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Abkirzungen

4-CmC 4-Chloro-m-Cresol

AP Aktionspotential

cea” Calcium

CGS Clinical Grading Scale

CK Creatinphosphokinase

DHPR Dihydropyridin-Rezeptor

EMHG European Malignant Hyperthermia Group
etCQ, Endtidale C@-Konzentration

FiO, Fraction of inspired oxygen

HF Herzfrequenz

HzZV Herzzeitvolumen

IP3 1,4,5-Inositoltriphosphat

IVKT In-vitro Kontrakturtest

K* Kalium

LA Lokalan&sthetikum/a

MAP Mittlerer arterieller Blutdruck

MH Maligne Hyperthermie

MH-E Maligne Hyperthermie Equivokal

MH-N Maligne Hyperthermie Normal

MH-S Maligne Hyperthermie Suszeptibel
MHAUS Malignant Hyperthermia Association of thaitéd States
NAMHG North American Malignant Hyperthermia Group
pCO, CQ —Partialdruck

RYR1 Ryanodin-Rezeptor 1

SaQ arterielle @-Sattigung

SR Sarkoplasmatisches Retikulum

SVES Supraventrikulare Extrasystole

VES Ventrikulare Extrasystole

ZNS Zentrales Nervensystem

Z\D Zentral-venoser Druck
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1. Einleitung

1.1. Die Maligne Hyperthermie (MH)
Definition

Die Maligne Hyperthermie (MH) ist eine potentiedblensgefahrliche, hereditare und akut
verlaufende pharmakogenetische Erkrankung, der Bysgegulation der intrazellularen Calci-
umhomoostase zugrunde liegt [40, 70, 79, 112]. \benerbungsgang beim Menschen wird als
autosomal dominant mit variabler Penetranz bedo@n¢6]. Bei vorhandener Disposition kdnnen
verschiedene Faktoren Ausloser einer MH-Krise $8@im Menschen sind dies vor allem volatile
Inhalationsanéasthetika und depolarisierende Muskedanzien, wie sie bei Allgemeinanasthesien
zum Einsatz kommen. Die MH aul3ert sich in einerengpetabolen Stoffwechsellage [40, 112].
Das MH-Syndrom ist auch in der Veterindrmedizin Zmsammenhang mit Strel3-induzierten

.Hitzeschaden” (z.B. beim Schwein) bekannt.
Geschichte

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts finden sich erderdturhinweise zu einem hyperthermen
Syndrom wahrend operativer Eingriffe in Allgemeiéathesie, welches als ,Hitzeschlag” inter-
pretiert wurde [38, 83]. Im Jahre 1960 fanden Deabgh und Lovell zum ersten Mal einen Zu-
sammenhang dieses Syndroms mit einer genetiscléelisposition und der Allgemeinanasthesie
als auslosendem Faktor [24]. In den 60er Jahrerdevgezeigt, dass englische Landrassen-
schweine nach der Gabe des depolarisierenden Makkeains Succhinylcholin und des Inhalati-
onsanasthetikums Halothan unter den Symptomen khgyenie und Muskelrigor verstarben [11,
43]. Diese Beobachtungen fiihrten zur Entwicklung d&perimentellen Tiermodells, welches
sich hinsichtlich klinischer und laborchemischerdpaeter nur gering von der menschlichen MH
unterscheidet. In den frihen 70er Jahren gewanMHieuch hinsichtlich ihrer klinischen Rele-
vanz zunehmend an Bedeutung und zu Beginn derJa@bee galt sie sowohl in den USA als auch
Europa als haufigste Todesursache bei Narkoser?2}22,01].

Zur Untersuchung der menschlichen MH-Suszeptidiildient der in den sechziger Jahren
entwickelte in-vitro-Kontrakturtest (IVKT) mit Skeftmuskelpraparaten unter Zugabe von Kof-
fein und Halothan [28, 58]. Dieser Test erfolgtiaropa standardisiert nach dem Protokoll der
.European Malignant Hyperthermia Group* (EMHG) [28) nordamerikanischen Raum kommt
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das Protokoll der ,North American Malignant Hypetimia Group* (NAMHG) zur Anwendung
[66].

Epidemiologie

Die Maligne Hyperthermie kommt bei allen Menschesem vor und ist zudem unab-
hangig von Alter und Geschlecht [101]. In Nordarkariwird die Inzidenz bei Kindern mit
1:15.000, bei Erwachsenen mit 1:50.000 — 1:150&@§kgeben [14]. Eine dénische Studie gibt
die Inzidenz bei der Gesamtheit aller Allgemeinéimésien mit 1:220.000, bei Narkosen unter
Verwendung volatiler Andsthetika und depolarisideEnMuskelrelaxanzien, den bekannten po-
tenten Triggersubstanzen der MH, mit 1:62.000 &). [Biur Deutschland wurde die Inzidenz der
Malignen Hyperthermie mit 1:60.000 errechnet [@3Ese stark divergierenden Werte lassen sich
zum einen durch Unterschiede in den MH-DiagnosaeRodlen erklaren, zum anderen durch
schwer diagnostizierbare abortive MH-Krisen undctiudlen extrem variablen klinischen Verlauf
[63].

Pathophysiologie

Die physiologische Kontraktion der Skelettmuske&elird durch C&'-lonen gesteuert.
Dihydropyridin-Rezeptoren (DHPR), die in den tram®alen Tubuli der Skelettmuskelmembran
lokalisiert sind, werden tber ein Aktionspotent{i&P) aktiviert und durchlaufen eine Konforma-
tionsanderung. Dadurch erfolgt ein langsame¥ Einstrom in die Zelle. Dies und die vermutete
Kopplung von DHP-Rezeptoren und den RyanodinrezeptgRyR1) des sarkoplasmatischen
Retikulums (SR), bewirken den Calziumausstrom am 8R in das Cytoplasma [40, 112, 119].
Die freie, ionisierte cytoplasmatische“G&onzentration steigt hierbei von 1@wf 5° 10° M an.
Das Calcium fuhrt zu einer Konformationséanderung @iponins der Aktin-Filamente. Daraus
resultiert die Aktivierung des kontraktilen Apparsitdurch Interaktion zwischen Aktin- und Myo-
sinfilamenten. Nach Dissoziation der ?#onen vom Troponin bewirken ATP-abhangige Cal-
cium-Pumpen (C3-ATPase) im longitudinalen System des SR eine m¥¢lederaufnahme von

Calcium und somit die Relaxation des Muskels.

Der myoplasmatische Calciumanstieg Ubersteigh faabe bekannter MH-Triggersub-
stanzen (volatile Anasthetika und Succinylcholig ghysiologischen Konzentrationen um ein

Vielfaches. Der zugrundeliegende Mechanismus igttnvollstandig aufgeklart. Bei Schweinen
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liel3 sich ein Defekt des Ryanodin-Rezeptors nactemeihervorgerufen durch eine Punktmutati-

on auf dem Chromosom 6 [36, 93].

Bei MH-S-Schweinen (Maligne Hyperthermie suszepfikennte gezeigt werden, dass im
Vergleich zu MH-N (Maligne Hyperthermie normal) gerere cytoplasmatische €aonzen-
trationen zur Aktivierung des Ry-Rezeptors und dami C&'-Freisetzung aus dem SR notwen-
dig sind [85]. Zudem ist die Offnungswahrscheinkieit des Ry-Rezeptors bei Schweinen und
Menschen fur MH-S signifikant héher als fiur MH-NDJ3Bei menschlichen MH-S-Anlagetragern
lie® sich eine Mutation des Ry-Rezeptors, lokatissef dem Chromosom 19, nur in weniger als
20% der untersuchten MH-Falle nachweisen [42]. Aadeit MH assoziierte Mutationen betref-
fen den DHP-Rezeptor und sind auf den Chromosomeh) &, 7 und 17 lokalisiert [23]. Dies
lasst die Vermutung zu, dass es sich bei der méalseh MH um ein heterogenetisches Gesche-
hen mit dominantem Erbgang handelt [6, 98, 112].

Der erhbhte Gehalt an myoplasmatischem Calciumt fzireiner verlangerten und ver-
starkten Interaktion der kontraktilen Filamentedar Skelettmuskulatur. Auch die €abhangi-
gen Stoffwechselprozesse werden verstarkt aktiyi@jt Dies miindet in die bei MH beobachte-
ten Symptome, wie CO und Temperaturanstieg, hypermetabole Stoffweehsgleisung und
Lactatazidose. Die inadaquate Versorgung der ZelgrSauerstoff fuhrt zu einer Verschlechte-
rung der initial gesteigerten aeroben Energiegewngn Lactatazidose und intramitochondriale
C&*-Akkumulation mit konsekutiver Entkoppelung der aediven Phosphorylierung wirken
schlie3lich zytotoxisch [112]. Im Rahmen einer fulanten MH-Krise kommt es bei Verlust der
Zellintegritat zu einer zunehmenden Membranperntiggbfir lonen, Molekile bzw. Enzyme.
Dies fuhrt dann bei ausbleibender therapeutisch&rntention letztendlich zum irreversiblen
Zelluntergang und konsekutiv auch zum ZusammenbdeciOrganfunktionen [101, 112].

Neben der Aktivierung der intrazellularen“G&reisetzung tber den Ryanodin-Dihydro-
pyridin-Rezeptorkomplex werden noch weitere Eirdlaechanismen auf die intrazellulare Ca-
Regulation diskutiert. So konnte gezeigt werderssdder Inositolphosphat-Stoffwechsel in der
Skelettmuskulatur MH-disponierter Schweine und Mées gesteigert ist [106]. Schlisselsub-
stanz ist hierbei der intrazellulare Botenstoff,3;tositoltriphosphat (1§, welcher bei MH-
Disposition signifikant erhoht ist und seiners&l& -freisetzende Eigenschaften besitzt [12]. Es
ist somit vorstellbar, dass durch eine gesteigdtieSynthese vermehrt €ain das Cytoplasma

freigesetzt wird.
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Ein weiterer Faktor fur die Entwicklung der Malignélyperthermie scheint physischer
und psychischer Strel3 zu sein. Auch wenn die tmmementellen Untersuchungen bislang keine
eindeutigen Befunde ergaben und bei MH-S-Patiemistang kein direkter Nachweis einer
Stressinduktion der MH gefuhrt werden konnte, mufgyraind der klinischen Beobachtung von
einer moglichen Gefahrdung durch Strel3 ausgegangeden. Der Anteil der hiervon betroffenen

MH-S-Patienten scheint allerdings aul3erst geringezn [112].

Die pathophysiologischen Veranderungen im RahmernMite beschranken sich nicht nur
auf die Skelettmuskulatur, sondern manifestiereh gudem auch an anderen Organsystemen,
wie Herz, Zentrales Nervensystem (ZNS) und LebereBs in der Frihphase einer MH-Krise
kommt es zu Stérungen der Herz-Kreislauffunktiore omplexen Rhythmusstérungen, Reduk-
tion des HZV und des systemischen Druckes. Bisisingoch nicht abschliel3end geklart, ob diese
Stérungen primarer Natur sind, oder Folge von Hy@emie, Azidose und Elektrolytentgleisun-
gen. Fir eine primare Myokardbeteiligung spreclegtogh Veranderungen im Inositolphosphat-
gehalt im Herzmuskel von MH-S-Schweinen sowie an@ihte Empfindlichkeit des Myokard
gegenubeB-adrenerger Stimulation. Fur eine Beteiligung dé&SZsprechen EEG-Veranderun-
gen, die bei beginnender MH-Krise regelmaRig voraviderungen systemischer Parameter bei
Schweinen gemessen werden konnten. Durch Gabe a&otrdlen, dem Goldstandard in der me-
dikamentdsen Therapie der MH, liel3 sich die hirkteilgche Aktivitat wieder normalisieren. Die
gestorte Ca-Homaoostase manifestiert sich bei MH-S-Schweinezhan den Hepatozyten. Hier
konnte nach Exposition mit Halothan eine im Vergezu MH-N signifikant hohere GaFrei-
setzung gemessen werden [112]. Diese pathophysolmn MH-Veranderungen sind somit im

Sinne einer Systemerkrankung zu interpretierer2][11

Klinik und Therapie

Das klinische Erscheinungsbild der MH ist sehialzl. Es reicht von abortiven Verlaufs-
formen mit gering ausgepragter klinischer Symptamaber fulminante Verlaufe bis hin zu peri-
operativen Todesfallen und Herzstillstanden [1AR]1Die Ursachen fir die klinische Variabili-
tat der MH sind in der unterschiedlichen Potenz Kndzentration der triggernden Substanz und
der Expositionsdauer begriindet, aber auch in iddallen Eigenschaften, die vermutlich auf die

multigenetische Vererblichkeit zuriickgehen.
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Der Begriff ,abortive Verlaufsform” beschreibt eikénische Situation, die neben einem
moglichen, aber nicht obligaten, Trismus weiteranfjome, wie metabolische Azidose, Ar-
rhythmien, Tachykardien und einen im Verlauf detin CK-Anstieg mit einschlie3en [119].
Bei der abortiven MH-Krise kdnnen die in Tabelladfgefihrten Symptome abgeschwacht sein
oder ganzlich fehlen. Die klinische Symptomatik ikalerart unspezifisch bleiben, dass diese Ver-

laufsformen oftmals nicht als MH erkannt werden, [#02].

Tabelle 1: Klinische Symptome der Malignen Hyperthemie

Frihzeichen der MH Spéatzeichen der MH
- endexpiratorischer CQAnstieg - komplexe Arrhythmien
- metabolische Azidose - Zyanose und Hypoxamie
- Muskelrigor und/oder Trismus - Hypotension
- fleckige Rotung der Haut (,flush®) | - Elektrolytkgchiebungen
- Sinustachykardie - Rhabdomyolyse
- Hyperthermie

Modifiziert nach: Urwyler A [119]

Die fulminante MH-Krise (etwa 6,5% aller MH-Félllist definiert als Symptomenkom-
plex, der klinisch unzweifelhaft die Diagnose eiivi zuléasst [112, 119]. Dabei kommt es nach
Gabe der Triggersubstanz zu einer Calcium-verrtetteSteigerung des aeroben und anaeroben
Stoffwechsels, der sogenannten hypermetabolenv&iofffsellage. Calcium steigert den Korper-
metabolismus sowohl direkt durch die gesteigerigk@yse, als auch indirekt durch den erhéhten
Bedarf an ATP [48]. Es kommt zu einer gesteigel&irme-, CQ- und Lactatproduktion. Dies
fuhrt konsekutiv zu einer metabolischen und respirschen Azidose. Zusammen mit dem An-
stieg der endexpiratorischen €Ronzentratiorgilt dies als sehr spezifisches Frihzeichen einer
sich abzeichnenden MH-Krise [112]. Die gesteig@@®-Produktion &ulRert sich als Hyperkapnie
beim beatmeten, und als Hyperventilation beim sporitmenden Patientdfin weiteres zuver-
lassiges Frihzeichen kann der Spasmus des M. massétismus genannt — nach der Gabe von
Succinylcholin sein, wenn dieser langer als 30 8dkn anhélt [112]. Die Inzidenz des Trismus
als Frihzeichen wird mit 40 — 80% angegeben [14]sk¢lrigor und Sinustachykardie sind in
mehr als 80% der MH-Episoden nachweisbar, jedoatekélls als obligat anzusehen [75].

Die Hyperthermie gilt als spates Symptom. Alsgealler Rhabdomyolyse kann es zu Hy-
perkaliamie, Myoglobamie und einem Anstieg der Feaminasen sowie der Creatinphospho-
kinase (CK) kommen. Diese Zeichen werden eberdallden Spatsymptomen gerechnet. Zusétz-
lich kbnnen Verbrauchskoagulopathie, Lungen- unchétiem, sowie Leber und Nierenversagen
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hinzutreten [101, 112, 119]. Als unmittelbare Tadsache ist zumeist die Asystolie zu nennen
[40].

Generell gilt, dass bei der Verdachtsdiagnose Mféréntialdiagnostisch klinisch &hnli-
che Krankheitsbilder, wie Hyperthyreoidismus, Ph#omozytom, Bakteriamie, Porphyrie, Hy-
poxamie, Hypovolamie und das Maligne NeuroleptisBlyadrom (MNS) in Betracht gezogen
werden sollten [40, 112, 119].

Ist die Diagnose MH bei einer Allgemeinanasthegstellt, oder gilt sie als sehr wahr-
scheinlich, so ist wie folgt zu verfahren: Als stige Maflinahme wird die Anasthesie auf trigger-
freie Substanzen umgestellt und mit Opioiden undafea vertieft, die Relaxierung erfolgt mit
einem nicht-depolarisierenden Muskelrelaxans. iettollierte Beatmung wird zur Aufrechter-
haltung bzw. Normalisierung der Sauerstoffsattigomigreinem Sauerstoff (FO= 1,0) und ei-
nem FrischgasfluR von mindestens 10 I/min fortgedfiiDie endtidale C@Konzentration wird
durch Hyperventilation (ca. 3-4faches Atemvolumaunf) Normalwerte eingestellt. Parallel hierzu
muissen erste Blutproben (Blutgasanalyse, Elekgpl@K, Transaminasen, Lactat und Myoglo-
bin) zur Sicherung der Diagnose entnommen werdenAkstausch des Narkosegerates ist nicht
erforderlich, lediglich der Narkosegasverdampfer esatfernt werden [40]. Als Therapeutikum ist
Dantrolen das Mittel der Wahl, ein direkt wirkendésskelrelaxans, das die €& reisetzung aus
dem SR verhindert, ohne die Wiederaufnahme zu flessen. Dartber hinaus senkt Dantrolen
die intrazellulare C&-Konzentration auch in Ruhe und wirkt somit gerimgskelrelaxierend
[43]. Dantrolen, welches direkt am RYR1 bindet,diiert dabei unspezifisch die Signaltrans-
duktion vom Dihydropyridinrezeptor auf den RYR1 [9Bunéachst sollten 2,5 mg/kg/KG Dantro-
len als Schnellinfusion appliziert werden. Die Bsgjabe von Dantrolen muf3 eventuell mehrmals
in finfminttigen Abstanden wiederholt werden, bishsdie hypermetabole Stoffwechsellage
wieder normalisiert hat und keine MH-Symptome mehchweisbar sind. Sollten allerdings
Dantrolenbolusgaben von mehr als 20 mg/kg/KG ohm@debleiben, so ist die Diagnose MH als
fraglich anzusehen [112]. Anschlie3end wird die alentherapie in einer Dosierung von 10
mg/kg/KG uber die ersten 24 Stunden bei intensivemgidcher Uberwachung fortgefiihrt, um
nach initial erfolgreicher Primartherapie ein emesuAuftreten von MH-Symptomen zu ver-
hindern. Eine metabolische Azidose sollte friihgeitiit Natriumhydrogencarbonat (1-2 mval/l)
nach Maligabe des Saure-Basen-Status korrigiertewe2h Lactat nur sehr langsam durch die
Zellmembran austritt, kann dies zu wiederholtem @&t@n Natriumhydrogencarbonat fihren.

