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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ASA American Society of Anesthesiologists
ATP Adenosintriphosphat

BMI Body Mass Index
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MAP mean arterial pressure
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MHE Maligne Hyperthermie equivocal
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NAD Nikotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid (oxidierte Form)
NADH Nikotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid (reduzierte Form)
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1. EINLEITUNG

1.1. Maligne Hyperthermie

1.1.1. Definition der Malignen Hyperthermie

Die Maligne Hyperthermie (MH) ist eine autosomal-dominant vererbte Myopathie, die
durch die Verwendung volatiler Inhalationsanisthetika und depolarisierender
Muskelrelaxantien getriggert werden kann und durch eine Dysregulation der Kalzium-
homoostase im Skelettmuskel gekennzeichnet ist. Betroffene Patienten sind im tigli-
chen Leben symptomfrei. Gerit jedoch eine zur MH veranlagte Person in Kontakt mit
einer der Triggersubstanzen, kann der vererbte Defekt im Ryanodinrezeptor einen Hy-
permetabolismus der quergestreiften Skelettmuskulatur (so genannte MH-Krise) indu-
zieren. Diese duflert sich in den Symptomen Hypoxie, Hyperkapnie, Temperaturerho-
hung und Laktatazidose (1). Eine frithzeitige Diagnose und die Einleitung einer addqua-

ten Therapie sind entscheidend fiir das Uberleben des Patienten.

1.1.2. Geschichtliche Entwicklung und Epidemiologie

Erstmalig wurde im Jahr 1900 von Gibson C. der ,,Hitzschlag® als postoperative Kom-
plikation beschrieben (2). Burford G. publizierte 1940 die spezifische Symptomtrias:
Tachykardie, Tachypnoe und Hyperthermie. Diese Symptome waren bei der Durchfiih-
rung von Athernarkosen zu beobachten (3). 1960 berichteten die Australier Denborough
und Lovell iiber den Fall eines Patienten, in dessen Familie zehn ungeklirte Todesfalle
im Rahmen von Allgemeinanisthesien aufgetreten waren. Die Verteilung der Todesfalle
innerhalb des Familienstammbaums des Patienten lie die Autoren eine erbliche Genese
der MH vermuten, die auf einem autosomal-dominanten Erbgang beruhen (4) und durch
bestimmte pharmakologische Substanzen ausgeldst werden sollte. 1975 identifizierte
Harrison in einer Untersuchung an MH-suszeptiblen Schweinen Dantrolen als kausales
Therapeutikum dieser foudroyant verlaufenden Erkrankung (5). Durch Dantrolen wurde
die Mortalitit einer fulminanten MH von 80% in den 60iger Jahren auf < 10% in der
Gegenwart gesenkt (6).

In einer dénischen Studie von 1985 wird die Inzidenz fulminanter MH-Krisen wéhrend
Allgemeinanisthesien mit 1:250000 beschrieben (6). Werden Inhalationsandsthetika
und Succinylcholin kombiniert eingesetzt, so steigt die Inzidenz fulminanter MH-

Zwischenfille auf 1:62000 (6). 1997 fiihrten Hartung und Anetseder eine Studie in



Deutschland durch, in welcher eine regional unterschiedliche Verteilung der MH-
Dispositions-Inzidenz nachgewiesen werden konnte. In Deutschland liegt demnach die
MH-Dispositions-Inzidenz je nach Gebiet zwischen 1:60000 und 1:80000. Die Priava-
lenz einer MH-Disposition ist nicht genau bekannt. Sie wird auf 1:10000 unabhingig

von Rasse, Geschlecht und Alter geschitzt (7).

1.1.3. Genetik

In liber 50% der betroffenen Familien kann eine autosomal-dominant vererbte MH-
Suszeptibilitit nachgewiesen werden. Uber 100 verschiedene Punktmutationen des
Ryanodinrezeptor kodierenden Gens auf Chromosom 19, die mit einer MH-
Veranlagung einhergehen, wurden bisher gefunden (8). Auch genetische Verdnderungen
in der a 1s-Untereinheit des Dihydropyridinrezeptors (DHPR) beim Menschen kdnnen
eine MH-Suszeptibilitit bedingen (9). Zu einem geringen Anteil wird die MH-
Suszeptibilitdt durch Mutationen in anderen Proteinen, die eine entscheidende Rolle in
der Erregungs-Kontraktions-Abfolge spielen, verursacht (10). Bei dem MH-veranlagten
Schwein, welches nach wie vor in Studien zur Malignen Hyperthermie als Tiermodell
eingesetzt wird, liegt nur eine Mutation vor (11). Hierbei handelt es sich um eine

Basensubstitution im Gen des Ryanodinrezeptors auf Chromosom 6 (12).

1.1.4. Physiologie der Skelettmuskelkontraktion

Die Skelettmuskelkontraktion wird durch die Ubertragung des Transmitters Acetylcho-
lin auf die postsynaptische Membran der motorischen Endplatte eingeleitet. Acetylcho-
lin bindet an nicotinischen Acetylcholinrezeptoren und 16st dadurch eine Depolarisation
aus, auch Exzitatorisches Postsynaptisches Potential (EPSP) genannt. Diese aktiviert
spannungsabhingige Ca’’-Kanile vom L-Typ (Dihydropyridinrezeptoren) an den
Membranen des transversalen tubuldren Systems. Die o 1s-Untereinheit ist eine von
fiinf Untereinheiten des Dihydropyridinrezeptors (DHPR) und steht in direktem Kontakt
mit einem Ca’'-Freisetzungskanal des sarkoplasmatischen Retikulums (SR), dem
Ryanodinrezeptor (RYR 1, skelettmuskelspezifisch: Isoform 1 (13)), welcher in der
Folge aktiviert wird. Die Ryanodinrezeptoren bewirken nach Aktivierung eine Kalzium-
Freisetzung aus dem SR, dem Kalziumreservoir des Skelettmuskels (14). Kalzium

stromt entlang des Konzentrationsgefilles aus den Speichern ins Zytosol und bindet dort



an Troponin, was zu einem Ineinandergleiten der Aktin-Myosin-Filamente fiihrt und
eine Muskelkontraktion bewirkt. Der Skelettmuskel erschlafft, sobald das Kalzium aus
dem Zytosol mittels Ca*-ATPasen in die intrazelluldren Speicher zuriickgepumpt wird

(nach (15).

1.1.5. Pathophysiologie der Malignen Hyperthermie

Volatile Anédsthetika und depolarisierende Muskelrelaxanzien kénnen bei pradisponier-
ten Patienten eine Dysregulation der Kalziumhomdostase auslosen und eine MH-Krise
induzieren. Bei pradisponierten Patienten sind die Ryanodinrezeptoren durch eine l4n-
gere Offnungswahrscheinlichkeit charakterisiert (16). Werden Triggersubstanzen wie
Succinylcholin oder volatile Inhalationsanésthetika bei MH-suszeptiblen Patienten ein-
gesetzt, so kommt es zu einer massiven Freisetzung von Kalzium aus dem SR in das
Zytoplasma. Das Kalzium fiihrt als intrazelluldrer Botenstoff zu einer lang anhaltenden
Aktivierung der Aktin-Myosin-Filamente und zu einer hochgradigen Stimulation der
zelluldren Energieproduktion. Durch diese biochemischen Vorgénge entsteht das klini-
sche Bild des Rigors, welcher durch eine ausgeprigte Erhohung des Muskeltonus ge-
kennzeichnet ist. Durch die anhaltende, maximale Kontraktion der Fasern steigt der
Energiebedarf massiv an. Die zur Regeneration der verbrauchten energiereichen Phos-
phatverbindungen bendtigten Sauerstoffmengen fiihren letztendlich zu einem intrazellu-
laren Sauerstoffmangel. Der Organismus schaltet konsekutiv von aerober auf die anae-
robe Glykolyse um, um trotz Sauerstoffmangel den Energiebedarf decken zu kdnnen. Es
resultiert eine intramuskuldre Hypoxie, Hyperkapnie und Laktatazidose sowie Hyper-

thermie.

1.1.6. Klinik der Malignen Hyperthermie

Haufiges Frithsymptom einer fulminanten MH-Krise ist eine Sinustachykardie (17),
welche durch die starke Stoffwechselsteigerung und den damit verbundenen erhdhten
peripheren Sauerstoffbedarf bedingt ist. Bei einem kontrolliert beatmeten Patienten
kommt es zu einem steilen Anstieg des endexspiratorischen CO,-Partialdrucks, wiahrend
sich in der Blutgasanalyse eine Hypoxie und gemischte Azidose zeigen. Die anhaltende
Muskelkontraktion dulert sich oft primér als isolierter Masseterspasmus, der sich zu

einem generalisierten Rigor entwickeln kann. Der liberméfBige Verbrauch muskulédrer



Energietrager vermindert letztendlich die Aktivitét energieabhingiger lonenpumpen und
fiihrt damit zur Rhabdomyolyse. Diese geht mit einem Anstieg von Kalium,
Kreatinkinase und Myoglobin im Serum einher. Weitere Folgen der massiven Stoft-
wechselsteigerung  sind  ein  exzessiver  Anstieg der  Korpertemperatur,
myoglobinurisches Nierenversagen und letzten Endes Hirnddem und Multiorganversa-

gen (18).

1.1.7. Therapie
Die adidquate Therapie der MH umfasst zuallererst drei kausal wirksame Mallnahmen:

Elimination des Triggers

Sicherung von Oxygenierung und Perfusion

Applikation von Dantrolen
Dantrolen ist sofort beim Verdacht einer MH-Krise in einer Dosierung von 2,5 mg/kg
KG zu applizieren. Neben diesen drei Eckpunkten der MH-Therapie sind noch weitere,
allerdings symptomatische Maflnahmen angezeigt. Die Korrektur einer metabolischen
Azidose (pH < 7,2) mit Trispuffer oder Natriumhydrogenkarbonat erfolgt auf der
Grundlage einer aktuellen Blutgasanalyse. Eine aktive Kiihlung wird ab einer Tempera-
tur > 38°C erforderlich. Ferner ist nach der Stabilisierung der Stoffwechsellage eine in-
tensivmedizinische Uberwachung zur Therapie und Prophylaxe von Sekundirkomplika-

tionen notwendig (19).

1.1.8. Diagnose einer Disposition zur Malignen Hyperthermie

Als Standarddiagnostik einer Disposition zur MH gilt der In-vitro-Kontrakturtest
(IVKT). Es existiert ein Europdisches (seit 1984, (20)) und ein geringfiigig abweichen-
des Nordamerikanisches Testprotokoll (seit 1987, (21)) mit Halothan und Koffein als
Testsubstanzen. Entsprechend dem Testptotokoll wird aus dem M. quadrizeps femoris
eine Biopsie entnommen und im Labor in einer speziellen Messvorrichtung unter Zuga-
be von Halothan und Koffein auf seine Kontrakturentwicklung hin untersucht. Wird ein
Wert von 2 mN iiberschritten, ist der Patient als MHS zu klassifizieren. Reagiert der Pa-
tient nur auf eine der beiden Substanzen positiv, wird er als MHE (Malignant
Hyperthermia equivocal) diagnostiziert. In Abhangigkeit von der reaktionsausldosenden

Substanz, wird die Diagnose mit dem Zusatz ,,h* (Halothan) oder ,,c*“ (Koffein) verse-



hen. Ein als MHE eingestufter Patient wird klinisch als MH-positiv behandelt. Liegt die
Kraftentwicklung des Muskelbiindels unter 2 mN, ist der Patient als MHN (Malignant
Hyperthermia non-susceptible) einzustufen. Die Sensitivitit des IVKT nach dem Euro-
péischen Testprotokoll liegt bei 99%, die Spezifitit bei 94% (22).

Diese Diagnostik gilt bis heute als Goldstandard. Aufgrund der Invasivitdt des Verfah-
rens und des hohen zeitlichen und apparativen Aufwandes wird verstirkt an der Ent-
wicklung alternativer Untersuchungsmethoden geforscht, welche ein schnelleres und fiir
den Patienten weniger belastendes Screening ermdglichen sollen. So wurden, um die
Spezifitit vor allem beziiglich der Einordnung von MHE-Patienten zu verbessern,
IVKT-Versuche mit Ryanodin (23) und 4-Cloro-m-Cresol (24) entwickelt. Leider blie-
ben die Ergebnisse hinter den Erwartungen zuriick, so dass diese Verfahren keinen Ein-
gang in die Klinik fanden (25). Ein weiterer Ansatz zur Erfassung von MHS-Patienten
wurde von Textor et al. entwickelt. Die Arbeitsgruppe fiihrte 31-Phosphor-
Magnetresonanzspektrometrische Untersuchungen durch und bestimmte die Konzentra-
tionsdnderung von ATP, Kreatinphosphat und anorganischen Phosphaten vor und nach
intramuskuldrer Injektion von 500 pl 20 mM Koffein. Dabei gelang eine gute Unter-
scheidung zwischen der MHS- und der MHN-Gruppe. Bei den Ergebnissen bestanden
allerdings groBe Uberlappungen einzelner Individuen, was die Aussagekraft dieses
Testverfahrens einschrinkte (26). Auch der Serum-Kreatinkinase Spiegel wurde auf
seine Tauglichkeit als Screeningparameter fiir die MH untersucht. In einer klinischen
Studie wurde aber festgestellt, dass nur 70% der Patienten mit einer MH-Veranlagung
erhohte Werte der Kreatinkinase im Serum aufweisen. Deshalb erscheint auch diese
Screeningmethode nicht sinnvoll (27). Biochemische Untersuchungen des ATP-
Verbrauchs, der glykolytischen Aktivitit, der cAMP-, Myophosphorylase- (28) und
Adenylatzyklaseaktivitit  (29) erwiesen sich  ebenfalls als  ungeeignet.
Histopathologische Verdnderungen der Muskulatur werden nur in 10-20% der MH-
Patienten beschrieben (30). Trotzdem ist die histopathologische Untersuchung bei Pati-
enten mit MH-Verdacht sinnvoll, um etwaige andere Myopathien diagnostizieren zu
konnen. Ein weiterer, eleganter Ansatz zur Identifizierung pradisponierter Patienten be-
steht darin, B-Lymphozyten, die den gleichen Ryanodinrezeptor wie Muskelzellen auf-
weisen, auf ihre Reaktion mit Koffein und 4-Chloro-m-Cresol zu untersuchen. Dies hat

den Vorteil, dass die B-Lymphozyten aus dem peripheren Blut gewonnen werden kon-



nen und dementsprechend keine Muskelbiopsie mehr notig wire. Dieser Test fallt je-
doch ausschlieflich bei Mutationen im Ryanodinrezeptor positiv aus, so dass der Teil
der MH-suszeptiblen Patienten, welcher Mutationen in anderen Strukturen wie z.B. dem
DHPR aufweist, nicht erfasst wird.

