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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung
1.1 Deutsche Version

Hintergrund: Das intravendse Anasthetikum Propofol kann in der Ausatemluft gemessen
werden. In der Vergangenheit konnte bereits eine gute Korrelation zwischen der Ausatemluft-
und der Plasma-Konzentration gezeigt werden, sodass die Bestimmung der Propofol-
Konzentration in der Ausatemluft eine Vorhersage der Plasma-Konzentration ermdglicht.
Allerdings ist die Korrelation zwischen der Konzentration in der Ausatemluft und in
verschiedenen Geweben unbekannt, daher wurde in der vorliegenden Arbeit die Korrelation
zwischen der Ausatem-, Plasma- und Gewebe-Konzentration analysiert. Da der Wirkort von
Propofol das Gehirn ist, haben wir uns insbesondere mit dem Zusammenhang zwischen

Ausatemluft- und Hirn-Gewebe-Konzentration befasst.

Methoden: 36 mannliche Sprague-Dawley Ratten sind fir 6 Stunden mit Propofol, Ketamin
und Rocuronium anasthesiert worden. Die Ratten wurden in Gruppen mit konstanten Propofol
Dosierungen mit 20, 40 oder 60mg/kg/h (n = 12 pro Gruppe) randomisiert. Die Propofol-
Ausatemluftkonzentration wurde alle 15 Minuten mittels Multikapillarsdulen gekoppelter
lonenmobilitatsspektrometrie gemessen. Arterielle Blutproben (110 pl) wurden 15, 30, 45
Minuten und 60, 120, 240 und 360 Minuten nach dem Start der Propofol-Infusion enthommen.
Das Verhaltnis von den Propofol-Ausatemluft-Konzentrationen zu den Plasma-
Konzentrationen wurde Uber die Zeit mittels linearer Schatzgleichung (GEE Modell) bestimmt.
Am Ende des Versuchs wurden die Propofol-Konzentrationen im Gehirn-, Lungen-, Leber-,
Nieren-, Muskel- und Fettgewebe sowie der letzten Ausatmung gemessen und das

Bestimmtheitsmal} (R?) durch Regressionsanalyse ermittelt.

Ergebnisse: Die Ausatemluft- und Plasma-Konzentrationen korrelieren mit einem R? von 0,77
Uber alle Datenpaare. Die Konzentration der letzten Ausatemluftprobe korreliert mit der letzten
Plasma-Konzentration am Ende mit einem R? von 0,71. Die Korrelation mit der Gehirngewebe-
Konzentration R? von 0,75 ist vergleichbar. Im Gegensatz dazu waren die Korrelationen
zwischen Propofol-Plasma- und Propofol-Lungengewebe-Konzentration (R?=0,5) und
zwischen Lungengewebe-Konzentration und Ausatemluft-Konzentrationen (R?=0,52) gering.
Weniger als 1/1000 des verabreichten Propofol wurde Uber den 360 Minuten

Untersuchungszeitraum ausgeatmet.

Zusammenfassung: Die ausgeatmeten Propofol-Konzentrationen und die Gehirngewebe-
Konzentrationen weisen einen Bezug auf. Es erscheint daher moglich, die Gehirngewebe-

Konzentrationen durch die Messung der Ausatemluft zu beurteilen. Die Gewebe-
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Zusammenfassung

Konzentrationen sind, wie zu erwarten flr ein fettlésliches Medikament, hoher als die Plasma-
Konzentrationen. Die Aquilibrierung zwischen Plasma und ausgeatmetem Propofol ist
Uberwiegend unabhangig von der Konzentration im Lungengewebe. Die Ausatmung tragt

unwesentlich zur Pharmakokinetik des Medikaments bei.
1.2 Summary

The correlations of propofol-concentration in exhaled air, brain tissue and blood

plasma are comparable
An animal experimental research

Background: The intravenous anesthetic propofol can be measured in exhaled air. In the past,
a good correlation between exhaled air and plasma concentration has already been shown
with the result that the determination of propofol concentration in exhaled air enables a
prediction of plasma concentration. However, the correlation between the concentration in
exhaled air and in different tissues is unknown, therefore the correlation between exhaled-,
plasma- and tissue-concentration was analyzed in this paper. Since the site of action of
propofol is the brain, we particularly have dealt with the relationship between exhaled air and

brain tissue concentration.

Methods: 36 male Sprague-Dawley rats were anesthetized for 6 hours with propofol, ketamine
and rocuronium. The rats were randomized into groups with constant propofol doses of 20, 40
or 60 mg / kg /h (n =12 per group). The exhaled propofol concentration was measured in 15-
minute intervals using multicapillary column - ion mobility spectrometry. Arterial blood samples
(110 pI) were taken 15, 30, 45 minutes and 60, 120, 240 and 360 minutes after the start of
propofol infusion. The ratio of propofol exhaled air concentrations to plasma concentrations
was determined over time using a linear estimation equation (GEE model). At the end of the
experiment, propofol concentrations in brain, lung, liver, kidney, muscle and fat tissue as well
as in the final exhalation were measured and the coefficient of determination (R?) was

determined by regression analysis.

Results: The exhaled air and plasma concentrations correlate with an R? of 0.77 in all data
pairs. The concentration of the final exhaled air sample correlates with the final plasma
concentration at the end with an R? of 0.71. The correlation with brain tissue concentration R?
of 0.75 is comparable. In contrast, the correlations between propofol plasma and lung tissue
concentrations (R? 0.5) and between lung tissue concentrations and exhaled air concentrations
(R? 0.52) were poor. Less than 1/1000 of the administered propofol was exhaled over the 360

minutes investigation period.



Zusammenfassung

Conclusion: The exhaled propofol and brain tissue concentrations have a relationship.
Therefore, it seems possible to evaluate brain tissue concentrations by measuring the exhaled
air. Tissue concentrations are, as expected for a fat-soluble drug, higher than plasma
concentrations. The equilibration between plasma and exhaled propofol is mostly independent
of the concentration in lung tissue. The exhalation makes no significant contribution to the

drug's pharmacokinetics.



Einleitung

2. Einleitung

Die Echtzeituberwachung und Messung von Propofol in der Ausatemluft ist von zunehmendem
wissenschaftlichen Interesse [67]. Der technische Fortschritt ermdglicht die Messung von
ausgeatmetem Propofol wahrend einer Allgemeinanasthesie, so steht zum Beispiel seit 2017
ein kommerziell erhaltlicher Uberwachungsmonitor (,Edmon®, B.Braun Melsungen) zur
Verfligung [77]. Unabhangig von der verwendeten Messtechnik konnte eine gute Korrelation
zwischen den Plasma-Konzentrationen und dem ausgeatmetem Propofol gezeigt werden
[6,8,9,28,52,67].

Der Zusammenhang zwischen der Ausatemluft- und verschiedenen Gewebe-Konzentrationen
von Propofol ist bisher unklar. Insbesondere die Korrelation zwischen der Ausatemluft- und
Gehirngewebe-Konzentrationen konnte weitere Informationen Uber die mdglichen Vorteile
einer Uberwachung der ausgeatmeten Propofol-Konzentration zur Vorhersage der Propofol-
Wirkung liefern. Frihere Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen Bispektral-Index-
Monitor (BIS)- Elektroenzephalogramm (EEG) Werten und ausgeatmeter Propofol-
Konzentration [4,2,21]. Der BIS-Monitor zeigt eine berechnete EEG-Variable an und dient
dazu, das EEG wahrend einer Allgemeinanasthesie zu erfassen und automatisch zu
interpretieren. Der BIS-EEG-Wert kann unterstitzend zur Beurteilung der Wirkung von

Anasthetika verwendet werden.

In den Lungen erfolgt der Ubertritt von Propofol vom Blut in die Atemluft. Propofol ist in der
Ausatemluft in sehr kleinen Konzentrationen messbar und es wird in Teilen pro Milliarde (eng.:
ppb - parts per billion) Bereich ausgeatmet. Damit ist klar, dass zumindest ein kleiner Teil des
Medikaments durch Ausatmung eliminiert wird. Es ist unklar, ob die Diffusion von Propofol in
Abhangigkeit zur Lungengewebe-Konzentration steht. Dartber hinaus befassten sich frihere

Studien mit einer moéglichen Rolle der Lunge im Propofol-Metabolismus [10,24,41,48].

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Korrelation der Propofol-
Ausatemluft-Konzentration mit derer im Plasma und verschiedenen Geweben. Dabei
interessierten wir uns vor allem fir die Beziehung der ausgeatmeten Propofol-Gehirngewebe-
Konzentration und der Propofol-Lungengewebe-Konzentration. Zusatzlich haben wir die
Propofol-Menge, die Uber die Ausatmung eliminiert wird, bestimmt, um zu Uberprifen, ob diese

pharmakologisch relevant ist.
2.1 Historie des Propofol
1973 entwickelte die Firma Imperial Chemie Industries (heute Astra Zeneca, Cambridge,

England) 2,6-Diisopropylphenol. Bevor der Name Propofol benutzt und sich durchgesetzt hat,
9



Einleitung

wurde die Substanz einige Jahre ,|C35868“ genannt. 1977 wurde von Kay erstmals Propofol
am Menschen getestet [33]. Die erste Tragersubstanz war, wegen der geringen Ldslichkeit in
Wasser, Cremophor (BASF, Ludwigshafen, Deutschland). Wegen haufiger Anaphylaxien und
brennendem Injektionsschmerz wurde weiter nach einer geeigneten Tragersubstanz
geforscht. Heute wird eine Soja-Ol-Emulsion verwendet [19]. Seit 1988 ist Propofol in
Deutschland zugelassen. Durch den zunehmenden und weltweiten Einsatz kam es zu einer
Fille von Studien und zur Entwicklung pharmakokinetischer Modelle z.B. fir eine

zielgesteuerte (engl.: ,Target-controlled-infusion® - TCI) Propofolinfusion [25,29,46,74].
2.2 Anwendung von Propofol in der Anasthesie und Intensivmedizin

Propofol ist ein kurz wirksames intravendses Anasthetikum zur Einleitung und
Aufrechterhaltung der Aligemeinanasthesie bei Erwachsenen, Jugendlichen und Kindern [18].
Es eignet sich aulerdem zur Sedierung bei chirurgischen und diagnostischen Malinahmen
oder in Kombination mit einer Lokal- oder Regionalanasthesie [18]. AuRerdem ist Propofol flir
die Sedierung von beatmeten Patienten in der Intensivmedizin zugelassen [18]. Im Vergleich
zu Narkosegasen eignet es sich wegen der guten Vertraglichkeit und der Risikoreduktion des
Auftretens von postoperativer Ubelkeit und Erbrechen besonders zur intravendsen

Anasthesie.
2.3 Messung von Propofol in der Ausatemluft

Die Messung von Medikamenten in der Ausatemluft stellt eine schnelle und nicht invasive
MafRnahme zur Bestimmung von Konzentrationen dar. Propofol ist in der Ausatemluft messbar
[4,20,22,64,79]. Es konnte gezeigt werden, dass die Konzentration in der Ausatemluft mit der
Plasma-Konzentration korreliert [20,40,64]. Der Zusammenhang wurde mit einem
BestimmtheitsmaR von R? = 0,85 beschrieben [27,54]. Veranderungen der Propofol-Plasma-
Konzentration sind mit einer zeitlichen Latenz in der Ausatemluft-Konzentration nachweisbar.
Grossherr et al. zeigten im Schweinemodell, dass die Dauer bis zur Anderung der
Konzentration in der Ausatemluft 29 Sekunden betragt [21]. Untersuchungen der eigenen
Arbeitsgruppe zeigten, dass sich eine Veranderung der Plasma-Konzentration in der
Ausatemluftkonzentration mit einer Verzdgerung von 4 Minuten widerspiegelt [53]. Die
Messungen kdénnen mit verschieden Geraten in Echtzeit, also ,on-line* sowie ,off-line"
erfolgen. Daraus kann sich eine vielversprechende Option fir die Verbesserung der
intravendsen Allgemeinanasthesiefiihrung ergeben. Die Echtzeit-Protonentransferreaktions-
Massenspektrometrie (PTR-MS) sowie die lonenmobilititsspektrometrie ermoéglichen die

kontinuierliche Messung [8,54,67,79]. Weitere Moglichkeiten der Messung sind die
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Gaschromatografie-Massenspektrometrie (GC-MS) [20] und die lonenmolekulreaktion-

Massenspektrometrie [27].
2.4 Pharmakodynamik

Intravends verabreichtes Propofol wirkt innerhalb von 30-40 Sekunden. Es fuihrt zu Amnesie,
Anxiolyse und Bewusstlosigkeit. Weiter reduziert es den intrakraniellen Druck, den zerebralen
Blutfluss, die zentrale elektrische Aktivitat. Traumfordernde und euphorisierende Wirkungen
werden vor allem in subhypnotischen Dosen beobachtet. Der Effekt lasst sich auf die direkte
und indirekte Aktivierung von inhibitorischen GABAa-Rezeptoruntereinheiten zurtckflihren.
Propofol verstarkt auflerdem die Wirkung von GABAs-Rezeptoren. Weiter hemmt Propofol den
NMDA Rezeptor und moduliert Kalzium und Natriumkanale. Hier wird zusammen mit der
Inhibition einer Glutamat-Freisetzung ein neuroprotektiver Effekt vermutet [38,39].
Tierexperimentell wurden Interaktionen mit dem Cannabinoidsystem [23], Glycerinrezeptoren

[14] und D1-Rezeptoren [44] nachgewiesen.

