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Einleitung 1

I. Einleitung und Aufgabenstellung

Karpfen sind als bedeutende Wirtschaftsfische verschiedensten Umwel tbedingungen ausge-
setzt. Das Verbreitungsgebiet der Wildform beschrankt sich auf warmere Regionen, wahrend
Zuchtformen auch in klimatischen Regionen gehalten werden, in denen ein Uberleben der Art
insbesondere wegen der Notwendigkeit relativ hoher Wassertemperaturen fir die Fortpflanzung
nicht moglich wére. Den Anforderungen an die Umgebungstemperatur wird bei der kiinstlichen
Vermehrung Rechnung getragen. Bel Aufzucht und Mast ist die aktive Temperaturgestaltung
meist aus 6konomischen Grinden nicht vertretbar, so dald in diesen Phasen stark wechselnde
Bedingungen auftreten kénnen. Dies trifft auch auf andere exogene Faktoren zu, die teilweise
temperaturabhangig reagieren oder anderweitig schwanken.

Durch Ausscheidungs- und Austauschprozesse beeinflussen Fische den sie umgebenden aqua:
tischen L ebensraum auch selbst. Insbesondere bei hohen Besatzdichten kommt es dadurch zu
komplexen Verdnderungen der Wasserzusammensetzung, auf die sich das Individuum einstel-
len muf3. Werden kritische Konzentrationen bestimmter Wasserinhaltsstoffe erreicht, fuhrt dies
zu L eistungseinschrankungen und gesundheitlichen Belastungen und im Falle der Uber-
schreitung der Regulationsfahigkeit zum Tod.

Diese Arbeit befalét sich mit der Wirkung veranderter, den Saure-Basen- und Elektrolythaushalt
des Karpfens beeinflussende Umweltbedingungen auf verschiedene Blutparameter. Im Vorder-
grund stehen mit dem Kohlendioxidpartialdruck, der Wasserstoffionenkonzentration und der
Ammoniakkonzentration Wasserparameter, die sowohl durch exogene Einfllisse al's auch durch
die Stoffwechselaktivitét der Fische variieren kdnnen, sich gegenseitig komplex beeinflussen
und deshalb bei Haltung und Transport von Karpfen von Bedeutung sind.

Diese drei Parameter fiihren bei Uberschreitung (und im Fall der Wasserstoffionenkonzentration
auch bel Unterschreitung) artspezifischer Grenzwerte zu L eistungsminderung, Krankheit und
Tod, werden jedoch in bestimmter Variationsbreite toleriert.

Ziel dieser Arbeit it es, Verlaufe verschiedener Blutparameter zu ermitteln, von denen Ruick-
schltisse auf Regulationsmechanismen im Toleranzbereich o. g. Wasserparameter moglich sind.

Dazu ist es notwendig, standardisierte V ersuchsbedingungen zu schaffen, um andere Einfltisse
(z. B. Schwankungen der Temperatur und des Sauerstoffpartial druckes) gering zu halten.

Da die bestehenden Einrichtungen zur Fischhaltung und V ersuchsdurchfiihrung im Institut for
Physiologie der Veterindrmedizinischen Fakultét der Humbol dt-Universitét zu Berlin bzw.
(nach Fusion) des Fachbereiches Veterindrmedizin der Freien Universitét Berlin (Standort Ber-
lin-Mitte) qualitativ und quantitativ nicht ausreichen, sind fur die Durchfiihrung der Versuche
Konzeption und Bau von Haltungs-, V orbereitungs- und V ersuchsei nrichtungen notwendig.
Diese sind den raumlichen Gegebenheiten des Institutes fir Physiol ogie anzupassen, sollen die
gewinschten standardisierten V ersuchsbedingungen ermdglichen und die Basis fir weitere
fischphysiologische Untersuchungen am Institut bilden.

V erlaufsuntersuchungen von Blutparametern werden haufig an grof3en Tierzahlen bei enmaliger
Blutentnahme zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgeftihrt.

In dieser Arbeit sollen Versuche mit mehrmaliger Blutentnahme an relativ wenigen Einzeltieren
durchgefuhrt werden.
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Dazur Bestimmung vieler Parameter nur Blutplasma gebraucht wird, ist abweichend von aus
der Literatur bekannten Versuchen die Reinfusion gewaschener korpuskulérer Blutbestandteile
vorgesehen.

Eswird erwartet, dal’d mit dieser Methode trotz Entnahme relativ grof3er Blutmengen genaue
Verlaufswerte am Einzeltier zu ermitteln sind und die Reinfusion den Verlust an korpuskuléren
Blutbestandteilen minimiert.

Daweiterhin zu erwarten ist, dai’ diese methodische V orgehenswel se aufgrund zu geringen

Blutvolumens bel kleinen Karpfen nicht zum Erfolg fuhrt, sind die Versuche an Karpfen mit e-
ner Korpermasse von mehr als 2 kg geplant.

Uber starke Erhéhung der K ohlendioxidkonzentration im Wasser (Hyperkapnie) soll bei den
Versuchstieren eine Azidose provoziert werden. Zusétzlich wird ein Teil der Tiere erhdhten
Ammoniakkonzentrationen im Wasser ausgesetzt, um eventuell vorhandene Auswirkungen der-
artiger Wasserveranderungen zu erfassen. Das Verhalten der Blutparameter bel anschliel3ender
Rickkehr zur Normokapnie soll ebenfalls untersucht werden.

Folgende Blutparameter sollen bestimmt und in die Betrachtung einbezogen werden:

pHa paCO2, [HCO3]4 BE;
paO2, HK, [Hb] 5, [Erythr.]g MCHC;

[ClTpl, [Na*]pl, [K*]pl, [Ca?*]pi;

[Adrendin]pl, [Noradrenalin]p;

[NH3 + NH4"]pl.

Ultsch et al. (1981) zeigten, dal3 die Senkung des Wasser-pH (pHy) beim Karpfen zur meta-
bolischen Azidose mit Beeinflussung des Elektrolytstatus fihrt. Neben fallenden Plasmakon-

zentrationen von Cl- und Nat erzeugt die Azidose eine Hypoxamie, die zusitzlich belastend
wirkt.

Hyperkapnie des Wassers provoziert ebenfalls eine Azidose bel Karpfen. Hyperkapniebeglei-

tend steigt die Abgabe von NH4* H* und CI- in das Wasser und die Aufnahme von Na* aus
dem Wasser (Claiborne & Heider, 1984; 1986).

Dader Blut-pH fallt und der pCO2 im Blut steigt, entsteht zusétzlich eine Hypoxamie.

Hypoxamische Bedingungen erfordern regul atorische Antworten, die besonders auf die Ge-
wahrleistung der Sauerstoffversorgung ausgerichtet sind.

Karpfen reagieren u. a. mit erhohten Katecholaminkonzentrationen im Blut (z. B. Mazeaud,
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1964; Fuchs & Albers, 1988; Kakuta & Murachi, 1992), wobei stark differierende Ergebnisse
beziiglich der absoluten K onzentrationsanstiege und der Relation von Adrenalin zu Noradrena-
lin bestehen und keine verladichen Ergebnisse unter hyperkapnischen Bedingungen existieren.

Katecholamine beeinflussen in vitro und in vivo den extrazelluléren und intrazel luléaren Sauren-
Basen- und Elektrolythaushalt im Karpfenblut Gber Modulation der Austausch- und Transport-
prozesse an der Erythrozytenmembran (z. B. Fuchs & Albers, 1988; Salama & Nikinmaa,
1988), was vor allem der Verbesserung der Sauerstoffversorgung dient.

Das methodische Vorgehen und die Untersuchung der o. g. Blutparameter soll zur Beantwor-
tung folgender Fragen beitragen:

1. Sind die konzipierten Haltungs-, Vorbereitungs- und V ersuchseinrichtungen geeignet, stan-
dardisierte und stref?arme Bedingungen zu gewahrleisten?

2. Ist eine Beeinflussung der Ergebnisse durch die gewahlte Blutentnahme- und Reinfusion-
stechnik ausgeschlossen?

3. Inwelchem Umfang wird die hyperkapnieinduzierte Azidose und Hypoxamie mit Verande-
rungen der arteriellen Blutzusammensetzung beantwortet?

4. Sind dievon Claiborne & Heider (1984; 1986) beschriebenen veranderten lonenaustausch-
und -transportprozesse zwischen Karpfen und Wasser bel Hyperkapnie mit veranderten Plas-
makonzentrationen dieser lonen verbunden?

5. Kommt es bei hyperkapnieinduzierter Azidose und Hypoxamie wie bel anderen hypoxami-
schen Zusténden (Mazeaud, 1964; Fuchs & Albers, 1988; Kakuta & Murachi, 1992) ebenfalls
zur Freisetzung von Katecholaminen in das zirkulierende Blut und wie verh@lt sich dabel deren
Konzentration zueinander?

6. In welchem Mal3e werden ausgelenkte Werte innerhalb des Hyperkapniezeitraumes und in
der Posthyperkapniephase reguliert?

7. Beeinflult eine hohere NH3 / NH4t-Konzentration im Wasser auftretende V erdnderungen
der Blutzusammensetzung zusétzlich?
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[I. Literaturtibersicht

1. Sauren-Basen-Haushalt: Regulationsmechanismen und -organe

1.1. Pufferung

Durchintra- und extrazelluldre Pufferung ist der Organismusin der Lage, den pH in den Kom-
partimenten trotz endogenem oder exogenem Anfall saurer oder basischer Substanzen bis zu ei-
nem gewissen Grad ohne grof3ere Abwei chungen konstant zu halten. Dabei kommt es primér
nicht zur Eliminierung dieser Aquivaente. Fir die Pufferung stehen dem Organismus verschie-
dene Puffersysteme zur Verfligung, die jewells aus einer schwachen Saure und ihrer korres-
pondierenden Base gebildet werden.

Das bedeutsamste extrazelluldre Puffersystem ist das CO2 / Bikarbonat-Puffersystem, bei dem
die Konzentrationen beider Anteile dieses Systems regulierbar sind (offenes Puffersystem). Bei
luftatmenden Tieren erfolgt diese Regulation Uber Variationen in der Kohlendioxidabgabe in der
Lunge und der Ausscheidung und Reabsorption von Bikarbonat- und Wasserstoffionen in den
Nieren.

Die besonderen physiko-chemischen Bedingungen im Wasser schranken beim Fisch die Regu-
lationsmoglichkeit des pCO2 im Blut Uber die Kiemenatmung stark ein (Perry, 1986). Diesist

begriindet durch die niedrige Sauerstoffloslichkeit im Wasser, die z. B. eine respiratorische
Kompensation einer Alkalose mittels Hypoventilation erschwert, da gleichzeitig die Sauer-
stoffaufnahme sinken wiirde.

Die hohere Pufferkapazitét im 1ZR und EZR besitzen die Nichtbikarbonatpuffer und - bezogen
auf die Korperabteilungen - besitzt der I1ZR bei Fischen eine hohere Pufferkapazitét als der EZR
(Heidler, 1980; Holeton et al., 1983; Cameron, 1984), wobei Fische, verglichen mit hoheren
Vertebraten, im [ZR eine um den Faktor 1,5 - 2 niedrigere Pufferkapazitét aufweisen (Heider,
1986 a, b; 1990 a).

Beim Elasmobranchier Scyliorhinus stellaris gibt Heider (1980) fir die Nichtbikarbonatpuffe-
rung einen Anteil von 85 - 96 % an der totalen Pufferungskapazitét an, der wiederum zu 98 %
auf den IZR entféallt.

Der wichtigste Nichtbikarbonatpuffer des Blutesist das Hamoglobin, gefolgt von Plasmapro-
teinen, anorganischem Phosphat und organischem Phosphat in den Erythrozyten.
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1.2. Kiemen als Regulationsorgan des Sauren-Basen- und Elektro-
lythaushaltes

Durch miteinander verknlpfte ein- und auswarts gerichtete passive und aktive | onentransport-
mechanismen am Epithel sind die Kiemen an der Regulation des Sduren-Basen- und Elektro-
lythaushalt beteiligt. Fir mehrere Stoffwechsel produkte und lonen sind sie das Hauptausschel -
dungs- bzw. -austauschorgan.

1.2.1. Wasserstoffionen (H*), Natriumionen (Na¥)

Uberschiissige H*-lonen miissen nach Abpufferung in den einzelnen K érperabteilungen aus

dem Organismus entfernt werden. Effektive Mechanismen zur H*-lonen-Ausscheidung sind
bei Fischen vor allem an den Kiemen nachgewiesen worden. Als bedeutsamster M echanismus
wird der Austausch von Natriumionen gegen Wasserstoffionen (elektroneutraler Austausch)
zwischen umgebendem Wasser und EZR des Fisches beschrieben (Garcia-Romeu & Maetz,
1964; Kerstetter et al., 1970; Maetz & GarciaRomeu, 1964; Maetz, 1972) . Der bei azidoti-
schen Verénderungen des inneren Milieus nach auf3en gerichtete Wasserstoffionen-Strom kehrt
sich bel alkalotischen Verénderungen um.

Meaetz (1973) lieferte den Beweis fiir den direkten Zusammenhang zwischen Nat-Fluf3 und
H*/NH4*-FluR an den Kiemen des Goldfisches.

Nach neueren Untersuchungen scheint nicht generell eine direkte Kopplung des Transportes
von H*-lonen und Natriumionen zu bestehen. Perry & Randall (1981) fanden eine Reduktion
der Natriumaufnahme durch das Kiemenepithel der Forelle von 84 - 94 % bel Einsatz von 0,1

mmoll-1 Amilorid (einem lonenaustauschblocker fiir Natrium) im Haltungswasser.

Lin & Randall (1991) konnten bei Einsatz von Amilorid keine Beeinflussung der Protonenex-
kretion feststellen. Dagegen stellten sie eine Hemmung der Protonenexkretion bel Verwendung
von Vanadat, Acetazolamid und bel gesenktem pH des Wassers fest. Sie schlul¥folgerten dar-
aus, dal? die Existenz einer el ektrogenen Protonenpumpe in der apikalen Membran der Fisch-

kiemen wahrscheinlicher ist ds ein Nat/H*-Austauschmechanismus.

Diese e ektrogene Protonenpumpe oder H+-ATPase an der Apikalmembran entfernt H*-lonen
aus dem Zéellinneren und generiert ein negatives Potential an der Innenseite der Apikamembran.

Das negative Potential ist Antrieb fir den Na*-Einstrom ber amiloridsensitive Nat-Kandle.

Die Natriumionen werden tiber eine Nat/K+(NH 4%)-ATPase an der basolateralen Membranin
das Blut ausgeschleust. Der kombinierte Protonen- und Natriumionenaustausch ist somit ein in-
direkt gekoppelter Transportmechanismus (Lin & Randall, 1991). Als Sitz dieser elektrogenen
Protonenpumpen vermuteten Avella et a. (1987) die apikale Membran der Chloridzellen, da
diese Zellen reich an Mitochondrien zur Energiebereitstellung sind und die Héhe der Natrium-
aufnahme an den Forellenkiemen sich proportional zu ihrer Anzahl verhdlt.

Bel hormonell stimulierter Proliferation der Chloridzellen steigt die Na™-Aufnahme Uber das
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Kiemenepithel der Regenbogenforelle (Bindon et al., 1994 b).

Lin et a. (1994) konnten mit immunhistochemischen Untersuchungen die Lokalisation der H*-
ATPaseim Kiemenepithel der Regenbogenforelle darstellen. Nach ihren Ergebnissen sind so-
wohl Chloridzellen als auch Pflasterzellen des Kiemenepithels mit dieser Protonenpumpe aus-
gestattet.

Goss et a. (1992), Laurent et a (1994) und Morgan et a. (1994) bestétigen die Einbeziehung

der Pflasterzellen in die Nat-Aufnahme und Protonenexkretion. Elektronenmiroskopische Un-
tersuchungen von Laurent et a. (1994) zeigten sogar eine hdhere Ausstattung der Pflasterzellen

mit dieser H*-ATPase.

Nach Sullivan et a. (1995) ist die H*-ATPase in Pflasterzellen des Kiemenepithels der Regen-
bogenforelle lokalisiert und zeigt bei hyperkapnieinduzierter respiratorischer Azidose steigende
Aktivitét. I hre immunhistochemischen und immunel ektronenmikroskopischen Untersuchungen

ergaben auch, dal3 die H*-ATPase in und an der apikalen Membran lokaisiert ist und bei Nor-
mokapnie geringere oder keine Aktivitét der Protonenpumpe in den Pflasterzellen vorliegt.

Es existiert demnach sowohl ein elektroneutraler Na*/H*-Austauschmechanismus, der in natri-
umreichem Meerwasser bedeutsamer i, as auch ein indirekt gekoppelter Transportmechanis-
mus, angetrieben durch die Protonenpumpe des Kiemenepithels.

1.2.2. Bikarbonat (HCOg3z"), Chloridionen (CI-)

Maetz und Garcia-Romeu (1964), Kerstetter und Kirschner (1972), De Renzis und Magtz
(1973), De Renzis (1975) entdeckten an Goldfisch- bzw. Forellenkiemen einen Austauschme-
chanismus, der die Abgabe von Bikarbonat an das Wasser gegen die Aufnahme von Chloridio-
nen beinhaltet. Den umgekehrten Austausch wiesen Kormanik und Evans (1979) bel Opsanus
beta nach. Cameron (1976) erzeugte Uber einen erhdhten pCO, des Wassers elne respiratori-
sche Azidose und wies einen verminderten Chlorideinstrom durch die Kiemen bei gleichzeitig
gesteigertem Natriumioneneinstrom nach. Die von Wood et a. (1984) durch Hyperoxie indu-
Zierte respiratorische Azidose bei Regenbogenforellen wurde durch einen Bikarbonatanstieg im
Plasmabei gleichzeitiger Chloridabgabe innerhalb weniger Stunden kompensiert.

Dagegen fuhrt eine Sduerung des Wassers beim Karpfen auf pH = 4,0 sowohl zum Bikarbo-
natverlust als auch zum Abfall der Plasma-Chloridkonzentration (Ultsch et a., 1981). Nach
Neville (1979 a, b, ¢) kann auch eine zehnfache Erhéhung der Bikarbonatkonzentration im
Wasser die Chloridkonzentration im Plasmabei pHy = 4,0 nicht signifikant erhéhen, was auf

einen starken passiven Chloridverlust unter diesen Bedingungen schlief3en 1&8/%. Bel Sduerung
des Wassers tritt in Forellenkiemen eine Erhéhung der Enzymaktivitét der ClI--HCO3™-ATP-ase

und der HCOz™-ATP-ase auf. Trotzdem ist der Ausstrom von Chloridionen héher als der aktive
Einstrom von Chloridionen. Dadurch fuhrt ein sinkender pH des Wassers zum Chloridionen-
verlust (McKeown et al., 1985).

Unter der Voraussetzung, dal3 die serosale Seite des Kiemenepithel s passiv impermeabel fur
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HCOs" ist, wie von Perry et a. (1982) fir die Regenbogenforelle beschrieben, mul’ die Abgabe
von Bikarbonat an intaktem Kiemenepithel as Austausch gegen Chloridionen an der apikalen
Membran stattfinden. Der lonenaustauschinhibitor SITS (4-acetamido-4'i sothi ocyanatostil-

bene-2-2'-disulphonic acid) blockiert den HCO3™/Cl--Austausch an den Erythrozyten. Dem
Wasser zugesetzt, fuhrt er zur Erhéhung des Blut-pH bel der Forelle (Perry et al., 1981) und
zum reduzierten Chloridioneneinstrom an den Kiemen (Perry & Randall, 1981).

Von den drei Zelltypen des Kiemenepithels, Pflasterzellen, Schleimzellen und Chloridzellen,
scheinen letztere Hauptaufnahmeort der Kiemen fir Chloridionen zu sein. Hormonell stimu-

lierte Proliferation dieser Zellart fuhrt zu erhdhter Chloridaufnahme Uber das Kiemenepithel
(Bindon et a., 1994 b), behindert jedoch gleichzeitig den Gasaustausch.

1.2.3. NH4 /NH3

Die Kiemen sind Uber mehrere Mechanismen zur Ausscheidung bzw. Aufnahme von Ammo-
niak und Ammoniumionen befahigt.

Evans und Cameron (1986) beschreiben folgende Transportprozesse am Kiemenepithel :

Diffusion von NH3,
Diffusion von NHz*,

Basolateraler Nat/NH 4t -Austausch,

Basolaterale NH4Cl + NaCl-Aufnahme,

Apikaer Nat/NH 4 -Austausch.

Die Diffusionsprozesse folgen dabei ihrem Druck- bzw. Konzentrationsgefélle, das normaler-
weise nach auf3en gerichteten Transport bewirkt.

Aufgrund des hohen pK-Wertes wird hochtoxisches Ammoniak in den Korperkompartimenten
fast vollstandig in seine ionisierte Form umgewandelt. Trotzdem Uberwiegt der Diffusionsantell
des NH 3 deutlich, was auf die hohe Diffusibilitét dieser Verbindung durch Zellmembranen zu-

ruckzufthrenist (Heisler, 1980, 1986 a, b, 1990 b; Cameron & Heisler, 1983).

Durch die wesentlich niedrigere Permesbilitat des NH4+ gegeniiber NH3 ist der Anteil des dif-

fundierenden NH4+ am Gesamt-Ammoniak-Ausstrom relativ klein. Cameron und Heisler
(1983) berechneten einen theoretischen Anteil von 30 % am Gesamtausstrom von Ammoniak
fur folgende Bedingungen:

Temperatur =20 0C,
Blut-pH =7,85,
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pK = 9,44.

An Forellenkiemen ermittelten Cameron & Heider (1986) einen Diffusionskoeffizienten fur
Ammoniak, der ca. 25 % kleiner ist as der Diffusionskoeffizient im Wasser.

Neben der Diffusion durch Zellmembranen des Kiemenepithel s existieren parazellulére Diffusi-
onswege fur Ammoniumionen (Evans & Cameron, 1986; Heidler, 1990 b).

Die erwahnten Austausch- und Kotransportprozesse an der basolateralen und apikalen Membran
der Kiemenepithelzellen sowie deren Regulation sind in eéinem der folgenden Abschnitte darge-
stellt.

Unter normalen Umweltbedingungen hat die Diffusion von NH3 durch das Kiemenepithel kei-
nen direkten Einfluld auf den Saure-Basen-Haushalt, da es zu keiner Verschiebung saurer oder

basischer Aquivalente kommt. Auch der geringe Anteil der NH4T-Diffusion bei SiiRwasser-
fischen unter normalen Umwel tbedingungen diirfte nur geringen Einflul? haben, daer im Rah-
men der notwendigen Ausscheidung von H liegt. Energieverbrauchende Austauschprozesse
werden besonders bei belastenden Umwel tbedingungen aktiviert. Die Betelligung der verschie-
denen nachgewiesenen Austauschmechanismen bei diesen Umwel tbedingungen wird in der Li-
teratur unterschiedlich dargestellt. Uberwiegend Konsens herrscht jedoch dartber, dald die Aus-
scheidung von NH4™* (oder HY) an die Aufnahme von Na* gekoppelt ist. Dem scheinen Er-
gebnisse von Wilson & Taylor (1992) teilweise zu widersprechen. Sie zeigen, dal3 die Salinitét
des Wassers bei gleichzeitig erhohter Ammoniakkonzentration unterschiedliche Auswirkungen
auf den Saure-Basen-Haushalt der Regenbogenforelle hat. Bel seewasseradaptierten Tieren re-
gistrieren sie einen Verlust von Wasserstoffionen bei gleichzeitiger Erhéhung der Na*-Plas-
makonzentration, was fir aktiven Nat/NH4*-Austausch spricht. Dagegen interpretieren sie die
Akkumulation von H* im Plasma und unveranderte Nat-K onzentration bei stiRwasseradap-

tierten Tieren als Beweis fir die Aktivierung des NH41/H-Austausches.

Nach Wright et al. (1989) gibt es an Forellenkiemen eine direkte Interaktion zwischen CO»- und
NH 3-Exkretion. Sie besteht darin, dal3 die Hydratation von CO» in der Wassergrenzschicht des
Kiemenepithels durch die damit verbundene Sauerung den Diffusionsgradienten fir NH3 zwi-
schen deén Kiemenepithel und dieser Grenzschicht erhéht, weil diffundiertes Ammoniak ioni-
siert wird.

In der Schleimschicht des Kiemenepithels findet eine beschleunigte CO»-Hydratation statt, die
durch die Carboanhydrase auf der Oberflache der apikalen Membran katalysiert wird (Wright et
al., 1986; Rahim et al., 1988).

Besonders bedeutsam konnte dieser Mechanismus bel alkalischen Verdanderungen des Wassers
sein, daen niedriger pH in der Grenzschicht den pNH3 senkt und dadurch die Diffusion von
NH 3 aus dem Kiemenepithel in diese Grenzschicht begiingtigt (Randall & Wright, 1989; Heis-
ler, 1990 b).
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1.3. Nieren als Regulationsorgan des Sauren-Basen- und Elektro-
lythaushaltes

Im Unterschied zu den Ausscheidungsvorgéngen der Saugernieren, die bei Azidosen mit redu-
Zierter Na' - und K *-Exkretion und gesteigerter Cl -Exkretion antworten, um vermehrt HY aus
scheiden und HCO3' reabsorbieren zu kénnen, gibt es bei Fischen Wechsel beziehungen zwi-

schen den Ausscheidungsprozessen der Kiemen und der Niere, die ebenfalls auf H*-Ausschei-
dung und Auffillung der Puffer gerichtet sind und dartiber hinaus andere Mechanismen ermdg-
lichen.

Untersuchungen zur Nieren- und Kiemenfunktion von Fischen unter azidotischen Bedingungen
zeigen, dal3 die Ausscheidung von Wasserstoffionen hauptsachlich Uber die Kiemen erfolgt.
Nach korperlicher Belastung betrégt der Anteil der Wasserstoffionenausscheidung Uber die Nie-
ren bei Regenbogenforellen 8 % gegentiber 92 % Kiemenanteil (Wood 1988), wahrend hyper-
oxieinduzierter Azidose 7 % (Wood et a. 1984) bzw. 7 - 10 % (Wheatly et al. 1984) und spielt
auch bei hyperkapnieinduzierter Azidose gegentiber der Kiemenausscheidung e ne untergeord-
nete Rolle (Perry et a. 1987 b).