Wiéhrend bisher keine biochemischen Tests oder bildgebenden Verfahren entwickelt
werden konnten, welche in ihrer Aussagekraft dem IVKT entsprechen, wird heute in der
Routinediagnostik in ausgewédhlten Féllen ein genetisches Screeningverfahren einge-
setzt. So ist es moglich, die MH-Diagnose durch den positiven Nachweis einer von 33
kausalen Mutationen des Ryanodinrezeptors zu stellen, auch ohne dass ein IVKT
durchgefiihrt wird. Die Diagnose gilt als sicher, wenn eine der 33 kausalen Mutationen
fiir eine MH in einer MH-veranlagten Familie nachgewiesen wird. Im Wiirzburger MH-
Patientengut liegt die Erfolgsrate, eine dieser kausalen Mutationen in einer Familie zu
finden aber nur bei 40%. Wird keine Mutation gefunden, muss weiterhin der IVKT
durchgefiihrt werden (31). Somit wird ein breites genetisches Screening als Standarddi-
agnostik aufgrund der vielen noch unbekannten Mutationen in naher Zukunft nicht zu

erwarten sein (25).

1.1.9. Pharmakologie von Koffein, Halothan, Sevofluran und Dantrolen

Bei Koffein handelt es sich um ein Xanthin-Derivat, das als Antagonist an
Adenosinrezeptoren wirkt. Der Neuromodulator Adenosin wirkt hemmend auf das ZNS.
Adenosin-Rezeptoren (A1-Rezeptoren) erhdhen die Offnungswahrscheinlichkeit neuro-
naler Kaliumkanile im Gehirn durch Bindung an das inhibitorische G-Protein. Diese
Wirkung wird durch eine Blockade der Adenosinrezeptoren mit Koffein aufgehoben.
Weiterhin inhibiert Koffein die cAMP-spaltende Phosphodiesterase. Dies fiihrt zu einer
Erhohung der Halbwertszeit des cAMP, eines kurzlebigen second messenger-Molekiils,
welches sich somit in Anwesenheit von Koffein in der Zelle anreichert (32). Koffein
zeigt auch eine hohe Affinitdit zum Ryanodinrezeptor und setzt die Schwelle fiir die
sarkoplasmatische Kalzium-Freisetzung herab, so dass sich die zytosolische Kalzium-
konzentration erhoht. Bei iiberhohter Dosis fiihrt dies zur Kontraktur der Skelettmusku-
latur (33).

Der genaue Wirkungsmechanismus von volatilen Anésthetika ist noch Gegenstand ak-

tueller Forschung. Bekannt ist, dass Narkosegase Kalzium direkt aus dem SR des Ske-



lettmuskels freisetzen konnen (34). Auch ein direkter Einfluss auf die Aktin-Myosin-
Wechselwirkung (35) und die Aktivitit der SERCA (36) wird diskutiert. Alle volatilen
Anésthetika aus der Gruppe der halogenierten Kohlenwasserstoffe sind in der Lage, eine
MH-Krise auszuldsen.

Halothan und Sevofluran sind fliissige Inhalationsanésthetika, die zur Applikation in
einem Vapor verdampft werden. Halothan wirkt stark anésthetisch, flutet aber nur lang-
sam an und ab. Der Blut-Gas-Verteilungskoeffizient liegt bei 2,4. Die Arzneimittelzu-
lassung von Halothan ist inzwischen in Deutschland erloschen (37). In der klinischen
Praxis werden nur noch neuere volatile Anésthetika verwendet.

Sevofluran ist eines der am haufigsten eingesetzten Inhalationsandsthetika in der All-
gemeinandsthesie. Sein niedriger Blut-Gas-Verteilungskoeffizient (0,65) erlaubt eine
schnelle Induktion und Ausleitung der Narkose (38). Sevofluran hat zwar eine geringere
Potenz als Halothan, kann aber genauso eine MH triggern (39).

Dantrolen ist das kausale Therapeutikum einer MH-Krise. Untersuchungen zum Wir-
kungsmechanismus ergaben eine Hemmung der Kalzium-Freisetzung aus dem SR ins
Myoplasma durch die Inhibierung der Signaltransduktion des DHPR sowie durch Bin-
dung an den Ryanodinrezeptor. Die Folge ist eine elektromechanische Entkoppelung
des Reiz-Kontraktions-Mechanismus. Die Kalziumwiederaufnahme wird nicht beein-

flusst (40).

1.2. Mikrodialyse

1.2.1. Prinzip der Mikrodialyse

In der Klinik werden die Spiegel von Stoffwechselprodukte iiblicherweise bestimmt,
indem die Konzentration der jeweiligen Substanz im Blutplasma ermittelt wird. Die
gemessenen Plasmakonzentrationen konnen sich allerdings von den Konzentrationen
der extrazelluldren Fliissigkeit unterscheiden. Begriindet wird dies durch die vermutlich
vollig anderen kinetischen Eigenschaften des Plasmas im Vergleich zum Extrazellular-
raum. Im Plasma werden im Gegensatz zur extrazelluldren Fliissigkeit viele Molekiile
an Proteine gebunden transportiert. Auch kapillire Barrieren wie die Blut-Hirn-
Schranke bedingen unterschiedliche Konzentrationen in Blut und Liquor. Daraus folgt,
dass eine differenzierte Aussage iiber die aktuelle zelluldre Stoffwechsellage durch die

Bestimmung der Stoffwechselprodukte im Blutplasma nicht mdglich ist (41, 42).



Die Technik der Mikrodialyse wird eingesetzt, um die interstitiellen Konzentrationen
von Substanzen im peripheren Gewebe zu messen. Sie beruht auf dem Prinzip der

Diffusion von Molekiilen zwischen zwei Kompartimenten, die durch eine semipermeab-
le Membran getrennt sind. Das eine Kompartiment entspricht dem Extrazelluldrraum,
welcher Nihrstoffe, Hormone und metabolische Abfallprodukten enthélt. Das andere
Kompartiment wird durch die Mikrodialysesonde dargestellt und enthélt die der Perfu-
sionsfliissigkeit zugesetzten Substanzen. Zwischen diesen beiden Kompartimenten fin-
det der Stoffaustausch entlang eines Konzentrationsgefilles iiber die Dialysemembran
statt. Das abflieBende Dialysat wird in einem Auffanggefill gesammelt und im Labor
analysiert. Mit Hilfe der Mikrodialyse kann ein Monitoring des Interstitiums iiber einen
lingeren Zeitraum stattfinden ohne die Gefahr von Infektionen, wie sie bei mehrfachen

Blutentnahmen besteht, einzugehen.

1.2.2. Funktionsprinzip der Mikrodialysesonde

Die Mikrodialysesonde ist aus einer Rohre aufgebaut. In ihrem Inneren miindet am dis-
talen Ende der zufiihrende Mikrodialyseschenkel mit der Perfusionsfliissigkeit (physio-
logische Kochsalzldsung). Uber eine kleine Offnung tritt die Perfusionsfliissigkeit in
den Raum zwischen dem zufiihrenden Schenkel und der dufleren Dialysemembran. Die
Flussrichtung kehrt sich in Richtung des proximalen Endes der Mikrodialysesonde um.
Auf diesem Weg findet der Stoffaustausch iiber die semipermeable Dialysemembran
nach dem Prinzip der Diffusion statt. Molekiile bis zu einer Groe von 20000 Dalton
konnen die Membran passieren (cut-off). Nach kurzer Zeit enthélt die Losung eine re-
prisentative Menge der im Gewebe vorherrschenden Molekiile. Uber den abfiihrenden
Schenkel wird das Dialysat in ein Auffanggefd3 geleitet und im Labor beziiglich
Laktat,- Glukose- und Pyruvatgehalt mittels Spektrophotometer ausgewertet.



Abbildung 1: Funktionsprinzip des Mikrodialysekatheters (MDK); (nach Lena
Kehr, CMA/Microdialysis AB, Solna, Schweden).

1.2.3. Definition der recovery

Das Konzentrationsverhiltnis zwischen der Substanz im Extrazelluldrraum und der
Substanz im Dialysat bezeichnet man als recovery. Die Kompartimente befinden sich in
einem dynamischen Gleichgewichtszustand. Man unterscheidet die relative und absolu-
te recovery.

Die relative recovery beschreibt die Konzentration einer bestimmten Substanz im
Perfusat nach dem Verlassen der Sonde. Sie wird als Prozentsatz der Konzentration in
dem sie umgebenden Medium ausgedriickt (Konzentrationsausbeute).

Die absolute recovery gibt die gesamte, gewonnene Stoffmenge einer Substanz iiber
einen definierten Zeitraum an (Mengenausbeute).

Die recovery ist abhingig von der Lange der Dialysemembran, Fluss der Perfusions-
fliissigkeit, Diffusionsgeschwindigkeit der Substanz durch die extrazelluldre Fliissigkeit
und Membraneigenschaften. In in-vitro-Experimenten sinkt bei steigendem Perfusions-
fluss die relative recovery, wihrend die absolute recovery ansteigt. Dies geschieht, weil
mit einem hdheren Dialysatvolumen vermehrt Substrat aus dem interstitiellen Raum
entfernt wird. Es zeigt sich ein Plateau fiir beide Werte, wenn die Diffusionsgeschwin-

digkeit durch das sie umgebende Medium ein Maximum erreicht. In in-vivo-



Experimenten wurde gezeigt, dass bei unverdnderten Perfusionsbedingungen die relati-

ve recovery gleich bleibt. (43).

1.2.4. Bestimmung der relativen recovery in-vitro und in-vivo

Mit der Bestimmung der in-vitro-recovery konnen die Diffusionseigenschaften der
Metabolite {iber die Membran ermittelt werden. Die Mikrodialysesonde wird in eine
Losung mit einer bestimmten Konzentration eingebracht und perfundiert. Es wird das
Verhiltnis zwischen der im Dialysat gemessenen Substanz und der Ausgangskonzentra-
tion gebildet.

relative recovery: Konzentration im Dialysat /Ausgangskonzentration * 100

Die in-vivo-recovery wird zur Quantifizierung extrazelluldrer Konzentrationen verwen-
det und kann mittels mehrerer Verfahren bestimmt werden. Beim zero flow-Verfahren
wird die konstante Konzentration im Dialysat bei verschiedenen Perfusionsraten be-
stimmt. Durch eine grafische oder rechnerische Extrapolation hin zu einer Flussrate von
Null geht man von einer recovery von 100% aus. Dies entspricht dann der extrazelluli-

ren Fliissigkeitskonzentration (44).

1.2.5. Einflussfaktoren der Mikrodialyse

Die Mikrodialyse stellt ein minimal-invasives Verfahren dar. Trotzdem entsteht beim
Einfiihren der Sonde iiber die Fiihrungskaniile ein Gewebetrauma. In histologischen
Studien wurde gezeigt, dass bis zu zwolf Stunden nach der Implantation keine Blutun-
gen oder Odeme auftraten (45,46). Bei einer Untersuchung an Rattengehirnen entstand
selbst nach zehnstiindiger Mikrodialyse in der Umgebung der Sonde nur ein geringfiigi-
ges Gewebetrauma (47). Im Muskel kommt es zu einem kurzfristigen Anstieg der
Metabolite Glukose und Laktat. Im menschlichen M. quadrizeps femoris werden jedoch
schon nach 15 miniitiger Aquilibrierungszeit stabile Werte fiir Glukose und Laktat ge-
messen (48).

Eine entscheidende Bedeutung haben PorengroBe und Material der Mikrodialysesonde,
weil sie die Diffusionseigenschaften der Membran beeinflussen. Bei einer lipophilen
Membran wird die Diffusion hydrophiler Molekiile erschwert, wihrend umgekehrt bei
einer negativ geladenen Auflenseite der Membran lipophile Substanzen passierunfdhig

sind. Die Porengrofle der Membran bestimmt die Durchléssigkeit fiir Substanzen. Klei-
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ne Molekiile wie Glukose und Laktat, Glycerol, Adenosin, Prostaglandine und Methyl-
xanthin kénnen bis zu einem cut-off von 3000-20000 Dalton passieren (49).

Weiterhin wurde der Transport von Makromolekiilen mit einem Molekulargewicht zwi-
schen 10000 und 70000 Dalton iiber eine 100000 Dalton Polyethersulfon-Membran
analysiert. Dabei wurde festgestellt, dass die Diffusion durch den sich bietenden Wider-
stand der Membran massiv beeintridchtigt wurde. Die Technik der Mikrodialyse scheint
nach den Ergebnissen dieser Untersuchung besser fiir niedermolekulare Substanzen ge-
eignet zu sein (50).

Die Perfusionsfliissigkeit sollte dem physiologischen Milieu des zu untersuchenden Ext-
razellularraums moglichst entsprechen, um schon geringfiigige Verdnderungen feststel-
len zu kénnen. Auswirkungen des Perfusats auf den Gewebemetabolismus werden so
vermieden. Nicht relevant ist der Einfluss der Temperatur der Perfusatfliissigkeit auf die
Untersuchungsergebnisse (45).

