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Zusammenfassung

v

Hintergrund: Die Messung von Entziindungs-
markern, H,0,, und Stoffwechselmetaboliten,
L-Laktat, im Atemkondensat hat den Vorteil einer
nicht-invasiven Methode. Dieses wurde durch
die neuartige Entwicklung von Enzymsensoren
fiir L-Laktat und H,0, mdglich. In einem ersten
Schritt {iberpriiften wir experimentell bei jungen
gesunden Versuchspersonen, ob ein Nachweis
dieser Substanzen im Atemkondensat unter der
Bedingung der Ruhe und der submaximalen Be-
lastung moglich ist.

Methoden: Bei Ruhebedingungen und bei kor-
perlicher Belastung von 60 und 120 Watt auf
dem Fahrradergometer im steady state wurde
bei 19 Probanden bei jeder Belastungsstufe
Atemkondensat aus 1001 ausgeatmeter Luft her-
gestellt, in dem mithilfe der Enzymbiosensoren
(Eco-Check, Viasys Health Care) Wasserstoffper-
oxid, H,0,, amperometrisch nach Peroxidase ver-
mittelter Reduktion zu Wasser, H*-lonen und
L-Laktat durch Oxidation zu Pyruvat und H,0,,
gemessen wurde. Die Ausscheidungsraten wur-
den aus den Konzentrationen im Atemkondensat
und der Sammelzeit berechnet und in den Ein-
heiten nmol/min fiir L-Laktat und pmol/min fiir
H,0, angegeben.

Ergebnisse: In Ruhe wurden 1001 Ausatemluft
in 10,651 min gesammelt und im Mittel
0,99+0,3ml EBC gewonnen, auf der 60-Watt-
Stufe in 6,7+ 1,8 min 1,23 £ 0,47 ml EBC und auf
der 120-Watt-Stufe in 4,8 + 0,8 min 1,09 + 0,38 ml.
In Ruhe fanden wir eine mittlere L-Laktat-Abgabe
von 3,3 3,1 nmol/min, die auf der 60 Watt-Stufe
auf 8,4+5,1 nmol/min anstieg (p <0,05) und bei
120 Watt einen Wert von 15,0 £ 12,6 nmol/min
(p<0,02) erreichte. Die Laktat-Abgabe war pro-
portional zum Energieumsatz (r=0,99). Die
H,0,-Abgabe in Ruhe betrug 49,1 +37,9 pmol/
min und stieg bei 60 Watt zundchst auf

Abstract

v

Background: The recently developed microen-
zyme detectors make a non-invasive measure-
ment of inflammatory markers and L-lactate in
exhaled breath condensate (EBC) possible. In a
group of young and healthy subjects, we examin-
ed whether L-lactate and H,0, can be detected in
EBC.

Methods: During resting conditions as well as at
60 and 120 Watt external load on a cycle ergospi-
rometer 1001 exhaled air were collected under
stationary load conditions from 19 healthy sub-
jects. Exhaled breath condensate (EBC) was ob-
tained by cooling the expired air volume. The
analysis was performed within 90 min using an
ECo-Check amperometer (Viasys Health Care).
The H,0, measurement was performed ampero-
metrically by means of a biosensor after chemical
reaction catalysed by peroxidase. Lactate mea-
surements were performed using a bienzyme
sensor after lactate oxidase-induced oxidation of
L-lactate to pyruvate and H,0,. The rates of re-
lease of L-lactate in nmol/min und H,0, in pmol/
min were calculated from the concentrations of
L-lactate and H,0, in the EBC and the time of col-
lection.

Results: At rest 1001 exhaled air were collected
in 10.6 £5.1 min, and 0.99 + 0.3 ml EBC were ob-
tained, at the 60 Watt step 1.23 +0.47 ml EBC
were collected in 6.7 + 1.8 min, and at 120 Watt
1.09 £ 0.38 ml EBC in 4.8 + 0.8 min. At rest, there
was a mean rate of L-lactate release of
3.3 +£3.1 nmol/min, which increased at the 60
Watt step to 8.4 +5.1 nmol/min (p <0.05), and at
120 Watt to 5.0+ 12.6 nmol/min (p<0.02). The
rate of L-lactate was proportional to the metabo-
lic rate (r=0.99). The rate of H,0, release at rest
was 49.1 +37.9 pmol/min, it increased at 60 Watt
to 159 + 113 pmol/min (p < 0.05) and decreased at
120 Watt to 96.5 £ 49.5 pmol/min (p < 0.05).
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159 + 113 pmol/min (p < 0,05) und fiel auf der 120 Watt-Stufe auf
96,5 £49,5 pmol/min (p <0,05) ab.

Schlussfolgerungen: Bereits in Ruhe werden deutlich bestimm-
bare Ausscheidungsraten fiir L-Laktat und H,0, im Atemkon-
densat gefunden. Unter externer Belastung wird ein Anstieg der
L-Laktat-Abgabe gemessen, der mit dem biologischen Energie-
umsatz korreliert. Inwieweit dieser mit der belastungsabhangi-
gen Laktatkonzentration im arteriellen Blut korreliert, soll in
weiterfiihrenden Untersuchungen ermittelt werden.