Metabolische Azidosen durch Zufuhr mineralischer Sduren mittels Injektion oder Uber das Hal-
tungswasser werden dagegen bis zu 100 % Uber die Nierenfunktion kompensiert (50 %, McDo-
nald & Wood 1981; 100 % Wood & Caldwell 1978).

Dadie Regulation des Saure-Basen-Haushaltes eng mit der des Elektrolythaushaltes verbunden
ist, Ubernehmen die Nieren als zweites Regul ationsorgan neben den Kiemen und im Zusam-
menspiel mit diesen Funktionen, die Uber die Ausscheidung saurer oder basischer Aquivalente
hinausgehen.

Die Ausscheidungsmengen an lonen mit dem Urin sind von Filtrations-, Sekretions- und Reab-
sorptionsprozessen in den Nephronen und ableitenden Harnwegen abhangig. Dabei kann ihre
Konzentration im Urin schwanken oder bei wechselnder Urinflul3rate konstant bleiben.

Bel respiratorischen Stérungen des Saure-Basen-Haushaltes kommt es je nach Ursache zu teil-
weise differierenden Ausscheidungsprozessen. Hyperoxie und Hyperkapnie steigern die Na+-,
C&®"- und K -Exkretion durch reduzierte Reabsorption dieser lonen im Tubulussystem der
Nieren (Wheatly et al. 1984; Perry et al. 1987 b). Die Cl -Exkretion wird bei Hyperoxie ver-

mindert (Whestly et al. 1984); die Reabsorption von Cl~ wahrend Hyperkapnie wechselt im
Versuchsverlauf (Perry et al. 1987 b).

In beiden Fallen wird die erhhte H ™ -Exkretion von gesteigerter HCO3 -Reabsorption und er-
hohter Phosphat- und NH4+-Ausschei dung begleitet. Die gleichzeitig stattfindenden gegenl&u-

figen Austauschprozesse am Kiemenepithel (Na+-A ufnahme, CI"-Abgabe) sichern die Homdo-
stase des EZR unter diesen Bedingungen.
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Die Elektroneutralitét des Urins bei verminderter Cl™-Exkretion wird durch Uberproportionale

HPO,% -Auschei dung (gegentiber HoPO4 und HCO3)) erreicht (Whestly et al. 1984; Perry et
al. 1987 b).

L etztgenannte A utoren beobachteten bei Regenbogenforellen eine kurzzeitig erhdhte Urinfluf3-
rate (O - 3 h) bel hyperkapnieinduzierter respiratorischer Azidose und langsam steigende Werte

der NH4+-Exkretion, die auch in der Posthyperkapniephase erhdht blieben.

Eine zur metabolischen Azidose fuhrende Hypoxie senkt beim Karpfen die glomerulére Filtrati-
onsrate (GFR), die Urinfluf¥rate und, damit gekoppelt, die Auscheidungsmenge von anorgani-
schen lonen, Ammoniak-N, Proteinen und Laktat. Deren Konzentration ist gleichzeitig erhdht
und steigert so den osmotischen Druck des ausgeschiedenen Harnes (Kakuta et a., 1992; Ka-
kuta & Murachi, 1992).
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2. Respiratorische Stérungen des Sauren-Basen-Haushaltes

2.1. Verhalten von Gasen in Wasser

Gase liegen in zwei Formen im Wasser vor. Sie werden physikalisch gel6st und bilden chemi-
sche Verbindungen. Die physikalische Lodlichkeit ist fir jedes Gas spezifisch und wird durch
den L6dlichkeitskoeffizienten bzw. Bunsenschen Absorptionskoeffizienten a charakterisiert.
Dieser gasspezifische L odlichkeitskoeffizient variiert mit der Temperatur und/oder Salinitét des
Wassers. Er verhdt sich diesen beiden Faktoren gegentiber umgekehrt proportional, so dal3 er
mit steigender Temperatur und/oder Salinitét sinkt.

Generdll gilt, dal3 sich der Partialdruck p eines Gases im Wasser seinem Partialdruck in der an-
grenzenden Gasphase angleicht und die Menge c dieses gel 6sten Gases sich proportional zum
Druck in der Gasphase verhdlt, ausgedrtickt durch die Formel c=a - p (Henrysches Gesetz,
1803). Dies gilt fur jedes Gas in Gasgemischen unabhangig voneinander (Henry-Dalton-Gesetz
von der Unabhangigkeit der Partialdriicke, 1807), wodurch jedes Gasin der Gasphase entspre-
chend seines Partialdruckes in Losung vorliegt. Der Lodlichkeitskoeffizient a ist fir Kohlendi-
oxid wesentlich hoher als fir Sauerstoff, was bei gleichen Partialdriicken zu gréf3eren Mengen
gel 6sten Kohlendioxids al's Sauerstoffes im Wasser fiihrt.

Folgende Tabelle stellt die L 6dlichkeitskoeffizienten dieser beiden Gase in destilliertem Wasser

und Meerwasser sowiein Luft bei verschiedenen Temperaturen dar (a in nmol- cm3-kPa
Degours, 1975).

Tabelle1
Temperatur dedtilliertes Wasser Meerwasser (19 %o) L uft
in°C
a0y aCOo a0y aCOy a®,=aCOhy

0 21,5 759,5 171 637,6 440,6

10 16,7 529,3 13,7 450,0 425,0

20 13,7 389,2 11,6 335,6 410,5

30 11,5 294.8 9,9 258,6 397,0

40 10,1 235,0 8,3 220,5 384,3

Die Lodlichkeit von NH3 in wassrigen Ldsungen Ubertrifft die des CO2 um ca. das 1000fache
(Cameron und Heidler, 1983).

Die Angleichung des Partial druckes zwischen der Gasphase und dem Wasser erfolgt durch Dif-
fusion, dem Partialdruckgefélle folgend.

Entsprechend den Partialdriicken in der Luft liegt normalerweise im Wasser ein hoher pOo, ein
niedriger pCO2 und ein vernachlassigbarer pNH3z vor.
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Chemische Verbindungen verschiedener Gase mit Wasser entstehen durch Hydratation. Die ent-
stehende Verbindung dissoziiert in Anionen und Kationen bis zum Erreichen des Dissoziations-
gleichgewichtes. Dieionisierten Reaktionspartner fungieren as Protonendonatoren bzw. Proto-
nenakzeptoren, sind nach der Bronstedtschen Definition Sauren bzw. Basen. Das Dissoziati-
onsgleichgewicht wird durch die Dissoziationskonstante K g (Dissoziationskonstante der S&u-

ren) charakterisiert.

Dieses chemische Verhalten bedingt bei entsprechend hoher Konzentration der ionisierten Reak-
tiongpartner im Wasser eine Beeinflussung dessen pH-Wertes.

2.2. Kohlendioxid: Produktion, Transport und Abgabe an die Umwelt

Kohlendioxid ist Endprodukt des Stoffwechsels, das je nach Art des metabolischen Substrates
bei aerobem Stoffwechsel in einem definierten Verhdtnis (von 0,7 bis 1) zum verbrauchten
Sauerstoff produziert wird (Respiratorischer Quotient).

Der Trangport durch Zellmembranen erfolgt mittels Diffusion des gasférmigen CO». Die

Erythrozytenmembran ist zusétzlich passiv permeabel fur lonen wie HCO3™ und H+, so dal3
hier gleichzeitig die Dissoziationsprodukte des hydrierten CO, diffundieren.

Im IZR ist unter bestimmten Bedingungen auf3erdem die erleichterte Diffusion des CO, mog-
lich, bei der Gber die enzymatisch beschleunigte Hydratation des CO> und anschlief3ende Dis-

soziation ein Diffusionsgradient fir HCO3 aufgebaut wird und die freigesetzten H™ durch nie-
dermolekulare Nichtbikarbonatpuffer gepuffert werden. Die reaktionsbeschleunigende Karbo-
anhydrase, im 1ZR nachgewiesen, macht die Umkehrreaktion am Diffusionsendpunkt mdglich,
und die Diffusion der niedermolekularen Nichtbikarbonatpuffer ermdglicht den gleichgerichte-

ten H+-Transport (Heidler, 1990 a, b). Dieser Prozef3 begriindet den gegentiber einfacher COo-
Diffusion beschleunigten Transport von CO2 im IZR (Heisler, 1989, 1990 a, b).

Nach Heider (1990 a) konnte die erleichterte CO, -Diffusion bel Fischen bedeutsam sein, da
die niedrigen Konzentrationen an HCO3™ und COy in den K 6rperfliissigkeiten eher den Aufbau
eines ausreichenden K onzentrationsgradienten fir die HCO3 -Diffusion erwarten lassen.

Im Blutplasma von Fischen scheint dieser Weg nicht mdglich zu sein, da hier keine funktio-
nelle Aktivitét der Karboanhydrase vorliegt (Randall, 1990).

Der Abtransport des anfallenden CO; erfolgt Uberwiegend mit dem Blut, wobei diesin ver-
schiedenen Formen geschieht. Der Hauptanteil wird nach Reaktion des CO, mit HoO zu HoCO3
und dessen Dissoziation als Bikarbonat transportiert. Ein geringer Antell wird als physikalisch
gelostes COo transportiert. Zwel weitere Transportformen sind Karbaminoverbindungen und

NaCOs, wobei die Karbaminoverbindungen bei Fischen von untergeordneter Bedeutung sein
konnten, da bel verschiedenen Fischarten bestimmte terminale NH>-Endgruppen des Hamoglo-
bin nicht zur CO»-Bindung befdhigt sind und CO» an anderen Bindungsstellen des Hamoglo-
bins mit organischem Phosphat konkurriert (Heming et a., 1986; Riggs, 1979).

Die Gleichgewichtsreaktion |&% sich folgendermal3en darstellen:
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COyp + Hp0 <= HoCO3 <= HT + HCO3 <= 2H™ + COz% (+ Na') <= NaCOs".

Das Verhdtnis zwischen gasformigem COo, pH und [HCO3] |8t sich in der Henderson-Has-
selbalch-Gleichung ausdriicken:

[HCOs-]'

H =pK'H2CO3+ |lo
P PR Rz Es 100 eaT

[HCOs-]"

=pK'H2COs +log —————
a XCO2+CO2

wobei [HCOgz] = [HCO3] + [COs] + [NaCOs]

und [COo]" =a COy- pCOy.

Diese Gleichung schliefdt den hydratisierten und nichthydratisierten physikalisch gel 6sten Anteil
des Kohlendioxids ein.

In wassriger Losung wird a von der Temperatur und Salinitét bestimmt; pK"H2COg ist neben
der Temperatur auch von weiteren physiko-chemischen Parametern wie der lonenstérke und der
Natriumionenkonzentration abhangig (Heider, 1990 b). Deutlich wird dies bei einem Vergleich

der relativen Konzentrationen der Reaktionspartner (mmoll'l) in Saugerplasma (pH= 7,4; [Na+]
=140 mmol/l) und Meerwasser (pH= 8,5; [Na+] = 540 mmol/l).

Saugerplasma:
CO2 H2CO3 HCOs" COsZ NaCOs™
0,053 1 0,004 0,034,

1.7x10™

M eerwasser:
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CO H2C0s HCOg co® NaCOs

0,002 6 1 0,053 0,739.

7x10°

Der Diffusionsgradient fir CO2 zwischen dem IZR und EZR des Blutes wird durch den Ery-
throzytenstoffwechsel aufrechterhalten. Durch die Erythrozytenmembran einwérts diffundieren-
des CO» wird mittels der Karboanhydrase stark beschleunigt hydratisiert. Nach Dissoziation an-
fallende Wasserstoffionen werden Uberwiegend intraerythrozytar vom Hamoglobin gepuffert,

Bikarbonat wird ins Plasmaim Austausch mit Cl™ (iber Band-3-Proteine der Erythrozytenmem-
bran ausgeschleust. Diese kommen z. B. bei der Forelle in hdherer Anzahl und Dichte vor as
beim Menschen (Romano & Passow, 1984), bei Knorpelfischen sind sie vorhanden, bei Kie-
ferlosen (Neunauge) fehlt jedoch eine ausreichende Ausstattung und Aktivitét, so dald bel ihnen
kein vollstandiger Jacobs-Stewart-Zyklus ablaufen kann (Henry et al., 1995). Mit dem as
Hamburger Shift bekannten Anionenaustausch ist eine Schwellung der Erythrozyten verbun-
den, da die Aufnahme des osmotisch aktiven Chlorids zum passiven Wassereinstrom fihrt.

In den Kiemengefal3en liegt dasim Stoffwechsel freigesetzte CO, Uberwiegend a s Bikarbonat
(60 - 90 %, je nach Tierart, Temperatur, Hk u. a.) im Plasmavor (Heisler,1990 b).

Zwischen Wasser und Blut besteht aufgrund des normal erwei se niedrigen pCOo ein hoher
pCOy-Gradient, der fur die niedrigen pCO2-Werte im arteriellen Blut wasseratmender Fische

verantwortlichist. Im Blut der Dorsalaorta adulter Karpfen bei einem Wasser-pH = 7,4 und
15 °C betragt der pCO2 ca. 3- 5 mm Hg (Ultsch et a., 1981; Claiborne und Heisler, 1984).

Verglichen mit Sdugetieren besteht bel Fischen eine 10 - 60fach geringere pCO»-Differenz zwi-
schen Atemmedium und arteriellem Blut.

Uber die Kiemen wird der Hauptanteil des CO, mittels Diffusion ausgeschieden. Die dafir

notwendige Dehydratation des HCO3  im Blut verlauft ausschliefdlich in den Erythrozyten as
katalysierter Prozef3 (Karboanhydrase), obwohl die Kiemenepithelzellen ebenfalls eine ausrei-
chende Ausstattung mit diesem Enzym besitzen (Perry et al., 1982; Perry, 1986; Perry & Lau-
rent, 1990), jedoch nicht an der dem Blutstrom zugewandten Seite (Rahim et al., 1988; Henry
et a., 1988).

Weniger als 5 % der gesamten CO»-Exkretion erfolgt mittels aktiven HCO3 /Cl - Austausches

an den Kiemen; und die Diffusion von HCO3' ist nicht moglich, da die apikale Seite der Kieme-
nepithelzellen passiv inpermeabel fir Bikarbonat ist (Perry et al., 1982; 1984).

Karboanhydrase kommt im |ZR der verschiedenen Zellen des Kiemenepithels vor. Die Chlorid-
zellen enthalten dieses Enzym (Dimberg et d., 1981), und auf der apikalen Oberflache der Kie-
menepithel zellen ist es ebenfalls nachweisbar (Rahim et a., 1988). Esist im Kiemenschleim
und der angrenzenden Wassergrenzschicht enzymatisch aktiv (Wright et al., 1986), wo es nach
Hashwell et al. (1980) und Lacy (1983) aus zerstérten Epithelzellen stammt, welche im Kie-
menschleim in hoher Anzahl vorkommen.

Die Aktivitdt der Karboanhydrase fuhrt zur Sduerung des Kiemenschleimes, der Wassergrenz-
schicht sowie eines begrenzten Wasservolumens (Wright et a., 1986). Der Sauerungsprozef3 ist
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nach Lin & Randall (1990) vom pH des umgebenden Wassers abhangig, |a3t sich bel alkali-
schem und anndhernd neutralem pHyy nachweisen, jedoch nicht im sauren Bereich (pHyy =

3,88), bei dem eine Alkalinisierung des Wassers eintritt.

Bel Hemmung ihrer Aktivitét durch Zusatz von Acetazolamid steigt die CO»-Diffusion, und die
Protonenexkretion sinkt (Lin & Randall, 1991). Es kommt zu einer respiratorischen Azidose
mit sinkendem pHga und steigendem paCO» sowie zur Suerung des | ZR der Erythrozyten
(Henry et al., 1995).

Der pCO> des arteriellen Blutesist bei wasseratmenden Fischen nicht Ergebnis eines regul atori-
schen Prozesses, sondern von den Gasaustauschbedingungen am Kiemenepithel und vor allem
vom pOp des Wassers abhéngig (Heisler, 1980).

Die Hohe der CO»-Exkretion wird bei gleichbleibendem Hamatokrit vor alem von der Hohe
des pCOx-Gradienten zwischen Erythrozyt, Plasma, Kiemenepithel und Wasser bestimmt so-

wie von der HCOg /CI™- Austauschrate an den Erythrozyten, deren Ausstattung mit Karboan-

hydrase und deren Reaktionsgeschwindigkeit keine limitierenden Faktoren darstellen (Perry et
al., 1982 und 1984; Perry, 1986; Perry & Laurent, 1990).

Die Gasaustauschbedingungen variieren auch mit der Struktur des Kiemenepithels. Bel Vergro-
[3erung der Diffusionsstrecke durch hormonell induzierte Proliferation der Chloridzellen zeigen
Regenbogenforellen hohere pgCOo-Werte unter normoxischen und hypoxischen Wasserbedin-
gungen (Bindon et a., 1994 a, b). Demgegentiber sinkt der paCO» unter normoxischen Bedin-
gungen, wenn die Proliferation der Chloridzellen durch Akklimatisierung an kal ziumarmes,
weiches Wasser provoziert wurde (Greco et a., 1995), wobei hier eine gestiegene Atemfre-
guenz und gesenkte Plasmabikarbonatkonzentration zu verzeichnen ist.

2.2.1.Hyperkapnie_

Verlust oder Umkehrung des CO,-Diffusionsgradienten zwischen Wasser und Fisch behindern
die CO,-Abgabe am Kiemenepithel und fiihren zur Akkumulation von CO» in den Korperflis-
sigkeiten. Mit dem steigenden pCO» fallt der pH im EZR und I1ZR (Heider, 1980; 19904). Die
Kompensation ist auf ventilatorischem Weg nicht mdglich. Sie erfolgt Uberwiegend durch ver-

mehrte H' -Ausschei dung durch Kiemen- und Hautepithelien und Anstieg der Bikarbonatkon-
zentration, wodurch entsprechend der Henderson-Hassel bal ch-Gleichung der ausgel enkte pH
steigt. In der Anfangsphase der Hyperkapnie steigt der Plasmabikarbonatgehalt rapide infolge
des Eintrittes von Bikarbonat-Aquivalenten aus dem I ZR in den EZR. Die folgende Aktivierung
von lonenaustauschmechanismen erreicht das Wiederauffillen des 1ZR mit Bikarbonat Uber den

Einstrom von HCO3 aus dem Wasser. Dabel spielt der aktive HCO3 /Cl - Austausch als

Transportsystem am Kiemenepithel eine wichtige Rolle, wahrend der H¥/Na"-Austausch an
der Protonenabgabe beteiligt ist (Claiborne & Heidler, 1984; Toews et al., 1983; Heider &
Neumann, 1977).

Grad und Dauer der pH-Kompensation Uber den Bikarbonateinstrom sind artspezifisch und von
verschiedenen Faktoren abhangig. Im Meerwasser verlauft sie bel bestimmten Knochen- und
Knorpelfischen schnell und anndhernd komplett (Heisler et al. 1976 b; 1980; 1988; Heider &
Neumann, 1977; Toews et al., 1983), wahrend sie im St3wasser wesentlich langer dauert
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und/oder inkomplett ausfallt (Jansen & Randall, 1975; Claiborne & Heider, 1984).

Diese Unterschiede sind zumindest teilweise der hohen Bikarbonatkonzentration im Meerwasser
geschuldet, wofUr auch Ergebnisse von Dimberg (1988) sprechen. Er erzielte an Regenbogen-
forellen bel Einsatz bikarbonatreichen Siidwassers und Hyperkapnie innerhalb von 48 h hohe

K ompensationsanstiege der Bikarbonatkonzentration im arteriellen und vendsen Blut.

Im IZR ist die Kompensation des ausgel enkten pH stérker ausgepragt alsim EZR (Heider,
1980), was auf die geringere Bikarbonatausgangskonzentration und die hohere Pufferkapazitét
der Nichtbikarbonatpuffer im 1ZR zuriickzufUhren ist (Heidler et a., 1976 a; Heider, 1980).

Abhangig vom Ausmal? der Hyperkapnie im Wasser und mit dessen O»-Gehalt korrelierend,
kommt es neben der Beeinflussung des Sdure-Basen-Haushaltes vor allem zu Verénderungen in
der Sauerstoffversorgung mit regulatorischen Antworten.

Unter normoxischen Umweltbedingungen 16st die Hyperkapnie Uber die resultierende Hy-
poxamie die Erhéhung des V entilationsvolumens sowie die Frei setzung von Katecholaminen in
den Kreidauf aus (Perry & Kinkead, 1989; Perry et al., 1989 a; Kinkead & Perry, 1991; Take-
da, 1991), wobei tierartspezifische Werte tGberschritten werden missen. Nach Takeda (1991)
tritt bel Karpfen erst ab eéinem pywCOo = 15 Torr eine deutliche Erhéhung der Ventilation auf.

Hyperoxie verhindert bei Hyperkapnie die Freisetzung von Katecholaminen in den Kreislauf
(Perry et a., 1989 a; Perry & Kinkead, 1989).

Karpfen zeigen eine grof3e CO»-Toleranz, die zur CO-Narkotisi erung/-Sedierung genutzt wird
(Yoshikawaet al.,1988 a, b; Y okoyamaet al., 1989). In Versuchen von Y oshikawa et al.
(1988) Uberlebten alle Karpfen pCO2y-Werte von 100 mm Hg, dem sie 10 h lang ausgesetzt
waren, bei gleichzeitig hyperoxischen Wasserbedingungen und einem pHyy » 5,5. Bei pwCOo
3 125 mm Hg kam es zu Todesfdlen. Kurzzeitige pywCO2 = 250 mm Hg (30 min) und an-
schlief3ende Werte von 100 mm Hg sowie wiederholte kurzzeitige Werte von 250 mm Hg
(stiindlich 15 min) Uberlebten bei Y oshikawa et al. (1988 b) 100 % der Versuchskarpfen. In al-
len Versuchen trat bel Hyperkapnie unter hyperoxischen Bedingungen eine Steigerung der
Atemfrequenz auf und ab bestimmten py COx-Werten unterschiedliche Anésthesi estadien.

2.3. Ammoniak / Ammonium: Produktion, Transport, Abgabe und Wir-
kung

Bei ammoniothelischen Organismen wie den Knochenfischen stellt Ammoniak das Hauptend-
produkt des Stickstoffstoffwechsals dar. Es entsteht Uberwiegend durch Deamination von Al-
phaaminosauren z.B. in Leber, Niere und Kiemen (Cameron & Heidler, 1983) in einer relativen
Menge von bis zu 15 % des Sauerstoffverbrauches und muld wegen seiner Toxizitét entgiftet

bzw. schnell ausgeschieden werden. Bereits die Aufnahme von H*-lonen aus den K orperflis-
sigkeiten stellt eine Entgiftung dar. Diese Reaktion 183 sich mit der Henderson-Hasselbal ch-
Gleichung charakterisieren. Der pK™ dieser Reaktion ist abhangig von der Temperatur, der Sali-
nitét und dem Proteingehalt in der entsprechenden Korperflissigkeit und schwankt zwischen
9,0- 9,8, so dal3im Fisch ca. 99 % des Ammoniaks sofort in seine ionisierte Form umgewan-
delt werden, ohne enzymatisch katalysiert zu werden, und als NH4* vorliegt (Heisler, 1980;
1984; 1986 a; 1990 a, b; Cameron & Heider, 1983). Ammoniak ist eine der am freiesten durch
Zellmembranen diffundierenden Substanzen und seine L édlichkeit in wassrigen Ldsungen ca.
1000mal hoher al's die des Kohlendioxids (Cameron & Heidler, 1983; Heidler, 1990 a, b). Die-
ses physiko-chemische Verhaten begriindet die niedrige Ammoniakkonzentration im Blutplas-
ma von Knochenfischen.

Entsprechend seiner hohen Diffusibilitét kann NH3 auch bei kleinen K onzentrationsgradienten
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an Membranen diffundieren.

Am Kiemenepithel ist normalerweise nur das Partialdruckgefalle zwischen EZR und Wasser
entscheidend (Heider und Cameron, 1983), welches auch bei kleinen Werten u. a. aufgrund
des grofRen Wasservolumens die Ausscheidung des nichtionisierten Ammoniaks erméglicht.
Unter physiologischen Bedingungen werden 45 - 100 % in dieser Form ausgeschieden
(Cameron & Heider, 1983; Wright & Wood, 1985). Der Diffusionskoeffizient des Ammoniak
am Kiemenepithel ist niedriger alsim Wasser, an Forellenkiemen um ca. 25 % (Cameron &
Heider, 1985), und vom pH abhangig. Er sinkt bei Sauerung des Haltungswassers (Wright &
Wood, 1985).

Neben der Diffusion von NHsz beschreiben Evans und Cameron (1986) weitere Transportpro-
zesse am Kiemenepithel, die der Ausscheidung der ionisierten Form dienen.

Diffusion von NHz*:

Sie spielt trotz des normal erwel se grof3en Konzentrationsgradienten zwischen Organismus und
Wasser eine untergeordnete Rolle, da der Diffusionskoeffizient fir NH4™ weit unter dem fir
NH3 rangiert (Heisler, 1990 a, b). Zum Teil diffundiert NH4* auf parazelluléren Transportwe-

gen durch Epithelien. Diesist bel Meeresfischen fir die Ausscheidung von Ammoniak tber die
Kiemen bedeutsamer (Evans & Cameron, 1986; Heidler, 1990 a, b).

| onenaustauschmechanismen fur NH4™:

Sie ermdglichen als aktive Transportmechanismen auch bel niedrigen K onzentrationsgradienten
die Ausscheidung von Ammoniak durch das Kiemenepithel.

Nach Maetz & Garcia-Romeu (1964) besteht an Goldfischkiemen ein apikaler Nat/NH4™*-
Austauschmechanismus, der durch Erhthung der Ammoniumkonzentration im Wasser ge-

hemmt wird und bei Injektion von Ammoniumsalzen (i.p.) die Nat-Aufnahme steigert. Die
Abhangigkeit des Ammoniakausstromes von der Natriumionenkonzentration im Wasser exi-
stiert teilweise auch bel maritimen Teleosteern (Evens, 1977).

Dagegen fuhrt die Entfernung der Natriumionen aus dem Wasser nach de VVooys (1968) beim
Karpfen nicht zu Verénderungen des Ammoni akausstromes.

Diebe der Regenbogenforelle unter azidotischen Bedingungen beobachtete Senkung der Am-
moniakexkretion interpretieren Wright & Wood (1985) a's Folge des gehemmten apikalen

Na*/NH4*-Austausches. Lin & Randall (1991) bestétigen diesen EinfluR des sauren pHyy auf
die Ammoniakexkretion bel der Regenbogenforelle jedoch nicht.