Propofol fuhrt zu einer ausgepragten Reflexdampfung. So wird eine gute Toleranz flr
supraglottische Atemwegshilfen oder diagnostische Prozeduren wie z.B. die Endoskopie
geschaffen. Propofol hemmt den Barozeptorreflex, wodurch eine Kreislaufdepression nicht

effektiv mit einer Reflextachykardie beantwortet werden kann [59].

Propofol verandert das EEG, es fuhrt Dosisabhangig zu einem Theta- und Deltarhythmus bis
hin zur Burst-Suppression [57]. Eine Uberwachung der Aligemeinanésthesie-Tiefe mittels EEG
ist daher maoglich [37,77]. Propofol hat Pro- und Antikonvulsive Eigenschaften. Antikonvulsiv
wirkt der GABA-Agonismus sowie der NMDA-Antagonismus. Ein Glycerin-Antagonismus

sowie ein GABA-Antagonismus im Thalamus kdnnten prokonvulsiv wirken [26,56].
2.5 Pharmakokinetik

Die wichtigsten pharmakologischen Parameter sind die Bioverfugbarkeit, das
Verteilungsvolumen, die Clearance und die Eliminationshalbwertzeit. Die Bioverfligbarkeit gibt
an, wieviel eines extravasal applizierten Medikamentes fur die Wirkung am Wirkort zur
Verflugung steht. Sie ist abhangig von der Absorption und dem First-Pass-Effekt in der Leber.
Per Definition sind intravends verabreichte Pharmaka, wie z.B. Propofol, zu 100%
bioverfugbar. Das Verteilungsvolumen (V) ist eine theoretische rechnerische GroRe. Es ist
abhangig von der Bindung des Pharmakons im Plasma und Gewebe und beschreibt den

Zusammenhang zwischen der applizierten Menge (M) und der Konzentration im Blut (C). Es

gilt:
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_M
V=" (1)

Die Clearance (Cl) ist das Plasmavolumen, das in einem bestimmten Zeitraum (t) vollstandig

vom Pharmakon (M) gereinigt wird. Es gilt:

Cl =M (2)

O =+

Unter der Eliminationshalbwertszeit oder terminalen Halbwertzeit versteht man die Zeit, in der
die Medikamenten-Konzentration in einem Kompartiment um 50% abnimmt. Bei einer Kinetik
erster Ordnung ist die Geschwindigkeit der Elimination abhangig von der Plasma-
Konzentration. Sie wird geringer mit abnehmender Plasma-Konzentration. Die
Eliminationsgeschwindigkeitskonstante (ke) ist abhangig vom Verteilungsvolumen (V) und der

Clearance (Cl). Es gilt:

~
| =

_mz_ o O ez, G
2 kel VTRV )

2.5.1 Pharmakokinetische Modelle

Intravends applizierte Substanzen folgen einem Mehrkompartiment-Modell, welches die
Verteilung und Umverteilung anhand pharmakologischer Konstanten zwischen verschiedenen

Kompartimenten beschreibt. Die Kompartimente sind theoretisch angenommene Raume.
Drei-Kompartiment-Modell

Die Pharmakokinetik von Propofol wird klassischerweise durch ein Drei-Kompartiment-Modell
beschrieben [58]. Propofol steht nur fir die intravendse Anwendung zur Verfliigung. Nach der
Injektion wird Propofol mit dem Blut im Kreislauf im zentralen Kompartiment (V1) in Gehirn und
Leber mit einer Halbwertzeit von 2-4 Minuten umverteilt. Als nachstes kommt es zur
Umverteilung in das schnelle periphere Kompartiment (V2). Die schnell aquilibrierenden
Kompartimente sind vor allem die viszeralen Organe und die Muskulatur. Zuletzt kommt es zur
Umverteilung in das langsame tiefe periphere Kompartiment (V3) was vor allem dem

Fettgewebe entspricht.
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Injektion

Kompartiment <
V2 (schnell)

Kompartiment
V1 (zentral)

> Kompartiment
< V3 (langsam)

i Ve:Effekt .
i Kompartiment

Elimination

Abbildung 1: Drei-Kompartiment-Modell aus Reuber P. (2017) Injektionsané&sthetika. In: Heck M.,

Fresenius M., Busch C. (eds) Repetitorium Anasthesiologie. Springer, Berlin, Heidelberg

Die Elimination aus dem zentralen Kompartiment erfolgt mikrosomal vor allem in der Leber
vorrangig durch Glukuronidierung, jedoch auch in Nieren, Gehirn und Dunndarm. Die
inaktivierten Metaboliten werden zu 88% renal eliminiert. Vor allem nach kontinuierlicher
Infusion, bei Nachinjektionen, in héherem Alter oder bei ausgepragter Adipositas kann die
Ruckverteilung von Propofol aus gesattigtem Muskel- und Fettgewebe deutlich verlangert sein
[6,7,58].

Target-Controlled-Infusion-System

Die Target-Controlled-Infusion (TCI) beschreibt eine Form der intravenésen Anasthesie, bei
der mit einer speziellen Infusionspumpe anhand eines pharmakologischen Modells eine
bestimmte Plasma- oder Effektkonzentration angesteuert wird. Die aktuell gebrauchlichsten
Modelle sind die Modelle von Eleveld, Marsch und Schnider [15,46,63] Diese etablierten PK-
Modelle fur eine Propofol TCl weisen jedoch Abweichungen von den vorhergesagten zu den
gemessenen Konzentrationen auf. Der mittlere Vorhersagefehler (MDAPE) mit dem Eleveld-
Model liegt bei 22 (4-50) %; 25 (6-58)% mit dem Marsh-Model; und bei 26 (2-54) % mit dem
Schnider-Model [29].

Physiologie-basierte pharmakokinetische Modelle

Kompartiment-Modelle weisen kein anatomisches raumliches Korrelat auf. Im Gegensatz dazu
spiegeln die Physiologie-basierten-pharmakokinetischen-Modelle (PBPK) den grofiten Teil
des Korpers mit den wichtigsten Bereichen wie Fettgewebe, Muskulatur, Herz, Nieren, Leber
und Lungen wider. Die verschiedenen Bereiche sind auch im Modell Uber das

Herzkreislaufsystem miteinander verbunden [31].
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Ein Vorteil der PBPK ist die Mdglichkeit mehr Parameter einzuschliefen, was die
interindividuelle Variabilitat verringert und die Genauigkeit der individuellen Vorhersage erhéht.
Ein entscheidender Nachteil der PBPK ist die schwierige Gewinnung ausreichender und
exakter physiologischer Daten. Haufig wird die Vorhersagewahrscheinlichkeit nur wenig

genauer um den Preis eines wesentlich komplexeren mathematischen Modelles [47].

2.5.2 lonenmobilitatsspektrometrie

Die lonenmobilitatsspektrometrie (IMS) ist ein physikalisch-chemikalisches Analyseverfahren,
welches sich durch eine sehr niedrige Nachweisgrenze fir Analyten in der untersuchten Luft
im Bereich von ppby bis ppty (ppb = parts per billion; ppt = parts per trillion, v = bezogen auf
das Volumen) auszeichnet. Messungen kénnen in Echtzeit innerhalb weniger Millisekunden

durchgefihrt werden [2].

Die Funktionsweise beruht auf der lonisation der Analyten zum Beispiel durch eine
Betastrahlenquelle. Die ionisierten Molekile wandern durch die sogenannte Driftréhre
Richtung einer am Ende dieser befindlichen Faraday-Platte. Den Molekulen entgegen wirkt ein
Luftstrom durch ein Drift-Gas, welches die Molekiile mehr oder weniger ,abbremst‘ und
dadurch eine ldentifizierung des Analyten ermoglicht. Die Drift-Zeit wird nach dem Durchtritt
eines Schaltgitters bis zum Auftreffen auf einer Faraday-Platte gemessen. Die dabei
entstehende Stromspannung spiegelt die Anzahl an lonen, die auf die Faraday-Platte
auftreffen, wider. Nach erfolgter Kalibration mit Hilfe der Reinsubstanz des Analyten, Iasst sich

daraus die Konzentration berechnen [23,82].

Gasauslass

A
| - | Driftfeld
Prober:einlass E—— l 0 B i Driftgas Einlass [J|i
Trigergas <) @ l ‘ ‘ E | ﬂ
i ® o ’ |
=) el |} ol
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@ ° I ‘ ®|
| |
Iki l ‘ \ i
lonen
\ \ . Faraday-Platte ]I
Strahlenquelle | Schaltgitter Driftringe
lonisationsregion Driftregion Detektions-

region

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines lonenmobilitatsspektrometers; (mit freundlicher

Genehmigung von T. Fink), modifiziert nach [11]
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Durch die Kopplung an eine Multikapillarsaule (MCC) kann die Auflésung, also die Spezifitat,
des IMS verbessert werden. Des Weiteren ist die Messung von Proben mit hoher
Luftfeuchtigkeit méglich, wodurch sich das IMS mit einer MCC besonders flir die Analyse von
Ausatemluftproben eignet. Die sich bei dem Durchtritt durch die MCC ergebende

Retentionszeit ist charakteristisch fir die einzelnen Analyten.

