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1. Einleitung

1.1. Historische Entwicklung

Seit tausenden von Jahren werden verschiedenste Ansatze verfolgt, um
Schmerzen zu lindern. Neben dem positiven Effekt eines friihen Warnsignals
kann der Schmerz aber auch notwendige medizinische Interventionen behindern
oder gar verhindern [1]. Schon Hippokrates zeigte mit seinem Ausspruch
,Divinum est opus sedare dolorem®, mit dem er die Schmerzbehandlung als
gottliches Werk postulierte, die Wichtigkeit, den Schmerz zu bekampfen. In der
Antike schrieb der romische Gelehrte Gaius Plinius Secundus der Altere in
seinem Buch ,Naturgeschichte® Gber Mephites, einen farbigen Marmorstein, der
zerrieben auf die Haut aufgetragen eine Empfindungslosigkeit bewirkte. Die
folgenden Jahrhunderte waren von den Versuchen der
Umschnirungsanasthesie, die durch Kompression der Nerven eine
Schmerzminderung erzielen sollte, bis zu physikalischen Methoden der
Kéalteanwendung gepragt [2]. Ab Mitte des 19. Jahrhunderts wurden erste
Untersuchungen publiziert, die eine anasthetische Wirkung von Kokain belegten.
Der Wiener Arzt Karl Koller fihrte 1884 erstmalig eine Kataraktoperation in
Lokalan&sthesie mit verdiunnter Kokainlésung bei einem Patienten durch [3]. Im
selben Jahr entwickelte William S. Halsted diese Technik weiter, indem er durch
intrakutane Injektionen gezielt einzelne Nerven inhibierte [4]. 1885 beschrieb der
Neurologe James L. Corning das Prinzip der rickenmarksnahen
Leitungsanasthesie durch Instillation von Kokainlésung zwischen die
Dornfortsatze der Wirbelsédule [5]. Zu dieser Zeit wurden auch erstmalig
synthetisch hergestellte Lokalan&sthetika eingesetzt, die sich jedoch aufgrund
ihres Nebenwirkungsprofils zunachst nicht etablierten.

August Bier entwickelte die rickenmarksnahe Leitungsanésthesie weiter und
wurde 1898 durch seine ,Versuche Uber Cocainisierung des Rickenmarkes® als
Entdecker der Spinalanasthesie bekannt.

Nur zwei Jahre spater bewertete er seine eigenen Versuche als kritisch und

erlauterte diese Haltung in seinem Vortrag auf dem 30. Kongress der Deutschen



Gesellschaft fur Chirurgie: ,Ich ziehe aus der groRen Zahl von 1200 Operationen,
welche man unter Cocainanasthesie des Rickenmarks in der von mir zuerst
beschriebenen Form ausgefiihrt hat, deshalb keinen anderen Schluss, als ich
aus meinen ersten 8 Beobachtungen bereits gezogen habe, namlich, dass das
Verfahren in dieser Form flr die allgemeine Verwendung unbrauchbar ist* [6].
Trotz dieser Einschatzungen kam es zu einer steten Weiterentwicklung von
lokalan&sthetischen Substanzen [7]. Durch die zunehmende Anwendung von
Kokain bei lokalen und regionalen Anasthesieverfahren in Europa und Amerika
traten allerdings auch immer mehr unerwiinschte Nebenwirkungen zutage [8].
Das groRe Suchtpotential und nicht zuletzt Todesféalle, die auf den
Kokaingebrauch zurickzufiihren waren, erforderten die Entwicklung neuer und
weniger toxischer Substanzen [8, 9].

1905 lield sich mit Novocain zum ersten Mal eine Substanz mit einer deutlich
geringeren Toxizitat synthetisieren. Diese erflllte damit die von August Bier
geforderte reduzierte Toxizitat bei Lokalanasthetika. Novocain folgten nur wenige
Jahre spater Tetracain. 1948 |0ste Lidocain als erster Vertreter der Aminoamide
die bis dato angewandten Aminoester ab. Diese neue Substanzklasse vereinte
die Vorteile einer geringeren allergenen Potenz mit denen einer verlangerten
Wirkdauer und einer geringeren thermischen Instabilitat [10].

Mit der Zulassung von Prilocain im Jahre 1960, von Etidocain 1972 und kurz
darauf von Mepivacain und Bupivcain sowie von Ropivacain 1996, die sich
hinsichtlich Nebenwirkungsprofil und Wirkdauer unterscheiden, wurde das

Anwendungsspektrum der Lokalanasthetika stetig erweitert [2, 11, 12].

1.2. Definition und Wirkung der Lokalandsthesie

Bei einer Allgemeinandsthesie  wird  jegliche  Empfindung und
Schmerzwahrnehmung direkt temporar unterbunden. Im Gegensatz dazu erfolgt
bei einer topischen Anasthesie eine Blockade der lokalen Schmerzleitung von
einem spezifischen Innervationsgebiet zum Gehirn. Zerebrale
Funktionszustande bleiben dadurch weitgehend unbeeinflusst. Es kommt somit

bei vollstandig erhaltener Bewusstseinslage zu einer isolierten Blockade des



behandelten Nervs und einer fortbestehenden Funktionsfahigkeit nicht
innervierter Areale [13].

Charakteristischerweise wird die Schmerzweiterleitung nach Applikation von
Lokalan&sthetika in einem umschriebenen Gebiet durch eine reversible und
spezifische Interaktion der neuronalen Signaltransduktion gehemmt [14]. Die
Blockade von sogenannten schnellen, spannungsgesteuerten Natriumkanélen
eines Axons verhindert die Entstehung eines Aktionspotentials, welches flur die
Erregungsweiterleitung in Nervenendigungen, peripheren Nerven oder
Spinalnervenwurzeln nétig ist.

Eine Nervenmembran besteht aus einer Lipiddoppelschicht, in der Glykoproteine
als Kanale fur lonenstrome eingelagert sind und die ein Membranpotential
zwischen Innen- und AulR3enseite von circa -80 mV aufrechterhalt. Kommt es zu
einer depolarisierenden Reizung der Nervenfaser nimmt die Permeabilitat fir
Natriumionen und damit der Einstrom von Natriumionen zu. Das
Membranpotential wird positiv. Das Erreichen eines Schwellenwerts von circa
-55 mV induziert eine Konformationsdnderung des Glykoproteinkanals far
Natriumionen. Natriumionen strémen, bedingt durch den elektrochemischen
Gradienten, durch die aktivierten und somit geo6ffneten lonenkanale zur
Innenseite der Membran und l6sen ein Aktionspotential aus. Im zeitlichen Verlauf
wird ein Spitzenwert des Potentials von +40 mV erreicht.

Ein Aktionspotential lauft nach Uberschreiten des Schwellenwertes nach dem
,2Alles-oder-Nichts-Prinzip“ unabhangig von der auslésenden Reizstarke der
Nervenfaser ab [15, 16].

Nach etwa 0,2 ms beginnt die Inaktivierung und Schliel3ung der Natriumkanale.
Zeitgleich 6ffnen sich Kaliumkanéle, was zu einer Repolarisation der Nervenzelle
durch Ausstrom von Kaliumionen aus dem Zellinneren fuhrt und Uber eine
Hyperpolarisation die Wiederherstellung der urspringlichen lonenverteilung des
Ruhemembranpotentials mit Hilfe der Natrium-Kalium-Pumpe bewirkt.

Die Aktionspotentiale der verschiedenen Zellen unterscheiden sich hinsichtlich
ihrer Dauer: Insgesamt dauert das Aktionspotential einer Nervenzelle etwa 1 bis
2 ms, das einer Skelettmuskelzelle etwa 10 ms und das einer Herzmuskelzelle

im Mittel 200 ms [16]. Diesen Vorgang blockieren Lokalanasthetika einerseits,



indem sie ungeladen durch die Axonmembran nach intrazellular diffundieren, dort
in die geladene kationische Form dissoziieren, sich an das Natriumkanalprotein
binden und diesen in der inaktivierten geschlossenen Form stabilisieren [17].
Andererseits lagert sich das Pharmakon in die Phospholipiddoppelschicht um
den Proteinkanal herum ein und fihrt zu einer édematésen Schwellung der
Lipidschicht, die durch Kompression den lonenkanal verengt [18].

Dies fuhrt zu einer Membranstabilisierung, die eine Fortleitung von
Nervenimpulsen an ihrem Entstehungsort verhindert.

Auch die Konfiguration des Kanals an sich ist fur die Affinitdt der Substanz von
Bedeutung. So wirken Lokalanasthetika nur auf inaktivierte geschlossene
Natriumkané&le und binden an diese affiner als an ruhende Kanéle [17]. Die Dauer
einer Blockade ist umso langer, je héher die Stimulationsfrequenz und je langer
die Dissoziation vom Rezeptor dauert [19].

Abhangig von der Dosis und der Nervenfaserdicke erfolgt eine Ausschaltung der
Sensibilitat, Motorik und der vegetativen Funktionen im innervierten Gebiet eines
gemischten Nervens von der Injektionsstelle ausgehend (Abbildung 1) [17].

Viszeraler Schmerz
Sympathikusblockade
Therméasthesie

{

Somatischer Schmerz

{

Relaxation der Muskulatur

{

Komplette Anasthesie

Abb. 1: Schematische Abfolge einer Nervenblockade zur Schmerzausschaltung

Dabei gilt der Zusammenhang:

Dosis (D) = Konzentration (c) x Volumen (V)

Eine verlangerte Wirkdauer der Lokalanasthetika ist durch eine Steigerung der

Dosis moglich, die wiederum durch eine Erhdhung der Konzentration allein,



durch eine Volumenzunahme bei konstanter Konzentration oder durch Erh6hung
beider Variablen zu erreichen ist.

Repetitive Gaben von Lokalanasthetika zum Zeitpunkt des Abklingens der
Nervenblockade bewirken schon mit einem Bruchteil der Initialdosis eine
vollstdndige Blockade, da diese auf noch partiell besetzte Bindungsstellen im
Nerv treffen [18].

Die lokale Verfugbarkeit der Lokalanasthetika ist neben dem
Konzentrationsgefalle von der Diffusionsfahigkeit der einzelnen Pharmaka
abhangig [13, 14]. So kann durch die Kombination mit Vasokonstriktoren, wie
etwa Adrenalin, die Konzentration des Lokalanasthetikums im Zielgebiet erhoht,

die Wirkdauer verlangert sowie eine Dosisreduktion erzielt werden.

1.3. Einteilung und Eigenschaften der Lokalanasthetika

Die Einteilung der Substanzklasse der Lokalanasthetika erfolgt nach ihrer
molekularen Struktur in Aminoester und Aminoamide [20].

Gemeinsam ist beiden der Aufbau aus drei miteinander verbundenen Gruppen,
die fur die Reaktivitat, die Pharmakokinetik und die Toxizitat verantwortlich sind.
Die Wirkung der Aminoamide ist im Vergleich zu den Aminoestern starker und
langer ausgepragt.

Zwar werden die instabilen Aminoester durch die hydrolytische Spaltung
gewebestandiger Esterasen und durch die Pseudocholinesterase im Vergleich
zu den Aminoamiden schneller metabolisiert, jedoch entsteht als Abbauprodukt
Paraaminobenzoeséaure. Diese wirkt bei disponierten Patienten als Hapten und
kann allergische oder anaphylaktische Reaktionen auslosen. Diese relevante
Nebenwirkung fuhrte zu einem reduzierten klinischen Gebrauch der Aminoester
[19].