Evans & Cameron (1986) diskutieren die Mdglichkeit, dal3 die V ersuchsergebnisse zum apika
len Nat/NH4*-Austausch auch auf einem apikalen Nat/H*-Austausch beruhen kénnen und die
Verdnderungen im NH3/NH4*-Gleichgewicht passiv folgen. Auch die Amiloridsensitivitéat des

Austauschmechanismus (z. B. Wright & Wood, 1985) kénnte sich auf den Na*/H*-Austausch
beziehen. Die Analyse des Ammoniak- und Natriumtransportes durch die Kiemen durchstrom-
ter Kopfpraparate der Regenbogenforelle fihren Avella & Bornancin (1989) zu dem Schiuf3,
dai’ ein indirekt gekoppelter Transport von Nat und aktivem elektrogenen Protonentransport
durch die apikale Membran des Kiemenepithels wahrscheinlicher a's ein streng gekoppelter

elektroneutraler Nat/H*-Austausch ist.
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Diese el ektrogene Protonenpumpe bzw. H* -transportierende ATPase ist nachgewiesen. Sie
verandert das transepitheliale Potential (TEP) so, dal3 das dadurch aufgebaute negative Potential

auf der Innenseite den Nat-Einstrom durch amiloridsensitive Natriumkanal e antreibt (Lin &
Randall, 1991).

Ist der Konzentrationsgradient fur Ammoniak durch einen erhéhten Partialdruck im Wasser
einwarts gerichtet, kommt es zur einwarts gerichteten Diffusion von NH3, welches vorher Uber

den Na*/NH4*-Austausch ausgeschleust wurde. In der Summe wird dabei zugunsten der H*-
Ausscheidung weniger NH3 ausgeschieden, und der normal erweise proportionale Nat/NH4*-

Austausch fiihrt zur Nat-Aufnahme. Die Na*-K onzentration im Wasser sinkt, und die gestie-
gene Ammoniakkonzentration in den Korperflissigkeiten bedingt deren Alkalinisierung. Die
Rate dieses " Ammoniakpendel mechanismus' ist pHy-abhangig. Sieist bei hohem pHyy hoher,
daunter diesen Bedingungen mehr Ammoniak in seiner nichtionisierten Form vorliegt
(Cameron & Heidler, 1983; 1985; Heidler, 1984; 1986 a, b; 1990 a, b).

Die basolaterale Membran des Kiemenepithels besitzt eine Nat/K *-aktivierte ATPase
(Karnaky, 1980), die auf der K *-Seite NH4*-sensitiv ist (Stekhoven & Bonting, 1981; Mal-

lery, 1983). Wird diese Nat/K*(NH4*)-ATPase durch Ouabain gehemmt, kommt es auch zur
Hemmung des Ammoniakausstromes aus der Kiemenepithelzelle (Payan, 1978; Claiborne et
al., 1982). Durchstromte K opfpréparate von Opsanus beta zeigen bei Ouabainvorbehandiung
keine weitere Verénderung der Ammoniakexkretion durch Amilorid (Evanset al., 1989), wo-
gegen der dleinige Einsatz von Amilorid im Wasser (0,5 und 1 bzw. 0,1 mmol/l) bei der Fo-
relle eine deutliche Senkung der Ammoniakexkretion (Lin & Randall, 1991; Y esaki & Iwama,
1992) und der Netto-Protonenexkretion hervorruft (Lin & Randall, 1991). L etztgenannte Auto-

ren schiuf¥folgern daraus die Hemmung der basolateralen Na*/K*(NH 4¥)-ATPase durch bei
diesen Konzentrationen in die Kiemenepithel zelle eintretendes Amilorid und aus der Aquivalenz

der Exkretionsabnahme von Ammoniak und Protonen, dai beide Uber die Nat/K+t(NH4")-
ATPase der basolateralen Membran als NH4* in die Kiemenepithel zelle transportiert werden.

Ein weiterer Transportmechanismus fur NH4* an der basolateralen Membran ist der
NH 4Cl+NaCl-Kotransport. Er ist Furosemid/Bumetanid-sensitiv (Evans & More, 1988).

Die produzierte und auszuscheidende Ammoniakmenge variiert mit der Stoffwechsel aktivitét.
Nach Nahrungsaufnahme steigt sie stark an, wobei Abhéngigkeiten zur aufgenommenen Fut-
termenge, dem Proteingehalt des Futters und dem zeitlichen Abstand zur Nahrungsaufnahme
bestehen (Spannhoff et al., 1985; Chakraborty et al., 1992).

Nach Ogata (1985) ist der postprandiale Anstieg der Ammoniakkonzentration im Blut von
Karpfen zwischen Plasma und Erythrozyten unterschiedlich ausgepragt. Der relative Konzen-
trationsanteil der Erythrozyten steigt von ca. 45 % auf ca. 85 %. In Versuchen von Ogata &
Murai (1987) betrug der relative Anteill des Ammoniaks des Karpfenblutesin den Erythrozyten
mehr als 37 %. Die aus diesen Ergebnissen geschlul¥folgerte Beteiligung der Erythrozyten am
Ammoniaktransport zwischen den Geweben und zu den Ausscheldungsorganen wird von Ogata
& Murai (1988) bestétigt. Nach ihnen Ubersteigt die Ammoniakkonzentration des vendsen Blu-
tesim Bulbus arteriosus die des arteriellen Blutes aus der Dorsal aorta wesentlich. In den dazwi-
schen liegenden Kiemen kam esin ihren Versuchen zur Ausscheidung von 38,7 % desim ve-
nosen Blut antransportierten Ammoniaks, wobel der Eryhtrozytenanteil an der Ausscheidung
mit 53 % den des Plasmas mit 47 % leicht Uberstieg.

Wright et al. (1988) beschreiben eine dhnliche Vertellung des Ammoniaksim Blut der Regen-
bogenforelle. Auch bei ihr Ubersteigt die Konzentration des Ammoniaks in den Erythrozyten die
des Plasmas. Sie schluf¥folgern aus ihren Ergebnissen, dal3 sich unter Ruhebedingungen diese



Literatur 19

Verteilung passiv eingtellt, indem sie der Wasserstoffionenkonzentration folgt.

Die Toxizitét des Ammoniaksist fur die Fischhaltung von grof3er Bedeutung. Als Stoffwechse-
lendprodukt oder Umweltgift kann es sich im Haltungswasser anreichern. Bereits niedrige

K onzentrationen konnen bei langer Expositionszeit zu starken Verlusten fiihren. Steffens
(1976) beobachtete bei Regenbogenforellen, die einer NH3/NH4 Belastung von 1,6 mg/l
(0,017 mg NH3/I bel pH = 7,74 und 10 °C) ausgesetzt waren, nach 12 Monaten eine Mortali-
tatsrate von 75 %. Die Tiere starben an bakteriellen Infektionen der Kiemen.

Angaben zur NHz-Toleranz verschiedener Fischarten in der Literatur variieren erheblich. Teil-
weise |aldt sich dies mit dem physiko-chemischen Verhalten dieses Stoffes, insbesondere mit
seiner pH-abhangigen Dissoziation erklaren. Bei hohem pHyy ist die Gefahrdung deutlich ho-
her, bzw. es wirken bereits niedrigere Ammoniakkonzentrationen im Wasser schadigend (z. B.
Schreckenbach et al., 1975; Schreckenbach & Spangenberg, 1978).

Genaue Berechnungen zum Anteil freien Ammoniaks (NH3) in ammoniumhaltigen L ésungen
bel variierenden Wasser-pH-Werten und unterschiedlicher Temperatur liegen von Trussel
(1972) und Emerson et a. (1975) vor. Bei 25 °C und einem pHy = 6,5 liegt nach ihnen der
prozentuale Anteil von NH3 bei 0,18 %. Steigt der pHyy auf 7,5 bel gleichbleibender Tempera

tur, steigt auch der prozentuale Antell des Ammoniaksin der Losung auf 1,73 bzw. 1,77 %.
Bei pHy = 8,0 liegt dieser Anteil bereitsbei > 5 %.

Karpfen sind gegentiber Ammoniakbelastungen im Wasser weniger empfindlich als Aale und
Regenbogenforellen (Wilson et a., 1969). Nach Schaperclaus (1990) sollte in der Karpfenhal -

tung ein Grenzwert von 0,02 mgl-1 nicht tberschritten werden, weil hohere K onzentrationen zu
Schédigungen fuhren. Als solche gibt er u. a. an: verstérkte Schleimsekretion, Quellung der
Epidermis, BlutUberfullung der Gefél3e, Hyperplasie des Kiemenepithels und nachfolgend H&
morrhagien, Histolysen und Nekrosen, Absinken der Erythrozytenzahl und des Hamoglobin-
gehaltes. Bel akuter Intoxikation treten Schocksymptome, Muskel zuckungen, Stérungen des
Augendrehreflexes, Drehen und ungerichtetes Schwimmen auf.

Kreutzmann und Sordyl (1985) zeigen an Regenbogenforellen den schadigenden Einfluf3 einer
pHw-Erhéhung bei gleichbleibender Gesamtammoniakkonzentration (NH3z + NH41) im Was-

ser, u. a. mit Veranderungen der Hamatopoese und des Blutbildes sowie L eistungs-
minderungen und erhdhter Mortalitét.

Nach Thurston et al. (1981) werden konstante erhohte Ammoniakkonzentrationen im Wasser
besser toleriert as wechselnde Konzentrationspeaks. Nach ihnen existieren bel Forellen, die
niedrigen wechselnden Ammoniakkonzentrationen im Wasser ausgesetzt waren, "Akklimatisa-
tionseffekte" mit stérkerer Toleranz gegentiber anschlief3end hohen Ammoniakkonzentrationen.

2.4. Verbindungen von Saure-Basen-Haushalt und Sauerstoffversor-
gung

Der parallele Gasaustausch von Sauerstoff und Kohlendioxid am Kiemenepithel, verbunden mit
den besonderen physiko-chemischen Verhaltnissen im Wasser, bedingt Auslenkungen des S&u-
re-Basen-Status durch wechselnden Sauerstoffgehalt des Wassers.

Unter Ruhebedingungen werden ca. 20 % des Sauerstoffes direkt von den aufnehmenden Ober-
flachenstrukturen (hauptséchlich Kiemen und aul3ere Haut) verbraucht. Etwa 80 % gelangen
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durch das Kiemenepithel in das zirkulierende Blut und werden im Organismus vertellt (Randall,
1990), wobei esinterspezifische Variationen gibt - beim européischen Adl liegt die Oo-
Aufnahme Uber die Haut oberfl&che erheblich héher (LeMoigne et d., 1986) - und der Oo-
Gehalt des Wassers wesentlichen Einflul hat. Der rlative Antell der O>-Aufnahme tber die
Haut steigt beim Karpfen mit steigendem pywO> (Takeda, 1989) und geringfligig bei fallender
metabolischer Rate, ohne die Kiemenventilation entlasten zu kdnnen, da kaum eine Sauerstoff-
versorgung der tiefergelegenen Korperschichten erfolgt (Takeda, 1990).

Aulerdem beeinflufd die Flief3geschwindigkeit des Wassers an der Korperoberflache die Sauer-
stoffaufnahme Uber die Haut beim Karpfen. Nach Takeda (1993 b) fallt diese bei Geschwindig-

keiten unter 0,7 cms1, wobei die der Haut angrenzende Wassergrenzschicht als Barriere fun-
giert.

Im Blut wird der Gberwiegende Tell des O2 an Hamoglobin gebunden transportiert.

Viele Fischspezies besitzen verschiedene Hamoglobinfraktionen in ihren kernhaltigen Erythro-
zyten mit unterschiedlicher Temperatur- und pH-Sengitivitét. Gillen & Riggs (1972) zeigen an
drei H&moglobinfraktionen im Karpfenblut die Abhéngigkeit deren O-Affinitdt vom ATP-
Gehalt und der CO,-Konzentration. Nach ihnen steigt sie bei Fehlen von ATP und sinkt bei
Anwesenheit von CO» (Bohr-Effekt). Nach Weber & Lykkeboe (1978) besitzt Karpfenblut vier
Hamogl obinfraktionen mit unterschiedlicher Ox-Affinitét, die sich gegenseitig funktionell beein-
flussen.

Neben der Beeinflussung der Ox-Affinitdt des Hadmoglobins durch den pCO, und pH (Bohr-
Effekt) wird auch die O2-Aufnahmefdhigkeit des Hamoglobins bei steigendem pCO» vermindert
(Root-Effekt).

2.4.1. Hyperoxie

Hyperoxische Wasserbedingungen treten bel Erhéhung des pywO» Uber Séttigungswerte bel
normalem atmosphéarischen Druck (pwO2 » 150 Torr) auf, die in Versuchen durch Sauerstoff-
begasung erreicht werden.

Sie provozieren ventilatorische und kardiovaskulére Anpassungsvorgange. Der Stimulus fur
den Atemantrieb, Uber externe und interne sauerstoffsensitive Chemorezeptoren vermittelt, ist
gering, so dal3 die drastisch gesenkte Ventilation in Verbindung mit einer Vasokonstriktion der
Kiemengeféalde die Diffusions- und Perfusionsprozesse an den Kiemen reduzieren (Wood &
Jackson, 1980). Infolgedessen sinkt die CO»-Exkretion am Kiemenepithel und der pCO2 im
Blut steigt, was den Abfall des extra- und intrazellul&ren pH zur Folge hat. Diese hyperoxiein-
duzierte respiratorische Azidose ist bei Knorpel- und Knochenfischen beschrieben (z. B. Heis
ler et al., 1988; Wheatly, 1989). Bei Slf3wasserfischen liegen die meisten Kenntnisse zu Hy-
peroxieauswirkungen bei der Regenbogenforelle vor (Wood & Jackson, 1980; Hobe et dl.,
1984 a; Wood et a., 1984; Wheatly et a., 1984; Wood & LeMoigne, 1991). Sie kompensiert
den gesenkten pH bei hyperoxieinduzierter respiratorischer Azidose durch steigende Bikarbo-
natkonzentrationen in den Kompartimenten vollstandig (Wood & Jackson, 1980; Hobe et al.,
1984; Wood, 1991), wobei die Kompensationsmechanismen am Kiemenepithel durch die Nie-
renfunktion unterstitzt werden (Wood & Jackson, 1980; Wheatly et al., 1984).

Generell &hneln sich die Auswirkungen von hyperoxieinduzierter Hyperkapnie und Hyperkap-
nie des Wassers auf den Fisch. Unterschiede bestehen im zeitlichen Verlauf und der Ausnut-
zung regulatorischer M echanismen.

Nach Heidler (1988) steigt der pCO» in EZR und IZR langsamer als bei Hyperkapnie des Was-



Literatur 21

sers, die pH-Auslenkung ist geringer und ihre Kompensation vollstandig.

Daauler Veranderungen des Wasserflusses an den Kiemen und des Blutflussesin den Kie-
mengefalien kaum regul atorische M echanismen aktiviert werden, insbesondere keine Aus-
tauschmechani smen am Kiemenepithel gehemmt werden, der Plasmakatecholaminspiegd nicht
steigt und die Stoffwechselrate kaum verandert wird, halt Wood (1991) Hyperoxiebedingungen
fur die Beurteilung des lonenstromes und des Saure-Basen-Transfers an den Kiemen von SUi3-
wasserfischen als besonders geeignet.

Nach Laurent & Perry (1991) treten bei Hyperoxie morphologische Verdnderungen des Kieme-
nepithels bei Regenbogenforellen auf. In der ersten Phase der Hyperoxie steigt zeitlich begrenzt
die Zdloberflache von Chloridzellen im Kiemenepithel, und es kommt zur Zunahme nekroti-
scher Zellen - eventuell Folge toxischer Sauerstoffeffekte unter hyperoxischen Bedingungen.

Literaturangaben Uber Blutwerte von Karpfen bei Hyperoxie
Takeda (1990 b) gibt Werte fr folgende V ersuchsbedingungen an:

- Temperatur: 25,3 °C,;

- pwO2 = 313 Torr und

- pwO2 =459 Torr.

Tabelle 2: Blutwerte von Karpfen unter hyperoxischen Wasserbedingungen

pH pCO2 pO2 Hk [Hb] [MCHC]
in Torr in Torr (g/di) (9/)

pwO, = 313 Torr; arterielles Blut (vendses Blut)

7,73 (7,75) [9,4(9,1) 31,0 (12,0) [0,235 7,00 298

pwO, = 459 Torr; arterielles Blut (vendses Blut)

7,64 (7,66) | 11,3 (11,0) | 38,3(13,6) | 0,214 5,08 280

2.4.2. Hypoxie_

Niedrige Sauerstoffkonzentrationen im Wasser werden von Fischen unterschiedlich toleriert.
Neben diesen tierartspezifischen Unterschieden tritt eine saisonale Abhangigkeit auf, und die
Adaptation an bestimmte Umweltverhé tnisse sowie zu erbringende L eistungen spielen eine
Rolle.

Die durch Hypoxie aktivierten physiologischen Regulationsmechanismen sind auf die Gewahr-
leistung der Sauerstoffversorgung ausgerichtet und schlief3en Aufnahme, Transport und Abgabe
des Sauerstoffes ein.
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Der Struktur des Kiemenepithels kommt fir den Gasaustausch besondere Bedeutung zu. Bei
der Regenbogenforelle beeinflufd die Zahl und Dichte der Chloridzellen im Epithel wahrschein-
lich Gber die Modulation seiner Dicke und damit der Diffusionsbarriere die Gasaustauschbedin-
gungen und provoziert physiologische Anpassungsmechanismen. Bei hormonell induzierter
Zunahme der Chloridzellzahl und -dichte kommt es annghernd zu einer Verdopplung der Dicke
der lamelléren Blut-Wasser-Barriere ohne gleichzeitigen kompensatorischen Anstieg der lamel-
laren Oberflache (Bindon et al., 1994 b). Die Auswirkungen auf die Atemgaskonzentration im
Blut ist unterschiedlich. Der unter normoxischen Bedingungen unbeeinfluf3te pgOo féllt bel Hy-

poxie gegeniiber Kontrolltieren stérker ab, der pgCO» ist bel Normoxie und Hypoxie durch
verminderte CO»-Exkretion gegentiber der Kontrolle erhdht und der pHg bei Normoxie und
Hypoxie reduziert.

Gleichzeitig liegen eine niedrigere Atemfrequenz und héhere Ventilationsamplitude bei Nor-
moxie und Hypoxie vor. Eventuell erhoht sich dadurch die funktionelle Oberflache fir den
Gastransfer Uber Ausnutzung distaler Anteile der durch die Chloridzellproliferation verengten
interlammellaren Wasserkanédle (Bindon et al., 1994 a, b).

Die Proliferation der Chloridzellen tritt bei Regenbogenforellen auch in kal ziumarmem, wei-
chem Wasser auf. Sie fulhrt dann zum Abfall des pgCO» und der Plasmabikarbonatkonzen-
tration bel gleichzeitiger Steigerung der Atemfrequenz (Greco et al., 1995). Ein gegentiber den
Kontrolltieren reduzierter pHgtritt hierbel jedoch nur unter hypoxischen Wasserbedingungen
auf.

Karpfen beantworten Hypoxie des Wassers mit Erhéhung des Ventilationsvolumens. Die bei
Normoxie auftretende rhythmische Atmung mit Atempausen wandelt sich in kontinuierliche
Atmung mit erhdhter Atemfreguenz und -tiefe (Lomholdt & Johansen, 1979; Hugheset al.,
1983; Glass et a., 1990) wie bei anderen Fischarten (Saunders, 1962; Holeton & Randall,
1967).

Je nach Grad der Hypoxie variieren die Auswirkungen auf den Saure-Basen-Haushalt des Fi-
sches.

L eichte hypoxische Bedingungen fiihren Uber die provozierte Hyperventilation zur verstarkten
Abatmung von CO» und damit zur respiratorischen Alkalose mit Anstieg des pHj und pHe.

Kompensierend wird die Ausscheidung von HCO3 erhoht (Hughes et a., 1983; Glasset al.,
1990).

Anaerobe Stoffwechsel prozesse bel schwerer Hypoxie fiihren durch Laktatbildung und -
freisetzung zur metabolischen Azidose (Itazawa & Takeda, 1978; Johnston & Bernard, 1983;
Thomaset a., 1986). Auch hier ist eine Kompensation der pHe-Ausenkung moglich (Boutilier
et al., 1988), wahrscheinlich jedoch nur bis zu bestimmten pO2-Grenzwerten, dietierart- und
bedingungsabhangig sind.

Die primér induzierte respiratorische Alkalose wird bel Erreichen eines bestimmten Hypoxie-
grades von der metabolischen Azidose abgel 6st.

Ein Anstieg der Laktatkonzentration im arteriellen Blut wird beim Karpfen auch dann beobach-
tet, wenn die hypoxischen Wasserverhdtnisse noch keinen signifikanten Einfluf? auf den Sauer-
stoffpartialdruck und die Sauerstoffséttigung des Hadmoglobins im arteriellen Blut haben (Glass
et a., 1990).

Strenge Hypoxie (pwO2 = 25 Torr) beantwortet der Karpfen zusétzlich mit steigendem Hama-

tokrit und Hamoglobingehalt sowie erhohter Sauerstoffkapazitét des Hamoglobins bei gleich-
zeitigem Abfall der Sauerstoffséttigung des Hamoglobins (Itazawa & Takeda, 1978).
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lonenaustauschprozesse an der Erythrozytenmembran beeinflussen den intra- und extrazellul&
ren pH im Blut. Thomas et al. (1986) und Fievet et a. (1987) erkléren die Initial phase des pHe-

Abfalls wahrend akuter Hypoxie bei der Regenbogenforelle als Folge der [3-adrenergen Stimu-
|ation des Na' /H™ -Austausches am Erythrozyten.

3. EinfluR zirkulierender Katecholamine auf den Sauren-Basen-und
Elektrolythaushalt

Erhohte Konzentrationen zirkulierender Katecholamine werden u. a. bei Hypoxie des Wassers,
nach korperlicher Arbeit, bei Azidosen, chirurgischen Eingriffen, teilweise bei Anasthesie und
anderen Stref3situationen festgestellt.

Hypoxisch bedingte Anstiege der Konzentrationen zirkulierender Katecholamine sind in der Li-
teratur von vielen Autoren beschrieben worden (z. B. Mazeaud, 1964: Karpfen; Fievet et al.,
1987; Perry et a., 1989: Regenbogenforelle; Fuchs & Albers, 1988: Karpfen; Perry & Reid,
1992; Reid & Perry, 1994: Regenbogenforelle, Amerikanischer Aal; Kakuta & Murachi, 1992:
Karpfen).

Nach Perry & Reid (1992) ist die Freisetzung der Katecholamine vom Sauerstoffgehalt des
Blutes abhangig. Bel der Regenbogenforelle und dem Amerikanischen Aal (Anguilla rostrata)
liegt diese Konzentration etwa beim O»-Halbsattigungswert des Hb. Thomas et al. (1992) be-
schreiben eine erhdhte Katecholaminfrei setzung in den Kreislauf von Salmo fario beim Absin-
ken des pgO2 auf 16 Torr, einem Wert, bei dem das Hb zu 50 - 60 % mit Sauerstoff geséttigt

ist.

Auch bel hyperkapnieinduzierter Azidose ist nach Perry et a. (1989) der unmittelbare Stimulus
fur die Mobiliserung der Katecholamine die resultierende Hypoxamie. Blutazidose ist keine
Vorbedingung fir die Katecholaminmobiliserung (Perry et al., 1991).

Die Freisetzung der Katecholamine erfolgt aus chromaffinen Zellen (Phéaochromozyten), dieim
K orper tierartspezifisch verteilt liegen. Eine dem Nebennierenmark der Saugetiere entsprechen-
de Struktur fehlt bei Fischen (Mazeaud & Mazeaud, 1981).

Viele Knochenfische besitzen in der Kopfniere ein hohe Phéaochromozyten-Dichte.

Uber welchen Mechanismus die chromaffinen Zellen zur Freisetzung der K atecholamine stimu-
liert werden ist Gegenstand intensiver Forschung.

Sowohl die Regenbogenforelle als auch der amerikanische Aa reagieren auf cholinerge Stimu-
lation durch Carbachol mit Freisetzung von Katecholaminen in den Kreidlauf, wobei es quanti-
tative Unterschiede gibt. Bei der Regenbogenforelle treten hohere Plasmakatecholamin-
konzentrationen auf. Die Sengitivitét der cholinergen Rezeptoren scheint jedoch zwischen diesen
beiden Arten nicht zu differieren (Reid & Perry, 1994).

Die Mohilisierung aus den chromaffinen Zellen der Kopfniere des atlantischen Dorsches erfol gt
Uber Impulse prégangliondrer sympathischer Nervenfasern (Nilsson et a., 1976), deren Sti-
mulation zur Ausschittung von Adrenalin und Noradrenalin fuhrt (Nilsson et al., 1976; Wahl-
gvist, 1981; Perry et a., 1991). Eine bilaterale Denervation der Kopfniere fuhrt je nach aul3eren
Bedingungen zum Abfall des Katecholaminspiegelsim Plasma (Wahlqvist & Nilsson, 1980;
Butler et a., 1989) oder ist von keiner Anderung der Adrenalinausschiittung begleitet (Perry et
al., 1991).
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Wahrscheinlich flihrt eine starke Hypoxamie ohne nervale Stimulation direkt zur Ausschiittung
von Katecholaminen aus chromaffinen Zellen der Kopfniere (Thomas & Perry, 1992; Perry et
al., 1991). Eine Beteiligung von O-Chemorezeptoren der Kiemen an der Regulation der zirku-
lierenden Katecholamine ist trotz ihrer Bedeutung fir die Anpassung ventilatorischer und kar-
diovaskulérer Reaktionen an die auf3ere und innere Sauerstoffkonzentration nicht bewiesen
(Uberblick siehe: Randall, 1990).

Imagawa et al. (1996) schluf¥folgern aus Untersuchungen zur Verteillung und Innervation chro-
maffiner Zellen der Kopfniere des Karpfens, dal3 eine Stimulierung der Sekretion von Ka-
techolaminen wahrscheinlich ebenfalls (zumindest tellweise) Uber préaganglionére cholinerge Fa-
sern erfolgen kann.

