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Abkurzungsverzeichnis

A. Arteria

ATP Adenosintriphosphat

ADP Adenosindiphosphat
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ca™ Kalzium
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CO; Kohlendioxid

Da Dalton

DHPR Dihydropyridin Rezeptor

EKG Elektrokardiogramm

EMHG European Malignant Hyperthermia Group
EZR Extrazellularraum

GA Gage

i.m. intramuskular

AYA intravenos

IVCT In-vitro Kontrakturtest

K* Kalium

M Mittelwerte

M. Musculus

MD Mikrodialyse

MH Maligne Hyperthermie

MHN Maligne Hyperthermie negativ
MHS Maligne Hyperthermie susceptible
n Anzahl der Versuchstiere

O2 Sauerstoff

pCO, Kohlendioxid-Partialdruck

pH Potentia hydrogenii

pO, Sauerstoff-Partialdruck

RYR Ryanodin-Rezeptor
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1  EINLEITUNG

1.1 Definition der malignen Hyperthermie

Bei der malignen Hyperthermie (MH) handelt es sich um eine autosomal-
dominant vererbte Stérung des Kalziumstoffwechsels der Skelettmuskulatur.
Durch volatile Inhalationsanasthetika und depolarisierende Muskelrelaxantien
ausgelost, kommt es bei dieser metabolischen Myopathie zu einer
unkontrollierten intramuskularen Freisetzung von Kalzium. Diese kann sich
innerhalb  von Minuten bis Stunden zu einer lebensbedrohlichen
Stoffwechselentgleisung entwickeln, der MH-Krise'. Die frilhzeitige Diagnose
und die umgehende Therapie sind fur die Abwendung von Folgeschaden und
das weitere Uberleben des Patienten entscheidend. Patienten mit dieser MH-
Veranlagung zeigen im alltdglichen Leben keine Auffalligkeiten oder

Einschrankungen.

1.2 Geschichte und Epidemiologie der MH

Erste Hinweise auf eine MH lassen sich seit der Einfuhrung der Anasthesie im
19. Jahrhundert finden. John Snow, der wohl erste professionelle Anasthesist,
berichtete schon frih Uber einen pl6étzlichen und unerwarteten Anstieg der
Koérpertemperatur wahrend einer Narkose?. Im November 1900 wurde auf
einem Chirurgenkongress der New York Academy of Medcine Uber das
manchmal unerwartet plétzliche auftretende Phanomen von ,Hitzschlag® als
postoperative Komplikation“ diskutiert.®> Sie fiinrten damals aber die
Symptome, wie erhdhte Korpertemperatur, Tachykardie, Nierenversagen,
Delirium und auch Tod des Patienten auf eine schlechte Luftzirkulation bei
heillem Wetter in den OP-Salen zurlck.

Ein Bericht in ,Anesthesiology“ 1940 durch G.E. Burfod * zeigte zum ersten Mal

eine Trias dieser Erkrankung auf. Er beschrieb das Auftreten von Hyperthermie,



Tachykardie und Tachypnoe. Burford fuhrte dies auf die lange Dauer einer
Ethernarkose bei diesem Patienten zuruck. Resultat dieser Erkenntnis war
lediglich eine allgemeine Empfehlung zur kontinuierlichen Temperaturmessung
wahrend der Narkose. Erst im Jahre 1960 wurde durch eine Beobachtung von
M. Denborough und R.R.H. Lovell die Grundlage fur eine weitere Erforschung
der MH geschaffen.’ Die beiden australischen Anasthesisten berichteten (iber
einen MH-Fall eines 21 jahrigen jungen Mannes wahrend einer Narkose. In
seiner Familieanamnese lielen sich 10 ungeklarte Todesfalle, die wahrend
Narkosen auftraten finden. Sie erkannten hier einen Zusammenhang zwischen
Anasthesie und einer MH-Disposition. Seit diesem Zeitpunkt nun wurde diese
Erkrankung als eigenstandige pharmakogenetische Erkrankung angesehen.

L.W. Hall entdeckte Mitte der 60-iger Jahre bei Schweinen nach Gabe von
Succinylcholin Anzeichen einer MH.® Dies wurde in weiteren Untersuchungen
fir Halothanexpositionen ebenfalls validiert.” Ein tierexperimentelles Modell zur
weiteren Erforschung der MH war somit geschaffen. Die Entdeckung und der
Nachweis von W.KALOW., B.A. BRITT und F.R. ELLIS ®°, dass exzidierte
Muskelblindel von MH-Veranlagten in-vitro nach Koffein- und Halothan-
Exposition Kontrakturen aufweisen, war die Grundlage fir ein neues
Testverfahren. Der auf dieser Erkenntnis entstandene und 1983 eingefuhrte
IVCT (In-vitro-Kontrakturtest) stellt die heute einzig validierte Methode zur
Testung einer MH-Veranlagung dar. '®'" Die Entdeckung des Dantrolens 1975
durch G.G. Harrison'®, das bis zum heutigen Tag als einziges Antidot

verwendet wird, war und ist ein wichtiger Fortschritt in der Behandlung der MH.

Die geschatzte genetische Pravalenz der MH-Disposition wird mit 1:10 000
angegeben. Die klinische Inzidenz einer MH-Krise liegt bei 1:20 000 bis
1:84 000 Allgemeinanasthesien.” Die Inzidenz fiir das Auftreten einer
fulminanten MH-Krise erhoht sich bei Verwendung von Succinylcholin und

einem volatilen Inhalationsanasthetikums.'



1.3 Pathophysiologie der MH

Ein in der motorischen Endplatte einer Skelettmuskelfaser entstandenes
Aktionspotential (AP) wird entlang der Muskelmembran Uber die T-Tubuli ins
Innere der Muskulatur weitergeleitet. Die Muskelzellmembran (Sarkolemm)
steht in enger Nachbarschaft mit dem intrazellular gelegenen
sarkoplasmatischen Retikulum (SR). Ein im Sarkolemm gelegener
spannungsabhangiger Ca**-Kanal, der so genannte DHPR (Dihydropyridin-
Rezeptor) erfahrt durch das AP eine Konformationsanderung. Dadurch wird der
im sarkoplasmatischen Retikulum gelegene Ca**-Kanal, Ryanodinrezeptor
genannt, geoffnet. Kalzium stromt entlang des Konzentrationsgefalles vom SR
in das Zytosol. Eine Erhdéhung der cytosolischen Calciumkonzentration von 10
auf 10 mol/l filhrt zu einer Kontraktion der Muskulatur. Diese kommt durch
Bindung des Kalziums an das Troponin zustande, welches zum
Ineinandergleiten der Aktin- und Myosinfilamente fuhrt. Mit der aktiven
Wiederaufnahme des Kalziums in das SR Uber die Ca++-ATPase kommt es zu
einer Relaxation des Muskels, dem Ende der Kontraktion.

Bei MH-Disposition in Kombination mit weiteren Fakoren™ (volatile
Inhalationsanasthetika, Succinylcholin, Koffein, Halothan, Fieber, psychischer
Stress) kommt es zu einer massiven Freisetzung von Kalzium aus dem SR. Die
Kapazitat der Ca++-ATPase wird Uberschritten und es kommt unter Verbrauch
energiereicher Phosphate zu einer Dauerkontraktion der Muskelfilamente. Ein
Rigor, das heil3t eine generalisierte Kontraktur der Skelettmuskulatur resultiert
daraus. Um dem steigenden Energiebedarf gerecht zu werden wird in der
Muskulatur gespeichertes Glykogen verstoffwechselt. Zuerst aerob, dann auf
Grund des geringer werdenden intrazellularen Sauerstoffangebots auf
anaerobe Glykolyse umgestellt. Die aus diesem Hypermetabolismus
entstehenden Anstiege von Kohlendioxid, Laktat und der Warmeproduktion
fuhren in kurzer Zeit zu Hypoxie, Hyperkapnie, Laktatazidose und
Hyperthermie. Den klassischen Zeichen der fulminanten MH-Krise. Folge der
Kontraktur sind eingeschrankte Perfusion und damit Verschlimmerung der

Symptome. Durch Zusammenbruch der Energieversorgung der Zelle und dem



daraus resultierenden Sistieren energieabhangiger Membranvorgange, kommt
es zum Muskelédem mit nachfolgender Rhabdomyolyse. Das Auftreten dieser
ausgelosten  Stoffwechselentgleisung in  der gesamten quergestreiften

Muskulatur fahrt zum klinischen Bild der malignen Hyperthermie.

1.4 Klinik der MH

Zum Kklassischen Bild der MH-Krise zahlen die Symptome Tachykardie,
Hyperthermie, Muskelrigiditat, Hyperkapnie, Azidose, sowie Hypoxie. Die
Auspragung dieser Symptome ist in der MH-Krise jedoch sehr variabel.
Fulminante Verlaufsformen sind eher selten, Masseterspasmus und
Rhabdomyolyse als Zeichen einer MH sind dagegen ein haufigeres Symptom.’
Weitere diagnostische Malnahmen, wie EKG, Blutdruck, Pulsoxymetrie,
arteriell und zentralvenése BGA, CK- und Elektrolytbestimmung (vor allem KY),
Temperatur sowie Uberwachung der Urinauscheidung miissen angeschlossen
werden um die Diagnose zu verifizieren.

Der alleinige Verdacht auf eine MH rechtfertigt und erfordert eine sofortige
Einleitung der Therapie.

Ausgelost wird die MH durch volatile Inhalationsanasthetika (als klassischer
Vertreter sei das Halothan genannt), sowie durch depolarisierende
Muskelrelaxantien, wie Succinylcholin.1 Einzelne Fallberichte weisen auf
weitere mogliche Triggersubstanzen fur die Auslosung einer MH hin. Genannt
werden (ibermaRiger Alkoholkonsum'®'  ausgepragte Stresssituationen,
Benzindampfe, wie auch die Designerdroge Ecstasy im Schweinemodell.’
Xenon, ebenfalls ein volatiles Inhalationsanasthetikum scheint jedoch kein
Trigger einer MH bei MHS-Schweinen zu sein.'®

Bei der fulminanten MH-Krise kommt es rasch zu einer Entgleisung der
Homdostase. Elektrolytveschiebungen, metabolisch-respiratorische Azidose,
Anstieg des endexpiratorischen CO, werden begleitet von Sinustachykardie,
generalisiertem Rigor und Hypoxie mit daraus resultierender Rhabdomyolyse.