Im Gegensatz dazu findet der grofdte Teil der Dissimilation der stabileren
Aminoamide in mehreren Schritten in der Leber statt. Im Vergleich zur
Metabolisierung der Aminoester kommt es zu keiner Entstehung von
Aminobenzoesadure; diese Substanzen weisen somit nur ein minimales

allergenes Potential auf.



Neben den beschriebenen unterschiedlichen chemischen Prozessen kdnnen
Funktionseinschrankungen einzelner Organsysteme zu weitreichenden
Komplikationen fuhren.

Eine Leberinsuffizienz kann sowohl bei primaren Lebererkrankungen als auch
bei sekundaren Beeintrachtigungen, beispielsweise durch Minderperfusion
aufgrund einer Herzinsuffizienz, zu einer Kumulation des Lokalanasthetikums
fuhren. Eine Verlangerung der Wirkdauer sowie die erhohte Rate an
Nebenwirkungen ist die Folge [21].

Eine etwaige Niereninsuffizienz spielt hier eine untergeordnete Rolle, da nur etwa
funf Prozent des Lokalanasthetikums unverandert renal eliminiert werden [22].
Weiterhin  kann eine Einteilung nach dem Dichteverhéltnis des
Lokalanasthetikums zum Liquor cerebrospinalis bei 37°C (Barizitat) in hypobare,

isobare und hyperbare Lokalanasthetika erfolgen.

1.4. Bupivacain und Ropivacain

Das Aminoamid Bupivacain stellt seit Gber 30 Jahren die Referenz zu allen
verfugbaren Lokalandsthetika in der Regionalanésthesie dar und wird als
Racemat am haufigsten von allen langwirksamen Lokalanasthetika eingesetzt
(Abbildung 2) [14].
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Abb. 2: Chemische Strukturformel des Aminoamids Bupivacain mit lipophiler

Ringstruktur, Zwischenkette und hydrophiler Aminogruppe.

Klinisch werden Maximaldosierungen von 2 mg/kg Korpergewicht (KG) appliziert.

Allerdings sollte eine maximale Einmaldosis von 150 mg bei Erwachsenen nicht



Uberschritten werden. Aufgrund einer grof3en individuellen Schwankungsbreite
sollte eine entsprechende Dosisanpassung bei Kindern, alteren Patienten,
leberinsuffizienten Patienten oder Patienten mit erhdhtem medikamentosen
Interaktionsprofil und Komorbiditaten vorgenommen werden.

Aufgrund seiner Lipophilie ist Bupivacain im Blut zu Uber 90 Prozent an
Plasmaproteine gebunden, was die hohe Plasmahalbwertszeit erklart. Die initiale
Bindung an Plasmaproteine bewirkt im Verlauf eine schrittweise Abgabe des
Wirkstoffes in den Blutkreislauf. Dadurch tritt eine verzogerte Wirkung ein, die
eine Anasthesie auf bis zu zwo6lf Stunden verlangern kann. Neben dieser
Reaktion kann eine Akkumulation des Wirkstoffes in den Hepatozyten und
Kardiomyozyten resultieren, die den Stoffwechsel dieser Zellen negativ
beeinflusst [14]. Bupivacain weist im Vergleich zu anderen lokalan&sthetisch
wirksamen Verbindungen die hochste Affinitat zu Natriumkanalen auf und
blockiert diese nicht nur an Nerven, sondern auch an vielen weiteren erregbaren
Strukturen.

Ahnliche Wirkspektren werden fir Ropivacain beschrieben. 1996 wurde dieses
langwirksame Aminoamid-Anasthetikum klinisch eingefuhrt (Abbildung 3) [23-
26].
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Abb. 3: Chemische Strukturformel des Aminoamids Ropivacain mit lipophiler

Ringstruktur, Zwischenkette und hydrophiler Aminogruppe.

Im direkten Vergleich zu Bupivacain zeigt sich bei Ropivacain eine deutlich
niedrigere Lipophilie mit geringerer Kumulation in den Zellen. Der intrazellulare

Energiestoffwechsel wird daher nur gering eingeschrankt.



Der Einsatz von Ropivacain als reines optisches S(-)Isomer anstatt der
Verwendung als Racemat unterscheidet die beiden Substanzen voneinander.
Eine geringere Affinitdt zu den schnellen Natrium- und den Kaliumkanalen am
Myokard bewirkt eine niedrigere kardiale Toxizitdt im Vergleich zu Bupivacain
[14, 27-29].

Fur Ropivacain sind Dosierungen von bis zu 4 mg/kg KG bei einer maximalen

Einzeldosis von 250 mg fur Erwachsene mdoglich.

1.5. Nebenwirkungen und Toxizitat

Toxische und allergische Nebenwirkungen treten bei etwa einem Prozent aller
Regionalanasthesien auf. Allergische Reaktionen durch Aminoamide sind
insgesamt selten, allerdings kann es durch eine systemisch-toxische Wirkung zu
einer lebensbedrohlichen Situation kommen.

Zu hohe Plasmaspiegel als Zeichen einer relativen oder absoluten
Uberdosierung, eine zu schnelle Anflutung durch eine rasche Resorption am
Injektionsort oder eine direkte intravasale Applikation kbnnen zu zerebralen, bei
hoheren Konzentrationen auch zu kardialen Reaktionen fihren [17, 20]. Der
klinische Verlauf der Symptomatik resultiert aus Unterschieden in der
Schwellenkonzentration. Zentralnervose Nebenwirkungen treten bereits bei
niedrigeren Konzentrationen auf, als kardiovaskuléare Effekte. Dabei ist die Hohe
des Plasmaspiegels von der Dosis an sich, dem Ort der Injektion, einem etwaigen
vasokonstriktorischen Zusatz, der vorbestehenden Medikation des Patienten und
dem Verteilungsvolumen sowie der Metabolisierung abhangig [30].

Neben den bereits erwahnten exogenen Einflussfaktoren fiihren endogene
Faktoren, wie die Verringerung des Verteilungsvolumens bei Dehydratation, zu
einer relativen Konzentrationserhbhung des Lokalandsthetikums. Ein
Proteinmangel lasst den freien ungebundenen Anteil des Wirkstoffes ansteigen.
Weiterhin fuhrt eine Azidose zu einer geringeren Bindung an Plasmaeiweil3e und
l&sst somit den intrazellularen Anteil absolut ansteigen [18]. Dies sind Faktoren,

die der Anwender beachten muss und beeinflussen kann.



Besonders bei den zentralnervésen Nebenwirkungen lasst sich eine zeitliche
Abfolge der Symptome in Korrelation zum Blutspiegel erkennen [31].

Periorale und linguale Parasthesien sind haufig initiale Warnzeichen fur einen
drohenden generalisierten Krampfanfall und erfordern die sofortige Einleitung
therapeutischer MaRnahmen, um eine Schadigung des Patienten zu vermeiden
[31]. Die Dampfung inhibitorischer Zentren im zentralen Nervensystem fuhrt initial
zu einer erhdhten Erregbarkeit (Exzitationsphase), im weiteren Verlauf zu einer
generalisierten Dampfung (Depressionsphase) und kann in ein Koma und einen
Atemstillstand Ubergehen [32].

Wird die kardiotoxische Schwellenkonzentration erreicht, treten Symptome auf,
die auf die Bindung der Lokalanasthetika an den lonenkanélen des Reizbildungs-
und Reizleitungssystems des Herzens und an das Myokard zurtckzuftihren sind.
In den ersten Phasen einer Lokalanasthetikaintoxikation kann es zu einer
zentralen Aktivierung des Herz-Kreislauf-Systems kommen, die im weiteren
Verlauf zu einer kardialen Depression und Vasodilatation mit Hypotension fihrt.
Arrhythmien, Kammertachykardien bis zu Kammerflimmern, ein AV-Block IlI°,
Kontraktilitats- und Inotropieverlust des Myokards, negativ chronotrope und
bathmotrope Wirkungen sowie eine Herzinsuffizienz sind weitere madgliche
Komplikationen (Abbildung 4) [18, 20].

Verstarkt werden diese Symptome durch das Vorliegen von Hypoxie,
Hyperkapnie oder Hypokalidmie [17].



Neuronale Stimulation
+ Hypertension
+ Anstieg der Herzfrequenz

.

Inotropieverlust
+ Abfall des Herzzeitvolumens
+ Beginnender Blutdruckabfall

{

Periphere Vasodilatation
+ Starker Blutdruckabfall

.

Reizleitungsstorungen

+ Abfall der Herzfrequenz
+ Arrythmien

« Kammerflimmern

.

Herz- Kreislauf- Stillstand

Abb. 4: Mdgliche Symptome und zeitlicher Verlauf einer Lokalandsthetikaintoxikation.

Bezogen auf die Lipophilie der Substanz zeigt sich ein differenziertes
Bindungsverhalten, welches besonders bei den langwirksamen Substanzen
Bupivacain und Ropivacain zu einer frequenzabhangigen Blockade der
lonenkanéle fuhrt [33]. Mit zunehmender Herzfrequenz werden Blockadeeintritt
und Blockadedauer beeinflusst.

R(+) Bupivacain und R(+) Ropivacain weisen gegeniber den Enantiomeren
S(-) Bupivacain und S(-) Ropivacain eine erhohte Toxizitat auf. Diese ist durch
das differenzierte stereoisomerische Verhalten bedingt und fiuhrt zu dem
gehauften klinischen Einsatz von reinen S(-) Enantiomeren [34].

In diesem Kontext zeigt sich eine negativ Kkorrelierte Kausalkette beim
Symptomeintritt. Kardiale Nebenwirkungen koénnen auch ohne die
pathognomonischen neuronalen Symptome eintreten und das frihzeitige
Erkennen einer Intoxikation erschweren.

Einen weiteren Aspekt stellen mechanisch bedingte Komplikationen dar. Neben
dem Risiko von Schadigungen der umliegenden Strukturen bedingen besonders
intranervale Injektionen eine Gefahr fur persistierende neuralgische Schmerzen

und motorische Einschrankungen [23, 35, 32, 36].
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Umso wichtiger erscheint das friihzeitige Erkennen moglicher toxischer Effekte
wahrend des Einsatzes von Lokalanasthetika, um bereits im Prodromalstadium

einen weiteren Progress mit irreversibler Schadigung zu verhindern.

1.6. LipidRescue™ als Therapieoption

Trotz steigendem Gebrauch von Lokalanasthetika und einem damit verbundenen
relativen Anstieg der Komplikationsrate bis hin zu potentiell letalen Intoxikationen
fehlen zurzeit zufriedenstellende Antidottherapien.

Erste vielversprechende Ansétze zur Therapie einer Lokalanasthetikaintoxikation
mittels Lipidemulsionen wurden 1998 publiziert. Hier konnte in einem Tierversuch
an Ratten erstmalig nachgewiesen werden, dass eine Lipidvorbehandlung zu
einer Reduktion lokalan&sthetikainduzierter kardialer Nebenwirkungen fuhrt [37].
2004 wurden diese Ergebnisse im Grof3tierversuch bestétigt [38]. Basierend auf
Fallberichten, die einen erfolgreichen Einsatz der Lipidemulsionen beim
Menschen belegten, veroffentlichte zwei Jahre spater die ,Association of
Anaesthetists of Great Britain and Ireland” eine offizielle Empfehlung fiir den
therapeutischen Gebrauch von Lipidldsungen [39-41]. Unter dem offiziellen
Namen ,LipidRescue ™* erfolgte die Vermarktung.

