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1 Einleitung

1.1 Maligne Hyperthermie — die Entdeckung einer Krankheit

Narkosezwischenfalle unterschiedlicher Art sind seit der Entstehung der mo-
dernen Andasthesie bekannt. Hierzu zahlt neben anderen Symptomen auch der
plétzliche und unerwartete Anstieg der Herzfrequenz, der Kohlendioxidprodukti-
on und schliel3lich der Kérpertemperatur unter der Narkose mit volatilen Anas-
thetika. Dieses Phanomen wurde bereits im Jahre 1900 von der New York Aca-
demy of Medicine als perioperative Hitzschlage diskutiert. In den folgenden Jah-
ren wurde von weiteren Féllen in den Vereinigten Staaten, England und Frank-
reich berichtet. Als Ursache wurden unter anderem allergische Reaktionen,
hormonelle Imbalance oder falsches Narkoseregime genannt.*

Im Jahr 1940 beschrieb G.E. Burford erstmals die ,perioperative Hyperpyrexie’
mit der charakteristischen Symptomentrias von Hyperthermie, Tachykardie und
Tachypnoe.? Die Maligne Hyperthermie als eigenstandige Erkrankung wurde
allerdings erst 1960 durch M. Denborough und R.R.H. Lovell erkannt, welche im
Rahmen der Reposition einer Unterschenkelfraktur Halothan zur Narkose ver-
wendeten. Der Patient, in dessen Verwandtschaft bereits mehrere Mitglieder im
Rahmen von Narkosen verstorben waren, entwickelte unter der Operation die
Symptome der Malignen Hyperthermie. Nach Aufarbeitung des Falles schlos-
sen Denborough und Lovell, dass spezielle pharmakologische Trigger die beo-

bachtete Stoffwechselentgleisung bewirken miissen.?

1.2 Epidemiologie und Genetik der Malignen Hyperthermie

Bei der Malignen Hyperthermie handelt es sich um eine subklinische genetische
Erkrankung, die nur im Rahmen einer Narkose mit Triggersubstanzen manifest
wird. Die Vererbung erfolgt autosomal dominant, wobei von einer mittleren Fre-

quenz von 1:10 000 fiir das Auftreten des MHS-Allels ausgegangen wird.* Die



Inzidenzrate wird abhéngig von der Definition der klinisch manifesten MH mit
1:250 000 bis zu 1: 15 000 angegeben.® Anhand von Linkage-Analysen wurden
bis heute 6 verschiedene Genloci fir die Maligne Hyperthermie beim Menschen
gefunden. Bei etwa 40-50% der betroffenen Patienten konnte das verursachen-
de Gen auf dem langen Arm des Chromosoms 19 (19913.1)% ” mit mehr als 100
verschiedenen Punktmutationen® lokalisiert werden, welches als MHS1 Locus
bezeichnet wird und fir den Ryanodinrezeptor (RyR1) kodiert. Weitere Genorte
konnten auf Chromosom 17 (17911.2-924, MHS2-Locus®), Chromosom 7
(7921.1, MHS3-Locus™®), Chromosom 3 (3g13.1, MHS4-Locus™), Chromosom
1 (1932, MHS5-Locus™) und Chromosom 5 (5p, MHS6-Locus'?) nachgewiesen
werden. Auf3er fur den MHS5-Locus, welcher fir die al-Untereinheit des Di-
hydropyridinrezeptors kodiert, konnten die entsprechenden Genprodukte der
weiteren Loci nicht eindeutig identifiziert werden. Verschiedene Genloci und
bisher mehr als 100 beschriebene Mutationen allein auf dem Ryanodinrezeptor
schréanken den Einsatz eines Gentests zur Diagnose einer Veranlagung zur Ma-

lignen Hyperthermie beim Menschen ein.

1.3 Pathogenese der Malignen Hyperthermie

Bei der normalen Erregung der Skelettmuskelzelle werden in der T-Tubulus-
membran lokalisierte, spannungsabhéngige Dihydropyridin-Rezeptoren (Kal-
ziumkanale) aktiviert. Hierdurch werden im sarkoplasmatischen Retikulum Rya-
nodinrezeptoren stimuliert, welche eine Kalziumfreisetzung in das Zytosol be-
wirken. Uber eine Bindung von Kalzium an Troponin und die Ausbildung von
Querbricken zwischen den Myofilamenten Aktin und Myosin resultiert eine
Muskelkontraktion. Zum anderen werden durch Kalzium verschiedene Stoff-
wechselprozesse in der Skelettmuskelzelle aktiviert.** 4

Bei der Malignen Hyperthermie kommt es zu einer Storung der Kalziumho-
moostase der Skelettmuskelzellen. Ausldser der Erkrankung sind externe Trig-
gersubstanzen. Hierzu zahlen vor allem halogenierte Inhalationsanasthetika mit
Halothan als potentestem Trigger. Aber auch die vorher eingesetzten Substan-

15, 16

zen Chloroform und Diethyether , sowie die neueren Inhalationsanasthetika



Isofluran’’, Sevofluran®® und Desfluran'®, kénnen eine Maligne Hyperthermie
auslosen. Die zusatzliche Applikation eines depolarisierenden Muskelrelaxans
(z.B. Succinylcholin) flhrt zu einer schnelleren und starkeren Auspragung.

Die Triggersubstanzen verlangern die Offnungszeit des Ryanodinrezeptors bei
MH-veranlagten Patienten.?® #* %2 2% Dies fiihrt zu einer vermehrten Kalziumfrei-
setzung aus den intrazellularen Speichern und damit zu einer verstarkten und
verlangerten Muskelkontraktion. Darliber hinaus werden die kalziumabhangigen
intrazellularen Stoffwechselprozesse aktiviert, welches einen zellularen Hyper-

metabolismus mit den entsprechenden klinischen Symptomen zur Folge hat.

1.4 Klinisches Erscheinungsbild der Malignen Hyperthermie

Das klinische Erscheinungsbild der malignen Hyperthermie kann sehr stark va-
riieren, da es kein einzelnes pathognomonisches Symptom gibt. Vielmehr ist die
Diagnose an das Auftreten eines Musters in einem bestimmten zeitlichen Zu-
sammenhang zu einer Exposition von Triggersubstanzen zu stellen. Auch die
Auspragung der Schwere einer Malignen Hyperthermie unterliegt einer grol3en
Variabilitat.”® Des Weiteren besteht eine groRe multifaktoriell bedingte Variabili-
tat hinsichtlich der zeitlichen Entwicklung sowie der Geschwindigkeit des Auftre-
tens von Symptomen.

Eines der ersten Symptome ist haufig ein erhéhter Tonus der Kaumuskulatur
bei Verwendung des depolarisierenden Muskelrelaxans Succinylcholin, welcher
bis hin zum Masseterspasmus reichen kann. Der Trismus geht nicht selten der
Entwicklung einer MH-Krise erheblich voraus.?® ?* Die Inzidenz eines Masse-
terspasmuses als erstes Zeichen einer MH wéhrend einer Narkose wird mit 40
— 80% angegeben.?

Durch die Stérung der Kalziumhomoostase wird ein zellularer Hypermetabolis-
mus stimuliert. Die zun&chst aerobe Glykolyse fuhrt zu einem erh6hten Anfall
von CO,, welches vermehrt abgeatmet wird und konsekutiv zu Tachypnoe, an-
steigender endexspiratorischer CO, Konzentration und einem schnellen Ver-
brauch des CO, Absorbers fuhrt. Im Rahmen eines rapiden Verbrauchs intra-

zellularer energiereicher Phosphate, kann es bereits in diesem Stadium zu ei-



ner frhen Laktatazidose kommen. Diese metabolische Azidose fihrt zu einer
Stimulation des sympathischen Systems, was sich in einer Tachykardie des
Patienten bemerkbar macht.

Der Anstieg der Korpertemperatur ist im Rahmen des Hypermetabolismuses ein
relativ spater Indikator, der in zeitlicher Latenz zu den oben genannten Symp-
tomen auftreten kann. Entscheidend fur die Prognose ist nicht das Tempera-
turmaximum, sondern die Geschwindigkeit des Temperaturanstiegs, welche bis
zu 1°C in 5 min bei fulminanten MH-Krisen betragen kann.

Im weiteren Verlauf kann eine generalisierte Muskelsteife auftreten. Die hier-
durch eingeschréankte Blutzirkulation fiihrt zu einer Unterversorgung der Musku-
latur mit Sauerstoff und damit zu einer Einschrankung der oxidativen Energie-
gewinnung. Im Rahmen der zunehmenden anaeroben Glykolyse fallt Laktat an
und verstarkt die metabolische Azidose. Daneben akkumulieren Wéarme und die
Muskelzellen verlieren ihre energiereichen Phosphate. Die Summe dieser Vor-
gange fuhrt schliel3lich zum Verlust der Zellintegritat und deren Untergang.

Mit einsetzender Rhabdomyolyse kommt es zur Freisetzung von Myoglobin mit
konsekutiver Myoglobinurie und der Gefahr eines Nierenversagens. Das aus
der zerstorten Muskulatur freigesetzte Kalium fuhrt zusammen mit dem erhéh-
ten sympathischen Tonus zu Herzrhythmusstorungen, die schlief3lich in ein

Herz-Kreislauf-Versagen minden.

1.5 Diagnose der Malignen Hyperthermie - der In-vitro-Kontrakturtest

Bei familiarer Belastung mit der Anlage zur Malignen Hyperthermie bzw. frihe-
ren Narkosezwischenfallen sollte die individuelle Veranlagung fur diese Erkran-
kung bei jedem Blutsverwandten bestimmt werden. Auf Grund der Heterogeni-
tat der Erkrankung ist beim Menschen eine zuverldssige genetische Untersu-
chung nur eingeschrankt moglich. Auch im Blut konnten, obwohl bei vielen Pa-
tienten die CK erhoht ist, kein zuverlassiger Parameter flr die Diagnostik ge-
funden werden. Die prasymptomatische Diagnose der Veranlagung zur Malig-
nen Hyperthermie wird durch den In-vitro-Kontrakturtest als Standardverfahren

gestellt. Der Ende der 60er Jahre von Ellis ?° und Kalow ?” entwickelte Test be-



ruht auf der Beobachtung, dass Muskelproben von Anlagetragern unter Exposi-
tion mit den Triggersubstanzen Koffein und Halothan andere Kontrakturprofile
zeigen, als die von Nicht-Anlagetragern. Von der ,European MH Group® wurden
im Folgenden standardisierte Testprotokolle veréffentlicht, mit denen seit 1984
eine standardisierte Testung duchgefiihrt wird.?® ?° Diese fiihren zur Einteilung
der Patienten in die drei Gruppen MHS (Anlagetrager), MHN (Nichtanlagetra-
ger) und MHE (Grenzbereich zwischen MHS und MHN). Den Patienten muss
fur die Untersuchung in einer offenen Biopsie ein Biopsat des M. quadrizeps
femoris zur Testung entnommen werden. Auf Grund der Invasivitat des Verfah-
rens bestehen Risiken wie beispielsweise Blutungen, Infektionen, Nervenlasio-
nen. Zudem ist mit einer postoperativen Rekonvaleszenz von 4 — 6 Wochen zu
rechnen. Dartber hinaus ist es kosten- (OP, Arbeitsunfahigkeit etc.) und zeitin-
tensiv. Auch gibt es in Deutschland lediglich 7 MH-Labors, welche diese Tes-
tung durchfiihren. Auch deswegen ist dieses Verfahren nicht fir die schnelle
Diagnostik geeignet und nicht bei allen Patienten auf Grund der Belastung
durchzufiihren. Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass die Sensitivitéat
nicht mit 100% angenommen werden darf, da falsch negative Ergebnisse do-
kumentiert wurden.®® 3! Dennoch ist der In-vitro-Kontrakturtest heute der Gold-

standard in der MH-Diagnostik.