Conclusions: Significant measurable concentrations of L-lactate
and H,0, in the exhaled breath condensate were found already
under resting conditions. During external load, an increase in
the L-lactate concentration was found, correlating with the me-
tabolic rate. H,0, is an inflammatory marker, its concentration
in the EBC was markedly increased during the first step of ap-
plied external load, but less during the second. A probable corre-
lation between L-lactate concentration in EBC and arterialised
blood will be studied in future investigations.

Einleitung

v

Die Entwicklung spezifischer und hochempfindlicher miniaturi-
sierter Enzymsensoren ermdglicht eine nicht-invasive quantita-
tive Bestimmung von Entziindungsmarkern und Stoffwechsel-
metaboliten im Atemkondensat (EBC) und koénnte in Zukunft
blutige Messungen molekularer Marker ersetzen [1]. Wir {iber-
priiften daher an jungen gesunden Probanden, ob ein Nachweis
von L-Laktat und H,0, im EBC mit dieser Methode bereits unter
Ruhedingungen moglich ist und ob bei leichter bis mittlerer
aerober Belastung ein stoffwechselabhdngiger Anstieg in der
L-Laktat- bzw. H,0,-Abgabe iiber die Ausatemluft nachweisbar
ist.

Unter Sauerstoffmangel entstehen intermedidre Metabolite wie
L-Laktat. Die Milchsdure wird auch unter Ruhebedingungen in
geringen Mengen als Stoffwechselprodukt gebildet. Erst unter
stdrkerer korperlicher Belastung bei mehr als 50% der maxima-
len Sauerstoffaufnahmekapazitit wird es in groReren Mengen
gebildet und trdagt wesentlich zur Ansduerung und Funktions-
einschrankung der arbeitenden Muskulatur bei. Nicht nur bei
korperlichen Belastungen, auch bei akuten Lungenschadigungen
finden sich erhohte Laktat-Werte als Folge einer Gewebshypoxie
im Blut. Erste Untersuchungen konnten Laktat auch bei Patien-
ten im Atemexhalat wieder finden [2].

Die Halbwertszeit fiir den Laktatabbau betragt 10-15 min. Ein
Teil des Laktats wird in der Erholungsphase oxidativ zu CO, und
Wasser abgebaut, der groRere Anteil wird in der Leber wieder zu
Glykogen resynthetisiert [3].

Die quantitative Erfassung der Laktatproduktion in Ruhe sowie
unter externer Belastung ist mit den zur Verfiigung stehenden
Mitteln zurzeit nicht méglich. Weitgehend unbekannt ist der Zu-
sammenhang zwischen der Laktatabgabe {iber die Atmung und
der kérperlichen Belastung.

H,0, wird als einer der wesentlichen Entziindungsmarker ange-
sehen. Es wird von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten
sowie von Makrophagen und Epithelzellen freigesetzt [1].
H,0,-Anstieg im Atemkondensat soll Exazerbationen chronisch
obstruktiver Lungenerkrankungen vorausgehen und einen The-
rapieerfolg anzeigen. In der vorliegenden Untersuchung wurden
L-Laktat und H,0, im EBC von lungengesunden, nichtrauchen-
den jungen Probanden unter Ruhebedingungen und unter leich-
ter bis mittlerer aerober Belastung bestimmt und mit der meta-
bolischen Leistung korreliert.

Methoden

v

Probanden

Eingeschlossen in die Untersuchung wurden 19 gesunde junge
Nichtraucher (13 m, 6 w) in einem mittleren Alter von 22,7 £ 2,9
Jahren (20-30 Jahre), mit einer KorpergréfSe von 174+9,0 cm

(162-186cm), einem Gewicht von 69,5 +11,1kg (57-88kg)
und einem BMI im Normbereich von 22,7 +2,1 (20,3-26,3).
Atemkondensat wurde unter Ruhebedingungen und im leichten
bis mittleren Belastungsbereich (< 2,0 Watt/kg) am Fahrradergo-
meter gewonnen. Auf Ausbelastungen und Blutentnahmen zur
Laktatbestimmungen wird dabei verzichtet. Die Probanden
schatzten ihre korperliche Fitness als mittelgradig bis gut ein
[4]. Es wurde darauf geachtet, dass keine akuten Infektionen
und keine respiratorischen und kardiovaskuldren Vorerkrankun-
gen bestanden.

Untersuchungsablauf

In Ruhe wurden Blutdruck und Herzfrequenz gemessen, dann er-
folgte die Sammlung 1001 Ausatemluft im Douglassack. Dabei
wurde die Sammeldauer gemessen. Aus der Ausatmungsluft
wurde das Atemkondensat mittels Ecoscreen I (Viasys Health
Care, Hochberg) gewonnen. Die Probanden wurden angehalten,
ruhig und gleichmafig {iber eine Atemmaske Raumluft einzuat-
men und, gesteuert durch ein Ausatemventil, {iber einen ange-
schlossenen Druckschlauch in das Kiihlgeradt auszuatmen.