Diese fuhrt durch den Anstieg der Kreatininkinase und des Myoglobins im



Serum in ein mdgliches myoglobinurisches Nierenversagen. Hirnédem und eine
disseminierte Koagulopathie sind weitere maogliche sekundare
Organkomplikationen. Kann die durch die Triggersubstanzen ausgeloste
hypermetabole Stoffwechsellage nicht durchbrochen werden, so versterben die
Patienten im Herz-Kreislaufversagen.®® Die Hyperthermie mit rasantem
Temperaturanstieg manifestiert sich erst als Spatsymptom dieser
metabolischen Entgleisung.

Abortive, leichtere, Formen der MH-Krise sind sehr viel haufiger, aber durch die
geringere Auspragung ihrer Symptome schwieriger zu diagnostizieren. Der
Masseterspasmus nach Triggerapplikation ist ein wichtiger Hinweis, wenn auch
ein relativ unspezifisches Zeichen fur eine vorliegende MH-Disposition.
ROSENBERG et al. konnte jedoch bei der Halfte dieser Patienten im IVTC eine
MH-Veranlagung nachweisen.?'

Auch hier kann es nach einem larvierten Beginn der Symptome zu einem
protrahierten Verlauf der MH kommen. Vereinzeltes Auftreten von Tachykardie,
Erythem, maRiger metabolischer Azidose, geringer Hyperkapnie, sowie
postoperativem Nachweis von Myoglobin im Harn lassen oft nur den Verdacht
einer MH aufkommen. Auch hier ist eine sofortige Therapie vonnéten, da es

innerhalb kurzer Zeit zu einem exazerbierten Verlauf kommen kann.

1.5 Therapie der MH

Um Schaden des Patienten abzuwenden muss eine adaquate Therapie so frih
und schnell wie moglich erfolgen. Harrison schaffte durch seine Entdeckung
des Dantrolens 1975 am Schweinemodell, die heute noch gultige Grundlage
und einzig kausale Therapie der MH." Durch diese nun zur Verfliigung
stehende Therapie konnte die Letalitatsrate der MH von 70% auf unter 5%
gesenkt werden.™

Tritt eine MH wahrend einer Operation auf, so reicht die alleinige Gabe des
intrazellularen Kalziumantagonisten Dantrolen nicht aus. Weitere Mallnahmen

mussen zusatzlich ergriffen werden. Triggersubstanzen mussen sofort entfernt



und die Narkose auf eine triggerfreie Anasthesie umgestellt werden. Das
baldige Beenden der Operation sollte angestrebt werden. Der Patient wird
umgehend mit 100% Sauerstoff bei maximalem Frischgasfluss beatmet, die
Narkose wird vertieft, um den O,-Bedarf des Korpers weiter zu senken.

RegelmaRige Kontrollen der Blutgase, Elektrolyte, CK, des Myoglobins und
Laktats missen erfolgen. Die entstandene Azidose wird mittels
Natriumbicarbonat behandelt. Zur Aufrechterhaltung der Kreislauffunktion wird
Volumen substituiert, Katecholamine verabreicht und bei Bedarf eine
antiarrhythmische Therapie eingeleitet. Eine postoperative intensivmedizinische
Uberwachung des Patienten sollte sich zur Prophylaxe und Therapie moglicher

sekundarer Organkomplikationen anschliel3en.

1.6 Diagnostik der MH-Veranlagung

Ein Narkosezwischenfall mit MH-verdachtigen Symptomen, eine alleinige
Rhabdomyolyse oder auch ein Masseterspasmus sollten Anlass flur eine
weiterfiihrende MH-Diagnostik sein. Der Verdacht auf eine familiare MH-
Veranlagung, auf Grund von Narkosekomplikationen sowie ungeklarte

persistierende CK-Erhdhungen, stellen weitere Indikationen dar.

1.6.1 In-vitro-Kontrakturtest

Bei dem In-vitro-Kontrakturtest (IVCT, In-vitro-contracture test) handelt es sich
um das derzeitige Standartverfahren zur Diagnostik einer MH-Disposition. Als
Grundlage dienen die Arbeiten von Kalow et al.® und Ellis et al.’ aus den
siebziger Jahren. Durchgefuhrt wird dieser Test nach dem Protokoll der
europdischen MH Gruppe (EMHG, European malignant hyperthermia group).'®
Diese hat es sich zur Aufgabe gemacht ein einheitliches und standardisiertes
Verfahren zur Diagnostik der MH zu entwickeln und die Forschung auf dem

Gebiet der malignen Hyperthermie weiterzubringen.



FUr die Testung wird aus dem M. vastus lateralis eine Muskelbiopsie
entnommen. Diese wird unter Laborbedingungen in einen Kraftaufnehmer
eingespannt und elektrisch stimuliert. Dem Protokoll folgend wird nun dieses
Muskelblndel mit unterschiedlichen Konzentrationen von Halothan und Koffein
inkubiert. Eine Kontraktion unter diesen Triggersubstanzen erlaubt eine
Aussage Uber die MH-Disposition. Dabei werden drei Gruppen unterschieden.
Reagiert der Muskel sowohl auf die Stimulation mit Halothan und Koffein mit
einer entsprechenden Kontraktion, so gilt dieser Patient als MH-gefahrdet
(MHS; MH-susceptible). Reagiert dieser jedoch normal so erhalt dieser die
Bezeichnung MHN (MH-nonsusceptible). Hier besteht kein erhdhtes Risiko
einer MH gegenuber der restlichen Bevolkerung, fur welche keine MH-
Disposition nachgewiesen werden kann. Reagieren die Muskelblndel nur auf
eine der beiden Testsubstanzen mit einer Kontraktion (MHE; MH-equivocal),
wie das bei 10% der Patienten der Fall ist™®, so gelten diese als MH-gefahrdet.
Grund hierfur ist eine derzeitige nicht klare wissenschaftliche Zuordnung dieser
Patientengruppe.

Der Test verfugt Uber eine Sensitivitdt von 99% und einer Spezifitdt von
93,6%2>13 und stellt damit ein zwar sehr invasives und auch kostenintensives,
aber zuverlassiges Verfahren dar. Es stehen stetig Bemuhungen im Raum den
IVTC weiter zu Verbessern um noch exaktere Aussagen treffen zu kdnnen.
Dafur werden neue Triggersubstanzen der MH wie z.B. Ryanodin oder
Sevoflurane®' getestet und mit etablierten Substanzen kombiniert. Diese
Versuche zeigen bisher ein gutes und viel versprechendes Potential als erster
Schritt einer kombinierten Testung mit dem Ziel einer noch besseren

Aussagekraft der Ergebnisse. *



1.6.2 Genetische Testung

Die genetische Testung auf eine MH-Disposition wird wohl auch in nachster
Zukunft nicht fur alle MH-Patienten zu einem aussagekraftigen Resultat fuhren.
Grund hierfir ist die hohe genetische Heterogenitit.?>* Aus diesem
Hintergrund heraus steht die derzeitige genetische Diagnose einer MH fur
weniger als 50 % der Merkmalstrager zur Verfugung. Deshalb werden bis heute
alternative Methoden, insbesondere minimal-invasive Verfahren entwickelt um

eine MH-Veranlagung aufzuspiiren.*’?%%

1.6.3 Metabolischer Provokationstest

Es gibt weitere experimentelle Ansatze zur Diagnostik einer MH-Disposition.
Der Vorteil dieser Verfahren beruht auf einer minimalen Invasivitat und damit
geringern Belastung fiir den Patienten. Die Stimulation der Ca**-Freisetzung in
B-Lymphozyten, die Uber den gleichen Ryanodinrezeptor wie der Skelettmuskel
verfugen, dient als Grundlage solch einer neuen Testung. Eine weitere und sehr
viel versprechende Methode zum Screening einer MH-Disposition ist die
metabolische Testung nach ANETSEDER et al..*° Nach lokaler, intramuskularer
Injektion von Triggersubstanzen (Halothan und Koffein) wird die metabolische
Stoffwechselantwort (Laktat und CO;) gemessen. Nicht nur die Ergebnisse
dieser Studie, sondern auch die geringere Invasivitat gegentber dem IVCT und

die geringeren Kosten sprechen fur ein zukunftweisendes Verfahren.



1.7  Prinzip der Mikrodialyse

Mikrodialysesonden wurden erstmals durch Biot et al.*'**? beschrieben und stets

weiterentwickelt.>

Dadurch ist deren heutiger Einsatz, zu wissenschaftlichen
Untersuchungen, in fast allen Organsystemen madglich.

