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Die Maligne Hyperthermie (MH) ist eine schwerwiegende, potentiell leta-
le Komplikation der Allgemeinanasthesie mit genetischer Pradisposition. Sie
tritt bei Verwendung inhalativer Narkotika in Kombination mit depolarisie-
renden Muskelrelaxantien auf und auflert sich durch Muskelrigiditat, Hyper-
thermie, Rhabdomyolyse, Hyperkaliamie und Myoglobinurie mit konsekuti-
vem Nierenversagen. Die Diagnose kann durch den In-vitro-Kontraktur-Test
(IVCT) gestellt werden.

Die Carnitin-Palmitoyltransferase (CPT) ist Teil des Transportsystems,
welches langkettige Fettsduren in die Mitochondrien transportiert. Sie besitzt
zwei Isoformen, CPT I und CPT II. Der muskulare CPT II-Mangel fiihrt
zu belastungsabhangigen Rhabdomyolysen und Myoglobinurien. Ein solcher
Mangel wird durch biochemische Analyse in Muskelbiopsien diagnostiziert.

MH-ahnliche Narkosekomplikationen wurden auch bei Patienten mit CPT-
Mangel beschrieben. Ebenso wurde bei Patienten mit MH ein Mangel an
CPT postuliert. Es konnte jedoch bisher nicht eindeutig geklart werden, ob
der CPT-Mangel mit der Malignen Hyperthermie in Zusammenhang steht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die enzymatische Charakterisie-
rung der CPT in Muskelbiopsien von Patienten mit durch IVCT gesicherter
MH.

Es konnte gezeigt werden, dass die CPT-Aktivitdat im Muskel von Pati-
enten mit Pradisposition zur MH im Vergleich zu gesunden Kontrollen nicht
erniedrigt ist. Die Daten zeigen aulerdem, dass bei Patienten mit MH keine
abnorme Regulierbarkeit der CPT vorliegt.

Mittels dieser Untersuchung lasst sich ein CPT-Mangel bei Patienten mit
MH mit groBler Wahrscheinlichkeit ausschlieflen.

Weyhersmiiller, Annika Sarah: Carnitin-Palmitoyltransferase-Aktivitat im
Muskel von Patienten mit Maligner Hyperthermie.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 56 Seiten, 2008.
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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Die Maligne Hyperthermie (MH) ist eine seltene, jedoch lebensbedrohli-
che Komplikation der Allgemeinanéasthesie bei Verwendung depolarisierender
Muskelrelaxantien in Verbindung mit inhalativen Narkotika. Es besteht eine
genetische Pradisposition.

Die Carnitin-Palmitoyltransferase (CPT) ist ein Enzym des Fettsdure-
stoffwechsels und ist am Transport der Fettsduren zu ihrem Abbauort in den
Mitochondrien beteiligt.

Ein Zusammenhang der Préadisposition zur Malignen Hyperthermie mit
einem Defekt des Enzyms CPT wurde erstmals vermutet, nachdem 1988 ein
solcher Narkosezwischenfall bei einem Patienten beschrieben wurde, der an
einem Mangel an CPT litt [41]. Es stellte sich die Frage, ob zur MH préadis-
ponierte Patienten generell eine Erniedrigung der Aktivitat dieses Enzyms
aufweisen. In einer ersten Studie hierzu gab es Hinweise darauf [79].

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich daher mit der enzymatischen Cha-
rakterisierung der Carnitin-Palmitoyltransferase bei Patienten mit Disposi-

tion zur Malignen Hyperthermie.

1.2 Biochemische Grundlagen
1.2.1 Stoffwechsel des Skelettmuskels

Unter Ruhebedingungen deckt der Skelettmuskel seinen Energiebedarf aus
der Oxidation von Glucose und Fettsauren. Glucose wird in Form von Gly-
kogen, Fettsauren in Form von Triacylglyceriden gespeichert. Im Hungerzu-
stand konnen auch Ketonkorper zur Energiegewinnung verwendet werden.
Bei Muskelarbeit wird der Energiebedarf durch Glykogenolyse und Glyko-
lyse aus gespeichertem Glykogen gedeckt. Nach Erschopfung der Glykogen-
vorrate werden vermehrt freie Fettsauren in den Muskel transportiert und

dort oxidiert.



1.2.2 Fettsaureoxidation

Nahrungsfette bestehen zum grofiten Teil aus langkettigen Fettsduren (16-18
C-Atome). Dieses konnen jedoch im Gegensatz zu kurzkettigen Fettsiuren
die innere Mitochondrienmembran nicht passieren und benétigen daher ein
Transportsystem, um in den mitochondrialen Matrixraum zu gelangen, wo
die Enzyme der Fettsaureoxidation lokalisiert sind. Dieses System besteht aus
den Carnitin-Palmitoyltransferasen, der Carnitin-Acylcarnitin-Translokase und
Carnitin. In den Mitochondrien werden Fettsduren durch (-Oxidation zu
Acety-CoA abgebaut.

Ungefahr 17-35 % der Fettsduren werden in den Peroxisomen oxidiert
[77]. Hierbei laufen im Wesentlichen die gleichen Reaktionen ab wie bei
der mitochondrialen §-Oxidation. Allerdings durchlauft die peroxisomale (-
Oxidation nur 2-5 Zyklen, so dass es lediglich zu einer Verkiirzung, nicht
jedoch zur vollstandigen Oxidation der langkettigen Fettsauren kommt [45].
Der Transport langkettiger Fettsduren in die Peroxisomen erfolgt Carnitin-

unabhéngig [49].

1.3 Funktion und Regulation der Muskelkontraktion
1.3.1 Prinzip der Muskelkontraktion

Nach der Gleitfilamenttheorie kommt die Muskelkontraktion dadurch zustan-
de, dass Aktin- und Myosinfilamente iibereinandergleiten und somit zu einer
Verkiirzung der Sarkomere fithren. Hierbei binden Myosinkopfchen an Aktin
und bilden Querbriicken. Durch Winkelanderung des Myosinkopfchens wird
ein Zug auf Aktin ausgeiibt und es kommt zu einer Annaherung der Aktin-
filamente der rechten und linken Sarkomerhéalfte. Durch Spaltung von ATP
werden die Querbriicken wieder gelost und der Zyklus kann erneut beginnen.

Die Aktivitit der Querbriicken wird durch die intrazellulire Ca?*- Kon-
zentration reguliert. Bei niedriger Ca®"- Konzentration (<0,1 pM) verhin-
dern die an Aktin gebundenen Regulatorproteine Troponin und Tropomyosin
die feste Anheftung der Querbriicken an Aktin und hemmen damit den Quer-

briickzyklus. Bei intrazelluliren Ca?"-Konzentrationen von 1-10 M bindet



Ca?" an Troponin und andert dadurch dessen Konformation, so dass Quer-

briicken wieder gebildet werden konnen.

1.3.2 Elektromechanische Kopplung

Muskelfasern werden durch a-Motoneurone innerviert. An motorischen End-
platten wird Acetylcholin (ACh) présynaptisch freigesetzt und bindet an
postsynaptisch lokalisierte nicotinische Acetylcholin-Rezeptoren (nAChR),
welche dadurch geoffnet werden. Durch Natriumeinstrom iiber diesen un-
spezifischen Kationenkanal wird die Membran der Muskelzelle depolarisiert.
Die Depolarisation breitet sich entlang der Membran aus. Die Auflenmem-
bran der Muskelzelle stiilpt sich an vielen Punkten in das Faserinnere ein,
wodurch ein transversales Rohrensystem (T-Tubuli) entsteht. Uber dieses
System dringt die Erregung in die Tiefe der Muskelfaser und fiihrt dort zu
einer Konformationsanderung eines langsamen, spannungsabhéngigen L-Typ
Ca?T-Kanals, des Dihydropyridin-Rezeptors (DHPR). Dieser bewirkt eine
Offnung des Ryanodinrezeptors (RyR), eines Ca?"-Kanals in der Membran
des Sarkoplasmatischen Retikulums (SR), welches ein zu den T-Tubuli senk-
recht angeordnetes longitudinales (L-Tubuli) R6hrensystem bildet. Durch die
Offnung des RyR kommt es zur Freisetzung von Ca2t aus dem SR, welches
den intrazelluliren Speicher fiir Ca?*-Ionen darstellt. Wie oben erliutert,
bindet Ca?* an Troponin und 16st dadurch die Muskelkontraktion aus. Die
Muskelrelaxation setzt ein, sobald das Ca?* aus dem Zytosol zuriick ins SR
gepumpt wird. Dies geschieht aktiv durch Ca*"-ATPasen (SERCA).

1.4 Carnitin-Palmitoyltransferase

1.4.1 Funktion und Lokalisation der CPT

Die CPT spielt eine wichtige Rolle bei der mitochondrialen Fettsaureoxidati-
on. Sie ist Teil des Transportsystems langkettiger Fettsauren durch die innere
Mitochondrienmembran (Abb. 1).

Die Carnitin-Palmitoyltransferase 1 katalysiert die Reaktion von Acyl-

CoA mit Carnitin zu Acyl-Carnitin unter Freisetzung von Coenzym A. Das
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Abbildung 1: Transport von Fettsiuren in die Mitochondrien; CAT: Carnitin-
Acyltransferase; CPT: Carnitin-Palmitoyltransferase

entstandene Acyl-CoA kann mit Hilfe der Carnitin-Acylcarnitin-Translokase
die mitochondriale Innenmembran passieren. Auf der Innenseite der mit-
ochondrialen Innenmembran wird durch die Carnitin-Palmitoyltransferase 11
der Acylrest des Acyl-Carnitins wieder auf Coenzym A iibertragen, wodurch
Acyl-CoA entsteht und Carnitin frei wird. Carnitin wird durch die Carnitin-
Acylcarnitin-Translokase zuriick in den Intermembranraum transportiert, wo
es erneut dem Transport von Fettsduren durch die Membran zur Verfiigung
steht.
Durch CPT katalysierte Reaktion:

Acyl-CoA + Carnitin = Acyl — Carnitin 4+ CoA (1)

Der Transport von Fettsduren in die Mitochondrien stellt den geschwin-
digkeitsbestimmenden Schritt der Fettsdureoxidation dar. Mehrere Studien
zeigten die Existenz von zwei unterschiedlichen Enzymen, CPT I und CPT
IT, und deren unterschiedliche Lokalisation [6, 85]. CPT I ist ein Transmem-
branprotein in der aufleren Mitochondrienmembran und reicht ins Zytosol
[14, 39, 58]. Seine katalytische Untereinheit befindet sich an der Innenseite
der aufleren Mitochondrienmembran, wahrend die regulatorische Unterein-

heit an der Auflenseite liegt [58]. Die CPT II dagegen ist auf der Innenseite



der mitochondrialen Innenmembran lokalisiert und mit dieser nur locker as-
soziiert. Von der CPT I existieren drei Isoformen, die Leber (L)-CPT I, die
Muskel (M)-CPT I und die Gehirn (B-)CPT I [83, 3]. Die CPT II dagegen

ist ein ubiquitdres Protein und besitzt keine Isoformen [85].