Kardiale Arrhythmien bessern sich meist unter Gafe Dantrolen, Steigerung der Ventilation
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und Korrektur der Azidose. Bei therapierefraktakggrzrhythmusstérungen auch unter Dantro-
lentherapie ist eine antiarrhythmische Therapie ltdbcain oder Betablockern indiziert. Vom
Einsatz von Calciumantagonisten wird abgeratendutah eine Interaktion mit Dantrolen eine
Hyperkalidmie induziert werden kann [104]. Der Aegtder Korpertemperatur ist selten ein
Frihsymptom der MH-Krise, daher gehdren Oberflakbiblung, Infusion von kalten Losungen
und Eiswasserspulungen in der Regel zu den Sekmadirahmen. Ein dieser Situation angemes-
senes Monitoring umfasst neben zusatzlichen peisemZugéangen das Einlegen einer arteriellen
Kanile und eines zentralvendsen Katheters. Zurapheriner Hyperkalidmie empfiehlt sich ne-
ben einer forcierten Diurese mittels Schleifendikee die Gabe einer Glucose-Insulin-Losung.
Durch Schleifendiuretika kann zusatzlich einem duRhabdomyolyse und Schocksymptomatik
bedingten Nierenversagen vorgebeugt werden. Digpkérduktion sollte hierbei auf Werte von
mindestens 1-2 ml/kg/KG/h gesteigert werden. Zummitboing der Nierenfunktion muf3 ein Bla-
senkatheter gelegt werden. Bei schwerer Schocksyngiik sind Falle von disseminierter intra-
vasaler Verbrauchskoagulopathie beschrieben woaher sollten diese Patienten eine frihzei-
tige low-dose-Heparinisierung erhalten.

Bei rechtzeitiger Diagnosestellung kann die MHlan meisten Fallen erfolgreich thera-
piert werden, die Mortalitét sank in den letztehréa auf Werte unter 10% [112].

Triggersubstanzen der MH

Die maligne Hyperthermie wird beim Menschen vaéeral durch alle bekannten volatilen
Inhalationsanésthetika, wie Halothan, Enfluranflisan, Sevofluran und Desfluran, sowie de-
polarisierende Muskelrelaxanzien vom Succhinylahdlyp ausgelost [40, 101]. Wenn Succhi-
nylcholin verwandt wird, kann die Zeit bis zum Anfien erster Symptome besonders kurz sein
[40]. Es sind jedoch einige Falle publiziert, imda Patienten nach diversen komplikationslosen
Allgemeinanésthesien in ihrer Vorgeschichte unterniéndung potenter MH-Triggersubstanzen
Maligne Hyperthermie entwickelten [8]. Der Mechamiss der MH-Triggerung ist nach wie vor
nicht in allen Einzelheiten geklart [40]. Weiter@liStanzen stehen im Verdacht, ebenfalls als
MH-Trigger zu wirken. So 16st 4-Chloro-m-Cresol ¢4nC) die MH im Tiermodell aus. Cresol-
haltige Medikamente sind daher bei Patienten mit-Bisposition kontraindiziert [124]. MAO-
Hemmer und tricyclische Antidepressiva gelten zwaht als Triggersubstanzen, kénnen aber
klinisch &hnliche Symptome auslésen und sollteredabarmieden werden [32]. Der Einsatz von
Barbituraten, Antihistaminika, Antibiotika, nichedolarisierenden Muskelrelaxanzien, Katecho-
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laminen, i.v. Narkotika und Lokalanasthetika vomeesyp ist hinsichtlich einer MH unbedenk-
lich [6, 60, 94].

Prasymptomatische Diagnostik

Die prasymptomatische Diagnostik erfolgt weltwaithand des ,in-vitro-Kontraktur-
testes" (IVKT), in Europa standardisiert nach derotékoll der ,European Malignant Hyper-
thermia Group” [29]. Durch Biopsie aus dem M. vadaateralis gewonnene Muskelfasern werden
dazu supramaximal elektrisch gereizt, die hierduacisgelosten Kontraktionen protokolliert.
Durch Zugabe von Halothan sowie Koffein werden Kakiiur-Schwellenwerte ermittelt. Diese
ermoglichen dann die Einteilung der Patienten irsel@iedene diagnostische Gruppen. Die Dia-
gnose einer MH-Disposition (MH-S, MH-susceptiblefpoggt nach pathologischer Kontraktur bei
Koffein und Halothan. Eine MH-Disposition ist ausgblossen (MH-N, MH-normal), wenn auf
keine der beiden Testsubstanzen Kontrakturen olede Schwellenwerte gemessen wurden.
Die Diagnose MH-E (MH-equivocal) wird gestellt, weentweder auf Halothan od&offein
pathologische Kontrakturen gemessen wurden. Hievivdiweder eine MH-Disposition diagnos-
tiziert, noch kann sie ausgeschlossen werden. Blasenten werden klinisch dennoch vorsichts-
halber wie MH-S Patienten behandelt.

Der IVKT mit Halothan und Koffein gilt als sichex&/erfahren. Die Sensitivitat wird mit
99,0%, die Spezifitdt mit 93,6% angegeben [90]. Bsind falsch negative Testresultate nicht in

allen Fallen auszuschliel3en [55].

1.2. Lokalanasthetika

Lokalanasthetika (LA) sind chemische Verbindungeie, drei Komponenten enthalten.
Sie bestehen aus einer lipophilen Gruppe, dem drechan Rest und einer hydrophilen Gruppe,
zumeist ein tertiares-, in seltenen Fallen auchsekundares Amin. Verbunden sind diese beiden
Gruppen durch die sogenannte Verbindungsketter Bdexr Amid, wodurch sich eine Einteilung
der LA in solche vom Ester- oder Amid-Typ ergibin&le gelten im Gegensatz zu Estern als in
Losung relativ stabil, erstere werden in der Ledrezymatisch metabolisiert oder unverandert re-
nal ausgeschieden. Ester-Typ LA sind hingegen hilst&ubstanzen, die schnell von der Plas-
macholinesterase hydrolytisch metabolisiert we{dSh
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Die klinische Bedeutung der LA besteht in ihré@higkeit, die Reizfortleitung in periphe-
ren Nerven temporar zu blockieren [19]. Dies gesthdurch Interaktion mit spannungsabhan-
gigen Natrium-Kanalen der Nervenmembran, deren ufiswahrscheinlichkeit herabgesetzt
wird [46, 47]. Die Blockade setzt zuerst in automomdann in sensorischen und schlie3lich in
motorischen Nervenfasern ein und bildet sich in ekedprter Reihenfolge zuriick. Generell gilt,
dass sowohl der Nervenfasertyp als auch die Nemgen§ro3e die Wirkung von LA beeinflussen.
Dunne und nicht-myelinisierte Fasern werden ameaitdten blockiert. Der genaue Mechanismus,
tber den LA wirken, ist nicht letztlich geklart [95]. Folgendes Modell wird aber favorisiert: LA
durchdringen die Nervenmembran und equilibriererAxoplasma. Die Geschwindigkeit dieses
Prozesses hangt wesentlich vomapert des Pharmakons und von der Lipophilie seBease
ab. Die Bindung der LA an spannungsgesteuerteKdgamale bewirkt eine Anderung in deren
Konformation, die die Offnungswahrscheinlichkeiester Kanale herabsetzt [9]. Ein Modell der
Struktur und Funktionsweise eines spannungsgesteulid-Kanals kann Abbildung 1 entnom-

men werden.

Lokalanasthetika sind schwache Basen, die nusalse Salze (z.B. als Hydrochloride)
wasserloslich sind. Der pH-Wert der Injektionslagem variiert von pH 4-6, der pKa-Wert liegt
zwischen 7,8 und 9. Demzufolge liegen bei einensaggischem pH von 7,35 - 7,45 nur 3-20%
der LA in nicht-ionisierter und somit lipidldslich&orm vor [33]. Nur so kann die Nervenmemb-
ran durchdrungen werden. Die Bindung der LA an Natrium-Kanal ist umso starker, je mehr
Kanale aktiviert sind. Daraus lasst sich folgerasdLA vermittels ihrer Lipophilitdt an den Re-
zeptor gelangen und durch Ladung dort gehalteneverleginn und Dauer der Nervenblockade
hangen hauptséachlich von der Diffusionsgeschwiraligter LA durch die Nervenmembran, in
geringerem Ausmald von ihrer vergleichsweise ergslem schnelleren Bindung an die Rezepto-
ren ab [9].

Cocain kam in Europa 1884 durkbller zum erstenmal als Lokalandnesthetikum bei Au-
genoperationen zur klinischen Anwendung. Das supbtgende Potential von Cocain, sowie die
kurze Haltbarkeit fuhrten zur Suche nach neuen t&8aoben. Dies gelang 1905 mit der Synthese
von Procain durcteinhorn [33, 122]. Dibucain fand 1930 erstmals fur Spinakthesien Ver-
wendung [53]. Lidocain wurde 1944, Bupivacain irhréal1963 in die Klinik eingefuhrt [122].
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Abbildung 1

Modell eines spannungsgesteuerteri{Kanals. Modifiziert nachMatthews GG [74]

A: Die Primarsequenz der groRen Untereinheit de$-Kanals enthalt vier repetitive Doménen
die jeweils 6 Helices (S1-S6) enthalten und weicltke Zellmembran eingelagert sind. Eine He-
lix ist eine stabférmige Struktur aus Polypeptidderen Hauptkette den inneren Teil des Stabes
bildet, wahrend die Seitenketten in schraubenartiyeordnung nach auf3en weisen. Als Doma-
nen bezeichnet man kompakte globuléare EinheiterrereshHelices, die zwischen 200 und 400

Aminosauren enthalten und raumlich sehr vielgegtakin konnen.

B: Die Primarsequenzen sind so angeordnet, dassilgwie Helix ,S3* einer Doméne die in-
nere Begrenzung der Kanalpore bildet. Helix ,S4t @ die Kanal-bildende Helix ,S3" gekop-
pelt und enthalt Gberwiegend positiv geladene Aséncen. Diese Ladungen werden in der Zell-
membran durch die Uberwiegend negativ geladenemdsauren der Helix ,S5" stabilisiert. Bei
Depolarisierung der Zellmembran kommt es zu eiedfichen Verschiebung der Helices ,S3"
und ,S4“. Daraus resultiert ein Auseinanderweicheéer 4 ,S3“-Helices der Doménen I-1V, der
Kanal 6ffnet sich. Es wird vermutet, dass diesén@fgsmechanismus durch Bindung von Lokal-
anasthetika an Helix ,S4" und ,S5" blockiert wirdl[5].
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Lokalanasthetika gelten als gut vertragliche wmehn in therapeutischen Dosen gegeben,
nebenwirkungsarme Substanzen [9, 33]. Unerwlnsdéhitkungen zeigen sich bei Unvertrag-
lichkeitsreaktionen und Uberdosierung. Symptomegeisich dann vor allem an ZNS und Herz-
kreislaufsystem, bei ersterem bereits bei niedeigeDosen als am Herzen. Es treten primar
Schwindel, Benommenheit und Ubelkeit auf, gefolgh VAkkomodationsstérungen und Tinnitus.
Zeichen von Toxizitat am ZNS sind meist zunachsitatorischer Natur, wie Tremor, gefolgt
von generalisierter ZNS-Depression bis hin zum Atlistand [9, 33]. In niedrigen Dosen filhren
LA zu Vasokonstriktion, in hohen Dosen zu Vasodil@n. Das allergene Potential von Amid-
Lokalan&sthetika ist im Vergleich zu LA vom Esterplals gering einzuschatzen. Hierfur wird

das Abbauprodukt der Ester-LA, die p-Aminobenzoes&erantwortlich gemacht [9].

Neben Ihrem Einsatz als Lokalanasthetika kommetmitiakanalblocker auch als Anti-
arrhythmika zur klinischen Anwendung. Pharmakololges Wirkort sind hierbei, &hnlich wie am
Nerven, spannungsabhéangige Natriumkanale des Mgsekabplge dieser Kanalblockierung ist die
Verlangerung der relativen Refraktarzeit, der Zd#o, die vergeht bis sich der Natriumkanal
wieder vollstandig von seiner Inaktivierung erhiodt. Dies dient der Unterdriickung frihzeitig
einfallender Extrasystolen. Die antiarrhythmisch@khg ist hierbei umso gréRRer, je haufiger
ein Natriumkanal pro Zeiteinheit aktiviert, je geilsomit also die Herzfrequenz ist (,use-depen-
dent block®) [16, 33]. Lidocain und die chemischrwandten Substanzen Mexiletin und Tocainid,
Antiarrhythmika der Klasse Ib nadraughanund Williams, werden zur Akuttherapie komplexer
ventrikularer Arrhythmien eingesetzt. Den antiathmgischen Eigenschaften der Klasse-I-Sub-
stanzen steht allerdings deren proarrhythmogenesnta gegentber. Durch myokardiale Lei-
tungsverzogerung wird die Auslésung kreisenderdtmgen begtinstigt. Die Folge kénnen irre-
versible Tachykardien, ventrikulare und supravé&otére Extrasystolen, sowie Kammerflattern
und —flimmern sein [16, 33]. Im Tierversuch zeigteh das ausgepragte proarrhythmogene Po-
tential von Bupivacain und Etidocain. Ventrikuld&ehythmien ausgeldst durch Lidocain, Mepi-
vacain und Tetracain treten vergleichsweise seltang sind jedoch in der Literatur beschrieben
[99, 116]. Bedingt durch die Natriumkanal-Blockdd&nen noch zwei weitere hdmodynamisch
unginstige Eigenschaften hinzutreten. Zum einekemirNatriumkanal-Blocker dosisabhangig

negativ inotrop, zum anderen auch vasodilatier@n69).
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1.2.1. Dibucain

Dibucain (Handelsnamen: Dibucain®, Nupercain®,cBe®, Cinchocain®), ein Chino-
lin-Derivat, stellt das erste Lokalanasthetikum vémid-Typ dar, welches voieschey Uhl-
mannundHassnerim Jahre 1929 synthetisiert wurde [122]. Die Stwdlormel von Dibucain ist

in Abbildung 2 dargestellt.

M O(CH,)sCHj

-HCI

CONHCHZCHzN(C2H5)2

Abbildung 2
Strukturformel von 2-Butoxy-N-[2-(diethylamino)dik-Chinolincarboxamid-monohydrochlorid

(Dibucain); Summenformel: gH29N30,

Dibucain wird zur Spinalanédsthesie in 0,25% urid®hyperbaren Losungen mit Glucose
(5% oder 6%) verwandt, ebenso in hypobarer Bergiton 0,0667%. In den USA ist es hierzu
aufgrund seiner Toxizitat nicht mehr zugelassefledualb der USA kommt es weiterhin klinisch
zur Anwendung [19, 39]. Dosierungsempfehlungen diedder zeitliche Wirkungsverlauf von
Dibucain kénnen den Tabellen 2 und 3 entnommeneverDibucain in hypobarer Losung wurde
1930 erstmals fur Spinalanésthesien verwandt, petiarer Losung kam es ab 1934 zur Anwen-
dung [53, 108].

Verglichen mit dem Spinalanésthetikum Tetracab¥®weist Dibucain 0,25% einen ahn-
lichen Beginn der Wirkung bei langerer Wirkdaued wiwas geringer ausgepragter motorischer
Blockade auf [19, 100]. Die analgetische Potenz Bdyucain ist verglichen mit Tetracain dop-
pelt so hoch [100]. Weiter wird Dibucain topischgawandt, als Salbenzubereitung bei Schmer-

zen, wie leichten Verbrennungen und Pruritus [26].
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Tabelle 2: Dosierungsempfehlungen fur Dibucain
Dermatom § |10 — 15 mg entspr. 2,0 — 3,0 ml
Dermatom Tp|5-8 mg entspr. 1,0 - 1,6 ml

Tabelle 3: Dibucain im zeitlichen Wirkungsverlauf

Beginn der Analgesie |[5,3+ 1,7 min

Maximale Analgesie 13,9+ 3,1 min

Beginn des Wirkverlustes8,0+ 26,5 min

Vollstandiger Wirkverlust127,0+ 31,6 min

Modifizierach: Fisher A, Bryce-Smith R [31]

Die lange Wirkdauer ist durch die hohe Lipophilied Proteinbindung von Dibucain zu
erklaren. Hieraus resultiert die langste Eliminregshalbwertszeit aller Lokalandsthetika vom
Amidtyp. Dibucain wird wie andere Amidtyp-Lokalaniistika auch in der Leber metabolisiert,

der grof3te Teil jedoch wird unverandert renal asslgieden.

In der Literatur finden sich fur Dibucain die f@pinalanasthetika typischen Nebenwir-
kungen, wie Bradykardie, Ubelkeit und Erbrecherst®oerativ konnen Kopfschmerz und Harn-
verhalt mit konsekutiver Cystistis auftreten [10Zpsatzlich zu den Nebenwirkungen am ZNS
und am Herzen wird bei Dibucain Uber Veranderuregeihrombozyten mit konsekutiver Hypo-
koagulabilitéat berichtet [97]. Es traten Todesfdalech Herz-Kreislaufstillstand nach Einnahme
topischer Dibucain-Préaparate auf [20]. Dibucairsadbenform scheint auch photosensibilisieren-
de Effekte zu haben [52, 118].

