärke anwendet, hat diese zum Beispiel in den USA einen sehr
geringen Stellenwert. Häu�g werden die heutigen Positionen bei der Wahl des Kolloides
stark durch historische und (national�) ökonomische Faktoren beein�usst.

6.2 Wie die Nephrotoxizität von HES in den Vordergrund

der Diskussion rückte

Bei der oben zitierten Auswahl von aktuellen klinischen Studien und Reviews stand
das Gesamt � Outcome der Patienten im Vordergrund. Dabei wird insbesondere der
internationale Diskurs um die potentielle Nephrotoxizität von HES seit Jahren am leb-
haftesten geführt. Ein Konsens konnte lange Zeit nicht gefunden werden. So gibt es
Übersichtsarbeiten, denen zufolge eine HES � Applikation HES 130 / 0,4 nicht mit ei-
ner erhöhten Rate an Nierenversagen assoziiert ist [Boussekey et al., 2010]. Besonders
gefährlich schien HES im Kontext der Kombination aus Sepsis und akuter Nierenschä-
digung zu sein. In der Literatur �nden sich unabhängig vom Einsatz von HES bereits
bis auf das 6,5�fache gesteigerte Letalitätsraten septischer Patienten im Vergleich zu
Patienten ohne ein akutes Nierenversagen. Auÿerdem verlängert sich deren stationärer
Aufenthalt [Bagshaw et al., 2008]. Au�ällig ist, dass bereits nicht � septische Infek-
tionen, wie unkomplizierte Pneumonien, das Risiko für ein akutes Nierenversagen und
damit auch die Mortalität erhöhen [Murugan and Karajala-Subramanyam, 2010]. Be-
sonders ältere Patienten mit einer Nierenschädigung haben eine deutlich schlechtere
Prognose [Ishani et al., 2009]. Zentraler Angri�spunkt beim Kampf gegen die Sepsis
gilt in der Frühphase die Stabilisierung der Hämodynamik [Licari et al., 2007]. Die so
genannte �Early Goal directed therapy� verbessert nicht nur das Outcome der Patien-
ten, sondern mindert auch das Auftreten von Organkomplikationen, wie das septische
Nierenversagen [Dellinger et al., 2008] [Rivers et al., 2001]. Die frühzeitige und e�ek-
tive Infusionstherapie stellt dabei den Grundpfeiler der Therapie dar, um die Niere zu
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schützen. Die Wahl des geeigneten Volumenersatzmittels zur schnellen und nachhalti-
gen hämodynamischen Stabilisierung ist seit langem umstritten. HES galt dabei lange
den Kristalloiden wegen seiner Fähigkeit zur Volumenexpansion überlegen. Der bei zu
aggressiver Infusion kristalloider Lösungen befürchtete so genannte �Fluid overload� ist
mit einem deutlich schlechteren Outcome assoziiert [Cerda et al., 2010] [Payen et al.,
2008]. Auch bei diesem Problemkomplex nimmt die Niere abermals eine Schlüsselstel-
lung ein [Bouchard et al., 2009].
Der Paradigmenwechsel in der Volumentherapie begann im Kontext der hämodynami-
schen Stabilisierung bei septischen Patienten. Exemplarisch deutlich wird dies, wenn
man die Änderungen der Sepsis � Guidelines von 2008 und 2010 betrachtet. So galt
2008 in den �international guidelines for management of severe sepsis and septic shock�
der Surviving Sepsis Campaign:

�We recommend �uid resuscitation with either natural/arti�cial colloids or
crystalloids. There is no evidence-based support for one type of �uid over
another (grade1B)� [Dellinger et al., 2008]

In der deutschen 2k � Leitlinie von 2010 hingegen sind folgende Aussagen zu �nden:

�Nach der gegenwärtigen Datenlage kann der Einsatz von niedermolekula-
ren HAES � Lösungen und anderen künstlichen kolloidalen Lösungen bei
Patienten mit schwerer Sepsis bzw. septischem Schock nicht empfohlen
werden.
Empfehlung Grad E (Evidenzgrad V: Expertenmeinung)

