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1 Einleitung

1.1 Geschichte und Stellenwert der Muskelrelaxantien

Muskelrelaxantien gehoren seit der klinischen Einfiihrung des Benzylisochinolins d-Tu-
bocurarin durch Griffith und Johnson 1942 zum medizinischen Operationsalltag. Ihre an-
asthesiologisch-chirurgische Bedeutung liegt in ihrer Fahigkeit, eine reversible Muskel-
erschlaffung der quergestreiften Skelettmuskulatur herbeizufiihren, die die Intubation
sowie bestimmte Operationen erleichtert bzw. erst ermoglicht. Der Einsatz von Muskel-
relaxantien erlaubte eine Reduktion des nebenwirkungsreichen Anédsthetikabedarfs und

somit eine erhebliche Senkung der anésthesiebedingten Morbiditét und Mortalitat [2].

Die Suche nach neuen muskelrelaxierenden Verbindungen fiihrte 1949 zur Entwicklung
von Succinyl(di)cholin, dem einzigen klinisch genutzten Vertreter der Klasse der depola-
risierenden Muskelrelaxantien. In der Folge galt es, kurzwirksame und gut steuerbare
Substanzen ohne Kumulationseffekt zu finden; die Substanzen sollten eine schnelle Er-
holung der neuromuskuldren Funktion nach Operationsende ermdglichen. Die Entwick-
lungsversuche konzentrierte sich somit auf Substanzen, die entweder einer direkten che-
mischen Inaktivierung unterliegen oder aber deren Clearance durch rasche Verteilung und
Biotransformation gesteigert werden kann. Damit verbunden war die Suche nach einem
nicht-depolarisierenden Muskelrelaxans, das das nebenwirkungsbehaftete Succinylcholin

ersetzen kann.

Mit dem Steroidabkdmmling Pancuronium wurde 1967 die zweite bis heute gebrauchli-

che Gruppe nichtdepolarisierender Muskelrelaxantien in die Klinik eingefiihrt [5].

Die Entdeckung der quaterndren Ammoniumverbindung Petalin (1-Benzyltetrahydroiso-
chinolon) als wichtige Komponente der Pflanze Leontice leonpetalum und die Beobach-
tung ihres als Hofmann-Zerfall bezeichneten Abbaus regten schlie8lich zur Synthese von

Atracurium an. Atracurium wurde 1980 in die klinische Anwendung eingefiihrt [83].
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1.2 Mivacurium

Aus der Forschung mit dem molekularen Benzylisoquinolin-Grundgeriist von Atracurium
ging das kiirzer wirksame Relaxans Mivacurium hervor, das in Deutschland 1995/96 [25]
in den klinischen Gebrauch eingefiihrt wurde. Mivacurium war nicht die gesuchte nicht-
depolarisierende Substanz, die Succinylcholin komplett ersetzen konnte, schloss aber die
pharmakologische Liicke zwischen Succinylcholin und den mittellang wirkenden Sub-

stanzen Atracurium, Vecuronium und Rocuronium.

Abbildung 1:  Strukturformel Mivacurium (eigene Darstellung)
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Tabelle 1: Mivacurium — chemische Daten

Handelsname: Mivacron® GlaxoSmithKline

Chemischer Name: (R-(R*,R*(E)))-2,2"~((1,8-dioxo-4-octen-1,8-diyl)bis(oxy-3,1-propandiyl))bis(1,2,3,4-tetra-
hydro-6,7-dimethoxy-2-methyl-1-((3,4,5-trimethoxyphenyl)methyl)isoquinolindichlorid

Summenformel: CssHgoCl2N2014
Molmasse: 1100,18 g/Mol

1.2.1 Verhalten im Organismus

1.2.1.1 Metabolisierung

Mivacurium wird, ebenso wie Succinylcholin, fast ausschlielich iiber Pseudocholines-
terasen im Plasma abgebaut und unterliegt somit dem Weg der direkten chemischen In-
aktivierung durch enzymatische Hydrolyse: Unter Aufnahme von Wasser wird das Sub-
strat in seine Metabolite aufgetrennt. Dabei entstehen aus einem Mol Mivacurium je ein
Mol (quaterndrer) Sdure-Monoester und ein Mol (quaterndrer) Amino-Alkohol, insge-

samt also zwei Mol Metabolite. In einem zweiten, langsameren Schritt [59], wird der
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Saure-Monoester unter Abspaltung einer Dicarbonsédure ebenfalls zu einem Amino-Alko-
hol abgebaut (s. Abbildung 2). Die Metabolite haben keine klinisch relevante neuromus-
kulére, autonome oder kardiovaskuldre Wirkung [24] und werden {iber Urin [28] und

Galle ausgeschieden [30].

Abbildung 2:  Modell der Metabolisierung von Mivacurium (eigene Darstellung) — der Angriff der Pseudocholines-
terase (PChE) erfolgt zweizeitig an den beiden Esterbindungen
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Mivacurium liegt als Strukturisomer in drei mdglichen Konfigurationen vor: cis-cis (M-
cc, cc), cis-trans (M-ct, ct) und trans-trans (M-tt, tt). Die Massenanteile der drei Isomere

werden, je nach Autor, unterschiedlich angegeben: tt-Mivacurium 52-60%, ct-Mivacu-

rium 34-40%, cc-Mivacurium 4-8% [16, 39, 60].

Ebenso wie das Substrat unterliegen auch die Metabolite einer Isomerie, sodass bei der
Hydrolyse von Mivacurium insgesamt vier verschiedene Abbauprodukte entstehen kon-

nen: der Sdure-Metabolit kann als cis-Séure (c-S, ¢S, cis-Sre) oder als trans-Saure (t-S,
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tS, trans-Sre) vorliegen, der Alkohol-Metabolit als cis-Alkohol (c-A, cA, cis-Alk) oder
trans-Alkohol (t-A, tA, trans-Alk).

1.2.1.2 Pharmakokinetik

Die untenstehende Ubersicht iiber die Plasmahalbwertszeit, das Verteilungsvolumen und
die Clearance der drei Mivacurium-Isomere in vivo [40, 56, 60] zeigt einen deutlichen
Unterschied zwischen dem ct- und dem tt-Isomer auf der einen und dem cc-Isomer auf
der anderen Seite: Erstere zeichnen sich durch sehr kurze Plasmahalbwertszeiten um zwei
Minuten sowie eine hohe Eliminationsrate aus, wihrend Clearance und Halbwertszeit des
letzteren mit denen der mittellang wirkenden Muskelrelaxantien Atracurium und Vecuro-
nium [21, 27] vergleichbar sind (Tabelle 2).

Tabelle 2: Pharmakokinetische Parameter der drei Isomere von Mivacurium im Literaturvergleich; Cl = Clearance,
T % = Plasmahalbwertszeit, Vd = Verteilungsvolumen

Isomere Cl (ml/kg x min) T "2 (min) Vd (ml/kg) Quelle
106 1.8 290 [60]
cis-trans 106 2.0 278 [40]
46 2.0 54 [56]
63 1.9 150 [60]
trans-trans 57 2.3 211 [40]
29 24 47 [56]
4.6 52 340 [60]
cis-cis 3.8 68 227 [40]
7.0 29 189 [56]

Das Mivacurium-Racemat besteht zu rund 95% aus den ct- und tt-Isomeren, die iber eine
deutlich hohere neuromuskulér blockierende Potenz verfiigen als das nur etwa 5% der
Substanz ausmachende cc-Isomer [92]. Daher geht man nach den bisher vorliegenden
Erkenntnissen davon aus, dass das cc-Isomer keinen klinisch relevanten Anteil an den

neuromuskuldr blockierenden Eigenschaften von Mivacurium hat [60, 65].

Setzt man die Clearance der drei Mivacurium-Isomere ins Verhéltnis zur Aktivitét der
Plasmacholinesterase, so ergibt sich eine signifikante Korrelation sowohl fiir tt-Mivacu-
rium als auch fiir ct-Mivacurium, nicht jedoch fiir das cc-Isomer [60]. Moglicherweise
liegt die Erkldrung dafiir in der stereochemischen Enzymspezifitit der Plasmacholines-
terase: Viele Enzyme zeigen eine stereochemische Spezifitit, indem sie nur Molekiilfor-

men einer bestimmten Chiralitit oder Stereoisomerie angreifen [36].
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1.2.2 Therapeutische Eigenschaften von Mivacurium

1.2.2.1 Pharmakodynamik: Indikation, Dosierung und Wirksamkeit
Wie auch andere peripher angreifende, nicht-depolarisierende Muskelrelaxantien wird
Mivacurium hauptsdchlich im Rahmen der Kombinationsnarkose eingesetzt, einherge-

hend mit Intubation und kiinstlicher Beatmung.

Zur Intubation werden 0,2 mg/kg Korpergewicht Mivacurium appliziert, die innerhalb
von 2,5 Minuten zu einer vollstdndigen Muskelrelaxierung fithren, beginnend bei den
kleinen Muskeln der Zunge, Augen und Finger iiber die Muskeln des Stammskeletts bis

hin zur Intercostal- und Zwerchfellmuskulatur [1, 41].

Die Wirkdauer, die sich u.a. beschreiben lidsst durch die Zeit zwischen 5% und 95% der
neuromuskuldren Blockade, betrdgt fiir Mivacurium im Mittel 14 Minuten — unabhéngig
von der Dosierung und auch nach kontinuierlicher Applikation mittels Infusion [90]. Im
Vergleich mit Succinylcholin (Img/kg Korpergewicht) hélt die muskulidre Blockade von
Mivacurium (0,2 mg/kg Korpergewicht) somit etwa doppelt so lange an [64]; die in-vitro-

Hydrolyse von Mivacurium betragt 88% derer von Succinylcholin [90].

1.2.2.2 Unerwiinschte Wirkungen, Interaktionen und Kontraindikationen

Bisher sind keine kardiovaskuldren Nebenwirkungen bei Einsatz von Mivacurium in kli-
nisch iiblicher Dosierung beschrieben worden, die auf eine Blockade von Acetylcholin-
rezeptoren des autonomen Nervensystems schlieBen lassen [65]. Himodynamisch rele-
vant aber ist unter Umstinden die Mivacurium-induzierte Histaminausschiittung

insbesondere bei rascher Injektion und hoher Dosierung des Relaxans [15, 64, 66, 91].

Wie alle nichtdepolarisierenden Muskelrelaxantien wird auch Mivacurium durch haloge-
nierte Inhalationsanésthestika im Sinne einer Verstdrkung der Wirkdauer und Intensitit
der neuromuskuldren Blockade beeinflusst [62, 84]. Die Kombination von Mivacurium
mit anderen — insbesondere steroidalen — nichtdepolarisierenden Muskelrelaxantien fiihrt
zu einer Wirkungsverldngerung von Mivacurium und damit zum Verlust seines eigentli-

chen Wirkprofils [47, 71, 74].

Wie unter anderem die Untersuchungen von Head-Rapson [40] an nierengesunden, nie-
reninsuffizienten und dialysepflichtigen Patienten zeigen konnten, hat eine einge-

schrankte Nierenfunktion keinen Einfluss auf die Erholungszeiten und damit die Dauer
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der neuromuskuldren Relaxation durch Mivacurium. Im Gegensatz dazu muss bei Pati-
enten mit eingeschriankter Leberfunktion mit einer bis auf das Dreifache verldngerten
muskelrelaxierenden Wirkung von Mivacurium gerechnet werden: Sie spiegelt die redu-

zierte Cholinesterase-Synthese der Leber wider [20, 39].

Als Kontraindikation fiir die Verwendung von Mivacurium (ebenso wie von Succinylcho-
lin) gilt das bekannte Vorliegen einer atypischen Pseudocholinesterase. Nach einer Studie
von @stergaard [79] ist bei Patienten mit heterozygot-atypischer Pseudocholinesterase
mit einer Verlangerung der neuromuskuldren Blockadezeit von Mivacurium um 30% bis
50% zu rechnen; bei Patienten mit homozygot atypischer Pseudocholinesterase waren die

Erholungszeiten auch nach sehr geringen Mivacurium-Dosen sehr stark verldngert.

1.3 Pseudocholinesterasen (PChE)

1.3.1 Vorkommen und Charakterisierung

Pseudocholinesterase (PChE) bezeichnet eine in der Leber synthetisierte Gruppe mitei-
nander verwandter Enzyme (Synonyme: Plasmacholinesterase, Cholinesterase, Butyryl-
cholinesterase), die bevorzugt Esterverbindungen des Cholins oder des Thiocholins hyd-
rolytisch spalten [68, 97]. Cholinesterasen finden sich in fast jedem Gewebe des
menschlichen Korpers mit Ausnahme der Erythrozyten und liegen als aus vier identischen

Peptidketten bestehendes tetrameres Glykoprotein vor [61].

Von dieser Enzymgruppe unterscheidet sich die (,,echte) Acetylcholinesterase einerseits
durch ihre besondere Affinitdt zu dem Substrat Acetylcholin [68], andererseits durch ihre
Unfahigkeit, sowohl Succinylcholin als auch Mivacurium zu spalten [3, 88]. Die wich-
tigste Aufgabe der nur im synaptischen Spalt vorkommenden spezifischen Acetylcholi-

nesterase ist der enzymatische Abbau des Ubertrigerstoffes Acetylcholin.

Die physiologische Funktion der Enzymgruppe der Pseudocholinesterasen dagegen ist
bisher nicht klar und abschlieBend beschrieben, jedoch ist bekannt, dass sie bei einer Viel-
zahl von Stoffwechselprozessen eine Rolle spielt. Dazu gehoren Aufgaben im Bereich
des Fettstoffwechsels [18, 52], regulative Aufgaben bei ionalen transmembrandsen Pro-
zessen und eine Protektion der Acetylcholinesterase [69]. In Bezug auf das zentrale Ner-

vensystem wird eine Rolle im Abbau von cholinergen Ubertrigerstoffen diskutiert [33].
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Sicher ist, dass Pseudocholinesterasen fiir den Abbau einer Reihe von Medikamenten ver-
antwortlich sind, wozu unter anderem Aspirin, Heroin, Lokalandsthetika vom Estertyp

und die Muskelrelaxantien Succinyldicholin und Mivacuriumchlorid gehoren [78, 99].

Die normale Aktivitdt der Pseudocholinesterase bewegt sich, je nach Labor und Referenz-
wert, zwischen 3500-8500 U/L [48, 58]. Eine physiologische Erniedrigung der PChE-
Aktivitdt beobachtet man wihrend der Schwangerschaft und in den ersten sechs Lebens-

monaten [22, 38, 104].

Zu einer Verringerung der Enzymaktivitdt kann es bei diversen Erkrankungen, wie z.B.
progressiver Muskeldystrophie, kongenitalen Myotonien, Colitis ulcerosa und bei Leber-
erkrankungen kommen: die Pseudocholinesterase ist ein sensibler Marker fiir die Synthe-
seleistung der Leber. Auch maligne Systemerkrankungen, schwere Infektionskrankheiten
und postoperative Zustdnde gehen mit einer Verminderung der Aktivitit der Pseudocho-

linesterase einher [58].

Toxische und medikamentdse Einfliisse konnen ebenfalls die PChE-Aktivitét negativ be-
einflussen. Neben Cyclophosphamid [49], das als Zytostatikum Anwendung findet, Bam-
buterol [6, 12], Antidepressiva [72], Metoclopramid [46] und Inhaltsstoffen von Nacht-
schattengewichsen [51] sind auch fiir die Andsthesie relevante Medikamente wie die
indirekten Parasympathomimetika Pyridostigmin [96], Physostigmin, Neostigmin [86,
95] und Prostigmin zu nennen. Dieser Substanzklasse verwandte Stoffe, sogenannte Al-
kylphosphate (z.B. E 605 = Parathion), finden in der Landwirtschaft als Pflanzenschutz-
mittel Verwendung und fithren zu einer stark verminderten Enzymaktivitit der Pseu-

docholinesterase ebenso wie der spezifischen Acetylcholinesterase [77, 93].

Zu einer Reduzierung der PChE-Aktivitit kommt es ebenfalls unter den Bedingungen
eines cardiopulmonalen Bypasses, am ehesten aufgrund von Verdiinnungsphinomenen

[23, 89].
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1.3.2 Genetische Varianten der Pseudocholinesterase

1951 wurden erstmals Félle von unerwarteter postoperativer Apnoe bekannt [26], die im
Zusammenhang standen mit der Verabreichung des Muskelrelaxans Succinylcholin. Bei
den meisten der betroffenen Patienten lieB3 sich der Relaxansiiberhang durch eine vermin-
derte PChE-Aktivitdt im Rahmen einer hepatischen Insuffizienz erklaren. Einige der Pa-
tienten allerdings zeigten zwar eine Aktivititsminderung der Pseudocholinesterase, wie-

sen dariiber hinaus aber keine Anzeichen einer Lebererkrankung auf [13, 26].

Dieser Sachverhalt war Ausgangspunkt fiir zahlreiche klinische Studien, in deren Verlauf
sich die Existenz von Varianten der Pseudocholinesterase nachweisen lief3, die eine ver-

minderte Aktivitit und eine verminderte Substrataffinitit zu Succinylcholin aufwiesen.