Verschiedene Perfusatgeschwindigkeiten haben Verdnderungen der relativen recovery
(51) sowie des zu untersuchenden Gewebes zur Folge. Bei einer hohen Geschwindigkeit
steigt der Konzentrationsunterschied zwischen Dialysat und Interstitium an. Eine Filtra-
tion der Perfusionsfliissigkeit in das umgebende Gewebe wird ermdglicht und hat Aus-
wirkungen auf das lokale physiologische Milieu. Die Folge sind verdnderte Untersu-

chungsergebnisse.
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2. FRAGESTELLUNG

Bis heute stellt der IVKT die zuverldssigste Methode zur Diagnostik einer MH-
Disposition dar. Ein genetisches Screening ist nur eingeschriankt einsetzbar. Die Durch-
fiihrung des IVKT erfordert jedoch einen operativen Eingriff, der aufwendig und zudem
kostenintensiv ist. Fiir den Patienten bedeutet dies eine physische und psychische Belas-
tung, die zusétzlich mit Risiken wie Infektion, Blutung, Schmerzen, Nervenverletzung,
Wundheilungsstérung und Rekonvaleszenz verbunden ist. Die Einfithrung eines mini-
mal-invasiven Testverfahrens wire wiinschenswert.

In dieser Untersuchung werden die Triggersubstanzen Koffein und Halothan lokal in
den Oberschenkelmuskel des Menschen appliziert (52) und deren Wirkung auf den lo-
kalen intramuskuldren Metabolismus getestet. Gemessen wird die intramuskuldre
Laktatkonzentration mit Hilfe der Mikrodialysetechnik.

Es stellt sich weiterhin die Frage nach einem potentiellen Ersatz fiir Halothan im mini-
mal-invasiven Test. Da Anfang 2006 die Zulassung fiir dieses Medikament in Deutsch-
land abgelaufen ist (37), besteht die Moglichkeit, dass es in Zukunft kommerziell nicht
mehr erhéltlich sein kdnnte. Sevofluran stellt eine mogliche Alternative fiir Halothan

dar.

In der vorliegenden Studie werden folgende Hypothesen zur Weiterentwicklung des

minimal-invasiven Verfahrens iiberpriift:

1. Ein metabolischer Test mit intramuskuldrer Injektion von Halothan 6 und 4
Vol% induziert einen hoéheren intramuskuldren Laktatanstieg bei MH-

veranlagten als bei MH-nicht veranlagten Probanden.
2. Die lokale intramuskuldre Applikation von Sevofluran erhoht den lokalen

Laktatspiegel bei MHS-Tieren starker als bet MHN-Tieren. Ziel ist die Erstel-

lung einer Dosis-Wirkungs-Beziehung.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Methodik Probandenversuch

3.1.1. Probanden

Mit Genehmigung der Ethikkommission der Universitit Wiirzburg und nach schriftli-
cher Einverstindniserklarung wurden 17 méinnliche und 6 weibliche Probanden (ASA I
und II) im Alter von 18 bis 65 Jahren in die Studie eingeschlossen. Alle MHS- und
MHN-Probanden wiesen eine personliche oder familidre MH-Anamnese auf und waren
in der Vergangenheit mittels IVKT nach dem Europdischen MH-Protokoll eindeutig
diagnostiziert worden. Zudem bestand eine familidr gesicherte MH-Mutation, die mit
dem Ergebnis des IVKT iibereinstimmte. Neun Studienteilnehmer waren MH-
suszeptibel und sieben MH-nicht suszeptibel. Als Kontrollgruppe wurden sieben gesun-
de Probanden ohne personliche und familidfre MH—Veranlagung untersucht. Patienten
mit dem Verdacht auf oder einer schon nachgewiesenen Myopathie wurden ebenso aus
der Studie ausgeschlossen, wie solche mit einem BMI groBer als 35 kg/m?. Probanden
mit einem Laktatwert > 2 mM im peripher-vendsen Blut unmittelbar vor der Untersu-

chung wurden ebenfalls ausgeschlossen.

3.1.2. Mikrodialyse

Fir die Messungen wurden flexible, sterile Mikrodialysesonden (CMA 70
Microdialysis Bolt Catheter, CMA, Solna Schweden) mit einer Durchléssigkeit fiir Mo-
lekiile der GroBe 20000 Dalton verwendet. Die Membran hatte eine Linge von 10 mm,
einen AuBBendurchmesser von 0,6 mm und bestand aus Polyamid. Das Totraumvolumen
der Katheterspitze und des abfiihrenden Schenkels betrug 6,84 ul. Das Reaktionsgefal3
wurde entfernt und stattdessen ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) zum Auffangen der Dialysatfliissigkeit verwendet. (sieche Abbildung 2)

3.1.3. Substanzen und Material

Die 80 mM Koffeinlosung wurde von der Klinikapotheke der Universitit Wiirzburg
hergestellt und in 10 ml groBe, abgedunkelte Glasampullen abgefiillt.

Die weiteren Triggerlosungen bestanden aus einem Halothan-Sojabohnendl-Gemisch
(Halothan: Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland; Lipofundin 20%, Fresenius, Bad

Homburg v.d.H., Deutschland). Die Substanzen wurden unter sterilen Bedingungen in
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sterilen, gasdichten 50 ml Glaskolben ca. 20 Minuten vor der Applikation gemischt, mit
einem Glaspfropf verschlossen und durch kontinuierliches Schiitteln in Losung gehal-

ten.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Halothan-Sojabohnen6l-Losung 6 Vol%

Menge Halothan Menge Sojabohnendl

Konnzentration 6 Vol% 1,5 ml 23,5 ml

Tabelle 2: Zusammensetzung der Halothan-Sojabohnenol-Losung 4 Vol%

Menge Halothan Menge Sojabohnendl

Konzentration 4 Vol% 0,5 ml 12 ml

Um die Triggersubstanzen zu applizieren, wurden 27 G Zuspritzkatheter (Pajunk,
Geisingen, Deutschland) mit einem Totraumvolumen von 140 ul verwendet.

Fiir die Bestimmung der Laktatkonzentration im Dialysat wurde Laktatreagenz (Trinity
Biotech, Wicklow, Irland) benutzt. Als Laktatstandard (Trinity Biotech, Wicklow, Ir-
land) dienten Losungen der Konzentrationen 20, 80 und 120 mg/dl.

Weiterhin kamen Pipetten (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) mit einem Volumen von
1000 pl und 0-20 pl mit den zugehorigen Pipettenspitzen (Hartmann, Hamburg,

Deutschland) zum Einsatz.
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Membran Schaft

Zuspritzkatheter

Luer-Lock Konnektor zur Triggerapplikation

Eppendorf-Cup fiir Dialysat

Luer-Lock Konnektor fiir Ringer-Losung

Abbildung 2: Zusammengesetzte Messvorrichtung mit Mikrodialysesonde und

Zuspritzkatheter.

3.1.4. Gerite

Die Lakatkonzentration im Dialysat wurde mit dem HP 8453-UV-Visible
Spektrophotometer (Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland) in Verbindung mit ei-
nem Vectra XA-Computer (Hewlett Packard, Waldbronn, Deutschland) bestimmt. Als
Software Programm diente Visible-Chem-Station (Hewlett Packard, Waldbronn,
Deutschland).

Zur Mischung des Laktatreagenz mit der Dialysatfliissigkeit wurde ein Schiittelgerét
(Vortex Genie 2, Scientific Industries, New York, USA) benutzt.

Die Auswertung der Blutgasanalysen wurde am Blutgasanalysator des Aufwachraums
(Radiometer ABL 615, Willich, Deutschland) des Zentrums fiir operative Medizin der
Universitidt Wiirzburg vorgenommen. Samtliche Labordiagnostik der Blutproben fiihrte
das Zentrallabor der Universitidt Wiirzburg durch.

Zur Perfusion der Sonden mit Ringer-Losung wurde eine Préizisionsspritzenpumpe
(PHD 2000-Programmable Syringe Pump, Harvard Apparatures, Holliston, MA, USA)
mit zehn dazu kompatiblen 1 ml Spritzen (Pump Syringe, Becton Dickinson, Heidel-
berg, Deutschland) eingesetzt. Zur Applikation der Triggersubstanzen wurde eine weite-
re Spritzenpumpe (PHD 2000-Programmable Syringe Pump, Harvard Apparatures,
Holliston, MA, USA) mit vier kompatiblen 1 ml Spritzen (Pump Syringe, Becton Di-

ckinson, Heidelberg, Deutschland) verwendet.
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3.1.5. Standardkurve Laktat

Vor Beginn der Untersuchungen wurde einmalig eine Standardkurve fiir Laktat erstellt.
Dazu wurden jeweils zwei Messungen einer Laktatstandard-Losung der Konzentratio-
nen 2,2 mM, 4,4 mM und 6,6 mM durchgefiihrt. Es wurden 10 ul des Laktatstandards
zu 1000 pl Laktatreagenz gegeben und zehn Minuten im Dunkeln inkubiert. Danach
wurde die Losung in eine Glaskiivette gefiillt und spektrometrisch bei 540 nm gemes-
sen.

Bei der beschriebenen enzymatischen Methode wird Laktat durch die Laktatoxidase zu
Pyruvat und Wasserstoffperoxid umgewandelt. In Gegenwart von H,0O, katalysiert die
Peroxidase die oxidative Kondensierung chromogener Vorstufen, die einen Farbstoff
mit einem Absorptionsmaximum bei 540 nm bilden. Der gemessene Absorptionsanstieg
ist der Laktatkonzentration in der Probe direkt proportional. Nach dem Lambert-Beer-

Gesetz wurde aus den gemessenen Werten eine lineare Laktatstandardkurve erstellt.

3.1.6. Laktatbestimmung

Die Bestimmung der Laktatkonzentration in der Dialysatfliissigkeit erfolgte im An-
schluss an die Untersuchung mit Hilfe eines Spektrophotometers. 10 pl des Dialysats
wurden mit 1000 ul Laktatreagenz in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal pipettiert, vermischt
und fiir zehn Minuten im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurden 1000 pl dieser Lo-
sung in einer Glaskiivette wie oben beschrieben bei 540 nm spektrometrisch gemessen.
Das Laktatreagenz wurde vor der Messung der Dialysatproben gegen aqua ad
iniectabilita als Referenz gemessen. Die Absorption durfte einen Wert von 0,08 nicht
iibersteigen. Ansonsten wurde die Losung verworfen. Zur Uberpriifung der Messgenau-
igkeit des Verfahrens wurde zu Beginn der Laktatbestimmung des Untersuchungsmate-
rials die Messung eines Laktatstandard mit 2,2 mM durchgefiihrt. Nach Messung der
Halfte der Proben erfolgte eine Laktatstandardbestimmung mit 4,4 mM und nach Been-
digung mit einer 6,6 mM Losung. Eine Abweichung von bis zu 10% wurde toleriert.
Alle Proben wurden mit derselben Glaskiivette vermessen, die nach jeder Benutzung

mit destilliertem Wasser gesdubert und auf trockenen Tiichern ausgeklopft wurde.
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3.1.7. Versuchsprotokoll

Alle Untersuchungen wurden im Aufwachraum der Klinik und Poliklinik fiir Anésthe-
siologie des Zentrums filir operative Medizin der Universitdt Wiirzburg unter arztlicher
Betreuung durchgefiihrt. Eine kontinuierliche Uberwachung der Vitalparameter und der
Zugriff auf Notfallmedikamente und -ausriistung waren zu jeder Zeit gewéhrleistet. Der
Versuchsleiter klarte den Probanden in einem telefonischen Vorgespriach und unmittel-
bar vor Beginn der Untersuchung personlich iiber die freiwillige Teilnahme an der Stu-
die auf. Anschlie8end bestitigte der Patient sein Einverstdndnis auf einem Aufklarungs-
bogen.

Der Proband lag wihrend der Untersuchung in einem Patientenbett. Das rechte Bein
wurde in einer Beinschiene aus Schaumstoff gelagert, um die Beweglichkeit einzu-
schriinken und somit mdgliche Messartefakte zu verhindern. Zur Uberwachung wurden
durchgehend die Herzfrequenz, der Blutdruck, die periphere Sauerstoffséttigung sowie
die Schmerzempfindung mit Hilfe einer Visuellen Analogskala (VAS) gemessen. Wei-
terhin wurde ein vendser Zugang angelegt und eine Blutentnahme sowie eine Blutgas-
analyse vor Beginn und am Ende der Untersuchung durchgefiihrt. Im Labor wurden
CK, LDH, Myoglobin, GOT, GPT sowie das Kalium im Serum bestimmt. Falls sich in
der Blutgasanalyse ein Laktatwert groBer als 2 mM zeigte, wurde der Versuch abgebro-
chen.

Durch Anspannen der Oberschenkelmuskulatur wurde die genaue Lokalisation des M.
vastus lateralis bestimmt und eine Desinfektion und gegebenenfalls Rasur des distalen
Drittels der Haut des Oberschenkels iiber dem Muskel vorgenommen. Das Untersu-
chungsgebiet wurde steril mit einem Lochtuch abgedeckt und die Haut mit einem Lo-
kalandsthetikum (10 ml Mepivacain 1%: AstraZeneca, Wedel, Deutschland) infiltriert.
Zur Vorbereitung der Messvorrichtung wurde der Zuspritzkatheter in einem Abstand
von fiinf Millimetern zur Spitze der Mikrodialysesonde an der Plastikkappe befestigt.
Nach erneuter Desinfektion wurde die Haut mit einer Lanzette an den beiden Einstich-
stellen eingeritzt und zwei 16 G Katheter (Insyte, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) nebeneinander (einer lateral, einer medial im Muskel) im Abstand von
mindestens drei Zentimetern in einem Winkel von ungefahr 30° in kranialer Richtung in
den M. vastus lateralis eingebracht. Ein weiterer Katheter wurde drei Zentimeter kranial

der beiden eingefiihrten Kaniilen platziert.
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Der laterale Katheter war fiir die Applikation von Koffein 80 mM, der mediale Katheter
fiir das Halothan 4 Vol%-Sojabohnendlgemisch und der kraniale Katheter fiir die Lo-
sung Halothan 6 Vol% vorgesehen. Die vorbereitete Messovorrichtung wurde bis zum
Anschlag in die 16 G Kaniile eingeflihrt und diese dann bis zur Markierung von 9 cm
am Zuspritzschlauch zurlickgezogen. Dies gewihrleistete die vollstindige Lage der
Membran und des Zuspritzschlauchs im Muskel. Nach Konnektion an die Spritzenpum-
pe wurde die Perfusion mit 1 pl/min gestartet. Es folgte fiir 20 Minuten eine Spiilung
zur Einstellung eines stabilen physiologischen Milieus (Aquilibrierungsphase) im Mus-
kel. Im Anschluss wurde der erste Messwert abgenommen. Uber jeweils 15 min wurden
15 pl Dialysatfliissigkeit von beiden Messsonden gesammelt. Nach Abnahme der ersten
Messwerte wurden 340 pl der Triggersubstanzen Halothan 4 Vol%, Halothan 6 Vol%
und Koffein 80 mM mit einer Geschwindigkeit von 340 pl/min iiber den Perfusor in den
Muskel appliziert. Insgesamt wurden sechs Messungen iiber einen Zeitraum von 90 min
durchgefiihrt. Die mit Dialysat gefiillten Eppendorf-Gefile wurden bis zur
spektrometrischen Messung im Anschluss an die Untersuchung im Medikamentenkiihl-

schrank des Aufwachraums bei 4°C aufbewahrt.

