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3 Einleitung

2 Einleitung

Die Bestandteile der Atemluft des Menschen sind eine hochkomplexe Mischung verschie-
denster Substanzen. So sind neben Stickstoff, Sauerstoff und Kohlendioxid als Hauptkompo-
nenten viele andere Stoffe wie Edelgase und fliichtige organische Bestandteile (sog. ,,volatile
organic compounds = VOCs*) im Atemgas enthalten (1). Diese fliichtigen Verbindungen lie-
gen in kleinsten Stoffkonzentrationen im Bereich von ,,parts per billion* (ppb) und ,,parts per
million* (ppm) vor und stehen in zunehmendem Interesse der Medizin, um Vorgange im Or-
ganismus des Menschen besser verstehen und tiberwachen zu kénnen. Unterschieden werden
exogene (eingeatmete) und endogene (wahrend Stoffwechselprozessen entstandene) Gase.
Halogenierte Kohlenwasserstoffe z&hlen zu den exogenen Substanzen, wéhrend Gase wie
Stickstoffmonoxid, Kohlenmonoxid, Pentan, Ethan und Isopren sowohl auf endogenem, als
auch auf exogenem Wege entstehen konnen (2). Stickstoffmonoxid als Mediator vieler Stoff-
wechselvorgange dient als Marker bei Entzindungen der Atemwege einschlieBlich asthma-
tischer Erkrankungen (3). Die Kohlenwasserstoffe Pentan, Ethan und Malondialdehyd sind
Produkte der Lipid-Peroxidation. Da die Rate dieser Prozesse bei oxidativem Stress oder bei
Entzindungsreaktionen im Kdorper ansteigt, konnen diese Stoffe als Marker bei Erkrankungen
wie ARDS (,,adult respiratory distress syndrome*) und beim Schédel-Hirn-Trauma verwendet
werden (4). Auch Isopren als Nebenprodukt der Cholesterinsynthese ist im Atemgas enthalten
und kann zur Erkennung von Lungen- und Stoffwechselerkrankungen verwendet werden (2,
5). Zu den Sauerstoffverbindungen z&hlt Aceton, welches bei Diabetikern in
hyperglykamischen Zustdnden nachweisbar ist (6). Dabei konnte Aceton bereits in friiheren
Analysen mittels Massenspektrometrie in der Ausatemluft wahrend operativer Eingriffe nach-
gewiesen und eine Korrelation mit den Blutglukosewerten festgestellt werden (7).

Historisch gesehen ist die Analyse der Ausatemluft von Patienten eine sehr friihe und gute
Methode, um manche Krankheiten erkennen zu kénnen. Bei Erkrankungen der Lunge wie
eitrigen Bronchitiden, Bronchiektasien, Pneumonien und Lungenabszessen kann ein fauliger
Geruch der Atemluft des Patienten festgestellt werden. Auch bei Erkrankungen des Ver-
dauungstraktes kommt es bei Divertikeln oder Karzinomen des Osophagus oder im Rahmen
eines lleus zu Veranderungen im Geruch des Atems des Patienten. Besonders charakteristisch
ist der Geruch der Ausatemluft bei Stoffwechselerkrankungen. So riecht der Atem eines Pati-

enten im Coma diabeticum nach Aceton, im Coma hepaticum nach roher Leber und in urdmi-
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schen Zustanden nach Harn. Schlielich dient die Untersuchung der Atemluft von Patienten
zur Erkennung von bestimmten Intoxikationen. Beispiele sind Vergiftungen mit Phosphor,
Arsen, Malathion oder anderen organischen Phosphorsdureestern, welche zu einem Knob-
lauchgeruch in der Atemluft fuhren (8). Auch Blausdure (chemisch: HCN) kann als Bitter-
mandelgeruch wahrgenommen werden, jedoch genetisch bedingt nicht von allen Menschen
(9).

Zur genaueren Untersuchung von Bestandteilen des Atemgases von Patienten bedient man
sich vor allem der Technik der Massenspektrometrie, welche genaue und reproduzierbare Er-
gebnisse liefern kann. Dabei verwendete man bisher sehr aufwendigen Methoden wie die
Tenax-Adsorption und anschlieBende Extraktion (10). Bei diesen Verfahren werden die Ana-
lysen im Anschluss an die Probengewinnung ,,off-line* durchgefiihrt. Somit ist zwar eine Er-
fassung der Messdaten zu einem bestimmten vorher definierten Zeitpunkt moglich, nicht aber
eine kontinuierliche Bestimmung und Uberwachung eines Patienten. Diese Adsorptionstech-
niken sind jedoch beim Einsatz mit Gaschromatographen und Massenspektrometern (GC/MS)
sehr aufwendig, kostenintensiv und ausschlie3lich experimentellen Fragestellungen vorbehal-
ten. Die Anwendung der Gaschromatographie zur Detektion von Stoffen im Atemgas wurde
schon 1971 von Pauling et al. angewandt und fiihrte zur Entdeckung von mehr als 250 ver-
schiedenen Gasfraktionen (11).

Die vielen Mdglichkeiten solcher Analysen spiegeln sich auch in der steten Zunahme von
Publikationen im Bereich der Untersuchung von fliichtigen organischen Verbindungen im
Atemgas wieder (3, 10).

Die Vorteile der Untersuchung der Ausatemluft von Patienten sind vielféltig. Durch die nicht-
invasive und wiederholbare Technik entstehen dem Patienten keine aufwendigen und
schmerzhaften Prozeduren wie vendse Blutentnahmen. Dabei reprasentieren viele Messwerte
der Atemluft ziemlich exakt die jeweiligen Verhéltnisse im Blut des Patienten. Damit ist bei-
spielsweise ein standiges Monitoring der Blutgase ohne wiederholte Blutentnahmen mdglich
(1). Auch die Detektion von Pharmaka und deren Plasmaspiegeln ist permanent und unmittel-
bar messbar, so dass auf Komplikationen und Veranderungen schneller und genauer reagiert
werden kann. Beispiele sind die Abschatzung des Ethanolgehaltes im Blut im Rahmen juris-
tischer Fragestellungen durch die Messung von Ethanol in der Ausatemluft und die von uns

durchgefiihrten Propofolmessungen.
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Die sog. ,,Online“-Messung ermdglicht in Echtzeit die Ermittlung von Messwerten von Pro-
banden bzw. Patienten. Dabei bedient man sich speziellen Massenspektrometern, wie das in

dieser Arbeit verwendete ,,ion-molecule-reaction* (IMR)-Massenspektrometer (12, 13).

Propofol als immer haufiger verwendetes Medikament in der Narkose im Operationssaal, so-
wie auf Intensivstationen konnte aufgrund seiner physikalischen und chemischen Eigenschaf-
ten als Pharmakon zur Online-Analyse dienen (14, 15).

Der Einsatz von Propofol zur Einleitung und Aufrechterhaltung einer Narkose wahrend opera-
tiver Eingriffe oder als Sedativum auf der Intensivstation erfolgt in Kombination mit einem
Analgetikum, sowie bei Bedarf mit einem Muskelrelaxans. Vorteile der Verwendung von
Propofol sind das angenehme Einschlafen und Aufwachen vor und nach der Operation (16).
Auch reduziert die Anwendung im Rahmen einer totalen intravendsen Anasthesie (TIVA) die
postoperative Ubelkeit und das Erbrechen (PONV) (16, 17).

Ein Problem bei der Verwendung von Propofol als Narkotikum stellt bisher die fehlende
Madglichkeit eines kontinuierlichen Monitorings dar. Bei volatilen Anésthetika wie Sevofluran
kann tber die Ermittlung des sog. MAK-Wertes (minimal alveoldre Konzentration) die thera-
peutisch wirksame Dosis des Gases ermittelt werden. Dies ist die Gaskonzentration, bei der
50% der Patienten auf einen Hautschnitt wéhrend einer Operation keine Reaktion mehr zei-
gen. Die Applikation von Propofol erfolgt bisher mit Hilfe von speziellen Perfusorsystemen
wie den ,target controlled infusion“ (TCI)-Spritzenpumpen. Diese erlauben zumindest an-
naherungsweise Uber ein pharmakokinetisches Modell eine Abschatzung des Plasmaspiegels
von Propofol (18). Dabei wird nach Eingabe von Parametern wie Korpergewicht, Alter und
der gewinschten Zielkonzentration im Plasma die nétige Infusionsgeschwindigkeit berechnet.
Es kommt jedoch oft zu grof3en interindividuellen Schwankungen der Plasmaspiegel, so dass
eine kontinuierliche Bestimmung bzw. Abschatzung der Propofol-Plasmaspiegel wahrend
TIVA zwar von grofRem Vorteil sein konnte, zu Beginn dieser Arbeit aber nicht verfugbar war
(18).

