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Zusammenfassung

Der Unterarm-Ischdmietest dient dazu, Muskelerkrankungen auf der Basis von Laktat- und Ammoniakkonzentratio-
nen nach Belastung wéhrend Ischidmie zu differenzieren. Ziel der vorliegenden Arbeit ist, Laktat- und Ammoniak-
konzentrationen als Funktion der Zeit im Ischimietest durch eine pharmakokinetische Modellgleichung zu charak-
terisieren.

Der Unterarm-Ischdmietest wurde bei Patienten im Alter zwischen 20 und 45 Jahren, bei denen bei Aufnahme die
Verdachtsdiagnose einer Muskelerkrankung mit Stérung des des Glukose- oder Eiweilistoffwechsels bestand, durch-
gefiihrt. Die Kurven von 8 Patienten mit normalem Anstieg von Laktat und Ammoniak wurden anonymisiert und
retrospektiv ausgewertet. Die Konzentrations-Zeitkurven wurden mittels nichtlinearer Regression an pharmakokine-
tische Gleichungen angepalit. Die Giite der Anpassung wurde durch den Determinationskoeffizienten (12) und eine
F-Statistik (ANOVA) beurteilt. Die modifizierte Bateman-Gleichung Y =Cb + B*exp(-Ke*t) — D*exp(-Ka*t)
(Cb= Ausgangskonzentration; B, D Konstanten [Achsenabschnitte]; ke Eliminationskonstante; die »Absorptions-
konstante« ka charakterisiert die Laktat- bzw. Ammoniakproduktion) erwies sich als geeignet, die Konzentration ver-
sus Zeitdaten zu beschreiben. Dies erleichtert eine vergleichende Beurteilung der Ergebnisse.

Schliisselworter: Unterarm-Ischdmietest, Laktat, Ammoniak, pharmakokinetische Modelle

The bi-exponential pharmacokinetic equation is suited to characterize lactate and ammonia con-
centration versus time data of the ischemic forearm exercise test
H. J. Koch, G. Uyanik, C. Raschka, J. Schweizer

Abstract

The ischemic forearm exercise test (IFET) is used to detect metabolic disorders of muscles based on lactate and
ammonia concentration during exercise under ischemia. The objective of this study was to assess whether lactate
or ammonia concentration versus time curves (CVTC) can be characterised using pharmacokinetic models.

An IFET was performed in 8 patients (age: 20—45 years) supposed to have disorders of glucose metabolism or
lack of myoadenylate deaminase. CVTC were fitted by means of non-linear regression to different kinetic mod-
els. The goodness of fit was assessed by means of 12 (coefficient of determination) and F-statistic (ANOVA). The
modified Bateman curve Y=Cb + B*exp(-Ke*t) — D*exp(-Ka*t), where Cb denotes the baseline concentration,
A or B correspond to the axial section, ke denotes the elimination constant and ka the »absorption« constant, yield-
ed remarkable non-linear regression results. In conclusion, pharmacokinetic modelling of lactate or ammonia
using the Bateman function is suited to describe CVTCs of IFETs and may be a useful tool for diagnostic inter-
pretation of the test.
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Einleitung

Die Interpretation von Laktatkinetikkurven im Hinblick
auf diagnostische Aussagen bei Muskelerkrankungen be-
ruht in erster Linie auf dem Verhéltnis der Metabolite im
Kohlenhydratstoffwechsel [6]. Wie in der Abb. 1 darge-
stellt, laufen alle wichtigen metabolischen Schritte vom Gly-
kogen bis zum Laktat im Zytosol der Muskelzelle ab. Uber
Pyruvat bestehen Verbindungen zum Alaninstoffwechsel
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und zur Harnstoffproduktion (Pyruvat-Alanin-Zyklus), und
iiber ADP/ATP ist die Glykolyse mit dem Purinstoffwech-
sel verbunden [9]. Ammoniak wird bei der Bildung von IMP
(Inosinmonophosphat) aus AMP (Adenosinmonophosphat)
freigesetzt. Uber Inosin, Hypoxanthin und Xanthin entsteht
letztlich Harnsdure, deren Konzentrationsverlauf ebenfalls
im Rahmen der Leistungsdiagnostik eingesetzt wurde [8].