Es folgte eine 5-min-Belastung am Fahrradergometer (Ergoline
900) mit 30 Watt. Unter steady-state-Bedingungen wurden in
der 4. und 5. Minute das Ausatemgas gesammelt und zum Ende
der Belastung wurde der arterielle Blutdruck nach Riva-Rocci
mit der Manschette am Oberarm gemessen und die Herzfre-
quenz am Pulsoximeter abgelesen.

Auf der 60-Watt-Stufe wurde das EBC im steady state aus 1001
Ausatemluft gewonnen. Die Belastung wurde solange beibehal-
ten, bis 100 1 Ausatemluft gesammelt wurde.

Es folgte eine Belastung mit 90 Watt iiber 5 Minuten ohne
Sammlung von EBC, jedoch mit Messung des Blutdruckes, der
Herzfrequenz und der Ventilation.

Die 120-Watt-Stufe wurde solange beibehalten, bis wiederum
1001 Ausatemluft gesammelt wurden und das EBC aufgefangen
wurde. Abschlief3end erfolgte eine Belastung mit 150 Watt iiber
5 Minuten.

Atemgasanalyse

Das ausgeatmete Gas wurde in einem ca. 1001 fassenden Dou-
glassack aufgefangen und unter ATPS-Bedingungen mit einer
Gasuhr (Max Planck Institut fiir Arbeitsphysiologie, Gottingen)
nachgemessen und die Ventilation (V'E) unter BTPS-Bedingun-
gen berechnet. Die Fraktionen des abgeatmeten Kohlendioxids
(FECO,) und des Sauerstoffs (FEO,) wurden mit der Ultrarot-Ab-
sorptionsmethode (Hartmann und Braun) bzw. mit einem para-
magnetischen Verfahren (Hartmann und Braun) gemessen. Un-
ter Beriicksichtigung der Sammelzeit wurden aus dem Gasvolu-
men (BTPS) und den Fraktionen der Sauerstoffverbrauch und die
Kohlendioxidproduktion unter STPD-Bedingungen berechnet.
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Respiratorische und kardiovaskuldre Parameter

Neben der Ventilation wurde aus dem O,-Verbrauch und der
CO,-Abatmung der respiratorische Quotient (RQ) berechnet
und das kalorische Aquivalent aus der Tabelle von Lusk [5] ent-
nommen. Aus dem kalorischen Aquivalent und der Sauerstoff-
aufnahme wurde der Energieumsatz (E) berechnet.

Die Blutdruckmessung erfolgte im steady state am Ende der Be-
lastung nach Riva-Rocci am Oberarm. Die Herzfrequenz (fC)
wurde am Pulsoximeter abgelesen. Aus der Sauerstoffaufnahme
und der Herzfrequenz wurde der O,-Puls berechnet.

Atemkondensatgewinnung

Atemkondensat entsteht zu mehr als 99% aus kondensiertem
Wasserdampf, nur ein kleiner Teil stammt von Aerosolen; diese
enthalten nicht fliichtige zum Teil makromolekulare Substanzen
[1]. In einem ml Ausatemluft wurden bis zu 4 Aerosoltrépfchen
mit einem mittleren Durchmesser von 0,3 um gefunden [6,7].
Wasserlosliche fliichtige Substanzen 16sen sich im kondensie-
renden Wasserdampf und werden mit dem Atemkondensat auf-
gefangen.

Das Atemkondensat wurde mittels Ecoscreen I gewonnen. Die
Probanden atmeten iiber eine Maske mit Atemventilen. Einat-
mung und Ausatmung erfolgten iiber getrennte Wege. Sie wur-
den angehalten, ruhig und gleichmaRig zu atmen, um Kontami-
nationen mit dem Speichel zu vermeiden. Die Ausatemluft wur-
de iiber einen Schlauch zu einem 10 cm langen, mit Teflon be-
schichteten doppelwandigen Sammelrohr geleitet, das durch
ein umgebendes Kiihlsystem bis auf - 20°C abgekiihlt war. Am
Ende des Rohres war ein Kunststoffsammelgefd3 angebracht.
Durch das innere Rohr stromte die Ausatemluft und wurde am
Ende in das dufllere Rohr umgeleitet und gelangte ins Freie. In
dem Kunststoffgefdld aufgefangen, wurde es verschlossen in ei-
ner Kiihlbox auf Eis gelagert und innerhalb von 2 Stunden auf
den L-Laktat und H,0,-Gehalt untersucht. Die Bestimmung der
Exhalatmenge erfolgte durch Wiegen auf einer Feinwaage.