Das Prinzip der Mikrodialyse (MD) besteht aus einem Stoffaustausch zwischen
zwei Kompartimenten Uber eine semipermeable Membran (Abb.1). Als
treibende Kraft dient das bestehende Konzentrationsgefalle zwischen den
Medien im Sinne einer passiven Diffusion.**® In-vitro ist dies der EZR des
Gewebes und die in der MD-Sonde befindliche Perfusionsldsung. Somit kann
eine Analyse der Extrazellularflissigkeit erfolgen und deren Verlauf
kontinuierlich beobachtet werden. Je nach Durchlassigkeit der verwendeten
Membran, dem sogenannten cut-off, kdnnen Moleklle bis zu einer Gro3e von
20.000 Da problemlos passieren.*® Ebenso ist eine Applikation von Substanzen
(iber die Perfusionslésung in das Gewebe médglich.*

Da die Sonden sehr dinn sind wird durch deren EinfUhrung nur ein geringes
Gewebetrauma verursacht. Die Wiedereinstellung der Homdostase kann je

nach Gewebeparameter unterschiedlich lang dauern. ®’

NU Einfuhrschenkel

Ausfuhr- |

schenkel [

Austauschflache
Uber die
Dialysemembran

Abb.1 Aufbau einer Mikrodialysesonde.
Aus Klinische Anasthesie; ,Methodik und Anwendung der Mikrodialyse* ; S. 734



Zwischen den Konzentrationen der Metaboliten im EZR und im Perfusat stellt
sich ein dynamisches Gleichgewicht ein. Dieses Konzentrationsverhaltnis wird
als recovery (Wiederfindungsrate) bezeichnet. Zur quantitativen Bestimmung
von Substanzen im EZR ist das Wissen um die Diffusionseigenschaft der zu
untersuchenden Metaboliten durch die Membran von entscheidender
Bedeutung. Hierzu dient die Bestimmung der ,In-vitro-Recovery®. Diese
errechnet sich aus dem Quotienten der Metabolitenkonzentration im Dialysat
und der in der Sonde umgebenden wassrigen LOsung. Abhangig ist die
Bestimmung der Recovery von der Lange und Eigenschaft der Membran, der
Flussgeschwindigkeit der Perfusionslésung durch die Sonde sowie die
Diffusionseigenschaften der Metabolite im Gewebe.*

Unter relativer recovery versteht man den prozentualen Anteil einer Substanz
im Dialysat zur Konzentration im untersuchten Medium. Die absolute recovery
entspricht der Stoffmenge einer Substanz im Dialysat nach einer definierten
Zeitspanne in mmol/l. **

Um eine genaue Quantifizierung extrazellularer Konzentrationen von
Metaboliten in-vivo zu erhalten sind komplizierte und aufwandige Verfahren
entwickelt worden. Hierbei wird die in-vivo recovery unter den jeweils aktuellen

Versuchsbedingungen in einem ,Steady state“-Zustand bestimmt.>
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1.8 Fragestellung

Voruntersuchungen zeigten, dass es mit Hilfe eines in-vivo-Testverfahrens
ebenfalls méglich ist eine MH-Disposition festzustellen.*® Bei diesem minimal-
invasiven Provokationstest nach ANETSEDER et al. werden Triggersubstanzen
der MH direkt in einen Muskel injiziert und die daraus resultierende, lokale
hypermetabole Stoffwechselreaktion gemessen. Dies geschieht zum einen Uber
eine intramuskulare pCO2- Messung nach Koffeinapplikation und zum anderen
uber Bestimmung von Laktat mittels Mikrodialysetechnik nach intramuskularer
Gabe von Halothan und Koffein. Die Messungen erfolgen jeweils am Ort der
Triggerapplikation.

Weiter konnte Anetseder et al*®®

zeigen, dass es nach intramuskularer
Applikation von Halothan bei MHS-Schweinen nicht zu einer generalisierten
MH-Krise kommt.% Lediglich konnte an der Injektionsstelle eine Laktaterhdhung
als Zeichen eines Hypermetabolismus mittels Mikrodialyse nachgewiesen
werden. Unklar ist jedoch ob der Metabolismus im Skelettmuskel von MHS- und
MHN-Individuen einer Dosis-Wirkungsbeziehung folgt. Ebenso unklar ist die
Ausbreitung des Hypermetabolismus im Skelettmuskelgewebe nach lokaler
Applikation von Triggersubstanzen der MH.

Ziel dieser Arbeit ist nun die Bestatigung folgender Hypothesen:

¢ Die lokale Halothan- und Koffeinapplikation erhdoht dosisabhangig die
intramuskulare Laktatkonzentration in MHS- mehr als in MHN-

Schweinen.

e Die Ausbreitung des Hypermetabolismus, ausgelést durch
intramuskulare Koffein- und Halothaninjektion, ist nur auf ein kleines
Areal um die Injektionsstelle begrenzt. Eine systemische MH-Krise wird

nicht ausgelost.
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2 METHODIK

2.1 Versuchstiere

Mit Zustimmung der ortlichen Tierschutzkommission wurden 14 MHS und 13
MHN Pietrain-Schweine untersucht. Bei den MHS-Schweinen handelt es sich
um Tiere mit homozygotem Erbgang fur das ,porcine stress syndrom*, welche
mittels Blutanalyse problemlos identifiziert werden konnten. Bei den MHN-
Schweinen handelt es sich um Nicht-Anlagetrager-Tiere. Bezogen wurden die
Tiere im Alter von 2 Monaten, bei einem durchschnittlichen Gewicht von 36,61
kg (28-46kg) 4 Tage vor Versuchsbeginn. Eine Eingewdhnung fand im
Grosstierstall des Tierhauses der Universitatsklinik Wirzburg statt.

2.2 Verwendetes Material

Mikrodialyse

Zur Untersuchung wurden flexible Mikrodialysesonden der Firma Microbiotech
(MAB 7, Microbiotech/se AB Stockholm, Schweden) verwendet. Diese sind aus
einem zufuhrenden (inlet-tubing) und einem von der Membran wegfuhrenden
(outlet-tubing) Schenkel aufgebaut. An einen 80 mm Schaft schlief3t sich eine
10 mm lange, semipermeable Membran aus Polyethylensulfon an, welche
einen cut-off von 15,000 Da hatte. Aus Voruntersuchungen konnte ein
Totraumvolumen der Sonde von 13,6 pl ermittelt werden. Ebenso konnte die in-
vitro recovery der MD—Membran flr Laktat bei einer Flussgeschwindigkeit von 1
pI/min bei 70-80% gemessen werden. Die Sonden wurden direkt ab Werk
verwendet.

Es erfolgte wahrend der Laktatmessung am Versuchstier eine kontinuierliche
Spulung der MD-Sonden mit Ringer-Lésung (Ringer—Infusionslésung, Braun,

Melsungen, Deutschland) mit einer Geschwindigkeit von 1ul/min.
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Das Dialysat der outlet-tubings wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefal®
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) aufgefangen. Die Proben wurden in
Intervallen Uber 15 min gesammelt. Die Laktatkonzentration im Dialysat wurde
direkt im Anschluss des Versuches photospektrometrisch bestimmt.

Zur Koffein- und Halothanapplikation an den MD-Sonden dienten je 30 cm
lange Polyethylen-Mikroschlauche (Hartenstein Laborversand, Wodrzburg,
Deutschland). Das Totraumvolumen lag unter 20 pl. Fixiert wurden diese
zusammen mit der MD-Sonde an einem rotierenden hemostatischen Ventil
(Guidant Europe NV, Belgium). Als Verbindung zwischen Mikroschlauch,
Spritze und MD-Sonde wurden Schlauch-Adapter (CMA, Microdialysis AB,

Solna, Schweden) verwendet.

Injektionslosungen

Zur intramuskularen Injektion von Halothan wurden verschiedene
Konzentrationen hergestellt. Hierfur wurde Halothan (Fluothane, AstraZeneca,
Wedel, Deutschland) in Sojabdhnendl (Intralipid, Baxter, Heidelberg,
Deutschland) gel6st, in Konzentrationen von 1, 2.5, 5 und 10 Vol %. Dies
wurden in einem gasdichten Glaskolben unter sterilen Bedingungen 30 min vor

Applikation gemischt und unter stetigem Schutteln in L6sung gehalten.

Eine in unserer klinikinternen Apotheke hergestellte Koffeinlosung wurde fur die
Injektion verwendet. Dabei handelt es sich um 80 mM Koffein (Merck,
Darmstadt, Germany) geldst in Ringer-Losung (Ringer—Infusionslésung, Braun,
Melsungen, Deutschland), welche steril filtriert und in Einheiten zu 10 ml
abgefullt wurde. Daraus wurde vor Versuchsbeginn eine Verdunnungsreihe mit

nachfolgenden Konzentrationen von 2, 10 und 40 mM Koffein erstellt.
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Laktatreagenz

Um das im Dialysat Uber die MD-Sonden gewonnene Laktat
photospektrometrisch zu bestimmen, wurde ein Laktatreagenz (Sigma
Chemicals, Deisenhofen, Deutschland) in 10 ml Aqua ad injectabilia gelost. Die
Substanz enthalt neben 400 U/l Laktoxidase, 2400 U/l Peroxidase,

chormogenen Vorstufen, verschiedene Fullstoffe bei einem pH-Wert von 7.2.

Spritzenpumpen

Die MD-Sonden wurden Uber Spritzen an einer Micropumpe (PHD 2000-
Programmable Syringe Pump, Harvard Apparatures, Holliston, MA, USA) zur
kontinuierlichen Spllung angeschlossen. Das Volumen der Spritzen betrug 1
ml pro Spritze (Pump Syringe, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland).
Uber gasdichte 1 ml Glasspritzen (CMA, Stockholm, Schweden) wurde das
Halothan—Sojabohnendl-Gemisch  ebenfalls mit einer  Spritzenpumpe
(CMA/100, CMA, Stockholm, Schweden) kontinuierlich appliziert.

Eine modifizierte Spritzenpumpe (Braun, Melsungen, Deutschland) mit darauf
befestigten 1 ml Spritzen (Omnifix-F, Braun, Melsungen, Deutschland) diente
zur Applikation der Koffeinlésung. Zur Befestigung der MD-Sonde respektive
des Katheters an den Spritzen wurden stumpfe 21 G Kanllen (Braun,

Melsungen, Deutschland) verwendet.

Ultraschallgerat
Die MD-Sonden wurden zusammen mit den Applikationskathetern Uber

Venenkatheter in der Muskulatur platziert. Dies erfolgte unter ultraschall-

gesteuerter Kontrolle (SonoSite, U.S. Headquarters SonoSite, USA).
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2.3  Versuchsdurchfuhrung

Die Untersuchungen wurden im Groftier-Operationsaal der Experimentellen
Chirurgie, Universitatsklinik Wirzburg durchgefihrt.