Abbildung 3: Mikroskopisches Foto einer Multikapillarsiule. Uber 1000 Kapillaren sind in einer
Sé&ule. Der Durchmesser einer Kapillare ist ca. 40 um. (a) Uberblick (x50) (b) VergréRerung (x500) [2]

Medizinische Anwendung

Neben der nichtmedizinischen Anwendung in der Pharma-, Lebensmittel- und Chemieindustrie
sowie zur Detektion von Spreng- und chemischen Kampfstoffen oder Drogen findet das IMS
zunehmenden Einsatz in der medizinischen Forschung [17]. Ein grof3er Vorteil des IMS ist die
kompakte Bauart sowie der fast lautlose Betrieb, was eine bettseitige Anwendung ermdglicht.
Dies ist beispielsweise mit dem alternativen Verfahren der Massenspektrometrie nicht mdglich.
Die IMS ist ein nicht invasives Verfahren, welches keine Gefahren flr den Patienten mit sich
bringt. Als Tragergas wird lediglich synthetische Luft benotigt und es konnte durch Buchinger
et al. gezeigt werden, dass ein Einsatz im Operationssaal problemlos mdglich ist [5].
Mittlerweile steht ein kommerziell erhaltlicher Uberwachungsmonitor (Exhaled Drug Monitor
-Edmon®, B. Braun, Melsungen, Deutschland) flr Propofol fur die klinische Anwendung am
Menschen zur Verfigung [49]. Dieser beruht auf der IMS-Technologie, welche auch in der
Studie verwendet wurde. Patientenseitig wird minltlich die Messung der Konzentration von
volatilem Propofol bei beatmeten oder sedierten Patienten durchgefiihrt, indem eine Probe der
Ausatemluft Gber ein T-Stuck und einen Verbindungsschlauch gezogen und nach vorheriger

Auftrennung mittels Multikapillarsaule, analysiert wird. Es wird eine Konzentration von Propofol
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in der Ausatemluft gemessen, indem im Gerat in einer Probenschleife eine definierte Menge
ausgeatmeter Luft gesammelt wird. Diese Probe wird anschlieRend in der MCC aufgeteilt und
im IMS vermessen. Eine medizinische Interpretation wird nicht durchgefiihrt. Auf dem Display
werden der aktuelle gemessene Wert in ppb sowie der Trend angezeigt. Der ,Edmon* wird mit
synthetischer Luft betrieben, welche eine ausreichende Reinheit zur Analytik bietet. Das Gerat
ist als Medizinprodukt der Klasse | klassifiziert. Bisher sind keine Studien im Tiermodell mit
dem ,Edmon* durchgeflihrt worden, was neben der Neuheit des Monitors unter anderem daran
liegt, dass Kleintiere, wie in unserem Fall Ratten, eine minutliche Probennahme respiratorisch
und hamodynamisch nicht kompensieren kénnen. Daher wurde in der vorliegenden Studie ein
konventionelles MCC-IMS genutzt, welches die Anpassung der Probengewinnung an die

Physiologie der Ratte ermdglicht [1].
2.6 Messung von Propofol im Plasma und im Gewebe

2.6.1 Flussigchromatografie und Massenspektrometrie (HPLC/MS)

Unter HPLC/MS versteht man die Verbindung von Flissigchromatografie (LC) mit der
Massenspektrometrie (MS). Die Flissigchromatografie ist eine haufig genutzte Methode, um
Propofol im Blutplasma zu quantifizieren [75]. Durch die Kopplung des Massenspektrometers
an die HPLC wird die Sensitivitdt der Messmethode verbessert. Unsere exakte Methode der

Messung ist bereits anderweitig beschrieben [49,62].

Die Massenspektrometrie misst das Masse-zu-Ladung-Verhaltnis von lonen. Die zu
analysierende Substanz wird in die Gasphase Uberfihrt und durch Elektrosprayionisation
ionisiert. Die Probe und das Lésungsmittel werden von der stationaren Phase der HPLC zum
MS transportiert und dort durch eine diinne geladene Nadel in eine Vakuumkammer gespriht.
Die geladenen Losungsmitteltropfchen verdampfen im Vakuum und es bleiben nur die

geladenen Molekule der Probe zur Analyse zurtck.

Das Kernstlck zur Analyse ist ein Quadrupolmassenanalysator. Hierbei handelt es sich um
vier Elektroden, die paarweise parallel angeordnet sind. Die jeweils gegenuberliegenden
Elektroden sind hierbei gleich gepolt. Der lonenstrahl wird parallel zu den Elektroden durch
den Analysator geleitet. Die Elektroden erzeugen ein Magnetfeld, welches die geladenen
lonen in ihrer Flugbahn beeinflusst und in eine sinusférmige Wellenbahn bringt. So kénnen zu
einem bestimmten Zeitpunkt oder bei einer bestimmten Spannung nur Analyten mit einem
bestimmten Masse-zu-Ladung-Verhaltnis mit einer stabilen Flugbahn den Massenanalysator

passieren und detektiert werden. Es entsteht ein fur den Stoff typisches Massenspektrum.
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Abbildung 4: Typischer Aufbau einer HPLC-Apparatur: A = Eluentenreservoirs B

Elektromagnetische Mischventile mit Doppelhubkolbenpumpe C = 6 Wege Ventii D

Druckkompensationsschleife, um Pumpimpulse der Pumpe zu egalisieren E = Mischkammer F
Einspritzventil G = Trennsaule H = HPLC-Einheit | = Detektor-Einheit (z.B. UV-Spektrometer) J

Computer-Interface K = PC mit Drucker zur Ausgabe der Ergebnisse. Modifiziert nach Cornelius

Schumacher, Berlin, Germany 2003

2.7 Qualitatssicherung in der Analytik

Durch wiederholte Messungen und hohe Qualitatsstandards in der Analytik wird sichergestellt,

dass valide Messergebnisse erhalten werden.

2.7.1 Linearitat

Die Linearitat einer analytischen Methode ist ihre Fahigkeit, innerhalb eines gegebenen
Bereichs Testergebnisse zu liefern, die direkt proportional zur Konzentration des Analyten sind
[16].

2.7.2 Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze (LOD) ist die niedrigste Konzentration der Analyten in der Probe, bei der
die Identifikationskriterien erfullt sind. Die Bestimmungsgrenze ist die niedrigste Konzentration
eines Analyten in einer Probe, die mit akzeptablem Fehler (+/- 20% und Préazisionsdaten
(RSD<20%) bzw. mit einer vorgegebenen relativen Ergebnisunsicherheit (33%, Signifikanz
99%) bestimmt werden kann. Die Nachweisgrenze (LOD, Limit of Detection) und die

Bestimmungsgrenze (LOQ, Limit of Quantification) wurden gemafR der Internationalen
17



Einleitung

Konferenz zur Harmonisierung der technischen Anforderungen flir die Registrierung von

Pharmazeutika am Menschen angewendet [10].

2.7.3 Selektivitat

Eine analytische Methode ist selektiv, wenn unterschiedliche Komponenten einer Mischung
nebeneinander nachgewiesen und quantifiziert werden kdnnen. Propofol hat ein m/z Verhaltnis

von 178 bzw. 177 im ionisierten Zustand.

2.7.4 Matrixeffekt und Wiederfindung

Matrixeffekte sind, im Vergleich zur Injektion des Analyten in reinem Lo&sungsmittel,
Anderungen des Signals durch ko-eluierende Matrixkomponenten einer Probe. Dies bedeutet,
dass ein gleichzeitig anwesender Stoff in der Probe als Storstoff wirkt und damit die

Bedingungen der lonisation verandert.

Die Wiederfindung beschreibt welche Menge von einem zu einer Probe hinzugegebenem Stoff

in der Analyse wiedergefunden wird. Die Wiederfindungsrate wird in Prozent angegeben.
2.8 Fragestellung

1.) Inwiefern korreliert die abgeatmete Konzentration von Propofol mit verschiedenen

Gewebe-Konzentrationen (Gehirn, Lunge, Leber, Niere, Muskel und Fettgewebe)?

a. Lasst sich durch die Messung der Propofol-Ausatemluftkonzentration die

Gehirngewebe-Konzentration abschatzen?

b. Ist die Diffusion von Propofol vom Plasma in die Atemluft abhangig von der

Lungengewebe-Konzentration?

2.) Wieviel der verabreichten Menge an Propofol wird durch Abatmung eliminiert?
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3. Material und Methoden
3.1 Versuchstiere

Die Experimente wurden mit Zustimmung des zustdndigen Landesamtes flr Soziales,
Saarland, Saarbricken (Nr. 49/2017) und gemal dem Tierschutzgesetz durchgefihrt. 36
mannliche ca. 10 Wochen alte Sprague-Dawley-Ratten (310 — 350 g Kérpergewicht) wurden
vom Charles River Laboratory International (Sulzfeld, Deutschland) geliefert und unter
kontrollierten Bedingungen (Temperatur 20 + 2 ° C, 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus, 50 + 5%
relative Luftfeuchtigkeit) im Tierstall der Universitdt Campus Homburg gehalten. Die Ratten

hatten freien Zugang zu Wasser und normalem Pellet-Futter.
3.2 Anasthesie, Praparation und Uberwachung

Es erfolgte eine inhalative Anasthesieeinleitung mit 5 Vol. % Sevofluran (AbbVie Deutschland
GmbH und Co. KG, Ludwigshafen, Deutschland) mit einem Sauerstofffluss von 1L/min in einer
Anasthesie-Kammer. In tiefer Sedierung wurden die Tiere gewogen (Waage Kern 470, Gottl
Kern & Sohn GmbH, Albstadt, Deutschland). Die Allgemeinanasthesie wurde durch die
konstante Verabreichung von Sevofluran Gber eine Maske aufrechterhalten (3,5 Vol.%, 1 L/min
0O.). Die Ratten wurden auf einer aktiv erwdrmten Platte in Rickenlage gelagert. Die
Korperkerntemperatur wurde bei 37 + 1 ° C konstant gehalten und durch eine rektal eingelegte
Temperatursonde (Universal Thermostat, Conrad Electronic SE, Hirschau, Deutschland)
Uberwacht. Zunachst wurde ein zentralvendser Katheter (ZVK, Fine-Bore Polythene Tubing,
ID 0,58mm OD 0,96mm, Smith Medical ASD, Keene, New Hampshire, USA) in die rechte Vena
jugularis interna eingelegt. Diese wurde mit zwei Haltenahten fixiert. Im Anschluss an die ZVK
Anlage wurde Uber ein Spritzenpumpensystem (Perfusor Compact, B.Braun, Melsungen,
Deutschland) Ketamin (Ketamin O.K., Rotexmedica GmbH, Trittau, Deutschland) geldst in
Sterofundin ISO 1/1 (B.Braun, Melsungen, Deutschland) in der Dosierung von 30 mg/kg/h
infundiert. Nun wurde ein arterieller Katheter (Fine-Bore Polythene Tubing, ID 0,58mm OD
0,96mm, Smith Medical ASD, Keene, New Hampshire, USA) in die Arteria carotis communis
sinister eingelegt. Dieser wurde mit zwei Haltenéhten fixiert. Uber diesen Katheter, der tber
ein Druckabnahmesystem (TruWave3cc/200cm, Edwards Lifesiences LCC, Irvine, CA, USA)
mit dem Uberwachungsmonitor (Monitor IntelliVue MP20 Junior, Philips Medizin Systeme
Bdblingen GmbH, Bdéblingen, Deutschland) verbunden war, wurde der arterielle Blutdruck
kontinuierlich Uberwacht. Zur Etablierung einer Trachealkanlle wurden die Halsweichteile
(Glandulae submandibulares und die pratracheale Muskulatur) stumpf mobilisiert und
lateralisiert. Mit einer Querinzision mit dem Skalpell wurde die Trachea eréffnet und eine

Trachealkanile eingelegt. Diese wurde mit zwei Haltenahten fixiert.
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Die physiologischen Parameter (Herzfrequenz, Blutdruck, Atemminutenvolumen,
Tidalvolumen, Atemfrequenz, Beatmungsspitzendruck, Temperatur Postiv-endexpiratorischer-
Druck, PEEP) wurden mit LabChart 8 mit PowerLab 8/35 (ADInstruments, Oxford,
Grol3britannien) erfasst und aufgezeichnet. Die inhalative Allgemeinanasthesie wurde mit dem
Beginn der mechanischen Beatmung beendet und auf eine intraventse Anasthesie mit
Propofol und Ketamin umgestellt. Um die mechanische Beatmung zu erméglichen, wurde der
Atemstillstand durch Muskelrelaxation durch einen intravendsen Bolus von Rocuronium 10
mg/kg (N.V. Organon, Oss, Niederlande) herbeigeflihrt. Zu Beginn der intravendsen
Allgemeinanasthesie wurde ein Bolus von 3 mg Propofol verabreicht, welcher den Zeitpunkt
des Beginns des Beobachtungszeitraums definierte. Ketamin (Rotexmedica GmbH, Trittau,
Deutschland) und Rocuronium wurden in allen Gruppen kontinuierlich (Perfusor Space,
B.Braun, Melsungen, Deutschland) mit einer Dosis von 30 mg/kg/h verabreicht. Die Ratten
wurden auf 3 verschiedene Propofol-Dosierungen (Propofol 1% MCT Fresenius, Fresenius