Propofol (2,6-Diisopropylphenol) ist eine aromatische Verbindung mit einem Molekularge-
wicht von 178 Dalton (D) und einem charakteristischem Geruch (Abbildung 1). Ferner zeigt
sich eine geringe Wasserloslichkeit (aufgrund des aromatischen Grundgerstes ist Propofol
hydrophob) und ein Dampfdruck von 0,142 mmHg bei 20°C. In der handelstblichen Verab-

reichungsform ist Propofol in Form einer Lipidemulsion verfiigbar (z.B. Disoprivan®).
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CHy; OH  CHy

Abbildung 1: Strukturformel von Propofol (2,6- Diisopropylphenaol)

Obwohl der Partitionskoeffizient von Propofol zwischen Blut und Luft bisher nicht bekannt
ist, weisen diese physikalischen und chemischen Parameter auf eine mdgliche Elimination im
Atemgas hin.

Die Analyse der Ausatemluft zur Korrelation von Propofol im Atemgas und dem jeweiligen
Plasmaspiegel konnte eine bessere Uberwachung der Patienten ermdglichen. Erste Erfolge bei
der Detektion von Propofol in der Ausatemluft zeigten sich in Tierversuchen. Grossherr et al.
untersuchten bei drei Ziegen und drei Schweinen jeweils das Atemgas, sowie arterielle und
venose Blutproben auf Propofol (23). Es zeigte sich eine lineare Korrelation zwischen den
mittels GC/MS gemessenen Blutwerten und den mit Hilfe der Flissigchromatographie offline
bestimmten Propofolspiegeln im Atemgas. Ahnliche Ergebnisse erzielten Harrison et al., als
sie bei einem einzelnen Patienten mit einem ,,Proton Transfer Reaction““-Massenspektrometer
(PTR-MS) wéhrend operativer Eingriffe den Zusammenhang von Propofol in Atemluft und
Blut untersuchten (15).

Aufgrund der bereits erwahnten chemischen und physikalischen Eigenschaften und der Vor-
arbeiten in der Literatur konnte mit dem IMR-MS eine Detektion von Propofol in der Aus-
atemluft moglich sein, ebenso kdnnte es eine Korrelation zwischen Plasma- und Atemgas-

spiegeln geben.
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3 Fragestellung und prinzipielles Vorgehen

Aufgrund der chemischen und physikalischen Eigenschaften von Propofol wurde in einem
ersten Schritt untersucht, ob grundsatzlich die Mdoglichkeit eines Nachweises von Propofol in
der Luft mit dem IMR-Massenspektrometer bestehen wirde.

Daraufhin wurden Blutproben von gesunden Probanden mit Propofol versetzt und Propofol-
Signale (counts/sec.) im Headspace der Proben analysiert. Dabei wurde ein mogliches Ver-
haltnis zwischen Propofol-Vollblutkonzentrationen und den Propofol-Konzentrationen im
Headspace Uber den Proben untersucht.

Im néchsten Schritt wurden Vollblutproben bei Patienten wéhrend TIVA-Narkosen mit je-
weils vorher an einer TCI-Spritzenpumpe eingestellten Ziel-Plasma-Konzentrationen von
Propofol  abgenommen  und  mittels  Fllssigchromatographie  und ~ Tandem-
Massenspektrometrie (LC/MS/MS) die Propofol-Konzentrationen der Vollblutproben ermit-
telt. Parallel dazu erfolgte die Online-Messung der Propofol-Konzentrationen im Atemgas.
Dies diente der Kl&rung der Frage, ob die Propofol-Konzentrationen im Exspirationsgas mit
den Vollblutspiegeln wahrend der Narkosen korrelieren wirden.

Daneben gingen wir wahrend dieser Messreihen einem moglichen Einfluss volatiler Andsthe-

tika wie Sevofluran auf das Propofolsignal in der Ausatemluft nach.
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4 Materialien und Methoden

Alle Online-Messungen wurden im Klinikum Grof3hadern in den Operationssélen der Fachab-
teilungen fur Herzchirurgie, Urologie sowie der Abteilung fir Neurochirurgie durchgefihrt.
Die Offline-Messungen erfolgten im Labor der Klinik fiir Anaesthesiologie im Klinikum
Grol3hadern.

4.1 Technik der massenspektrometrischen Gasmessung

Zum Einsatz kam ein Massenspektrometrie-System?, welches speziell fiir molekulare Gasana-
lysen entwickelt wurde. Urspriinglich wurde das Gerat zur Messung von Gaskomponenten in
der Industrie bei Brennstoffelementen, zur Arbeitsplatziberwachung und fir umwelttechni-
sche Anwendungen entwickelt. Das System (Abbildung 2, Tabelle 1) besteht aus einem mit-
tels Rollen fahrbaren Massenspektrometer mit eingebautem Computer zur Erfassung und
Auswertung der Daten. Die Steuerung des Massenspektrometers erfolgte tiber dieses Compu-
tersystem und eine vom Hersteller entwickelte Software. Es handelt sich um zwei synchroni-
sierte Massenspektrometer, wobei das eine nach dem ,jion-molecule reaction“- Prinzip
(IMR), das andere Messsystem mit einer sog. ,,electron-pulse ionisation” (EIMS) arbeitet.

Das Funktionsprinzip des IMR-Massenspektrometers ist in Abbildung 3 dargestellt. Im IMR-
MS-Gerat interagieren positiv geladene lonen mit zu bestimmenden neutralen Probengasmo-
lekiilen in zwei hintereinander geschalteten Kollisionsprozessen. Dabei entstehen neue lonen,
wenn das lonisationspotential des Probenmolekiils geringer ist als das Energiepotential des
ankommenden priméren lons und die Entropie der Reaktion positiv wird. Der Energieuber-
schuss der Reaktion wird zuerst in den neu entstandenen lonen in einem Ubergangszustand
gespeichert. Darauf findet entweder eine statistische Streuung in internen Freiheitsgraden
(Vibration der Elektronen und Bindungs-Oszillationen) statt oder die Energie wird fiir den
Aufbruch der schwéchsten Bindung eines ionisierten Molekils mit einem daraus resultieren-

dem Molekdl niedrigerer Masse aufgebraucht.

® Firma V&F Analyse- und Messtechnik GmbH in Absam, Osterreich
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Abbildung 2: Das verwendete Massenspektrometer Airsense Compact

Das IMR verwendet atomares Krypton-, Xenon- oder Quecksilbergas zur Bildung eines pri-
maren lonenstrahls (siehe Punkt 1 in Abbildung 3). In unseren Versuchen wurde Quecksilber-
Gas verwendet. Dieses entsteht aus einem Quecksilberdampf (ber Elektronen-Einschlag-
lonisationen.

Die Atome koOnnen dabei so groRe Energiemengen aufnehmen, dass die Elektronen-
Aufschlagsquelle die Bildung von lonen in ihrem Basisstatus ermdglicht, womit ein anna-
hernd exakt definiertes Energieniveau fur die IMR-Reaktionen aufrechterhalten werden kann.
Diese Energie ist einerseits notwendig, um eine weitere lonisation im IMR vollstandig zu un-
terdriicken, andererseits um genau definierte Produkte beim lonisationsprozess mit den Pro-
begasen zu erhalten. Mit dieser patentierten Messmethode ist eine Unterscheidung auch von
Stoffen mit gleicher Molekularmasse moglich. So haben Acetaldehyd und Kohlendioxid die
gleiche Molekilmasse von 44 Dalton. Wahrend der Quecksilberstrahl mit einem lonisa-
tionspotential von 10,4 eV (Elektronenvolt) Kohlendioxid (13,7 eV) nicht ionisieren kann, ist
die lonisation von Acetaldehyd (10,2 eV) aufgrund der &hnlichen Potentiale mdglich. Der
Wechsel zwischen den verschiedenen lonenstrahlen und den beteiligten Energiezustdnden

verlduft schnell und dauert nur 400 ms. Krypton-lonen trennen beispielsweise auch Stickstoff
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(15,6 eV-nicht ionisiert) von Kohlenmonoxid (13,8 eV) bei gleichem Molekulargewicht von
28 D.

@)
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NOOTAWN=

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips des IMR-MS

Punkt 2 und 3 von Abbildung 3 stellen die Hochfrequenz-Oktopol-Speicherfelder fiir die ver-
schiedenen lonenstrahlen dar. Da die Coulomb-Kréfte die positiv geladenen lonen auseinan-
der drangen, wird ein lonenstrahl gleicher Ladung eine sofortige Verteilung entlang der Be-
wegungsachse nehmen, bis andere elektromagnetische Felder diese Krafte entlang der lonen-
Zugkréfte kompensieren. Die Oktopol-Felder stellen ein dynamisches Haftpotential fir lonen
her, indem kein elektrisches Feld entlang der Z-Achse (also der lonen-Flugbahn), wohl aber
eine treibende Kraft in radialer Richtung existiert, welche die lonen in die richtige Bahn zu-
rickbefordern kann.