Stimulation
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Abbildung 3: Zeitlicher Untersuchungsablauf: Aquilibrierungzeit: 20 min; Ab-
nahme von Messwerten alle 15 min, Stimulation mit Triggersubstanzen zum Zeit-

punkt 30 min, Abnahme von sechs Messwerten.
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Mit Hilfe der Visuellen Analogskala sollte der Proband seine subjektive Schmerzemp-
findung wahrend des Einfiihrens der 16 G Kaniilen in den Oberschenkel und nach Ap-
plikation der Triggersubstanzen angeben. Die Vitalparameter wurden wéhrend der ge-
samten Untersuchung kontinuierlich iiberwacht und auf dem Versuchsprotokoll doku-
mentiert. Nach Beendigung des Versuchs wurden die Sonden entfernt und die Wunden
mit LeukoStrip (Beiersdorf, Hamburg, Deutschland) steril abgedeckt. Der Oberschenkel
wurde mit einem Kompressionsverband (Hartmann, Heidenheim, Deutschland) einge-
bunden und ein Netzschlauch (Lohmann&Rauscher, Rengsdorf, Deutschland) zur Fixie-
rung des Verbands tibergestilpt.

Der Proband wurde weitestgehend schmerzfrei und kreislaufstabil vom Arzt entlassen.
Eine erneute Kontrolle der oben erwihnten Laborwerte erfolgte in einem Zeitraum von
12 bis 24 h nach der Untersuchung. Der Proband wurde einige Tage nach dem Versuch

telefonisch kontaktiert und zu seinem Befinden befragt.

3.1.8. Modifiziertes Versuchsprotokoll

Nach der Auswertung erster Ergebnisse von Kontrollprobanden war eine Verdnderung
des Versuchsprotokolls notwendig. Die kraniale Messsonde mit der Stimulationssub-
stanz Halothan 6 Vol% wurde in den folgenden Untersuchungen an MHS- und MHN-

Probanden nicht mehr weiterverwendet. Der Versuchsaufbau blieb ansonsten bestehen.

3.1.9. Fragebogen
Vier Wochen nach der Untersuchung wurde den Probanden ein Fragebogen zugesandt,

in dem sie zu Akzeptanz und Belastung der Untersuchungsmethode befragt wurden.

3.1.10. Statistik

Die Versuche wurden mit Probanden der Kontrollgruppe begonnen und danach mit
MH-positiven und MH-negativen Probanden je nach Verfiigbarkeit randomisiert wei-
tergefiihrt.

Die Daten sind als Median und Quartilen angegeben. Signifikante Unterschiede zwi-
schen den MHS-, MHN-, und Kontrollstudienteilnehmern wurden mit der Kruskal-
Wallis-Analyse untersucht. Der Mann-Whitney-U-Test wurde verwendet, um Unter-
schiede zwischen MHS- vs. MHN, MHS- vs. Kontroll- und MHN- vs. Kontrollproban-

den zu zeigen. Ein p < 0,05 wurde als signifikant angenommen.
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3.2. Methodik Tiermodell

3.2.1. Versuchstiere

Mit Genehmigung der Ortlichen Tierschutzkommission wurden 15 (6 ménnliche, 9
weibliche) Pietrain-Schweine im Alter von 12- 16 Wochen verwendet. Es wurden 9 Tie-
re, die vor Versuchsbeginn homozygot fiir das ,,Porcine Stress Syndrom* (MHS) getes-
tet wurden und sechs homozygote Tiere des Wildtyps (MHN) untersucht. Das Gewicht
der MHS-Veranlagten betrug 28 [26 — 29] kg und das der MHN-Tiere 32 [31-33] kg.
Die Schweine wurden eine Woche vor dem Versuch von den Zuchtbetrieben des Regie-
rungsbezirkes Unterfranken im Groftierstall der experimentellen Chirurgie der Univer-
sitdit Wiirzburg untergebracht und artgerecht gehalten. Futter und Trinkwasser wurde

thnen zuletzt am Abend vor dem Versuchstag angeboten.

3.2.2. Mikrodialyse

Fiir alle Messungen kamen flexible Mikrodialysesonden (MAB 7, Microbiotech/se
Stockholm Schweden) aus Polyethylensulfon mit einer Membranldnge von 10 mm und
einer Schaftlinge von 80 mm zum Einsatz. Die Durchléssigkeit der Membran fiir Mole-
kiile betrug 15000 Dalton (cut off membrane) und das Totraumvolumen der Sonde lag
bei 13,6 pl.

Die Sonden bestanden aus einem zufiihrenden Schenkel fiir das Perfusat und einem ab-
filhrenden Schenkel fiir das Dialysat. Der zufiihrende Schenkel wurde in einen 16 G
Venenverweilkatheter (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) eingefiihrt. Der
Abfiihrende wurde in einem Auffanggefdll (CMA Microdialysis, Solna, Schweden) be-
festigt. Die Sonden wurden wihrend der gesamten Messzeit mit einer konstanten Ge-
schwindigkeit von 1 pl/min mit Ringer-Losung (Fresenius, Bad Homburg, Deutschland)
perfundiert und die Auffanggefafle alle 15 bzw. 7,5 min gewechselt.

Nach jedem Versuch wurden die Sonden kontinuierlich mit Ringer-Losung durchge-
spiilt, um eine Austrocknung bis zur néchsten Verwendung zu verhindern. Zur Bestim-
mung der in-vitro-recovery nach jedem sechsten Versuch wurden die Mikrodialyseson-
den in eine Losung mit einer 40 mM Laktatkonzentration eingebracht und mit Ringer-
Losung perfundiert. Aus dem Verhéltnis der Konzentration im Dialysat zur Ausgangs-
konzentration wurde die in-vitro-recovery berechnet und Sonden mit einem Wert < 70%

ausgewechselt.
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3.2.3. Substanzen und Material

Zum Mischen der Substanzen dienten gasdichte 50 ml Glaskolben (Marienfeld, Lauda,
Deutschland). Es wurden vier verschiedene Konzentrationen eines Sevofluran-
Sojabohnenol-Gemisches hergestellt. (Sevofluran: Abbott, Wiesbaden, Deutschland;
Lipofundin 20%, Fresenius, Bad Homburg v.d.H., Deutschland) Die Substanzen wurden
ca. 20 Minuten vor dem Spritzen zubereitet und bis zur Applikation durch kontinuierli-

ches Schiitteln in Losung gehalten.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Sevofluran-Sojabohnendl-Losungen 3 Vol%, 7,5

Vol%., 15 Vol%, 28 Vol%.

Konzentration Menge Sevofluran Menge Sojabohnendl
3 Vol% 9,7 ml 0,3 ml
7,5 Vol% 18,5 ml 1,5 ml
15 Vol% 8,5 ml 1,5 ml
28 Vol% 9 ml 3,5ml

Um die Triggersubstanzen zu applizieren wurden 27 G Zuspritzschlduche (Spinalkathe-
ter Pajunk, Geisingen, Deutschland) mit einem Totraumvolumen von 140 pl eingesetzt.
Fiir das AnschlieBen der Mikrodialysesonden an die Spritzen wurden stumpfe 21 G Ka-

niilen (Braun, Melsungen, Deutschland) benutzt.

3.2.4. Geriite

Es wurde eine Prazisionsspritzenpumpe (PHD 2000-Programmable Syringe Pump, Har-
vard Apparatures, Holliston, MA, USA) mit 1 ml Spritzen (Pump Syringe, Becton Di-
ckinson, Heidelberg, Deutschland) und zehn Spritzenpldtzen zum kontinuierlichen Spii-
len verwendet. Fiir die Applikation der Triggersubstanzen wurde eine Spritzenpumpe
(PHD 2000-Programmable Syringe Pump, Harvard Apparatures, Holliston, MA, USA)
mit 1 ml Spritzen (Pump Syringe, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) und vier

Spritzenplédtzen gewéhlt. Sofort nach der Sammlung des Dialysats wurden die Proben
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auf ihre Laktat-, Glukose- und Pyruvatkonzentrationen mit einem Spektrophotometer
(CMA/ISCUS, CMA, Solna, Schweden) untersucht.
Zur Lagekontrolle der Venenverweilkatheter wurde ein Ultraschallgerét (SonoSite, 180

Plus, Bothell, WA, USA) verwendet.

3.2.5. Versuchsprotokoll

Alle Untersuchungen an Tieren wurden im GroBtier-OP der Experimentellen Chirurgie
der Universitit Wiirzburg durchgefiihrt. Das Tier wurde kurz vor dem Transport mit 5-
10 mg/kg KG mit dem Butyrophenon Azaperon i.m. tief sediert. Bei Eintreffen im Tier-
OP wurde bei noch nicht ausreichender Sedierung 6-10 mg/kg KG Ketamin i.m. verab-
reicht und ein intravendser Katheter in eine Ohrvene gelegt. Zur Narkoseeinleitung
wurden 14-17 mg/kg KG Thiopental als Bolus appliziert. Die Versuchstiere wurden auf
dem Riicken gelagert und an den Vorder- und Hinterldufen fixiert. Darauthin erfolgte
die endotracheale Intubation (7,0 mm ID Endotrachealtubus Riisch, Kernen i.R.,
Deutschland) und eine maschinelle Beatmung (Siemens Servo Ventilator 900C, Erlan-
gen, Deutschland) mit einem 50%  Sauerstoff/ 50% Luftgemisch. Die
Beatmunsparameter wurden so gewéhlt, dass ein endtidales CO, zwischen 30-35 mmHg
(Atemfrequenz 12-14 min™'; Tidalvolumen 10-15 ml/kg; PEEP 5 mmHg) erzielt wurde.
Uber Perfusoren wurden Fentanyl und Midazolam zur Aufrechterhaltung der Narkose
verabreicht. Die Korpertemperatur wurde durch eine Infrarotlampe und eine Heizmatte
aufrechterhalten. Die Tiere wurden kontinuierlich mittels Pulsoxymetrie, EKG-
Ableitung, Kapnometrie, rektaler Temperaturmessung und der Messung des arteriellen
Blutdrucks in der A. saphena iliberwacht. Ein weiterer arterieller Zugang in der A.
carotis diente Blutentnahmen zur Untersuchung der Blutgase und des Laktats im Serum.
Zur Vorbereitung der Mikrodialyse wurde die Spritzenpumpe mit vier 1 ml Spritzen
versehen und auf einen Fluss von 1 pl/min eingestellt. Vier Mikrodialysesonden wurden
mit einem Katheter zum Zuspritzen der Triggersubstanzen ausgestattet. Der
Zuspritzschlauch wurde in einem Abstand von 5 mm zur Spitze der Mikrodialysesonde
fixiert. Fiinf 16 G Venenverweilkatheter (Insyte, Beckton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) wurden in einem Mindestabstand von drei Zentimetern in die
Adduktorenmuskulatur eingebracht und die intramuskuldre Lage mit einem Ultraschall-

gerdt (SonoSite, 180 Plus, Bothell, WA, USA) kontrolliert. AnschlieBend erfolgte das

22



Einfiihren der vorbereiteten Messvorrichtung in die Fithrungskaniile. Um eine komplet-
te intramuskuldre Lage der Sondenmembran zu gewihrleisten, wurden die Fiihrungska-
theter um zwei Zentimeter zuriickgezogen. Nach Konnektion an die Spritzenpumpe
wurde die Perfusion gestartet. Die abfiihrenden Schenkel der Sonden wurden zur
Sammlung des Dialysats in Reaktionsgefile (CMA, Solna, Schweden) eingebracht.
Diese befanden sich wiederum in einem Styro-Rack (Hartenstein, Wiirzburg, Deutsch-
land). Nach einer Aquilibrierungsphase von 30 min wurde als Bolus 100 pl der
Sevofluran-Sojabohnendl-Mischung 3, 7,5, 15 und 28 Vol% iiber den Zupritzkatheter in
den Muskel appliziert. Die Proben vor der Verabreichung der Triggersubstanzen wur-
den in 15 miniitigen Abstidnden, die danach in 7,5 miniitigen Abstdnden gesammelt. Im
Dialysat wurden Glukose, Laktat und Pyruvat spektrophotometrisch bestimmt. Eine
kontinuierliche Aufzeichnung der himodynamischen Parameter fand wéhrend der ge-

samten Versuche statt.

3.2.6. Statistik

Die Daten wurden als nicht-parametrisch verteilt angenommen und als Median und
Interquartilenabstand angegeben. Um Unterschiede zwischen MHS- und MHN-Tieren
in Hinsicht auf die Maxima von Laktat-, Glukose- und Pyruvatkonzentrationen zu zei-
gen, wurde der Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt. Ein p < 0,05 wurde als signifikant

angenommen.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Probanden-Studie

4.1.1. Biometrische Daten

Die biometrischen Daten der Probanden unterschieden sich nicht signifikant zwischen
der MHS-, MHN-, und Kontrollgruppe. Es bestand eine Verwandtschaft ersten Grades
zu dreimal je zwei Personen: davon zweimal in der Kombination MHS-MHN und ein-
mal MHS-MHS. Alle MHS-Studienteilnehmer wiesen eine kausale Mutation auf. Bei
den Teilnehmern der MHN-Gruppe lag in der Familie eine kausale Mutation vor, die

jedoch nicht beim Probanden nachweisbar war.