1.6 Stressempfindliche Schweine - Modell der Malignen Hyperthermie

Zur menschlichen malignen Hyperthermie besteht mit dem ,porcine stress syn-

32,33 34 6in Korrelat im Tierreich. Diese

drom*® der stressempfindlichen Schweine
Schweine werden wegen ihrer groReren Muskelmasse und ihrem fettarmen
Fleisch gezielt geziichtet. Darlber hinaus sind die Tiere dadurch gekennzeich-
net, dass sie auf Trigger wie Stress mit einer generalisierten malignen Hyper-
thermie reagieren.* Die dabei auftretenden Veranderungen entsprechen in ih-
rem Erscheinungsbild (Vitalzeichen, Metabolismus, Saure-Basen-Haushalt,
Temperatur und Muskelrigiditat) der malignen Hyperthermie beim Men-
schen.®®3" 1966 gelang es erstmals Hall et al. bei stressempfindlichen engli-

schen Landschweinen durch die Applikation von Succinylcholin eine MH-



ahnliche Reaktion auszulésen. Im Folgenden konnte der gleiche Effekt durch
die Verabreichung von Halothan nachgewiesen werden. Seit dieser Zeit gelten
diese stressempfindlichen Schweine als etabliertes Tiermodell der Malignen
Hyperthermie des Menschen.

Die Ursache fur das ,porcine stress syndrom“ wurde in einem Calcium-
Kanalprotein, dem Ryanodinrezeptor des sarcoplasmatischen Reticulums, ge-
funden. Bei Merkmalstragern weist dieses Protein eine hohere Affinitat zu Rya-
nodin auf, als bei normalen Schweinen.*® Bei der zugrunde liegenden Mutation
handelt es sich um eine Basensubstitution im Gen des Ryanodinrezeptors 3% %°
auf Chromosom 6, welcher auch als HAL (halothane sensitivity locus) - Locus
bezeichnet wird.** Beim Menschen findet sich diese Mutation ebenfalls als Ur-
sache fiir eine Maligne Hyperthermie.** Jedoch macht diese Veranderung nur
2-7% aller MH-Veranlagungen aus, wohingegen sie bei MHS-Schweinen aus-
schlie3lich gefunden wird.

1.7 Prinzip der Laktat-Mikrodialyse

Die Mikrodialyse beruht auf der freien Diffusion von Molekilen. Treibende Kraft
ist ein Konzentrationsgradient zwischen zwei flissigkeitsgefullten Kompartimen-
ten, welche durch eine semipermeable Membran mit einer definierten Poren-
groRRe (molekularer Cut-off) getrennt sind.** Dabei ist bis zu einer MolekiilgréRe
von 20.000 Da eine freie Diffusion moglich. Das Grundprinzip besteht nun darin,
dass durch den Flussigkeitsstrom im Inneren der Sonde die Konzentration
standig erniedrigt wird und es nie zu einem vollstandigen Ausgleich der Kon-
zentrationen kommt. Stattdessen bildet sich ein Gleichgewichtszustand (steady-
state) aus, in dem pro Zeiteinheit eine bestimmte Anzahl von Molekilen Gber
die Membran diffundiert. Umgekehrt kann tber eine héhere Konzentration einer
Substanz in der Perfusionslosung eine Diffusion in das aul3ere Kompartiment
stattfinden.*

Das Verhéltnis der Konzentrationen im inneren und auf3eren Kompartiment wird
auch als Recovery bezeichnet. Man kann sie als relatives Verhaltnis beider

Konzentrationen zueinander (relative oder Konzentrations-Recovery) oder auch



die Anzahl der Molekule als Mald heranziehen, welche pro Zeiteinheit dem
Gleichgewicht entzogen werden (absolute oder Massen-Recovery). Die Reco-
very ist dabei abhangig von der Perfusionsgeschwindigkeit, der Membranober-
flache, der PorengroR3e sowie den Diffusionseigenschaften der zu messenden
Substanz.

Aus den oben genannten Faktoren sind nun unterschiedliche mathematische
Modelle entwickelt worden, mit denen sich die tatséchlichen extrazellularen
Konzentrationen errechnen lassen.*® “® %’ Fiir den hier beschriebenen Versuch
ist allerdings nicht die absolute Konzentration, sondern die zeitliche Verande-
rung durch eine Stimulation von Bedeutung. Die im Folgenden angegebenen
Konzentrationen entsprechen somit nicht den wahren extrazellularen Konzent-
rationen, sondern denen im Dialysat. In diesem Versuch wird lediglich die in-
vitro-Recovery zur Bestimmung der Gite der Membranen bei mehrmaliger

Verwendung eingesetzt.

1.8 Prinzip der spektrometrischen pH- und pCO,-Messung

Temperatur pH

- .
« »

23 mm

Abb. 1-1: Schematische Darstellung der Messsensoren der

Multiparameter-Sonde Paratrend® 7



Die Mulitparameter-Sonde Paratrend® 77" wurde zur kontinuierlichen Messung
des intraarteriellen pO,, pCO,, pH, sowie der Temperatur entwickelt. Sie findet
klinische Anwendung bei intensivpflichtigen Patienten in der Neurochirurgie und
Neonatologie. Es existieren jedoch etliche tierexperimentelle Studien, in denen
die Paratrend®-Sonde zur Erfassung von Gewebepartialdruck- sowie Gewebe-
pH-Veranderungen erfolgreich eingesetzt wurde. Im Rahmen der Studien wur-
den Messungen in Hirn-*®, Fett-** und Lebergewebe® sowie in der Darm-
schleimhaut™ durchgefiihrt.

Die Messsonde selber setzt sich aus drei optischen Sensoren, sowie einem
Thermoelement zusammen. Jeder optische Sensor stellt dabei ein eigenes
kleines Photometer dar. Sie bestehen aus einer lichtleitenden Polymethylme-
thacrylfaser mit einem Durchmesser von 175 um, an deren Ende Indikatorsub-
stanzen in den Strahlengang eingebracht sind. Das eingespeiste Licht wird
durch einen kleinen Spiegel am Ende jedes Lichtleiters reflektiert und tber die
Absorption der Indikatorsubstanzen die Konzentration von pH, pCO, und pO;

ermittelt.>?

1.9 Fragestellung

Es ist angesichts des invasiven In-vitro-Kontrakturtests von Interesse ein Ver-
fahren zu entwickeln, welches die Mdglichkeit bietet, minimal-invasiv und ohne
grof3e Belastung fir den Patienten, eine MH-Veranlagung festzustellen. Zu die-
sem Zweck wurden im Rahmen dieser Arbeit Pietrain-Schweine, mit und ohne
Veranlagung fur das ,porcine stress syndrom®, untersucht. Die Entwicklung ei-
ner MH-Episode wird normalerweise durch die systemische Gabe der entspre-
chenden Triggersubstanz in samtlichen Muskeln des Korpers gleichzeitig aus-
gelost. Dieser Pilotstudie liegt die Uberlegung zu Grunde, dass die lokale Appli-
kation der Triggersubstanzen Koffein bzw. Halothan direkt in den Skelettmuskel
der veranlagten Schweine zu einem lokal begrenzten, MH-&hnlichen Hyperme-
tabolismus fiihrt, ohne eine generalisierte Maligne Hyperthermie auszulésen.
Durch das Monitoring von systemischen Parametern (Herzfrequenz, Blutdruck,

Kdrpertemperatur, endtidales Kohlendioxid, CK, Laktat, BGA) soll gezeigt wer-



den, dass die Verdnderungen lokal begrenzt ablaufen, da ausgeschlossen wer-
den muss, dass bei Anlagetragern eine MH-Episode im Rahmen eines mdagli-
chen Diagnoseverfahrens ausgelst werden kénnte.

Uber direkt in den Muskel eingebrachte Sonden werden die fur die MH typi-
schen metabolischen Veranderungen in unmittelbarer Umgebung der Trigge-
rung registriert. Der induzierte zellulare Hypermetabolismus lasst dabei einen
Anstieg des lokalen Laktatspiegels, welcher Gber Mikrodialyse-Sonden gemes-
sen wird, erwarten. Uber die vermehrt ablaufende oxidative Energiegewinnung
im Rahmen der begrenzten MH-Reaktion wird ein Anstieg des CO, Gewebepar-
tialdruckes erwartet, welcher mittels einer Multiparametersonde erfasst werden
soll. Zudem soll Gber die gleiche Sonde eine entstehende Azidose mit konseku-
tivem Abfall des Gewebe-pH-Wertes aufgezeichnet werden.

Im Rahmen einer Pilot-Studie soll das methodische Vorgehen evaluiert und
Applikationsprotokolle fur die jeweiligen Triggersubstanzen erarbeitet werden,
da dieses Untersuchungsprinzip in der Literatur bisher nicht beschrieben wor-
den war. Dabei liegt die zu prifende Hypothese zu Grunde, dass durch die lo-
kale Applikation von Halothan und Koffein Gber die lokale Erfassung der drei
Parameter Laktat, pCO, und pH im Muskel eine Unterscheidung zwischen MH-
positiven und MH-negativen Tieren moglich ist, ohne dabei eine generalisierte

MH-Reaktion auszuldsen.



2 Methodik

2.1 Versuchstiere

Mit Genehmigung der ortlichen Tierversuchskommission wurden 1-2 Wochen
vor Versuchsbeginn 7 Pietrain-Schweine, welche homozygote fir das ,porcine
stress syndrom*“ waren, mit einem Alter von 12 bis 16 Wochen und einem Ge-
wicht von 25 bis 35 kg aus Zuchtbetrieben des Regierungsbezirks Unterfranken
bezogen und im Grof3tierstall der Experimentellen Chirurgie der Universitat
Wirzburg artgerecht gehalten. Es wurden 4 Schweine mit und 3 Schweine oh-
ne Veranlagung fur das ,porcine stress syndrom* untersucht. Die einzelnen Tie-
re wurden mit zwischenzeitlicher Erholung mehreren Versuchen unterzogen.
Dieses Vorgehen wurde fur ethisch vertretbarer erachtet, als fir jeden Versuch
ein eigenes Tier zu verwenden, wodurch die Zahl der Versuchstiere mit etwa 35
zu veranschlagen gewesen ware. Die Versuche wurden in alternierender Rei-
henfolge durchgefiihrt, so dass die Belastung der Tiere durch die Narkose und
die Versuchsdurchfiihrung reduziert wurde. Nach Abschluss der eigentlichen
Messserien erhielten die Tiere eine Halothan - Inhalationsnarkose und Succi-
nylcholin mit einer konsekutiven MH-Krise bei MH-positiven Tieren. Danach
wurden alle Tiere durch i.v. Injektionen eines Lokalanasthetikums und Barbi-
turates getotet.

Zur eindeutigen Zuordnung zur Gruppe der MHS-/MHN-Tiere wurde eine gene-
tische Testung, sowie ein In-vitro-Kontrakturtest durchgefiihrt. Dabei wurde bei
einem vermeintlichen MHS-Tier eine heterozygote Veranlagung fur das ,porcine
stress syndrom“ festgestellt, so dass dieses Tier von der Auswertung ausge-
schlossen wurde.

Im Folgenden werden die Tiere gemal’ der Zuordnung zu der Gruppe der Anla-
getrager mit MHS bzw. der Gruppe der Nicht-Anlagetrager mit MHN bezeichnet

und gemanR der Reihenfolge der Untersuchung durchnummeriert.
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Die Versuchsdurchfihrung wurde gemé&lR des Tierversuchsantrages vom
21.06.99 durch die Ethikkommission der Universitat Wirzburg geprtft und ge-

nehmigt.

2.2 Triggersubstanzen

Zur Stimulation mit Halothan wurden unmittelbar vor Versuchsbeginn 22,5 ml
Lipofundin 20% (Braun, Melsungen, Deutschland) mit 2,5 ml des lipophilen Ha-
lothans (Fluothane, AstraZeneca, Wedel, Deutschland) in einem gasdichten
Glaskolben gemischt.

Die verwendete Koffeinlésung wurde fir die Versuche in der Apotheke der Uni-
versitat Wirzburg hergestellt. Kristallines Koffein wurde in Ringer (Ringer-
Infusionslosung, Braun, Melsungen, Deutschland) gel6st, so dass eine 80 mM
Stammlosung hergestellt und unter Ultrafiltration in 50 ml Flaschen abgefillt
wurde. Alle weiteren Konzentrationen wurden durch Verdiinnung mit Ringerl6-

sung aus der Stammlésung erzielt.