1.4.2 Klinik des CPT-Mangels

Seit der Erstbeschreibung 1973 durch Di Mauro und Di Mauro [20] wur-
den Defekte der CPT weltweit bei mehr als 250 Patienten beschrieben. Man

unterscheidet verschiedene Unterformen des CPT-Mangels:

CPT I-Mangel. Alle bisher beschriebenen Félle des CPT I-Mangels be-
treffen die L-CPT I [3]. Ménner und Frauen sind gleich haufig betroffen.
Als erstes Symptom eines L-CPT I-Mangels zeigt sich innerhalb der ersten
18 Monate eine hypoketotische Hypoglykamie, haufig ausgelost durch Fas-
ten oder virale Infektionen, oder eine Hepatomegalie, die zu einem akuten
Leberversagen fithren kann. Im akuten Anfall sind Leberenzyme, Ammoni-
ak und Creatinkinase (CK) im Plasma erhoht. Eine renale tubuldre Azidose
wurde in einigen Féllen beschrieben [64]. Carnitin ist in fast allen Féllen
erhoht [3, 68]. Die Anfille kehren bis zum 5. Lebensjahr haufig wieder. Eine
symptomatische Therapie ist meist erfolgreich.

Defekte der Muskel- und Gehirn-Isoform der CPT I sind nicht bekannt.

Méglicherweise sind diese mit dem Leben nicht vereinbar [3].

CPT II-Mangel. Meist betrifft der CPT-Mangel die CPT II. Nach dem
Manifestationsalter unterscheidet man drei Formen.

Die neonatale Form manifestiert sich innerhalb der ersten 4 Tage nach
der Geburt durch Hypoglykamie, Hepatomegalie, Kardiomegalie mit Rhyth-
musstorungen, metabolische Azidose und Hyperammoniamie. Assoziationen
mit Dysmorphien, zystischen Nierenfehlbildungen und neuronalen Migrati-
onsstorungen wurden beschrieben. Die Patienten versterben innerhalb weni-
ger Tage nach der Geburt [3, 80, 64].

Die infantile Form beginnt im Alter von 6 Monaten bis 2 Jahren. Bis-
her wurden 15 Félle beschrieben [3]. Beide Geschlechter sind gleich haufig

bt



betroffen. In Verbindung mit Fasten oder fieberhaften Infekten kommt es
zu rezidivierenden Attacken von akutem Leberversagen mit hypoketotischer
Hypoglykamie, die zu Krampfanfillen und Koma fiihren kann. Bei Blutun-
tersuchungen zeigt sich eine metabolische Azidose und eine Hyperglykamie
sowie ein erniedrigter Carnitinspiegel. Eine Herzbeteiligung in Form von Ar-
rhythmien oder Kardiomyopathien ist bei der Halfte der Fille vorhanden
(3, 64].

Die adulte (muskuldre) Form ist mit iiber 200 beschriebenen Fillen am
haufigsten und manifestiert sich trotz autosomal rezessiver Vererbung iiber-
wiegend bei Mannern [19, 3], was moglicherweise auf einen protektiven Effekt
weiblicher Hormone zuriickzufiihren ist [61]. Sie manifestiert sich meist zwi-
schen dem 6. und 20. Lebensjahr. Symptome sind rezidivierende Attacken
von Myalgien, Muskelsteifigkeit, Muskelschwéache, Rhabdomyolyse und Myo-
globinurie, die fiir Stunden bis Wochen anhalten. Durch die Rhabdomyolyse
kann es zur Hyperkaliamie und dadurch zu kardialen Arrhythmien kommen.
Die Myoglobinurie kann zu akutem Nierenversagen fithren. Auslosende Fak-
toren sind mehrstiindige korperliche Belastung und Fasten, seltener fettrei-
che Mahlzeiten, Kalte, Infekte, Fieber, emotionaler Stress oder Medikamente
[19, 3]. Die Symptome sind auf die Skelettmuskulatur beschriankt. Eine Herz-
oder Leberbeteiligung ist nicht bekannt [3]. Die CK ist wéhrend der Atta-
cken stark erhoht, im Intervall normal [3]. In 10-20% der Falle besteht eine
Hyperlipidamie. Nach Fasten kommt es zu einer verminderten Ketonkorper-
bildung.

Eine kausale Therapie ist bisher nicht moglich. Die Haufigkeit der At-
tacken kann durch fettarme, kohlenhydratreiche Mahlzeiten und durch Ver-
meiden von Fasten und lang andauernder korperlicher Belastung reduziert

werden.

1.4.3 Genetische Grundlagen des CPT-Mangels

Das CPT II-Gen wurde 1990 erstmals aus der Ratte kloniert und sequenziert
[84], kurz darauf auch beim Menschen [25]. Inzwischen sind die Genloci der
unterschiedlichen Isoformen der CPT bekannt. Das Gen fiir die L-CPT I



befindet sich auf Chromosom 11q13.1-q13.5, fiir die M-CPT I auf Chromosom
22q13.31-q13.32, fiir die B-CPT I auf Chromosom 19q13.33, und fiir die CPT
IT auf Chromosom 1p32. Da die Gene dieser mitochondrialen Enzyme auf der
Kern-DNA lokalisiert sind, folgt der CPT-Mangel nicht dem mitochondrialen
maternalen Erbgang, sondern wird autosomal rezessiv vererbt.

Bisher sind 24 Mutationen der CPT I und 40 Mutationen der CPT II
bekannt (Tabelle 1). Die hdufigste Mutation im CPT II Gen ist die S113L
Mutation [36, 42], die 1993 von Taroni et al. beschrieben wurde [72]. Sie
betrifft ca. 65% aller Allele und 95% aller Patienten [19]. Der klinische Aus-

pragungsgrad kann auch bei gleicher Mutation variieren [36].



Tabelle 1: Identifizierte CPT II-Mutationen nach Bonnefont et al.[3] und Deschauer et

al.[19]
Exon Nukleotidveranderung Aminosdure Erstbeschreiber
1 109 Ins GC Martin et al. (2000) [51]
1 112-113 Ins GC S38 Martin et al. (2000) [51]
1 149C—A P50H Verderio et al. (1995) [78]
2 216G—C/T L72F Tjlst et al. (1998)[38]
3 338C—T S113L Taroni et al. (1993) [72]
3 IVS3+5G—A 179-113del Deschauer et al. (2003) [17]
4 359A—G Y120C Martin et al. (1999, 2000) [51, 50]
4 370C—T R124X Yang et al. (1998) [88]
4 371G—A R124Q Thuillier et al. (2003) [74]
4 437TA—C N146T Thuillier et al. (2003) [74]
4 452G —A R151Q Yang et al. (1998)[89]
4 481C—T R161W Thuillier et al. (2003)[74]
4 490A T K164X Tjlst et al. (1998) [38]
4 520G—A E174K Yamamoto et al. (1996) [87]
4 533-534insT; 534-558del L178 F; 179-186del Yang et al. (1998) [89]
4 628T—C Y210D Tjlst et al. (1998) [38]
4 641T—C M214T Wieser et al. (2003) [82]
4 680C—T P227L Taroni et al. (1994) [71]
4 821A—T K274M Tjlst et al. (1998) [38]
4 890C—A /G Y290X Tjlst et al. (1998) [38]
4 906C—T R296X Tilst et al. (1998) [38]
4 907G —A R296Q Tjlst et al. (1998) [38]
4 907-918ins L302 Gellera et al. (1994) [31]
4 983A—G D328G Thuillier et al. (2003) [74]
4 1148T—A F383Y Yamamoto et al. (1996) [87]
4 1238-1239delAG Q413 Taggart et al. (1999) [70]
4 1342T—C F448L Wieser et al. (2003) [82]
4 1436A—T YAT79F Wieser et al. (2003) [82]
4 1459G—A E487K Bruno et al. (2000) [9]
4 1507C—T R503C Taggart et al. (1999) [70]
4 1543-1546delGCCT 515del4 Deschauer et al. (2002) [18]
4 1646G—A G549D Taggart et al. (1999) [70]
5 1649A—G Q550R Yang et al. (1998) [89]
5 1657G—A D553N Verderio et al. (1995) [78]
5 1798G—A G600R Tjlst et al. (1998) [38]
5 1810C—T P604S Yang et al. (1998) [89]
5 1823G—C D60SH Thuillier et al. (2003) [74]
5 1883A—C Y6285 Bonnefont et al. (1996) [4]
5 1891C—T R631C Taroni et al. (1992) [73]




1.4.4 Diagnostik des CPT-Mangels

Molekulargenetische Methoden. Molekulargenetische Untersuchungen
sind bisher nicht zur Routinediagnostik geeignet, da einerseits das klinische
Bild bei gleicher Mutation stark variieren kann und andererseits bei manchen
Patienten eine noch nicht identifizierte Mutation vorliegt. Da sich aber die
haufigste Mutation S113L bei vielen Patienten durch Analyse von Blutzellen
nachweisen lasst, konnte hierdurch in einigen Fallen die zur biochemischen

Diagnostik notwendige Muskelbiopsie vermieden werden [42].

Muskelbiopsie. Eine Muskelbiopsie zeigt keine pathognomonischen histo-
logischen Veranderungen [19] und ist daher nur zur biochemischen Diagnostik

gerechtfertigt.

Biochemische Diagnostik. Die biochemische Diagnostik wird an durch
Biopsie gewonnenem Muskelgewebe durchgefiithrt und stellt die derzeit beste
Methode zur Diagnosesicherung eines CPT-Mangels dar. Verschiedene spek-
trometrische und radiochemische Verfahren werden angewandt. Alle Verfah-

ren beruhen auf der Reaktion:

Palmitoyl-CoA + Carnitin = Palmitoyl-Carnitin + CoA

Bei der Vorwirtsreaktion wird *C-Carnitin in Palmitoylcarnitin einge-
baut. Die Riickreaktion beruht auf der Bildung von 3H-Carnitin aus Palmitoyl-
SH-Carnitin. Bei der Isotopenaustauschreaktion kommt es zur Inkorporation
von “C-Carnitin in den Palmitoylcarnitin-Pool.

Die Gesamtaktivitat der CPT ist bei Patienten mit CPT II-Mangel nicht
vermindert. Erst nach Hemmung der CPT I durch Malonyl-CoA, Palmitoyl-
CoA oder Palmitoylcarnitin oder nach Behandlung mit Detergenzien wie
Triton X-100 zeigt sich eine im Vergleich zu Kontrollen verminderte Aktivitat
[90, 91, 82].



1.4.5 Inhibitoren der CPT

Malonyl-CoA. Malonyl-CoA, ein Zwischenprodukt der Fettsduresynthe-
se, hemmt die Aktivitat der CPT I, wahrend CPT II nicht durch Malonyl-
CoA beeinflusst wird [54]. Der inhibitorische Effekt von Malonyl-CoA be-
ruht teilweise auf einer kompetitiven Hemmung gegeniiber dem Substrat
Palmitoyl-CoA durch Bindung an das katalytische Zentrum [23, 54] und
teilweise auf einer allosterischen Hemmung, die durch Bindung an das regu-
latorische Zentrum im N-terminalen Bereich zustande kommt [14, 39, 58].
Die Regulation durch Malonyl-CoA wird als physiologisch angesehen, da
hierdurch eine Kontrolle tiber die $-Oxidation moglich ist. Unterschiedliche
physiologische und pathologische Zustdnde wie korperliche Aktivitat, Hun-
ger und Diabetes mellitus beeinflussen die Sensitivitat der CPT I gegentiber
Malonyl-CoA und kénnen dadurch die Geschwindigkeit der $-Oxidation den
Bediirfnissen anpassen. [54, 62, 69, 11, 13, 12].