2007 publizierte die ,Association of Anaesthetists of Great Britain and Ireland®
die ersten ,Guidelines for the management of severe local anaesthetic toxicity“.
In Anlehnung an diese Guidelines veréffentlichte die ,Deutsche Gesellschaft fur
Anasthesiologie und Intensivmedizin e.V. (DGAD“ im Jahre 2009 eine
Empfehlung zur Therapie einer Lokalanasthetikaintoxikation, die folgende

Vorgehensweise empfiehlt (Abbildung 5):
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Weitere Applikation von Lokalanasthetika terminieren
Hochdosierte Sauerstoffgabe und Sicherung der Atemwege
Medikamentdses Durchbrechen eines Krampfanfalles

Leitliniengerechte kardiopulmonale Reanimation bei
Kreislaufstillstand

Gabe von 20%iger Lipidemulsion
— 1,5ml/kg/KG/min als Bolus
—  0,1ml/kg/KG/min Giber 30 min als Infusion oder
—  0,5ml/kg/KG/min tber 10 min als Infusion
Bei erfolgreicher Behandlung intensivmedizinische Uberwachung

Abb. 5: Handlungsalgorithmus bei Verdacht auf eine Lokalanasthetikaintoxikation —
madifiziert nach [39, 42].

Trotz der mehrfachen erfolgreichen klinischen Anwendung ist die genaue
Wirkweise von Lipiden beztglich der Antidotwirkung noch immer nicht vollstandig
geklart. Die ,Lipid-sink-Theorie“ geht von einer vermehrten Lipidbindung der
Lokalanasthetika und damit einer Verminderung der intrazellularen Konzentration
aus, wahrend bei der ,Fat-rush-Theorie® eine Reaktivierung der
Fettsaureoxidation postuliert wird [43]. Zudem variiert der beschriebene
antitoxische Effekt von Lipofundin® von einigen Sekunden bis zu mehreren
Minuten. Auch die genaue Bedeutung der Zusammensetzung der Fettsauren im
Rahmen einer LipidRescue™-Therapie ist bis heute noch nicht abschlieRend
geklart.

Studien verglichen die Praparate Intralipid® mit Gberwiegend langkettigen
Fettsauren und Medialipid® mit gemischt mittel- und langkettigen Fettsauren. Fur
Medialipid konnten in vitro zwei- bis dreimal héhere Bindungskapazitaten von
Bupivacain und Ropivacain nachgewiesen werden [39, 44].

Die im Handlungsalgorithmus geforderten Dosierungen von Lipidemulsionen
liegen deutlich Uber den vom Hersteller angegebenen Maximaldosen und
pradisponieren das Auftreten von unerwinschten Wirkungen, wie
Kopfschmerzen und Ubelkeit, Riickenschmerzen, Dyspnoe, Temperaturanstieg,
Hyper- oder Hypotonie, Thrombophlebitiden und anaphylaktischen Reaktionen,
die allerdings aufgrund der mdoglichen Abwendung einer letal verlaufenden

Lokalan&sthetikaintoxikation eher zu vernachlassigen sind [45].
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1.7. Fragestellung

Das Auftreten von kardialen Symptomen im Rahmen einer Intoxikation mit
Lokalanasthetika kann neben den zerebralen Effekten zu einer akuten vitalen
Bedrohung des Patienten fihren. Der Einsatz von Lipidemulsionen ist eine
maogliche Option bei der Therapie einer Lokalanasthetikaintoxikation. Unklar ist
allerdings, ob eine Prainkubation mit einer Lipidlésung das Auftreten einer
kardialen Depression verhindern oder minimieren kann. In der vorliegenden
Arbeit wurde daher der Effekt auf die in-vitro-Kontraktion von Herzmuskulatur
nach Applikation von Ropivacain und Bupivacian untersucht, um folgende

Fragestellungen zu klaren:

o Induziert die Inkubation mit Bupivacain im Vergleich zu Ropivacain eine
ausgepragtere negativ inotrope Wirkung bei humanem Myokardgewebe
in-vitro?

o Kann die vorherige Inkubation mit Sojabohnenél (Lipofundin®) den
negativen inotropen Effekt von Ropivacain in-vitro aufheben oder
verringern?

o Moduliert die Applikation von Koffein die Inotropie von humanem

Myokardgewebe in-vitro?

13



2. Material und Methoden

Zur Bearbeitung der Fragestellungen wurden Muskelbiindel aus humanen
Herzvorhofohren  préapariert und  steigenden  Konzentrationen  von
Lokalanasthetika im Organbad ausgesetzt [79]. Im hier beschriebenen Aufbau
wurden steigende Konzentrationen der Lokalanasthetika Bupivacain
beziehungsweise Ropivacain appliziert und die Auswirkungen auf das
Kontraktionsverhalten von humanem Myokardgewebe in-vitro analysiert.
Hauptséchlich wurde die Wirkung von Ropivacain mit und ohne Vorbehandlung
mit Lipofundin getestet. Der Schwerpunkt der vorliegenden Promotionsarbeit lag
in der Datenanalyse und statistischen Evaluation der durch die Laborassistenten

im Vorfeld abgeschlossenen Versuchsreihe.

2.1. Patientenrekrutierung und Materialgewinnung

Nach Genehmigung durch die drtliche Ethikkommission (Ethikkommission der
Universitdt Wduarzburg, Antragsnummer: 130/04) wurden insgesamt 46
Herzmuskelbindel untersucht. Diese wurden im Rahmen einer
Herzklappenoperation mit intraoperativer Entfernung eines Herzohres zur
Thromboembolieprophylaxe an der Klinik fir Thorax-, Herz- und Thorakale
Gefalichirurgie der Universitatsklinik Wirzburg gewonnen.

Als Einschlusskriterium fir die Studie galt jede Herzklappenoperation mit
intraoperativer Entfernung eines Herzohres.

Ausschlusskriterien waren die fehlende Einwilligung des Patienten, eine
makroskopische Lasion des Herzohres oder fehlende Spontankontraktionen bei
mechanischer  Provokation der entnommenen  Muskelbtindel.  Der
Operationsablauf blieb durch die Teilnahme an der Studie unbeeinflusst.

Direkt nach Entnahme wurden die Herzohren in einem Probengefal3 mit
Carbogen (95% Sauerstoff [O2] / 5% Kohlenstoffdioxid [COz]) gesattigter Krebs-
Ringer-L6sung (1 | enthalt Natriumchlorid [NaCl] 118,1 mmol, Magnesiumsulfat
[MgSO4] 0,8 mmol, Glucose 11,1 mmol, Kalziumchlorid [CaCl2] 2,5 mmoal,
Kaliumchlorid [KCI] 3,4 mmol, Kaliumdihydrogenphosphat [KH2PO4] 1,2 mmol
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und Natriumhydrogencarbonat [NaHCOs] 25,0 mmol, Apotheke der

Universitatsklinik Wirzburg) in das Versuchslabor verbracht.

2.2. Versuchsaufbau

Zu Beginn des Versuches wurden aus den Herzohren einzelne
Muskelfaserbiindel mit einem definierten Mindestgewicht von 250 mg préapariert.
Diese Muskelbtindel wurden in einem mit 20 ml sterilfiltrierter Krebs-Ringer-
Losung gefullten Organbad eingespannt. Die Messkammer wurde mittels einer
Dosierpumpe (Typ BVP, Ismatec SA, Glattbrugg-Zurich, Schweiz) kontinuierlich
mit Krebs-Ringer-Losung perfundiert. Ein Uberlauf hielt das Volumen im
Wasserbad konstant. Um eine suffiziente Oxygenierung und Vitalitdt der
Muskelzellen sicherzustellen, wurde dem Organbad kontinuierlich Carbogen
zugefuhrt. Ein integrierter Warmekreislauf (Sauer, Wurzburg) mit Heizspirale
(Typ Assistent 3180, Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim, Deutschland)
stellte die Temperaturkonstanz bei 36,5°C sicher. Durch elektronisch gesteuerte
Mikromanipulatoren (Physiologisches Institut der Universitat Wirzburg) konnten
die Muskelbiindel vorgedehnt werden. Die jeweiligen Enden der fixierten
Muskelblndel wurden mit den Elektroden eines Stimulators (Stimulator Typ
215/1, Hugo Sachs Elektronik, March, Deutschland) verbunden; damit wurde der
Reizstrom erzeugt. Die ermittelten Signale wurden durch einen Kraftaufnehmer
(Lectromed Isometric Force Transducer T4150, Lectromed Limited, Welwyn
Garden City, England) erfasst und tber einen Verstarker (Typ Musco, RS Biomed
tech, Sinzing, Deutschland) an einen angeschlossenen Computer weitergeleitet
und digital gespeichert. Zeitgleich wurde das Signal von einem analogen
Multipen Recorder (Serie R 60, Rikandenki Kogyo Co, Tokio, Japan)
aufgezeichnet (Abbildung 6).
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Abb. 6: Schematische Anordnung der Versuchsapparatur.

2.3. Praparation der Testsubstanzen

Vor Versuchsbeginn wurde eine Koffeinldsung aus Koffeintrockensubstanz
(CsH10N4O2, M = 194,20 g/mol, MERCK KGaA, Darmstadt, Deutschland) mit
einer Konzentration von 100 mmol/l angesetzt. Dafir wurden 4,855 g des
Koffeinpulvers in 250 ml Aqua dest. (Braun Melsungen AG, Deutschland) unter
Ruhren gel6st. Die zu untersuchenden Lokalanasthetika Ropivacain (Naropin®,
7,5 mg/ml, AstraZeneca, Wedel, Deutschland) sowie Bupivacain (Carbostesin®
5 mg/ml, AstraZeneca, Wedel, Deutschland) wurden jeweils sterilen und

kommerziell erhaltlichen Kunstoffeinzelampullen entnommen.

Als Fettlosung wurde Lipofundin® 20% N verwendet (1000 ml der Emulsion
enthalten 200 g Sojadl, 12 g Eilecithin, 25 g Glycerol, sowie alpha-Tocopherol,
Natriumoleat und Wasser fir Injektionszwecke (Braun, Melsungen AG,

Deutschland). Die Osmolalitat betrug 350 — 380 mosmol/kg.
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2.4. Versuchsablauf

Zu Beginn wurden die Muskelbiindel eingespannt und durch eine kontinuierlich
zunehmende Dehnung (1,5 mm/min) vorgedehnt, bis eine resultierende
Muskelbundelspannung von 60 - 70 mN erreicht war (gemessen: 63,3 = 15,9
mN).

Wahrend des Versuches wurden alle funf Sekunden maximale Kontraktionen
durch elektrische Reizung ausgeldst (Reizparameter: Frequenz 12/min,
Stimulationsdauer 50 ms, Spannung 50 V).

Die Kraftentwicklung der elektrisch induzierten muskularen Kontraktionen
(Twitch) sowie die Ruhespannung (Baseline) zwischen den einzelnen
Kontraktionen wurden aufgezeichnet (Abbildung 7). Muskelbindel, die zum
Zeitpunkt der erreichten Vordehnung auf Elektrostimulation mit einer Kontraktion
unter 4 mN reagierten, wurden von der weiteren Untersuchung ausgeschlossen.
Ein Anstieg der Baseline im Verlauf wurde als Kontraktur bezeichnet. Nach
Erreichen einer konstanten Ruhespannung (Variabilitdt < 2 mN tber 10 min)
wurde die Zufuhr von Krebs-Ringer-Losung gestoppt, und die Testsubstanzen
mit einer 1 ml Einmalspritze (Omnifix®-F 1 ml, Braun Melsungen, Melsungen,
Deutschland) in das Wasserbad appliziert.