Bei Patienten mit schwerer Sepsis bzw. septischem Schock kann eine Gabe
von Humanalbumin erwogen werden.
Empfehlung Grad E (Evidenzgrad V: Expertenmeinung)

Wir empfehlen zur hämodynamischen Stabilisierung einen Volumenersatz
mit kristalloiden Lösungen.
Empfehlung Grad B (Evidenzgrad Ib für 235)�

Ursächlich für die Änderung ist unter anderem der Abbruch der von Zander und
Boldt [Zander et al., 2007] kritisierten VISEP � Studie (Volumen� und Insulinthe-
rapie bei schwerer Sepsis und septischem Schock) [Brunkhorst et al., 2008].
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6.3 Unerwünschte Arzneimittelwirkungen der

Hydroxyethylstärke

Wie in Abschnitt 1.2.7 auf Seite 15 angesprochen, hat HES einige typische uner-
wünschte Arzneimittelwirkungen. In der Fachliteratur �ndet sich ein groÿes Spektrum
bestehend aus:

1. Verschlechterung der Gerinnungsfunktion bei gröÿeren (kardiochirurgischen) Ein-

gri�en:

Die Ursache der Gerinnungshemmung ist unter anderem der so genannten �Coa-
ting � E�ekt�. So ist für Hydroxyethylstärke (und Dextrane) beschrieben, dass
es ab einer gewissen Dosis dazu kommen kann, dass Thrombozyten von einem
Film des Kolloids umgeben werden können und so deren Gerinnungsfähigkeit
eingeschränkt wird [Lang-Roth and Karow, 2005]. Dies betri�t vor allem die
niedermolekularen Fraktionen. Daneben beein�usst HES auch die plasmatische
Gerinnung. Ursache dieser Beeinträchtigung sind aber die hochmolekularen Frak-
tionen des HES. Sie sollen durch eine Verminderung des Ristocetin � Kofaktors22

dazu führen, dass die Aggregationsfähigkeit von Thrombozyten am Gefäÿendo-
thel und an einander abnimmt. Auÿerdem senkt hochmolekulares HES auch die
Aktivität des �Willebrand � Faktor � VIII � Komplexes� [Thiel and Roewer, 2009].
Die klinische Bedeutung dieses Phänomens indes ist umstritten. Im Lehrbuch �n-
det sich die Aussage, dass HES aller Generationen keine �nennenswerte� Gerin-
nungsbeeinträchtigung habe (siehe [Thiel and Roewer, 2009], S.242). Trotzdem
kommen viele klinische Studien zu einem anderen Ergebnis (e.g. [Schramko et al.,
2009], [Hecht-Dolnik et al., 2009]). So kommt eine umfangreiche Metaanalyse
von Navickis et al. aus dem Jahr 2012 mit fast tausend Patienten zu dem Schluss:

�Hydroxyethyl starch increased blood loss, reoperation for bleeding,
and blood product transfusion after cardiopulmonary bypass. There was
no evidence that these risks could be mitigated by lower molecular
weight and substitution [Navickis et al., 2012].�

2. Gewebeeinlagerung mit dem Risiko eines Organversagens:

Die bereits oben erwähnt, wird HES teilweise durch das MPS phagozytiert. Die
Phagozytose und somit die Immunkompetenz der Makrophagen wird dabei nicht
beeinträchtigt. Es kommt zur Vakuolenbildung, Zellschwellung und lysomalen

22Ristocetin ist ursprünglich ein Antibiotikum
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Speicherung. Diese sind als Ablagerungen im Gewebe sind mikroskopisch gut
sichtbar (vgl. [Kamann et al., 2007]), deren zeitlicher Verlauf und interindividu-
ell stark unterschiedlich ausgeprägt sein können (vgl. [Sirtl et al., 1999]). Dieses
Phänomen ist vermutlich ursächlich für den Pruritus und die Hepatosplenomega-
lie.