Das Gerat arbeitet mit zwei hintereinander geschalteten Oktopol-Systemen. In Punkt 2 der
Abbildung 3 sieht man das erste Oktopol in seiner Funktion als Filter fir lonen mit kleinen
Molekularmassen, sowie einer hohen Ubertragungsrate fiir lonen mit héheren Molekiilmassen
wie Krypton (86 D), Xenon (136 D) oder Quecksilber (202 D). Das zweite Oktopol (Punkt 3,
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Abbildung 3) arbeitet mit einer htheren Frequenz und féngt lonen von niedriger zu héherer
Masse gleich ein und reprasentiert die Ladungsaustausch- oder IMR-Kammer.

Der Quadropol-Massenseparator (Punkt 4, Abbildung 3) wirkt dabei als elektromagnetischer
Filter entsprechend einer parametrischen Resonanz fir ein spezifisches e/m (Ladung durch
Masse)-Verhéltnis und als Massenfilter flr individuelle lonenarten. Fir eine gegebene Hoch-
frequenz-Amplitude V und ein gegebenes Gleichstrompotential, welches die vier Stébe des
Quadropols Uberlagert, erreicht nur eine spezielle lonen-Art mit dem gleichen Molekular-
gewicht eine stabile Flugbahn entlang der Stab-Achse und trifft schlie3lich auf den Teilchen-
detektor. Alle anderen Massen werden ausgelenkt und an einem der Stabe entladen oder wer-
den in ein starkes Vakuum gepumpt.

Ein Elektronen-Vervielfacher (Punkt 5, Abbildung 3) bewirkt schlielich eine Vervielfélti-
gung auf ca. 10° Elektronen fiir jedes ankommende lon, welches auf die Oberflache des Halb-
leiters trifft und dadurch ein mV-Signal auf dem Entladungswiderstand auslost. Dieser mV-
Strom wird zu einem 5 Volt-Signal verstarkt, welches durch ein Computerzahlsystem erfasst
werden kann. Die Pulsrate entspricht der Konzentration der Molekularart im Probengas, wel-
ches dem Gerat zugefuhrt wurde.

Das Probengas (Punkt 7, Abbildung 3) wird dem Gerat tber ein 3 m langes, beheiztes Kapil-
larsystem” mit einer Flussrate von 50 ml/min zugefiihrt. Eine konstante Druckregulierung von
5 bis 60 mbar, welche von einem geregelten Gasentluftungssystem zu einer starken 4-
Kammer-Membran-Pumpe gebildet wird, befordert das Probengas in ein zweites inneres Ka-
pillarsystem. Diese innere Kapillare fordert einen konstanten Gasfluss von 0,2 bis 1,5 ml/min
abhéngig vom gewahlten Durchmesser und Druck, einstellbar tber das hohe Vakuum in der
Ladungs-Austauschkammer im zweiten Oktopol-System. Die Reaktionszeiten bei Konzentra-
tionsdnderungen der Gase betragen 50 ms und bei Gasleere abhangig von der Lange der ersten

Kapillare zwischen 2 und 4 s.

® Silcosteel®, Restek, Bellefonte, USA
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Massenbereich 0 — 500 amu Umgebungstemp. 20-40°C
Max 1°C/h Abweichung
Auflésung <lamu Umgebungsfeuchte Max. 80 %
(nicht kondensierend)
Messzeit 10 — 6500 msec/amu Temperatur  Gasein- | 80 — 190 °C
lass
Ansprechzeit T 90 < 50 msec Gasverbrauch 30 — 250 ml/min
Nachweisgrenze <1 ppb (Benzol in Luft) Spannungsversorgung | 220V/50Hz
<10 ppb (Benzol im Abgas) (115V/60Hz), 800 W
Drift-Konzentration < % 5% 0Uber 12 h (1 ppm | Abmessungen 590 x 650 x 730 mm
Benzol)
Reproduzierbarkeit <+ 3% (1 ppm Benzol) Gewicht 87 kg
Genauigkeit <+ 2% (1 ppm Benzol)

Tabelle 1: Technische Daten des verwendeten Massenspektrometers (,Airsense Compact")

Das zweite verwendete Massenspektrometer, welches nach dem Prinzip der ,,electron pulse
ionisation” (EIMS) arbeitet, ist zur Detektion von Stoffen wie Sauerstoff, Stickstoff und Koh-
lendioxid notig. Diese drei Gase kénnen vom IMR-MS aufgrund ihres héheren lonisations-
potentials nicht ionisiert und damit die erhéhten Konzentrationen nicht gemessen werden.
Nach Durchtritt dieser lonen durch das IMR kommt es im EIMS zur lonisation und Detektion
dieser Gase. Die Ermittlung von Kohlendioxid ermdglicht die parallele Erkennung von Exspi-
ration und Inspiration wahrend der Messungen der volatilen fliichtigen Substanzen im IMR-
MS.

4.2 Software

Die Messungen wurden online mittels der Software ,, V&F Viewer“® aufgezeichnet, graphisch
betrachtet und mit ,,Microsoft Excel“® analysiert. AuBerdem ist mit Hilfe eines sog. Sequen-

«cC

zers mit der Bezeichnung ,,V&F Analyzer*" die Erstellung eines Setups mit den gewiinschten
zu messenden Substanzen maoglich, um nur die jeweiligen fiir die Messung relevanten Stoffe
aufzeichnen zu koénnen. Da das System mit zwei Massenspektrometern arbeitet, konnte je
nach Bedarf zuerst eine Sequenz mit dem einen Gerat, dann eine Sequenz mit dem anderen
gemessen werden. Anschlielend konnten die im Format ,,*.msdat“ gespeicherten Dateien mit-

tels des Programms ,,V&F History 1.2“C ausgewertet werden (Abbildung 4). In diesem Pro-

° Firma V&F Analyse- und Messtechnik GmbH in Absam, Osterreich
9 Microsoft Office 2003, Excel
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gramm ist sowohl die genaue grafische Darstellung der Messergebnisse der verschiedenen
Substanzen, als auch eine Anzeige der genauen quantitativen Messdaten moglich. Angezeigt
wird auf der x-Achse die Zeit, auf der y-Achse die jeweilige Einheit in ppb, ppm, Vol% oder
Units.
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Abbildung 4: Benutzeroberflache mit Beispiel von V&F History 1.2°, welche exemplarisch eine Mes-
sung der in- und exspiratorischen Sauerstoffkonzentration in der Atemluft zeigt

Nach der Bearbeitung der jeweiligen ,,msdat“-Datei konnen die vorgenommenen grafischen
Veranderungen in einer sog. ,,mstrend“-Datei abgespeichert werden. Auch ist wahrend der
Online-Messung im Operationssaal der Eintrag von besonderen Ereignissen, wie die Gabe von
Medikamenten, in den V&F Viewer moglich. Damit kann im Anschluss an die Messung ein

Ereignis mit einer Verdnderung des Graphen verglichen werden.

4.3 Propofol-Monitoring

Bei der Analyse der Ausatemluft mit dem IMR-MS bestimmten wir neben dem intakten Pro-

pofol mit einer Molekiilmasse von 178 Dalton (Propofol 178) auch das Propofol-Fragment
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mit der Molekularmasse von 163 Dalton (Propofol 163). Es entsteht wéhrend lonisationspro-
zessen des intakten Propofol 178 durch Demethylierung einer der beiden Isopropylgruppen
(siehe Abbildung 5). Das Propofol 163-Fragement zeigte gunstige Eigenschaften durch einen

fehlenden Einfluss von volatilen Anésthetika auf die Messergebnisse (siehe auch 4.5.3.6).

CH, CH;

Propofol 163-Fragment Propofol 178

Abbildung 5: Fragmentierung von Propofol 178 zu Propofol 163 durch Demethylierung

4.4 Bestimmung von Propofol im Vollblut

Um die Ergebnisse der Messungen von fliichtigem Propofol im Atemgas mit einer Gold-
Standard-Methode vergleichen zu koénnen, wurden die arteriellen Vollblut-Proben mittels
Flussigkeitschromatographie und Tandem-Massenspektrometrie (LC/MS/MS) (24) analysiert.
Diese Untersuchungen wurden vom ,,Forensisch-Toxikologischen-Centrum (FTC)“ in Miin-
chen durchgefiihrt. Dazu wurden 100 pl der Probe mit 500 pl einer internen Standard-L6sung
vermischt (2,000 ng/ml Thymol in Aceton geldst) und in eine Zentrifuge gegeben. Nach einer
Ruhezeit von 10 Minuten bei Raumluft wurde das Analysat zentrifugiert. 400 pl des Uber-
standes wurden mit 200 pl Dansyl-Chlorid (1 mg/ml) und 20 pl NaOH (100 mM)
derivatisiert. Nach weiterer Ruhezeit von 10 Minuten bei 60°C erfolgte die Auswertung mit
dem Flussigchromatographie-System. Als S&ule wurde Agilent 1100 HPLC, Zorbax XDB C
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18 column; 3mm x 150mm x 5um°® verwendet, das FlieRmittel enthalt Wasser, welches mit
Methanol und Ammoniumacetat (ImM) im Verhéltnis 90:10 versetzt wurde (Flussrate 750
pl/min). AnschlieBend wurden 10 pl der Probe injiziert und die Laufzeit auf 4 Minuten einge-
stellt. Die quantitative Analyse erfolgte mit dem Tandem-Massenspektrometrie-System
(MS/MS: API 4000"), welches mit der Fliissigkeitschromatographie mittels Elektrospray ge-
koppelt ist. Der Druck des Stickstoff-Vernebelungsgases wurde auf 50 psi festgesetzt, die
Elektrospray-Elektrode wurde auf -4200 V (im Sinne einer negativen lonisation), das
»declustering“-Potential (DP) fur Propofol auf -90 V und fir Thymol auf -110 V eingestellt.
Die ,multiple reaction monitoring“ (MRM)-Ubergiange betrugen m/z 410,4->175,9,
410,4->192,3 und 410,4->330,0 fir Propofol und 382,4->148,0, 382,4->164,0 und
382,4->302,2 fur Thymol. Die tégliche Prazision der Analysen betrug 11,3%, die Wiederhol-
prazision pro Tag betrug 7,5%. Die Nachweisgrenze lag bei 85 ng/ml, die Bestimmungsgren-

ze bei 297 ng/ml.