2.3 Mikrodialysesonden und Pumpen

In den Versuchen wurde die Sonde MAB 7.80.10 (Microtech/se AB, Stockholm,
Schweden) verwendet. Sie besitzt eine PES Membran mit einem molekularen
Cut-off von 15 kD. Die Lange des Schaftes betragt dabei 80 mm, die der Memb-
ran 10 mm. Der Schaft der Sonde hat einen Auf3endurchmesser von 0,5 mm
und die Membran von 0,6 mm. Der zufihrende Schlauch (rot, FEP), sowie der
ableitende Schlauch (durchsichtig, FEP) haben eine Lange von 20 cm. Das Tot-
raumvolumen liegt bei 13,6 pl.

Die invitro Recovery fur Laktat bei der verwendeten Perfusionsgeschwindigkeit
von 1pul/min wurde mit 70-80% ermittelt. Die Recovery wurde in regelméafiigen
Absténden kontrolliert und ein Austausch bei einer Minderung von mehr als 5%

vorgenommen.
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Nach jedem Versuchsende wurden die Sonden in ein Gefal3 mit sterilem Aqua
dest. gegeben, bei einer Geschwindigkeit von 10 pl/min mit Aqua dest. fur min-
destens 30 min. gespult und bis zum nachsten Versuch aufbewahrt. Jede Mik-
rodialysesonde wurde beschriftet und immer fir den gleichen Versuchsaufbau
(Kontrolle, Koffein, Halothan-Messung, Halothan-Applikation) verwendet.

Die Perfusion erfolgt durch eine Mikrodialysepumpe (PHD 2000—Programmable
Syringe Pump, Harvard Apparatures, Holliston, MA, USA) mit vier Platzen fur
1 ml Spritzen (Pump Syringe. Becton Dickensen, Heidelberg, Deutschland). Die
Mikrodialysespritzen wurden ebenfalls entsprechend ihrem Inhalt beschriftet,
nach Versuchsende mit Aqua dest. gespult und anschlieRend bei 121°C sterili-
siert.

Als Perfusionslosung wurde Ringer-Lésung (Ringer-Infusionslosung, Braun,
Melsungen, Deutschland) gewahlt.

Zur Applikation der Koffeinlosung wurde ein sterilisiertes PE10-Schlauchchen
(2 0,2 mm I.D) (Hartenstein Laborversand, Wirzburg, Deutschland) mit einem
Gesamttotraum von 20 ul verwendet. Der Schlauch wurde so an der Mikrodialy-
sesonde befestigt, dass das Ende in der Mitte der Membran lag.

Die Konnektion erfolgte mit Schlauch-Adaptern (CMA, Microdialysis AB, Solna,
Schweden).

In den Muskel wurden die Sonden tber Venenverweilkanilen von 14 bis 16 G
(Abbott Laboratories, lllinois, USA) eingebracht.

2.4 Laktat-Analyse

Das gewonnene Dialysat wurde direkt im Anschluss an den Versuch mit einem
Spektrophotometer (HP 8453-UV-Visible Hewlett Packard, Waldbronn,
Deutschland) auf seine Laktatkonzentration untersucht.

Mit Standardlésungen der Laktatkonzentration 4.44, 8.88 und 13.32 mmol/l
(Sigma Chemicals Katalog-Nr. 753-11, Deisenhofen, Deutschland) wurde bei
einer Wellenlange von 540 nm eine Eichgerade generiert. Zur Bestimmung der
Laktatkonzentration im Dialysat wurde ein Laktat-Reagenz (Sigma Chemicals

Katalog-Nr. 753-10, Deisenhofen, Deutschland) verwendet, welches unter en-
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zymatischer Umwandlung von Milchsaure zur Kondensierung der Vorstufen
eines Farbkomplexes fuhrt, dessen Absorptionsmaximum bei 540 nm liegt. Die
Extinktion und somit die Ermittlung der Laktatkonzentration ist bis zu einer Kon-
zentration von 13.32 mmol/l direkt proportional.

Zur Analyse wurden vier Quarzkristallkiivetten mit einer Schichtdicke von 10mm
verwendet. Zunachst wurde das Photometer gegen destilliertes Wasser abge-
glichen. AnschlieBend wurde die gleiche Klvette mit 1ml der Reaktionslésung
beflllt und deren Absorption gegen Aqua ad injectabila (Baxter, Unterschleil3-
heim, Deutschland) bestimmt. Betrug diese weniger als 0.08, erfolgte ein Ab-
gleich des Photometers gegen die Reaktionslosung.

Danach wurde zu 1 ml Reaktionslosung 10 pl Dialysat zugegeben. Nach
Durchmischung, einer 10-minttigen Inkubation unter Lichtabschluss, erfolgte

die photometrische Bestimmung der Laktatkonzentration.

2.5 Gasanalyse von pH und pCO,

In den Versuchen wurde die Sonde Paratrend® 77 (MPS7004S) (Diametrics
Medical Inc., High Wycombe, Buckinghamshire, HP13 5RE, England) zur konti-
nuierlichen Messung des Gewebe-pO,, -pCO, und -pH verwendet. Der Messbe-
reich an der Spitze der Sonde ist 23 mm lang und hat einen maximalen Durch-
messer von 0,5 mm. Die Messbereiche erstrecken sich fur den pH-Wert von 6.8
bis 7.8, fur den pCO,-Wert von 10 bis 160 mmHg und fur den pO,-Wert von 20
bis 500 mmHg.

Vor dem Einsatz der Sonde erfolgte eine automatisierte Kalibrierung zur Ermitt-
lung des individuellen Ansprechverhaltens durch Begasung mit bekannten CO,-
und O, - Konzentrationen.

Bei mehrmaliger Verwendung erfolgte eine Desinfektion mit 80%igem Alkohol
und Aufbewahrung in 0,9 %iger NaCl-L6sung. Da die Sonde zudem bei lange-
rem Gebrauch eine Drift aufweist, wurde ein manueller Abgleich auf physiologi-

sche Werte von 45 mmHg pCO,, 70 mmHg pO, und 7.4 pH durchgefihrt.
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Parallel zur Paratrend®-Sonde wurde ein PE10-Schlauch (& 0,2 mm I.D, Tot-
raum 20 pl) so befestigt, dass sich das Ende des Zuspritzkanals in der Mitte der

Messmembran befand (~ 10 mm von der Spitze der Sonde).

2.6 Versuchsdurchfuhrung

2.6.1 Prédmedikation und Narkose

Die Pramedikation wurde gewichtsadaptiert mit Azaperon 3 mg/kg, Ketamin 3-5
mg/kg und Midazolam 0,15 mg/kg Uber eine Butterfly-Kanule als i.m. Injektion
durchgefuhrt. Das Tier wurde hierdurch innerhalb von 5 — 10 min sediert und
bekam einen intravendsen Katheter in eine Ohrvene gelegt. Nach Transport in
den Grof3tier-Op wurde die Narkose mit einer Bolusgabe von 4 — 5 mg/kg/KG
Propofol eingeleitet. Das Schwein wurde daraufhin intubiert und mit einem
Lachgas / Sauerstoffgemisch von 3 I/min bei einem FiO;, von 0.3 beatmet. Der
endtidale pCO, wurde auf 35 mmHg eingestellt und tber einen pO, von >90
mmHg eine ausreichende Oxygenierung gewabhrleistet. Intraoperativ wurde
Flussigkeit in Form von 6 — 8 ml/kg/KG/h Ringer-Laktat-Losung zugefuhrt. Die
Korpertemperatur wurde durch eine Infrarotlampe und eine Warmedecke im
Normbereich gehalten. Uber einen Propofol-Perfusor wurde die Narkose in ei-
ner Dosierung von 0,2 - 0,3 mg/kg/KG/min aufrechterhalten und bei Bedarf
durch Bolusinjektionen von 30 - 60 pg/kg/KG Alfentanil erganzt. Zur Beendi-
gung der Narkose wurde die kontinuierliche Propofolzufuhr gestoppt und gege-
benenfalls eine Antagonisierung des Alfentanils mit 0,1 - 0,4 mg Naloxon
durchgefuhrt. Dieses Vorgehen wurde je Tier 6-mal im Abstand von 1-3 Tagen

wiederholt.
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2.6.2 Systemische Parameter und Monitoring

Im Rahmen der Narkose wurde ein komplettes Monitoring der Versuchstiere
durchgefiihrt. Die Messwerte wurden in 5-mindtigen Intervallen in einem Ver-
suchsprotokoll notiert bzw. tUber einen Computer kontinuierlich erfasst. Die
Uberwachung der Kérperfunktionen beinhaltete die Messung der Korpertempe-
ratur, EKG-Ableitung, Pulsoxymetrie, Kapnographie, sowie die Messung des
arteriellen Mitteldrucks Uber einen arteriellen Zugang in der A. saphena. Uber
diesen Zugang erfolgten sowohl vor, als auch nach jedem Versuch Blutabnah-
men. Im Serum der Versuchstiere wurde insbesondere Wert auf die Bestim-
mung der CK, sowie des Laktatspiegels gelegt. Daneben wurde zu Beginn und

nach Ende des Protokolls eine arterielle Blutgasanalyse durchgefuhrt.

2.6.3 Versuchsanordnung und Versuchsprotokolle

Die Versuchstiere wurden auf dem Rlcken gelagert und zur Vermeidung von
einer Dislokation der Messsonden an Vorder- und Hinterlaufen fixiert.

Es wurden jeweils die Mikrodialyse-Kontrollsonde und die Mikrodialyse-Koffein-
Sonde auf einer, die Mikrodialyse-Halothan-Sonde und die Paratrend®-Sonde
auf der kontralateralen Seite eingebracht. Die Seiten wurden bei aufeinander
folgenden Versuchen gewechselt. Der Abstand zwischen den Sonden betrug

mehr als 4 cm zur Vermeidung einer gegenseitigen Beeinflussung.

2.6.3.1 Laktat-Mikrodialyse: Kontrollsonde

Nach Desinfektion des Versuchsgebiets wurde lber eine 16G Kantle die Kon-
trollsonde in die Adduktorenmuskulatur eingebracht. Die Kanile wurde darauf-
hin zurtickgezogen, so dass die Mikrodialysemembran mit der ganzen Lange im
Muskel zum Liegen kam.

Nach Konnektion an die Mikrodialysepumpe und einer Aquilibrierungsphase

von mindestens 30 min wurde mit dem Sammeln der Proben begonnen. Es
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wurde mit einer Perfusionsgeschwindigkeit von 1 pl/min und einem Sammel-
intervall von 15 min gearbeitet.

Die Kontrollsonde lieferte zeitgleiche Basiswerte ohne Stimulation sowohl fur
die Koffein- als auch fiir die Halothan-Mikrodialysesonden.

Ringer Ringer
s 4
(1 pl/min) Laktat

Abb. 2-1: Schematische Darstellung der Mikrodialyse-Kontrollsonde.

Das unter Ruhebedingung im Muskel gebildete Laktat wird Gber die Mik-
rodialysesonde herausdialysiert.
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2.6.3.2 Laktat-Mikrodialyse: Halothanmesssonde

Die Halothan-Messsonde wurde mit der Applikationssonde am Schaft verbun-
den und Uber eine 14G Kanile gemafld dem vorbeschriebenen Procedere ge-

meinsam in die Adduktorenmuskulatur eingebracht.

2.6.3.2.1 Halothan 10% in Fettemulsion

Ringer Lipofundin
: —= <= -+
(1 pl/min ) Halothan
Ringer
+ — — Lipofundin
Laktat

e
Sl
a5 || A
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Abb. 2-2: Schematische Darstellung des Mikrodialyse - Versuchsaufbaus zur
Stimulation mit in Lipofundin geléstem Halothan, welches lber die Stimulati-
onssonde (blau) in den Muskel diffundiert. Das im Muskel gebildete Laktat wird

Uber die Messsonde (rot) herausdialysiert.



Das Protokoll wurde in unveranderter Form in allen Versuchen der Tiere MHS
1-4 und MHN 1-3 angewandt.