3. Pruritus:
Für den bei jedem HES � Präparat möglichen Pruritus prädisponieren erstens die
applizierte Gesamtdosis von HES, zweitens eine verlangsamte Elimination (z.B.
bei Applikation von hochmolekularem und �substituiertem HES) und drittens
das Vorliegen bestimmter Vorerkrankungen (e.g. Hörsturz, Schalltrauma) [Thiel
and Roewer, 2009]. Die Auswirkungen des � meist therapierefraktären � Pru-
ritus auf die Lebensqualität eines Patienten werden bei der Anwendung häu�g
unterschätzt, nicht selten führt dieser zu Schlafstörungen, permanentem Stress
und massiver Störung des täglichen Lebens [Bork, 2005]. Als ursächlich für den
Juckreiz gilt die Ablagerung von HES in den Zellen des Endo�, Perineuriums und
den Schwann � Zellen [Ständer et al., 2001]. Eine aktuelle �post�hoc� Analyse
der Überlebenden der 6S�Studie von Perner et al. [Perner et al., 2012] durch
Wittbrodt et al. zeigte, dass HES�Patienten nicht über einen signi�kant gestei-
gerten Pruritus litten [Wittbrodt et al., 2013]. Demgegenüber zeigten Ständer et
al. 2014 in einer Studie an 70 Patienten, dass - unabhängig von der Art des HES
� Präparates - Pruritus für 80% der Patienten ein groÿes Problem darstellt [Stän-
der et al., 2014].

4. Hepatosplenomegalie:
Leber und Milz enthalten besonders viele Makrophagen. Entsprechend werden
dort zum Teil auch erhebliche Mengen an HES phagozytiert. Es kommt zur ex-
zessiven Vakuolisierung und konsekutiven Zellschwellung. Es ist beschrieben, dass
hierdurch nicht nur die Leber makroskopisch anschwellen kann, sondern sogar die
Lebersinusoide so stark komprimiert werden können, dass sich eine portale Hyper-
tension entwickeln kann. Dies kann so weit gehen, dass sich eine Milzstauung und
auch ein Aszites manifestieren [Thiel and Roewer, 2009]. Diese Komplikation wird
vor allem für Patienten mit dialysep�ichtiger Niereninsu�zienz beschrieben [Die-
nes et al., 1986].

5. Anaphylaktoid � anaphylaktische Reaktionen:
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Die Inzidenz von anaphylaktoid�anaphylaktische Reaktionen ist bei HES unter
allen Kolloiden am geringsten. Sie wird mit etwa 0,06% angegeben [Laxenaire
et al., 1994].

6. Nierenschädigung:
Inwiefern HES die Nierenfunktion beeinträchtigt, ist äuÿerst umstritten. Viele
Reviews sehen einen Zusammenhang zwischen der infundierten HES � Menge und
der darauf folgenden Notwendigkeit von Nierenersatzverfahren (z.B. [Zarychanski
et al., 2009]). Die Studienlage zu diesem HES � assoziierten Nierenschaden ist
unübersichtlich, die internationale Diskussion seit Jahren höchst kontrovers. Der
in diesem Zusammenhang auftauchende Begri� der �osmotischen Nephrose� wird
in Kapitel 4.3.1 auf Seite 121 näher erläutert. Da die Nierenproblematik von HES
der Schwerpunkt dieser Dissertation sein soll, sei an dieser Stelle aus Gründen der
Übersichtlichkeit auf die Diskussion in Kapitel 4 auf Seite 115 für die ausführliche
Darstellung dieser Thematik verwiesen.