Gleichzeitig spricht die generell geringe Frequenz der synaptischen Verbindungen zu chromaf-
finen Zellen sowie die Variation der Synapsenverteilung in der Kopfniere mit ausgepragterer
synaptischer Verbindung von Nervenendigungen zu chromaffinen Zellen im dorsalen Teil und
geringerer synaptischer Verbindung in den beiden ventralen Antellen nach Meinung o. g. Auto-
ren fUr eine stérkere endokrine Steuerung dieser Zellen Gber den Blutstrom. Mdglich erscheint
dies auch durch die enge Verbindung von Phéochromozyten und Blutgefalien, diein der Kon-
zentration dieser Zellen um ventse Gefél3stdmme und deren tributére Gebiete zum Ausdruck
kommt.

Die Katecholaminsekretion in das zirkulierende Blut zeigt im Verhdtnis von Adrenalin zu No-
radrenalin generelle tierartliche Unterschiede.

Bel Regenbogenforellen wird in den meisten Hypoxieversuchen ein starkerer Anstieg der Plas-
maadrenalinkonzentration als der Noradrenalinkonzentration beobachtet (z. B. Thomaset al.,
1991; Fievet et d., 1990; Reid & Perry, 1994; Raaij et al., 1996). Diesist auch der Fall, wenn
die aud 6sende Hypoxamie durch korperliche Belastung (Nakano & Tomlinson, 1967; Ristori
& Laurent, 1985; Butler et al., 1986; Primett et a., 1986; Milligan & Wood, 1987; Tang &
Boutilier, 1988), Anéasthesie und chirurgische Eingriffe (Gingerich & Drottar, 1989) oder Hy-
perkapnie des Wassers provoziert wird (Perry et a., 1987 a, 1989). Gleichestrifft flr den
Amerikanischen Ad (Anguilla rostrata) zu (Hyde & Perry, 1990).

Dagegen tritt nach Fuchs & Albers (1988) beim Karpfen durch "air stress' (Herausnehmen des
Karpfens aus dem Wasser) ein hoherer Anstieg der Plasmakonzentration von Noradrenalin ge-
genliber Adrenalin auf. Dieses zugunsten des Noradrenalins verschobene Verhdltnis beim Karp-
fen wird auch von Mazeaud (1964) sowie Kakuta & Murachi (1992) beschrieben, von letztge-
nannten jedoch nicht unter Ruhebedingungen, und von Raalj et a. (1996) bestétigt.

I ntraspezifische Unterschiede der Katecholaminmobiliserung bel hypoxémischen Zusténden
héngen von der Stérke und Dauer der Hypoxamie sowie von der Geschwindigkeit ihrer Aus-

préagung ab.

Beim Atlantischen Dorsch (Kabeljau) hangt das Konzentrationsverhéltnis der erhdhten Ka-
techolamine zueinander von der Geschwindigkeit der einwirkenden Hypoxie ab. Bel langsamer
Einwirkung steigt nur der Adrenalinspiegel, bel schneller Einwirkung auch der Noradrenalin-
spiegel (Perry et al., 1991).

Milde chronische Hypoxie erzeugt bel der Regenbogenforelle nur einen kurzzeitigen Anstieg der
Plasmakatecholamine (Thomas et al., 1991). Kinkead & Perry (1991) konnten bel akuter milder
Hypoxie keinen signifikanten Anstieg der Plasmakatecholamine trotz verénderter Blutgaswerte
und Hyperventilation nachwei sen.

Bel strenger Hypoxie zeigt die Regenbogenforelle nach anfanglicher respiratorischer Alkalose
einen rapiden Abfall des pH des arteriellen Blutes. Die Konzentration zirkulierender Katechola-
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mine verhdt sich dabei umgekehrt proportional zum pHga (Perry & Reid, 1992).

Beilm Amerikanischen Aa fuhren gleiche Versuchsbedingungen (je 30 min Hypoxie in Stufen
von pwO2 =20 - 70 Torr), die bel der Regenbogenforelle eine schnelle Ausprégung der meta-
bolischen Azidose bewirken, teilweise zu einer respiratorischen Alkalose, innerhalb der 30 min
aber nicht zur metabolischen Azidose (Perry & Reid, 1992).

Auch beim Karpfen (Nikinmaaet a., 1987 b) und beim Européischen Aal (Peyraud-
Waitzenegger & Soulier, 1989) wird dieser rapide Abfall des arteriellen pH bei akuter Hypoxie
nicht beobachtet.

Als Ursache werden Unterschiede in der Katecholaminmobilisierung und Differenzen in der
Aktivierung von Austauschprozessen vor allem an der Erythrozytenmembran diskutiert.

Die Regenbogenforelle veréndert bel strenger akuter Hypoxie den intrazelluldren und extrazel -

luldren Saure-Basen-Status durch [3-adrenerge Aktivierung des Na' /H ™ -Austausches an den
Erythrozyten. Sie erhoht den pHj der Erythrozyten und senkt den pHe durch vermehrte Proto-
nenausschleusung aus den Erythrozyten (Thomas et al., 1986; Perry & Reid, 1992; Fievet et
al., 1987; Nikinmaaet al., 1987 a). Durch die Alkalinisierung des IZR der Erythrozyten wird

der Austausch von HCO3 und/oder OH gegen CI” aktiviert. Die erhohte Na'- und CI™-
Konzentration im IZR der Erythrozyten bewirkt einen Wassereinstrom in die Erythrozyten, der

zur verstérkten Zellschwellung fuhrt. Die Akkumulation von Na© im Erythrozyten aktiviert eine
ouabainsensitive Na.' / K+-Pumpe der Erythrozytenmembran.

Dadurch wird ein Teil desNa' gegen K* ausgetauscht. Volumenregulatorisch setzt ein passiver

Cl™-abhangiger K™ -Ausstrom ein. Die Aud enkung des extrazelluléren pH wird kompensiert.
Dagegen bleiben der pH;j und die Bikarbonatkonzentration der Erythrozyten erhoht (Genaueres

siehe Ubersicht: Thomas & Motais, 1990; Thomas & Perry, 1992).

Die 3-adrenerge Aktivierung des Natrium-Protonenaustausches an der Erythrozytenmembran ist
beim atlantischen Dorsch sowohl tber Adrenalin as auch tGiber Noradrenalin stimulierbar und
fuhrt zu gleichartigen Verénderungen wie bei der Regenbogenforelle. Dabel besteht eine ca
3fach hohere Affinitét der Rezeptoren der Erythrozytenmembran zu Adrenalin gegentiber No-
radrenalin (Berenbrink & Bridges, 1994).

Diefolgende Abbildung (nach Nikinmmaa & Tufts, 1989; verandert) ist eine schematische Dar-
stellung der 3-adrenergen Aktivierung des Natrium-Protonenaustausches an der Erythro-
zytenmembran von Knochenfischen mit seinen Auswirkungen auf den Intrazellularraum des
Erythrozyten und den Extrazellularraum (Blutplasma).



Literatur 26

IZR @ 1-Agonist EZR

pH A pH Y
Nt A Na'ly
crp A Cco, [CI

3-Rezeptor

A CO, 2> HCOy + H*
|

\J
Erythozyten- Erythrozyt i
volumen 4\ HCO
(Wasserein-

strom)

Abb. 1: Nach Bindung von [3-Agonisten an [3-Rezeptoren der Erythrozytenmembran wird Uber
Aktivierung der Adenylatzyklase der intrazelluldre cAMP-Spiegel erhoht. Dadurch wird der
Natrium-Protonenaustauschmechanismus der Erythrozytenmembran aktiviert, was zur Kon-
zentrationserhohung von Natriumionen im IZR fuhrt. Der Transport der Wasserstoffionen in
den EZR senkt den extrazelluldren und erhoht den intrazelluléren pH. Durch den Anionen-
austausch nimmt die intrazel lulére Chloridkonzentration zu. Trotz Aktivierung der Natrium-
Kalium-ATPase kommt es zur intrazel lul&ren Akkumulation osmotisch aktiver lonen, was einen
passiven Wassereinstrom und damit die Erythrozytenschwellung bewirkt.

Infolge der erhhten pHi-pHe-Differenz verbessern sich die Bedingungen fir den Sauerstoff-
transport.

Der Amerikanische Aal ist wahrend hyperkapnieinduzierter respiratorischer Azidose und damit
verbundener Hypoxamie nicht zu adrenerger Regulation des pHj der Erythrozyten in der Lage

(Hyde & Perry, 1990).

Thomas & Motais (1990) halten es fir moglich, dai die tierartlich unterschiedliche Ausprégung
der metabolischen Azidose bei starker Hypoxie auf die fehlende Mobilisierung von Katechola-
minen wahrend hypoxischer Zustande bei diesen Fischarten zurtickzufhren ist, bzw. der

Na'/H " -Austauscher der Erythrozyten eine geringere Sensitivitét besitzt oder langsamer arbei-
tet.

Nikinmaa et al. (1987 b) untersuchten die Funktion der Erythrozyten des Karpfens bel akuter
Hypoxie an unbehandelten und mit dem 3-Rezeptorenblocker Propranolol an behandelten Tie-

ren. Sie konnten mit Propranolol die Na-Akkumulation in den Erythrozyten verhindern, damit
auch die verstérkte Zellschwellung unterdriicken. Die Cl-Akkumulation in den Erythrozyten
blieb durch Propranolol unbeeinfluf3t. Ein deutlicher Anstieg des pHj der Erythrozyten trat nur
bei unbehandelten Tieren auf. Aus diesen Ergebnissen schlul3folgern sie, dal3 auch beim Karp-

fen die Hypoxie zur Aktivierung des [3-adrenergen Na'/H-Austausches an den Erythrozyten
fahrt.

Salama und Nikinmaa (1988) wiesen die 3-adrenerge Aktivierung des Na'/H-Austausches an
Karpfenerythrozyten unter hypoxischen Bedingungen in vitro nach. Die Anzahl der (3
Rezeptoren auf der Erythrozytenoberfléche steigt wéhrend des Ubergangs von Normoxie zu
Hypoxie beim Karpfen stark an (Martilla & Nikinmaa, 1988).
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Salama & Nikinmaa (1989) beschreiben erhebliche tierartliche Differenzen bel der adrenergen
Beeinflussung der Austauschprozesse an der Erythrozytenmembran . Bei ihrem Vergleich von
vier Fischarten zeigt die Regenbogenforelle deutlich hthere Anstiege der intraerythrozytéaren
Natriumionenkonzentration als der Karpfen, der die niedrigsten Anstiege erkennen 1&/.

Spezische Unterschiede bestehen in der [3-adrenergen Sensitivitét der Erythrozyten unter nor-

moxischen Bedingungen und in der saisonalen Abhéangigkeit der Na'/ H+-Austauschkapazitét,
die beim Karpfen und der Regenbogenforelle im Winter 2 - 3mal niedriger ist alsim Sommer
(Nikinmaa & Jensen, 1986; Martilla& Nikinmaa, 1988; Cossins & Kilbey, 1989).

Diein den Blutkreidauf freigesetzten Katecholamine bewirken kardiovaskulére und/oder venti-

latorische Verdnderungen, erhéhen durch die Aktivierung des Na'/H-Austausches an den
Erythrozyten die Sauerstoffaffinitét und Sauerstoffkapazitét des Hb, da der hohere pHj zu ge-
steigerter Oxygenation des Blutes in den Kiemenkapillaren fuhrt, und fihren tber die Erhéhung
des pyCO» und gesteigerte Kooperativitdt der Hb-O>-Bindung zu verbesserter Desoxygenation
in den Gewebskapillaren (Mazeaud et al., 1977; Perry & Reid, 1992; Thomas & Perry, 1992).

Beim Karpfen erhdhen sie den Blutglukosespiegel (Adrenalin stérker als Noradrenalin) und
scheinen fir den Gehalt an freien Fettsauren im Blut hauptverantwortlich zu sein, wobel Ad-
renalin die Konzentration freier Fettsduren erhoht und Noradrenalin diese senkt (Raaij et d.,
1995).

Diefolgende Abbildung fal3t wichtige Transport- und Austauschmechanismen am Erythrozyten
und am Kiemenepithel zusammen (ohne Anspruch auf Vollsténdigkeit).
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Abb.2: Schematische Darstellung im Text aufgefuhrter Transport- und Austauschprozesse
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4. Auswirkungen veradnderter Wasser-pH-Werte auf den Séauren-
Basen- und Elektrolythaushalt

Die Toleranz einzelner Fischarten gegeniiber wechselnden pHyy ist unterschiedlich. Der Opti-
malbereich der meisten Fischarten liegt bei pHw = 6,5 - 8,0 (Schéperclaus, 1979). Akute und

chronische Abweichungen vom Optimal bereich fiihren oft zu irreversiblen Schadigungen oder
zum Tod des Tieres. Die dabei auftretenden Symptome sind al's Saurekrankheit und Laugen-
krankheit beschrieben (Liebmann, 1960; Schaperclaus, 1979; Amlacher, 1986). Bandt (1936)
ermittelte folgende todliche pHy-Werte im alkalischen Bereich:

Bachforellen, Regenbogenforellen 9,2
Barsche, Kaulbarsche 9,2
Plotzen 10,4
Hechte 10,7
Karpfen, Schleien 10,8.

Schéperclaus (1926) und Schiemenz (1937) geben tédliche pHyy-Werte im sauren Bereich mit
pHw £ 4,5 - 5,0 an, wobei die Empfindlichkeit von Karpfen und Schleie am grofdten, die der
Bachforelle am geringsten ist.

Die interspezifischen Unterschiede in der pHyy-Toleranz beruhen auf der Anpassung der einzel-

nen Fischarten an unterschiedliche L ebensrdume. Intraspezifische Unterschiede lassen sich be-
sonders bel komplex verdnderten Umwel tbedingungen feststellen.

4.1. Saure pHwy

Sauerung des Wassers mit mineralischen Sauren fihrt zum Abfall des arteriellen Blut-pH bel
Fischen. Nachfolgend sind einige Beispiele zu entsprechenden Versuchen bel verschiedenen
Fischarten angegeben.

Salmo gairdneri pHw = 5,0 (Janssen & Randall, 1975; Holeton et al.,
1983)

pHw = 4,0 (Neville, 1979 a-c; Wright & Wood, 1985)

Catostomus commer soni pHw = 4,2 (Hobe et al., 1984)

Cyprinus carpio pHw = 5,1- 3,5 (Ultsch et a., 1981).
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Bei Sduerung des Wassers (pHw = 3,5) zeigen Karpfen eine Dekompensation des Séure-
Basen-Status, die innerhalb weniger Stunden zum Tod fuhrt (Ultsch et al., 1981).

Akute Einwirkung saurer Wasser-pH-Werte senkt die Plasmakonzentration von Nat, Cl- und

HCOg3" durch lonenverlust in erster Linie Uber die Kiemen (Neville, 1979 a-c; Ultsch et .,
1981; Holeton et al., 1983; Hobe et al., 1984).

Wright & Wood (1985) beobachteten die vollige Hemmung des Nat-Einstroms bei pHyy = 4,0
bei Regenbogenforellen.

McKoewn et al. (1985) zeigen, dal3 dem saureinduzierten Abfall der lonenkonzentrationenim
Blut erhohte Aktivitaten der Nat-K t-ATP-ase, der Nat-NH 4 -ATP-ase und der HCO3™-ATP-
ase im Kiemengewebe der Regenbogenforelle bel pHy = 4,9 entgegenwirken. Auch die Carbo-
anhydraseaktivitét im Blut und im Kiemengewebe ist bel pHy = 4,9 deutlich erhoht. Sie

schluRfolgern, daid der Nat- und CI--Verlust durch hoheren passiven Ausstrom dieser lonen
gegenuber gleichzeitig erhdhtem aktiven Einstrom zustandekommt.

Der pCO2 und pO, des Blutes bleibt bei pHy-Senkung meist unbeeinfluf3t bzw. zeigt nur kurz-
zeitige Veranderungen direkt nach der pHyy-Senkung - der pCOp steigt; der pO» sinkt - (Ultsch
et a., 1981; Holeton et al., 1983; Wright & Wood, 1985).

Die bei Karpfen zum Tode fuhrende pHy-Absenkung auf 3,5 erhéht den pgCOo und die Lak-
tatkonzentration im arteriellen Blut, bel gleichzeitigem Abfall des pgO» (Ultsch et al., 1981).

Anhnliche Ergebnisse liegen bei Catostomus commersoni in natiirlichem weichen Wasser bel
pHw = 4,2 vor (Hobe et al., 1984). Bei diesen Tieren steigt gleichzeitig die Ammoniak-

konzentration (NH3 + NH %) im arteriellen Blut.

Obwohl, physiko-chemisch bedingt, der pNHz in saurem Wasser sehr klein ist, fanden Wright
& Wood (1985) bei pHyy = 4,0 ansteigende NH4™-Plasmakonzentrationen bei Regen-
bogenforellen und sinkende Ammoniakausscheidung Uber die Kiemen. Nach ihrer Ansicht wird
der Nat/NH4T-Austausch am Kiemenepithel unter diesen Bedingungen blockiert.

Lin & Randall (1991) konnten keine signifikant gesenkte Ammoniakexretionsrate bel der Re-
genbogenforelle unter gleichen Bedingungen feststellen. Nach ihnen hemmt der niedrige pHywy

eine elektogene Protonenpumpe an der apikalen Membran des Kiemenepithels. Folgeist ein
verminderter Einstrom von Na*, ein gesenkter pHj des Kiemenepithels und die dadurch ab-

nehmende NH3 K onzentration in den Epithelzellen. Sie kann letztlich zur Senkung der Ammo-
niakexkretion fuhren.

Die pHy-Senkung auf 4,0 erhoht bei der Regenbogenforelle nicht den Wasserflul? durch die

Kiemen. Erst die durch die Sduerung des Wassers provozierte Schleimbildung am Kiemenepit-
hel behindert die Sauerstoffaufnahme und fihrt deshalb zur allméhlichen Steigerung der Kie-
menventilation (Packer & Dunson, 1972; Janssen & Randall, 1975).

McDonald et a. (1991) wiesen nach, dal3 interspezifische Unterschiede in der Kie-
menmorphol ogie mitverantwortlich fur die unterschiedliche pHyy-Toleranz im sauren Bereich

sind.Teilweise beruhen sie auf Differenzen in der passiven Durchléssigkeit parazel lulérer
Transportwege fir lonen.
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Intraspezifische Toleranzunterschiede konnten sie bel Adaptation an unterschiedliche Wasser-
hérte nachweisen. Bei der Regenbogenforelle bewirkte die Adaptation an weiches Wasser
(gegeniiber an hartes Wasser adaptierten Tieren) folgende Veranderungen an den Kiemen :

- Zunahme der Lamellendicke,

- Erhéhung der Diffusionsdistanz zwischen Blut und Wasser,

- Steigerung der Chloridzelldichte,

- Schleimzellen nachweisbar.

Die pHw-Toleranz im sauren Bereich nahm im weichen Wasser deutlich ab.

Der Nat-Verlust stieg erheblich, und alle Forellen starben innerhalb von 2 h bei pHy = 3,25.

4.2. Alkalische pHwy

Die Anhebung des pHyy durch Zusatz von Laugen fihrt zu erheblichen Stérungen des Saure-

Basen-Haushaltes und des Elektrolythaushaltes bel Fischen. Das Ausmal? dieser Storungen ist
vor allem vom Grad und der Geschwindigkeit des pHy-Anstieges abhangig.

Starke pHw-Erhéhungen in den alkalischen Bereich provozieren ansteigende pH-Werte im Blut
(arteriell oder vends). Nachfolgend Beispiele aus der Literatur:

Regenbogenforellen pHw = 8,7 und 9,6 (Wright & Wood,1985)
pHw = 9,9 (Lin & Randall, 1990)

pHw = 10,1 (Yesaki & Iwama, 1992)

Karpfen pHw = 9,0 und 10,0 (W&lm, 1988).

Der pH-Wert-Anstieg wird vom Abfall des pCO» und der Bikarbonatkonzentration im arteriel-
len Blut begleitet (Wright & Wood, 1985; Lin & Randall, 1990; Y esaki & lwama, 1992).

Die Plasmakonzentration an Nat sinkt (Wright & Wood, 1985; Yesaki & lwama, 1992) durch
reduzierten Na*-Einstrom bei gleichzeitig gesteigertem Nat-Ausstrom tber die Kiemen (Wright

& Wood, 1985; Wilkie et al., 1996). Der Abfall der Na*-Konzentration im Plasmaist bei der
Regenbogenforelle von der Hérte des Wassers abhéangig.

Er ist in weichem Wasser stark erhdht. Weiches Wasser mit pHw =10,1 senkt auch die Plas-
makonzentration an Cl~ (Yesaki & Iwama, 1992).

Nach neueren Ergebnissen ist die Regenbogenforelle bei chronisch erhthtem pHyy auf 9,5 zur

Regulation des Blut-pH wahrend der Alkalose beféhigt. Sie erreicht dies Uber steigende Kon-
zentrationen saurer Metabolite ohne Erhohung der Laktatproduktion (Wilkie et al., 1996).

Ammoniak liegt entsprechend seines pK-Wertes bei hohen pH-Werten verstarkt in seiner
toxischen, nichtionisierten Form vor.
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Im Forellenblut fuhrt der pHy-Anstieg zur Akkumulation von NH3 und NH 4 (Wright &

Wood, 1985; Lin & Randall, 1990; Yesaki & lwama, 1992; Wilkie et a., 1996) durch vermin-
derte Ammoniakausscheidung Uber die Kiemen (Wright & Wood, 1985; Y esaki & Iwama,
1992; Wilkie et a., 1996).

Auch die Toleranz der Regenbogenforelle gegeniiber alkalischen Wasser-pH-Werten hangt of -
fensichtlich von der Harte des Wassers ab. Yesaki & Iwama (1992) konnten nachweisen, dal3
bei hoher Kalziumkarbonatkonzentration im Wasser (320 mg/l) ein pHy = 10,1 196 h Uberlebt

werden, wogegen dieser pHyy in weichem Wasser (CaCO3 = 4 mg/l) innerhalb von 96 h zum
Tode fuihrt. In weichem, Ca2+-armem Wasser fiihrt die pH-Erhéhung auf pHyw = 10,1 neben
dem drastischen Anstieg der Ammoniakkonzentration im Plasmazu einem rapiden Abfall der

Na*- und CI--Plasmakonzentration. In hartem, Ca2*-reichem Wasser (320 mg/l CaCOs) fallt
der anféngliche Anstieg der Ammoniakkonzentration niedriger aus und bleibt dann relativ kon-

stant. Die Plasmakonzentrationen von Nat und CI- sind nach 192 h fast unverandert (Y esaki &

Iwama, 1992). Dies spricht fur stimulierte Ammoniakexkretion iber einen Na*-abhangigen
Austausch bei hoher CaCOs3-Konzentration im Wasser.

Daraus schluf¥olgern sie, dal3 die Wasserhérte bei alkalischen Wasserverhdtnissen stabilisie-
rend wirkt und dabei Kalziumionen eine entscheidende Rolle spielen konnten

5. Kontroll- bzw. Ruhewerte beim Karpfen

In der Literatur sind von verschiedenen Autoren Ruhewerte angegeben, die sich entweder auf
Kontrollgruppen beziehen oder Ausgangswerte von Versuchsgruppen darstellen.

5.1. Blut-pH, Blutgaswerte, Blut-Bikarbonat- und -Laktatkonzentration

(1Torr = ImmHg = 133,3224 Pa; 1Pa= 7,50062x10-3 Torr)
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Tabelle 3: pH, pCOo, pO», [HCO3], [Laktat]

pH pCO2 pO2 [HCOZT [Laktat] | Temp.in | Autor
in °C
inTorr inTorr mmol -1-1
arterielles Blut
7,89 3,78 24,8 - - 245 Itazawa and Takeda (1978)
7,86 3,47 73,2 9,43 1,21 15,0 Ultsch et al. (1981)
mmol -1
7,87 4,75 44,4 13,8 - 15,0 Claiborne and Heidler (1984)
7,78 5,00 431 - 0,75 20,0 Fuchs and Albers (1988)
mmol -1-1
8,07 3,30 15,3 14,2 - 10,0 Glasset a. (1990)
8,01 4,00 14,4 134 - 20,0 Glass et al. (1990)
7,95 3,90 23,2 - - 253 Takeda (1990)
7,85 5,50 20,4 - - 259 Y amamoto (1991)
7,94 4,04 25,9 - - 25,3 Takeda (1993 @)
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Fortsetzung Tab. 3:

venoses Blut

- 4,22 11,7 - - 245 Itazawa and Takeda (1978)
7,94 4,20 9,0 - - 25,3 Takeda (1990)

7,76 - - - 7,4mg/dl | 20,0 Kakuta and Murachi (1992)
7,73 - - - 8,9mg/dl | 16,0 Kakuta et al. (1992)

7,91 4,74 9,5 - - 25,3 Takeda (1993 @)

5.2. Hamatokrit (Hk), Hamoglobinkonzentration (Hb), Erythrozyten-
konzentration, mittlerer Hdimoglobingehalt der Erythrozyten (MCHCQC)
und mittleres Erythrozytenvolumen (MCV)

Tabelle 4. Hk, [Hb], [Erythrozyten], [MCHC], MCV

Hk [Hb] [Erythr.] | [MCHC] | MCV Temp. Autor
in1012.- ,
1 in°C

arterielles Blut

0,203 5559/ | - - - 245 Itazawa and Takeda (1978)

0,188 3,35 1,02 18.0 - 20,0 Fuchs and Albers (1988)
mmol -1 mmol -1

0,202 6,21 g/dl | - 307 g/l - 25,3 Takeda (1990)

0,245 721gd |- - - 25,9 Y amamoto (1991)

0,207 6,23 g/dl | - 301 g/ - 253 Takeda (1993 a)

venodses Blut

0305 |[83gd |- - - 20,0 K akutaand Murachi (1992)

0313 |8lgd |[127 269/d | 243,3 |160 Kakutaet al. (1992)
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5.3. Elektrolytkonzentrationen

Tabelle 5: Elektrolytkonzentrationen im Blutplasmain mmol-1-1

[ClTpi [NaTp | [K*Tpl [Ce*]p | TEMP- Autor

0
114,1 131,0 2,82 - 15 Ultsch et al. (1981)
112,4 136,2 4,6 - 16 Houston and Smeda (1979)
112,9 133,9 4,0 - 30 Houston and Smeda (1979)
113,4 125,2 44 - 20 Fuchs and Albers (1988)
117,5 128,5 2,92 2,3 15 Jensen (1990)
- 127,0 29 2,3 20 Kakuta and Murachi (1992)
116 120,8 3.2 5,68 16 Kakutaet al. (1992)

5.4. Gesamtammoniakkonzentration [NH3 + NHz*] im Karpfenblut

Tabelle 6: [NH3 + NH4*] in pmol-1-1

Plasma Eryhtr. Versuchsbedingungen Autor
199 170 48 h nach letzter Fitterung; 25,0 | Ogata (1985)
+05°C
118,4 191,6 48 h nach letzter Fitterung; 25,0 | Ogataand Murai (1987)
+05°C
20+ 05°C Ogataand Murai (1988)
Dorsalaorta Bulbus arteriosus
Vollblut | Plasma | Erythr. Vollblut | Plasma | Erythr.
378 240 626 629 433 963
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5.5. Katecholaminkonzentration

molare Masse:Adrenalin =183,2 g/mal

Noradrenalin =171,2 g/mol

Tabelle 7: Katecholaminkonzentration im Blutplasma arteriellen oder vendsen Blutes

[Adrendin]p [Noradrenalin] | Temp. Autor
in°C
8,19+ 0,16 nmol-I" | 95,2+ 17,9 nmol-I- | Mazeaud (1964)
0,50 + 0,19 nmol-IL | 5,31 + 3,12 nmol-I11 |20 Fuchs and Albers (1988)
0,05 - 0,3 ng/ml 0,05 - 0,5 ng/ml 20 Kakuta and Murachi (1992)

(0,27 - 1,64 nmol-1-1) | (0,29 - 2,92 nmol-1-1)
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[1. Eigene Untersuchungen

6. Material und Methode

6.1. Haltung und Vorbereitung der Versuchstiere

Um die Versuche in entsprechender Qualitét durchfihren zu kénnen, waren Planung und Bau
von Haltungs-, Vorbereitungs- und V ersuchseinrichtungen notwendig. Diese sollten bestimm-
ten Anforderungen entsprechen.

