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1 Einleitung

1.1 Maligne Hyperthermie

1.1.1 Einfilhrung

Die Maligne Hyperthermie (im folgenden MH) ist eine lebensbedrohliche akute
pharmakogenetische Erkrankung, die wihrend einer Narkose durch volatile Anis-
thetika und depolarisierende Muskelrelaxantien verursacht wird. Sie geht mit einer
Steigerung des metabolischen Stoffwechsels und einer Erh6hung der Korpertem-
peratur einher. Die MH wird normalerweise durch genetische Disposition zu-
sammen mit auslésenden Triggersubstanzen evoziert.! Die genetische Inzidenz
fir MH liegt nach neuesten Ergebnissen bei 1:10°000-1:20°000,? die klinische In-
zidenz hingegen bei 1:30°000-50°000.3# Das bedeutet, dass nicht jeder Patient mit
einer MH-Disposition notwendigerweise an MH erkrankt. Die Risikogruppe um-
fasst geschlechtsunabhingig weltweit alle Altersstufen.>6

Ohne die Verwendung von Dantrolen belduft sich die Mortalititsrate der MH auf
ca. 80 %. Dennoch bleibt die MH trotz des gro8en Erfolgs der Dantrolentherapie
eine gefdhrliche Komplikation in der Anisthesie, deren Mortalitdtsrate bis heute
ca. 5-10 % betrigt.”8 Die richtige Einschitzung der MH und das Wissen um ihre
Privention hat daher in der Anisthesie einen nicht zu unterschitzenden Stellen-

wert.

1.1.2 Geschichte der Malignen Hyperthermie

Obwohl die Krankheit seit Einfithrung der Athernarkose durch MORTON im Jahr
1846 existieren diirfte, ist die Forschung nach der Entstehung der MH noch ver-
gleichsweise jung.® Sie reicht bis zum Beginn des 20. Jahrhunderts zuriick,!0 er-
reichte ihre verbindliche wissenschaftliche Darstellung aber erst im
Vertlauf der vergangenen 40 Jahre. Eine wichtige Veroffentlichung, welche die

systematische Erforschung der Krankheit einleitete, erschien 1916 mit MOSCH-
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KOWITZ® Bericht iber 12 Fille mit unerklitlichen postoperativen Temperaturan-
stiegen, die dieser damals noch als ,Hitzschlag® deutete.!! OMBREDANNE be-
schrieb 1929 letale postoperative anisthesieinduzierte Hyperthermien bei Kin-
dern.12

Erst zu Beginn der 60er Jahre wurde der Zusammenhang zwischen Erbanlage,
Disposition, Applikation von Inhalationsanisthetika, Hyperthermie und unerwar-
tetem Tod erkannt. 1960 gelang DENBOROUGH UND LOVELL dank eines 21-
jahrigen Australiers, in dessen Familie bereits zehn seiner Angehdrigen nach oder
wihrend einer Athernarkose verstorben waren, erstmals der Nachweis eines Zu-
sammenhangs zwischen Narkose als auslésendem Faktor und erblicher Dispo-
sition.!? Die heute geldufige Bezeichnung fir das Syndrom ,Maligne Hyperther-
mie‘ bzw. der Terminus ,Malignant Hyperpyrexia® wurde erstmals 1966 von
GORDON verwendet und etablierte sich in der Folgezeit als fester Begriff.14

Im selben Jahr fiihrte die Beobachtung von HALL ET AL., dass englische Landras-
seschweine nach Succinylcholingabe an einem der MH identischem Krankheits-
bild verstarben, zu einem tierexperimentellem Modell. HALL ET AL. gelang es, den
Zusammenhang  zwischen MH  und dem  bereits 1953  von
LLUDVIGSEN!5 als ,Porcine Stress Syndrom‘ beschriebenen Krankheitsbild darzu-
stellen.’6 Mit Hilfe dieses Tiermodells war nun eine Moglichkeit gefunden, Ursa-
che, triggernde Substanzen, Therapiemdglichkeiten und die Pathophysiologie der
MH zu erforschen. Die Theotie, dass eine Stérung der zentralen Temperaturregu-
lation die Ursache fiir die Uberhitzung sei, wurde durch die Erkenntnis verdringt,
dass die Skelettmuskulatur maBigeblich an der Entwicklung der Symptomatik be-
teiligt ist.!” Im Rahmen dieser Einschitzung wurden 1970 von KALOW UND
BRITT!® bzw. 1971 von ELLIS ET AL." die Grundlagen des heute noch giiltigen
Koffein-Halothan-Kontrakturtests entwickelt.

In den 70er Jahren erkannte man, dass die MH als hdufigste andsthesieinduzierte
Todesursache in Europa? und Nordamerika?! zu gelten hat. 1975 entdeckte
HARRISON den Nutzen des von SNYDER ET AL.2? urspriinglich als Antibiotikum
entwickelten Dantrolen zur Therapie der MH.2> 1979 konnte durch die Einfiih-



rung von intravends applizierbarem Dantrolen? die Letalititsrate fulminanter
Vetlaufsformen bei unbehandelten Fillen von 70-80 % auf die aktuelle Rate von
5-10 % gesenkt werden.”-8

In den 80er Jahren schlieBlich wurde die ,European Malignant Hyperthermia
Group® (EMHG) gegriindet. Sie machte es sich zur Aufgabe, Testverfahren zu
standardisieren und vertffentlichte 1984 das bis heute verbindliche Testproto-
koll.?>26 Mit dem gleichen Ziel entstand 1987 in den USA die ,Nord-
amerikanische MH-Gruppe’.

1.1.3 Klinik der Malignen Hyperthermie

Bei der MH handelt es sich um eine durch einen genetischen Defekt bedingte,
latente, asymptomatisch verlaufende Erkrankung, die sich erst durch den Kontakt
mit Triggersubstanzen in Form einer Stoffwechselentgleisung klinisch manifes-
tiert.27.28 Als triggernde Substanzen gelten volatile Anisthetika (Chloroform, A-
ther, Halothan, Enfluran, Isofluran, Desfluran, Sevofluran) und depolarisierende
Muskelrelaxantien (z.B. Succinylcholin),! die vor allem in Kombination zum Auf-
treten des Syndroms fithren. In einzelnen Fillen konnte aber auch nach exzessi-
vem Alkoholgenuss, bei Exposition zu Benzindimpfen? oder extremen Stresssi-
tuationen ein Auftreten des Syndroms beobachtet werden.?® Aufgrund des Phi-
nomens, dass der Kontakt mit Triggersubstanzen bei pridisponierten Personen
eine MH nicht zwingend bereits bei der ersten Narkose auslost,?® werden noch
andere Faktoren wie bspw. Stress und die Einwirkdauer der Substanzen, die zur
Ausprigung des Syndroms fiithren, vermutet.

Die MH tritt meist plotzlich, vornehmlich wihrend der Narkoseeinleitung, aber
auch mit einer Latenz von bis zu mehreren Stunden nach Ende der Operation
auf’? und duBlert sich in einem mannigfaltigen Erscheinungsbild, das sich
sowohl in Qualitit als auch Quantitit der Symptome unterscheidet.?®> Daraus
resultiert eine klinische Bandbreite, die von der klassischen fulminanten MH-
Krise bis hin zu milden abortiv verlaufenden Formen reicht und durch die Vatia-

bilitdt der Symptome differentialdiagnostische Schwierigkeiten aufwirft.3
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Allein der Masseterspasmus, eines der Kardinalsymptome der MH, der neben MH
auch Myotonie sowie andere Myopathien zu seinen Ursachen zahlt, tritt in unter-
schiedlichen klinischen Schweregraden nach Gabe von Succinylcholin auf.? Han-
delt es sich bei einem Tonusanstieg des . masseter noch um eine physiologische
Folge der Succinylcholinverabreichung,3* so geht die absolute Rigiditdt der Kie-
fermuskulatur, die eine Offnung des Mundes nicht mehr zuldsst, in ca.
50 % der Fille mit einer MH-Veranlagung einher.35-36

Die abortive MH, auch ,possible MH* genannt, unter der das fakultative Auftreten
eines Masseterspasmus in Verbindung von mindestens zwei anderen MH-
typischen Symptomen,?? zu denen metabolische Azidose, kontinuietlich anstei-
gende Kreatinkinase-Werte (im folgenden CK-Werte), Arrythmien, Tachykardien,
arterielle Hypertension, Myoglobinurie, Fieber und Muskelrigiditit zdhlen, zu ver-
stehen ist, ohne dass es zu einer ausgeprigten MH-Krise kommt, bedatf einer
grindlichen differentialdiagnostischen Abgrenzung zu anderen hypermetabolen
und respiratorischen Ursachen.> Hierzu gehéren die Thyreotoxische Krise, Pha-
ochromozytom, Porphyrie, akute Histaminausschiittung, Hypovolimie, Hypoxie
durch Lungenembolie, Bronchospasmus oder unzureichende Beatmung, Karzi-
noidsyndrom, Sepsis, iatrogene Ursachen wie zu flache Anisthesiefithrung, Hy-
povolimie und Uberwirmung des Patienten, neuromuskulire Erkrankungen und
das ,Maligne Neuroleptische Syndrom°, 3:33.37.38

Die sich akut in wenigen Minuten, aber auch im Verlauf mehrerer Stunden mani-
festierende fulminante MH-Krise, bestehend aus einem fiir das Syndrom typi-
schen Symptomkomplex, ist dagegen in ihrer Ausprigung unverkennbar und dif-
ferentialdiagnostisch leicht abzugrenzen.?® Zu ihren Frihsymptomen zihlen Si-
nustachykardie, Muskelrigor, fleckige Rétung der Haut und der meist in Verbin-
dung mit einer metabolischen Azidose auftretende Anstieg des
kapnometrisch Messbaren endexpiratorischen COz-Partialdrucks, der eines der
frihesten und zugleich sensibelsten Zeichen darstellt.*? Verifizieren ldsst sich der
Verdacht auf eine beginnende MH-Krise durch eine nach Auftritt der ersten

Symptome durchgefiihrte Blutgasanalyse vendsen Blutes, deren Werte das Bild



einer metabolischen und respiratorischen Azidose widetspiegeln, sowie durch die
Bestimmung des Serumlaktats.#! Zudem gilt das gleichzeitige Auftreten einer fle-
ckigen, ungeklirten Zyanose und einer Tachykardie als pathognomisch.?

Im weiteren Verlauf steigern sich die kardialen Symptome zu komplexen ventriku-
liren Arrythmien und Kammertachykardien,*> der Patient wird zunehmend zya-
notisch, hypoximisch und weist anfangs einen ansteigenden Blutdruck auf, der
kurz darauf zu instabilen, hypotonen Kreislaufverhiltnissen und schlieBlich zum
Herz-Kreislauf-Versagen fiihrt.*> Eine Rhabdomyolyse, deren Schweregrad am
CK-Wert und Myoglobinverlauf gemessen werden kann, sowie die namengebende
Hyperthermie, die durch einen Temperaturanstieg von bis zu 1 °C pro 5 min cha-
rakterisiert sein kann, sind Spitsymptome.*4#> Bleibt die Therapie aus, treten als
weitere Komplikationen Verbrauchskoagulopathie, hypoxisches Hirnédem, Lun-
genédem und Skelettmuskelédem sowie Leber- und Nierenversagen hinzu,® die
in Verbindung mit Kammerflimmern oder totaler Arrythmie letztendlich in bis zu
80 % der Fille zum Tod fithren.46

1.1.4 Biochemische und Physiologische Grundlagen

1.1.41  Muskelphysiologie

Die Muskelzelle, bestehend aus Sarkoplasma, Sarkolemm und sarkoplasmatischem
Retikulum, besitzt einen kontraktilen Apparat aus hexagonal angeordneten Aktin-
und Myosinfilamenten, von denen die Aktinfilamente in der quetrgestreiften Mus-
kulatur zusitzlich iiber die Regulatorproteine Tropomyosin und Troponin verfii-
gen. Durch die Verankerung der Aktinfilamente iber o-Actinin an die Z-
Scheiben, von denen jeweils zwei ein Sarkomer begrenzen und die dazwischen,
gleitend gelagerten Myosinfilamente, entsteht die typische Querstreifung der Ske-
lettmuskulatur. Zur nervésen Versorgung dient die neuromuskulire Endplatte, die
tber den Neurotransmitter Acetylcholin ligandengesteuerte Ionenkanile der

postsynaptischen Membran jeweils einer Muskelfaser aktiviert und diese dadurch



depolarisiert. Somit entsteht ein Endplattenpotential, welches iiber spannungsge-
steuerte Nat-Kanile ein Aktionspotential auslost.47

Das Muskelaktionspotential breitet sich entlang des Sarkolemms und dessen zahl-
reichen Einstillpungen, den transversalen Tubuli (t-Tubuli) aus und aktiviert den
in seiner Wand lokalisierten DHP-Rezeptor. Dieser liegt den endstindigen
Zysternen des sarkoplasmatischen Retikulums direkt gegentiber und gibt das Sig-
nal durch Kalziumdiffusion oder direkt tiber die Spannungssensoren des DHP-
Rezeptors®® an den sich dort befindlichen Ryanodinrezeptor, einem Kalzium-
Freisetzungskanal, weiter.> Das bewirkt eine Steigerung der Kalziumpermeabilitit
der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums mit daraus resultierender Aus-
schiittung von Kalziumionen. Diese werden in groBler Zahl freigesetzt und dif-
fundieren zu den Myofilamenten, wo sie sich an Troponin binden. Durch eine
daraus resultierende Drehung der Achse der Aktinfilamente wird die durch Tro-
pomyosin zuvor blockierte Bindungsstelle fiir Myosin frei und ermdglicht nun
den Kontraktionsvorgang in Form des Greif-Loslass-Zyklus. Die jeweilige Losung
des Myosinkopfes vom Aktin ist hier die Energie verbrauchende Komponente,
die nur unter Verbrauch von ATP stattfinden kann, so dass ein Energiemangel zu
einer Erstarrung des Muskels fiihren wiirde. Nach Ablauf des Aktionspotentials
geht die Kalziumfreisetzung zuriick, freies Kalzium wird durch hochwirksame
Ca?*-ATPasen wieder in seine intrazelluliren Speicher aufgenommen oder durch
das Satkolemm in den Extrazellularraum gepumpt. Bedingt durch den Abfall der

Ca?*-Konzentration im Sarkoplasma wird die Muskelkontraktion beendet.#’

1.1.4.2 Die Rolle von Kalzium im Skelettmuskel

Das myoplasmatische Kalzium ist der die Muskelkontraktion bestimmende Faktor
in der Muskelzelle. Diese verfiigt in Ruhe im Sarkoplasma tber eine
Kalziumkonzentration von 107 mol/l. Das zu diesem Zeitpunkt in den Mito-
chondrien und dem sarkoplasmatischen Retikulum gespeicherte Kalzium erreicht

dagegen eine bis zu dreifach hohere Konzentration. Der daraus



entstehende Gradient einer Groflenordnung von 104 wird durch ATP-abhingige
Ca?*-ATPasen aufrecht erhalten und nach Ablauf der Kontraktion schnell wieder
hergestellt.’® Abhingig von der Frequenz der eingehenden Aktionspotentiale, der
letztendlich erreichten Ca2?*-Konzentration und der Geschwindigkeit deren An-
stiegs, entscheidet Kalzium nicht nur, ob es zu einer Kontraktion kommt, sondern
bestimmt auch deren Geschwindigkeit und die absolute Kraftentwicklung. Kalzi-
um beeinflusst den Stoffwechsel der Muskulatur aber nicht nur durch die Auf-
rechterhaltung des Konzentrationsgradienten und durch den aus der Muskelkon-
traktion resultierenden Energieverbrauch, der eine Regeneration des Energieni-
veaus durch Abbau von Kreatinphosphat, einsetzende Glykolyse, den Citratcyclus
und die oxidative Phosphorylierung nach sich zieht, sondern greift auch direkt in
den Stoffwechsel ein. Es bindet sich an die Phosphorylasekinase und aktiviert so
glykolytische Stoffwechselprozesse und beeinflusst die ATP-Resynthese. Ca?*-
Calmodulin modifiziert eine Proteinkinase, welche verschiedenste Enzyme

phosphoryliert.>!

1.1.4.3  Der Ryanodinrezeptor

Maf3geblich beteiligt an der Ca?*-Homoostase ist der in der Wand des sarkoplas-
matischen Retikulums gelegene Ca?*-Freisetzungskanal, wobei die Isolierung und
Bestimmung einiger seiner Charakteristika erstmals 1987 gelang.52 Aufgrund sei-
ner spezifischen, hochaffinen Bindungsstellen fiir Ryanodin erhielt er den Namen
Ryanodinrezeptor.

Von den drei bisher identifizierten Isoformen ist hier der hauptsichlich in der
Skelettmuskulatur vorkommende RYR1 von Bedeutung.5> Die seinen groéfiten
Anteil ausmachenden, zytoplasmatisch gelegenen FuBlstrukturen* treten mit dem
sich gegeniiber im Sarkolemm der t-Tubuli befindlichen DHP-Rezeptor in Kon-
takt. Dadurch wird mittels direkter Weitergabe der Spannungsinderung des Sat-
kolemms* oder mittels eines Kalziumstroms eine schnelle elektromechanische
Kopplung der Erregungsleitung ermdglicht.3 Aufler fir Ryanodin besitzt der
Ryanodinrezeptor noch Bindungsstellen fiir Kalzium, Calmodulin, Magnesium,
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Sphingosin, Proteinkinasen und verschiedene Nukleotide.’¢ Zu einer Aktivierung
des Kanals fihren unter anderem mikromolare Konzentrationen von Kalzium,57
Ryanodin oder Koffein,>® ferner hohe ATP-Werte,”® Fettsdurederivate und
Halothan. Im Gegensatz dazu bewirken eine millimolare Konzentration von Kal-
zium, Ryanodin und Magnesium, sowie Calmodulin,® Lokalanisthetika und diver-
se andere Substanzen eine Hemmung.61:62 Ebenso hat das an einen anderen Re-
zeptor als den Ryanodinrezeptor angreifende Dantrolen eine hemmende Wirkung
auf die vor allem durch Kalzium oder Halothan induzierte Ausschiittung von
Kalzium.3 Weiterthin wird die Anwesenheit verschiedener Proteine wie des
FKBP12-Proteins®, Bastadins®® und Triadins®® als funktionell bedeutsam ange-
nommen, da diese die Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals und dessen Off-
nungsdauer beeinflussen.b! Der aktivierte Ryanodinrezeptor beeinflusst die Bin-
dung von Calcium an Calsequestrin, welches das gespeicherte Kalzium an sich
gebunden hat, und bewirkt dadurch eine Ausschiittung von freiem Kalzium in das

Sarkoplasma der Muskelzelle.5

1.1.44  Die Wirkung von Koffein in der Muskelzelle

Koffein, eine Substanz aus der Gruppe der Methylxanthine beeinflusst tiber ver-
schiedene Mechanismen den Zellmetabolismus.®8 So blockiert es bspw. Adenosin-
rezeptoren, verzogert durch Hemmung der Phosphodiesterase den Abbau des
intrazelluldren Signalmolekiils cAMP zu dem inaktiven AMP® und beeinflusst die
Freisetzung des Kalziums aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum.”0

Wihrend die Blockade von Adenosinrezeptoren in der Muskelzelle nur eine un-
tergeordnete Rolle spielt, gelingt es Koffein durch Hemmung der Phosphodieste-
rase, rezeptorunabhingig den Glukosestoffwechsel zu beeinflussen. Der
second messenger cAMP koordiniert hierbei die Kontrolle des Glykogenstoff-
wechsels, indem es w.a. die Glykogen-Synthase hemmt, die Glykogen zu Glukose
umwandelnde Phosphorylase aktiviert und deren Uberfithrung in ihre inaktive

Form verhindert.”!



Vor allem aber greift Koffein in den Stoffwechsel der Muskelzelle ein, indem es
durch Bindung an den Ryanodinrezeptor dessen Sensibilitit gegentiber seinen
Aktivatoren Kalzium, ATP und Calmodulin erh6ht und gegentiber seinen Inakti-
vatoren, z.B. Magnesium herabsetzt.’273 Daraus resultiert eine héhere Offnungs-
wahrscheinlichkeit des Kalziumkanals mit konsekutiv gesteigertem Austritt von
Kalzium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum in das Sarkoplasma.>® Der ethoh-
te Kalziumspiegel in der Muskelzelle beeinflusst wiederum Kraft und Ausmal3 der
Muskelkontraktion und ist mit einem erhShten Energieverbrauch verbunden.
Nach HERRMANN-FRANK ET AL. ist diese Modulation der elektromechanischen
Kopplung zwischen Erregungsleitung und Muskelkontraktion als primére Ursache
fir die erhohte Sensibilitit des MH-Muskels gegeniiber Koffein zu sehen. Andere
Effekte des Koffeins fiir die Entstehung der MH seien hingegen von eher sekun-

direr Bedeutung.’



1.1.5 Pathogenese der Malighen Hyperthermie

Der Pathomechanismus der MH ist noch nicht vollstindig geklirt, doch gilt als
gesichert, dass eine Dysregulation der Kalziumhomdostase in der Skelettmuskel-
zelle dem Syndrom ursidchlich zugrunde liegt.!->27 Mit Hilfe des porcinen Tiermo-
dells gelang es nach Verabreichung einer triggernden Substanz, den exorbitanten
Anstieg freier Kalziumionen im Sarkoplasma der Muskelzelle von MH-
pradisponierten Schweinen nachzuweisen.”>’¢ Die klinischen Symptome der MH
wie die Steigerung des endexpiratorischen COg, tespiratotrische und metabolische
Azidose, Muskelrigor und Hyperthermie lassen sich aufgrund dieser Beobachtung
weitgehend erkliren, da eine Erhohung des Kalziumspiegels nicht nur zu einer
Steigerung des Metabolismus mit dramatischem Anstieg des O2-Verbrauchs und
der Glykolyse, sondern auch zu einer Kontraktur, die sich klinisch als Muskelrigor
manifestiert, flihren kann.*” Auch die ethohten CK-Werte, die Zunahme der Kor-
pertemperatur und letztlich die Verinderungen im Herz-Kreislaufsystem lassen
sich anhand dieser Theorie nachvollziehen. Die wihrend einer MH-Krise auftre-
tende Erhohung des Plasma-Laktatspiegels bis zum 20-fachen des normalen Wer-
tes entsteht,”” da im sich kontrahierenden Muskel unter anaeroben Bedingungen
die Geschwindigkeit det Pyruvatproduktion sowie der NADH-Bildung durch die
Glykolyse die Rate der Pyruvat- und NADH-Oxidation durch den Citratzyklus
Ubersteigt. Die Anhdufung von Pyruvat und NADH wird durch die Laktatde-
hydrogenase, die Pyruvat zu Laktat reduziert und NADH zu NAD* oxidiert, un-
tetbunden. Wiahrend NAD* wieder direkt der Glykolyse zur Verfiigung steht,
wird das Laktat in die Leber abtransportiert, dort zu Glukose umgewandelt und
darauthin der Muskulatur wieder zugefiihrt.”® Mit zunehmender Kalziumfreiset-
zung und daraus folgender Steigerung des Stoffwechsels resultiert also ein starker
Anstieg des Laktatspiegels, der sich im Muskelgewebe und im vendsen Blut

nachweisen lasst.
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Abbildung 1 stellt die Vorginge in der Zelle bei Eingang eines Aktionspotentials
(AP) mit darauffolgender Muskelkontraktion dar und verdeutlicht die Auswirkun-

gen eines Uber die Norm gesteigerten Austritts von Kalzium aus dem Sarkoplas-

matischen Retikulum (SR).

T-Tubulus
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ADP Hypertermie
0, co, mit TT Ca2+

Mérme >
\ Rigor, Hyper-

thermie,
Laktat-Azidose
Mitochondrien

Phosphorylase- ’: jLaktat
kinase =
Glykogen =———==x> Pyruvat

ATP ADP+P

Abbildung 1: Pathophysiologie der MH modifiziert nach M. Anetseder, H. Roewer: Maligne
Hyperthermie, im Lebrbuch Andisthesie. Hrsg.von Forst, Werner, Rossaint n. Falke, Springer
Verlag 2002.

Der Zusammenbruch der intrazelluliren Kalziumkontrolle kann seine Ursache
theoretisch in einem Defekt an jeder an der elektromechanischen Kopplung betei-
ligten sowie die Kalziumhomdoostase beeinflussenden Struktur haben. Diskutiert
werden genetische Verdnderungen von Ionenkanilen, Mitochondrien, dem sar-
koplasmatischen Retikulum oder sogar eine generelle Verinderung der Mem-
braneigenschaften des Sarkolemms, sowie biochemische Abnormititen des Zell-
und Kalziumstoffwechsels.?

Verschiedene Studien iber die Beteiligung der Membran an der Ent-

stehung der MH durch eine Verdnderung ihrer Phospholipidstruktur und daraus
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resultierenden pathologischen Aktionspotentialen fithrten zu kontroversen
Ergebnissen,’808! so dass nachgewiesene Effekte wohl eher eine untergeordnete
Rolle spielen diirften.8?