Kabi, Bad Homburg, Deutschland) randomisiert:

Gruppe 1: 20 mg/kg/h (n = 12)
Gruppe 2: 40 mg/kg/h (n = 12)

Gruppe 3: 60 mg/kg/h (n = 12)

Zusatzlich wurde eine balancierte Elektrolytldsung (B. Braun, Sterofundin ISO, Melsungen,
Deutschland) verabreicht. Die Gesamtinfusionsmenge einschlieBlich Anasthetika und der

balancierten Elektrolytldsung betrug 10ml/kg/h.
3.3 Beatmung

Alle Tiere wurden Uber die Trachealkanule mit einem Tidalvolumen von 6 ml/kg und einer
anfanglichen Atemfrequenz von 83/min beatmet (Kleintierbeatmungsgerat ,Vent Star“, Modell
R415, RWD Life Science Co., Ltd., Shenzhen, Guangdong Provinz, China). Die
Inspirationszeit betrug 40%. Der PEEP wurde konstant bei 2 cmH.O eingestellt. Der
inspiratorische  Spitzendruck betrug 35 cmH>O. Die Sauerstoffkonzentration des
Beatmungsgases betrug 50 * 2 %. Arterielle Blutgasanalysen zur Kontrolle der
Beatmungsparameter wurden, wie unter 3.5 beschrieben, durchgefihrt. Bei einem
Kohlendioxidpartialdruck von weniger als 28mmHg erfolgte eine Verringerung der
Atemfrequenz um zehn Prozent. Bei einem Partialdruck von mehr als 45 mmHg erfolgte eine

Erhdéhung der Atemfrequenz um zehn Prozent. Das Tidalvolumen blieb wahrend des gesamten
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Versuchs gleich. Die Beatmungsschlauche bestehen aus Perfluoralkoxy-Polymeren (PFA), um

die Anheftung von Analyten zu verhindern.
3.4 Atemluftproben

Alle 15 Minuten wurden 10 ml Ausatemluft mit einem Multikapillarsaulen-
lonenmobilitatsspektrometer (Breath Discovery, B&S Analytik, Dortmund, Deutschland)
analysiert. Fur die Versuche wurden zwei MCC-IMS Gerate genutzt und mit folgenden

Einstellungen bzw. Spezifikationen betrieben:

Tabelle 1: Einstellungen des lonenmobilitatsspektrometer ,,Breath Discovery“ (B&S Analytik,

Dortmund, Deutschland) zur Ausatemluftanalytik

Probenentnahmeschlauch 50 ml/min
Séaulenfluss 150 ml/min
Driftfluss 100 ml/min
Multikapillarsaule OV-5 (5%phenyl, 95% dimethyl siloxane)
Temperatur 40°C
Detektionsmodus Positiv
Spektren 1200/1500
Durchschnittliche Verzégerungszeit/

5/5
durchschnittliche Driftzeit
Klappenschluss 5ms
Pumpenfluss 300 ml/min
Probenschleife 10 ml
Driftgas Synthetische Luft
Luftfeuchtigkeit Aus
lonisation Betastrahlenquelle; %3Ni, 550 MBq
Lange der Driftréhre 120 mm
Lange der Saulen 250 mm
Elektrisches Feld 320 Viem
Datendarstellung VisualNow
Probenkontrolle Volumenkontrolliert

Fir die Auswertungen wurde die Software ,Visual Now*, Version 3.7 und ,VocAn*, Version 3.6.
(B&S Analytik, Dortmund, Deutschland) genutzt.
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Abbildung 5: Schematischer Versuchsaufbau des Tiermodells. (mit freundlicher Genehmigung
von L. Muller-Wirtz)

3.5 Blut- und Gewebeproben

Vor jeder Blutentnahme wurden 0,2 ml Blut aus dem arteriellen Katheter aspiriert und
umgehend nach der Blutentnahme Uber diesen zurlickgegeben. Arterielle Blutproben von 110
Ml wurden 15, 30 und 45 Minuten, sowie 1, 2, 4 und 6 Stunden nach Beginn der Propofol
Infusion entnommen. Diese wurden mit 1,5 ml Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) vermischt
und anschlielend bei 7700 g fur 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. AnschlieRend wurde der
Plasmauberstand aliquotiert und bei -75 °C bis zur Analyse gelagert. Nach den Blutentnahmen
nach 1, 2 und 6 Stunden wurden weitere 150 pl Blut zur Blutgasanalyse in eine heparinisierte
(Heparin-Natrium 25000 IE/5 ml, B.Braun, Melsungen, Deutschland) Spritze entnommen. Das
Blut wurde unmittelbar in eine mit Heparin beschichtete 100 ul Kapillare (safeClinitubes,
Radiometer Medical ApS, Kopenhagen, Danemark) aufgezogen. Die Kapillare wurde auf
beiden Seiten verschlossen und bis zur Blutgasanalyse (Radiometer ABL 800 Basic, Willich,

Deutschland) auf Eis gelagert.

Nach 6 Stunden wurde den Tieren die maximal mdgliche Blutmenge aus der arteriellen Kantle
zur Tétung entnommen. Danach wurden Leber, Lunge, Nieren, Muskeln, Fett und Gehirn in
der angegebenen Reihenfolge enthommen. Die Gewebe wurden sofort in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei -75 °C gelagert. Zur Messung wurde das gefrorene Gewebe zunachst grob
gemorsert. Dann sind 100 yg Gewebe mit 900 pl von einem Acetonitril-Wasser-Gemisch
(Acetonitril HPLC, VWR Chemicals, Fontenay-sous-Bois, Frankreich) im Verhaltnis 70/30 %
vermengt worden. Anschliefend wurde das Gemisch homogenisiert. 100 yl des Homogenats
sind mit 900 pl Acetonitril gefallt worden. Im Anschluss wurde mit 15000 g fir 10 Minuten
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zentrifugiert. Die Messung der Propofol-Konzentrationen in den Plasmaproben und den
Gewebehomogenaten wurde durch eine Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC-

MS), wie von Shopova et al. [61] und im Kapitel 3.8 beschrieben, durchgefihrt.
3.6 IMS Kalibration von Propofol mittels Prifgasgenerator

Zur Umrechnung der mittels MCC/IMS gemessenen Propofol-Signalintensitaten in
Konzentrationen waren Kalibrationsmessungen erforderlich. Diese wurden mit dem
Prufgasgenerator ,HovaCAL 4836-VOC* (IAS, Oberursel, Deutschland) durchgefuhrt [72].
Hierzu wurden definierte Propofol-Konzentrationen zwischen 5 und 200 ppb hergestellt und

vermessen. Zur Ermittlung der Kalibrationskurve erfolgte eine Regressionsanalyse.

3.6.1 Herstellen der Propofollésung zur Kalibration

Zunachst ist die Waage (MSA225P-1CE-DU, Fa. Sartorius, Goéttingen, Deutschland) nach
Herstellerangaben kalibriert worden. Im Anschluss sind mit der Pipette (Picus NxT, Fa.
Sartorius, Gottingen, Deutschland) 10 ul Propofol (2,6-Diisopropylphenol, Propofol, CAS:
2078-54-8, Sigma-Aldrich, Mlnchen, Deutschland) auf eine Wageschale pipettiert und
gewogen worden. Die Wageschale ist nun Gber einem 250 ml Messkolben platziert und mit
2,5 ml HPLC Ethanol >99,7% (VWR Chemicals, Fontenay-sous-Bois, Frankreich) gespdlt
worden, sodass das Propofol mit dem Ethanol in den Messkolben gespult wurde. Der
Messkolben wurde mit 250 ml HPLC Wasser (VWR Chemicals, Fontenay-sous-Bois,
Frankreich) bis zur Eichmarke aufgefillt. Die Endkonzentration der Lésung wurde

folgendermalen berechnet:

Einwage Propofol * 97% * 1000000png/100%/250ml = pg/ml (5)

Die Stammldsung wurde in eine Duran Glasflasche (Duran Glastechnik GmbH & Co. KG,
Wertheim/Main, Deutschland) abgefullt.

3.6.2 Kalibration und Bestimmungsgrenzen des IMS

Die Kalibration des IMS mittels des Prifgasgenerators (HovaCAL 4836-VOC, IAS, Oberursel,
Germany) ist bereits durch Maurer et al. beschrieben [49] und entsprechend durchgeflhrt
worden. Das Propofol-Gas wurde durch einen 2 Meter langen, auf 50 °C geheizten, PFA-
Schlauch (Perfluoralkoxy-Polymere aus Tetrafluorethylen und Perfluoralkoxyvinylethern, IAS,
Oberursel, Deutschland) in den Probeneingang des MCC/IMS geleitet. Der Schlauch
beinhaltet ein 1/8"" T-Stlick (Swagelok, Frankfurt, Deutschland) um internen Druckaufbau zu

verhindern. Den Versuchsaufbau zeigt Abbildung 6.
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Abbildung 6: Schematischer Aufbau mit dem HovaCAL gas Generator und dem MCC/IMS: Sie
sind verbunden mit einer gewarmten Gasleitung mit einem T-Stlick. Beide Gerate werden mit einem
Tragergas betrieben und von einer Software kontrolliert (mit freundlicher Genehmigung von F. Maurer)
[49]

Die Propofol-Konzentrationen 200, 100, 50, 30, 10 und 5 ppb, sind mit dem Priifgasgenerator
hergestellt und dem MCC/IMS vermessen worden. Jede Konzentration ist iber einen Zeitraum
von 60 Minuten jeweils 5 Mal gemessen worden. Vor dem Start der Messserie wurden
Nullmessungen durchgefuhrt. Es wurde eine Regressionsanalyse durchgefiihrt sowie die
Nachweis- und Bestimmungsgrenze ermittelt. Es ist ein Grenzwert flr ein Signal-zu-
Hintergrundrauschen Verhaltnis von 3:1 fur das Detektionslimit (engl.: ,limit-of-detection®,
LOD) und 10:1 fur Quantifizierungslimit (engl.: ,limit-of-quantification“, LOQ) festgelegt
worden. Die im Rahmen dieser Studie genutzten MCC-IMS Gerate (,Breath Discovery®, B&S
Analytik, Dortmund, Deutschland) wurden fur die Propofol-Messung kalibriert und validiert. Die
Kalibration muss fir jedes Gerat durchgeflhrt werden und ist trotz der Baugleichheit der

Geréate nicht Ubertragbar.
3.7 Datenauswertung mit der Visual Now Software

Bei der Kalibration der Propofol-Reinsubstanz konnte die Lage des Signals im Spektrum
ermittelt werden. Die Lage des Signals ergibt sich durch die chemisch-physikalischen
Stoffeigenschaften, welche Retentionszeit (RT) und die inverse reduzierte lonenmobilitat
(1/K0) beeinflussen. In Abhangigkeit der Intensitat verandert sich die Signalstarke. Fir die

Detektion des Propofol-Signals wurde eine Retentionszeit von 551,3 mit einem RT Radius von
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111,2 und eine inverse reduzierte lonenmobilitat von 0,675 mit einem 1/KO Radius von 0,019

verwendet. Die Abbildung 7 zeigt das Signal von Propofol in der Auswertesoftware.