Die Hemmung durch Malonyl-CoA ist bei Patienten mit CPT-Defekt
stiarker ausgeprégt als bei Gesunden [90, 91].

Triton X-100. Das Detergenz Triton X-100 lost die CPT aus der Membran
heraus. CPT I, welche nur in ihrer Membranumgebung aktiv ist, wird hier-
durch inaktiviert, CPT II hingegen bleibt auch in geloster Form aktiv [85, 3].
Die Aktivitdat wird bei Patienten mit CPT-Mangel stiarker beeintriachtigt als
bei Gesunden [90, 91].

Woltje et al. fanden nach Behandlung mit diesem Detergenz eine geringere
als die theoretisch errechnete Aktivitiat der CPT, so dass sie eine zusatzli-
che Hemmung der CPT durch Triton annahmen, die unabhangig von ihrer

Wirkung als Detergenz sei [85].

L-Palmitoylcarnitin. Das Reaktionsprodukt L-Palmitoylcarnitin hemmt
die Aktivitat der CPT sowohl bei Patienten mit CPT-Defekt als auch bei
Kontrollen, der Effekt ist jedoch bei den CPT-Mangel-Patienten signifikant
grofer [90]. Der inhibitorische Effekt von L-Palmitoyl-Carnitin ist starker als
der Effekt des D-Enantiomers und des Racemats [90].
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Dieser Effekt zeigt sich auch bei Untersuchung der Aktivitdt anhand der
Riickreaktion, weil hier die Konzentration von L-Palmitoylcarnitin sehr hoch

ist.

Palmitoyl-CoA. Palmitoyl-CoA ist einerseits Substrat der CPT, wirkt
aber andererseits auch als kompetitiver Inhibitor im Bezug auf das Zweitsub-
strat Carnitin. Es werden zwei unterschiedliche Bindungsstellen angenommen
[5]. Bei Patienten mit CPT-Mangel ist die Hemmung starker ausgepragt als
bei Gesunden [90].

1.5 Maligne Hyperthermie

Die Maligne Hyperthermie ist eine lebensbedrohliche Komplikation der All-
gemeinanasthesie mit einer Inzidenz von 1:15000 Anéasthesien bei Kindern
und 1:50000 bei Erwachsenen [40]. Sie wurde erstmals 1960 von Denborough
et. al beschrieben [16].

1.5.1 Klinik der Malignen Hyperthermie

Nach Narkoseeinleitung mit depolarisierenden Muskelrelaxantien wie Succi-
nylcholin und inhalativen Narkotika wie Halothan, Enfluran, Isofluran, Sevoflu-
ran und Desfluran kann sich die Maligne Hyperthermie bei genetisch pradis-

ponierten Personen in drei verschiedenen Formen manifestieren [35]:

Muskelsteifigkeit. Als milde Form kann eine isolierte Muskelsteifigkeit,

meist in Form von Masseterspasmen auftreten.

Klassische Maligne Hyperthermie. Erste Symptome sind CO,-Anstieg,
Tachypnoe, Tachykardie und Masseterspasmen. Anschliefend entwickelt sich
eine generalisierte Muskelsteifigkeit und die Korpertemperatur steigt um bis
zu 1°C in 5 min an. Durch Anstieg von Laktat und COs entwickelt sich
eine kombinierte metabolische und respiratorische Azidose. Durch die Uber-
lastung der Muskulatur kommt es zur Rhabdomyolyse, welche ihrerseits zu

Hyperkaliamie, CK-Anstieg, Myoglobindmie und Myoglobinurie fithrt. Durch

11



die Hyperkalidmie konnen kardiale Arrhythmien auftreten, die Myoglobinurie
fiihrt zu Nierenschéden bis hin zum akuten Nierenversagen. Die Hyperkapnie

kann zerebrale Schaden verursachen.

Postoperative Rhabdomyolyse. In manchen Fallen kommt es ohne vor-
angehende intraoperative Komplikationen postoperativ zu einer Rhabdomyo-
lyse mit Myoglobinurie und konsekutiver Nierenschadigung. Ob es sich hier-
bei um Manifestationen einer Malignen Hyperthermie oder um Narkosekom-

plikationen anderer Atiologie handelt, ist jedoch nicht abschlieBend geklért.

1.5.2 Therapie der Malignen Hyperthermie

Die Maligne Hyperthermie bedarf einer sofortigen Diagnose und Therapie.
Unbehandelt verlauft sie in 70% der Falle todlich, durch sofortige Therapie
lasst sich die Letalitdat auf 10% senken [40].

Die Therapie besteht in einer sofortigen Unterbrechung der Zufuhr auslosen-
der Narkotika, einer externen oder internen (durch gekiihlte Infusionen ver-
mittelten) Kithlung, Hyperventilation mit 100% Sauerstoff, intravendser Ga-
be von Dantrolen (2,5 mg/kg KG) zur Muskelrelaxation, Bicarbonat zur
Azidosebehandlung, Insulin-Dextrose zur Behandlung der Hyperkaliamie und
Mannitol als Diuretikum zum Schutz der Nieren. Die Wirkung von Dantrolen
beruht auf einer Hemmung der Ca?"-Freisetzung aus dem SR.

Auslosende Substanzen miissen bei nachfolgenden Anésthesien unbedingt
vermieden werden. Als unbedenklich gelten Lokalanasthetika, Ketamin, Ben-
zodiazepine, Propofol, Xenon, nicht depolarisierende Muskelrelaxantien und
Opioid-Analgetika [35, 40].

1.5.3 Genetische und pathogenetische Grundlagen der MH

Die MH wird autosomal-dominant vererbt. Der Gendefekt wurde 1990 von
McCarthy und Mitarbeitern auf Chromosom 19 lokalisiert [52]. Diese Regi-
on kodiert fiir den Ryanodin-Rezeptor. Wie bereits beschrieben, setzt dieser
nach Aktivierung durch den Dihydropyridin-Rezeptor Ca?" aus dem SR frei

und spielt daher eine wichtige Rolle bei der elektromechanischen Kopplung.

12



61 verschiedene Mutationen dieser Region sind bekannt, von denen 20 nur
mit MH und 10 mit MH und Central Core Disease (CCD) assoziiert sind [21].
Auf Grund der Lokalisation dieser Mutationen in N-terminalen und zentralen
Domanen des Rezeptors postulieren Yamamoto und Mitarbeiter ein gestorte
Interaktion dieser Regionen, welche zur Uberaktivierung des RyR fiihrt [86].
Diese Mutationen fithren zu einer Hyperreagibilitdat des RyR und dadurch
zu einer verstirkten Ca?t-Freisetzung aus dem SR als Reaktion auf Trig-
gersubstanzen. Die Hyperreagibilitat beruht vermutlich auf einer gestorten
Interaktion zwischen RyR und DHPR, die zu einer erhéhten Sensibilitat des
RyR fiir Alterationen durch den DHPR fiihrt [48]. Bei der reinen MH ohne
begleitende Myopathie ist diese gering ausgepragt, kann jedoch durch Sub-
stanzen wie Koffein und Narkotika getriggert werden. Als Reaktion auf diese
Triggersubstanzen wird vermehrt Ca?* freigesetzt [75]. Mutationen, die mit
der CCD assoziiert sind, fithren zu einer starkeren Hyperreagibilitat des RyR
sowie zu einer erhohten basalen Offnungsrate und dadurch zu einer stindi-
gen Erhohung der zytosolischen und Verminderung der sarkoplasmatischen
Ca?*-Konzentration [21]. Daher nimmt die Amplitude der Ca*"-Freisetzung
auf Erregung ab, wodurch die elektromechanische Kopplung abgeschwacht
und die Symptome hervorgerufen werden [2]. Im In-Vitro-Kontraktur-Test
(IVCT) zeigen die Biopsien der Patienten, welche an MH und CCD leiden,
eine starkere Reaktion als die der allein an MH leidenden Patienten [63].

Es existieren Hinweise auf eine genetische Heterogenitat. Eine Co-Segregation
von MH und CCD mit Chromosom-19-Markern konnte nicht in allen Fami-
lien nachgewiesen werden [15]. Pirone und Mitarbeiter fanden eine Mutation
in der al-Untereinheit des DHPRs, welche mit dem RyR interagiert. Die-
se war in einer Familie mit MH assoziiert (unpublizierte Daten, personliche
Korrespondenz). Auch in einem weiteren Fall wurde {iber eine Mutationen
im DHPR als Ausloser einer Maligner Hyperthermie berichtet [56].

Die Penetranz und das klinische Bild sind bei gleicher Mutation variabel,
was eine Beeinflussung durch modulierende Faktoren wahrscheinlich macht

[28].
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1.5.4 Diagnostik der MH

In-vitro-Kontraktur-Test. Nach Auftreten eines MH-verdachtigen Nar-
kosezwischenfalls muss die Diagnose durch den In-vitro-Kontraktur-Test (IVCT)
gesichert werden. Hierzu hat die European Malignant Hyperthermia Group
(EMHG) Richtlinien herausgegeben [22].

Muskelfasern werden ansteigenden Konzentrationen von Halothan (0,5-
4%) und Koffein (0,5-32 mmol/1) ausgesetzt und die Kraft ihrer Kontraktion
gemessen. Als pathologisch gelten Werte grofier 2 mN bei 2% Halothan oder
2mmol/1 Koffein. Bei einem pathologischen Testergebnis fiir beide Substan-
zen werden die Patienten als MH-Susceptible (MHS), bei einem pathologi-
schen Testergebnis fiir eine der Substanzen als MH-Equivocal (MHE) und
bei normalen Testergebnissen fiir beide Substanzen als MH-Negative (MHN)
klassifiziert. Die Sensitivitat dieses Test betragt 99%, die Spezifitat 93,6%
[40].

Molekulargenetische Methoden. Da der IVCT relativ grofle Mengen
Muskelgewebe erfordert, ware es wiinschenswert, die Diagnose anhand ei-
nes weniger invasiven Tests sichern oder ausschlieen zu konnen. Auf Grund
der genetischen und phanotypischen Heterogenitat sind molekulargenetische
Methoden bisher nicht zur Routinediagnostik geeignet [28]. Auflerdem sind
bisher nicht alle Mutationen identifiziert worden, so dass ein negatives Test-
ergebnis die Diagnose nicht ausschliefit. Lediglich bei Verwandten eines MHS-
Patienten mit bekannter Mutation kommt eine molekulargenetische Diagno-
stik in Frage. Auch hier kann jedoch die Diagnose MHS durch ein negatives

Testergebnis nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden [76].