Auch ein Defekt der Ca?*-ATPasen, die maf3geblich durch eine schnelle Wiedet-
aufnahme des Kalziums in das sarkoplasmatische Retikulum an der Relaxation der
Muskelkontraktion beteiligt sind, scheint unwahtscheinlich, da auf eine vermin-
derte Aktivitit der Pumpe weisende Ergebnisse sich als nicht reproduzierbar her-
ausstellten und keine Verinderung der Dichte oder der Verteilung der ATPasen
im MH-Individuum nachgewiesen werden konnten. 83,8485

Dagegen lassen das im Vergleich zu im MH-negativen Muskel verinderte Ver-
hiltnis der Natriumkanal-Isoformen zueinander,3 sowie deren spannungsabhin-
gige verlangsamte Inaktivierung®” und Beobachtungen wie der Umstand, dass eine
Blockade der Natriumkanile durch das Lokalanidsthetikum Mepivacain eine Kon-
traktur auslost,®® einen Einfluss der Natriumkanile auf den Ablauf einer MH an-
nehmen. Ebenso existieren verschiedene Theorien iiber eine Beteiligung der tber
den aeroben Stoffwechselweg ATP bildenden und Kalzium speichernden Mito-
chondrien an der Entstehung einer MH. STADHOUDERS ET AL. konnten bspw.
zeigen, dass die Mitochondrien eines MH-suszeptiblen Muskels wihrend einer
MH vermehrt Kalzium speichern,? wodurch die ATP-Synthese limitiert wird. Thr
Einfluss auf den Fettstoffwechsel durch indirekte Freisetzung langkettiger Fett-
sduren wird ebenfalls diskutiert. Diese zieht eine Entkopplung der mitochondtia-
len Atmungskette nach sich und induziert eine weitere Kalziumausschiittung aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum.?® Dennoch wird den Mitochondrien lediglich
ein, die MH ausl6sender, unterstiitzender Effekt zugeschrieben.””

Auf der Ebene der am Stoffwechsel beteiligten Strukturen gelang ein Nachweis
Uber den verminderten Abbau von Inositoltriphosphat, welches unter anderem
eine Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum bedingt.?-9293 Ob
es sich bei dem bis zu 10-fach erthShten IP3-Spiegel wihrend einer MH um einen
sekundir entstandenen Effekt handelt oder ob der Inositolphosphat-Stoffwechsel
den Verlauf der MH maf3geblich beeinflusst, steht noch zur Diskussion.*
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Die zentrale Rolle bei der Entstehung einer MH kommt jedoch einer Stérung der
Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum zu, die signifikante
Unterschiede zwischen dem MH-positiven und MH-negativen Muskel aufweist.?
Molekulargenetische Studien legen nahe, dass ein Defekt des Ryanodinrezeptors
fir die vermehrte Kalziumfreisetzung relevant sein konnte. Bei Schweinen stellte
man eine autosomal rezessive Vererbung fiir die Disposition zur MH fest, die an
eine Mutation des Chromosoms 6, den sogenannten HAL-Locus, gekoppelt
war.? Die bei MHS-Schweinen auftretenden Verinderungen des Ryanodinrezep-
tors lieBen sich auf einen Fehler in der Aminosiurefolge des fiir den RYR1 kodie-
renden Chromosomenabschnitts auf Chromosom 6 auf Position R615C zurtick-
fithren.%” Ein Aquivalent dieser Mutation, die einem autosomal dominanten Erb-
gang mit unterschiedlicher Penetranz und Expressivitit folgt, konnte beim Men-
schen auf Chromosom 19 gefunden werden.”® Kopplungsanalysen zeigen aller-
dings nur in 50 % der Fille einen Zusammenhang zwischen der Disposition zur
MH und dem Auftreten einer Mutation des Ryanodinrezeptorgens.” Neueste Er-
gebnisse bestitigen die sich daraus ergebende Vermutung, dass es sich bei der
Pradisposition zur MH um einen heterogenetischen Defekt handelt.19.101 Der
Ryanodinrezeptor des MH-Muskels moduliert die Kalziumausschittung auf ver-
schiedene Weisen. MICKELSON ET AL. konnten eine wesentlich hdhere Affinitit
von Ryanodin zum Rezeptor beobachten und, aufgrund der Eigenschaft von Ry-
anodin, bevorzugt an einen offenen Kanal zu binden, eine erhéhte Offen-
Wahrscheinlichkeit des Ryanodinrezeptors folgern.'? Ebenso findet sich eine ver-
dnderte Inaktivierungsschwelle und Kalziumabhingigkeit des Rezeptors, die sich
in einer ethOhten Anzahl offener Kalziumkanile trotz niedrigen pH-Werts und
hoher zytoplasmatischer Kalziumkonzentration zeigt, die im MH-negativen Indi-
viduum jeweils zu einer Hemmung der Kalziumfreisetzung fithren wiirden.103

Das Zusammenspiel aus vermehrter Freisetzung und verminderter Hemmung
kénnte die extrem hohen Kalziumwerte in der Muskelzelle wihrend einer MH
erkliren. Aufgrund der vielfachen Verinderungen in der MH-Muskelzelle wird

jedoch von einer multifaktoriellen Genese ausgegangen.
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1.1.6 Therapie der Malignen Hyperthermie

1.1.6.1  Therapieablauf

Treten wiahrend einer Allgemeinanisthesie Symptome auf, die auf den Beginn
einer MH hindeuten, sollte sofort auf eine triggerfreie Narkose umgestellt und bei
langsamer Entwicklung der Symptomatik eine Diagnose der Ursache versucht
werden, bevor es zur Einleitung einer Therapie der MH kommt. Nimmt die MH
jedoch einen fulminanten Verlauf, der sich z.B. in einem tiber 60 mmHg steigen-
den endexpiratotischen COz, einem Basendefizits gréBer 5 mval/l oder einem
Temperaturanstieg von 1-3 °C alle 15 min zeigt, muss sofort eine geeignete The-
rapie eingeleitet werden. Die Indikation zum Therapiebeginn muss griindlich ge-
stellt werden, da sich auch bei Patienten mit geringen Verinderungen des Metabo-
lismus ein schwerer Verlauf zeigen konnte. Dieser manifestiert sich meist in einem
massiven Abfall des Herzzeitvolumens und verlangt eine sofortige Intervention.”
Die hier erwihnte Therapie orientiert sich an der von der ,Malignant Hyperther-
mia Association of the United States* (MHAUS) empfohlenen Vorgehensweise!04
und lduft nach folgendem Schema ab:

Wichtigste Ma3nahme ist das sofortige Beenden der Zufuhr von allen volatilen
Inhalationsanisthetika und Succinylcholin. Bei einem Gasfluss von mindestens 10
1/min wird eine Hyperventilation mit 100 % Sauerstoff eingeleitet. Das Narkose-
gerit muss dabei nicht gewechselt werden.3 Die Narkose wird durch triggerfreie
Pharmaka wie Opiate, Sedativa, Propofol und nichtdepolarisierende Muskelrela-
xantien vertieft sowie eine symptomatische Therapie der MH begonnen.3 Ein Ab-
bruch der Operation oder eine baldige Beendigung sollte mit dem Chirurgen be-
sprochen werden.

So rasch wie méglich folgt die Gabe von 2-3 mg/kg Dantrolen als Initialbolus mit
Repititionsdosen von bis zu insgesamt 10 mg/kg. Die Dantrolentherapie wird
fortgesetzt, bis die Symptome der MH unter Kontrolle sind. Gelegentlich ist eine

Gesamtdosis von meht als 10 mg/kg etrfordetlich. Jede Dantrolen-Ampulle ent-
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hilt 20 mg Dantrolen und 3 mg Mannitol in Pulverform und muss mit 60 ml steri-
lem Wasser gelost werden. Sollte das Pulver nicht schnell in Lésung gehen, kann
dieser Vorgang durch Erwirmung beschleunigt werden.!

Ist laut Blutgasanalyse die Korrektur einer metabolischen Azidose erforderlich, ist
eine ausgleichende Menge Bikarbonat zu verabreichen. Erfolgte keine Blutgasana-
lyse, sollten prophylaktisch 1-2 mval/kg Bikarbonat gegeben werden. Unter eng-
maschiger Uberwachung ist die simultane aktive Kiihlung des Patienten zu ge-
wihtleisten, um das Entstehen einer Hyperthermie zu vermeiden. Neben einer
intravenésen Applikation von eisgekiihlter Kochsalzlosung (kein Ringerlaktat) mit
einer Geschwindigkeit von 15 ml/kg tiber 15 min kommen Spilungen des Ma-
gens, der Blase, des Rektums und offener KérperhShlen mit Eiswasser sowie eine
Oberflichenkiihlung des Patienten mit Eis und Hypothermiedecke in Betracht.
Auftretende Arrythmien, die unter Kotrektur von Azidose und Hyperkalidmie
petsistieren oder lebensbedrohlichen Charakter annehmen, kénnen mit Standat-
dantiarrthytmika behandelt werden. Eine Ausnahme bilden die Kalziumantagonis-
ten, da sie méglicherweise eine Hyperkalidmie oder einen kardiovaskuliren Kol-
laps auslosen.'% Wihrend des gesamten Verlaufs sollten regelmiBlig endtidales
COa, arterielle, vendse oder femoralvendse Blutgase sowie der Serumspiegel von
Kalium und Kalzium bestimmt werden. Ebenso ist es notwendig, die Gerin-
nungsparameter und die ausgeschiedene Urinmenge zu iiberwachen. Dabei ist
eine Harnausscheidung von mehr als 2 ml/kg/h sicherzustellen.

Wegen moglicher Flissigkeitsverschiebungen und himodynamischer Instabilitat
ist die Anlage eines zentralvenésen oder pulmonalarteriellen Monitorings in Be-
tracht zu ziehen.

Kommt es zu einer Hyperkalidmie, wird diese durch Hyperventilation, Bikarbonat
und intravendse Glukosegabe unter Beisetzung von 10 Einheiten Alt-insulin auf
50 ml 50 %er Glukose sowie je nach Hohe des Kaliumspiegels mit Titration be-
handelt. Wihrend laut MHAUS eine lebensbedrohliche Hyperkalidmie auch durch

eine Kalziumzufuhr von bspw. 2-5 mg/kg therapiert werden kann, raten MURA-
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KAWA ET AL. vom Einsatz von Kalzium zur Stabilisierung des Kaliumspiegels
ab.106

Bei minnlichen Patienten unter 9 Jahren mit plétzlichem Herzstillstand nach Suc-
cinylcholingabe und fehlender Hypoxie sollte von einer subklinischen Muskeldys-
trophie ausgegangen werden. Hier empfiehlt es sich zuerst, durch die syn-chrone
Gabe von CaCly parallel zu anderen kaliumsenkenden MafBnahmen eine akute
Hyperkalidamie zu behandeln.104

Nach Abklingen der Symptomatik sollte der Patient fiir mindestens 24 h auf eine
Intensivstation vetlegt werden, da therapietresistente fulminante MH-Krisen in
besonderem Malle dazu tendieren, zu rezidivieren. Ebenso empfiehlt sich nach
Abklingen der Episode die intravenése Gabe von Dantrolen in der Konzentration
von 1 mg/kg/6 h fiir die nichsten 24-48 h. Im Bedarfsfall kann eine Dantrolen-
gabe in gleicher Konzentration fiir einen weiteren Tag oral erfolgen. Wihrend des
Intensivaufenthaltes sollten Blutgase, CK, Kalium, Kalzium, Myoglobin im Utrin
und Serum sowie die Blutgerinnung und Koérperkerntemperatur bis zum Errei-
chen stabiler Normalwerte Gberwacht werden.!% Nach Abschluss der Behandlung
ist eine zukinftige diagnostische Abklirung einer etwaigen MH-Empfindlichkeit
anzuraten und der Patient Gber Risiken und daraus resultierende Konsequenzen
aufzukliren.104

Ist die Disposition eines Patienten zur MH bekannt oder weisen im Primedikati-
onsgesprich ungeklirte Narkosezwischenfille oder Muskelerkrankungen bei dem
Patienten selbst oder einem seiner Familienmitglieder auf eine etwaige Pradisposi-
tion zur MH hin, sollte eine triggerfreie Narkose gewihtleistet werden. Da Hy-
perthermie auch stressinduziert sein konnte, ist auf eine suffiziente Anxyolyse
durch geeignete Primedikation zu achten. Die obligate Dantrolenverfiigbarkeit
sollte iberpriift, der Vapor durch 15-minitige Spiilung mit Frischgas von Trigget-
substanzen gereinigt und der Kalkabsorber sowie die Beatmungsschlduche erneu-
ert werden.!0” Nach neueren Erkenntnissen kann von einer prophylaktischen Ga-
be von 2,5 mg/kg Dantrolen 45 min vor Einleitung der Narkose sowie einer wei-

teren Gabe nach 6 h Operationsdauer bei triggerfreier Anisthesiefiihrung abgese-
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hen werden,!0! doch liegt dies im Ermessen des Anidsthesisten.!%® Wihrend der
Operation sollte ein adiquates Monitoring mit EKG, Kapnometrie, Pulsoxy-
metrie und Temperaturmessung stattfinden, welches gegebenenfalls durch invasi-
ve Druckmessung und einen Pulmonaliskatheter erginzt werden kann. Eine post-

operative Uberwachung bis zu 24 h sollte angestrebt werden.101

1.1.6.2  Die Wirkung von Dantrolen

Eine Applikation von Dantrolen, die idealerweise bei noch adiquater Muskelper-
fusion erfolgen sollte, hat eine umgehende Verlangsamung des Metabolismus zur
Folge. Tritt die Witkung nicht innethalb von 30 min ein, sollte die
Diagnose in Zweifel gezogen werden.!® Wihrend sich die Natrium- und Kalium-
spiegel allein durch die Gabe von Dantrolen stabilisieren, was eine Normalisie-
rung von arteriellem Blutdruck, Herzfrequenz und Symphatikusaktivitit durch
korpereigene homoostatische Mechanismen ermdglicht, bedarf die Verinderung
der Korpertemperatur, des Siure-Basenhaushalts sowie der Nierenfunktion einer
zusitzlichen symptomatischen Therapie. Dantrolen bindet am sarkoplasmatischen
Retikulum an einen anderen Rezeptor als den Ryanodinrezeptor und fihrt in ho-
hen Konzentrationen zu einer verminderten Freisetzung von Kalzium, ohne des-
sen Wiederaufnahme zu hemmen.%® Eine spezifische Wirkung des Dantrolens an
Satkolemm, t-Tubuli und dem DHP-Ryanodin-Rezeptorkomplex wird ebenfalls
angenommen.'® Unter Maximaldosen kommt es zu einer mifligen Muskelschwia-
che, die weder die Atemtitigkeit unterbindet noch sich zu einer Paralyse auswei-
tet.'’0 Eine Therapie mit Dantrolen, die nicht linger als 3 Wochen dauert, verur-
sacht in der Regel keine schweren Nebenwirkungen und kann beendet werden,

sobald sich keine Zeichen fiir ein erneutes Auftreten der MH zeigen.!!
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1.1.7 Diagnostische Vetrfahren

1.1.7.1  Det in vitro-Kontrakturtest (IVCT)

Goldstandard zur Diagnostik der MH ist bis heute der IVCT, der erstmals 1971
von KALOW!2 mit Koffein und im selben Jahr von ELLIS!® mit Halothan als
Triggersubstanz beschrieben wurde. In Europa wird er seit 1984 jeweils mit bei-
den Substanzen durchgefiihrt und folgt dem standardisierten Protokoll der ,Euro-
pean Malignant Hyperpyrexia Group®, welches 1997 aktualisiert wurde und ledig-
lich geringfiigice Unterschiede zum Protokoll der ,nordamerikanischen MH-
Group* aufweist.?5113,114

Obwohl eine intakte Muskelfaser von Sehne zu Sehne, die aus der menschlichen
Interkostalmuskulatur gewonnen werden koénnte, zu bevorzugen wire, wird aus
praktischen Griinden ein Biopsiepriparat aus dem . guadriceps femoris verwendet,
welches adiquate Ergebnisse liefert, aber aufgrund von Vetletzungsstrémen an
den Schnittenden rasch verfillt.1’> Jeweils zwei entnommene Muskelbiindel wer-
den einem statischen Koffeintest mit steigenden Koffeinkonzentrationen von 0,5-
4,0 mmol/]l und 32 mmol/] unter kontinuietlicher Aufzeichnung des Kontraktut-
zustandes unterzogen, weitere zwei einem statischen Halothan-Test mit steigen-
den Halothan-Dosen von 0,5-2,0 Vol %. Diesem kann sich der nicht notwendi-
gerweise vorgeschriebene und etwas aufwendigere dynamische Halothan-Test
anschlieen, bei dem der Muskel unter verschiedenen Vorspannungen den stei-
genden Halothan-Dosen ausgesetzt wird und von welchem eine Reduktion der
MHE-Resultate angenommen wird.1¢ Als Koffein- bzw. Halothanschwelle wird
die niedrigste Konzentration, die einen anhaltenden Anstieg der Muskelgrund-
spannung von mindestens 0,2 g zur Folge hat, bezeichnet. Betrigt die Schwellen-
konzentrationen bei wenigstens einem Halothan-Test maximal 2,0 Vol % und bei
einem Koffeintest nicht mehrt als 2,0 mmol/], kann die Diagnose MH-suszeptibel
(MHS) gestellt werden. Wird nur unter einer Triggersubstanz der bendtigte

Schwellenwert nicht Giberschritten, muss der Test als nicht eindeutig gewertet wet-

18



werden und der Patient wird, je nachdem fir welche Substanz der Test positiv
ausgefallen ist, als MHEn (Halothan-positiv, MH equivocal) oder analog als
MHEc¢ (Koffein-positiv, MH equivocal) eingestuft. Aus Sicherheitsgriinden wet-
den in der Praxis MHE-Patienten als MH-pridisponiert angesehen und keinen
Triggersubstanzen ausgesetzt. Sind die Schwellenwertkonzentrationen fiir beide
Substanzen héher als die genannten Werte, gilt die Diagnose MHN (nicht-MH-
disponiert) als gesichert. Das nordamerikanische Protokoll weicht von diesem
Vorgehen insofern ab, als hier beim statischen Halothan-Test das Muskelbtindel
nur einer Einzeldosis von 3 Vol % ausgesetzt wird und der Schwellenwert keiner
festen Richtlinie folgt, sondern vom jeweiligen Labortleiter festgelegt wird.!4

Der pridiktive Wert des Kontrakturtests ist schwer einzuschitzen, da falsch-
positive Werte aus ethischen Griinden nicht nachgewiesen werden kénnen und
die niedrige Anzahl der falsch-negativen Werte aufgrund der Tatsache, dass sich
nicht alle Testpersonen in ithrem Leben einer Narkose unterziehen, maskiert ist.!”
Eine 1997 von der ,EMH-Group® durchgefiihrte Multicenter-Studie, in der die
Testergebnisse von Patienten mit vorangegangenem fulminanten Verlauf der MH
mit Testergebnissen einer MH-negativen Kontrollgruppe verglichen wurden, er-
mittelte fir den europiischen IVCT eine Sensitivitit von 99 % sowie eine Spezifi-

zitat von 93.6 %.113

1.1.7.2  Kreatinkinase (CK)

50-70 % der MHS-Patienten,!8 aber auch ca. 10 % der MHN-Personen!! weisen
eine Erhéhung der Kreatinkinase, die einen Maf3stab fiir die muskulire Membran-
stabilitit darstellt, im Serum auf. Unter Berticksichtigung der Tatsache, dass et-
hohte Werte der Kreatinkinase, Faktoren wie korpetliche Anstrengung, kurz zu-
rickliegender Myokardinfarkt, Hypothyreose, intramuskuldre Injektionen, Mus-
keltrauma, Schwangerschaft, Alkoholabusus u.a. zu ihren Utrsachen zidhlt, ist sie
ebenso als unspezifisches Zeichen einer Muskelschidigung zu werten und fiir dia-

gnostische Zwecke ungeeignet. Ein in diesem Zusammenhang auftretender Nor-
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malwert ermdglicht auf keinen Fall, den Verdacht einer MH Disposition ohne die

Bestitigung durch einen IVCT auszuschlieen.'?

1.1.7.3  Genetische Testverfahren

Genetische Testverfahren beschiftigten sich vorrangig mit Mutationen des Ryan-
odinrezeptors, fir den mittlerweile mehr als 25 Punktmutationen auf Chromosom
19 nachgewiesen werden konnten.!?0 Kopplungsanalysen zeigten allerdings nicht
in allen MH-Familien eine Beziehung zum Ryanodinrezeptorgen, welches daher
nicht das einzige Kandidatengen fiir die Pridisposition zur MH sein kann. Ein
weiterer Locus wurde auf dem Gen des DHP-Rezeptors!?1,122 sowie auf 4 weite-
ren Chromosomen postuliert. Aufgrund der molekulargenetischen Heterogenie ist
es daher zur Zeit zwar moglich, beim Votliegen einer kausalen Mutation des Ry-
anodinrezeptors eine MH-Empfindlichkeit zu folgern,'?3 aber unmdoglich, diese im

umgekehrten Fall auszuschlie3en.?

1.1.7.4 Weitere Testverfahren

Es existiert eine Vielzahl weiterer Methoden, die allerdings entweder in
ihrer Reproduzierbarkeit, Prizision oder Differenziertheit nicht befriedigend sind
oder aber die Genauigkeit des IVCT nicht erreichen. Einige davon seien hier kurz
erwihnt:

Ein von KLIPP ET AL. entwickelter Test, det eine Halothan-induzierte Zunahme
intrazelluldren Kalziums in den Lymphozyten als diagnostisches Merkmal nutzte,
wies nicht nur eine Unschitfe der Ergebnisse zwischen Menschen und Schweinen
auf,12412> sondern liel eine Bestitigung der positiven Testresultate durch andere
Labors vermissen.!?6 Ebenso lieferte der Versuch, Erythrozyten-eigenschaften wie
osmotische Resistenz,'?” Himolyseverhalten,'” Autooxi-dation,'?® Glutathionpe-
roxidasekonzentration und weitere Merkmale!3? als diagnostisches Mittel heranzu-
ziehen, keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Gleiches gilt fir die Eigenschaften

der Thrombozyten, die analog zum Skelettmuskel einen kontraktilen Apparat,
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kalziumspeichernde Vesikel und eine CA2*-ATPase besitzen. Auch hier fanden
sich keine Eigenschaften von diagnostischer Bedeutung, 31132133

Unter den bildgebenden Verfahren scheint vor allem das NMR eine Chance zu
haben. Die Schwierigkeit hierbei ist allerdings das Schaffen standardisierter Bedin-
gungen, da nur unter Belastung eine Unterscheidung von MH-empfindlichem und
normalem Gewebe mdglich ist, sowie eine klare Abgrenzung normaler und patho-
logischer Befunde zueinander.!3* Die Impulsregistrierung an der motorischen
Einheit ist eine Methode, die zwar unter Zugabe von Dantrolen mit Hilfe multip-
ler Impulse eine Differenzierung MH-empfindlicher Schweine von gesunden et-
laubt, letztendlich aber nicht die Genauigkeit des Kontrakturtests erreicht.!3> Auch
die von ENG ET AL. bei der Elektromyogtraphie gemachte Beobachtung, dass
manche MH-positive Patienten eine erhShte Inzidenz polyphasischer Aktionspo-
tentiale geringer Dauer aufweisen, hat keinen diagnostischen Wert.136

Der Unterschied des Verhiltnisses von der Phosphorylase A zur Ge-
samtphosphorylase im Vergleich zum MHN-Individuum erwies sich als unspezi-
fisch, da dieser auch bei l.okalanisthesie zu beobachten war und daher eine Akti-
vierung der Muskelphosphorylase A durch Angstzustinde angenommen wird.!3’
Weitere biochemische Untersuchungen im Bereich des glykolytischen Metabolis-
mus,!3® der Adenylatcyclaseaktivitit,'? des cAMP-Gehalts in der Muskelzelle und
des ATP-Verbrauchs erwiesen sich als ebenso erfolglos wie Bestimmungen des
Kortisols- oder Katecholaminspiegels,!15140 des Gehalts an Inositoltriphosphat
oder der Konzentrationen verschiedener anderer Metaboliten.!41,142143 Histolo-
gische und histochemische Verfahren erlangten zwar Bedeutung durch die Mog-
lichkeit, mit ihnen andere muskelphysiologische Erkrankungen auszuschlieBen,
konnten aber keine fiir die MH spezifische pathologische Veranderung des Mus-
kels identifizieren und als diagnostisches Kriterium nutzen.!18

Von der groBBen Menge weiterer Forschungsarbeiten soll hier noch der Koffein-
Kontrakturtest an der gehduteten Muskelfaser, eine Modifikation des urspriingli-
chen IVCT erwihnt werden. Das nadelbioptisch gewonnene Muskelfasergewebe

wird durch chemische und mechanische Techniken von Sarkolemm und t-Tubuli
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befreit und einzig das zuriickbleibende sarkoplasmatische Retikulum und die
Fibrillen laborchemisch untersucht. Ein Vorteil der ansonsten wesentlich aufwen-
digeren Methode ist, dass geringere Mengen an Muskelmasse zur Ausfithrung des
Tests ausreichen.!* Dennoch erreicht laut neuesten Studien diese Modifikation
trotz gro3er Genauigkeit nicht die Sensitivitit und Spezifizitit des urspriing-lichen
Verfahrens.14>

Obwohl bisher nur als fakultativer Test in die EMHG-Norm aufgenommen, soll
noch auf eine weitere Modifikation des Koffein-Halothan-Kontraktutests hinge-
wiesen werden.!’® Mehrere Studien konnten den Nachweis liefern, dass bei der
Verwendung von Ryanodin die ryanodininduzierten Kontrakturen bei MH-
verdichtigen und nicht MH-verdichtigen Personen signifikante Unterschiede
aufweisen.!46147 Auf diese Weise ldsst sich ein Unbestimmtheitsfaktor von
10-15 %, den der Standard-Kontrakturtest nicht kliren kann, vermeiden, da die
Gruppe der MHE-Gruppe verringert wird.14814 Allerdings bringt der Ryanodin-
Kontrakturtest in seiner Invasivitit gegeniiber dem Koffein-Halothan-

Kontrakturtest keinen nennenswerten Vorteil.