Eine erste biochemische Methode zur Detektion solcher Varianten entwickelte Kalow
1957 durch den Einsatz des Cholinesterase-Hemmstoffes Dibucain: Die Aktivitit einer
normalen Pseudocholinesterase lie sich fast vollstindig durch Dibucain hemmen, wih-
rend die Aktivitét der atypischen (= Dibucain-resistenten) Varianten der Pseudocholines-
terase nur zu einem deutlich geringeren Prozentsatz hemmbar war [45]. Die Dibucainzahl

errechnet sich nach folgender Formel:
Dibucainzahl = 100 — [(Aktivitdt gechemmt x 100) / Aktivitit ungehemmt]

Dabei liegt nach Kalow [45] bei einer Dibucainzahl von 70-90 eine normale Pseudocho-
linesterase vor, wahrend eine Dibucainzahl von 40-70 eine heterozygot-atypische Pseu-
docholinesterase beschreibt; homozygot-atypische Pseudocholinesterasen lassen sich
kaum durch Dibucain hemmen und weisen daher Dibucainzahlen zwischen 0 und 20 auf.
In der Folge erwiesen sich noch weitere PChE-Hemmstoffe — z.B. Natrium-Fluorid [14,
37] sowie die Carbamate Ro2-0683 [98] und Bambuterol [6, 50]) — einzeln oder in Kom-

bination, geeignet, genetisch alterierte Enzymkonfigurationen nachzuweisen [44].

Genetische Studien der 80er Jahre fithrten zunédchst zur Auffindung des die Pseudocholi-
nesterase codierenden Gens auf dem langen Arm des Chromosoms 3 in der Region q21-
q26 [94]. Seit 1987 ist die komplette Aminosduresequenz der menschlichen Pseudocho-
linesterase bekannt und veréffentlicht [61]; 1991 lieB sich der codierende Genort noch
weiter auf ein einziges autosomales Gen eingrenzen [4]. Diese Erkenntnisse ermoglichten
in der Folge die genetische Unterscheidung und Klassifizierung der PChE-Varianten, von

denen inzwischen 65 namentlich benannt sind [70].



Einleitung 11

Eine Ubersicht iiber die wichtigsten bekannten Varianten der Pseudocholinesterase, ihre
Haufigkeit und das Ausmal} der Reduktion ihrer Plasma-Aktivitit sowie ihre Succinyl-

cholin-Sensibilitdt gibt unten stehende Tabelle 3.

Tabelle 3: hdufigste genetische PChE-Varianten, ihre Bezeichnung und klinische Eigenschaften; [58] nach [53]

Bezeichnung Haufigkeit Aktivitat Succinyl-Empfindlichkeit
USUAL=U 0,98 normal normal
ATYPICAL=A 0,02 -70% homozygote sehr
SILENT =S 0,0003 Keine homozygote extrem
FLUORID = F 0,003 -60% nur homozygote
H-TYP unbestimmt -90% homozygote extrem
K-TYP 0,13 -33% nur homozygote
J-TYP unbestimmt -66% homozygote maRig

1.4 Fragestellung

Nach der klinischen Einfithrung von Mivacurium kam es, ebenso wie schon frither unter
Einsatz von Succinylcholin, zu Féllen von prolongierter neuromuskulédrer Blockade im
Zusammenhang mit seiner Verabreichung [10, 34, 57, 63, 85, 103]. In einigen dieser Fille
konnte im Nachhinein das Vorliegen atypischer Pseudocholinesterase nachgewiesen wer-

den.

Zur in-vivo-Metabolisierung von Mivacurium sowohl durch Normalserum [39, 40] als
auch durch Seren mit atypischen PChE-Merkmalen liegen inzwischen zahlreiche Studien

vor [7, 17, 80-82].

Die in-vitro-Metabolisierung von Mivacurium, insbesondere durch Seren mit atypischen
Pseudocholinesterasen hingegen ist bislang noch wenig untersucht, ebenso wenig wie die
in-vitro-Metabolisierung unter Hypothermie. Dariiber hinaus gibt es bisher keine gesi-
cherten Erkenntnisse, auf welchem Mechanismus die herabgesetzte Fihigkeit zur Meta-
bolisierung der atypischen Pseudocholinesterase in Bezug auf das Substrat Mivacurium

beruht.
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Es ergaben sich daher folgende Fragestellungen, die in der vorliegenden Arbeit beantwor-

tet werden sollen:

1. Nach welchem Muster wird Mivacurium in-vitro durch Normalserum abgebaut?
Gibt es im Vergleich zu den bekannten Ergebnissen klinischer Studien auch in-
vitro ein bevorzugt abgebautes Stereoisomer?

2. Wird Mivacurium durch atypische Pseudocholinesterase enthaltende Seren auch
in-vitro langsamer umgesetzt, und lassen sich dabei Unterschiede zwischen
homo- und heterozygoten Seren beobachten?

3. Werden bestimmte Mivacurium-Isomere in-vitro von atypischen Pseudocholi-
nesterasen bevorzugt abgebaut, und unterscheidet sich das Muster der dabei ent-
stehenden Metabolit-Isomere von dem bei Einsatz von Normalserum? Liegt
moglicherweise darin der Grund fiir die klinisch langere Wirkdauer von Mivacu-
rium in Patienten mit atypischen Pseudocholinesterasen?

4. Wie wirkt sich die Absenkung der Metabolisierungstemperatur auf den enzyma-

tischen Abbau von Mivacurium in-vitro aus?
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2 Material und Methoden

2.1 Substanzen, Gerate, Losungen und Seren

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 4: Bezeichnung, chemische Formeln und Herkunft der verwendeten Chemikalien

Bezeichnung Formel Bezug

Mivacuriumchlorid (Mivacron®) CssHeoC12N2014 x 2 Cl- | alle Substanzen lagen als

Quarternarer Saureester-Metabolit des Mivacurium | CasHasNOg x Cl Racemate vor und wurden

Quarternarer Alkohol-Metabolit des Mivacurium CasH3sNOs « Cl gs;redézg : g eGﬂIaxoWeII-

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) C7H/FO2S Fa. Sigma

Natriumchlorid (p.a.) NaCl alle Substanzen Fa. Merck

Kaliumchlorid (p.a.) KCl

Di-Natriumhydrogenphosphat (p.a.) NazHPOq4

Kaliumdihydrogenphosphat (p.a.) KH2PO4

Pseudocholinesterase (PChE) aus Pferdeserum (CH-Nr. 125 H 7035), Fa.
Sigma

Pseudocholinesterase (PChE) aus Humanplasma (CH-Nr. 84213420-23), Fa.
Boehringer

d-Tubocurarin Ca7H42CI2N206 Fa.ICN

Konzentrierte Schwefelsaure p.a. (18 M) H2S04 Fa. Merck

Dinatriumsulfat wasserfrei Na2S04 Fa. Merck

Ethanol (p.a.) C2HsOH Fa. Merck

Acetonitril (flir HPLC) C2H3N Fa. Riedel-de Haén

2.1.2 Gerate

Tabelle 5: Bezeichnung und Herstellernamen der verwendeten Gerdte

Bezeichnung Hersteller
Zentrifuge Minifuge 2 Fa. Heraeus Christ
Kryothermostat, bestehend aus:

Kiihlelement Fa. Colora
Einh&ngethermostat MP Fa. Julabo
Vortex-Schittler Fa. Bender und Hohbein
Eppendorf-Zentrifuge 5402 Fa. Eppendorf
Gefriertrockner Hetovac Fa. Heto
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2.1.3 Losungen

2.1.3.1 Stammlosungen des Mivacurium und seiner Metabolite

Entsprechend der folgenden Molgewichte wurde von jeder Substanz eine | mM Stamm-

16sung hergestellt:
Mivacurium M = 1100,18 g/mol
Alkoholmetabolit M= 482,02 g/mol
Sauremetabolit M= 636,18 g/mol

2.1.3.2 PMSF-L6sung
Als pluripotenter Proteasenantagonist kam Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; M:
174,19 g/mol) als Hemmstoftf der Pseudocholinesterase in Form einer 100 mM Stamm-

16sung (Lésungsmittel: Ethanol) zum Einsatz.

2.1.3.3 Puffer

Der als Reaktionsmedium dienende Na-K-Phosphatpufter (4 g NaCl; 0,11 g KCI; 0,57 g
Na;HPOy; 0,14 g KH2PO4 auf einen Liter bidestilliertes Wasser - Einstellung auf pH 7,4)
sollte das physiologische Serum-Milieu moglichst getreu wiedergeben. Auf den Zusatz
von Humanalbumin wurde verzichtet, um eine eventuelle Interferenz des Proteins mit der

Umsatzkapazitéit der Pseudocholinesterase zu vermeiden.

2.1.3.4 PChE-Losung
Losung der 100 Einheiten-Entitdit humaner Pseudocholinesterase in 2 ml des Puffers
ergab eine Humanserum-PChE-Stammldsung mit einer Aktivitdt von 50.000 U/L, die bis

zur weiteren Verwendung aliquotiert bei — 18°C gelagert wurde.

2.1.3.5 Tubocurarin
Als Stammlosung des internen Standards d-Tubocurarin (M: 681,66 g/mol) kam eine

2 mM Losung in H>0 zur Anwendung.

2.1.3.6 Verdiinnte Schwefelsaure
Zur Wiederaufnahme der im Hetovac lyophilisierten Proben (s.u.), wurde eine 5 mM

Schwefelsdure-Losung verwendet.
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2.1.4 Seren

2.1.4.1 Serum mit normaler Pseudocholinesterase

Das Blut fiir den Normalserumpool wurde einer Probandin in einmaliger Sitzung in meh-
reren Serum-Gel-Monovetten ohne Gelkiigelchen (Fa. Sarstedt) entnommen, 10 Minuten
bei 14.000 rpm zentrifugiert, abgesert und in Portionen von 0,5 ml in Eppendorf-Reagier-

gefdllen bei —18°C eingefroren.

Die Gesamtenzymaktivitit dieses als Normal- und somit Referenzserum fiir die Messun-
gen mit atypischen Seren deklarierten Serums lag bei 8086 U/L (gemessen und angegeben

mit dem Substrat Butyrylthiocholin bei 37°C); die Dibucainzahl betrug 86.

2.1.4.2 Seren mit atypischer Pseudocholinesterase

Zum Einsatz kamen insgesamt 15 Seren, die entweder im Rahmen einer fritheren Scree-
ninguntersuchung an Blutspendern der Universitit Koln gewonnen worden waren [58]
oder von Patienten stammten, die klinisch durch prolongierte Muskelrelaxation auffallig
geworden waren. EIf dieser Seren wurden zundchst aufgrund ihrer Dibucainzahl als he-
terozygot-atypisch (Dibucainzahl 40-78) und vier als homozygot-atypisch (Dibucainzahl
kleiner 40) eingestuft. Dabei wurden aufgrund der Erkenntnisse der Screeninguntersu-
chung von Laubinger (personliche Kommunikation) die Grenzen etwas weiter gefasst, als
die Referenzwerte des verwendeten Test-Kits nach Knedel und Bottger [48] es vorgeben
(Dibucainzahl heterozygot 30-70, homozygot 0-20). Die Bestimmungen der Gesamtakti-
vitdten und der Dibucainzahlen wurden von Herrn R. Laubinger aus der Klinik fiir
Anisthesiologie und Operative Intensivmedizin der Universitit Koln durchgefiihrt (ge-
messen und angegeben bei 37°C mit dem Substrat Butyrylthiocholin). Tabelle 6 und Ta-
belle 7 geben eine Ubersicht iiber die untersuchten Seren. Dabei musste Serum 8B, formal
aufgrund seiner Dibucainzahl als heterozygot anzusehen, wegen seines Metabolisierungs-

verhaltens den homozygoten Seren zugerechnet werden.

Tabelle 6. Liste der fiinf untersuchten homozygote Seren

Serum Gesamtaktivitdt (U/L) | Dibucainzahl (%)

14B 1029 24
13B 1103 25
5B 1988 30
4B 1387 34

8B 1225 41
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Tabelle 7: Liste der zehn untersuchten heterozygote Seren

Serum Gesamtaktivitat (U/L) | Dibucainzahl (%)
1B 3409 50
6B 3491 76
9B 2716 75
12B 1416 77
45 6930 75
547 6017 74
1036 4619 72
1154 10840 73
1349 5225 75
1907 3179 71

2.2 Versuchsaufbau und Probengewinnung

Zwei im Wasserbad des Kryothermostat fixierte Erlenmeyer-Kolben mit Schliff und De-
ckel wurden mit je 20 ml des entsprechend vortemperierten Na-K-Phosphat-Puffers be-
schickt und durch Zugabe von 200 pl der Mivacurium-Stammldsung auf eine Mivacu-
rium-Gesamtkonzentration von 10 pMol/L eingestellt. Die Zugabe einer addquaten
Menge (s.u.) 1oslicher Pseudocholinesterase bzw. Serum zu Kolben 1 initiierte die Reak-
tion. Kolben 2 blieb ohne Enzymzusatz und diente als Kontrollansatz sowie zur Erfassung
des Spontanzerfalls von Mivacurium. Zu definierten Zeiten (s. 2.2.1) wurden beiden Re-
aktionsansitzen Proben von je 1 ml entnommen und zur Beendigung der Abbaureaktion
in Eppendorf-Reagiergefa3en iiberfiihrt, die zuvor mit 10 pl der Stammldsung des En-
zymhemmstoffs PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) versehen worden waren. Die Pro-
ben wurden fiir 10 Sekunden mit dem Vortexschiittler gemischt und bis zur Weiterverar-

beitung bei 4°C gekiihlt.

2.2.1 Einsatz von Serum mit normaler Pseudocholinesterase
Der Reaktionsansatz wurde mit 0,1 ml des aufgetauten und kurz auf dem Vortexschiittler

homogenisierten Serums gespikt. Die Enzymaktivitit des Reaktionsansatzes betrug somit

40 U/L.

Die Verlaufsbeobachtung der Metabolisierung erfolgte bei 37°C als der physiologischen
Korpertemperatur und bei 27°C als einer Korpertemperatur, wie sie wéhrend einer

kardiochirurgischen Operation in Hypothermie iiblich ist.
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Die Entnahmen aus dem Reaktionsansatz erfolgten zu den Zeitpunkten 0, 2, 5, 10, 20, 30,

45, 60, 90 und 120 Minuten.

2.2.2 Einsatz von Seren mit atypischer Pseudocholinesterase

Die eingesetzten Serummengen richteten sich nach der jeweilig gemessenen Gesamtak-
tivitdt des Serums (s. auch Tabelle 6 und Tabelle 7). Zwecks Vergleichbarkeit mit den
Normalserummessungen wurde auch hier jeder Versuchsansatz auf eine resultierende Ge-
samtaktivitdt von 40 U/L eingestellt; Messungen und Probenentnahmen erfolgten analog

dem Protokoll von Kapitel 2.2.

2.2.3 Aufbereitung der Proben

Die bei 4°C gekiihlten Proben wurden mit dem Vortex-Schiittler kurz homogenisiert. Fiir
jede Probe wurde ein Eppendorf-Reagiergefall mit jeweils 50 pl der Tubocurarin-Losung
als internem Standard und 800 pl Acetonitril zur Deproteinisierung vorbereitet. Jeweils
500 pl der Probe wurden in die so vorbereiteten Reagiergefille iiberfiihrt. Nach erneutem
Mischen zur Proteinfillung und 4-miniitiger Zentrifugation bei 14.000 rpm wurde der
klare Uberstand in Eppendorf-Reagiergefile mit perforiertem Deckel abpipettiert. Die
Lyophilisation zwecks Volumenreduktion erfolgte wihrend 4-6 Stunden im Gefriertrock-
ner (Hetovac). Die zuriickbleibende pulvrige Substanz wurde mit je 150 pl der 5 mM
Schwefelsdure-Losung aufgenommen, resuspendiert und in Autosampler-Probengefil3e

aus Glas gegeben.

2.2.4 Interner Standard und Standardproben

2.2.4.1 Interner Standard

Die quantitative Auswertung der Proben erfolgte mit Hilfe eines internen Standards. D-
Tubocurarin hatte sich aufgrund seiner von Mivacurium und dessen Metaboliten ver-
schiedenen Retentionszeit und seiner ausgeprigten Fluoreszenz als besonders geeignet
erwiesen [11]. D-Tubocurarin wurde allen Proben und Standardproben in gleicher Kon-

zentration (2 mM) und Menge (50 pl) zugesetzt.

2.2.4.2 Standardproben
Zur Herstellung der Standardproben diente eine Pufferldsung (s. 2.1.3.3), aus der unter

Zusatz der jeweiligen Stammldsungen von Mivacurium und seinen Metaboliten 5 mM



18 Material und Methoden

Standardlosungen (Mivacurium, Alkoholmetabolit, Sduremetabolit) erstellt wurden. Fiir
jede Standardprobe wurde ein Eppendorf-Reagiergefall mit je 10 pul der PMSF-Losung
prépariert und mit 1 ml der entsprechenden Standardldsung beschickt. Bis zur weiteren

Verwendung der Standards erfolgte deren Lagerung bei —18°C.

