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Geschichtlicher Hintergrund und Einsatzgebiet

Die Methode der Anasthesie mit Tribromethanol (TBE, Avertin®, E107, Renarcol®, Byk 250)
stammt aus den Anfangen des letzten Jahrhunderts, als wenige Anasthetika fir Mensch und
Tier zur Verfugung standen. Die Substanz wurde 1923 von Willstdter und Duisberg
beschrieben, Fritz Eichholtz studierte die anasthetische Wirkung an Tieren (u.a. nach Veal et
al. 1931). Der Chirurg Otto Butzengeiger flihrte Avertin® 1926 fur klinische Zwecke beim
Menschen ein, wobei die Losung rektal instilliert wurde. Avertin® wurde hauptsachlich als
sogenannte Rektalnarkose appliziert, aber auch intravends verabreicht (Lundy 1929). Es
wurde als Basisnarkose bezeichnet (Lundy 1929, Eichholtz 1930), da es zu einer ruhigen
Einleitung fuhrte, die wegen der relativ kurzen Wirkdauer oder bei ungenugender
Anésthesietiefe nach Erreichen der Bewusstlosigkeit vor allem mit Ather supplementiert wurde
(Schildbach 1930, Behrend 1931).

Avertin® war von Beginn an umstritten (Killian 1926, Lundy 1929, Goerig & Schulte am Esch
2003), zunachst vor allem wegen der atemdepressiven Eigenschaften (Kotzoglu 1929, Ranft
& Kochs 2004). Bald wurde zunehmend uber relativ hohe Mortalitatsraten berichtet, bei denen
eine direkte Toxizitdt des Anasthetikums angenommen wurde (Killian 1926, Kotzoglu 1929,
Lundy 1929, Eichholtz 1930, Veal et al. 1931). Als weitere Nebenwirkung kam es besonders
in den Anfangsjahren zur Entziindung der Darmschleimhaut, die nach 2-6 Tagen im
Allgemeinen abheilte, aber auch Todesfalle, beispielsweise durch Diarrhoe, Darmatonie, lleus
und Darmperforation, zur Folge hatte. Die Ursache fir die lokale Reaktion wurde in einer
Zersetzung der Avertin®-Lésung gesehen (Killian 1927, Kotzoglu 1929, Eichholtz 1930). Als
Injektionsnarkotikum wurde Avertin® schnell durch das 1933 in den Handel gebrachte,
kurzwirksame Hexobarbital verdrangt, da letzteres ein wesentlich Uberzeugenderes klinisches
Wirkprofil zeigte (Ranft & Kochs 2004). Mit zunehmender Erfahrung in der Herstellung und im
Umgang mit der Substanz sowie bei der Dosierung und in der Vorbereitung auf mégliche
Nebenwirkungen wurde die rektale Narkose-Einleitung mit Avertin® sicherer (Behrend 1931).
Ihr Gebrauch ging ab den spaten 1940er Jahren stark zurtick (Meyer & Fish 2005) aber noch
bis in die 1960er Jahre wurde sie gelegentlich bei Kindern eingesetzt. Mittlerweile ist Avertin®
der Medizingeschichte zuzurechnen (Ranft & Kochs 2004).

In der Veterinarmedizin wurde Avertin® resp. TBE rektal und peroral bei Katzen, Hunden und
anderen Saugetierarten sowie bei Reptilien und Vdgeln eingesetzt (Meyer & Fish 2005). Durch
perorale Verabreichung, zum Teil mit dem gewohnten Futter, wurde es zum Einfangen,
Immobilisieren und Anasthesieren von Wildtieren (Wildtruthuhn, Opossum, Murmeltier
Eichhoérnchen, Schlangen, Schildkréten) verwendet (Lumb & Jones1973a). Anfangs der
1970er Jahre wurde Avertin® noch in veterinarmedizinischen Lehrbichern erwahnt, wobei flr
die perorale und rektale Anwendung bei Hund und Katze eine Einleitungszeit von 2 bis 3
Minuten, der maximale Effekt nach 15 Minuten und eine Anasthesiedauer von 2 Stunden
angegeben wird. Toxische Effekte und eine Mortalitatsrate von 2% bei der Katze werden
erwahnt, dber die Qualitat und Tiefe der Anasthesie werden keine ndheren Angaben gemacht
(Lumb & Jones 1973b).