Alswichtigste Anforderungen an die Haltungsanlage wurden folgende Kriterien zugrunde ge-
legt:

- Haltungsmoglichkeit einer ausreichenden Zahl grol3erer Karpfen (bis ca. 5 kg Korpermasse);

- regulierbare, standardisierte Haltungsbedingungen fur ale Tiere innerhalb des Haltungssy-
stems;

- gleichméldig hohe Wasserqualitét Uber lange Zeitraume bei geringem Frischwasser- und Ener-
gieverbrauch;

- Erflllung vorgeschriebener Sicherheitsstandards;
- einfache Uberschau- und Bedienbarkeit;

- Anpassung der Anlagengrof3e an die raumlichen Gegebenheiten innerhalb des Institutes fur
Physiologie.

Nach diesen und weiteren Kriterien wurde ein eigenes K onzept entwickelt, welches gemeinsam
mit einem Fachmann aus dem Ingtitut fr Binnenfischerei (Berlin Friedrichshagen) von der Pla-
nung bis zur baulichen Ausfihrung in einem Institutsraum umgesetzt wurde. Die gestellten An-
forderungen waren nur mit einer Kreislaufanlage realisierbar (siehe Abbildung 3, schematisch,
nicht mal3stabgerecht). Die Berechnung der notwendigen Kapazitéten der entsprechenden
Funktionseinheiten (z. B. Pumpen, Heizung, Grof3e der Tropfkorper, des Denitrifi-
kationsbeckens) erfolgte nach Kriterien fr Kreislaufanlagen in der Binnenfischerei. Zugrunde
gelegt wurde eine Fischgesamtmasse von 3 150 kg.

Die Anlagen fir die Versuchsvorbereitung und -durchfihrung wurden in benachbarten L abor-
raumen errichtet.
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Abb. 3: Fischhaltungssystem
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Die verwendeten Karpfen beiderlel Geschlechts wurden aus einem Karpfenzucht- und -mast-
betrieb bezogen und wahrend sechs Monate vor Versuchsbeginn in den drei Becken der Krels-

laufanlage mit geringem kontinuierlichen Frischwasserzufluf3 (Berliner Leitungswasser) gehal-
ten.

a

;

Die Kreidaufanlage gewahrleistete Uber den Gasaustausch in zwel Tropfkdrpern mit Dreh-
sprengern durchgangig Sauerstoffkonzentration nahe dem Séttigungswert im Wasser. Anfallen-
der Schlamm wurde téglich aus dem Absetzbecken abgelassen, und ein Denitrifikationsbecken
sorgte fur den Abbau von stickstoffhaltigen Verbindungen (z. B. Nitrat, Nitrit).

Das Gesamtwasservolumen der Anlage betrug ca. 2000 | und wurde stiindlich sechsmal umge-
walzt. Frischwasserzuflul3, Regeleinrichtungen und Heizung waren im Pumpensumpf instal-
liert. Die kontinuierliche Temperaturmessung sowie Analyse anderer Werte erfolgte im Wasser
der Zufluf¥inne.

Dieletzten zwel Monate vor Versuchsbeginn wurden die Tiere bel einem 12-h-Hell-12-h-
Dunkel-Lichtregime und einer Wassertemperatur von 25 + 0,5°C gehalten. Sie wurden regel-
maldig zweimal téglich mit handel stiblichem Karpfenfutter gefittert.
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Wahrend der letzten zwei Wochen in der Fischhaltungsanlage und wahrend der V orbereitungs-
phase des V ersuches wurden die Fische in den Tagesstunden diskontinuierlich bis zu zehnmal
mit kleinen Portionen gefittert, um eine fitterungsbedingte Tagesrhythmik des Verhaltens und
verschiedener Blutwerte zu verhindern.

Die Versuchsvorbereitungsphase des Einzeltieres begann mit der Katheterisierung der Aorta
dorsalisin Anlehnung an die von Soivio et al (1975) und Ultsch et al. (1981) beschriebene
Methode.

Zu diesem Zweck wurden die Karpfen mit MS-222 (Tricainmethanosulfonat, 150 mg/l) in sau-
erstoffgesdttigtem, gepuffertem Wasser anasthesiert. Dieses Anasthetikum wirkt im gewahlten
Temperaturbereich bei Karpfen schnell, zuverléssig und ist durch kurze Erholungsphasen nach
Beendigung der Einwirkung charakterisiert (Hikasa et al., 1985).

Abweichend zu der von Soivio et a (1975) und Ultsch et al. (1981) angewandten Methode
wurde die im vorderen Bereich des Maulhohlendaches eingesetzte sterilisierte Hilse aus Polye-
thylen beidseitig an den Offnungsréndern abgeflacht, wobei die duRere Offnung nach Einsetzen
der Hilse und deren Kiirzung auf die notwendige Lénge kurz erhitzt und geformt wurde. Der
Katheter (1 x 0,8 mm, 85 cm lang; Periduralkatheter, Fa. Vygon) wurde unter dem Gaumen in
die Aortadorsalis gefihrt, wobei Markierungen am Katheter die Ermittlung der genauen Lage
der Katheter6ffnung ermaglichten. Das frele Ende des Katheters wurde durch die Hiilse nach
aul3en gefihrt, mit dem Spritzenansatz nach Spilung mit steriler, isotonischer Elektrolytldsung
(0,1 g NaHCOg3; 0,2 g KCl; 0,2 g CaCl»; 0,9 g NaCl in 1000 ml H,0) verschlossen und mit
einem Schwimmer versehen. Der Katheter wurde mit Nahtmaterial aul3erhalb des Tierkorpers
an der Hulse befestigt, so dal3 chirurgische Nahte in der Maulhdhle und an der aul3eren Haut
nicht notwendig waren.

Nach erfolgter Katheterisierung wurden die Tiere einzeln in durchstromte (200 I/h) Aquarien
gesetzt bei sonst gleicher Wasserqualitét und gleichen auf¥eren Bedingungen wiein der Hal-
tungsanlage. Innerhalb von vier Minuten erwachten die Tiere aus der Narkose und zeigten nach
weniger a's zehn Minuten normales Verhalten (teillwei se bereits mit Futteraufnahme).

Die Karpfen wurden 48 - 72 h in diesen V orbereitungsbecken belassen und diskontinuierlich
geflittert. In diesem Zeitraum wurde der Katheter zweimal t&glich auf Durchgangigkeit geprift

und gespllt.

6.2. Versuchsdurchfihrung

Die Versuchsanlage wurde in einem warmei solierten, gerauschgedampften Raum errichtet. Sie
bestand aus einem Zirkulationssystem mit 80 | Wasserinhalt. AlsVersuchsbecken dienten zwel
selbstgeklebte, der Fischgrolie angepaldte Glasaquarien mit eingesetzten Durchlaufstutzen. Der
Durchflufd wurde kontinuierlich auf ca. 200 I/h und V ersuchsbecken geregelt. Jedes Versuchs-
becken gestattete dem Fisch eine normale Korperhatung und Stellung gegen die Stromung,
aber kein Schwimmen und Wenden im Becken. Um Stérungen zu vermeiden, war es blickdicht
und lichtdurchlassig verkleidet und gegentiber der Aufenluft mittels einer Glasscheibe und Sili-
kondichtungen weitestgehend abgeschlossen. Der Katheter wurde durch eine Offnung in der
Deckplatte herausgefUhrt. Die Wassertemperatur wurde auf 25 °C + 0,1 °C reguliert. Der Sau-
erstoffpartialdruck am Zulauf betrug kontinuierlich » 150 Torr (» 20 kPa). Dies wurde mittels
Belliftung Uber eine begasbare Saule erreicht, wobel die Membranpumpe aul3erhalb des Raumes
stand, und nur die Luftleitungen in den Raum fuhrten (Begrenzung der Gerauschbel astung).

In den Wasserstrom war ein Filter eingeschaltet. Der Sauerstoffgehalt wurde kontinuierlich ge-
messen. Zu- und Ablauf der V ersuchsbecken enthielten Wasserentnahmeeinrichtungen fir wei-
tere Untersuchungen (siehe Abbildung 4, schematisch, nicht mal3stabgerecht).
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Abb. 4: Versuchsanlage
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48 - 72 h vor Versuchsbeginn wurden die Tiere im Vorbereitungsbecken leicht sediert (MS-
222, gepuffert) und in das Versuchsbecken umgesetzt. Der Katheter wurde an eine Infusi-
onspumpe (Syrotron 40) angeschlossen und kontinuierlich gesptilt (1 ml/24 h), um seine
Durchgéngigkeit bei eingeschréankter Bewegungsfreiheit des Karpfens zu sichern. Der
Licht/Dunkel-Rhythmus wurde beibehalten, die Fltterung eingestellt. Bis 12 h vor Versuchsbe-
ginn wurde das Wasser der V ersuchsanlage mehrfach gewechselt und der Filter geséubert.

Die Versuche wurden an je zwei Einzeltieren in drei Gruppen durchgefihrt.
Kontrollgruppe

Die Tiere der Kontrollgruppe (n = 6; Korpermasse: 4242 + 600 g) verblieben 48 hin der Ver-
suchsanlage ohne aul3ere Verdnderungen der V ersuchsbedingungen.

Versuchsgruppe |: Hyperkapnie

Die Tiere dieser Versuchsgruppe (n = 8; Kdrpermasse: 3475 + 375 g) wurden nach der ersten

Blutentnahme (07.” Uhr) einer Hyperkapnie fir die Dauer von 36 h ausgesetzt. Die Begasung
der Sduleim Versuchskreidauf erfolgte von diesem Zeitpunkt an mit einem Gasgemisch aus 5
% CO, und 21 % O in No

(Fa. Alpha-Gas). Die Begasung wurde so eingestellt, dal3 der pyO, » 150 Torr (» 20 kPa) am
Zulauf des V ersuchsbeckens betrug.

Nach der achten Blutabnahme wurde die Begasung bis zum V ersuchsende mit atmosphérischer
Luft durchgefihrt.

Versuchsgruppe I1: Hyperkapnie und Ammoniakbelastung

Die Tiere dieser Versuchsgruppe (n = 20; Korpermasse: 3645 + 1.025 g) erfuhren den gleichen
Versuchsablauf wie bei der Versuchsgruppe I. Zusétzlich wurden in diesem Versuch dem Was-
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ser nach der funften Blutentnahme 20 mg/l (ca. 1,11 mmol-I-) NH4* als Ammoniumchlorid

(NH 4CI) zugesetzt und eine erhohte NH3/NH 4+-K onzentration bis zum Versuchsende beibe-
halten.

Die Ammoniumchloridkonzentration wurde so gewahlt, dal3 voraussichtlich zu keinem Zeit-
punkt durch den wechselnden pHyy freies Ammoniak im Wasser ([NH3]yy) in akut hoch-

toxischen Konzentrationen auftreten konnte. Zur Kalkulation wurden Angaben von Trussel
(1972) und Emerson et a. (1975) zum relativen Anteil des Ammoniaks in ammoniumhaltigen
waldrigen Losungen in Abhangigkeit von Temperatur und Wasser-pH herangezogen.

Innerhalb von 48 h wurden jedem Tier elf Blutproben entnommen und zeitgleich Wasserproben
analysiert. Die Blutentnahme erfolgte luftblasenfrei mit heparinisierten Einwegspritzen. Zu je-
dem Zeitpunkt wurden zweimal 1,5 ml arterielles Blut innerhalb von drel Minuten aus der Aorta
dorsalis entnommen.

Zur Bestimmung des pH, pCO,, pO,, Hamatokrit, der Hamoglobinkonzentration und der
Erythrozytkonzentration wurde arterielles Blut verwendet. Die Ammoniakkonzentration, die
K atecholaminkonzentration sowie die lonenkonzentrationen wurden aus dem arteriellen Blut-
plasma bestimmt, das bis zur Analyse in flissigem Stickstoff tiefgefroren wurde.

Dadie Entnahme von 33 ml (11 x 3 ml) Blut innerhalb von 48 h mit grof3er Wahrscheinlichkeit
viele der zu bestimmenden Blutparameter verandert hétte, wie z. B. von Soivio et a. (1975) bel
der Regenbogenforelle beschrieben, wurde der Blutverlust durch Reinfusion des Hauptanteiles
(je ca. 85 %) der korpuskuléren Bestandteile erheblich reduziert.

Nach Zentrifugation und Plasmaentnahme wurden die Blutzellen zweimal mit isotonischer
Elektrolytl6sung aufgeschwemmt, abzentrifugiert und nach erneuter Aufschwemmung
(entsprechend des entnommenen Blutvolumens) und Temperatureinstellung auf 25 °C Uber den
Katheter innerhalb von drei Minuten reinfundiert.

Mit dieser Methode war es moglich, den Blutverlust (bezogen auf die korpuskuldren Anteile)
durch Entnahme auf < 5 ml/48 h zu senken.

In der Dunkelphase wurde das V ersuchsbecken gegen Lichteinfall abgeschirmt.

Auftretende V erhaltensénderungen der Tiere (gesteigerte motorische Aktivitét) und technische
Schwierigkeiten (z. B. Verzogerungen) wahrend der Blutabnahme wurden protokolliert.

Der zeitliche Ablauf ist der nachfolgenden Tabelle zu entnehmen.
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Tabdlle 8: Schema des Versuchsablaufes

Blutent- Zeitpunkt Kontrollgruppe Gruppe | Gruppell
nahme
1 0790 Uhr Ausgangswerte Ausgangswerte Ausgangswerte
Normokapnie Hyperkapnie Hyperkapnie
1lh 1lh
2 0800 Uhr 1h
3 1390 Uhr 6h 6h 6h
4 1900 Uhr 12h 12h 12h
5 0790 Uhr 24 h 24 h 24 h
+[NH3/NH4]
6 0890 Uhr 25h 25h 25h 1h
7 1300 Uhr 30h 30h 30h 6h
8 1990 Uhr 36 h 36h 36h 12h
Normokapnie Normokapnie
1h 1lh 13h
9 2090 Uhr 37h
10 0190 Uhr 42h 6h 6h 18h
11 0790 Uhr 48h 12h 12h 24h

6.3. Blutanalysen

Der Hamatokrit (Hk ) wurde mit der Hamatokritzentrifuge Janetzki T 32c al's Doppel-
bestimmung aus jeder Blutprobe ermittelt.

Die Hamogl obinkonzentration (Hb) wurde photometrisch mit der Cyano-Hb-Methode gemes-
sen.

Die Ermittlung der Erythr ozytenkonzentration erfolgte nach Erythrozytenzéhlung in der
Burker-Turk-Zahlkammer.

Zur Bestimmung der Ammoniakkonzentration im Plasma ([NH3 + NH 4*]p|) wurde die en-
zymatische Bestimmung mit dem Testkit Sigma 171-3 verwendet.
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Die Bestimmung des pH g, des paO, und pgCO-, und die Berechnung der Bikarbonatkonzen-

tration ((HCO3%] g) sowie des base excess (BE) erfolgten mit dem AVL 995-Hb (Medicd In-

struments Graz/Austria) unter Verwendung von Hamacont-Mikrokapillaren (100 x 1,7 - 1,8
mm).

Die Plasmakonzentrationen von Na*, K*, CI- ([Na*]p|, [K*]pl, [CI-] pl) wurden mit dem

AVL 988-3 (Medical Instruments Graz/Austria) bestimmt, die von Ca2* ([Ca2*] p|) photome-
trisch (Lange Photometer LP 400).

Katecholamine:
Zur quantitativen Bestimmung der Katecholaminspiegel aus dem Plasma ([Adrenalin]p|,

[Noradrenalin]p|) erfolgte nach Zugabe eines internen Standards eine selektive Extraktion

durch Adsorption an aktiviertes Aluminiumoxid mit anschlief3ender Trennung Uber HPLC. Da-
flr wurde das HPL C-K omplettkit fir Katecholamine im Plasma der Fa. Chromsystems Instru-
ments + Chemicals GmbH M unchen verwendet.

Die Trennung mit dem HPL C-System der Fa. WATERS wurde mit folgender Gerétekombinati-
on durchgefuhrt:

Injektor: U6K

Pumpe: Modell 510

Saule: Resolve TM; Cqg; 5um; 3,9x 15 mm

Detektor: ECD M 460
Flul¥rate: 1 ml/min.
Zur Auswertung wurde die Auswerteeinheit-Integrator Data-Module 746 (WATERS) benutzt.

Die mittlere korpuskul &re Hamogl obinkonzentration der Erythrozyten wurde nach der Formel:
M CH C = Hamoglobinkonzentration (in mmol-1-1) : Hamatokrit ermittelt.

In die Versuchsauswertung wurden nur die Ergebnisse einbezogen, bel denen die Probenge-
winnung und -analyse laut Protokoll unter den gewtinschten Bedingungen erfolgte. Das fuhrte
z. B. zum Ausschlul3 der Ergebnisse von zwei Versuchstieren der Kontrollgruppe und finf
Versuchstieren der Versuchsgruppe I1, bel denen ein- oder mehrmalig eine starke motorische
Aktivitét / Erregung beobachtet wurde, die die Beeinflussung verschiedener Blutparameter ver-
muten lief3. Diese Vorgehenswel se wurde ohne Beriicks chtigung tatséchlich aufgetretener Be-
einflussung, die fur fast alle Parameter nicht nachzuweisen war, durchgefihrt.

Einzelergebnisse, bel denen technische Storungen wéahrend der Analyse auftraten, wurden
ebenfalls unabhangig von ihrer Grofie ausgeschl ossen.

6.4. Wasseranalysen

Parallel zu jeder Blutentnahme wurden verschiedene Wasserparameter des zu- und abflief3enden
Wassers bestimmit.

Die Messung des Wasser-pH (pH ) erfolgte mit Prézisions-Labor-pH-Mef3geréat MV 85 (Fa
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Clamann und Grahnert, Dresden) nach vorheriger Eichung mit Standardpuffern.

Der pO, des Wassers (py O2) wurde elektrochemisch mittels pO,-Stabmef3zelle und Mef3ver-
starker M 80 ermittelt.

Zur Messung der Ammoniakkonzentration [NH3 + NH4%] w) wurden die gassensitive
ORION Ammoniak-Elektrode Modell 95-12 und das ORION lonometer Modell 940 verwendet.

Das gleiche lonometer diente in Verbindung mit der ORION K ohlendioxid-Elektrode Modell
95-2 zur Ermittlung der Kohlenddioxydkonzentration des Wassers ([CO5]w).

6.5. Statistik

Die gemessenen Werte wurden mittels des Stati stikprogrammes Statgraphics plus for Windows,
Version 1.11 bearbeitet. In den Abbildungen sind jeweils die Mittelwerte £ 1 Standardfehler
dargestellt.

Die Abbildungen der ermittelten Werte wurden im Statistikprogramm Statgraphics plus for
Windows erstellt und im Programm Canvas 3.5.3 auf einem Power PC Macintosh Performa
5200 weiterbearbeitet, wobei die X-Achse mit der Darstellung der Blutentnahme anndhernd dem
zeitlichen Verlauf (sehe Tab. 8) entsprechend gestreckt wurde. Weitere Abbildungen wurden
ebenfalls mit dem letztgenannten Programm erstellt.

6.6. Protokoll der Wasserwerte pHw, [COs]w, pwO2, [NH3 + NH4 ]w

In den folgenden Abbildungen sind die registrierten Wasserwerte im Versuchsverlauf (zu den
Blutentnahmezeitpunkten) dargestellt.

6.6.1. pHy

Kontrollgruppe

Im Versuchsverlauf trat aufgrund der Ausscheidungs- und Austauschprozesse der Versuchstiere
eine Sauerung des Haltungswassers ein, wobel der pHyy des abflief3enden Wassers zu jedem

Zeitpunkt geringgradig unter dem des Zuflusses lag.
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Abb. 5: pH-Werte im Zu- und AbfluRwasser der Kontrollgruppe im 48stiindigen V ersuchsver-

lauf zu den Zeitpunkten der Blutabnahme (Mittelwert + Standardfehler).

Versuchsgruppe |

In den Versuchsgruppen wird der pHy mal3geblich von der Hyperkapnie beeinfluf3t. Die durch
sie provozierte Senkung des pHyy endet mit Rickkehr zur Normokapnie, wobel die beiden
letzten Werte in Versuchsgruppe | ebenfalls unter dem Ausgangswert liegen.
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Abb. 6: pH-Werte im Zu- und AbfluRwasser der Versuchsgruppe | im 48stiindigen Versuchs-
verlauf zu den Zeitpunkten der Blutabnahme (Mittelwert £ Standardfehler).
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Versuchsgruppe ll

In Versuchsgruppe |1 fallt der abweichende pHyy-Verlauf des abflief}enden Wassers auf. Die
pHw-Differenz zum Zuflul3 ist gréfer, und die normokapnischen Endwerte liegen deutlich unter
dem Ausgangsniveau und den entprechenden ZufluBwerten.
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Abb. 7: pH-Werte im Zu- und Abflu3wasser der Versuchsgruppe 11 im 48stiindigen Versuchs-
verlauf zu den Zeitpunkten der Blutabnahme (Mittelwert £ Standardfehler).
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6.6.2. [CO2]w

Kontrollgruppe

Im Versuchsverlauf stieg die Kohlendioxidkonzentration im Wasser geringgradig. Durch den
Gasaustausch lag die Konzentration im abflief3enden Wasser zu jedem Zeitpunkt Uber der des
Zuflusses.
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Abb. 8: Kohlendioxidkonzentration im Zu- und Abflu3wasser der Kontrollgruppeim
48stiindigen Versuchsverlauf zu den Zeitpunkten der Blutabnahme (Mittelwert + Standardfeh-
ler).
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Versuchsgruppe |
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Abb. 9: Kohlendioxidkonzentration im Zu- und Abflu3wasser der Versuchsgruppe | im
48sttindigen Versuchsverlauf zu den Zeitpunkten der Blutabnahme (Mittelwert £ Standardfeh-
ler).

In beiden Versuchsgruppen ist der Hyperkapnieverlauf deutlich zu erkennen. Die gemessenen
K ohlendioxidkonzentrationen im Wasser lagen in Versuchsgruppe | leicht Gber denen der Ver-
suchsgruppe I1. In beiden Versuchsgruppen wurden im abflief3enden Wasser zu jedem Zeit-
punkt hohere Konzentrationen gemessen alsim Zulauf.

Die normokapnischen Endwerte liegen in VVersuchsgruppe | wiein der Kontrollgruppe leicht
Uber dem Ausgangsniveau, wahrend siein Versuchsgruppe |1 auf dieses zurtickgehen.
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Abb. 10: Kohlendioxidkonzentration im Zu- und Abflu3wasser der Versuchsgruppe Il im
48stiindigen Versuchsverlauf zu den Zeitpunkten der Blutabnahme (Mittelwert + Standardfeh-
ler).
6.6.3. Ammoniak
Kontrollgruppe

Die Gesamtammoni akkonzentration des Wassers war in der Kontrollgruppe im gesamten Ver-
suchszeitraum sehr niedrig und lag unter 0,2 mg:1-1.

Versuchsgruppe |

Hier kam es zum kontinuierlichen Anstieg der Ammoniakkonzentration im Wasser. Erst 12 h
nach Beendigung der Hyperkapnie war eine rucklaufige Tendenz erkennbear.
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Abb. 11: Gesamtammoniakkonzentration im ZufluBwasser der Versuchsgruppe | im
48stiindigen Versuchsverlauf zu den Zeitpunkten der Blutabnahme (Mittelwert + Standardfeh-
ler).
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Abb. 12: Gesamtammoniakkonzentration im ZufluBwasser der Versuchsgruppe Il im
48stiindigen Versuchsverlauf zu den Zeitpunkten der Blutabnahme (Mittelwert + Standardfeh-
ler).

In Versuchsgruppe |1 stieg die Ammoniakkonzentration im Wasser bis zum Zeitpunkt der Am-
moniumchloridzugabe von 20 mg/l NH,4* kontinuierlich.