Die Notwendigkeit der Erstellung separater Standardproben fiir die Metabolite ergibt sich
aus der Tatsache, dass sowohl Mivacurium als auch sein Sduremetabolit in Losung stets
auch zu einem kleinen Teil als Sduremetabolit und/oder Alkoholmetabolit vorliegen. Eine
auf einem Gemisch aller drei Substanzen basierende Standardlosung wére deswegen

a priori mit einer Ungenauigkeit behaftet.

Jede Bestimmungsserie wurde mit je einer Standardprobe jeder Substanz eingeleitet, ge-

folgt von einer weiteren Standardserie nach der Halfte der zu analysierenden Proben.

Die Konzentrationsberechnung der Einzelsubstanzen erfolgte auf der Basis des aus jeder

Standard-Doppelbestimmung errechneten Mittelwertes.

2.3 Analysedaten

Die Bestimmung der Konzentrationen der Mivacurium-Isomere und der [somere seiner

Metaboliten erfolgte nach der geringfligig modifizierten Methode von Biederbick [11].

2.3.1 HPLC: Zubehor und Bedingungen

Die Konzentrationsbestimmung von Mivacurium und seinen Metaboliten wurde mit einer
Reversed-Phase-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-(HPLC)-Methode realisiert.
Die Daten-Akquisition, sowie Integration und Auswertung der Chromatogramme erfolgte
auf einem IBM-kompatiblen PC {iiber das MERCK-HITACHI-Programm HPLC-
Manager Version 2 (Revision 09) fiir das D-6000 Interface (s.u.).

Die Bestandteile der verwendeten Hardware sind in Tabelle 8, die fiir die Apparatur ge-

wihlten Einstellungen in Tabelle 9 dargestellt.
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Tabelle 8: Bestandteile und Einstellungen der HPLC-Apparatur

Typ Funktion
T-6300 Column-Thermostat
F-1050 Fluorescence-Spectrophotometer
D-6000 Interface
L-6200 Intelligent Pump
AS-4000 Intelligent Auto Sampler
Saule Spherisorb 5-SCX (I.D. 240 x 4 mm) Chromatographie Service, Langerwehe, Deutschland

Tabelle 9: gewdhlte Einstellungen der HPLC-Hardware

Parameter Einstellung
Wellenlénge Exzitation 280 nm
Wellenlange Emission 320 nm
Injektionsvolumen 50 pl
Saulendruck 160-200 bar
Saulentemperatur 30°C
Flussgeschwindigkeit 2 ml/min
Laufzeit 50 min

2.3.1.1 Laufmittel

Die Herstellung der Laufmittel erfolgte auf der Basis zweier Stammldsungen unter Zu-

gabe von Acetonitril und Reinstwasser (Tabelle 10).

Tabelle 10: Zusammensetzung der fliissigen Phase — Stammlésungen und Elutionen

Bezeichnung A B
3,98¢ Na2SO4 wasserfrei 318¢ Na>SO4 wasserfrei
Stammldsung 400 ml Reinstwasser 400 ml Reinstwasser
3,6 ml konzentrierte H2SO4 3,6 ml konzentrierte H2SO4
72 ml Stammlésung A 43 ml Stammlésung B
Elution 648 ml Reinstwasser 387 ml Reinstwasser
280 ml Acetonitril 570 ml Acetonitril

Zur sauberen und raschen Trennung aller acht zu analysierenden Substanzen (drei Miva-

curium-Isomere, je zwei Sdure-/Alkohol-Isomere sowie d-Tubocurarin als interner Stan-

dard) war es notig, die HPLC-Analyse mit einem Gradienten zu betreiben, der den Eluti-

onsflufl graduell von 100% Elution A zu 100% Elution B regelte. Tabelle 11 stellt das

Schema dazu dar, Abbildung 3 zeigt ein typisches Analyse-Chromatogramm.
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Tabelle 11: Schema des verwendeten Gradienten

Zeit in min Elution A'in % Elution B in %

0,0 100 0

23,0 65 35
23,5 100
48,0 100
49,0 50 50
50,0 100 0

Abbildung 3:  Beispiel-Chromatogramm einer Serumprobe mit Darstellung der Peaks aller analysierten Substrat-

und Metabolit-Isomere sowie dem internen Standard (ISTD)
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2.3.2 Validierung des Analyseverfahrens

2.3.2.1 Linearitat und Nachweisgrenze

Fiir jede Konzentration muss die Peakfldche der zu untersuchenden Substanzen in einem
konstanten Verhiltnis zur Fldche des internen Standards stehen. Um eine exakte Kalibra-
tion zu gewéhrleisten, mussten diese Relationen im Bereich der zu erwartenden Konzent-
rationen liberpriift werden. Die geringste Konzentration, deren Bestimmung mit einem
Variationskoeffizienten von weniger als 20% behaftet war, wurde als untere Bestim-

mungsgrenze festgelegt,

Danach lagen nach Biederbick [11] die unteren Bestimmungsgrenzen fiir die Mivacuriu-
misomere bei 0,005 uMol/L fiir Mivacurium-cc, bei 0,002 pMol/L fiir Mivacurium-ct

und bei 0,003 pMol/L fiir Mivacurium-tt. Fiir den Sduremetabolit ergaben sich untere
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Bestimmungsgrenzen von 0,011 puMol/L (cis) und 0,017 uMol/L (trans), fiir den Alko-
holmetabolit von 0,021 uMol/L (cis) und 0,02 uMol/L (trans); Grafiken zur Linearitit
finden sich im Anhang (Kapitel 8.1).

2.3.2.2 Intra-Assay-Variabilitat (Bestimmungsgenauigkeit)

Die Zuverldssigkeit der Methode wurde durch Mehrfachbestimmungen iiberpriift: Die
Streuung von sieben Proben wurde fiir je zwei Gesamtkonzentrationsniveaus der Race-
mate (1 uMol/L und 10 pMol/L) ermittelt. Die Streuung der Mivacurium-Messwerte auf
dem Gesamtkonzentrationsniveau 1 pMol/L lag bei 8,3% fiir Mivacurium-cc, bei 5,5%
fiir Mivacurium-ct und bei 6,5% fiir Mivacurium-tt. Die Bestimmungen zur Gesamtkon-
zentration 10 pMol/L gingen mit Variationskoeffizienten von 3,5% (cis-cis), 4,5% (cis-
trans) und 3,0% (trans-trans) einher. Fiir den Sdure- und den Alkoholmetabolit fanden
sich insgesamt etwas niedrigere Variationskoeffizienten: Auf dem 1 pMol/L-Niveau lag
die Streuung bei 3,2% sowohl fiir die cis-Saure als auch fiir die trans-Saure; fiir den Al-
kohol fanden sich Werte von 4,4% (cis) und 2,9% (trans). Die Streuungswerte der zehn-
fach hoheren Gesamtkonzentration lagen fiir die cis-Isomere der Metabolite mit 3,9%
(Sdure) und 3,6% (Alkohol) nahe beieinander, ebenso wie die Streuung der trans-Meta-
bolite: trans-Sdure 4,1% und trans-Alkohol 4,0%. Die Tabellen zur Intra-Assay-Variabi-

litit befinden sich unter Kapitel 8.2 im Anhang.

2.3.2.3 Inter-Assay-Variabilitat (Wiederholbarkeit)

Fiir dieses Kriterium mussten die Messungen einer bekannten Konzentration an verschie-
denen Tagen gleichformig ausfallen. Zur Erstellung dieser Wiederholbarkeitspriifung
dienten die 1 pMol/L-Proben der Messungen zum Linearitdtsnachweis; bei sieben Be-

stimmungsreithen ergaben die 1 pMol/L-Proben (Gesamtkonzentration der Racemate) fol-

gende Statistik (Tabelle 12, Tabelle 13 und Tabelle 14):
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Tabelle 12: Inter-Assay-Variabilitit von 1uMol/L-Proben an sieben Bestimmungstagen — Mivacurium

Mivacurium 1 uMol/L
Messung Nr. Miva-cc 0,06 uMol/L Miva-ct 0,34 uMol/L Miva-tt 0,6 uMol/L

1 0,0690 0,2753 0,4307
2 0,0631 0,2937 0,5000
3 0,0478 0,3392 0,4907
4 0,0757 0,3457 0,6241
5 0,0389 0,2904 0,4933
6 0,0552 0,3370 0,5444
7 0,0397 0,2815 0,4780

Mw 0,056 0,309 0,509

S.D. 0,014 0,030 0,061

S$.D.% 25,77 9,82 11,97

Tabelle 13: Inter-Assay-Variabilitit von 1uMol/L-Proben an sieben Bestimmungstagen — Sduremetabolit

Sauremetabolit 1 pMol/L
Messung Nr. cis-Saure 0,2 pMol/L tr-Saure 0,8 uMol/L
1 0,2449 0,9035
2 0,2932 0,8146
3 0,2077 0,8234
4 0,1923 0,7540
5 0,2076 0,8211
6 0,2063 0,8419
7 0,1898 0,7472
Mw 0,220 0,815
S.D. 0,037 0,053
S.D.% 16,74 6,53

Tabelle 14: Inter-Assay-Variabilitit von 1uMol/L-Proben an sieben Bestimmungstagen — Alkoholmetabolit

Alkoholmetabolit 1 uMol/L
Messung Nr. cis-Alkohol 0,21 uMol/L tr-Alkohol 0,79 uMol/L
1 0,2637 0,8957
2 0,3522 0,9847
3 0,2673 0,9048
4 0,2868 0,9952
5 0,2691 0,9408
6 0,2690 0,9226
7 0,2400 0,9168
MW 0,278 0,937
S.D. 0,035 0,039
S$.D.% 12,70 414
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2.4 Archivierung der Daten

Die von der HPLC-Integrationssoftware errechneten und als ,,Report-File* ausgegebenen
Werte der Chromatogramm-Peakfldchen (Abbildung 3) wurden in das Tabellenkalkulati-
onsprogramm Excel® (Microsoft®, s. Kapitel 2.6) iibertragen und bearbeitet. Anhand der
in jedem HPLC-Lauf mitbestimmten Standardproben konnten die Plasmakonzentrationen
der zu analysierenden Substanzen errechnet werden. Die Mittelwerte der Doppelbestim-
mungen bildeten die Grundlage fiir alle weiteren Berechnungen und grafischen Darstel-

lungen.

2.5 Auswertung mit TOPFIT

Die Berechnung der Halbwertszeiten erfolgte {iber das Datenverarbeitungsprogramm
TOPFIT 2.0 [TOPFIT — Pharmakokinetik and Pharmakodynamic Data Analysis System
for the PC (Heinzel 1993), Projekt der Firmen GODECKE AG (Freiburg), SCHERING
AG (Berlin) und THOMAE GmbH (Biberach a.d. RiB3)]. Hierfiir wurden die mittels Ta-
bellenkalkulation (s. Kapitel 2.6) errechneten Substanz-Konzentrationen in Form molarer

Werte eingetragen und via TOPFIT® zu Eliminationshalbwertszeiten weiterverrechnet.

2.6 Darstellung und statistische Auswertung

Die Erfassung, Anordnung und grafische Darstellung der Daten fand in einer Standard-
version des Tabellenkalkulationsprogramms Excel® statt (Microsoft® Office Home & Stu-
dent 2013; Microsoft Corporation, Bereich Microsoft Deutschland GmbH, 85716
UnterschleiBheim, Deutschland), ebenso die Berechnung von Mittelwerten, Standardab-

weichungen und Variationskoeffizienten.

Als wesentliche grafische Darstellungsform zur Visualisierung der Konzentrations-Zeit-
Verlaufe wurden einfache Liniendiagramme genutzt und dabei aus mehreren Messungen
gemittelte Daten als Mittelwerte mit Standardabweichung abgebildet. Diese Form der
Darstellung von pharmakokinetischen Verldufen entspricht den Standards der Literatur.
Bei Gruppenvergleichen, etwa von Halbwertszeiten, kamen ferner Sdulendiagramme zur

Anwendung.

Die entsprechend umstrukturierten Daten-Tabellen in xlsx-Format wurden zur weiteren

statistischen Auswertung in eine Statistik-Software importiert (MedCalc®, Version 12.4.0
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— last modified: January 2, 2013, © 1993-2013; MedCalc® Software, Acacialaan 22, B-
8400 Ostend, Belgium). Explorative Auswertungen fanden darin mit Hilfe nicht-paramet-
rischer Rangsummentests statt. Griinde hierfiir waren neben der hidufigen Abweichung
der priméren Daten von einer Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) die hdufig
fehlende Varianzhomogenitét (Test nach Levene), die Nutzung sekundérer Daten im Ver-
gleichstest — etwa Halbwertszeiten, die zuvor berechnet worden waren — und eine somit
hohere Robustheit der Ergebnisse. Fiir Vergleiche unabhiangiger Gruppen (z.B. homozy-
gote versus heterozygote Seren) kam ein Mann-Whitney-U-Test zur Anwendung, bei Ver-
gleichen abhingiger Stichproben (z.B. Seren gleicher Herkunft 37° versus 27°C) ein Wil-
coxon-Test. SchlieBlich wurden Rangkorrelationen nach Spearman durchgefiihrt, um

potentielle Abhdngigkeiten von Halbwertszeiten und Dibucainzahlen darzustellen.
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3 Ergebnisse

3.1 Normalserum

Die Messungen erfolgten bei 37°C {iber 120 Minuten unter Einsatz einer Normalserum-
menge, die einer PChE-Aktivitdt von 40 U/L entspricht. Die aus sieben Messreihen ge-
mittelten Ergebnisse dienen in der Folge als Vergleichswert fiir die Kernuntersuchungen
dieser Arbeit: die Messungen der Metabolisierungsleistungen beziiglich Mivacurium

durch Seren, die hetero- bzw. homozygote Pseudocholinesterase enthalten.

Mivacurium erfahrt in Normalserum einen exponentiellen Abbau, wéhrend seine Meta-

bolite Sdure und Alkohol exponentiell zunehmen.

Der Spontanzerfall {iber zwei Stunden in den Leerproben (Versuchsansatz ohne Zugabe
PChE-enthaltenden Serums) ist vernachléssigbar gering: Lediglich 5,2 % (0,51 +0,75

Mol/L) des eingesetzten Mivacurium zerfielen wihrend des Beobachtungszeitraums.

3.1.1 Mivacurium und seine Isomere

Das in einer mittleren Konzentration von 10,08 =1,04 uMol/L vorliegende Mivacurium-
Racemat wurde innerhalb des Messzeitraums zu 82,5 % abgebaut: nach 120 Minuten la-
gen im Mittel nur noch 1,76 +0,21 pMol/L (17,5 %) der Ausgangssubstanz vor.
8,32 £0,9 uMol/L Mivacurium absolut wurden umgesetzt, wobei die einzelnen Isomere

unterschiedlich stark metabolisiert wurden.
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Abbildung 4:  Konzentrationsverlauf von Mivacurium-tt bei Einsatz von Normalserum
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Abbildung 5:  Konzentrationsverlauf von Mivacurium-ct bei Einsatz von Normalserum
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Abbildung 6:  Konzentrationsverlauf von Mivacurium-cc bei Einsatz von Normalserum
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Die trans-konfigurierten Isomere Mivacurium-ct und Mivacurium-tt werden ziigig abge-
baut: Das mengenmiBig am stdrksten vertretene tt-Isomer (58,9 % Racemat-Anteil) stellt
60,1 % des Gesamtumsatzes. Es wird dabei zu 84,3 % (5,0 0,57 uMol/L) abgebaut,
wéhrend Mivacurium-ct, mit dem deutlich geringeren Anteil von 34,1 % am Substrat, mit
93,9 % (3,22 +0,33 uMol/L) nahezu génzlich verstoffwechselt und mit einem Anteil von
38,8 % am Mivacurium-Gesamtumsatz vergleichsweise bevorzugt abgebaut wurde ge-

geniiber Mivacurium-tt (p = 0,0156) (s. Abbildung 4 und Abbildung 5).

Mivacurium-cc, dessen Anteil am Racemat mit 7,1 % am geringsten ist, wurde zu 12,6 %
(0,09 £0,04 uMol/L) abgebaut und trdgt damit mit 1,1 % zum Gesamtumsatz bei
(Abbildung 6). Ein statistischer Unterschied zum Spontanzerfall besteht nicht (p =
0,1094). Ebenso zeigt sich innerhalb der drei Isomere kein Unterschied in ihrem Spon-

tanzerfall (p = 0,549).

3.1.1.1 Halbwertszeiten

Die unterschiedliche Metabolisierungskinetik der drei Mivacurium-Isomere spiegelt sich
in verschieden langen Halbwertszeiten (HWZ = T/2) wider: Mit einer Halbwertszeit von
im Mittel 752 £269 Minuten, d.h. iiber zwdlf Stunden, wird M-cc mit Abstand am lang-

samsten abgebaut. Ein Unterschied zum Spontanzerfall lie sich nicht nachweisen (p =
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0,2929). Die Halbwertszeiten von M-tt und M-ct liegen mit 43,86 +4,74 Minuten und
29,71 £1,34 Minuten relativ nah zusammen, wobei M-ct statistisch signifikant schneller

metabolisiert wird (p = 0,0156).