Die Tiere wurden vor Beginn des Versuches mit Midazolam (0,15 mg/kg;
Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) und Fentanyl (2
pa/kg; Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland) Uber einen 22 GA Venenkatheter im
Ohr pramediziert. Nach endotrachealer Intubation (Endotrachealtubus, 6,5 mm
Innendurchmesser, Rusch, Kernen, Deutschland) erfolgte eine mechanische
Beatmung (Servo 900 D; Siemens, Erlangen, Deutschland) mit einem Gemisch
aus 65 % Lachgas und 35% Sauerstoff. Ziel wahrend der Vorbereitung und
Versuchsdurchfihrung war eine Beatmung mit einem endexpiratorischen pCO2
zwischen 33-37 mmHg (Beatmungsfrequenz 10-12/min; Tidalvolumen: 10-15
ml/kg; positiven endexpiratorischen Druck: 5 mmHg). Die Narkose wurde mittels
Fentanyl-/Midazolam-Perfusor aufrechterhalten. Uber die A. saphena erfolgte
eine invasive Messung (Insyte, 20 GA i.v.-Katheter, Vialon, Spanien) des
Blutdruckes und der Blutgase wahrend des gesamten Versuches. Weiterhin
erfolgte eine kontinuierliche Uberwachung der Vitalparameter in Form von EKG,
Sauerstoffsattigung und Messung der Rektaltemperatur. Die Lagerung der Tiere
erfolgte auf dem Rucken mit Fixierung der Laufe mittels Klettbandern an der

Unterlage.

2.3.1. Regionale Verteilung von Laktat nach Triggerapplikation

Die Ausbreitung des Hypermetabolismus, ausgeldst durch intramuskulare
Koffein- und Halothaninjektion wurde an 7 MHS- und 6 MHN-Schweinen
untersucht.

Uber eine langsverlaufende Hautinzision wurden die Adduktoren an den
Hinterlaufen dargestellt. Auf eine gro3zugige Freilegung wurde verzichtet um

ein Auskihlen der Muskulatur zu verhindern.
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Unter ultraschall-gesteuerter Kontrolle wurden zweimal drei handelsubliche
Venenverweilkantlen (Insyte GA 16 Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) als Einfuhrkanulen in den M. gracilis jeder Seite eingebracht.
Diese wurden im Abstand von 10 mm respektive 25 mm zur zentralen

Verweilkanule positioniert (s. Abb. 2).

HALC® P
&8 2,51cm

2003Mrz11 09:24 2003Mrz11 09:25

Abb. 2 Ultraschallgesteuertes Einbringen und Lagekontrolle der Mikrodialysesonden im M. gracilis

Die MD-Sonden wurden vor dem Einbringen in den Muskel langsam mit Ringer-
Ldosung Uber die inlet-tubings gefillt um eine blasenfreie Beflllung zu
gewahrleisten.

In die jeweils zentrale Kanule wurde eine MD-Sonde zusammen mit einem
Mikrokatheter eingebracht. Dabei wurde der Polyethylen-Katheter so
positioniert, dass seine Spitze 5 mm proximal der Spitze der MD-Sonde zu
liegen kam. Fixiert wurde die Sonde mit dem Mikrokatheter in einem
rotierenden hemostatischen Ventil, so dass eine Dislokation verhindert werden
konnte. In die restlichen Verweilkanilen wurde dann jeweils eine MD-Sonde
eingefihrt. Die Positionierung einer zusatzlichen MD-Sonde im M. sartorius
erfolgte zur Kontrollmessung. Die zuflhrenden Schenkel der MD-Sonden
wurden nun Uber Adapter an die Spritzenpumpen angeschlossen und

kontinuierlich mit Ringer-Losung mit 1 pl/min perfundiert ( Abb. 3).
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Abb. 3 Platzierung der Sonden im M. gracilis

Die erste Sammlung des Dialysates erfolgte nach 15 minutigem Spulen der
MD-Sonde mit Ringer-Lésung mit 1pl/min.

Nach einer Aquilibierungszeit von 30 min wurde ein Bolus von 1000l Koffein
80 mM an der einen, sowie ein Bolus von 200 ul Halothan 10 Vol% an der
anderen zentralen Sonde im M. gracilis der jeweiligen Seite Uber den
Mikrokatheter appliziert.

Die Sammlung der Dialysate aus den Halothan-, Koffeinsonden sowie der
Kontrollsonde erfolgte in Intervallen zu 15 min Uber die gesamte Messzeit von
135 min. So konnten insgesamt 9 Proben pro Sonde ausgewertet werden. Die
beiden ersten Dialysate dienten zur Bestimmung der basalen
Laktatkonzentration.

Am Ende der Untersuchung wurden alle Katheter entfernt und das Tier gemaf
Tierschutzverordnung in tiefer Narkose mit T613 intravends, unter

Uberwachung durch EKG und endtidalem pCO,, getdtet.
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2.3.2 Dosis-Wirkungs-Beziehung nach Triggerapplikation

Im zweiten Versuchsansatz wurde der mdgliche dosisabhangige Anstieg der
intramuskularen Laktatkonzentration bei MHS-Schweinen mehr als bei MHN-
Schweinen an jeweils 7 MHS- und 7 MHN-Tieren untersucht.

Insgesamt wurden 10 Venenverweilkanulen (Insyte GA 16 Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland) Ultraschall-gesteuert platziert. Jeweils 3 in einem
Abstand von 1,5 cm zueinander im M. gracilis auf jeder Seite, sowie jeweils ein
Katheter im M. pectineus und je ein Katheter im M. sartorius der

entsprechenden Seite.

Die MD-Sonden wurden wiederum vor Einbringen in den Muskel Uber die
zufihrenden Schenkel blasenfrei mit Ringer-Loésung befillt. In jede Kandlle
wurde nun eine MD-Sonde zusammen mit einem Mikrokatheter eingebracht.
Dessen Spitze wurde so positioniert das diese ebenso wieder 5 mm proximal

der Spitze der MD-Sonde zu liegen kam.

Nun erfolgte ein Spulen der MD-Sonde mit Ringer-Lésung mit 1ul/min Uber 15
Minuten. Anschliel3end erfolgte das Sammeln des Dialysates in Intervallen von
je 15 Minuten Uber die gesamte Messzeit von 120 min. Nach einer
Aquilibrierung von 30 min erfolgte die Applikation eines Bolus von 100l
Halothan in den Konzentrationen von 1, 2.5, 5 Vol% an je einer MD-Sonde im
M. gracilis. Zusatzlich wurde ein Bolus von 150 ul Sojabohnendl (Intralipid,
Baxter) an der MD-Sonde im M. pectineus verabreicht und ein weiterer Bolus
von 100 pl Halothan 10 Vol% im M. sartorius. Parallel dazu erfolgt eine
Applikation von Koffein in den Konzentrationen von 2, 10, 40 mM in einem
Volumen von 500 pl an je einer MD-Sonde im M. gracilis der anderen Seite.
Koffein 80 mM wurde mit selbigem Volumen an die MD-Sonde im M. sartorius
injiziert. 45 min nach Versuchsbeginn, also ein Messintervall spater, wurde Uber
den Polyethylenkatheter an der MD-Sonde im M. pectineus zur Kontrolle ein

Volumen von 1000pul Ringer-Losung verabreicht.
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Am Ende des Versuches wurden alle Katheter entfernt und ein Exitus letalis des
Versuchstieres in tiefer Narkose herbeigefiihrt.

Sammlung der Dialysate uber den gesamten Untersuchungszeitraum, so dass
am Ende 8 Proben je MD-Sonde photospektrometrisch untersucht werden

konnten.

2.4  Probenanalyse

Der Laktatgehalt in den gewonnen Proben wurde mittels eines
photospektrometrischen Verfahrens ausgewertet. Zur Analyse stand ein
Photospektrometer des Typs HP 8453-UV-Visible (Hewlett Packard,
Waldbronn, Deutschland) zur Verfigung.

Vor jeder Laktatmessung wurde eine Eichkurve fur Laktat erstellt. Damit sollte
eine Genauigkeit jedes Messzyklus gewahrleistet werden und somit eine
zusatzliche Qualitatssicherung erfolgen. Dazu wurden jeweils 10
Laktatstandard (Sigma  Chemicals, Deisenhofen, Deutschland) der
Konzentrationen 4,44 mmol/l, 8,88 mmol/l, sowie 13,32 mmol/l mit 1 ml des
Reagenz im dunkeln inkubiert und anschlieBend gegen das Reagenz als
Referenzwert mehrmals gemessen.* GemaR dem Gesetz von Lambert-Beer
wurde daraus eine Eichkurve erstellt.

Zur Vereinheitlichung der Messungen wurden alle Dialysate mit der gleichen
Klvette analysiert. Diese wurde vor und nach jeder Messung mit Aqua ad
injectabilia grindlich ausgespult.

Durch enzymatische Reaktionen mit dem in der Probe enthaltenen Laktat
kommt es zu einer Oxidation der im Reagenz enthaltenen chromogenen
Vorstufen und damit zu einem Farbniederschlag. Das Absorptionsmaximum
dieses Farbstoffes liegt bei 540 nm, so dass ein photospektrometrischer
Nachweis des Laktats bei dieser Wellenlange erfolgen kann. In

Voruntersuchungen zeigte sich eine direkt-proportionale, lineare Beziehung
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zwischen Farbniederschlag und Laktatkonzentration bis zu einer Konzentration
von rund 13 mmol/I.

Unmittelbar nach Ende jedes Versuches wurden 10 yl des frischen Dialysates
zu 1000ul Laktatreagenz pipettiert, geldst und fur 10 min in Dunkelheit inkubiert.
Anschliessend erfolgte die photospektrometrische Messung des Laktats bei
einer Wellenlange von 540 nm. Zusatzlich wurden im Rahmen einer
Qualitatssicherung der Messung bei jeder Auswertung drei Laktatstandards

mitgemessen.

2.5 Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm Microsoft Excel
und WinStat.

Die Daten der hamodynamischen und metabolischen Untersuchungen werden
als Median und Streubreite (Range) angegeben.