L-Laktat und H,0,-Analyse

Die Analyse der eisgekiihlten Proben erfolgte innerhalb von 90
min nach der Spiroergometrie mittels ECo-Check (Viasys). Die
H,0,-Messung erfolgte amperometrisch mittels Enzymsensor
nach Umsetzung durch Peroxidase. H,0, — 2H* + O, +2e". Zur
Laktatbestimmung diente ein Bi-Enzym-Sensor, bei dem eine
Laktatoxidase vermittelte Oxidation von L-Laktat zu Pyruvat
und H,0, vorgeschaltet ist. L-Laktat + O, — Pyruvat + H,0,. Das
freigesetzte H,0, oxidiert an der Platinelektrode und erzeugt ei-
nen Strom, der proportional zur Laktatkonzentration ist. Der
Sensor ist hochspezifisch fiir H,0, und um einen Faktor von
2-3 empfindlicher als Bestimmungen mittels Chemoluminis-
zenz oder Fluoreszenzfotometrie. Eine Stérung der Laktatmes-
sung durch das natiirlicherweise schon in der Probe vorhandene
H,0, konnte insofern vernachlassigt werden, da der jeweilige
Konzentrationsbereich von H,0, um den Faktor 100- 1000 unter
dem vom Laktat induzierten Messwert liegt. Am Messverstarker
erfolgt programmgesteuert eine Herabsetzung der Empfindlich-
keit. Der Messbereich liegt fiir H,O, im Bereich von
30-3000 nmol/l und fiir L-Laktat im Bereich von 5-150 umol/l.
Arterielle Laktatkonzentrationen gesunder Probanden unter Ru-
hebedingungen liegen im Bereich von 0,36-1,25 mmol/l oder
3,2-11,3 mg/dl.

Aus der Sammelzeit und der Kondensatmenge wurden zundchst
die Konzentrationen von L-Laktat und H,0, im EBC gemessen.
AnschlieSend wurden die Stoffmengen in 1001 Ausatemluft be-

Originalarbeit

rechnet. SchlieBlich wurde in Analogie zur Messung der CO,-Ab-
gabe oder der O,-Aufnahme berechnet, wieviel L-Laktat (nmol)
und H,0, in (pmol) pro Minute {iber die Atmung abgegeben wur-
den.

Das H,0,-Messsystem war so stabil, dass auf eine tdgliche Ei-
chung verzichtet werden konnte. Bei den Laktatmessungen wur-
den bei allen Proben eine Eichlésung vorausgeschickt und die
Messwerte auf den Wert der Eislésung bezogen.

Zur Analyse wurden jeweils 300 ul EBC entnommen und mit
300 ul Pufferlésung verdiinnt. Die Proben und die Standardl6-
sungen wurden luftblasenfrei mit einer 1ml-Spritze in die vorge-
sehenen Kammern eingebracht. Vor und nach jeder Messung er-
folgte eine Spiilung des Systems mit einer Pufferlésung.

Fir jeden Probanden wurde ein neuer Sensor benutzt und die
Messungen fiir Ruhebedingungen, sowie 60 Watt und 120 Watt
durchgefiihrt.

Die Auswertesoftware wahlte die Messpunkte automatisch und
berechnete die Konzentrationen an H,0, und Laktat. Der Unter-
sucher hatte die Moglichkeit, die Messpunkte zu editieren, um
von der Software nicht erkannte Artefakte zu eliminieren.

Statistik

L-Laktat- und H,0,-Konzentrationen im EBC und ihre Ausschei-
dungsraten tiber die Atemluft in Ruhe sowie unter 60 und 120
Watt Belastung wurden mittels Student’s t-Test auf ihre Signifi-
kanz getestet [8]. Als Wahrscheinlichkeit fiir die Null-Hypothese
wurde ein Wert von p < 0,05 angenommen.

Ergebnisse

v

Atemkondensatgewinnung

Unter Ruhebedingungen betrug die Sammeldauer fiir 96,5+ 3,41
Ausatemluft 10,6 +4,5 min. Dabei wurden im Mittel 0,99 +0,26
ml Atemkondensat gewonnen. Auf der 60-Watt-Stufe verkiirzte
sich die Sammeldauer fiir 93,7+521 Ausatemluft auf
6,7 +1,7 min, wobei 1,23 +0,45 ml Kondensat gewonnen wur-
den. Auf der 120-Watt-Stufe reichten im Mittel 4,8 + 0,65 min
um 1,09 £ 0,32 ml Kondensat in 97,2 +4,8 | Ausatemluft zu sam-
meln. Damit verkiirzte sich die Sammelzeit auf der 120-Watt-
Stufe auf weniger als 50% des Ruhewertes ohne signifikante An-
derungen der gewonnenen Kondensatmenge.

Verhalten von Blutdruck und Kreislauf

Ausgehend von einer mittleren Ruheherzfrequenz von
74,0 £13,5 Schldge/min, stieg die Herzfrequenz mit steigender
Belastung linear bei 60 Watt auf 107 + 17,4 und bei 120 Watt auf
130+ 16,0 Schldge/min an (© Tab. 1). Gleichzeitig stieg der sys-
tolische Blutdruck ausgehend von 119+9,6 mmHg auf
152 £ 13,7 mm Hg bzw. auf 165 * 17,6 mm Hg an. Der diastolische
Blutdruck dnderte sich nicht signifikant gegentiber seinem Aus-
gangswert von 73,0 £ 6,4 mm Hg.