Die fiir den Spontanzerfall bestimmten Halbwertszeiten bewegen sich fiir alle Isomere im
Bereich von mehreren Stunden, dabei zerfallen M-ct (T/2 = 2039 £1325 Minuten = 34,0
Stunden) und M-tt (T/2 = 1715 £968 Minuten = 28,6 Stunden) ohne statistische Signifi-
kanz (p = 0,594) langsamer als M-cc (T/2 = 1359 £1207 Minuten = 22,6 Stunden).

3.1.2 Metabolite

3.1.2.1 Saure

Insgesamt entstanden im Mittel absolut 6,71 1,16 uMol/L Séuremetabolit aus der ein-
gesetzten Menge Mivacurium; davon 2,44 +0,38 uMol/L cis-Sdure (Abbildung 7) und
4,27 £0,75 uMol/L trans-Séure (Abbildung 8). Nach der Dreisatz-Formel:

(A S / A M gesamt) X 100 = % S prod—M

wurde die prozentuale Menge der aus dem metabolisierten Mivacurium gebildeten Saure
bestimmt . Danach entstanden 29,4% cis-Siure und 51,3% trans-Séure, insgesamt also

80,7% Sauremetabolit aus der umgesetzten Mivacuriumgesamtmenge.

Im Kontrollansatz ohne Zusatz von Pseudocholinesterase entstanden im Spontanzerfall
absolut 0,07 £0,02 pMol/L Sauremetabolit (13,1%), davon entfielen 0,01 +0,02 uMol/L
(1,4%) auf die cis-Sédure und 0,06 0,01 pMol/L (11,7 %) auf die trans-Séure.

AS Differenz der Séurekonzentrationen (Séure-cis, Sdure-trans bzw. Séure gesamt) zwi-
schen den Zeitpunkten 120 und 0 Minuten

AM gesamt Differenz der Mivacurium-Gesamtkonzentrationen zwischen den Zeitpunkten 0 und
120 Minuten
% S prod-M Sduremenge, die aus dem metabolisierten Mivacurium (entspricht A M gesamt) ge-

bildet wurde in Prozent
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Abbildung 7:  Konzentrationsverlauf der cis-Sdureentstehung bei Verwendung von Normalserum
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Abbildung 8:  Konzentrationsverlauf der trans-Sdureentstehung bei Verwendung von Normalserum
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3.1.2.2 Alkohol

Nach der analog fiir den Alkoholmetaboliten durchgefiihrten Berechnung (s. 3.1.2.1) re-
sultiert die Umsetzung von Mivacurium in den Alkoholmetaboliten in einem deutlich we-
niger ausgewogenen Verhiltnis der beiden Alkoholisomere zueinander: Von insgesamt
97,4% (8,1 £0,92 uMol/L) aus Mivacurium entstandenem Alkoholmetaboliten entféllt
mit 97,1% (8,08 £0,92uMol/L) fast die gesamte Menge auf das trans-Isomer, wihrend
lediglich 0,03 £0,02 uMol/L (0,3%) cis-Alkohol nach 120 Minuten messbar sind — eine
Menge, die sich nicht von der des Spontanzerfalls unterscheidet (p = 0,578). Siehe dazu
auch Abbildung 9 und Abbildung 10.
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Abbildung 9:  Konzentrationsverlauf der cis-Alkoholentstehung unter Einsatz von Normalserum
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Abbildung 10: Konzentrationsverlauf der trans-Alkoholentstehung unter Einsatz von Normalserum
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3.1.3 Temperaturabhangigkeit

3.1.3.1 Mivacurium und seine Isomere

Wird die Metabolisierungstemperatur von 37°C auf 27°C gesenkt, zeigt sich eine statis-
tisch signifikante Abnahme des Substratabbaus mit p = 0,0156 sowohl fiir Mivacurium-tt
als auch fiir Mivacurium-ct; fiir Mivacurium-cc ist die Signifikanz knapp (p = 0,0469).
Abbildung 17 zeigt vergleichend die summative Darstellung der Konzentrationsverlaufe

des Mivacuriumracemates bei 37°C und bei 27°C.

Abbildung 11: Temperaturabhdngigkeit des Mivacuriumabbaus — Summe der analysierten Mivacurium-Isomere bei
37°C versus 27°C; dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 7)
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3.1.3.1.1 Halbwertszeiten

Die Herabsetzung der Metabolisierungstemperatur resultiert fiir beide trans-konfigurierte
Mivacurium-Isomere statistisch signifikant in einer anndhernden Verdreifachung der ge-
messenen Halbwertszeiten: fiir ct um den Faktor 2,6 von 30 £1,34 Minuten auf 79 £8,27
Minuten (p = 0,00006), fiir tt von 44 +4,74 Minuten auf 141 +12,74 Minuten (p = 0,0006)
um den Faktor 3,2 (s. Tabelle 15).
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Tabelle 15: Halbwertszeiten und Standardabweichung der Mivacurium-Isomere in Minuten bei 37°C und bei 27°C

T° [°C] cc [min] S.D. ct [min] S.D. tt [min] S.D.
37° 753 269 30 1,34 44 4,74
27° 1964 1586 79 8,27 141 12,74

Die Halbwertszeit des cc-Isomers verlédngert sich bei sehr hoher Streuung ohne statisti-

sche Signifikanz ebenfalls um das 2,6-Fache: von 753 +£269 auf 1964 +1586 Minuten.

3.1.3.1.2 Umsatzkapazitat

Eine Absenkung der Metabolisierungstemperatur um zehn Grad Celsius bedeutet eine
statistisch bedeutsame Verringerung (p = 0,0006) des Substratumsatzes von 8,32 +0,9
uMol/L auf 4,67 £1,16 uMol/L. Das entspricht einem Riickgang der Umsatzkapazitit der

Pseudocholinesterase bei 27°C um 44% im Vergleich zur Metabolisierung bei 37°C.

Tabelle 16: Mivacurium-Umsatz und PChE-Umsatzkapazitdit im Temperaturvergleich 37°C versus 27°C (Eins. = Ein-
satz; Ums_Kap = Umsatzkapazitdt, bez. = bezogen)

T° | M_Umsatz | S.D. | von M_Eins. | PChE | Zeit | Ums_Kap_PChE | bez. auf 37° | A zu 37°
[MMol/L] % [UL] | [min] | [pMol/L]/U/min % %

37° 8,32 0,90 82,51 40 120 0,00173 100 0

27° 4,67 1,16 47,31 40 120 0,00097 56 -44

3.1.3.2 Metabolite

Der geringere Substratumsatz geht mit einer geringeren Entstehungsrate der beiden Me-
tabolite einher (s. Abbildung 12 und Abbildung 13). Mit einer Signifikanz von jeweils
p = 0,0156 entsteht weniger cis-Séure, trans-Séure und trans-Alkohol im Vergleich zur
Metabolisierung bei 37°C. Die cis-Alkohol-Produktion verdndert sich bei Absenkung der
Temperatur nicht (p = 0,2187).
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Abbildung 12: Sdureenstehung bei 37°C und 27°C; Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung (n = 7)
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Abbildung 13: Alkoholentstehung bei 37°C und 27°C; Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung (n = 7)
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Die prozentuale Verteilung von cis- und trans-Isomerie bleibt beziiglich des Alkoholme-
taboliten erhalten (Abbildung 14), wihrend es innerhalb des Sduremetaboliten zu einer
leichten Verschiebung des cis-trans-Verhéltnisses kommt: Im Vergleich zum Metabolis-
mus bei 37°C entstehen beim Abbau unter 27°C 6,8 % mehr cis-Sédure, im Gegenzug

gleichzeitig 6,8% weniger trans-Siure (Abbildung 15).
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Abbildung 14: Prozentuale Verteilung von cis- und trans-Alkoholmetabolit bei Metabolisierung unter 37°C und 27°C
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Abbildung 15: Prozentuale Verteilung von cis- und trans-Sduremetabolit bei Metabolisierung unter 37°C und 27°C
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Die cis-trans-Verschiebung innerhalb des Sduremetaboliten schldgt sich auch nieder in
einer leicht verschobenen, statistisch aber nicht signifikanten Bilanz der cis- bzw. trans-
Isomere insgesamt zueinander. Wihrend unter 37°C 16,7% cis-Isomere anfallen und
83,3% trans-Isomere, so entstechen unter 27°C in geringem MaBe (3,1%) mehr cis-

(19,8%) und in gleichem Mafle weniger trans-Isomere (80,2%) (s. Tabelle 17).

Tabelle 17: Metabolitentstehung im Temperaturvergleich — Darstellung der prozentualen Anteile entstandener Sdure —
und Alkoholmetabolite sowie cis- und trans-Metabolite in Bezug zur absolut entstandenen Metabolitgesamtmenge

37°C Normalserum 27°C Normalserum
Metabolit gesamt 14,81 MUMol/L Metabolit gesamt 9,15 HMMol/L
davon % davon %
cis trans > cis trans >
Sre 16,5 28,8 45,3 Sre 19,7 25,8 45,5
Alk 0,2 54,5 54,7 Alk 0,2 54,3 54,5
> 16,7 83,3 > 19,8 80,2
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3.2 Atypische Seren

3.2.1 Homozygote Seren

Alle fiinf homozygoten Seren, die Gegenstand der Untersuchung waren, weisen eine
deutlich reduzierte Gesamtaktivitit der Pseudocholinesterase zwischen 1029 und 1988
U/L auf. Um eine Vergleichbarkeit zu gewihrleisten, wurden die Metabolisierungsansitze
unter Einsatz eines Serumiquivalents durchgefiihrt, das einer PChE-Aktivitét von 40 U/L

entspricht.

Unter Einsatz dieser Seruméquivalente kam es zu keinem relevanten Abbau von Mivacu-
rium zu Sdure und Alkohol: Der Gesamtumsatz von Mivacurium nach 120 Minuten liegt
mit hoher Varianz bei 0,24 £0,29 uMol/L, entsprechend einem umgesetzten Mivacuri-
umanteil von 2,39%. Die Kontrollmesssung zeigt einen Spontanzerfall ohne statistischen
Unterschied zum Verum-Ansatz von 0,11 £0,76 uMol/L (1,12%). Abbildung 16, Abbil-
dung 17 und Abbildung 18 zeigen die Verum-Konzentrationsverldufe der drei Mivacu-

rium-Isomere unter Einsatz der fiinf verschiedenen homozygoten Seren.

Abbildung 16: Einzelmessungen der homozygoten Seren (n = 5) — Abbau von Mivacurium-cc
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Abbildung 17: Einzelmessungen der homozygoten Seren (n = 5) — Abbau von Mivacurium-ct
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Abbildung 18: Einzelmessungen der homozygoten Seren (n = 5) — Abbau von Mivacurium-tt
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Entsprechend des minimalen Umsatzes von Mivacurium fielen keine statistisch signifi-
kant vom Spontanzerfall verschiedenen Metabolitmengen an: Nach 120 Minuten wurden

0,23 £0,04 uMol/L Sduremetabolit und 0,27 +0,07 uMol/L Alkoholmetabolit gemessen.

Die fehlende Metabolisierungskapazitit der homozygoten Seren spiegelt sich auch in den
Halbwertszeit-Bestimmungen (s.Tabelle 18) wider: Bei gro3er Varianz unterscheidet sich
die Halbwertszeit des tt-Isomers bei Einsatz homozygoter Seren nicht statistisch signifi-
kant von der des Spontanzerfalls. Die Halbwertszeiten von M-cc und M-ct konnten auf-

grund einer zu geringen Probenanzahl nicht statistisch untersucht werden.

Tabelle 18: Halbwertszeiten in Minuten der Mivacurium-Isomere bei Einsatz von homozygoten Seren im Vergleich mit
dem Spontanzerfall (ohne Zugabe von Serum)

HWZ (min) Serum homozygot 40 U/L Spontanzerfall (= Kontrolle)
Serum cc ct tt cc ct tt
8B 1121 2050 6290 1225 2572 1261
4B 1382 3023 1138 2578 3347 3338
14 B 832 1834 2203 kein Wert kein Wert kein Wert
13B 884 2194 5046 kein Wert 9113 2560
5B 1223 6428 2761 8413 kein Wert 1816
Mittelwert 1089 3106 3488 4072 5011 2244
S.D. 231 1911 2120 3820 3573 903
S.D.% 21 62 61 94 71 40

3.2.2 Heterozygote Seren

Gemail Pravalenz und Inzidenz standen mehr heterozygote als homozygote Seren zur
Verfiigung. Mit Ausnahme eines Serums (Serum 12 B, Messung 4) weisen alle Seren eine
Enzymaktivitit auf, die im Normbereich liegt. Auch die Messungen der heterozygoten

Seren wurden mit einem Seruméquivalent von 40 U/L durchgefiihrt.

3.2.2.1 Mivacurium und seine Isomere

Anders als bei Einsatz der homozygoten Seren kommt es in den Versuchsansitzen mit
heterozygoten Seren zu einem deutlichen Umsatz des Substrates Mivacurium, wie unten
stehende Abbildungen zeigen (Abbildung 19, Abbildung 20 und Abbildung 21). Zu sehen
sind dort die Konzentrationsverldufe unter Einsatz der zehn verschiedenen Patientense-

ren, die Mivacurium-Isomere sind einzeln erfasst.
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Abbildung 19: Einzelmessungen der heterozygoten Seren (n = 10) — Konzentrationsverlauf Mivacurium-ct

—e—ct-1 —&—ct-2 ——ct-3 ——ct-4 —%—ct-5

4 —O—ct-6 ——=ct-7 —t—t-8 —F—ct-9 —A—t-10

Konzentration [uMol/L]

Zeit [min]

Abbildung 20: Einzelmessungen der heterozygoten Seren (n = 10) — Konzentrationsverlauf Mivacurium-tt
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Abbildung 21: Einzelmessungen der heterozygoten Seren (n = 10) — Konzentrationsverlauf Mivacurium-cc
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Insgesamt werden im Mittel 7,87 £1,18 uMol/L (77,6%) des eingesetzten Mivacurium-
Racemats innerhalb des 120-miniitigen Messzeitraums umgesetzt. Die beiden trans-kon-
figurierten Isomere werden dabei ziigig abgebaut: Das mengenmifBig am stérksten ver-
tretene tt-Isomer (60,2% Racemat-Anteil) stellt 60,6% des Gesamtumsatzes und wird da-
bei zu 78,1% (4,77 £0,85 uMol/L) metabolisiert. Mivacurium-ct, mit einem deutlich
geringeren Anteil von 33,8% am Racemat, trigt zu 38,8% zum Mivacurium-Gesamtum-
satz bei und wird dabei zu 89,1% abgebaut. Es wird statistisch signifikant mehr ct-Miva-
curium als tt-Mivacurium abgebaut (p = 0,002). Das cc-Isomer zeigt im Metabolisie-

rungsansatz statistisch kein vom Spontanzerfall abweichendes Verhalten.

3.2.2.1.1 Halbwertszeiten

Die Halbwertszeiten fiir M-cc betragen im Mittel 863 =300 Minuten. M-ct und M-tt wer-
den mit Halbwertszeiten von 35,6+14,4 Minuten und 55,0 +24,4 Minuten metabolisiert
(s. Tabelle 19). Dabei wird M-ct statistisch signifikant (p = 0,002) schneller metabolisiert
als M-tt.
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Tabelle 19: Halbwertszeiten aller untersuchten heterozygoten Seren (n = 10)

HWZ (min) Serum heterozygot 40 U/L Spontanzerfall (= Kontrolle)
Serum cc ct tt cc ct tt
1B 873 43 72 7473 4769 8538
6B 1376 33 54 1970 1487 1096
9B 971 58 93 1027 1210 kein Wert
12B 1066 43 68 1425 2315 1231
1349 623 58 89 kein Wert kein Wert kein Wert
1907 650 22 3 2690 1196 1638
1036 414 22 32 3173 2755 3889
1154 535 21 29 1238 1641 1892
547 1092 22 34 1148 1381 1491
45 1031 34 49 1395 1934 1450
Mittelwert 863 36 55 2393 2076 2653
S.D. 300 14 24 2042 1136 2536
S$.D.% 35 41 44 85 55 96

Der Vergleich von Verum und Kontrolle zeigt bei den cc-Halbwertszeiten einen statistisch
signifikant (p = 0,0039) schnelleren Abbau des Isomers unter Verumbedingungen, der
sich im statistischen Vergleich der cc-Konzentrationswerte (Verum/Spontanzerfall) nicht

zeigt.

3.2.2.2 Metabolite

3.2.2.2.1 Séure

Unter Einsatz der heterozygoten Seren entstanden nach 120 Minuten 6,82 +1,04 uMol/L
Sdure absolut. Bezogen auf die umgesetzte Mivacuriummenge entspricht das einer
Menge von 86,6% aus Mivacurium entstandenem Sduremetabolit, die sich mit 31,1%
(2,45 £0,2 uMol/L) cis-Sadure und 55,5% (4,37 £0,82 uMol/L) trans-Sdure in einem Ver-
héltnis von anndhernd 1: 2 auf die beiden Strukturisomere verteilt. Abbildung 22 und
Abbildung 23 zeigen in jeweils zehn Einzelmessungen die Konzentrationsverlaufe der

cis- bzw. trans-Sdure bei Einsatz der heterozygoten Seren.