Metabolische Tests. Anetseder et. al stellten 2002 eine weniger invasi-
ve Methode zur Diagnose der Malignen Hyperthermie vor [1]. Durch Injek-
tion von Koffein in die Muskulatur konnten sie bei MHS-Patienten einen
COq-Anstieg provozieren, nicht jedoch bei MH-negativen Kontrollen. Um
den diagnostischen Stellenwert dieser Methode zu beurteilen, insbesondere
hinsichtlich der Sensitivitat und Spezifitat des Tests, sind jedoch weitere Un-

tersuchungen notwendig.
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1.5.5 Assoziierte Myopathien

Narkosekomplikationen und MH-ahnliche Episoden wurden bei einer Rei-
he von Myopathien beschrieben [44]. Es stellt sich daher die Frage, welche
Myopathien in einem kausalen Zusammenhang mit der MH stehen. Die Be-
antwortung dieser Frage ist besonders fiir die Pravention solcher potentiell
letalen Zwischenfille von Bedeutung. Patienten mit hohem Risiko fiir eine
MH sollten vor einer geplanten Anasthesie mit Hilfe des IVCT auf MHS

getestet werden.

Duchenne-Muskeldystrophie. Es wurden einzelne Féalle von MH-ahnli-
chen Narkosekomplikationen bei Patienten mit einer progressiven Muskeldystro-
phie vom Typ Duchenne beschrieben [81, 67]. Ein pathogenetischer Zusam-
menhang konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Obwohl in einigen Fallen
die Diagnose einer MH bei diesen Patienten durch IVCT gesichert war [8],
lasst die unabhangige Vererbung beider Merkmale in der untersuchten Fami-

lie auf eine zuféllige Assoziation schlieflen [7].

Becker-Muskeldystrophie. Auch bei der Muskeldystrophie vom Typ Be-
cker wurden Falle von Rhabdomyolyse und Hyperkaliamie als Reaktion auf
Narkotika beschieben [10, 60]. Die Autoren merken jedoch an, dass es sich
bei diesen Fallen wahrscheinlich nicht um genetisch bedingte MH-Episoden

handelt, sondern lediglich um ahnliche Reaktionen.

Laminin a2-Defekt. Shukry und Mitarbeiter beschrieben einen Fall einer
MH-&hnlichen Episode bei einem Patienten mit Laminin a2-Defekt [66]. Ein
IVCT wurde jedoch von dem betroffenen Patienten abgelehnt, so dass nicht

geklart werden konnte, ob es sich um eine echte MH handelte.

Periodische Hyperkaliamische Paralyse. Moslehi und Mitarbeiter un-
tersuchten das gemeinsame Auftreten von MH und Periodischer Hyperka-
liamischer Paralyse in einer groflen Familie. Sie fanden eine Assoziation mit

dem Gen auf Chromosom 17, welches fiir einen Natriumkanal kodiert [57]. Die

15



Periodische Hyperkaliamische Paralyse ist eine Erkrankung eines Natriumka-
nals, die sich in rezidivierenden Anféallen von Muskelschwéache bei erhéhtem
Serum-Kalium manifestiert. Es sind Formen mit Myotonie, Paramyotonie
(kélte-induzierte Myotonie) und ohne Myotonie bekannt [29]. Die anfallsartig
auftretenden Lahmungen werden durch Ruhe nach koérperlicher Anstrengung,
Stress, Fasten und bestimmte Nahrungsmittel ausgelost. In mehreren betrof-
fenen Familien ist diese Erkrankung mit dem Gen auf Chromosom 17q23-25
gekoppelt, welches fiir die a-Untereinheit des Natriumkanals der Skelettmus-
kulatur codiert. Es wurden verschiedene Mutationen dieses Gens gefunden
[29]. Aus ihren Ergebnissen schlossen Moslehi und Mitarbeiter, dass einige
dieser Mutationen ebenfalls zu MH fiithren kénnten [57].

Myoadenylatdesaminasemangel und mitochondriale Myopathien.
Der Myoadenylatdesaminasedefekt (MDD) ist eine seltene Muskelerkrankung
mit belastungsinduzierten Muskelkrdampfen, Steifigkeit und Schmerzen [26].
Ein gleichzeitiges Auftreten von MDD und MH wurde in einer Familie be-
schrieben [27]. Der unterschiedliche Vererbungsmechanismus lasst allerdings
darauf schlielen, dass das gemeinsame Vorkommen beider Erkrankungen in
dieser Familie zuféllig war [7]. Ein pathogenetischer Zusammenhang lasst sich
daraus nicht ableiten.

Es wurde auflerdem ein positiver IVCT bei einem Patienten beschrie-
ben, der sowohl eine reduzierte Myoadenylatdesaminase-Aktivitat aufwies,
als auch einen Defekt in Komplex I der mitochondrialen Atmungskette [30].
Ob einer der beiden Defekte in kausalem Zusammenhang mit der MH steht,

insbesondere welcher, war allerdings nicht geklart.

King-Denborough-Syndrom. Das King-Denborough-Syndrom (KDS) ist
eine seltene Erkrankung, die mit Skelettanomalien, fazialer Dysmorphie und
Myopathie einhergeht. Sie wurde erstmals 1973 von King und Denborough
beschrieben [43]. Es wurden Fille von MH-artigen Reaktionen auf Anésthe-
tika beschrieben [33]. Bei einigen dieser Patienten wurde die Diagnose im
Anschluss an einen MH-artigen Narkosezwischenfall gestellt, so dass eine

besondere Suszeptibilitdt dieser Patienten fir MH angenommen wird [55].
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Heinman-Patterson et al. beschreiben einen positiven IVCT bei einem Pa-
tienten mit KDS [37]. Ob die Erkrankung zur MH préadisponiert, ob beide
Gene nahe beieinander liegen und daher gekoppelt vererbt werden oder ob

die Assoziation zuféllig ist, konnte jedoch nicht beantwortet werden.

Central Core Disease. Die Central Core Disease (CCD) zéhlt zu den kon-
genitalen Myopathien mit Strukturveranderungen. Sie wird dominant vererbt
und ist durch ihr histologisches Bild mit zentral gelegenen, mitochondrienfrei-
en Cores in Typ 1-Muskelfasern gekennzeichnet. Die betroffenen Patienten
bleiben in der Kindheit in ihrer motorischen Entwicklung zuriick und zei-
gen auch als Erwachsene eine nicht progrediente Muskelschwéche besonders
der unteren Extremitéten [65]. In Molekulargenetischen Untersuchungen er-
wies sich das Ryanodin-Rezeptor-1-Gen auf Chromosom 19q als der priméare
Locus sowohl fiir MH [52] als auch fiir CCD [34]. In vielen, jedoch nicht al-
len betroffenen Familien lasst sich eine Co-Segregation von MH, CCD und
Chromosom-19-Markern nachweisen [15]. Manche Mutationen in diesem Gen
fithren nur zu MH, wahrend andere zu MH und CCD fiihren kénnen. Mehre-
re Autoren postulieren, dass die mit CCD assoziierten Mutationen zu einer
schwereren Storung der Ca?*-Regulation fiihren als solche, die allein mit MH
assoziiert sind [47, 63, 21]. Fast alle Patienten mit CCD kénnen im IVCT
als MHS klassifiziert werden [53]. Der gemeinsame Locus und das haufige
Auftreten von MH bei CCD-Patienten legt einen Zusammenhang der beiden
Erkrankungen nahe.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass MH-ahnliche Narkosezwischenfélle
bei verschiedenen Muskelerkrankungen beschrieben worden sind. Ein kausa-
ler Zusammenhang mit der MH lief} sich jedoch bisher nur fiir die CCD nach-
weisen. Fiir das King-Denborough-Syndrom ist ein solcher Zusammenhang

jedoch ebenfalls wahrscheinlich.
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2 Zielstellung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der enzymatischen Charakterisie-
rung der Carnitin-Palmitoyltransferase im Muskelgewebe von Patienten mit
Disposition zur Malignen Hyperthermie.

Folgende Fragen sollten im Rahmen der Arbeit beantwortet werden:

1. Liegt bei Patienten mit Maligner Hyperthermie (MH) im Vergleich zu
gesunden Kontrollen eine Verminderung der Aktivitdt der Carnitin-

Palmitoyltransferase (CPT) vor?

2. Ist die Gesamtaktivitat der CPT bei MH im Vergleich zu Gesunden

erniedrigt?
3. Ist die Aktivitét einer der Unterformen (CPT I oder CPT II) erniedrigt?

4. Liegt bei Patienten mit MH eine abnorme Regulierbarkeit der CPT

vor?
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3 Patienten

3.1 Kontrollen

Fiir die Kontrollgruppe wurde Muskelgewebe von Patienten der Klinik fiir
Orthopédie sowie der Klinik fiir Neurologie der Martin-Luther-Universitat
Halle verwendet.

Die orthopadischen Patienten befanden sich auf Grund einer Coxarthrose
in stationarer Behandlung in der Klinik fiir Orthopéadie und litten nicht an ei-
ner Myopathie. Die Probeentnahme erfolgte in Allgemeinanasthesie wahrend
der endoprothetischen Versorgung der Coxarthrose.

Bei den Patienten der Klinik fiir Neurologie erfolgte die Biopsie zu diagno-
stischen Zwecken in Lokalanésthesie. Als gesund wurden Patienten betrach-
tet, deren elektromyographische, myohistologische und enzymatische Unter-
suchungen keine pathologischen Veranderungen zeigten.

Jede der verwendeten Biopsien stammt von einem anderen Patienten.

3.2 MHS, MHE und MHN-Patienten

Das Muskelgewebe der auf maligne Hyperthermie getesteten Patienten wur-
de von Herrn Dr. Wieser aus der Anésthesiologischen Klinik des AKH Wi-
en zugesandt. Die Biopsie erfolgte in Lokalanasthesie zur Bestiatigung bzw.
zum Ausschluss einer malignen Hyperthermie. Die Einteilung in die Grup-
pen MHS, MHE bzw MHN wurde von Herrn Dr. Wieser anhand des in der

Einleitung beschriebenen Halothan-Koffein-Tests (IVCT) vorgenommen.

3.3 Patienten mit CPT-Mangel

Fiir den Vergleich mit CPT-Mangel-Patienten wurden Daten von Patien-
ten aus der Neurologischen Klinik der Martin-Luther-Universitat Halle mit
genetisch gesichertem CPT-Defekt ausgewertet. Die Patienten wurden zur
Diagnosesicherung in Lokalanasthesie biopsiert und in unserem Labor gene-
tisch untersucht. Alle fiir diesen Vergleich ausgewerteten Daten stammen von

Patienten, bei denen die Mutation S113L homozygot vorlag.
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4 Material und Methoden

4.1 Chemikalien und Losungen

Verwendet wurden Tris, Dithiothreitol (DTT), Palmitoyl-Coenzym A, Malonyl-
Coenzym A, L-Palmitoylcarnitin-Chlorid und Carnitin von der Firma SIG-
MA (Deisenhofen), Isobutanollgsung, Ammoniumsulfat und Bovines Serum
Albumin (BSA) von der Firma MERCK (Darmstadt), Triton von der Firma
FERAK (Berlin), L-["*C]-Carnitinlosung von der Firma NEN Life (Zaven-
tem) und Szintillationsfliissigkeit Ready Safe von der Firma BECKMAN. Die
Losungen fiir die Proteinbestimmung wurden von der Firma PIECE (Rock-

ford) bezogen. Die Losungen wurden mit Aqua bidest hergestellt.