Mittels einer Mikrodialysesonde wird in Fettlosung befindliches Halothan in das
Muskelgewebe transportiert. Uber die Membran kann Halothan in den Muskel
diffundieren und so als Trigger in unmittelbarer Nahe der Applikationssonde
wirken. Um dem Abdiffundieren des Halothans in das Gewebe Rechnung zu
tragen, wurde die Stimulationssonde mit der Halothan-Fettlosung perfundiert.
Auf Grund der Gewebeeigenschaften ist von einem Diffusionsradius von weni-
ger als 2 cm auszugehen.

Nach Einbringen der Sonden wurde zunéchst nur die Halothan-Messsonde mit
Ringerlosung bei einer Geschwindigkeit von 1 pl/min perfundiert. Nach Aqui-
librierung wurden 2 Ruhewerte gemessen. Unmittelbar vor Beginn der Stimula-
tion wurde die Halothan-Fett-Loésung in eine Mikrodialysespritze aufgezogen
und die Halothan-Stimulationssonde mit einer konstanten Geschwindigkeit von
5 wl/min perfundiert. Das Dialysat der Halothan-Messsonde unter Stimulation

wurde Uber mindestens 90 min (6 Sammelintervalle) aufgefangen.

2.6.3.3 Laktat-Mikrodialyse: Koffeinmesssonde

Uber eine 16 G Kaniile wurde die Koffein-Messsonde mit Injektionsschlauch in

die Adduktorenmuskulatur der Versuchstiere eingebracht.

2.6.3.3.1 Vorversuch 1: Injektion verschiedener Volumina von Koffein 20 mM

Dieses Protokoll wurde bei den Schweinen MHS 1 (Versuch 1-3) und MHS 2
(Versuch 2-3) angewandt. Bei diesem ersten Koffeinprotokoll wurde eine Dosie-

rung Uber die Menge an appliziertem 20 mM Koffein erreicht.
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Abb. 2-3: Schematische Darstellung des Mikrodialyse-Versuchsaufbaus zur
Stimulation mit Koffein, welches Uber einen an der Messsonde (rot) befestig-

ten PE-Schlauch in den Muskel gespritzt wird.

Die Mikrodialysesonde wurde dabei mit 20 mM Koffeinlésung bei einer Ge-
schwindigkeit von 1 ul/min perfundiert, um ein Auswaschen bzw. eine Ruckdif-
fusion des zugespritzten Koffeins zu verhindern. Aus vorangegangenen Arbei-
ten an Ratten war bekannt, dass es hierdurch nicht zu einer ausreichenden Dif-
fusion von Koffein in den Muskel kommt, um einen Effekt zu erzielen.

Nach Aquilibrierungsphase und Ermittlung von 2 Ruhelaktatwerte wurde mit der
Stimulation begonnen. Die Applikation des Koffeins erfolgte durch eine Mikro-
dialysepumpe mit einer konstanten Geschwindigkeit von 100 pl/min. Im ersten
Bolus wurde 50 pl (+20 pl Totraum) 20 mM Koffein zugegeben und das Dialysat
der Koffeinmesssonde Uber 2 Messintervalle gesammelt. Der zweite Bolus um-
fasste 100 pl, der dritte 200 ul und der vierte 400 pl 20 mM Koffein. Diese wur-
den in analoger Weise appliziert und anschliel3end jeweils 2 Mikrodialysepro-

ben gesammelt.
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2.6.3.3.2 Vorversuch 2: Injektion verschiedener Volumina von Koffein 80 mM

Analog zum ersten Protokoll wurde die Mikrodialysesonde mit 80 mM Koffein in
Ringerldsung und mit 1 pl/min perfundiert.

Nach Aquilibrierung und Ermittlung von 2 Ruhewerten wurde tber den PE10
Schlauch mittels einer Mikrodialysepumpe und einer Geschwindigkeit von 100
pl/min Boli von 50 pl, 100 pl, 200 pl und 400 pl 80 mM Koffein in den Muskel
injiziert. Nach jedem Bolus wurde das Dialysat Uber 2 Messintervalle aufgefan-
gen.

2.6.3.3.3 Hauptversuch: Injektion verschiedener Konzentrationen von 100

Koffein

Das Protokoll der Hauptversuche der Mikrodialysemessung unter Koffeinstimu-
lation wurde bei den Versuchstieren MHS 3 (Versuch 1-6), MHS 4 (Versuch 1-
6), MHN 1 (Versuch 1-6), MHN 2 (Versuch 1-6) und MHN 3 (Versuch 1-6) an-
gewandt.

Die Dosierung erfolgte tUber die Konzentration des zugespritzten Koffeins bei
einem konstanten Bolusvolumen von 100 pl.

Nach Einbringen der Koffein-Mikrodialysesonde wurde diese zunachst mit
Ringerldsung perfundiert, um eine Reaktion durch aus der Perfusionsflissigkeit
diffundierendes Koffein zu vermeiden.

Nach Aquilibrierung und Ermittlung von 2 Ruhelaktatwerten wurde die Perfusion
der Koffein-Mikrodialysesonde auf 80 mM Koffein umgestellt, um eine Ruckdif-
fusion des zugespritzten Koffeins zu verhindern. Zeitgleich wurde manuell der
erste Bolus von 100 pl Koffein 10 mM Uber den PE10 Schlauch appliziert. In
analoger Weise wurden beim zweiten Bolus 100 pl 20 mM und beim dritten 100
pl Koffein 40 mM zugespritzt. Im Anschluss an jede Bolusgabe wurde das Dia-

lysat der Koffeinmesssonde tiber 2 Sammelintervalle aufgefangen.
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2.6.3.4 Gewebe-pCO; und -pH unter Koffeinstimulation

Uber eine 16 G Venenverweilkaniile wurde die Paratrend®-Sonde in die Adduk-
torenmuskulatur eingebracht, so dass sich die Sonde mit der ganzen Lénge der
Messmembran sicher im Muskel befand. Das Gebiet tber dem Versuchsmuskel
wurde mit einem Tuch abgedeckt, um Stérungen der photometrischen Messung
zu vermeiden. Es schloss sich eine Aquilibrierungsphase von 30-45 min an, bis
die Sonde Uber 10 min konstante Werte lieferte. Danach wurde mit den jeweili-
gen Versuchsprotokollen begonnen. Die gemessenen Daten fir pH, pCO,, pO;
und Temperatur, sowie die durch das Patientenmodul errechneten Werte fur
HCO3, BE und O,-Sattigung, wurden Uber einen Computer in 1-minttigen
Intervallen erfasst. Aufgezeichnet wurden die Original-Werte und die Werte

nach manueller Kalibrierung der Sonde.

Abb. 2-4: Schematische Darstellung der Gewebepartialdruckmessung. Kof-
fein wird Uber einen an der Messsonde befestigten PE10-Schlauch in den

Muskel eingebracht.



2.6.3.4.1 Vorversuch: Injektion verschiedener Volumina von Koffein 20 mM

Das erste Protokoll fir die Applikation von Koffein an die Paratrend®-Sonde
wurde lediglich bei den Versuchstieren MHS 1 (Versuch 1-6) und MHS 2 (Ver-
such 2-6) verwendet. Die Dosierung erfolgte dabei tUber eine stufenweise Stei-
gerung des Volumens an zugegebenem 20 mM Kaoffein.

Nach Aquilibrierung und Messung konstanter Werte tiber 10 min, wurde 20 mM
Koffein im Abstand von 30 min mit 50, 100, 200 und 400 pl mit einer Geschwin-
digkeit von 100 pl/min injiziert.

2.6.3.4.2 Hauptversuch: Injektion verschiedener Konzentrationen von 100 i

Koffein

Das zweite Protokoll wurde bei den Versuchstieren MHS 3 (Versuchl-6), MHS
4 (Versuch 2-5), MHN 1 (Versuch 2-6), MHN 2 (Versuch 1-6) und MHN 3 (Ver-
such 1-6) angewandt. Die Dosierung erfolgte dabei durch eine stufenweise
Steigerung der Koffein-Konzentration bei konstantem Bolusvolumen.

Nach Einbringen der Paratrend®-Sonde und Aquilibrierung erfolgte ein manuel-
ler Abgleich der pH- und pCO,-Messwerte. Danach wurden nochmals fir
10 min konstante Ausgangsbedingungen dokumentiert.

Im Abstand von 30 min wurden jeweils 100 pl mit Koffeinkonzentrationen von 2,

5, 10 und 20 mM manuell appliziert.

2.6.4 Auslosen einer MH-Krise

Am Ende jeder Versuchsserie wurde im Anschluss an den 6. Versuch eine MH-
Krise induziert. Dieses Vorgehen wurde sowohl auf die Gruppe der MHS- als
auch die der MHN-Tiere angewandt. Es sollten systemische und lokale Veran-
derungen einer generalisierten MH-Reaktion im zeitlichen Zusammenhang dar-

gestellt werden.
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In der ersten und zweiten Serie mit den Tieren MHS 1, MHS 2 und MHN 1,
wurde zunachst ein geeignetes Protokoll mit unterschiedlichen Halothankon-
zentrationen sowie Steigerungsintervallen erarbeitet.

Das resultierende Protokoll wurde einheitlich zur Durchfiihrung der MH-Krise
bei den Tieren MHS 3, MHS 4, MHN 2 und MHN 3 angewandt und ausgewer-
tet. Nach Einbringen und Aquilibrierung der Kontroll-Mikrodialysesonde wurden
Proben bei einer Perfusionsgeschwindigkeit von 2 pl/min und einem Sammel-
intervall von 7,5 min gewonnen. Die Paratrend®-Sonde wurde ebenfalls neu
eingelegt, aquilibriert und abgeglichen. Es wurden die Werte fir Temperatur,
Herzfrequenz, arterieller Mitteldruck, O,-Sattigung sowie endexspiratorisches
CO; in 5-minutigen Intervallen notiert. In 15-minltigen Intervallen erfolgten
Blutentnahmen zur Bestimmung der CK, des Laktats sowie zur Blutgasanalyse.
Zu Beginn der MH-Krisen wurde die Narkose von der kontinuierlichen i.v. Pro-
pofol- auf eine Halothan-Inhalations-Narkose umgestellt und eine endexspirato-
rische Halothankonzentration von 0,5 Vol% angestrebt. Die endexspiratorische
Halothankonzentration wurde im Folgenden alle 30 min um 0,5 Vol% gesteigert.
15 min nach Beginn des Versuches wurde in 15-minttigen Intervallen Succinyl-
cholin in einer Dosierung von 3 mg/kg/KG injiziert.

Bei MHS-Tieren wurde diese Steigerung bis zum Eintritt einer manifesten MH-
Krise durchgefiihrt. Bei den MHN-Tieren wurde bis zu einer endexspiratiori-
schen Halothankonzentration von 1,5%, welche tuber 30 min aufrechterhalten
wurde, gesteigert.

Im Anschluss wurden die Tiere durch eine i.v.-Injektion eines Lokalanastheti-

kums und Barbiturates getotet.

2.6.5 Histologische Auswertung

Zur Abschéatzung des Ausmalles der zellularen Schadigung durch die Applikati-
on von Triggersubstanzen direkt in den Muskel, wurde nach Beendigung der
Versuchsserie eine histologische Untersuchung zur Beurteilung der Invasivitét

des Verfahrens sowie der Schadigung des Versuchsmuskels durchgefihrt.
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Zur Markierung wurden kleinste Mengen Tusche unterschiedlicher Farbe, ent-
sprechend der jeweiligen Sonde, Uber die Fuhrungskanile in den Muskel inji-
ziert. Nach Abschluss der einzelnen Serie wurden die Versuchsmuskeln auf
beiden Seiten en bloc reseziert, in Formalin fixiert und zur Begutachtung in das
pathologische Institut der Universitat Wirzburg verbracht.