1.2 Mikrodialyse

1.2.1 Einfithrung

Zur Gewinnung der meisten Werte des korpetlichen Stoffwechsels wird in der
medizinischen Praxis eine Analyse des Blutes vorgenommen. Die Blutanalyse et-
laubt einen Riickschluss auf die Stoffwechselparameter der extrazelluliren Flis-
sigkeit verschiedener Organe. In vielen Fillen ist aber eine lokale Analyse der Ex-
trazellularflissigkeit des Organgewebes, die hiufig aussagekriftiger ist, gefragt.
Maoglich ist dies seit einigen Jahten durch die neue Technik der Mikrodialyse, die
sich in den Neurowissenschaften und anderen Bereichen der Medizin zunehmend
etabliert. 150

Mit der Mikrodialyse (im folgenden MD) gelingt es also, Informationen iber die

chemische Zusammensetzung der verschiedenen individuellen Gewebe und Ot-
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gane des Korpers zu gewinnen. Thr Anwendungsbereich umfasst Studien sowohl
an tierischen als auch an menschlichen Organen und Geweben. Das Basisprinzip
besteht darin, die Funktion der Blutgefile zu imitieren, indem eine diinne, in das
Gewebe implantierte Dialysesonde mit physiologischen Fliissigkeiten perfundiert
wird. Aus der Analyse des Dialysats kann dann auf die Zusammensetzung der

extrazelluldren Flissigkeit geschlossen werden.!>!

1.2.2 Geschichte der Mikrodialyse

Die Entwicklung der MD beginnt Anfang der 60er Jahre vornehmlich im Bereich
der Hirnforschung mit der von GADDUM 1961 erstmals erprobten push-pull-
Technik. Bei diesem allerdings noch wenig differenzierten Grundprinzip der MD
wird iiber eine Kaniile Fliissigkeit direkt in das Gehirngewebe injiziert und gleich-
zeitig liber eine nebenliegende zweite Kaniile mit derselben Geschwindigkeit dem
Gewebe entzogen. Als sehr nachteilig erwies sich, dass das Gewebe durch die
Flussigkeit irritiert wird und ein hoher technischer Aufwand vonndten ist, um ihre
Ein- und Ausfuhr exakt aufeinander abzustimmen. Dabei besteht die Gefahr einer
Odembildung, die Folge eines Versackens der Fliissigkeit im Gewebe sein kann
und evtl. zu Verfilschungen der erhaltenen Ergebnisse fiihrt.1>2

BITO ET AL. entwickelten 1966 das Prinzip der MD weiter, indem sie Hunden
sogenannte dialysis sacs implantierten. Diese Sickchen beinhalteten 6 % Dextran in
Salzl6sung und wurden in das subkutane Gewebe des Nackens und in das Paren-
chym der Hirnhemisphiren eingepflanzt. Einige Wochen spiter wurden sie chi-
rurgisch entfernt und deren Aminosdurekonzentration bestimmt.!>3 Mit dieser
Studie fiihrte man erstmals das Prinzip eines von einetr Dialysemembran um-
schlossenen Mediums ein, das sich mit der extrazelluliren Umgebung dquilibriert.
Bei diesem Verfahren ldsst sich aber lediglich eine Durchschnittskonzen-
tration der untersuchten Analyte gewinnen, nicht aber deren temporire physiolo-
gische Schwankungen. Ein weiterer Nachteil der Methode von BITO ET AL. lag in

der unpraktikablen Gré8e der dialysis sacs, da diese Gewebstraumata verursachten.
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1972 kam es zu einer weiteren wichtigen Weiterentwicklung der MD, als DELGA-
DO ET AL. die sogenannte dialytrode einfiihrten. Sie vereint die vorhergehenden
Methoden, indem zwei StahlrGhrchen eine push-pull-Kaniile bilden, die in einem
aus einer permeablen Mikrodialysemembran bestehenden kleinen Sickchen min-
den. Diese Modifikation der MD wurde 7z vivo an Affen getestet'> und hat den
Vorteil, temporire Messungen zuzulassen, verursacht aber immer noch die Unter-
suchungsergebnisse verfilschende Gewebstraumata.

Erst die Forschungen von UNGERSTEDT UND PYCOCK fiihrten 1974 zu einer
weiteren Vetrbesserung der MD-Technik.!1% Thnen gelang die Entwicklung der
intrakraniellen Dialyse, die eine Ermittlung von Substanzen aus dem Gehirn-
gewebe und eine Zufuhr von Substanzen in das Gehirngewebe auch bei nicht-
narkotisierten Affen erlaubt.’>! Mit der kommerziellen Einfiihrung von fiir den
experimentellen Gebrauch konzipierten MD-Sonden wurde die Mikrodialyse in
den letzten Jahren in viele verschiedene Gebiete der medizinischen Forschung
integriert.!>0 Mittlerweile findet sie nicht mehr nur im urspriinglichen Bereich der
experimentellen und klinischen Gehirnforschung,!> sondern auch fir Untersu-
chungen des Metabolismus in Fettgewebe,!>” Skelettmuskel,’>® Blut'® und an-
deren Organen wie bspw. der Leber'® und dem Herz!! sowohl bei Menschen als

auch Tieren Verwendung.!62

1.2.3 Methodische Aspekte

1.2.3.1  Prinzip der Mikrodialyse

Eine MD-Sonde wird ins Gewebe eingefithrt oder in Kontakt zu einer feuchten
Obetfliche gebracht. Die Sonde hat zwei Anschlussstutzen, an die flex-ible Kapil-
larschlduche angeschlossen werden, iiber die sie mit einer Flissigkeit perfundiert
wird. Uber die an der Sondenspitze befindlichen Membranen wird »iz Diffusion in
beide Richtungen ein Aquilibrium mit der Fliissigkeit auerhalb der Sonde ge-
schaffen. Wie lange ein Stoff zur Diffusion benétigt, ist abhingig von der Diffusi-

24



onsstrecke, der Diffusionsfliche und von der Art des diffundierenden Stoffes.
Das Fick’sche Prinzip beschreibt diese Zusammenhinge quantitativ und besagt,
dass die pro Zeiteinheit (#) diffundierende Stoffmenge () proportional zum Dif-
fusionskoeffizienten (D), det Austauschfliche (A47) und der Konzentrationsdiffe-
renz (AC) und umgekehrt proportional zur Diffusionsstrecke (/) ist. Es folgt fol-
gender Formel: AQ/A¢ = (D x A1/ }) x AC5! So entzieht bspw. ein kalziumfreies
Perfusat dem umliegenden Gewebe das Kalzium.'93 Die extrazelluldre Flissigkeit
ist eine Jow-protein-Umgebung, in der die meisten Substanzen oder Hormone in
freier Form votliegen. Die Zusammensetzung des Perfusats sollte daher der phy-
siologischen Zusammensetzung  der  zu  untersuchenden = Extra-
zellularflissigkeit moglichst genau entsprechen.64

Gemeinhin werden Membrane mit einer Durchlissigkeit von 3‘000-20°000 Da
verwendet. Diese knnen von kleinen Molekiilen wie Glukose oder Laktat, Glyce-
rol oder Adenosin problemlos passiert werden.!> Ebenso sind sie leichtdurchgin-
gig fiir kleine pharmakologische Substanzen wie Adrenaline, Prostaglandine und
Methylxanthine. Theotetisch ist es mbglich, durch eine Ethéhung der Membran-
durchlissigkeit die MD-Technik auf grélere Substanzen wie Proteine anzuwen-
den. Allerdings treten bei zu groBer Molekularmasse, was bei >100°000 Da der
Fall ist, Schwierigkeiten bei der Diffusion, der recovery und den kinetischen Eigen-

schaften auf.165
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Abbildung 2: Ungerstedt 1991:5 367 Die Skigze geigt das Pringgp der MD: Das Perfusat
tritt diber den linken ufiibrenden Schenkel ein und passiert die innere Kanidile, um bis an die
Spitze der Sonde u gelangen. Dort fliefit sie wischen der inneren Kandile und der Membran,
wo die Diffusion stattfindet nach oben. Uber den rechten abfiibrenden Schenkel verlisst das
Perfusat die Sonde.

1.2.3.2  Eigenschaften der recovery

Unter recovery versteht man die Konzentration der Analyte im Dialysat beim Ver-
lassen der Sonde, relativ zur Konzentration der Analyte in der biologischen Mat-
rix. Sie steht in Relation zum Konzentrationsgradienten zwischen Dialysememb-
ran und Gewebe und erméglicht hierdurch eine indirekte Aussage tiber die Stoff-
wechselaktivitit des Gewebes. Es ist notwendig, zwischen relativer und absoluter
recovery zu unterscheiden.'6 Die relative recovery ethilt man, wenn die MD-Sonde in
einer Substanz mit einer bestimmten Konzentration plaziert sowie perfundiert
und die im Dialysat gemessene Konzentration mit der Ausgangskonzentration in
Verhiltnis gesetzt wird. Sie folgt der Formel Kongentration im Dialysat | Ausgangs-
kongentration X 100 und wird in % angegeben. Die absolute recovery hingegen ist die
nach einer definierten Zeitspanne im Dialysat befindliche absolute Stoffmenge der
zu untersuchenden Substanz. Thre Maf3einheit ist mol.1¢” Wird die Sonde mit einer
Substanz einer bestimmten Konzentration perfundiert und in einer von der Sub-

stanz freien Losung, bspw. Ringer, plaziert, kann man in Form der relative loss
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recovery die Menge der Substanz bestimmen, die an das Diffusionsmedium abgege-
ben wird.

Die recovery von Substanzen der Extrazelluldrflissigkeit ist von verschiedenen Fak-
toren abhingig. Eine Erh6hung der Perfusionsgeschwindigkeit bewirkt eine Ver-
minderung der relativen und eine Zunahme der absoluten recovery. Nach Etrreichen
der Flussrate der maximalen Diffusionsgeschwindigkeit nihern sich beide recovery-
Werte asymptotisch ihrem Maximum an.'®® Der fiir jede Komponente individuell
zu ermittelnde recovery-Wert hingt aber nicht nur von der Perfusionsrate ab. Bei
der Linge der Dialysemembran gilt, dass die recovery um so groBer wird, je linger
jene ist.'® Auch die Permeabilititseigenschaften der Membran sind von Belang,
weil manche Substanzen aufgrund ihrer sehr groen MolekiilgroB3e an der Grenze
der Durchlissigkeit des Diaphragma liegen. Dies ist abhingig von der Gré3e der
Membranporen, was auch als c## gff bezeichnet wird. Relevant fiir das Testergebnis
sind zudem die Diffusionseigenschaften der 2zu  untersuchenden
Substanz und das Konzentrationsgefille zwischen Perfusat und dem sondenum-
gebenden Medium.170.171,172,173

Nicht auBler acht gelassen werden diirfen die Differenzen, die zwischen der recovery
in vivo und der 7n vitro bestehen.16> Die recovery in vitro liegt héher als die i vivo, was
seine Griinde in den durch die Gewebskompartimente aufgebrachten Widerstin-
den des Abtransports von Substanzen durch Kapillaren und einer méglichen Be-
einflussung durch den Metabolismus des Gewebes hat.!16174 Wie von der im Dia-
lysat enthaltenen Konzentration einer Substanz auf deren Konzentration im zu

untersuchenden Gewebe geschlossen werden kann, stellt eine der Schwierigkeiten

in der MD dar.175

1.2.3.3  Kalibrierung der Mikrodialysesonde

Aus der Aufgabe, die aktuelle 7z vivo-Konzentration des Gewebes zu bestimmen,
entstanden diverse Methoden, deren Grundlagen entweder auf ex-
perimentellen oder mathematischen Vorgehensweisen basieren. Hiervon seien an

dieser Stelle nur einige kurz erwihnt:
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JACOBSON ET AL. entwickelten die sogenannte flow rate-Methode, mit der sich die
mathematische Beziehung zwischen Perfusionsgeschwindigkeit (F), Membran-
oberfliche (A3), Diffusionskoeffizient (Ky) sowie der Konzentrationen des Dialy-
sats (Cuiz) und der Extrazellulirflissigkeit (Cecr) beschreiben lisst.'’6 Unter der
Bedingung, dass die gemessene Substanz in der Perfusionsfliissigkeit absent ist,
lisst sich unter Verwendung verschiedener Flussraten die Konzentration der Um-
gebung der Sondenspitze berechnen. Hierbei sind folgende Gleichungen relevant:
Ciiat | Cecr = recovery = 1-e= K°A/F sowie Cgiu = Cgcr eX°A/F.

Dieses Modell fand seine Verwendung in verschiedenen Studien und erreichte 7
vitro gute Ergebnisse.'6177 I vivo ergibt sich als Schwierigkeit die in der Umge-
bung der Sonde anzutreffende Bildung eines Konzentrationsgradienten, die nur
durch unpraktikable und extrem langsame Perfusionsgeschwindigkeiten
weitgehend umgangen werden kann und zu einer nicht exakten Bestimmung von
Cecr fuhrt.178

ARMBERG UND LINDEFORS versuchten, die Diffusionsvorginge als eine mathe-
matischen Funktion der Perfusionsgeschwindigkeit, der Sondeneigenschaften, des
Diffusionskoeffizienten und verschiedener anderer Komponenten zu beschrei-
ben. Von Bedeutung war hier unter anderem die Zeitdauer, die der vorherrschen-
de Konzentrationsgradient benétigte, um ein steady-state zwischen Perfusat und
interstitieller Flissigkeit zu erwitken.'”” Diese mathematisch erweiterte Methode
sieht das Gewebe allerdings als geschlossenes System an und kann folglich den
transkapilliren Verlust von Substanzen und den dem Gewebe eigenen Metabo-
lismus nicht beriicksichtigen.

Von den experimentellen Methoden, die vorgeschlagen wurden, um das i vivo-
Problem der MD zu l6sen, soll lediglich die #o-net-flux-Methode kurz angespro-
chen werden. Sie wurde 1987 von LONNROTH ET AL. konzipiert!8 und 1993 un-
ter dem Namen extendend no-net-flux-Methode von OLSON UND JUSTICE modifi-
ziert.181 Charakteristisch ist fur beide Varianten, dass mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen im Perfusat ein steady-state zwischen Membran und Gewebe ange-

strebt wird. Mit zunehmender zeitlicher Dauer der Aquilibration entfernt sich die
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Konzentration des zufiihrenden Perfusats von der im Gewebe. Durch Rickgriff
auf eine einfache mathematische Operation lisst sich dann der Wert ,0°, das heif3t
der Wert der Konzentrationsgleichheit von zufithrendem Perfusat und Gewebe,
ermitteln.!82

Die bisher angefithrten Methoden berticksichtigen nicht, dass etwaige Luftblasen
in der Sonde oder das anliegende Gewebe die Diffusionseigenschaften der Memb-
rane bei in vivo-Versuchen verindern kénnen. LARSSON konstruierte eine 7 vivo-
Kalibrationsmethode, die uternal standard-Methode, die diese resultatsverfilschen-
de Problematik einbezieht und zwei Anwendungsformen hat.183 In der einen
machte er sich das Prinzip der reverse microdialysis zam Nutzen, indem er dem Per-
fusat Koffein oder Theophyllin zufiigte und die resultierende reative loss recovery als
internen Standard definierte. Als Formel wurde Ruf = (Cin- Cait) / Cin festgelegt.
In der anderen injizierte er radioaktiv markiertes Wasser in das Gewebe einer Rat-
te und gewann dadurch ein Mal3 fir die i vivo recovery, weil Wasser sich gleichma-
Big im Korper verteilt. Dieses Prinzip wurde von SCHELLER UND KOLB unter
dem Namen Retrodialyse ibernommen.!8 YOKEL ET AL. entwickelten eine Metho-
de, die unter Ruckgriff auf Antipyrine, die sich wie Wasser verteilen, auf den
Gebrauch radioaktiver Substanzen verzichten kann.!85 Heute kommt die nternal

standard-Methode in vielen anderen Studien zur Anwendung.!86.187.188

1.2.4 Beeinflussungsfaktoren der Mikrodialyse

Zu den Beeinflussungsfaktoren der MD zihlen verschiedene Faktoren. Abhingig
von den verwendeten Sonden ergeben sich voneinander unterscheidende Abliufe
der MD. Es gibt eine Vielzahl unterschiedlicher Sonden, deten Formen von Hori-
zontalen tber Vertikalen bis hin zu Semizirkularen reichen. Man unterscheidet
allgemein die ,Sonde per se‘, die ,Loop-Sonde‘ und die ,konzentrische Sonde‘.1>!
Die MD-Sonden verfiigen je nach verwendetem Material Giber diverse Membrane
mit unterschiedlichen Molekulardurchlissigkeiten (c## offj. Ihre Wahl ist abhingig
vom untersuchten Gewebe, der chirurgischen Vorgehensweise und letztlich auch

von der zu analysierenden Substanz. Natiirlich muss ausgeschlossen werden, dass
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letztere an apparativen Oberflichen wie der Dialysemembran oder Schliuchen
haftet. Die Arbeiten von TAO UND HJORTH belegen eindeutig, wie wichtig die
optimale Wahl der Sondenmembran fiir den Erhalt korrekter Untersuchungser-
gebnisse ist. 18

Ein weiterer Faktor ist die Zusammensetzung und Temperierung der verwendeten
Perfusionslésung. Grundsitzlich sollte das Perfusat in seiner Zusammensetzung
der physiologischen Umgebung der Sonde entsprechen. Durch Zugabe verschie-
dener Substanzen in die Perfusionslésung kann aber auch der Metabolismus des
extrazelluriren Gewebes verindert werden.!9%191 Dadurch, dass die Temperatur
des Perfusats in der Regel der Raumtemperatur entspricht, lassen sich je nach un-
tersuchtem Gewebe Beeinflussungen der Resultate nicht ausschlieBen. Eine Mal3-
nahme zur Vermeidung dieser etwaigen Ergebnisverfilschungen ist eine Erwir-
mung der Perfusionslésung auf die Korpertemperatur des untersuchten Indivi-
duums. Allerdings ldsst eine Studie von LANGE ET AL. vermuten, dass die Tempe-
rierung lediglich bei Verwendung hypotoner Losungen eine eminente Rolle spielt.
192

Wie bereits angesprochen hat auch die Perfusionsgeschwindigkeit einen maf3gebli-
chen Einfluss auf die Ergebnisse.!6816%176 Eine Verinderung der Flussrate wirkt
sich auf den Diffusionsdruck innerhalb der MD-Sonde, den Konzentrationsgra-
dienten zwischen Sonde und Gewebe sowie auf die Menge des die Sonde passie-
renden Dialysats aus. In welchem Umfang daraus wiederum reziproke Witkungen
auf den Diffusionsvorgang zwischen Gewebe und Sonde resultieren, ist Gegens-
tand diverser Untersuchungen.!93194 So hat bspw. ein gréB3eres Fraktionsvolumen
zur Folge, dass die in der Fraktion vorliegende Konzentration der zu quantifizie-
renden Komponenten niedriger ausfallt.!9>

Obwohl die MD zu den non-invasiven Verfahren zihlt, bewirkt auch sie bei der
Sondenimplantation geringfiigige Traumata. Eine Vielzahl von vorwiegend histo-
logisch ausgerichteten Studien beschiftigte sich damit, inwieweit diese Traumata

Rickwirkungen auf das zu untersuchende Gewebe haben.196,197,198
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So zeigten IMPERATO UND CHIARA am Gehirn, dass nach 10 h kontinuier-
licher MD in der unmittelbaren Umgebung der Sonde nur sehr geringfiigige mot-
phologische Verinderungen auftreten.'” Diese Untersuchung konnte durch ande-
re Studien bestitigt werden.200-201 Selbst bei lingerer Verweildauer der MD-Sonden
lassen sich histologisch nur wenige entziindliche oder nekrotische Umwandlungen
des Gewebes nachweisen.!>® Generell gilt, dass bei kurzfristigen Verweildauern
der Sonden im Gewebe kaum, bei lingeren Zeitraume (ab 10 h) hingegen gering-
figige histologische Verinderungen entstehen.199:202

BENVENISTE ET AL. untersuchten das Auftreten physiologischer Reaktionen der
extrazelluliren Matrix auf die Sondenimplantation und nahmen den lokalen Blut-
fluss und die lokale Glukosephosphorylisierung als Indikatoren fiir relevante St6-
rungen und Beschidigungen des Gewebes an.?03 Ergebnis war, dass die Implanta-
tion der MD-Sonden mit einer Erh6hung des Glukosemetabolismus und einer
Verringerung der Gewebedurchblutung einhergeht, die sich innerhalb von
2 h bereits merklich, nach 24 h vollstindig riickbildet. Ahnliche Resultate erzielten
diverse andere Studien, unter anderem die von VESTERING UND DE VRIES, die
das Diffusionsverhalten von Kalzium und Tetrodotoxinen niher bestimm-
te.204.205,206 \Wie grof3 die Bedeutung des verinderten Metabolismus des irritierten
Gewebes fiir die Testresultate tatsichlich ist, ldsst sich allerdings nur schwer quan-

tifizieren.

1.2.5 Moglichkeiten und Perspektiven der Mikrodialyse

Die mannigfaltigen Vorteile der MD sind also folgende: Die MD ermdglicht tber
Tage hinweg vetlaufende Langzeituntersuchungen und liefert ein Dialysat, das frei
von Proteinen ist. Sie ldsst sich in allen Kompartimenten des Korpers verwenden
und gibt damit ein reprisentatives Bild von allen membrangingigen im Korper
vorhandenen Substanzen. Aufgrund ihrer geringfiigigen Vetletzung der Blut-
Hirn-Schranke etlaubt sie zudem die Beobachtung von Penetrationseigenschaften
von Medikamenten in das Gehirngewebe.19-207 Von Vorteil ist zusitzlich, dass sie

als sterile Barriere zwischen Perfusat und Gewebe fungiert. Die MD ermdglicht
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es, dialysable endogene Substanzen und deren relative Konzentrationsverinde-
rungen wihrend des jeweiligen Experiments fortlaufend zu messen.?’8 Auch Kon-
zentrationsverinderungen von exogenen Substanzen, die systemisch verabreicht
wurden, lassen sich in den sondierten Zielorganen und Geweben erfassen, wes-
wegen sich die MD auch fiir pharmakokinetische Untersuchungen eignet.
209,210,211,212

Des weiteren lassen sich die Metaboliten einer applizierten Substanz im Dialysat
erfassen.?13.214 Einer der groBen Vorteile der MD ist zudem, dass Fremdstoffe,
korpereigene Substanzen oder Elektrolyte mit dem Dialysemedium durch die
Sonde verabreicht werden kénnen, um bestimmte pathophysiologische Situatio-
nen in der unmittelbaren Umgebung der Sonde zu simulieren oder auszul6sen,
ohne dass diese systemisch wirken.162215.216 Fir die Tumorbekimpfung bedeutet
dies, dass hochwirksame Substanzen, die systemisch aufgrund ihrer Aggressivitit

nicht verabreichbar sind, zum Einsatz gelangen kénnen.?17218

1.3 Fragestellung

Wie in 1.1.7 ausfihrlich dargestellt, ist der IVCT bisher die beste verfiigbare Me-
thode zur Diagnostik der MH. Es handelt sich dabei aber um ein in vieletlei Hin-
sicht aufwendiges und invasives Verfahren. Die Operation ist nicht nur mit hohen
Kosten und groBem Aufwand verbunden, sondern birgt dariiber hinaus auch alle
Risiken in sich, die ein operativer Eingriff mit sich bringt. Erwihnt seien hier vor
allem das nicht zu vernachlissigende Infektionsrisiko und die dem Patienten ent-
stehenden Schmerzen und anderweitigen physiologischen und psychischen Belas-
tungen. Zudem ergeben sich etwaige 6konomische Nachteile, da aus einer Krank-
schreibung bspw. ein Arbeitsausfall resultieren kann. Daraus ergibt sich der zwin-
gende Bedarf eines nicht invasiven Test-Verfahrens. Bisher gelang es nicht, labor-
chemisch, biologisch, histologisch, elektrophysiologisch, radiologisch und vor al-
lem molekulargenetisch ausgerichtete Verfahren zu entwickeln, die eine eindeutige

Diagnostik der MH-Veranlagung ermdglichen.120,138,219,220,221,222
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Ein Ansatzpunkt eines nicht invasiven Verfahrens wire zum Beispiel die lokal
begrenzte Stimulation einer MH-dhnlichen Reaktion durch Applikation von MH
triggernden Substanzen, ohne dass daraus systemische Konsequenzen fiir den
Organismus entstehen. Die Mikrodialyse ist eine Methode, die uns genau dies et-
moglicht. Inwieweit die MD potentiell auch fiir die Diagnostik der MH zur Ver-
figung steht, ist Gegenstand der vorliegenden Diskussion.

ANETSEDER ET AL.223 konnten bereits nachweisen, dass eine Stimulation mit Kof-
fein im Interstitium des isoliert perfundierten Skelettmuskels von Ratten tber eine
MD-Sonde einen Anstieg des Laktatspiegels in dem von der Mikrodialyse beein-
flusstem Gewebe nach sich zieht, ohne eine Steigerung des Laktatspiegels per se zu
provozieren. Hierbei konnte der lokale Zellstoffwechsel durch die Applikation
einer Kalzium freisetzenden Substanz mittels MD beeinflusst und die entstande-
nen Metaboliten gemessen werden. Die dabei verwendeten Substanzen wie Kof-
fein, Ryanodin, Halothan u.a. sowie deren Wirkungen sind aus vielzihligen wis-
senschaftlichen und diagnostischen Studien zur MH bekannt.

Diese Methode bringt jedoch in ihrem Proto-Stadium in bezug auf ihre Durch-
fithrbarkeit noch spezifische Schwierigkeiten mit sich. Zwar scheint eine isolierte
Stimulation des zelluldren Stoffwechsels ohne systemische Nebenwirkungen fir
den Patienten mdglich, doch ist die Versuchsdauer von bis zu 3 h diesem nicht
zuzumuten. Zudem konnte bislang in dem angegebenen Untersuchungszeitraum
die maximale Stimulation der Laktatproduktion nicht erreicht werden.