In der neurologischen Diagnostik hat sich der Laktat-Ischa-
mietest (Synonym: LAER [lactate-ammonia-exercise-ra-
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Abb. 1: Schematisch vereinfachte Darstellung des fiir den Ischdmietest
wichtigen Zuckerstoffwechsels in der Muskelzelle (Abkiirzungen siche
Text).

tio] -Test) zur Beurteilung von muskuldren Stoffwechsel-
erkrankungen bewihrt. Bei normalem Anstieg des Laktats
nach Belastung und nur geringgradigem Anstieg der
Ammoniakkonzentration (weniger als 0,7% des Laktats)
liegt ein Kriterium fiir einen Myoadenylat-Deaminase-
Mangel (MAD) vor. Die wichtigsten Symptome dieser Er-
krankung sind Muskelschmerzen und Crampi bei Ausspa-
rung der Gesichtsmuskulatur [4, 5]. Bei Vorliegen eines
Muskelphosphorylasemangels (McArdle-Erkrankung) bleibt
der Laktatanstieg aus. Prinzipiell wird die Laktatproduk-
tion im LAER-Test bei Storungen der Glykogenolyse oder
der Glykolyse vermindert sein. Neben der Diagnostik mus-
kulédrer Erkrankungen spielt der LAER-Test auch in der
Sportmedizin zur Differentialdiagnostik von Leistungsde-
fiziten eine Rolle [3]. Bei Verdacht auf einen Defekt der
Myoadenylat-Deaminase muf3 differentialdiagnostisch ein
reduzierter Efflux von Ammoniak aus der Zelle bertick-
sichtigt werden [13].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Laktat- und Ammo-
niak-Zeitkurven mit addquatem Anstieg an die Bateman-
Gleichung anzupassen und pharmakokinetische Kenngro-
Ben zu definieren, die es erlauben, individuelle Kurvenver-
laufe zu vergleichen.

Methodik

Bei Personen im Alter zwischen 20 und 45 Jahren, die zwi-
schen 1999 und 2001 zur Abkldrung muskulirer Beschwer-
den stationir aufgenommen wurden, fithrte man im Rah-
men der Diagnostik einen standardisierten Laktatischdmie-
test nach eingehender Aufkldrung durch. Die Laktat- und
Ammoniakkurven wurden anonymisiert und 8 Kurvenver-
laufe, die einen adidquaten Konzentrationsanstieg zeigten,
wurden retrospektiv fiir nichtlineare Regressionsmodelle
verwendet. Eine Hypertonie, pulmonale Erkrankungen oder
arterielle VerschluBBkrankheit wurden vor der Auswertung
ausgeschlossen.
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Die Laktat- und Ammoniakbestimmungen fiir den Laktat-
ischdamietest wurden im Labor des Bezirksklinikums Re-
gensburg nach standardisierten Verfahren enzymatisch
ermittelt [2, 15, 16]. Die Proben wurden umgehend nach
Beendigung des Versuches gekiihlt (Kiihlpack) zur Analy-
se in das Labor gebracht und verarbeitet. [Anmerkung:
Fiir die Laktatkonzentration gilt die Umrechnungsformel
mg/dl *0.11=mmol/lI]. Die Prézision der Ammoniakbe-
stimmung (Variationskoeffizient) lag maximal bei 3,6%
und fur Laktat bei 0,90%.

Ablauf des Tests und Bestimmungsmethoden

Die Patienten/Probanden werden aufgefordert, vor dem Test
2 Stunden zu ruhen und sich am Tag der Untersuchung nicht
anzustrengen. Eine halbe Stunde vor dem Test werden ein
Zugang in der vorgesehenen Unterarmvene gelegt und ein
Ruhewert (t=0) abgenommen. Zunichst wird die Blut-
druckmanschette tiber den systolischen Wert aufgepumpt,
um eine Ischdmie zu erzeugen. Danach beginnt (t=0) der
Proband mit regelmidfigen maximal intensiven Faust-
schluBmanévern von einer Minute Dauer. Die Blutdruck-
manschette wird dann gelost, und der Proband muf} bis
zum Ende der Untersuchung ruhig liegenbleiben. An fol-
genden Zeitpunkten wird Blut im Liegen entnommen:
I min (direkt nach Ende der Ischdmie), 1,5 min, 2 min,
3 min, 4 min, 6 min, 10 min und 20 min (bei etwaigen Ver-
schiebungen wird der genaue Zeitpunkt bezogen auf t=0
notiert).