Ob signifikante Unterschiede bezuglich der Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen
MHS und MHN Tieren bestehen wurde mit dem Mann-Whitney—U-Test
untersucht. P < 0,05 wurde dabei als signifikanter Unterschied angenommen.
Der Wilcoxon-Test wurde herangezogen um zum einen Unterschiede zwischen
der Koffein- und Halothan-Injektion in Bezug auf die Laktatkonzentration
aufzuzeigen und zum anderen bestehende signifikante Unterschiede in 10 und
25 mm vom Applikationsort der Triggersubstanz darzustellen. Auch hier wurde

eine statistische Signifikanz bei p< 0.05 zu Grunde gelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Regionale Verteilung nach intramuskuléarer Triggerapplikation
3.1.1. Monitoring
Blutdruck, Herzfrequenz, Sauerstoffsattigung, Rektaltemperatur

Es zeigten sich weder zum Messbeginn (Abb.4) noch 60 min nach
intramuskularer Triggerapplikation (Abb.5) signifikante Unterschiede des
mittleren arteriellen Blutdruckes zwischen MHS- und MHN-Tieren. Weiter
konnte auch kein signifikanter Unterschied innerhalb der Tiergruppen zum
Messbeginn und eine Stunde nach Triggergabe gefunden werden (Abb.6,
Abb.7).

Vergleich MAP MHS MHN zum Zeitpunkt 0
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Abb. 4 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) zum Messbeginn (0) bei MHS und MHN
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Vergleich MAP MHS MHN zum Zeitpunkt 60
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Abb.5 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) bei MHS und MHN 60 min (60) nach Triggergabe
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Abb.6 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) innerhalb MHS zum Messbeginn (0) und 60 min (60)
nach Triggergabe.
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Vergleich MAP MHN zum Zeitpunkt 60 min
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Abb.7 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) innerhalb MHN zum Messbeginn (0) und 60 min (60)

nach Triggergabe.

Ebenso zeigten sich keine Unterschiede zum Beginn der Messungen sowie

eine Stunde nach Koffein- respektive Halothanapplikation in der ermittelten

mittleren Herzfrequenz zwischen MHS- und MHN-Tieren (Tab.1). Die periphere

Sauerstoffsattigung lag bei allen untersuchten Tieren zwischen 98 und 100%

(Tab.2). Die gemessene Rektaltemperatur zeigte ebenfalls keine Signifikanz in

den untersuchten Gruppen (Tab.3).

Tab. 1 Maximale Herzfrequenz (Schlage/min) von MHS und MHN zum Messbeginn (0) und 60 min

(60) nach Triggergabe

Herzfrequenz [Schlage/min]
MHS, 80 (70-93)
MHN 73 (66-79)
MHSg 80 (70-85)
MHN g0 73 (65-80)
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Tab. 2 Maximale Sauerstoffsattigung (%) von MHS und MHN zum Messbeginn (0) und 60 min (60)

nach Triggergabe

Sauerstoffsattigung | [%]

MHS, 99 (99-100)
MHN o 99 (99-99)
MHSgo 99 (99-100)
MHN ¢ 99 (98-99)

Tab. 3 Maximale Rektaltemperatur (°C) von MHS und MHN zum Messbeginn (0) und 60 min (60)

nach Triggergabe

Rektaltemperatur

[C]

MHS,

35,8 (35,4-35,8)

(
MHN 35,4 (34,7-25,6)
MHSso 35,8 (35,3-36)
MHN 6 35,5 (34,5-35,7)

Vendse Blutgasanalyse

pH-Wert und pCO,-Wert

In der vor Messbeginn und 90 min nach Triggergabe durchgefuhrten vendsen
Blutgasanalyse zeigten sich in Bezug auf pH-Wert (Tab.4) und pCO,-Wert
(Tab.5) weder zwischen den untersuchten Tieren, noch nach Applikation der
Triggersubstanz, signifikante Unterschiede zu den Werten vor Beginn und am
Ende Zu Zeit

Stoffwechselreaktionen.

der Messungen. keiner zeigten sich  systemische

Tab. 4 Maximaler vendser pH-Wert von MHS und MHN zum Messbeginn (0) und 90 min (90) nach
Triggergabe

pH-Wert p-Wert

MHS, 7,53 (7,51-7,53) 0,600
MHN ¢ 7,52 (7,47-7,54)

MHSg 7,49 (7,49-7,51) 0,554
MHN g0 7,49 (7,44-7,51)
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Tab. 5 Maximaler vendser Kohlendioxid-Partialdruck (pCO,) von MHS und MHN zum Messbeginn

(0) und 90 min (90) nach Triggergabe

pCO, [mmHg] p-Wert

MHS, 36,0 (31,7-36,3) 0,753
MHN o 35,6 (33,3-37,9)

MHSgo 36,8 (33,7-38,7) 0,248
MHN g9 37,4 (35,6-46,4)

Laktat

Das venodse bestimmte Laktat zeigte sowohl vor Beginn der Messung, als auch
90 Minuten nach Triggerapplikation sowohl fur die Halothan wie auch
Koffeingabe keine signifikanten Anstiege zwischen MHS- und MHN-Tieren
(Tab.6).

Tab. 6 Maximaler vendser Laktat-Anstieg (mmol/l) von MHS und MHN zum Messbeginn (0) und 90

min (90) nach Triggergabe

Laktat [Mmol/l] p-Wert

MHS, 1,3 (1,0-1,5) 0,892
MHN o 5(1,1-1,5)

MHSg, 4 (1,1-1,8) 0,418
MHN o 0(1,0-1,4)

Myoglobin

Die Blutuntersuchung vor Messbeginn und 90 Minuten nach Triggergabe wies

ebenfalls keine signifikanten Unterschiede der Werte zwischen den

Merkmalstrager bzw. nicht Merkmalstrager der MH auf (Tab.7).

Tab. 7 Maximales vendses Myoglobin (ug/l) von MHS und MHN zum Messbeginn (0) und 90 min (90)

nach Triggergabe

Myoglobin [pg/l] p-Wert

MHS, (21 -25) 0,108
MHN ¢ 1(21-21)

MHSgo 35 (27-38) 0,138
MHN o9 1(21-22)
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3.1.2 Mikrodialyse

Nach einer Aquilibrierungszeit von 30 min nach Einbringen der MD-Sonden in
den Muskel wurden in 15 minutigen Abstanden die Laktatwerte im Dialysat
gemessen. Die Ausgangswerte zu Beginn der Messung zeigten an der
Injektionsstelle bei MHS-Tieren Laktatwerte von 1,3 (1,0-2,0) mM, in 10 mm
Entfernung 1,3 (1,1-1,5) mM und in 25 mm Abstand 1,5 (1,1-2,0) mM. Bei
MHN-Tieren lagen die basalen Laktatwerte am Injektionsort bei 1,1 (0,9-2,0)
mM, in 10 mm Entfernung bei 1,4 (0,8-2,1) mM und in 25 mm Abstand zur
Injektionsstelle bei 0,9 (0,6-1,2) mM. Damit unterschieden sich die Werte zu

Beginn unter den MHS- und MHN-Tieren nicht signifikant.

Halothan

Nach Applikation von 200ul Halothan 10 Vol% kam es zu einer maximalen
Laktatkonzentration am Injektionsort von 8,8 (6,9-9,8) mM bei MHS und einer
maximalen Konzentration von 7,5 (4,2-9,0) mM bei MHN. In 10 mm Entfernung
kam es zu einem Laktatanstieg bei MHS auf maximal 1,6 (1,4-2,0) mM, bei
MHN auf 1,5 (1,3-2,2) mM und somit zu einem Ausbleiben der hypermetabolen
Stoffwechselantwort. Hier zeigten sich somit signifikante Unterschiede zum
Injektionsort des Triggers. Ebenfalls zeigte sich ein signifikanter Unterschied in
Bezug auf die Injektionsstelle in 25 mm Entfernung mit Laktatwerten von 2,0
(1,7-2,2) mM bei MHS und Werten von maximal 1,3 (1,0-1,6) bei MHN Tieren
bei ebenfalls ausbleibender signifikanten Stoffwechselantwort (Abb. 8).

Eine parallel durchgeflihrte Kontrollmessung im M. sartorius ergab keine
systemische Reaktion in Form eines Laktatanstieges. Damit zeigten sich auch
hier signifikante Unterschiede in Bezug auf die Laktatanstiege im Vergleich zum

Injektionsort.
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Regionale Verteilung von Laktat nach Halothan-Applikation

o MHS
= MHN

Laktat [mmol/I]

4 *
* *
- T
2 I I
0 T T T
Hal 10 Vol% 200 pl Hal_10 mm Hal_25 mm Kontrolle

Abb. 8 Regionale Verteilung von Laktat nach intramuskuléarer Applikation von 200 pl Halothan 10

Vol% in 10 mm (Hal_10mm) und 25 mm (Hal_25mm) vom Injektionsort

Koffein

Nach Applikation von 1000yl 80mM Koffein kam es bei MHS-Tieren zu einem
Anstieg von 1,3 (1,3-1,5) mM auf maximal 5,0 (5,3-3,8) mM am Injektionsort. In
10 mm Entfernung stiegen die Laktatwerte auf maximal 1,94 (1,63-2,94) mM bei
einer Ausgangskonzentration von 1,5 (1,3-1,6) mM. In 25 mm Entfernung vom
Injektionsort zeigten sich Laktatanstiege von minimal 1,74 (1,0-2,0) mM auf
maximal 1,8 (1,6-2,2) mM. Somit zeigte sich erneut ein signifikanter
Unterschied im Abstand von 10 mm und 25 mm in Bezug auf den Injektionsort
des Triggers.

Bei MHN-Tieren zeigte sich nach Applikation von 1000ul Koffein 80 mM ein
Anstieg des Laktats am Injektionsort von basal 1,3 (0,8-1,5) mM auf maximal
3,7 (2,4-4,3) mM. Signifikante Unterschiede bestanden einerseits in 10 mm
Entfernung mit Laktatwerten von 1,3 (0,8-1,4) mM auf maximal 1,7 (1,5-2,2)
mM. Andererseits auch im Abstand von 25 mm mit Laktatanstiegen von 1,1
(0,9-1,3) mM auf 1,4 (1,3-1,5) mM vom Applikationsort des Triggers.
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Die Kontrollmessungen zu Beginn der Gabe von Halothan und Koffein im M.
sartorius von MHS-Tieren zeigte Ausgangswerte des Laktats von 1,7 (1,5-3,1)
mM. Bei MHN-Tieren lagen die Laktatkonzentrationen vor Messbeginn bei
Werten von minimal 1,6 (1,3-1,9) mM.