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung ist die Modifikation der Methodik der
oben genannten Studie. Mit Hilfe verschiedener Applikationsformen von Koffein
soll eine maximale Stimulation der lokalen Laktatproduktion und damit des loka-
len, intramuskuliren Stoffwechsels erreicht und die fir den Patienten entstehende

Untersuchungszeit auf ein ertrigliches Maf} verkiirzt werden.
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2 Methodik

2.1 Verwendetes Material

2.1.1 Sonden

2.1.1.1  Eigenschaften

Verwendet werden CMA /20-Mikrodialysesonden (CMA, MICRODIALYSIS — Sol-
na, Schweden) mit einem zufiihrenden und einem von der Membran wegfithren-
den Schenkel. Diese Schenkel aus Polyethylen mit einem Durchmesser von
(PE10) haben jeweils eine Linge von 200 mm und ein Fassungsvolumen von
1,8 ul/100 mm. Die fiir bis zu einer MolekulargréBe von 20000 Da durchlissige
Membran hat bei einem Auflendurchmesser von 0,5 mm eine Linge von 10 mm,
so dass fir die Strecke vom Beginn der Membran bis zum Ende des wegfithren-
den Schenkels ein Totraumvolumen von ca. 7,6 ul resultiert. Das Totraumvolu-
men wird bei der Festlegung der Zeitspannen beriicksichtigt, die nach einem
Wechsel der Flussrate oder des Perfusionmediums entstehen. Zur Erhaltung ihrer

Elastizitit sind die Sonden urspriinglich in Glycerol eingelegt und steril verpackt.

2.1.1.2  Pflege der Sonden

Vor ihrem ersten Gebrauch werden die Sonden fiir 24 h in 70 %iges Ethanol
(MALLINCKRODT BAKER B.V. — Deventer, Holland) eingelegt und zusitzlich mit
diesem in einer Geschwindigkeit von 0,45 ul/min perfundiert. Auf diese Weise
wird das noch verbleibende Glycerol herausgewaschen. Darauthin werden die
Sonden fiir 3 h mit agua ad intecitabilia (BRAUN — Melsungen, Deutschland) bei un-
veranderter Flussrate gespiilt.

Nach jedem Versuch schlieB3t sich eine halbstiindige Reinigung der Sonden an,

indem diese in 70 %iges Ethanol eingelegt und mit diesem in einer
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Flussgeschwindigkeit von 3 ul/min petfundiert werden. Um eine Austrocknung
der Sonden zu vermeiden, werden sie bis zum nichsten Versuch konstant in einer
Geschwindigkeit von 0,45 ul/min mit agua ad iniecitabilia durchspiilt und in eben-

solchem plaziert.

2.1.1.3 Kontrolle der Sonden

Vor ihrer ersten Verwendung sowie nach jeder Versuchsreihe (n = 6) wird die
Membrandurchlissigkeit der Sonden iiberpriift. Hierzu wird wie zuvor beschrie-
ben die relative recovery von Laktat bestimmt. Betrdgt diese bei einer Flussrate von 1
ul/min weniger als 70 %, werden die Sonden aus dem Versuch genommen und

ersetzt.

2.1.2 Substanzen und Lésungen

2.1.2.1  Pipetten

Es werden im Verlauf der Arbeit immer die selben Pipetten (EPPENDORF —
Hamburg, Deutschland) der Fassungsgréfe 1 ml und 0-200 pl mit den dazu
passenden Pipettenspitzen (Hartmann) verwendet. Die exakte Eichung und kon-
tinuierliche Genauigkeit der Pipetten wird zu Beginn Gberpriift, indem wiederholt
die pipettierte Flissigkeit auf einer Waage gewogen und ihr Gewicht mit dem an-

derer Proben verglichen wird.

2.1.2.2  Koffeinlosung

Vor jedem Versuch wird eine 100 mmolare Koffeinlésung aus 100 ml Ringer
(FRESENIUS — Bad Homburg, Deutschland) und 1,942 g Koffein der Molekular-
masse 1,942 g/mol (MERCK — Darmstadt, Deutschland) in einem Becherglas an-
gesetzt. Diese wird mit einem Rihrmagnetstab versehen und bei Raumtemperatur

fir ca. 1 h auf dem Elektrorithrer plaziert, bis das Koffein vollstindig in
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Losung gegangen ist. Koffeinldsungen anderer Konzentrationen werden analog

hierzu hergestellt.

2.1.2.3  Laktatreagenz

Das Laktatreagenz wird mit 10 ml agua ad iniecitabilia (SIGMA — Deisenhofen,
Deutschland) unter vorsichtigen Kippbewegungen vermengt. In aufgel6stem Zu-
stand ist es bei Raumtemperatur innerhalb von 1-2 d bei einer Lagerung im Kihl-
schrank in dem Zeitraum von 7 d zu verbrauchen. VorschriftsmiBig gelostes Rea-
genz enthilt laut Packungsbeilage an aktiven Bestandteilen 400 U/1 Laktatoxidase,
2400 U/1 Peroxidase, einen Puffer mit einem pH-Wert von 7,2 sowie ausreichend

chromogene Vorstufen.

2.1.3 Gerite

2.1.3.1  Pumpe und Spritzen

Als Sptitzenpumpe wird die PHD 2000-Programmable Syringe Pump
(Harvard Apparatures) verwendet, die im Normal-Modus sowie mit einem
speziellen Aufsatz fir vier Spritzen betrieben wird. Es werden hierzu die in der
Betriebsanleitung empfohlenen, kompatiblen Spritzen (HAMILTON GASTHIGHT
SYRINGES — Nevada, USA) des Fassungsvolumens 1 ml verwendet. Die traumati-

schen Nadeln werden vor ithrem ersten Gebrauch stumpf geschliffen.

2.1.3.2 Umschalter

Die Verwendung eines Umschalters zwischen verschiedenen zufiihrenden Schen-
keln ist eine notwendige MaBnahme, um die Kontamination der MD-Sonden
durch  Luftblasen zu vermeiden.’ Der CMA/11-Syringe Selector

(CMA, MICRODIALYSIS — Solna, Schweden) witd so modifiziert, dass er iiber eine
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eigene Stromzufuhr verfiigt. Dies erméglicht seine Verwendung mit der oben ge-

nannten Pumpe.

2.1.3.3  Perfusionspumpe und Zubehor

Zur Perfusion der isolierten Extremitit wird die Pumpe VP/1000-Infusomat
(FRESENIUS — Bad Homburg, Deutschland) mit den kompatiblen Standard Infu-

somat-Leitungen (FRESENIUS — Bad Homburg, Deutschland) benutzt.

2.1.3.4  Spektrophotometer und Zubehor

Als Messinstrument dient der HP 8453-UV-Visible Spektrophotometer (HEW-
LETT PACKARD — Waldbronn, Deutschland). Dieser wird in Verbindung mit detr
auf einem Vectra XA-Computer (HEWLETT PACKARD) installierten UV-Visible-

Chem-Station Software (HEWLETT PACKARD) betrieben.

2.1.4 Versuchstiere

2.1.4.1 Ratten

Es werden minnliche Ratten der Gattung Sprague-Dawley mit einem Koérperge-
wicht von 250-300 g untersucht. Sie werden artgerecht in einem speziell tempe-
rierten und belifteten Tierstall gehalten und verfiigen jederzeit iiber ein ausrei-
chendes Flissigkeits- und Nahrungsangebot. Eine Anzeige zur Organentnahme

bei der 6rtlichen Tierschutzkommission liegt vor.

2.1.4.2 Schweine

Es werden Schweine der Rasse Pietrain mit einem Gewicht von 25 — 30 kg und
einem Alter von 10 — 12 Wochen aus regionalen Zuchtbetrieben untersucht. Eine

Genehmigung der rtlichen Tierschutzkommission liegt vor.
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2.2 Versuche

2.2.1 Versuchsaufbau der in vitro-Versuche
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Abbildung 3: Versuchsaufban der in-vitro—V ersuche A: Pumpe; B: Umschalter; C: Sam-
melgefifse und Sonden; D: Auffanggefifse

Die je nach Versuch mit Koffeinlésung oder Ringer gefiillten Spritzen, in Abbil-
dung 3 nummeriert mit 1-3, werden in die Pumpe eingespannt und iiber Verbin-
dungsstiicke sowie Verbindungstubuli (FEP-tubings, METALANT — Stockholm,
Schweden) mit dem Umschalter verbunden. Die finf riickseitigen Stutzen des
Umschalters werden dabei von hinten nach vorne mit den zwei Sonden und drei
weiteren blind verlaufenden Verbindungstubuli besetzt. Die Sonden werden je
nach Versuch in mit Laktatstandard oder Ringerlésung gefiillte Reaktionsgefille
des Fassungsvolumens 1,5 ml (EPPENDORF — Hamburg, Deutschland) plaziert. In

eben solchen Gefi3en werden die outlet-tubings fixiert und das Dialysat gesammelt.
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2.2.2 Versuchsablauf der in vitro-Versuche

2.2.2.1  Bestimmung der relativen recovery von Laktat

Die Spritzen No. 1 und No. 2 werden mit Ringerlésung aufgezogen und unter
Herausklopfen simtlicher Luftblasen sorgfiltig entliiftet. Danach werden sie in
der Pumpe eingespannt und iiber die Verbindungstubuli und Verbindungsstiicke
mit dem auf Position 1 stehenden Umschalter so konnektiert, dass sie ins Leete
verlaufen. Das so entstandene System wird bei einer Pumpgeschwindigkeit von
7 wl/min fir mindestens 5 min perfundiert und somit entliiftet. Dann wird 1 ml
des Laktatstandards der Konzentration 8,8 mmol/l1 in die 1,5 ml Reaktionsgefi3e
pipettiert und anschlieend die Sonden in diesen plaziert. Nun wird gleichzeitig
die Flussrate auf 1 ul/min reduziert und die Sptitzen iber den Umschalter mit
den Sonden konnektiert. Nach 10-mintitiger Vorlaufphase, um einen Messfehler
durch Nichtberiicksichtigung des Totraumvolumens zu vermeiden, wird tiber die
abfithrenden Schenkel fiir die Dauer von 15 min das Dialysat in nummerierten
1,5 ml Reaktionsgefiflen gesammelt. AnschlieBend werden die Reaktionsgefdl3e
ersetzt und die Flussrate auf die nichst hohere Geschwindigkeit gesteigert. Nach
jeweils 10 min Vorlaufzeit und 15 min Probengewinnung werden auf diese Weise
Probenentnahmen fiir eine Flussrate von 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25 und 30 ul/min

gewonnen.

2.2.2.2  Bestimmung der relativen recovery von Koffein

Zur Bestimmung der relativen recovery von Koffein werden die beiden Spritzen mit
der 100 mmolaren Koffeinlésung aufgezogen und sorgfiltig entliiftet, in der
Pumpe positioniert und mit dem Umschalter konnektiert. Die Sonden werden in
Ringerlosung plaziert, die sich in Reaktionsgefilen befindet. Das Entliften des
Systems sowie die Gewinnung der Proben folgen in ihrem Prinzip dem zuvor be-

schriebenen Versuch.
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2.2.2.3  Bestimmung der absoluten recovery von Koffein

Die absolute recovery von Koffein wird fiir 100 mmolares sowie 10 mmolares Kof-
fein und bei den Flussraten 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25 und 30 ul/min bestimmt.
Hierzu werden die Spritzen mit Koffeinl6sung aufgezogen und wie zuvor in den
Versuchsaufbau integriert. Die Sonden werden in nummerierten Reaktionsgefa-
Ben plaziett, in die zuvor exakt 1 ml Ringerlésung pipettiert wurde. Die von det
Sonde wegfiihrenden Schenkel enden in einem beliebigen Auffanggefil3. Das Ent-
liften des Systems folgt dem zuvor beschriebenen Prinzip. Probeentnahmen wer-
den nach jeweils 5 min Vorlaufszeit und exakt 10 min Laufzeit durch Wechsel der
Reaktionsgefille, in denen die Sonden plaziert sind, gewonnen. Von Interesse ist

hierbei die im Reaktionsgefd Messbare Substanzkonzentration.

2.2.3 Versuchsaufbau der in vitro-Versuche an der Ratte

| (Bl S
=1

Abbildung 4: Versuchsanfbau der in vitro-1 ersuche an der Ratte. A: Pumpe; B: Umschal-
ter; C: Prépariertablett mit Versuchstier; D: Sammelgefiifse; E: Karbogenflasche; F: Infusomat;

G: Auffanggefafs.
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Die Pumpe, der Umschalter und die Sonden sind wie zuvor beschrieben mitein-
ander verbunden. Zusitzlich werden wie in Abbildung 4 gezeigt ein Infusomat,
eine Karbogenflasche mit Regler (DRAGERWERK — Liibeck, Deutschland) sowie
ein Pripariertablett in den Versuch integriert. Es wird jeweils eine Sonde in das

Muskelgewebe der rechten und der linken Adduktorengruppe der Ratte plaziert.

2.2.4 Versuchsablauf

2.24.1  Vorbereitung

Die Koffeinlésung und eine Infusion mit Ringerlésung werden gerichtet und die
zur Priparation der Ratte benétigten Materialien bereitgelegt. Hierzu gehdren
Schere, anatomische Pinzette, Faden (0,7 Premio, PETERS, Frankreich), Tupfer,
eine Venenverweilkaniile (26G Vasculum Plus, OHMEDA, Schweden), eine mit
Ringerlosung aufgezogene 2 ml Spritze (BRAUN — Melsungen, Deutschland) und
eine mit 20 pul Heparin (Liquemin25000, ROCHE — Grenzach-Wyhlen, Deutsch-
land) aufgezogene 1 ml Einmalspritze (Omnifix-F, BRAUN — Melsungen,
Deutschland). Weiterhin zwei Venenverweilkanilen (22G, Vasculum Plus, OH-
MEDA, Schweden) sowie zwei ca. 1 cm lange Stiicke des die Kaniilen umgeben-
den Plastikmantras, die tiber dessen Spitze geschoben werden und als Fiihrungs-
kanal fir die Sonden dienen. Die Spritzen No.1 und No.2 werden mit Ringer, die
Spritze No.3 mit Koffeinlésung aufgezogen, im Aufbau integriert und das System

nach dem zuvor beschriebenen Prinzip entliftet.

2.2.4.2  Priparation der Ratte

Die Ratten werden unmittelbar vor Versuchsbeginn in ihrem Kifig vom Tierraum
in das Labor transportiert. Es wird ein Glastopf, der mit in Isofluran (Forene,
ABBOTT — Wiesbaden, Deutschland) getrinkten Tiichern ausgelegt ist, vorberei-
tet. Zudem wird eine behelfsmiBige Isofluranmaske, bestehend aus einem Isoflu-

ran getrinkten Tuch und einem 50 ml Nunc-Gefil3 bereitgelegt. Die Ratte wird in
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dem Glastopf natkotisiert und anschlieBend unter Spontanatmung auf dem Ri-
cken liegend auf der Priparierplatte plaziert. Die Isofluranmaske dient zur be-
darfsorientierten Gabe von Inhalationsnarkotika. Bei ausreichend tiefer Narkose,
aber noch autonomer Atmung und Herzaktion wird die Ratte laparotomiert, die
Bauchorgane werden zur Seite gestrichen und die Gefile des Bauchsitus stumpf
frei pripariert. Daraufhin wird das Heparin in die linke Nierenvene injiziert und
eine 26G-Venenverweilkantile von &ranial nach kandal in die Bauchaorta gelegt, so
dass sie vor der Aufzweigung in die Aa illiacae communis dextra und
sinistra endet. Nachdem die richtige Lage der Venenverweilkaniile durch Spiilen
mit 2 ml Ringerl6sung bestitigt wurde, wird diese in ihrer Lage fixiert und tber
ein zuvor entliftetes Verbindungsstiick sowie einen Dreiwegehahn (Discofix,
BRAUN — Maisungen, Deutschland) mit der Infusion verbunden. Die Ringetls-
sung zut isolierten Organperfusion wird mit einer Flussrate von 1 1/min mit Kat-
bogen (95 % Oz, 5 % COz) durchsetzt und lduft mit einer Geschwindigkeit von
30 ml/h. Nach Vertiefung der Natkose witd die VVena cava durchtrennt und der
Exitus der Ratte herbeigefithrt. Wihrend der Ausblutungsphase wird der Bauch-
raum mit Tupfern tamponiert und die Priparation der Beine durchgefiihrt. Hierzu
wird entlang der Femurkante des jeweiligen Unterbeins ein Schnitt gelegt und die
Gruppe der Adduktorenmuskeln von diesem ausgehend stumpf freipripariert. Bei
diesem Vorgang ist auf die Unversehrtheit der im Gewebe liegenden Gefile zu
achten. Die Tamponade des Bauchraumes wird daraufthin entfernt und die Be-
ckenorgane, Diinn- und Dickdarm, so wie das Rektum o7 bloc unterbunden, um
eine Verfilschung der Laktatwerte der Extremititen durch ILaktat aus dem
Gastrointestinaltrakt zu vermeiden. Uber die 26G-Venenverweilkaniilen werden
die Fihrungsmantras fiir die Sonden jeweils mittig in der Adduktorengruppe des
entsprechenden Beines mit einem Einstichwinkel von ca. 60 ° plaziert. Die Son-
den werden in die Fithrungsmantras geschoben und diese dann aus dem Gewebe
in Richtung Sondenbasis zuriickgezogen, so dass die Membran im Gewebe zum

Liegen kommt. Am rechten Hinterlauf wird dabei jeweils eine Kontrollmessung
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und am linken Hinterlauf die IVerum-Messung durchgefithrt. Nach Fixierung der

Sonden mit Leukoplast ist die Praparation der Ratte abgeschlossen.

2.24.3 Bestimmung des Laktatanstiegs bei Verwendung verschiedener Flussra-

ten

Der Versuch wird vorbereitet und die Ratte prapariert. Direkt nach Plazierung der
Sonden wetden diese mit einer Flussrate von 1 ul/min mit Ringetlésung perfun-
diert. Nach einer Aquilibrierungsphase von 15 min werden die von der Sonde
wegfiihrenden Schenkel in den nummerierten EppendorfgefiBlen fixiert. Nach
weiteren 15 min erfolgt die Probeentnahme fiir die base/ine-Messung. Die Reakti-
onsseite wird nunmehr auf Koffeinperfusat umgestellt, wihrend die Kontrollseite
weiterthin mit Ringer perfundiert wird. Probeentnahmen etfolgen im weiteren
Vetlauf alle 15 min. Bei einer Versuchsdauer von 135 min (die Aquilibrie-
rungsphase nicht eingeschlossen) werden Versuchsreihen (n = 6) unter der Ver-

wendung einet Flussrate von 1, 3, 5 und 7 ul/min durchgefiihrt.

2244 Bestimmung des Laktatanstiegs bei Vorinjektion einer Koffeinlsung

Der Versuch wird wie oben beschrieben vorbereitet und die Ratte pripariert. Bei
der Implantation der Sonden wird tber die Fithrungskaniile 100 pl Koffein der
Konzentration 100 mmol/] langsam in den Einstichkanal injiziert und danach die
Sonden in diesem plaziert. Von Beginn an wird die Reaktionsseite mit Koffein
und die Kontrollseite mit Ringerlésung mit einer Flussrate von 1 ul/min perfun-
diert. Probeentnahmen werden jeweils nach 15 min Dialyse gewonnen. Der Ver-
such wird mit einer Vorinjektion von 100 pl sowie einer Vorinjektion von
200 pl Koffein bei einer Flussrate von jeweils 1 pl/min durchgefithrt. Zudem witd
eine weitere Sonde in der Extremitit der Kontrollseite plaziert, die nach einer
Vorinjektion von 200 ul Ringer ebenfalls mit einer Flussrate von 1 ul/min mit

Ringer perfundiert wird.
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2.24.5 Kontrolle der Versuche

Am Ende eines jeden Versuchs wird mit Hilfe einer 2 ml Spritze 1,5 ml Methy-
lenblau tiber den Dreiwegehahn in die Bauchaorta injiziert. Hierbei muss das Ein-
bringen von Luftblischen in die Infusion vermieden werden. Verfirben sich die
Hinterbeine der Ratte nicht seitengleich blau, wird der Versuch verworfen, da dies
auf eine Minderperfusion des Muskelgewebes schlieBen lisst und eine Mikroem-

bolie des unverfarbten Beines nicht auszuschlief3en ist.

2.2.5 Versuchsaufbau der in vivo-Versuche am Schwein

Die Schweine wurden im Rahmen einer weiteren Untersuchung anisthesiert, in-
tubiert und beatmet. Am Versuchsende wurden die Tiere durch eine letale Injek-
tion eingeschlifert. Das kardiopulmonale System sowie der Elektrolyt- und Siure-
Basen-Haushalt wurden wihrend der gesamten Versuchsdauer Gberwacht und
durch die vorgenommenen Eingriffe nicht maf3geblich beeintrichtigt. Eine Beein-
flussung der Ergebnisse aus unserer Mikrodialyse-Untersuchung am Skelettmuskel
ist daher nicht zu erwarten. Pumpe, Umschalter und Sonden sind wie in den vo-
rangegangen Versuchen miteinander verbunden. Die Sonden wurden mit einem
Abstand von 5 cm zueinander in den rechten . gluteus maximus des Schweines

implantiert.

2.2.6 Versuchsablauf der in vivo-Versuche am Schwein

Die Mikrodialyse-Sonden werden nach erfolgter Anidsthesie und Intubation des
Schweines implantiert. Hierzu wird zunichst die Hautschwarte mittels Stichinzisi-
on durchstochen, um eine Plazierung der Sonden im Skelettmuskel zu
gewihrleisten. Vor der endgiiltigen Implantation der Reaktionssonde im . glutens
maximus des Schweines wird iiber die Fithrungskaniile 200 ul Koffein der Kon-
zentration 100 mmol/] langsam in den Einstichkanal injiziert und danach die

Sonden in diesem plaziert. Von Beginn an wird die Reaktionssonde mit Koffein
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und die Kontrollsonde mit Ringetlésung mit einer Flusstate von 1 ul/min pet-

fundiert. Probeentnahmen werden jeweils nach 15 min Dialyse gewonnen.
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2.3 Auswertung

2.3.1 Laktatmessung

2.3.1.1 Inkubation der Proben

In einer Glaskiivette (HELLMER) werden 990 pl Reagenz mit 10 ul der zu untersu-
chenden Probe durch vorsichtiges Schwenken vermengt und anschlieBend fir 10
min im Dunkeln inkubiert. Durch die im Reagenz enthaltene Laktatoxidase wird
die Milchsdure zu Pyruvat und Wasserstoffperoxid umgewandelt. Dieses dient
wiederum als Cofaktor fiir eine ebenfalls im Reagenz vorhandene Peroxidase, die
die oxidative Kondensierung chromogener Vorstufen katalysiert. Der so gebildete
Farbstoff hat ein Absorptionsmaximum bei 540 nm und der spektrophoto-
metrisch Messbare Absorptionsanstieg ist zur Laktatkonzentration der Probe di-
rekt proportional 224225 Der Messvorgang hat innerhalb von 10 min nach vollende-

ter Inkubation zu erfolgen.

2.3.1.2 Messmethode

Vor der ersten Messung wirtd auf dem Computer des Spektrometers (UV-Visible
— Chemstation) eine Messmethode und Eichkurve fir Laktat festgelegt. Sie nutzt
als Messverfahren die zask quantification-Methode, misst bei 540 nm unter Verwen-
dung der Tungsten-Lampe und orientiert sich an einer vorher erstellten Standard-
kurve fir Laktat.

Zum Erstellen dieser werden jeweils 10 ul Laktatstandard der Konzentrationen
4,44 mmol/l, 8,88 mmol/l, sowie 13,32 mmol/] mit 990 pl des Reagenz inkubiert
und gegen Reagenz als Referenzwert mehrmals gemessen. Aus den etrhaltenen
Werten wird nach dem Gesetz von Lambert-Beer eine lineare Standardkurve er-

rechnet. (siche folgende Abbildungen 5, 6). Der niedrigste Laktatwert, der sich mit
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det beschriebenen Methode messen lisst, betrigt 2,22 mmol/l, was einer

Absorptionsanderung von 0,02 entspricht.

Standardkurve Koffein

0,8 -
0,6 1 Absorption

0,4 -

Absorbtion nm

0,2 1

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Koffeinstandard mmol

Abbildung 5: Standardkurve Koffein.

Standardkurve Laktat
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08 1
06 1
04
02 1

Absorbtion nm

0 2 4 6 8 10
Laktatstandard mmol

Abbildung 6: Standardkurve Laktat.
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2.3.1.3 Messvorgang

Die Proben einer Sonde werden jeweils mit der gleichen Kiivette, die nach erfolg-
ter Messung mit aqua ad iniecitabilia gespilt und trocken geklopft wird, durchge-
fihrt. Die im Verlauf der Arbeit verwendeten Kiivetten sind aufeinander abgegli-
chen. Vor Inkubation der Proben wird das Reagenz gegen agua ad iniecitabilia als
Referenz gemessen und verworfen, falls die Absorption einen Wert von 0,08 nm
Ubersteigt.

Die einzelnen Proben werden mehrmals innerhalb von 10 min nach beendeter
Inkubation gegen Reagenz als Leerwert gemessen. Stabilisieren sich die Werte

nicht, wird die Messung nach Mdglichkeit wiederholt.