Tabelle 4: Biometrische Daten, MHS: n=9, MHN: n= 7, Kontrollgruppe: n=17,

Median und Quartilen.

Geschlecht 2

Anzahl [w/m] Alter [Jahre] | BMI (kg/m”)
MHS 9 1/8 35 [33-43] 27 [24-28]
MHN 7 3/4 31 [25-43] 25 [24-27]
Kontrolle 7 2/5 25 [24-25] 24 [21-27]

4.1.2. Vitalparameter

Die Herzfrequenz und der mittlere arterielle Blutdruck der Studienteilnehmer unter-
schieden sich wihrend der Untersuchung nicht zwischen MHS-, MHN- und Kontroll-
probanden. Die periphere Sauerstoffsittigung lag bei allen Probanden kontinuierlich

zwischen 94% und 100%.
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Abbildung 4: Herzfrequenz wihrend der Untersuchung, Median und Quartilen,

MHS: n=9, MHN: n= 7, Kontrollprobanden: n= 7.
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Abbildung 5: Mittlerer arterieller Blutdruck wihrend der Untersuchung, Median
und Quartilen, MHS: n=9, MHN: n= 7, Kontrollprobanden: n="7.
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4.1.3. Peripher-venose Blutgasanalyse

Die peripher-venose Blutgasanalyse zu Beginn der Untersuchung ergab, dass sich pH,

pCO,, Basenabweichung und Laktat im physiologischen Bereich befanden.

Tabelle 5: Venose BGA bei Versuchsbeginn, MHS: n=9, MHN: n= 7, Kontroll-

gruppe: n=7, Median und Quartilen.

- “’,Z‘r‘gsilﬁgginn pH pCO, [mmHg] | BE [mmoll] | Laktat [mmol/]
MHS 7417474 |42,0[48,1-39,1]| 02[0,1-12] | 1,0[0.8-1,1]
MHN T4[74-74] | 413[383-47.8]| 05[-12-14] | 1,0[0.9-1,4]
Kontrolle 74[73-74] |49.0[466-5211| 13[1,1-1.8] | 1,5[1.4-1,7]

Bei der peripher-vendsen Blutgasanalyse am Ende der Untersuchung konnten wiederum

Normwerte fiir pH, pCO,, Basenabweichung und Laktat gemessen werden. Ein signifi-

kanter Unterschied ergab sich in der Laktatkonzentration beim Vergleich von MHN-

und Kontrollgruppe.

Tabelle 6: Venose BGA 60 min nach Triggerapplikation, MHS: n=9, MHN: n=7,

Kontrollgruppe: n= 7, Median und Quartilen, §: p< 0,05 MHN vs. Kontrollgruppe.

Vendse BGA pCO, BE Laktat
60 min nach pH [mmHg] [mmol/1] [mmol/1]
Triggerapplikation
MHS 7,4[7,4-7,4] |44,5[40,6-47,3]| 0,4[0,1-0,8] 1,0 [1,0-1,4]
MHN 7,4(7,4-7,4] |40,2[38,7-48,1]1| 0,3[-0,9-1,2] 0,9 [0,9-1,0]°
Kontrolle 7,4(7,3-7,4] |46,5[45,5-51,0]| 0,8[0,6-1,7] 1,4 [1,3-1,8]
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4.1.4. Muskelenzyme

Die Kreatinkinase-Werte im Serum zeigten zu Beginn und am Ende der Untersuchung

keine signifikanten Unterschiede zwischen MHS,- MHN- und Kontrollgruppe. Der
hochste Wert betrug 509 U/l in der MHS-Gruppe, 24 h nach der Untersuchung. Ein sig-

nifikanter Unterschied war zwischen MHS- und MHN-Probanden sowie zwischen

Kontroll- und MHN-Probanden festzustellen (Daten siehe Tabelle 7). Der hochste indi-

viduelle Wert aller Teilnehmer wurde 24 h nach der Untersuchung bei einem MHS-

Probanden gemessen. Dieser betrug 967 U/I, bei einem Ausgangswert von 580 U/l. Kli-

nische Zeichen einer Myopathie bestanden zu keinem Zeitpunkt.

Tabelle 7: Kreatinkinase im Serum am Versuchsbeginn, nach Triggerapplikation,
24 h nach Untersuchung; MHS: n=9, MHN: n= 7, Kontrollgruppe: n= 7, Median
und Quartilen, *: p< 0,05 MHS vs. MHN, §: p< 0,05 MHN vs. Kontrollgruppe.

Versuchsbeginn 60 min nach 24 h nach
Kreatinkinase i.S. u[U A & Triggerapplikation Untersuchung
[U/1] [U/1]
MHS 289 [168-319] 305 [134-317] 509 [371-567]*
MHN 135 [119-176] 116 [100-149] 151 [132-205]°
Kontrolle 151 [102-211] 124 [86-184] 182 [68-28]

Die zu Beginn, 60 min nach Triggerapplikation und 24 h nach der Untersuchung durch-

geflihrte Blutuntersuchung zeigte, dass signifikante Unterschiede der Myoglobinwerte

zu allen drei Zeitpunkten zwischen der MHS- und der MHN-Gruppe sowie im Ver-

gleich MHS- und Kontrollgruppe bestanden.
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Tabelle 8: Myoglobin im Serum am Versuchsbeginn, nach Triggerapplikation, 24
h nach Untersuchung; MHS: n=9, MHN: n= 7, Kontrollgruppe: n= 7, Median und
Quartilen, *: p< 0,05 MHS vs. MHN, §: p< 0,05 MHS vs. Kontrollgruppe.

Versuchsbeginn 60 min nach 24h nach
Myoglobin i.S. [ug/l] & Triggerapplikation Untersuchung
" [ng/l] [ng/l]
MHS 68 [52-1117*° 98 [80-106]** 81 [69-105]*"
MHN 44 [29-59] 34 [28-48] 42 [34-61]
Kontrolle 40 [28-51] 41 [38-46] 31 [25-38]

4.1.5. Mikrodialyse

Laktatkonzentration nach Halothan 6 Vol%-Stimulation

In der Gruppe der Kontrollprobanden wurde eine dritte Messsonde mit einer Halothan 6

Vol%igen Losung zur Stimulation platziert. Der Median des ersten Messwerts lag bei

0,6 mM [0,4-0,7]. Nach der Applikation der Triggersubstanz Halothan 6 Vol% wurde

ein Anstieg des Laktats auf ein Maximum von 4,8 mM [2,2-7,3] gemessen. Da der An-

stieg der Laktatkonzentration unter der o.g. Halothan-Konzentration bereits bei Kont-

rollprobanden unerwartet hoch ausfiel, wurde auf eine Untersuchung von MHS- und

MHN-Probanden mit 6 Vol% Halothan verzichtet.
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Abbildung 6: Intramuskulire Maximalwerte der Laktatkonzentrationen unter
Stimulation mit 200 pl Halothan 6 Vol%, Median und Quartilen, Kontrollproban-

den: n=7.

Laktatwerte nach Koffein 80 mM-Stimulation

Der Median des ersten Messwertes aller nach 15 min gemessenen
Laktatkonzentrationen lag bei 0,5 mM [0,3-0,6], und es bestand kein Unterschied zwi-
schen den Gruppen. Nach der Stimulation mit 200 pl 80 mM Koffein stieg in der MHS-
Gruppe die Laktatkonzentration von einem Ausgangswert von 0,5 mM [0,3-0,6] auf ein
Maximum von 2,0 mM [1,8-3,8]. In der MHN-Gruppe zeigte sich bei einem Aus-
gangswert von 0,4 mM [0,3-0,5] nur ein Anstieg auf ein Maximum von 0,8 mM [0,6-
1,1]. Die Werte der Kontrollgruppe wiesen ein dhnliches Verhalten auf. Der Ausgangs-
wert lag bei 0,5 mM [0,4-0,6] und stieg auf 0,8 mM [0,8-0,9] an. Es ergab sich ein sig-
nifikanter Unterschied zwischen der MHS- und MHN-Gruppe und der MHS- und Kont-
rollgruppe. Der hochste Wert wurde in der MHS-Gruppe verzeichnet. Die MHN- und

Kontrollgruppe verhielten sich identisch. Nicht signifikant verschieden waren die
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Milchsdurekonzentrationen der MHN- und Kontrollgruppe. Aus technischen Griinden

versagte die Messung der Koffeinsonde eines Kontrollprobanden.
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Abbildung 7: Maximalwerte der intramuskuliren Laktatkonzentration unter Sti-
mulation mit 200 pl Koffein 80 mM, Median und Quartilen, MHS: n=9, MHN: n=
7, Kontrollprobanden: n= 7, *: p< 0,05 fiir MHS- vs. MHN- Probanden.
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Abbildung 8: Ausgangswert und maximaler Anstieg der Laktatkonzentration un-
ter Stimulation mit 200 pl Koffein 80 mM, Median und Quartilen, *: p< 0,05 fiir
MHS- vs. MHN-Probanden.

Laktatwerte nach Halothan 4 Vol%-Stimulation

Nach der Stimulation mit Halothan 4 Vol% ergab sich fiir die MHS-Probanden ein Spit-
zenwert der Laktatkonzentration von 8,6 mM [4,1-8,9] bei einem Ausgangswert von 0,5
mM [0,3-0,5]. In der MHN-Gruppe war dieser Anstieg wiederum wesentlich geringer
ausgeprigt. Bei einem Anfangswert von 0,2 mM [0,2-0,5] wurden Maximalwerte von
0,9 mM [0,5-1,2] erreicht. Die Kontrollprobanden zeigten einen Anstieg der
Laktatkonzentrationen von 0,6 mM [0,5-0,7] auf 1,7 mM [0,9-2,3] und erreichten somit
einen hoheren Spitzenwert als die MHN-Gruppe. Ein signifikanter Unterschied wurde
zwischen den MHS- und den MHN-Probanden ebenso wie zwischen MHS- und Kont-
rollprobanden festgestellt. MHN- und Kontrollprobanden unterschieden sich nicht.
Nach dem Anstieg der Werte auf ein Maximum nach Injektion der verschiedenen

Triggersubstanzen, fielen die Laktatwerte bei allen Probanden wieder ab. Die Messung
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wurde nicht bis zum Erreichen der Ausgangswerte weitergefiihrt. Aufgrund technischer

Probleme schlug die Messung der Halothansonde eines MHS-Probanden fehl.
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Abbildung 9: Intramuskulire Maximalwerte der Laktatkonzentration unter Sti-
mulation mit 200 pl Halothan 4 Vol%, Median und Quartilen, MHS: n=9, MHN:
n= 7, Kontrollprobanden: n= 7, *: p< 0,05 fiir MHS- vs. MHN-Probanden.
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Abbildung 10: Ausgangswert und Maximalwert der Laktatkonzentration nach
Applikation von Halothan 4 Vol%, Median und Quartilen, MHS: n= 9, MHN: n=
7, Kontrollprobanden: n= 7, *: p< 0,05 fiir MHS- vs. MHN-Probanden.

4.1.6. Visuelle Analogskala

Wihrend der Untersuchung wurde der VAS-Wert entsprechend der Intensitdt des ver-
spiirten Schmerzes beim Einbringen der Messkatheter sowie der maximale Schmerz
nach Applikation der Triggersubstanz ermittelt. Beim Einbringen der Messsonden emp-
fanden die Gruppen dhnlich. Die MHS-Probanden gaben eine Schmerzintensitét von 3,0
[2,0-6,5], die MHN-Probanden 2,0 [1,0-4,5] und die Kontrollteilnehmer 2.4 [1,8-3,2]
an. Deutliche Unterschiede in der Empfindung wurden nach der Stimulation mit den
Triggerlosungen festgestellt. Der hochste Wert wurde hier in der Kontrollgruppe mit 4,4
[2,6-4,5], gefolgt von der MHS-Gruppe mit 3,5 [2,3-5,5] gemessen. Den geringsten
Schmerz empfanden die Teilnehmer der MHN-Gruppe mit einem Wert von 0,5 [0,0-
1,3]. Demnach war der Unterschied zwischen den MHS- und den MHN-Teilnehmern
sowie zwischen MHN- und Kontrollprobanden signifikant. Zwischen MHS- und Kont-

rollgruppe wurde kein Unterschied ermittelt.
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Abbildung 11: Scores der Visuellen Analogskala beim Einbringen der Messkathe-
ter und nach Stimulation mit Koffein 80 mM und Halothan 4 Vol%, Median und
Quartilen, MHS: n= 9, MHN: n= 7, Kontrollprobanden: n= 7 mit zusitzlicher
Messsonde Halothan 6 Vol%, *: p< 0,05 fiir MHS- vs. MHN-Probanden, #: p< 0,05
fiir Kontroll- vs. MHN- Probanden.

4.1.7. Fragebogen

Zwei Wochen nach der Untersuchung erhielten alle Probanden Fragebogen. Ein Frage-
bogen aus der MHN-Gruppe wurde nicht vollstindig ausgefiillt. Die Probanden konnten
auf einer Skala von 1 (wenig; zufrieden) bis 10 (stark; unzufrieden; schlecht) verschie-
dene Aspekte der Untersuchung bewerten.

Nach Stimulation gaben Probanden der MHS-Gruppe sowie der Kontrollgruppe im
Vergleich zu MHN-Teilnehmern stirkere Schmerzen an. Keiner der Probanden fiihlte
sich am Tag der Untersuchung oder am darauf folgenden Tag schwerwiegend beein-
trachtigt. Der Schmerzcharakter wahrend der Untersuchung wurde in der MHS-Gruppe
am héufigsten als krampfartig, in der Kontrollgruppe als stumpf beschrieben, die MHN-

Gruppe charakterisierte das Empfinden mit ,,wenig Schmerz* bis ,,gar kein Schmerz*.
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Die Schmerzen nach der Triggerapplikation hielten bei der MHS-Gruppe am lédngsten

an. Die Einstichstelle war in allen Gruppen nach vier bis sieben Tagen verheilt.

Tabelle 9: Auswertung der Fragebogen, MHS: n=9, MHN: n= 7, Kontrollproban-

den: n=7, Median und Quartilen; S.: Schmerz.