4.2 Messgerate

Das Muskelgewebes wurde mit einem Glas-Homogenisator (Typ Elvenhjem)
der Firma Wheaton (Millville, USA) homogenisiert. Die Inkubation erfolg-
te in einem Schiittelbad der Firma GFL (Burgwedel). Zur Zentrifugation
wurde eine Zentrifuge der Firma Hettich (Tuttlingen) verwendet. Zur Szin-
tillationsmessung wurde ein Fliissigkeitsszintillationszahler der Serie LS 6500
der Firma BECKMAN verwendet.

4.3 Aufarbeitung der Proben
4.3.1 Vorbereitung und Lagerung

Die Muskelproben wurden direkt nach der Entnahme in mit isotonischer
Kochsalzlosung befeuchtete Kompressen gewickelt und wéahrend des Trans-
ports ins Labor ununterbrochen auf Eis gekiihlt. Das Muskelgewebe wurde
von Fettgewebe und Faszien freiprapariert und sofort in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bis zur weiteren Verwendung gelagert.

4.3.2 Homogenisieren des Muskelgewebes

Das tiefgefrorene Muskelgewebe wurde in einer Verdiinnung von 1:30 in
Chappel-Perry Medium A, bestehend aus 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 1
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mM EDTA, 50 mM Tris-HCL (pH = 7,5), tiberfithrt und mit einem Homo-

genisator 10 min lang unter Kiihlung auf Eis homogenisiert.

4.4 Enzymbestimmung
4.4.1 Testprinzip

Die Bestimmung der Carnitin-Palmitoyltransferase-Aktivitéit erfolgte nach
der bei Zierz und Engel beschriebenen Isotopen-Vorwértsreaktion [90].

Sie beruht auf folgender Reaktion:

Palmitoyl-CoA+[**C]—Carnitin = Palmitoyl—['"*C]—Carnitin+CoA (2)

Diese durch die CPT katalysierte Reaktion wurde durch Zugabe des Mus-
kelhomogenats gestartet und nach der Inkubationszeit mit Isobutanol und
gesattigter Ammoniumsulfatlosung gestoppt. Das radioaktive Reaktionspro-
dukt Palmitoyl-[**C]-Carnitin wurde nach Zentrifugation abpipettiert und

mit dem Szintillationszéhler gemessen.

4.4.2 Messansatze

Fiir alle Messansatze wurde ein Reaktionsgemisch mit der in Tabelle 2 auf-
geflihrten Zusammensetzung hergestellt.

Zur Bestimmung der CPT-Gesamtaktivitat wurden zu 900 pl dieses Re-
aktionsgemischs 100 pl Muskelhomogenat hinzugefiigt und fiir genau 10 min
bei 30°C im Schiittelbad inkubiert. Nach 10 min wurde die Reaktion durch
Zugabe von 1 ml konzentrierter Isobutanollosung und 1 ml gesattigter Am-
moniumsulfatlosung sowie 700 mg festem Ammoniumsulfat gestoppt. Der
Ansatz wurde 10 s gemixt und anschlieBend 10 min bei 5000 U/min zen-
trifugiert. Durch die Zentrifugation wurden 2 Phasen voneinander getrennt.
Aus der Oberphase wurden 800 pl entnommen und in ein neues Reagenzglas
tiberfiihrt. Dazu wurden 800 ul gesattigte Isobutanollosung gegeben und 10
s lang gemixt. Anschlieend wurde nochmals 10 min bei 5000 U/min zentri-

fugiert. Aus der Oberphase wurden 500 pl entnommen und in ein Szintilla-
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Reaktionsgemischs zur Bestimmung der CPT-Aktivitét

Substanz Konzentration
Tris-HC1 100 mM
BSA 0,1%
DTT 1 mM
Palmitoyl-CoA 0,08 mM
[1*C]-Carnitin 5 mM
Hemmstoff Konzentration
Malonyl-CoA 0,2 mM
L-Palmitoylcarnitin 0,4 mM
Triton X-100 0,5%
Palmitoyl-CoA 0,1 mM - 0,5 mM
Volumen (ohne Muskelhomogenat) 900 pl

tionsgefall gegeben, mit 10 ml Szintillationsfliissigkeit versetzt und gemixt.
Anschlieflend wurde der Ansatz im Szintillationszahler gemessen.

Zur Bestimmung der CPT-Aktivitat nach Zugabe von Inhibitoren wurde
dem oben beschriebenen Reaktionsgemisch zusatzlich einer der in Tabelle 2
aufgefithrten Hemmstoffe zugefiigt. AnschlieBend wurde mit den Ansétzen
in gleicher Weise verfahren wie fiir die Bestimmung der Gesamtaktivitat be-
schrieben.

Bei jeder Messreihe wurde ein Reagenzienleerwert (LW) und ein Standard,
bestehend aus 10 pl [**C]-Carnitinlosung und 10 ml Szintillationsfliissigkeit
mitgefithrt. Alle Messungen wurden als Doppelbestimmung durchgefiihrt.

4.4.3 Aktivitatsberechnung
Aktivitat pro Gramm Feuchtgewicht (FG):

(Comp,ope — Cpmyy) X Nstandara X V
CpMigpndara Xt X A X axwv

Aktivitdt (nmol/min/g FG) =

Aktivitat pro Gramm NCP:

(Cmerobe _ CmeW) X NStandard X V
CpmStandard X1 X pX Axaxwv

Aktivitdt (gmol/min/g NCP) =
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\% = Volumen im Testansatz (1000ul)

NStandara = Stoffmenge in der Standardlésung (490 nmol)
t = Inkubationszeit (10 min)

A = Homogenatmenge (100 pl)

a Homogenatverdiinnung (1:30)

v Volumenverdiinnung(1:2)

p = Proteinmenge (mg NCP/g FG)

4.5 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung des Nicht-Kollagen-Proteins (NCP) nach der BCA-Methode
wurde das Muskelhomogenat mit NaOH im Verhaltnis 1:10 versetzt und min-
destens 12 Stunden bei Raumtemperatur belassen. Durch die Zugabe von
NaOH wurde das Nicht-Kollagen-Protein hydrolysiert [46]. Das in NaOH
unlosliche Kollagen wurde bei 15000 g abzentrifugiert. Das Nicht-Kollagen-
Protein aus dem Uberstand wurde photometrisch bei 562 nm gemessen. Die
Proteinkonzentration in mg NCP /g Feuchtgewicht (FG) wurde anhand einer
mit BSA (0,1%) erstellten Eichkurve ermittelt.

4.6 IVCT

Zur Einteilung der Patienten in die Gruppen MHS, MHE und MHN wurde
der IVCT von Herrn Dr. Wieser in der Anaesthesiologischen Abteilung des
Allgemeinen Krankenhauses Wien nach den Richtlinien der EMHG durch-
gefithrt[22].

4.7 Auswertung und statistische Verfahren

Fir die Berechnung und Auswertung der Daten wurden die Programme
»,9PSS ¢ und ,GPOWER* verwendet. Auflerdem wurden eigene Program-

me in der Programmiersprache ,,Perl“ geschrieben. Es wurden t-Test und
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ANOVA sowie eine Poweranalyse zu beiden Tests durchgefiihrt. Zuséatzlich
wurden fiir die Mittelwertdifferenzen zwischen den Gruppen Konfidenzinter-

valle berechnet.

4.8 Linearitat der Reaktion uber Zeit und Muskelmen-
ge

Zur Priifung der Linearitat iiber die Zeit wurden Inkubationszeiten von 0
min, 5 min, 10 min, 15 min und 20 min gewahlt. Weiterhin wurde mit den
Messansatzen verfahren wie fiir die Bestimmung der Gesamtaktivitat be-
schrieben.

Zur Priifung der Linearitét iiber die Proteinmenge (Muskelmenge) wur-
den zu dem oben beschriebenen Reaktionsgemisch unterschiedliche Mengen
Muskelhomogenat hinzugefiigt: 0 pl (LW), 50 ul, 1001, 150 ul und 200 pul.
Die Inkubationszeit betrug 10 min. Das weitere Verfahren entsprach dem
oben beschriebenen.

Alle Messungen zur Bestimmung der Zeit- und Proteinlinearitat wurden
mehrfach durchgefiithrt, wobei Muskelgewebe unterschiedlicher Kontrollpati-
enten verwendet wurde.

Die Reaktion war sowohl zeitlinear tiber eine Inkubationszeit von 0 bis 20
min als auch proteinlinear iiber eine Muskelmenge von 0 bis 6,9 mg FG. Die
Linearitat iiber die Zeit ist in Abb. 2, iiber die Muskelmenge in Abb. 3 darge-
stellt. Fiir die anschliefenden Messungen wurde eine mittlere Inkubationszeit

von 10 min sowie eine Muskelmenge von 3,4 mg FG verwendet.
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Abbildung 2: Abhiingigkeit des Signals(cpm) von der Inkubationszeit Mittelwer-
te aus je 3 Messungen der CPT-Gesamtaktivitidt bei unterschiedlichen Inkubationszeiten;
durchgezogene Linie: lineare Regression
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Abbildung 3: Abhiingigkeit des Signals (cpm) von der Muskelmenge Mittelwerte
aus je 3 Messungen der CPT-Gesamtaktivitdt mit unterschiedlichen Mengen Muskelgewe-
be; durchgezogene Linie: lineare Regression
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4.9 Einfluss der Konzentration von L-Palmitoylcarnitin
auf die CPT-Aktivitat

Um den Einfluss der L-Palmitoylcarnitin-Konzentration auf die Enzymakti-
vitat zu untersuchen, wurde die Aktivitdt der CPT nach Zugabe von OmM-
0,5mM bestimmt. Abb. 4 zeigt die CPT-Aktivitdat bei MHS-Patienten und
MHN-Kontrollen nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen von L-Palmitoylcarnitin

prozentual zur Gesamtaktivitit.
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Abbildung 4: Aktivitit der Carnitin-Palmitoyltransferase in Abhingigkeit von der Kon-
zentration des Hemmstoffs L-Palmitoylcarnitin; Messungen im Muskelhomogenat von 3
MHS-Patienten und 3 MHN-Kontrollen; dargestellt sind Mittelwerte und Standardabwei-
chungen, in % der Gesamtaktivitat

Die Restaktivitat nahm bei Erhéhung der Konzentrationen zuerst stark
ab und naherte sich dann an einen Wert von 20% an, auf dem sie im Konzen-
trationsbereich von 0,3 mM - 0,5 mM konstant blieb. Dieses Verhalten der
Enzymaktivitat zeigte sich sowohl bei den MHS-Patienten, als auch bei den
MHN-Kontrollen. Fiir die im Folgenden dargestellten Untersuchungen wur-

de eine L-Palmitoylcarnitin-Konzentration von 0,4 mM verwendet, welche
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sich, wie in Abb. 4 gezeigt, im stationdren Bereich befindet. Eine stiarkere
Hemmung der CPT ware daher auch bei einer hoheren Konzentration des
Hemmstoffs nicht zu erwarten.