Als relative Kontraindikationen fiir den Einsatzwdibucain gelten kardiale Grundleiden,
wie ausgepragte Bradykardien, schwere Uberleitutgssgen sowie die dekompensierte Herzin-
suffizienz. Daneben sind noch hypovolamische Kagifsituationen und Schock zu nennen. Bei
ausgepragter Leber- sowie Niereninsuffizienz salite Einsatz von Dibucain ebenfalls sorgféaltig

abgewogen werden.
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1.3. Lokalan&sthetika und Maligne Hyperthermie

Ester-Typ Lokalanéasthetika werden hinsichtlicheeimdglichen MH-Triggerung als un-
bedenklich eingestuft, hingegen wird das Gefahreg@l von Amid-Typ-Lokalan&sthetika fur
MH-S Patienten in der Literatur widerspruchlichkdigert.

Nach@rding trat in Danemark bei 300.000 Lokalan&sthesienekeinzige MH-Episode
auf [88]. Berkowitzund Rosenbergerwandten 1985 Mepivacain bei 103 Patienten ggiéhal-
anasthesien bei Muskelbiopsien, von denen im An&cBR als MH-S-positiv diagnostiziert wur-
den, die samtlich komplikationsfrei verliefen. Sighlossen daraus, dass die MH durch Lokalan-
asthetika in therapeutischen Dosen nicht getriggartl [10]. Im gleichen Jahr erklarte die
MHAUS (,Malignant Hyperthermia Association of thenlted States®), eine Patientenorganisa-
tion in den USA, Lokalanasthetika mangels ausreideeklinischer Beweise als unbedenklich im
Zusammenhang mit MH [78]. Diverse Vero6ffentlichungeommen bis heute zu demselben Er-
gebnis [25, 80, 94].

Die Schwierigkeit, die MH zu diagnostizieren, jsdoch nicht zuletzt in der grof3en
Variabilitéat des klinischen Erscheinungsbildes mehen, welches sich von milden, abortiven
Verlaufen mit sehr unspezifischer Symptomatik his@minanten und lebensbedrohlichen Ver-
laufen erstrecken kann [40, 112]. Es ist somit ingbher auszuschliel3en, dass milde MH-Ver-
lufe Gbersehen und als solche nicht diagnostimiartien. Zudem sollte bertcksichtigt werden,
dass MH-Episoden bei Narkosen bekannt sind, dedigemeinanasthesien mit Triggersubstan-

zen vorausgingen, welche symptomfrei verliefen [8].

In der Literatur finden sich auRerdem zahlreichiewgise, die einen EinfluR von Amid-
LA auf die C&"-Homoostase der Skelettmuskulatur erkennen lastierbei wird deutlich, dass
Amid-LA keine pharmakologisch homogene Gruppe @#lest, sondern vielmehr als jeweilige

Einzelsubstanzen differenziert betrachtet werdditeso

Der EinfluR von Amid-LA auf die G&Homdostase konnte bereits in den 70er Jahren
durch Bianchi und Strobelin in-vitro Experimenten nachgewiesen werden [1R]r Lidocain
wurde gezeigt, dass es bei 37°C Muskelkontraktuernrsacht und Koffein- und Koffein / Ha-
lothan getriggerte Kontrakturen verstarkt. Die dukedocain getriggerten Kontrakturen sind kon-

zentrationsabhangig. In niedrigen Dosierungen agiert Lidocain mit dem Tranversalen-Tubu-
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lussystem der Skelettmuskelzelle, steigert somit @&*-Efflux, in htheren Dosierungen wird
zusatzlich die Cd-Wiederaufnahme in das SR inhibiert [113]. Lidocaihoht desweiteren den
Sauerstoffbedarf der Skelettmuskulatur [86].

Die Fahigkeit von Amid-LA, Kontrakturen auszulésenheint von vielen Faktoren, wie z.
B. Temperatur und pH-Wert, abhangig zu sein. Wahimcain, Lidocain und Tetracain bei 20°
C bei der Skelettmuskulatur des Frosches Koffeiniggerte Kontrakturen kompetitiv inhibieren,
vermitteln die vorgenannten Substanzen, wie fuotain auch vomBianchiund Strobelgezeigt
bei einer Temperaturerhbhung auf 37°C selbst adudusgepragte Kontrakturen. Die Lidocain
getriggerten Kontrakturen fielen bei pH 7,2 delitlatérker aus als bei pH 6,0. Procain lost dar-
Uber hinaus bei der Skelettmuskulatur der RatteokbWei 20° als auch bei 37°C Kontrakturen
aus [56].

Ahnlich verhalt sich das Amid-LokalanasthetikumbDéain, welches am Skelettmuskel
des Frosches sowohl bei 20° als auch bei 37°Cdun#iche Kontrakturentwicklung auslost [56].
Zahlreiche Fallberichte geben zusatzlich Hinwedsd} LA, wie Lidocain und Bupivacain, auch
in-vivo eine MH auslésen kdonnten.

Beschrieben ist der Fall einer Patientin, die walreiner Epiduralanasthesie mit Lidocain
und Bupivacain Symptome der MH, wie MuskelrigiditBtyperthermie, Zyanose, Tachykardie
und Hyperpyrexie zeigte [61]. Ein IVKT war nichtrdhgefihrt worden. Die Diagnose MH konn-
te somit nicht abschliel3end gesichert werden [94].

Ein weiterer Patient, der auf dem Boden einesréhohen Nierenversagens mit Oligurie
und drohenden kardialen Pumpversagens aufgrundlatver Hyperhydratation ventrikuléare Ta-
chyarrhythmien zeigte, wurde initial erfolgreichtrBD mg Lidocain als i.v.-Bolusgabe anbehan-
delt. Bei erneut aufgetretenen ventrikularen Taoimyahmien erwies sich die weitere Gabe von
insgesamt 400 mg Lidocain i.v. als wirkungslos. Patient bot hierauf einen massiven Anstieg
der Koérpertemperatur auf 41,7 °C. Es trat geneeatess Muskelzucken auf, kurz darauf verlor
der Patient bei wiederholten generalisierten Kramfifllen das Bewusstsein. Die Serumspiegel
der Creatininphosphokinase sowie des Myoglobinewanassiv erhoht. Die Symptome bildeten
sich erst nach Beendigung der Lidocain-Zufuhr undBeginn einer intravenésen Therapie mit
Dantrolen zurtick [117].

Weitere Veroffentlichungen berichten ebenfallsrilgiéd-ahnliche Symptome bei Regio-
nalanasthesien [37, 59, 129]. Ein Patient, deritsene seiner Vorgeschichte im Rahmen eines

operativen Eingriffes in Allgemeinanésthesie na@b&von Succhinylcholin eine Hyperthermie
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und Azidose geboten hatte, entwickelte bei einéméanasthesie mit Bupivacain wierderum eine
ausgepragte Hyperthermie. Der Serumspiegel derti@igzhosphokinase zeigte sich deutlich
erhoht. In einer weiteren Veroffentlichung wird deall eines Patienten geschildert, der nach zu-
nachst unauffalliger Epiduralanasthesie mit Lidogaostoperativ einen deutlichen Temperaturan-
stieg auf 40° C innerhalb einer Stunde in Komboratmit generalisiertem Muskelzittern bot.
Auch hier war die Creatininphosphokinase erhoht.cBdorcierte KiihlungsmalRnahmen konnte
die Kérpertemperatur innerhalb von zwei Stunden383fC gesenkt werden, jedoch kehrte diese
erst drei Tage spater wieder auf Normalwerte zurBckand dieser Daten wurde spekuliert, dass
zumindest in einzelnen Fallen mdglicherweise auochidALA als MH-Trigger wirken kdénnen
[82]. Die Einstufung von Amid-LA als generell unlesklich im Bezug auf mégliches MH-

Triggerpotential erscheint unter kritischer Wirdiguer vorliegenden Literatur zweifelhatft.

Zu dem in der vorliegenden Arbeit vorgestelltenidwibbokalan&sthetikum Dibucain findet
sich in der Literatur kein direkter Hinweis auf eim-vivo-Triggerung der MH. Bislang sind je-
doch auch keine kontrollierten Studien zur Ubenpnigf des MH-Risikos durch Dibucain publi-
ziert worden. Die Beeinflussung des’GHlaushalts der Skelettmuskelzelle durch Dibucditinis
der Literatur experimentell hingegen vielfach naskgsen [3, 84, 127, 128]. Demnach steigert
es die Freisetzung von Calcium aus dem SR von Mzeken [3, 128] um den Faktor 5-10 [127]
und hemmt dessen Wiederaufnahme [3, 84]. DieseeBsezscheinen konzentrationsabhangig zu
sein. Dibucain zeigt in niedrigen Konzentration®08-0,64 mM) membranstabilisierende Ei-
genschaften [84] und inhibiert somit den*GEfflux [5, 87, 95]. In hohen Dosen von > 0,9 mM
appliziert, fuhrt Dibucain hingegen zu Leckagender SR-Membran (Membranlyse) [17, 115,
128] und zu Inhibierung der SR-eigenerfCaTPase [4, 17, 41, 73, 115], somit also zu gestei-
gertem Auswartsstrom von Calcium aus dem SR unchinelerter Wiederaufnahme [17, 21 , 64].
Dibucain senkt zusétzlich dosisabhangig die cymiphtische Ca-Schwellenkonzentration, die
zur C&*-induzierten C&-Freisetzung aus dem SR notwendig ist, steigest falglich die C4'—
Sensitivitat der Muskelzelle [3, 128]. Volle Reuéiktat dieser Effekte bleibt bei Dosen von < 3
mM erhalten. Diese Beobachtungen sind voneinand@bhéngig und bedingen sich nicht gegen-
seitig [128].

Das Bindungsverhalten von Ryanodin an den RyarBeireptor (RYR1), dem EaFrei-
setzungskanal des SR, wird durch Dibucain biphhdiseinflusst. Niedrige Dibucain Konzentra-
tionen fuhren zu einer Stimulierung, héhere Konmgrinen zur Inhibierung der Ryanodin-Bind-
ung an den RYR1 [107]. Dibucain erhdht im Tierexpent signifikant das Abdissoziieren von
1,4-Dihydropyridin von neuronalen Dihydropyridinegtoren [65]. Beide Rezeptoren spielen
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sowohl bei der physiologischen Erregungstbertraguuiglie Skelettmuskelzelle als auch in der

Pathogenese der Malignen Hyperthermie eine entéehée Rolle.

Der Einflu3 des geanderten Calcium-Haushalts dintlucain bei MH-S-Tragern kann
hinsichtlich des Triggerpotentials fiir eine MH-Eme, der ursachlich ein Defekt der Calcium-
homdostase zugrunde liegt, nach vorliegender Lliitemrdcht sicher abgeschatzt werden. Ein Ge-
fahrenpotential von Dibucain fir MH-S-Trager isthii sicher auszuschlieBen. Es erscheint nach
Auswertung der verflgbaren Literatur durchaus natigldass es sich bei Dibucain um einen po-
tentiellen Trigger der MH handeln konnte [3, 4, 27, 41, 56, 64, 65, 73, 84, 107, 115, 127, 128].
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1.4. Ziel der Arbeit

Das Gefahrenpotential von Amid-Typ-Lokalanasthefilta MH-S Patienten wird in der
Literatur widerspruchlich diskutiert. Wahrend Lokafisthetika allgemein als sicher beziiglich ei-
ner moglichen MH-Triggerung eingestuft werden, &ndsich jedoch Fallberichte, die einen Zu-
sammenhang zwischen Lokalanéasthetika und MH-Eprso@dde legen [37, 59, 62, 78, 82, 86,
117, 129].

Fur das Amid-Typ Lokalanasthetikum Dibucain koneteerimentell die Beeinflussung
der C&"~Homdostase der Skelettmuskelzelle in-vitro nachesen werden [3, 4, 17, 41, 56, 73,
84, 87, 115, 127, 128]. Es erscheint daher moglelss Lokalanasthetika MH-Triggerpotential
besitzen. Aufgrund dieser Befunde ist Dibucain icim$ich der Abschatzung eines moglichen
MH-Risikos von Lokalan&sthetika von besonderemrésgse.

Im ersten Teil der Arbeit wurden in-vivo Untersuolgen am etablierten und validierten
Schweinemodell durchgefuhrt. Ziel war es, die MHg@erpotenz von Dibucain zu bestimmen
und zu klaren, ob Dibucain bei MH-Disposition kamtdiziert ist, oder unbedenklich gegeben

werden kann.

Im zweiten Teil wurden die Effekte des Lokalanastums Dibucain auf die Skelettmus-
kelzelle genetisch determinierter MH-Schweine wsueht. Im in-vitro Kontrakturtestmodell
(IVKT) sollten die Wirkungen von Dibucain auf Praate von MH-N- und MH-S-Skelettmuskeln
Uberpruft und die Frage geklart werden, ob Skeletkmlpraparate von MH-S im Gegensatz zu
MH-N Kontrakturen entwickeln. Es sollte untersuabgrden, ob sich Dibucain, zuséatzlich zum
etablierten Goldstandard mit Halothan und Koffeifs additive Testsubstanz im IVKT eignen

wirde, mit dem Ziel, die Patientensicherheit wezieverbessern.
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2. Methodik

2.1. In-vivo Experimente

2.1.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten ein genetisch determtigieMH-S-Stamm des Pietrain Schwei-
nes und ein genetisch determinierter MH-N-StammHtBampshire Schweines aus der Zichtungs-
zentrale des Bundeshybridprogrammes (Molin, Schigstwlstein). Die Genehmigung der Tier-
schutzkomission lag fur alle Experimente vor. Dietéfsuchungen wurden an 7 MH-S und 7
MH-N Schweinen vorgenommen. Bei Versuchsdurchfigmaren die Tiere 6-9 Monate alt. Das
mittlere Korpergewicht der MH-S Schweine betrug Wersuchsbeginn 39,5 + 4,8 kg, das der
MH-N Schweine 37,3 + 4,2 kg. Die Versuchstiereevaweiblichen Geschlechts und klinisch ge-
sund, sie wurden mindestens 8 Tage nach Lieferunthdlie Versuchstierhaltung des UKE nach
standardisierten Bedingungen betreut. Vor Versuafisin wurde eine zwoélfstiindige Nahrungs-

karenz und Leitungswasser ad-libitum verordnet.

2.1.2. Versuchsdurchfuhrung

Die Narkose wurde bei den Tieren durch die intrsknlére Gabe von 15 mg/kg/KG Keta-
min (Ketanest®, Parke-Davis, Freiburg) eingeleiigich ca. 5-10 Minuten war bei den Tieren ei-
ne gute Hypnose bei erhaltener Spontanatmung eatget Anschlielend wurde ein intravenoser
Zugang uber eine Ohrvene angelegt, die Tiere aufRleken gelegt, die Hufe locker fixiert und
ein EKG abgeleitet. Nach Vertiefung der NarkosecHuBolusgabe von Propofol (Disoprivan®
2%, Astra Zeneca, Wedel) und 10 pug/kg/KG FentaRghf{anyl®, Janssen, Neuss) und topischer
Analgesie von Larynx und Trachea erfolgte die eradibieale Intubation mit einem blockbaren
Endotrachealtubus (32 Charr). Der korrekte SitzTdésus wurde durch Auskultieren Gber beiden
Lungenfligeln tberpruft. Die Narkose wurde durcintkauierliche Gabe von 12-15 mg/kg/KG/h
Propofol und 50 pg/kg/KG/h Fentanyl aufrechterhaltehm im MH-Triggerversuch nicht die
eventuelle Ausbildung von Muskelrigor und/oder imiss zu Uberdecken, wurde auf den Einsatz
von Muskelrelaxanzien verzichtet. Die Tiere wurdait einem volumenkonstanten Respirator
(Narkosespiromat, Dragerwerk AG, Lubeck) kontrotlieeatmet. Die Beatmung erfolgte mit ei-
nem Lachgas/Sauerstoff Gemisch (2:1) mit einem fallamen von 10 ml/kg/KG und einer Be-

atmungsfrequenz von 14-18/min, die so gewahlt wudadss die zentralvends gemesseneg-CO
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Konzentration 36-40 mmHg betrug. Die Normoventilatiwurde durch wiederholte arterielle
Blutgasanalysen Uberprift. Zur Korrektur des duftiissigkeitskarenz bedingten Defizits erhiel-
ten die Tiere Uber den periphervendsen Zugang hsh&00-500 ml Ringer-Lésung. Physiologi-
sche Flissigkeitsverluste wurden durch intraveribfesion einer bilanzierten Elektrolytlosung
(5-10 ml/kg/KG/h) ausgeglichen, wobei ein zentraklemendruck von 8-10 cmJ@ angestrebt
wurde. Der Ausgleich der geschétzten Blutverlusi@nend der Praparation sowie durch Blutent-
nahmen erfolgte durch die Gabe 6%iger Hydroxyethghe. Storungen im Sauren-Basen sowie
Elektrolythaushalt wurden vor Beginn der Untersuaen korrigiert. Die rektale und 6sopha-
geale Temperatur wurde kontinuierlich gemessendurdh einen Infrarotstrahler zwischen 37

und 38° C konstant gehalten.

Fur die in-vitro Experimente wurden nun Muskelmolaus dem Musculus vastus latera-

lis, wie unter 2.2.1. beschrieben, entnommen.

Ein Dreilumenkatheter wurde durch offene Prapanain die rechte V. jugularis interna
eingelegt und in die V. cava superior vorgeschobier diesen erfolgte die kontinuierliche Mes-
sung des zentralventsen Druckes (ZVD) (distalesdn)idie Entnahme von Blutproben (media-
les Lumen), sowie die Applikation der Medikamental wWler Testsubstanz (proximales Lumen).
Ebenfalls durch offene Praparation erfolgte die iKinung der A. femoralis rechts mittels Sel-
dinger Technik. Uber diesen Katheter wurde derdlutk kontinuierlich gemessen sowie Blut-

entnahmen durchgefinhrt.