6.4 Zusätzliche Abbildungen

6.4.1 Abbildungen zur Studienlage zur Therapie mit Kolloiden,

insbesondere zum Einsatz von HES
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Tabelle 6.3: Zusammenfassung der Diskrepanz des theoretischen Modells und der klinischen
Studien über Kolloide. Modi�ziert nach der Übersicht von Hartog et al. im Kapitel
�Volumentherapie� des Lehrbuches �Intensivmedizin�, Van Aken et al., Thieme
2014 [Hartog, 2014].

E�ekt Historische Argumente Ergebnisse aus groÿen
klinischen Studien

pro Kristalloide pro Kolloide

Volumen�
wirkung

langsam, sowohl
im Plasmavolumen
(PV) als auch im
Extrazellulärvolu-
men (EZV)

schnell, v.a. im PV kein Unterschied bzgl. der
de�nitiven hämodynami-
schen Stabilisierung

Volumen�
menge

periphere Ödeme
sind klinisch nicht
relevant

Kristalloide müs-
sen in einem 4-fach
höheren Volumen
eingesetzt werden,
im �Capillary Leak�
sogar noch mehr
erforderlich

Kristalloid / Kolloid � Vo-
lumenquotient ist bei in-
tensivmedizinischen und
septischen Patienten un-
ter 2

Ödeme überschüssiges Vo-
lumen leicht mo-
bilisierbar, Kolloi-
de dagegen binden
Wasser im EZV

Kolloide ziehen
Wasser aus dem
EZV, Kristalloide
dagegen erhöhen
Wassergehalt im
EZV

Kristallloide oder Kolloi-
de haben keinen di�eren-
ten Ein�uss auf Lungen-
ödem und pulmonale Per-
meabilität

KOD (=
kolloidos-
motischer
Druck)

KOD erniedrigt,
nicht ausschlagge-
bend

KOD erhöht, redu-
ziert Ödeme

Kosten gering synthetische Kol-
loide kosten weni-
ger als Albumin bei
gleicher Wirkung

bei vergleichbarem klini-
schen Outcome wesent-
lich geringere Kosten mit
kristalloiden Lösungen
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6.4.2 Weltweite Verteilung der einzelnen Infusionslösungen

Abb. 6.1: Übersicht über den weltweiten Einsatz von Infusionslösungen nach Land. Angaben in [%].
Auswahl von Daten nach [Finfer et al., 2010]
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Abb. 6.2: Übersicht über den weltweiten Einsatz von Kolloiden nach Land. Angaben in [%].
Auswahl von Daten nach [Finfer et al., 2010]

6.4.3 Zusammensetzung der einzelnen Infusionslösungen

Tabelle 6.7: Zusammensetzung: 0,9% NaCl � Lösung

Elektrolyte Blutplasma 0,9% NaCl � Lösung

[mmol / l]

Natrium 140 154

Kalium 4,5

Calcium 2,5

Magnesium 1,0

Chlorid 101 154

Laktat

HCO−
3 26

PO3−
4 1,2
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Tabelle 6.8: Zusammensetzung: Ringer � Lösung

Elektrolyte Blutplasma Ringer � Lösung

[mmol / l]

Natrium 140 147

Kalium 4,5 4,0

Calcium 2,5 2,3

Magnesium 1,0

Chlorid 101 156

Laktat

HCO−
3 26

PO3−
4 1,2

Tabelle 6.9: Zusammensetzung: Ringer � Laktat

Elektrolyte Blutplasma Ringer � Laktat

[mmol / l]

Natrium 140 125 - 134

Kalium 4,5 4,0 - 5,4

Calcium 2,5 0,9 - 2,0

Magnesium 1,0

Chlorid 101 106 - 117

Laktat 25 - 31

HCO−
3 26

PO3−
4 1,2
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Tabelle 6.10: Zusammensetzung: Sterofundin® ISO

Elektrolyte Blutplasma Sterofundin® ISO

[mmol / l]