Uber die parenterale Verabreichung wird bei Ratten, Meerschweinchen und Kaninchen (Nicol
et al. 1965), sowie bei Gerbils (Norris & Turner 1983) berichtet. Derzeit wird TBE intra-

peritoneal bei Nagern fir Vorhaben im Bereich der biomedizinischen Forschung angewendet.
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Es ist verbreitet als Mono-Anasthetikum flr chirurgische Eingriffe in der Erstellung von
genetisch modifizierten Mauslinien, beispielsweise fur Embryotransfer und Vasektomie (Mann
1993, Hogan et al. 1994, Fish 1997, Wixson et al. 1997, Weiss & Zimmermann 1999, Nagy et
al. 2003). Dartber hinaus wird TBE gelegentlich fir die Anasthesie, Immobilisation oder
Sedation in diversen Modellen bei Nagern eingesetzt, beispielsweise fur kardiologische
Untersuchungen bei Mausen (Patel et al. 2005, Lin et al. 2007), insbesondere fir die
Echokardiographie (Huang & Linask 1998, Hart et al. 2001, Kiatchosakkoon et al. 2001,
Schafer et al. 2005, Chu et al. 2006). Daneben findet TBE auch bei Ratten Verwendung
(Gopalan et al. 2005).

Auch bei der parenteralen Anwendung in Tieren wurde schon in den frihen Veroffentlichungen
auf Probleme und Nebenwirkungen hingewiesen (Nicol et al. 1965, Tarin & Sturdee 1972,
Green 1975, Mann 1993), die ebenso in spateren Jahren noch gefunden wurden. Dies flhrte
Uber die Jahrzehnte zu einer Reihe von Publikationen mit sich widersprechenden Ergebnissen
und Schlussfolgerungen. Vor dem Hintergrund langjahriger, guter Erfahrungen aus der
klinischen Anwendung in vielen Labors geben die Berichte von gezielten Untersuchungen bis
heute immer wieder Anlass zu kontroversen Diskussionen (Silverman 2003).

Herstellung, Lagerung, Eigenschaften der Injektionslosung

Da Avertin® und Renarcol® nicht mehr im Handel erhaltlich sind, muss seit einigen Jahren
eine injizierbare Losung des Anasthetikums aus der chemischen Reinsubstanz Tribromethanol
vom Anwender eigenverantwortlich hergestellt werden. Folglich handelt es sich bei der
injizierten Flussigkeit nicht um ein Fertigarzneimittel, sondern es wird eine pharmakologisch
und toxikologisch nicht geprufte L6sung angewendet.

Die Ausgangsubstanz, Tribromethanol-Pulver, wird in unterschiedlichen Reinheitsgraden von
den Anbietern geliefert (Lieggi et al. 2005a). Fur die Praparation der Lésungen existieren
verschiedenste Protokolle, die sich in der Zusammensetzung sowohl der Stammldsung als
auch der Gebrauchslésung unterscheiden. Die injizierten Volumina und Konzentrationen
kénnen ebenfalls unterschiedlich sein (Kuhimann 2004, Lieggi et al. 2005a). Eine - bei diesem
Vorgehen vorstellbare - mikrobielle Kontamination der Lésungen sollte durch Sterilfiltration vor
der Injektion ins Tier beseitigt werden (Weiss & Zimmermann 1999).