2.3.2 Koffeinmessung

2.3.2.1 Verdinnung der Probe

Die Proben zur Bestimmung der relative recovery werden vor dem Messvorgang in
einem Verhiltnis von 1/1000, die zur Bestimmung det absoluten recovery in einem
Verhiltnis von 1/200 mit Ringer verdiinnt. Es werden jeweils mehrere Verdiin-
nungen angesetzt und miteinander verglichen. Generell ist bei der Verdinnung
darauf zu achten, dass ein Absorptionswert von 1 nm im Spektrometer nicht i-

berschritten wird, da die Eichkutve dann nicht meht linear verlauft

2.3.2.2 Messmethode

Vor der ersten Messung wird unter Verwendung der fask guantification-Methode
bei 273 nm und einer zuvor mit Hilfe der Standardlésungen der Konzentrationen
0,001 mmol/1, 0,01 mmol/l, 0,004 mmol/]l sowie 0,04 mmol/l erstellten Stan-
dardkurve fiir Koffein eine eigene Messmethode fiir Koffein definiert. Hierbei

findet das Gesetz von Lambert-Beer seine Anwendung, welches besagt, dass die

48



Absorption (A») einer Lésung abhingig von der Extinktionskonstante (E) und der
Schichtdicke (@7) immer proportional zu deren Konzentration () ist und der For-
mel A2 = E ¢ d; folgt. Bei Erstellung dieser Methode befinden sich die Tungsten

und die Deutetium Lampe im oz-Modus.

2.3.2.3 Messvorgang

Es werden simtliche Koffeinmessungen in zwei aufeinander abgestimmten Kii-
vetten gegen einen Referenzwert aus Ringer durchgefiihrt. Nach jeder Messung
werden die Kivetten mit agua ad iniecitabilia gespilt und trocken geklopft. Eine

Absorption von 1 darf nicht Gberschritten werden.

2.3.3 Statistik

Alle Ergebnisse werden im Ergebnisteil als Mittelwerte mit ihrer entsprechenden
Mittelwertabweichung aufgefithrt (M = SM). Zusitzlich wurden die Varianzen
und Standardabweichungen der einzelnen Werte bestimmt und eine konfirmatori-
sche Datenanalyse mittels 2-faktorieller Varianzanalyse sowie eines Student-t-
Tests durchgefiihrt. Die Varianzanalyse priift hierbei auf Unterschiede zwischen
zwel Messreithen wohingegen der Student-t-Test die Unterschiede zwischen zwei
einzelnen Werten beider Kurven aufzeigt. Dabei ist fiir alle hier untersuchten
Werte nach dem Anpassungstest von Kolmogorov-Smirnov eine Normalvertei-
lung anzunehmen.

Mithilfe dieser Tests wurde das Signifikanzniveau (p) fir p < 0,05 bzw. die Si-
cherheitswahrscheinlichkeit (q) fir q = 0,95 bestimmt. Dabei gilt als Signifikanz
die Irrtumswahrscheinlichkeit, mit der die Nullhypothese abgelehnt werden kann.
Die Nullhypothese lautet jeweils, dass die Werte der Kontrollseite gleich den Wer-
ten der Reaktionsseite sind. Kann diese abgelehnt werden, gelten die beiden Werte
als signifikant unterschiedlich und ein zufilliges Ergebnis kann ausgeschlossen
werden. Es handelt sich um prospektive Versuche, so dass die Ergebnisse tber-

tragbar sind.
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3 Ergebnisse

3.1 In vitro-Versuche

3.1.1 Bestimmung der relativen und absoluten recovery von Laktat

In dieser Versuchsreihe (n = 6) wurde das Diffusionsverhalten von Laktat mit
einer Konzentration von 8,9 mmol/] durch die Membran der verwendeten MD-
Sonden ermittelt. Die relative recovery war hierbei mit der Zunahme der Perfusions-
geschwindigkeit negativ korreliert, wobeti sie eine deutliche Abnahme von 79 % (£
2,8) fiir eine Flussrate von 1 pl/min auf 15 % (£ 0,8) fir 10 pl/min aufwies. Mit
weiterer Zunahme der Flussrate sank sie bedeutend langsamer und erreichte bei
einer Perfusionsgeschwindigkeit von 30 ul/min einen Wert von 6 % ( 1,2). Die
absolute recovery hingegen stieg von 0,61 pg/min (+ 0,03) auf 1,17 pg/min
(x 0,00) fir die Flussrate von 1-10 ul/min und stieg jenseits dieses Bereiches auf
1,36 pg/min (* 0,25) fiir eine Flusstate von 30 pl/min an. Die Werte det absoluten

recovery wurden rechnerisch aus denen der relativen recovery gewonnen.

100 T T 2,0
M rel. recovery A abs. recovery

80 )
T 1,5 E
S 4 £
& 9
g‘ 60 T g
T
40+ g
E A
T 05
20 T -

0 0,0

1 3 5 7 10 15 20 25 30

Flussrate [pl/ min]

Abbildung 7: Abhingigkeit der relativen und absoluten Laktatrecovery von der Flussrate
durch die MD-Sonde in vitro.; n = 6 pro Gruppe. Es sind die Mittehwerte und die Standard-

abweichung dargestellt. M = SM
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3.1.2 Bestimmung der relativen und absoluten recovery von Koffein

In dieser Versuchsrethe (n = 6) wurde das Diffusionsverhalten von
100 mmolaren Koffein durch die Membran der verwendeten Mikrodialysesonden
bestimmt. Koffein verhilt sich in seinem Diffusionsverhalten in etwa dem von
Laktat. Fur die Flussrate von 1-10 ul/min nahm die relative recovery deutlich von
67 % (* 6,7) auf 13 % (£ 1,2) ab. Fiir eine Flussrate von 15 pl/min etgab sich
eine relative recovery von 12 % (+ 2,8) und bei einer Flussrate von 30 ul/min ein
Wert von 6 % (+ 0,9). Die absolute recovery verhielt sich hierzu invers und wurde
rechnerisch aus der relativen bestimmt. Sie stieg in dem Intervall der Flussraten
1-10 pl/min von 0,069 umol/min (* 0,07) auf 0,138 umol/min (* 0,014) und
erreichte bei einer Flussrate von 30 ul/min einen Wert von 0,185 pumol/min
(x 0,027). Die hohen Mittelwert- und Standardabweichungen der absolute recovery

sind rechnerisch bedingt.

M rel.recovery A abs.recovery
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Flusstate [pl/ m in]

Abbildung 8: Darstellung der Korrelation von relativer und absoluter recovery von 100 mmo-
lare Kofffein gur Perfusionsgeschwindigkeit (n =6). M £ SM.
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3.1.3 Bestimmung der absoluten recovery von Koffein

3.1.3.1 Bestimmung der absoluten recovery fir 100 mmolares Koffein

Aufgrund der groen Mittelwert- und Standardabweichungen, die sich fiir die be-
rechnete absolute recovery von Koffein ergaben, wurde diese zusitzlich experimentell
bestimmt. Die erhaltenen Ergebnisse bestitigen in etwa die zuvor errechneten
Werte. Es ergab sich im Petfusionsbereich von 1-10 pl/min eine Zunahme der
absolute  recovery von 0,067 pmol/min (* 0,01) auf 0,145 pmol/min
(+ 0,01). Der fur die Flussrate von 15 upl/min ethaltene Wert betrug
0,155 pmol/min (+0,005), det fir die Flussrate von 30 ul/min bestimmte Wert
0,197 umol/1 (£0,005).

3.1.3.2  Bestimmung der absoluten recovery fir 10 mmolares Koffein

10 mmolares Koffein folgte in seinem Diffusionsverhalten dem von
100 mmolaren, erreichte aber einen geringeren Maximalwert. Fir die Flussrate
1 ul/min ergab sich entsprechend eine absolute recovery von 0,0068 umol/min
(+ 0,001), fir eine Flussrate von 10 pl/min ein Wert von 0,0133 umol/min
(£ 0,001). Fiir die Perfusionsgeschwindigkeit 30 ul/min konnte ein im Vergleich
zu 100 mmolaren Koffein etwas niedriger Wert von 0,0154 umol/min (+ 0,001)

ermittelt werden.
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Abbildung 9: Korrelation der absoluten recovery fiir 100 mmolares und 10 mmolares Koffein
zur Perfusionsgeschwindigkeit (n = 6). M £ SM.

3.2 In vitro-Versuche an der Ratte

Es wurden 43 Ratten der Gattung Sprague-Dewley pripariert. Eine Genehmigung
der Tierschutzkommission liegt vor. In der Ergebnisauswertung konnten hiervon
7 nicht beriicksichtigt werden. Methodische Fehler wie Eintritt des Todes vor der
Injektion des Heparin und mangelnde Perfusion der Beine durch eine evtl. ent-
standene Mikroembolie waren hierfiir ursichlich. Auch Defekte der Mikrodialyse-
sonde, die durch Manipulation der Membran beim Plazieren der Sonde entstehen
kénnen und ein Verlegen der permeablen Membran durch Luftblasen, die aus
unsachgemiflem Entliften resultieren kann, fithrten zum Verwerfen des Ver-

suchs.

3.2.1 Prozentualer Laktatanstieg bei einer Flussrate von 1 pl/min

In dieser Versuchsreihe (n = 6) wurde das Muskelgewebe der Ratte bei einer
Flussrate von 1 ul/min mit Koffein stimuliert und die resultierenden laktatwerte
fir einen Verlauf von 135 min gemessen. Die Ergebnisse werden als Laktatanstieg
in % angegeben. Als Ausgangswert (100 %) diente der erste, 15 min nach der A-

quilibrierungsphase gemessene Wert der jeweiligen Seite.
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Die Kontrollseite und die Reaktionsseite waren in ihrem Verlauf an sich signifi-
kant verschieden. Innerhalb der ersten 60 min waren die gemessenen Werte nach
dem Student-t Test noch nicht zueinander signifikant unterschiedlich. Fir die
Kontrollseite resultierte nach 60 min ein Anstieg auf 100 % (£ 13), fiir die Reakt-
onsseite ein Anstieg auf 113 % (* 11) des Ausgangswertes. Ein signifikanter Un-
terschied der beiden Seiten zueinander wurde nach 75 min mit einem prozentua-
len Anstieg der Reaktionsseite auf 144 % (% 15) im Vergleich zu 106 % (+ 20) der
Gegenseite evoziert. Eine Verdopplung der Laktatwerte dutch Induktion mit
Koffein auf 214 % (£ 22) wurde nach 105 min erzielt und steht einem Wert von
129 % (£ 31) der Kontrollseite gegeniiber. Der nach einer Versuchsdauer von 135
min auf der Reaktionsseite evaluierte Wert betrug 300 % ( 27) seines Ausgangs-
wertes. Der Kontrollwert war analog 153 % (£ 39). Ein stetes Maximum der Lak-

tatwerte konnte innerhalb der Versuchsdauer nicht erreicht werden.
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Abbildung 10: Korrelation der Versuchsdaner zum Laktatanstieg bei einer Flussrate von 1
mlf min. M £ SM; n =6, (#): p < 0,05.
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3.2.2 Prozentualer Laktatanstieg bei einer Flussrate von 3 pl/min

Fir eine Flussrate von 3 ul/min konnte innerhalb der ersten 45 min durch Kof-
feinstimulierung ein Anstieg des Laktatwerts auf 120 % (+ 16) des Ausgangswerts
im Vergleich zu 112 % (£ 11) der Kontrollseite bewirkt werden. Ein zufilliger
Unterschied der beiden Werte zueinander kann hierbei allerdings nicht ausge-
schlossen werden. Als signifikant unterschiedlich gelten die nach 60 min gemesse-
nen Werte von 162 % (+ 30) auf der Reaktionsseite und 120 % ( 5) der Gegen-
seite. Eine Verdopplung der Werte auf 206 % (+ 44) bei einem gleichzeitigen
Kontrollwert von 132 % (£ 16) wurde nach 90 min erreicht. Der nach 135 min
evaluierte Wert der Reaktionsseite betrug 264 % (+ 17), die Kontrolle stieg im
Verlauf des Versuchs bis auf 155 % (* 12) des Ausgangswerts an. Der Verlauf der
beiden Seiten ist insgesamt als signifikant verschieden anzusehen. Es gelang nicht,

innerhalb der Versuchsdauer ein Plateau der evozierten Laktatwerte zu bewitrken.
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Abbildung 11: Korrelation der Versuchsdaner um Laktatanstieg bei einer Flussrate von
ulf/ min. M £ SM; n =6, (¥): p < 0,05.
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3.2.3 Prozentualer Laktatanstieg bei einer Flussrate von 5 pl/min

Bei dieser Versuchsreihe wurde das Muskelgewebe der Ratte unter Verwendung
einer Flussrate von 5 ul/min perfundiert. Kontrollseite und Reaktionsseite waren
in ihrem Verlauf signifikant unterschiedlich. Hierbei wies die Reaktionsseite in
dem Intervall von 30-75 min einen Anstieg von 135 % (* 26) auf
188 % (£ 52) des Ausgangswerts auf. Der Unterschied zur Kontrollseite, die in
diesem Bereich von109 % (+ 14) auf 156 % (* 17) anstieg, ist nicht signifikant.
Erst der nach 90 min evaluierte Wert von 226 % (£ 58) auf der Reaktionsseite
war im Vergleich zu einem Kontrollwert von 153 % (* 23) mit einer Sicherheits-
wahrscheinlichkeit von 95 % als nicht zufillig zu erachten. Der nach 135 min ge-
messene Maximalwert betrug 368 % (£ 30) fir die mit Koffein stimulierte und

202 % (% 29) fir die Gegenseite.
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Abbildung 12: Korrelation der Versuchsdaner sum Laktatanstieg bei einer Flussrate von 5
wlf min. M £ SM; n =6, (¥): p < 0,05.
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3.2.4 Prozentualer Laktatanstieg bei einer Flussrate von 7 pl/min

Unter Verwendung einer Flussrate von 7 ul/min stiegen innerhalb der ersten 45
min die Laktatwerte gleichermallen auf 129 % (* 10) fiir die Kontrolle und auf
132 % (£ 19) fiir die Reaktionsseite an. Eine Verdopplung der Laktatwerte konnte
durch Induktion mit Koffein auf 211 % (* 53) bei einem gleichzeitigen Kontroll-
wert von 175 % (£ 18) nach 105 min induziert werden. Der nach 135 min erhal-
tene maximale Wert betrug 243 ( 42) seines Ausgangswertes. Die Kontrolle stieg
im Verlauf des Versuches auf 189 % (£ 13) ihres urspriinglichen Wertes an. Bei
einer Versuchsdauer von 135 min konnte allerdings weder im Student-t-Test ein
signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und Reaktionsseite bewirkt werden
noch mittels Varianzanalyse ein nicht zufillig unterschiedlicher Vertlauf per se aus-

geschlossen werden.
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Abbildung 13: Korrelation der V ersuchsdaner 3um Laktatanstieg bei einer Flussrate von 7
wl/ min. M £ SM; n =6, (#): p < 0,05.
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3.2.5 relative loss recovery von Koffein bei Flussraten von 3, 5 und

7 pl/min

Parallel zur Bestimmung der Laktatwerte wurde mithilfe der relative Joss
recovery des Perfusionmediums ein Maf3 fiir die Aufsittigung des Gewebes gewon-
nen. Die relative loss recovery bezeichnet hierbei die prozentuale Abgabe von Koffein
an das Gewebe im Bezug zur Ausgangskonzentration. Nach 15-miniitiger Perfu-
sion des Gewebes mit Koffeinlésung betrug diese fiir die Flussrate von 3 pl/min
49 % (£ 6), fur die Flussrate von 5 pl/min 34 % (£ 6) und fir die Perfusions-
geschwindigkeit von 7 ul/min 33 % (& 9). Bereits nach weiteren 15 min verzeich-
nete sie einen deutlichen Abfall auf 20 % (% 3) fir die Flussrate von 3 ul/min, auf
19 % (£ 10) fur 5 pl/min und auf 16 % (£ 6) fiir die von 7 ul/min. Nach einer
absoluten Versuchsdauer von 60 min erreichte die relative loss recovery fiir alle drei
Flussraten gleichermaBlen ein Plateau. Unter Verwendung der Flussrate 3 ul/min
bewegten sich die Werte zwischen 19 % (* 3) und 18 % (% 3). Fiir eine Perfusi-
onsgeschwindigkeit von 5 pl/min lagen die Werte zwischen 15 % (+ 4) und 18 %
( 3) und fiir die Flussrate von 7 ul/min resultierte ein Intetvall von 11 % (+ 3)
bis 14 % (X 7).
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Abbildung 14: Korrelation der relative loss recovery von Koffein ber Flussraten von 3, 5, 7
wlf min zur Versuchsdaner. M £ SM; n =6.
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3.2.6 Prozentualer Laktatanstieg bei einer Vorinjektion von 200 ul Koffein

In dieser Versuchsreihe wurden, um eine maximal schnelle Saturierung des Ge-
webes mit Koffein zu bewirken, 200 ul 80 mmolarer Koffeinlésung vor Implanta-
tion der Sonden ins Gewebe injiziert. Dies hatte eine Verdopplung der Laktatwer-
te auf 206 % (* 119) im Vergleich zu einem Kontrollwert von 98 % (+ 19) nach
15-miniitiger Versuchsdauer zur Folge. Bereits nach 30 min galt der auf der Reak-
tionsseite evaluierte Wert von 313 % (£ 104) als signifikant unterschiedlich zu
dem auf der Kontrollseite gemessenen Wert von 100 %. Ab einer absoluten Ver-
suchsdauer von 75 min wurde ein steter Maximalwert erreicht, der sich in dem
Intervall von 428 % (£ 62) bis 445 % (£ 47) bewegte. Fiir die Kontrolle wurde
nach 135-miniitiger Versuchsdauer ein Maximalwert von 177 % (+ 22) evaluiett.
Die Varianzanalyse ergab fiir Kontrolle und Reaktionsseite einen signifikant un-

terschiedlichen Vetlauf.
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Abbildung 15: Korrelation von Laktatanstieg zur 1V ersuchsdaner bei einer 1V orinjektion von
200u! Koffein und einer Flussrate von 1 plf min. M £ SM; n = 6, (¥): p < 0,05.
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3.2.7 Prozentualer Laktatanstieg bei einer Vorinjektion von 100 ul Koffein

Unter Verwendung einer Vorinjektion von 100 pl Koffeinlésung betrug der erste
evaluierte Wert auf der Reaktionsseite 117 % (£ 33) im Vergleich zu einem Kon-
trollwert von 104 % (% 8). Eine Verdopplung auf 218 % (£ 58) bei einer Kontrol-
le von 100 % wurde nach 30 min evoziert. Die beiden Werte sind hierbei mit ei-
ner Sicherheitswahtscheinlichkeit von 99 % nicht identisch, der Unterschied ist
also signifikant. Nach einer Versuchsdauer von 75 min wurde das Maximum der
Laktatproduktion mit einem Wert von 305 % (£ 61) erreicht. Im weiteren Verlauf
fielen die Werte auf 271 % (F 63) ihres Ausgangswerts ab. Die Kontrolle erreichte
ein Maximum von 146 % (* 17) im Verlauf einer Versuchsdauer von 135 min.
Zusitzlich zur Kontroll- und Reaktionssonde wurde eine dritte mit einer Votin-
jektion von 100 ul Ringerlésung implantierte Sonde verwendet. Korreliert man die
Mittelwerte dieser Sonde mit denen der Reaktionssonde, konnte bereits fur die
erste Messung ein signifikanter Unterschied von 117 % (£ 33) zu 66 %
(* 20) bewirkt werden. Die Werte der dritten Sonde stiegen im Vetlauf des Ver-
suchs stetig an und der nach 135 min gemessene Wert betrug 124 % (* 21) des
Ausgangswerts der Kontrollseite. Beide Kontrollsonden verliefen hierbei zur Re-

aktionsseite signifikant unterschiedlich.
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Abbildung 16: Korrelation von Laktatanstieg zur |V ersuchsdaner bei einer 1V orinjektion von
100 ! Koffein und einer Flussrate von 1 mil/ min. M £ SM; n = 6, (%): p < 0,05.

3.3 In vivo-Versuche am Schwein

Verwendung fanden 5 weibliche Schweine der Rasse Pietrain. Eine Genehmigung

der 6rtlichen Tierschutzkommission liegt vor.

3.3.1 Prozentualer Laktatanstieg bei einer Vorinjektion von 200 ul Koffein

Durch eine Versuchsreihe (n = 5) an Schweinen konnte 7# #wo durch eine Vorin-
jektion von 200 ul Koffeinlésung bereits nach 15 min ein Laktatanstieg auf 608 %
(+ 224) bei einem gleichzeitigen Kontrollwert von 187 % (* 48) induziert werden.
Nach 30 min erreichte der durch Koffein evozierte Wert sein Maximum von 757
% (£ 321). Im weiteren Verlauf fielen die Werte stetig bis auf den nach 135 min
gemessenen Wert von 276 % (£ 96) ab. Die Kontrolle erreichte thren maximalen
Laktatwert nach 45 min und bewegte sich fiir die Dauer des Versuchs in einem
Bereich von 110 % (* 48) bis 176 % (* 52) ihres Ausgangswerts. Fiir das Zeitin-
tervall 15-90 min konnten die Werte als signifikant unterschiedlich angenommen
werden. Fir die nach 105 min evaluierten Werte konnte ein zufilliges Ergebnis

nicht mit austeichender Sicherheit ausgeschlossen werden.
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Der Verlauf von Kontrollseite und Reaktionsseite an sich war laut Varianzanalyse

signifikant unterschiedlich.
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Abbildung 17: Korrelation von Laktatanstieg zur 1V ersuchsdauner bei einer 1V orinjektion von
200 u! Kofffein am Schwein. M £ SM; n = 5, (¥): p < 0,05.
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4 Diskussion

4.1 Methodik

4.1.1 Grundlagen der Methodik

Die maligne Hyperthermie, eine lebensbedrohliche akute pharmakologische Er-
krankung, wird durch Exposition zu volatilen Anisthetika und depolarisierenden
Muskelrelaxantien wihrend einer Narkose verursacht. Da es sich bei det MH um
eine akute Komplikation der Anisthesie handelt, die mit einer Mortalitdtsrate von
5 % - 10 % einhergeht, ist ein sensitives Screeningverfahren unbedingt notwen-
dig.”8226 Der bislang angewandte und durch das Protokoll der EMHG standardi-
sierte in vitro-Koffein-Halothan-Kontraktur-Test (IVCT) erreicht eine diagnosti-
sche Sensitivitit von 99 % und eine Spezifitit von 93 %.25113 Nachteile des IVCT
liegen in seiner Invasivitit wie seinem finanziellen und zeitlichen Aufwand. Des-
halb besteht seit langem der Bedatf nach einem spezifischeren sowie weniger in-
vasivem und aufwendigem Verfahren.

Mit der Mikrodialyse liegt ein solches wenig invasives Verfahren vor, das zuneh-
mend Bedeutung im Bereich der klinischen Forschung und Diagnostik etlangt.
Aufgrund der spezifischen Eigenschaften der MD ist es méglich, den Stoffwech-
sel lokal zu beeinflussen und daraus resultierende Metabolite zu bestim-
men, 162165215 Urspriinglich in der Hirnforschung angewandt, bietet die MD die
Maoglichkeit, die Extrazelluldrflissigkeit simtlicher Kérperkompartimente zu ana-
lysieren.158.227.228 Eine Anwendung der Mikrodialysetechnik im Skelettmuskel fin-
det ihre Berechtigung in vorangegangenen Studien. So gibt es verschiedene Verof-
fentlichungen, die belegen, dass Laktatmessungen im Skelettmuskel der Ratte
moglich sind und daraus Riickschlisse auf den Zellmetabolismus des Organismus
gewonnen werden kénnen.?2%230 Dieses konnte auch durch Untersuchungen am

humanen Skelettmuskel gezeigt werden.15%:160.231
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Die hier verwandte Methode der MD findet ihre Bestitigung u.a. in den Studien
von MULLER ET AL. Diese applizierten Theophyllin mittels der Methode der rever-
se microdialysis in das Interstitium des humanen Skelettmuskels und konnten einen
Anstieg des cAMP als Indikator fiir die Aktivitit der Phosphodiesterase mes-
sen.?3?

Die MH beruht auf einer Dysregulation der Kalziumhomd&ostase der Skelettmus-
kelzelle, die sich in einem tiiber die Norm gesteigerten Austritt von Kalzium aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum in das Sarkoplasma zeigt.!327 Aus der patho-
logischen Exazetbation der Kalziumausschiittung der Muskelzelle resultiert eine
Stoffwechselentgleisung, die schlieBlich unter anaerobem Metabolismus mit einem
signifikantem Laktatanstieg einhergeht.>?7.77:233 Die hohen Laktatwerte entstehen,
da im sich kontrahierendem Muskel unter anaeroben Bedingungen die Geschwin-
digkeit der Pyruvatproduktion sowie der NADH-Bildung durch die Glykolyse die
Rate der Pyruvat- und NADH-Oxidation durch den Citratzyklus tbersteigt. Die
Anhiufung von Pyruvat und NADH wird durch die Laktatdehydrogenase, die
Pyruvat zu Laktat reduziert und NADH zu NAD™ oxidiert unterbunden.”® Mit
zunehmender Kalziumfreisetzung und daraus folgender Steigerung des Stoff-
wechsels resultiert also ein starker Anstieg des Laktatspiegels.

Darauf griindet die im MH-Labor der Universitit Wiitzburg untersuchte These,
dass mithilfe von durch MD-Sonden applizierten Substanzen eine lokale MH-
dhnliche Reaktion im Skelettmuskel ausgelost und deren Eintreten anhand der
Analyse der lokalen Laktatproduktion diagnostiziert werden kann. Hierbei wird
fir MHS-Personen ein signifikant héherer Wert als fiir MHN-Personen ange-
nommen. Im Verlauf von Voruntersuchungen wurden diverse Substanzen als
MH-Stimulans angewendet, u.a. Koffein.