Nach Applikation des Triggers kam es somit an der Kontrollsonde zu einem
nicht signifikanten Anstieg des Laktats. Bei MHS-Tieren fanden sich mit
maximalen Werten auf 2,9 (2,3-3,1) mM, bei MHN-Tieren auf maximal 2,0 (1,9-
2,4) mM ebenfalls keine signifikanten Anstiege des Laktats.

Eine systemische Reaktion in Form einer hypermetabolen Stoffwechsellage mit
Laktatanstieg an der Kontrollsonde konnte somit nicht nachgewiesen werden
(Abb. 9).

Regionale Verteilung von Laktat nach Koffein-Applikation

*
3 T I oMHS

= MHN

Laktat [mmol/I]

Kof 80 mM Kof_10 mm Kof_25 mm Kontrolle

Abb. 9 Regionale Verteilung von Laktat nach intramuskulérer Applikation von 1000ul Koffein 80
mM.
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3.2 Dosis-Wirkungsbeziehung der MH

3.2.1. Monitoring

Blutdruck, Herzfrequenz, Sauerstoffsattigung, Rektaltemperatur

Auch hier zeigten sich wie in dem Versuchsansatz zuvor keine signifikanten
Unterschiede des mittleren arteriellen Blutdruckes (Tab.8), der Herzfrequenz
(Tab.9), der Sauerstoffsattigung (Tab.10) sowie die Rektaltemperatur (Tab.11)
betreffend, zu Beginn der Messung und 90 Minuten nach intramuskularer
Triggerapplikation bei MHN- und MHS-Tieren. Weiterhin bestanden auch keine

signifikanten Unterschiede innerhalb der untersuchten Gruppen.

Tab. 8 Maximaler Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) von MHS und MHN zum Messbeginn (0) und
60 min (60) nach Triggergabe

MAP [mmHg]

MHS Beginn |75 (70-88)
MHN Beginn |80 (69-80)
MHS 60 min |73 (66-83)
MHN 60 min |68 (65-78)

Tab. 9 Maximale Herzfrequenz (Schlage/min) von MHS und MHN zum Messbeginn (0) und 60 min

(60) nach Triggergabe

Herzfrequenz | [Schlage/min]
MHS, 83 (73-89)
MHN , 85 (68-95)
MHSe¢ 80 (73-84)
MHN g0 73 (70-83)

Tab. 10 Maximale Sauerstoffsattigung (%) von MHS und MHN zum Messbeginn (0) und 60 min (60)
nach Triggergabe

Sauerstoffsattigung | [%]

MHS, 99 (99-100)
MHN , 99 (99-100)
MHSe¢ 99 (99-100)
MHN g0 99 (99-100)
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Tab. 11 Maximale Rektaltemperatur (°C) von MHS und MHN zum Messbeginn (0) und 60 min (60)

nach Triggergabe

Rektaltemperatur [ [°C]

MHS, 35,6 (34,9-35,8)
MHN 35,5 (35,5-35,7)
MHSe¢ 35,5 (34,9-35,7)
MHN g9 35,3 (35,2-35,5)

Venose Blutgasanalyse

pH-Wert und pCO,-Wert

Signifikante Unterschiede hinsichtlich des pH-Wertes (Tab.12) oder des pCO,-
Wertes (Tab.13) in der vor und nach Triggerapplikation untersuchten vendsen
Blutprobe zwischen MHN und MHS, wie auch innerhalb der MH veranlagten

und nicht veranlagter Tiere wurden nicht gefunden.

Tab. 12 Maximaler venéser pH-Wert von MHS und MHN zum Messbeginn (0) und 90 min (90) nach

Triggergabe

pH-Wert p-Wert

MHS, 7,53 (7,53-7,54) 0,600
MHN ¢ 7,58 (7,51-7,60)

MHSq, 7,52 (7,50-7,53) 0,554
MHN g0 7,53 (7,51-7,54)

Tab. 13 Maximaler venéser Kohlendioxid-Partialdruck (pCO;) von MHS und MHN zum Messbeginn

(0) und 90 min (90) nach Triggergabe

pCO, [mmHg] p-Wert

MHS, 33,7 (31,4-35,3) 0,799
MHN 34,6 (30,8-38,5)

MHSg 35,2 (31,3-36,7) 0,865
MHN g9 34,0 (33,4-36,1)

30




Laktat

Die in der vendsen Blutgasanalyse bestimmten Laktatwerte zeigten sich
ebenfalls mit einem Ausgangswert von 1,2 (1,0-1,7) mM bei MHS und 1,1 (0,9-
1,3) mM bei MHN und einem maximalen Wert nach Triggerapplikation, bei
MHS-Tieren von 1,0 (0,8-1,0) und MHN Tieren 0,8 (0,8-1,1) mM, nicht
signifikant unterschiedlich (Tab.14).

Tab. 14 Maximaler vendser Laktat-Anstieg (mmol/l) von MHS und MHN zum Messbeginn (0) und 90
min (90) nach Triggergabe

Laktat [Mmol/I] p-Wert

MHS, 1,2 (1,0-1,7) 0,310
MHN , 1,1 (0,9-1,3)

MHSg, 1,0 (0,8-1,0) 0,248
MHN o 0,8 (0,8-1,1)

Myoglobin

Systemische Reaktionen konnten wahrend den Messungen nicht nachgewiesen
werden. So zeigte sich auch das vor und nach Messbeginn im venésen Blut
bestimmten Myoglobins kein signifikanter Unterschied zwischen MHN- und
MHS-Tieren (Tab.15).

Tab. 15 Maximales vendses Myoglobin (ug/l) von MHS und MHN zum Messbeginn (0) und 90 min
(90) nach Triggergabe

Myoglobin [ug/l] p-Wert
MHS, 21 (21-24) 0,179
MHN 21 (21-21)

MHSgq 22 (21-33) 0,067
MHN o 21 (21-21)
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3.2.2 Mikrodialyse

Im zweiten Versuchsansatz wurden wiederum nach einer Aquilibrierungszeit
von 30 min nach Einbringen der MD-Sonden in 15 minutigen Abstanden die
Laktatwerte im Dialysat photospektrometrisch bestimmt.

Auch hier zeigten sich die basalen Laktatwerte vor den Injektionen der
einzelnen Substanzen und somit zum Beginn der Messung unter MHN- und

MHS-Tieren nicht signifikant unterschiedlich.

Halothan

Es erfolgte die Applikation eines Bolus von 100yl Halothan in den
Konzentrationen von 1, 2.5, 5 Vol% an je einer MD-Sonde im M. gracilis. Die
Laktatkonzentrationen an der Injektionsstelle von Halothan 1 Vol% zeigten
einen Anstieg auf maximal 3,3 (1,8-3,8) mM bei MHS und 1,4 (1,1-1,8) mM bei
MHN. Bei p= 0,064 zeigte sich hier kein signifikanter Unterschied zwischen den
Tieren.

Maximale Laktatkonzentrationen von 3,1 (1,8-3,8) mM bei MHS und 1,4 (1,0-
1,6) mM bei MHN nach Applikation von Halothan 2,5 Vol% wiesen bei p= 0,025
einen signifikanten Unterschied zwischen den Tieren auf. Ebenso signifikant
unterschiedlich zeigten sich bei p= 0,035 die untersuchten Gruppen nach einer
Bolusgabe Halothan 5 Vol% mit maximalen Laktatwerten bei MHS von 5,3 (5,1-
10,4) mM und 1,5 (1,4-2,7)mM bei MHN

Nach Applikation von 100ul Halothan 10 Vol% konnte bei Werten von 9,4 (6,9-
14,3) mM bei MHS und maximalen Laktatkonzentrationen von 8,6 (6,6-9,5) mM
bei MHN kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen gefunden
werden (p= 0,482).

Das mit einem Volumen von 150yl intramuskular verabreichte Sojabohnendl
(Intralipid), als Tragersubstanz des Halothans, zeigte keinen signifikanten
Unterschied bezuglich der maximalen Laktatkonzentrationen zwischen MHS-
und MHN-Tieren (MHS 1,6 (1,4-1,9) mM; MHN 1,2 (1,1-2,3) mM).

32



Auch nach Applikation von 1000ul Ringer-Losung an der MD-Sonde im M.
pectineus zeigte sich ein Ausbleiben einer signifikanten Stoffwechselantwort.
Die maximalen Laktatkonzentrationen betrugen bei MHS 1,4 (1,2-1,8) mM und
bei MHN 1,3 (1,2-1,8) mM (p= 0,886).

Dosis-Wirkung-Beziehung von Laktat nach Applikation von Halothan

14 T OMHS ——
BMHN

Laktat [mmol/l]

Hal_1 Vol% Hal_2,5 Vol% Hal_5 Vol% Hal_10 Vol% Ringer Intralipid

Abb. 10 Dosis-Wirkungsbeziehung von Laktat nach Applikation von 100 pl Halothan in den
Konzentrationen 1, 2.5, 5 und 10 Vol%.

Koffein

Nach Koffeinapplikation von 500ul in einer Konzentration von 2 mM kam es zu
einem maximalen Laktatanstieg bei MHS auf 1,8 (1,4-2,5) mM und bei MHN auf
1,4 (1,1-1,5). Bei einem p-Wert von 0,116 zeigte sich auch hier keine
Signifikanz zwischen den Gruppen.

Ein signifikanter Unterschied zwischen den maximalen Laktatkonzentrationen
bei MHS und MHN konnte jedoch nach der Applikation von Koffein 10 mM mit
einem p-Wert von 0,004 gefunden werden (MHS 2,7 (2,3-4,1) mM; MHN 1,4
(1,3-1,5) mM.
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Ebenfalls stellten wir bei maximalen Laktatwerten von 4,7 (4,4-4,7) mM bei
MHS- und 1,35 (1,0-1,9) mM bei MHN-Tieren einen signifikanten Unterschied
nach Verabreichung von Koffein der Konzentration 40 mM fest (p= 0,003).