Bei der Aufarbeitung der Préaparate zeigte sich, dass die Tusche relativ weit im
Muskel verlaufen war und eine Zuordnung einzelner Muskelstellen zu einem
Protokoll nur bedingt mdglich war. Sicher zu identifizierende Injektionsstellen
wurden in Paraffin gebettet, geschnitten, HE-gefarbt und in Zusammenarbeit mit
dem Institut fir Neuropathologie beurteilt. Durch dieses Vorgehen konnten zu-
mindest globale Aussagen Uber die im Rahmen der Versuche eingetretenen

Muskelschadigungen getroffen werden.

2.6.6 Auswertung und Darstellung der Ergebnisse

Auf Grund der geringen Fallzahl unabhangiger Versuche in dieser Pilotstudie
wurde auf eine statistische Analyse verzichtet. Die Ergebnisse jedes Versuches
werden einzeln dargestellt und diskutiert. Die Werte werden, sofern nicht an-
ders indiziert, als Median mit der Interquartilenspanne (25% - 75% Median) als

Streuungsparameter angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Laktat-Mikrodialyse unter Halothan-Stimulation
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Abb. 3-1: Mittels Mikrodialyse ermittelte intramuskuléare Laktatkonzentratio-
nen mit und ohne Stimulation mit Halothan 10 Vol% geldst in Sojabohnendl
bei MHS- (oben) und MHN-Tieren (unten).
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Fir die Versuche der MHS - Tiere ergaben sich in diesem Versuchsprotokoll
Ruhelaktatwerte von 1.4 - 3.2 mmol/l. Unter Applikation von Halothan tUber die
Stimulationssonde konnte bei Tieren mit Veranlagung fur das ,porcine-stress-
syndrom“ nach 60 min ein Maximum von 3.1 - 6.8 mmol/l ermittelt werden. Bis
zum Ende des Versuches unter fortdauernder Stimulation fielen die Laktatspie-
gel im Muskel wieder auf Werte von 1.3 - 2.5 mmol/l. Die ermittelten Laktatwer-
te ohne Stimulation schwankten in der Gruppe der Anlagetrager zwischen 1.3 -
1.9 mmol/l.

Die Uber die Halothan-Messsonde ermittelten Basalwerte der MHN-Tiere lagen
bei 0.9 - 1.8 mmol/l. Unter Stimulation mit Halothan stieg der mediane Laktat-
spiegel im Sinne eines Maximums nicht an. Die Werte schwankten dabei in der
Gruppe der Nicht-Anlagetrager zwischen 0.8 - 2.3 mmol/l. Uber die Kontrollson-
de wurden zeitgleich Werte ermittelt, welche von 1.0 - 1.6 mmol/l schwankten.

3.2 Laktat-Mikrodialyse unter Koffein-Stimulation

3.2.1 Vorversuch 1: Injektion von Koffein 20 mM mit 50, 100, 200 und 400 ul

Dieses Protokoll wurde bei den Schweinen MHS 1 (Versuch 1-3) und MHS 2
(Versuch 2 und 3) angewandt.

Unter Stimulation konnte bei Ausgangslaktatwerten zwischen 0.6 - 1.7 mmol/l in
3 Versuchen ein Anstieg der Laktatkonzentration auf Werte zwischen 3.9 - 4.5
mmol/l nach 60 bzw. 75 min gesehen werden. Im Anschluss fielen die Werte
trotz weiterer Bolusapplikation auf das Ausgangsniveau ab.

Die korrespondierenden Kontrollwerte lagen zwischen 0.6 - 2.0 mmol/l.
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3.2.2 Vorversuch 2: Injektion von 80 mM Koffein mit 50, 100, 200 und 400 ul

Dieses Protokoll wurde bei den Tieren MHS 1 (Versuch 4-6) und MHS 2 (Ver-
such 4-6) eingesetzt.

Nach Aquilibrierung auf Laktatwerte zwischen 1.2 — 2.2 mmol/l konnte in 4 Ver-
suchen nach 60 min ein Maximum zwischen 3.7 und 10.2 mmol/l mit anschlie-
Rendem Abfall auf das Ausgangsniveau unter weiterer Bolusgabe gesehen
werden. Bei 2 Versuchen fehlte ein Laktatanstieg. Die Ruhewerte schwankten

zwischen 0.7 und 2.5 mmol/l.

3.2.3 Hauptversuch: Injektion von 100 pl Koffein mit 10, 20 und 40 mM

Nach zwei Ruhewerten bei 15 und 30 min wurden jeweils 100 ul Koffein-Boli in
ansteigender Konzentration von 10 mM (30min), 20 mM (60 min) und 40 mM
(90 min) injiziert. Dieses Protokoll wurde bei den Tieren MHS 3 (Versuch 1-6),
MHS 4 (Versuch 1-6), MHN 1 (Versuch 2-6), MHN 2 (Versuch 1-6) und MHN 3
(Versuch 1-6) angewandt.

Fur die Tiere MHS 3 und MHS 4 ergaben sich Ausgangswerte ausgehend zwi-
schen 2.3 — 4.0 mmol/l. In den Versuchen MHN 3 fand sich kein eindeutiges
Maximum, wohingegen in den Versuchen MHN 4 ausgehend von 2.4 mmol/l
(30 min) kleinere Maxima von 2.9 mmol/l (60 min), 2.8 mmol/l (90 min) und 2.8
mmol/l (120 min) festgestellt werden konnten. Dazwischen fiel die Laktatkon-
zentration auf Werte von 2.3 mmol/l (75 min) und 2.1 mmol/l (105 min). Die Me-
diane der Kontrollwerte schwankten zwischen 1.3-1.9 mmol/l.

Die Ruhelaktatwerte der Versuchstiere MHN 1, MHN 2 und MHN3 &quilibrierten
Uber die Koffein-Sonde auf Werte von 0.8 — 1.2 mmol/l. Sie schwankten dabei
unter Stimulation mit Koffein zwischen 0.6 — 1.4 mmol/l und lagen im Bereich

der Uber die Kontrollsonde gemessenen Laktatwerte von 1.1— 1.6 mmol/l.
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Abb. 3-2: Mittels Mikrodialyse ermittelte intramuskuléare Laktatkonzentratio-
nen mit und ohne Stimulation mit 100 pl Koffein steigender Konzentration
(10 mM, 20 mM, 40 mM) bei MHS- (oben) und MHN-Tieren (unten).
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3.3 Gewebe - pH und pCO,unter Koffein-Stimulation

3.3.1 Vorversuch: Injektion von 20 mM Koffein mit 50, 100, 200 und 400 ul
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Abb. 3-3: Mittels Gewebe-pH-Messung ermittelter intramuskulérer pH-Verlauf bei

zwei MHS-Tieren nach Applikation von Koffein 20 mM ansteigender Volumina (50 pl

[oben links], 100 pl [oben rechts], 200 pl [unten links], 400 ul [unten rechts])
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Bei der Betrachtung der pH-Werte zeigte sich nach dem initialen Bolus von 50
ul Koffein 20 mM ein ausgepragter Abfall des Gewebe-pH-Wertes auf minimale
Werte von 6.81 bzw. 6.68 jeweils 8 min nach Injektion, ohne vollstandige Nor-
malisierung nach 30 min. Die folgenden Applikationen von 100 pl, 200 pl und
400 pl Koffein 20 mM zeigten zwar ebenfalls ein Absinken des Gewebe-pH-
Wertes, welcher mit steigendem Volumen geringer wurde (Minima 100 pl: 6.94
bzw. 6.82, 200 pl: 7.08 bzw. 6.99 und 400 pl: 7.04 bzw. 7.07). Dartber hinaus
zeigte sich mit steigendem Bolusvolumen eine zunehmende Normalisierung der

Gewebe-pH-Werte am Ende des Messintervalls.

3.3.1.2 pCO,

Die pCO,-Werte zeigten ein ahnliches Verhalten wie die pH-Werte. Nach der
Applikation des ersten Bolus mit 50 ul Koffein 20 mM fand sich ein deutlicher
Anstieg des Gewebe-pCO, bei medianen Ausgangswerten von 60.5mmHg bzw.
58.8mmHg auf 109.5 mmHg bzw. 106.7 mmHg 6 min nach Injektion. Auch hier
kam es nicht zu einer vollstandigen Normalisierung des Gewebe-pCO, am En-
de des 30minutigen Messintervalls. Unter der Applikation steigender Bolusvo-
lumina des 20 mM Koffeins zeigte sich ein geringerer Anstieg des Gewebe-
pCO, Uber den Ausgangswert (Maxima 100 ul: 79.8 mmHg bzw. 81.1 mmHg,
200 pl: 64.7 mmHg bzw. 65.7 mmHg, 400 pul: 64.7 mmHg bzw. 65.7 mmHg).
Daneben kommt es mit zunehmendem Volumen des Bolus zu einem starkeren
initalem Abfall des pCO, nach Applikation (50 ul: 42.7 mmHg bzw. 56.4 mmHg,
100 pl: 39.8 mmHg bzw. 37.4 mmHg, 200 pl: 23.0 mmHg bzw. 27.4 mmHg, 400
pl: 13.4 mmHg bzw.17.0 mmHg).
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Abb. 3-4. Mittels Gewebe-pCO,-Messung ermittelter intramuskularer pCO,-Verlauf
bei zwei MHS-Tieren nach Applikation von Koffein 20 mM ansteigender Volumina
(50 ul [oben links], 100 ul [oben rechts], 200 ul [unten links], 400 ul [unten rechts]).
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3.3.2 Hauptversuch: Injektion von 100 uyl Koffein mit 2, 5, 10 und 20 mM
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Abb. 3-5: Mittels Gewebe-pH-Messung ermittelter intramuskularer pH-Verlauf bei
MHS (rot) —und MHN (blau) - Tieren nach Applikation von 100 pl Koffein ansteigender
Konzentration (2 mM [oben links], 5 mM [oben rechts], 10 mM [unten links], 20 mM

[unten rechts]).
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Die Messung des Gewebe-pH unter diesem Protokoll zeigt, dass in der Gruppe
der MHS-Tiere (MHS 3 und MHS 4) mit steigender Koffeinkonzentration ein
zunehmender Abfall der pH-Werte zu beobachten ist (2 mM: 7.15 bzw. 7.21, 5
mM: 7.11 bzw. 7.08, 10 mM: 7.04 bzw. 7.03, 20 mM: 6.99 bzw. 7.08). Die mini-
malen pH-Werte werden dabei zwischen 3 und 5 min nach Applikation des Bo-
lus gemessen. Abhangig vom Ausmal des pH-Abfalls dauert es langer, bis sich
der Gewebe-pH normalisiert. Die Ausgangswerte werden jedoch am Ende des
Messintervalls von 30 min wieder erreicht.

In der Gruppe der MHN-Tiere (MHN 2 und MHN 3) konnte mit ansteigender
Konzentration des Koffeinbolus kein zunehmender Abfall der medianen Werte
fur den Gewebe-pH beobachtet werden (2 mM: 7.20 bzw. 7.19, 5 mM: 7.17
bzw. 7.21, 10 mM: 7.20 bzw. 7.25, 20 mM: 7.22 bzw. 7.28).

3.3.2.2 pCO,

In der Gruppe der MHS-Tiere zeigte sich, dass ab einer Koffein-Dosierung von
5mM bei konstantem Bolusvolumen von 100 ul ein zunehmender Anstieg des
Gewebe-pCO, Uber das Ausgangsniveau mit Erreichen eines Maximums zu
beobachten ist (5 mM: 49.4 mmHg bzw. 52.2 mmHg, 10 mM: 58.1 mmHg bzw.
54.4 mmHg, 20 mM: 64.1 bzw. 65.3 mmHg). Der maximale Wert wurde mit je-
dem Bolus friher erreicht (5 mM: 12 bzw. 15 min, 10 mM: 8 bzw. 12 min, 20
mM: 9 bwz. 7 min). Der Gewebe-pCO, normalisiert sich mit zunehmender Kon-
zentration des Koffeinbolus am Ende des 30minitigen Messintervalls immer
unvollstandiger. Nach Gabe des 2 mM Koffeinbolus konnte kein Anstieg des
pCO, Uber das Ausgangsniveau festgestellt werden.