Amplify: 20.0
Lowest Displayed Intensity: -1.0000
HNorm Signal to RIP

Baseliné Corraction

Aligned 1/K0

moothe:
Aligned: 1.000

1UKD: 0.0 (7)
K0: 8.22337203685¢

RT[s]:5105 (1001
Intensity: 0.0187

o7 ok o 1 o 1 % W PR U
KD / Vslom® intensity /
1/K0 = 0.6769
K0=1.4773

Analytik

Abbildung 7: Visual Now Analyse: Messung mit dem VOC Signal von Propofol (oben, roter Kasten)

3.8 Flussigchromatografie und Massenspektrometrie

3.8.1 Kalibration der HPLC/MS

An allen Messtagen wurde einmal eine Standardkurve in den Konzentrationen 0,5 - 8 ug/ml
fur die Plasmamessungen bzw. 0,5 - 100 ug/ml fur die Gewebemessungen erstellt. AuRerdem
sind wahrend der Messungen in regelmafigen Abstanden Qualitatskontrollen durchgefihrt
worden. Zur Erstellung der Kalibrierstandards wurde eine Propofol-Referenzlésung (Propofol
Solution 1mg/ml CAS 2078-54-8, Sigma Aldrich, Minchen Deutschland) in Methanol (Sigma
Aldrich, Minchen, Deutschland) mit medikamentenfreiem Kunstplasma (,Lyphocheck® REF
456, Bio Rad Labaratories, Irvine, CA, USA) auf die Konzentrationen von 0 - 75 ug/ml verdinnt.
Fir die Kalibration der Proben wurde Gewebe von Ratten, welche kein Propofol erhalten
haben, entnommen und homogenisiert. Diese Proben wurden durch Zugabe der Propofol-
Referenzlésung auf Konzentrationen von 0,5 — 100 pyg/ml eingestellt. Bei einem vorliegenden
Verdunnungsfaktor von 10 beim Auffullen von 100 ul Gewebehomogenat mit 900 ul Acetonitril
konnte entsprechend mit einer Multiplikation des Messergebnisses mit 10 auf die

Konzentration in ug/g zurlickgerechnet werden.
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1000 pl 10ul [ 100 mg ] 200 mg Gewebe
Kunstplasma Plasma L Gewebe medikamentenfrei
I I | |
1000 pg/ml 390 ul ( 900 ul h 1800 pl
Propofol [ Acetonitril Acetonitril/Wasser Acetonitril/Wasser
| L 60/40 ) 60/40
verdiinnen auf : ) I
homogenisieren homogenisieren
|
0;0,5; 1; 2; 4; 8; 10; ) | ° |
15; 30; 45; 60; 75 ( o i o
Jml zentrifugieren zentrifugieren
MEI 5 000 g fur 1 min. 5 000 gfor 1 min
N 7
. | |
mixen (5 Sek.) - 100wl ~ 1000l
I Gewebe- ) Gewebe-
10pl homogenat homogenat
I L ’
Plasma T |
| i 900 pl A Propofol
390l | Acetonitril ) 1000 pg/ml
Acetonitril |
Verdiinnen auf
|
0,5;1; 2,5;5; 10;
\—— 20;40; 60; 80 und
(55ek] 100 pg/ml
> mixen (5 Sek).

|
zentrifugieren
15 000 G fiir 10 min
|
Injektion
10 plin LC/MS

Abbildung 8: Ablaufschema zur Kalibration der HPLC/MS: Orange = Propofol-Kalibration fir
Plasmaproben, Grin = Propofol-Kalibration flr Gewebeproben, Blau = Ratten Plasma- und

Gewebeproben

Die Messungen wurden mit dem Flissigchromatografie System ,1260 Infinity“ (Agilent, Santa
Clara, Vereinigte Staaten) durchgefiihrt. Die Trennung wurde mit einer XSelect CSH C18-
Saule (2,1 x 100 mm, 3,5 uym) bei 40°C, einem Fluss von 0,4 ml/min und einer mobilen Phase
von 0,048 % Ammoniumhydroxid in 70 % Acetonitril durchgefuhrt. Ein 6130B Quadrupol-
Massenspektrometer  (Agilent, Santa Clara, Vereinigte Staaten) im negativen
Einzelionenmodus mit m/z=177 wurde zur Detektion verwendet. Der Stickstoffdruck des
Zerstaubergases ist auf 35 psi und die Kapillarspannung auf 4 kV und -3,0 kV eingestellt
worden. Der Trocknungsgasstrom wurde auf 12 I/min und 350 °C eingestellt. Zur analytischen
Validierung sind Selektivitat, Matrixeffekt und Wiederfindung, sowie die Nachweis- und

Bestimmungsgrenze bestimmt worden.
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3.8.1.11 Selektivitat

Um sicher zu sein, dass die Methode selektiv fir Propofol ist, sind sechs Propofol-naive
Gewebeproben aus Gehirn, Fett, Plasma, Niere, Lunge und Leber mit der HPLC vermessen

worden.
3.9 Statistik

Die Statistiken wurden mit SigmaPlot 12.5 (Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland) und
IBM SPSS 23 (Armonk, New,York, USA) berechnet. Kérpergewicht und Vitalparameter sind
als Mittelwert und Standardabweichung angegeben. Alle anderen Daten sind als Median und
Interquartilsabstand angegeben. Eine Korrelationsanalyse wurde mit dem Regressionsmodell
am Ende der Studie durchgefihrt. Die Analyse der verallgemeinerten Schatzgleichung (GEE)
wurde fiur wiederholte Messungen unter Verwendung einer unstrukturierten
Arbeitskorrelationsmatrix durchgefuhrt. Die Modellparameter werden zusammen mit den 95%
-Konfidenzintervallen angegeben. Die ausgeatmete Konzentration, die am nachsten an der
Blutentnahme gemessen wurde, wurde zur Wertepaar-Bildung mit der Plasma-Konzentration

verwendet.

Die Ausatmungsrate von Propofol wurde unter Verwendung der durch die Spirometrie
gemessenen Ausatemkonzentration und dem Minutenvolumen (LabChart 8, ADInstruments,

Oxford, GroRbritannien) geman folgender Formel berechnet:

178.29 [%]

n L
Ausatmungsrate [m—il] = Konzentration [ppbv] x x Minutenvolumen [ﬁ] (4)

25.4564 [ =]

Das Ausatmungsverhaltnis wurde berechnet, indem die gesamte ausgeatmete Menge an
Propofol durch die verabreichte Menge Uber den gesamten Untersuchungszeitraum geteilt

wurde.

27



Ergebnisse

4. Ergebnisse
4.1 lonenmobilitatsspektrometrie

4.1.1 Kalibration von Propofol mittels Prifgasgenerator

Das gemessene MCC/IMS Signal wurde gegen die Gaskonzentration von Propofol im
Prifgasgenerator bis 200 ppb, aufgetragen und gemessen. Die Ergebnisse kdnnen der
Abbildung 9 und Abbildung 10 entnommen werden.

250

[ppbv] = 391,94 x [Volt]? + 142,83 x [Volt]
200
R2=0,99 /
150
100 /

0 - . . . . .
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Signalintensitadt [Volt]

Propofolkonzentration [pphbv]

\{

Abbildung 9: Kalibration fiir Propofol am IMS ,,BD 02 mit der Kalibrationsformel zur Umrechnung
der Signalintensitat in die Propofol-Konzentration und mit dem Ergebnis der Korrelationsanalyse (R?).

250

[ppbv] = 0,3706 x [Volt]? - 2,6301 [Volt]

200
R?=0,93
150 /
100 -
50 /
0 - . . . . . )
0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6
Signalintensitadt [Volt]

Propofolkonzentration [ppbv]

Abbildung 10: Kalibration fiir Propofol am IMS ,,BD 07 mit der Kalibrationsformel zur Umrechnung
der Signalintensitat in die Propofol-Konzentration und mit dem Ergebnis der Korrelationsanalyse (R?).
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4.1.2 Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze (LOD, Limit of Detection) und die Bestimmungsgrenze (LOQ, Limit of
Quantification) sind gemaf der internationalen Konferenz zur Harmonisierung der technischen

Anforderungen fir die Registrierung von Pharmazeutika am Menschen errechnet worden [12].

Tabelle 2: IMS: Nachweisgrenze (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ)

IMS Gerat LOD [Volt] LOQ [Volt] LOD [ppby] LOQ [ppby]
BD 02 0,01 0,03 117 4,10
BD 07 0,01 0,02 1,51 5,19

4.2 Flussigchromatografie und Massenspektrometrie

4.2.1 Kalibration HPLC/MS fir Propofol

Zur Auswertung wurden entsprechend nur Werte genutzt, die den Qualitdtsanforderungen mit

einer maximalen Abweichung von 15 % entsprachen.

4.2.2 Validierung der Propofol-Messung mittels HPLC/MS

4.2.2.1 Selektivitat

Es kam zu keinen Stdrpeaks im Erwartungsbereich fur Propofol (m/z 177) in den
Leermessungen der Gewebeproben aus Gehirn, Fett, Plasma, Niere, Lunge und Leber. Die

Methode ist selektiv fiir Propofol.

Abbildung 11: Exemplarische Darstellung des Massenspektrums des Propofol-naiven
Lungengewebes einer Ratte. Im Bereich von m/z 160,9 — ca. 205 sind keine Peaks in der

Leermessung aufgetreten. (roter Kasten)
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4.2.2.2 Matrixeffekt und Wiederfindung

Der Matrixeffekt ist in den verschiedenen Geweben fur Soll-Konzentrationen von 10, 20, 40,

60, 80 und 100 pg/ml bestimmt worden.

Tabelle 3: HPLC/MS: Matrixeffekt in verschieden Geweben. Die Ergebnisse sind als Median und

25/75%-Quantil angegeben.

Matrixeffekt [%]

Gewebe Median 25% Quantil 75% Quantil
Gehirn 94,1 89,6 110,3
Fett 94,1 89,6 110,3
Plasma 93,1 85,7 95,8
Niere 95,8 89,1 100,5
Lunge 94,6 86,2 101,7
Leber 110,8 109,1 112,3
Muskel 101,5 98,0 103,9

Der Wiederfindung ist in den verschiedenen Geweben fir Soll-Konzentrationen von 10, 20,
40, 60, 80 und 100 pg/ml bestimmt worden.

Tabelle 4: HPLC/MS: Wiederfindung in verschiedenen Geweben. Die Ergebnisse sind als Median

und 25/75 % - Quantil angegeben.

Wiederfindung [%]

Gewebe Median 25% Quantil 75% Quantil
Gehirn 111,8 109,3 127,7
Fett 109,5 102,2 132,7
Plasma 94,0 85,9 99,0
Niere 104,8 96,3 109,1
Lunge 100,8 93,0 108,7
Leber 111,6 109,4 113,3
Muskel 94,7 94,0 105,0
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4.2.2.3 Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze (LOD, Limit of Detection) und die Bestimmungsgrenze (LOQ, Limit of

Quantification) wurden gemafy der internationalen Konferenz zur Harmonisierung der

technischen Anforderungen fir die Registrierung von Pharmazeutika am Menschen

angewendet [30].

Tabelle 5: HPLC/MS: Nachweisgrenze (LOD, Limit of Detection) und Bestimmungsgrenze (LOQ,

Limit of Quantification)

Gewebe LOD [pg/ml] LOQ [pg/ml]
Gehirn 0,08 0,24
Fett 0,51 1,55
Plasma 0,16 0,50
Niere 0,07 0,20
Lunge 0,06 0,18
Leber 0,15 0,45
Muskel 0,13 0,41

4.3 Versuchstiere

Alle Tiere haben den Untersuchungszeitraum Uberlebt. Das durchschnittliche Korpergewicht

lag bei 334 + 18,5 g. Die Herzfrequenz und der arterielle Mitteldruck sind in allen Gruppen mit
der Zeit gefallen. (Abbildung 12 und Abbildung 13)
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Abbildung 12: Dargestellt ist der Verlauf des arteriellen Mitteldrucks von Start bis Studienende.

Angegeben ist jeweils der Mittelwert (iber den Beobachtungszeitraum und die Standardabweichung. In

den héher dosierten Gruppen 2 und 3 fallt der arterielle Mitteldruck ber den Versuchszeitraum starker

ab.
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—¥— Gruppe 3 - Propofol 60 mg/kg/h

Abbildung 13: Dargestellt ist der Verlauf der Herzfrequenz von Start bis Studienende.