Durch frithere Versuche in unserem Labor war bereits bekannt, dass sich
die verwendeten Konzentrationen der iibrigen Hemmstoffe ebenfalls im sta-
tiondren Bereich befanden (nicht gezeigte Daten). Fiir Malonyl-CoA und
Palmitoyl-CoA wurde dies auflerdem bereits von Zierz und Engel beschrie-

ben [90].
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5 Ergebnisse

5.1 CPT-Aktivitat bei Patienten mit Maligner Hyper-

thermie im Vergleich zu Kontrollen

Die CPT-Aktivitaten wurden mit der Isotopen-Vorwartsreatkion bestimmt.
Es wurden 18 MHS-Patienten, 17 MHE-Patienten, 13 MHN-Kontrollen und
30 Kontrollen ohne Myopathie aber mit unbekanntem MH-Status untersucht.
Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind in Tabelle 3 dargestellt.

Zur statistischen Auswertung dieser Ergebnisse wurde eine Varianzanaly-
se (ANOVA) durchgefiihrt. Es zeigten sich keine signifikanten Varianzunter-
schiede, was darauf schlielen lasst, dass sich die Gruppen hinsichtlich ihrer
CPT-Aktivitat nicht signifikant unterscheiden. Des weiteren wurden je 2 der
Gruppen mit Hilfe des t-Tests verglichen. Bei einer Irrtumswahrscheinlich-
keit von a = 5% zeigte sich auch hier sowohl vor als auch nach Bonferroni-
Korrektur kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

Bei drei der MHS-Patienten war die Diagnose zusatzlich zum IVCT ge-
netisch gesichert. Auch in dieser Untergruppe zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede zu den iibrigen Gruppen.

5.1.1 Gesamtaktivitat der CPT

Die Bestimmung der Gesamtaktivitat der CPT erfasst CPT I und CPT II.
Bezogen auf das Nicht-Kollagen-Protein (NCP) fanden sich bei den MHS-
Patienten Werte von 0,44 - 2,89 p mol/min/g NCP (Mittelwert (1,55 +
0,53) pmol/min/g NCP ), bei den MHE-Patienten Werte von 1,09 - 2,90
pmol/min/g NCP(Mittelwert (1,75 4 0,58) gmol/min/g NCP), bei den MHN-
Kontrollen Werte von 0,61 - 3,54 pmol/min/g NCP (Mittelwert (1,85 + 0,93)
pmol/min/g NCP ) und bei Kontrollen mit unbekanntem MH-Status 0,72 -
2,53 pmol/min/g NCP (Mittelwert (1,62 + 0,42) pmol/min/g NCP). Abb.
5 zeigt die Gesamtaktivitat in den verschiedenen Gruppen. Die Gesamtakti-
vitat zeigte in ANOVA und t-Test keine signifikanten Unterschiede zwischen

den verschiedenen Gruppen.
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Tabelle 3: Vergleich der Aktivitit der Carnitin-Palmitoyltransferase bei MHS-Patienten, MHE-Patienten, MHN-Patienten,
gesunden Kontrollen und Patienten mit genetisch gesichertem CPT-II-Defekt; CPT-Gesamtaktivitdt und Restaktivitat nach
Zugabe verschiedener Hemmstoffe; Mittelwerte und Standardabweichung; n.b.: nicht bestimmt

CPT-Aktivitat MHS- MHE- MHN- Kontrollen | CPT-Mangel-
Patienten | Patienten | Kontrollen | Pat.o.Myop. Patienten
n =18 n=17 n=13 n = 30 n=3_y
Gesamtaktivitat
¢ mol/min/g NCP
MW + SD 1,55 £ 0,53 1,75 £+ 0,58 1,85 £ 0,93 1,62 £ 0,42 n.b.
Range 0,44 - 2,89 1,09 - 2,90 0,61 - 3,54 0,72 - 2,53
Restaktivitat %
Malonyl-CoA (0,2 mM)
MW =+ SD 39,56 £ 5,7 40,3 £ 5,5 379 £ 5,7 36,0 £ 8,1 82+ 48
Range 28,8 - 52,6 30,6 - 50,0 30,9 - 50,0 23,5 - 64,2 1,8 - 14,0
Triton (0,5 %)
MW &+ SD 53,5 £ 8,6 529 £ 7.8 53,9 £ 17.6 49,1 + 9,5 6,7 £ 3,4
Range 40,4 - 68,6 39,5 - 69,4 40,0 - 107,4 32,5 - 66,2 2,1-13,0
L-Palmitoylcarnitin (0,4 mM)
MW =+ SD 249 + 33 233+ 41 238 + 6.4 225+ 7.3 n.b.
Range 20,2 - 314 15,7 - 29,2 16,0 - 38,5 11,0 - 50,8
Palmitoyl-CoA (0,3 mM)
MW + SD 68,1 + 10,4 69,2 £+ 8,4 65,4 + 6,4 66,8 £ 9,9 n.b.
Range 474 - 83,5 55,6 - 91,0 04,7 - 81,0 44,0 - 89,9
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Abbildung 5: Gesamtaktivitit der CPT

5.1.2 Restaktivitat nach Hemmung durch Malonyl-CoA

Malonyl-CoA hemmt die CPT I. Die Restaktivitait nach Hemmung durch
Malonyl-CoA entspricht daher der Aktivitat der CPT II. Eine Verminderung
der Restaktivitat nach Zugabe von Malonyl-CoA bei normaler Gesamtakti-
vitat weist auf einen CPT II-Mangel hin.

Nach Hemmung durch 0,2 mM Malonyl-CoA betrug die Restaktivitat bei
MHS-Patienten 28,8 - 52,6 % (Mittelwert (39,5 + 5,7) %), bei MHE-Patienten
30,6 - 50,0 % (Mittelwert (40,3 £ 5,5) %), bei MHN-Kontrollen 30,9 - 50,0 %
(Mittelwert (37,9 + 5,7) %), und bei Kontrollen mit unbekanntem MH-Status
23,5 - 64,2 % (Mittelwert (36,0 + 8,1) %). Die Restaktivitdten (in Prozent
der Gesamtaktivitét) sind in Abb. 6 dargestellt. ANOVA und t-Test zeig-
ten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Ein CPT

[1I-Mangel lies sich also in keiner der Gruppen nachweisen.
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Abbildung 6: Restaktivitit der CPT nach Hemmung durch Malonyl-CoA

5.1.3 Restaktivitat nach Hemmung durch Triton X-100

Abb. 7 zeigt die Restaktivitat nach Hemmung durch 0,5 % Triton X-100.
Sie betrug bei MHS-Patienten 40,4 - 68,6 % (Mittelwert (53,5 + 8,6) %),
bei MHE-Patienten 39,5 - 69,4 %(Mittelwert (52,9 + 7,8) %), bei MHN-
Kontrollen 40,0 - 107,4%(Mittelwert (53,9 £+ 17,6) %) und bei Kontrollen mit
unbekanntem MH-Status 32,5 - 66,2 % (Mittelwert (49,1 £+ 9,5) %). Zwischen

den verschiedenen Gruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

5.1.4 Restaktivitat nach Hemmung durch L-Palmitoyl-Carnitin

Die Aktivitdten nach Zugabe von 0,4 mM des Reaktionsprodukts L- Palmitoyl-
Carnitin sind in Abb. 8 zu sehen. Diese erreichten bei MHS-Patienten Werte
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Abbildung 7: Restaktivitit der CPT nach Hemmung durch 0,5 % Triton X-100

von 20,2 - 31,4 % (Mittelwert (24,9 + 3,8) %), bei MHE-Patienten 15,7 - 29,2
% (Mittelwert (23,3 + 4,1) %), bei MHN-Kontrollen 16,0 - 38,5 % (Mittel-
wert (23,8 + 6,4) %) und bei Kontrollen mit unbekanntem MH-Status 11,0
- 50,8 % (Mittelwert (22,5 + 7,3) %). Die Daten zeigen keine signifikanten
Unterschiede in t-Test und ANOVA.

5.1.5 Restaktivitat nach Hemmung durch Palmitoyl-CoA

Abb. 9 stellt die Restaktivitaten nach Hemmung durch 0,3 mM des Substrats
L-Palmitoyl-CoA dar. Die Aktivitat nach Zugabe von L-Palmitoyl-CoA lag
bei MHS-Patienten im Bereich von 47,4 - 83,5 % (Mittelwert (68,1 £+ 10,4)
%), bei MHE-Patienten 55,6 - 91,0 % (Mittelwert (69,2 + 8,4) %), bei MHN-
Kontrollen 54,7 - 81,0 %(Mittelwert (65,4 + 6,4) %) und bei Kontrollen
mit unbekanntem MH-Status 44,0 - 89,9 % (Mittelwert (66,8 + 9,9) %).

Signifikante Unterschiede waren nicht vorhanden.
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Abbildung 8: Restaktivitit der CPT nach Hemmung durch L-Palmitoylcarnitin

5.2 Power-Analyse der Ergebnisse

Um die Wahrscheinlichkeit zu ermitteln, mit der ein tatsachlich vorhandener,
relevanter Unterschied zwischen den Gruppen bei der untersuchten Patien-
tenzahl als signifikant erkannt worden wére, wurde die Power (Teststérke)
berechnet. Die Ergebnisse der Poweranalyse sind in Tabelle 4 dargestellt. Als
relevant wurde eine Differenz bezeichnet, die mindestens der Standardabwei-
chung in der Gruppe der gesunden MHN-Kontrollen entspricht. Die Power
betrug fiir den t-Test zwischen MHS-Patienten und MHN-Kontrollen fiir die
CPT-Gesamtaktivitat 96,5%, fiir die Restaktivitit nach Hemmung durch
Malonyl-CoA 85,0%, durch Triton X-100 97,4%, durch L-Palmitoylcarnitin
96,1% und durch Palmitoyl-CoA 60,3%. Fiir den Vergleich zwischen MHE-
Patienten und MHN-Kontrollen errechnete sich eine Power von 94,9% fir
die Gesamtaktivitat, 85,4% fiir die Aktivitdt nach Zugabe von Malonyl-
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Abbildung 9: Restaktivitit der CPT nach Hemmung durch Palmitoyl-CoA

CoA, 97,5% nach Zugabe von Triton X-100, 94,6% nach Zugabe von L-
Palmitoylcarnitin und 71,9% nach Zugabe von Palmitoyl-CoA. Die Power
fiir den Vergleich zwischen MHE-Patienten und MHS-Patienten errechne-
te sich zu 99,9% fiir die Gesamtaktivitat, zu 90,5% nach Hemmung durch
Malonyl-CoA, zu 100% nach Hemmung durch Triton X-100, zu 99,9%,fir
den Hemmstoff L-Palmitoylcarnitin und zu 61,6 % nach Hemmung durch
Palmitoyl-CoA . Vergleicht man MHS-Patienten mit den gesunden Kontrol-
len, die nicht mit Hilfe des IVCT getestet wurden, erhalt man eine Power
von 100 % fiir die Gesamtaktivitiat, 81,2 % fir die Restaktivitat nach Zu-
gabe von Malonyl-CoA, 100 % nach Zugabe von Triton X-100, 96,1 % von
L-Palmitoylcarnitin und 66,9 % von Palmitoyl-CoA. Fiir den Vergleich zwi-
schen MHE-Patienten und gesunden Kontrollen liegt sie bei 100 % fir die
Gesamtaktivitat, bei 82,5 % fiir die Hemmung mit Malonyl-CoA, bei 100%
fiir Triton X-100, bei 94,9 % fiur L-Palmitoylcarnitin und bei 71,3 % fiir
Palmitoyl-CoA. Zwischen MHN-Patienten und nicht auf MH getesteten Kon-
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trollen ergibt sich eine Power von 99,5 % fiir die CPT-Gesamtaktivitat, 72,8
% fir die Restaktivitat nach Zugabe von Malonyl-CoA, 99,5 % nach Zugabe
von Triton X-100, 85,3 % nach Zugabe von L-Palmitoylcarnitin und 67,7 %
nach Zugabe von Palmitoyl-CoA. Die unterschiedlichen Werte der Power fiir
die verschiedenen Gruppenkonstellationen und die einzelnen Hemmstoffe er-
geben sich aus den unterschiedlichen Gruppengréfien, den Unterschieden in
der gepoolten Varianz sowie durch die jeweilige Standardabweichung in der
Gruppe der MHN-Kontrollen, die als Maf fiir die nachzuweisende Minimal-
differenz zugrundegelegt wurde.