4.5 Studiendesign

45.1 Aufnahmekriterien

Die Untersuchungen wurden bei Patienten wéhrend neurochirurgischer operativer Eingriffe
durchgefiihrt. Die Studie wurde durch die Ethik-Kommission der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen genehmigt (Protokoll-Nr. 089/04). Alle Patienten wurden am Tag vor
den Messungen mundlich und schriftlich informiert und willigten per Unterschrift auf einem

standardisierten Bogen ein.

45.2 Dokumentation

Die jeweiligen Protokolle der Anasthesie tber den Narkose-Verlauf wurden kopiert und zu-

sammen mit den Einverstandniserklarungen der Patienten in einem Ordner archiviert.

¢ Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA
" Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
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4.5.3 Ablauf der Messungen

45.3.1 Invitro- und Offline-Messungen
Bei den durchgefiihrten in vitro-Messungen wurde das IMR-MS mit einem Autosampler-

System (siehe Abbildung 6) verbunden, welches mittels Einfihrung einer Nadel in spezielle
luftdicht abgeschlossene 20 mi-Gléschen automatisch das jeweilige Probengas Uber den Blut-
proben analysieren konnte. Dieser Autosampler arbeitet dabei mit einem Heizelement mit frei
wahlbarer, konstant bleibender Temperatur, sowie einer konstanten Druckregulierung. Die
Blutproben wurden in EDTA-R6hrchen? abgenommen und zur Messung in die genormten 20
ml-Glaschen gegeben. Bis zur Messung wurden die Proben auf Eis gelagert und fir die Dauer
von 30 Minuten vor der Analyse bei 37 °C vorgewéarmt. Auch wurde jede Messung bei einem

konstanten Luftdruck im Ampullenglas durchgefihrt.

Abbildung 6: Das IMR-Massenspektrometer mit angeschlossenem Autosampler. Dieses System er-
moglicht eine automatisierte Probenentnahme und Messung des Propofolgases im Headspace der
Vollblutproben.

9 Monovetten EDTA, Firma Sarstedt AG&Co, Niirnbrecht, D.
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4.5.3.2 Mit Propofol versetzte Vollblutproben
Es wurden Eichlésungen mit vendsem Blut von gesunden Probanden (n=5, Alter: 38,0 +/- 6,8

Jahre, davon 3 Frauen) hergestellt. Dazu wurde Propofol” zu den Blutproben gegeben, um die
folgenden Konzentrationen zu erhalten: 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 5 und 10 pg/ml. Daraufhin konn-
ten die Proben fur die Offline-Analyse in den Reagenzglasern (0,5 ml/ Glas) gemessen wer-
den. Nach der Inkubation konnte fliichtiges Propofol in den versiegelten Reagenzglasern in
der Gasphase direkt iber den Blutproben bestimmt werden. Zur Kontrolle wurden Propofol-
Messungen mit einer 10%-Lipid-Trégerlosung als Leerprobe durchgefiihrt. Die Messungen
der Blutproben wurden aufgrund diverser Veranderungen der Proben nach langer Lagerungs-
zeit moglichst zeitnah nach der Probengewinnung analysiert (25-27). Aufgrund der Unter-
schiede bei der Auswertung von Blutplasma und Vollblut wurde ausschlief3lich Vollblut un-
tersucht (28).

4.5.3.3 Perioperative in vitro-Messungen
An die Messung des Probandenblutes schloss sich die Messung der Blutproben von Patienten

an. Dazu wurde arterielles Blut von sechs Patienten wahrend neurochirurgischen Eingriffen
mit TIVA-Narkose mittels Propofol abgenommen, in den Reagenzglasern versiegelt und an-
schlielend im Autosampler-MS-Gerat analysiert. Die Daten der Patienten konnen Tabelle 2

entnommen werden.

" Propofol- Lipuro 1% und 2%, Firma B. Braun, Melsungen, D.
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entspricht der Klassifikation der “American Society of Anesthesiologists” fiir das perioperative Risiko
bentspricht der Messung von Propofol durch direkten Anschluss des IMR-MS an den Patienten
‘zusétzlich Messung von Propofol im Raum (iber den intraoperativ abgenommenen Blutproben als
Offline-Messung

Tabelle 2: Patientendaten der entnommenen Blutproben wahrend Propofol-Narkosen

Die Patienten wurden mittels oraler Gabe von 7,5 mg Midazolam pramediziert und erhielten
20-50 pg Sufentanil zur Narkoseeinleitung. Im Anschluss wurde Propofol (ber eine TCI-
Perfusor-Pumpe' bis zu einer Anfangs-Plasmakonzentration von 6 pg/ml infundiert. Zur Rela-
xation wéhrend der Intubation applizierten wir Cisatracurium. Nach der Intubation wurde zur
Aufrechterhaltung der Narkose mit der TCI-Spritzenpumpe ein Plasmaspiegel von 2,5 bis 4,0
pug/ml eingestellt. Als Analgetikum verwendeten wir dann Remifentanil in einer Dosierung
von 0,5 pg/ml/min. Die mittels TCI eingestellten Plasmakonzentrationen wurden dabei regis-
triert. Die Ziel-Plasmakonzentrationen von Propofol werden durch die TCI-Pumpe anhand des
»Marsh-Modells* berechnet (29). Blutproben fir die Offline-Analysen und die Vollblut-
Propofol-Bestimmungen mittels LC/MS/MS entnahmen wir wahrend den Operationen jeweils
zu vorher definierten und eingestellten TCI-Zielplasmakonzentrationen von 2,5; 3,0; 3,5; 4,0

und erneut 2,5 pg/ml (am Ende der Operation). Hierbei wurde zwischen 20 und 30 Minuten

" Primea Base, Firma Fresenius, Bad Homburg, D.
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zur Erreichung eines ,,steady state* bis zur Einstellung der jeweiligen neuen Konzentration
und der Blutentnahme gewartet, um gleiche Plasma- und Vollblutkonzentrationen von Propo-

fol zu erhalten.

4.5.3.4 Perioperative in vivo-Messungen

Zur Messung wurde das IMR-MS mittels eines rostfreien Stahl-T-Stiickes, welches zwischen
dem Endotracheal-Tubus und dem Y-Verbindungsstiick der Beatmungsmaschine angeschlos-
sen wurde, mit dem Patienten verbunden. Die Atemluft wurde im Seitenstromverfahren ent-
nommen und mittels eines 2,5 m langen Schlauches aus Silcosteel®, welcher auf 60 °C erhitzt
wird, zum Gerat transportiert. Der Durchmesser des Rohres betragt aufen 1,60 mm und innen
0,51 mm. AufRerdem befand sich um das Rohr ein Isolations-Schlauch aus Gummi mit einer
Starke von 35 mm, um eine Aulentemperatur von weniger als 44 °C zu halten und damit
thermische Schéaden durch den Schlauch zu vermeiden. Zur Messung wurden kontinuierlich

50 ml/min Atemgas analysiert.

45.3.5 Standardisierung des Propofol-Signals
Die Empfindlichkeit des IMR-MS-Systems schwankte im Verlauf von mehreren Tagen um

bis zu 20%. Da das Massenspektrometer noch nicht mit einer bekannten Propofol-
Konzentration in der Gasphase kalibriert werden konnte, sind Unterschiede in der Sensitivitat
des Systems an verschiedenen Messtagen mdoglich. Wir verwendeten Quecksilber-lonen-
Counts als Standard, um die Messungen zu vereinheitlichen und statistische Analysen des
ausgeatmeten Propofols von unterschiedlichen Patienten zu ermdglichen. Die Quecksilber-
lonen wurden aus dem Quecksilber-Dampf wéhrend des lonisations-Prozesses gewonnen und
wahrend aller IMR-Messungen parallel aufgezeichnet. Diese lonen-Counts konnten zur Ab-
schatzung der Sensitivitat des Gerétes verwendet werden. Eine Standardisierung wird dabei
durch Division der Propofol-Counts durch die Quecksilber-Counts erreicht. Die Ergebnisse,
registriert in dimensionslosen Variablen, wurden zur internen Sensitivitat des Gerates korri-
giert, um damit die Starke des Propofol-Signals im Atemgas zwischen verschiedenen Patien-

ten vergleichen zu kdnnen.