Das Monitoring umfasste die Herzfrequenz (HF), detileren arteriellen Druck (MAP),
das Herzzeitvolumen (HZV), den zentralvendsen D(48KD), die Sauerstoffsattigung (sXdie
endtidale C@Konzentration (etCg), sowie die rektale Temperatur. Die genannten rReter

wurden im funfminttigen Abstand protokolliert.

Blut wurde zeitgleich im zehnminttigen Abstand tzalwents und arteriell entnommen.
Mit einem Analysegerat wurden sofort Blutgase {pPCQ), Sauren-Basen-Parameter (pH,
HCOs, base-excess (BE)), Serumelektrolyt-Konzentratioti¢”, Na'), Glucose und der Lac-
tatspiegel gemessen. Zusatzliche Blutproben wurdeiMessung der Creatinphosphokinase (CK)

entnommen.
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Nach Einleitung der Narkose und Katheterisierungenden Abweichungen der Blutga-
se, Sauren-Basen-Parameter und Elektrolyte korrigrel fir mindestens 30 Minuten ein ,steady
state” eingehalten. AnschlieRend wurde der Ausgaatiss erhoben. Der schematisierte Ver-

suchsablauf kann Abbildung 3 entnommen werden.

Anasthesie
mit 12-15 mg/kg/KG/h Propofol und
50 ug/kg/KG/h Fentanyl

J

Instrumentlerung
- EKG
- dreilumiger ZVK in die rechte V. iugularis intexn
zur Messung des ZVD, Entnahme von Blutproben
und Applikation von Medikamenten, sowie der
Testsubstanz Dibucain
- art. Kanulierung der rechten A. femoralis zur
kontinuierlichen Blutdruckmessung und zur
Entnahme von Blutproben

ﬂ

Muskelbiopsierung

wie unter 2.2.1. beschrieben

|

Versuchsdurchfiihrung

kontinuierliche Applikation von 10 mg/kg/KG Dibucai
Uber Perfusor tber den Beobachtungszeitraum

von 120 min
Montoring in finfmindtigem Abstand Monitoring im zehnminitigen Abstand
von von
- Herzfrequenz (HF) - zentralvendsem G&Partialdruck (pCg)
- mittlerem arteriellen Druck (MAP) - zentralvendsem pH-Wert
- endtidale C@-Konzentration(etCg) - zentralvendsem Lactat
- rektaler Korpertemperatur - Creatinphosphokinase (CK)
Versuchsende
nach einem Beobachtungszeitraum von12p
min

Abbildung 3

Schematisierter Ablauf der in-vivo- und in-vitrorstechsdurchfiihrung
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2.1.3. MH-Induktion mit Dibucain

Die Untersuchungen zur Malignen Hyperthermie-kiaun mit Dibucain wurden bei ins-
gesamt 7 MH-S- und 7 MH-N-Tieren durchgefihrt. aun wurde hierbei mit einer konstanten
Flussrate Uber einen Perfusor gegeben und die Bosgewahlt, dass nach 120 Minuten eine
Konzentration von 10 mg/kg/KG Dibucain erreicht wBre Ventilation wurde wahrend der ge-
samten Versuchsdauer nicht verandert. Die KritezigmFeststellung einer MH-Entwicklung wa-
ren in Ubereinstimmung mit der internationalen tater wie folgt festgelegt: vendse O
Konzentratior> 70 mmHg, ein pH< 7,2 oder ein Temperaturanstie@® C. Zwei der drei Indi-
katoren waren ausreichend fiur die Diagnose MH.A&msil6osung einer MH-Krise sollte die Dibu-
cain-Zufuhr beendet und ein Therapieversuch ming#kg/KG Dantrolen unternommen werden.
Bei einem der Tiere der MH-S-Gruppe wurde nachlgidéo Dibucain-Zufuhr, im Sinne einer
Qualitatskontrolle zur Uberpriifung der MH-Suszeititit, eine MH-Triggerung durch Halothan
versucht. Nach Abschlufd der Untersuchungen wurdeiidre durch Injektion von 10%iger Ka-

liumchlorid-Lésung getoétet. Der Beobachtungszeitrdaetrug maximal 120 Minuten.

2.2. In-vitro Experimente

2.2.1 Standard-Diagnostik der MH

Als Versuchstiere dienten ein genetisch deterntigieMH-S-Stamm des Pietrain Schwei-
nes und ein genetisch determinierter MH-N-StammHtBempshire Schweines aus der Zichtungs-
zentrale des Bundeshybridprogrammes (Molin, Schitestolstein). Die Genehmigung der Tier-
schutzkomission lag fur alle Experimente vor. Dietétsuchungen wurden an 8 MH-S und 8

MH-N Schweinen vorgenommen.

In allen Fallen wurde der vastus lateralis desgidriceps femoris im medialen Anteil
biopsiert. Nach scharfer Praparation unter Vermmegdjeglicher Traumatisierung wurden 1 — 2
Langsfaserbiindel mit einer Lange von 2 — 2,5 cmeindm Durchmesser von 0,5 — 1 cm exzi-
diert. Die Gewebeproben wurden sofort in eine naiti@gen (5% Kohlendioxid, 95% Sauerstoff)
aqulibrierte Krebs-Ringer Losung (Zusammensetzamgmol/l: NaCl 118,1, KCI 3,4, Cag?,5,
MgSQO, 0,8, KH,PO, 1,2, NaHCQ 25,0, Glucose 11,1) eingebracht. Im Testlabor enrchnd-
stéandige, offensichtlich alterierte Muskelfaszikegtt und Bindegewebe abgetrennt und verwor-

fen. Die Praparation und der Versuchsablauf edolgitandardisiert nach dem Protokoll der Eu-
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ropean MH Group (EMHG) [29, 90]. Die Biopsate wurde Muskelblindel mit einer Lange von

12-26 mm, einem Durchmesser von 2-3 mm und einewicgevon 80-250 mg aufgespalten, die
jeweils an beiden Enden mit Seitenligaturen einiglesgen wurden. Alle Muskelbiindel wurden

bis zur Untersuchung in mit Carbogen begaster kRihger Losung bei Raumtemperatur gela-
gert und innerhalb von funf Stunden nach EntnahenéBtbpsate untersucht.

Das MH-Testlabor ermdglicht die parallele Untersudvon vier Muskelbindeln in ein-
zelnen Organbadern. Der Testaufbau ist in Abbilddirsghematisch dargestellt. Die Organbader
waren mit 20 ml Krebs-Ringer-Lésung gefullt und dem stéandig mit Carbogen begast.

Die Temperatur der Losung wurde im Wasserbad Be€iC3konstant gehalten. Das Mus-
kelblindel wurde mit dem am unteren Ende angescihergSeidenfaden fixiert, das obere Ende
wurde mit einem flexiblen Stahldraht mit einem iktiven Kraftaufnehmer (Lectromed, Welwyn
Garden City, Great Britain) verbunden und das stikad im Organbad aufgehangte Muskelbln-

del im oberen und unteren Anteil mit zwei Platined¢ktroden in Kontakt gebracht.

Die Muskelreizung erfolgte bei einer Frequenz ¥a Hz mit Rechteckimpulsen von 1
ms Dauer mit supramaximaler Stromstarke (HSE SatoulTyp 215/1, Hugo Sachs Elektronik,
March, Deutschland). Das vom Kraftaufnehmer genmes$totential wurde verstarkt, in einem
Analog-Digital-Wandler umgewandelt und graphischgéatellt (MusC®, RS BioMedTech,
Sinzing, Deutschland). Nach Einbringung der Muskettel in die Organbader wurde deren Lan-
ge gemessen und der Muskel mit einer Geschwindigkai 4 mm/s auf 150% seiner Ausgangs-
lange gedehnt. Die Messung der Grundspannung dekeVsuerfolgte kontinuierlich. Nach Errei-
chen einer konstanten Grundspannung (Abnahme < 2ZilmeNeine Zeitspanne von 10 min.) wur-
de die Muskelkontraktionskraft bei Stimulation ddsiskelbindels bestimmt. Muskelpraparate
mit einer Muskelkontraktionskraft < 10 mN wurdengee unzureichender Vitalitat von der Un-

tersuchung ausgeschlossen und verworfen.
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Vorverstarker A/D-Wandler

Transducer Computer

Koffein F—& !

Stimulator
Halothan- 5
Vapor
Carbogen % 3 | Wasserbad (37C)
Organbad
Abbildung 4

Schematische Darstellung der Versuchsanordnungireuitro-Kontrakturtestung. Das Skelett-
muskelpraparat ist in einem mit 20 ml Krebs-Ringésung geflllten, auf 37° C erwarmten Or-
ganbad eingehangt und wird mit Carbogen begast. &asinteren Ende fixierte Muskelpraparat
ist an einem Kraftaufnehmer (Transducer) spannuegsfufgehangt und wird supramaximal
elektrisch stimuliert. Das vom Kraftaufnehmer etéa®ignal wird verstéarkt, in einem Analog-

Digital-Wandler ungewandelt, per Computer aufgelzeat und graphisch dargestellt.

2.2.1.1. In-vitro Kontrakturtest mit Halothan

Fur den IVKT mit Halothan wurde den Muskelbindelmulativ 0,11 mmol/l (3 min Ex-
positionsdauer), 0,22 mmol/l (3 min Expositionsdauad 0,44 mmol/l (9 min Expositionsdauer)
Halothar® (Hoechst, Frankfurt) zugefihrt. Anschlieend wudike Halothanzufuhr fir 3 min
unterbrochen, danach Koffein in einer Badkonzemmavon 32 mmol/l dem Organbad zur Pri-
fung der Vitalitat der Muskelprobe zugefihrt. Halt wurde dem Carbogen durch einen kali-
brierten Narkoseverdampfer (Vapor 19.1, Drager Attheck) zugemischt, die Uberwachung der
Halothankonzentration erfolgte kontinuierlich mihem Anasthesiegasmonitor (Normac, Datex,
Helsinki, Finnland). Die gemessenen Werte wurdesétalich regelmaliig gaschromatographisch
in den Organbad-Ldsungen Uberprift [130]. Wéahread Wintersuchung wurde die Grundspan-
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nung (mN), sowie die Muskelkontraktionskraft being&tlation (mN), kontinuierlich aufgezeich-

net. Von jedem Tier wurden mindestens zwei Mudkedlzl mit Halothan-Exposition untersucht.

2.2.1.2. In-vitro Kontrakturtest mit Koffein

Koffein (Sigma, Deisenhofen) wurde in destillient&Vasser gelost, die Lésung an jedem
Untersuchungstag neu angesetzt und kumulativ iDdignbader pipettiert. Fir jeweils drei Mi-
nuten wurden damit die OrganbadkonzentrationenG6n- 1,0 — 1,5 -2,0 - 3,0 — 4,0 — 32,0
mmol/l erreicht. Wahrend der Untersuchung wurden&ils die Grundspannung (mN) sowie die
Muskelkontraktionskraft bei Stimulation (mN) kontierlich aufgezeichnet. Von jedem Ver-

suchstier wurden mindestens zwei Muskelbindel raffddn-Exposition untersucht.

2.2.1.3. Definition des MH-Status

Nach Bestimmung der sog. SchwellenkonzentrationMalothan und Koffein, bei denen
die Muskelpraparate eine Kontraktur > 2 mN, d.hegsiAnstieg der Grundspannung vom Aus-
gangswert, entwickelten, wurden die Tiere anhanmdStdwellenkonzentrationen den drei dia-
gnostischen Kategorien zugeordnet:

- MH-S (,susceptible* = Disposition zur MH): Konktur = 2 mN bei Halothars 0,44
mmol/l und Koffein< 2 mmol/l

- MH-N (,normal* = keine Disposition zur MH): keinBontraktur von= 2 mN bei Ha-
lothan< 0,44 mmol/l und Koffeirg 2 mmol/l

- MH-E (,equivocal* = MH-Disposition ungeklart® 2 mN nur bei Halothas 0,44 mmol/l
(MH-Eh) oder Koffein< 2 mmol/l (MH-ECc).

2.2.2. Zusatzdiagnostik mit kumulativer Dibucain-Gae

Nach Beendigung der MH-Diagnostik wurden verbliehevitale Muskelfaszikel fur die
Untersuchungen mit Dibucain verwendet. Muskelfaszikit einer Muskelkontraktionskraft < 10
mN und damit nicht ausreichender Vitalitat wurdem\der Untersuchung ausgeschlossen. Als
Testsubstanz wurde Dibucain (Sigma, Gaithersbug8A)Un einer Stammldésung frisch an jedem
Versuchstag angesetzt. Fur jede Testung wurdesh&iMuskeln verwendet, nach Testdurchfih-
rung wurden die Muskeln verworfen. Nach Einbringuder Muskelbiindel in die Organbader

wurde deren Lange gemessen und der Muskel mit &eschwindigkeit von 4 mm/s auf 150%
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seiner Ausgangslange gedehnt. Die Messung der Gpandung des Muskels erfolgte kontinu-
ierlich. Nach Erreichen einer konstanten Grundspagr{(Abnahme < 2 mN Uber eine Zeitspanne
von 10 min) wurde die Muskelkontraktionskraft beintulation des Muskelblindels bestimmit.
Muskelpraparate mit einer Muskelkontraktionskraft& mN wurden wegen unzureichender Vi-

talitéat von der Untersuchung ausgeschlossen urvdovean.

Der Versuchsaufbau und die Untersuchungstechnigpeaithen dem in 2.2.1. beschrie-
benen Halothan-Koffein Kontrakturtest. Dibucain deirden Organbadern kumulativ in finfmi-
nitigen Abstanden zugefihrt, so dass Organbadktazenen von 0,1 - 0,2 - 0,4 - 0,6 - 1,0
mmol/l erreicht wurden. Der gesamte Beobachtungsaen betrug 90 Minuten. Gemessen wurde
die nach jeder Konzentrationsdnderung aufgetretgamale Kontraktur, sowie jeweils die ma-

ximale Muskelkontraktionskraft.

2.3. Statistische Auswertung

Die Daten der in-vivo Untersuchungen sind, sofechtnanders angezeigt, als Mittelwerte
und Standardabweichungen angegeben. Die statistSohlyse der Daten erfolgte mittels einer
Varianzanalyse (ANOVA) fur Messwertwiederholungdiahtlich des zeitlichen Verlaufs und des
Gruppenvergleichs. Bei Vorliegen signifikanter Ustdiede wurde der post-hoc Test nach

Scheffé durchgefihrt. Als Irrtumswahrscheinlichkeitrde p < 0,05 festgelegt.

Bei den Kontrakturtest-Untersuchungen sind die Mesgdtate als Mediane und Variati-

onsbreiten bzw. als Mittelwerte SD angegeben. Die statistische Analyse der Dafeigtr bei

Paarvergleichen nach Prufung auf Normalverteilungdem Student’s t-Test fir unabhangige
Stichproben und dem U-Test nach Mann und Whitnag. NDesswerte fur Experimente mit ku-
mulativer Gabe von Substanzen wurden mittels eWfaranzanalyse (ANOVA) fir Messwert-

wiederholung hinsichtlich des zeitlichen Verlaufedudes Gruppenvergleichs geprtift. Bei Vorlie-
gen signifikanter Unterschiede wurde der post-hest nach Scheffé durchgefuhrt. Als Irrtums-

wahrscheinlichkeit wurde p < 0,05 festgelegt.
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3. Resultate

3.1. In-vivo Experimente

Maligne-Hyperthermie-Induktion mit Dibucain

Nach Erreichen stabiler Ausgangsbedingungen UbéviiBQten wurde der Versuch nach
Messung aller Beobachtungsdaten mit der intraven&ade von Dibucain begonnen. Dibucain
wurde dabei Uber ein Perfusor-System applizierts &l applizierende Dosis wurden 10
mg/kg/KG Dibucain nach 120 Minuten Versuchsdauer @mer Konzentration von 50 mg/ml
gewahlt. Diese Gabe fiihrte bei keinem der untetsuchiiere zur Entwicklung eines MH-Syn-
droms. Keines der drei definierten Kriterien fue dilinische Diagnose einer MH (vendse £0
Kontentration > 70 mmHg, pH < 7,20 oder Temperatstiag > 2° C) wurde von einem der un-
tersuchten Tiere erfullt. Auch typische SymptomeeeiMH-Krise, wie Rigor und Zyanose, wur-

den nicht beobachtet.

Nach Gabe von 10 mg/kg/KG Dibucain waren alle Tigrestorben. Ursachlich war bei al-
len Tieren ein Herz-Kreislaufversagen. Komplexe zdgythmusstorungen (VES, SVES, Schen-
kelblockbilder, Tachyarrhythmien und Asystolienhfien zu unterschiedlichen Zeitpunkten zu

einem kardialen Vorwartsversagen mit Hypotension.

Die durchschnittliche Uberlebenszeit der Tiere Mét-S-Gruppe betrug 95 + 23 min, die
der MH-N-Gruppe lag bei 75 + 29 min. Daher wurdedan folgenden Darstellungen der Beo-
bachtungszeitraum von 120 auf 80 min reduziertdi#égem Zeitpunkt waren in der MH-S-Grup-

pe noch 5, in der MH-N-Gruppe 3 Tiere am Leben.

Die Uberlebenszeiten der einzelnen Tiere der bedti@gnostischen Gruppen kénnen Ab-

bildung 5 entnommen werden.
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Abbildung 5
Uberlebenszeiten der einzelnen Versuchstiere dgndistischen Gruppen MH-N (n=7) und MH-
S (n=7)

Bei einem Tier der MH-S Gruppe (p12) wurde nachrisiggung der Dibucain-Zufuhr der
Versuch einer MH-Triggerung mit Halothan unternomnmait dem Ziel, die MH-Suszeptibilitat
dieser diagnostischen Gruppe nachzuweisen. Dasftenickelte eine Tachykardie und komple-
xe Herzrhythmusstérungen mit konsekutiv deutlich&bfall des mittleren arteriellen Drucks
(MAP). AuRerdem zeigten sich eine Hyperthermie, étikprbie und Azidose. Der Lactat-Spiegel
stieg deutlich an. 15 Minuten nach Beginn der HalatZufuhr hatte sich eine MH im Sinne der

oben genannten Kriterien entwickelt.