Die Werte der MHN-Tiere (MHN 2 und MHN 3) erbrachten bei keiner Koffein-
konzentration einen Anstieg des Gewebe-pCO, lUber das Ausgangsniveau.
Sowohl in der Gruppe der MHS- als auch der MHN-Tiere konnte 1 - 2 min nach
Applikation des Bolus ein Abfall des pCO, auf Werte zwischen 26.2 — 37.6 bzw.
25.4 — 30.8 mmHg registriert werden.
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Abb. 3-6: Mittels Gewebe-pCO,-Messung ermittelter intramuskularer pCO»-Verlauf
bei MHS (rot) — und MHN (blau) - Tieren nach Applikation von 100 pl Koffein ans-
teigender Konzentration (2 mM [oben links], 5 mM [oben rechts], 10 mM [unten

links], 20 mM [unten rechts]).
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3.4 Systemische, hamodynamische und metabolische Parameter

3.4.1 Herzfrequenz
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Abb. 3-7: Verlauf der medianen Herzfrequenzen in der Gruppe der
MHS- (rot) und der MHN-Tiere (blau).

Bei den MHS-Tieren (n=4) lag die Herzfrequenz zwischen 81 (1 min) und 73

Schlagen/min (110 min).
Die MHN-Tiere (n=3) zeigten sich deutlich tachykarder mit Herzfrequenzen zwi-
schen 114 (85 min) und 122 Schlagen/min (5 min).
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3.4.2 Mittlerer arterieller Druck

120

Mo

100 "““TT -.—T

iy

L L1 | —e—MHS(n=2)

—=MHN(n=2)

— '-I—__

T
NINAT

50

40
0 5 30 45 60 %5 90 05 120

Zeit (min)

Abb. 3-8: Verlauf der medianen Werte fur den arteriellen Mitteldruck
unter der Versuchsdurchfuhrung in der Gruppe der MHS- (rot) und
MHN-Tiere (blau).

Ausgehend von einem arteriellen Mitteldruck von 71 mmHg kam es in der
Gruppe der MHS-Tiere (n=2) zu einem leichten Abfall auf 65 mmHg.

Der arterielle Mitteldruck der MHN-Tiere stieg hingegen von 77 mmHg auf 91
mmHg an. Dazwischen wurden starkere Schwankungen gemessen, deren mi-

nimaler Wert bei 78 mmHg (85 min), der maximale bei 97 mmHg (65 min) lag.
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3.4.3 Creatinkinase im Serum
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Abb. 3-9: Mediane CK-Werte vor (links) und nach (rechts) Versuchsdurchfihrung an den
jeweiligen Versuchstagen in der Gruppe der MHS- und MHN-Tiere.

Nach einer Muskelschadigung kommt es ab 2 Stunden nach dem Ereignis zu
einem Anstieg der CK im Serum. Das Maximum wird in unterschiedlichen Un-
tersuchungen zwischen 24-48h> bzw. 48-72h>* angegeben, bevor die Werte im
Laufe von 3-5 Tagen wieder abfallen.

Bei den dargestellten Werten ist zu berticksichtigen, dass die Ergebnisse von
Tag 6 nur bedingt zu verwerten sind, da vor der Versuchsdurchfiithrung eine
Muskelbiopsie durchgefiihrt wurde. Auf Grund des Muskelschadens ist hier mit
erhohten CK-Werten zu rechnen gewesen.

Vor Beginn des Versuches wurde in der Gruppe der MHS-Tiere (n=4) an den
Tagen 1 bis 6 CK-Werte von 574 U/I, 775 U/l, 432 U/, 1760 U/, 1200 U/l und
2165 gemessen. Nach Beendigung des Versuches wurden CK-Werte von 517
U/l, 1630 U/, 786 U/l, 2510 U/l, 1475 U/l und 1523 U/l ermittelt. In der Differenz
vor und nach Versuchsdurchftihrung ergeben sich — 57 U/l, + 855 U/I, + 354 U/,
+ 750 U/l, +275 U/l und — 642 U/I.

In der Gruppe der MHN-Tiere (n=3) wurden vor Versuchsdurchfiihrung CK-
Werte von 559 U/I, 1090 U/I, 824 U/l, 711 U/l, 482 U/l und 1827 U/l ermittelt. Die
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Kontrolle nach Beendigung der Versuche ergab 1180 U/l, 873 U/l, 1110 U/,
1040 U/, 525 U/l und 1870 U/I. Dies entspricht Differenzen von + 621 U/l, - 217
U/l, + 286 U/l, + 329 U/l, + 43 U/l und + 44 UI.

3.4.4 Laktat im Serum
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Abb. 3-10: Vendse Laktatspiegel vor (rechts) und nach (links) Versuchsdurchfiihrung an
den jeweiligen Versuchstagen in der Gruppe der MHS- und MHN-Tiere.

Vor Beginn des jeweiligen Versuches wurde an den Tagen 1 bis 6 in der Grup-
pe der Anlagetrager (n=4) vendse Laktatspiegel zwischen 1.15 mmol/l und 3.30
mmol/l gemessen. Danach lagen die Werte zwischen 1.00 mmol/l und 1.90
mmol/l. Dies entspricht einer Differenz vor und nach Versuchsdurchfuhrung
zwischen - 0.15 mmol/l und - 1.55 mmol/l

In der Gruppe der MHN-Tiere (n=3) wurden vor Durchfihrung des Versuches
Laktatwerte in einem Bereich von 0.80 mmol/l und 1.60 mmol/l gemessen, wel-
che nach Abschluss der Versuche zwischen 1.00 mmol/l und 1.20 mmol/l lagen.

Hieraus ergeben sich Differenzwerte von — 0.40 mmol/l bis + 0.30 mmol/l.
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3.4.5 Arterielle Blutgasanalyse
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Abb. 3-11: Arterielle pH-Werte vor (links) und nach (rechts) Versuchsdurchfithrung in
der Gruppe MHS- und MHN-Tiere

Die arterielle Blutgasanalyse vor Versuchsbeginn ergab in der Gruppe der
MHS-Tiere (n=4) Blut-pH-Werte von 7.46 bis 7.52, welche nach Ende der Ver-
suche zwischen 7.47 und 7.52 lagen. Dies ergibt mediane Veranderungen im
Laufe des Versuches von —0.05 bis +0.04.

Die Gruppe der MHN-Tiere (n=3) wies arterielle Blut-pH-Werte zwischen 7.43
und 7.53 auf. Nach Abschluss der Versuche wurden Werte von 7.46 bis 7.51

mit entsprechenden Differenzen zwischen -0.05 und + 0.06 gemessen.

3.4.6 Korpertemperatur

Die Tiere wurden wahrend der Versuchsdurchfiihrung mittels Warmedecke und
Infrarotlampe vor einem Auskihlen geschitzt und die Kdrpertemperatur kon-
stant gehalten, so dass keine Aussage Uber den spontanen Temperaturverlauf
getroffen werden kann. Allerdings wurde vor allem bei den MHS-Tieren kein

Temperaturanstieg im Sinne einer generalisierten MH-Reaktion gesehen.
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3.5 Maligne-Hyperthermie-Krise
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Abb. 3-12: Temperaturverlauf der MHS- (rot) und MHN-Tiere (blau)
unter Triggerung einer MH-Krise durch Inhalationsnarkose mit Halo-

than (H) und Applikation von Succinylcholin (S).
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Abb. 3-13: Arterieller (links) und intramuskularer (rechts) pH-Wert nach Triggerung
einer MH-Reaktion mit Succinylcholin und Halothan bei MHS-(rot) und MHN-
Schweinen (blau) .
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Abb. 3-14: Arterieller (links) und lokaler (rechts) pCO, fur die MHS- (rot) bzw. MHN-
Tiere (blau) bei Ausldésung einer MH-Reaktion.
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Abb. 3-15: Vendse (links) und mittels Mikrodialyse im Muskel (rechts) bei einer Perfu-

sionsgeschwindigkeit von 2 ul ermittelte Laktatwerte fur die MHS- (rot) bzw. die MHN-

Tiere (blau) unter Triggerung einer MH-Reaktion.
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In der Gruppe der MHS-Tiere (MHS 3 und MHS 4) konnte mit einem persistie-
renden Muskelrigor unter einer endtidalen Halothankonzentration von 0,5 vol%
und nach Applikation des ersten 100mg Succinylcholin Bolus nach 15 min der
Beginn einer klinisch manifesten MH-Reaktion festgestellt werden. Unter Stei-
gerung der Halothankonzentration und Gabe von Succinylcholin kam es zu ei-
nem Anstieg der Kérpertemperatur auf maximal 41,4 bzw. 38,8°C. Parallel hier-
zu traten die erwarteten systemischen und lokalen Veranderungen der gemes-
senen Parameter ein. Im Rahmen des einsetzenden Hypermetabolismus mit
kombinierter metabolischer und respiratorischer Azidose kam es zu einem An-
stieg des Laktatspiegels auf 26.3 bzw. 29.6 mmol/l, des arteriellen pCO, auf
224.4 bzw. 161.8 mmHg und einem Abfall des arteriellen pH-Wertes auf 6.58
bzw. 6.64. Analoge Veranderungen ergaben die Messungen des lokalen Milieus
im Muskel. Der mittels Mikrodialyse gemessene Laktatspiegel stieg auf maximal
8.06 mmol/l bzw. 9.93 mmol/l an. Die pCO,-Messung erbrachte einen Anstieg
Uber den Messbereich der Sonde, bei einem Abfall der Gewebe-pH-Werte auf
6.61 bzw. 6.74.

Die MHN-Tiere (MHN 2 und MHN 3) zeigten unter Narkose mit Halothan und
Relaxation mit Succinylcholin weder einen Anstieg der Kdrpertemperatur noch
Veranderungen der systemischen bzw. lokalen Werte fir Laktat, pCO, und pH.
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3.6 Histologie

Die exemplarische makroskopische und histologische Untersuchung des unter-
suchten Skelettmuskels zeigte im Bereich der Injektionsstellen Muskelnekrosen
mit einem Durchmesser bis zu 2 cm. In Abhéngigkeit der repetitiven Injektionen
von Halothan und Koffein lagen frihe leukozytare Infiltrate neben alteren fibro-
histiozytaren Zellverbanden. Einzelne angulierte Fasern weisen auf einen Zell-

untergang hin.

Abb. 3-16: Makroskopisches und histologisches Préparat der Adduktorenmuskulatur des

Tieres MHS 4. Links sind mit Tinte markierte Injektionsstellen, rechts lymhpozytare und
fibrozytare Einwanderung sowie einzelne spiralige Verformung von Muskelfasern als

Zeichen der Nekrose dargestellt.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass unter lokaler Stimulation mit Halo-
than und unter maximaler Triggerung mit Koffein in der Gruppe der MHS-Tiere
ein Anstieg des intramuskularen Laktatspiegels messbar ist. Durch repetitive
Stimulation mit steigenden Koffeinkonzentrationen konnte bei Anlagetragern ein
zunehmender Anstieg des lokalen pCO, und Abfall des pH festgestellt werden.

In keinem Versuch wurden systemische Reaktionen beobachtet.

4.1 Methodenkritik

Prinzipiell ist bei der Diskussion der Ergebnisse kritisch anzumerken, dass auf
Grund des Versuchsaufbaus mit repetitiver Untersuchung der Versuchstiere
keine ausreichende Fallzahl unabhangiger Versuche fiur eine statistische Aus-
wertung erzielt werden konnte. Jedoch lag ein Hauptaugenmerk dieser Pilotstu-
die in der Entwicklung mdoglicher Versuchsprotokolle sowie in der intraindivi-

duellen Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

4.2 Laktat-Mikrodialyse unter Halothan-Stimulation

Bei diesen Versuchen wurde eine kontinuierliche Stimulation Uber eine zweite
Mikrodialysesonde mit 10% Halothan durchgefuhrt. Da das Halothan aus der
Fettemulsion in den Muskel diffundiert und nicht in einem laktatfreien Medium in
den Muskel injiziert wird, ist hier kein Verdiunnungseffekt des dialysierten Lak-
tats zu beflurchten. Prinzipiell ist eine gleichméafigere Stimulation zu erwarten,
da sich ein Gleichgewicht zwischen Abtransport und Nachlieferung des Halo-

thans im Muskel einstellen sollte.
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Bei den Anlagetragern kann durch die kontinuierliche Stimulation mit Halothan
ein reproduzierbarer Hypermetabolismus im Sinne einer malignen Hyperther-
miereaktion ausgeldst werden. Dieser flihrt bis hin zur anaeroben Glykolyse mit
messbarem Anstieg des Laktatspiegels. Da unter der gleichen Stimulation bei
MHN-Tieren kein Anstieg des Muskellaktats gemessen werden konnte, er-
scheint dieses Protokoll im Rahmen des Mikrodialyseverfahrens zur Unter-
scheidung zwischen Anlagetragern und Nicht-Anlagetragern geeignet.