Ergebnisse

Abbildung 22: cis-Sdure — Einzelmessungen der heterozygoten Seren (n = 10)
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Abbildung 23: trans-Sdure — Einzelmessungen der heterozygoten Seren (n = 10)
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3.2.2.2.2 Alkohol

Die Metabolisierung zum Alkoholmetaboliten erfolgt, wie auch bei Einsatz von Nor-
malserum, fast ausschlieBlich in das trans-Isomer: Von 8,55 +1,43 uMol/L (108,63%)
Gesamtalkohol entfallen 8,48 +1,41 uMol/L (107,73%) auf das trans-Isomer, nur
0,07 0,02 uMol/L (0,89%) finden sich — mit einem statistischen Unterscheid zum Spon-
tanzerfall — als cis-Alkohol wieder. Analog zu Kapitel 3.2.2.2.1 zeigt Abbildung 24 in
Einzelmessungen die Konzentrationsverldufe des cis-Alkohol, Abbildung 25 die des

trans-Alkohol bei Einsatz heterozygoter Seren.
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Abbildung 24: cis-Alkohol — Einzelmessungen der heterozygoten Seren (n = 10)
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Abbildung 25: trans-Alkohol — Einzelmessungen der heterozygoten Seren (n = 10)
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3.2.3 Gegenuberstellung: Atypische Seren vs. Normalserum

Wie die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen konnten, setzen die fiinf analysierten ho-
mozygoten Seren innerhalb des Beobachtungszeitraumes von 120 Minuten keine relevan-
ten Substratmengen um. Sowohl der gemessene Substratabbau, als auch die Mivacurium-
Halbwertszeiten und die entstandenen Metabolitmengen unterscheiden sich nicht statis-

tisch signifikant von den Werten eines Mivacurium-Spontanzerfalls.

Die Messergebnisse bei Einsatz heterozygoter Seren weisen eine andere Richtung. Wie
Abbildung 26 anhand der Konzentrationsverldufe von Substrat und Metaboliten grafisch
nahelegt, entsprechen in dieser Studie die Metabolisierungsverldufe unter Einsatz von

heterozygoten Seren denen bei Verwendung eines Normalserums.

Abbildung 26: Metabolisierungsverliufe des Substrats Mivacurium (Miva ges) und seines Alkohol-(Alk ges)und
Sdure-(Sre ges) Metaboliten — heterozygote Seren (n = 10) versus Normalserum (n = 7); dargestellt sind Mittelwerte
mit Standardabweichung
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3.2.3.1 Umsatz und Umsatzkapazitat

Beim Vergleich der absolut umgesetzten Mivacuriummengen ldsst sich kein statistisch
bedeutsamer Unterschied zwischen den untersuchten heterozygoten Seren und Normalse-
rum nachweisen: Weder setzen die heterozygoten Seren insgesamt signifikant weniger
Mivacurium um als ein reguldre Pseudocholinesterase enthaltendes Serum, noch kommt
es zu einer deutlichen Bevorzugung oder Benachteiligung eines der Substrat-Isomere

(Tabelle 20).

Tabelle 20: Mivacurium-Umsatz absolut und prozentual (bezogen auf die eingesetzte Substratmenge) sowie die daraus
abgeleitete PChE-Kaparzitdit im Vergleich — Normalserum versus heterozygote Seren

M_Umsatz absolut pMol/L M_Umsatz prozentual % | Ums_Kap_PChE [puMol/L])/U/min
hetero | S.D. | normal | S.D. hetero normal hetero normal
M-cc 0,04 0,03 0,09 0,04 73 12,6 9,2095E-06 1,8653E-05
M-ct 3,06 0,33 3,22 0,33 89,1 93,9 0,00064 0,00067
M-tt 4,77 0,85 5,00 0,57 78,1 84,3 0,00099 0,00104
M-ges 7,87 1,18 8,32 0,90 77,6 82,5 0,00164 0,00173

3.2.3.2 Halbwertszeiten
Der Vergleich der Halbwertszeiten der Mivacurium-Isomere erbringt keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen der Verwendung von Normalserum und dem Einsatz
heterozygoter Seren mit p = 0,379 fiir M-cc, p = 0,494 fiir M-ct und p = 0,558 fiir M-tt.
Abbildung 27: Mittelwerte und Standardabweichungen der Halbwertszeiten heterozygoter Seren (n = 10) im Vergleich
mit Normalserum (n = 7)
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3.2.3.3 Metabolitentstehung und Recovery

Im Vergleich der absolut entstandenen Metabolitmengen lésst sich statistisch kein Unter-
schied feststellen in Abhdngigkeit von der Art der eingesetzten Pseudocholinesterase bzw.
des Serums: Séure- und Alkoholmetabolit entstehen zu gleichen Anteilen bei Verwendung
von Normalserum ebenso wie bei Einsatz heterozygoter Seren; auch die Verteilung auf
cis- bzw. trans-Metabolite innerhalb der Metabolitracemate verhalt sich gleichsinnig ohne
statistisch belegbaren Unterschied (s. Abbildung 28 und Abbildung 29). Eine Ausnahme
stellt die unter Einsatz heterozygoter Seren entstandene Absolutmenge an cis-Alkohol
dar: Hier entsteht mit 0,07 +0,02 uMol/L signifikant (p = 0,0018) mehr cis-Alkohol als
bei Verwendung von Normalserum (0,03 +0,02 uMol/L).

Abbildung 28: Absolutmengen (Mittelwert und Standardabweichung) des entstandenen Sduremetaboliten, aufge-
schliisselt nach cis- und trans-Isomeren — Normalserum (n = 7) und heterozygote Seren (n = 10) im Vergleich
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Abbildung 29: Absolutmengen (Mittelwert und Standardabweichung) des entstandenen Alkoholmetaboliten, aufge-
schliisselt nach cis- und trans-Isomeren — Normalserum (n = 7) und heterozygote Seren (n = 10) im Vergleich
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Ahnlich ausgeglichen stellt sich die Wiederfindung dar: Bezogen auf die absolut umge-
setzte Menge Substrat (Mivacurium) entstehen prozentual gesehen vergleichbare Mengen
an Saure und Alkohol sowie an cis- und trans-konfigurierten Metabolit-Gruppen bei einer

etwas hoheren Gesamtwiederfindung unter Einsatz heterozygoter Seren (s. Tabelle 21).

Tabelle 21: Prozentuale Anteile der aus Mivacurium entstandenen Sdure- und Alkoholmengen sowie Verteilung auf cis-
bzw. trans-Gruppen — Normalserum versus heterozygote Seren

Normalserum heterozygot
Umsatz_ M 8,32 MMol/L Umsatz_M 7,87 HMMol/L
umgesetzt zu (%) umgesetzt zu (%)
cis trans > cis trans >
Sre 294 51,3 80,7 Sre 31,1 55,5 80,7
Alk 0,3 97,1 97,4 Alk 0,9 107,7 97,4
> 29,7 148,4 > 32,0 163,2
Wiederfindung % 178,1 Wiederfindung % 195,3
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4 Diskussion
In der vorliegenden Arbeit wurden folgende wesentliche Ergebnisse gefunden:

1.  Mivacurium wird in-vitro durch Seren mit homozygot-atypischer Pseudocholines-
terase nicht metabolisiert: Die Halbwertszeiten von Mivacurium und seinen Isome-
ren unterscheiden sich nicht signifikant von denen unter Spontanzerfall der Sub-
stanz.

2. Normale Pseudocholinesterase setzt auch in-vitro bevorzugt die trans-konfigurier-
ten Mivacurium-Isomere um. Nach 120 Minuten sind 94% des initial gemessenen
ct-Isomers und 84% des tt-Isomers abgebaut, wihrend nur 13% des cc-Mivacurium
metabolisiert werden.

3. Normalserum-PChE und Seren mit heterozygot-atypischer Pseudocholinesterase
bauen Mivacurium in-vitro nach dem gleichen Muster ab, auch die prozentuale
Verteilung der entstehenden Metabolite weist keinen signifikanten Unterschied auf.

4. Die Absenkung der Metabolisierungstemperatur von 37°C auf 27°C fiihrt in-vitro
bei Einsatz von Normalserum zu einer deutlichen Verlangerung der Halbwertszei-

ten aller Isomere etwa um den Faktor 3.

In einzelnen Punkten sind die erhobenen Daten unerwartet bzw. uneinheitlich, daher sol-
len im Folgenden Einzelheiten der Versuchsanordnung und der Daten beleuchtet und, so-
fern moglich, in Bezug gesetzt werden zu Bedingungen und Ergebnissen themenverwand-
ter Studien anderer Untersucher. Schlielich werden Ansatzpunkt und Idee fiir

weiterflihrende Untersuchungen genannt und entwickelt.

4.1 Methodik

4.1.1 Seren

4.1.1.1 Kategorisierung der Seren

Die Auswahl der atypischen Seren fiir diese Studie bzw. ihre Einordnung in die Kategorie
homozygot oder heterozygot erfolgte ausschlieBlich anhand ihrer Dibucainzahlen. Abwei-
chend von den Vorgaben nach Knedel und Bottger [48] wurden Seren fiir diese Studie mit

einer Dibucainzahl von kleiner oder gleich 40 als homozygot eingestuft, solche mit
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Dibucainzahlen zwischen 41 und 78 als heterozygot. Beobachtungen (miindliche Mittei-
lung R. Laubinger) im Rahmen der Screening-Studie von Laubinger [58] hatten die Ver-
mutung nahegelegt, dass eine solchermallen abgednderte Eingruppierung das klinische
Metabolisierungsverhalten der Seren besser wiedergibt. Auch unter Anwendung dieser
weiter gefassten Grenzwerte erwies sich nachtriaglich in Anbetracht der Analyseergeb-
nisse ein Serum als falsch eingestuft: Serum 8 B, mit einer Dibucainzahl von 41 nach
obigen Kriterien formal den heterozygoten Seren zuzuordnen, muss aufgrund seines Me-

tabolisierungsverhalten als homozygot-atypisch betrachtet werden.

4.1.1.2 PChE-Konzentration

Die Versuchsansitze der vorliegenden Studie sind mit einer PChE-Aktivitét von lediglich
40 U/L versehen — einem Bruchteil der Aktivitét eines undiluierten Normalserums. Die
Wahl einer so geringen Enzymmenge erfolgte bewusst: Bei Voruntersuchungen mit
PChE-Konzentrationen, die physiologischen Bedingungen entsprachen (5000 U/L), fand
die Metabolisierung so schnell statt, dass nicht ausreichend Datenpunkte zur genauen

Analyse der Abbaukinetik erhoben werden konnten.

Auf den Zusatz von Albumin zum Reaktionsansatz wurde verzichtet, um eine Beeinflus-

sung der PChE-Funktion auszuschlieB3en.

4.1.2 Analytik

4.1.2.1 HPLC - Methode

Die Analyse der Proben erfolgte nach der von Biederbick [11] 1996 etablierten und ver-
offentlichten Methode. Andere bis dahin bekannte HPLC-Methoden [16, 55] erforderten
relativ gro3e Blutprobenvolumina und waren nicht geeignet zur Messung sowohl von

Mivacurium als auch seiner Metabolite innerhalb eines einzigen Analyseschrittes.

Biederbick arbeitet mit einem Gradienten fiir die mobile Phase, um nach den vier ver-
schiedenen Metabolitisomeren auch die drei Substratisomere von der Sdule ablésen zu
konnen. Im Rahmen der Etablierung der Methode fiir die vorliegende Studie war es not-
wendig, statt mit einem Gradientensprung mit einer stufenweise Verdnderung der Zusam-
mensetzung der mobilen Phase zu arbeiten, um eine saubere Trennung der Mivacurium-
Peaks zu erhalten. Moglicherweise spielten spezifische Eigenschaften der jeweiligen

Sdule als stationdre Phase hier eine Rolle. So war festzustellen, dass neben der Art der
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Packung der Séulen (identisches Fiillmaterial gepackt durch verschiedene Saulenlieferan-
ten) auch ein Wechsel herstellergleicher Séulen eine Verdnderung des Chromatogramm-

bildes nach sich ziehen konnte.

Die etablierten Bestimmungsgrenzen der HPLC-Methode nach Biederbick wurden in die-
ser Studie nicht unterschritten. Eine Ausnahme stellen einzelne Bestimmungen des cis-
Sauremetaboliten zum Zeitpunkt 0 Minuten dar: vereinzelt wurde dort die Bestimmungs-

grenze von 0,011 uMol/L geringfiigig unterschritten.

4.2 Ergebnisse

4.2.1 Normalserum

4.2.1.1 Abbaumuster und Halbwertszeiten

In-vitro setzt normale Serum-Pseudocholinesterase in der vorliegenden Studie bevorzugt
die trans-konfigurierten Mivacurium-Isomere um. Nach 120 Minuten sind bei einer Halb-
wertszeit von 29,7 £1,34 Minuten 94% des initial gemessenen ct-Isomers und 84% des
tt-Isomers (HWZ 43,9 +4,74 Minuten) abgebaut; dabei wird Mivacurium-ct statistisch
signifikant bevorzugt und schneller abgebaut als Mivacurium-tt. Nur 13% des cc-Miva-
curium werden metabolisiert (HWZ 752 £269 Minuten); der Verum-Abbau von M-cc un-

terscheidet sich wihrend des Beobachtungszeitraumes nicht von dem des Spontanzerfalls.

Laurin [59] fand, ebenfalls in-vitro, demgegeniiber einen nahezu kompletten Abbau bei-
der trans-konfigurierten Isomere (cis-trans zu 98%; trans-trans zu 100%) innerhalb von
etwa 4 Minuten, wihrend cis-cis nach 120 Minuten noch zu 30% unmetabolisiert nach-
gewiesen werden konnte. Dieser ungleich schnellere Metabolismus von cis-trans und
trans-trans ist in einem anderen Konzentrationsverhiltnis von Serum bzw. Pseudocholi-
nesterase auf der einen und Substrat auf der anderen Seite begriindet: Laurin inkubierte
die einzelnen Mivacurium-Isomere in einer Konzentration von 4,37 uMol/L (M-tt), 2,43
uMol/L (M-ct) und 0,49 uMol/L (M-cc) in undiluiertem Plasma. Uber die genaue Akti-
vitdt der Pseudocholinesterase wird keine Angabe gemacht, es handelt sich um gesunde

Probanden.

Die Versuchsansitze der vorliegenden Studie sind mit einer PChE-Aktivitét von lediglich

40 U/L versehen — einem Bruchteil der Aktivitit eines undiluierten Normalserums. Die
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Konzentration des Substrats Mivacurium im Versuchsansatz ist auf 10 pMol/L eingestellt
— entlang der Isomeranteile ergeben sich daraus Konzentrationen von 5,7 uMol/L fiir M-
tt, 3,7 uMol/L fiir M-ct und 0,6 uMol/L fiir M-cc; insgesamt etwas hoher als die von

Laurin verwendeten Konzentrationen.

Eine direkte Vergleichbarkeit der Halbwertszeiten ist wegen dieses gro3en Unterschieds
in der PChE-Aktivitit nicht gegeben. Ebenso wie die aufgefiihrten in-vitro- und in-vivo-
Studien (s. Tabelle 22 und Tabelle 23) zeigt aber auch die vorliegende Studie eine kiirzere
Halbwertszeit fiir M-ct im Vergleich zu M-tt. Das unterstiitzt die Annahme, dass das cis-
trans-Isomer moglicherweise aufgrund geringerer sterischer Hinderung [29, 36, 59] bes-
ser zugdnglich ist fiir den Angriff der Pseudocholinesterase als das trans-trans konfigu-
rierte Isomer und daher bevorzugt abgebaut wird. Dabei reichen die Unterschiede der
Halbwertszeiten (M-ct vs. M-tt) von rund 5% in-vivo [60] bis zu etwa 20% in-vitro [101].
In der vorliegenden Arbeit wurde eine um 32% kiirzere Halbwertszeit fiir M-ct (29,7

+1,34 Minuten) im Vergleich zu M-tt (43,9 +4,74 Minuten) gefunden.
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Tabelle 22: Aufstellung der in-vitro-Arbeiten — Halbwertszeiten, PChE-Aktivitit (Akt. PChE), Substratkonzentrationen
(Konz. Miva): Laurin [59]; Wiesner [101]; Lien [60] (personal communication); Cook [19]; ** nur Bestimmung der
Racemat-Halbwertszeit

Autor LAURIN WIESNER LIEN eigene Arbeit COOK 1989
(pers. comm.)
HWZ min. *
tt 0,89 0,76 0,83 439 1. 3.1
ct 0,756 0,61 1,3 29,7 2. 5,6
cc 67,2 nicht bestimmt 276 752 3 9,4
4. 17
5. 34,4
Akt. PChE U/L keine Angabe 5800 keine Angabe 40 1. 2900
(gesund) 2. 1490
3. 760
4. 440
5. 180
Konz. Miva puMol/L
tt 4,37 18uMol auf 4 ml? | keine Angabe 57
ct 2,43 18uMol auf 4 ml? | keine Angabe 3,7 18 pmol/L
cc 0,49 nicht bestimmt keine Angabe 0,6

Tabelle 23: Aufstellung der in-vivo-Arbeiten — Halbwertszeiten, PChE-Aktivitdt (Akt. PChE) und Substratkonzentrati-
onen (Konz. Miva): Lacroix [56], Head-Rapson [40], Lien [60], Cook [20]

Autor LACROIX HEAD-RAPSON LIEN COOK 1992
HWZ min.

tt 24 23 1,9 1.8
ct 2 2 1.8 1.4
cc 28,5 68 52,9 22

Akt. PChE U/L keine Angaben 932 UL 13,9 UL keine Angaben

(ASA lund II) (620-1370 normal) (8-18 normal) (ASA lund II)

Konz. Miva 0,15 mg/kg Bolus Infusion 15pg/kg/min, Infusion 5ug/kg/min, 0,15 mg/kg Bolus
dann 7,5ug/kg/min dann 10pg/kg/min
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Die von Lien genannten in-vitro-Halbwertszeiten wurden nicht im Rahmen einer Studie
veroffentlicht, sondern als Gespriachsmitteilung zitiert. Warum die fiir Mivacurium-ct er-

mittelte Halbwertszeit von denen der anderen Studien so deutlich abweicht, bleibt unklar.