Im Folgenden sind die wesentlichen Befunde derivio-Wersuche dargestellt. Herzfre-
quenz (HF), Mittlerer Arterieller Druck (MAP), etidales CQ (etCQ) und die rektale Korper-
temperatur wurden in Abstanden von 5 Minuten geergsgendses Lactat, die Creatinphosphoki-
nase (CK), venoses pGOnd der vendse pH in Abstanden von 10 Minuten.
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Herzfrequenz

Der Verlauf der Herzfrequenz nach kumulativer Gabe Dibucain ist in Abbildung 6
dargestellt. Der Ausgangswert der HerzfrequenzeinMH-S Gruppe von 73 + 12 minwvar mit
dem der MH-N Gruppe von 74 + 13 riinvergleichbar. Bis zum Ende des Beobachtungs-
zeitraumes schwankten die Werte zwischen 90 + 28" mach 60 min und 65 + 20 nitmach 70
min. Diese Schwankungen lassen sich durch intaemgtides Auftreten komplexer Herzrhyth-
musstdrungen wie SVES, VES, Bigemini, Tachyarrhyémund kurzen Asystolie-Episoden er-
klaren. In der MH-S Gruppe kam es zwischen derué@ 60. Minute zu einem leichten Freu-
quenzabfall auf 60 + 25 nim Uber die gesamte Versuchsdauer gesehen bliebaweiite aller-

dings nahezu konstant.
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Abbildung 6

Herzfrequenz (HF) von Schweinen mit DispositionMalignen Hyperthermie (MH-S, n=7) und
Schweinen ohne Disposition zur Malignen Hyperther(MH-N, n=7) nach kumulativer Gabe
von Dibucain.

Mittelwerte + SD. * p < 0,05 MH-S vs. MH-N; # p <@ MH-S versus 0 Minuten; § p < 0,05

MH-N versus 0 Minuten
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Mittlerer arterieller Blutdruck

In Abbildung 7 ist der Verlauf des mittleren arédieén Blutdrucks (MAP) nach kumulati-
ver Gabe von Dibucain dargestellt. Der AusgangsaestMAP in der MH-S-Gruppe war mit 79
+ 17 mmHg mit dem der MH-N-Gruppe von 78 £ 12 mm¥ggleichbar. Der MAP veréanderte
sich in beiden diagnostischen Gruppen bis zu dhbucain-Konzentration von 2,5 mg/kg/KG
kaum. Im weiteren Versuchsverlauf fihrte die kurtiuea Gabe von Dibucain sowohl in der
MH-S- als auch in der MH-N-Gruppe zu einem leichtdofall des MAP. Unterschiede beim
Vergleich der beiden Gruppen konnten nicht festgiesterden.
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Abbildung 7

Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) von Schweinemt Disposition zur Malignen Hyperthermie
(MH-S, n=7) und Schweinen ohne Disposition zur Nr&@n Hyperthermie (MH-N, n=7) nach
kumulativer Gabe von Dibucain.

Mittelwerte + SD. * p < 0,05 MH-S vs. MH-N; # p <@ MH-S versus 0 Minuten; 8 p < 0,05
MH-N versus 0 Minuten
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Endtidale CQ —Konzentration

Abbildung 8 gibt den Verlauf der endtidalen S®onzentration (etC& nach kumulati-
ver Gabe von Dibucain wieder. Der Ausgangsweret@é—Konzentration in der MH-S-Gruppe
von 32 = 2 mmHg unterschied sich signifikant vomsgangswert der MH-N-Gruppe von 36 + 4
mmHg. Wéahrend der etGei konstanten Beatmungsbedingungen in der MH$ @ weitge-
hend kontinuierlich auf 24 + 10 mmHg sank, kamredeér MH-N-Gruppe in der 60. und 75. Mi-
nute jeweils zu einem kurzen Anstieg des et@0Of Werte von 39 £ 10 mmHg und 37 + 12
mmHg. Zwischen Versuchsbeginn und 25 Minuten Vérsdauer sowie nach 35, 45 und 60 Mi-

nuten waren die Unterschiede zwischen den diagobstn Gruppen signifikant.
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Abbildung 8

Endtidale CQ-Konzentration (etCg) bei Schweinen mit Disposition zur Malignen Hypertnie
(MH-S, n=7) und Schweinen ohne Disposition zur §fan Hyperthermie (MH-N, n=7) nach
kumulativer Gabe von Dibucain.

Mittelwerte + SD. * p < 0,05 MH-S vs. MH-N; # p <05 MH-S versus 0 Minuten; 8 p < 0,05
MH-N versus 0 Minuten
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Zentralvenoser CO-Partialdruck

Der Verlauf des C@—Partialdrucks (pCg& im zentralvendsen Blut nach kumulativer Ga-
be von Dibucain findet sich in Abbildung 9. Der fasgswert des pCOn der MH-S-Gruppe
lag mit 44 =+ 4 mmHg niedriger als der entsprechewet in der MH-N-Gruppe vom 48 + 8
mmHg. In der MH-S Gruppe kam es lUber den gesaméab& htungszeitraum zu keiner Veran-
derung des pCOIn der MH-N Gruppe stieg der pG®ontinuierlich bis auf 52 + 9 mmHg am
Ende des Beobachtungszeitraumes an. Im Intervall 70 Minuten waren die Unterschiede
zwischen den diagnostischen Gruppen signifikant.kBmem der untersuchten Tiere wurde Uber

die Versuchszeit ein pG& 70 mmHg gemessen.
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Abbildung 9

CO,—Partialdruck (pCQ) im zentralvendsen Blut von Schweinen mit Disjprsitur Malignen
Hyperthermie (MH-S, n=7) und Schweinen ohne Dismoszur Malignen Hyperthermie (MH-N,
n=7) nach kumulativer Gabe von Dibucain.

Mittelwerte + SD. * p < 0,05 MH-S vs. MH-N; # p 805 MH-S versus 0 Minuten; 8 p < 0,05

MH-N versus 0 Minuten
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pH-Wert

Der Verlauf des pH-Wertes im zentralvendsen Batmkumulativer Gabe von Dibucain
wird aus Abbildung 10 ersichtlich. Der Ausgangs-YHrt in der MH-S-Gruppe von 7,40 + 0,03
war mit dem der MH-N-Gruppe von 7,37 £+ 0,10 vergidar. In der MH-S-Gruppe kam es Uber
den Beobachtungszeitraum zu einem leichten AnstesgpH-Wertes auf pH 7,43 + 0,03. In der
MH-N-Gruppe fuhrte die Gabe von Dibucain zu einebsidken auf pH 7,34 + 0,10 nach 80 Mi-
nuten. Im Beobachtungszeitraum von 10-80 Minuterewalie Unterschiede zwischen den dia-

gnostischen Gruppen signifikant. Bei keinem deetsuchten Tiere wurde Uber die Versuchszeit
ein pH-Wert< 7,2 gemessen.
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Abbildung 10

pH-Wert im zentralventsen Blut von Schweinen nsp@sition zur Malignen Hyperthermie (MH-
S, n=7) und Schweinen ohne Disposition zur Maligdgperthermie (MH-N, n=7) nach kumula-
tiver Gabe von Dibucain

Mittelwerte + SD. * p < 0,05 MH-S vs. MH-N; # p <@ MH-S versus 0 Minuten; 8 p < 0,05
MH-N versus 0 Minuten.
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Lactat

Der Lactat-Wert im zentralvendsen Blut nach kurtivégt Gabe von Dibucain ist in Abbil-
dung 11 dargestellt. Der Ausgangswert des LactdemMH-S-Gruppe von 3,5 + 2,1 mmol/l lag
im Vergleich zu dem der MH-N-Gruppe von 2,4 + 1,4naW/l hoher. Die Gabe von Dibucain
fuhrte Uber den Beobachtungszeitraum zu einemtkcAbfall der Lactat-Werte in der MH-S-
auf 2,2 £ 1,8 mmol/l und zu einem leichten Anstad 2,8 + 0,4 mmol/l in der MH-N-Gruppe.
Nach 30 und 40 Minuten waren die Messergebnissedidgnostischen Gruppen vergleichbar.
Signifikante Unterschiede zwischen den diagnostiscBruppen fanden sich nicht.
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Abbildung 11

Lactat im zentralvendsen Blut von Schweinen mpd@sigion zur Malignen Hyperthermie (MH-S,
n=7) und ohne Disposition zur Malignen HypertherrfMH-N, n=7) nach kumulativer Gabe von
Dibucain.

Mittelwerte £ SD. * p < 0,05 MH-S vs. MH-N; # p <05 versus 0 Minuten; 8 p < 0,05 MH-N
versus 0 Minuten



Georg Weil3: Maligne Hyperthermie und das Lokalanétskum Dibucain 39

Creatinphosphokinase

Aus Abbildung 12 wird der Verlauf der Creatinphbskinase-Werte (CK) im zentralve-
ndsen Blut nach kumulativer Gabe von Dibucain étiah. Der Ausgangswert der CK in der
MH-S-Gruppe von 309 + 124 U/l war verglichen mitndeler MH-N-Gruppe mit 149 + 50 U/
signifikant hoher. Die CK-Werte der MH-N-Gruppe &ederten sich Gber den Beobachtungs-
zeitraum nicht. In der MH-S-Gruppe kam es zu eifkemtinuierlichen Anstieg auf 801 + 627 U/l
nach 80 Minuten. Im Beobachtungsintervall von OMi@iuten waren die Unterschiede zwischen
den diagnostischen Gruppen signifikant.
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Abbildung 12

Creatinphosphokinase (CK) im zentralventsen Blat Sohweinen mit Disposition zur Malignen
Hyperthermie (MH-S, n=7) und Schweinen mit ohnepBsgion zur Malignen Hyperthermie
(MH-N, n=7) nach kumulativer Gabe von Dibucain.

Mittelwerte £ SD. * p < 0,05 MH-S vs. MH-N; # p 05 MH-S versus 0 Minuten; 8 p < 0,05
MH-N versus 0 Minuten.
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Korpertemperatur

Die Entwicklung der rektalen Korpertemperatur ndeimulativer Gabe von Dibucain
kann aus Abbildung 13 entnommen werden. Der Auggiaart von 38,5 £ 0,7 °C war bei MH-S
wie bei MH-N identisch. In beiden diagnostischemien kam es wahrend des Experiments zu
einem Temperaturabfall, der in der MH-S-Gruppe 373 + 0,6° C deutlich starker ausgepragt
war, als in der MH-N-Gruppe. Hier betrug die Tengter nach 80 Minuten 38,2 + 0,5 °C. Im
Messbereich von 15-30, 40-45 und 60-80 Minuten walie Unterschiede zwischen MH-S und
MH-N signifikant.
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Abbildung 13

Rektale Kdrpertemperatur von Schweinen mit Disposizur Malignen Hyperthermie (MH-S,
n=7) und ohne Disposition zur Malignen Hypertherrf¥H-N, n=7) nach kumultaiver Gabe von
Dibucain

Mittelwerte + SD. * p < 0,05 MH-S vs. MH-N, # <0% MH-S versus 0 Minuten, 8 p < 0,05 MH-

N versus 0 Minuten.
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3.2. In-vitro Experimente

3.2.1. Standard Diagnostik der MH

Die genetisch determinierte MH-Diagnose wurdeddkein 16 Schweinen (8 MH-N und 8
MH-S Tiere) durch den IVKT nach dem Protokoll deMEG bestatigt. Alle genetisch MH-sus-
zeptiblen Tiere konnten durch den in-vitro Kontratest mit Halothan und Koffein als MH-S,

alle Kontrolltiere als MH-N klassifiziert werden.HAE Resultate wurden nicht beobachtet.

3.2.2. In-vitro Kontrakturtest mit kumulativer Dibu cain Gabe

Skelettmuskelpraparate von 8 MH-S- und 8 MH-N-Tiewaurden im in-vitro Kontraktur-
test mit kumulativer Dibucain Gabe untersucht. Rienulative Gabe von Dibucain bewirkte kon-
zentrationsabhangig eine Kontrakturentwicklungdiein Skelettmuskelpraparaten der MH-S und
MH-N Tiere. Typische Originalregistrierungen derrifiaktur- und Kontraktionskraftentwicklung
sind in den Abbildungen 14 a und b dargestellt.

Die Kontraktionskraft des MH-S Muskels (Abbildunga) erreichte bei einer Dibucain-
gabe von 0,1 mmol/l ihr Maximum und nahm dann kaneérlich bis zur héchsten untersuchten
Konzentration von 1,0 mmol/l Dibucain ab. Bei eif@nzentration von 0,4 mmol/l zeigte sich
eine dosisabhangige Kontrakturentwicklung, die sithjeder Dosissteigerung bis zu einem Ma-

ximum bei Registrierungsende verstarkte.

Die Kontraktionskraft des MH-N Muskels (AbbildungH) blieb bis zur Gabe einer Dibu-
cainkonzentration von 0,1 mmol/l nahezu konstaik mahm dann kontinuierlich bis zur héchsten
Konzentration von 1,0 mmol/l Dibucain ab. Es zeigieh erst nach der Hochstdosis von 1,0

mmol/l Dibucain eine minimale Kontraktur des MH-Nulkels.
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Abbildung 14a

Originalregistrierungen eines MH-S-Muskelbiindels ibucain in-vitro-Kontrakturtest. Kon-

traktur- und Kontraktionskraftentwicklung (mN) Beimulativer, je 5-minttiger Zufuhr von 0,1 -
0,2-0,4-0,6 — 1,0 mmol/l Dibucain Badkonzembrat
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Abbildung 14b
Originalregistrierungen eines MH-N-Muskelbiindels Dibucain in-vitro-Kontrakturtest. Kon-

traktur- und Kontraktionskraftentwicklung (mN) Beimulativer, je 5-minutiger Zufuhr von 0,1 -
0,2-0,4-0,6 —1,0 mmol/l Dibucain Badkonzembrat
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Die Entwicklung der Muskelkontraktionskraft beieadl MH-S- und MH-N-Muskelprapa-
raten ist in Abbildung 15 dargestellt. Die Muskeik@aktionskkraft zeigte sich in der MH-N-, ver-
glichen mit der MH-S-Gruppe, im Untersuchungsindéirvon 0,0 bis 0,4 mmol/l Dibucain als
deutlich ausgepragter. Die Ausgangswerte betru@eh N (21,1-156,2 mN) in der MH-N- und
33,0 mN (10,0-109,9 mN) in der MH-S-Gruppe. Dieseri% zeigten sich bei einer Dibucain-
Badkonzentration von 0,1 mmol/l Dibucain in der NN\HGruppe nahezu unveréandert, in der MH-
S-Gruppe kam es zu einem leichten Abfall auf 24M §8,4-109,4 mN). Im weiteren Verlauf
fielen die Werte bis zu einer Dibucain-Konzentratimn 0,6 mmol/l deutlich auf 8,5 mN (2,8-
17,2 mN) in der MH-N- und 2,6 mN (2,0-10,3 mN) ierdViH-S-Gruppe ab. Die Muskelkontrak-
tionskraft war zwischen 0,0 und 0,4 mmol/l Dibuca&inder MH-N-Gruppe signifikant starker
ausgepragt als bei MH-S. Es kam Uber den gesanmgebadghtungszeitraum, trotz der zum Tell
signifikanten Unterschiede, zu einer Uberlappung Emzelwerten von MH-N und MH-S. Nach
der hdchsten Dibucain-Konzentration von 1,0 mmol/lUntersuchungsende fanden sich keine

Unterschiede zwischen den diagnostischen Gruppén. me
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Abbildung 15
Muskelkontraktionskraft (mN) bei je 5-minttiger kdativer Zufuhr von 0,1 — 0,2 - 0,4 — 0,6 —
1,0 mmol/l Dibucain bei Skelettmuskelpraparaten @mhweinen mit Disposition zur malignen
Hyperthermie (MH-S, n=8) und ohne Disposition zuwlignen Hyperthermie (MH-N, n=8).
Mediane und Variationsbreiten, * p < 0,05 MH-S M#-N; # p < 0,05 MH-S versus 0 Minuten;
8 p < 0,05 MH-N versus 0 Minuten.
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Die Kontrakturentwicklung der MH-S- und MH-N-Muskeéparate ist in Abbildung 16
dargestellt. In der MH-S- kam es im Vergleich zuHMI-Gruppe bereits bei niedrigeren Dibu-
cain-Badkonzentrationen zu einer Kontrakturentwiokl. In der MH-S-Gruppe wurde bereits bei
der niedrigsten Dibucain-Konzentration von 0,1 min@ine leichte Kontrakturentwicklung von
0,5 mN (0,2-0,8 mN) beobachtet. Die Kontrakturzunalwar zwischen 0,2 mmol/l Dibucain mit
1,2 mN (0,0-28,2 mN) und 0,4 mmol/l Dibucain mié N (0,6-32,8 mN) am ausgepragtesten
und nahm dann bis Untersuchungsende bei einer BitnlBadkonzentration von 1,0 mmol/l kon-
tinuierlich auf das Niveau von 10,9 mN (5,5-37,0 naN. In der MH-N-Gruppe war erst ab einer
Dibucain-Konzentration von 0,4 mmol/l eine leicltentrakturentwicklung von 0,1 mN (0,0-2,2
mN) zu verzeichnen, welche dann bis Untersuchurtgsanif Werte von 5,1 mN (2,8-9,4 mN)
anstieg. Bei Vergleich der beiden Gruppen war domtkaktur in der MH-S-Gruppe zu jedem
Messzeitpunkt signifikant starker ausgepragt alsien MH-N-Gruppe. Bis auf die Dibucain-
Badkonzentration von 0,1 mmol/l kam es zu jedemddespunkt (0,2; 0,4; 0,6 und 1,0 mmol/l

Dibucain) zu einer Uberlappung von Einzelwerten.