Ab einer Stunde nach Zugabe von Ammoniumchlorid waren im weiteren Verlauf abnehmende
Werte zu registrieren.
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6.6.4. pwO2

Kontrollgruppe
Innerhalb der Kontrollgruppe kam esim Versuchsverlauf zur Abnahme des Sauerstoffpar-
tialdruckes im zu- und abflief3enden Wasser (Abb. 13), wobei die Werte am Zufluf3im Bereich
der Sauerstoffsattigung blieben.
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Abb. 13: Sauerstoffpartialdruck im zuflief3enden (oben) und abflieffenden (unten) Wasser der
Kontrollgruppe zu den Zeitpunkten der Blutabnahme (Mittelwert + Standardfehler).
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Versuchsgruppe |

In der Versuchsgruppe | féllt eine anndhernd parallele Entwicklung des pywOo im zu- und ab-
flief3enden Wasser in der Hyperkapniephase auf. Nach Rickkehr zur Normokapnie steigt die
pwOo-Differenz, was auf eine gesteigerte Sauerstoffaufnahme durch die Versuchstiere hindeu-
tet.
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Abb. 14: Sauerstoffpartialdruck im zuflief3enden (oben) und abflief3enden (unten) Wasser der
Versuchsgruppe | zu den Zeitpunkten der Blutabnahme (Mittelwert + Standardfehler).
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Abb. 15: Sauerstoffpartialdruck im zuflief3enden (oben) und abflieffenden (unten) Wasser der
Versuchsgruppe |1 zu den Zeitpunkten der Blutabnahme (Mittelwert + Standardfehler).
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7. Ergebnisse

Tabelle 9 zeigt die ermittelten Werte der Kontrollgruppe wahrend des gesamten V ersuchs-
ablaufes sowie die Ausgangswerte, d. h. die Werte der ersten Blutabnahme in den beiden Ver-

suchsgruppen.

Tabelle 9: Blutparameter der Kontrollgruppe und Ausgangswerte der Versuchsgruppen

Parameter arithmetisches Mittel + Standardabweichung
Blut der Dorsalaorta Kontrollgruppe Versuchsgruppe | Versuchsgruppe
(gesamter Versuch) (1. Blutabnahme) (1. Blutabnahme)
pHa 783 + 003 785 + 0,06 783 =+ 0,06
paCO2 (kPa) 1,40 + 013 1,08 + 0,18 099 + 012
Torr 1050 + 0,98 810 1,35 743 + 0,9
(Torr)
pO2 (kPa) 545 + 19 494 + 1,20 500 + 193
(Torr) 40,88 + 14,55 37,05 + 9,00 4425 + 1448
[HCO3 A (mmol-1-1) 18,15 + 1,78 1469 + 1,65 1273 + 174
BE (mmol .|-1) - 3,14 + 2,02 212+ 1,86
Hk 0,178 + 0,021 0,192 + 0,031 0,179 + 0,036
Hb (mmol .|-1) 302 + 0,26 343 0,61 305 + 0,66
MCHC (mmol-I-1) 1706 + 1,07 17,85 = 1,64 1707 + 1,29
[Erythr] (106.mm-3) 142 + 0,16 133 = 0,18 1,02 = 0,20
Blutplasma der Dor sa- arithmetisches Mittel + Standardabweichung
laorta
[N a+] ol (mmol-1-1) 13053 + 1,69 13200 + 262 13249 + 324
[ C<32+]pl (mmol1-2) 290 + 045 226 + 045 231 + 043
[Clpl (mmol-11) 10522 + 1,76 11044 + 2,76 11305 + 220
[NHg]pl (ug-ml-1) 230 = 1,27 356 1,76 1,74 + 092
( 1) 0,135 + 0,074 0,209 + 0,103 0,102 + 0,064
mmol -1~
[Adrendin]pl  (ng'mi-1) 0,029 + 0,019 0030 + 0,012 0,029 + 0,012
(nmol-11) 0,158 + 0,104 0,164 + 0,066 0,158 + 0,065
[Noradr]pl (ng'mi-1) 093 + 0,238 0906 + 0,281 0,798 + 0,230
(nmol-11) 5625 + 1,390 5292 + 1,641 4661 + 1,343
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7.1. Kontrollgruppe

Der Verlauf der einzelnen Parameter der Kontrollgruppe wahrend des Versuchesist aus den
Abbildungen 16 - 20 ersichtlich.
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Abb. 16: Bikarbonatkonzentration, pH und K ohlendioxidpartialdruck im arteriellen Blut der
Kontrollgruppentiere (n = 4; Mittelwert + Standardfehler) im 48stiindigen V ersuchsverlauf.
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Im Verlauf des Versuches traten geringe Schwankungen des pHg auf. Der leichte Anstieg des

K ohlendioxidpartialdruckes im Blut wurde vom Anstieg der Bikarbonatkonzentration begleitet
(siehe Abbildung 16).
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Abb. 17: Natriumionen-, Chloridionen- und Kaliumionenkonzentration im arteriellen Blutplas-
mader Kontrollgruppentiere (n = 4; Mittelwert + Standardfehler) im 48stiindigen Versuchsver-
lauf.
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Die Plasmachloridkonzentration fallt im Versuchsverlauf, wahrend die Na*- und K*-
Konzentrationen nur geringe V ariationen erkennen lassen (Abb. 17).
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Abb. 18: Sauerstoffpartialdruck, Hamatokrit und Hamoglobinkonzentration im arteriellen Blut
der Kontrollgruppentiere (n = 4; Mittelwert + Standardfehler) im 48stiindigen V ersuchsverlauf.
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Abb. 19: mittlere korpuskul&re Hamogl obinkonzentration (MCHC) und Erythrozytenkonzentra-
tion im arteriellen Blut der Kontrollgruppentiere (n = 4; Mittelwert + Standardfehler) im
48stiindigen Versuchsverlauf.

Waéhrend pgO2, Hamatokrit, Hadmogl obinkonzentration, MCHC und Erythrozytenkonzentration

deutliche Variationen im Verlauf des Versuches zeigen (Abb. 19), fallen diese bel der Plasma-
konzentration der Katecholamine sehr gering aus (Abb. 20).
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Abb. 20: Noradrenalin- und Adrenalinkonzentration im arteriellen Blutplasma der Kontroll-
gruppentiere (n = 4; Mittelwert + Standardfehler) im 48stiindigen Versuchsverlauf.
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7.2. Versuchsgruppen

Abbildung 21 zeigt den Verlauf des pH, pCO», [HCO3 ] des arteriellen Blutes der Versuchs-
gruppe | wahrend des gesamten Versuches.
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Abb. 21: Bikarbonatkonzentration, pH und Kohlendioxidpartialdruck im arteriellen Blut der
Tiere der Versuchsgruppe | (n = 8; Mittelwert + Standardfehler) im 48stiindigen Versuchsver-
lauf.
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Die Erhohung des K ohlendioxidpartialdruckes im Wasser auf pyyCO» » 38 Torr (5,07 kPa)
fuhrte innerhalb der ersten 6 h zum Abfall des pHg um 0,63 Einheiten bel gleichzeitigem An-
stieg des arteriellen Kohlendioxidpartialdruckes auf pgCO, = 5,19 + 0,26 kPa. Im gleichen
Zeitraum stieg die Bikarbonatkonzentration um 3,55 mmol/I.

In den darauffolgenden 30 h kam es bei weiterer Erhéhung der Bikarbonatkonzentration auf
[HCO3] = 21,56 + 1,60 mmol/l zum Anstieg des pHg um 0,06 Einheiten.

Der rapide Abfal des paCO» nach Beendigung der CO»-Begasung fuhrte innerhalb einer Stunde
zu einem ebenso rapiden Anstieg des pHg um 0,44 Einheiten auf pHg= 7,72 + 0,03.

Die weiterhin hohe Bikarbonatkonzentration bei einem pgCOo im Bereich des Ausgangswertes
bewirkte den leicht Gber dem Ausgangswert liegenden pHg der letzten beiden Blutabnahmen.

In Abbildung 22 ist der Verlauf des pH, pCO2 und der Bikarbonatkonzentration im arteriellen
Blut der Versuchsgruppe 11 wahrend des 48stiindigen V ersuchsablaufes dargestellt.

Er zeigt prinzipiell die gleichen Tendenzen wiein Versuchsgruppel.

Im Versuchsverlauf treten gegentiber der Versuchsgruppe | etwas niedrigere pCO»-Werte und
Bikarbonatkonzentrationen des arteriellen Blutes bei annahernd gleichem pHgVerlauf auf.

Die schnellere Angleichung des pHg an seinen Ausgangswert in den letzten 12 Stunden des
Versuchesist abweichend auffallig und soll spéter diskutiert werden.
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Abb. 22: Bikarbonatkonzentration, pH und Kohlendioxidpartialdruck im arteriellen Blut der
Tiere der Versuchsgruppe Il (n = 15; Mittelwert + Standardfehler) im 48stiindigen Versuchs-

verlauf.
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Die Verlaufswerte des Hamatokrits, der Hamoglobinkonzentration und der MCHC der Ver-
suchsgruppe | (Abbildung 23) zeigen, dal? der Erhéhung des pywCO2 Anstiege des Hk und der

Hb- Konzentration auf Maximalwerte von ca. 0,30 beim Hamatokrit und ca. 4,2 mmol-1-1 bei
der Hamogl obinkonzentration folgten.
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Abb. 23: mittlere korpuskulére Hamogl obinkonzentration (MCHC), Hamatokrit und H&mo-
globinkonzentration im arteriellen Blut der Tiere der Versuchsgruppe | (n = 8; Mittelwert +
Standardfehler) im 48sttindigen Versuchsverlauf.
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Abb. 24: mittlere korpuskulére Hamogl obinkonzentration (MCHC), Hamatokrit und H&mo-
globinkonzentration im arteriellen Blut der Tiere der Versuchsgruppe Il (n = 15; Mittelwert +
Standardfehler) im 48sttindigen Versuchsverlauf.
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Aus Abbildung 24 wird ersichtlich, dal3 der Verlauf von MCHC, Hb und Hk der Versuchs-
gruppe |1 kaum Unterschiede zur Versuchsgruppe | erkennen 183t Die hyperkapnieinduzierten

Maximalwerte liegen ebenfalls bei ca. 0,30 fur Hamatokrit und ca. 4,3 mmol-1-1 fiir die Hamo-
globinkonzentration. Die errechnete MCHC sinkt in beiden Gruppen in der Hyperkapniephase

auf Werte zwischen 14 und 15 mmol-I-1.

In der Posthyperkapniephase erfolgte bei diesen drei Parametern eine schnelle Anngherung an
die Ausgangswerte.

In beiden Versuchsgruppen korrelieren die Verlaufe des Hamatokrits und der Hamogl obinkon-
zentration mit dem Verlauf der Erythrozytenzahl, die mit einsetzender Hyperkapnie deutlich
steigt und erst in der Posthyperkapniephase wieder anndhernd auf Ausgangsniveau abfallt, wie
aus Abbildung 25 zu erkennen ist.
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Abb. 25:; Erythrozytenkonzentration im arteriellen Blut der Tiere der Versuchsgruppel (n=8;
Mittelwert = Standardfehler) im 48stiindigen Versuchsverlauf.
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Abb. 26: Erythrozytenkonzentration im arteriellen Blut der Tiere der Versuchsgruppe Il (n = 15;
Mittelwert = Standardfehler) im 48stiindigen Versuchsverlauf.

Abbildung 27 und 28 zeigen den Verlauf des pgO» der beiden Versuchsgruppen. Trotz der ho-
hen Variabilitét dieses Parametersist der hyperkapniebegleitende Anstieg des Sauerstoffpar-
tialdruckesim arteriellen Blut klar erkennbar, ebenso wie der rapide Abfall innerhalb der ersten
Stunde nach Riickkehr zur Normokapnie, der die Tiefstwerte im Versuchsverlauf markiert.
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Abb. 27: Sauerstoffpartialdruck im arteriellen Blut der Tiere der Versuchsgruppe | (n = 8; Mit-
telwert + Standardfehler) im 48stiindigen Versuchsverlauf.
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Abb. 28: Sauerstoffpartialdruck im arteriellen Blut der Tiere der Versuchsgruppe Il (n = 15;
Mittelwert + Standardfehler) im 48stiindigen Versuchsverlauf.

Der Verlauf der Plasmakonzentrationen von Na+, K+, Cl" und C&F der Versuchsgruppe | ist
in Abbildung 29 dargestellt.

Die Plasmakonzentrationen von Na© und ClI” fielen im Versuchsverlauf, wobei die Natriumio-
nenkonzentration anfanglich einen leichten Anstieg erkennen lief3. Die hochste Kaliumkonzen-
tration im Plasma wurde eine Stunde nach Ruickkehr zur Normokapnie gemessen.
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Abb. 29: Natriumionen-, Chloridionen- und Kaliumionenkonzentration im arteriellen Blutplas-
mader Tiere der Versuchsgruppe | (n = 8; Mittelwert + Standardfehler) im 48stiindigen Ver-
suchsverlauf.
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[Ce2*]pl in mmol-I-1
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Abb. 30: Kalziumionenkonzentration im arteriellen Blutplasma der Tiere der Versuchsgruppe |
(n = 8; Mittelwert * Standardfehler) im 48stiindigen Versuchsverlauf.

Die gleichen Parameter mit gleichartigen Verénderungen zeigen die Abbildungen 31 und 32 fur

Versuchsgruppe |1, Hier ist die anfangliche Konzentrationszunahme von Na" zwischen dem
Wert der 1. und 3. Blutabnahme auffélig, und die Hyperkapnie wird von einem Anstieg der
Kalziumkonzentration begleitet.
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Abb. 31: Natriumionen-, Chloridionen- und Kaliumionenkonzentration im arteriellen Blutplas-
mader Tiere der Versuchsgruppe Il (n = 15; Mittelwert + Standardfehler) im 48stiindigen Ver-
suchsverlauf.
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Abb. 32: Kalziumionenkonzentration im arteriellen Blutplasma der Tiere der Versuchsgruppe 1
(n =15; Mittelwert + Standardfehler) im 48stiindigen V ersuchsverlauf.

Die Hyperkapnie bewirkte in beiden V ersuchsgruppen ansteigende Ammoniakkonzentrationen
im arteriellen Blutplasma (Abbildungen 33, 34).
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Abb. 33: Gesamtammoniakkonzentration im arteriellen Blutplasmader Tiere der Versuchsgrup-
pel (n=8; Mittelwert £ Standardfehler) im 48stiindigen Versuchsverlauf.
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Die Zugabe von Ammoniumchlorid zum Haltungswasser nach 24 h in Versuchsgruppe |1 fuhrte
zusétzlich zu einem Anstieg innerhalb dieser Gruppe.

Trotz hdherer Ammoniakkonzentration im Wasser fiel die Annégherung an die Ausgangswertein
der Posthyperkapniephase in Gruppe 11 deutlicher aus.

[NH3 + NH4*]pl in mmol-1-1 Versuchsgruppe I
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Abb. 34: Gesamtammoniakkonzentration im arteriellen Blutplasma der Tiere der Versuchsgrup-
pell (n = 15; Mittelwert £ Standardfehler) im 48stiindigen Versuchsverlauf.

In Abbildung 35 und 36 sind die Katecholaminkonzentrationen im Blutplasma beider Versuchs-
gruppen dargestellt.

Deutliche Verdnderungen zeigt der Verlauf der Noradrenalinkonzentration in beiden Versuchs-
gruppen. In der ersten Stunde der Hyperkapnie stieg die Noradrenalinkonzentration im Plasma
des arteriellen Blutes auf ca. vierfache Ausgangskonzentration. Erhéhte Werte lief3en sich wah-
rend der gesamten Hyperkapni ephase beobachten, wobei in deren Verlauf die Tendenz zum
Konzentrationsriickgang zu erkennen ist.

In der ersten Stunde nach Riickkehr zur Normokapnieist ein deutlicher Riickgang der Norad-
renalinkonzentration zu verzeichnen.
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Abb. 35: Noradrenalin- und Adrenalinkonzentration im arteriellen Blutplasma der Tiere der Ver-
suchsgruppe | (n = 8; Mittelwert + Standardfehler) im 48sttindigen Versuchsverlauf.

Die Konzentration zirkulierenden Adrenalins blieb in beiden Versuchsgruppen wahrend der
Hyperkapnie unter einem Wert von 1 nmol-1-1,

In der Posthyperkapniephase traten in der Versuchsgruppe | stark variierende erhéhte Werte
auf.
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Abb. 36: Noradrenalin- und Adrenalinkonzentration im arteriellen Blutplasmader Tiere der Ver-
suchsgruppe Il (n = 15; Mittelwert £ Standardfehler) im 48sttindigen V ersuchsverlauf.

Wesentliche Unterschiede in der Entwicklung der gemessenen Blutparameter zwischen den
Gruppen sind im Vergleich von Differenzwerten deutlicher darstellbar.

Dabel dient der gemessene Wert bei der 1. Blutabnahme as interner Nullwert. Bel dieser Me-
thode haben differierende Ausgangswerte zwischen den Gruppen geringeren Einflul? auf den
Verlauf.
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Der Vergleich der Differenzwerte der Natriumionenkonzentration im Plasma zeigt in beiden
V ersuchsgruppen den anfanglichen Anstieg und anschlief3enden Abfall der Konzentration
(Abbildung 37).
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Abb. 37: Differenz der Natriumionenplasmakonzentration zum Ausgangswert bei der 1.
Blutabnahme im Versuchsverlauf (Mittelwert + Standardfehler) in mmol-1-1.
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Dagegen fdlt die Chloridkonzentration in den Versuchsgruppen im gesamten Verlauf, und auch

die Kontrollgruppe zeigt einen geringen Abfall der Konzentration (Abbildung 38).
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Abb. 38: Differenz der Chloridplasmakonzentration zum Ausgangswert bei der 1. Blutabnahme
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im Versuchsverlauf (Mittelwert + Standardfehler) in mmol-1-1,
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Bel der Kalziumionenkonzentration ist in der Versuchsgruppe Il der hyperkapni ebegleitende
K onzentrationsanstieg am deutlichsten. Die Kontrollgruppe zeigt eher eine Abnahmetendenz
(Abbildung 39).
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Abb. 39: Differenz der Kal ziumionenplasmakonzentration zum Ausgangswert bel der 1.
Blutabnahme im Versuchsverlauf (Mittelwert + Standardfehler) in mmol-1-1,
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Abb. 40: Differenz der pH-Werte des arteriellen Blutes zum Ausgangswert bei der
1. Blutabnahme im Versuchsverlauf (Mittelwert + Standardfehler)

Aus Abb. 40 wird ersichtlich, dal3in Versuchsgruppe | die Kompensation des ausgel enkten
pHa geringfiigig hoher alsin Versuchsgruppe Il ist.

In Versuchsgruppe | betrégt diese Kompensation ca. 11%, in der Versuchsgruppe Il ca. 8%
(bezogen auf den jeweils niedrigsten pHg in der Hyperkapniephase).

Auch der Anstieg nach Ruickkehr zur Normokapnie Uber die Ausgangswerte fallt deutlicher aus.

Die Entwicklung des Basenlberschusses, BE (Abb. 41) differiert zwischen beiden Versuchs-
gruppen. In Versuchsgruppe | fallt er in geringerem Mafe (-12,8 mmol-1-1) alsin Versuchs-

gruppe 11 (-15,2 mmol-1-1), wobei kein EinfluR der htheren NH3/NH4*- und Chloridkonzen-
tration im Wasser der Versuchsgruppe |1 zum 6. Blutentnahmezeitpunkt deutlich wird.

Nach Ruckkehr zur Normokapnie liegt der BE der Versuchsgruppe | im Bereich der Kontroll-
gruppe, wahrend er in Versuchsgruppe Il bei den letzten beiden Blutentnahmen unter diesen

Werten liegt.
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Abb. 41: Basentiberschufl3 (base excess, BE) im Versuchsverlauf der drei Gruppen (Mittelwert
+ Standardfehler) in mmol-|1-1



Diskussion 80

[11. Diskussion

8. Methodik und Kontrollgruppe

Im Vorfeld der Untersuchungen aufgetretene Fragestellungen hinsichtlich des methodischen
Vorgehens sollten mit Hilfe einer Kontrollgruppe beantwortet werden.

Von besonderer Bedeutung erschienen die Einfllisse der V ersuchsbedingungen im 48stiindigen
Verlauf auf die zu untersuchenden Blutparameter. Insbesondere die haufige Blutentnahme und
Reinfusion der korpuskul&ren Blutanteile sowie das Lichtregime wurden als moglicherweise
beeinflussende Faktoren in Betracht gezogen.

Diein Tabelle 9 dargestellten Werte der Kontrollgruppe zei gen weitgehende Ubereinstimmung
mit den Ausgangswerten der beiden Versuchsgruppen. Variationen ergeben sich aus der Ent-
wicklung der erfal3ten Parameter im Versuchsverlauf bzw. bei Parametern, die natirlicherweise
starken Schwankungen unterliegen.

Die Kontroll- und Ausgangswerte sind mit Angaben anderer Studien (Ultsch et a.,1981; Clai-
borne & Heider, 1984; 1986) vergleichbar. Auffalig sind in dieser Untersuchung hdhere Werte
des Kohlendioxidpartialdruckes im arteriellen Blut gegenliber entsprechenden Werten aus dem
Blutplasmabei 0. g. Autoren.

Takeda (1990) gibt Gaspartialdriicke im Blut von Karpfen in gleicher GrofRenordnung unter
Hyperoxiebedingungen (ca. zwei- und dreifacher Sauerstoffpartialdruck im Wasser, verglichen
mit diesen Versuchen) bei 25 °C an.

Dawéhrend dieser Versuche der Sauerstoffpartialdruck des Wassers am Zuflul3 kontinuierlich
bei ca. 20 kPa (ca. 150 Torr) lag, sind die gemessenen Werte nicht auf Hyperoxiebedingungen
im eigentlichen Sinne zurtickzufiihren. Der hohe Kohlendioxidpartialdruck im arteriellen Blut
spricht allerdings fir eine geringe Aktivitét der Kiemenventilation bei den Versuchstieren, wie
sie auch in eigenen Vorversuchen beobachtet wurde. Ursachen sind in den vorliegenden Unter-
suchungen die gute Abschirmung der V ersuchsanlage gegen stérende Umwelteinflisse, die
eingeschrénkte Bewegungsfreiheit der Versuchstiere sowie der Sauerstoffpartialdruck des Was-
sers im Séttigungsbereich.

In VVerbindung mit den niedrigen Katecholaminkonzentrationen im arteriellen Blut sind diese
Werte als Kriterium fir die erfolgte Anpassung an die V ersuchsbedingungen zu interpretieren
und a's Ruhewerte unter diesen V ersuchsbedingungen anzusehen, da bel anndhernder Sauer-
stoffséttigung des Wassers Uber die Aktivierung der Atmung und des Herz-Kreislaufsystems
durch Einwirkung stérender Umwelteinfltsse die erhohte Kiemenventilation den Kohlendi-
oxidpartialdruck im arteriellen Blut wesentlich senken wiirde und hohere K atecholaminkon-
zentrationen zu erwarten wéaren.

Im Versuch wurden weder Herz-Kreidlaufparameter noch Parameter der Kiemenventilation ge-
messen. Unter ahnlichen V ersuchsbedingungen in eigenen Vorversuchen wurden niedrige
Atemfregquenzen und regel méliige Pausen der Kiemenventilation registriert, eine Form der Ven-
tilation, die von Takeda (1990) fur Karpfen unter Hyperoxiebedingungen beschrieben wird,
aber auch bei Normoxie des Wassers auftritt (Glass et a., 1990).

Die von bisherigen Methoden leicht abgewandelte Form der Katheterisierung, die ohne chirur-
gische Néhte in oder aul3erhalb der Maulhdhle auskommt, gewahrleistete gemeinsam mit der
kontinuierlichen Katheterspllung mittels Infusionspumpe die sténdige Entnahmemadglichkeit
arteriellen Blutes.
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Wie erwartet, konnte der Verlust korpuskuldrer Blutanteile trotz Entnahme relativ grof3er Blut-
mengen zur Bestimmung von Parametern aus dem Vollblut und Plasma durch Reinfusion ge-
waschener korpuskuldrer Blutbestandteile sehr gering gehalten werden und hat die analysierten
Werte nicht nachweisbar beeinfluf3.

Die Variationsbreite und der Verlauf der Blutwerte in der Kontrollgruppe lassen weiterhin den
Schlul’ zu, dal3 weitere im Versuch notwendige Manipulationen keine relevanten Auswirkungen
auf die Ergebnisse hatten.

Lediglich das Lichtregime scheint bei den vorliegenden Untersuchungen verschiedene Blutpa-
rameter beeinflufd zu haben. Der Hamatokrit, die Hamogl obinkonzentration und die Erythro-
zytenzahl erreichten jeweils ein bis zwei Stunden nach Beginn der Hellphase (Licht ein um

6°" Uhr) ihre Tageshochstwerte (Abb. 18). Diese beobachteten rhythmischen Schwankungen
lassen sich jedoch aufgrund der verwendeten Tierzahl und des kurzen Versuchsverlaufes nicht
sicher beurteilen.

Zachmann (1989) stellte einen Anstieg der Schwimmaktivitét tagaktiver ungefitterter Karpfen
nach Einschalten des Lichtes fest, der von einem kurzzeitigen K onzentrationsanstieg der zirku-
lierenden Katecholamine begleitet wurde.

Die hier beobachteten Schwankungen lassen sich wahrscheinlich ebenfalls auf Aktivierung nach
pl6tzlichem Einschalten der Lichtquelle zurlickfiihren. Konzentrationsverdnderungen der zirku-
lierenden Katecholamine wurden jedoch nicht registriert. Sie sind innerhalb der ersten Stunde
der Hellphase aber nicht auszuschlief3en, dain diesem Zeitraum keine Blutentnahme erfolgte.

Dieim Verlauf des Versuches zunehmende Sauerung des Haltungswassers (Abb. 5) 183t sich
auf die Stoffwechselaktivitédt der Karpfen mit den daraus resultierenden Austausch- und Aus-
scheidungsvorgangen mit dem Wasser und in das Wasser zurtickfihren.

In Versuchen von Claiborne und Heidler (1984) wurden neben der Sduerung des Haltungs-
wassers bel der Kontrollgruppe auch steigende Konzentrationen von Bikarbonat und Ammo-

niumionen im Wasser gemessen. Gleichzeitig nahmen die Konzentrationen von Cl- und Na* im
Wasser ab.

Die von verschiedenen Autoren beschriebene zugrunde liegende Nettoaufnahme von Nat und

Cl- aus dem Wasser beeinfluf in diesen Versuchen nicht die Hohe der ermittelten Plasmakon-
zentrationen dieser lonen.

Bei beiden lonen wurde eine leichte Abnahme der Konzentration im Plasmawéhrend des Ver-
suches festgestellt. Die fallende Chloridionenkonzentration und steigende Bikarbonatkonzen-

tration im arteriellen Blut sprechen fur die Regulation des extrazellul&ren pH mittels Cl-/HCO3™-
Austausches am Kiemenepithel als Antwort auf den leicht ansteigenden paCO, (Abb. 16, 17).