Im Abstand von jeweils drei Minuten wurden alle Muskelblindel zunachst mit
Koffein in steigenden Konzentrationen (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0 mmol/l) im
Organbad inkubiert.

Anschlie3end erfolgte die dreimalige Applikation eines Volumens von 50ul der
Losung der Testsubstanzen (was kumulativ zu 50 — 100 — 150 pl appliziertem
Gesamtvolumen fihrte). In der Gruppe Bupivacain entsprach dies einer
Einzeldosis von 0,25 mg Bupivacain und kumulativen Gesamtmengen von 0,25,
0,5 und 0,75 mg. In der Gruppe Ropivacain war die entsprechende Einzeldosis
0,375 mg, die zu kumulativen Dosen von 0,375, 0,75 und 1,125 mg fuhrte.
Tabelle 1 stellt die verwendeten Testsubstanzen den entsprechenden Volumina

gegenuber.
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Messzeitpunkt Volumen [ul] Dosis [mg] Konzentration

50 0,250 0,04 mmol/l

Bupivacain 100 0,500 0,09 mmol/l
150 0,750 0,13 mmol/l

50 0,375 0,07 mmol/l

Ropivacain 100 0,750 0,14 mmol/l
150 1,125 0,20 mmol/l

Lipofundin 200 40,00 2,00 g/l

Tab. 1: Verwendete Testsubstanzen Bupivacain und Ropivacain mit Angabe von
Volumina, Dosen und Konzentrationen im Organbad von 20 ml. Angaben in ul, mg,

mmol/l und mg/l.

In der dritten Gruppe (Gruppe Ropivacain plus Lipofundin) erfolgte nach
Koffeinexposition der Muskelbiindel erst eine Inkubation mit 200 ul Lipofundin®
und anschlie3end die dreimalige Gabe von jeweils 50 pl Ropivacin entsprechend
der Gruppe Ropivacain.

Am Untersuchungsende wurde zur Uberpriifung der postinterventionellen
Vitalitdt der Muskelbindel in allen drei Gruppen die Koffeinkonzentration um 32
mmol/l erhoht (Abbildung 7). Kam es hier zu keinem Anstieg der Baseline von
mindestens 2 mN im Vergleich zum Startpunkt, wurde dies als Anzeichen einer
unzureichenden Vitalitdit gedeutet, weshalb das Muskelblndel nicht in die

Auswertung einbezogen wurde.
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Abb. 7: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs mit Twitch und Baseline bei
Applikation der Testsubstanzen im Abstand von drei Minuten und Darstellung der
Messzeitpunkte.

2.5. Datenerfassung

Vor Versuchsbeginn erfolgte die Erfassung von Gewicht und Lange der einzelnen
Muskelblndel. Vor Gabe der ersten Koffeindosis (Startpunkt) wurden die Werte
von Baseline und Twitch gemessen und fur die folgenden Messungen als
Referenzwert festgelegt.

Ein Anstieg der Baseline wurde als Kontrakturentwicklung definiert und eine
Veranderung des Twitch als Ausdruck einer veranderten Kontraktionsfahigkeit
der Muskelfasern, welche im Verlauf des Versuches nach dreimindtiger
Inkubation mit der jeweiligen Testsubstanz erfasst wurde. Der letzte Messpunkt

entsprach der Wirkung von 32 mmol/l Koffein.

2.6. Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit der Software SPSS (Statistical Package
for Social Sciene, IBM®, Version 24, Armonk, NY, USA) durchgefuhrt. Die Daten
sind als Mittelwerte und Standardabweichung angegeben. Der t-Test fir
abhangige Stichproben wurde fir Vergleiche zwischen den Messzeitpunkten im

zeitlichen Verlauf innerhalb jeder Gruppe, der t-Test fir unabhangige
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Stichproben fur den Vergleich der Messpunkte zwischen den Gruppen
verwendet. Die Homogenitat der beiden Gruppen wurde durch einfaktorielle
Varianzanalysen mit Messwiederholungen (ANOVA) als hinreichend
nachgewiesen. Die gemessenen Kontraktionsparameter (Baseline, Twitch)
wurden mit dem t-Test fir gepaarte Stichproben innerhalb des gesamten

Kollektivs verglichen. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

Insgesamt wurden 46 atriale Muskelblndel untersucht und ausgewertet, davon
7 in der Gruppe Bupivacain, 26 in der Gruppe Ropivacain und 13 in der Gruppe
Ropivacain plus Lipofundin®.

3.1. Biometrische Daten

Das Gewicht der untersuchten Muskelbtindel variierte zwischen 250 mg und
1070 mg bei einem Mittelwert von 635,7 £ 222,8 mg (Tabelle 2).

Gruppe Mittelwert Sta_ndard- Minimum - Maximum
abweichung

Bupivacain [mg] 530,0 199,3 250,0 — 800,0

Ropivacain [mg] 630,0 197,1 300,0 - 1070,0

Ropivacain plus 703,9 271,5 2800 —  1070,0

Lipofundin [mg]

Gesamt

Herzmuskelbindel 635,7 2228 250,0 - 1070,0

[mg]

Tab. 2: Mittleres Gewicht mit Standardabweichung und Minimum sowie Maximum der
Herzmuskelbiindel innerhalb der einzelnen Gruppen und im Gesamtdurchschnitt.

Bupivacain n=7, Ropivacain n=26, Ropivacain plus Lipofundin n=13, Angaben in mg.

Die Gewichtsverteilung der Muskelbtindel in den drei untersuchten Gruppen war
vergleichbar (Abbildung 8).

21



n=7 n=26 n=13

1.200 @=530 @=630 @=703,9
1.000
800
=
E
600
B Bupivacain
[
© 400
B Ropivacain
200 ® Ropivacain
plus Lipofundin
0

Herzmuskelbindel

Abb. 8: Gewichtsverteilung der Herzmuskelbindel. Bupivacain n=7, Ropivacain n=26,

Ropivacain plus Lipofundin n=13, Angaben in mg.

Das Gewicht der untersuchten Muskelblindel unterschied sich nicht signifikant
zwischen den Gruppen (p=0,250) (Abbildung 9).
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Abb. 9: Gewichtsverteilung innerhalb der Gruppen, dargestellt als Mittelwert (gestrichel-
te Linie), Median (durchgezogene Linie), Quartilenspanne (farbige Box), Minimum und
Maximum. Statistisch zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
(p=0,250). Bupivacain n=7, Ropivacain n= 26, Ropivacain plus Lipofundin n=13,

Angaben in mg.
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Die Lange der eingespannten Muskelbiindel variierte zwischen 8,0 mm und 28,0

mm bei einem Mittelwert von 17,5 £ 4,7 mm (Tabelle 3).

Standard-

Gruppe Mittelwert . Minimum - Maximum
abweichung

Bupivacain [mm] 17,4 4,6 14,0 - 27,0
Ropivacain [mm] 16,9 3,6 8,0 — 24,0
Ropi in pl

opivacain pius 18,5 6,5 8,0 — 28,0
Lipofundin [mm]
Gesamt
Herzmuskelbindel 17,5 4,7 8,0 - 28,0
[mm]

Tab. 3: Mittlere LAnge mit Standardabweichung sowie Minimum und Maximum der

Herzmuskelbiindel innerhalb der einzelnen Gruppen und im Gesamtdurchschnitt.

Bupivacain n= 7, Ropivacain n= 26, Ropivacain plus Lipofundin 13, Angaben in mm.

Die Verteilung der Muskelbiindellange wies diskrete Unterschiede auf (Abbildung
10), die jedoch nicht signifikant waren (p=0,603) (Abbildung 11).
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Abb. 10: Langenverteilung aller verwendeten Herzmuskelbindel. Bupivacain n=7,

Ropivacain n= 26, Ropivacain plus Lipofundin n=13, Angaben in mm.
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Abb. 11: Gewichtsverteilung zwischen den Gruppen dargestellt, als gestrichelte Linie fur
Mittelwert, durchgezogene Linie fir Median mit 1. — 3. Quartile, Minimum und Maximum.
Statistisch zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (p=0,603).

Bupivacain n=7, Ropivacain n=26, Ropivacain n=13, Angaben in mm.

3.2. Baseline im Verlauf

Im Mittel betrug die Zeitspanne vom Zeitpunkt der Vordehnung bis zur Applikation
der ersten Koffeindosis 35,7 + 10,8 Minuten.

In allen drei Gruppen fiel die Baseline bezogen auf den Ausgangswert im
zeitlichen Verlauf wahrend der Applikation der Testsubstanzen leicht ab. Bei
einer Konzentration von 32 mmol/l Koffein kam es am Ende zu einem statistisch
signifikanten Anstieg der Grundspannung in allen untersuchten Gruppen.

In der Gruppe Bupivacain fiel die Baseline zunachst stetig ab und war vereinzelt
signifikant unterschiedlich zum Referenzzeitpunkt. Final stieg die Baseline im
Vergleich zum Startpunkt um 6,9 + 3,4 mN (28%) an. Nach der letzten Applikation
von Koffein (Gesamtkonzentration 32 mmol/l) kam es zu einem signifikanten
Anstieg der Baseline ("p < 0,05) (Abbildung 12).
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Abb. 12: Verlauf der Baseline in der Gruppe Bupivacain, gemessen jeweils zum
Wirkzeitpunkt der aufgefihrten Substanzen. Statistisch zeigten sich signifikante
Veranderungen ('p < 0,05 fiir Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten bezogen auf
den Startpunkt). n=7, Angaben in mN als Mittelwert mit Standardabweichung.

Analog fiel in der Gruppe Ropivacain die Baseline an zwei Messpunkten
signifikant ab und stieg um 7,0 + 4,0 mN (25%) bei 32 mmol/l Koffein ("p < 0,05)
an (Abbildung 13).
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Abb. 13: Verlauf der Baseline in der Gruppe Ropivacain, gemessen jeweils zum
Wirkzeitpunkt der aufgefihrten Substanzen. Statistisch zeigten sich signifikante
Veranderungen ('p < 0,05 fiir Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten bezogen auf

den Startpunkt). n=26, Angaben in mN als Mittelwert mit Standardabweichung.
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In der Gruppe Ropivacain plus Lipofundin® kam es nur bei der Konzentration von
32 mmol/l Koffein zu einem signifikanten Anstieg der Baseline auf 9,4 + 6,2 mN

(31%) bezogen auf den Ausgangswert (‘p < 0,05) (Abbildung 14).
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Abb. 14: Verlauf der Baseline in der Gruppe Ropivacain plus Lipofundin, gemessen
jeweils zum Wirkzeitpunkt der Substanzen. Statistisch zeigte sich ein signifikanter
Anstieg bezogen auf den Startpunkt (‘p < 0,05 fiir Unterschiede zwischen den
Messzeitpunkten bezogen auf den Startpunkt). n=13, Angaben in mN als Mittelwert mit

Standardabweichung.

Der direkte Vergleich der einzelnen Messwerte der Baseline zwischen der
Gruppe Bupivacain und Ropivacain ergab keinen signifikanten Unterschied,
beide fielen im Verlauf ab. Wéahrend der Lokalanasthetikaapplikation zeigte sich
jedoch ein deutlicherer Abfall der Ruhespannung in der Gruppe Bupivacain,
welcher am Messzeitpunkt von 100 ul Bupivacain besonders ausgepragt war.