Fragebogen MHS MHN Kontrollgruppe

Gesamtverlauf 2 [1-2] 2 [1-2] 2[1-2]

Information im Vorfeld 1[1-2] 2 [1-2] 2 [1-2]

Betreuung 1[1-2] 1[1-1] 1[1-1]

S. Kaniile legen 2[1-2] 2 [1-3] 1[1-2]

S. Lokalanésthesie 2 [2-3] 3 [2-3] 3 [3-4]

S. Einstechen Messkatheter 3 [2-4] 3[1-4] 4 [2-6]

S. Triggerapplikation 4 [3-6] 2 [1-3] 4 [2-6]

S. Entfernung Messkatheter 2 [2-3] 2 [1-2] 2 [2-2]

S. Tag der Untersuchung 2 [1-2] 2 [1-2] 2 [2-3]

S. Tag nach Untersuchung 1[1-1] 1[1-2] 1[1-3]

Beeintrachtigung Tag n. Versuch 1[1-2] 1[1-1] 1[1-3]

Rotung Einstichstelle 1[1-1] 1[1-1] 3 [2-4]

Bluterguss Einstichstelle 1[1-1] 1[1-1] 4 [4-5]

Tage durch S. beeintrichtigt 0[0-2] 0 [0-0] 0[0-2]

Schmerzcharakter krampfartig kein stumpf

Dauer S. durch Triggerapplikation 20 [15-30] 0 [0-0] 2 [2-8]

Einstichstelle verheilt [Tage] 4 [3-5] 5 [4-6] 7[4-9]
IVKT/ Messkatheter Messkatheter Messkatheter
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4.2. Tierversuchs-Studie

4.2.1. Biometrische Daten und systemische himodynamische Parameter

Das Gewicht der Tiere lag in der MHS-Gruppe (n=9) bei 29 kg [27-31] und in der
MHN-Gruppe (n=6) bei 32 kg [31-33].

Die Tiere unterschieden sich weder vor, noch nach Applikation der Triggersubstanzen

beziiglich ihrer systemischen himodynamischen Parameter.
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Abbildung 12: Herzfrequenz wihrend der Untersuchung, MHS-Tiere: n=9, MHN-

Tiere: n= 6; Median und Quartilen.

36



100

& MHS

% O MHN

90

85

IEEREEREE

70

MAP [mmHg]

65

60
0 20 40 60 80 100 120 140

Zeit [min]

Abbildung 13: Mittlerer arterieller Blutdruck wihrend der Untersuchung, MHS-
Tiere: n=9, MHN-Tiere: n= 6; Median und Quartilen.

Tabelle 10: Temperatur bei Versuchsbeginn und am Ende der Untersuchung,

MHS-Tiere: n=9, MHN-Tiere: n= 6; Median und Quartilen.

Temp. pra Temp. post

[°C] [°C]
MHS 37 [36-37] 37 [37-37]
MHN 37 [37-37] 37 [37-38]
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Tabelle 11: Endexspiratorische Kohlendioxidkonzentration/ periphere Sauerstoff-

sittigung bei Versuchsbeginn und am Ende der Untersuchung, MHS-Tiere: n=9,

MHN-Tiere: n= 6; Median und Quartilen.

EtCO; pri EtCO; post SpO; pra SpO; post

[mmHg] [mmHg] [Yo] [%o]
MHS 34 [32-34] 35[31-35] 98 [97-99] 98 [98-98]
MHN 34 [32-34] 34 [31-35] 99 [88-99] 99 [97-100]

4.2.2. Muskelenzyme

Die Kreatinkinase-Werte der MHS-Gruppe waren vor der Untersuchung hoher als in der

MHN-Gruppe. In der MHS-Gruppe stieg sie nach der Untersuchung stark an. Ein dhnli-

ches Bild zeigte sich bei den Myoglobin-Werten.

Tabelle 12: Kreatinkinase/ Myoglobin im Serum bei Versuchsbeginn und am Ende
der Untersuchung, MHS-Tiere: n=9, MHN-Tiere: n= 6; Median und Quartilen, *:
p< 0,05 fiir MHS vs. MHN.

CK pra CK post Myoglobin pria | Myoglobin post
[un [un [ng/] [nug/]
1364 [1155- 1971 [1704-
MHS 1689]* 2663]* 30 [28-48] 52 [39-64]
MHN 605 [551-876] | 832 [620-1082] 26 [23-32] 26 [19-35]
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4.2.3. Mikrodialyse

Die intramuskuldren Laktat-, Pyruvat- und Glukosewerte unterschieden sich vor der

Applikation der Ringer-Losung und der Sevofluranboli nicht signifikant. Die intramus-

kuldre Injektion von Sevofluran fiihrte zu einem signifikanten Anstieg des lokalen

Laktatspiegels in der MHS-Gruppe im Vergleich zur MHN-Gruppe.

Tabelle 13: Maximale intramuskulire Laktat- und Pyruvatkonzentrationen nach
Stimulation mit 100 pl Sevofluran 3 Vol%, 7,5 Vol%, 15 Vo0l%, 28 Vol% und Rin-
ger-Losung als Kontrolle, MHS-Tiere: n=9, MHN-Tiere: n= 6; Median und
Quartilen, *: p< 0,05 fiir MHS vs. MHN.

100 pl Sevofluran

Laktat [mM]

Pyruvat [mM]

in Sojabohnendl MHS MHN MHS MHN
Ringer 1[0,8-1,5] 1,1[1,0-1,3] 8,1[6,3-9,1] 7,6 [6,3-8,5]
3 Vol% 3,9[2,8-4,4]* 0,9 [0,7-1,0] 10,3 [8,7-12,6] 6,8 [6,4-8,1]
7,5 Vol% 7,7 [4,1-10,71* | 0,9[0,8-0,9] 9,16,7-11,2] 6,6 [5,8-8,0]
15 Vol% 9,1[8,0-12,9]* 1,1 [1,0-1,3] 8,7[7,4-12,4] 7,717,3-8,3]
28 Vol% 14 [8,8-17,8]* 1,4 [1,1-1,8] 11,1 [8,2-14,6] 7,6 [7,3-11,2]
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Es bestand ein linearer Zusammenhang zwischen den  ansteigenden
Sevoflurankonzentrationen  und  den  Spitzenwerten der  intramuskuldren

Laktatkonzentrationen der MHS-Tiere.

20,0
== MHN

18,0 = \MHS

=== Linear (MHS)
16,0
14,0
12,0

10,0

8,0

Laktatkonzentration [mM]

6,0

4,0

2,0
—

o I —

0,0
Ringer 3 Vol% 7,5 Vol% 15 Vol% 28 Vol%

Sevofluran

Abbildung 14: Dosis-Wirkungs-Beziehung: Linearer Zusammenhang zwischen
den ansteigenden Sevoflurankonzentrationen und den Maximalwerten der intra-
muskulidren Laktatkonzentrationen der MHS-Tiere: Stimulation mit 100 pl
Sevofluran 3 Vol%, 7,5 Vol%, 15 Vol%, 28 Vol% und Ringer-Losung, Median
und Quartilen, MHS: n=9 , MHN: n= 6, *: p< 0,05 fiir MHS vs. MHN.

40



Die Individualwerte der Laktatkonzentrationen der Tiere {iberschnitten sich. (Abbil-
dung) Bei zwei MHS-Tieren stiegen die Werte weniger an: bei Stimulation mit 15
Vol% auf den Wert 1,2 mM und auch bei 28 Vol% auf 1,2 mM. Die anderen Werte la-
gen zwischen 2,1 mM und 25,2 mM.
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Abbildung 15: Maximalwerte der Laktatkonzentrationen der MHS- und MHN-
Tiere nach intramuskulirer Stimulation mit 100 pl Sevofluran 3 Vol%, 7,5 Vol%,

15 Vol%, 28 Vol% und Ringer-Liosung; Median, MHS: n=9, MHN: n= 6.
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durch die

Sevoflurankonzentrationen nicht signifikant erhoht. Die Pyruvatwerte und der

Die interstitiellen Glukosekonzentrationen wurden

ansteigenden
Laktat/Pyruvat-Quotient stiegen dosisabhdngig an. Im Vergleich MHS-MHN wurden
signifikante Unterschiede des Laktat/Pyruvat-Quotienten bei allen vier Konzentrationen

erzielt. Die Werte fiir Pyruvat unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen.

Tabelle 14: Maximale intramuskulire Glukosekonzentration/ Laktat/Pyruvat-
Quotient unter Stimulation mit 100 pl Sevofluran 3 Vol%, 7,5 Vol%, 15 Vol%, 28
Vol% und Ringer-Losung als Kontrolle, MHS-Tiere: n=9, MHN-Tiere: n= 6; Me-
dian und Quartilen, *: p< 0,05 fiir MHS vs. MHN.

100 pl Glukose [mM] Laktat/Pyruvat-Quotient
Sevofluran in
Sojabohnendl MHS MHN MHS MHN
Ringer 2,41,9-2,7] 2,412,0-2,9] 0,11[0,1-0,2] 0,1[0,1-0,2]
3 Vol% 1,8 [1,6-2,0] 1,8 [1,5-2,0] 0,4 [0,3-0,4]* 0,1[0,1-0,1]
7,5 Vol% 1,7 [1,6-2,3] 1,8 [1,4-2,7] 0,9 [0,4-1,2]* 0,11[0,1-0,1]
15 Vol% 1,9 [1,6-2,4] 2,2[1,9-2,7] 1,0 [0,9-1,1]* 0,2 [0,1-0,2]
28 Vol% 1,7 [1,3-2,2] 2,2[1,7-2,6] 1,0 [0,9-1,3]* 0,2 [0,1-0,2]
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5. DISKUSSION

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass (a) die lokale Injektion von Koffe-
in 80 mM und Halothan 4 Vol% einen mittels Mikrodialysetechnik messbaren Anstieg
der intramuskuldren Laktatkonzentration induziert und eine Unterscheidung zwischen
Probanden mit MH-Veranlagung und Gesunden ermoglicht. Ferner machen die Ergeb-
nisse sichtbar, dass (b) im Tierversuch Sevofluran als potentieller Ersatz fiir Halothan
im minimal-invasiven metabolischen Test geeignet erscheint und (c) eine klassische
Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir Sevofluran nachweisbar ist. Klinisch relevante systemi-
sche oder lokale Nebenwirkungen konnten weder in der Probandenstudie noch im Tier-

versuch festgestellt werden.

5.1. Entwicklung des Versuchsprotokolls/ Methodik der Probanden-Studie

Zu Beginn der Studie wurden die Substanzen Halothan 6 Vol%, Halothan 4 Vol% und
Koffein 80 mM intramuskulér injiziert, um eine diagnostische Zuordnung in MH-
positiv oder -negativ zu treffen. Halothan 4 Vol% und 6 Vol% wurden in Sojabohnendl
gelost, um eine toxische Zellschddigung durch eine alleinige Applikation zu umgehen
(53). Testet man Sojabohnendl als singuldre Substanz im minimal-invasiven Test,
kommt es zu keiner metabolischen Reaktion. Ein Einfluss auf die intramuskulédre Lak-
tatkonzentration ist also nicht zu befiirchten (54).

Es wurde aber nach Injektion von Halothan 6 Vol% auch bei Nicht-MH-veranlagten-
Probanden eine lokale hypermetabole Stoffwechselreaktion beobachtet, welche mit der
Stoffwechselreaktion bei MH-positiven Teilnehmern vergleichbar war. Im Tiermodell
ist ebenfalls bei Verwendung entsprechend hoher Halothankonzentrationen und fehlen-
der MH-Veranlagung eine Stoffwechselsteigerung beschrieben (55). Ahnliche Ergeb-
nisse liegen flir in-vitro-Versuche vor. Die Stimulation mit Koffein 16st in einer Kon-
zentration von 32 mM eine maximale Skelettmuskelkontraktur aus (56). Wird dieses
Phinomen auf eine Dosis-Wirkungs-Beziehung iibertragen, zeigt sich eine Rechtsver-
schiebung der klassischen, sigmoiden Dosis-Wirkungs-Kurve. Aufgrund dieser Rechts-
verschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve ist bei Stimulation mit Halothan 6 Vol% keine
ausreichende Differenzierung der Laktatkonzentrationen in MH-positiv oder -negativ
moglich, so dass die Applikation von Halothan in dieser Konzentration nicht weiterge-
fiihrt wurde. Die Messungen wurden mit den Triggersubstanzen Halothan 4 Vol% und

Koffein 80 mM an MHS-Probanden, MHN-Probanden, und Kontrollprobanden rando-
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misiert fortgesetzt. Sowohl Halothan 4 Vol% wie auch Koffein 80 mM fiihrten bei
MHS-Probanden zu einer lokalen hypermetabolischen Reaktion des Skelettmuskels. Die
intramuskuldren Laktatkonzentrationen stiegen bei MH-veranlagten Probanden entspre-
chend einer Dosis-Wirkungs-Beziehung an und liefen sich gut von nicht-veranlagten
Teilnehmern unterscheiden.

Eine Beeinflussung der Werte der Kontrollprobanden durch die zunéchst zusétzlich ge-
testete Substanz Halothan 6 Vol% ist wegen der rdumlichen Néhe der Applikationska-
theter nicht auszuschlieBen. In einer Studie an MH-suszeptiblen Schweinen wurden je-
doch in einem Abstand von mehr als 10 mm zu der Mikrodialysesonde keine metaboli-
schen Verdnderungen nachgewiesen (54). Da die Katheter in einem Abstand von min-
destens 30 mm zur Sonde platziert wurden, macht dies eine Verzerrung der Messergeb-
nisse durch eine Substanzdiffusion sehr unwahrscheinlich

In der Probandenstudie wurde eine Aquilibrierungszeit von 20 Minuten, im Tierversuch
von 15 Minuten gewéhlt. Die ersten beiden Messungen aller Sonden zeigten konstant
stabile Messbedingungen. Auch in einer fritheren Untersuchung konnten schon nach 15
Minuten gleich bleibende Ausgangwerte erzielt werden, so dass eine Verdnderung der
Messwerte aufgrund einer unangemessenen Aquilibrierungsphase nicht anzunehmen ist
(48).