4.2.1.2 Metabolitmuster und Recovery

Bislang bestand keine genaue Kenntnis dariiber, nach welchem Muster die unterschiedli-
chen Mivacurium-Isomere metabolisiert werden, insbesondere war unklar, zu welchem
Prozentsatz das ct-Isomer an seiner cis- bzw. trans-benachbarten Esterbindung angegrif-
fen wird. Eine Spaltung an der cis-Endung fiihrt zur Bildung von cis-Alkohol und trans-
Saure — im umgekehrten Fall entstehen trans-Alkohol und cis-Séure. Klarheit herrschte
lediglich dariiber, dass die ct-Metabolisierung, wie auch die der beiden anderen Isomere,
in zwei Schritten abliuft: Im ersten Schritt entstehen Saure und Alkohol, in einem zwei-
ten, wesentlich langsameren Schritt, wird die dabei entstandene Sdure ebenfalls zu Alko-

hol weiter metabolisiert.

V. Nigrovi¢ (personliche Mitteilung) stellte bereits gegen Mitte der 1990er Jahre Uberle-
gungen zu einem Metabolisierungsmodell an. Dabei stellt er u.a. die beiden Moglichkei-
ten der Spaltung des ct-Isomers einander gegeniiber und postuliert anhand eigener Unter-
suchungsergebnisse, dass die Pseudocholinesterase das Mivacurium-Molekiil generell
bevorzugt an der trans-konfigurierten Ester-Endung angreife und somit auch das ct-Iso-
mer bevorzugt von seiner trans-Endung her gespalten werde. Das wiirde dazu fiihren, dass
aus ct-Mivacurium zu gleichen Teilen trans-Alkohol und cis-Sdure entsteht (und nicht
cis-Alkohol und trans-Sédure), wobei die cis-Sdure im zweiten Schritt zu cis-Alkohol wei-
ter metabolisiert wird. Unter Beriicksichtigung der prozentualen Anteile der Mivacurium-
Isomere am Racematgemisch und unter der Annahme, dass aus cc-Mivacurium zu glei-
chen Teilen cis-Sédure und cis-Alkohol sowie aus tt-Mivacurium zu ebenfalls gleichen
Teilen trans-Alkohol und trans-Sdure werden, lassen sich die in Tabelle 24 und Tabelle
25 dargestellten Modellrechnungen A und B aufmachen. Vorausgesetzt wird dabei wei-
terhin, dass aus einem Molekiil Substrat (Mivacurium) letztlich zwei Molekiile Metabolit

entstehen; daraus ergibt sich eine rechnerische Recovery von 200%.
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Tabelle 24: Modell A nach Nigrovi¢ (Angabe der Isomeranteile am Mivacurium-Racemat in Prozent)

| Modell A W | oA 8 [ s [ Gesamt
| o 34% | 34% 4% | |
|t 60% 60% | 60% | |
| c 6% | 6% | 6% |

60% 40% 94% 6% 200%
| eigene Werte 97% 0,3% 51% 29% 178%

Tabelle 25: Modell B nach Nigrovi¢ (Angabe der Isomeranteile am Mivacurium-Racemat in Prozent)

| Modell B th [ cA 8 [ oS | Gesamt
B 34% 4% | | 3% |
|t 60% 60% | 60% | |
| o 6% | 6% | 6% |
94% 6% 60% 40% 200%
| eigene Werte 97% 0,3% 51% 29% 178%

Die Gegeniiberstellung dieser Modelle mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie, als
letzte Zeile in beiden Tabellen eingefiigt, zeigt eine gute Ubereinstimmung mit Rechen-
modell B und unterstiitzt Nigrovi¢s These, dass das ct-Isomer bevorzugt, wenn nicht gar
ausschlieBlich, von seiner trans-Endung her gespalten wird. Gleichzeitig wird deutlich,
dass die in der vorliegenden Studie innerhalb eines Beobachtungszeitraumes von 120 Mi-
nuten erlangten Ergebnisse liberwiegend den ersten der beiden Metabolisierungsschritte
abbilden. Kleine Abweichungen von den Modellzahlen diirften u.a. in einer noch nicht
vollstdndigen Aufspaltung der Substratmenge begriindet sein: Nach 120 Minuten liegen
7% des ct- und 16% des tt-Isomers noch unverandert vor; M-cc wird quasi nicht metabo-
lisiert. Dariiber hinaus ist anzunehmen, dass zumindest kleine Mengen des Sdure-Meta-
boliten (insbesondere trans-Sdure, s.u.) bereits den zweiten Metabolisierungsschritt

durchlaufen haben und weiter zu Alkohol abgebaut worden sind.
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Die Studie von Laurin [59], in der, im Gegensatz zur vorliegenden Studie, die drei iso-
lierten Mivacurium-Isomere in Normalserum inkubiert werden, unterstiitzt diese Ergeb-
nisse. Laurin konnte beweisend zeigen, dass in-vitro aus dem tt-Isomer zu gleichen Teilen
trans-Saure und trans-Alkohol und aus dem cc-Isomer — wesentlich langsamer — zu glei-
chen Teilen cis-Sdure und cis-Alkohol entstehen, wéahrend das isolierte ct-konfigurierte
Isomer hingegen fast ausschlielich zu trans-Alkohol (cis-Alkohol <1%) und cis-Siure
im Verhiltnis von 1:1 abgebaut wird. Anders als in der vorliegenden Studie verfolgt Lau-
rin den zweiten, deutlich langsameren Metabolisierungsschritt des entstandenen interme-
didren Sdauremonoesters weiter zu Alkohol nicht innerhalb desselben Assays, sondern in-
kubiert ein isoliertes Sauremonoester-Racemat (26,3% cis-Saure, 66,3% trans-Séure) fiir
eine Dauer von 420 Minuten und bildet damit den zweiten Metabolisierungsschritt unab-
hingig vom ersten ab. Dabei zeigt sich, dass die trans-Séure in-vitro relativ ziigig zu trans-
Alkohol gespalten wird, wihrend die cis-Séure auch nach 420 Minuten fast unveréndert
vorliegt, die Weitermetabolisierung von cis-Sdure zu cis-Alkohol also deutlich langsamer
vor sich geht. Laurin geht davon aus, dass bei der vollstindigen Metabolisierung von
Mivacurium aus 100% Substrat letztlich 200% Alkohol-Metabolit entstehen — wobei sie
Hinweise sieht, dass der enzymatische Abbau bei der in-vivo-Elimination des cis-Séure-

Metaboliten moglicherweise nur eine geringe Rolle spielt.

Die von Nigrovi¢ angestellten Uberlegungen lassen sich mit Kenntnis der Studie von
Laurin weiterfithren und um den zweiten Metabolisierungsschritt ergdnzen. Da Laurin in-
vitro zeigen konnte, dass Mivacurium-ct (fast) ausschlieBlich zu cis-Siure und trans-Al-
kohol gespalten wird und auch die Metabolisierung des Sduremetaboliten isoliert weiter-
verfolgt hat, konnen nun Aussagen dariiber getroffen werden, in welchem Verhéltnis zu-
einander die beiden Endprodukte trans-Alkohol und cis-Alkohol zu Ende der
vollstdndigen Mivacurium-Metabolisierung stehen. Tabelle 26 zeigt das um den zweiten
Metabolisierungsschritt erweiterte Modell B, Tabelle 27 die analogen Berechnungen auf
der Basis der Zahlen der vorliegenden Studie: Rein rechnerisch fiihrt die vollstindige
Mivacurium-Metabolisierung zur Entstehung von 200% Alkoholmetabolit im Verhéltnis

von ndherungsweise 3:1 zugunsten des trans-Alkohol.
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Tabelle 26: Modell B nach Nigrovic, erweitert um den 2. Metabolisierungsschritt nach Laurin

MODELL B

tA
2. Metabolisierungsschritt 94% cA
tS 60% 60% 6%
cS 40% 40%
> 154% 46% 200%

Anhand Tabelle 27 ist ersichtlich, dass in der vorliegenden Untersuchung die angenom-
menen Modellzahlen aus Tabelle 26 bei ausreichender Metabolisierungsdauer ndherungs-
weise erreicht werden, wenn man in Betracht zieht, dass das eingesetzte Substrat nicht
restlos, sondern innerhalb des Beobachtungszeitraums von 120 Minuten nur zu rund 83%
umgesetzt wurde. Fiir den cis-Alkohol ergibt sich eine groBere Diskrepanz, die u.a. in der

von 200% abweichenden Gesamtwiederfindung begriindet sein mag.

Tabelle 27: Modell B nach Nigrovi¢/Laurin mit den Zahlen der vorliegenden Studie

vorliegende Studie

tA
2. Metabolisierungsschritt 97% cA
tS 51% 51% 0,3%
cS 29% 29%
> 148% 30% 178%

Insgesamt untermauern die Ergebnisse der vorliegenden Studie sowohl die Untersuchun-
gen von Laurin als auch die Richtigkeit des von Nigrovi¢ postulierten Modells beziiglich

des ct-Metabolismus.

4.2.1.3 Temperaturabhangigkeit

Die Temperaturabhidngigkeit enzymgesteuerter Stoffwechselvorginge ist bekannt: Eine
Temperaturanderung kann sowohl zu einer Konformationsédnderung des Enzyms als auch
zu einer geringeren Enzymaktivitdt fiihren — beide Mechanismen kdnnen, einzeln oder

gemeinsam, in einer geringeren Metabolisierungsrate des Substrats resultieren [100].

Eine Absenkung der Reaktionstemperatur von 37°C auf 27°C resultierte in der vorliegen-
den Studie statistisch signifikant in einer Verdreifachung der Mivacuriumhalbwertszeiten

sowie in einem Riickgang des Mivacuriumgesamtumsatzes um 44%.
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Rump [89] konnte in seiner in-vivo-Studie unter cardiopulmonalem Bypass (CPB) keinen
Unterschied der PChE-Aktivitit feststellen zwischen den Patienten, die sich unter
Normothermie und denen, die sich unter Hypothermie (28°C) einer koronarchirurgischen
Operation unterzogen. Beide Gruppen zeigten unter CPB eine Reduktion der Cholines-
terase-Aktivitdt um 37%. Dieser Wert ist vergleichbar mit dem Ergebnis (42%) der Studie
von Diefenbach [23]: Diefenbach untersuchte Verdnderungen der PChE-Aktivitit unter

normothermem CPB.

Bei den unter Hypothermie, aber noch vor Beginn des CPB gewonnenen Blut-Proben
konnte Rump keine Reduzierung der PChE-Aktivitét feststellen; allerdings wurden die
Aktivitditsmessungen bei 37°C durchgefiihrt. Rump schlieft daraus, dass der unter CBP
zu verzeichnende PChE-Aktivititsriickgang iiberwiegend auf die mit dem CPB einher
gehenden Verdiinnungsprozesse zurlickzufiihren ist und es unter Hypothermie zu keiner
bleibenden Aktivititsverringerung der Pseudocholinesterase kommt. Ein passagerer Ak-
tivitdtsriickgang unter Hypothermie hingegen kann nicht ausgeschlossen werden, da die
Aktivitdtsmessungen nicht unter Hypothermie durchgefiihrt wurden; auch Rump geht da-
her von einer zusitzlichen, temperaturbedingten Verringerung der PChE-Aktivitdt unter

Hypothermie aus.

Gruber [35] konnte zeigen, dass Fluorid (10 uMol/L) in-vitro unter milder (34°C) und
moderater (28°C) Hypothermie zu keiner Beeintrachtigung der Halbwertszeit von Miva-
curium-ct und Mivacurium-tt fiihrt, es in tiefer (18°C) Hypothermie unter Fluorid-Zusatz
jedoch zu einer Zunahme der Halbwertszeit um 46% (M-ct) und 42% (M-tt) kommt im
Vergleich zu Fluorid-freien Proben bei gleicher Temperatur. Eine isolierte Analyse der
Halbwertszeit-Zunahmen unter Absenkung der Metabolisierungstemperatur ohne Fluo-

ridzusatz legt der Untersucher nicht vor.

Die vorliegende Studie unterstiitzt die Annahme von Rump, dass auch die Aktivitit des
Enzyms Pseudocholinesterase temperaturabhéngig ist und eine Absenkung der Metaboli-

sierungstemperatur zu einem passageren Aktivitétsverlust des Enzyms fiihrt.
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4.2.2 Atypische Seren

4.2.2.1 Homozygote Seren

Wie klinische Beobachtungen [32, 57, 63] und die Ergebnisse klinischer Studien [79, 80]
bereits erwarten lieen, setzten die fiinf untersuchten, als homozygot-atypisch klassifi-
zierten Patientenseren in-vitro keine relevanten Mengen an Mivacurium um. Die Halb-
wertszeiten von Mivacurium und seinen Isomeren unterscheiden sich statistisch nicht sig-
nifikant von denen unter Spontanzerfall der Substanz, ebenso wenig konnte ein
bevorzugter Abbau eines der Mivacurium-Isomere beobachtet werden. Das korreliert mit
der durch Cook [19] durchgefiihrten in-vitro-Untersuchung eines einzelnen homozygoten
Serums (Dibucainzahl 25, PChE-Aktivitdt 1200 U/L). Weitere in-vitro-Studien zum Me-

tabolisierungsverhalten homozygot-atypischer Seren liegen nicht vor.

Die Seren 8B (sekundir als homozygot-atypisch klassifiziert), 14B und 13B (beide ho-
mozygot-atypisch) (s. Tabelle 6, Kapitel 2.1.4.2) stammen von Patienten, die im klinisch-
operativen Alltag der Universitétskliniken KSln durch eine deutlich prolongierte Muskel-
relaxation nach Applikation von Mivacurium (oder Succinylcholin) im Rahmen einer In-
tubationsvollnarkose auffallig geworden waren. Um die Beweiskette endgiiltig schlieBen
zu konnen, miisste eine genetische Typisierung u.a. mittels PCR [42, 43] zum eindeutigen
Nachweis des Vorliegens einer homozygot-atypischen Pseudocholinesterase (genetische
Nomenklatur: AA) bei diesen Patienten durchgefiihrt werden. Die niedrige PChE-Aktivi-
tat, die niedrigen Dibucainzahlen aller drei Seren, die fehlende Metabolisierung von
Mivacurium innerhalb des Messzeitraumes von zwei Stunden sowie die damit einherge-
henden extrem langen Halbwertszeiten konnten beispielsweise auch einem heterozygot-
silenten und heterozygot-atypischen Genotypen (genetische Nomenklatur: AS) entspre-
chen [67, 80]: Nach La Du sind 20-25% der als homozygot-atypisch (AA) Klassifizierten
tatsachlich Trager einer heterozygot-silenten (AS) Pseudocholinesterase [54]; diese Un-

terscheidung kann nur mit Hilfe einer DNA-Analyse getroffen werden.

Auffillig ist das oben erwéhnte Serum 8B, ebenso wie das Serum 4B, noch unter einem
anderen Aspekt. Serum 4B, nach den Referenzwerten von Knedel und Béttger [48] mit
einer Dibucainzahl von 34 als heterozygot-atypisch einzustufen, wurde in der vorliegen-
den Arbeit aufgrund der weitergefassten Kriterien bereits primér als homozygot-atypisch

gefiihrt. Serum 8B (Dibucainzahl 41) hingegen war auch nach den hier angewendeten
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modifizierten Referenzwerten (heterozygot 40-78, homozygot unter 40) zunédchst dem
Pool der heterozygoten Seren zugeordnet worden. Beide Seren zeigten in-vitro ein ho-
mozygotes Metabolisierungsverhalten: Es kommt wihrend 120 Minuten zu keinem vom

Spontanzerfall abweichenden Mivacurium-Umsatz.