Der base excess (BE; Abb. 41) schwankt um den Nullwert und leicht darber.

Im 48sttindigen V ersuchsverlauf wurde keine Akkumulation von Ammoniumionen bzw. Am-
moniak im Haltungswasser registriert.

9. Versuchsgruppen

In beiden Versuchsgruppen dienen die Ausgangswerte a's interne Kontrollwerte. Sie differieren
bei den meisten Parametern zwischen den Gruppen nur in geringem Male. Der hohere pgCO»

in Versuchsgruppe | resultiert aus einem etwas hoheren pyCO» zu diesem Zeitpunkt in dieser
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Gruppe und ist wahrscheinlich auch Ursache fir andere, gegentiber Versuchsgruppe |1 leicht
differierende Werte.

9.1. Hyperkapnie / Ammoniakbelastung

Die Begasung mit 5%igem Kohlendioxidanteil bei annghernder Sauerstoffsattigung des Was-
sersfuhrte wiein Versuchen von Claiborne & Heider (1986) zur schnellen Ausprégung einer
hyperkapnieinduzierten respiratorischen und metabolischen (gemischten) Azidose mit Anstieg
des paCO, und deutlichem Abfall des pHa und BE. Die dem Anstieg folgende Plateauphase des

paCO, endete erst nach Ruckkehr zur Normokapnie mit einem rapiden Abfall (Abb. 21, 22,
41).

Der gesunkene Baseniberschul? (BE, Abb. 41), Ausdruck der metabolischen Komponente der
Azidose, zeigt den niedrigsten Wert nach einer Stunde Hyperkapnie (Blutabnahme 2). Er steigt
bis zum letzten Hyperkapniewert (Blutabnahme 8) in beiden Versuchsgruppen um ca. 4,8

mmoll-1. Diesist ein Hinweis auf Regulationsvorgange des Sauren-Basen-Haushaltes in beiden
Gruppen.

Bel Betrachtung der K ohlendioxidkonzentration im zu- und abflief3enden Wasser (Abb. 9, 10)
wird deutlich, dal3 fur die Karpfen auch in der Hyperkapniephase die Abgabe von CO, mdglich

war, da zu den Blutentnahmezeitpunkten im abflief3enden Wasser héhere K onzentrationen vor-
lagen. Der pHyy lag im abfliel3enden Wasser entsprechend niedriger (Abb. 6, 7).

Durch ansteigende Bikarbonatkonzentration im Blut wurde in der 36stiindigen Hy-
perkapniephase nur ein geringer Tell der pHgSenkung kompensiert (Abb. 21, 22).

Nach Claiborne & Heidler (1984) fuhrt der [HCO3™]-Anstieg wahrend 48sttindiger milder Hy-
perkapnie (1 % CO,) ebenfalls nur zu einer Teilkompensation des ausgelenkten pHg beim
Karpfen. Nach ihnen tritt unter diesen Bedingungen die vollsténdige pH-Kompensation erst
nach zwei Wochen ein (beobachtet an freischwimmenden Karpfen). Ohne Zweifel stellt der
Karpfen damit unter den darauf untersuchten Fischarten eine Ausnahme dar. Claiborne &
Heisler (1986) erreichten die vollsténdige pHgKompensation nach 19 Tagen milder Hyperkap-
nie (1% CO,). Bei Hyperkapnieversuchen mit 5% CO,, registrierten siein den ersten 72 h an-
steigende Bikarbonatkonzentrationen und damit steigende pHgWerte. Im Zeitraum zwischen

72. und 96. Stunde anderte sich die Bikarbonatkonzentration nicht mehr signifikant, der pHg

stagnierte und die Transferraten von H* und NH 4% in das Wasser zeigten keine Differenz zu
den prahyperkapnischen Kontrollwerten.

Versuche mit Infusion von Bikarbonat bei milder Hyperkapnie konnten den gesenkten pHg nur

kurzzeitig in den Kontrollbereich anheben, ohne am generellen Kompensationsverlauf, vergli-
chen mit Versuchen ohne Infusionen, etwas zu andern.

Mit dem Anstieg des pCO, im Wasser ist die Moglichkeit der CO,-Abgabe fur die Versuchstiere
stark eingeschrankt. Der normal erwei se nach auf3en gerichtete pCO,-Gradient zwischen Orga-
nismus und Wasser kehrt sich um, und es kommt zum Einstrom von Kohlendioxid Uber das
Kiemenepithel in das Blut. Neben den bereits beschriebenen Auswirkungen auf den extrazellu-
laren pH bedingt der erhohte pCO, eine Hypoxamie, die tierartlich unterschiedlich ab einem be-
stimmten kritischen Wert zur Erhéhung der Atemfrequenz und -tiefe fihrt. Fir Karpfen gibt
Takeda (1991) diesen pyCO, mit >15 Torr (»2 kPa) an.
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Der psO, nimmt durch die Steigerung der Kiemenventilation bei unverandert hohem pyO, zu.

In beiden Versuchsgruppen ist diese Steigerung innerhalb der ersten Hyperkapniestunde zu be-
obachten (Abb. 27, 28).

Die Hypoxamieist auf den fallenden pH; der Erythrozyten wahrend der hyperkapnieinduzierten
Azidose und den hohen pCO, zurtickzuftihren, da unter diesen Bedingungen die Sauerstoff-

bindungsfahigkeit des Hamoglobins und damit seine Sauerstoffséttigung abnimmt (Bohr-
Effekt, Root-Effekt). Der relative Sauerstoffmangel trotz gesteigerter Kiemenventilation und er-
hohtem paO, macht weitere Regulationsschritte zur Aufrechterhaltung der Sauerstoffversorgung

des Organismus notwendig.

In beiden Versuchsgruppen wurde die hyperkapnieinduzierte Azidose und Hypoxamie mit dem
Anstieg des Hamatokrit, der Erythrozytenkonzentration und der Hamogl obinkonzentration be-
antwortet, wobei die jeweiligen Maximalwerte kaum differieren. Dabei ist zu berticksichtigen,
dal3 die Ausgangswerte in der Versuchsgruppe Il etwas niedriger lagen (Abb. 23 - 26).

Als Ursache der Erh6hung dieser Blutwerte ist die Freisetzung von Blutreserven aus Speicher-
organen anzusehen. Steigt beim Karpfen der Sauerstoffbedarf bel Stoffwechsel aktivierung
durch kérperliche Arbeit, kommt es zur Entspeicherung der Milz (Yamamoto & Itazawa, 1989;
Y amamoto & Ootubo, 1991).

Y amamoto (1991) beschreibt diesen Effekt auch bei Karpfen, die einem Formalinbad ausgesetzt
waren und auch unter diesen Bedingungen damit die resultierende Hypoxamie beantworten.

Fur die Regenbogenforelle wird die Milzentspei cherung u. a. von Perry & Kinkead (1989) bei
akuter hyperkapnieinduzierter Azidose unter normoxischen V ersuchsbedingungen beschrieben.
Ursache ist nach ihrer Ansicht der Konzentrationsanstieg der zirkulierenden Katecholamine.
Gleiche Versuche unter hyperoxischen Bedingungen erzeugen keinen Anstieg der Katechola-
minkonzentration im arteriellen Blut und keine Entspeicherung der Milz. Diese konnen jedoch
mittels Adrenalininjektion ausgel st werden.

Unter normoxischen Bedingungen erzeugt die hyperkapnieinduzierte respiratorische Azidose
nur einen Anstieg der Adrenalinkonzentration im arteriellen Blut der Regenbogenforelle. Die
Erhohung der Bluthéamogl obinkonzentration Uber die Freisetzung von Erythrozyten erfolgt bel
ihr durch a-adrenerge Kontraktion der Milz.

Nach letztgenannten Autoren spielen Hamokonzentration durch Plasmaverlust bel der Erh6hung
der Hdmogl obinkonzentration zumindest bel der Regenbogenforelle eine untergeordnete Rolle,
dabe splenektomierten Versuchstieren kein a-adrenerger [Hb]-Anstieg ausgel 6st werden kann.

Gegen Hamokonzentration durch FlUssigkeitsverlust beim Karpfen sprechen Ergebnisse von
Kakuta et a. (1992) sowie Kakuta & Murachi (1992), die selbst bel strenger Hypoxie bis zum
Verlust des Gleichgewichtes der Tiere keine Verdnderungen des osmotischen Druckes und der
Proteinkonzentration im Blutplasma feststellen konnten.

In beiden Versuchsgruppen wurde wahrend der gesamten Hyperkapniephase nur ein geringer
Anstieg der Adrenainkonzentration im arteriellen Blut registriert (Abb. 35 u. 36). Das &l dar-
auf schlief3en, dal3 Karpfen bei akuter hyperkapnieinduzierter respiratorischer und metabolischer
Azidose unter normoxischen Bedingungen die Anpassung an die Hypoxamie zwar ebenfalls mit
Hilfe einer Milzkontraktion erreichen, dasich die Blutwerte in gleicher Weise wie bel der Re-
genbogenforelle verandern. Hierbei scheinen erhdhte Konzentrationen zirkulierenden Adrenal-
ins jedoch nicht notwendig zu sein.

Innerhalb der ersten Hyperkapniestunde zeigt zirkulierendes Noradrenalin einen deutlichen
Konzentrationsanstieg und féllt im weiteren Verlauf kontinuierlich ab. Deshab erscheint eine
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rein nervale Stimulation der Milzkontraktion wahrscheinlicher bzw. ein kombinierter Effekt
nervaler und neurohumoraler Stimulation, bei dem Noradrenalin beteiligt ist.

Fur die Pradominanz der Noradrenalinfreisetzung bei Stref3einwirkungen auf den Karpfen bzw.
unter hypoxischen / hypoxamischen Bedingungen sprechen auch Ergebnisse anderer Autoren
(siehe Literaturtbersicht).

Bisher lagen fur den Karpfen nur wenige Angaben zur Katecholaminkonzentration im zirkulie-
renden Blut vor, von denen die meisten unter hypoxischen Bedingungen ermittelt wurden.
Durch stark differierendes methodisches Vorgehen der Untersucher - z. B. Blutentnahme aus
der Dorsalaorta auf3erhalb des Wassers (Fuchs & Albers, 1988), Schwanzvenenpunktion au-
[Rerhalb des Wassers (Zachmann, 1989), Herzpunktion auf3erhalb des Wassers (Kakuta & Mu-
rachi, 1992) - sind diese nicht einheitlich und kaum vergleichbar. Angaben zu Katecholamin-
konzentrationen im Blut bei hyperkapnieinduzierter Hypoxamie unter normoxischen Wasser-
verhdltnissen fehlten vallig. Allerdings gab esin vitro-Versuche zur Wirkung der Katecholami-
ne auf den Erythrozytenstoffwechsel unter Einbeziehung hyperkapnischer Bedingungen (z. B.
Fuchs & Albers, 1988).

Andere Autoren untersuchten Auswirkungen hyperkapnischer Wasserverhaltnisse ohne gleich-
zeitige Bestimmung der Katecholamine im Blut (z.B. Claiborne & Heider, 1984; 1986; Takeda,
1991). Deshalb ist hier nur der Vergleich zu Werten moglich, die unter anderen Bedingungen
ermittelt wurden.

Kakuta & Murachi (1992) erreichten bel Karpfen unter hypoxischen Bedingungen Anstiege zir-
kulierender K atecholamine im vendsen Blut von 0,05 - 0,3 ng-ml-1 auf 150 - 300 ng-mi-L fir
Adrenalin, von 0,05 - 0,5 ng-mi-1 auf 200 - 600 ng-mi-1 fir Noradrenalin und von < 0,04
ng-mi-1 auf 1 - 5 ng-ml-1 fir Dopamin.

Im Blutplasma der Dorsalaorta registrierten Raaij et al. (1996) unter Hypoxie beim Karpfen an-

steigende K atecholaminkonzentrationen auf 2 ng-ml-1 bei Adrenalin und 50 ng-mi-1 bei Norad-
renalin.

Fuchs & Albers (1988) beschreiben bei Karpfen, die fur 15 Minuten aus dem Wasser genom-
men wurden, die Versechsfachung der Noradrenalinkonzentration im arteriellen Blut auf ca. 30

nmol-I-1. Gleichzeitig falt der Anstieg der Adrenalinkonzentration noch drastischer aus. Sie

steigt von 0,50 + 0,19 nmol - I-1 unter Ruhebedingungen auf 16,20 + 5,51 nmol-1-1. Diese Art
der Stref¥einwirkung induziert weitere Veranderungen physiologischer Parameter. Der paCO,

steigt, paO, und pHg fallen, es kommt zur Hypoxamie und zum stoffwechselbedingten Anstieg

der Laktatkonzentration. Gleichzeitig steigen Hamatokrit und Erythrozytenvolumen durch Ery-
throzytenschwellung, was im Abfall der MCHC und dem héheren Wassergehalt der Erythro-
zyten zum Ausdruck kommt.

Dievon Fuchs & Albers (1988) sowie Kakuta & Murachi (1992) bei anderen, zur Hypoxamie
fUhrenden V ersuchsbedingungen beobachteten V erdnderungen stimmen tendenziell mit denin
diesen Versuchen ermittelten Uberein. Entscheidende Unterschiede liegen in der deutlich ver-
mehrten Freisetzung von Adrenalin aus dem chromaffinen Gewebe in das Blut, die hier nicht
aufgetreten ist, den absoluten K onzentrationsanstiegen, welche in diesen Versuchen teilweise
wesentlich niedriger ausfielen, sowie den differierenden Ausgangswerten.

Insbesondere zu den Ergebnissen von Kakuta & Murachi (1992) fallt die deutliche Diskrepanz
der Ausgangsrelation von Adrenalin- zu Noradrenalinkonzentration gegentiber diesen Versu-
chen auf. Der von ihnen gedul3erte Zweifel an der Dominanz des Noradrenalins beim Karpfen
bereits unter Ruhebedingungen &3t sich an den vorliegenden Ergebnissen dieser Versuche nicht
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teilen. Diese Diskrepanz kann einerseits auf die Verwendung vendsen gegeniber arteriellen
Blutes zurtickzuf hren sein, [&3 sich jedoch noch eher aus der unterschiedlichen Art der
Blutentnahme (bel letztgenannten Autoren: Herzpunktion nach Schlagbetaubung) erklaren.

Fuchs & Albers (1988) wiesen bei Entnahme von 12 ml Blut wesentlich hthere Noradrenalin-
konzentrationen als bei Entnahme von 4 ml nach. Sie konnten wie Kakuta & Murachi (1992) je
Fisch nur eine Blutprobe gewinnen und auswerten.

Die angewandte Methodik in den vorliegenden V ersuchen ermdglicht genauere Aussagen zur
Konzentration zirkulierender Katecholamine im zeitlichen Verlauf.

Die Ergebnisse zeigen niedrigere Adrenalinkonzentrationen unter Ruhebedingungen, die kaum
variieren und nicht von der Blutentnahme beeinflufd werden (Abb. 20).

Vergleicht man die Ergebnisse 0. g. Autoren mit den hier vorliegenden, wird deutlich, dal3
Karpfen auf hypoxamische Zustéande nicht einheitlich reagieren.

Die vermehrte Freisetzung von Adrenain in den Kreidauf bleibt bel Hypoxamie aus, wenn die-
se durch strenge Hyperkapnie und resultierende gemischte Azidose bei gleichzeitiger Normoxie
des Wassers zurlickzuf ihren ist und die Karpfen keiner zusétzlichen Belastung ausgesetzt wer-
den.

Strenge Hypoxie wird auch mit ansteigenden Adrenalinkonzentrationen im Blut beantwortet
(Fuchs & Albers, 1988; Kakuta & Murachi, 1992; Raaij et al., 1996).

Fuchs und Albers (1988) konnten bei hyperkapnischer Hypoxie an Karpfenerythrozytenin vi-
tro hohere Zunahmen des Erythrozytenvolumensin Anwesenheit von Adrendin as ohne Ad-
renalin nachweisen. Dieser zusétzliche Effekt ist durch Propranolol ([3-Rezeptorenblocker)
blockierbar.

Die Erythrozytenschwellung tritt nach ihnen auch unter normoxischen Bedingungen auf, wenn
der pH durch erhohten pCO, oder Zugabe von HCI gesenkt wird oder nur hypoxische Bedin-

gungen vorliegen. Unter diesen Bedingungen Ubt Adrenalin in vitro ebenfalls den steigernden
Effekt auf die Erythrozytenschwellung aus. Dies bestétigen auch Ergebnisse von Salama & Ni-
kinmaa (1988).

Hypoxie und/oder Azidose rufen Verénderungen der |onenaustauschvorgange an der Erythro-

zytenmembran hervor. Die intrazelluldre Konzentration von K*, Nat und ClI- steigen und be-
wirken den passiven Wassereinstrom, der zur Erythrozytenschwellung fuhrt. Adrenalin modu-
liert die lonenaustauschprozesse zugunsten einer stérkeren Aufnahme von Natriumionen und
damit auch von Wasser.

Thomas & Perry (1992) erkldren den steigernden Effekt der Katecholamine auf die Ery-
throzytenschwellung mit der Aktivierung des Nat / H*-Austausches an der Erythro-
zytenmembran. Er fuhrt zur Alkalinisierung des 1ZR hauptséchlich durch den Anstieg von [OH-
] und [HCO37] und Uber den resultierenden elektroneutralen Austausch zum Einstrom von Cl-.
Bei Einwirkung des 3-Rezeptorenblockers Propranolol sinkt der pHj der Erythrozyten (Tang et
al., 1988).

Die Anh&ufung osmotisch aktiver lonen im IZR erzeugt den passiven Einstrom von Wasser.

Durch die steigende intrazel lul&re Natriumionenkonzentration wird eine ouabainsensitive
Na*/K *-Pumpe aktiviert, die der steigenden Natriumionenkonzentration entgegenwirkt und
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[K*]; erhoht (Borgese et al., 1987).

Nach Bourne & Cossins (1982) sowie Borgese et al. (1987) setzt auch ein passiver K*-
Ausstrom ein, der als Cl--abhangig und ouabaininsensitiv beschrieben wird.

Bleibt durch Anwesenheit erhhter K atechol aminkonzentrationen der Na*/H*-Austausch er-
hoht, kommt es zur Ausbildung eines neuen Gleichgewichtes mit stérkerer pHj-pHe-Differenz

zwischen Erythrozyt und Plasmainfolge erhhter Bikarbonatkonzentration im 1ZR und ge-
senkter im EZR (Thomas & Perry, 1992). Es garantiert verbesserte Austausch- und Transport-
bedingungen fir Sauerstoff.

Betrachtet man die mittlere korpuskulére Hamogl obinkonzentration der Erythrozyten (MCHC)
als Gradmesser ihrer Volumenverhdtnisse, kam esin der Hyperkapniephase zur Erythrozyten-
schwellung. Die mittlere korpuskul&re Hamogl obinkonzentration fallt in beiden Versuchs-

gruppen in der Hyperkapniephase auf Werte zwischen ca. 14 und 15 mmol-I-1 ab (Abb. 23,
24). Dies entspricht Werten, die auch bei "luftgestref3ten” Karpfen beobachtet wurden (Fuchs &
Albers, 1988).

Nach Schindler & de Vries (1986) bewirkt bereits kurzzeitige Hypoxie ansteigende Hamo-
globinkonzentration im Karpfenerythrozyten aufgrund einsetzender Hamoglobinsynthese. Die-
ser Kompensationsmechanismus erschien auch bei diesen Versuchsbedingungen moglich, ist
aber aus dem Verlauf der mittleren korpuskuldren Hamogl obinkonzentration (MCHC) nicht ab-
leitbar.

Nach Literaturvergleich ist der Sauerstoffpartialdruck des Wassers mit ca. 20 kPa als nor-
moxisch zu bezeichnen. Die respiratorische und metabolische Azidose und resultierende Hyp-
oxamie in der Hyperkapniephase aktiviert jedoch nicht wesentlich die Adrenalinfrei setzung.
Somit ist der steigernde Effekt des Adrenalins auf die Erythrozytenschwellung in diesen Versu-
chen hoéchstwahrscheinlich auszuschlief3en, auch im Hinblick auf diein vitro-Ergebnisse von
Fuchs & Albers (1988), deren verwendete Adrenalinkonzentration ca. 1000fach hoher liegt al's
diein diesen Versuchenin vivo ermittelten.

Nach Tetens et a. (1988) sowie Nikinmaa & Tufts (1989) dominieren an der Ery-
throzytenmembran der Knochenfische [3;-adrenerge Rezeptoren, wodurch Noradrenalin den
Nat/H*-Austausch starker stimuliert s Adrenalin, bereits unter Ruhebedingungen in einer

K onzentration von 109 - 10-8 mol-I-1.

Diesdrickt sich in einer 60- bis 80fach htheren Rezeptoraffinitét der Erythrozytenmembran fir
Noradrenalin gegeniiber Adrenalin bel Regenbogenforellen und Karpfen aus (Tetens et a,
1988; Salama & Nikinmaa, 1990; Salama, 1992).

Daraus 181 sich schluf3folgern, dali’ die Erythrozytenschwellung in diesen Versuchen Folge der
vermehrten Cl--Aufnahme des Erythrozyten (Hamburger-Shift) und des durch Noradrenalin
gtimulierten Nat/H*-Austausches ist.

Unter Beachtung der in vitro-Ergebnisse von Fuchs & Albers (1988) sowie Salama & Nikin-
maa (1988) scheint es wahrscheinlich, dal3 durch stérkere Noradrenalin- und zusétzlich akii-
vierte Adrenalinfreisetzung die Sauerstoffversorgung mittels stérkerer Alkalinisierung des1ZR
der Erythrozyten weiter gesteigert werden kann, dafur aber unter diesen Bedingungen keine
Notwendigkeit besteht, da andere eingel eitete Kompensationsmechanismen ausrei chen.
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Im Verlauf der vorliegenden Versuche veranderten sich die Bedingungen fur den Ammoniak-
transport zwischen Karpfen und Wasser. Durch CO,-Begasung verschob sich der pHyy in den

sauren Bereich, wodurch die ionisierte Form aufgrund des pK von »9,4 beglnstigt war und
freies Ammoniak im Wasser nur in sehr niedriger Konzentration auftreten konnte.

In Versuchsgruppe |1 fuhrte die Zugabe von Ammoniumchlorid zusétzlich zur Verschiebung
des Diffusionsgradienten zwischen Fisch und Wasser.

Nach Claiborne & Heider (1984) fuhrt milde Hyperkapnie bel Karpfen zu gesteigerter Am-

moniakexkretion bei gleichzeitig erhohter Nat-Aufnahme. Bei den vorliegenden Versuchen |53
sich dies anhand leicht ansteigender Gesamtammoniakkonzentrationen im Wasser beider Ver-

suchsgruppen und anfanglicher Erhéhung der Nat-K onzentrationen im Plasma vermuten (Abb.
11, 12, 37).

M odellberechnungen von Randall et al. (1991) stiitzen die Annahme, dal3 unter diesen Ver-
suchsbedingungen besonders die Diffusion von NH3 beglinstigt sein miifdte, da der niedrige

pHyy den Diffusionsgradienten fur NH3 erhoht.

Dem wirkt jedoch die hyperkapnieinduzierte Senkung des pHz entgegen, die das Disso-

ziationsgleichgewicht zugunsten des NH,+ verschiebt. Trotzdem miite die vorliegende pH-
Differenz zwischen Plasma und Wasser die Diffusion von NH3 erleichtern. Die beobachtete
Akkumulation von NH4/NH 4t beider Versuchsgruppen in der Hyperkapniephase 183t darauf
schlief3en, dal? die erleichterte NH3-Diffusion von geringerer Bedeutung fur die Ammoniak-
exkretion war und diese zumindest nicht fir 1&ngere Zeit erheblich gesteigert worden ist.

Zusétzlich ist von einer Beeinflussung der NH,4+-Ausscheidung Uiber die Nieren auszugehen,

dabei hypoxisch bedingter metabolischer Azidose weniger Harn mit geringgradig htherem os-
motischen Druck ausgeschieden wird (Kakuta et al., 1992; Kakuta & Murachi, 1992). Nach ih-
nen ist die Kationenausscheidung mit dem Harn aufgrund der geringeren Urinflul3rate gesenkt.

Die eigene gewahlte V ersuchsdurchfiihrung und -anordnung sollte in Versuchsgruppe |1 eine

NH 3/NH 4-Wasserkonzentration erzeugen, die auch bel wechselnden pHyy nicht zu einer akut
hochtoxischen Konzentration von NHs fihrt. Diese Gefahr hétte in Versuchsgruppe Il bei kon-
stanter NH5/NH 4+-Wasserkonzentration von 20 mg:-1-1 bei Riickkehr zur Normokapnie bestan-
den, da unter derartigen Bedingungen (pHwy » 7,6) ca. 2,2 % (» 0,44 mg:1-1) dsNH3im Zu-

fluBwasser vorgelegen hétten. Die K onzentrationsabnahme auf ca. 12 mg-1"1 [NHa/NH 4w
durch Austreiben gasformigen Ammoniaks in der begasten Saule wirkte dem entgegen.

Zwischen den beiden Versuchsgruppen zeigt die Gesamt-Plasma-Ammoniakkonzentration keine
Unterschiede (Abb. 33., 34), obwohl direkt nach Ammoniumchloridzugabe in Versuchsgruppe
Il die NH4/NH 4*-K onzentration im Wasser auf » 20 mg -1-1 gesteigert wurde und damit mehr
asvierzigfach gegeniber Versuchsgruppe | erhoht war (Abb. 11, 12).

Diese Konzentrationserhthung bewirkte eine kurze deutliche Steigerung der Gesamt-Plasma-
Ammoniakkonzentration innerhalb der Versuchsgruppe |1 (Abb. 34). Als Ursache ist der Ein-

strom von NH3/NH 4+ und deren verminderte Exkretion aufgrund des pl6tzlich verschobenen
Diffusionsgradienten anzusehen.

Dieser einwarts gerichtete Transport bel dhnlich erhdhter Ammoniakkonzentration im Wasser
wird auch bei der Regenbogenforelle beobachtet (Wilson & Taylor, 1992).
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Dader Transport von NH3/NH 4+ von den Geweben zu den Kiemen zu annéhernd gleichen

Teilen von Erythrozyten und Plasma bewerkstelligt wird (Ogata und Murai,1987; 1988), lag die
Gesamtammoniakkonzentration im arteriellen Blut zu jedem Zeitpunkt héher a's die gemessenen
Plasmakonzentrationen. Fir das prébranchiale Blut sind die K onzentrationen noch héher anzu-
nehmen, dao. g. Autoren im Blut aus dem Bulbus arteriosus hthere Konzentrationen von

NH3/NH4* fanden alsin der Dorsaaorta.