Statistisch war dies nicht signifikant (p=0,315) (Abbildung 15).
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Abb. 15: Vergleich der Gruppen Bupivacain und Ropivacain hinsichtlich des Verlaufs
der Baseline zu den jeweiligen Messzeitpunkten der verwendeten Substanzen.
Bupivacain n=7, Ropivacain n=26, Angaben in mN, LA= Lokalanasthetikum. Fur
Umrechnung der LA in mmol/l siehe Tab. 1.

Im direkten Vergleich der Gruppen Ropivacain und Ropivacain plus Lipofundin®
zeigte sich ein vergleichbarer Verlauf bezogen auf die Veranderungen der
Ruhespannung. Statistisch liel3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

einzelnen Messwerten beider Gruppen nachweisen (Abbildung 16).
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Abb. 16: Vergleich der Gruppen Ropivacain und Ropivacain plus Lipofundin hinsichtlich
des Verlaufs der Baseline zu den Messzeitpunkten der verwendeten Substanzen.
Ropivacain n=26, Ropivacain plus Lipofundin n=13, Angaben in mN, LA =

Lokalanasthetikum. Fur Umrechnung der LA in mmol/l siehe Tab. 1.
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In der direkten Gegenuberstellung der Baselinewerte im Verlauf der Inkubation
mit der jeweiligen Dosis der Testsubstanzen in Bezug auf den Beginn des
Versuches (Startpunkt) ergaben sich die in Tabelle 4 berechneten Werte.
Dargestellt werden die prozentualen Reduktionen innerhalb der untersuchten

Gruppen.

Baseline
Ropivacain plus
Lipofundin [%]

Baseline Baseline

Messzeitpunkt Bupivacain [%] Ropivacain [%]

50 pl LA -3,7+34 -2,3+53 -19+6,2
100 pl LA -56+4.3 -2,3+6,3 -1,8+6,9
150 pl LA -4,2+49 -2,1+6,7 -19+7.2
Mittelwert -45+472 -2,2+6,3 -19+6,9

Tab. 4: Relative Veradnderungen der Baseline im Verlauf der Wirkung der
Lokalanasthetika und im Mittel nach Gruppen, getrennt jeweils in Bezug auf den
Startpunkt. Bupivacain n=7, Ropivacain n=26, Ropivacain plus Lipofundin n=13,
Angaben in Prozent mit Mittelwert und Standardabweichung, LA= Lokalan&sthetikum.

Sowohl im Verlauf der Inkubation mit steigenden Dosierungen als auch im jeweils
errechneten Mittelwert zeigte sich innerhalb der Gruppe Bupivacain die gréfite

Abnahme der Baseline, in der Gruppe Ropivacain plus Lipofundin die geringste.

3.3. Twitch im Verlauf

In allen drei Gruppen fiel der Twitch bezogen auf den Startpunkt im Verlauf des
Versuches kontinuierlich ab. Wahrend nach Koffeingabe lediglich leichte Abfalle
gemessen wurden, fiel nach Lokalanasthetikaapplikation eine deutliche
Reduktion auf.

In der Gruppe Bupivacain zeigte sich ein Abfall um 7,8 £ 6,4 mN (76%), der
statistisch nicht signifikant war (p=0,093) (Abbildung 17).
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Abb. 17: Verlauf des Twitch in der Gruppe Bupivacain zum Messzeitpunkt der
aufgeflhrten Substanzen. Statistisch zeigte sich kein signifikanter Abfall bezogen auf
den Startpunkt. n=7, Angaben in mN als Mittelwert mit Standardabweichung.

Die Twitchwerte in der Gruppe Ropivacain nahmen im Verlauf signifikant um 8,3
+ 3,8 mN (89%) ('p < 0,05) ab (Abbildung 18).
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Abb. 18: Verlauf des Twitch in der Gruppe Ropivacain zum Messzeitpunkt der
aufgefuihrten Substanzen. Statistisch zeigte sich ein signifikanter Abfall bezogen auf den
Startpunkt (‘p < 0,05 fiir Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten bezogen auf den

Startpunkt). n=26, Angaben in mN als Mittelwert und Standardabweichung.
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In der Gruppe Ropivacain plus Lipofundin kam es zu einer Reduktion der
Twitchwerte um bis zu 9,3 £ 3,9 mN (89%), welche nach Ropivacain-Inkubation
statistisch signifikant waren (p < 0,05) (Abbildung 19).
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Abb. 19: Verlauf des Twitch in der Gruppe Ropivacain plus Lipofundin zum
Messzeitpunkt der aufgeflhrten Substanzen. Statistisch zeigte sich ein signifikanter
Abfall bezogen auf den Startpunkt (p < 0,05 fur Unterschiede zwischen den
Messzeitpunkten bezogen auf den Startpunkt). n=13, Angaben in mN als Mittelwert und

Standardabweichung.

Vergleichbar den Messungen zur Baseline wurden die Twitchwerte von jeweils
zwei Gruppen entsprechend der Fragestellung direkt miteinander verglichen.
Der Vergleich der Gruppe Bupivacain mit der Gruppe Ropivacain zeigte in den
Amplituden einen ahnlichen zeitlichen Verlauf der Kontraktionen nach der
Applikation der verwendeten Substanzen. Die Twitchwerte beider Gruppen
nahmen im Versuchsverlauf ab. Ab einer Konzentration von 3,0 mmol/l Koffein
zeigte sich ein groRerer Abfall in der Gruppe Ropivacain, der statistisch jedoch
nur am Messpunkt von 100 pl der verwendeten Lokalanasthetika signifikant war
("p < 0,05) (Abbildung 20).
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Abb. 20: Vergleich der Gruppen Bupivacain und Ropivacain hinsichtlich des Verlaufs
der Twitchwerte (‘p < 0,05 fiir Unterschiede an den Messzeitpunkten zwischen den
untersuchten Gruppen bezogen auf den Startpunkt). Bupivacain n=7, Ropivacain n=26,
Angaben in mN, LA = Lokalanasthetikum. Fir Umrechnung LA in mmol/l siehe Tab. 1.

Im direkten Vergleich der Gruppe Ropivacain mit der Gruppe Ropivacain plus
Lipofundin® bezogen auf die jeweiligen Twitchwerte zeigte sich, dass die
Kontraktionsamplituden beider Gruppen wahrend des Versuches abnahmen.
Dabei kam es von Beginn an zu einer starkeren Abnahme der Twitchwerte in der
Gruppe Ropivacain. Wurden die Werte jedoch an jedem Messpunkt zwischen
den beiden Gruppen verglichen, zeigte sich statistisch kein Unterschied
(Abbildung 21).
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Abb. 21: Vergleich der Gruppen Ropivacain und Ropivacain plus Lipofundin hinsichtlich
der Veranderungen der Twitchwerte im Verlauf. Ropivacain plus Lipofundin n=13,
Ropivacain n=26, Angaben in mN, LA = Lokalanasthetikum. Fir Umrechnung der LA in
mmol/l siehe Tab. 1

Entsprechend der Baseline lasst sich die prozentuale Reduktion der Twitchwerte
im Verlauf der Inkubation mit der jeweiligen Dosis der Testsubstanzen in Bezug
auf den Beginn des Versuches (Startpunkt) berechnen. Tabelle 5 zeigt die
unterschiedliche prozentuale Reduktion der Twitchwerte in den untersuchten
Gruppen nach Applikation der Testsubstanzen. Im Vergleich weist die Gruppe
Ropivacain den hochsten Abfall der Twitchwerte auf.

Twitch
Ropivacain plus
Lipofundin [%]

Twitch Twitch

Messzeitpunkt Bupivacain [%] Ropivacain [%]

50 pl LA -13,0 £ 26,0 -29,0+17,4 -16,4+ 394
100 pl LA -20,6 £ 25,0 -47,0+ 25,0 -29,2+42.3
150 pl LA -28,1+ 28,9 -55,0+315 -39,1+39,4
Mittelwert -20,5+26,9 -44,0 + 25,0 -21,5+40,4

Tab. 5: Relative Veranderungen der Twitchwerte im Verlauf der Wirkung der
Lokalanasthetika und im Mittel nach Gruppen, getrennt jeweils in Bezug auf den
Startpunkt. Bupivacain n=7, Ropivacain n=26, Ropivacain plus Lipofundin n=13,

Angaben in Prozent mit Mittelwert und Standardabweichung, LA= Lokalan&sthetikum.
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3.4. Koffeinwirkung

Im Verlauf der ansteigenden Koffeinkonzentrationen fiel die Baseline des
Gesamtkollektivs im zeitlichen Mittel um 0,6 + 0,2 mN (2%). Ein signifikanter
Abfall war nur zum Zeitpunkt von 0,5 und 1,5 mmol/l zu beobachten (Abbildung
22).

Bei den folgenden Konzentrationserhéhungen kam es zu keiner messbaren

Anderung.

Baseline [mN]

Veranderung der

0.5 1.0 15 2.0 3.0 4.0

Koffeinkonzentration [mmol/l]

Abb. 22: Veranderungen der Baseline in allen drei Gruppen im Verlauf der steigenden
Koffeinkonzentration. Statistisch zeigte sich eine signifikante Reduktion der Baseline
bezogen auf den Ausgangswert (*p < 0,05 fir Unterschiede zwischen den

Messzeitpunkten). n=46, Angaben in mN als Mittelwert mit Standardabweichung.

Analog dazu fielen unter ansteigenden Koffeinkonzentrationen die
Kontraktionsamplituden im zeitlichen Mittel um 1,0 + 0,3 mN (10%) ab. Hier war
ein signifikanter Abfall zum Zeitpunkt von 0,5, 1,0 und 1,5 mmol/l Koffein zu

beobachten, ab 2,0 mmol/l Koffein kam es zu keiner weiteren Veranderung.

33



Veranderung des
Twitch [mN]

0.5 1.0 15 20 3.0 4.0

Koffeinkonzentration [mmol/l]

Abb. 23: Veranderungen des Twitch in allen drei Gruppen im Verlauf der steigenden
Koffeinkonzentration. Statistisch zeigte sich eine signifikante Reduktion der Baseline
bezogen auf den Ausgangswert (p < 0,05 fur Unterschiede zwischen den
Messzeitpunkten). n=46, Angaben in mN als Mittelwert mit Standardabweichung.

Tabelle 6 vergleicht die absoluten und relativen Verédnderungen wahrend der
steigenden Koffeindosen. Der signifikante Abfall der Messwerte von Baseline und
Twitch war gefolgt von einem stabilen Zustand, in dem eine weitere

Konzentrationserhéhung des Koffeins keinen Effekt hatte.