Schon frih wurde erkannt, dass Avertin®, resp. geldstes TBE nicht unbegrenzt stabil bleibt.
Deshalb wurde empfohlen, die Gebrauchslésung vor Injektion auf pH-Wert und toxische
Degradationsprodukte zu prifen, z.B. durch Kongo-Rot-Reaktion, Nachweis von Brom mit
Silbernitratldsung und andere, einfache Verfahren (Killian 1926, Lundy 1929, Schildbach 1930,
Nicol et al. 1965). Auch ist seit langem bekannt, dass Stammlésung und Gebrauchslésung bei
+4°C und vor Licht geschitzt gelagert werden sollten (Papaioannou & Fox 1993, Hogan et al.
1994, Weiss & Zimmermann 1999, Nagy et al. 2003). Dabei gehen die Meinungen Uber die
Haltbarkeit der Gebrauchslésung auseinander, einerseits werden Lagerzeiten von einigen
Monaten flr vertretbar gehalten (Nagy et al. 2003), andererseits wird geraten, die
Gebrauchslésung fur jeden Arbeitstag frisch zu praparieren (Weiss & Zimmermann 1999).

Die fehlende Standardisierung in der Zusammensetzung, Herstellung und Lagerung der TBE-
Lésung sowie moglicherweise mangelnde Sorgfalt wurden haufig als Ursache von fatalen
Nebenwirkungen (Peritonitis, hohe Mortalitat, s.u.) angesehen.
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Es wurde deshalb vor Kurzem versucht, eine Richtlinie flr die Praparation, Lagerung und
Anwendung von TBE aufzustellen. Dazu wurde eine zweiteilige Studie in mehreren Aspekten
durchgefiihrt. Untersucht wurde mit modernen Analysemethoden zunachst:

1. Reinheitsgrad des ungeldsten TBE-Pulvers von drei kommerziellen Anbietern,

2. Degradationsprodukte (Dibromoacetaldehyd) in Gebrauchslésungen, die nach neun
verschiedenen, publizierten Protokollen hergestellt wurden,

3. Degradationsprodukte und pH-Wert-Anderungen unter vier verschiedenen
Lagerbedingungen fir Stammlésung und Gebrauchslésung,

4. Untersuchung einer Stammlésung und Gebrauchslésung, die unbeabsichtigt
Todesfalle ausldste.

Es zeigten sich relevante Unterschiede in der Reinheit beziehungsweise der Kontamination
des TBE-Pulvers. Alle neun Protokolle fir die Herstellung einer Gebrauchslésung unter-
schieden sich nicht beziglich Degradation. Nur bei Lagerung in +4°C und in Dunkelheit blieb
der pH-Wert stabil. Eine korrekt gelagerte und hergestellte Stamm- und Gebrauchslésung
I6ste hohe Mortalitédt aus, zeigte jedoch keine Veranderungen des pH-Wertes und des
Degradationsproduktes Dibromoacetaldehyd. Es wurde in diesen Losungen eine nicht genau
charakterisierte Substanz (in 'H nuclear magnetic resonance spectra) gefunden, die vermuten
lie®, dass eine Kontamination oder Degradation bereits wahrend der Lagerung des TBE-
Pulvers beim Hersteller oder Zwischenhandler erfolgt sein kdnnte (Lieggi et al. 2005a, Meyer
& Fish 2005).

Aus den neueren Untersuchungen ergeben sich folgende Schlussfolgerungen:

Die Injektionsldsungen kénnen toxische Substanzen enthalten, wobei nur ein Teil von ihnen
identifiziert ist. Eine Prufung der Injektionslésung mit einfachen chemischen Methoden scheint
nicht in der Lage zu sein, verlassliche Hinweise auf das toxische Potential zu geben. Ob
toxische Verbindungen durch Kontamination und/oder durch chemische Prozesse wahrend
der Lagerung in der Ausgangsubstanz (TBE-Pulver) vorhanden sind, ist derzeit nicht
bewiesen, kann aber auch nicht ausgeschlossen werden. Es ist somit immer noch weitgehend
unklar, wie toxisch wirkende Anteile in die Injektionslésung gelangen und wie dies zuverlassig
verhindert werden kann.

Die Probleme mit der Standardisierung der Injektionslésungen sind bekannt. Es wurde deshalb
vorgeschlagen, ein Austesten bei jeder neuen Praparation der Stammlésung vorzunehmen.
Dazu soll bei einigen Mausen die Dosis anhand der Anasthesietiefe titriert werden und der
Allgemeinzustand und das Uberleben der Tiere soll fiir 3-4 Tage nach intraperitonealer
Injektion kontrolliert werden (Hogan et al. 1994, Nagy et al. 2003). Die Kritik an diesem
Vorgehen (Kuhlmann 2004) ist nicht von der Hand zu weisen, da hierdurch nicht nur die
gebrauchte Tierzahl erhéht wird, sondern auch in Kauf genommen wird, dass die Tiere
moglicherweise unter Schmerzen sterben.