Interessanterweise findet sich unter der kontinuierlichen Stimulation kein konti-
nuierlicher Anstieg des Muskellaktatspiegels. Stattdessen fallen die Werte unter
weiterer Applikation der Triggersubstanz nach einem Maximum auf das Aus-
gangshiveau ab. Hierfur sind verschiedene Erklarungsmdglichkeiten zu disku-
tieren. Einerseits kann es zu einer Erschopfung der Glykogenvorrate kommen.
Dies wirde bedeuten, dass nach einer maximal getriggerten Reaktion durch
Aufbrauchen des Stoffwechselsubstrates kein Laktat mehr gebildet werden
kann. Andererseits ist als Maximalvariante ein Zelluntergang im Rahmen der
getriggerten malignen Hyperthermiereaktion im Stimulationsbereich denkbar, so
dass der Trigger im weiteren Verlauf auf avitales Gewebe trifft, in dem keine
weitere Reaktion maglich ist. Gegen letztere Uberlegung spricht jedoch, dass in
den histologischen Untersuchungen ein relativ geringes Mal3 an Zelluntergan-

gen gesehen wurde.

4.3 Laktat-Mikrodialyse unter Koffein-Stimulation

4.3.1 Vorversuch 1: Injektion von 20 mM Koffein mit 50, 100, 200 und 400 ul

Angewandt wurde dieses Protokoll zunachst bei zwei MHS-Tieren, um den Ef-
fekt bei Anlagetragern beurteilen zu kénnen.

Nur unter der ersten Koffeinapplikation ist ein Anstieg des lokalen Laktatspie-
gels zu finden. Eine Erklarungsmoglichkeit ergibt sich im Vergleich mit den

aquivalent durchgefuhrten pH- und pCO,-Messungen, in denen sich bereits un-
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ter dem ersten Bolus von 50 ul Koffein 20 mM ein maximaler Effekt erzielen
liel3. Dies kann bedeuten, dass bereits mit dieser ersten Koffeinapplikation ein
anaerober Hypermetabolismus mit Bildung von Laktat im Sinne der malignen
Hyperthermie ausgeltst wurde. Ein weiterer Anstieg der Laktatkonzentration
wird durch Limitierung des Hypermetabolismus bei Verbrauch des intrazellula-
ren Glykogens bereits nach Applikation des initalen Bolus verhindert. Dies er-
klart den sich im weiteren Verlauf normalisierenden Laktatspiegel im Muskel
unter der weiteren Stimulation.

Zusammenfassend lasst sich aus diesen ersten Versuchen der Schluss ziehen,
dass ein Laktatanstieg unter der initialen Stimulation mit 50 pl von 20 mM Kof-
fein bei MHS Schweinen zu finden ist, welcher jedoch durch eine weitere Erho-

hung des Volumens der 20 mM Koffeinldsung nicht zu steigern ist.

4.3.2 Vorversuch 2: Injektion von 80 mM Koffein mit 50, 100, 200 und 400 ul

Auf Grund des nur geringen Anstiegs des Laktatspiegels im Vergleich zur Sti-
mulation mit Halothan, wurde in den weiteren Versuchen der Tiere MHS 1 und
MHS 2 das Protokoll dahingehend abgeandert, dass Boli steigenden Volumens
einer 80 mM Koffeinldsung appliziert wurden.

Entsprechend den Uberlegungen zu dem ersten Koffein-Stimulationsprotokoll
liel3 sich zwar ein hoherer maximaler Laktatwert erreichen, jedoch zeigte ledig-
lich der erste Koffeinbolus einen Effekt. Analog ist hier mit einem maximalen
hypermetabolen Effekt bereits unter der ersten Triggerapplikation zu argumen-

tieren.

4.3.3 Hauptversuch: Injektion von 100 ul Koffein mit 10, 20 und 40 mM

Entsprechend wurde das Protokoll fur die Stimulation mit Koffein bei Messung
des Laktatspiegels im Muskel mittels Mikrodialyse abgedndert. Da die Ergeb-
nisse sowohl der Stimulation mit 20 mM bzw. 80mM Koffein bereits einen ma-
ximalen Effekt bei Applikation des ersten Bolus zeigten, wurde bei den weiteren
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Versuchen die Konzentration des Koffeins von 10 mM bis 80 mM bei konstan-
tem Bolusvolumen von 100 ul gesteigert. Gestitzt wurde dieses Vorgehen
durch die ersten Auswertungen der pH- und pCO,-Messungen, welche bereits
fur eine Stimulation mit 50 ul 20 mM Koffein einen starken Abfall des pH-Wertes
im Muskel mit gleichzeitigem Anstieg des pCO, Uber den Ausgangswert erga-
ben.

Es fand sich jedoch lediglich bei einzelnen Versuchen der MHS-Tiere ein gerin-
ger Anstieg des Muskellaktatspiegels. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe
sind ebenfalls im Zusammenhang mit den korrespondierenden Gewebepartial-
druckmessungen zu interpretieren. Unter den Konzentrationen von 5 — 20 mM
Koffein ist mit steigenden Konzentrationen ein zunehmender pH-Abfall sowie
ein Anstieg des pCO, Uber das Ausgangsniveau in der Gruppe der MHS Tiere
zu beobachten. Diese Effekte sind am ausgepragtesten in den ersten 15 min
nach Applikation des entsprechenden Bolus und néahern sich in den zweiten 15
min wieder den Ausgangswerten an. Da unter diesen Konzentrationen ein Ef-
fekt im Sinne eines hypermetabolen Stoffwechsels bei MHS Tieren gesehen
werden kann, kann man ebenfalls davon ausgehen, dass in zeitlich &hnlichem
Verlauf die Laktatproduktion im Muskel gesteigert ist. Eine Ursache daftir, dass
ein solcher Laktatanstieg nicht gemessen werden konnte, ist zum einen in der
geringen zeitlichen Auflésung der Messmethode mit einem Sammelintervall von
15 min zu sehen. Dies kénnte durch die Verkirzung des Sammelintervalls mit
Erhéhung der Perfusionsgeschwindigkeit bei gleichzeitig verringerter Recovery
umgangen werden.

Daneben ist es bemerkenswert, dass entgegen den Ergebnissen der Vorversu-
che unter diesem Protokoll selbst bei der Applikation des 20 mM Koffein-Bolus
kein Anstieg des Laktats zu beobachten ist. Dies lasst den Schluss zu, dass
durch den vorangegangenen Bolus mit Koffein 10 mM ein Anstieg unter dem 20
mM bzw. 40 mM Bolus verhindert wird. Durch die niedrigeren Konzentrationen
von 10 mM Koffein kann zwar ein Hypermetabolismus in Gang gesetzt werden,
dessen Stoffwechselprodukt — Laktat — durch die Messmethode nicht erfasst
werden kann. Im weiteren Verlauf kann die Reaktion dann nicht durch hdhere

Konzentrationen weiter getriggert werden. Ob hier ein limitierender Mechanis-
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mus der weiteren Triggerung, ein Verbrauch des Glykogens bei einer Laktat-
produktion, welche mit der Messmethode nicht nachgewiesen werden kann,
oder ein vermehrter Abtransport durch die durchblutungsférdernde Wirkung des

Koffeins vorliegt, ist an dieser Stelle nicht sicher zu beantworten.

4.4 Gewebe - pH und - pCO,unter Koffein-Stimulation

4.4.1 Vorversuch: Injektion von 20 mM Koffein mit 50, 100, 200 und 400 ul

Es zeigte sich schon nach dem initialen Koffeinbolus ein maximaler Abfall der
pH- sowie Anstieg der pCO,-Werte, welcher durch weitere Bolusgaben nicht
mehr gesteigert werden konnte.

Der initiale Abfall des pCO, bei Applikation der Koffeinlésung ist durch den
niedrigen pCO, der Losung bei Raumluft bedingt. Dieser Effekt kdnnte durch
eine Begasung des Koffeins mit 5% CO, unmittelbar vor Injektion verhindert
werden, dient aber als ausgezeichneter Marker fir die erfolgte Applikation.

Bei der Interpretation dieser Versuchsreihe ist der Anstieg des pCO, Uber das
Ausgangsniveau bzw. ein Abfall des Gewebe-pH durch die bereits mit dem ers-
ten Koffein-Bolus maximal getriggerte hypermetabole Stoffwechselfunktion zu
sehen. Eine weitere Volumensteigerung hat keinen weiter steigernden Effekt
auf den Hypermetabolismus. Als Ursache hierfiir kann ein Substratverbrauch
bzw. Zelluntergang mit areaktivem Gewebe im Wirkungsbereich des Bolus /
Messbereich des Sensors vermutet werden. Betrachtet man sich die unphysio-
logischen pH- bzw. pCO, Werte unter dem ersten Bolus, erscheint ein Zellun-
tergang jedoch wahrscheinlicher. Gestutzt wird die Theorie der bereits maxima-
len Triggerung durch Vergleich der Werte unter Stimulation mit Koffein mit den
Messergebnissen der MH-Krisen, bei denen im Rahmen der systemischen und
letztendlich letalen Reaktion lokale pH und pCO, Werte in vergleichbarer Hohe

gemessen wurden.
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Zusammenfassend lasst sich der Schluss ziehen, dass durch die Applikation
von Koffein ein Hypermetabolismus initiiert werden kann, jedoch bereits mit
dem ersten Bolus ein maximaler Effekt erzielt wird. Das Ziel einer Steigerung
des Hypermetabolismus mittels einer Volumensteigerung des Triggers konnte
nicht erreicht werden, da die Dosis zur Auslésung der Reaktion unterhalb von
50 pl 20 mM Koffein anzunehmen ist. Somit wurde in den nachfolgenden Ver-
suchen eine Steigerung der Dosis von 2 mM, 5 mM, 10 mM bis hin zu einer
Konzentration von 20 mM bei gleich bleibendem Volumen von 100 pl gewahlt.
Daruiber hinaus zeigt sich bereits hier ein Vorteil gegentber dem Verfahren der
Mikrodialyse, da bei Messintervallen von 1 Minute eine hdhere zeitliche Aufl6-
sung der Reaktionsvorgange im Muskel und somit eine héhere Aussagefahig-
keit des Verfahrens an sich mdglich ist.

Da lediglich 2 MHS-Tiere untersucht wurden, sind diese Versuche im Sinne ei-
ner Dosisfindung zu interpretieren und erlauben keine Aussage hinsichtlich ei-

ner moglichen Unterscheidung zwischen Anlagetrager und Nicht-Anlagetrager.

4.4.2 Hauptversuch: Injektion von 100 ul Koffein mit 2, 5, 10 und 20 mM

Auf Grund des Vorversuches wurde, ausgehend von einer niedrigen Koffein-
konzentration von 2 mM, eine Steigerung auf 20 mM bei konstantem Bolusvo-
lumen von 100 ul durchgefuhrt.

Durch die Applikation der Koffeinldsung an sich kann sowohl bei MHS als auch
bei MHN-Tieren ein Abfall des gemessenen Gewebe-pH Wertes auf Werte um
7,2 bewirkt werden, unabhéngig von der Konzentration. Ein darliber hinausge-
hender starkerer Abfall des Gewebe-pH in der Gruppe der MHS-Tiere unter den
steigenden Boluskonzentrationen von 5 mM, 10 mM und 20 mM kann als eine
lokale Azidose im Rahmen einer initiierten hypermetabolen Reaktion interpre-
tiert werden, auf Grund derer eine Unterscheidung zwischen Anlagetradgern und
Nichtanlagetragern getroffen werden kann.