Ventilation und Gasaustausch

Unter Ruhebedingungen betrug die mittlere Ventilation
10,3 £0,2 I/min und steigerte sich bei 60 Watt auf 28 + 6,4 [/min
und bei 120 Watt auf 42 + 13,1 I/min. In Ruhe wurden im Mittel
0,39+0,111 0,/min aufgenommen und 0,28 +0,07 1 CO,/min ab-
gegeben. Proportional zur Ventilation erhdhten sich die Sauer-
stoffaufnahme und die Kohlendioxidabgabe. Auf der 120-Watt-
Stufe wurde fiir beide Parameter etwa das 4fache des Ruhewer-
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Tab.1 Verhalten respiratorischer und kardiovaskuldrer Parameter in Ruhe und bei leichter bis mittlerer Belastung

Ruhe 60 Watt 120 Watt Lin. Regr. Reg. Koeff.
Pa,syst (mm Hg) 119  +9,6 152 £13,7%** 165 +17,6%** y=0,32x+125 r=0,96
Pa,diast (mm Hg) 73,0 £6,4 77,7 £5,8 77,2 £10,0 y=-0,11x+76 r=0,22
£C (1/min) 74,0 13,5 107 £17,4*** 130 £16,0%** y =0,44x+79 r=0,99
VE (I/min) 10,3 +0,2 28,0 +6,4**" 42,0 £13,1*** y=0,21x+11,7 r=0,94
VO, (I/min) 0,39:0,11 0,89+ 0,29"** 1,57£0,63*** y=0,10x+0,43 r=0,98
VCO, (I/min) 0,28+0,07 0,63 +0,20*** 1,16+0,48*** Y =0,08x+0,27 r=0,97
RQ 0,74+0,09 0,73+0,14 0,74+0,11 y=0,00x+72 r=0,30
AAqu.0, 26,2 £10,3 26,9 +9,8 26,8 8,9 y=0,28Inx+27 r=0,92
E (Watt) 125 +£38 325 +85"** 552 £173*** y=4,03x+106 r=0,99
0,-Puls (ml/HS) 52 +1,7 8,4 +2,07%* 12,4 £54*** y=0,05x+6,8 r=0,96
*p<0,05, **p<0,005, “**p<0,0005
Tab.2 Verhalten der H,0,- und L-Laktat-Abgabe im Atemkondensat in Ruhe und unter leichter bis mittlerer Belastung
Ruhe 60 Watt 120 Watt
EBC (ml) 0,99+0,23 1,23+0,45 1,09+ 0,32
Sammeldauer (min) 10,6 +4,5 6,7 +1,5°% 4,8 £0,7***
Sammelvolumen (I) 96,5 +3,4 93,7 +5,2 97,2 +4,8
H,0, (nmol/L EBC) 547  +368 1028 =903 483 262
H,0, (pmol/100 | VE) 492  +317 1124 762 482  £252
H,0, (pmol/min) 49,1 +37,9 159  +113* 96,5 +49,5*
L-Laktat (wmol/L EBC) 30,1 £16,5 42,4 24,2 51,2 £+33,8
L-Laktat (nmol/100 | VE) 27,2 £19,6 59,5 +46,0 58,3 +52,0
L-Laktat (nmol/min) 3,31+3,09 8,43+5,05" 15,2 £12,1**

*p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,0005

tes gemessen. Dabei blieb auch der Respiratorische Quotient un-
verdndert.

Verhalten von H,0,- und L-Laktat im Atemkondensat
Unter Ruhebedingungen wurde eine mittlere H,0,-Konzentrati-
on im Atemkondensat von 547 + 368 nmol/l gemessen, die auf
der 60-Watt-Stufe auf 1028 £ 903 nmol/l anstieg und auf der
120-Watt-Stufe auf 483 + 262 nmol/l abfiel. Die Anderungen er-
reichten nicht das Signifikanzniveau von p < 0,05 (© Tab. 2).
Berechnet man die Menge H,0,, die in der Sammelzeit in 1001
Ausatemluft bzw. in einer Minute abgegeben wurden, so ergibt
sich in Ruhe eine H,0,-Abgabe von 49,1 + 37,9 pmol/min auf der
60-Watt-Stufe ein signifikanter Anstieg auf 159 + 113 pmol/min
(p<0,005) und auf der 120-Watt-Stufe ein Abfall auf 96,5+
49,5 pmol/min (p <0,05) (© Abb. 1a).

Unter Ruhebedingungen betrug die mittlere Laktatkonzentra-
tion im EBC 30,1£16,5umol/l und stieg bei 60 Watt auf
42,4 +24,2 umol/l und bei 120 Watt auf 51,2 + 33,8 umol/l, ohne
die Signifikanzschwelle von p < 0,05 zu erreichen.