Bei hoheren Konzentrationen, in unserem Fall 80 mM Koffein, konnte eine
lokale, hypermetabole Stoffwechselreaktion sowohl bei MHS- wie auch bei
MHN-Tieren gefunden werden. Ein signifikanter Unterschied bei maximalen
Laktatkonzentrationen von 4,6 (4,4 -4,9) mM bei MHS und 2,8 (2,0- 4,4) mM bei
MHN lag bei p= 0,150 somit nicht vor.

Die Kontrolluntersuchung im M. pectineus nach Applikation von 1000ul Ringer-
Losung ergab bei einem p-Wert von 0,886 und maximalen
Laktatkonzentrationen von 1,4 (1,2-1,8) mM bei MHS und 1,3 (1,2-1,8) mM bei
MHN wiederum keinen signifikanten Unterschied zwischen Merkmalstragern

und nicht-Merkmalstrager fur die MH.

Dosis-Wirkung-Beziehung von Laktat nach Applikation von Koffein
6
*
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Kof_2 mM Kof_10 mM Kof_40 mM Kof_80 mM Ringer

Abb. 11 Dosis-Wirkungsbeziehung von Laktat nach Applikation von 500 pl Koffein in den
Konzentrationen 2, 10, 40 und 80 mM.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass (a) die interstitielle
Laktatkonzentration durch die intramuskulare Injektion von Sojabohnendl und
Ringerldosung nicht verandert wird, (b) die verwendeten Dosierungen zu keiner
schwerwiegenden systemischen oder lokalen Reaktion fuhrten, (c) es nach
Applikation von Halothan und Koffein zu einer Linksverschiebung der Dosis-
Wirkungskurve von Laktat bei MHS-Schweinen kommt und (d) die Ausbreitung
des Hypermetabolismus gemessen an Laktat nach Applikation von

Triggersubstanzen auf ein Areal < 10 mm um die Injektionsstelle begrenzt ist.

4.1 Mikrodialyse

Die Technik der Mikrodialyse zur in-vivo  Untersuchung von
Medikamentenkonzentrationen, deren Konzentrations-Zeit-Verlaufe*',
Konzentrationsmessungen diverser interstitieller Metaboliten in Experimenten,
wie auch in der klinischen Anwendung hat sich sehr gut etabliert.*?*®

Basierend auf einer passiven Diffusion an einer semipermeablen Membran
kommt es zu einem Konzentrationsaustausch zwischen den Kompartimenten
ins Perfusat.>* 1997 wurde in einer Publikation an Freiwilligen erstmals gezeigt,
dass der zellulare Metabolismus durch, Uber Mikrodialyse-Katheter zugefuhrte
Substanzen, beeinflusst werden kann und diese Veranderungen anhand eines
Metaboliten im Dialysat messbar sind.****°

Diese Maglichkeit der Untersuchung erlaubt Aussagen uber den lokalen
Skelettmuskelmetabolismus ermitteln zu kdnnen, unabhangig der variablen

systemischen Effekte.
In der vorliegenden Arbeit wurden interstitielle metabolische Veranderungen

nach Verabreichung intramuskularer Triggersubstanzen der MH an Schweinen

untersucht und gemessen.
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Als Pathomechanismus auf zellularer Ebene gilt bei MHS-Individuen eine
Mutation am sarkoplasmatischen Ryanodinrezeptor der Skelettmuskulatur als
gesichert.’’®® Hierbei kommt es nach Triggerapplikaton zu einer
unkontrollierten Freisetzung von Calcium. Der dadurch in einer MH-Krise
ausgeloste systemische Hypermetabolismus resultiert in einer Hypoxie,
Hyperkapnie, Laktatazidose und Warmeproduktion mit Anstieg der
Koérpertemperatur.®® Als Zeichen einer im Verlauf der MH-Krise auftretenden
anaeroben Stoffwechsellage zeigt sich ein erhdhter vendser Ausstrom von
Laktat aus den Muskelzellen.®® Im Hinblick dieser gesicherten Erkenntnisse
scheint die intramuskulare Messung von Laktat mittels MD-Sonden eine
brauchbare Methode zu sein um den entstehenden Hypermetabolismus in vivo

untersuchen zu konnen.

4.2. Dosisabhangigkeit der Malignen Hyperthermie

Abgesehen von der klinischen Manifestation der MH konnte in der Testung mit
dem IVCT, bei MH-veranlagten Patienten, eine intraindividuelle Variabilitat der
Kontraktionsantworten untersuchter Muskulatur gefunden werden.*® Dabei ist
es unklar, weshalb es bei manchen Patienten nach Triggerapplikation zu einer
fulminanten MH-Krise, wiederum bei anderen nur zu abortiven Verlaufsformen
oder lediglich zu einer Rhabdomyolyse oder eines Masseterspasmuses kommt.
In Tierversuchen Mitte der achtziger Jahre konnten ahnliche Beobachtungen
gemacht werden. Durch eine durch Inhalation von Halothan ausgeloste
Muskelrigiditat bei Schweinen, im sogenannten Barnyard Test, wurde eine MH-
Veranlagung diagnostizitert.’” Nach Wegnahme des volatilen Anasthetikums
erholten sich die Tiere prompt.>®

Schon in vorangegangen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass es mittels
Injektion kleiner Mengen von Halothan oder Koffein in die Muskulatur von MH-
Patienten zu einer lokalen hypermetabolen Stoffwechselreaktion am
Applikationsort kommt.*® Es zeigten sich der Pathophysiologie der MH

ableitende Symptome mit Laktat- und COz-Anstiegen als Antwort einer
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gesteigerten Glykolyse. Zusatzlich konnte festgestellt werden, dass hdhere
Dosierung von Halothan auch bei nicht MH-veranlagten Patienten zu einer
vermehrten Stoffwechselantwort fuhrten, ja sogar einmalig ein gleiches

Erscheinungsbild wie bei MH-veranlagten Patienten auftrat.

In der vorliegenden Arbeit wurden nun unterschiedliche Konzentrationen an
Halothan und Koffein intramuskular injiziert. Dabei zeigte sich je nach
Konzentration der Triggersubstanz eine Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-
Kurve fur Laktat im Vergleich von MHS- und MHN-veranlagten Tieren.
Annahme hierfur ist einer, durch die Substanzen ausgeldster
Hypermetabolismus und gesteigerte anaerobe Glykolyse im Muskel.

Bei Halothankonzentrationen von 2,5 und 5 Vol% zeigten sich signifikante
Unterschiede zwischen MHN- und MHS-Tieren. Bei Applikation von héheren
Konzentrationen, in unserem Fall von 10 Vol%, konnten keine signifikant
unterschiedlichen Ergebnisse mehr festgestellt werden.

Bei Applikation von Koffein lief3en sich ahnliche Beobachtungen machen. Auch
hier zeigte sich bei Konzentrationen von 10 und 40 mM eine Signifikanz
zwischen den Gruppen, welche nach weiterer Dosissteigerung nicht festgestellt
werden konnte. Es kam auch bei MHN-Tieren zu einer der MH-ahnlichen
Reaktion, wie dies schon bei geringeren Konzentrationen bei MHS-Tieren
gefunden werden konnte.

Somit lasst dies eine gewisse Dosisabhangigkeit der Malignen Hyperthermie
vermuten.

Ob es nun einen definierbaren Schwellenwert zur Auslosung einer MH bei nicht
veranlagten Tieren gibt bleibt offen und kann in dieser Arbeit nicht beantwortet
werden. Vielmehr bleibt es Gegenstand weitere Untersuchungen. Dabei gilt
folgendes zu beachten: Hartung et al konnte zeigen, dass Koffein in einer
Konzentration von mehr als 32 mM eine maximale Skelettmuskelkontraktur in-
vitro auslést.?’ In der hier beschriebenen Studie wurde Koffein in
unterschiedlicher Dosierung verwendet. Unter anderem auch 40 mM, womit ein
Unterschied zwischen den Gruppen noch nachgewiesen werden konnte.

Allerdings muss man hier annehmen, dass die Koffeinkonzentration nach

37



Applikation in den Muskel durch Verdiunnung mit interstitieller Flussigkeit
relevant abnimmt. Die genaue Konzentration im Muskel bleibt somit unbekannt.
Halothan, intraven0s  appliziert, verursacht ausgepragte zellulare
Schadigungen.®® Aus diesem Grund wurde ein lipididsliches Gemisch mit
Sojabohnendl hergestellt, um die schadigende Wirkung zu eliminieren.®® Nach
Injektion des Substanzgemisches an den Applikationsort kann Halothan an die
Muskelzellen diffundieren. Wie hoch allerdings die dort erreichte Konzentration
ist bleibt wiederum unbekannt und ist, wie auch beim Koffein, wohl von Tier zu
Tier unterschiedlich.

Abgesehen davon kann, aus den empirisch ermittelten Konzentrationen flr
Halothan und Koffein, in der vorliegenden Arbeit eine sich zeigende Dosis-

Wirkungsbeziehung fur Laktat abgeleitet werden.