Lineare und nichtlineare Regressionsverfahren

Eine Einfiihrung in die Methoden der linearen und nichtli-
nearen Regression findet sich bei Box und Draper [1] und
Zar [18]. Bei der einfachen linearen Regression wird ein
funktionaler Zusammenhang zwischen einer abhingigen
Variablen Y und einer unabhingigen Variablen X (»Pradik-
tor«) durch eine lineare Geradengleichung definiert: Y =bo
+b1*X. Die Konstanten bo (Achsenabschnitt auf der Ordi-
nate) und b1l (Steigung) werden durch das Regressionsver-
fahren bestimmt. Prinzipiell wird durch repetitive Rechen-
schritte (Iterationen) versucht, die Quadrate der Abstinde
zwischen den Punkten und der angepafiten Kurve [»fit«] zu
minimieren. Die Abstinde zwischen den einzelnen Werten
Yi und dem durch die Kurve bestimmten Wert Ym werden
Residuen genannt (Ri=Yi — Ym). Die Residuen als Funk-
tion von X sollten moglichst gleichféormig (Homoszedasti-
zitdt) verteilt sein. Der empirische lineare Korrelations-
koeffizient r beschreibt, wie stark die Punktwolke um die
Regressionsgeraden streuen. Prinzipiell lassen sich immer
eine Regression X auf Y und eine Regression Y auf X
(haufig biologisch sinnvolle Regression) berechnen. Der
Betrag von r ist umgekehrt proportional dem Offnungs-
winkel zwischen den beiden Geraden.

Bei der nichtlinearen Regression wird der funktionale
Zusammenhang durch eine Gleichung, z. B. der allgemei-
nen Form Y=bo+bl X1+b2 X2"2+...... +bm Xi’m,
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beschrieben (m=2 entspricht einer quadratischen Regres-
sion). Prinzipiell wird die nichtlineare Kurve nach einem
der linearen Regression analogen Verfahren durch repetiti-
ve Schritte an die X-Y-Daten angepalt.

Fiir die Giite der Regression wurden die F-Statistik (Vari-
anzanalyse) fiir das gesamte Modell herangezogen sowie
r2 (Determinationskoeffizient, DC) und die Residuen be-
urteilt. Der DC gibt den Anteil der abhéngigen Variablen
(Y) wieder, der durch das Modell erklart wird, und be-
schreibt letztlich auch, wie gut die Punktwolke, wie bei der
linearen Regression, durch die Regressionskurve beschrie-
ben wird. Der nicht durch das Modell erklirte Anteil der
Variabilitit von Y betrégt folglich 1 —r2. Die Interpretation
von DC ergibt sich durch seine Definition: DC= SSreg/
SStot (SS entsprechen den jeweiligen Summen der Ab-
standsquadrate bezogen auf die Regressionsgrade [SSreg]
bzw. die Originaldaten (SStot]). Als Anhaltspunkt gilt, daf3
in dem Fall, in dem das Modell 50% der Variabilitét erkla-
ren soll, ein Korrelationskoeffizient von etwa 0,7 Voraus-
setzung ist.

Die modifizierte Bateman-Gleichung der allgemeinen
FormY =Cb +B*exp(-Ke*t) — D*exp(-Ka*t) erlaubt, einige
charakteristische Groflen festzulegen. Die maximalen Kon-
zentrationen der Kurve (Cmax) und die Zeit bis zum Errei-
chen des Maximums (Tmax) sowie die initiale Konzentration
(basaler Wert Cb) lielen sich in Analogie zur Pharmakoki-
netik berechnen [9]. Der Anstieg der Kurve wird durch die
Konstante ka und die Elimination durch die Konstante ke
charakterisiert. Uber die einfache Beziehung Ta=1n2/ka und
Te=1In2/ke lassen sich die entsprechenden Halbwertszeiten
Ta und Te in Analogie zur Absorptions- und Eliminations-
halbwertszeit berechnen. Ein weiterer Wert, der das Aus-
maf} der Laktat- bzw. Ammoniakproduktion widerspiegelt,
ist die Flache unter der Kurve AUClast (0 — last), wobei die
Integration (Trapezregel) vom ersten (t=0) bis zum letzten
MeBzeitpunkt (t=tiast) erfolgt. Die Excess-AUClast, d. h.
der Anteil der AUC, der durch den eigentlichen Versuch
entstanden ist, wurde wie folgt geschétzt: Excess-AUClast=
UClast — (Cb*tlast), wobei das Produkt Cb*tlast der Aus-
gangs-AUC bei Versuchsbeginn entspricht.