J Restek Corporation, Bellefonte, PA, USA
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45.3.6 Einfluss von volatilen Anasthetika auf die Messergebnisse von Pro-
pofol am Beispiel von Sevofluran

Im Rahmen der perioperativen Messungen untersuchten wir den méglichen Einfluss von Se-
vofluran und anderen volatilen Anésthetika auf die Messung von Propofol im Atemgas. Dabei
wurde fur einen kurzen Zeitraum wéhrend der Operation eine zusétzliche Gabe von Sevoflu-
ran 0,3 % zur TIVA hinzugeflgt. Nach ca. 10 Minuten wurde die Zufuhr des volatilen Narko-
segases wieder beendet und die TIVA-Narkose mit Propofol bis zum Ende des operativen

Eingriffs fortgefihrt.

4.5.4 Statistische Analyse

Das Ziel der Messungen war es, einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen mit-
tels LC/MS/MS gemessenen Propofol-Vollblut-Konzentrationen und fluchtigem Propofol in
der Ausatemluft, welches mittels IMR-MS gemessen wurde, zu finden. Zur Abschatzung des
Zusammenhangs zwischen den einzelnen Parametern wurde die Pearson’sche Korrelation
verwendet. Fir die Online-Messungen wurde der Mittelwert aller Propofol-Counts in einer
Minute im Atemgas wéhrend der Blutentnahme der gemessenen Vollblut-Propofol-
Konzentrationen verwendet. Die Daten wurden auf Normalverteilung mit dem Kolmogorov-
Smirnov-Test analysiert. Alle statistischen Auswertungen wurden mittels SPSS 14.1% durch-

gefiihrt. Ein p-Wert Kkleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

K SPSS, Chicago, USA
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5 Ergebnisse

5.1 In vitro- und Offline-Untersuchungen

5.1.1 Mit Propofol versetzte Vollblutproben

Bei diesen Untersuchungen wurde Vollblut von finf gesunden Probanden mit ansteigenden
Propofol-Konzentrationen von 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 5 und 10 pug/ml beimpft und das fliichtige
Propofol im Gasraum tber den Blutproben (,,Headspace*) gemessen. Das volatile Propofol
korrelierte stark mit den Propofol-Konzentrationen in den jeweiligen Blutproben. Der Pearson
Korrelationskoeffizient reichte von Werten fiir das Propofol-Fragment 163 zwischen 0,982
und 0,990, p < 0,01 und fur unfragmentiertes Propofol 178 von 0,825 bis 0,987, p < 0,01 (sie-
he Tabelle 3, Abbildung 7). AulRerdem konnte weder Propofol 163 noch Propofol 178 tber
der alleinigen Tragerlosung von Propofol (Intralipid 10%) nachgewiesen werden (Diese Daten

sind nicht dargestellt).

Proband Propofol 163 Propofol 178
1 0.989 0.876
2 0.982 0.825
3 0.990° 0.969"
4 0.989 0.966
5 0.987 0.987

Tabelle 3: Korrelationskoeffizient zwischen Propofol-Konzentrationen in den beimpften Blutproben
und den Propofol-Counts im Raum tber den Blutproben. 5 gesunde Probanden. Propofol 163: Propo-
fol-Fragment mit einer Masse von 163 D. Propofol 178: Unfragmentiertes Propofol. * p < 0,01

5.1.2 Perioperative in vitro-Messungen

Im Rahmen der perioperativen in vitro-Messungen mit Blutentnahmen bei Patienten wéhrend
operativer neurochirurgischer Routineeingriffe wurde das Propofol-Signal im Headspace Uber
den Blutproben erfasst und die Propofol-Konzentrationen in den Proben mittels LC/MS/MS
bestimmt. Bei diesen Untersuchungen fanden wir eine signifikante Korrelation zwischen den
Propofol-Signalen im Gasraum uber den arteriellen Blutproben und den Vollblut-Propofol-
Konzentrationen. Der Pearson-Korrelationskoeffizient reichte von 0,846 bis 0,957 (n=6) flr

das Fragment Propofol 163, sowie fur das unfragmentierte Propofol 178 von 0,841 bis 0,959
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(Tabelle 4). Die durchschnittlichen Pearson-Korrelationskoeffizienten fur die Propofol-Gas-
signale tber den Blutproben und den Propofol-Blutkonzentrationen waren hoher als die Koef-
fizienten fur Propofol-Blutkonzentrationen und die gewahlten Ziel-Propofol-Konzentrationen
der TCI-Perfusorpumpe (0,938 + 0,017 vs. 0,873 = 0,089) (18, 30).
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Abbildung 7: Korrelation zwischen volatilem Propofol Gber Vollblut und der im Vollblut gemessenen
Propofol-Konzentration am Beispiel eines Probanden. Fir dieses Experiment wurde die Blutprobe mit
ansteigenden Propofol-Konzentrationen (von 0 bis 10 pug/ml) beimpft und die Propofol-Signale im Gas-
raum Uber den Proben mit dem IMR-MS und dem Autosampler gemessen. Flichtiges
unfragmentiertes Propofol 178 ist mit Punkten gekennzeichnet, fragmentiertes Propofol 163 mit Dreie-
cken. Dabei war der Korrelationskoeffizient nach Pearson flr den Zusammenhang zwischen Blut-
Propofol und Propofol 178/ Propofol 163 = 0,980, p< 0,01. Die gepunkteten Linien entsprechen den
95% Konfidenz-Intervallen.
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A 0.959** 0.961** 0.957* 0.957* 0.930* 0.940* 0.975** 0.974** 0.879*
B 0.967** 0.973** 0.929* 0.959** 0.921* 0.978** 0.871 0.915* 0.917*

C 0.920* 0.866 0.846 0.841 0.912* 0.999** 0.846 0.862 0.865
D 0.985* 0.995** 0.914* 0.836 0.934* 0.964** 0.977** 0.933* 0.975*

E 0.964* 0.899 0.929 0.921 0.846 0.933 0.877 0.888 0.711

F 0.939* 0.924 0.930* 0.929* 0.912* 0.867 0.965* 0.973** 0.865
G 0.971* 0.541 - - 0.928* 0.749 - - 0.923*

H 0.784 0.893* - - 0.749 0.876 - - 0.831
| 0.938* 0.982** - - 0.863 0.912* - - 0.950*
J 0.959** 0.989** - - 0.873 0.955** - - 0.966**

K 0.932* 0.918* - - 0.735 0.886* - - 0.725

Tabelle 4: Ubersicht der Pearson-Korrelationskoeffizienten zwischen gemessenen Propofol-Vollblut-
Konzentrationen, ausgewahlten TCI-Ziel-Konzentrationen und Online, sowie Offline erfassten Propofol-
Gassignalen bei einzelnen Patienten wahrend neurochirurgischer Routineeingriffe, welche eine total-
intraventse Anasthesie erhalten haben. Der gesamte Datensatz (Online, sowie die entsprechenden Off-
line-Messungen) ist dabei fir die Patienten A bis F verfiigbar. Bei den Patienten von G bis K wurden nur
die Online-Messungen durchgefihrt. Die Propofol-Blutkonzentrationen wurden bei allen Patienten er-
fasst.

Blut-Propofol-Konzentrationen = gemessene Vollblut-Propofol-Spiegel; gewéahlte TCl-Level = ausge-
wahlte Propofol-Zielkonzentrationen wahrend TIVA; Propofol 163 = Propofol-Fragment mit einer Masse
von 163 D; Propofol 178 = unfragmentiertes Propofol; Online = das IMR-MS war direkt mittels T-Stlick
an den Endotrachealtubus angeschlossen; Offline = Die Propofol-Messungen wurden im Headspace
Uber einer Blutprobe im Anschluss an die Eingriffe durchgefuhrt. * p< 0,05 ** p< 0,01.
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5.2 In vivo- und Online-Messungen

5.2.1 Perioperative in vivo-Messungen

Fur die in vivo-Erfassung von ausgeatmetem Propofol wurde das IMR-MS-Gerét direkt mit-
tels T-Stiick an den Endotrachealtubus angeschlossen und die Propofol-Signale online aufge-
zeichnet. Diese Online-Messungen wurden ebenfalls bei den 11 Patienten wahrend operativer
neurochirurgischer Eingriffe durchgefiihrt. Mit Hilfe einer TCI-Spritzenpumpe wurden zu-
nachst die jeweiligen Propofol-Plasmakonzentrationen eingestellt, um konstante Plasmakon-
zentrationen zu den jeweiligen Vollblutentnahmen zu erreichen. Bei diesen Patienten wahrend
neurochirurgischer Eingriffe betrug der intraoperative Blutverlust nicht mehr als 200 ml, so
dass nach Erreichen eines ,steady state” die Plasmakonzentration der Vollblutkonzentration
entspricht und der Hamatokrit-Wert keinen groRen Anderungen wahrend der operativen Ein-
griffe unterworfen war. Anschlielend wurden die Vollblut-Propofol-Konzentrationen mittels
LC/MS/MS bestimmt. Bei 6 Patienten dieser Kohorte (Patienten von Tabelle 4) wurden zu-
satzlich zu den Online-Bestimmungen Propofol-Signale tiber dem Gasraum der Blutproben
erfasst. Die Blutproben waren zu den jeweiligen eingestellten TCI-Plasmaspiegeln abgenom-

men worden.