Die Akkumulation von Ammoniak im Blutplasmatritt bel pH,,-Abweichungen in den sauren

oder basischen Bereich auf (Wright & Wood, 1985; Hobe et a., 1984; Lin & Randall, 1990;
Yesaki & lwama, 1992; Wilkie et al., 1996). Im nicht gepufferten Haltungswasser dieser Ver-
suche kann die hyperkapniebegleitende pH,y-Senkung ebenfalls ein mitbestimmender Faktor

gewesen sein. Dafiir konnte auch die Abnahme von [Nat] pl und [CI7]pl im Verlauf des Versu-
ches sprechen (Abb. 29, 31, 37, 38), dabei Sauerung des Wassers passive lonenverluste be-
schrieben sind (Packer & Dunson, 1970, 1972; Leivestad & Muniz, 1976; Neville, 1979 &;
Ultsch et al., 1981; Holeton et al., 1883; Hobe et al., 1984; Mc Keown et al. 1985).

Die hohen Ammoniakkonzentrationen im Plasma beider V ersuchsgruppen kénnen teilweise auf
gesteigerten Protel nkatabolismus durch Stoffwechselimbalanz bel unphysiologisch hoher Koh-
lendioxidkonzentration im Wasser zurlickzufUhren sein, wie Claiborne & Heidler (1984) ver-
muteten.

Die gleichartige Entwicklung in beiden V ersuchsgruppen trotz stark differierender Wasserkon-
zentrationen (und damit Abgabebedingungen) bei theoretisch erhdhter Diffusibilitét assen be-
ziglich der Ammoniakausscheidung tber die Kiemen folgende weitere Schlul3folgerungen zu:

1.) Estreten Diffusionsbarrieren fir NH3 auf, die sowohl die Diffusion durch die Kiemenepit-
helzellen a's auch die parazelluldre Diffusion behindern.

In Betracht kommen Verdnderungen des Kiemenepithel s sowie dessen aufliegender Schleim-
schicht, deren Dicke normalerweise £ 1jum betragt, jedoch durch Stimulation der Produktion in
Schleimzellen zunehmen kann. Als stimulierend sind verschiedene toxische Stoffe und saure
pH\y beschrieben (Packer & Dunson, 1970, 1972; Wood & Mc Donald, 1982; McDonald et

al., 1991; Randall et al., 1991).

Der pH dieser Schleimschicht liegt normalerweise aufgrund der Karboanhydraseaktivitét unter
dem des eingeatmeten Wassers und beguinstigt somit die NH3-Abgabe (siehe Literaturtiber-

sicht). In den beiden Versuchsgruppen ist es wahrscheinlicher, dald ihr pH hoher als der des
Wassers und niedriger als der extrazelluldre pH war und sie somit die pH-begriindete Diffusi-
onserleichterung minderte.

Eventuell behindert diese Schicht ebenfalls lonentransportprozesse am Kiemenepithel und hétte
somit die Aufgabe, passive Verluste zu senken.

2.) Die Diffusion von NH,* wird gleichartig gemindert.

3.) Aktive Prozesse der NH,-Ausscheidung tber das Kiemenepithel werden behindert. Hier-

bei kann sowohl der Transport an der Basalmembran in die Kiemenepithelzelle s auch die
Ausschleusung an der apikalen Membran betroffen sein.

Kommt beim K arpfen eine elektrogene Protonenpumpe bzw. H*-transportierende ATPase an
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der apikalen Membran des Kiemenepithels vor, wie sie bei der Regenbogenforelle beschrieben
ist (Avella& Bornancin, 1989; Lin & Randall, 1991; Lin et al, 1994; Laurent et a., 1994; Sul-

livan et al., 1995), kann durch Kopplung von NH 4*-, H*- und Na*-Transport durch die Kie-

menepithelzelle (siehe Literaturiibersicht) der Ammoniakanstieg im Plasmaauf folgendem Me-
chanismus beruhen:

Aufgrund des sinkenden pH,,, in der Hyperkapniephase ist die elektrogene Protonenpumpe
nicht in der Lage, ein ausreichend negatives Potential an der Innenseite der apikalen Membran
zu generieren. Dadurch reduziert sich der Nat-Einstrom tiber die Natriumkanae, und der

NH 4+-sensitiven Na/K *-ATPase an der basolateralen Membran der Kiemenepithelzelle fehlt

Nat, um ausreichend NH,4* in die Zelle transportieren zu konnen.

Die anfangliche Erhthung der Natriumionenkonzentration und der gleichzeitig verzogerte An-
stieg der Ammoniakkonzentration im Plasmawahrend der Hyperkapnie sind ein Indiz fur das
Funktionieren dieses Mechanismus in der Anfangsphase der Hyperkapnie.

Auch die sinkende Verfligbarkeit von Natriumionen im Haltungswasser (Claiborne & Heider,
1986) kann zur Behinderung dieses Transportprozesses beigetragen haben.

Neben der anfanglichen Konzentrationszunahme von Natriumionen und dem kontinuierlichen
NH3/NH 4" -Anstieg kam esim arteriellen Blutplasma der Versuchsgruppe |1 zu einem hyper-

kapniebegleitenden Konzentrationsanstieg von Ca2* (Abb. 32, 39), der auch bei Hypoxie be-
obachtet wird (Kakuta & Murachi, 1992).

Diesist auf veranderte Aufnahme- und Ausschel dungsprozesse in Kiemen und Niere sowie
Mobilisierung von Kal ziumkarbonat aus den Knochen zum Zwecke der Bikarbonatauffillung
des EZR zurtckzufthren.

9.2. Ruckkehr zur Normokapnie

Nach Beendigung der CO»-Begasung wurden innerhalb von 12 Stunden je drei Blutproben
analysiert. In beiden Versuchsgruppen kehrte der pHg und BE in diesem Zeitraum in den Be-

reich der prahyperkapnischen Werte zurlick, wobei sich 6 h nach Riickkehr zur Normokapnie
aufgrund der sich langsam reduzierenden Plasmabikarbonatkonzentration ein Uber den Aus-
gangswerten liegender pH einstellte (Abb. 21, 22, 40, 41).

Dies widerspricht der Ansicht von Claiborne und Heidler (1984), dal3 beim Karpfen psCO, und

[HCO3™] 5 proportional abfallen und dadurch ein pH-overshoot ausbleibt. Esist anzunehmen,
dal? dessen Auftreten von der Hohe des py,,CO, in der Hyperkapniephase und von der Ge-

schwindigkeit der Normokapnieeinstellung sowie von der Verfligbarkeit von Partnern fir den

aktiven lonenaustausch am Kiemenepithel abhangt. Eventuell besteht auch ein Zusammenhang
mit der Aktivitét der Kiemenventilation in dieser Phase, die durch zusétzliche Belastungen be-

einflufd werden kann.

In der Posthyperkapniephase félt die Plasmabikarbonatkonzentration in Versuchsgruppe Il im
Gegensatz zur Versuchsgruppe | deutlicher (Abb. 21, 22). Wahrscheinlich ist hierfir die hdhere

Chloridkonzentration im Wasser verantwortlich, die den HCO3"/Cl--Austausch am Kiemenepit-
hel begunstigt.

Gleichzeitig ist zwischen beiden Versuchsgruppen ein markanter Unterschied in der pHy-Ent-
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wicklung zu sehen (Abb. 6, 7). In Versuchsgruppe 11 falt die wesentlich hthere pHyy-Diffe-

renz zwischen zuflief3endem und abflieffendem Wasser auf. Diesist ein Hinweis fir eine besse-
re Abgabemoglichkeit von Wasserstoffionen in Versuchsgruppe 11, die vermutlich mit dem ho-

heren HCO37/Cl--Austausch am Kiemenepithel aufgrund hoherer Chloridkonzentration im
Wasser zusammenhangt.

Auch die Gesamtammoniakkonzentration im Plasma zeigt in Versuchsgruppe |1 eine schnellere
und stérkere Angleichung an prahyperkapnische Werte (Abb. 34), obwohl die Gesamtammoni-
akkonzentration im Wasser zum Zeitpunkt der letzten Messung ca. 60fach gegentber der Ver-
suchsgruppe | erhoht ist.

Die Normokapnie wurde innerhalb einer Stunde mit einem starken Konzentrationsabfall des zir-
kulierenden Noradrenalins in beiden Versuchsgruppen beantwortet (Abb. 35, 36). Ausschlag-
gebend durften die verbesserten Bedingungen fur den Sauerstofftransport in die Gewebe sein,
die mit Beendigung der Hyperkapnie sowie dem damit verbundenen Wegfall der Azidose und
Hypoxamie gegeben sind.

In diesem Zeitraum sank der pgO» in beiden Versuchsgruppen unter die Ausgangswerte, so dal3
eine Stunde nach Riickkehr zur Normokapnie die gréfite Differenz des Sauerstoffpartial druckes
zwischen eingeatmetem Wasser und arteriellem Blut vorlag (Abb. 14, 15, 27, 28). Diesist ne-
ben der Erhéhung der Oo-Affinitét des Hamoglobins (Umkehrung des Bohr-Effektes) und der
Erhohung der O2-Aufnahmefahigkeit des Hamoglobins (Umkehrung des Root-Effektes) durch
den sinkenden pgCO» und damit steigenden pHg auch durch die vermutlich reduzierte Kiemen-
ventilation begriindet.

Erythrozytenkonzentration, Hamatokrit und Hamogl obinkonzentration ndhern sich nach Ruick-
kehr zur Normokapnie ihren Ausgangswerten, wobei diese Tendenz wiederum in Versuchs-
gruppe |1 deutlicher hervortritt (Abb. 23 - 26) Da sich in diesem Zeitraum die Bedingungen fir
den Sauerstofftransport verbessern, scheint die Auffillung der Blutspeicher als Hauptursache
dieser Verédnderungen festzustehen.

Der [K*] p|-Anstieg (Abb. 29, 31) kann auf dem Rucktransport aus dem IZR in den EZR im
Blut beruhen.

Dadie [3-adrenerge Aktivierung des Natrium-Protonenaustausches an der Erythrozytenmembran
mit der rapide fallenden Noradrenalinkonzentration im Blut wegfallt und damit ebenfalls der
volumenregul atorische Natrium-Kalium-Transport aufhort, kann die erhéhte intraerythrozytére
Kaliumkonzentration (Borgese et al., 1987) nicht mehr aufrechterhalten werden, und K* wird
vermehrt in das Plasma abgegeben.

Die[CI] pl -Abnahme trotz gesteigerter Aufnahme aus dem Wasser in der Posthyperkapniephase
(Claiborne & Heider, 1984) ist vermutlich durch Transportprozessein den IZR begriindet.

Der Anstieg der MCHC nach Rickkehr zur Normokapnie zeigt in beiden Versuchsgruppen fast
identischen Verlauf (Abb. 23, 24). Er ist auf die Senkung des Wassergehaltes der Erythrozyten
aufgrund der veranderten intraerythrozytéren osmotischen Verhdtnisse in diesem Zeitraum zu-
rckzufihren.

Die hohe Adrenalinkonzentration im Blut einzelner Karpfen der Versuchsgruppe | (Abb. 35)
bewirkt in dieser Phase keine Beeinflussung der mittleren korpuskul &ren Hamogl obinkonzen-
tration (Erythrozytengrofie) im Vergleich zur Versuchsgruppe 1.

Sieist auch nach Auswertung der Versuchsprotokolle, aus denen keine zusétzlich stérenden
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Umwelteinfliisse oder V erhaltensanderungen der Tiere ersichtlich sind, nicht erklarbar.

Offenbar ging sie mit verstarkter Atmung der Versuchstiere bzw. Sauerstoffaufnahme aus dem
Wasser einher, die zu erhdhter Sauerstoff partial druckdifferenz zwischen zu- und abflief3endem
Wasser (Abb. 14) in dieser Gruppe fuhrte.

Aus den Ergebnissen dieser Untersuchungen wird deutlich, dal3 hyperkapnische Wasserver-
haltnisse auch bei gleichzeitiger Normoxie starke Auswirkungen auf den Sauren-Basen- und
Elektrolythaushalt des Karpfens haben.

Unter den gewahlten Versuchsbedingungen treten vielfaltige regul atorische Antworten auf.
Inwiefern Karpfen sich an Hyperkapnie unter normoxischen Bedingungen adaptieren, 183 sich

mit den vorliegenden Ergebnissen nicht beantworten und sollte Gegenstand weiterer Untersu-
chungen sein.
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IV. Zusammenfassung

Untersuchungen zur Regulation des Sauren-Basen- und Elektrolythaushaltes
beim Karpfen (Cyprinus carpio L.) bel Normoxie, Hyperkapnie und erhohten
W asser konzentrationen von Ammoniak / Ammonium anhand arterieller Blut-

werte.

Die enleitend formulierte Fragestellung [&3 sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Unter-
suchungen zusammenfassend fol gendermal3en beantworten:

1. Die zur Versuchsdurchfihrung konzipierten und gebauten Haltungs-, Vorbereitungs- und

V ersuchsei nrichtungen ermoglichen die angestrebten standardisierten V ersuchsbedingungen fir
alle Versuchstiere der drel Gruppen, wobel stérende Umwelteinfllisse fast vollsténdig vermie-
den werden kénnen.

2. Eine gegeniiber Untersuchungen anderer Autoren leicht abgewandelte Katheterisierungs-
technik mit kontinuierlicher Katheterspilung im Versuchsverlauf wird beschrieben. Sie ge-
wahrleistet eine durchgéngige Verfligbarkeit arteriellen Blutes.

Um Verlaufsuntersuchungen von Blutparametern an Einzeltieren ohne Beeinflussung der Werte
zu realisieren, wird eine M ethode wiederholter Blutentnahme mit Reinfusion der korpuskuldren
Blutanteile beschrieben und angewandt. Durch Reinfusion von je ca. 85 % der entnommenen
korpuskuléren Blutbestandteile in steriler isotonischer Elektrolytlésung [&3t sich deren Verlust
im Versuchsverlauf trotz relativ grof3er Blutentnahmemengen sehr gering halten. Es treten kei-
ne, der wiederholten Blutentnahme geschul deten, fallenden Werte des Hamatokrit und Hamo-
globingehaltes im arteriellen Blut auf. Damit sprechen die ermittelten Blutwerte fir die Eignung
dieser Methode bel Einsatz an groferen Einzeltieren.

Unter normoxischen und normokapnischen V ersuchsbedingungen auftretende geringgradige
V eranderungen von Blutwerten korrelieren mit sich &ndernden Wasserverhaltnissen aufgrund
von Ausscheidungs- und Austauschprozessen der Karpfen.

Haufige Blutentnahme und -reinfusion beeinfluf3 die ermittelten Blutwerte nicht nachweidich.
Niedrige, kaum differierende Plasmakatecholaminkonzentrationen sind Ausdruck erfolgter An-
passung an strefiarme V ersuchsbedingungen und bewel sen ebenfalls die Eignung der ange-
wandten Methodik fir V erlaufsuntersuchungen am Einzeltier.

3. Die hyperkapnieinduzierte respiratorische und metabolische (gemischte) Azidose und Hyp-
oxamie stimuliert Kompensationsmechanismen, die auf die Regulation des Sauren-Basen-

Haushaltes und V erbesserung der Sauerstoffversorgung ausgerichtet sind. Es kommt zur Frei-
setzung von Erythrozyten aus Blutspeichern. Dies steigert den Hamatokrit und Hamoglobinge-
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halt des arteriellen Blutes. Gleichzeitig kommt es zur Reduzierung des mittleren korpuskuldren
Hamogl obingehaltes der Erythrozyten (MCHC) infolge der Erythrozytenschwellung, die auf-
grund veraénderter lonenaustauschverhatnisse an der Erythrozytenmembran eintritt.

4. Die hyperkapnieinduzierte gemischte Azidose beeinfluld in den vorliegenden Untersuchun-
gen die Konzentration verschiedener Elektrolyte im Blutplasmain &hnlicher Weise wie eine
metabolische Azidose durch Zusatz von HCI (Ultsch et al., 1981).

Von Claiborne & Heidler (1984; 1986) fur den Karpfen beschriebene lonenaustauschprozesse
zwischen Karpfen und Wasser bei Hyperkapnie und Riickkehr zur Normokapnie korrelieren in
den vorliegenden Untersuchungen nur teilweise mit den Plasmakonzentrationen dieser lonen. In
beiden Phasen fallen Natriumionen- und Chloridionenkonzentration im Blutplasmatrotz be-

schriebener stimulierter Aufnahme von Natt in der Hyperkapniephase und von Cl- in der Post-
hyperkapniephase aus dem Wasser (Claiborne & Heider, 1984; 1986). M6gliche Ursachen
werden diskutiert.

5. Erstmalsliegen Ergebnisse zum Verlauf der Adrenalin- und Noradrenalinkonzentration im
arteriellen Blut bei Normoxie und Hyperkapnie des Wassers vor, die ohne zusétzliche Beein-
flussung (z. B. Herausnehmen der Karpfen aus dem Wasser, Herzpunktion, Punktion der
Schwanzvene) ermittelt wurden.

Hyperkapnie- / hypoxamiebegleitend treten erhéhte K atecholaminkonzentrationen im arteriellen
Blut auf, wobei die Karpfen vor allem erhthte Noradrenalinspiegel aufweisen, die sich wah-
rend 36sttiindiger Hyperkapnie den Ausgangswerten deutlich annghern. Der von anderen Auto-
ren (z. B. Fuchs & Albers, 1988; Kakuta & Murachi, 1992; Raaij et a., 1996) beobachtete
ausgepragte Konzentrationsanstieg des Adrenalins bei Hypoxie bleibt in diesen Versuchen aus.
Die Ursachen dieses Verhaltens werden diskutiert.

Neben ventilatorischen, kardiovaskul&ren und metabolischen Auswirkungen der gesteigerten

Noradrenalinkonzentration scheint auch die Aktivierung des R-adrenergen Nat/H*-Austausches
an der Erythrozytenmembran zur Verbesserung der Gasaustauschbedingungen moglich. Die
auftretenden niedrigen Konzentrationen von Adrenalin in den vorliegenden Versuchen lassen
nach Literaturvergleich dessen Beeinflussung dieses Austauschmechani smus eher nicht erwar-
ten.

6. Innerhalb des Hyperkapniezeitraumes von 36 Stunden wird in Ubereinstimmung mit Ergeb-
nissen von Claiborne & Heider (1984; 1986) lediglich eine geringe Kompensation des ausge-
lenkten pHg durch steigende Bikarbonatkonzentration beobachtet.

Zwolf Stunden nach Riickkehr zur Normokapnie zeigen die meisten ermittelten Blutparameter
eine deutliche Anndherung an préhyperkapnische Werte.
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Die Natriumionen- und Chloridionenkonzentrationen im Blutplasma erreichen bel der letzten
Blutabnahme ihre niedrigsten Werte.

7. Die Gesamtammoniakkonzentration im Blutplasma steigt bei Hyperkapnie. Zusétzliche Bela
stung durch Erhéhung der Gesamtammoniakkonzentration im Wasser Uber Zugabe von Ammo-
niumchlorid steigert die Konzentration im Blutplasma nur, solange der Konzentrationsgradient
zwischen Wasser und arteriellem Blut einwaérts gerichtet ist.

Als Ursachen dieser Ergebnisse werden vor alem behinderte Abgabeméglichkeiten fir NHz /

NH 4% in der Hyperkapniephase am Kiemenepithel gesehen und diskutiert.

Die gewahlte Ammoniumchloridkonzentration von 20 mg:I-1 im Wasser hat keinen nachweisba-

ren zusétzlichen Einfluld auf Parameter des Sauren-Basen-Haushaltes (pHg, paCOp, [HCO3T] 3,

BE) in der Hyperkapniephase, ist jedoch vermutlich fur den stérkeren Riickgang der Bikarbo-
natkonzentration im Blutplasma der Versuchsgruppe Il in der Posthyperkapniephase verant-

wortlich, da mehr Substrat fur den Cl-/HCO3z™-Austausch zur Verfligung steht.

Trotz ca. 60fach hoherer Gesamtammoniakkonzentration im Wasser der Versuchsgruppe Il zum
Zeitpunkt der letzten Blutabnahme zeigen die Karpfen dieser Gruppe eine stérkere Angleichung
der Gesamtplasmaammoni akkonzentration an die Ausgangswerte in der Posthyperkapniephase
alsdie Tiereder Versuchsgruppe | (nur Hyperkapnie).

Insgesamt scheint der erhéhte Ammoniumchloridgehalt im Wasser in der gewéhlten Konzentra-
tion fordernd auf Austausch- und Regulationsprozesse des Sauren-Basen- und Elektrolythaus-
haltesin der posthyperkapnischen Phase zu wirken.
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V. Summary

Investigations about the regulation of the acid base and electrolyte balance in
arterial blood in carp (Cyprinus carpio L) under normoxia, hypercapnia and in-
creased concentrations of ammonium in the environment.

1. The described investigations were performed under precisely standardized experimental con-
ditions, with respect to housing and environmental conditions of the animals.

2. A modified technique of catheterisation was used under continous rinsing of the catheter to
maintain patency of the lumen.

The animalswere bled in regular intervalls. In order to keep erythrocyte counts constant we
used the method of reinfusion of ca 85% of the particulate blood components. This method as-
sured relative constant levels of the hematocrit and hemoglobin values throughout the experi-
ments. This method has proven to be efficient to prevent dramatically reduced values of hema-
tocrit and hemoglobin.

There was a dight shift in blood parameters under normoxic and normocapnic conditions. The-
se changes were correlated with changing environmental conditions in the water, which was in-
fluenced by the excretion of metabolic products of the animals. These findings were not influ-
enced by the experimental setup.

The experimental conditions have proven to be suitable to maintain low stress levels
(prehypercapnic and control conditions) with respect to catecholamine levels in plasma, which
remained at constant concentrationsin the low normal range.

3. Hypercapnia-induced respiratory and metabolic acidosis induced compensatory mechanisms,
which have aregulatory effect on the acid-base balance, aswell as on systemic oxygen supply.

Thisleadsto increased levels of the hematocrit and hemoglobin concentration in arterial blood,
aswell as an increased volume of the erythrocyte (MCHC reduction). This feature is correlated
with changes in the ion-exchange conditions of the erythrocyte membrane.

4. The hypercapnia-induced mixed acidosis is inducing changes in the concentration of several
plasma electrolytes, comparable to a HCl-induced metabolic acidosis (Ultsch et a., 1981).

Claiborne and Haidler (1984; 1986) described ion-exchange conditions between carp and the
environmental water during and after hypercapnic conditions. These investigations correl ated
only partially with our results with respect to plasma concentrations of the ions. Sodium and
chlorideions on the plasmawere greatly reduced in spite of stimulated uptake from the envi-

ronment of Na" during hypercapnia, and Cl- in the post-hypercapnic phase.

5. These are the first results about adrenalin- and noradrenalin kinetics in arterial blood in carps
under normoxic and hypercapnic conditions of the environment. The concentrations (adrenalin
and noradrenalin) were determined without extraneous manipulation of the carps.

Increased concentrations of catecholaminesin arterial blood (mainly noradrenalin) are induced
by hypercapnic-hypoxemic conditions which were maintained over 36 hours, were slowly ap-
proaching pre-hypercapnic values during this time period.
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In contrast to the findings of Fuchs and Albers (1988), we did not observe increased concentra-
tions of adrenalin with concurrent hypoxemia.

Improvement of the gas-exchange can be influenced by cardiovascular, ventilatory and metabo-
lic effects of increased noradrenalin concentrations, as well as activation of the beta-adrenergic

Na* / H* exchanger of the erythrocyte membrane.

The constant low concentrations of adrenalin did most likely not affect the above described
exchange conditions.

6. During the hypercapnic intervall of 36 hours, there islittle compensation of the bicarbonat
controlled (influenced) pHa concentration . These results are in concordance with Claiborne and

Heidler (1984; 1986).

Twelve hours after reestablishment of normocapnic conditions, most blood parameters approa-
ched pre-hypercapnic values.

The lowest plasma concentrations of sodium- and chloride ions were determined at the end of
the experiment.

7. Total ammonium plasma concentrations are increasing during hypercapnia.

Increased concentrations of ammonium in environmental water, lead to increased plasma am-
monium concentrations in arterial blood as long as a concentration gradient is maintained.

The above described results are probably caused by diminished rel ease of ammonium from the
gill epitheliaunder hypercapnic conditions.

The experimentally chosen ammoniumchloride concentration of 20 mgl-1 has no evident influ-
ence of the acid-base balance (pHa, paCO», [HCO3 ] 5 BE) in the hypercapnic phase. This
concentration is however possibly responsible for the pronounced reduction of the plasma bi-
carbonate concentration in experimental group 2. This phenomenais possibly explained by in-
creased substrate availability in exchange for CI-/HCOg3".

In spite of dramatically increased ammonium concentration in environmental water in experi-
mental group 2, there was a more rapid reduction of the plasmaammonium levels during the
post-hypercapnic phase, compared to experimental group 1.

In summary there is evidence that the investigated ammoniumchloride concentration in envi-
ronmental water, seemsto be beneficial for regulatory mechanisms of the acid-base and
€l ectrolyte balance during the posthypercapnic phase.
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Abktrzungen und Symbole

[ laei pl,v,w

BE

Ca

Erythr.

EZR

Hb

Hk

IZR

MCHC

[NH3 + NH4%]
Noradr.

Pa, e i, v, w---
PHa, e, i, pl, v, w
pCO2

PNH3

pO2

K onzentrationsangaben im entsprechenden Kompartiment (arterielles
Blut, extrazellulérer Raum, intrazellul&rer Raum, Plasma des Blutes,
venoses Blut, Wasser)

base excess, Basentberschuf3

Carboanhydrase

Erythrozyten

Extrazellularraum

Hamoglobin

Hamatokrit

Intrazel lularraum

mittlere korpuskul &e H&mogl obinkonzentration

Gesamtammoniakkonzentration

Noradrendin

Partialdruck im entsprechenden Kompartiment
pH-Wert im entsprechenden Kompartiment
Kohlendioxidpartia druck
Ammoniakpartialdruck

Sauerstoffpartial druck

Weitere Abkirzungen werden im Text erklart.
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