407 _@— MHN *>

—/— MH-S
35 4 *

30 4 *
25 -

20 - *

mN

15 -

10 -

Dibucain [mmol/l]
Abbildung 16
Muskelkontrakturen (mN) bei je 5-minutiger kumwati Zufuhr von 0,1 — 0,2 - 0,4 - 0,6 — 1,0
mmol/l Dibucain bei Sklelettmuskelpraparaten vohv@&nen mit Disposition zur malignen Hy-
perthermie (MH-S, n=8) und ohne Disposition zur igraén Hyperthermie (MH-N, n=8)
Mediane und Variationsbreiten, * p < 0,05 MH-S MH-N; # p < 0,05 MH-S versus 0 Minuten;
§ p < 0,05 MH-N versus 0 Minuten.



Georg Weil3: Maligne Hyperthermie und das Lokalanétskum Dibucain 45

4. Diskussion

Das Lokalanasthetikum Dibucain erhdht dosisabhandjig C&'—Konzentration im
menschlichen Skelettmuskel. Daher wurde spekuliags Dibucain zum einen in-vivo eine Trig-
gersubstanz der MH sein, zum anderen eine in-Diegnostik der MH ermoglichen kdnne. In
der vorliegenden Untersuchung wurden diese Vernganriiberpruft.

Die in-vivo Untersuchungen wurden an je 7 MH-Sd iWiH-N-Schweinen in Allgemein-
anasthesie mit kumulativer Zufuhr von Dibucain dhgefihrt. In-vivo fihrte Dibucain weder bei
MH-S- noch bei MH-N-Schweinen zu Entwicklung eifdH-Episode. Unterschiede zwischen
den diagnostischen Gruppen im Sinne einer MH-Emdiwiy wurden nicht beobachtet. In-vivo

ist Dibucain folglich keine Triggersubstanz der Nkl disponierten Schweinen.

Die in-vitro Kontrakturtests wurden an Skelettmeipkaparaten von je 8 MH-S- und MH-
N-Schweinen durchgefiihrt. Zusatzlich zur StandaigbBostik der MH wurden in-vitro Kon-
trakturtests mit kumulativer Zufuhr von Dibucainrdogefiihrt. Bei den in-vitro Kontrakturtests
mit kumulativer Applikation von 0,1 — 0,2 — 0,4 ;60- 1,0 mmol/l Dibucain war, aufgrund der
Uberlappung von Einzelwerten, keine klare Diskri@inong zwischen den diagnostischen Grup-

pen maglich.

Die Maligne Hyperthermie ist eine potentiell lebgafahrliche, hereditare und akut ver-
laufende pharmakogenetische Erkrankung, der einsre@ulation der intrazellularen Calci-
umhomaoostase zugrunde liegt [40, 70, 79, 112]. \Denerbungsgang beim Menschen wird als
autosomal dominant mit variabler Penetranz bedobni¢6]. Bei vorhandener Disposition kdnnen
verschiedene Faktoren Ausloser einer MH-Krise de#m Menschen sind dies vor allem volatile
Inhalationsan&sthetika und depolarisierende Musleelanzien, wie sie bei Allgemeinanasthesien
zum Einsatz kommen. Der erhdhte Gehalt an myoplascham Calcium fihrt zu einer verlan-
gerten und verstéarkten Interaktion der kontrakti@amente in der Skelettmuskulatur. Auch die
Cd*-abhangigen Stoffwechselprozesse werden versththiieat [70]. Dies miindet in die bei
MH beobachteten Symptome, wie &@nd Temperaturanstieg, hypermetabole Stoffweehsel
gleisung und Lactatazidose [40, 112]. Die inadég\adrsorgung der Zellen mit Sauerstoff fuhrt
zu einer Verschlechterung der initial gesteigederoben Energiegewinnung. Lactatazidose und
intramitochondriale Ca-Akkumulation mit konsekutiver Entkoppelung der @ediven Phospho-
rylierung wirken schlief3lich zytotoxisch [112]. IRahmen einer fulminanten MH-Krise kommt
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es bei Verlust der Zellintegritat zu einer zunehdemMembranpermeabilitét fur lonen, Molekiile
bzw. Enzyme. Dies fuhrt dann bei ausbleibenderag@utischer Intervention letztendlich zum
irreversiblen Zelluntergang und konsekutiv auch Zimammenbruch der Organfunktionen [101,
112].

Die experimentelle Beeinflussung der?GHlomdostase der Skelettmuskelzelle durch Di-
bucain ist in der Literatur vielfach belegt. DibucgHandelsnamen: Dibucain®, Nupercain®,
Percain®, Cinchocain®), ein Chinolin-Derivat, wurt®29 vonMescher UhimannundHassner
synthetisiert. Es stellt den ersten Vertreter deridATyp-Lokalanasthetika dar und kommt vor

allem in der Spinalanasthesie, aber auch topisshArwendung [122].

Die Wirkungen von Dibucain auf die Skelettmuski#é&zeeisen eine deutliche Konzentra-
tionsabhangigkeit auf. Dibucain besitzt in niedndénzentrationen (0,08-0,64 mM) membran-
stabilisierende Eigenschaften [84] und inhibierngalen C&™-Efflux aus dem SR in das Cytosol
[5, 87, 95]. Wird die Dibucain-Konzentration jedoethéht, so konnte gezeigt werden, dass bei
0,8 mM Dibucain die Kapazitat der SR-eigenerf'@elrPase halb-maximal gehemmt wird, das
cytosolische C&#-Angebot wird somit konsekutiv erhoht [4, 17, 48, 115]. Dies scheint durch
Bindung von Dibucain an die Protein/Lipid-Grenzsthi zwischen SR-Membran und Ca
ATPase bedingt zu sein. Hierdurch wird di¢@aduzierte Hydrolyse der GaATPase inhibiert,
ein Schritt, der zu ihrer Aktivierung notwendig |8t 128]. Der inhibitorische Effekt von Dibu-
cain auf die C&-ATPase des SR wird durch Verminderung des cytesioéis C&-Angebot noch
verstarkt [84]. Appliziert in hohen Dosen von 8 M fuhrt Dibucain hingegen durch Leckagen
in der SR-Membran letztendlich zur Membranlyse [1Z5, 128]. Dibucain steigert somit die
Freisetzung von Calcium aus dem SR von Muskelzallenden Faktor 5-10 [3, 127, 128] bei
gleichzeitiger Hemmung dessen Wiederaufnahme4B,@bucain senkt zusatzlich dosisabhan-
gig die cytoplasmatische €aSchwellenkonzentration, die zur Tdnduzierten C&-Freisetzung
aus dem SR notwendig ist, steigert also folglich @& —Sensitivitat der Muskelzelle [3, 128].
Volle Reversibilitat dieser Effekte bleibt bei Dose 3 mM erhalten. Diese Beobachtungen zei-
gen sich als von einander unabh&ngig und und bedisgh nicht gegenseitig [128].

Das Bindungsverhalten von Ryanodin an den RyarBeireptor (RYR1), dem EaFrei-
setzungskanal des SR, wird durch Dibucain biphhdiseinflusst. Niedrige Dibucain Konzentra-
tionen < 100 puM fuhren zu einer Stimulierung, h@&hl€onzentrationen > 100 uM zur Inhibierung
der Ryanodin-Bindung an den RYR1 [107]. Hierbeid@nDibucain mit seinen lipophilen Seiten-

ketten direkt an den RYR1 und fuhrt somit zu eidenformationsanderung des Rezeptors. Der
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Mechanismus, welcher letztlich zur Stimulierung bimhibierung des RYR1 fiuhrt ist nicht ab-
schlieBend geklart. Ein wesentlicher Faktor hiesitineint jedoch das cytosolische lonenangebot
zu sein. Bei 0,2 M NaCl wirkt Dibucain inhibitoris@uf den RYR1, bei 1,0 M NaCl stimulie-
rend. Es wird daher spekuliert, der Grad der lenisig von Dibucain letztlich fur dessen Verhal-
ten am RYR1 verantwortlich sein kdnnte [107]. Diaucerhdht zudem im Tierexperiment signi-
fikant das Abdissoziieren von 1,4-Dihydropyridin rvaneuronalen Dihydropyridinrezeptoren
(DHPR) [65]. Beide Rezeptoren, RYR1 und DHPR, smietowohl bei der physiologischen Er-
regungsubertragung auf die Skelettmuskelzelleaath in der Pathogenese der Malignen Hy-
perthermie eine entscheidende Rolle.

Aufgrund dieser Befunde wurde spekuliert, dassubéin zum einen in-vivo eine
Triggersubstanz der MH sein, zum anderen einetno-@iagnostik der MH ermdglichen kdnne.
In der folgenden Untersuchung wurden diese Verngenniberpruft.

4.1. In-vivo Experimente

Der EinfluR von Dibucain auf den Calcium-Haushd#ér Skelettmuskelzelle ist ex-
perimentell vielfach nachgewiesen [3, 4, 5, 17,64,,65, 73, 84, 87, 95, 107, 115, 127, 128]. Es
konnte daher nicht ausgeschlossen werden, dasshelses Dibucain in-vivo um eine potentielle
Triggersubstanz der Malignen Hyperthermie handélnnke. Daher wurde in in-vivo-Untersu-
chungen der Versuch einer MH-Triggerung mit Dibucan Schweinen mit genetisch determi-

nierter MH-Veranlagung im Vergleich zu Kontrollscewen durchgefthrt.

Die kumulative Gabe von ansteigenden Dibucain-Ddg&arte bei keinem der untersuch-
ten Schweine zur Auslosung einer MH-Episode. Digndaten Kriterien fir das Vorliegen einer

MH wurden bei keinem der Tiere, weder mit MH-N naotlt MH-S Disposition nachgewiesen.

Die hdamodynamischen Parameter verdnderten sidéfensuchsverlauf. Alle Tiere reagier-
ten auf zunehmende Dibucain-Dosen mit einem Alufe#f mittleren arteriellen Drucks (MAP).
Alle Tiere entwickelten dosisabhéngig komplexe Heythmusstorungen wie Bigeminus, ventri-
kularen und supraventrikularen Extrasystolen, Tkahyien und intermittierende Asystolien. Dies
fuhrte bei allen Tieren zur Entwicklung eines kaldn Schocks und konsekutiv zum Tode im
Herz-Kreislauf-Versagen.
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Die Korpertemperatur sank im Versuchsverlauf indée diagnostischen Gruppen ab,
deutlich ausgepragter in der MH-S- als in der MHGNippe. Der vendse pH-Wert veranderte
sich in beiden Gruppen innerhalb der physiologiadBeenzen, in der MH-S-Gruppe liel3 sich ein
leichter Anstieg feststellen, wohingegen es in Kligt-N-Gruppe zu einem leichten pH-Abfall
kam. Die endtidale C&Konzentration zeigte tber den Untersuchungszeitraur wenig Veran-
derung, eine Hyperkarbie blieb in beiden Gruppen &ie Dibucain-Gabe fiihrte bei den MH-S
Tieren zu einem leichten Abfall der Lactat-Werte,der MH-N Gruppe zu einem leichten An-
stieg. Bei den CK-Werten kam es in der MH-S Gruppeinem deutlichen Anstieg, in der MH-N
Gruppe fand sich keine Veranderung der CK-Werte.

Bei einem der MH-S Versuchstiere (p12) wurde nBelendigung der Dibucain-Zufuhr
der Versuch der MH-Triggerung mit Halothan unternzgn mit dem Ziel, die MH-Suszeptibilitat
dieser diagnostischen Gruppe nachzuweisen. Dasehigvickelte eine Tachykardie und kom-
plexe Herzrhythmusstorungen mit konsekutiv deudlimhAbfall des mittleren arteriellen Blut-
drucks (MAP). AuRRerdem zeigten sich eine Hyperthertdyperkarbie und Azidose. Der Lactat-
Spiegel stieg deutlich an. 15 Minuten nach Begientdalothan-Zufuhr hatte sich eine MH nach
den oben genannten Kriterien entwickelt.

Fur die Dosierung von Dibucain beim Menschen vaibthangig von der Dermatom-Hohe
die intraspinale Applikation von 5-8 mg (Dermatony)Toder von 10-15mg (Dermatomy)T
0,5%-igen hyperbaren Dibucains empfohlen. Es fingleh in der Literatur keine Daten Uber die
therapeutische Dosierung von Dibucain beim Schwaiafgrund der in unseren Versuchen
nachweisbaren hamodynamischen Effekte von Dibutsaifedoch davon auszugehen, dal3 die
Wirkungen identischer Dibucain-Dosen bei Mensch Guthwein vergleichbar sind. Ohne Be-
ricksichtigung von Metabolisierung und Eliminierutigser Substanz wurde den Tieren in unse-
ren Versuchen 10,0 mg/kg/KG Dibucain tber einerrdem von 120 Minuten injiziert. Dies ent-
spricht, einen 70kg schweren Erwachsenen zugruelégty einem 47-140-fachen der beim Men-
schen vorgeschlagenen therapeutischen DosierumgLDy, fUr intraventses Dibucain betragt
bei Mausen 6,3 mg/kg/KG [109]. Diese Dosierung veusdmit deutlich tberschritten. Zusatzlich
sollte berlcksichtigt werden, dass Dibucain entwéolgisch oder intraspinal appliziert wird, da-

mit also nur ein sehr geringer Teil der verabrainHDosis systemisch zur Wirkung kommit.

Die Maligne Hyperthermie weist jedoch bei Menscid (5chwein Unterschiede auf. Der

Vererbungsmodus beim Menschen verlauft, anderbaafla Schwein, autosomal dominant [14].
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Die menschliche MH stellt im Unterschied zur poesinviH ein multifaktorielles Geschehen mit
variabler Penetranz dar [6]. Beim Schwein findehdiir die MH ein autosomal rezessiver Verer-
bungsmodus. Der Defekt, der sogenannte HAL-LocwsdtHane sensitivity locus), ist auf dem
Chromosom 6 lokalisiert. [36, 93, 110]. Dieser Ghosomenabschnitt ist homolog mit der hu-
manen Chromosomen Region 19911.2-13.2, die unieram fur den Ryanodin-Rezeptor des
SR kodiert [76]. Beim Schwein findet sich auf defmr&@nosom 6 die C1843T Basen-Mutation,
die einzige bei Schweinen nachzuweisende Mutatd@jmmer mit dem MH-S Phanotypus ge-
koppelt ist [36]. Die korrespondierende Punktmotatim menschlichen Ryanodin-Rezeptor-Gen
(C1840T) lasst sich nur bei 2-7% der MH-S Patiemaohweisen [111]. Beim Menschen sind
dazu noch weitere MH-S assoziierte Mutationen deo@osomen 1, 3, 5, 7, 17 und 19 bekannt,
die nicht mit dem Ryanodin-Rezeptor (RYR1) in Verhing stehen [54, 68, 81, 114]. Diese lie-
gen in Regionen, die fir andere derf'@daushalt regulierende Zellbestandteile codieréne E
Ubertragung der Untersuchungen am Schweinemodetliathumane MH ist daher nicht unein-
geschrankt moglich. Es ware vorstellbar, dass Eriggchanismen beim Menschen zu MH-Epi-
soden fuhren, die im Schweinemodell nicht nachegién werden kénnen. Es ist daher auch
maoglich, dass aufgrund der genetischen Heteroddreiéeinem Teil der MH-S-Patienten Mutati-
onen in Regionen vorliegen, die fiir Dibucain-sévsifaktoren der C&Homdostase, wie die
Cd*-ATPase des SR [4, 17, 41, 73, 115], die StabitigitSR-Membran [17, 115, 128], oder die
Cd*- Sensitivitat der Muskelzelle [3, 128], codierétieriiber kdnnten moglicherweise gezielte

molekulargenetische Untersuchungen Aufschlul3 geben.

Aufgrund der genetischen Variabilitat des menstidn MH-Vererbungsmodus ware eine
MH-Induktion durch Dibucain theoretisch vorstellbgs sind jedoch bisher keine durch Dibucain
in-vivo getriggerten MH-Episoden dokumentiert. EildH-Triggerpotenz fur Dibucain konnte
durch vorliegende Untersuchung beim Schwein ausdessen werden. Nach derzeitigem Kennt-
nisstand und den in dieser Untersuchung vorgelelgtgrbnissen ist der therapeutische Einsatz

von Dibucain beim Menschen als unbedenklich zusloeten.

Das Gefahrenpotential von Amid-Lokalanasthetikgemein wird in der Literatur hin-
sichtlich einer méglichen MH-Triggerung widersprlich diskutiert. Die MHAUS (,Malignant-
Hyperthermia Association of the United States")léntie 1985 Lokalanasthetika mangels Klini-
scher Beweise als unbedenklich im Hinblick auf M#8][ Diverse Verdoffentlichungen kommen
bis heute zu demselben Ergebnis [25, 80, 94].
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Es sollte jedoch bertcksichtigt werden, dass esdée Malignen Hyperthermie um ein
Krankheitsbild mit grof3er klinischer Variabilitaahdelt. Milde, abortive Verlaufe mit unspezifi-
scher Symptomatik sind ebenso beschrieben wie falnée und lebensbedrohliche MH-Krisen.
Es ist somit nicht mit Sicherheit auszuschlieRessdnilde MH-Verlaufe Ubersehen und nicht als
solche diagnostiziert wurden.