Darauf korrelierten wir dir Propofol-Signale in der Ausatemluft, die Propofol-Headspace-
Signale der Vollblutproben, und die ermittelten Propofol-Vollblut-Konzentrationen miteinan-
der. Die Korrelation zwischen den Vollblut-Propofol-Konzentrationen und den eingestellten
TCI-Plasmazielkonzentrationen diente zur Uberpriifung der Genauigkeit des TCI-Systems im
Sinne einer Qualitatskontrolle. Tabelle 4 fasst die Ergebnisse dieser Korrelations-Analysen

zusammen.

Die Propofol-Signale in der Ausatemluft korrelierten stark mit den gemessenen Vollblut-
Propofol-Spiegeln. Der Pearson-Korrelationskoeffizient innerhalb einzelner Patienten reichte
dabei von 0,784 bis 0,985 flr das Propofol 163 (siehe Abbildung 8) und von 0,541 bis 0,995
fir das unfragmentierte Propofol 178 (siehe Tabelle 4). Weiterhin zeigte sich eine starke
intraindividuelle Korrelation zwischen den Propofol-Offline-Messungen und den Propofol-
Online-Analysen fur jede gegebene Propofol-Vollblut-Konzentration mit durchschnittlichen
Pearson-r-Bereichen von 0,938 + 0,055 fiir Propofol 163 und 0,917 £ 0,037 fur Propofol 178.

Der intraindividuelle Korrelationskoeffizient fiir den Zusammenhang von volatilem Propofol

163 bzw. Propofol 178 und den Vollblut-Propofol-Konzentrationen war stérker als zwischen
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den TCI-Spiegeln und den gemessenen Propofol-Spiegeln (0,938 + 0,055 fiir Propofol 163;
0,904 + 0,102 fir Propofol 178 und 0,873 + 0,089 fur die TCI-Spiegel und die gemessenen

Blutkonzentrationen).

Anderungen der Propofol-Konzentrationen mittels TCI-System flhrten zu einer schnellen
Veranderung des Atemluft-Signals von Propofol. Diese Veranderungen waren in der Regel
innerhalb einer Minute nach Adjustierung der Infusionsraten nachweisbar. Das System konnte
Anstiege der Propofol-Blut-Spiegel von circa 0,5 pg/ml ebenso erkennen wie den sofortigen

Abfall der Propofol-Blut-Konzentrationen nach dem Beenden der Infusion.
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Abbildung 8: Korrelation zwischen Vollblut-Propofol-Konzentrationen (gemessen mit dem

LC/MS/MS), den Online-Signalen des Propofol-Fragments 163 (schwarze Punkte), sowie den entspre-
chenden Offline-Messwerten Uber den Blutproben, welche simultan mit der Online-Aufzeichnung von
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Propofol (schwarze Dreiecke) abgenommen wurden. Es wurden 6 Patienten evaluiert. Patient E wies
einen ungewohnlich hohen Anteil von Propofol 163 im Headspace-Signal auf, was méglicherweise auf
eine versehentliche Uberwarmung der Probe zuriickzufiihren sein kénnte.

Abbildung 10 zeigt als Beispiel die Reaktion des Propofol-Atem-Signals auf Veranderungen

der ausgewéhlten TCI-Konzentrationen.

Die lineare Regression zwischen dem mittels Quecksilber-lon korrigierten exspiratorischen
Propofol-Signal und den Propofol-Vollblut-Konzentrationen Gber alle Individuen des Experi-
mentes (=11, 49 Messungen) zeigte eine Korrelation von r= 0,85 zwischen beiden Variablen
(siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Lineare Regression zwischen dem standardisierten Propofol-Signal in der Ausatemluft
und der Vollblut-Propofol-Konzentration (r = 0,850; r2 = 0,723; angepasstes r2 = 0,714, n = 49 Messun-
gen bei 11 Patienten). Propofol-Vollblut-Konzentrationen (Pg;) kénnen Uber die standardisierten Pro-
pofol-Signale im Atemgas (Pexspiratorisch) Uber folgende Regressionsgleichung abgeschétzt werden:
Pew = 0,164 + (129,92 X Peyspiratoriscn)- Die gepunkteten Linien entsprechen den 95%-
Konfidenzintervallen.
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Abbildung 10: Propofol-Signale in der Ausatemluft eines Patienten wahrend TIVA mit Propofol. Das
IMR-MS-System wurde mittels T-Stiick direkt an den Endotrachealtubus angeschlossen. Die Propofol-
Dosis wurde mittels einer TCI-Spritzenpumpe titriert. C,,= durch LC/MS/MS ermittelte Propofol-
Vollblut-Konzentration.
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5.2.2 Einfluss von Sevofluran auf das Propofol-Signal

Es wurde bei der Analyse der Gaskurven zuerst das intakte Propofol-Molekdil 178 untersucht.
In vorangegangenen Messungen wahrend urologischer operativer Eingriffe konnte ein Ein-
fluss von volatilen Andsthetika auf die Messwerte festgestellt werden. Das Sevofluran-
Fragment (C4H,OF¢) verursachte einen falsch positiven Anstieg der Propofol 178-
Konzentrationen. Als alternative Substanz diente das Propofol-Fragment 163, welches im
IMR-MS wéhrend der lonisation des intakten Propofol-Molekiils 178 entsteht (Abbildung 5).
Wie in Abbildung 11 zu sehen ist, hat Sevofluran (in einer Konzentration von 0,3 % fir 10
Minuten) nur auf Propofol 178 Einfluss, nicht jedoch auf das Fragment Propofol 163. Dies
ermoglicht eine Messung von Propofol im Atemgas auch in Kombination mit geringen Kon-

zentrationen von Sevofluran.
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Abbildung 11: Einfluss einer kurzen Sevofluran-Zufuhr von 0,3 % auf das Propofol-Signal. Das intakte
Propofol 178 ist durch eine schwarze Linie gekennzeichnet, das Fragment Propofol 163 durch eine
graue Linie. Wahrend Sevofluran einen falsch positiven Anstieg von Propofol 178 bewirkt, hat es auf
die Werte von Propofol 163 keinerlei Auswirkungen.
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6 Diskussion

Die Verwendung der Massenspektrometrie zur Atemgasanalyse bietet eine Vielzahl von neu-
en Madglichkeiten des Monitorings wéhrend operativer Eingriffe. Dies zeigt sich auch in der
stetigen Zunahme von Veroffentlichungen im Bereich der Massenspektrometrie, die sich mit

der Analyse volatiler Substanzen in der Ausatemluft beschéftigen (10).

Diese Pilotstudie zeigt eine weitere Moglichkeit, molekulare Gasanalysen mit dem IMR-MS
als nicht-invasive Alternative zum Monitoring von Propofol-Plasma-Konzentrationen wah-
rend TIVA-Narkosen von Menschen im Rahmen von chirurgischen Eingriffen verwenden zu
kénnen. Auch konnten wir die Machbarkeit der Aufzeichnung und Messung von Propofol im
Gasraum uber mit Propofol versetzten Blutproben zeigen. Obwohl Propofol eigentlich eine
relativ gering fliichtige Substanz ist, ergeben seine physikalischen und chemischen Eigen-
schaften, vor allem aber seine niedrige Wasser-L0slichkeit, die Moglichkeit zur Erfassung von
volatilem Propofol im Headspace uber Vollblutproben. Unsere Untersuchungen zeigen auch,
dass der Zusammenhang zwischen volatilem Propofol und der Konzentration von lgslichem
Propofol linear ist. Diese lineare Beziehung ist die VVoraussetzung fiir eine Abschéatzung der

Propofol-Blutspiegel mittels Messung volatiler Propofol-Konzentrationen.

Es gibt einige frihere Studien, welche ahnliche Fragestellungen bereits untersucht haben. Har-
rison et al. (15) untersuchten sowohl das Propofol-Signal in der Ausatemluft, als auch im Gas-
raum Uber Serum, welches bei einem Patienten wahrend einer Propofol-Narkose gewonnen
worden war. In dieser Studie wurde ein Protonen-Transfer-Massenspektrometer (PTR-MS)
verwendet. Etliche Propofol-Fragmente wurden zusétzlich zum Hauptsignal mit 179 D von
protoniertem Propofol detektiert (15). Ebenso untersuchten kirzlich Takita et al. mittels PTR-
MS die Korrelation zwischen Propofol-Spiegeln in der Ausatemluft und im Serum von Pati-
enten wahrend operativen Eingriffen (31). Dort konnte wie in unseren Messungen ein enger
Zusammenhang zwischen den Propofol-Signalen in der Ausatemluft und den Serum-Spiegeln

nachgewiesen werden.