Zudem kann ab einer Boluskonzentration von 5 mM in der MHS-Gruppe ein
zunehmender Anstieg des pCO, Uber das Ausgangsniveau gefunden werden.
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Dieser ist im Unterschied zu den MHN-Tieren durch den mit steigender Koffein-
dosis ausgelosten Hypermetabolismus zu erklaren. Die angewandten Koffein-
konzentrationen bewirken in der Gruppe der MHN-Tiere keine vermehrte CO»-
Produktion, so dass hier eine sehr gute Beurteilbarkeit der Veranlagung zur ma-
lignen Hyperthermie zu sehen ist.

Die Schwelle zur Ausldsung einer lokalen hypermetabolen Stoffwechselfunktion
wurde bei 100 ul Koffein 5 mM gesehen. Bei dieser Konzentration erfolgt noch
keine maximale Reaktion, da nach Normalisierung der Werte mit den Boli hohe-
rer Konzentrationen bei den MHS-Tieren erneut ein Hypermetabolismus her-
vorzurufen ist. Im Vergleich zu den korrespondierenden ersten Versuchen der
pH- und pCO,-Messung unter Applikation von 50 pl Koffein 20 mM fallt jedoch
auf, dass das Ausmali des pH-Abfalls bzw. des pCO,-Anstieges deutlich gerin-
ger ist. Ursache hierfir kann die vorangegangene submaximale Triggerung
sein, im Rahmen derer die Starke der folgenden Reaktionen z. B durch einen
durchblutungsférdernden Effekt des Koffeins abgeschwécht ist. Das Ausmalf}
von mdoglichen Zelluntergdngen unter diesem Protokoll erscheint nur gering, da
die jeweils starkeren Reaktionen nur bei vitalem Gewebe moglich sind. Die
Dauer des Hypermetabolismus sowie das lokale Ausmal} ist dabei nur be-
grenzt, da es zu einer weitgehenden Normalisierung der Werte des pH, sowie
des pCO, am Ende des 30-mindtigen Messintervalls kommt. Eine tber diese
Effekte hinausgehende, sich selbst unterhaltende hypermetabole Reaktion im
Sinne einer generalisierten malignen Hyperthermie nach Ende der Einwirkung
des Triggers konnte in der Gruppe der Anlagetrager nicht gesehen werden.
Zusammenfassend liegt mit der Steigerung der Koffeinkonzentration von 2 mM
bis 20 mM bei konstantem Bolusvolumen von 100 pl ein praktikables Protokoll
der Gewebe-pH sowie -pCO,-Messung vor, welches eine Unterscheidung zwi-
schen Anlagetrdgern und Nicht-Anlagetragern durch beide Parameter erlaubt.
Die pCO,-Messung erscheint dabei eine hthere Aussagekraft zu haben, da hier
eine UberschieRende Produktion von CO, im Muskel der MHS-Tiere vorliegt,

welche in keinem Fall der MHN-Tiere gesehen wurde.
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4.5 Systemische Parameter

Bei der Betrachtung der systemischen Auswirkungen der lokalen Applikation
von Triggersubstanzen ist ein Augenmerk auf den Vergleich der Parameter zwi-
schen den MHS- und den MHN-Tieren zu legen. Auf der anderen Seite ist auch
der Vergleich mit den entsprechenden Parameter bei Auslésung der generali-
sierten MH-Reaktion mittels Halothan / Succinylcholin zu ziehen.

Die Korpertemperatur kann dabei nicht als unabhangige Variable fur eine Gene-
ralisation angesehen werden, da diese konstant gehalten werden musste. Es
zeigte sich jedoch in keinem Versuch der MHS-Tiere ein vergleichbarer Anstieg
der Korpertemperatur, wie unter den getriggerten MH-Krisen.

Auch die Betrachtung der Herzfrequenz sowie des arteriellen Mitteldrucks ergab
keine in zeitichem Zusammenhang mit der Versuchsdurchfihrung stehende
systemische Kreislaufdysregulation.

Die Untersuchung der CK als Marker fir die Schadigung der Muskelzellen er-
brachte im Vergleich zwischen MHN und MHS-Tieren héhere Werte fur die
MHS-Tiere sowohl vor als auch nach Versuchsdurchfihrung. Auf Grund dieser
Ergebnisse muss ein vermehrter Zelluntergang in der Gruppe der MHS-Tiere
mit kumulativer Erhéhung der CK im Verlauf der Versuchsserie diskutiert wer-
den. Andererseits kénnten auch externe Faktoren mit unterschiedlicher Auswir-
kung auf die zwei Versuchstiergruppen, wie zum Beispiel korperlicher Stress im
Rahmen der Pramedikation, hierzu beitragen.

Das Verhalten des aus dem vendsen Blut gemessenen Laktatspiegels zeigt
lediglich eine deutliche Erh6hung der medianen Werte jeweils vor Versuchsbe-
ginn an den Tagen 4 und 6. Da zu diesem Zeitpunkt noch kein Trigger im Rah-
men des Versuchsaufbaus eingewirkt hatte, muss hierflr ein externer Faktor,
wie beispielsweise korperliche Aktivitdt vor der Narkose, als Ursache angese-
hen werden. Unter der Durchfihrung der Versuche fanden sich insbesonders
nach Applikation der Triggersubstanzen vergleichbare systemische Laktatwerte.

Ein systemischer anaerober Hypermetabolismus ist daher nicht anzunehmen.
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Ein @hnliches Bild zeigt sich bei der Betrachtung der medianen arteriellen pH-
Werte in den Gruppen MHS und MHN, welche jeweils vor als auch nach Ver-
suchsdurchfihrung in einem weitgehend gleichen, physiologischen Bereich la-
gen.

Auch der subjektive Eindruck nach Ende des Versuches und Erwachen der Tie-
re aus der Narkose erbrachte, auch angesichts der mehrfach durchgefihrten
Stimulation, keine fassbare Beeintrachtigung der MHS- bzw. MHN-Tiere.
Zusammenfassend fand sich kein Hinweis auf eine generalisierte MH-Reaktion
in der Gruppe der hierdurch potentiell gefahrdeten MHS-Tiere unter lokaler
Applikation der Triggersubstanzen Koffein und Halothan. Es ist somit davon
auszugehen, dass die beobachteten Veranderungen unter Stimulation streng
lokal ablaufen, nach Absetzen der Triggersubstanz limitiert sind und zu keiner

systemischen Reaktion oder gar vitaler Bedrohung der Versuchstiere fuhren.
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5 Zusammenfassung

Die Maligne Hyperthermie ist eine genetisch determinierte Stoffwelchselerkran-
kung, bei der es unter der Exposition von volatilen An&sthetika und depolarisie-
renden Muskelrelaxantien zu einem generalisierten Hypermetabolismus mit
Laktatazidose und vermehrter Produktion von CO, kommt.

Die Diagnose wird mittels dem, flr den Patienten belastenden, invasiven In-
vitro-Kontrakturtest als Goldstandard gestellt. Ein wichtiger Schwerpunkt der
anasthesiologischen Forschung liegt daher in der Entwicklung eines weniger
invasiven Diagnoseverfahrens der Disposition zur Malignen Hyperthermie.

Als Modell der malignen Hyperthermie ist das ,porcine-stress-syndrom* etab-
liert. Wir nahmen an, dass durch die intramuskuléare Applikation von Koffein und
Halothan als Triggersubstanzen bei stressempfindlichen Schweinen (MHS) im
Gegensatz zu nicht veranlagten Tieren (MHN) eine lokal begrenzte hypermeta-
bole Reaktion ohne systemische Auswirkungen ausgeldst wird.

Nach Genehmigung durch die lokale Ethikkomission wurden 4 Schweine mit
(MHS) und 3 Schweine (MHN) ohne Veranlagung fur das ,porcin-stress-
syndrom* jeweils 6-mal in Narkose untersucht. Es wurden 3 modifizierte Mikro-
dialyse (MD) - Sonden, sowie eine pH- / pCO,- Messsonde, in die Adduktoren-
muskulatur der Tiere eingebracht. Bei der ersten MD - Sonde wurde ein
Schlauch zur Applikation von Koffeinlésungen angebracht. In 2 Vorversuchen
wurden nach Aquilibrierung steigende Volumina (50, 100, 200 und 400 pl) von
80 bzw. 20 mM zugegeben. Im Hauptversuch wurden 100ul Koffeinlésung an-
steigender Konzentration (10, 20 und 40 mM) verwendet. Bei der zweiten MD -
Sonde handelte es sich um eine Mess- und eine Stimulationssonde, welche mit
einer 10%-igen L6sung von Halothan in Lipofundin 20% bei 1 pl/min perfundiert
wurde. Die dritte MD - Sonde lieferte Kontrollwerte. Das Dialysat wurde bei ei-
ner Perfusionsgeschwindigkeit von 2 pl/min in 15-minttigen Intervallen aufge-
fangen und die Laktatkonzentration photometrisch bestimmt. In der Mitte der
pH- / pCO,- Messsonde wurde im Vorversuch 20 mM Koffein steigender Volu-
mina (50, 100, 200 und 400 pl), im Hauptversuch 100 pl Koffein steigender
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Konzentration (2, 5, 10 und 20 mM) injiziert und der pH /pCO; kontinuierlich
gemessen. Bei Versuchsdurchfiihrung wurden hdmodynamische und metaboli-
sche Parameter dokumentiert. Nach dem letzten Versuch wurde eine Maligne-
Hyperthermie-Krise ausgelost, sowie die Zugehorigkeit zu den Versuchgruppen
mittels Invitro-Kontrakturtest und genetischer Testung gesichert.

Im Rahmen dieser Pilotstudie wurde bei einer nur geringen Anzahl unabh&ngi-
ger Versuche auf eine statistische Auswertung verzichtet. Die Einzelversuche
wurden im Detail ausgewertet. Die Ergebnisse der Mikrodialyse-Versuche unter
Stimulation mit Koffein erbrachten bei Anlagetragern nur bei maximaler Trigge-
rung mit einem 20 mM bzw. 80 mM Koffeinbolus einen messbaren Laktat-
anstieg. Eine Annaherung an diese Schwellendosis, ausgehend von niedrigeren
Boluskonzentrationen, zeigte keine messbaren Veranderungen der lokalen Lak-
tatkonzentration. Unter der kontinuierlichen Stimulation mit Halothan findet sich
nur bei den MHS-Tieren ein Anstieg der Laktatkonzentration. Die Werte der in-
traindividuellen Kontrollsonden unterschieden sich dabei nicht in den Gruppen
der MHS- / MHN-Tiere.

Die Messung des Gewebe-pH / -pCO, im Vorversuch erbrachte bereits durch
den initialen 20 mM Koffeinbolus bei den MHS-Tieren einen ausgepragten Ab-
fall des lokalen pH-Wertes und Anstieg des pCO, im Sinne eines lokalen Hy-
permetabolismus. Der Hauptversuch zeigte, dass im Gegensatz zu den MHN-
Tieren bei repetitiver Stimulation nur in der Gruppe der MHS-Tiere ab einer Kof-
feinkonzentration von 5 mM ein zunehmender Abfall des lokalen pH-Wertes und
ein Anstieg des pCO, Uiber das Ausgangsniveau auszuldsen ist.

Klinisch zeigte sich keine systemische Reaktion auf die lokale Triggerapplikati-
on. Ebenso wurden keine Unterschiede in den hd&modynamischen und metabo-
lischen Parameter der MHS- / MHN-Tiere gesehen.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass es in-
vivo moglich ist bei MH-Anlagetragern, mittels intramuskuléar applizierter Trig-
gersubstanzen, einen lokalen, MH-ahnlichen Hypermetabolismus auszulésen
ohne Induktion einer systemischen Reaktion. Auf Grund dieser Erkenntnisse

konnte eine Ubertragung des Testverfahrens auf den Menschen erfolgen, wel-
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ches das Potenzial hat, den wesentlich invasiveren In-vitro-Kontrakturtest als

Diagnoseverfahren abzulGsen.
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