Fiir die Auswertung wurde kommerzielle Software verwen-
det, die fiir bestimmte Fragestellungen in der jeweiligen
Notation Gleichungen und Gleichungssysteme eingegeben
wurden (Statistica®, Statsoft, Tulsa, USA; Table CurveTM
2D*, SPSS, Chicago, USA). Als Datenbank zum Verwalten
der Rohdaten diente Microsoft Excel. Die Ergebnisse der
Regression wurden deskriptiv (Mittelwert, SEM [standard
error of mean])) als Tabelle dargestellt.

Ergebnisse

Die bi-exponentielle modifizierte Bateman-Gleichung hat
sich als praktikabel fiir die Darstellung von Laktat- und
Ammoniakkonzentrationen wéhrend des Laktatischdmie-
tests als Funktion der Zeit erwiesen. Sie wird durch einen
monoton steigenden Teil, ein Maximum und einen mono-
ton fallenden Kurventeil charakterisiert. In den Abbildun-

Neurol Rehabil 2002; 8 (5): 235-238

METHODIK

gen 2a und 2b sind Beispiele von nichtlinearen Kurvenan-
passungen sowohl fiir den Verlauf der Laktatkonzentration
als auch fiir die Ammoniakkonzentration mit den wichtig-
sten kinetischen Kenngrofen dargestellt (p<0,05). Der
Determinationskoeffizient liegt iiber 0,7, so dal mehr als
70% der Variabilitit durch das nichtlineare Regressions-
modell erkléart werden.

In der Tabelle 1 sind wichtige Charakteristiken der Laktat-
und Ammoniakkinetik von 8 Probanden mit unauffalligem
Kurvenverlauf zusammengefaf3t. Im Mittel steigt die Lak-
tatkonzentration bei unserem Kollektiv von 17 auf 31 mg/dl
an. Der Ammoniakspiegel erhoht sich durch das Faust-
schlufmanover von etwa 27 auf 74 pg/ml, wobei das Maxi-
mum der Laktatkonzentration im Vergleich zum Ammoni-
ak etwas spéter erreicht wird. Der Unterschied der mittle-
ren Tmax-Werte von 1,78 und 0,86 Minuten spiegelt sich in
den Halbwertszeiten des Kurvenanstiegs von 0,58 (Laktat)
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Abb. 2a: Beispiel einer Kurvenanpassung der Laktatkonzentrations-Zeit-
daten eines standardisierten Ischdmietests an eine modifizierte Bateman-
Gleichung (r2=0,94; p<0,05). Folgende pharmakokinetischen Kenngro-
Ben wurden ermittelt: Cmax=37,29 mg/dl; Tmax=2,5 min; AUClast=
612 min*mg/dl; Te= 8,92 min; Ta=0,59 min
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Abb. 2b: Beispiel einer Kurvenanpassung der Ammoniakkonzentrations-
Zeitdaten eines standardisierten Ischdmietests an eine modifizierte Bate-
man-Gleichung (12=0,99; p<0,05). Folgende pharmakokinetischen
KenngroBen wurden ermittelt: Cmax=104,9 ng/dl, Tmax=1,13 min,
AUC last=641 min*ug/dl; Te= 1,62 min; Ta=0,44 min
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Ch AUClast Cmax Ta Te Tmax

Laktat 17,01  461,1 31,06 068 6,16 1,78
(2,27) (60,1) @11)  (0,21) (1,05 (061)
mg/dl mg*min/dl  mg/dl min min min

NH3 27,04 6831 74,28 0,32 1,70 0,86
(7,54) (140,7) (14,64)

(0,18) (0,54) (0,30)
pg/dl pg*min/dl - pg/dl min min min

Tab. 1: Wichtige Kenngrolen (MW, SEM) der Laktat- und Ammoniakki-
netik (n=8) bei Probanden ohne Hinweis auf eine metabolische Myopathie

bzw. 0,32 Minuten (Ammoniak) wider. Die Eliminations-
halbwertszeit von Ammoniak ist mit 1,7 Minuten im Mittel
deutlich kiirzer als die von Laktat mit 6,2 Minuten. Von der
Gesamt-AUClast entfallen beim Laktat etwa 121 mg*min/dl
(26,3%) auf die muskulidre Aktivitit (Excess-AUClast),
wiahrend beim Ammoniak 143 pg*min/dl (20,9%) durch
den Laktatischdamietest bedingt sind.