Als Perfusat wurde in beiden Versuchen Ringer-Losung verwendet. Ein osmotischer
Effekt, der die Laktatmessung beeinflussen konnte, wurde in Voruntersuchungen ausge-

schlossen (57).

5.2.  Individuelle Ergebnisse der Probanden-Studie

Fiir eine sichere Diagnostik einer MH-Veranlagung miissen in die Auswertung der indi-
viduellen Daten die Testergebnisse beider Messsonden der menschlichen Probanden
einfliefen. In der Studie wurden folgende Schwellenwerte empirisch festgelegt:

1. Laktatschwellenwert nach Koffeinstimulation 1,6 mM

2. Laktatschwellenwert nach Halothanstimulation 2,8 mM

Bei diesen Schwellenwerten wird angenommen, dass eine sichere Klassifizierung der
Patienten als MH-positiv oder MH-negativ gewéhrleistet ist. Im Rahmen der Studie
wurde ein Patient als MH-positiv eingestuft, wenn mindestens einer der beiden Schwel-

lenwerte tiberschritten wurde.
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Abbildung 16: Individuelle Maximalwerte der intramuskuléiren

Laktatkonzentrationen unter Stimulation mit Koffein 80 mM und Halothan 4
Vol%, MHS: n= 9, MHN: n= 7, Kontrollprobanden: n= 7, Testergebnisse eines
Probanden jeweils vertikal untereinander dargestellt; empirischer Schwellenwert
Koffein: 1,6 mM; empirischer Schwellenwert Halothan: 2,8 mM; =>: Abweichung

vom Schwellenwert.

Der minimal-invasive Test mit den Konzentrationen Koffein 80 mM und Halothan 4
Vol% fiel bei allen MHS-Probanden positiv aus. Ein MHN-Proband wies ein MH-
dhnliches Testergebnis auf und wurde falsch-positiv klassifiziert. Ein derartiger Anstieg
des Laktatwertes wurde bereits in einer friilheren Probanden-Studie nach Applikation
hoherer Halothandosen festgestellt (58).

Als Begriindung kénnte man die im Vorfeld gestellte Diagnose des IVKT bei dem
MHN-Probanden in Frage stellen. Die Klassifizierung der Patienten im IVKT ist aber
bei einer Sensitivitdt von 99% und einer Spezifitidt von 94% (22) als korrekt anzuneh-
men. Zudem bestand eine familidr gesicherte MH-Mutation, die mit dem Ergebnis des

IVKT f{ibereinstimmte. Daher kann mit sehr hoher Sicherheit davon ausgegangen wer-
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den, dass ein MH-positiver bzw. MH-negativer Proband auch eine korrekte Diagnose
trug.

Auch in der Kontrollgruppe reagierten zwei Probanden positiv. Ein Proband sprach
stiarker auf Halothan 4 Vol% an, der zweite Proband reagierte auf beide getesteten Sub-
stanzen gleichermalBlen positiv. Als Begriindung wére hier eine bisher nicht bekannte
MH-Veranlagung denkbar. Da die genetische Pravalenz einer MH bei 1:10000 (7) liegt,
erscheint dies aber als unwahrscheinlich. Eine subklinische Myopathie ist jedoch nicht
mit Sicherheit auszuschlieBen. Klinisch bestanden dafiir keine Anzeichen.

Bei den Untersuchungen trat weiterhin bei einem MHS-Patienten kein Laktatanstieg
nach Stimulation mit der Substanz Koffein 80 mM auf. Bei einem weiteren MHS-
Probanden fehlte die Stoffwechselsteigerung nach Stimulation mit Halothan 4 Vol%.
Dafiir existieren mehrere Erklarungsmoglichkeiten:

So konnte das fehlende Ansprechen der MHS-Probanden auf die Triggersubstanzen in
Zusammenhang mit dem &uBerst heterogenen Erscheinungsbild der MH stehen. Die
Symptomatik der MH weist eine hohe Variabilitéit auf. Bis heute ist unklar, warum eini-
ge MHS-Individuen bei der ersten Exposition mit Triggersubstanzen keinerlei klinische
Anzeichen aufweisen, wihrend andere wiederum sofort mit einer fulminanten MH-
Krise reagieren. Zum Teil entwickeln die Veranlagten auch nur einzelne Symptome wie
einen Masseterspasmus oder eine Rhabdomyolyse (59). Selbst im IVKT, der den Gold-
standard der MH darstellt, wurde von einer intraindividuell variablen Reaktion der
Muskelkontraktur berichtet (60).

Der fehlende Laktatanstieg nach Triggerapplikation bei den zwei MHS-Probanden
konnte aber auch durch methodische Probleme bedingt worden sein. So ist die genaue
Verteilung der Triggersubstanz im interstitiellen Raum nach erfolgter intramuskuldrer
Injektion unbekannt. Das Vorliegen lokal unterschiedlicher Konzentrationen der Sub-
stanz ist dementsprechend denkbar. Weiterhin kann auch eine Fehlplatzierung der Mik-

rodialysesonde zu falsch-negativen Ergebnissen fiihren.

5.3.  Sensitivitit und Spezifitit des minimal-invasiven Tests
Da die MH eine potentiell todliche Erkrankung ist, wird fiir den diagnostischen Test ei-
ner MH-Veranlagung eine moglichst hohe Sensitivitit gefordert. Schliefft man in die

Berechnung nur die mittels IVKT vordiagnostizierten neun MHS- und sieben MHN-
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Probanden ein, ergibt sich eine Sensitivitit von 100% und eine Spezifitit von 86%. Ein
positiv oder negativ priadiktiver Wert ist nicht bestimmbar, da die genaue Privalenz der
MH nicht bekannt ist. Die Aussagekraft dieser Parameter ist auf Grund der geringen

Probandenanzahl beschriankt.

5.4. Systemische Nebenwirkungen

Die Applikation kleiner Mengen MH-spezifischer Triggersubstanzen kann eine MH-
Krise induzieren. Darum wurde in beiden Studien besonderer Wert auf eine sorgfaltige
Uberpriifung der Vitalparameter gelegt. In der Probanden-Studie gab es keine Auffil-
ligkeiten beziiglich der Herzfrequenz, des mittleren arteriellen Blutdrucks und der peri-
pheren Sauerstoffséttigung. Insbesondere nach Triggerapplikation lagen die Werte im-
mer im physiologischen Bereich. Bei den Probanden wurde vor Beginn und nach der
Untersuchung eine vendse Blutgasanalyse durchgefiihrt. Es gab keine Verdnderungen,
die auf eine metabolische Azidose als Zeichen der Entwicklung einer MH beim spontan
atmenden Patienten hindeuteten. Schon in vorangegangen Studien an Schweinen und
am Menschen (52) waren bei den eingesetzten, geringen Mengen an Triggersubstanz
keinerlei Symptome der MH festgestellt worden. Auch im Tierversuch waren die sys-
temischen himodynamischen Parameter in beiden Gruppen unauftillig. Es zeigte sich
kein Anstieg des Kohlendioxidpartialdrucks als Frithsymptom einer MH-Reaktion (18)
bei beatmeten MH-Veranlagten.

5.5. Lokale Nebenwirkungen

Grundsitzlich kann man zwischen zwei Formen der lokalen Nebenwirkungen unter-
scheiden. So traten bei bestimmten Probanden nach der Untersuchung Schmerzen auf.
In diesem Zusammenhang ist eine lokale Schidigung des Muskelgewebes zu diskutie-
ren. Des Weiteren wurden die Messsonden in rdumlicher Néhe zueinander platziert. So
wire zu iiberlegen, ob es hierbei zu Interferenzen bei den Messvorgingen gekommen
sein konnte. Im Folgenden soll auf diese Fragen genauer eingegangen werden.

Die Energiegewinnung in der Muskulatur erfolgt primdr aerob. Liegt jedoch eine sys-
temische, maximale Steigerung des Energieumsatzes vor, wie dies bei der MH der Fall
ist, erfolgt die Energiegewinnung zunehmend auf anaerobem Wege. Laktat reichert sich

als Stoffwechselendprodukt intrazelluldr an, so dass eine Storung der Homdostase der
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Skelettmuskelzelle resultiert und eine Zellmembranschddigung eintritt (15). Hierbei
werden Muskelenzyme freigesetzt. Im Rahmen einer MH-Krise kommt es zu Zellnekro-
sen, Rhabdomyolyse und zu einem starken Anstieg der Kreatinkinase (27). Daraus wird
ersichtlich, dass eine Beobachtung der Muskelenzyme Kreatinkinase und Myoglobin im
Serum vor, direkt im Anschluss und 24 Stunden nach der Untersuchung sinnvolle Pa-
rameter fiir die Erfassung einer Muskelzellschddigung darstellen. Ein signifikanter Un-
terschied hinsichtlich der Konzentration der Serum-Kreatinkinase war erst 24 Stunden
nach der Untersuchung zwischen den verschiedenen Patientengruppen nachweisbar. Es
bestanden Unterschiede zwischen den Kreatininkinase-Werten der MHS-Gruppe und
der MHN-Gruppe sowie zwischen der MHS-Gruppe und der Kontrollgruppe wéhrend
sich zwischen MHN- und Kontrollgruppe kein Unterschied zeigte. Ahnliche Befunde
liegen von Studien nach einem Trauma, schwerer korperlicher Arbeit und intramuskuli-
ren Injektionen vor. Die Kreatinkinase-Werte stiegen ca. 18 Stunden spiter an (61, 62).
Ein Anstieg der Kreatinkinase l4sst demnach nicht zwangslaufig auf eine Schidigung
der Muskelfasern schlieen. In der Kontrollgruppe der Probandenuntersuchung wurden
trotz z.T. deutlich erhohter Laktatwerte keine Verdnderungen der Muskelenzyme und
somit keine Anzeichen fiir einen lokalen Muskelschaden festgestellt.

Lokale Schmerzen am Ort der Stimulation wiesen vor allem MHS- und Kontrollpro-
banden auf. Schmerz ist ein Indikator fiir eine Muskelzellschddigung (63). Es wére
denkbar, dass durch die ortlich begrenzte Stoffwechselsteigerung eine Muskelzellsché-
digung hervorgerufen wird. Der Muskel war jedoch bei allen Studienteilnehmern
palpatorisch weich. Es lagen keinerlei klinische Hinweise auf eine Schidigung vor. Im
Rahmen unseres Tierversuches wurden sporadisch Ultraschalluntersuchungen der Mus-
kulatur durchgefiihrt. Auch diese Untersuchungen waren durchgehend unauftillig. His-
tologische Untersuchungen an Muskelbiopsien von Ratten, welche ebenfalls einer loka-
len muskuldren Stimulation mit Koffein und Halothan geldst in Sojabohnendl unterzo-
gen worden waren, ergaben nur unspezifische morphologische Verdnderungen im Sinne
einer hydropischen Zellschwellung. Eine strukturelle Schidigung der Muskelfasern
konnte nicht nachgewiesen werden (57).

Die Platzierung der Sonden verursacht ein lokales Gewebstrauma, das Einfluss auf den
lokalen Metabolismus haben konnte. In einer vorhergehenden Studie an MHS- und

MHN-Schweinen wurde gezeigt, dass die Laktatmessung bei einem Mindestabstand
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zwischen den Messsonden von zehn bis fiinfundzwanzig Millimetern nicht beeinflusst
wird. Die lokale hypermetabole Reaktion nach Stimulation ist also auf ein Gebiet von
kleiner als zehn Millimeter um die jeweilige Sonde begrenzt. Ein grofBerer Muskelscha-

den ist folglich nicht zu erwarten (54).

5.6. Akzeptanz des Verfahrens

Vier bis sechs Wochen nach der Untersuchung wurden die Probanden aufgefordert, un-
terschiedliche Aspekte des neuen Verfahrens zu bewerten. Aus Sicht der Untersuchten
stellt der Schmerz einen der wichtigsten Punkte dar. Die stirksten Schmerzen empfan-
den die MHS-Individuen, gefolgt von den Kontroll- und MHN-Probanden nach Appli-
kation der Triggersubstanzen. Die Qualitdt des Schmerzes wurde von MHS-Probanden
als krampfartig beschrieben und blieb nach Triggerapplikation im Vergleich zu den an-
deren Gruppen am ldngsten bestehen. Diese Aussagen korrelieren mit dem stirkeren
Anstieg der Laktatwerte bei MHS-Probanden als in den beiden anderen Gruppen, wel-
cher durch eine massive Kalzium-Freisetzung im Skelettmuskel mit nachfolgender
Stoffwechselsteigerung induziert wird (64). Halothan 6 Vol% als zusitzliche Stimulati-
onssubstanz erzeugte in der Kontrollgruppe eine dhnliche Reaktion. Der VAS-Score
dieser Probanden war vergleichbar mit MHS-Patienten. Die MHN-Probanden gaben
zumeist an, keine Schmerzen verspiirt zu haben. Insgesamt fiihlten sich alle Probanden
durch diese Untersuchung nur sehr geringfiigig beeintriachtigt. Sdmtliche Teilnehmer
wiirden sich fiir den minimal-invasiven Test und gegen eine Muskelbiopsie entscheiden.
In einer Befragung nach der Diagnostik einer MH-Veranlagung mittels IVKT wurde
von den Patienten eine Dauer des Wundschmerzes von 6,7 Tagen sowie eine motorische
Beeintrachtigung von 10,3 Tagen angegeben, die mit einer Arbeitsunfahigkeit von 9,5
Tagen einhergingen (65). Im Vergleich erweist sich der minimal-invasive Test als we-

sentlich weniger beeintrichtigend.

5.7. Entwicklung des Versuchsprotokolls/ Methodik der Tierversuchs-Studie

Sevofluran findet hiufig als Ersatz fiir Halothan in der Klinik Verwendung. Im Rahmen
der Studie wurde deshalb auch Sevofluran als Triggersubstanz fiir die MH untersucht.
Hinsichtlich der Auslésung einer MH besitzt Sevofluran eine schwichere Triggerpotenz

als Halothan (39). Ziel des Versuchs war es, die Wirkung von Sevofluran als Trigger im
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minimal-invasiven Test zu untersuchen und seine potentielle FEignung als
Halothanersatz zu liberpriifen.