4.3. Regionale Effekte nach intramuskularer Triggerapplikation

In Voruntersuchungen konnte ANETSEDER et al. zeigen, dass es durch die
lokale Applikation von Triggersubstanzen bei MHS-Patienten zu keiner
generalisierten MH-Krise kommt.*® Ebenfalls konnten nach Injektion von
Halothan und Koffein am Skelettmuskel in Tierversuchen bei der
anschliellenden histologischen Aufarbeitung der Muskelpraparate keine
schwerwiegenden  Gewebsschadigungen um  die  Applikationssonde
nachgewiesen werden.3®

DE LANGE et al. konnten in |hrer Arbeit zeigen, dass es um die MD-Sonde zu
einem starken Konzentrationsabfall der applizierten Substanzen in einem
Abstand von wenigen Millimetern kommt.** Dieses Modell ist fiir die Halothan-
und Koffeinapplikation nicht validiert, jedoch konnten ahnliche Beobachtungen
nach Injektion dieser Trigger mit ausbleibendem signifikanten Laktat- und
Kohlendioxid-Partialdruck-Anstieges in der umgebenden Muskulatur bei MHS-
Patienten gemacht werden.*

Ebenfalls konnte in vorangegangen Arbeiten gezeigt werden, dass das

Ergebnis von unterschiedlichsten Faktoren abhangig ist. So breitete sich eine
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Substanz in einer senkrecht im Muskel platzierten Sonde in kranio-kaudaler
Richtung entlang der Muskelfasern aus. Auch flhrt ein zu hoher Injektionsdruck
bei der Applikation der Triggersubstanzen zu einer Ausbreitung der Substanz in
von der Messsonde entfernte Muskelareale, welches kernspintomographisch
nachgewiesen werden konnte. Die applizierten Dosierungen und
Konzentrationen sind nicht abschlieend bekannt und definiert. Die in dieser
Arbeit verwendeten Dosierungen richteten sich an die im Tierversuch® und bei
Probanden bisher ermittelten Werte.*

Um diese externen Faktoren so klein wie moglich zu halten wurden zum einen
die Mess- und Applikationssonden Ultraschall-gesteuert in der Muskulatur
platziert. Zum anderen wurden die Triggersubstanzen kontinuierlich Uber eine
Spritzenpumpe verabreicht um einen gleich bleibenden Druck zu gewahrleisten.
Wir konnten beobachten, dass nach kontinuierlicher Injektion von 200l
Halothan 10 Vol% und 1000ul 80 mM Koffein es sowohl bei MHN- wie auch bei
MHS-Tieren lediglich am  Applikationsort zu einem Anstieg der
Laktatkonzentration kam. Keine Anstiege der Laktatkonzentrationen wurden in
10 mm und 25 mm vom Applikationsort gemessen. Hier zeigte sich eine
Signifikanz in Bezug auf die Injektionsstelle der Triggersubstanzen.

Ebenso konnten keine Laktatanstiege, an der in einem anderen Muskel
eingebrachten Kontrollsonde, als Hinweis einer generalisierten Reaktion auf die
Triggersubstanzen und somit einer hypermetabolen Stoffwechselantwort
verzeichnet werden.

Weiter stellten wir fest, dass durch die intramuskulare Injektion von
Sojabohnendl und Ringer-Losung es zu keiner Modulation der Laktatwerte im

Muskel kommt.

Die aufgezeichneten hamodynamischen und metabolischen Parameter,
insbesondere der pH-Wert, die Laktatkonzentration und das pCO2, zeigten sich
sowohl vor Messbeginn, wie auch 60 min nach Applikation der
Triggersubstanzen sowohl bei MHN- und MHS-Tieren ohne signifikanten

Unterschied in den einzelnen Gruppen sowie zueinander. Somit kann auch hier
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auf eine nur lokal ausgeloste Stoffwechselantwort nach Triggergabe, nicht
jedoch auf eine systemisch ausgeloste Reaktion, geschlossen werden.

In wie fern andere, respektive noch hohere Dosierungen und Konzentration der
Triggersubstanzen Auswirkungen auf die regionale Ausbreitung der
Stoffwechselreaktion haben, kann in dieser Arbeit nicht geklart werden und

muss an anderer Stelle Uberprift werden.

4 4 Laktatkonzentration im Muskel

Wie bereits schon erwahnt kann keine genaue Aussage Uber die tatsachliche
Konzentration der Triggersubstanzen am Muskel getroffen werden. So auch
nicht Ober die im Muskel absolut vorhandene Laktatkonzentration nach
Triggergabe. Ebenfalls abhangig von der Perfusionsgeschwindigkeit und der
verwendeten Mikrodialysemembranen zeigen sich auch die im Dialysat
nachweisbaren Laktatkonzentrationen.

Die hier gemachten Ergebnisse decken sich jedoch mit den Beobachtungen der
in-vivo Messungen®* und den vorangegangenen Untersuchungen am

Tiermodell.

4.5. Resuimee

In der vorliegenden Arbeit kann ein, durch Halothan- und Koffeinapplikation
ausgeldster, dosisabhangiger Laktatanstieg in MHN- und MHS-Tieren klar
gezeigt werden. Die lokale Applikation von Triggersubstanzen zeigt sich auf ein
Gebiet von < 10 mm um den Injektionsort begrenzt. Eine systemische MH-
Reaktion wird nicht ausgelost.

Weitere Untersuchungen sind notwenig, insbesondere zur Dosis- und
Konzentrationsfindung der  Triggersubstanzen um einen definierten
Schwellenwert zur Auslosung einer MH-Reaktion zu erhalten. Somit kann

moglicherweise die Sensitivitat und Spezifitdt der in-vivo-Messung verbessert
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und damit ein Vvielversprechendes, minimal-invasives Verfahren weiter
verbessert und zur Routinediagnostik in der klinischen Anwendung etabliert

werden.

5. Zusammenfassung

Die erbliche, autosomal-dominante Veranlagung zur Malignen Hyperthermie
kann unter Exposition mit so genannten Triggersubstanzen, wie volatilen
Inhalationsanasthetika und depolarisierenden  Muskelrelaxantien, beim
Menschen zu einem fulminanten Krankheitsbild mit Rigor, zellularer Hypoxie,
Hyperkapnie, Hypermetabolismus, Rhabdomyolyse und Tod fuhren. Auf
zellularer Ebene qilt eine Storung des Kalzium-Kanals am sarkoplasmatischen
Retikulum der Skelettmuskulatur als gesichert. Die Inzidenz einer MH-Krise wird
auf 1:60 000 geschatzt, die Pravalenz wird um ein Vielfaches hdher
angenommen. Die unmittelbare Diagnose im klinischen Alltag kann aufgrund
der vielen Differentialdiagnosen oft schwer zu stellen sein. Wird eine MH-Krise
jedoch nicht unmittelbar adaquat behandelt, geht diese mit einer Mortalitatsrate
von ca. 5 % einher. '°

Der In-vitro Kontrakturtest (IVCT),'® mit einer Sensitivitat von 99% und einer
Spezifitat von 93% ist der bisheriger Goldstandard in der MH-Diagnostik.
Allerdings liegen seine Nachteile in seiner Invasivitat, der hohen Belastung flr

den Patienten, so wie seinem finanziellen und zeitlichen Aufwand. 2*%°

In vorangegangenen Untersuchungen zeigte Anetseder et al. an Ratten, MH-
veranlagten Schweinen, in zwei Studien an MH-veranlagten und MH-nicht-
veranlagten Patienten sowie an gesunden Probanden® erstmals, dass mit Hilfe
der Mikrodialyse, unter Applikation von MH-Triggersubstanzen, eine gute
Differenzierung zwischen veranlagten und gesunden Probanden méglich ist.>%®

In wie weit sich dieser ausgeloste Hypermetabolismus auf die lokale
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Applikationsstelle begrenzt und ob es eine Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen
MHS- und MHN-Merkmalstragern gibt war bisher noch unklar.

Wir nahmen aus den gemachten Voruntersuchungen an, dass eine
intramuskulare Injektion von Halothan und Koffein zu einem dosisabhangigen
Anstieg der lokalen Laktatkonzentration in MHS- und MHN-Schweinen fuhrt und
der lokale Hypermetabolismus auf eine kleines Areal um die Applikationsstelle

begrenzt ist.

Mit Zustimmung der ortlichen Tierschutzkommission wurden bei 7 MHS- und 7
MHN-Schweinen in Allgemeinanasthesie Mikrodialysesonden in die Hinterlaufe
platziert und mit Ringer-Losung (1ul/min) kontinuierlich perfundiert. Nach
Aquilibrierung wurden aufsteigende Konzentrationen von Halothan geldst in
Sojabohnendl (1, 2.5, 5 und 10 Vol%) und Koffein (2, 10, 40, 80 mM) als Bolus
an die Spitze der MD-Sonde appliziert.

Im zweiten Versuchsansatz wurden bei 7 MHS- und 6 MHN-Schweinen
wiederum Mikrodialysesonden diesmal im Abstand von 10 und 25 mm
Ultraschall-gesteuert platziert und kontinuierlich mit Ringerlésung mit 1ul/min
perfundiert. Nach Erreichen eines Steady-states wurden an die Spitzen der
zentralen Sonden 100pul Halothan 10 Vol%, geldst in Sojabohnendl, und 1000
pl Koffein 80mM injiziert. Im aufgefangenen Dialysat wurde Laktat jeweils
photospektrometrisch bestimmt.

Systemische metabolische und hamodynamische Parameter wurden
kontinuierlich erfasst.

Bei gleichen Ausgangswerten konnte bei lokaler Applikation von Halothan und
Koffein in steigenden Dosierungen ein signifikant héherer dosisabhangiger
intramuskularer Laktatanstieg bei MHS- im Gegensatz zu MHN-Schweinen
gezeigt werden.

Signifikante intramuskulare Laktatanstiege nach Applikation von Halothan und
Koffein zeigten sich jeweils nur am Applikationsort, nicht jedoch in 10 und 25

mm Abstand.
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Die systemischen hamodynamischen und metabolischen Parameter blieben bei
allen untersuchten Tieren im Normbereich. Es zeigte sich keine signifikante
Erhohung des Serum-Myoglobins und des Serumlaktates als Hinweis auf eine
abgelaufene systemische Stoffwechselreaktion.

Somit konnte gezeigt werden, dass es nach lokaler Applikation der
Triggersubstanzen Koffein und Halothan bei MHS-Schweinen zu einer
Linksverschiebung der Dosis-Wirkungskurve fur intramuskulares Laktat kommt
und die Ausbreitung des Hypermetabolismus gemessen an Laktat nach
Applikation von Koffein und Halothan auf ein kleines Areal um die

Injektionsstelle begrenzt ist. Eine systemische MH-Krise wird nicht ausgelost.
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