Angegeben ist jeweils der Mittelwert iber den Beobachtungszeitraum und die Standardabweichung. In

den hoéher dosierten Gruppen 2 und 3 fallt die Herzfrequenz Gber den Versuchszeitraum starker ab.
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Die pH-Werte, die Elektrolyte (Na*, K*, Ca?"), die respiratorischen Werte wie
Sauerstoffsattigung, Sauerstoffpartialdruck und Kohlendioxidpartialdruck sowie die
Blutglukose blieben normwertig. Das Laktat stieg an, wahrend der Baseexcess und die

Bicarbonat-Konzentration in allen Gruppen abgefallen sind (Tabelle 6).

Tabelle 6: Ergebnisse der Blutgasanalyse aus den drei untersuchten Gruppen. Die Werte sind als

Median und Interquartilsabstand angegeben.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
(Propofol: 20 mg/kg/h) (Propofol: 40 mg/kg/h) (Propofol: 60 mg/kg/h)

Zeit 1lh 2h 6h 1lh 2h 6h 1lh 2h 6h
H 7.40 7.43 7.40 7.38 7.42 7.40 7.39 7.42 7.37
P 7.38-7.42 | 7.41-7.44 | 7.38-7.42 | 7.36-7.41 | 7.40-7.44 | 7.39-7.43 | 7.38-7.41 | 7.37-7.45 | 7.34-7.41
co 46 42 39 51 45 40 47 41 42
pte 45-48 41-45 37-44 47-53 42-46 38-43 44-49 38-45 39-49
0 206 206 205 180 186 195 208 213 187
pL2 160-222 | 176-216 | 139-220 | 153-203 | 173-215 | 172-223 | 175-232 | 164-242 | 122-206

Hb 13.4 12.5 11.5 13.0 12.5 10.0 12.8 11.8 8.8
12.8-14.0 | 12.0-13.3 | 10.7-12.0 | 12.1-13.4 | 11.8-12.6 | 8.4-10.3 | 12.4-13.1 | 11.2-12.0 7.6-9.8
sO 98 99 98 98 98 98 98 99 99
2 97-99 98-99 97-99 97-99 98-99 97-99 98-99 98-99 97-99
K+ 4.6 4.3 4.8 5 4.9 51 4.9 4.8 55
4.0-4.8 4.1-4.6 4.2-4.9 4.7-5.1 4.7-5.1 5.1-5.4 46-5.1 4.6-5.1 5.3-5.7
Na* 140 140 141 140 140 139 140 140 139
139-142 | 139-142 | 139-142 | 139-141 | 140-141 | 138-140 | 139-141 | 138-141 | 138-139
ca? 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2
1.1-1.3 1.11.3 1.0-1.3 1.2-1.3 1.1-1.3 1.1-1.3 1.1-1.3 1.2-1.3 1.1-1.3
Glukose 132 132 129 130 122 118 121 116 107
125-137 | 126-139 | 122-135 | 121-138 | 120-130 | 109-122 | 116-127 | 104-121 | 103-112
Laktat 0.5 0.4 0.9 0.5 0.4 15 0.5 0.5 1.2
0.4-0.5 0.4-0.5 0.7-1.2 0.3-0.6 0.4-0.6 0.9-1.8 0.4-0.6 0.4-0.6 1.0-1.4
BE 4.0 3.1 0.5 5.4 4.3 0.3 29 1.9 0.2
2.1-5.4 2.5-4.6 -1.2-0.9 4.4-6.8 2.1-5.4 -1.1-2.1 2.4-4.9 0.2-35 -2.3-0.7
HCO 27.2 27.0 24.8 284 27.7 24.7 26.5 25.9 24.4
3 25.8-28.5 | 26.4-27.9 | 23.8-25.1 | 27.3-29.1 | 25.9-28.7 | 23.7-26.2 | 26.1-28.1 | 24.5-27.3 | 22.7-24.8

4.4 Propofol-Konzentration in der Ausatemluft und im Plasma

Die Messdauer der Ausatemluftkonzentration von Propofol betrug 6 Stunden. Bei allen
Versuchstieren ist die Konzentration von Propofol in der Ausatemluft und im Plasma
angestiegen. Die Konzentration fiir das ausgeatmete Propofol lag zwischen 3,3 ppb, und 226
ppby. Fur die Konzentration im Plasma lagen die Werte zwischen 1,4 ug/ml und 63 pg/ml.
Insgesamt konnten 249 Datenpaare von Ausatemluft- und Plasma-Konzentrationen in ein GEE
Modell eingeschlossen werden. Es gab die Beziehung zwischen ausgeatmeten und Plasma-
Konzentrationen von: [Ausatemluft] = 3,5 (2,4 - 4,6) x [Plasma] + 29 (16 - 42). Ein separates

GEE-Modell, das auf Plasma-Konzentrationen <15 pg / ml (n = 206) beschrankt war, zeigte

33



Ergebnisse

ebenfalls eine folgende Beziehung zwischen ausgeatmeten und Plasma-Konzentrationen:
[Ausatemluft] = 5,3 (4,3 - 6,3) x [Plasma] + 8 (3 - 13). (Abbildung 14)
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Abbildung 14: Konzentration in der Ausatemluft- und Plasma-Konzentrationen von Propofol iiber
6 Stunden. 249 Datenpaare wurden eingeschlossen. Die gestrichelte Linie markiert 15ug/ml als
angenommene obere Grenze der klinisch relevanten Plasma-Konzentrationen. Gruppe 1: ausgeflllte

Kreise, Gruppe 2: leere Kreise, Gruppe 3: Dreiecke.
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4.5

Die Propofol-Konzentrationen zum Ende der Studie sind in

Propofol-Konzentrationen in der Ausatemluft im Plasma und den

Korpergeweben am Ende der Studie

Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Propofol-Konzentrationen in der Ausatemluft, im Plasma und in den Kérpergeweben

am Ende der Studie. Die Daten sind als Median und Interquartilsabstand angegeben. (* = p<0.05

gegeniiber Gruppe 1; $ = p<0.05 gegeniber Gruppe 2)

Gruppe Ausatemluft Plasma Lunge Leber Muskel Fett Gehirn Niere
[ppbv] [ug/ml] [ng/d] [ug/g] [ug/d] [ug/d] [ug/d] [no/g] [no/g]
210 34.7 4.4 4.3 9.7 25.6 14.6 277.2 18.4 12.4
23.7-50.3 3.5-5.6 34-54 8.2-14.7 21.9-32.3 10.0-245 | 198.3-338.4 | 13.6-21 | 11.1-17.3
mg/kg/h
2 126.4 18.6 18.1 48.0 82.0 45.0 551.5 gﬁzés 39.5
40 108.1-169.9 | 16.3-22.1 | 15.8-21.4 | 40.4-63.6 | 80.4-117.2 | 30.4-82 | 489.8-758 ce3 | 38:2-488
mg/kg/h * * * * * * * *' *
3 197.3 33.1 31.1 59.7 165.1 65.7 951.0 22762 72.7
60 169.9 - 242.1 29.1-46.2 | 28.3-44.9 52.1-81 144.0 - 202.6 | 51.2-95.7 | 716.6 — 1072 74 1- 57.9-83
mg/kg/h *$ * g *$ * * g * * g *- *
Alle Gewebe-Konzentrationen waren hoher als die Plasma-Konzentrationen. Die

Konzentrationen im Fettgewebe waren 64 (Gruppe 1), 30 (Gruppe 2) und 31 (Gruppe 3) mal

hoher als die Plasma-Konzentrationen.

Ausatemluft- und Plasma-Konzentrationen korrelierten:

[Ausatemluft] = 4,6 (3,6-5,7) x [Plasma] + 35 (9-61), R = 0,71.

Die Beziehung zwischen Ausatemluft- und Gehirn- sowie Plasma- und Gehirnkonzentrationen

war ahnlich, wie Tabelle 8 und Abbildung 15 zeigen.

[Ausatemluft] = 2,7 (2,1-3,2) x [Gehirn] + 0,5 (-28-29), R* = 0,75

[Plasma] = 0,5 (0,4-0,6) x [Gehirn] - 2,7 (-8,3-2,9), R? = 0,72.
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Ausatemluft
[ppbv]

400 4 [Ausatemluft] = 4.6 x [Plasma] + 35
Ve

300 1

200 1

100 4

[Ausatemluft] = 2.7 x [Gehirn] + 0,5
Ve

[Ausatemluft] = 1.9 x [Lunge] + 42/

* Gruppe 1: 20mg x kg'1 xh”
o Gruppe 2: 40mg x kg'l xh™
v Gruppe 3: 60mg x kg'II xh

Abbildung 15: Korrelation zwischen der Ausatemluftkonzentration mit der Konzentration im

Plasma, im Gehirn und der Lunge: Ausatemluft- und Plasma-Konzentrationen korrelieren in

vergleichbarem Maf wie die Ausatemluft- und die Gehirnkonzentrationen
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Tabelle 8: Regressionsanalysen der Propofol-Konzentration in der Ausatemluft mit

verschiedenen Geweben.

Ausatemluft

gegen Steigung KonfidziZi)r-wtervall Ordinatenabschnitt Konfid2r5102/(i)r-1tervall R®
Plasma 4.6 3.6-5.7 35 9 -61 0.71
Gehirn 27 21-32 0.5 -28 - 29 0.75
Lunge 1.9 1.2-2.6 42 6-78 0.52
Leber 0.9 0.7-1.2 36 7-65 0.62
Niere 24 2.0-29 17 -4 -43 0.77
Muskel 1 04-16 76 37-114 0.25
Fett 0.2 0.1-0.2 14 -22 -50 0.60

[Ausatemliuft] = Steigung x [Gewebe] + Ordinatenabschnitt; R? = Bestimmtheitsmal3

Die Propofol-Konzentration in der Ausatemluft korreliert mit der Gehirngewebe-Konzentration
und der Plasma-Konzentration (Tabelle 8), jedoch nicht mit der Lungengewebe-Konzentration
(Abbildung 16)
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Abbildung 16: Die Korrelation zwischen der ausgeatmeten Propofol-Konzentration und der
Lungengewebe-Konzentration betragt R>=0,52 sowie zwischen der Propofol-Konzentration im Plasma

und der Lungengewebe-Konzentration R?=0,50

4.6 Propofol Elimination durch Ausatmung

Die Gesamtmenge des ausgeatmeten Propofol unterschied sich zwischen allen Gruppen
signifikant. Das Gesamteliminationsverhaltnis betrug 0,34 (0,25 - 0,44) %.. Das
Eliminationsverhaltnis von Gruppe 1 war signifikant niedriger als in Gruppe 2 und 3 (.

Tabelle 9).

Tabelle 9: Gesamtmenge, Dosis und Ausatmungsratio von Propofol tiber 6 Stunden. Die Daten

sind als Median und Interquartilsabstande dargestellt.

Gruppe 1 2 3
Propofol Dosis 20 mg/kg/h 40 mg/kg/h 60 mg/kg/h
10.0 31.8 47.0
Ausgeatmetes Propofol [pg] 6.1-13.2 22.6-41.6 37.1-59.2
; 40.9 78.4 118.6
Verabreichtes Propofol [mg] 30.3 - 43.0 76.8 - 85.0 115.3 - 129.4
- 0.24 0.37 0.39
Proportlon_ale_: _ 0.18-0.31 0.33-0.53 0.31-0.48
Propofolelimination [%o]
(Ausgeatmete/verabreichte Menge) 0 2%?’5'44
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5. Diskussion
5.1 Ausatemluftanalyse mittels lonenmobilitdtsspektrometrie

In dieser Studie wurde ein lonenmobilitatsspektrometer (IMS) gekoppelt an eine
Multikapillarsaule (MCC) zur Ausatemluftanalyse benutzt. Zur Kalibration wurde das MCC/IMS
Signal gegen die Propofol Konzentration im Prifgas bis 200 ppb, aufgetragen. Die
Korrelationsanalyse ergab ein R? = 0,99 (Breath Discover ,BD 02) bzw. R? = 0,93 (Breath
Discover ,BD 07). Die Nachweisgrenze fir Propofol in der Ausatemluft liegt bei 1,17 ppb, bzw.