Messzeitpunkt B_aseline Bag.eline _Twitch T_Witch

Koffein [MN]  Koffein [%] Koffein [MN] Koffein [%]
0,5 mmol/l Koffein -0,3"+0,6 -12+21 -05°+1,0 -4,7+108
1,0 mmol/l Koffein -0,4+0,5 -15+18 -0,8°+1,3 -80+137
1,5 mmol/l Koffein -0,6"+0,7 -22+25 -1,00+15 -10,2+158
2,0 mmol/l Koffein -0,7+0,9 -24+372 -1,1+18 -11,4+18/4
3,0 mmol/l Koffein -0,7+1,1 -25+39 -1,3+20 -13,0+20,7
4,0 mmol/l Koffein -0,7+14 -2,3+49 -1,2+24 -12,7+245
Mittelwert -0,6+0,2 -20+£372 -1,0+£0,3 -10,0+17,4

Tab. 6: Absolute und relative Verdnderungen der Baseline und Twitch aller
Muskelblindel im Verlauf der Wirkung der Koffeinkonzentrationen und im Mittel jeweils
in Bezug auf den Startpunkt (‘p < 0,05 fiir Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten).

n=46, Angaben in mN als Mittelwert mit Standardabweichung und Prozent.
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4. Diskussion

Der klinische Einsatz von Regional- und Lokalanasthesien hat in den letzten
Jahren stetig zugenommen. In vielen Fallen |6sen diese eine
Allgemeinanésthesie nicht nur ab, sondern werden vermehrt auch mit dieser in
Kombination angewandt. Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurden neue
Lokalanasthetika entwickelt und vorhandene intensiv hinsichtlich der
Wirkmechanismen, Interaktionen und Nebenwirkungen erforscht.

Gerade die am haufigsten verwendeten und langwirksamen Lokalanasthetika,
wie Bupivacain und das im Vergleich neuere Ropivacain, mit ihrer hohen
Plasmaproteinbindung und Lipophilie zahlen zu den Substanzen, die intensiver
Forschung unterliegen [29, 46]. Neben allergischen Reaktionen sind vor allem
toxische Effekte relevante Nebenwirkungen der Lokalan&sthetika.

Lange Zeit war die prolongierte kardiopulmonale Reanimation die einzige
wirkungsvolle Therapieoption bei einer akzidentiellen Lokalanasthetika-
Uberdosierung.

Ein Meilenstein in der Therapie der Lokalan&sthetikaintoxikation ergab sich durch
erste Hinweise eines protektiven Effektes der intraventsen Applikation von
Lipidemulsionen, der dadurch ein vollig neues therapeutisches Konzept
eroffnete.

Vergleichbar mit dem Grundsatz bei der kardiopulmonalen Reanimation ,nobody
is dead, until he is warm and dead“ untermauert die Aussage ,the poisoned
patients cannot be considered dead, until theyre lipemic and dead® den hohen
Stellenwert von Lipiden im Rahmen eines Lokalandsthetika-induzierten
Herzkreislaufstillstandes [47].

Ziel dieser Arbeit war es, die beiden Substanzen Bupivacain und Ropivacain
hinsichtlich einer negativ-inotropen Wirkung an humanem Myokardgewebe zu
vergleichen sowie einen moglichen Effekt durch vorherige Inkubation mit
Lipofundin® zu evaluieren.

Mehrere Studien beschreiben eine Inotropie-steigernde Wirkung von Koffein,

sodass in der vorliegenden Untersuchung die repetitive Koffeinapplikation zur
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Steigerung der Inotropie der analysierten humanen kardialen Muskulatur
eingesetzt wurde.

Hierzu wurden insgesamt 46 Muskelblindel, verteilt auf drei Gruppen, im
Organbad untersucht und dabei sowohl die Ruhespannung (Baseline) des
Muskels als auch die Kontraktionsamplitude bei elektrischer Reizung (Twitch)
erfasst.

Mit einem Mikromanipulator wurden die Muskelbiindel zu Beginn des Versuches
vorgedehnt, was zu einer Kraftentwicklung im Sinne des Frank-Starling-
Mechanismus fuhrt. Die Vordehnung fihrt zu einem optimalen
Uberlappungsbereich der kontraktilen Filamente und reduziert den elastischen
Anteil der Muskelzelle zugunsten des aktiv-kontraktilen Anteils. Somit kommt es
durch die Zunahme der Scherungssensitivitit zu einem hoQheren
Ruhekalziumeinstrom und damit einer gesteigerten Kalziumsensitivitat der
Kanale. Zusammen fihrt dies zu einem erhdhten Anteil des zur Verfliigung
stehenden Kalziums und damit optimierten Voraussetzungen fur einen in-vitro-
Versuch.

Jedes kardiale Muskelbiindel wurde initial mit Koffein und anschlieend in
Abhangigkeit von der Gruppenzugehdrigkeit mit den Lokalandsthetika
Bupivacain oder Ropivacain beziehungsweise Ropivacain plus Lipofundin
inkubiert.

Um die Verdnderung durch die Testsubstanzen zu evaluieren, wurden die
statistischen Berechnungen nicht mit den absoluten Messwerten, sondern mit der
jeweiligen Anderung der absoluten Werte bezogen auf den Versuchsbeginn
(Startpunkt) durchgefuhrt. Das Inkubationsintervall wurde auf drei Minuten
festgelegt.

Bei Versuchsbeginn wurden das Gewicht und die Lange der Muskelblndel
erhoben. So konnten statistisch relevante Unterschiede zwischen den Gruppen
ausgeschlossen werden.

Zudem bestatigte der signifikante Nachweis einer Kontrakturentwicklung in allen
Gruppen nach Applikation von 32 mmol/l Koffein die muskulére Vitalitat und
belegte damit, dass die Muskelbindel wahrend des Versuchsablaufs die

Fahigkeit hatten, auf die Testsubstanzen zu reagieren.
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Direkte Einflisse auf die Kontraktionen der einzelnen Muskelbiindel wurden
anhand der Veranderungen der Twitchwerte untersucht.

Um Unterschiede im Kontraktionsverlust genauer darstellen zu kdnnen, wurden
jeweils zwei Gruppen miteinander verglichen.

In direkten Vergleichen konnten keine statistischen Unterschiede zwischen
Bupivacain und Ropivacain nachgewiesen werden.

Analog dazu liel3 sich darstellen, dass die Baseline und der Twitch bei Ropivacain
nach Prainkubation mit Lipofundin® weniger abnahmen als in der
Vergleichsgruppe ohne Lipofundin®.

Koffein fihrte in diesem Versuch initial bei niedrigen Konzentrationen bis 2 mmol/l
zu einer minimalen, wenn auch signifikanten Abnahme sowohl der Baseline als
auch des Twitches. Eine weitere Konzentrationserh6hung fuhrte zu keiner

Anderung.

4.1. Bupivacain versus Ropivacain

In friheren Studien konnte eine erhdhte Toxizitat von Bupivacain im direkten
Vergleich zu Ropivacain nachgewiesen werden [48-50]. Angefangen von
zentralnervosen Stérungen mit leichter Mudigkeit, Tinnitus und/oder
Geschmacksstorungen kénnen kardiovaskulare Reaktionen, wie Bradykardien,
ventrikulare  Arrhythmien  bis hin zu einem therapierefraktaren
Herzkreislaufstillstand, induziert werden [51]. Im Vergleich zu Bupivacain treten
systemisch-toxische Effekte bei Ropivacain erst bei deutlich héheren
Kumulativdosen auf. Wahrend Bupivacain sowohl zu einer systolischen und
diastolischen Ventrikelfunktionseinschrdnkung fuhrt, bewirkt Ropivacain
Uberwiegend eine systolische Depression [52, 53].

Die differenzierten Nebenwirkungsprofile der beiden Substanzen kdnnen durch
die Unterschiede in der chemischen Struktur, der Bindungsaffinitat zu Natrium-,
Kalium- und Kalziumkanalen und der unterschiedlichen Lipophilie, erkléart
werden. Wahrend Bupivacain als Racemat mit (S-) und (R+) Verwendung findet,
wird Ropivacain als reines (S-) Enantiomer eingesetzt; es besitzt somit eine

grol3ere therapeutische Breite bei geringer Nebenwirkungsrate [51, 54].
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Klinisch gebrauchlichen Substanzen
Bupivacain und Ropivacain verwendet. In Anlehnung an bereits durchgefiihrte
Medikamentenversuche wurden Dosierungen eingesetzt, die auf das Gewicht
der Herzohren bezogen uber den empfohlenen absoluten Hochstdosen beim
Menschen liegen  wirden, um einerseits mdoglichst realistische
Intoxikationsbedingungen zu schaffen und um andererseits in der kurzen
Versuchszeit eine Tendenz erkennen zu kdnnen.

Lokalanasthetika induzieren eine Blockade der spannungsgesteuerten
Natriumkanéle und bei héheren Dosen auch der Kalium- und Kalziumkanéle.
Bupivacain besitzt eine héhere Affinitat zu diesen Kanélen als Ropivacain und
implementiert bereits bei niedrigeren Dosen eine schnell einsetzende und
langanhaltende Reizleitungsblockade am Herzen im Sinne eines ,fast-in; slow-
out“-Prinzips. Bei Ropivacain konnte das ,fast-in; intermediate-out-Prinzip
nachgewiesen werden, welches eine unmittelbare Blockade der Kandle induziert,
jedoch durch eine beschleunigte Freigabe eine deutlich kirzere Blockade der
Signaltransduktion bewirkt [55].

Die erhohte Lipophilie von Bupivacain bedingt eine Reduktion der myokardialen
Energieproduktion durch direkte Hemmung der oxidativen Phosphorylierung im
Rahmen der Atmungskette [56]. Diese pharmakologische Eigenschaft ist
ursachlich fur die erhdhte Kardiotoxizitdt von Bupivacain im Vergleich zu
Ropivacain. Verstarkt wird dieser Effekt durch eine Gewebehypoxie, wie sie
beispielsweise bei einem Herzkreislaufstillstand auftritt. Durch den
eingeschrankten enzymatischen Abbau von Bupivacain in der Leber, bedingt
durch die fehlende Bereitstellung energiehaltiger Adenosintriphosphate der
Atmungskette, kommt es zu einer kontinuierlichen Akkumulation des Wirkstoffes
und einer prolongierten toxischen Wirkung.

Um einem moglichen hypoxischen Einfluss und damit einer Wirkpotenzierung der
Lokalanasthetika vorzubeugen, wurde in der vorliegenden Untersuchung
kontinuierlich Carbogen in das Organbad insuffliert. In der Literatur fehlen jedoch
konkrete Angaben zur HoOhe der absoluten Carbogenbegasung bei

Kardiomyozyten. Somit kbnnte der tatsachliche Sauerstoffoedarf hoher gelegen
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haben, was einen Kumulationseffekt der Lokalanasthetika bei hypoxischer
Stoffwechsellage nicht vollig ausschliel3t.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten keine eindeutig erhéhte negativ inotrope
Wirkung von Bupivacain im Vergleich zu Ropivacain belegen. Jedoch zeigte sich
in der Gruppe Bupivacain ein starkerer Abfall der Baseline bei geringerem Abfall
der Twitchwerte als unter Einwirkung von Ropivacain.

In diesem Kontext kann die Reduktion der Twitchwerte als ein Zeichen von
Muskelzelluntergang interpretiert werden, der in der Ropivacain-Gruppe
deutlicher ausgepragt zu sein scheint als nach Bupivacain-Inkubation. Parallel
zeigte sich ein Abfall der Grundspannung (Baseline) in der Bupivacain-Gruppe,
wahrend diese unter der Einwirkung von Ropivacain stabil blieb. Als mdgliche
Erklarung konnten diese Effekte durch einen zellularen ATP-Mangel bedingt sein,
welcher zu einer mangelnden Ca?*-Ruckresorption in das sarkoplasmatische
Retikulum und damit zu einer Anderung der Ruhespannung gefiihrt haben.
Obwohl in diesen Versuchen die in vergleichbaren Experimenten ermittelte
optimale Konzentration von Ca?" und eine Temperatur von 36,5°C gewabhlt
wurde, lasst sich dieser Mechanismus hier nicht vollig ausschliel3en.