Natrium 140 145

Kalium 4,5 4,0

Calcium 2,5 2,5

Magnesium 1,0

Chlorid 101 127

Azetat 24

Malat 5,0

HCO−
3 26

PO3−
4 1,2

Tabelle 6.11: Zusammensetzung: Jonosteril®

Elektrolyte Blutplasma Jonosteril®

[mmol / l]

Natrium 140 137

Kalium 4,5 4,0

Calcium 2,5 1,65

Magnesium 1,0 1,25

Chlorid 101 110

Azetat 36,8

Malat

HCO−
3 26

PO3−
4 1,2
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Tabelle 6.12: Zusammensetzung: PlasmaLyte® A

Elektrolyte Blutplasma PlasmaLyte® A

[mmol / l]

Natrium 140 140

Kalium 4,5 5,0

Calcium 2,5

Magnesium 1,0 3,0

Chlorid 101 98

Azetat 27

Malat

Glukonat 23

HCO−
3 26

PO3−
4 1,2

6.4.4 Andere balancierte Vollelektrolytlösungen

Eine andere häu�g eingesetzte balancierte Vollelektrolytlösung ist Jonosteril® von Fre-
seniusKabi. Jonosteril® unterscheidet sich hinsichtlich seiner Zusammensetzung in eini-
gen Punkten von Sterofundin® ISO (siehe Tabelle 6.11). So enthält Jonosteril® mehr
Azetat, aber kein Malat. Anwendungsspektrum, Kontraindikation und unerwünsch-
te Arzneimittelwirkungen sind aber mit denen des Sterofundin® ISO vergleichbar.
Eine andere, in Deutschland kaum gebräuchliche balancierte Vollelektrolytlösung ist
PlasmaLyte® A von der Firma Baxter. Die Zusammensetzung dieser Infusionslösung
wird in Abbildung 6.12 gezeigt. PlasmaLyte® A enthält kein Calcium und weniger
Chlorid als Sterofundin® ISO. Als metabolisierbare Anionen greift es auf Azetat und
Glukonat zurück.
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Tabelle 6.13: Abkürzungsverzeichnis

Abkürzung Bedeutung

µm Mikrometer
APTS 8 � Aminopyrene � 1, 3, 6 � trisulfonic Säure
Abb. Abbildung
Aqua dest. Destilliertes Wasser
CCL � 2 Chemokine (C � C motif) Ligand 2
CD54 Cluster of Di�erentiation 54 (= ICAM � 1)
CI kumulative Inzidenz
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
EMA European Medicines Agency
EPH � Gestose alter Begri� für Präeklampsie, Ödeme (Edema), Proteinurie und Hypertension
e.g. exemplum gratia (lat. zum Beispiel)
EZ4U �Easy for you�, nichtradioaktiver Zellproliferations� und zytotoxizitätstest
FCS Fetal calf serum
ICAM � 1 Intercellular Adhesion Molecule 1
HCO−

3 (Natrium�) Hydrogencarbonat, Bicarbonat
HES Hydroxyethylstärke
HK � 2 Human kidney 2
HWZ Halbwertszeit
kDa 1000 Dalton, Maÿ für die atomare Masse
LPS Lipopolysaccharid
MCP � 1 monocyte chemoattractant protein � 1
ml Milliliter
NEJM New England Journal of Medicine
nm Nanometer
pAVK Periphere arterielle Verschlusskrankheit
PBS Phosphat � gepu�erte Salzlösung
pH pH � Wert
PO3−

4 Phosphat
ppm parts per million, 1 ppm = 1 Teil pro Million = 0,0001%
PRAC Pharmacovigilance Risk Assessment Committee der EMA
LDH Laktatdehydrogenase
RT � PCR Real � Time � Polymerasechainreaction
RNA Ribonukleinsäure
SIRS Systemic in�ammatory response syndrome
TNFα Tumornekrosefaktorα
VEL Vollelektrolytlösung
RT � PCR quantitative polymerase chain reaction
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phischer untersuchungen mit 14c - saccharose. Virchows Arch. path. Anat.,, 341:122
� 155.
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