Beim Vergleich der Techniken von IMR- und PTR-MS missen fir Propofol-Messungen die
derzeitig verfugbaren Bauarten der beiden Methoden einer ndheren Betrachtung unterzogen
werden. PTR und IMR sind verallgemeinerte Bezeichnungen fir Molekil-Kollisions-
Prozesse. Im Falle der Protonen-Transfer-Reaktion (PTR) werden durch Plasmaentladung in

einer Hohlkathoden-lonenquelle Wasserdampfionen erzeugt, welche (ber lonen-Molekiil-
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Reaktionen zu H3O" (Oxonium) umgewandelt werden. Diese entstandenen lonen iibertragen
nun Protonen auf die gewiinschten Probegase. Die Molekiile der Probe werden nun mit einem
Puffergas (z.B. Luft) in eine Driftrohre eingespeist. Die Protonen-Transfer-Reaktionen beste-
hen aus einer M=1-Reaktion der Form: H30" + X = XH" + H,0 (X= Probenmolekiil). Die

entstandenen XH"-lonen werden anschlieBend mit dem Massenspektrometer analysiert.

Dagegen ist die Bezeichnung ,,lonen-Molekiil-Reaktion” (IMR) eine eher verallgemeinerte
Bezeichnung, héngt jedoch auch mit Ladungs-Austausch-Reaktionen zusammen. Zunéchst
werden durch lonisation beispielsweise Xenon-lonen erzeugt, welche anschlieBend mit dem
Probengas versetzt werden. Bei der eigentlichen lonenladungs-Austauschreaktion Xe* + O, >
O," + Xe entstehen in diesem Beispiel O,"-lonen, welche dann im Massenfilter getrennt und

mit einem Ladungsdetektor nachgewiesen werden kénnen.

Beide Methoden erlauben eine schnelle Analyse mit Reaktionen unter exothermen Energiezu-
stdnden und erreichen dabei eine hohe Sensitivitit. Die Hauptunterschiede in Leistung und
Anwendungsbeschrankungen zwischen beiden Verfahren ergeben sich aus der technischen

Bauart der Reaktionskammer und den daraus folgenden physikalischen Konsequenzen.

Das in dieser Studie verwendete IMR-MS arbeitet mit sehr niedrigen Drucken von 10 mbar
in der Reaktionskammer und mit Einzel-Kollision-lonisationen. Bei der Durchfiihrung der
PTR-Analysen ist man dagegen auf hohe Drucke (1 mbar) und eine Mehrfach-Kollisions-
Reaktionskammer angewiesen. Bei allen lonen-Detektions-Messverfahren fiihren multiple
lonen-Kollisionen vor der Bestimmung der Masse zu einer starken Abhangigkeit von der Gas-
Matrix des lonen-Signals. Dies hat zur Folge, dass immer, wenn ein produziertes lon mit ei-
nem anderen neutralen Molekul mit niedrigerer lonisationsenergie oder héherer Protonenaffi-
nitat kollidiert, die Ladung und somit das Signal nicht mehr nachweisbar sind. Deshalb sollten
die Signale der Hintergrundmatrix (Wasserdampf, CO,/O,-Gehalt der zu untersuchenden Ex-
spirationsluft) moglichst konstant gehalten werden, um Nachweise von komplexen matrixab-
hangigen lonen-Signalen am Detektor zu vermeiden. Das menschliche Atemgas besteht dabei
auch aus einer sehr variablen Matrix mit rasch wechselnden Eigenschaften. Dies zeigt sich
beispielsweise in den Schwankungen der CO,-Konzentrationen (wahrend der In- und Exspira-

tion) wahrend der Untersuchungen, was den Einsatz der PTR-Messung limitiert.

Eine weitere Methode zur Umgehung dieser Probleme besteht in einer Reduzierung des Dru-
ckes, bis nur noch einzelne lonisations-Kollisionen der Probenmolekiile méglich sind. PTR-

Systeme nutzen sog. Drift-Kammern, wobei Hz0"-lonen 100 elastische, nichtreaktive Kollisi-
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onen mit den Hintergrundmolekilen Stickstoff und Sauerstoff eingehen, bis sie ein Proben-
molekil mit einer hoheren Protonen-Affinitat finden und von diesem ionisiert werden. Das
Atemgas darf dabei bis zu 4,5 Vol% CO, und bis zu 5,5 Vol% Wasserdampf nahe der Ziel-
substanzen enthalten. Obwohl HzO"-lonen keinen direkten Protonentransfer auf CO, verursa-
chen, muss dennoch eine geringe Korrektur fur Kohlendioxid vorgenommen werden. Das aus
drei Atomen bestehende Gas veréndert ndmlich den Diffusions-Koeffizienten und damit die
radiale Diffusion und Dichte der lonen. HzO"-lonen reagieren mit Wassermolekiilen zu H,O-
H3O"-Gittern in 3-Korper-Reaktionen und verandern dadurch die urspriingliche Dichte der
Oxonium-lonen. Substanzen in geringen Konzentrationen wie Propofol kénnen somit nur

nichtlinear gemessen werden und die ermittelten Werte missen korrigiert werden.

Eine andere sehr komplexe Technik ist das SIFT (,selected ion flow tube®)-
Massenspektrometer (32). Diese Technik verwendet einen Quadropol-Massen-Selektor fur
verschiedene lonen-Arten und erweitert den Messbereich von ausgewahlten IMR- und PTR-
Reaktionen, indem diese lonen in eine Fluss-Kammer gefillt mit Puffergas (tblicherweise
Helium) eingefiihrt werden und das Probengas einem schnellen Helium-Flow ausgesetzt wird.
Obwohl die Technik vielseitiger und komplexer als die einzelne Protonen-Quelle ist, gibt es
ein technologisches Hindernis durch den Verbrauch von gréReren Mengen (>10 I/min) an Puf-
fergas bei starken Pumpen-Systemen, sowie durch den mehrfachen Kollisions-lonen-Verlust

in diversen Gas-Gittern.

Die IMR-MS-Technologie, die in unserem System benutzt wurde, erlaubt die Addition eines
zweiten MS-Gerdtes in Form des EIMS, welches mit der gleichen Probengas-
Zusammensetzung zur Messung von Kohlendioxid bei hohen Sequenzraten von 100 ms in der
Ausatemluft arbeitet. Dies ermdglicht die Detektion der end-exspiratorischen Phase und damit
die Analyse von echtem Alveolargas. Somit zeigt sich auch keine Anfalligkeit fur die Variable
Matrix CO,/H,0.

Ein Nachteil aller bei Gasanalysen benutzten Massenspektrometrie-Techniken ist die fehlende
Madglichkeit einer Detektion der jeweils tatsdchlichen Konzentrationen (z.B. in ,,ppb*), da
diese Systeme bisher nur Massensignale (,,counts per second) erkennen kdnnen. Massensig-
nale und Konzentrationen fliichtiger Bestandteile in Gasen sind streng proportional, jedoch
muss zur Berechnung von Konzentrationen fiir Massensignale eine Kalibrierung durchgefihrt
werden. Hierflr musste ein Inert-Gas mit einer bekannten Konzentration von fliichtigem Pro-

pofol (z.B. Stickstoff mit einer bekannten Propofol-Gaskonzentration) analysiert werden. Zum
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Zeitpunkt dieser Untersuchungen stand ein derartiges Propofol-Kalibrationsgas noch nicht zur
Verfligung, es wird jedoch derzeit an einer Kalibrierungsmethode fur ,,Propofolgas* gearbei-
tet.

Eine andere Alternative zur Kalibrierung des MS-Gerétes ist die Verwendung einer Gaspha-
sen-Permeations-Kammer. Dieses System besteht aus einer Heizung mit konstanter Tempera-
tur, bei dem einige wenige Milliliter nativen Propofols in einem Kunststoff- oder Teflon-
Schlauch eingeschlossen werden. Durch den Unterschied der Partialdrucke von Propofol in-
nerhalb und auBerhalb des Schlauches beginnt ein Permeations-Prozess mit der Bewegung
von Propofol-Molekilen zur AuBenseite des Schlauches. Sobald ein konstanter, durch eine
kleine Pumpe aufrecht erhaltener Gasfluss erreicht ist, stromt Frischluft Gber den Schlauch bis
zu einem dynamischen Gleichgewicht, wobei sich die ausstrémenden Gasgemische mit einer
geringen Propofol-Konzentration vermischen. Dieses Permeations-System ist momentan in
Entwicklung und wird moglicherweise in das IMR-System zur automatischen in situ-

Kalibrierung integriert werden.