Die Power der ANOVA wird aufler durch die Gesamtzahl der Patien-
ten auch durch deren Verteilung auf die einzelnen Gruppen beeinflusst. Bei
groflen Unterschieden in der Anzahl an Versuchspersonen in den verschiede-
nen Gruppen ist die durch konventionelle Power-Analyse-Software wie ,, GPower*
berechnete Power moglicherweise nicht verlasslich. Aus diesem Grund wur-
den nur die Gruppen MHS, MHE und MHN mit der ANOVA verglichen, die
ahnliche Gruppengrofien aufweisen. Ein Vergleich mit der Gruppe der Kon-
trollen mit unbekanntem MH-Status ist nicht unbedingt notwendig, weil die
gesunden Kontrollen bereits durch die MHN-Gruppe reprasentiert werden.

Bei einer Effektstarke von 0,4 betriagt die Power der ANOVA 66,7 %.

Tabelle 4: Power der statistischen Analysen

t-Test
Verglichene Gruppen Power
Gesamtakt. Restakt. nach Hemmung durch
CPT Malonyl- | Triton | Palmitoyl- | Palmitoyl-

CoA X-100 carnitin CoA
MHS vs. MHN 96,5% 85,0% 97,4% 96,1% 60,3%
MHN vs. MHE 94,9% 85,4% 97,5% 94,6% 71,9%
MHE vs. MHS 99,9% 90,5% | 100,0% 99,9% 61,6%
MHS vs. Kontrollen 100,0% 81,2% | 100,0% 96,1% 66,9%
MHE vs. Kontrollen 100,0% 82,5% | 100,0% 94,9% 71,3%
MHN vs. Kontrollen 99,5% 72.8% 99,5% 85,3% 67,7%

ANOVA

Verglichene Gruppen Power
MHS-MHE-MHN 66,7
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5.3 Berechnung des Konfidenzintervalls

Das 85 %-Konfidenzintervall (Vertrauensbereich) gibt an, innerhalb welcher
Spanne der wahre Wert mit einer Wahrscheinlichkeit von 85 % liegt. Die
Konfidenzintervalle wurden fiir die Mittelwertdifferenz zwischen MHS und
MHN, zwischen MHS und MHE und zwischen MHE und MHN berechnet.
Anschlieend wurde getestet, ob die Minimaldifferenz, die noch nachgewie-
sen werden sollte, innerhalb dieses Bereichs liegt. Fiir alle durchgefiihrten
Paarvergleiche, aufler fiir die Hemmung durch Palmitoyl-CoA, lag die nach-
zuweisende Differenz auflerhalb des fiir die Mittelwertdifferenz errechneten
85 %-Konfidenzintervalls. Dies zeigt, dass die wahre Mittelwertdifferenz mit
einer Wahrscheinlichkeit von héchstens 15 % die Grofie der nachzuweisenden

Minimaldifferenz erreicht oder iibersteigt.

5.4 CPT-Aktivitat bei Patienten mit bekanntem CPT-
Mangel

Es wurde die CPT-Aktivitdat bei MHS-Patienten und MHN-Kontrollen mit
Werten von Patienten mit genetisch gesichertem CPT-Mangel verglichen,
um herauszufinden, welche Werte bei einem tatsachlich vorhandenen CPT-
Mangel zu erwarten waren. Hierfiir wurden nur Patienten mit der am haufigs-
ten vorkommenden Mutation S113L ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Abb.
10 dargestellt.

Bei den CPT-Mangel-Patienten war die Restaktivitat der CPT nach Hem-
mung durch verschiedene Hemmstoffe bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 5% signifikant niedriger als bei allen anderen untersuchten Gruppen.
Signifikanz zeigte sich hier sowohl im t-Test, als auch in der ANOVA. Der
Post-Hoc Test nach Bonferroni, welcher das Signifikanzniveau fiir Mehrfach-
vergleiche anpasst, zeigte ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den

CPT-Mangel-Patienten und den anderen Gruppen.
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Abbildung 10: Vergleich der CPT-Aktivitiit bei Patienten mit CPT-Mangel, MHS-
Patienten und MHN-Kontrollen; Restaktivitiat nach Hemmung durch Malonyl-CoA oder
Triton; Mittelwert und Standardabweichung
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6 Diskussion

6.1 Zusammenhang zwischen CPT-Mangel und MH

Die unter 5 dargestellten Ergebnisse geben keinen Hinweis auf einen CPT-
Defekt bei MHS-Patienten. Weder die Gesamtaktivitiat, noch die Restakti-
vitat der CPT nach Hemmung mit Malonyl-CoA, Triton X-100, L-Palmitoylcarnitin
oder Palmitoyl-CoA zeigte signifikante Unterschiede zwischen den untersuch-
ten Gruppen MHS, MHE, MHN und Kontrollen, weder im t-Test noch in der
ANOVA. Die Power der statistischen Tests war mit mindestens 60,3 % bei
allen Vergleichen ausreichend hoch.

Ein isolierter Defekt einer der Isoformen, CPT I oder CPT II, lag ebenfalls
nicht vor, wie sich aus der Hemmbarkeit der CPT durch den CPT I-Inhibitor
Malonyl-CoA und das Detergenz Triton X-100 schliefen lasst. Malonyl-CoA
hemmt selektiv die CPT I, Triton X-100 l6st die CPT aus der Membran und
inaktiviert dadurch die CPT 1. Ein CPT I-Mangel wiirde sich daher durch
eine prozentual zur Gesamtaktivitat erhohte, ein CPT II-Mangel durch eine
erniedrigte Restaktivitdt nach Hemmung durch Malonyl-CoA bzw. Triton
X-100 zeigen.

Eine abnorme Hemmbarkeit der CPT, wie sie bei Patienten mit CPT-
Mangel vorliegt[90, 91, 82|, lies sich bei MHS-Patienten nicht nachweisen.
Die Restaktivitdt nach Hemmung durch Malonyl-CoA, Triton X-100, L-
Palmitoylcarnitin und Palmitoyl-CoA zeigte bei MHS-Patienten keine signi-
fikanten Unterschiede zu den anderen untersuchten Gruppen.

Vladutiu und Mitarbeiter beschrieben eine signifikante Reduktion der Ge-
samtaktivitat der CPT bei MH, jedoch keine verstarkte Hemmbarkeit durch
Malonyl-CoA oder Triton [79].

Fiir diese unterschiedlichen Ergebnisse gibt es mehrere mdgliche Ursa-
chen. Zum einen wurden die Studien von Vladutiu und Mitarbeitern an
transformierten Lymphoblasten durchgefiihrt, wahrend in der vorliegenden
Arbeit Muskelbiopsien verwendet wurden. Da sowohl die Maligne Hyperther-
mie als auch der CPT-Mangel vorwiegend die Muskulatur betreffen, ist es

sinnvoll, die Enzymbestimmung an Muskelbiopsien durchzufithren. Die bio-
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chemische Untersuchung transformierter Lymphoblasten ist zur Diagnostik
des CPT-Mangels nicht etabliert. Das derzeit beste diagnostische Verfahren
ist die radiochemische Bestimmung der CPT-Aktivitat in Muskelbiopsien.

Vladutiu und Mitarbeiter untersuchten die CPT-Aktivitat mit Hilfe ver-
schiedener Verfahren. Nur bei Verwendung der Riickwartsreaktion stellten
sie Unterschiede zwischen den Gruppen fest, wahrend alle anderen Verfahren
gleiche Aktivitaten bei Gesunden und MH-Patienten ergaben. In der vorlie-
genden Arbeit wurde die Isotopen-Vorwértsreaktion angewandt, welche das
Standardverfahren zur Diagnosesicherung eines CPT-Mangels darstellt. Der
Unterschied dieser beiden Verfahren besteht vor allem in der unterschiedli-
chen Konzentration an L-Palmitoylcarnitin. Diese ist bei der Riickreaktion
hoher als bei der Vorwartsreaktion, was zu einer Hemmung der CPT fiihrt.
Durch die Zugabe von L-Palmitoylcarnitin wird jedoch die Riickreaktion si-
muliert, so dass auf deren zusétzliche Durchfithrung verzichtet werden kann.
Wie in Abb. 4 gezeigt, lag die verwendete Konzentration von 0,4 mM L-
Palmitoylcarnitin bei MHS-Patienten und MHN-Kontrollen im stationaren
Bereich der Hemmung. Auch bei hoheren Konzentrationen wére daher keine
verstarkte Hemmbarkeit der CPT zu erwarten.

Die Aussagekraft der Studie von Vladutiu und Mitarbeitern ist aulerdem
durch die geringen Fallzahlen von 7 MHS-Patienten und 5 Kontrollen einge-
schrankt. Unsere Versuchsgruppe war mit 18 MHS, 17 MHE, 13 MHN und
30 Kontrollen wesentlich grofier und erlaubt daher eine Aussage mit hoherer
statistischer Sicherheit. Der MH-Status der Versuchsgruppen von Vladutiu
war zudem nicht eindeutig bestimmt. Zur Gruppe der MH-Patienten wurden
solche gezdhlt, die entweder einen positiven IVCT aufwiesen (MHS), oder
eine Episode einer MH iiberlebt hatten, jedoch nicht mit Hilfe des IVCT
untersucht worden waren. Die Kontrollgruppe wurde nicht auf MH getes-
tet. Besonders im Hinblick auf die Tatsache, dass MH-dhnliche Narkosezwi-
schenfélle auch bei negativem IVCT beschrieben worden sind [32], lasst sich
also nicht sicher beurteilen, ob alle Patienten der Versuchgruppe von Vladu-
tiu und Mitarbeitern wirklich MHS-Patienten und alle Kontrollen wirklich
MHN-Patienten waren.

Ein CPT-Defekt beruht vorwiegend auf einer abnormen Regulation, nicht
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auf einer Reduktion der Gesamtaktivitat [90, 82]. Diese wiirde sich durch
eine verminderte Restaktivitdt nach Hemmung durch Malonyl-CoA, Triton,
L-Palmitoylcarnitin oder Palmitoyl-CoA bemerkbar machen [90, 82, 19]. Vla-
dutiu und Mitarbeiter verwendeten die Hemmstoffe Malonyl-CoA und Triton
und fanden keine Verminderung der Restaktivitdt bei MH-Patienten. Dies
spricht eher gegen einen CPT-Mangel bei den von Vladutiu untersuchten

Patienten.