Obwohl in bis zu 89% der Fille das Vorliegen einer heterozygot-atypischen Genvariante
mit dem Vorliegen der hdufigen K-Variante vergesellschaftet ist, kann nach Bartels [9]
nicht davon ausgegangen werden, dass dies zu einer Augmentierung der Atypie und damit
zu einer deutlicheren Abnahme der Metabolisierungsfahigkeit fiihrt als bei Vorliegen der
heterozygot-atypischen Variante allein — dieser Erkldrungsansatz scheidet folglich zur Er-
hellung der beobachteten Diskrepanzen zwischen formaler Zugehorigkeit (Einordnung

anhand der Dibucainzahl) und in-vitro-Metabolisierungsverhalten der beiden Seren aus.

Eine andere Interpretationsmoglichkeit bietet ein von Rosenberg [87] dokumentierter
Fallbericht: Eine nach konventioneller biochemischer Testung heterozygot-atypisch (UA)
erscheinende Patientin zeigt nach Gabe von Mivacurium klinisch ein homozygot-atypi-
sches Verhalten. Nach DNA-Analyse wird die Patientin als homozygot-atypisch (AA)
eingestuft. Das Vorliegen einer heterozygot-silenten Konfiguration (AS) schlieit die
DNA-Analyse nach Meinung der Untersucher jedoch ebenfalls nicht aus, da nicht das
gesamte PChE-Gen sequenziert wurde und eine auf einer Deletion beruhende silente Gen-

konfiguration hétte unentdeckt bleiben konnen.

4.2.2.2 Heterozygote Seren

4.2.2.2.1 Abbaumuster und Halbwertszeiten

In dieser in-vitro-Untersuchung konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwi-
schen dem Mivacurium-Abbaumuster normaler und heterozygoter Seren gefunden wer-
den. Auch die Mivacuriumhalbwertszeiten unter Einsatz der heterozygoten Seren weisen
im Vergleich zum Einsatz von Normalserum keinen statistisch signifikanten Unterschied

auf.

Eine Ausnahme stellt die fiir M-cc gemessene Halbwertszeit dar: Die statistische Priifung
ergibt eine signifikant kiirzere Halbwertszeit bei Einsatz des Verum im Vergleich zum
Spontanzerfall — ein Unterschied, der sich bei der statistischen Priifung der Konzentrati-
onsabsolutwerte nicht reproduzieren ldsst. Es bleibt an dieser Stelle unklar, ob diese In-

kongruitét in einer Messungenauigkeit begriindet liegt, oder ob sich dahinter der Hinweis
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auf eine bevorzugte Metabolisierung des cc-Isomers durch heterozygote Seren in-vitro

verbergen konnte.

Weitere in-vitro-Arbeiten zur Pharmakodynamik von Mivacurium in Inkubation mit he-
terozygot-atypischen Patientenseren liegen nicht vor; in klinischen Beobachtungen sowie
in in-vivo-Studien wird eine deutliche Verldngerung der Mivacuriumwirkung bei Patien-

ten beschrieben, die beziiglich ihrer PChE-Merkmale heterozygot-atypisch sind.

In einer Studie mit 17 heterozygoten Merkmalstragern fand Ostergaard 1993 [79] eine
signifikante Verldngerung aller Erholungsparameter der neuromuskulidren Blockade nach
einer Mivacurium-Bolusapplikation (0,2 mg/kg KG) im Vergleich zu phinotypisch nor-

malen Patienten.

In einer weiteren Studie arbeitete Ostergaard 2003 [82] mit kontinuierlicher Mivacuri-
umgabe per infusionem. @stergaard untersuchte 32 Patienten, die beziiglich ihrer PChE-
Merkmale heterozygot-atypisch waren (Dibucainzahlen zwischen 47 und 70) und ver-
glich ihre Ergebnisse mit denen normaler Merkmalstriger aus vorangegangenen Studien.
Sie fand bei den heterozygot-atypischen Merkmalstrigern eine langsamere spontane Er-
holungsrate der neuromuskuldren Blockade, eine um 30% geringere Clearance fiir ct und
eine um 50% geringere fiir tt — im Gegensatz zu normalen Merkmalstrdgern aber keinen
Clearance-Unterschied zwischen den beiden Isomeren. Die Halbwertszeiten fiir M-ct und
M-tt waren um das 2- bis 3-Fache verldngert; eine Korrelation zwischen der PChE-Akti-
vitdt und der Hohe der Infusionsrate bestand nicht, wohl aber eine Korrelation zwischen

PChE-Aktivitit und der Clearance des ct-Isomers — nicht jedoch fiir das tt-Isomer.

Diese Ergebnisse decken sich nicht mit den Ergebnissen der vorliegenden in-vitro-Studie;
die Griinde dafiir mdgen in einer zu kleinen Stichprobe letzterer liegen. Denkbar wére
auch, dass die Pseudocholinesterase in-vivo hemmenden Einfliissen ausgesetzt ist, die das

in-vitro-Experiment nicht erfasst.

Dariiber hinaus jedoch lassen die hohen Streubreiten (bis zu 57%) insbesondere beziiglich
der nach 120 Minuten noch vorhandenen Mengen nicht umgesetzten Substrates vermu-
ten, dass es moglicherweise Unterschiede in der Metabolisierungskapazitit auch inner-
halb der Gruppe der untersuchten heterozygoten Seren gibt. Im Folgenden sollen daher

die heterozygot-atypischen Einzelseren einer genaueren Betrachtung unterzogen werden,
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zumal auch hier drei der Seren von Spendern stammen, die klinisch durch deutlich ver-
langerte Relaxation bzw. die Notwendigkeit zur postoperativen Nachbeatmung auffillig

geworden waren (6B, 9B und 12B, s. Tabelle 7, Kapitel 2.1.4.2).

Betrachtet man die fiir die 10 verschiedenen Seren bestimmten Halbwertszeiten, so fallt
auf, dass die Seren 1B, 6B, 9B, 12B und 1349 der Liste (darunter die drei obengenannten
von auffillig gewordenen Patienten) sowohl fiir M-ct als auch fiir tt deutlich {iber dem
Mittelwert liegende Halbwertszeiten (s. Tabelle 19) aufweisen — mit einer Ausnahme: Die
Halbwertszeiten des Serums 6B liegen mit 33 Minuten fiir M-ct und mit 54 Minuten fiir
M-tt unterhalb des Mittelwerts. Mit Ausnahme des Serums 1B (50%) haben alle Seren
eine Dibucainzahl zwischen 75% und 77%, ihre gemessene Gesamtaktivitét reicht von
hochnormal (Serum 1349; 5225 U/L) bis zu deutlich erniedrigt (Serum 12B; 1416 U/L).
So wird deutlich, dass diese beobachteten Unterschiede und ihre klinische Auswirkung
beziiglich einer verldngerten Muskelrelaxation nicht allein durch die Kenntnis von Di-
bucainzahl und PChE-Gesamtaktivitdt verldsslich vorhersagbar sind. Unterstiitzt wird
diese Sichtweise von der statistischen Analyse: Weder zwischen gemessenen Mivacu-
rium-Halbwertszeiten und Dibucainzahl der untersuchten heterozygoten Seren noch zwi-
schen Mivacurium-Halbwertszeiten und der jeweiligen PChE-Aktivitit besteht eine sta-

tistisch nachweisbare Abhédngigkeit.

Ein Erkldrungsansatz fiir dieses uneinheitliche Bild der Gruppe der heterozygoten Seren
mag darin begriindet liegen, dass das Serum jedes einzelnen heterozygot-atypischen Gen-
tragers eine Mischung ganz unterschiedlicher Anteile an normaler und atypischer Pseu-
docholinesterase darstellt [67]. Mdglicherweise fiihrt das auch hier mit einer grofen Va-
riationsbreite zu einer individuellen Metabolisierungsféhigkeit jedes einzelnen Patienten-
Serums: Ostergaard beschrieb ebenfalls eine grofle interindividuelle Varianz muskularer

Erholungsparameter ihrer heterozygot-atypischen Probanden in-vivo [79].

Beziiglich der klinisch auffillig gewordenen Trager der Seren 6B, 9B und 12B muss ein
besonderes Augenmerk auf die Tatsache gelegt werden, dass ein mit konventionellen bi-
ochemischen Methoden getestetes und als heterozygot-atypisch klassifiziertes Serum in-
vivo dennoch eine hohe Mivacurium-Sensibilitit zeigen kann [17, 87] — somit mag fiir
diese Seren das Vorliegen weiterer Genverdnderungen oder aber eine zusétzliche, erwor-

bene Beeintridchtigung der PChE-Aktivitdt eine Rolle spielen.
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4.2.2.2.2 Metabolitmuster und Recovery

Mit Ausnahme einer statistisch signifikant hheren cis-Alkoholentstehung konnte die Un-
tersuchung der zehn heterozygoten Seren dieser Arbeit keinen Unterschied im Muster der
Metabolitentstehung im Vergleich zum Einsatz von Normalserum-PChE nachweisen. Ab-
weichend von der Metabolisierung durch Normalserum entstand bei Einsatz heterozygo-
ter Seren mit 0,07 £0,02 uMol/L (vs. 0,0 3 £0,02 uMol/L) mehr als die doppelte Menge
an cis-Alkohol-Metabolit. Dies erscheint trotz der statistischen Signifikanz nicht wegwei-
send, da die Absolutmengen des gemessenen cis-Alkoholmetaboliten sehr gering sind und

sich nahe der Bestimmungsgrenze von 0,02 uMol/L bewegen.

Die Aufschliisselung der gemessenen Absolutwerte in prozentuale Anteile entstandener
Séure- bzw. Alkoholmetabolite und in cis- bzw. transkonfigurierte Metabolite bei Einsatz
normaler bzw. heterozygot-atypischer Pseudocholinesterase (Tabelle 21, Kapitel 3.2.3.3)
ergibt ein einheitliches Bild: Es entstehen zu gleichen Anteilen Saure (80,7% vs. 80,7%)
und Alkohol (97,4% vs. 97,4%); die jeweiligen Anteile an cis- bzw. trans-Metaboliten
unterscheiden sich nur wenig, ebenso wie die prozentuale Summe der gesamten cis-kon-
figurierten (29,7% vs. 32%) Metabolitanteile. Der etwas groBBere Unterschied zwischen
den Summen der entstandenen trans-konfigurierten Metabolite (148,4% vs. 163,2%) liegt
moglicherweise in der unterschiedlich hohen Wiederfindung der beiden Serengruppen
begriindet. In jedem Falle aber ist das Mengen-Verhiltnis der entstandenen cis- bzw.
trans-Metabolite zueinander konstant und liegt in beiden Gruppen bei 1:5 zugunsten der

trans-Konfiguration.

Andere Studien zu Metabolitmuster und Recovery bei Metabolisierung von Mivacurium

durch heterozygot-atypische Seren liegen nicht vor.

4.3 Limitierung

Die Gegeniiberstellung der Ergebnisse dieser Studie insbesondere mit den Ergebnissen
der in-vivo-Studie zu heterozygoten Seren von Ostergaard [82] macht deutlich, dass eine
Ubertragung der in-vitro-Befunde auf den klinischen Alltag keinesfalls erfolgen kann: es
muss bezweifelt werden, ob Merkmalstrager heterozygoter PChE-Eigenschaften, deren

Seren in-vitro keinen Unterschied in ihrer Metabolisierungskapazitét zu Normalseren auf-
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weisen, auch in vivo eine reguldre Pharmakokinetik und -dynamik zeigen; in-vitro-Halb-
wertszeiten, Dibucainzahl und PChE-Aktivitit reichen nicht aus, um das Verhalten einer

heterozygot-atypischen Pseudocholinesterase in-vivo zuverldssig vorhersagen zu konnen.

4.4 Klinische Relevanz und Ausblick

4.4.1 Konsequenz im klinischen Alltag

Die vorliegende Studie zeigt, dass die Feststellung der Dibucainzahl allein keine verlass-
liche Aussage dariiber erlaubt, ob der Einsatz von Succinylcholin oder Mivacurium bei
einem Patienten unbedenklich ist. Eines der 15 in-vitro untersuchten Patientenseren (Se-
rum 8B) zeigte, obwohl formal (nach den Kriterien der vorliegenden Arbeit) anhand sei-
ner Dibucainzahl von 41 den heterozygot-atypischen Seren zuzuordnen, innerhalb des
Messzeitraumes von 120 Minuten keinerlei Substratumsatz — und somit ein ,,homozygot-
atypisches® Metabolisierungsverhalten. Ein weiteres Serum (4B; Dibucainzahl 34), in
dieser Arbeit als homozygot gefiihrt, nach gingigen Kriterien (Knedel/Bottger) jedoch als
heterozygot einzustufen, zeigte innerhalb des Beobachtungszeitraumes von 120 Minuten
ebenfalls keinen Umsatz des Substrates Mivacurium. Weitere drei als heterozygot klassi-
fizierte Seren (6B, 9B, 12B) zeigten zwar in-vitro keinen Unterschied zur Metabolisie-
rungsfahigkeit des inkubierten Referenz-Normalserums — ihre Trédger waren aber dennoch

mit deutlich prolongierter Muskelrelaxation klinisch aufféllig geworden.

Aufgrund dieser Beobachtung und der unter 4.2.2.1, 4.2.2.2 und 4.3 angestellten Uberle-
gungen muss de facto empfohlen werden, bei allen Patienten, deren Dibucainzahl bekannt
ist und unter 50 liegt, auf den Einsatz von Mivacurium und Succinylcholin zu verzichten,
da mit dem Vorliegen einer PChE-Atypie von ausgeprigt klinischer Relevanz gerechnet
werden muss. Es sollte sogar erwogen werden, bei allen aufgrund ihrer Dibucainzahl als
heterozygot-atypisch detektierten Patienten auf diese beiden Relaxantien zu verzichten,
da immer auch eine weitere klinisch relevante Mutation — insbesondere die der silenten
Variante — vorliegen und zu einer noch deutlicheren Beeintrachtigung der PChE-Metabo-

lisierungsfahigkeit in-vivo filhren kdnnte [67, 87].

Sollte es dennoch zu einem durch Mivacurium verursachten verldngerten neuromuskulé-

ren Block kommen, kann dieser durch kompetitive Cholinesterase-Hemmer wie Neostig-
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min, Pyridostigmin oder Edrophonium aufgehoben werden — Substanzen, die die Kon-
zentration von Acetylcholin am Rezeptor erhdhen. Eine Antagonisierung kann in Ausnah-
mefillen bei stark verminderter Plasmacholinesterase-Aktivitit oder homozygot-atypi-
scher Plasmacholinesterase erwogen werden [32, 78, 81]. Eine durch Mivacurium
bedingte 70-90%ige Hemmung der neuromuskuliren Ubertragung kann mit Neostigmin
in einer Dosis von 0,02 bis 0,06 mg/kg Korpergewicht aufgehoben werden [31, 73, 90].
Eine hochdosierte Gabe von Cholinesterasechemmern oder Pseudocholinesterase bei tiefer
neuromuskuldrer Blockade erscheint allerdings dennoch nicht sinnvoll, da Neostigmin
neben der Acetylcholinesterase ebenfalls die Plasmacholinesterase hemmt und auch Ed-
rophonium nicht zu einer schnellen Antagonisierung der Mivacurium-induzierten neuro-
muskulidren Blockade fiihrt [76]. Eine weitere Mdoglichkeit zur Authebung der muskelre-
laxierenden Wirkung von Mivacurium ist die Gabe von hochgereinigter humaner
Pseudocholinesterase [75, 102], die aufgrund der Kostenintensitit Patienten mit PChE-
Atypien vorbehalten bleiben sollte [81]; die Verabreichung von Frischplasmen ist wegen

der Infektionsgefahr nicht zu empfehlen.

Das risikodrmste Vorgehen bei prolongierter Mivacurium-Wirkung scheint bisher das Ab-

warten der Spontanerholung unter Analgosedierung und Beatmung zu sein.

4.4.2 Ausblick

4.4.2.1 Genotypisierung

Aufgrund der oben ausgefiihrten Beobachtungen erscheint die Erweiterung der erhobenen
Parameter um die molekularbiologische Genotypisierung der Seren als notwendige Vo-
raussetzung fiir weitere Untersuchungen zur Atypie von Pseudocholinesterasen in-vitro.
Die zweifelsfreie Einordnung eines Serums als homo- oder heterozygot-atypisch kann
nur mittels molekularbiologischer Genotypisierung gewéhrleistet werden [8, 43, 67]. Eine
Korrelation des Genotyps mit biochemischen Unterscheidungskriterien wie Dibucain-
zahl, PChE-Aktivitit und Substrathalbwertszeiten in-vitro konnte eine Ergdnzung zu vor-

liegenden in-vivo-Studien darstellen.
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4.4.2.2 Einflusse auf die PChE-Aktivitat in vivo

Im Rahmen des Erlernens der Methodik zu dieser Studie wurde isolierte Pseudocholines-
terase eingesetzt. Dabei zeigte sich, dass isolierte humane Pseudocholinesterase gut ein
Drittel mehr Substrat umzusetzen vermag als eine gleiche im menschlichen (Normal-)Se-

rum befindliche Menge des Enzyms.