1,51 ppby und die Bestimmungsgrenze konnte bei 4,10 ppby bzw. 5,19 ppb, ermittelt werden.

In der Arbeit von Takita et al. mit 19 Patienten liegen die erwarteten Werte von Propofol in der
Ausatemluft im Bereich von 0 — 15 ppb, [64]. Liu et al. nutzten flr lhre Studie ein Membran-
Inlet IMS (MI-IMS) um die Propofol-Konzentration in der Ausatemluft an Patienten zu
untersuchen. Es ergab sich eine untere Nachweisgrenze von 0,5 ppb.. Der lineare Bereich flr
Propofol betrug 1 bis 23 ppb, (R? = 0,99) [45].

Wang et al. untersuchten das IMS als eine schnelle Methode zum Messen der Propofol-
Plasma-Konzentration. Sie nahmen Plasmaproben und gaben diese auf einen
Glasfasertrager. Durch thermale Desorption wurde der Analyt zur Auswertung geldst. Als
Referenzmethode fiihrten Sie eine Messung mit der HPLC-MS durch und fanden ebenfalls
eine gute lineare Korrelation zwischen den beiden Messmethoden. Sie kamen zu dem
Schluss, dass die IMS Messung in einer Minute durchgefihrt werden kann und geeignet ist,

um die Propofol-Konzentration im Plasma in Echtzeit zu messen [76].

Es ist also mdglich, Propofol in der Ausatemluft und im Plasma mit dem IMS zu messen und
die Therapie auf den Patienten individuell anzupassen. Die Vorteile der personalisierten
Ausatemluftanalyse in der Medizin liegen vor allem darin, dass die Messmethode nicht invasiv
ist und in Echtzeit durchgefuhrt werden kann. Wiederholte Messungen kdnnen problemlos
durchfihrt werden und die Methoden sind gut zu erlernen und durchzufiihren. Mittels
lonenmobilitatsspektrometrie kénnen kleinste Spuren bis in den ppt-Bereich gemessen
werden. Jedoch fehlen weiter Standards in der Ausatemluftanalyse sowohl in der Probenahme
wie in der Analytik. Die Ergebnisse sind durch Parameter wie die Fluchtigkeit des Analyten
oder auch die Interferenz durch Gase, diatetische Erndhrung oder sonstige Umwelteinflisse
beeinflusst [60]. Es mussen jedoch nach der Ausatemluftanalyse zunachst die gemessenen
Signale mit Hilfe einer Software anhand einer Datenbank identifiziert und quantifiziert werden.
Ist der Stoff nicht bekannt, muss der Analyt, z.B. durch Messungen von hochreinen Stoffen,

identifiziert werden. Die Ergebnisse werden in einer Spannung [Volt] und nicht in einer
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Konzentration (z.B. ppb,) gemessen. Um die Konzentrationen zu bestimmen ist eine
Kalibration notwendig [71]. Unsere Kalibration zeigt, dass die Messmethode geeignet und
hinreichend genau ist, um die Fragen zur Konzentration von Propofol in der Ausatemluft zu

beantworten.

Die Kopplung des IMS an eine vorauftrennende Multikapillarsaule ist sinnvoll, weil dadurch die
Auflésung und Spezifitdt weiter erhdht wird. Insbesondere bei Messungen von feuchter Luft,
ist eine vorherige Auftrennung notwendig. Weitere haufige Kopplungen sind
gaschromatografische Systeme, die je nach Fragestellung an Massenspektrometer,

Photoionisationsdetektoren u.a. gekoppelt werden [66].

Zur Messung mittels eines IMS ist eine Strahlenquelle zur lonisation notwendig. Es gibt eine
Reihe von Moglichkeiten zur lonisation. Die Strahlenquelle aus Nickel (53Ni) wird mit Abstand,
wie auch in dieser Arbeit, am haufigsten genutzt. Der Vorteil der radioaktiven Quellen ist das
gute wissenschaftliche Verstandnis des radioaktiven Zerfalls, sowie anndhernde
Wartungsfreiheit und keine Notwendigkeit der externen Stromversorgung flr die

Strahlenquelle.

Fur die Analyse der Propofol-Konzentration in der Ausatemluft am Menschen steht ein
kommerziell erhaltlicher Monitor ,Edmon*® (B.Braun, Melsungen, Deutschland) zur Verfligung,
welcher auf der MCC-IMS-Technik beruht und flir die Messung von Propofol optimiert wurde
[49]. Erste klinische Studien haben gezeigt, dass die R2-Werte zwischen der ausgeatmeten
Konzentration und der Plasma-Konzentration héher sind als in der vorliegenden Studie.
Beispielsweise zeigte die klinische Studie, in der das Gerat zur Bestimmung der ausgeatmeten
Propofol-Konzentration verwendet wurde, eine Korrelation zwischen den ausgeatmeten
Propofol Konzentrationen und den Plasma-Konzentrationen mit R? = 0,93. Dieser Unterschied
lasst sich mdglicherweise darauf zurtckfuhren, dass wir in der vorliegenden Studie ein
herkémmliches MCC-IMS ohne explizite Optimierung fir die Messung von Propofol genutzt
haben. Daruber hinaus erlaubt das Lungenvolumen von Ratten nur die Enthahme geringer
Luftmengen, um den Einfluss auf die Beatmung gering zu halten. Dies flhrt zu einer geringeren
Messgenauigkeit. Es wurde jeweils die Ausatemluft-Konzentration in einem Messzyklus fur die
Korrelationsanalyse genutzt, die der Plasma-Konzentration am nachsten lag. Dies flihrt zu
einem Zeitversatz in unserem Versuchsaufbau von maximal 7 Minuten, was die tendenziell
geringere Korrelation im Vergleich zu den Untersuchungen erklaren kdnnte. Auf3erdem ist das
entnehmbare Blutvolumen zur Messung der Plasma-Konzentrationen bei Ratten geringer als
beim Menschen. Daher wurde eine andere Analysetechnik fir die Proben von Ratten [64] als
normalerweise fur die Proben von Menschen [52] genutzt. Dennoch findet sich in der

vorliegenden Studie eine Korrelation zwischen Atemluft- und Plasma-Konzentration mit einem
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R2=0,77. Wie im Kapitel 5.3 weiter ausgeflhrt deckt sich dies mit den Angaben der aktuellen

Literatur.

5.2 Messung von Propofol im Plasma und im Gewebe mittels
Flussigchromatografie und Massenspektrometrie (HPLC/MS)

Zur Bestimmung der Konzentrationen ist eine Kalibration durchgefiihrt worden. Die zur
Auswertung der Kalibration genutzten Werte hatten eine maximale Abweichung vom Zielwert
von 15 %. Wir konnten zeigen, dass die Methode selektiv fir Propofol ist, da keine Stérpeaks
auftraten. Im Matrixeffekt kam es bei der Vermessung von 6 definierten Sollkonzentrationen in
den verschiedenen Geweben zu einer maximalen Abweichung von - 6,9 % bis + 10,8 %
(Tabelle 3). In der Wiederfindung zu den 6 definierten Sollkonzentrationen in den
verschiedenen Geweben kam es zu einer maximalen Abweichung — 6 % bis + 11,8 % (Tabelle
4). Die Nachweisgrenze und die Bestimmungsgrenze fir die verschiedenen Gewebe-
Konzentrationen sind gemessen und gemal der internationalen Konferenz zur
Harmonisierung der technischen Anforderungen fur die Registrierung von Pharmazeutika am
Menschen angewendet worden (Tabelle 5). Unsere Messmethode war ausreichend sensitiv
und spezifisch zur Durchfihrung der Messungen und Bestimmung der Konzentrationen im Blut

und verschiedenen Geweben.

Die Analyse von Propofol und seiner Metaboliten erfolgt hauptsachlich mithilfe
Gaschromatografisch-massenspektrometrischer Verfahren (z.B. LC-MS/MS und GC-MS).
Diese Messmethoden sind aufgrund ihres hohen Trennvermégens und ihrer
Nachweisempfindlichkeit gegeniber flichtigen Verbindungen die am haufigsten verwendeten

Methoden zum Nachweis von Propofol [35,69,70] oder seiner Metaboliten [36,42].
5.3 Propofol-Konzentration in Ausatemluft und Blutplasma

Die Ausatemluft- und Plasma-Konzentration von Propofol korrelierte ohne die Anwendung
eines pharmakokinetischen Modells oder eines Zeitversatzes zwischen der Plasma- und der

Ausatemkonzentration mit einem R? = 0,77.

Sofern nicht konstante Propofol-Dosierungen infundiert werden, ist es notwendig, zumindest
einen Zeitversatz zwischen der Plasma-Konzentration und der Ausatemkonzentration
einzurechnen, um die Ausbildung eines Gleichgewichts zwischen beiden Kompartimenten zu
beschreiben. Insbesondere wenn die Propofol-Infusionsrate haufig geandert wird, ist eine
pharmakokinetische Modellbildung erforderlich, um eine Korrelationsanalyse durchfihren zu
kénnen [40]. Harrison et al. konnten zeigen, dass nach einer Injektion von Propofol

Spitzenkonzentrationen im Plasma in weniger als einer Minute, jedoch die
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Spitzenkonzentrationen in der Ausatemluft erst nach circa funf Minuten erreicht werden [22].
In der vorliegenden Studie war die Propofol-Infusionsrate konstant, weshalb wir angenommen
haben, dass es im Verlauf zu einem fast simultanen Anstieg der Ausatemluft-, Plasma-, und
Gewebe-Konzentration gekommen ist. So war die direkte Korrelationsanalyse ohne

pharmakokinetische Modellbildung maoglich.

Eine ahnliche Korrelation beim Menschen (R* = 0,73) wurde von Perl et al. unter der
Verwendung eines MCC-IMS zur Messung der Atemluftkonzentration ebenfalls ohne PK-
Model beschrieben. Das Patientenkollektiv bestand aus Patienten einer Intensivstation. Auch
andere Studien mit unterschiedlichem Gerateaufbau zeigten gleichbleibende Ergebnisse mit
einer Korrelation zwischen Ausatemluft- und Plasma-Konzentration beim Menschen von R? =
0,85 bzw. R? = 0,72 [9, 51]. Studien zur Propofol-Abatmung bei Ziegen und Schweinen
ergaben Korrelationen im Bereich von R? = 0,76 - 0,99 bzw. R? = 0,80 - 0,91 [20]. Unsere

Ergebnisse liegen in einem &hnlichen Bereich.
5.4 Propofol-Konzentration im Gewebe

Die Korrelation von Ausatemluft- und Plasma-Konzentration, sowie von Ausatemluft- und
Gehirnkonzentration am Ende der Studie lag in einem vergleichbaren Bereich mit R? = 0,71
bzw. R? = 0,75. Vorherige Untersuchungen beim Menschen von Propofol-Konzentrationen im
Serum und mit dem MCC/IMS in der Ausatemluft gemessenen Konzentrationen ergaben mit
einem R2 = 0,73 dhnliche Korrelationen [54]. Unsere Daten legen nahe, dass die Propofol-
Konzentration in der Ausatemluft moglicherweise verwendet werden konnte, um Gewebe-
Konzentration in Gehirn und Blutplasma abzuschatzen. Es sind jedoch weitere Studien
notwendig, insbesondere mit unterschiedlichen Infusionsdauern von Propofol, um diesen

Zusammenhang zu bestatigen.

An dieser Stelle sei erwahnt, dass Gehirngewebe-Konzentrationen und nicht
Effektkompartiment-Konzentrationen im pharmakologischen Sinn gemessen wurden. Trotz
der Bezeichnung als Effektkompartiment-Konzentrationen bezieht sich die Konzentration nicht
auf die tatsachliche Gewebe-Konzentration. Es wird damit lediglich die zeitliche Beziehung
zwischen der Plasma-Konzentration und einem pharmakodynamischen Ergebnis,

typischerweise dem elektroenzephalografischen Effekt, beschrieben [55].