Auch koénnte der Abfall der Ruhespannung im Sinne der beschriebenen
diastolischen Depression von Bupivacain gedeutet werden und die belegte
erhohte kardiodepressive Wirkung von Bupivacain unterstreichen.

Weiterhin konnte bereits eine Vorschadigung des Vorhofmyokards vorliegen, da
die Herzohren im Rahmen kardiochirurgischer Operationen von Klappenvitien
entnommen wurden, welche eine lang vorliegende Druck- oder
Volumenbelastung und -schadigung des Vorhofmyokards verursachen kénnen.

Wichtig zu erwéhnen ist aber auch die geringe Fallzahl in der Gruppe Bupivacain
im Vergleich zur Gruppe Ropivacain, welche ein Bias erzeugt haben kdnnte. Der
numeric-impact dieses GroélRenunterschiedes konnte durch die
Kohortenhomogenitatstests angesichts niedriger Einzelgruppengrof3en nicht

quantifiziert werden.
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4.2. Ropivacain und Lipofundin

Obwohl die toxische Potenz von Ropivacain im Vergleich zu Bupivacain
schwacher ausgepragt ist, bleibt dennoch das Risiko fulminanter
Nebenwirkungen mit Schadigung des Patienten oder im schlimmsten Fall sogar
mit einem potentiell letalen Ausgang bei versehentlicher Uberdosierung oder
intravasaler Injektion im Rahmen einer Regionalanasthesie bestehen.

Um eine Gefahrdung des Patienten zu vermeiden, missen bei jeder Anasthesie
mit Lokalanasthetika Frihsymptome einer Intoxikation richtig interpretiert sowie
an die Mdglichkeit der Intoxikation gedacht und mdgliche Therapieoptionen
zeitnah eingeleitet werden.

Ende der neunziger Jahre wurden erste tierexperimentelle Daten publiziert, die
eine Reduktion der toxischen Effekte mit schnellerer Wiederherstellung der Herz-
Kreislauf-Funktion und besserem primarem Outcome nach Reanimation durch
eine Lipidbehandlung belegten [37, 57]. Neuere Untersuchungen zeigen eine
Reduktion der Kardiotoxizitat der Lokalanasthetika an Kardiomyozyten von
Saugetieren [61].

In ersten Kasuistiken fihrte eine Lipidvorbehandlung zu einer Reduktion von
Herzrhythmusstorungen und eine Asystolie trat erst bei deutlich hdheren
Lokalanasthetikadosierungen auf als ohne Lipidbehandlung [58]. Ahnliches
belegen klinische Fallberichte der letzten Jahre, in denen eine versehentliche
intravasale Infusion der Lokalané&sthetika nach Periduralkatheter-Anlage zu einer
Intoxikation mit therapierefraktdrer zerebraler Exzitation und kardialen
Rhythmusstoérungen fuhrte. Daraufhin wurden Lipidemulsionen sowohl friihzeitig
bei neuro- oder kardiotoxischen Reaktionen als auch additivim Rahmen einer
Reanimation erfolgreich angewandt [58-60].

Diese Ergebnisse fiihrten dazu, dass der Arbeitskreis Regionalanésthesie der
Deutschen Gesellschaft fir Anasthesiologie und Intensivmedizin in Anlehnung
an die Empfehlungen der Association of Anaesthetists of Great Britain und
Ireland die Lipidgabe als Empfehlung zur  Therapie einer

Lokalanasthetikaintoxikation miteinschloss.
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Neben dem Versuch einer sofortigen Elimination der Substanz sowie der
symptomorientierten Therapie der Nebenwirkungen wird die Durchflihrung einer
leitliniengerechten kardiopulmonalen Reanimation bei Kreislaufstillstanden
hervorgehoben. Erst bei insuffizienter Wirkung dieser Maflinahmen sollte eine
zusatzliche Lipidgabe erwogen werden.

Der genaue Wirkmechanismus der LipidRescue ™-Therapie ist allerdings bislang
noch nicht vollstandig geklart [62].

Einerseits wird eine Aufnahme der Lokalan&sthetika in die Lipidphase postuliert,
was durch die rasche Abnahme der Plasmakonzentration des
Lokalanasthetikums nach Lipidgabe belegt werden koénnte. Andererseits
induzieren die Fettsauren eine durch Lokalanasthetika zuvor blockierte
Fettsdureoxidation in den Mitochondrien und fiihren zu einer Reaktivierung der
zellularen Energiereserven. Neuere Studien gehen von der Synergie beider
Wirktheorien aus [63].

Bislang wurden Lipidlésungen uberwiegend fur die parenterale Ernahrung
eingesetzt. Die von den Herstellern angegebenen Maximaldosierungen fir eine
parenterale Ernahrung liegen deutlich unter den Konzentrationen, wie sie zur
Behandlung einer Lokalanéasthetikaintoxikation empfohlen werden. Folglich
konnte das Risiko von kumulativen Nebenwirkungen um ein Vielfaches erhoht
sein.

Verglichen mit der vom Hersteller zugelassenen Héchstdosis von Lipofundin®
20% von 0,15 mg/kg/h und der nach den Empfehlungen des
Behandlungsalgorithmus einer LipidRescue™ - Therapie in diesem Versuch
verursachten Uberdosierung, kann eine vorzeitige kardiale Reaktion allein durch
die Uberschreitung der Maximaldosierung von Lipiden provoziert worden sein.
Somit koénnte hier ein moglicher Effekt der untersuchten Lokalanasthetika
maskiert sein.

Neben Ubelkeit und Erbrechen, Schwindel, diffusen Knochenschmerzen,
allergischen Reaktionen, Dyspnoe, Hyperkoagulabilitat mit Thrombophlebitiden,
Hypo-/Hypertonien oder Hyperthermien wurde in einzelnen Fallen auch von

generalisierten Krampfanféallen berichtet [64—66].
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Uber das Nebenwirkungsprofil von Lipiden an humanen Zellen kann anhand des
in der vorliegenden Arbeit gewahlten Versuchsaufbaus keine Aussage getroffen
werden.

Ebenfalls scheint die Wirkung der Fettsauren durch Faktoren wie Patientenalter,
Komorbiditaten und regelméfiige Medikation beeinflusst zu werden [39, 58].
Weiterhin gibt es Hinweise, dass eine respiratorische Insuffizienz mit Hypoxie
und damit einhergehender Azidose zu einer reduzierten Affinitat der
Lokalan&sthetika zu den Lipidemulsionen im Rahmen der ,Lipid-sink-Theorie®
fuhrt [44]. Ebenfalls reduziert sich die Bindungsfahigkeit der Lokalanasthetika im
azidotischen Milieu und bedingt dadurch eine hohere Konzentration von
protonierten, toxischen Metaboliten im Organsystem [39]. Relevant ist diese
pathophysiologische Veranderung bei hypoxischen Reanimationszustanden.
Tierversuche an Schweinen belegten, dass bei einer
Lokalanasthetikaintoxikation mit induzierter Hypoxie die kombinierte Behandlung
mit Adrenalin und Vasopressin zu einer Lipidemulsion signifikant Gberlegen ist
[67]. Andere Autoren gehen sogar soweit und sehen einen hypoxisch bedingten
Herzkreislaufstillstand als mogliche Kontraindikation fur eine Lipidbehandlung an
[68]. Diese Einschatzung wird auch durch Ergebnisse gestiitzt, die nachweisen,
dass hochdosierte Adrenalingaben beispielsweise bei Reanimationen in
Kombination mit Lipiden zu einem schlechteren Outcome bei Wiederkehr des
Spontankreislaufes fuhrten [69].

Um hypoxisch bedingte Effekte zu minimieren, wurden in der vorliegenden Arbeit
die Muskelblindel kontinuierlich mit Carbogengas oxygeniert. Dennoch lasst sich
eine latent hypoxische Stoffwechsellage der einzelnen Zellen nicht mit letzter
Sicherheit  ausschlieBen, die das mangelnde  Ansprechen der
Lipidvorbehandlung erklaren kénnte.

Anamnese und Krankheitsvorgeschichte des Patienten sind zugunsten einer
qualitativen Gewinnung von humanem Gewebe hier vernachlassigt. Mogliche
Bias durch chronische Krankheiten, die bereits im Vorfeld der experimentellen
Untersuchung zu Sché&den an den Herzmuskelzellen fihrten, kénnten die

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit im Vorfeld beeinflusst haben. Somit kbnnen
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prainterventionelle Schadigungen, die sich kaum eingrenzen lassen, ebenfalls
die Ergebnisse beeinflusst haben.

Da bis heute der exakte Wirkmechanismus von Lipidemulsionen noch nicht
vollstdndig geklart ist, kdnnen auch weitere lipophile Substanzen aus der
Vormedikation des Patienten kompetitiv wirken und damit den Effekt der
applizierten Lipidlésungen abschwéchen.

Die vorliegenden Ergebnisse implementieren differenzierte Uberlegungen und
verlangen nach weiteren Studien zur genauen Vorgehensweise bezlglich
Indikation und Kontraindikation bei begriindetem Verdacht auf eine
Uberdosierung mit Lokalanasthetika.

In dieser Arbeit konnte kein eindeutiger Beleg fur die Wirkung von Lipiden bei
hohen Ropivacainkonzentrationen gefunden werden. Eine Tendenz lasst sich
dennoch beschreiben. Wird der Zeitraum der Ropivacainwirkung in beiden
Gruppen einzeln betrachtet, zeigt sich eine unterschiedliche Reaktion ab einer
Gabe von 50 pl. Die prozentuale Berechnung ergab hier unter Ropivacainwirkung
einen Twitchabfall von 44,0% wahrend die Muskelkontraktion nach Prainkubation
mit Lipofundin® nur um 21,5% abfiel.

Ebenfalls gibt es Hinweise auf eine Beeinflussung der Ruhespannung durch
Lipofundin®. Diese stieg ab der Zugabe der Lipide im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Lipidbehandlung leicht an. Allerdings waren all diese
Veranderungen statistisch nicht signifikant. Somit liel3 sich im folgenden
Versuchsverlauf kein weiterer additiver Effekt der Lipide messen und kein
nachweisbarer Unterschied zwischen der Gruppe mit und ohne Lipide belegen.
Dieses Ergebnis wird trotz positiver Daten und Fallberichte auch in der Literatur
gestutzt. So wurde schon in anderen Versuchen die Effektivitdit von
Lipidlésungen bei Ropivacain sowohl am Tier als auch am Menschen infrage
gestellt [80-82].

Diese Ineffektivitdt kann mehrere Ursachen haben. Genaue Dosen, welche eine
toxische Wirkung der Lokalanastethika aufheben, konnten bislang nicht exakt
evaluiert werden [83, 84]. Auch liegen vermehrt Hinweise vor, dass es durch die
unterschiedlich ausgepragte Lipophilie der einzelnen Lokalanasthetika zu einer

reduzierten Wirkung von Lipidinfusionen bei der Therapie von Herzstillstdnden
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kommt [85]. Weitere Publikationen zeigen sogar, dass die beschriebene ,Lipid-
sink-Theorie® nurim Rahmen von Bupivacain-induzierter Kardiotoxizitat und nicht
bei Ropivacain relevant ist [85].

Analog zum Vergleich von Bupivacain und Ropivacain konnte aber auch hier die
unterschiedliche GruppengréfRe einen Einfluss auf die Mittelwerte bewirkt haben,
sodass Veranderungen nach der Lipidgabe aufgrund der geringen Fallzahl nicht
zum Tragen kamen.