Charakterisierung des Anasthetikums
Eigenschaften und Nebenwirkungen der Anasthesie

Die intraperitoneale Injektion von TBE wurde als zuverlassige Methode zur schnellen Induktion
einer Anasthesie mit chirurgischer Toleranz und kurzer Nachschlafzeit bei Mausen
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(Papaioannou & Fox 1993, Wixson et al. 1997), Gerbils (Norris & Turner 1983) und Ratten
(Gopalan 2005) beschrieben. Es ist eine relativ kurze Anasthesie zu erwarten, fur die Zeitdauer
des Stadiums der chirurgischen Toleranz werden bei ICR Mausen 4-15 Minuten (Mittelwert 7)
(Gardner et al. 1995) und 18.5 Minuten (Lieggi et al. 2005b) angegeben; bei NMRI Mausen
werden 20-30 Minuten (Weiss & Zimmermann 1999) erreicht. Genauere, wissenschaftliche
Untersuchungen Uber die Eigenschaften von TBE als Mono-Anasthetikum flr chirurgische
Eingriffe bei Nagern scheinen nicht vorzuliegen.

Uber pathologische Veranderungen im Abdomen nach intraperitonealer Injektion von TBE bei
Mausen berichteten Tarin und Sturdee im Jahr 1972: aufgrund von lleus kam es zu einer
Mortalitat von 40% (Tarin & Sturdee 1972). Intestinale Komplikationen bei Mausen wurden von
Green 1975 bestatigt (Green 1975), sowie von Norris und Turner auch bei Gerbils gefunden
(Norris & Turner 1983). Bei Ratten wurden fibrose Adhadsionen im Abdomen, Peritonitis,
Fibrose der Leberkapsel und lleus dokumentiert, wobei die Tiere auch klinische Symptome
wie Apathie, Dehydrierung, aufgekrimmten Ricken und Porphyrinverfarbungen zeigten (Reid
et al. 1999).

Im Gegensatz dazu berichteten Papaioannou und Fox in einer 2.5 Jahre dauernden,
retrospektiven Studie mit Uber 300 Mausen Uber eine Mortalitdt von <1%. Die
pathohistologische Untersuchung von Abdominalgewebe zeigte keine bedeutenden
Veranderungen, wobei die Sektion bei 10 Ammenmittern 1 Woche nach einer Wiederholungs-
Injektion von TBE vorgenommen wurde. Weitere 29 Mause wurden 2 Wochen bis 10 Monate
nach einer Erstinjektion von TBE untersucht (Papaioannou & Fox 1993).

Auch Weiss und Zimmermann fanden bei Gber 5000 Mausen, die innerhalb von 10 Jahren mit
intraperitonealer Injektion von TBE anasthesiert wurden, keine Todesfalle. Die Sektion ergab
bei 250 Tieren keine pathologischen Befunde, wobei der Zeitpunkt nach Injektion nicht
ersichtlich ist (Weiss & Zimmermann 1999).

Zeller und Co-Autoren untersuchten 30 Ammenmiuitter 24 Stunden nach Injektion von TBE und
fanden bei 28 Tieren nekrotische Veranderungen in der muskuldsen Bauchwand und auf der
Oberflache von Abdominalorganen, sowie akute Entzindungserscheinungen des
Peritoneums und fibrindse Serositis der Abdominalorgane. Das Ausmalf} der Veranderungen
war abhangig von der Konzentration der Injektionslésung, eine 1.2%ige Losung induzierte
schwachere Entziindungszeichen verglichen mit einer 2.5%igen Lésung (Zeller et al. 1998).
Dabei konnte der Einfluss der nicht standardisierten Herstellungsbedingungen der TBE-
Injektionslésung auf das Ausmald der toxischen Wirkung nicht in allen Aspekten (Sterilfiltration)
ausgeschlossen werden (Weiss & Zimmermann 1999, Zeller et al. 1999).