Mit Koffein wird in dieser Studie ergo ein Stimulans verwendet, welches als zu-
verlissige Testsubstanz seit den 70er Jahren Verwendung im IVCT findet?>112114
und glykolytische Stoffwechselprozesse triggert indem es Einfluss auf die elekt-
romechanische =~ Kopplung  zwischen  Aktionspotential und  Muskel-

kontraktion nimmt. Der ausschlaggebende Faktor ist hierbei die erh6hte Sensibili-
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tit des MH-Muskels gegeniiber Koffein im Vergleich zum Gesunden. Durch Bin-
dung an den Ryanodinrezeptor versetzt Koffein diesen in ein priaaktives Stadium.
Ein erhohter Kalziumausstrom mit nachfolgender Muskelkontraktion und gestei-
gertem Energieverbrauch ist die Folge.8.102

Die fiir die Koffeinstimulation bislang entwickelte Methode bedarf in ihrem der-
zeitigen Stadium jedoch einer die Versuchsdauer betreffenden Modifizierung, da
die bislang benétigte Versuchsdauer von ca. 3 h dem Patienten nicht zuzumuten
ist und bislang in dem angegebenen Untersuchungszeitraum die maximale Stimu-
lation der Laktatproduktion nicht erreicht werden konnte. Das Ziel der votliegen-
den Untersuchung war die Modifikation der Methodik der oben genannten Studie.
Mithilfe verschiedener Applikationsformen von Koffein sollte eine maximale Sti-
mulation der lokalen Laktatproduktion erreicht und die fiir den Patienten entste-

hende Untersuchungszeit auf ein ertrigliches Mal3 verkiirzt werden.

41.2 Methodenkritik

Dieser Arbeit liegt die These zugrunde, dass die durch Mikrodialyse gewonnenen
Laktatwerte einen direkten Riickschluss auf den durch Koffein stimulierten Zell-
metabolismus zulassen. Im folgenden werden mdgliche Mechanismen diskutiert,
die eine durch die Methode induzierte Verfilschung der Laktatwerte nach sich
ziehen konnten. Im Rahmen der Mikrodialyse ergeben sich Einflussfaktoren in
der Wahl des Perfusionmediums, der gewihlten Flussrate und der richtigen Kalib-
rierung der Sonden. Insbesondere muss diskutiert werden, inwieweit die Implanta-
tion der Sonden ein Trauma hervorruft.

In den dargestellten Versuchen wurde als Basismedium eine Ringerlésung ver-
wendet, die zur Extrazellulirfliissigkeit des Muskelgewebes weitgehendst isoton ist
und sich bereits in verschiedenen Studien {ber den Skelettmuskel etabliert
hat.231,234,235

Ein evtl. bestehender Temperaturgradient zwischen Sonde und Gewebe und seine
mogliche Beeinflussung des Gewebes bzw. des Diffusionsvorgangs ist Thema

einer Untersuchung von LANGE ET AL.1°0192 Djese ergab, dass isotone Perfusi-
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onsmedien aufgrund von Temperaturverinderungen keine Abweichungen evo-
zierten, bei Perfusion mit hypotonen Medien hingegen das Gewebe den durch
den Temperaturgradienten entstandenen Effekt bei Raumtemperatur nicht kom-
pensieren konnte.192236 In der vorliegenden Atbeit wurde ein raumtemperiertes,
isotones Perfusionsmedium verwendet, so dass eine Auswirkung auf den Metabo-
lismus des dialysierten Gewebes nicht wahrscheinlich ist.

Neben der Wahl der Dialysesonde sowie der Zusammensetzung und Temperatur
der Perfusionsfliissigkeit beeinflusst die Flussrate die Messergebnisse wesentlich.
In der vorgelegten Arbeit wurde eine mdglichst schnelle Aufsittigung des Gewe-
bes mit der Triggersubstanz Koffein angestrebt, um innerhalb kiirzester Zeit eine
maximale Laktatproduktion zu induzieren. Hierzu wurde die Perfusionsgeschwin-
digkeit variiert bzw. Koffein direkte in das anschlieBend perfundierte Gewebe
initiiert. Allgemein gilt, dass die Perfusionsgeschwindigkeit mit der absoluten pro
Zeiteinheit in das Gewebe gebrachten Stoffmenge einer Substanz positiv kotre-
liert ist und die relative recovery sich zur Flussrate invers verhalt.168,177.237

Aus einer Zunahme der Perfusionsgeschwindigkeit resultiert aber auch eine intra-
luminale Drucksteigerung, die bei Ubersteigen des Umgebungsdrucks eine Netto-
Flussigkeitsverschiebung aus der Sonde heraus zur Folge haben kann.?36 RUGGERI
ET AL. untersuchten unter verschiedenen Flussraten den Druckgradienten entlang
der Sonde und verzeichneten ein starkes Abfallen des intraluminalen Drucks bis
zum Beginn der permeablen Membran.1% LINDEFORS verglich die zugefiihtte
Flissigkeitsmenge mit der des Dialysats und konnte lediglich einen Unterschied
von < 0,1 % zeigen.1% In Ubereinstimmung mit MULLER ET AL. gab LLINDEFORS
als sicher verwendbare Flussrate einen Bereich von 1-10 ul/min an.23 Die in die-
ser Arbeit an den Ratten verwendeten Flussraten verlieBen diesen Rahmen nicht.
Einer der Nachteile der Mikrodialyse liegt in det Evaluierung der iz vivo-
Konzentration der gemessenen Substanz. Eine Kalibrierung im eigentlichen Sinne
fand bei den hier durchgefithrten Versuchen nicht statt, da die Laktatproduktion
auch ohne Stimulation iiber die Zeit anstieg. Laut ARNER UND BULOW kommt es

bei einer kinetischen Studie nicht auf die Bestimmung des wahren Wertes der zu
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messenden Substanz an, sondern vielmeht auf den relativen Unterschied zu einem
zuvor bestimmten Basalwert.16>

Dieser findet seine Beriicksichtigung in der 15-miniitigen Aquilibrie
rungsphase. Grund hierfiir ist die zu Beginn niedrigere recovery, die ihre Ursache
nicht allein in der durch die Sondenimplantation hervorgerufene Irritierung des
Gewebes hat. Vielmehr kommt der Tatsache, dass dem Gewebe durch die Dialyse
Substanzen entzogen werden und dieses erst in seiner Stoffwechselproduktion
angeregt werden muss, um ein neues stady-state zu erreichen, die eigentliche Be-
deutung zu.1792% Die angestrebte Aguilibrierung konnte bereits nach weiteren 15
min erreicht werden, was die im Verlauf folgenden Messergebnisse der Kontroll-
seite belegen.

Vor allem bei der Implantation der MD-Sonde kénnen Probleme auftreten, die
moglicherweise zu einer Verfilschung der Untersuchungsergebnisse fiih-
ren.166:239.240 Zwrar wird die MD zu den non-invasiven Verfahren gezihlt, dennoch
zieht jede Perforation des Gewebes unmittelbar eine lokale Verletzung nach
sich.197.198.199 Verschiedene Studien legen allerdings nahe, dass das Traumarisiko
als vernachlissigbar gering eingestuft werden kann.19>19%.202 ROSDAHL ET AL. wei-
sen bspw. darauf hin,?* dass trotz Lision des Zellgewebes durch eine Implantati-
on immer noch ein ausreichend groBler Teil des durch die Dialyse beeinflussten
Gewebes unbeschadigt bleibt. Unter Bezugnahme auf die Untersuchungen von
BENVENISTE ET AL. und BUNGAY ET AL. kann angenommen werden, dass zu-
mindest der fiir 1 mm unmittelbar an die Sonden angrenzende Bereich des Gewe-
bes vollstindig durch die Diffusion Gber die Membran beeinflusst wird.163172

Ein weiterer Aspekt ist die Frage nach der unmittelbaren Reaktion des Zellorga-
nismus auf die Lision durch die MD-Sonde. Hierbei kommt es zu einem Anstieg
des Glukosemetabolismus, einer Abnahme der Gewebedurchblutung und einer
Unterbrechung der Transmitterfreisetzung.?03,241,242 BENVENISTE ET AL. konnten
nachweisen, dass sich die Implantationstraumata innerhalb von 2 h bereits merk-
lich, aber erst nach 24 h vollstindig riickbilden.23 Ahnliche Resultate erzielten

VESTERING UND DE VRIES in ihrer Studie.?%5 Bei einer absoluten Dauer der hier
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vorgestellten Versuche von 150 min koénnte aus den unmittelbaren Reaktionen
des lidierten Gewebes durch die Anregung der Glykolyse eine Verfilschung der
Laktatwerte resultieren. BOLINDA ET AL. eruierten jedoch lediglich fiir die ersten
30 min nach Setzen der Sonde einen Anstieg des ATPs als vermutliche Reaktion
auf das Initialtrauma.?43

MEYERSEN ET AL. bestitigten diese Ergebnisse, und konnten feststellen, dass zu-
dem bei im Verhiltnis zur Sonde gréBeren Organen die Aquilibrierung schneller
erreicht wird. Fir das menschliche Gehirn bspw. witd eine Zeitspanne von ledig-
lich 10-20 min benétigt.?** In den vorliegenden Versuchen wurden die baselines
nach ca. 30 min erreicht. Selbst eine Vorinjektion von 100 pl Ringerlésung in das
anschlieBend perfundierte Gewebe vetlingerte die dazu bendtigte Zeit nicht. In
Anlehnung an UNGERSTEDT ET AL., die ein direktes Abhingigkeitsverhiltnis zwi-
schen dem Ausmal} des Gewebetraumas und der Zeit, die zum Erreichen det base-
line benotigt wird eruierten,!5! darf daher fiir die vorliegenden Versuche ein getin-
ges Gewebetrauma angenommen werden.

In histopathologischen Studien konnten nur sehr geringfiigice morphologische
Verinderungen der Zellen und des Gewebes nachgewiesen werden.!50-200,201 Djese
waren mit der Dialysedauer positiv korreliert und traten erst nach lingeren Zeit-
rdumen ab ca. 10 h auf.199202 Inwieweit aus den fiir die hier prisentierte Untersu-
chung durchgefiihrten Vorinjektionen von 100 ul Koffein in das anschlieBend
perfundierte =~ Gewebe  nekrotische = Verinderungen  der  Zellmatrix
hervorgehen, wurde histologisch untersucht.

Hierbei konnten, wie in Abbildung 18 dargestellt, keine pathologischen Verinde-

rungen des Gewebes festgestellt werden.
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Abbildung 18: Mikrodialysesonde im  Skelettmuskel der Ratte nach Dialyse mit
Koffeinperfusat.

Ein anderer Aspekt, der beriicksichtigt werden muss, ist inwieweit endogene Vor-
ginge im Versuchstier zu einer Verfilschung der Ergebnisse fithren kénnen.
Hierzu zdhlen Verinderungen in der Korpertemperatur, der Plasmaglukose und
der lokalen Durchblutung. Auch die Einwirkung von unwillkiitlichen Muskelkon-
traktionen auf den Versuchsablauf soll erortert werden

Die hier prisentierten Versuche wurden bei Raumtemperatur vorgenommen, die
Ratten mit Ringerl6sung der Umgebungstemperatur infundiert und das zu unter-
suchende Gewebe mit einem raumtemperierten Perfusat dialysiert. Ein rasches
Angleichen der Koérpertemperatur der Ratten auf Raumtemperatur ist daher an-
zunehmen. Da die Raumtemperatur wetterabhingigen Schwankungen von 1-4 °C
unterlag, kénnten hieraus Konsequenzen beziiglich der Messergebnisse resultie-
ren. Eine von ROTH UND BROOKS vorgestellte Studie, die die Laktataufnahme im
Skelettmuskel zum Thema hat, konnte bei Korpertemperatur eine bis zu 3-fach
schnellere Laktataufnahme in die Zelle verzeichnen als bei Raumtemperatur.245
Eine niedrigere relative recovery der Laktatwerte ist folglich bei h6heren Temperatu-

ren moglich. Allerdings traten signifikanten Unterschiede nur in der Initialphase
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des Versuchs auf und die verinderten Versuchsbedienungen waren fir Verum-
und Kontrollgruppe konstant. Eine Verfilschung der prozentu-alen Endergebnis-
se ist somit weitgehendst ausgeschlossen.

Ein weiterer moglicher Einflussfaktor auf die ethaltenen Laktatwerte ist eine als
reziprok angenommene Relation zwischen Blut und Muskelgewebe. YKI-
JARVINEN ET AL. untersuchten mithilfe von arteriovendsen Messungen des Lak-
tatspiegels das Verhalten des Muskelgewebes hinsichtlich der Blutglukose.?4¢ Sie
konnten an Ratten zeigen, dass Plasmalaktatwerte wihrend Fasten zu einem we-
sentlichen Teil aus dem Skelettmuskel resultieren, nach Nahrungsaufnahme hin-
gegen die Glukoseaufnahme und deren Utiliserung vorwiegend in anderen Gewe-
ben als dem des Muskels stattfindet. ROSDAHL ET AL. und JANSSON ET AL. besti-
tigten diese Ergebnisse unter Verwendung der MD.?31:247 Deren Studie zeigt, dass
eine Zunahme der Blutglukose nicht mit einem Anstieg des Laktats im Muskelge-
webe korreliert. Die Versuchstiere der hier vorgelegten Arbeit verfiigten tiber ein
stindig ausreichendes Nahrungsangebot, so dass eine, wie von YKI-JARVINEN ET
AL. angenommene, durch Fasten induzierte Laktatproduktion der Skelettmuskel-
zelle ausgeschlossen werden kann.

Wie sich andererseits der Plasmaglukosespiegel auf die Durchblutung von Mus-
kelgewebe auswitkt, ist Thema einer Studie von HAGSTROM-TOFT ET AL. Diese
konnten wihrend einer insulininduzierten Hypoglykimie einen Anstieg des loka-
len Blutflusses im Fettgewebe, nicht aber im Skelettmuskel beobachten.!>® Thre
Ergebnisse beziiglich der Verinderungen im Fettgewebe fanden ihre Bestitigung
durch BOLINDER ET AL. und FERNQUIST-FORBES ET AL.248.249 Kontrovers zu den
von HAGSTROM-TOFT ET AL. bezlglich der Durchblutung des Skelettmuskels
vorgelegten Annahmen ermittelten HICKNER ET AL. anhand von Versuchen an
der Ratte, dass wihtend einer induzierten Hypoglykimie ein Anstieg der Durch-
blutung des Muskelgewebes stattfindet.?>

Inwieweit eine Verdnderung des lokalen Blutflusses relevant fiir eine mogliche
Verfilschung des Testergebnisses ist, wird im folgenden diskutiert. Die Konzent-

ration einer im Interstitium des Gewebes zu messenden Substanz wird durch ihre
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Produktion und ihren Abbau durch die Zelle sowie durch ihre Zufuhr und ihren
Abtransport durch den lokalen Blutfluss limitiert.'®> Eine von KURSAWA ET AL.
entwickelte Methode ergab, dass der Einfluss des lokalen cerebralen Blutflusses
auf die 7z vivo recovery von Laktat vernachlissigbar gering sei.?5! Die Methode und
ihre Ergebnisse wurden allerdings kurz darauf von HICKNER ET AL. in Frage ge-
stellt.252 Diese fligten dem Perfusionsmedium Ethanol zu und nahmen Veridnde-
rungen in dessen reative loss recovery als Zeichen fiir Schwankungen in der lokalen
Gewebedurchblutung des Skelettmuskels an.?52253 Allerdings liefert die ,,Ethanol-
Methode“ nur Informationen iber qualitative Verinderungen des Blutflusses,
nicht aber iiber deren quantitative Auswirkungen.!>

ROSDAHL ET AL. postulierten nach dem gleichen Prinzip anhand der
clearance des dem Perfusat beigesetzten Ethanols als generell geltende Beziehung
zwischen Glukosespiegel und Blutfluss, dass mit gesteigerter Durchblutung des
Gewebes dessen Glukosespiegel sinkt.23! Unter gleichen Versuchsbedingungen
konnten ROSDAHL ET AL. zeigen, dass mit erh6htem lokalen Blutfluss keine
Verinderung  der  Laktatwerte  einhergeht. Durch  Anlegen  einer
Blutdruckmanschette bewirkten sie eine Reduktion der Gewebedurchblutung,
wovon die Glukosewerte unbeeinflusst blieben.?! Den angegebenen Studien ist
gemein, dass keine oder zumindest nur eine geringe Verinderung des
Laktatmetabolismus der Muskelzelle aus einer Steigerung der Durchblutung resul-
Kaymmt es im dialysierten Gewebe jedoch zu einer Ischimie, so geht diese mit
einem groBen Laktatanstieg einher.?54255256 Djeser selbst ist wiederum Ursache fir
eine Schidigung des betroffenen Gewebes, woraus ein cireulus vitiosus resul-
tiert.?57258 Laut HARRIS ET AL. und LARSSON ET AL. ist der Laktatspiegel des
Muskels bereits 5 min nach Auslésung einer Ischimie um ein vielfaches hoher, als
der nach dieser Zeitspanne seinen Maximalwert erreichende Laktatplasmaspie-
2el.2572%9 Dies weist auf einen rapiden Anstieg der Laktatproduktion im humanen
Muskelgewebe hin.?3> MULLER ET AL. untersuchten dialytisch Laktat, Thrombo-
xan Az und Glukose auf ihre Beziehung zur Ischimie und erzielten hierbei zwar

quantitativ niedrigere Werte, konnten die Kinetik der Laktatproduktion aber bes-
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titigen. Die im Vergleich zu anderen Studien niedrigeren absoluten Werte des
Laktatspiegels begriinden MULLER ET AL., die Untersuchungen am ruhenden Ske-
lettmuskel vornahmen, damit, dass diese in ihrer Ausprigung vom momentanen
Energieverbrauch des Muskels abhingen.235:254260

Um eine gute Perfusion des Gewebes zu gewihrleisten, wurde den fiir die vorlie-
genden Untersuchungen verwendeten Ratten primortal eine standardisierte Men-
ge Heparin in die Nierenvene injiziert. Um eine evtl. dennoch aufgetretene regio-
nale Perfusionsstérung als Ursache fiir die gegeniiber det baseline signifikant er-
héhten evaluierten Laktatwerte auszuschlieSen, wurde die Infusionslésung nach
Versuchsende mit Methylenblau angereichert. Versuchstiere, bei denen keine sei-
tengleiche deutliche Verfirbung der hinteren Extremititen eintrat, wurden von
der Auswertung ausgeschlossen.

Von Intetesse ist auch, inwieweit Muskelkontraktionen die Mikrodialyse beein-
flussen. ROSDAHL ET AL. untersuchten die Auswitkung von willkiitlichen und
unwillkiitlichen Muskelzuckungen auf das dialysierte Gewebe.?3! Hierzu platzier-
ten sie in jedem Oberschenkel der Probanden eine Sonde und korrelierten diese
miteinander. Eine Beschiddigung der Sonden sowie des umgebenden Gewebes
aufgrund des Spannungsanstiegs in der Muskulatur konnte dabei nicht beobachtet
werden. Glukose, Laktat und lokale Durchblutung dienten hierbei als Parameter
fir die durch die Kontraktion hervorgerufenen Verinderungen. Die im ruhenden
Muskel auftretenden Unterschiede zwischen beiden Beinen waren denen nahezu
identisch, die nach einer standardisierten Anzahl isotoner Kontraktionen auftra-
ten. Aus dieser Beobachtung folgerten ROSDAHL ET AL. zum einen, dass die MD
als Messmethode im ruhenden wie auch im kontrahierenden Muskel ihre
Anwendung finden kann, und zum anderen, dass Verfilschungen der Laktatwerte

im ruhenden Muskel durch unwillkiitliche Muskelzuckungen minimal sind.?3!

4.2 Ergebnisse

Die bereits von ANETSEDER ET AL. entwickelte Methode sollte in dieser Arbeit

variiert und der Versuchsablauf dadurch beschleunigt werden. Fiir eine Modifika-
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tion der Methode in Bezug auf ihre Durchfithrungsdauer bieten sich zwei Vorge-
hensweisen an. Die eine bedient sich einer Variation der Perfusionsgeschwindig-
keit. Die andere umfasst eine direkte Injektion von Koffein in das anschliefend
perfundierte Gewebe.

Anhand von drei Versuchsreihen wurde demnach das Diffusionsverhalten von
Laktat und Koffein unter Verwendung verschiedener Flussraten 7z vitro getestet,
um Aufschluss Gber die Diffusionskapazitit der Membran in bezug auf Laktat
und Koffein zu gewinnen. Bei einer MD 7 vivo hingegen liegen dabei Einfluss
faktoren vor, die bei einer MD 7 witro von vorne herein ausgeschlossen
sind.165174175 Von Interesse war die Flussrate, die fiir Koffein die maximale absolute
recovery und dabei noch eine ausreichende Konzentration von Laktat im Dialysat
(relative recovery) erreicht, um Laktat spektrophotometrisch sicher und zuverlissig
messen zu konnen. Unter det absoluten recovery ist hierbei die nach einer definierten
Zeitspanne ans Gewebe abgegebene Stoffmenge einer Substanz zu verstehen.
Unter Verwendung verschiedener Flussraten von 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25, 30
ul/min 7z vitro ergab sich, dass die in ihter Effizienz optimale Flussrate fir einen 7
vivo-Versuch zwischen 1-10 ul/min liegen muss. Jenseits dieses Bereichs ist die
Membrankapazitit nahezu ausgeschopft und es konnte keine bedeutende Steige-
rung der absoluten recovery erreicht werden. Bei einer Perfusionsgeschwindigkeit
groBer als 10 pl/min tberwiegen demnach die Nachteile des Verfahrens.

So besteht u.a. die Gefahr, dass es durch die zunehmende Steigerung des intralu-
minalen Drucks in der Sonde zur Filtration von Dialysat und damit zu einer Ver-
filschung der Ergebnisse kommt.236

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden vier Versuchsreihen mit Flussraten von
1, 3, 5, 7 ul/min am isoliert perfundierten Skelettmuskel von Ratten durchgefiihrt.
Durch eine 30-miniitigen Vorlaufzeit mit Ringer als Perfusat konnte eine Aqui-
librierung der Laktatwerte erreicht werden. Der dennoch tiber den gesamten Ver-
suchverlauf auch in der Kontrollgruppe zu beobachtende miaflige Anstieg der Lak-
tatwerte erklart sich durch die geringere Anzahl von O»-Trigern in Ringer als dem

physiologischen Blut.

73



Anhand dieser Versuchsreihen zeigt sich, dass aus der Erhéhung der Perfusions-
geschwindigkeit zwar héhere absolute Laktatwerte resultierten, jedoch der Lakta-
tanstieg in seinem kinetischen Verlauf per se nicht beeinflusst werden konnte. Eine
Modifikation der Flussrate hat folglich keinen signifikanten Einfluss auf die Ver-
suchsdauer. Ein Grund dafiir ist, dass nicht die Membrankapazitit der limitieren-
de Faktor ist, sondern die Diffusionsgeschwindigkeit von der Diffusion des Lak-
tats durch das die Sonde umgebende Muskelgewebe mit Bindegewebssepten und
Fasermembranen vorgegeben wird.17217%:194 Weiterhin kann dies durch den schnel-
leren Abtransport des Koffeinkonzentrats durch die dem lebenden Organismus
eigene Durchblutung bedingt sein oder bedeuten, dass eine Induktion des Stoff-
wechsels durch Koffein generell einer gewissen Zeitdauer bedarf. Diese These
wird jedoch in den darauffolgenden Versuchen wiederlegt. Inwieweit es der Auf-
rechterhaltung eines gewissen Koffeinspiegels bedarf um eine ausreichende In-
duktion des Stoffwechsels zu induzieren und welchen Einfluss dies auf die Ver-
suchsdauer hat, wird im folgenden diskutiert.

Mithilfe der relative loss recovery, die ein Maf3 fir die dem Konzentrationsgradienten
folgende Diffusion von Koffein durch die Membran ist, wurde die Zeit ermittelt,
die zur Koffeinaufsittigung des Gewebe benétigt wird. Daraus ergab sich ein Ein-
treten der Saturierung unabhingig von der gewidhlten Perfusions-geschwindigkeit
nach ca. 35 min. Aus diesen Ergebnissen muss gefolgert werden, dass allein durch
Koffeinzufiihrung iber die MD-Sonde sich die zum Erreichen des absoluten Sit-
tigungspunktes des Gewebes bendtigte Zeit von mind. 35 min nicht reduzieren
lasst.

Infolge dieser Ergebnisse wurden andere Wege zu einer schnelleren intramuskula-
ren Stimulation mit Koffein beschritten. Zwei Versuchsreihen sahen die direkte
Injektion von Koffein in die Adduktorengruppe des Hinterlaufs der Ratte vor. Als
Referenzwert fiir die Ermittlung des prozentualen Laktatanstieg diente im Fall der
200 pl-Vorinjektion eine nach 30 min entnommene Probe auf der Kontrollseite.
Grund hierfiir ist die fehlende Aquilibrierungsphase und die Annahme, dass der

erste Wert durch die Implantation der Sonde verfilscht ist. Es konnte innerhalb
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von 15 min eine Steigerung des Laktatspiegels auf 205 % (* 88) und nach 45 min
eine Steigerung auf 372 % (£ 86) des Ausgangswertes induziert werden. Laktat
stieg nach Koffeininjektion im Vergleich zur kontralateralen Kontrollgruppe sig-
nifikant an. Bei der Vorinjektion von 100 pl wurde innerhalb von
30 min eine Verdopplung des Ausgangswerts auf 218 % (+ 58) erreicht. Dessen
Berechnung beruht auf einem Referenzwert, der aus dem 30 Minuten-Wert der
mit einer Vorinjektion von 100 ul Ringerlésung implantierten Kontrollsonde re-
sultiert. Hierbei ist bereits der nach 15 min gemessene Wert signifikant
unterschiedlich zur Kontrollseite.