Letztendlich sollte auch die Mdglichkeit eines Publikationsbias erwogen werden.
Wahrend tierexperimentelle Studien eine sehr gute Wirksamkeit von Lipiden im
Rahmen der Antidottherapie belegen, wurden bisher nur einzelne Fallberichte
und Fallreinen von Patienten nach erfolgreicher Lipidbehandlung bei einer
Lokalan&sthetikaintoxikation publiziert. Frustrane Verlaufe mit letalem Outcome
konnten der Veréffentlichung entgangen sein und eine Verzerrung hinsichtlich

der Effektivitat von Lipidbehandlungen bewirken.

4.3. Koffein

Anhand der Gruppenvergleiche konnte gezeigt werden, dass es Kkeine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen nach Koffeingaben gab,
welche die weiteren Effekte der zu untersuchenden Testsubstanzen hatten
beeinflussen kénnen.

Da zu Beginn des Versuches alle Muskelblndel identischen Bedingungen
unterlagen, konnte die Koffeinwirkung im gesamten Kollektiv naher betrachtet
werden. Die Unterscheidung in drei Gruppen erfolgte erst durch die Zugabe der
unterschiedlichen Testsubstanzen nach Inkubation mit Koffein.

Koffein als Alkaloid gehort zur Stoffgruppe der Xanthine und liegt als geruchloses,
kristallines Pulver vor. Aufgrund seiner stimulierenden Eigenschaften wird es
nicht nur in Genussmitteln verwendet, sondern auch additiv im Rahmen von
medikamentbésen  Therapien bei  Schmerzmedikationen oder auch
respiratorischen Insuffizienzen.

Dartber hinaus kann Koffein den myokardialen und skelettmuskularen

Metabolismus beeinflussen. Bereits 1961 konnte ein aktivierender Effekt von
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Koffein auf die Muskulatur von Fréschen nachgewiesen werden. Ferner
vermutete man, dass hohere Dosen von Koffein die von Lokalanédsthetika
verursachte Abnahme der myokardialen Kontraktilitat verringern kénnen. [70].
Zwanzig Jahre spater gelang es, den Wirkmechanismus von Koffein in
Muskelzellen zu identifizieren [71]. Koffein flhrt zu einer Freisetzung von Kalzium
aus dem sarkoplasmatischen Retikulum und damit zu einer Inotropiesteigerung
des Myokards. Dieser Wirkeffekt scheint konzentrationsabhangig zu sein.
Wahrend geringe Dosen zu einer Kalzium-induzierten Kalziumfreisetzung (CICR)
vom Extra- in den Intrazellularraum fihren, beeinflussen héhere Dosierungen
direkt den kardialen Ryanodinrezeptor (RYR2) [72, 87]. Der genaue molekulare
Mechanismus am Rezeptor ist aber bislang nicht vollstandig geklart [90].

Dieser Kalziumionenkanal induziert eine direkte Freisetzung von Kalziumionen
aus dem sarkoplasmatischen Retikulum in das Zytosol. Aufgrund dieser
Eigenschaft wird Koffein in hohen Dosen bei in-vitro-Experimenten an einzelnen
Zellen verwendet. Ab Konzentrationen von 10 mmol/l und héher wird zudem der
Kalzium-Reuptake in das sarkoplasmatische Retikulum abgeschwécht, was in
diesem Versuch die finale Kontraktur erklart [88].

Als Nebenbefund im Rahmen der Datenanalyse zeigte sich in dieser Arbeit
konzentrationsabhangig ein Abfall der Kontraktionskraft und der Grundspannung
nach ansteigender Koffeininkubation. Ab einer Konzentration von 2 mmol/l zeigte
sich keine signifikante Anderung mehr.

In der Literatur wird beschrieben, dass die Wirkung von Koffein auf drei
Mechanismen beruht. Wahrend schon minimale Konzentrationen die
Adenosinrezeptoren  blockieren, wird eine 50%ige Hemmung von
Phosphodiesterasen und damit ein Anstieg von cCAMP erst ab Konzentrationen
von etwa 0,7 mmol/l erreicht. Eine 50%ige Freisetzung des intrazellularen
Kalziums wird sogar erst ab Konzentrationen von 3 mmol/l getriggert [89].

Im Vergleich zu in-vivo-Muskelfasern konnte hier eine Erklarung fir den initial
leichten Abfall der Grundspannung und der Kontraktion liegen. Adenosin fuhrt
nachweislich zu einer negativ inotropen Wirkung am Myokard, sodass eine
unzureichende Blockade dieser Rezeptoren bei noch nicht suffizient

einsetzender Wirkung der Phosphodiesterasehemmung und Freisetzung des

45



Kalziums durch den kardialen Ryanodinrezeptor primar zu diesem leichten Abfall
fuhrte. Dies wirde auch die Einstellung eines Gleichgewichtes bei 2 mmol/l
erklaren.

Der durch das Aktionspotential ausgeldste Kalziumeinstrom ins Cytosol findet in
den Zellen quergestreifter Muskulatur fast ausschlie3lich aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum statt. In der Myokardzelle hingegen erfolgt der
Kalziumeinstrom aus dem Extrazellularraum. Deshalb wurde in dieser
Versuchsanordnung auf eine optimale physiologische Kalziumkonzentration von
2,5 mmol/l der extrazellularen Flussigkeit besonders geachtet.

Bei praparierten Muskelblndeln kann eine physikalische Schadigung im
Vergleich zu in-vivo-Bedingungen zu nicht vorhersehbaren Abweichungen der
beschriebenen Koffeinwirkung fiihren, da die exakte an der Muskelzelle wirkende
Konzentration variabel sein kénnte. Hohe myoplasmatische Kalziumspiegel
resultieren in einer Dauerkontraktion der Muskulatur, die nur durch ausreichend
vorhandene energiehaltige Adenosintriphosphate geldst werden kann [73].
Hypoxische Situationen bedingen eine unzureichende Energiebereitstellung und
damit die Madoglichkeit einer Kontraktur mit nachfolgender Schadigung der
Myozyten.

Kaum vermeidbare perioperative Lasionen im Rahmen der Materialgewinnung
oder die in-vitro-Bedingungen an sich kénnten auch hier Einfluss auf die Vitalitat
der Myozyten gehabt haben. Ebenfalls kdnnte in Kombination mit der
Muskelerschopfung und der starken Aktivierung des Ryanodinrezeptors eine
UberschieRende Kalziumfreisetzung erfolgt sein, die zu einer weiteren

Schadigung des Muskelgewebes beitrug.

4.4. Schlussfolgerung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in-vitro-Wirkungen von Lipidemulsionen und
Lokalan&sthetika an humanen Herzmuskelzellen untersucht. Zudem erfolgte eine
genauere Beschreibung der Koffeinwirkung an kardialen Myozyten.

Die eingeschrankte Ubertragbarkeit von in-vitro gewonnenen Daten auf in-vivo

bleibt aber auch hier bestehen. Trotzdem bietet der vorliegende Versuchsablauf
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eine sehr gute Mdglichkeit pharmakologische Effekte ohne periphere Einflisse,
wie z.B. eine regelmafige Medikation des Patienten, zu untersuchen.

Bislang wurden tberwiegend positive Ergebnisse und Berichte zur Verwendung
von Lipidemulsionen publiziert. Einige neuere Studien widerlegen aber die
positiven Aussagen zur Verwendung von Lipidemulsionen, indem sie lediglich
eine bessere Gewebeverteilung und damit eine Verkirzung der Halbwertszeit der
Lokalanasthetika nachweisen, jedoch keine Reduktion der absoluten
Plasmakonzentration [74, 75].

Einzelne Studien belegen erste positive Ergebnisse einer Lipidtherapie bei
Intoxikationen mit lipophilen Medikamenten wie Verapamil, Glyphosaten,
trizyklischen Antidepressiva oder lipophilen Drogen [76-78].

Die Ergebnisse dieser in-vitro-Studie zeigen keine signifikanten Unterschiede
zwischen der myokardialen Hemmung durch Ropivacain mit und ohne Zugabe
von Lipiden und kénnen daher keine pathobiochemische Erklarung der klinisch
(in-vivo) beobachteten und beschriebenen erfolgreichen Lipidtherapie der
Intoxikation mit Bupivacain oder Ropivcacain liefern.

Daher sind weitere Untersuchungen nétig, um die genauen Zusammenhange
und Wirkweisen von Lipidemulsionen an menschlichem Gewebe zu evaluieren,
um in naher Zukunft eine Erweiterung der Zulassung zur strukturierten
Behandlung zu erreichen.

,Fat may be bad for you, but it may just once be very good for your patient — and

whether it is or not, tell us all!“ [82, 91]
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5. Zusammenfassung

Der Einsatz von Regionalandsthesien nahm in den letzten Jahren stark zu. Durch
die Blockade von spannungsabhangigen Natriumkanélen verhindern
Lokalanasthetika eine Depolarisation sowie die neuronale Fortleitung der
Schmerzimpulse. In héheren Dosierungen kann es jedoch zu ausgedehnten
Blockaden im Myokard mit toxischen Wirkungen auf die Funktion der
Muskelzellen kommen. Bis zur Einfuhrung der Lipidemulsionen als
Behandlungsoption bei einer Lokalanasthetikaintoxikation war eine prolongierte
kardio-pulmonale Reanimation die einzige therapeutische Option.

In dieser Arbeit wurden die aktuell haufig verwendeten langwirksamen
Substanzen Bupivacain und Ropivacain hinsichtlich einer divergierenden
Kardiotoxizitat verglichen und die Prainkubation mit Lipofundin® als Moglichkeit
zur Reduktion der Kardiotoxizitat getestet.

Mit Zustimmung der Ethikkommission wurden insgesamt 46 humane
Herzmuskelbindel in einem Organbad untersucht.

Es erfolgte im Abstand von drei Minuten eine Inkubation mit Koffein in steigenden
Konzentrationen (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0 mmol/l) und nachfolgend die
Applikation von handelstblichen Lésungen von Lokalanasthetika

(50 — 100 — 150 ul). Es wurden entweder Bupivacain (0,25, 0,5, 0,75 mg),
Ropivacain (0,375, 0,75, 1,125 mg) oder Ropivacain in Kombination mit
Lipofundin® 20% N (200ul in Verdinnung 1:100) appliziert. Abschliel3end
erfolgte die hochdosierte Gabe von Koffein (Gesamtkonzentration 32 mmol/l), um
eine maximale Kontraktur auszulésen.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen Bupivacain und
Ropivacain hinsichtlich der Kontraktionsamplitude und der Grundspannung bei
ahnlichem Verhalten in beiden Gruppen. Die Prainkubation mit Lipofundin®
ergab im Vergleich zur Kontrollgruppe keinen signifikanten Effekt.

Eine signifikante konzentrationsabhangige Abnahme der Kontraktionsamplitude
und der Grundspannung zeigte sich wahrend der initialen Inkubation mit Koffein.
Initiale Schéadigungen, passagere Ermidungserscheinungen oder hypoxische

Stoffwechselzustéande kdnnten trotz bestmdoglicher Bedingungen die Ergebnisse
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beeintrachtigt haben. Die vorliegenden in-vitro-Ergebnisse lassen sich nur
limitiert auf in-vivo-Bedingungen Ubertragen und verlangen nach weiteren
Studien, die eine differenzierte und prézise Wirkweise sowie Dosierung von

Lipidemulsionen evaluieren.
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zwischen den Messzeitpunkten bezogen auf den Startpunkt). n=13, Angaben in
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