Colin et al. zeigten anhand des EEG (BIS, Bispectral index scale), dass die ausgeatmeten
Propofol-Konzentrationen fur die Vorhersage von zerebralen Wirkungen verwendet werden
kénnen [10]. Sie untersuchten, ob die individuelle Vorhersage (IPREDyreatn) in der Ausatemluft

ein Ersatz fur die vorhergesagten Propofol-Effektstellenkonzentrationen (Ce) sein kdnnte, wie
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sie von Bjornsson et al. [3] beschrieben wird. Dazu verglichen sie zwei verschiedene PKPD-
Modelle fiir die BIS-Messungen. Es zeigte sich, dass beide Modelle die Anderung der BIS-
Messungen in ahnlichem Malde beschreiben kénnen und vergleichbar gut geeignet sind, um
den pharmakodynamischen Effekt (EEG-Effekt, BIS) abzuschatzen. Somit kdnnten beide
Parameter austauschbar verwendet werden, um zerebrale Effekte vorherzusagen, was auf
eine maogliche Beziehung schlief3en lasst. Im Einklang damit zeigten Buchinger et al., dass BIS
Wert und die Ausatemluftkonzentration von Propofol linear korrelieren [5]. Zu diesem Ergebnis
kommen auch Liu et al., die eine lineare Korrelation zwischen ausgeatmeter Propofol-
Konzentration, Plasma-Konzentrationen und den BIS-Werten zeigen konnten [45]. Obwonhl
beide letztgenannten Studien keine pharmakologischen Modelle einbezogen haben, konnten
sie eine lineare Korrelation zwischen ausgeatmeter Propofol-Konzentration und BIS-Werten

zeigen.

Zusammenfassend legen unsere Ergebnisse und die bereits vorhandene Literatur nahe, dass
die ausgeatmete Propofol-Konzentration in angemessener Weise mit dem BIS und der
Gehirngewebe-Konzentration korrelieren und somit Informationen zur Tiefe der Hypnose

liefern konnen.

Allerdings ist die Variabilitdt in unserem Versuchsaufbau hoch. Als Beispiel fuhren
Gehirngewebe-Konzentrationen von 70 ug/g zu Propofol-Ausatemluftkonzentrationen von
100-250 ppby (Abbildung 15). Neben den Zeitverschiebungen bei der Probennahme bei den
Messungen ist auch die hohe interindividuelle Variabilitat in der Verteilung von Propofol in das
Gehirngewebe berichtet worden [62]. Dies kédnnte den gréfiten Teil der Streuung in unseren

Daten erklaren.
5.5 Propofol-Konzentration in der Ausatemluft

Der Ubertritt von Propofol vom Blutplasma zur Ausatemluft scheint unabhéngig von der
Lungengewebe-Konzentration zu sein. Wenn man die Propofol-Konzentration im Plasma und
im Lungengewebe vergleicht, zeigt sich keine gute Korrelation (R?= 0,5). Zu einem &hnlichen
Ergebnis kommen wir beim Vergleich zwischen der Propofol-Konzentration im Lungengewebe
und in der Ausatemluft (R2= 0,52). Im Vergleich jedoch zwischen der Plasma-Konzentration
von Propofol und der ausgeatmeten Propofol-Konzentrationen zeigt sich ein deutlich starkerer
Zusammenhang (R?=0,71). Das Lungengewebe scheint daher Propofol zu absorbieren und
ausgeatmetes Propofol scheint eher mit der Plasma-Konzentration als mit der Lungengewebe-
Konzentration in Beziehung zu stehen. Mit anderen Worten scheint Propofol direkt vom
Plasma in die Ausatemluft zu diffundieren, ohne notwendigerweise vom Lungengewebe

aufgenommen zu werden.
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Alle untersuchten Gewebe verhielten sich wie periphere Kompartimente mit hdheren
Konzentrationen als im Plasma. Die hochste Konzentration wurde im Fettgewebe gemessen.
Mit Ausnahme der Gehirngewebe-Konzentration waren die Korrelationen mit der Plasma-
Konzentration niedriger als 0,7, was auf die Notwendigkeit einer pharmakokinetischen
Modellbildung hindeutet, um bessere Korrelationen mit peripheren Gewebe-Konzentrationen
zu erreichen. Uberraschend ist die hohe Korrelation zwischen der Ausatemluft- und der Nieren-
Gewebe-Konzentration. Eine mdgliche Erklarung kénnte der hohe renale Blutfluss mit etwa
12% des Herzzeitvolumens bei Ratten sein [12]. Dadurch kénnte mit dem Blut viel Propofol in

die Niere und somit in das Nieren-Gewebe gelangen.
5.6 Elimination von Propofol durch Abatmung

In unserer Studie wurden 0,34 %o des gegebenen Propofol Uber 6 Stunden abgeatmet. Damit
zeigen unsere Ergebnisse, dass die Elimination durch Ausatmung nur eine kleine Bedeutung
fur die Propofol-Elimination hat. Propofol wird hauptsachlich in der Leber und zu einem
geringeren Teil extrahepatisch metabolisiert [43,73]. Untersuchungen zum First-Pass-Effekt,
zur Verteilung und zum Stoffwechsel von Propofol in der Lunge sind nur begrenzt vorhanden
[24,41,43,78]. Die meisten der vorliegenden Studien konzentrierten sich auf die
Quantifizierung der Propofol-Sequestrierung in die Lunge wahrend des First-Pass. He et al.
zeigten, dass Propofol unter konstanten Infusionsraten nicht signifikant metabolisiert wird [24],
was sich mit weiteren Untersuchen am Menschen und am Kaninchen deckt [3]. Takizawa et
al. untersuchten die Konzentrationen von Propofol wahrend der Lebertransplantation in der
anhepatischen Phase in der A. radialis und der A. pulmonalis und sie haben keine Differenz in
der Propofol-Konzentration gefunden. Deswegen gibt es aus ihrer Sicht keinen Hinweis dafur,
dass Propofol Gber die Lunge eliminiert wird [65]. Im Gegensatz dazu stellten Dawidowicz et
al. einen Abfall der Propofol-Konzentrationen nach der Lungenpassage und einen

gleichzeitigen Anstieg von Propofol-Metaboliten fest [13].

Der Beitrag der Lunge zur extrahepatischen Propofol-Metabolisierung bleibt auch mit dieser
Studie weiterhin unklar, da dies im Rahmen der vorliegenden Studie nicht untersucht wurde.
Bisher ist allerdings die Abatmung als Weg der Propofol Elimination in keiner Studie
bertcksichtigt worden. Unsere Ergebnisse zeigen, dass 0,34 %o des verabreichten Propofols
im Untersuchungszeitraum abgeatmet wurden. Das Abatmen von Propofol beeinflusst daher
die Plasma-Konzentration nur vernachlassigbar und kann in pharmakokinetischen Modellen
vermutlich ignoriert werden. Interessanterweise unterschieden sich die
Eliminationsverhaltnisse zwischen den Gruppen, die unterschiedliche Propofol-Dosierungen
erhielten. Die mittlere Eliminationsrate stieg von 0,24 Gber 0,37 auf 0,39 ppm,. Eine héhere

Propofol Dosierung scheint daher zu einer héheren proportionalen Ausatmung von Propofol
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zu fuhren. Dies kann darauf hinweisen, dass der ausgeatmete Propofol Anteil sich bei
Anderung der Plasma-Konzentration entsprechend &andert. Méglicherweise kommt es zu

Sattigungseffekten und in der Folge zu einer vermehrten Ausatmung.
5.7 Limitationen und Perspektiven

Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Korrelation von der Ausatemluftkonzentration von
Propofol mit unterschiedlichen Gewebe-Konzentrationen und der Plasma-Konzentration. Wir
untersuchten mannliche Sprague-Dawley-Ratten in geringen Gewichts- und Altersbereichen
unter standardisierten Haltungs- und Versuchsbedingungen. Dariiber hinaus sind die Ratten
Uber einen kurzen Zeitraum vom selben Anbieter bezogen, um eine mdglichst geringe
genetische Variabilitat zu erreichen, da tGber Unterschiede bei der Expression von Cytochrom
P450 berichtet wurde [45]. Dies sollte die Vergleichbarkeit im Propofol Metabolismus

gewahrleisten.

Die physiologischen Bedingungen spielen eine wichtige Rolle bei der Ausatmung von Propofol,
wodurch die Veranderungen im Herzzeitvolumen, -auswurf, Lungenperfusion oder im
Ventilations-Perfusionsverhaltnis oder intrapulmonaler Shunt-Volumina bertcksichtigt werden
mussen [32,68]. Diese Anderungen sind klinisch relevant. Kamysek et al. zeigten, dass eine
Erhéhung des Herzzeitvolumens zu einer Verschlechterung der Beziehung zwischen Atemluft-
und Plasma-Konzentration flhrt [32]. Die Abnahme des Herzzeitvolumens durch das
Anschlingen der Lungenarterie beeinflusste die Beziehung zwischen Atemluft- und
Blutkonzentration von Propofol jedoch signifikant (R?>0,90) [32]. Letztlich ist davon
auszugehen, dass die Ausatmung von Propofol durch Anderungen des Herzzeitvolumens
sowie des Ventilations-Perfusions-Verhaltnisses der Lunge beeinflusst wird. Hierzu sind

zukunftig noch weitere Untersuchungen notwendig.

Es gibt einige mogliche Storfaktoren, die die Pharmakokinetik von Propofol in unserer Studie
beeinflusst haben kénnten. Propofol wird zu ca. 50% an Erythrozyten und zu ca. 48 % an
Plasmaproteine gebunden. Nur das freie, ungebundene Arzneimittel (2%) ist in der Lage
Zellmembranen zu passieren [51]. Die Hdmoglobinkonzentration sank, héchstwahrscheinlich
aufgrund von Blutentnahmen und nachfolgender Hamodilution in allen Gruppen. Daher sollte
auch der Hamoglobinwert zukinftig als EinflussgroRe weiter untersucht und bertcksichtigt
werden. Es ist moglich, dass Lipidkomponenten im Blut die Propofol Verteilung verandern
kdnnen [34]. Wir haben keine Blutlipidkonzentrationen gemessen, aber insbesondere in der
Hochdosierungsgruppe mit  60mg/kg/min  Propofol kann eine Erhéhung der

Lipidkonzentrationen, die durch Propofol-Infusion selbst verursacht wird, vermutet werden.
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Mazoit et al. berichten in ihrer Studie, dass eine Hypalbuminamie die Erhéhung des
ungebunden Propofols und damit der wirksamen Form nach sich zieht [51]. In unserer Studie
ist es unwahrscheinlich, dass Versuchstiere eine Hypalbuminamie aufgewiesen haben, jedoch

sollte in zukinftigen Studien der Albumin- und Gesamtproteingehalt bestimmt werden.
5.8 Schlussfolgerung

1.) Die Konzentration von Propofol in der Ausatemluft korreliert mit den Gewebe-
Konzentrationen im Nierengewebe und im Gehirn mit einem R? = 0,77 bzw. 0,75. Fur die
Korrelation von Propofol in der Ausatemluft mit der Konzentration im Fett- und im
Lebergewebe konnten wir ein R? = 0,6 bzw. 0,62 zeigen. Fir die Korrelation von der
Konzentration von Propofol in Ausatemluft mit dem Lungengewebe ergab sich ein R? =
0,52 sowie fiir das Muskelgewebe R?= 0,25.

a. Die ausgeatmeten Propofol-Konzentrationen korrelieren in vergleichbarem
Ausmafl mit den Gewebe-Konzentrationen im Gehirn (R? = 0,75) und den
Plasma-Konzentrationen (R? = 0,71) und konnten damit zur Vorhersage der

zentralen Medikamentenwirkung hilfreich sein.

b. Propofol aquilibriert hauptsachlich unabhangig von der Lungengewebe-

Konzentration zwischen Blut und Ausatemluft.

2.) Propofol wird nur zu einem sehr geringen Teil durch Ausatmung eliminiert. Das
Gesamteliminationsverhaltnis betrug 0,34 (0,25 - 0,44) %eo.
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