Durch das direkte Injizieren von Koffein ist es somit moglich, das Gewebe un-
mittelbar zu saturieren und eine maximale Laktatproduktion bereits nach ca.
45 min und einen signifikanten Unterschied zur Kontrollseite bereits nach 15 min
zu etreichen. Die erwiinschte Akzeleration der Stimulation des lokalen intramus-
kuliren Stoffwechsels durch Koffein bei der isolierten Perfusion des Skelettmus-
kels konnte also erreicht werden. Abbildung 19 verdeutlicht den zeitlichen Vorteil
der Modifikation im Vergleich zur Ausgangsmethode.
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Abbildung 19: Korrelation der Versuchsdaner zum Signifikanznivean. Es sind die ur-
spriinglich verwendete Flussrate von 1 ul/ min und die Versuchsreihe mit 100 pl Vorinjektion
von Koffein dargestellt. Die Sicherbeitswabrscheinlichkeit wird mit g 2 0,95 angegeben.

Zur Ubetpriifung dieser Ergebnisse i vivo wurde eine Versuchsteihe (n = 5) an
andsthesierten Schweinen durchgefiihrt. Koffein stimuliert hierbei die Laktatpro-
duktion bereits nach 15 min bis zu einer Zeitdauer von 90 min signifikant im Ver-
gleich zur kontralateralen Kontrollmessung. Danach fallen die Laktatwerte auf der
mit Koffein perfundierten Seite deutlich ab. Ursache hierfiir ist vermutlich die im
Vergleich zum #z vitro-Versuch bessere Durchblutung des Gewebes und ein daraus
resultierender vermehrter Abtransport der Triggersubstanz. Die 7z vivo-Ergebnisse
bestitigen die Anwendbarkeit der modifizierten Methode als Mdéglichkeit, gleich-
zeitig eine maximale lokale Stimulation der Laktatproduktion durch Koffein sowie

eine Akzeleration der Versuchsdauer zu erreichen.

4.3 Ausblick

Die Mikrodialyse ist eine geeignete Methode, den Stoffwechsel des Skelettmuskels
der Ratte lokal zu messen und durch Koffein zu beeinflussen, ohne systemisch zu
wirken. Eine Anreicherung des Gewebes mit Koffein hat hierbei nachweislich
eine  Zunahme  der  Laktatproduktion zur  Folge. Durch eine
vorherige Aufsittigung des Gewebes mit Koffein durch eine Vorinjektion von
Koffeinlésung in das die Sonde umgebende Gewebe lisst sich diese maximal

schnell bewirken. Erste Versuche an gesunden Schweinen lassen eine Reprodu-

76



zierbarkeit der Methode 7z vivo durchfiihrbar erscheinen. Versuchsreihen an MH-
suszeptiblen Schweinen im Vergleich zu MH-unempfindlichen Schweinen werden
zeigen, ob bei lokaler Beeinflussung des Metabolismus ein signifikanter Unter-
schied in der Laktatproduktion besteht, der sich mit der MD-Technik induzieren
und nachweisen ldsst. Im Ausblick wire dann mit dieser Methode ein mdglicher-
weise sehr sensitives, wenig invasives Untersuchungsverfahren in der wissen-

schaftlichen Untersuchung und Diagnostik einer MH-Veranlagung gefunden.
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5 Zusammenfassung

Die Maligne Hyperthermie ist eine autosomal-dominant vererbbare Erkrankung,
die sich klinisch unter Allgemeinnarkose mit einem erhéhten Metabolismus, Azi-
dose, Muskelrigiditit und Hyperthermie manifestiert. Als Pathogenese wird eine
Dystregulation der intrazelluliren Kalziumhomdostase angenommen. Thre Priva-
lenz in der Bevolkerung wird auf 1:10°000 bis 1:20°000 geschitzt, ihre Mortalitits-
rate betrdgt 5-10 %. Gegenwirtig stellt der iz vitro-Kontrakturtest mit Halothan
und Koffein die einzige Mdglichkeit zur prisymptomatischen Diagnose der MH
dar. Bis heute fehlt ein als Screening-Verfahten geeigneter, akkurater nicht-
invasiver Nachweis der MH-Empfindlichkeit.

Die Mikrodialyse ist ein wenig invasives Verfahren, welches auf einer Imitation
der Blutgefifle beruht. Aufgrund ihter permeablen Membran ist es durch sie mog-
lich, den Stoffwechsel lokal zu stimulieren und daraus resultierende Metabolite zu
bestimmen.162165.215 Vorliegender Arbeit liegt die These zugrunde, dass mithilfe
von durch MD-Sonden applizierten Substanzen eine lokale MH-Reaktion im Ske-
lettmuskel ausgel6st und deren Eintreten anhand einer Analyse des Laktatwerts
diagnostiziert werden kann. Die bislang fiir die Koffeinstimulation entwickelte
Methode wurde modifiziert, um eine Akzeleration der Versuchsdauer bei maxima-
ler Stimulation der Laktatproduktion durch Koffein zu erreichen. Es wurden 43
Ratten der Gattung Sprague-Dewley pripartiert und ihre hinteren Extremititen iso-
liert mit Ringerlésung perfundiert. Mikrodialysesonden wurden unter Verwen-
dung verschiedener Flussraten unilateral mit Koffein stimuliert, kontralateral nur
mit Ringerlésung perfundiert und die daraus resultierenden Laktatwerte im Dialy-
sat gemessen. Ein signifikanter Unterschied zur kontralateralen Kontrollmessung,
trat bei einer Flussrate von 1 ul/min nach 75 min, bei einer Flussrate von 3
ul/min nach 60 min und bei einer Perfusionsgeschwindigkeit von 5 ul/min nach
90 min auf. Fur eine Flussrate von 7 ul/min konnte wihtrend einer Versuchsdauer
von 135 min kein signifikanter Unterschied zur Kontrollseite nachgewiesen wet-

den. Eine deutliche Akzeleration des Versuchablaufs konnte folglich durch Varia-
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tion der Perfusionsgeschwindigkeit nicht bewirkt werden. Ursichlich hierfiir wird
u.a. die unabhingig von der Flussrate ca. 35 min dauernde Saturierung des Gewe-
bes mit Koffein angenommen. Mithilfe einer Injektion von 100 bzw. 200 ul 80
mmolaren Koffeins vor Implantation der Sonden kann dieses Problem umgangen
und ein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und Reaktionsseite bereits
nach 30 min induziert werden. Wird die Reaktionsseite mit der Kontrollsonde, die
unter einer Vorinjektion von 100 ul implantiert wurde, korreliert, gilt bereits der
erste nach 15 min gemessene Wert als signifikant unterschiedlich. Eine Versuchs-
rethe an MH-unempfindlichen Schweinen bestitigt die Verwendbarkeit der Me-
thode 7 vivo. Hier konnte ebenfalls bereits fiir die ersten nach 15 min enthomme-
nen Messwerte ein Signifikanzniveau von q = 0,95 eruiert werden.

Ob und inwieweit fir MH-suszeptible Schweine ein signifikant héherer Laktat-
wert bei Induktion von Koffein oder einer anderen Triggersubstanz im Vergleich
zum MH-unempfindlichen Schwein resultiert, witd Thema sich anschlieBender
Studien sein. Bestitigt sich die These, dass sich mithilfe der Mikrodialyse eine lo-
kale MH-Reaktion auslésen lisst, wire damit méglicherweise ein vielversprechen-

des Testverfahren in Hinblick auf ein MH-Screening gefunden.
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7. Anhang

7.1 In vitro-Versuche

7.1.1 Bestimmung der relativen und absoluten recovery von Laktat

Versuch 1 Versuch 2

Datum 8,8 mmol/l [9,29] Datum 8,8 mmol/l [9,29]

25.03.99 Laktat 25.03.99 Laktat

Flussrate  |Dialysat. rel. rec. abs. rec. Flussrate  |Dialysat rel. rec. abs. rec.

[ul/min] [mmol/]]  |[%] [wmol/min] | |[ul/min] [mmol/]]  |[%] [umol/min]

1 7,41 79,79 0,74 1 6,86 73,83 0,69

3 3,94 42,39 1,18 3 3,42 36,8 1,03

5 2,84 30,56 1,42 5 2,85 30,69 1,43

7 2,21 23,82 1,55 7 1,61 17,36 1,13

10 1,39 15,01 1,39 10 1,28 13,81 1,28

15 1,09 11,71 1,63 15 0,83 8,97 1,25

20 1,01 10,86 2,02 20 0,65 6,96 1,29

25 0,65 6,99 1,62 25 0,40 4,35 1,01

30 0,42 4,54 1,26 30 0,31 3,37 0,94
Versuch 3 Versuch 4

Datum 8,8 mmol/l [8,33] Datum 8,8 mmol/l [8,33]

27.03.99 Laktat 27.03.99 Laktat

Flussrate  |Dialysat rel. rec. abs. rec. Flussrate  |Dialysat rel. rec. abs. rec.

[ul/min] [mmol/]]  |[%] [pmol/min] | |[pul/min] [mmol/]]  |[%] [wmol/min]

1 6,50 77,33 0,65 1 6,78 81,45 0,68

3 3,48 41,75 1,04 3 3,64 43,77 1,09

5 2,43 29,19 1,22 5 2,88 34,57 1,44

7 1,86 22,31 1,30 7 1,85 22,24 1,30

10 1,30 15,63 1,30 10 1,40 16,78 1,40

15 0,91 10,97 1,37 15 0,98 11,75 1,47

20 0,71 8,67 1,42 20 0,79 9,39 1,58

25 0,32 3,89 1,49 25 0,36 4,38 1,26

30 0,71 8,54 2,13 30 0,56 6,68 1,67
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Versuch 5 Versuch 6
Datum 8,8 mmol/l [7,85] Datum 8,8 mmol/l [7,85]
31.03.99 Laktat 31.03.99 Laktat
Flussrate  |Dialysat rel. rec. abs. rec. Flussrate  |Dialysat rel. rec. abs. rec.
[ul/min] [mmol/]]  |[%] [pmol/min] | |[pul/min] [mmol/l]  |[%] [wmol/min]
1 6,41 81,7 0,64 1 6,35 80,94 0,04
3 3,45 43,92 1,03 3 3,48 443 1,04
5 2,93 37,31 1,46 5 2,63 33,52 1,32
7 1,50 19,07 1,05 7 1,63 20,72 1,14
10 1,17 14,96 1,17 10 1,23 15,65 1,23
15 0,78 9,95 1,17 15 0,89 11,28 1,33
20 0,60 7,59 1,19 20 0,64 8,16 1,28
25 0,60 7,61 1,49 25 0,50 6,43 1,26
30 0,50 6,34 1,49 30 0,51 6,52 1,53

7.1.2 Bestimmung der relativen und absoluten recovery von Koffein

Versuch 1 Versuch 2
Datum Koffein [100,5] Datum Koffein [100,5]
26.03.99 100 mmol/1 26.03.99 100 mmol/1
Flussrate  |Dialysat rel. rec. abs. rec. Flussrate  |Dialysat rel. rec. abs. rec.
[ul/min] [mmol/l]  |[%] [pmol/min] | |[ul/min] [mmol/l]  |[%] [wmol/min]
1 25,34 74,79 0,075 1 25,84 74,29 0,075
3 64,58 35,74 0,108 3 63,71 36,61 0,110
5 76,5 23,87 0,12 5 67,46 32,87 0,165
7 83,75 16,66 0,117 7 81,6 18,80 0,132
10 87,69 12,75 0,128 10 88,73 11,71 0,118
15 91,63 8,80 0,133 15 92,49 7,97 0,120
20 97,77 2,72 0,055 20 96,83 3,65 0,073
25 95,17 5,30 0,133 25 96,68 3,80 0,096
30 95,6 4,87 0,147 30 93,38 7,08 0,214
Versuch 3 Versuch 4
Datum Koffein [104,1] Datum Koffein [104,1]
30.03.99 100 mmol/1 30.03.99 100 mmol/1
Flussrate  |Dialysat rel. rec. abs. rec. Flussrate  |Dialysat rel. rec. abs. rec.
[ul/min] [mmol/]]  |[%] [pmol/min] | |[ul/min] [mmol/]]  |[%] [wmol/min]
1 28,82 72,31 0,075 1 37,6 63,88 0,067
3 70,31 32,46 0,101 3 62,36 40,10 0,125
5 82,34 20,90 0,109 5 75,71 27,28 0,142
7 84,79 18,55 0,135 7 85,18 18,17 0,132
10 87,72 15,74 0,164 10 89,22 14,29 0,149
15 87,89 15,57 0,243 15 87,68 15,78 0,246
20 90,72 12,86 0,268 20 94,39 9,33 0,194
25 94,48 9,24 0,241 25 95,93 7,85 0,204
30 99,19 4,72 0,148 30 97,01 6,81 0,213
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Versuch 5 Versuch 6
Datum Koffein [104,1] Datum Koffein [104,1]
30.03.99 100 mmol/1 30.03.99 100 mmol/1
Flussrate  |Dialysat rel. rec. abs. rec. Flussrate  |Dialysat rel. rec. abs. rec.
[ul/min] [mmol/l]  |[%] [wmol/min] | |[ul/min] [mmol/]] |[%] [wmol/min]
1 43,65 58,07 0,061 1 42,66 59,02 0,061
3 74,73 28,22 0,088 3 68,22 34,47 0,108
5 82,62 20,64 0,107 5 82,26 20,98 0,109
7 86,27 17,13 0,125 7 85,31 18,05 0,132
10 91,54 12,07 0,126 10 89,57 13,96 0,143
15 93,26 10,41 0,163 15 93,06 10,61 0,166
20 95,28 8,47 0,176 20 95,49 8,27 0,172
25 97,15 6,68 0,174 25 97,09 6,73 0,175
30 97,05 6,78 0,212 30 98,02 5,85 0,183
7.1.3 Bestimmung der absoluten recovery von Koffein
7.1.3.1 Bestimmung det absoluten recovery fiir 100 mmolares Koffein
Versuch 1 Versuch 2
Datum Koffein [100,7] Datum Koffein [100,7]
14.04.99 100 mmol/1 14.04.99 100 mmol/1
Flussrate  |gem. Kon. |abs. rec. Flussrate  |gem. Kon. |abs. rec.
[ul/min] [mmol/]]  |[umol/min] [ul/min] [mmol/]]  |[umol/min]
1 0,0027 0,054 1 0,0027 0,055
3 0,0046 0,092 3 0,0045 0,09
5 0,0055 0,111 5 0,0051 0,101
7 0,0070 0,141 7 0,0068 0,137
10 0,0070 0,14 10 0,0069 0,138
15 0,0080 0,16 15 0,0072 0,144
20 0,0088 0,177 20 0,0076 0,152
25 0,0092 0,184 25 0,0087 0,174
30 0,0096 0,193 30 0,0092 0,185
Versuch 3 Versuch 4
Datum Koffein [100,8] Datum Koffein [100,8]
16.04.99 100 mmol/1 16.04.99 100 mmol/1
Flussrate  |gem. Kon |abs. rec. Flussrate  |gem. Kon. |abs. rec.
[ul/min] [mmol/]]  |[umol/min] [ul/min] [mmol/]]  |[umol/min]
1 0,0044 0,088 1 0,0038 0,076
3 0,0054 0,108 3 0,0054 0,108
5 0,0062 0,123 5 0,0066 0,132
7 0,0071 0,142 7 0,0073 0,145
10 0,0088 0,177 10 0,0072 0,143
15 0,0081 0,161 15 0,0078 0,156
20 0,0091 0,182 20 0,0085 0,17
25 0,0097 0,195 25 0,0092 0,184
30 0,0103 0,206 30 0,0100 0,2

95




Versuch 5

Datum Koffein [101]
16.04.99 100 mmol/1
Flussrate  |gem. Kon. |abs. rec.
[ul/min] [mmol/]]  |[umol/min]
1 0,0033 0,065

3 0,0051 0,101

5 0,0058 0,115

7 0,0076 0,152

10 0,0071 0,141
15 0,0079 0,157
20 0,0087 0,174
25 0,0086 0,173
30 0,0099 0,198

Versuch 6
Datum Koffein [101]
16.04.99 100 mmol/1
Flussrate  |gem. Kon. |abs. rec.
[ul/min] [mmol/]]  |[umol/min]
1 0,0032 0,065
3 0,0050 0,099
5 0,0058 0,116
7 0,0065 0,13
10 0,0067 0,134
15 0,0076 0,153
20 0,0086 0,171
25 0,0085 0,169
30 0,0099 0,198

7.1.3.2 Bestimmung der absoluten recovery fiir 10 mmolares Koffein

Versuch 1
Datum Koffein [10,5]
08.04.99 10 mmol/1
Flussrate  |gem. Kon. |abs. rec.
[ul/min] [mmol/]]  |[umol/min]
1 0,066 0,007
3 0,095 0,009
5 0,062 0,013
7 0,064 0,013
10 0,063 0,013
15 0,073 0,015
20 0,074 0,015
25 0,076 0,015
30 0,079 0,016
Versuch 3
Datum Koffein [11,01]
09.04.99 10 mmol/1
Flussrate  |gem. Kon. |abs. rec.
[ul/min] [mmol/]] |[umol/min]
1 0,076 0,008
3 0,059 0,012
5 0,07 0,014
7 0,072 0,014
10 0,074 0,015
15 0,086 0,017
20 0,091 0,018
25 0,09 0,018
30 0,087 0,017

Versuch 2
Datum Koffein [10,5]
08.04.99 10 mmol/]
Flussrate  |gem. Kon. |abs. rec.
[ul/min] [mmol/]]  |[umol/min]
1 0,066 0,007
3 0,101 0,01
5 0,059 0,012
7 0,059 0,012
10 0,063 0,013
15 0,071 0,014
20 0,074 0,015
25 0,075 0,015
30 0,079 0,016
Versuch 4
Datum Koffein [11,01]
09.04.99 10 mmol/]
Flussrate  |gem. Kon. |abs. rec.
[ul/min] [mmol/]]  |[umol/min]
1 0,074 0,007
3 0,055 0,011
5 0,071 0,014
7 0,072 0,014
10 0,074 0,015
15 0,086 0,017
20 0,091 0,018
25 0,082 0,016
30 0,085 0,017
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Versuch 5

Datum Koffein [10,2]
12.04.99 10 mmol/1

Flussrate  |gem. Kon. |abs. rec.
[ul/min] [mmol/]]  |[umol/min]
1 0,032 0,006

3 0,046 0,009

5 0,05 0,01

7 0,058 0,012
10 0,063 0,013
15 0,061 0,012
20 0,068 0,014
25 0,067 0,013
30 0,068 0,014

7.2 In vitro-Versuche an der Ratte

Versuch 6
Datum Koffein [10,2]
12.04.99 10 mmol/]
Flussrate  |gem. Kon. |abs. rec.
[ul/min] [mmol/]]  |[umol/min]
1 0,032 0,006
3 0,046 0,009
5 0,052 0,01
7 0,057 0,011
10 0,06 0,012
15 0,062 0,012
20 0,066 0,013
25 0,066 0,013
30 0,064 0,013

7.2.1 Induktion durch Koffein bei einer Flussrate von 1 ul/min

Versuch 1 Laktatmessung

Datum Kontrolle Koffein
12.10.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]]  |[%] [mmol/]]  |[%]
15 2,39 100 1,52 100
30 2,35 98,16 1,50 98,64
45 2,37 99,08 1,54 101,39
60 2,67 111,44 1,71 112,77
75 2,72 113,52 2,34 154,04
90 2,56 106,82 2,63 173,14
105 2,70 112,78 3,09 203,04
120 2,73 113,91 3,55 234,13
135 2,99 124,88 3,76 247,76
Versuch 2 Laktatmessung
Datum Kontrolle Koffein
13.10.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]]  |[%] [mmol/]]  |[%]
15 2,13 100 1,89 100
30 2,20 103,67 1,80 95,51
45 2,06 96,86 2,08 110,32
60 2,00 94,02 2,15 113,97
75 1,95 91,80 2,90 153,28
90 2,30 108,07 3,76 198,77
105 2,20 103,36 4,27 225,84
120 2,29 107,51 5,21 275,56
135 2,70 127,08 6,41 339,47
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Versuch 3 Laktatmessung

Datum Kontrolle Koffein
13.10.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/l]  |[%] [mmol/]]  |[%]
15 2,39 100 1,60 100
30 2,44 102,45 1,80 112,14
45 2,53 105,85 1,84 114,74
60 2,34 98,03 2,40 149,86
75 3,16 132,23 2,88 179,47
90 3,38 141,73 3,64 226,87
105 3,61 151,35 4,06 253,05
120 3,78 158,42 4,66 290,67
135 441 184,81 5,24 327,05
Versuch 4 Laktatmessung
Datum Kontrolle Koffein
15.10.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]]  |[%] [mmol/]]  |[%]
15 1,87 100 1,94 100
30 1,94 103,45 1,24 63,75
45 1,95 104,22 1,76 90,76
60 1,89 101,14 2,01 103,98
75 1,94 103,52 2,48 127,92
90 2,15 114,65 291 150,33
105 2,46 131,20 3,31 170,92
120 2,84 151,82 4,09 211,13
135 2,92 155,97 5,10 263,17
Versuch 5 Laktatmessung
Datum Kontrolle Koffein
16.10.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]]  |[%] [mmol/]]  |[%]
15 1,76 100 1,56 100
30 2,04 115,48 1,45 93,13
45 1,99 112,59 1,56 99,55
60 2,11 119,87 1,81 115,60
75 2,09 118,48 2,35 150,34
90 2,18 123,67 3,19 203,99
105 3,01 170,57 4,01 256,98
120 3,17 179,96 4,86 310,97
135 3,50 198,45 5,48 350,80
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Versuch 6 Laktatmessung

Datum Kontrolle Koffein
16.10.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/l]  |[%] [mmol/]]  |[%]
15 1,86 100 1,08 100
30 1,85 99,33 0,90 83,74
45 1,51 81,37 0,74 68,66
60 1,44 77,63 0,90 83,76
75 1,52 81,46 1,09 101,33
90 1,73 93,21 1,47 136,01
105 1,94 104,34 1,89 175,37
120 2,21 118,59 2,27 210,17
135 2,31 124,00 2,96 274,32
Statistik Laktatmessung - Student-t-Test
Kontrolle Sicherheits-
wahrscheinlichkeit
Zeit t [t] t 95 t 99
[min]
15 0 0 2,45 3,71
30 -1,9 1,9 2,45 3,71
45 -0,36 0,36 2,45 3,71
60 1,48 1,48 2,45 3,71
75 3,45 3,45 2,45 3,71
90 4,74 4,74 2,45 371
105 5,6 5,6 2,45 371
120 6,69 6,69 2,45 371
135 8,26 8,26 2,45 371

7.2.2 Induktion durch Koffein bei einer Flussrate von 3 pl/min

Versuch 1 Laktatmessung

Versuch 1 Koffeinmessung

Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [83,4]
30.04.99 80 mmol/1 30.04.99 80 mmol/1

Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/] _|[%] [mmol/l] _|[%)] [mia] umol/] |[%]
15 0,56 100 0,50 100

30 0,71 126,94 0,47 93,58 30 47,033 42,32
45 0,73 129,92 0,52 103,21 45 70,083 14,06
60 0,68 120,40 0,77 153,87 60 69,246 15,08
75 0,86 153,05 0,92 182,58 75 68,511 15,98
90 0,69 123,40 1,11 221,72 90 71,379 12,47
105 0,90 160,18 1,02 203,89 105 64,275 21,18
120 0,81 143,77 1,14 226,85 120 68,752 15,69
135 0,82 145,51 1,31 261,47 135 62,521 23,33
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Versuch 2 Laktatmessung

Versuch 2 Koffeinmessung

Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [83,4]
04.05.99 80 mmol/1 04.05.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/] |[%] [mmol/l] _|[%] [mia] umol/] |[%]
15 0,50 100 0,42 100 15
30 0,52 103,36 0,54 127,51 30 46,88 42,45
45 0,64 127,46 0,54 127,48 45 64,68 20,59
60 0,56 111,11 0,82 194,77 60 71,83 11,81
75 0,65 128,62 1,02 242,89 75 66,97 17,78
90 0,54 108,06 1,24 294,22 90 66,8 17,99
105 0,61 121,21 1,31 310,45 105 76,51 6,07
120 0,72 142,00 1,26 298,06 120 64,09 21,32
135 0,70 139,58 1,32 313,88 135 63,97 21,47
Versuch 3 Laktatmessung Versuch 3 Koffeinmessung
Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [83,4]
07.05.99 80 mmol/1 07.05.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/] _|[%] [mmol/l] _|[%)] [mia] umol/] |[%]
15 0,66 100 0,49 100 15
30 0,66 100,80 0,53 107,33 30 31,1 60,00
45 0,70 106,40 0,67 136,36 45 61,11 21,40
60 0,79 120,40 0,85 171,29 60 57,02 26,66
75 0,86 131,07 0,92 186,34 75 50,98 34,43
90 0,80 122,00 0,82 167,02 90 67,35 13,37
105 0,81 123,90 0,95 193,00 105 62,95 19,04
120 1,09 165,72 1,18 237,96 120 63,13 18,80
135 1,14 173,58 1,25 253,57 135 62,76 19,28
Versuch 4 TLaktatmessung Versuch 4 Koffeinmessung
Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [83,4]
11.05.99 80 mmol/1 11.05.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]]  |[%)] [mmol/]]  |[%] [min] [umol/]] [%o]
15 0,69 100 0,76 100 15
30 0,75 109,76 0,68 90,21 30 39,62 47,57
45 0,76 111,50 0,76 100,73 45 55,52 26,53
60 0,77 112,76 0,81 106,75 60 58,56 22,51
75 0,92 133,94 1,06 140,03 75 62,65 17,10
90 1,18 172,56 1,18 156,20 90 63,8 15,58
105 1,11 162,25 1,45 192,10 105 63,84 15,52
120 1,08 157,99 1,73 228,78 120 55, 27,22
135 1,19 173,82 1,95 258,01 135 66,32 12,24
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Versuch 5 Laktatmessung