In der Literatur finden sich zudem zahlreiche Hawse, die einen Einfluf? von Amid-LA
auf die Ca-Homoostase der Skelettmuskulatur erkennen lagd@rbei wird deutlich, daR
Amid-LA keine pharmakologisch homogene Gruppe @d#est, sondern vielmehr als jeweilige

Einzelsubstanz differenziert betrachtet werderteoll

Fur Lidocain wurde gezeigt, dass es bei 37°C Miuskérakturen verursacht und Koffein-
und Koffein/Halothan getriggerte Kontrakturen varkt. Die durch Lidocain getriggerten Kon-
trakturen weisen eine Konzentrationsabhéngigkditlawniedrigen Dosierungen interagiert Lido-
cain mit dem Tranversalen-Tubulussystem der Skeietkelzelle. Dies fuhrt zu einem gesteiger-
ten C&™-Efflux aus dem SR in das Cytosol. In héheren Dosigen wird zusétzlich die €a
Wiederaufnahme in das SR inhibiert [113]. LidocamOht zusatzlich den Sauerstoffbedarf der
Skelettmuskulatur [86].

Die Fahigkeit von LA, Kontrakturen auszuldsen,esnhvon vielen Faktoren, wie zum
Beispiel Temperatur und pH, abhangig zu sein. Wihrierocain, Lidocain und Tetracain bei
20°C bei der Skelettmuskulatur des Frosches Koffjeiniggerte Kontrakturen kompetitiv inhi-
bieren, zeigen die vorgenannten Substanzen, &hdéam Lidocain bei einer Temperaturerho-
hung auf 37°C selbst deutlich ausgepréagte KontraktuDie durch Lidocain getriggerten Kon-
trakturen fielen bei pH 7,2 deutlich starker austai pH 6,0. Procain I0st dartber hinaus bei der
Skelettmuskulatur der Ratte sowohl bei 20° als &@t87°C Kontrakturen aus [56].

Zahlreiche Fallberichte geben zuséatzlich Hinwetkess LA auch in-vivo eine MH ausl6-
sen konnten. Im Rahmen einer Epiduralandsthesiéidotain und Bupivacain traten Symptome
der MH, wie Muskelrigiditat, Hyperthermie, Zyanodegchykardie und Hyperpyrexie, auf [61].
Ein IVKT war nicht durchgefuhrt worden. Die DiagmoslH konnte somit weder gesichert, noch
ausgeschlossen werden. Ein weiterer Patient bdt imaeApplikation von insgesamt 450 mg Li-
docain bei ventrikularen Tachyarrhythmien eineniégtder Korpertemperatur auf 41,7°C und

generalisiertes Muskelzucken. Die SerumspiegelGlersowie des Myoglobins waren massiv
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erhoht. Die Symptomatik zeigte sich erst nach Begmd) der Lidocain-Zufuhr und einer intra-
vendsen Therapie mit 100 mg Dantrolen rucklaufigy7[1 Weitere Fallberichte lassen fir Lido-
cain und Bupivacain eine mdgliche Triggerung det Mermuten [37, 59, 129]. Hierbei kam es
im Rahmen von Spinal- bzw. Epiduralanasthesien ia@finlichen Symptomen wie Hyperther-
mie, Muskelzittern und Azidose. Die Creatininphasighase war in diesen Fallen deutlich er-
hoht.

Die Ubertragbarkeit der in dieser Arbeit vorgdstal in-vivo Befunde mit dem Natrium-
kanalblocker Dibucain auf Amid-Lokalan&sthetikagathein scheint aufgrund der pharmakologi-

schen Inhomogenitéat dieser Gruppe jedoch nurlsagmenzt mdglich zu sein.

Es erscheint unter kritischer Wirdigung der vgdieden Literatur durchaus mdglich, dass
Einzelsubstanzen aus der Gruppe der Amid-Lokalhe#ika, wie z. B. Lidocain und Bupivacain,

MH-Triggerpotential besitzen kdonnten [37, 59, 129jes zu untersuchen, sollte weiteren Unter-

suchungen vorbehalten sein.
4.2. In-vitro Experimente

Die Diagnostik der MH-Veranlagung erfolgt durchvitro Kontrakturtests (IVKT) mit
Halothan und Koffein. Diese Untersuchungsverfalreichnen sich zwar durch eine hohe Sensi-
tivitat von 99% und gute Spezifitat von 93,6% aalkerdings kann es zu falsch-postiven, und be-
sonders gefahrlich, falsch-negativen Ergebnissennken. Daher mul3 es das Ziel sein, die MH-

Diagnostik und somit die Sicherheit der Patienteitev zu verbessern [90].

Die Beobachtung, dass Skelettmuskelpraparate atarfeen, die eine MH-Krise tberlebt
hatten, unter in-vitro Bedingungen bei niedrigeik@mzentrationen von Halothan und Koffein mit
Kontrakturen reagierten, als Praparate von Komadiknten, fihrte zur Entwicklung und Einfuh-
rung des IVKT als MH-Standarddiagnostik [58]. SeAkmavendung wird in zwei standardisierten
Anwendungsprotokollen geregelt, dem Protokoll deurppean Malignant Hyperthermia Group*
(EMHG) [29], sowie dem Protokoll der ,North AmeritaMalignant Hyperthermia Group*
(NAMHG) [66]. Beide Protokolle definieren Schweligerte fir Halothan oder Koffein bedingte
Kontrakturen, die dann die Zuordnung in diagnobtis&ategorien ermdglichen. Bei der Diag-
nose MH-N wird eine MH-Disposition ausgeschlosdesi, der Diagnose MH-S wird sie ange-

nommen. Das EMHG-Protokoll 1at zusatzlich noch Biagnose MH-E zu, bei der die MH-
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Disposition nicht zweifelsfrei geklart werden koeni0-15% der untersuchten Patienten fallen in
diese Gruppe [90]. Nach dem NAMHG-Protokoll werdbese Patienten als MH-S klassifiziert.
Aus Sicherheitsgrinden werden Patienten mit degmdise MH-E flr klinische Zwecke in Eu-
ropa ebenfalls als MH-S eingestuft. Die sehr gugrs8ivitat des IVKT von 99% zu Ungunsten
einer Spezifitdt von 93,6% tragt dafir Sorge, dalssh-negative Resultate zwar weitgehend aus-
geschlossen werden kénnen [90], jedoch findensiadthe Falle in der Literatur [55, 126)edel
und Nelsonprasentieren vier Fallberichte, in welchen Patiertel0 Jahrevahrend Allgemein-
anasthesien unter Verwendung von Succhinylcholid volatilien An&sthetika Symptome der
MH, wie Azidose, Hyperthermie, Muskelrigor und Ckagtieg, zeigten [126]. Eine in zwei Fal-
len durchgefiuihrte Dantrolentherapie erbrachte emasohen Riickgang der Symptome. Es wur-
den in-vitro Kontrakturtests mit Halothan und Kaffelurchgefihrt, die im Gegensatz zum Kklini-
schen Bild durchwegs negative Ergebnisse zeigtan.zisatzlicher, in Nordamerika optional
durchgefuhrter Test, der HCSC (,Halothane caffedpeeific concentration®), erbrachte in den
vorgenannten vier Fallen jedoch positive Result@teser Test gilt als positiv, wenn sich bei ei-
ner Koffein-Konzentration < 1 mM Kontrakturen zeaigenachdem das Skelettmuskel-Praparat
zuvor fur 10 min Halothan in einer Konzentratiomvi® ausgesetzt war. In allen Fallen unter-
zogen sich auch Familienangehoérige, Vater und imerai Fall zwei Geschwister, IVKT-
Testungen. Diese zeigten sowohl im etablierten IVIKiT Halothan und Koffein, als auch im
HCSC positive Ergebnisse. Der HCSC gilt jedochaalsgepragt sensitiv, was zu einem deutli-
chen Verlust an Spezifitat und somit zu vermehidctapositiven Testungen fuhrt [126)edel
und Nelsonschluf3folgern, dass die in den vier Féllen isatiepositiven HCSC-Resultate auf die
hohe Sensitivitat des Tests, sowie den heterogemehbislang nicht in allen Einzelheiten geklar-
ten Vererbungsmodus der menschlichen MH zurtickzefiibein kdnnten. Desweiteren wird spe-
kuliert, dass die unreife Muskulatur der Patierfiandie negativen Resultate im IVKT mit Ha-
lothan und Koffein zumindest mitverantwortlich s&nnte. Fir eine abschliel3ende Beurteilung
wird seitens der Autoren jedoch eine groRRere ZahlKantrolldaten gefordert. Ein falsch-

negatives Ergebnis durch den IVKT kann letztlicbhhniaugeschlossen werden [126].

Es bleibt der Verdacht, dass das etablierte Tdatwen, der IVKT mit Halothan und Kof-
fein, in Einzelfallen falsch-negative Testresultiééern kbénnte. Die dann als MH-N eingestuften

Patienten waren im Falle einer Narkose mit MH-Teigmbstanzen extrem gefahrdet.

In einer Bicenter-Studie wird auf die erhdhte Waheinlichkeit von falsch-positiven

Testergebnissen bei Patienten mit niedrigen aipRisiken hingewiesen. Es zeigte sich auch eine
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erhohte Diskrepanz der Testergebnisse der versaieadZentren bei Kontrakturen <5 mN [92].
Ein von bisher 2 mN auf 5 mN erhéhter Schwellenwaditde zwar zu einer deutlichen Erhéhung
der Spezifitat des IVKT fuhren, dies ginge jedochLasten einer dann signifikant geringeren -
und somit nicht akzeptablen — Sensitivitat [90]asDGefahrenpotential falsch-positiver Tester-
gebnisse (zwischen 7% im europdaischen und 22% imanaerikanischen Protokoll) ist vergli-

chen mit falsch-negativen (<1% im europaischen 3#dim nordamerikanischen Protokoll) als
weit geringer einzuschatzen. Falsch-positive Ergsienfihren jedoch zur Stigmatisierung des

Patienten und zur Indikation weiterer IVKT-Untersungen bei deren Blutsverwandten [7].

In der Vergangenheit wurden daher grol3e Anstregguiminternommen, Alternativen zum
IVKT zu entwickeln, beziehungsweise den besteheridest mit den Triggersubstanzen Koffein
und Halothan zu optimieren. Da zu dessen Durchfitheine Muskelbiopsie notwendig ist, wird
der Patient unter anderem in hohem Malfie durch d#autwand und die postoperativen Schmer-
zen beeintrachtigt. Dazu kommen die nicht unerbbh Kosten fur den stationaren Aufenthalt,
sowie die der Speziallaboratorien. Zusatzlich wdet IVKT bei Kindern aufgrund der Unreife
der Muskulatur erst ab einem Alter von > 4 Jahmegesvandt, einige Zentren setzen noch hdhere
Alters- und Gewichtsgrenzen (> 10 Jahre, > 25-3&&g voraus. Der IVKT ist somit als allge-
meine Screening-Methode ungeeignet. Probleme beitch die Variabilitat der IVKT-Ergeb-
nisse zwischen verschiedenen Testzentren, die zihailich auf Anwendung unterschiedlicher
Testprotokolle zurtickzufuhren ist. So wurden ineeiBtudie 5 von 74 Patienten nach dem nord-
amerikanischen Protokoll als MH-negativ eingestatich dem européischen jedoch als MH-
suszeptibel [92]. Es finden sich jedoch auch Usteexle zwischen Testzentren, die das gleiche
Testprotokoll anwenden. Das MH-Zentrum in Philabd&fJSA erzielt, verglichen mit anderen
MH-Labors, reproduzierbar geringere KontrakturenlWKT mit Koffein, obgleich der Test au-
genscheinlich analog zu dem anderer Zentren zureddwng kommt [89]. Die Verwendung von
Muskelbiopsien, also biologischen Material, brimggitere Schwieirgkeiten mit sich. Ein IVKT
muf3 binnen finf Stunden nach Probenentnahme ddidirjeverden, andernfalls ist das Muskel-
gewebe nicht mehr zu verwerten. Dies macht folgkate weitere Testung in einem anderen
Zentrum, welche wertvolle Vergleichsdaten liefedmite, aufgrund der geographischen Entfer-
nung, unmoglich. Dieser Umstand wiederum erschwsstStandards zu etablieren, die fur alle
Laboratorien Gultigkeit besitzen. Nicht geklart zetdem, warum bis zu 30% der Skelettmuskel-
proben ein und desselben Patienten in parallelhdeféhrten IVKTs voneinander divergierende
Ergebnisse liefern [103].
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Daher wurden zahlreiche Versuche unternommeni-mehasive Verfahren zur MH-Dia-
gnostik zu entwickeln. Es bestand die Hoffnung,sdei® im Vergleich zum etablierten IVKT-
Modell volkswirtschaftlich deutlich glnstigeres usi@tistisch zuverlassigeres Diagnostikum ge-
funden werden kdnnte, welches sich dann womdgliih dlir Screening-Untersuchungen eignen

wurde.

Die Einfuhrung des ,Clinical Grading Scale" (CG8)94 in die klinische Praxis stellt
einen solchen Ansatz dar, die Patientensicherhgthdein nicht-invasives Diagnostikmittel zu
verbessern [67]. Durch Bewertung von MH-Zwischdefélaus der Vorgeschichte sowie der Fa-
milien- und Eigenanamnese seitens des Anasthesisliés hierbei anhand eines Scoring-Systems
die Wahrscheinlichkeit einer MH-Veranlagung objelktiestimmt werden. Als problematisch er-
weist sich jedoch die Tatsache, dass es bislamgyund der Heterogenitat und Unspezifitat der
Symptome nicht gelungen ist, fur die Maligne Hypertnie eine allgemeingultige Definition zu
finden [89]. Aus der Unspezifitat der MH-Symptonadgt, dass der CGS ebenfalls nicht spezi-
fisch sein kann [121]. Es ist daher nicht auszueBkh, dass bei zu strengen Scoring-Kriterien
milde MH-Verlaufe Ubersehen werden und umgeketze allgemein gefasstes Scoring-System
zu falsch-positiven Ergebnissen fiihrt [89]. Der Gka8n daher lediglich bei der Abschéatzung der
MH-Gefahrdung hilfreich sein, den IVKT als Goldstiand der MH-Diagnostik jedoch nicht er-
setzen [121].

Auch molekulargenetische Methoden konnten den IM¥Sher nicht als Standarddi-
agnostikum ablésen. Die MH wird beim Menschen auttd dominant mit variabler Penetranz
vererbt [6]. Rund 50 % aller betroffenen Familieaisen Defekte des Ryanodin Rezeptor Genes
(RYR1) auf, welches auf dem Chromosom 19 lokaliger [34, 57, 105]. Der RYR1 Rezeptor
stellt den Calcium-Freisetzungskanal des SR dahrMés 20 Punktmutationen dieses Gens, die
mit MH assoziiert sind, sind bislang bekannt [F)r 15 dieser Mutationen konnten bislang funk-
tionelle Auswirkungen auf das Verhalten des RYRXdptors nachgewiesen werden [34]. Da-
ruber hinaus sind weitere Mutationen auf den Chsoneen 1, 3, 5, 7 und 17 bekannt, bei wel-
chen eine Beteiligung am MH-Syndrom vermutet wbd,[68, 81, 114]. Fur bislang zwei Mutati-
onen des Dihydropyridin-Rezeptors ist eine Beteiliggan MH belegt, lokalisiert auf den Chro-
mosomen 7 und 17 [23]. Molekulargenetische Methoetgnesen sich jedoch wegen der grof3en
genetischen Heterogenitat bislang in der MH-Diagkaas nicht geeignet [110]. Unter Berlck-
sichtigung der Ergebnisse des IVKT kénnen sie jadaceinzelnen Fallen zur Diagnosestellung
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bzw. -sicherung herangezogen werden [105]. Der \dibt daher der Goldstandard der MH-
Diagnostik [110, 121].

Die bisher unternommenen laborchemischen und logischen Ansatze zur MH-
Diagnostik konnten den IVKT ebenfalls nicht ersatzéntersuchungen von Thrombozyten [45],
Erythrozyten [35] und mononuklearen Zellen [62, @Rliesen sich bislang als nicht geeignet.
Auch die Messung der CK als Diagnostikum erscheinig sinnvoll, da sich Normalwerte bei
MH-S Patienten finden, ebenso wie erhthte CK-Wesde einer gesicherten MH-N Diagnose
[40]. Messungen von G&-Konzentrationen im Cytoplasma und in Zellorganekewiesen sich
ebenfalls als nicht sensitiv [62]. Bei histologisohUntersuchungen von MH-S Muskelpraparaten
fanden sich in Skelettmuskelpraparaten von MH-3eRtgn in 35% der Falle unspezifische pa-
thologische Veranderungen wie Nekrosen und Kaldievankungen der Muskelfasern, wahrend
sich bei MH-N Patienten diese Veranderungen niedhweisen lie3en [77, 120]. Einen neuen
histologischen Ansatz scheinen die ,Central-cdte-Btructures® (CCLS) darzustellen, dies sind
unscharf begrenzte, zentrale Defekte in Muskelfa$€8]. Da diese Veranderungen signifikant
mit der Diagnose MH-S/E assoziiert sind, werdenassevalides Kriterium der MH-Diagnosesi-
cherung diskutiert. Der IVKT kann hierdurch jedatbht ersetzt werden, da nur ein kleiner Pro-

zentsatz der MH-Patienten diese Strukturanomafeeist [2].

Bisher gelang es trotz grof3er Anstrengungen wedexh laborchemische, molekulargene-
tische oder histologische Ansétze, ein alternativestverfahren bei Verdacht auf MH oder zu
allgemeinen Screening-Zwecken zu entwickeln, wedcsieh gegeniiber dem etablierten IVKT
mit Halothan und Koffein hinsichtlich Sensitivit&pezifitdt und volkswirtschaftlicher Erwagun-
gen als Uberlegen oder zumindest ebenbiirtig erwieatte. Dies liegt vor allem in der multifak-
toriellen Pathogenese, der variablen Penetrangeleetischen Pradisposition und der variablen
klinischen Symptomatik der humanen MH begrindet P13 34, 54, 57, 81, 105, 110, 114]. Bis-
lang ist somit nicht erkennbar, dass der IVKT in KH-Diagnostik in absehbarer Zeit durch ein

ahnlich valides und nicht-invasives Testverfahngg@pezt oder ersetzt werden konnte.