Durch die fehlende Kalibrierung mit Propofol in der Gasphase in unsere Studie ermittelten wir
bei identisch ermittelten bzw. eingestellten Blut-Propofol-Konzentrationen unterschiedliche
Werte der Propofol-Counts bei verschiedenen Individuen oder bei Verwendung unterschiedli-
cher IMR-MS-Geréte (jedoch bei einer konstanten Anzahl von Counts innerhalb jeder
intraindividuellen Messung bei Benutzung des gleichen Systems). Zur Abschatzung der Kali-
brierung wurde die Empfindlichkeit des Systems anhand von Quecksilber (Hg)-lonengas be-
stimmt (siehe Abschnitt 4.5.3.5). Durch diese taglich vor den Messungen durchgefuhrte Kali-
brierung konnten Schwankungen der Messergebnisse zwischen verschiedenen Tagen, zwi-
schen verschiedenen Patienten oder verschiedenen IMR-Geréten ausgeschlossen werden. So-

mit wurde eine Auswertung und Regressionsanalyse der Messwerte aller Individuen moglich.

Grossherr et al. (23) haben unlangst Propofol in der Ausatemluft von Schweinen und Ziegen
quantifiziert. Dabei benutzten sie zur Propofol-Adsorption Tenax-TA-Schlduche mit einer
fortlaufenden thermischen Ableitung und ausschlieBlich konventioneller Messung mittels
Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS). Diese Technik erlaubt die direkte Ab-
schatzung von Propofol-Konzentrationen. Sie ermittelten eine lineare Korrelation zwischen
den Propofol-Plasma-Konzentrationen (Messbereich von 0 bis 8 pg/ml) und der Konzentra-
tion von volatilem Propofol in der Alveolarluft. Artenspezifische Unterschiede wurden in den

Atemgaskonzentrationen mit einer mehr als zehnfachen Differenz zwischen Schweinen (Be-
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reich 0 bis 1,4 ppb) und Ziegen (0 bis 22 ppb) festgestellt. Dies begrenzt die Ubertragung der
Tierdaten auf menschliche Grundlagen. Zusétzlich erfordert die Tenax-Absorption kompli-
zierte und lange Probenvorbereitungen und erlaubt keine Online-Analysen. Daflr kénnte die
Technik zur Kalibrierung fur andere Methoden zur Messung von alveolarem Propofol ver-
wendet werden. Auch berichten Grossherr et al. (23) tber interindividuelle Unterschiede der
Propofol-Spiegel in alveoldren Gasproben innerhalb der gleichen Spezies in Form von ver-
schiedenen alveoldren Konzentrationen bei gleich bleibender Propofol-Blut-Konzentration. Es
gibt mehrere Erklarungsversuche fur dieses Phdnomen. So konnte die Permeabilitat der alveo-
lar-kapillaren Membran signifikant die Menge an Propofol im Atemgas beeinflussen. Die
Funktion dieser Diffusionsbarriere ist bei Lungenerkrankungen wie einem Lungentdem oder
—emphysem  gestért. Mdogliche andere Storfaktoren konnten Verdnderungen des
Tidalvolumens oder auch des Ventilations-Perfusions-Verhaltnisses als Folge einer vermin-

derten funktionellen Residualkapazitat im Rahmen einer Narkose sein.

In unseren Untersuchungen konnten wir unfragmentiertes Propofol mit einer Masse von 178
D und Propofol-Fragmente mit einer Masse von 163 D, welche durch Demethylierung wah-
rend der lonisation im IMR-MS entstehen, nachweisen. Die anfanglichen Beobachtungen in
Bezug auf mogliche Interferenzen von Propofol 178 mit niedrigen Sevofluran-
Konzentrationen (Abbildung 11) fihrten zur Verwendung von Propofol 163 als Marker fir
flichtiges Propofol. Die Korrelationen zwischen den Propofol-Blut-Spiegeln und Propofol

163 waren dabei mindestens genauso hoch als bei dem intakten Molekail.

Die Erfassung von Propofol 163 und 178 mit dem IMR-MS ist eine sehr sensitive und schnel-
le Messmethode. Das IMR-MS ist imstande, kleine Verédnderungen der Propofol-Blut-Spiegel
in einem Bereich von 0,5 pg/ml zuverlassig und innerhalb kirzester Zeit zu messen. Die Un-
tersuchung von Propofol-Signalen iber dem Gasraum von Blutproben kénnte in Zukunft als
eine alternative Methode gesehen werden, um Propofol-Blutspiegel zu ermitteln, jedoch mit

weniger genauen Ergebnissen.

Limitationen unserer Studie- aufer der bereits erwahnten Verwendung einer willkirlichen
Konzentrations-Einheit fir fliichtiges Propofol- resultieren aus der Tatsache, dass es uns nicht
moglich war, mogliche Auswirkungen auf den pulmonalen und hepatischen Metabolismus
von Propofol (33), Veradnderungen des Ventilations-Perfusions-Verhéltnisses oder die Diffu-
sionskapazitat in verschiedenen Krankheitsstadien oder Beatmungsmodi zu erfassen. Theore-

tisch konnen alle diese Faktoren den Zusammenhang zwischen Blut- und Alveolar-
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Konzentrationen von Propofol beeinflussen, so dass diesen Fragen in weiteren Untersuchun-
gen nachgegangen werden muss. Andererseits konnte unsere Technik die systematische Un-

tersuchung von diesen und anderen Effekten ermdéglichen.

Zusammenfassend zeigt unsere Studie, dass Propofol in messbaren Mengen (ber die Lunge
ausgeschieden wird und dass die Konzentrationen von volatilem Propofol im Exspirationsgas
hoch mit den Blut-Konzentrationen korrelieren. Das IMR-MS erlaubt ein kontinuierliches und
nicht-invasives Monitoring relativer Veranderungen von Propofol-Blut-Spiegeln bei Patienten
wéhrend Allgemeinanésthesien. Somit kénnten mdgliche Nebenwirkungen und Komplikatio-
nen bei Uber- oder Unterdosierung von Propofol wahrend Narkosen vermieden werden. Auch
lieRe die genaue Bestimmung der Blutspiegel einen wirtschaftlicheren Einsatz von Propofol

ZU.
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7 Zusammenfassung

Propofol ist eine fluchtige aromatische Substanz mit einem niedrigen Molekulargewicht und
einer niedrigen Wasserloslichkeit. Diese physikalisch-chemischen Eigenschaften ermdglichen
die Diffusion tber eine alveo-kapillare Membran und das messbare AusmaR an pulmonaler
Propofol-Ausscheidung. Wir testeten diese Hypothese und untersuchten, ob Propofol in der
Ausatemluft erfasst werden kann und ob Atemluft-Propofol-Konzentrationen den Blutkon-
zentrationen von Propofol entsprechen. Dies wirde mdglicherweise ein Echtzeit-Monitoring

von Propofol-Spiegeln wahrend total intravendser Anasthesien (TIVVA) erlauben.

Wir bestimmten volatiles Propofol mit einem Massenspektrometrie-System basierend auf
lonen-Molekiil-Reaktionen gepaart mit einer Quadropol-Massenspektrometrie (IMR-MS),
welches eine hoch sensitive Methode zur Online- und Offline-Messung organischer und anor-
ganischer Bestandteile von Gasen darstellt. In einer ersten Phase der Untersuchungen gewan-
nen wir Blutproben von neurochirurgischen Patienten wéhrend total intravendser Anasthesien
(TIVA) und fuhrten eine Headspace-Messung tber den Blutproben unter Benutzung eines an
das IMR-MS angeschlossenen Autosamplers durch. In einer zweiten Phase wurde das IMR-
MS direkt an neurochirurgische Patienten unter Verwendung einer ,,target controlled infusion®
(TCI-TIVA) mittels T-Stuck-Verbindung zwischen Endotrachealtubus und Beatmungs-

Schlauch angeschlossen und die exspiratorischen Propofol-Konzentrationen bestimmt.

Es konnte ein enger Zusammenhang zwischen den Propofol-Blut-Konzentrationen und Propo-
fol im Headspace uber Blutproben gefunden werden (Korrelation nach Pearson: r=0,982-
0,990, p< 0,01, n= 5). Die end-exspiratorischen Propofol-Signale spiegelten die Vollblut-
Konzentrationen in einer engen intraindividuellen Korrelation zwischen beiden Parametern
wieder (Korrelation nach Pearson: r=0,784- 0,985, n= 11). Bei der Analyse der interindivi-
duellen Daten (n=11, 49 Versuche) zeigte sich eine hohe Korrelation zwischen den in vivo-

Messungen im Atemgas und den Vollblut-Propofol-Konzentrationen von r = 0,85.

Die Anwendung des IMR-MS ermdglicht eine Detektion von Propofol in der Ausatemluft.
Dabei besteht zwischen Analysen im Headspace tber Blutproben und den Vollblutspiegeln
von Propofol ein linearer Zusammenhang. Ebenso besteht eine starke Korrelation zwischen
den ermittelten Propofol-Messwerten im Atemgas und den Vollblutspiegeln wéhrend operati-
ver Eingriffe an Patienten im Rahmen einer Online-Messung. Mdglicherweise erlauben diese
Erkenntnisse in Zukunft die Online-Abschatzung von Propofol-Spiegeln wahrend TIVA, was

fiir die Steuerung und Uberwachung einer Allgemeinanésthesie von groRem Vorteil wére.
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