6.2 Vergleich der CPT-Aktivitat bei MHS, MHE und
MHN-Patienten mit der Aktivitat bei Patienten
mit CPT-Mangel

Die Ergebnisse aus unseren Messungen verglichen wir mit Werten von 8 Pa-
tienten mit CPT-Mangel, um zu ermitteln, in welchem Bereich die Werte
bei einem genetisch gesicherten CPT-Mangel liegen. Insbesondere die Rest-
aktivitdt nach Hemmung durch Malonyl-CoA bzw. Triton erreichte bei den
CPT-Mangel-Patienten deutlich niedrigere Werte als in allen anderen Grup-
pen. Die ermittelten Werte waren vergleichbar zu den von Wieser und Mitar-
beitern beschriebenen Werten bei CPT-Mangel [82]. Trotz der kleinen Fall-
zahl in dieser Gruppe waren die Unterschiede bei einer Irrtumswahrschein-
lichkeit von o = 5% signifikant. Lage bei MHS-Patienten ein CPT-Mangel
ahnlich dem bei Patienten mit genetisch gesichertem CPT-Defekt vor, ware
auch hier eine signifikante Erniedrigung der Werte im Vergleich zu MHN-
Kontrollen zu erwarten. Auf Grund der grofleren Fallzahl wiirde hier sogar
ein geringerer Unterschied Signifikanz erreichen. Da dies jedoch nicht der Fall
war, kann darauf geschlossen werden, dass bei MHS-Patienten keine Reduk-
tion der CPT-Aktivitat auf Werte ahnlich denen bei genetisch bedingtem
CPT-Defekt vorliegt.

Drei Patienten mit genetisch gesichertem CPT-Defekt wurden auflerdem
von Zierz und Mitarbeitern mit dem IVCT auf MH getestet und als negativ
(MHN) klassifiziert (nicht publizierte Daten). Auch wurde bisher keine grofie-
re Anzahl positiver IVCTs bei CPT-Mangel beschrieben. Obwohl dies nicht

in einer grofleren Studie untersucht wurde und daher nicht mit Sicherheit

40



ausgeschlossen werden kann, gibt es keine Hinweise darauf, dass die Maligne
Hyperthermie oder der MHS-Status im IVCT bei CPT-Mangel signifikant

haufiger auftritt als in der Normalbevolkerung.

6.3 Mogliche Griinde fiir das Auftreten MH-ahnlicher
Reaktionen bei CPT-Mangel

Nachdem, wie oben gezeigt, kein CPT-Mangel bei Patienten mit MH festge-
stellt werden konnte, stellt sich die Frage, wie die beschriebenen Falle von
MH bei CPT-Mangel [41] zu erkldren sind. Hierfiir gibt es unterschiedliche
Moglichkeiten. Zum einen kénnte die Assoziation zuféllig sein. Trotz der Sel-
tenheit beider Erkrankungen ist es nicht ausgeschlossen, dass ein Patient
sowohl an CPT-Mangel als auch an MH leidet, obwohl beide Erkrankungen
unabhéangig voneinander sind und auf unterschiedlichen Defekten beruhen.
Zum anderen handelte es sich moglicherweise bei den beschriebenen Patien-
ten gar nicht um eine echte MH, sondern um eine MH-ahnliche Reaktion, die
durch den CPT-Mangel bedingt war. Beschrieben wurden lediglich Rhab-
domyolyse, Myoglobinurie und akutes Nierenversagen. Diese treten jedoch
auch bei CPT-Mangel-Attacken auf [3, 50, 19]. Solche Attacken werden durch
korperliche und psychische Uberanstrengung getriggert. Auch Fasten wurde
als auslosender Faktor beschrieben [19]. Eine Operation in Kombination mit
der praoperativen Nahrungskarenz konnte durchaus einen solchen Ausloser
darstellen.

MH-ahnliche Reaktionen wurden auch bei MHN-Patienten beschrieben
[32]. Solche Félle zeigen, dass eine Narkosereaktion mit den beschriebenen
Symptomen nicht immer mit dem MHS-Status im IVCT einhergeht. Auf
Grund der hohen Sensitivitat dieses Tests kann man davon ausgehen, dass
es sich bei solchen Fallen nicht um eine MH, sondern um andere Narkose-
komplikationen handelt, denen moglicherweise eine andere Muskelerkrankung
zugrunde liegt.

Auch fiir andere Myopathien wurden Narkosekomplikationen beschrieben,
die MH-Attacken &hneln, unter anderem fiir die Duchenne-Muskeldystrophie
[81, 67], die Becker-Muskeldystrophie [10, 60], die Myotonia congenita [24],
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den Laminin-a2-Defekt [66] und den CPT I-Defekt [59]. Wie schon unter
1.5.5 beschrieben, sind all diese Erkrankungen jedoch nicht mit der MH as-
soziiert. Bei den beschriebenen Narkosezwischenfillen handelt es sich um
MH-ahnliche Reaktionen, denen jedoch eine andere Ursache, moglicherweise
die Myopathie, zugrundeliegt. Da alle von Katsuya und Mitarbeitern be-
schriebenen Symptome auch bei CPT-Mangel-Attacken vorkommen und da
auflerdem die Operation oder operationsbegleitende Umstéinde als Ausloser
einer solchen Attacke in Betracht kommen, liegt die Vermutung nahe, dass
auch in diesem Fall eine MH-ahnliche Narkosekomplikation vorliegt, deren
Ursache der CPT-Mangel darstellt.

6.4 Weiterfilhrende Fragen

Einige Muskelerkrankungen gehen, auch wenn sie nicht mit der MH im
Zusammenhang stehen, mit einem erhohten Narkoserisiko einher [44]. Die
beschriebenen Narkosekomplikationen [59, 41] weisen darauf hin, dass dies
auch bei CPT-Mangel zutreffen kénnte. Die Beantwortung dieser Frage wire
von grofler Bedeutung fiir die perioperative Versorgung der CPT-Mangel-

Patienten.
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7 Zusammenfassung

Maligne Hyperthermie ist eine lebensbedrohliche Narkosekomplikation bei
genetisch pradisponierten Patienten. Sie tritt bei Verwendung von Succinyl-
cholin in Verbindung mit Inhalationsnarkotika auf und &uflert sich in Form
von Muskelsteifigkeit, Temperaturanstieg und Rhabdomyolyse mit konseku-
tivem Nierenversagen. Die Diagnose wird durch den IVCT gestellt, anhand
dessen die Patienten in die Gruppen MHS, MHE und MHN eingeteilt werden
konnen.

Die Carnitin-Palmitoyltransferase ist ein Enzym des Fettstoffwechsels,
welches die Bindung langkettiger Fettsduren an Carnitin katalysiert, wodurch
der Transport der Fettsauren in die Mitochondrien ermoglicht wird. Es exis-
tieren zwei [soenzyme, CPT I und CPT II. Ein Mangel an CPT II fithrt zu
belastungsinduzierten Muskelschmerzen und Rhabdomyolysen.

Nachdem 1988 erstmals eine MH-ahnliche Narkosekomplikation bei einem
Patienten mit CPT-Mangel beschrieben wurde, stellte sich die Frage nach ei-
nem Zusammenhang zwischen MH und CPT-Mangel. In einer ersten Studie
hierzu wurde die CPT-Aktivitat in Lymphoblasten von Patienten mit MH
untersucht. Hierbei wurde eine signifikante Reduktion der CPT-Aktivitat bei
Patienten mit MH gefunden. Allerdings umfasste die Versuchsgruppe nur ei-
ne sehr kleine Patientenzahl, die Diagnose ,,Maligne Hyperthermie® wurde
anhand uneinheitlicher Kriterien gestellt und die verschiedenen angewand-
ten Untersuchungsmethoden fiihrten zu unterschiedlichen Ergebnissen. Die
Frage nach einer generellen Erniedrigung der CPT-Aktivitdt bei MH blieb
daher unbeantwortet. Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die CPT-
Aktivitat in Muskelbiopsien von Patienten mit gesicherter MH zu bestimmen
und mit der CPT-Aktivitat in Biopsien nicht betroffener Kontrollpersonen zu
vergleichen, um herauszufinden, ob die Aktivitat dieses Enzyms bei Betroffe-
nen im Vergleich zu Gesunden erniedrigt ist. Es wurde ebenfalls untersucht,
ob bei Patienten mit MH die Regulation des Enzyms CPT gestort ist.

Die Patienten wurden anhand des IVCT in die drei Gruppen MHS, MHE
und MHN eingeteilt. Eine weitere Gruppe umfasste klinisch gesunde Pati-
enten mit unauffalliger Muskelbiopsie, die nicht durch IVCT getestet wor-
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den waren. In den Muskelbiopsien dieser Patienten wurde radiochemisch die
Aktivitdat der Carnitin-Palmitoyltransferase vor und nach Hemmung durch
Inhibitoren bestimmt, deren Einsatz in der Diagnostik eines CPT-Mangels
etabliert ist. Mit dem t-Test wurden die Gruppen paarweise, mit der ANO-
VA alle Gruppen insgesamt miteinander verglichen. Bei einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit von 5% und ausreichender Power zeigten sich in keinem der
Tests signifikante Unterschiede.

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass ein genereller CPT-Mangel sowie
eine Regulationsstorung der CPT bei MH unwahrscheinlich ist. Beschriebene
Félle von MH-ahnlichen Reaktionen bei CPT-Mangel kénnten Ausdruck ei-
nes von der MH unabhéangig erhéhten Narkoserisikos bei dieser Erkrankung

sein.
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Thesen

. Die Maligne Hyperthermie (MH) ist eine lebensbedrohliche Komplika-
tion der Allgemeinanésthesie bei genetisch pradisponierten Patienten.

Die Diagnose wird durch den In-Vitro-Kontraktur-Test gesichert.

. Die Carnitin-Palmitoyltransferase (CPT) ist ein Enzym des Fettstoff-
wechsels. CPT I und II bilden zusammen mit der Carnitin-Acylcarnitin-
Translokase ein Transportsystem fiir langkettige Fettsauren in die Mit-

ochondrien.

. Der muskulare CPT II-Mangel auflert sich durch rezidivierende Rhab-
domyolysen. Das derzeit beste Verfahren in der Diagnostik eines CPT-

Mangel ist die biochemische Untersuchung in Muskelbiopsien.

. Malonyl-CoA, Triton, L-Palmitoylcarnitin und Palmitoyl-CoA sind In-
hibitoren der CPT. Eine Regulationsstorung der CPT auflert sich als

eine verstarkte Hemmbarkeit durch diese Substanzen.

. Ein Zusammenhang zwischen MH und CPT-Mangel wird seit langerer

Zeit postuliert.

. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Aktivitat der CPT in
Muskelbiopsien von Patienten mit MH im Vergleich zu gesunden Kon-
trollen untersucht. Mittels Inhibitoren wurde die Regulierbarkeit der
CPT bei MH-Patienten und Kontrollen untersucht.

. Es konnte gezeigt werden, dass sich die CPT-Aktivitaten von Gesunden
und von Patienten mit MH nicht signifikant unterscheiden. Die Daten
zeigen auflerdem, dass bei Patienten mit MH keine abnorme Regulier-
barkeit der CPT vorliegt.

. Auf Grund dieser Daten kann ein CPT-Mangel bei Patienten mit MH

mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.
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