Daher war und ist es das Bestreben, den besteheStdadard-IVKT durch Einflihrung
neuer Testsubstanzen zu optimieren. Es wird dalggsdrebt, durch eine im Vergleich zu Halo-

than und Koffein hdhere Sensitivitat und Spezifitié Patientensicherheit weiter zu verbessern.
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Ryanodin, ein pflanzliches Alkaloid, schien aufgpitseiner hohen Affinitat zum Calcium-
Freisetzungs-Kanal des SR (RYR1) der MuskelzekeTastsubstanz geeignet zu sein [71]. In-
zwischen gilt die zusatzliche Durchfiihrung eine&KTvmit hochreinem Ryanodin als gut vali-
diertes Verfahren in der MH-Diagnostik. Dieser Tttt allerdings bislang noch kein Kriterium
bei der Diagnosestellung der MH-Disposition dar, [523]. Die Zugabe von 1 pM hochreinem
Ryanodin fuhrt in MH-S-Skelettmuskelpraparaten dihérer Kontrakturentwicklung als in MH-
N-Praparaten. Dartber hinaus ermdglicht der IVKT Ryanodin Patienten, die im Standard-
IVKT als MH-E diagnostiziert wurden, weiter zu @ifenzieren, das heif3t, der MH-S- oder MH-
N-Gruppe zuzuordnen [49]. In einer Multicenter-S¢udeigte sich die Abhéngigkeit der Ergeb-
nisse vom Testzentrum. Einheitliche Diskriminatigrenzen, sowie einheitliche diagnostische
Kriterien, lieRen sich bisher nicht festlegen. Bsdwempfohlen, den IVKT mit Ryanodin unter
Verwendung von Labor-spezifischen Diskriminatiomsgren als Zusatz-Diagnostikum einzuset-
zen [51].

Eine weitere geeignete Testsubstanz fur den IVétiemt 4-Chloro-m-Cresol (4-CmC) zu
sein. 4-CmC kommt bislang als KonservierungsmitteHeparin-, Insulin- und Succinylcholin-
zubereitungen zur Anwendung und bindet selektidan Ryanodin-Rezeptor. Friihe Untersu-
chungen zeigten vielversprechende Ergebnisse,amujedoch unterschiedliche Protokolle [91,
125]. Eine aktuelle europaische Multicenter-Studiestandardisiertem Protokoll zeigt, dass sich
im IVKT mit 4-CmC die Ergebnisse der MH-S-Gruppgrsfikant von MH-N- und MH-E-Kol-
lektiven unterscheiden [7]. Es wurde daher vorgesgn, Kontrakturen > 2mN bei Schwellen-
wert-Konzentrationen von < 75 uM 4-CmC als MH-S iedl Konzentrationen >100 uM 4-CmC
als MH-N zu diagnostizieren [7]. Der IVKT mit 4-Cm&Cheint geeignet zu sein, den Anteil von
MH-E Diagnosen, der im Standard IVKT zwischen 1@ u%% liegt, weiter zu reduzieren [7,
90]. Weitere Vorteile sind die hohe Spezifitat fidn Ryanodin-Rezeptor und das Fehlen weiterer
Effekte auf die Muskelzelle [7]. Die EMHG empfieltizwischen die Nutzung des IVKT mit 4-
CmC als optionalen Test in der MH-Diagnostik. DEKT mit den etablierten Testsubstanzen
Halothan und Koffein kann jedoch nicht durch 4-Cer€etzt werden.

Die bislang etablierten IVKTs mit Halothan und Koh und den additiven Testsubstanzen
4-CmC und Ryanodin sind hinsichtlich ihrer Sengiiity Spezifitat und der Vergleichbarkeit von
Testergebnissen verschiedener Labors als nicht adeaisehen. Es besteht daher weiterhin Be-
darf, die gegebenen Tests zu verfeinern, bezielwaige durch neue, geeignetere, Testsubstanzen

Zu erganzen.
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Der EinfluR des Lokalanasthetikums Dibucain aef @&'-Homdostase der Skelettmus-
kelzelle ist vielfach nachgewiesen [3-5, 17, 21,64, 65, 73, 84, 87, 95, 107, 115, 127, 128]. Es
bestand somit die Mdglichkeit, dass die in vorliedger Untersuchung dargestellten in-vitro-
Kontrakturverfahren mit dem Lokalanasthetikum Diincals Ansatz dienen kdnnten, durch Ein-
fuhrung dieses Medikamentes in die MH-Routinediagjkalie Patientensicherheit zu verbessern.

Es wurden in-vitro Kontrakturtests an porcinen ketuskelpraparaten von 8 MH-N und
8 MH-S Schweinen, mit kumulativer Zufuhr von Dibutazu den Organbadern durchgefihrt
(Abbildung 16). In der MH-S- kam es im VergleichradH-N-Gruppe bereits bei niedrigeren
Dibucain-Badkonzentrationen zu einer Kontrakturecitiung. Die MH-S-Muskelpraparate zeig-
ten bereits bei der niedrigsten Dibucain-Konzemratzon 0,1 mmol/l eine leichte Kontraktu-
rentwicklung von 0,5 mN (0,2-0,8 mN). Die Kontraktunahme war bei MH-S zwischen 0,2
mmol/l Dibucain mit 1,2 mN (0,0-28,2 mN) und 0,4 wifhDibucain mit 7,6 mN (0,6-32,8 mN)
am ausgepragtesten und nahm dann bis Untersucmaggbei einer Dibucain-Badkonzentration
von 1,0 mmol/l kontinuierlich auf das Niveau von,40nN (5,5-37,0 mN) zu. In der MH-N-
Gruppe war erst ab einer Dibucain-Konzentration 9o mmol/l eine leichte Kontrakturent-
wicklung von 0,1 mN (0,0-2,2 mN) zu verzeichnen|alie dann bis Untersuchungsende auf Wer-
te von 5,1 mN (2,8-9,4 mN) anstieg. Bei Vergleiatr deiden Gruppen war die Kontraktu-
rentwicklung in der MH-S-Gruppen zu jedem Messagilgg signifikant starker ausgepragt als in
der MH-N-Gruppe. Bis auf eine Dibucain-Badkonzetmra von 0,1 mmol/l kam es jedoch zu
jedem Messzeitpunkt (0,2; 0,4; 0,6 und 1,0 mmolBuRain) zu einer deutlichen Uberlappung

von Einzelwerten der beiden diagnostischen Gruppen.

Die kumulative Zufuhr von Dibucain fuhrte in alldfuskelpraparaten zu einer Abnahme
der Kontraktionskraft. Diese Beobachtung ist mdwioveise auf den Wirkmechanismus von Lo-
kalanasthetika zurtickzufiihren. Bei steigenden LAxx@mtrationen werden zunehmend Natrium-
Kanale blockiert, somit stehen bei Stimulierungetumend weniger potentiell kontraktile Myo-
zyten zu Verfigung. Daraus resultierend musstegdimessene Muskelkontraktionskraft abneh-
men. In der vorliegenden Untersuchung zeigte siehMlskelkontraktionskraft in der MH-N-
verglichen mit der MH-S-Gruppe im Untersuchungsivaé von 0,0 bis 0,4 mmol/l Dibucain als
deutlich starker. Die Ausgangswerte betrugen 69\0(81,1-156,2 mN) in der MH-N- und 33,0
mN (10,0-109,9 mN) in der MH-S-Gruppe. Diese Weeegten sich bei einer Dibucain-Badkon-
zentration von 0,1 mmol/l Dibucain in der MH-N-Gpg nahezu unveréandert, in der MH-S-

Gruppe kam es zu einem leichten Abfall auf 24,4 (@MX-109,4 mN). Im weiteren Verlauf fielen
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die Werte bis zu einer Dibucain-Konzentration voé idmol/l deutlich auf 8,5 mN (2,8-17,2 mN)
in der MH-N- und 2,6 mN (2,0-10,3 mN) in der MH-Suppe ab. Nach der hochsten Dibucain-
Konzentration von 1,0 mmol/l zu Untersuchungseratelén sich keine Unterschiede zwischen

den diagnostischen Gruppen mehr.

Aus den vorliegenden IVKT-Untersuchungen mit Didimcan porcinen Skelettmuskelpra-
paraten muf gefolgert werden, dass die MH-Diagkasit kumulativer Gabe von Dibucain in
den Intervallen 0,2 — 0,4 — 0,6 — 1,0 mmol/l zwestlden diagnostischen Gruppen nicht mdglich
ist. Deutliche Uberlappungen von Einzelwerten diagaostischen Gruppen zu den genannten
Messzeitpunkten lassen, trotz zum Teil signifikant@terschiede zwischen MH-N und MH-S,
eine eindeutige MH-Diagnostik nicht zu. Einzig lner Dibucain-Badkonzentration von 0,1
mmol/l war eine Diskriminierung der Kontrakturentkiung zwischen MH-N mit 0,0 mN (0,0-
0,2 mN) und MH-S 0,5 mN (0,2-0,8 mN) gegeben.

Bei kritischer Wirdigung dieses Befundes sollteodbertcksichtigt werden, dass es bei
der Durchfuhrung des IVKT relativ leicht zur Mesguwon Artefakten kommen kann. Die Er-
schitterung der Organb&ader wahrend eines laufevidesuches kann zu Schwingungen im Be-
reich des am Kraftaufnehmers aufgehangten Muskedpades fihren. Diese Schwankungen wer-
den als Veranderungen der Muskelgrundspannungtriegisund fihren zur Aufzeichnung von
geringen Kontrakturen im Verlauf eines Versuchassatzlich ist damit zu rechnen, dal3 bei Zu-
gabe von Substanzen in die Organbader kurzfristigz€ntrationsunterschiede im Organbad auf-
treten, die moéglicherweise geringe Kontrakturenkiiogen direkt nach Zugabe bedingen. Durch
die Festlegung eines Grenzwertes fur die Kontrakiwicklung von 2 mN werden diese ver-
suchsbedingten Stérungen zum grol3ten Teil elintin@es fihrt dazu, dass beim Halothan-Kof-
fein-IVKT ein Muskelpraparat eine Kontraktur vonmdestens 2 mN erreichen muf3, um die da-
bei zugefluhrte Substanzkonzentration als Schwebenfestzulegen zu kénnen [29, 90]. Es ist
daher sicherlich auch sinnvoll, fir einen IVKT rBiblusgabe von Dibucain einen Grenzwert von
2 mN fur die sich entwickelnde Kontraktur festgda. Dieses Kriterium wird bei der Bolusgabe
von 0,1 mmol/l Dibucain, dem einzigen Messzeitpunit Diskriminierung von MH-N und MH-

S, nicht erfullt. Zudem sollte berticksichtigt wemgdelass der Unterschied zwischen MH-N und
MH-S bei 0,1 mmol/l Dibucain sehr klein ausfalltefveiteren ist zu erwahnen, dass die Anzahl
an Testungen mit jeweils 8 IVKTSs fiir MH-N sowie MBlebenfalls sehr klein ausfillt. Die Uber-

tragbarkeit der vorliegenden Ergebnisse auf dendeleen ist wegen den Unterschieden zwischen
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porciner- und menschlicher-MH nur eingeschrankt lntig Die Aussagekraft dieses Befundes

sollte somit sehr kritisch bewertet werden.

Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, das&drerakturentwicklung nach Applika-
tion von 0,1 — 0,2 - 0,4 — 0,6 und 1,0 mmol/l Diamcbei MH-S Skelettmuskelpraparaten ausge-
pragter ist als bei MH-N Skelettmuskelpraparatetightherweise liel3e sich eine winschenswert
deutlichere Diskriminierung zwischen den diagnas$i&sn Gruppen, unter Bertcksichtigung des
Grenzwertes fur die Kontrakturentwicklung von 2 nddych anders gewahlte kumulative Dibu-
cain-Dosierungsschemata oder durch Gabe von Boludhtrationen, erreichen. Dies zu unter-

suchen, kdnnte Gegenstand weiterer Studien sein.

Fir andere Amid-LA, wie Lidocain und Bupivacainerén EinfluR auf die C&
Homoostase der Skelettmuskelzelle nachgewiesenewekdnnte, stehen in-vitro-Kontraktur-
testungen am etablierten MH-S- und MH-N-Schweinestiatbch aus [56, 113]. Diese sollten im
Interesse der Patientensicherheit Gegenstand zZigeémiUntersuchungen sein, mit dem Ziel,
durch Einfiihrung neuer Testsubstanzen den etali¢vtKT mit Halothan und Koffein hinsicht-
lich Sensitivitat und Spezifitdt weiter zu optinear
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4.3. Schlussfolgerungen

1. Am etablierten Schweinemodell mit MH-suszeptiblechweinen und einer Kontrollgruppe
wurde der Versuch der in-vivo-Triggerung der MaégnHyperthermie mit dem Lokalanasthe-
tikum und Natriumkanalblocker Dibucain unternommbmnyvivo ist Dibucain keine Triggersub-
stanz der Malignen Hyperthermie bei genetisch digyten Schweinen. Die in vorliegender Un-
tersuchung verwandten kumulativen Dibucain-Konzitnen lagen um das 47-140fache Uber
den therapeutisch beim Menschen empfohlenen Koratemten. Der therapeutische Einsatz von
Dibucain beim Menschen scheint daher unbedenklickem.

2. Es wurden in-vitro Kontrakturtests an porcindel8ttmuskelpraparaten mit Zufuhr von Dibu-
cain durchgefuhrt. Dibucain fuhrte an den Skeleskelpraparaten dosisabhéngig einerseits zu
einer Kontrakturentwicklung, andererseits zu eiAbnahme der Kontraktionskraft. In den in-
vitro Tests war aufgrund der Uberlappung von Eweelen bei Dibucain-Badkonzentrationen
von 0,2 — 0,4 — 0,6 und 1,0 mmol/l, trotz signifiker Unterschiede, keine eindeutige Diskrimi-
nierung zwischen den diagnostischen Gruppen mdaditizig eine Dibucain-Konzentration von
0,1 mmol/l ermoglichte die gewiinschte Diskriminmeguzuwischen MH-N und MH-S. Die Un-
terschiede zwischen den beiden diagnostischen @rupmd bei dieser Dibucain-Konzentration
jedoch sehr gering. Zusétzlich wurde der in intéomaler Ubereinstimmung festgelegte Grenz-
wert von 2 mN fur Kontrakturen nicht erreicht. Ddaun eignet sich unter den in dieser Arbeit
vorgestellten Versuchsbedingungen somit nicht ztt-Magnostik. Die Kontrakturentwicklung
zeigte sich jedoch lUber den gesamten Untersucheitigamm hinweg bei den MH-S-Skelettmus-
kelpraparaten ausgepragter als bei den MH-N-Skelsttelpréaparaten. Unter modifizierten Ver-
suchsbedingungen, wie z. B. gednderte Dosierungsstia bei der kumulativen Dibucain-Gabe,
oder Dibucain als Bolus-Applikation, ware mogliclherse eine eindeutige Differenzierung zwi-
schen MH-S und MH-N realisierbar.



Georg Weil3: Maligne Hyperthermie und das Lokalanétskum Dibucain 61

5. Zusammenfassung

Die maligne Hyperthermie ist eine potentiell lelgaféahrliche, hereditare, akute pharmako-
genetische Erkrankung, der eine Dysregulation demiellularen Cd-Homoostase zugrunde
liegt. Das Lokalanasthetikum Dibucain erhéht ddsiigangig die Cad—Konzentration im mensch-
lichen Skelettmuskel. Daher wurde gefolgert, dagsi€ain zum einen eine in-vitro-Diagnostik
der MH ermdglichen, zu anderen in-vivo Triggersahgtder MH sein konnte. In der vorliegen-

den Untersuchung wurden diese Vermutungen tUberpruft

Der Versuch einer MH-Triggerung in-vivo wurde inaklierten Schweinemodell an je 7 MH-
N- und MH-S-Schweinen durchgefiihrt. Bei allen Trengurden Parameter, die auf die Ent-
wicklung einer MH hindeuten, Uberwacht. Dibucaitnrté weder bei MH-S- noch bei MH-N-
Schweinen zu Entwicklung einer MH-Episode. Unteisdé zwischen den diagnostischen Grup-
pen im Sinne einer MH-Entwicklung wurden nicht baciiet, alle Tiere verstarben nach Gabe
der hochsten Dibucain-Dosis im Herz-Kreislauf-Veesa In-vivo ist Dibucain folglich keine
Triggersubstanz der MH bei disponierten Schweirer. therapeutische Einsatz von Dibucain
bei MH-gefahrdeten Patienten scheint daher unbéidériu sein.

Die in-vitro Kontrakturtests wurden an Skelettmupk&paraten von je 8 MH-S und MH-N
Schweinen durchgefuhrt. Zusatzlich zur Standardyiistik der MH wurden in-vitro Kontrak-
turtests mit kumulativer Zufuhr von Dibucain durefighrt. Durch in-vitro Kontrakturtests mit
kumulativer Applikation von 0,2 — 0,4 — 0,6 — Inimol/l Dibucain war, bedingt durch die
Uberlappung von Einzelwerten, keine klare Diskriminng zwischen den diagnostischen Grup-
pen mdglich. Einzig die Dibucain-Konzentration v@xi mmol/l erbrachte eine Diskriminierung
zwischen MH-N und MH-S. Die Unterschiede zwischen eiden diagnostischen Gruppen sind
bei dieser Dibucain-Konzentration jedoch sehr ggeribibucain eignet sich unter den in dieser
Arbeit vorgestellten Versuchsbedingungen dahertricin MH-Diagnostik. Dibucain induzierte
jedoch in allen Muskelproben eine Kontrakturentwick), die bei MH-S-Skelettmuskelprapara-
ten durchwegs ausgepragter war als bei MH-N-Skeleskelpréaparaten. Es besteht daher die
Moglichkeit, dass eine klare Diskriminierung zwisahden diagnostischen Gruppen unter modifi-
zierten Versuchsbedingungen — gednderte kumul&tivacain-Dosierungsschemata oder Bolus-
Applikation von Dibucain — zu erreichen ware. Diesglichkeiten sollte im Rahmen von Fol-

geuntersuchungen nachgegangen werden.
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