Unter Ruhebedingungen wurden im Mittel 3,3 3,1 nmol Laktat
pro Minute mit der ausgeatmeten Luft abgegeben (© Abb. 1b).
Die Ausscheidung erhohte sich bei 60 Watt auf 8,4 +5,05 nmol/
min (p<0,05) und auf 15,2 +12,1 nmol/min auf der 120-Watt-
Stufe (p<0,005).

Korrelation von Energieumsatz und H,0, bzw.
L-Laktat-Abgabe

Die L-Laktat-Abgabe/min {iber die Ausatemluft korreliert bereits
im aeroben Stoffwechselbereich eng mit der Sauerstoffaufnah-
me und dem Energieumsatz (© Abb.2). Bei einem mittleren
Energieumsatz in Ruhe von 125 +38 Watt wurden pro Minute

3,3+3,1 nmol L-Laktat tiber der Atemluft abgegeben. Der Zu-
sammenhang zwischen L-Laktat-Abgabe und dem Energieum-
satz kann mit einer linearen Funktion beschrieben werden
(y=359x +11,4,r=0,99).

Zwischen dem Energieumsatz und der H,0,-Abgabe iiber die
Atemluft konnte keine Korrelation gefunden werden. Auf der
60-Watt-Stufe kam es zwar zu einem signifikanten Anstieg der
H,0,-Abgabe auf das Dreifache des Ruhewertes (p >0,005). Auf
der 120-Watt-Stufe war die H,0,-Abgabe jedoch auf das Doppel-
te des Ausgangwertes vermindert.

Diskussion

v

L-Laktat und H,0, werden bereits in Ruhe von gesunden Proban-
den tiber die Ausatemluft abgegeben und kénnen im Atemkon-
densat gemessen werden. Allerdings bestehen insbesondere fiir
das H,0, groRe intraindividuelle Unterschiede. Dariiber hinaus
fanden wir einen signifikanten belastungsabhdngigen Anstieg
der Laktatabgabe iiber das EBC, der bereits im aeroben Stoff-
wechselbereich mit dem Energieumsatz korreliert.

Die Ergebnisse ermutigen zu weiterfithrenden Untersuchungen,
die kldren sollen, ob eine Korrelation zwischen der Laktatkon-
zentration im arterialisierten Ohrldppchenblut und der Laktat-
abgabe iber die Ausatemluft bei Belastungsuntersuchungen be-
steht. Moglicherweise kénnen nicht-invasive EBC-Bestimmun-
gen in Zukunft die bisher notwendigen blutigen L-Laktat-Mes-
sungen am arterialisierten Ohrldappchenblut ersetzen.

Marek E etal. L-Laktat und H,0,-Bestimmungen im Atemkondensat unter... Pneumologie 2008; 62: 541 -547

Heruntergeladen von: University of British Columbia. Urheberrechtlich geschiitzt.



Originalarbeit

200+ 20- Abb.1aund 1b Verhalten der H,0,-Abgabe
o . (links) in pmol/min und der Laktatabgabe (rechts)
1754 18+ in nmol/min in Ruhe (O) und im steady state bei
60 Watt und 120 Watt externer Belastung. Die
16+ Sdulen sind Mittelwerte mit Angabe des SEM
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Atemkondensatgewinnung

In Ruhe sowie auf der 60-Watt- und der 120-Watt-Stufe wurde
die Ausatemluft im steady state in einem 1001 fassenden Dou-
glassack aufgefangen. Dabei verkiirzte sich die Sammelzeit auf
der 120-Watt-Stufe um mehr als 50% und die Sammeldauer va-
riierte deutlich weniger als unter Ruhebedingungen. Das gewon-
nene Volumen des Atemkondensats korrelierte mit dem ausge-
atmeten Volumen und war bei 120 Watt nicht signifikant gegen-
iiber der Ruhesammlung verdndert (0,99 ml zu 1,09 ml). Der me-
thodisch erhéhte Ausatemwiderstand durch das Kiihlelement
wurde von den Probanden auch unter der externen Belastung to-
leriert. Die Ergebnisse sind vergleichbar mit denen von Gessner
[9], der bei gesunden 22 Kontrollprobanden 0,95 +0,24 ml und
bei 23 COPD-Patienten 1,02 +0,39 ml Atemkondensat in 1001
Ausatemluft mit dem EcoScreen I gewann. Nach Berechnungen
von Gessner entspricht das Kondensatvolumen nahezu 50% des
gesamten Wassergehaltes von 1001 Ausatemluft, berechnet un-
ter Beriicksichtigung von Temperatur und Wasserdampfsatti-

gung.

H,0,-Konzentrationen

Unter Ruhebedingungen wurde eine mittlere H,0,-Konzentrati-
on im EBC von rund 550 nmol/l Kondensat gemessen. Dabei
streuten die Werte zwischen 80 und 1330 nmol/I. Es bleibt unge-
klart, ob der Proband mit den héchsten H,0,-Werten eine begin-
nende, zum Zeitpunkt der Untersuchung noch symptomfreie In-
fektion entwickelte oder ob eine Kontamination mit Speichel be-
stand. Ein Messfehler bei der Ruhemessung erscheint unwahr-
scheinlich, da dieser Proband auch unter der Belastung die
héchsten Messwerte aufwies. Auf der 60-Watt-Stufe fanden wir
einen signifikanten Anstieg der H,0,-Abgabe, der mit der fol-
genden Belastung mit 120 Watt jedoch wieder um ein Drittel ab-
fiel. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die H,0,-Synthesera-
te bei den wiederholten Belastungen nicht ausreicht, um genii-
gend H,0, bereitzustellen.