Versuch 5 Koffeinmessung

Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [83,4]
11.05.99 80 mmol/1 11.05.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/] |[%] [mmol/l] _|[%] [mia] umol/] |[%]
0,81 100 0,78 100 15
15
30 0,93 114,66 0,71 90,72 30 40,69 47,59
45 0,76 93,81 0,85 108,68 45 64,94 16,36
60 1,03 127,18 1,08 137,37 60 63,54 18,16
75 1,03 126,84 1,20 153,61 75 67,39 13,21
90 1,13 138,90 1,27 162,30 90 66,22 14,71
105 1,21 148,99 1,49 190,09 105 65,36 15,82
120 1,17 143,65 1,58 200,91 120 64,97 16,32
135 1,25 153,44 2,00 254,91 135 66,01 14,98
Versuch 6 Laktatmessung Versuch 6 Koffeinmessung
Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [83,4]
12.05.99 80 mmol/1 12.05.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/] _|[%] [mmol/l] _|[%)] [mia] umol/] |[%]
15 0,86 100 0,67 100 15
30 0,75 87,37 0,88 130,16 30 35,47 55,25
45 0,92 107,36 0,97 144,01 45 64,22 18,98
60 1,10 127,99 1,41 209,72 60 52,93 33,23
75 1,19 138,92 1,46 216,43 75 65,18 17,77
90 1,09 126,80 1,59 235,83 90 60,61 23,53
105 1,09 127,23 1,75 259,09 105 55,04 30,56
120 1,32 154,28 1,46 216,58 120 65,55 17,31
135 1,24 144,99 1,64 242,44 135 66,14 16,56
Statistik Laktatmessung - Student-t-Test
Kontrolle Sicherheits-
wahrscheinlichkeit
Zeit t [ t] t95 t99
[min]
15 0 0 2,45 3,71
30 -0,08 0,08 2,45 3,71
45 0,98 0,98 2,45 3,71
60 2,74 2,74 2,45 3,71
75 3,3 33 2,45 3,71
90 3,34 3,34 2,45 3,71
105 4,17 4,17 2,45 3,71
120 6,13 6,13 2,45 3,71
135 10,57 10,57 2,45 3,71
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7.2.3 Induktion durch Koffein bei einer Flussrate von 5 pl/min

Versuch 1 Laktatmessung

Versuch 1 Koffeinmessung

Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [83,4]
20.04.99 80 mmol/1 20.04.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/] |[%] [mmol/l] _|[%] [mia] umol/] |[%]
15 0,58 100,00 0,47 100
30 0,55 95,05 0,60 126,07 30 50,76 39,17
45 0,52 91,25 0,71 149,56 45 42,93 48,55
60 0,58 100,37 0,79 167,11 60 69,24 17,02
75 0,89 155,36 0,89 189,12 75 63,26 24,19
90 0,83 145,00 1,15 24323 90 70,87 15,07
105 0,86 149,99 1,36 288,08 105 66,25 20,60
120 1,00 173,30 1,79 379,37 120 55,26 33,77
135 1,20 208,60 1,69 358,28 135 67,98 18,53
Versuch 2 Laktatmessung Versuch 2 Koffeinmessung
Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [81,5]
21.04.99 80 mmol/1 21.04.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]] | [%] [mmol/]] [%0] [min] [wmol/]] [%0]
15 0,87 100 0,47 100
30 0,95 109,48 0,55 117,23 30 69,42 14,77
45 0,84 96,12 0,60 127,44 45 69,18 15,06
60 1,00 114,93 0,56 119,17 60 63,8 21,67
75 1,19 136,72 0,35 74,25 75 72,52 10,96
90 1,10 126,58 0,75 160,12 90 71,65 12,04
105 1,01 115,62 1,11 237,46 105 63,47 22,08
120 0,97 111,79 1,43 306,83 120 72,09 11,49
135 1,13 129,51 1,59 340,51 135 70,59 13,33
Versuch 3 Laktatmessung Versuch 3 Koffeinmessung
Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [78,4]
26.04.99 80 mmol/1 26.04.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/l] | [%] [mmol/]] [%] [min] [wmol/]] [%0]
15 0,67 100 0,48 100
30 0,68 102,48 0,98 202,36 30 47,7 39,19
45 0,96 143,36 1,15 237,42 45 67,72 13,66
60 0,93 138,53 1,32 272,75 60 67,43 14,03
75 1,36 203,49 1,42 293,83 75 69,13 11,87
90 1,23 183,73 1,63 337,07 90 68,12 13,16
105 1,50 224,01 1,56 322,05 105 65,51 16,48
120 1,63 243,69 2,05 42441 120 63,83 18,63
135 1,64 24593 2,16 447,10 135 67,7 13,69
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Versuch 4 Laktatmessung

Versuch 4 Koffeinmessung

Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [73,7]
27.04.99 80 mmol/1 27.04.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. re.c
[mia] [mmol/1] |[%] [mmol/l] _|[%] [mia] umol/l] |[%]
15 0,56 100 0,66 100
30 0,68 121,37 0,74 112,06 30 51,38 34,73
45 0,69 123,44 0,67 101,38 45 70,28 10,72
60 0,64 114,43 0,91 138,70 60 67,82 13,84
75 0,73 131,68 1,10 167,03 75 64,46 18,11
90 0,65 117,44 1,05 159,27 90 68,35 13,18
105 0,81 145,70 1,07 162,52 105 66,21 15,89
120 0,88 158,54 1,36 206,30 120 69,47 11,75
135 1,29 232,12 2,34 354,81 135 66,1 16,02
Versuch 5 Laktatmessung Versuch 5 Koffeinmessung
Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [79,1]
27.04.99 80 mmol/1 27.04.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]]  |[%)] [mmol/1]  |[%] [min] [umol/ [%o]
15 0,30 100 0,27 100
30 0,42 137,13 0,40 144,71 30 47,58 39,84
45 0,33 108,94 0,50 183,14 45 67,34 14,85
60 0,43 140,66 0,59 215,06 60 71,04 10,18
75 0,46 151,48 0,65 237,39 75 69,42 12,23
90 0,49 161,94 0,74 271,29 90 63,47 19,75
105 0,56 184,47 0,74 272,06 105 62,18 21,38
120 0,55 181,80 0,83 304,90 120 68,91 12,87
135 0,57 188,47 0,89 325,89 135 67,74 14,36
Versuch 6 Laktatmessung Versuch 6 Koffeinmessung
Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [79,5]
28.04.99 80 mmol/1 28.04.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec Zeit Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]]  |[%)] [mmol/]]  |[%] [min] [umol/]] [%o]
15 0,31 100 0,38 100
30 0,27 87,29 0,42 108,05 30 52,56 33,87
45 0,39 125,05 0,35 90,00 45 70,66 11,11
60 0,41 131,71 0,42 108,14 60 65,55 17,53
75 0,49 158,30 0,64 166,44 75 68,52 13,79
90 0,57 183,05 0,71 185,24 90 62,14 21,82
105 0,61 195,96 0,85 220,99 105 69,23 12,90
120 0,63 201,79 1,01 262,26 120 70,85 10,86
135 0,65 208,96 1,46 379,34 135 70,71 11,04
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Statistik Laktatmessung - Student-t-Test

Kontrolle Sicherheits-
wahrscheinlichkeit
Zeit t | t] t95 t99
[min]
15 0,00 0,00 2,45 3,71
30 2,04 2,04 2,45 3,71
45 1,89 1,89 2,45 3,71
60 2,23 2,23 2,45 3,71
75 1,35 1,35 2,45 3,71
90 2,88 2,88 2,45 3,71
105 3,21 3,21 2,45 3,71
120 3,55 3,55 2,45 3,71
135 4,66 4,66 2,45 3,71
7.2.4 Induktion durch Koffein bei einer Flussrate von 7 pl/min

Versuch 1 Laktatmessung Versuch 1 Koffeinmessung
Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [79,5]
17.05.99 80 mmol/1 17.05.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/] _|[%] [mmol/l] _|[%] [mia] umol/] |[%]
15 0,49 100 0,44 100 15
30 0,58 118,37 0,52 116,54 30 58,19 26,31
45 0,54 111,97 0,45 102,25 45 72,61 8,05
60 0,52 106,99 0,50 113,00 60 72,24 8,52
75 0,60 123,69 0,49 111,41 75 70,84 10,29
90 0,69 141,79 0,47 106,38 90 68,97 12,66
105 0,77 159,35 0,61 137,06 105 71,28 9,74
120 0,97 198,58 0,80 179,96 120 68,1 13,77
135 1,01 207,07 0,94 211,95 135 72,3 8,44

Versuch 2 TLaktatmessung Versuch 2 Koffeinmessung
Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [79,5]
17.05.99 80 mmol/1 17.05.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]]  |[%] [mmol/]]  |[%] [min] [wmol/]] [%0]
15 0,43 100 0,34 100 15
30 0,48 110,72 0,29 82,89 30 33,74 56,86
45 0,42 98,18 0,44 128,30 45 69,46 11,21
60 0,52 120,83 0,53 154,35 60 71,02 9,22
75 0,71 163,76 0,79 229,77 75 71,06 9,16
90 0,59 136,54 1,06 309,25 90 75,16 3,92
105 0,73 170,24 1,10 319,06 105 71,89 8,09
120 0,75 173,67 1,09 317,05 120 72,26 7,62
135 0,78 182,10 1,17 340,99 135 75,02 4,10
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Versuch 3 Laktatmessung

Versuch 3 Koffeinmessung

Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [79,5]
18.05.99 80 mmol/1 18.05.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[mia] [mmol/] |[%] [mmol/l] _|[%] [mia] umol/l] |[%]
15 0,36 100 0,33 100 15
30 0,37 101,35 0,37 111,13 30 50,28 36,89
45 0,46 124,85 0,44 133,24 45 59,45 25,39
60 0,55 150,19 0,54 160,36 60 59,68 25,09
75 0,60 164,35 0,57 171,28 75 71,28 10,54
90 0,60 165,38 0,72 215,26 90 71,16 10,69
105 0,72 196,79 0,88 262,26 105 64,95 18,49
120 0,82 22532 0,88 264,48 120 67,3 15,54
135 0,73 200,43 0,82 246,87 135 51,67 35,15
Versuch 4 Laktatmessung Versuch 4 Koffeinmessung
Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [79,5]
20.05.99 80 mmol/1 20.05.99 80m mol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]]  |[%)] [mmol/1]  |[%] [min] [umol/]] [%o]
15 0,32 100 0,56 100 15
30 0,41 125,22 0,58 104,07 30 57,42 27,52
45 0,43 130,91 0,58 103,32 45 71,77 9,41
60 0,43 132,10 0,56 99,27 60 68,94 12,98
75 0,45 137,42 0,66 118,89 75 69,61 12,14
90 0,52 160,42 0,67 119,14 90 66,67 15,84
105 0,46 140,58 0,74 131,93 105 67,37 14,96
120 0,58 177,36 0,75 134,93 120 70,91 10,50
135 0,54 166,61 0,83 148,60 135 68,65 13,34
Versuch 5 Laktatmessung Versuch 5 Koffeinmessung
Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [79,5]
21.05.99 80 mmol/1 21.05.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]]  |[%)] [mmol/]]  |[%] [min] [umol/]] [%o]
15 0,29 100 0,40 100 15
30 0,37 3877,92 0,41 102,97 30 59,34 27,70
45 0,32 4855,95 0,43 106,12 45 64,83 21,00
60 0,37 5076,40 0,56 138,22 60 67,46 17,80
75 0,37 5122,80 0,67 167,67 75 62,18 24,24
90 0,56 5329,06 0,73 180,43 90 70,16 14,51
105 0,57 6221,06 0,83 205,52 105 75,92 7,50
120 0,54 5451,42 0,95 235,71 120 75,57 7,92
135 0,51 6877,90 1,04 258,53 135 76,31 7,02
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Versuch 6 Laktatmessung

Versuch 6 Koffeinmessung

Datum Kontrolle Koffein Datum Koffein [79,5]
24.05.99 80 mmol/1 24.05.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Zeit Dialysat rel. rec.
[mia] [mmol/1] |[%] [mmol/l] _|[%] [mia] mol/ |[%]
15 0,44 100 0,45 100 15
30 0,51 114,79 0,48 107,01 30 61,38 22,85
45 0,52 118,40 0,56 126,12 45 64,68 18,71
60 0,59 133,29 0,57 128,83 60 71,35 10,32
75 0,56 127,12 0,65 145,69 75 71,85 9,69
90 0,83 187,73 0,82 183,38 90 72,67 8,66
105 0,80 181,72 0,94 211,09 105 72,48 8,90
120 0,84 189,93 1,03 230,80 120 71,77 9,79
135 0,87 197,36 1,12 252,26 135 69,81 12,26

Statistik Laktatmessung - Student-t-Test

Kontrolle Sicherheits-

wahrscheinlichkeit

Zeit t [t] t 95 t 99
[min]
15 0 0 2,45 3,71
30 -2,06 2,06 2,45 3,71
45 0,06 0,06 2,45 3,71
60 0,38 0,38 2,45 3,71
75 0,93 0,93 2,45 3,71
90 0,71 0,71 2,45 3,71
105 1,23 1,23 2,45 3,71
120 1,35 1,35 2,45 3,71
135 2,12 2,12 2,45 3,71

7.2.5 Mit Vorinjektion von 200 pl Koffeinlésung

Versuch 1 Laktatmessung

Datum Kontrolle Koffein

25.05.99 80 mmol/1

Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]]  |[%] [mmol/]]  |[%]

15 1,40 87,55 1,33 83,05
30 1,60 100,00 3,39 212,07
45 1,80 112,88 5,17 323,38
60 1,96 122,71 5,54 346,64
75 2,35 147,04 5,95 372,27
90 2,20 137,47 6,49 406,37
105 2,18 136,73 6,37 398,74
120 2,59 162,06 6,40 400,38
135 2,80 175,50 6,96 435,93
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Versuch 2 Laktatmessung

Datum Kontrolle Koffein
26.05.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/l]  |[%] [mmol/]]  |[%]
15 2,36 132,33 4,94 277,12
30 1,78 100,00 6,63 371,94
45 1,73 97,01 6,95 389,84
60 2,08 116,75 7,37 413,26
75 2,24 125,37 7,70 432,01
90 2,09 117,20 7,45 417,69
105 2,57 143,94 8,40 470,97
120 2,93 164,44 7,24 405,91
135 2,96 166,00 7,20 403,63
Versuch 3 Laktatmessung
Datum Kontrolle Koffein
27.05.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]]  |[%] [mmol/]]  |[%]
15 0,97 53,62 2,18 120,25
30 1,81 100,00 4,46 24595
45 2,34 128,93 5,12 282,73
60 2,51 138,63 5,89 325,30
75 2,68 147,87 6,73 371,59
90 2,65 146,20 6,62 365,52
105 2,79 153,76 6,03 332,92
120 3,27 180,53 7,00 386,27
135 3,51 193,63 6,79 374,74
Versuch 4 Laktatmessung
Datum Kontrolle Koffein
02.06.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/l]  |[%] [mmol/I]  |[%]
15 1,85 104,64 2,24 126,86
30 1,77 100,00 3,37 190,59
45 2,92 165,27 4,24 239,55
60 2,82 159,75 5,60 316,68
75 2,97 167,91 6,23 351,95
90 2,81 159,05 6,68 377,45
105 3,17 179,29 7,42 419,53
120 3,32 188,05 7,02 396,89
135 3,23 183,00 7,81 441,49
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Versuch 5 Laktatmessung

Datum Kontrolle Koffein
02.06.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/l]  |[%] [mmol/]]  |[%]
15 1,40 110,06 6,25 490,56
30 1,27 100,00 7,22 566,49
45 1,11 86,99 6,67 523,07
60 1,51 118,47 7,55 592,22
75 1,66 130,45 7,28 570,66
90 1,71 133,79 7,67 601,82
105 2,38 186,43 7,37 578,23
120 2,01 157,77 7,02 550,57
135 2,78 217,87 7,49 587,11
Versuch 6 Laktatmessung
Datum Kontrolle Koffein
07.06.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]]  |[%] [mmol/]]  |[%]
15 1,90 101,46 2,55 136,21
30 1,87 100,00 5,51 294,59
45 1,78 95,21 6,39 341,49
60 1,71 91,29 8,03 428,77
75 1,96 104,67 8,73 466,38
90 2,06 110,05 8,72 465,85
105 1,97 105,23 8,36 446,47
120 2,27 121,01 8,58 458,12
135 2,35 125,52 8,02 428,65
Statistik Laktatmessung - Student-t-Test
Kontrolle Sicherheits-
wahrscheinlichkeit
Zeit t [ t] t95 t99
[min]
15 1,7 1,7 2,45 3,71
30 3,74 3,74 2,45 3,71
45 5,83 5,83 2,45 3,71
60 6,63 6,63 2,45 3,71
75 8,63 8,63 2,45 3,71
90 8,58 8,58 2,45 3,71
105 8,66 8,66 2,45 3,71
120 10,55 10,55 2,45 3,71
135 8,91 8,91 2,45 3,71
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7.2.6 Mit Vorinjektion von 100 pl Koffeinlésung

Versuch1 Laktatmessung

Datum Kontrolle Koffein Kontrolle mit
10.06.99 80 mmol/1 Vorinjektion
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/l]  |[%] [mmol/]]  |[%] [mmol/]]  |[%]
15 2,49 105,13 2,69 113,79 2,14 90,52
30 2,37 100,00 4,63 195,81 2,33 98,65
45 2,49 105,37 6,19 261,52 2,34 98,67
60 2,60 109,77 5,90 249,34 2,72 114,79
75 2,91 122,81 6,40 270,61 2,86 120,90
90 2,87 121,40 5,68 240,11 2,98 125,87
105 2,87 121,30 5,66 239,12 2,93 123,94
120 3,08 130,06 4,93 208,21 3,18 134,56
135 325 137,42 4,83 204,28 3,14 132,81
Versuch 2 Laktatmessung
Datum Kontrolle Koffein Kontrolle mit
11.06.99 80 mmol/1 Vorinjektion.
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]]  |[%] [mmol/]]  |[%] [mmol/]] |[%]
15 2,64 108,99 3,29 135,97 2,50 103,23
30 2,42 100,00 3,72 153,33 2,51 103,61
45 2,28 94,22 3,76 155,30 2,40 99,12
60 2,02 83,42 441 181,91 2,00 82,35
75 2,46 101,71 5,35 220,77 2,18 90,06
90 2,50 103,31 5,11 211,10 2,32 95,78
105 3,08 127,06 5,04 207,85 3,32 136,90
120 2,83 116,70 5,06 208,68 2,97 122,69
135 337 139,06 5,07 209,37 3,46 142,99
Versuch 3 Laktatmessung
Datum Kontrolle Koffein Kontrolle mit
21.06.99 80 mmol/1 Votinjektion
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]] [%o] [mmol/]] [%0] [mmol/]] [%0]
15 1,95 85,78 1,69 74,37 1,32 58,13
30 2,27 100,00 3,44 151,50 1,20 53,01
45 2,23 98,08 4,64 204,19 1,37 60,39
60 2,57 112,89 5,96 262,01 1,54 67,67
75 2,44 107,33 5,44 239,48 1,35 59,42
90 2,30 101,41 5,05 222,31 1,62 71,35
105 2,74 120,53 5,39 237,03 1,68 73,97
120 2,97 130,84 4,98 219,05 1,71 75,37
135 2,52 110,67 5,35 235,21 1,77 77,85
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Versuch 4 Laktatmessung

Datum Kontrolle Koffein Kontrolle mit
21.06.99 80 mmol/1 Vorinjektion
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/l]  |[%] [mmol/]]  |[%] [mmol/]]  |[%]
15 2,16 95,77 1,70 75,36 0,90 39,78
30 2,26 100,00 4,42 196,15 1,54 68,41
45 1,93 85,49 591 262,06 1,17 51,92
60 2,34 103,56 6,91 306,29 1,53 67,62
75 2,59 114,90 7,19 318,73 1,55 68,86
90 2,94 130,19 7,36 326,15 1,95 86,65
105 2,72 120,52 7,22 319,98 2,08 92,41
120 3,12 138,49 6,47 287,00 2,49 110,42
135 331 146,93 5,66 251,05 2,45 108,66
Versuch 5 Laktatmessung
Datum Kontrolle Koffein Kontrolle mit
23.06.99 80 mmol/1 Votinjektion.
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]] [%o] [mmol/]] [%o] [mmol/]] [%o]
15 2,11 107,55 2,01 106,35 0,83 4397
30 1,96 100,00 4,75 251,60 1,10 58,46
45 1,98 100,66 7,50 397,19 1,07 56,84
60 2,20 111,95 7,67 405,80 1,38 73,28
75 2,72 138,36 7,66 405,52 1,62 85,84
90 2,80 142,39 7,40 391,69 1,73 91,42
105 3,16 160,74 7,30 386,29 2,04 108,00
120 3,54 180,22 6,59 348,65 2,41 127,36
135 3,61 183,68 6,44 340,75 2,53 134,01
Versuch 6 Laktatmessung
Datum Kontrolle Koffein Kontrolle mit
25.06.99 80 mmol/1 Vorinjektion
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/l]  |[%] [mmol/I]  |[%] [mmol/l]  |[%]
15 2,07 118,14 3,44 196,15 1,09 61,82
30 1,76 100,00 6,26 356,76 1,69 96,50
45 1,90 108,08 7,10 404,32 1,86 105,83
60 2,08 118,44 7,17 408,21 1,95 111,16
75 2,35 133,87 6,54 372,39 2,21 125,71
90 2,47 140,81 6,70 381,51 2,17 123,32
105 2,48 141,33 7,14 406,38 2,51 142,66
120 2,72 154,82 7,06 401,93 2,56 146,02
135 2,79 158,89 6,86 390,67 2,63 149,82
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Statistik Laktatmessung - Student-t-Test

Kontrolle Kontrolle mit Sicherheits-
Vorinjektion wahrscheinlichkeit

Zeit t [t] t [t] q=95 q= 99
[min]

15 0,73 0,73 2,739 2,739 2,45 3,71
30 3,72 3,72 4,359 4,359 2,45 3,71
45 4,41 4,41 4,891 4,891 2,45 3,71
60 5,3 5,3 5,855 5,855 2,45 3,71
75 6,11 6,11 7,040 7,040 2,45 3,71
90 5,18 5,18 5,910 5,910 2,45 3,71
105 4,88 4.88 5,434 5,434 2,45 3,71
120 4,1 4,1 4,768 4,768 2,45 3,71
135 4,04 4,04 4,736 4,736 2,45 3,71

7.3 In vivo-Versuche am Schwein

7.3.1 Mit Vorinjektion von 200 pl Koffein

Versuch 1
Datum Kontrolle Koffein
10.06.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/l]  |[%] [mmol/]]  [[%]
15 0,64 150,12 3,08 721,28
30 0,43 100,00 5,25 1231,29
45 0,53 125,32 3,39 794,75
60 0,98 229,54 1,62 380,28
75 0,71 166,88 2,13 500,61
90 0,94 219,99 0,93 218,01
105 0,45 104,93 0,79 184,15
120 0,79 185,93 1,24 291,27
135 0,84 196,11 1,63 381,66
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Versuch 2

Datum Kontrolle Koffein
11.06.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/l]  |[%] [mmol/]]  [[%]
15 0,63 190,64 2,89 879,99
30 0,33 100,00 3,25 989,25
45 0,96 29324 3,46 1052,52
60 0,79 241,62 2,34 713,89
75 0,27 83,32 2,00 608,35
90 0,59 180,55 1,69 514,57
105 0,58 176,03 1,86 565,70
120 1,18 359,55 2,40 731,26
135 0,50 150,92 1,35 409,90
Versuch 3
Datum Kontrolle Koffein
21.06.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/l]  |[%] [mmol/]]  [[%]
15 1,87 237,50 3,16 401,04
30 0,79 100,00 3,52 446,79
45 1,18 149,67 3,25 411,95
60 1,11 140,42 2,48 314,12
75 0,63 79,80 2,47 313,80
90 0,75 95,41 2,15 272,06
105 0,13 16,59 1,50 189,83
120 0,24 30,19 1,50 189,73
135 0,47 59,96 1,47 186,98
Versuch 4
Datum Kontrolle Koffein
21.06.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/]] [%o] [mmol/]] [%o]
15 0,94 102,83 2,35 255,79
30 0,92 100,00 2,43 264,62
45 1,13 122,84 1,55 168,62
60 0,70 76,14 1,39 150,78
75 0,80 86,79 0,85 92,54
90 0,75 81,67 1,27 137,81
105 0,82 88,82 0,70 76,53
120 0,71 77,72 0,92 100,35
135 0,29 31,19 1,20 130,16
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Versuch 5

Datum Kontrolle Koffein
25.06.99 80 mmol/1
Zeit Dialysat rel. rec. Dialysat rel. rec.
[min] [mmol/l]  |[%] [mmol/]]  [[%]
15 0,74 251,48 2,30 783,80
30 0,29 100,00 2,51 854,94
45 0,56 189,80 2,04 695,17
60 0,48 162,67 1,79 610,60
75 0,50 169,62 1,54 524,55
90 0,29 99,82 1,35 458,43
105 0,48 163,06 1,25 425,90
120 0,57 193,24 0,99 338,04
135 0,40 135,86 0,80 271,78
Statistik Laktatmessung - Student-t-Test
Kontrolle Sicherheits-
wahrscheinlichkeit
Zeit t [t] q=0,95 q=0,99
[min]
15 3,87 3,87 2,57 4,03
30 4,07 4,07 2,57 4,03
45 32 32 2,57 4,03
60 2,84 2,84 2,57 4,03
75 345 345 2,57 4,03
90 2,82 2,82 2,57 4,03
105 2,18 2,18 2,57 4,03
120 1,63 1,63 2,57 4,03
135 327 327 2,57 4,03
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