Pathologische Veranderungen, vergleichbar den Befunden von Zeller und Co-Autoren, fanden
Lieggi und Co-Autoren ebenfalls 24 Stunden nach Injektion, wobei die Entzindungszeichen
nach 4 und 10 Tagen deutlich abnahmen (Lieggi et al. 2005b).

m zweiten Teil der oben erwahnten Studie zur Erstellung einer Richtlinie fir die Praparation,
Lagerung und Anwendung von TBE wurden verschiedene Serien von Experimenten mit ICR
Mausen durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass auch eine bei Licht und Raumtemperatur gelagerte,
im pH-Wert erniedrigte TBE-Gebrauchslésung eine gute anasthetische Wirkung hatte und sich
diesbezuglich und in der Induktion von intraabdominalen pathologischen Veranderungen nicht
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von TBE-L6sung unterschied, die unter optimalen Bedingungen hergestellt und gelagert
worden war.

Es musste festgestellt werden, dass auch unter optimalen Bedingungen und bei genauester
Einhaltung der Arbeitsablaufe, die Wirkungen und Nebenwirkungen der Anasthesie mit TBE
nicht reproduzierbar waren. So variierte die Zeitdauer der chirurgischen Toleranz bei
identischen Ausgangsubstanzen und Protokoll in drei Serien von 18 zu 37 und 46 Minuten. In
der letzten Serie wurden 17 Mause mit frisch praparierter TBE-Stamm- und -Gebrauchslésung
aus einem TBE-Pulver mit hochstméglicher Reinheit injiziert. Nach 2 Tagen erschienen alle
Tiere ungeputzt und apathisch, nach 4 Tagen waren 5 Mause tot. Vier weitere Tiere, die
moribund waren, wurden getotet. Die Sektion zeigte Peritonitis, lleus und eine fragliche
bakterielle Infektion, die vom Darmtrakt auszugehen schien. Nach 10 Tagen war ein weiteres
Tier verstorben. Die Wiederholungen des Versuchs ergaben eine Mortalitdt von 30-58%
(Lieggi et al. 2005b).

Zusammenfassung und Stellungnahme

Die seit Jahrzehnten aus der Anwendung beim Menschen bekannten Eigenschaften und
Nebenwirkungen der Anasthesie mit Avertin® sind mittlerweile auch bei Kleinnagern,
insbesondere bei Mausen, festgestellt und hinreichend dokumentiert worden. In der Human-
und Veterinarmedizin ist Avertin® obsolet, es wurde schon seit langem durch wesentlich
vorteilhaftere, moderne Anasthetika ersetzt. Diese stehen auch flir Mause zur Verfligung und
einige dieser Substanzen werden bei Mausen mit Vorteil appliziert. Es kdénnen sowonhl
Injektionsanasthesien als auch Inhalationsanasthesien eingesetzt werden, wobei den letzteren
aufgrund der gréRReren Sicherheit der Vorzug zu geben ist. Alternative Anasthesie-Protokolle,
die keine Interferenz mit dem Versuchsziel gezeigt haben, sind insbesondere fiur die
Anwendung in der Erstellung von genetisch modifizierten Mauslinien (Zeller et al. 1998,
Riulicke 2004, u.a.), transgenen Rattenlinien (Smith et al. 2004) und fir die Echokardiographie
bei Mausen (Chu et al. 2006) publiziert.

Der weitere Einsatz von TBE sollte auf die Fortsetzung von laufenden Versuchen beschrankt
sein, bei denen eine Anderung der Anasthesie-Methode die Versuchsergebnisse nachweislich
beeinflusst.

In diesen Fallen muss aufgrund der Risiken fir den Einsatz von TBE die grétmdogliche
Sorgfalt, Zuverlassigkeit und Fachkenntnis sowie Erfahrung beim Herstellen und beim
Umgang mit der Injektionslésung gefordert werden. Ist diese nicht gegeben, sollte eine
moderne, standardisierte Anasthesie-Methode angewendet werden.
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