H,0, wird in den Atemwegen von neutrophilen und eosinophi-
len Granulozyten freigesetzt, aber auch von Makrophagen und
Epithelzellen [10]. Bei jungen gesunden Nichtrauchern fanden
Nowak und Mitarbeiter H,0O,-Konzentrationen zwischen 0,0

20+ Abb.2 Korrelation von Energieumsatz (Watt) und
120 Watt L-Laktat-Abgabe (nmol/min) im Atemkondensat in
184 Ruhe sowie im steady state bei 60 Watt und 120
Watt externer Leistung. Die Werte sind Mittelwerte
E 16 N mit Angabe des SEM (standard error of the means).
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und 0,9 wmol/l. Im Vergleich waren die Werte von dlteren gesun-
den Probanden sowie von Rauchern und Nichtrauchern erhéht
[11].

In unseren Untersuchungen konnten wir unter Ruhebedingun-
gen H,0,-Konzentrationen (766 + 805 nmol/l) messen, die mit
den Literaturangaben vergleichbar waren. In Ruhe betrug die
H,0,-Abgaberate 107 £192 pmol H,0, pro Minute; auf der
60-Watt-Stufe kam es nahezu zu einer Verdopplung der
H,0,-Abatmung, auf der 120-Watt-Stufe betrug die Abgaberate
153 £+ 194 pmol/min. Die Ergebnisse zeigen zwar eine gesteigerte
Abatmung bei Belastung, jedoch keine Korrelation zum Energie-
umsatz.

L-Laktat-Konzentrationen im EBC

L-Laktat ist die nur bei Sdugern vorkommende linksdrehende
Form des Laktats und kann daher sicher vom rechtsdrehenden
Laktat, das von Mikroorganismen gebildet wird, abgegrenzt wer-
den. Ruhewerte fiir den Blutlaktatspiegel liegen bei gesunden
Probanden im Bereich von 0,25-1,5 mmol/l im arteriellen und
auch im arterialisierten Ohrlappchenblut [12]. Unter externer
Belastung kommt es ab ca. 65% der maximalen Sauerstoffauf-
nahmekapazitdt zur einem steileren Anstieg der Laktatkonzen-
tration mit zunehmender Belastung. Im Bereich von 2 -4 mmol/l
spricht man vom aerob-anaeroben Ubergang. Weiter steigende
Werte stammen von einem zunehmend anaeroben Stoffwechsel
mit L-Laktat-Bildung. Die hochste in dieser Untersuchung ver-
wendete Belastungsstufe von 120 Watt entsprechend 1,77 Watt/
kg sollte bei unseren Probanden noch im aeroben Stoffwechsel-
bereich liegen. Die Sauerstoffaufnahme und die Kohlendioxidab-
gabe stiegen bis in diesen Belastungsbereich linear an. Damit
war auch der RQ noch unverdndert. Das anfallende Laktat wird
zum iiberwiegenden Anteil der Glukoneogenese zugefiihrt, ein
Teil wird in weiterhin aerob arbeitenden Muskelanteilen ver-
stoffwechselt, ein geringerer Teil wird in der Niere zu H,0 und
CO, abgebaut. Neben der Leber sind die Nieren die einzigen Or-
gane, die L-Laktat in Glucose umwandeln und an das Blut abge-
ben kénnen. Unbekannt ist bisher, wie und in welchem Umfang
Laktat in den Alveolarraum diffundiert und zusammen mit dem
Kohlendioxid und weiteren fliichtigen Substanzen abgeatmet
wird.

Er konnte eine Folge des Gleichgewichtes der undissoziierten
Milchsdure zwischen dem Gasgemisch im Respirationstrakt
und dem Blut (und Geweben) des Respirationstraktes sein. Da
Laktat-Anionen (C3H50¢~) wohl nicht fliichtig sind, ist es primdr
die undissoziierte Milchsdure (C3HgOg), die sich zwischen bei-
den Kompartimentsystemen verteilt.

Das Laktat im Atemgas spiegelt vermutlich die Menge undissozi-
ierter Milchsdure in den Zellen und im Blut wieder. (Nach dem
Massenwirkungsgesetz ist die Konzentration der undissoziier-
ten Milchsdure gleich der Laktatkonzentration *H*-lonen-Kon-
zentration/Dissoziationskonstante [ganz grob 1mmol/l]). Fiir
eine H*-lonen-Konzentration von 40 nmol/l (pH=7,0) und bei
einer Laktatkonzentration von 1 mmol/l wire die Konzentration
der nichtdissoziierten Milchsdure gleich der H*-lonen-
Konzentration von 40 nmol/l. So berechneten wir aus der Trans-
portgleichung aufgrund unserer Messungen der Laktatabgabe
von 3,31 nmol/min in Ruhe (© Tab. 1) und einer Ventilation von
10,3 I/min eine Laktatkonzentration in der Atemluft von
0,3 nmol/l. Damit wdre die gemessene Laktatkonzentration in
einer groBenordnungsmadfig erwarteten Relation zu der Milch-
sdurekonzentration im Blut.