Diskussion

Der Laktatischdmietest ist ein einfaches Verfahren, um vor
allem den Glukosestoffwechsel des Muskels und die Funk-
tion der Myoadenylat-Deaminase zu beurteilen. Laktat-
und Ammoniakbestimmungsmethoden stehen praktisch in
jedem Kliniklabor zur Verfiigung [11, 12]. Im Gegensatz
zum Stufentest besteht beim Ischdmietest nur bedingt die
Moglichkeit, das Ausmal3 der Laktatproduktion auf die er-
brachte Leistung zu normieren, da das Ergebnis von der
Mitarbeit des Probanden abhingt. Der Einsatz von Ballon-
Vigorimetern [14] fiir Forschungszwecke ist zwar denkbar,
wiirde aber in der Praxis ein einfaches Verfahren erheblich
verkomplizieren. Ein Kompromil3 wére, vor Beginn der Test-
serie die maximale Kraft der Unterarmmuskulatur mit Hil-
fe einer Blutdruckmanschette zu dokumentieren und {iber
die Frequenz der FaustschluBmanover die erbrachte Leistung
zu schitzen. Die Motivation des Probanden ist, unabhingig
von der angewandten Methodik, der entscheidende Faktor.
Die Blutprobenabnahme des konventionellen Laktatischi-
mietests erlaubt, eine einfache nichtlineare Regression
(Typ: Summe von Exponentialkurven) zu berechnen. Prin-
zipiell sind auch andere mathematische Funktionen, die
durch einen monotonen Anstieg, ein Maximum und einen
monoton fallenden Teil (Typ: »pulse curves«) charakteri-
siert werden, fiir die nichtlineare Regression geeignet. Der
Nachteil liegt aber darin, daf3 solche Gleichungen oft mehr
als 4 Parameter aufweisen und dafl diese Modellparameter
nur eingeschrankt physiologisch interpretiert werden kon-
nen. Gerade die Tatsache, da3 die Bateman-Gleichung ge-
stattet, Groflen wie Halbwertszeit, Tmax oder Cmax zu be-
stimmen, die in die Pharmakokinetik Eingang gefunden
haben, ist vorteilhaft. Mit zwei Exponentialtermen lassen
sich sowohl die Laktat- bzw. die Ammoniakproduktion als
auch deren Elimination anschaulich beschreiben.

Der ansteigende Schenkel der Kurve ist dabei durch die
Regression weniger gesichert als die Eliminationshalb-
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wertszeit, da er nach den bisherigen Versuchsprotokollen
meist nur durch zwei Punkte definiert wird. Die Beispiele
zeigen, daf ein bis zwei zusitzliche Blutabnahmen genii-
gen wiirden, um den Anstieg der Laktat- bzw. Ammoniak-
Zeitkurven noch sicherer zu bestimmen. Dies ist auch ein
Grund dafiir, dal3 Konfidenzintervalle in diesem Bereich
der Regressionskurve nicht sinnvoll berechnet werden kon-
nen. Praktikabel wire z. B. eine zusétzliche Blutabnahme
30 Sekunden nach Beginn des FaustschluBmandvers. Gera-
de fiir eine detaillierte Auswertung von Laktatkurven in der
Leistungsdiagnostik wire es von Vorteil, wenn die Phase der
Laktatproduktion noch besser charakterisiert werden kdnn-
te. Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, daf3 sich
die Laktat- und Ammoniakkonzentrationen im Ischédmie-
test als Funktion der Zeit mit Hilfe der Bateman-Gleichung
beschreiben lassen. Die daraus abgeleiteten pharmakoki-
netischen Kenngrofen erlauben eine praktische Interpreta-
tion des Kurvenverlaufs, was sowohl in der klinischen Be-
wertung als auch fiir Forschungsfragestellungen niitzlich ist.
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