Dieser Nebenbefund ist vor dem Hintergrund bisheriger Uberlegungen [59] interessant,
die davon ausgehen, dass die in in-vivo-Studien beobachtete generell langsamere Miva-
curium-Metabolisierung im Vergleich zu in-vitro-Studien durch Umverteilung des Sub-
strats in andere Kompartimente bedingt ist. In der vorliegenden Studie ist dieser Faktor
durch die Begrenzung auf ein einziges Kompartiment (Reaktionsgeféss) ausgeschlossen
— dennoch zeigte isolierte humane Pseudocholinesterase eine um etwa 30% hohere Um-
satzkapazitdt als eine equipotente Menge in menschlichem Serum befindliche Pseudocho-

linesterase unter gleichen Bedingungen.

Dies ist moglicherweise ein Hinweis darauf, dass im Serum befindliche Stoffe (andere
Proteine?) eine hemmende Wirkung auf die Funktion der Pseudocholinesterase ausiiben

und konnte Gegenstand einer weiterfithrenden Untersuchung sein.
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5 Zusammenfassung

Das Muskelrelaxans Mivacurium wird durch die im Serum befindliche Pseudocholines-
terase (PChE) abgebaut. Neben einigen Erkrankungen kann auch das Vorliegen atypischer
PChE zu einer Funktionseinbufle der PChE und damit zu einer verldngerten Wirkdauer
des Pharmakons fiihren. Es hat klinische Fille gegeben, in denen Patienten, die sich einer
Vollnarkose unter Einsatz von Mivacurium unterzogen, ein verzdgertes Aufwachverhal-
ten aufgrund eines Relaxansiiberhang mit der Notwendigkeit zur Nachbeatmung zeigten.
Laborchemische Untersuchungen (u.a. Dibucainzahl) des Serums der betroffenen Patien-

ten wiesen sie als Trédger einer atypischen PChE aus.
Fragestellung

Folgt der Abbau der Mivacurium-Isomere durch Seren mit normalen PChE-Merkmalen
in-vitro dem gleichem Abbaumuster wie in-vivo? Wird Mivacurium durch atypische
PChE enthaltende Seren auch in-vitro langsamer umgesetzt und lassen sich dabei Unter-
schiede zwischen homo- und heterozygoten Seren beobachten? Sind Unterschiede im Ab-
baumuster von Mivacurium und den entstehenden Metaboliten bei Einsatz von atypischen
Seren im Vergleich zu Seren normaler PChE-Merkmalstridger zu beobachten? Wie wirkt
sich die Absenkung der Metabolisierungstemperatur auf den enzymatischen Abbau von

Mivacurium in-vitro aus?
Methoden

Die einer PChE-Aktivitdt von 40 U/L entsprechende Menge 5 homozygoter und 10 hete-
rozygoter Seren von entweder klinisch durch Relaxansiiberhang auffillig gewordenen
oder laborchemisch im Rahmen einer Screening-Studie anhand ihrer Dibucainzahl als
Trager atypischer PChE ausgewiesener Patienten wurden jeweils einer auf eine Mivacu-
rium-Konzentration von 10 uMol/L eingestellten Pufferlésung zugegeben und bei 37°C
inkubiert. Dabei wurden {iber einen Zeitraum von 120 Minuten zu definierten Zeitpunkten
Proben entnommen und die PChE durch Zugabe eines Enzyminhibitors inaktiviert. Pa-
rallel dazu wurde in einem Reaktionsansatz ohne Zugabe von PChE der Spontanzerfall
von Mivacurium erfasst. Nach Aufbereitung der Proben wurde das Substanzgemisch mit-
tels der HPLC-Methode nach Biederbick analysiert und die Konzentrationen aller Iso-
mere einzeln bestimmt. Mivacurium ist ein Gemisch dreier Struktur-Isomere (cis-cis, cis-

trans und trans-trans), seine Metabolite, eine Sdure und ein Alkohol, liegen ebenfalls als
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cis- und trans-Isomere vor. Die Konzentrationen dieser 7 verschiedenen Substanzen wur-
den gemessen und basierend auf den ermittelten Substratkonzentrationen die Halbwerts-
zeiten von Mivacurium und seinen Isomeren mit Hilfe der Software TOPFIT® 2.0 be-

stimmt. Als Referenz diente Probandenserum eines Patienten mit normaler Dibucainzahl.

Verglichen wurden die Konzentrationsverldufe und Halbwertszeiten von Mivacurium und
seinen Isomeren sowie die Konzentrationsverldufe der Metabolite und ihren Isomeren bei
37°C in Abhéngigkeit von der Provenienz der eingesetzten PChE: Normalserum oder aty-
pische Seren (homo-/heterozygot). Versuchsansitze unter Einsatz isolierter humaner
PChE dienten dem Erlernen der Methodik. Das Metabolisierungsverhalten von Nor-

malserum wurde zusédtzlich bei 27°C untersucht (Temperaturabhéngigkeit).
Ergebnisse

Auch in vitro setzt normale PChE bevorzugt die trans-konfigurierten Mivacurium-Iso-
mere um. Nach 120 Minuten sind bei einer Halbwertszeit von 29,7 +1,34 Minuten 94%
des initial gemessenen ct-Isomers und 84% des tt-Isomers (HWZ 43,9 +4,74 Minuten)
abgebaut; dabei wird Mivacurium-ct statistisch signifikant schneller abgebaut als Miva-
curium-tt. Nur 13% des cc-Mivacurium werden metabolisiert (HWZ 752 £269 Minuten);
der Verum-Abbau von M-cc unterscheidet sich wihrend des Beobachtungszeitraumes

nicht von dem des Spontanzerfalls.

Mivacurium wird durch Seren mit homozygot-atypischer PChE nicht metabolisiert: die
Halbwertszeiten von Mivacurium und seiner Isomere unterscheiden sich nicht signifikant
von denen unter Spontanzerfall der Substanz. In dieser in-vitro-Studie wiesen heterozy-
gote Seren gegeniiber Normalserum-PChE keine veridnderte Metabolisierungscharakte-
ristik auf; dabei bauen Normalserum-PChE und heterozygot-atypische PChE Mivacurium
nach dem gleichen Muster ab. Auch die prozentuale Verteilung der entstehenden Meta-

bolite zeigt keinen signifikanten Unterschied.

Die Absenkung der Metabolisierungstemperatur von 37°C auf 27°C fiihrt unter Einsatz
von Normalserum-PChE zu einer anndhernden Verdreifachung der Halbwertszeit der
Mivacurium-Isomere und zu einem Riickgang des Gesamtmivacurium-Umsatzes um

44%.
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Schlussfolgerung

In-vitro kommt es zu keinem Abbau von Mivacurium durch Patientenseren (n = 5) mit
homozygot-atypischer PChE. Das unterstreicht die bekannte Gefahrdung von Tragern ei-
ner homozygot-atypischen PChE, durch eine Vollnarkose unter Einsatz von Mivacurium

einen Relaxansiiberhang zu erleiden und iiber Stunden nachbeatmet werden zu miissen.

Bei den innerhalb dieser Studie untersuchten Trégern heterozygot-atypischer PChE ist im
Mittel keine Verdnderung des Metabolisierungsverhaltens von Mivacurium in-vitro zu
beobachten. Dennoch erscheint es aufgrund der geringen Anzahl (n = 10) untersuchter
Seren und der Ergebnisse klinischer Studien ratsam, auch bei Triagern heterozygot-atypi-
scher PChE auf die Verwendung von Mivacurium im klinischen Alltag zu verzichten,
insbesondere dann, wenn deren Dibucainzahl im unteren Bereich der Referenzspanne fiir

heterozygote Seren liegt.
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8 Anhang

8.1 Diagramme zur Linearitat

Abbildung 30: Darstellung der Linearitit des Messverfahrens von cis-Sdure zwischen 0,04 und 2 uMol/L (Gesam-
tracemat 0,2 bis 10 uMol/L); die Gleichung der Geraden ergab sich aus der Regressionsanalyse der Messdaten, Kor-
relationskoeffizient R? = 0,9983
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Abbildung 31: Darstellung der Linearitdit des Messverfahrens von trans-Sdure zwischen 0,16 und 8 uMol/L (Gesam-
tracemat 0,2 bis 10 uMol/L); die Gleichung der Geraden ergab sich aus der Regressionsanalyse der Mefsdaten, Kor-
relationskoeffizient R> = 0,9993
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Abbildung 32: Darstellung der Linearitit des Messverfahrens von cis-Alkohol zwischen 0,042 und 2,1 uMol/L (Ge-
samtracemat 0,2 bis 10 uMol/L); die Gleichung der Geraden ergab sich aus der Regressionsanalyse der Messdaten,
Korrelationskoeffizient R> = 0,9984
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Abbildung 33: Darstellung der Linearitdit des Messverfahrens von trans-Alkohol zwischen 0,158 und 7,9 uMol/L (Ge-
samtracemat 0,2 bis 10 uMol/L); die Gleichung der Geraden ergab sich aus der Regressionsanalyse der Mef3daten,
Korrelationskoeffizient R> = 0,9985

10 ~
9,
<
° 8 -
=
s 7
& 6
._g y =1,1177x - 0,0422
£ 5 R?=0,9985
[
8
c 4 A
)
X
o 3 1
[
2
7)) 21
£
) 1
o
0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

angenommene Konzentration in pMol/L



Anhang 83

Abbildung 34: Darstellung der Linearitit des Messverfahrens von Mivacurium-cc zwischen 0,012 und 0,6 uMol/L
(Gesamtracemat 0,2 bis 10 uMol/L); die Gleichung der Geraden ergab sich aus der Regressionsanalyse der Mef3daten,
Korrelationskoeffizient R* = 0,9981
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Abbildung 35: Darstellung der Linearitdt des Messverfahrens von Mivacurium-ct zwischen 0,068 und 3,4 uMol/L (Ge-
samtracemat 0,2 bis 10 uMol/L); die Gleichung der Geraden ergab sich aus der Regressionsanalyse der Mef3daten,
Korrelationskoeffizient R?> = 0,9982
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Abbildung 36: Darstellung der Linearitit des Messverfahrens von Mivacurium-tt zwischen 0,12 und 6 uMol/L (Ge-
samtracemat 0,2 bis 10 uMol/L); die Gleichung der Geraden ergab sich aus der Regressionsanalyse der Mefsdaten,
Korrelationskoeffizient R> = (,9989
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8.2 Tabellen zur Intra-Assay-Variabilitat

Tabelle 28: Intra-Assay-Variabilitit der Mivacurium-Isomere bei 1 uMol/L Substanzgesamtkonzentration, dargestellt
sind jeweils Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient der aus den ermittelten Peakflichen errechne-
ten Fldchenquotienten.

Mivacurium Peakflache ISTD | Peakflache | Peakfliche | Peakflache | Quotient | Quotient | Quotient
1 umol/l d-Tubocurarin M-cc M-ct M-tt M-cc/ISTD | M-ct/ISTD | M-t/ISTD
0,06 pmol/L) | (0,34 ymol/L) | 0,6 pmoliL)
1 6160973 163754 1236760 2234268 0,027 0,201 0,363
2 6144540 152326 1100154 2070093 0,025 0,179 0,337
3 6325400 197103 1307151 2460758 0,031 0,207 0,389
4 5846668 152354 1106020 2029556 0,026 0,189 0,347
5 6212635 175307 1226233 2273060 0,028 0,197 0,366
6 6248546 159084 1141886 2146312 0,025 0,183 0,343
7 5744991 167725 1167703 2294150 0,029 0,203 0,399
Mittelwert 0,027 0,194 0,363
S.D. 0,002 0,011 0,024
S.D.% 8,32 5,47 6,47

Tabelle 29: Intra-Assay-Variabilitit der Mivacurium-Isomere bei 10 uMol/L Substanzgesamtkonzentration; dargestellt
sind jeweils Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient der aus den ermittelten Peakflichen errechne-
ten Fldchenquotienten.

Mivacurium Peakflache ISTD | Peakfliche | Peakflache | Peakflache | Quotient | Quotient | Quotient
10 pmol/l d-Tubocurarin M-cc M-ct M-tt M-cc/ISTD | M-ct/ISTD | M-t/ISTD
(0,6 pmol/L) | (3,4 umol/L) | (6 pmoliL)
1 6301408 2070849 14061778 | 24722362 | 0,329 2,232 3,923
2 6432857 2085764 13813018 | 25082444 | 0,324 2,147 3,899
3 5919792 2054572 13709336 | 24926818 | 0,347 2,316 4,211
4 6261944 2083022 13676586 | 25451968 | 0,333 2,184 4,065
5 5926981 1971372 14185282 | 24493138 | 0,333 2,393 4132
6 kein Wert kein Wert kein Wert kein Wert | kein Wert | kein Wert | kein Wert
7 6232368 1946984 13341925 | 25286178 | 0,312 2,141 4,057
Mittelwert 0,330 2,235 4,048
S.D. 0,011 0,101 0,120
S.D.% 3,46 4,51 2,96
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Tabelle 30: Intra-Assay-Variabilitit des Sduremetaboliten bei 1 uMol/L Substanzgesamtkonzentration,; dargestellt sind
Jeweils Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient der aus den ermittelten Peakflichen errechneten

Flichenquotienten.
Sauremetabolit Peakflache ISTD Peakflache Peakflache Quotient Quotient
1 umol/l d-Tubocurarin Sre-cis Sre-trans Sre cis/ISTD Sre tr/ISTD
(0,2 pumol/L) (0,8 pumoliL)
1 6160973 451200 1560618 0,073 0,253
2 6144540 451006 1564124 0,073 0,255
3 6325400 460233 1574964 0,073 0,249
4 5846668 444172 1547175 0,076 0,265
5 6212635 455750 1559869 0,073 0,251
6 6248546 462083 1532244 0,074 0,245
7 5744991 456573 1536937 0,079 0,268
Mittelwert 0,075 0,255
S.D. 0,002 0,008
S.D.% 3,20 3,20

Tabelle 31: Intra-Assay-Variabilitit des Sduremetaboliten bei 10 puMol/L Substanzgesamtkonzentration; dargestellt
sind je-weils Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient der aus den ermittelten Peakfliichen errechne-

ten Fldchenquotienten.

Sauremetabolit Peakflache ISTD Peakflache Peakflache Quotient Quotient
10 pmol/l d-Tubocurarin Sre-cis Sre-trans Sre cis/ISTD Sre tr/ISTD
(2 ymollL) (8 pmollL)
1 6301408 4178091 15061050 0,663 2,390
2 6432857 4027760 15251130 0,626 2,371
3 5919792 3989101 15209838 0,674 2,569
4 6261944 4056226 15399499 0,648 2,459
5 5926981 3993073 15232797 0,674 2,570
6 kein Wert kein Wert kein Wert kein Wert kein Wert
7 6232368 3822330 14616355 0,613 2,345
Mittelwert 0,650 2,451
S.D. 0,025 0,100
S.D.% 3,91 4,06
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Tabelle 32: Intra-Assay-Variabilitit des Alkoholmetaboliten bei 1 uMol/L Substanzgesamtkonzentration; dargestellt
sind jeweils Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient der aus den ermittelten Peakflichen errechne-
ten Fldchenquotienten.

Alkoholmetabolit Peakflache ISTD Peakflache Peakflache Quotient Quotient
1 pmol/l d-Tubocurarin Alk-cis Alk-trans Alk-cis/ISTD Alk-tr/ISTD
(0,21 pmol/L) (0,79 pmol/L)
1 6160973 723109 2282463 0,117 0,370
2 6144540 667922 2248796 0,109 0,366
3 6325400 703841 2390600 0,111 0,378
4 5846668 646590 2207910 0,111 0,378
5 6212635 645660 2203170 0,104 0,355
6 6248546 646518 2291915 0,103 0,367
7 5744991 643286 2232768 0,112 0,389
Mittelwert 0,110 0,372
S.D. 0,005 0,011
$.D.% 4,41 2,93

Tabelle 33: Intra-Assay-Variabilitit des Alkoholmetaboliten bei 10 uMol/L Substanzgesamtkonzentration, dargestellt
sind jeweils Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient der aus den ermittelten Peakflichen errechne-
ten Fldchenquotienten.

Alkoholmetabolit Peakflache ISTD Peakflache Peakflache Quotient Quotient
10 pmol/l d-Tubocurarin Alk-cis Alk-trans Alk-cis/ISTD Alk-tr/ISTD
(2,1 umol/L) (7,9 umol/L)

1 6301408 6792165 21769590 1,078 3,455

2 6432857 6991939 22067908 1,087 3,430

3 5919792 6865856 22030774 1,160 3,722

4 6261944 6991188 22256252 1,116 3,554

5 5926981 6861154 22007434 1,158 3,713

6 kein Wert kein Wert kein Wert kein Wert kein Wert
7 6232368 6674721 21336324 1,071 3,423
Mittelwert 1,112 3,550
S.D. 0,040 0,138
S.D.% 3,57 3,89
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