Die Frage nach einem mdglichen Zusammenhang von Abgabe
und Aufnahme des Milchsdure-Laktat-Systems {iber die Lunge
ldsst sich wie folgt abschdtzend beantworten: In unserer Unter-
suchung stieg die Laktatabgabe zusammen mit der Sauerstoff-
aufnahme und dem Energieumsatz im untersuchten aeroben
Belastungsbereich von 3,3 nmol/min in Ruhe auf 15,2 nmol/min
auf der 120-Watt-Stufe. Geht man bei unseren fast 70 kg schwe-
ren Probanden von einem Blutvolumen von 5,01 (7 % des Korper-
masse) aus, so wiirde bei einer mittleren Kreislaufzeit von einer
Minute und einer Laktatkonzentration von 1 mmol/l Blut die
Transportrate des L-Laktats etwa 5 mmol durch das Kapillarbett
der Lunge betragen: nur etwa ein von einer Million Laktatmole-
kiilen wird ausgeschieden (outflux/influx =0,6*10-6). Berech-
nungen der Transportraten der Milchsdure im Lungenkomparti-
ment ergeben: etwa ein von hundert Milchsduremolekiilen wird
ausgeschieden (outflux = 3,3 nmol/min, influx =5*40 nmol/min,
outflux/influx = 10-178),

Auch in anderen Tierspezies ist die Laktat-Abgabe {iber die Aus-
atemluft gering. In experimentellen Untersuchungen an gesun-
den Kélbern waren die L-Laktat-Konzentrationen im EBC unter-
halb der Nachweisgrenze des angewendeten Verfahrens von
0,5 wmol/I [13].

Bei gesunden Menschen wurde Laktatkonzentration im EBC von
2,5+0,4 umol/l gemessen [2]. Unter den Faktoren, die bei Patien-
ten mit akuten Lungenschddigungen den pH der EBC bestim-
men, korrelierten L-Laktat und NH4* mit dem EBC-pH [14].

Zusammenfassung

v

L-Laktat und H,0, konnten bei jungen gesunden Nichtrauchern
im Atemkondensat bereits unter Ruhebedingungen und im aero-
ben Belastungsbereich nachgewiesen werden. Die Laktatabgabe
tiber die Ausatemluft korrelierte eng mit der metabolischen
Leistung. H,0, wurde unter externer Belastung mit 60 Watt
ebenfalls vermehrt abgegeben, jedoch reduzierte sich der
H,0,-Anstieg auf der nachfolgenden 120-Watt-Stufe, vermutlich
kann H,0, nicht so schnell nachgebildet werden. Weiterfiihren-
de Untersuchungen sollen kldren, ob eine Korrelation zwischen
arterieller L-Laktat-Konzentration und der Laktatabgabe iiber
das Atemkondensat unter Belastungsbedingungen besteht.

Appendix

v

Unter Sauerstoffmangel werden Glukose und Glykogen zu Pyru-
vat abgebaut. Dabei entstehen intermedidre Metabolite wie Ala-
nin, a-Glycerol-Phosphat und hauptsachlich L-Laktat unter Bil-
dung von 2 mol ATP pro mol Glucose [3]. Beim pH-Wert des Kor-
pers, pH =74, dissoziiert die Milchsdure fast vollstdndig in ihre
konjugierte Base, Laktat und H*-lonen, die Dissoziationskon-
stante dieser Reaktion betrigt 8,4*10-%. Die Milchsdure wird
auch unter Ruhebedingungen in geringen Mengen als Stoff-
wechselprodukt gebildet. Die Halbwertszeit fiir den Laktatabbau
betrdgt 10-15 min. Ein Teil des Laktats wird in der Erholungs-
phase oxidativ zu CO, und Wasser abgebaut, der grofSere Anteil
wird in der Leber wieder zu Glycogen resynthetisiert [3].

Es bestehen Laktatstréme innerhalb des Koérpers von den laktat-
produzierenden Zellen zu den laktatverbrauchenden Zellen. In
Ruhe wdre das vornehmlich der Laktatstrom aus den mitochon-
drienlosen Erythrozyten, der nach grober Schitzung in der Gro-
Benordnung von 0,7 mmol/min liegt. Der gesamte Energieum-
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satz des Korpers entspricht ungefdahr 12 mmol O,/min =70 mmol
ATP/min. Wenn der Energieverbrauch der Erythrozyten schat-
zungsweise 1% des gesamten Energieverbrauchs betrigt, ent-
spricht er 0,7 mmol ATP/min und damit einer Laktatproduktion
von 0,7 mmol/min.
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