Sevofluran wurde, wie schon in der Probandenstudie, in Sojabohnendl gelost. Es ist an-
zunehmen, dass diese Zusammensetzung der Substanzen genauso wie Halothan in
Sojabohnendl eine intravendse Anésthesie erlauben wiirde, ohne eine Zellschiddigung zu
verursachen (66). Lokale Nebenwirkungen auf den Skelettmuskelstoffwechsel bei sin-
gulédrer intramuskuldrer Applikation von Sojabohnendl wurden in Voruntersuchungen
ausgeschlossen (54).

In dieser Studie wurden weitere Parameter wie die Pyruvatkonzentration, die
Glukosekonzentration und der Laktat/Pyruvat-Quotient untersucht. Die Bestimmung
des Laktat/Pyruvat-Quotienten erlaubt Riickschliisse auf den intrazelluldren Energie-
haushalt. Halothan und Koffein induzieren bei MH-veranlagten Patienten durch Interak-
tion mit dem Ryanodinrezeptor einen zelluldren Kalziumiiberschuss, der einen erhéhten
Energieverbrauch durch die Aktivierung kontraktiler Filamente zur Folge hat. Es resul-
tiert ein Abfall des Adenosintriphosphat/Adenosindiphosphat-Quotienten, der wiederum
zu einer Zunahme des NADH/NAD'-Quotienten fiihrt. Letztlich erhoht sich dadurch
der Laktat/Pyruvat-Quotient (67, 68). Fiir Sevofluran wurden &hnliche Ergebnisse er-
wartet.

Es wurde, was die Applikation der Triggersubstanzen betrifft, das gleiche Versuchspro-
tokoll wie beim Versuch mit menschlichen Probanden verwendet. Demzufolge waren
beziiglich der Methodik die gleichen Fehlerquellen zu erwarten wie bei der Probanden-
Studie. Unterschiede bestanden in einer Vollnarkose, einer invasiven Blutdruckmessung
und in einer ZVK-Anlage. Die systemischen Parameter wurden dadurch bei erstmaliger
intramuskuldrer Applikation von Sevofluran viel engmaschiger tiberwacht. Auch in vo-
rangehenden Untersuchungen der Halothanlésung an Tieren wurde dies so gehandhabt,

um eine eventuelle generalisierte Reaktion schnellstmdglich erkennen zu kénnen (54).

5.8. Individuelle Ergebnisse der Tierversuchs-Studie

Die durchgefiihrte Studie zeigt, dass die intramuskulédre Injektion von Sevofluran den
lokalen Skelettmuskelmetabolismus bei MHS-Tieren stirker stimuliert als bet MHN-
Tieren. Die Laktatwerte vor Applikation der Triggersubstanzen waren bei MHS- und

MHN-Tieren identisch. Nach der Stimulation wurden bei MHS-Tieren hohere intra-
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muskulédre Laktatkonzentrationen gemessen als bei MHN-Tieren. Zwischen den Ergeb-
nissen der MHS- und der MHN-Gruppe wurden Uberlappungen festgestellt. Die deut-
lichste Differenzierung zwischen den Gruppen ermdglichte die Substanz Sevofluran in
der Konzentration 15 Vol% (sieche Abbildung 15). Der Laktat/Pyruvat-Quotient wies
wiederum eine signifikante Erhohung nach Triggerapplikation zwischen MHS- und
MHN-Tieren auf. Auch dies kann als Zeichen des lokalen Hypermetabolismus gedeutet
werden. Hinsichtlich der Glukose- und Pyruvatkonzentrationen traten bei MHS- und
MHN-Tieren nach Stimulation keine Unterschiede auf.

Bei den Untersuchungen reagierten zwei MHS-Tiere nach Stimulation falsch-negativ.
Es gelten die gleichen Fehlerquellen wie im Probandenversuch: Auf der einen Seite wé-
ren methodische Probleme mdglich. Andererseits weist die MH ein sehr heterogenes

Erscheinungsbild auf.

5.9. Dosis-Wirkungs-Beziehung

Unter Beriicksichtigung der Studienergebnisse von Halothan (54) wurde postuliert, dass
auch Sevofluran geldst in Sojabohnendl nach intramuskulérer Injektion einen dosisab-
hingigen Effekt auf die untersuchten Werte haben konnte und eine Unterscheidung zwi-
schen MHS- und MHN-Tieren ermdglicht wird.

Versuche im Rahmen des IVKT an MHS- und MHN-Individuen zeigten, dass Sevoflu-
ran im menschlichen Skelettmuskel dosisabhéngige Kontrakturen induziert (69). In der
vorliegenden Arbeit wurde ein dosisabhéngiger Effekt nach intramuskuldrer Injektion
von Sevofluran auf die Laktatkonzentration und den Laktat/Pyruvat-Quotienten beo-
bachtet. Bei MH-veranlagten Tieren wurde eine stirkere Steigerung des Skelettmuskel-
metabolismus nachgewiesen als bei nicht-veranlagten Tieren. Es besteht ein linearer
Zusammenhang zwischen den ansteigenden Sevoflurankonzentrationen und den gemes-
senen Laktatkonzentrationen. Dies entspricht einer Dosis-Wirkungs-Beziehung (siehe
Abbildung 14).

Sevofluran hat sich im Tierversuch als Trigger bewdhrt. Im nédchsten Schritt kann unter-
sucht werden, ob man mittels Sevofluran auch beim Menschen zwischen MHS und
MHN unterscheiden kann, in welchem Bereich die Schwellenwerte liegen und ab wel-

cher Konzentration man von einer MH-Veranlagung ausgehen muss.
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5.10. Bewertung des Verfahrens
Der minimal-invasive Test hat Stirken und Schwéchen:

a) Die Konzentration der Triggersubstanzen variiert in Abhéngigkeit vom intersti-
tiellen Wasser- und Fettgehalt. Dies zeigt sich besonders bei adipdsen Patienten.
Fiir eine zuverlédssige Diagnose ist eine Messung in reinem Skelettmuskelgewe-
be erforderlich. Eingelagerte Fettmuskelzellen konnen zu einem verfélschten
Ergebnis fiihren. Bei einem BMI > 35 kg/m’ist davon auszugehen, dass die Ein-
filhrungskaniile zu kurz ist, um die subkutane Fettschicht zu durchdringen und
eine Messung im Skelettmuskel zu gewahrleisten.

b) Im Vergleich mit dem IVKT stellt der minimal-invasive Test keinen operativen
Eingriff mit den damit einhergehenden Risiken wie Blutung, grof3ere Infektions-
gefahr und Nervenverletzung dar. Er zeichnet sich durch seine leichte Wieder-
holbarkeit und einfache Standardisierung aus und ist kostengiinstiger als der
IVKT. Ein genetisches Screening scheint in absehbarer Zeit bei 33 kausalen Mu-
tationen, die nur in 40% der MH-Familien nachgewiesen wurden, nicht reali-
sierbar.

c) Sollte Halothan in der Zukunft nicht mehr zur Verfligung stehen, konnte der mi-
nimal-invasive Test mit Sevofluran fortgefiihrt werden. Erfolgversprechende

Vorversuche wurden in dieser Arbeit durchgefiihrt.

Im Allgemeinen handelt es sich bei diesem metabolischen Test um eine funktionelle in-
vivo Untersuchung, in der die lokale Reaktion des Skelettmuskelmetabolismus auf die
Applikation von Halothan und Koffein untersucht wird. Wiederholte Messungen mit
Koffein und Halothan, wie sie im Testprotokoll des IVKT durchgefiihrt werden, konn-
ten die Sensitivitdt und Spezifitit des Verfahrens erheblich steigern. Fiihrt eine der Mes-
sungen zu einer positiven Reaktion, wird der Patient als MHS klassifiziert. Stellt sich
kein Laktatanstieg auf eine Triggerexposition ein und besteht anamnestisch eine ver-
mutliche MH-Disposition, muss zur Diagnosesicherung der IVKT durchgefiihrt werden.
Um eine valide Aussage zur tatsdchlichen Sensitivitit und Spezifitit sowie zu den ge-
nauen Schwellenwerten fiir eine MH-Disposition zu treffen, sind groBere Fallzahlen n6-

tig. Eine Multizenterstudie mit diesem Versuchsprotokoll wird deshalb angestrebt.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die Maligne Hyperthermie (MH) ist eine erbliche Myopathie, die bei pradisponierten
Patienten durch Anwendung volatiler Anédsthetika sowie depolarisierender
Muskelrelaxanzien bei Narkosen verursacht wird. Die klinische Symptomatik umfasst
einen Anstieg des endexspiratorischen Kohlendioxidpartialdrucks, Tachykardie, Mus-
kelrigiditat, metabolische Azidose und Hyperthermie. Dieser Prozess wird durch einen
abnorm erhdhten Einstrom von Kalzium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum in das
Zytoplasma ausgelost, welcher durch eine Mutation im Ryanodinrezeptor der Skelett-
muskulatur bedingt ist.

Der Goldstandard fiir die Diagnostik einer MH-Veranlagung ist der Koffein-Halothan-
In-vitro-Kontrakturtest. Eine Alternative zu diesem operativen Eingriff stellt der mini-
mal-invasive Test dar. Untersucht wurde, ob der intramuskuldre Laktatspiegel durch
eine lokale Applikation der Triggersubstanzen Halothan 6 Vol%, Koffein 80 mM und
Halothan 4 Vol% in Abhingigkeit von der MH-Pridisposition gesteigert wird. Ziel der
Studie war es zu iiberpriifen, ob dies eine Differenzierung zwischen MHS- und MHN-
Individuen ermdéglicht.

Da die humanmedizinische Zulassung von Halothan abgelaufen ist, konnte es in naher
Zukunft kommerziell nicht mehr erhiltlich sein. Sevofluran als neueres Inhalationsanis-
thetikum konnte als potentieller Ersatz fiir Halothan Verwendung finden. In unserem
Tierversuch wurde Sevofluran in unterschiedlichen Konzentrationen intramuskuldr ap-
pliziert um zu testen, ob sich der Laktatwert in Abhéngigkeit von der MH-Veranlagung
verdndert und eine Unterscheidung zwischen MHS- und MHN-Tieren erlaubt. Ziel war
es, die erhobenen Daten auf eine mogliche Dosis-Wirkungs-Beziehung zu untersuchen
und diese mathematisch zu beschreiben.

In der Probandenstudie wurden bei 23 Freiwilligen (neun MHS-Patienten, sieben MHN-
Patienten, sieben Kontrollpersonen) iiber Venenverweilkatheter Mikrodialysesonden
mit Zuspritzschlduchen in den M. vastus lateralis eingefiihrt. An die Spitze der Mess-
sonden wurden nach einer Aquilibrierungsphase die Triggersubstanzen Halothan 6
Vol% (nur in der Kontrollgruppe), Halothan 4 Vol% und Koffein 80 mM lokal als Bo-
lus von 200 pl tber Zuspritzschlauche appliziert und die intramuskulédren
Laktatverdnderungen im Dialysat photospektrometrisch gemessen. Sowohl nach Stimu-

lation mit Koffein als auch mit Halothan 4 Vol% zeigten sich Maximalwerte der
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Laktatkonzentrationen bei MHS-Patienten, die sich als signifikant hoher als die der
MHN- und Kontrollgruppe erwiesen. In der Kontrollgruppe wurde eine zusétzliche
Messung mit einer Konzentration von Halothan 6 Vol% durchgefiihrt. Bei den Messun-
gen wurden Werte erreicht, die flir MHS-Patienten typisch sind.

Im Tiermodell wurden bei gleichem Versuchsaufbau Messsonden in den Adduktoren-
muskeln der Hinterldufe von neun MHS- und sechs MHN-Pietrain-Schweinen platziert.
Als Triggersubstanz wurde Sevofluran in den Konzentrationen 3, 7,5, 15 und 28 Vol%
gelost in Sojabohnendl als Bolus von 100 ul appliziert. Die Laktat- und Pyruvatwerte
sowie die Laktat-Pyruvat-Quotienten stiegen dosisabhéngig an. Es zeigte sich ein signi-
fikanter Unterschied zwischen den Maximalwerten der MHS- und MHN-Tiere.

Die Vitalparameter wurden in beiden Versuchen kontinuierlich tiberwacht und metabo-
lische Parameter vor und nach den Untersuchungen bestimmt. Gravierende systemische
oder lokale Nebenwirkungen traten weder bei den untersuchten Probanden noch bei den
Versuchstieren auf.

Wie schon vorhergehende Untersuchungen belegen diese beiden Studien, dass die in-
tramuskuldre Stimulation mit MH-Triggersubstanzen zu einer Verdnderung der lokalen
Stoffwechselvorgdnge mit signifikantem Laktatanstieg fiithrt, welche bei MH-
Pradisponierten stirker ausgeprégt ist als bei Gesunden. Koffein 80 mM und Halothan 4
Vol% ermoglichen eine sehr gute Differenzierung zwischen MHS- und MHN-
Probanden. Eine zu hohe Konzentration an Triggersubstanz (Halothan 6 Vol%) ruft
auch in nicht-veranlagten Patienten eine lokale, MH-dhnliche Reaktion hervor. In die-
sem Fall kann keine Unterscheidung zwischen MHS- und MHN-Individuen auf der
Grundlage der Stoffwechselvorginge getroffen werden.

Bei der intramuskuldren Applikation von Sevofluran ist eine Unterscheidung zwischen
MHS- und MHN-Tieren iiber die resultierende Laktatkonzentration wiederum zu errei-
chen, so dass Sevofluran im Rahmen des Versuchsprotokolls als Ersatz fiir Halothan
geeignet ist. Es ergibt sich eine klassische Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir diese Sub-
stanz.

Die von uns erhobenen Daten zeigen, dass mittels des im Rahmen dieser Arbeit einge-
setzten Untersuchungsverfahrens eine zuverldssige Diagnostik einer MH-Veranlagung
moglich ist. Das minimal-invasive Testverfahren konnte in naher Zukunft die heutige

MH-Diagnostik ergénzen.
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