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Einleitung

Mit Experimenten an wachen Hunden sollte die Frage beantwortet werden, in welchem
Ausmall das vasodilatierende  Stickstoffmonoxid (NO) wihrend einer hohen
Periduralanésthesie mit den vasokonstriktorischen Systemen Endothelin, Vasopressin und
Angiotensin interagiert, mit Blick auf den mdglichen Einsatz eines NO-Synthasehemmers zur

Blutdruckstabilisierung wahrend riickenmarksnaher Leitungsanésthesie.

Riickenmarksnahe  Leitungsanisthesien, die  Spinalandsthesie ebenso wie die
Periduralanésthesie, gehen einher mit einer Sympathikolyse. Hierbei wird eine vollstdndige
Sympathikolyse erzielt, sofern die oberen thorakalen Segmente ausgeschaltet sind. Neben
dem Ausfall der sympathischen Aktivitit kommt es jedoch wihrend riickenmarksnaher
Leitungsanésthesie auch zu einem Funktionsverlust des vom Nierenperfusionsdruck
abhingigen Renin-Angiotensin-Systems [1, 2]. Demnach fallen bei riickenmarksnaher
Leitungsanésthesie die beiden wichtigsten Systeme zur Blutdruckstabilisierung aus. Dariiber
hinaus ist auch die Empfindlichkeit des arteriellen Barorezeptorreflexes unter hoher
Periduralanésthesie stark herabgesetzt [3, 4], womit ein zusétzliches System zur
Aufrechterhaltung eines fiir die Organdurchblutung hinreichenden Blutdruckniveaus nur

unvollstindig arbeitet.

Als ein weiteres vasokonstriktorisches System konnte daher dem endogenen Peptidhormon
Endothelin (ET) eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des Blutdrucks unter
Periduralanésthesie zukommen. So trdgt Endothelin nicht nur unter Ruhebedingungen [5]
sowohl beim Menschen [6] als auch bei wachen Hunden [7] zur Kreislaufstabilisierung bei,
sondern es kommt besonders bei kreislautbelastenden Situationen wie Hypovoldmie [8],

mesenterialer Ischdmie [9] oder pharmakologisch ausgeldster Hypotension [10] zu einem



Anstieg der Endothelin-Plasmakonzentration. Endothelin trdgt auch unter riickenmarksnaher
Leitungsanésthesie zur Blutdruckstabilisierung bei, allerdings wird das System hierbei nicht

zusétzlich aktiviert, um weitere Blutdruckabfille zu verhindern.

Auch Vasopressin ist als endogener Vasokonstriktor an der Blutdruckregulation beteiligt,
wobei dessen Bedeutung allerdings physiologischerweise nicht deutlich wird, sondern erst,
wenn das sympathische Nervensystem und das Renin-Angiotensin-System bereits nicht mehr
funktionstiichtig sind [11]. Vermittelt wird die blutdruckunterstiitzende Wirkung des
Vasopressins iiber spezifische Bindungsstellen an der glatten GefaBmuskulatur, den V-
Rezeptoren [12], wohingegen die antidiuretische Wirkung tliber V,-Rezeptoren an der Niere
reguliert wird [13]. Besonders unter Periduralanisthesie scheint Vasopressin somit eine
wichtige Rolle zu spielen, wie deutliche Anstiege der Vasopressin-Plasmakonzentration
zeigen. Dies ldsst vermuten, dass Vasopressin als Reservesystem fungiert und besonders bei

riickenmarksnaher Leitungsanisthesie zur Blutdruckstabilisierung beitrigt [14].

Im  Zusammenhang mit der Blutdruckregulation  wéhrend riickenmarksnaher
Leitungsanésthesie konnte dem endogenen Stickstoffmonoxid (NO) ein entscheidender Anteil
zukommen. Einerseits iiber eine direkt blutdrucksenkende Wirkung an den Gefillen selber
sowie andererseits liber die modulierenden Effekte auf die oben genannten
vasokonstriktorischen Systeme Endothelin, Vasopressin und Angiotensin [15-18]. Durch die
Sympathikolyse kommt es in den denervierten GefdBBabschnitten zum Verlust des autonomen
GefaBtonus und damit zur Vasodilatation, welche zu einem gesteigerten Blutfluss in den
betroffenen Korperregionen fiihrt. Da die periphere NO-Freisetzung iiber endotheliale NO-
Synthasen (eNOS) vermittelt wird und diese von der Scherrate und damit dem Blutfluss
abhingig sind, wirkt dieser Effekt noch verstirkend auf die hypotone Wirkung der

riickenmarksnahen Leitungsanisthesie.



Neben den direkten vasodilatierenden Effekten des NO gibt es unter physiologischen
Bedingungen ebenfalls Hinweise auf vielfdltige Interaktionen mit den endogenen
vasokonstriktorischen Substanzen. Zum einen wird die Freisetzung von Endothelin unter
physiologischen Bedingungen durch NO gehemmt [19, 20], zum anderen ist die Wirksamkeit
von Angiotensin gesteigert nach Blockade der NO-Synthase [21] sowie nach Entfernung des
Endothels als Syntheseort des NO [22]. Die genauen Wechselwirkungen zwischen NO und
Vasopressin sind jedoch bisher noch unklar, da es sowohl iiber V;-Rezeptoren [23, 24] als

auch iiber V,-Rezeptoren [16, 25-27] zu einer Freisetzung von NO zu kommen scheint.

Demnach konnte durch Hemmung der NO-Synthase moglicherweise auch unter
riickenmarksnaher Leitungsandsthesie eine Blutdrucksteigerung einerseits erzielt werden
durch den Wegfall des vasodilatierenden NO selbst sowie andererseits durch eine gesteigerte
Wirkung der endogenen vasokonstriktorischen Hormonsysteme Endothelin, Angiotensin oder

Vasopressin.

Vor diesem Hintergrund wurde an chronisch instrumentierten wachen Hunden der
dosisabhingige Effekt des nicht-selektiven NO-Synthasehemmers L-NAME auf den Kreislauf
untersucht, speziell den arteriellen Mitteldruck und den systemischen GefdBwiderstand, sowie
seine moglichen kreislaufstabilisierenden Wirkungen unter Periduralanisthesie. Dies geschah
unter  Berlicksichtigung der Interaktion des Stickstoffmonoxids mit anderen
kreislaufwirksamen Hormonsystemen, des Endothelin-, Vasopressin- und des Renin-

Angiotensin-Systems.



Material und Methoden

Methoden

An 8 wachen, chronisch instrumentierten Hunden (Foxhounds beiderlei Geschlechts, 24-34
kg) wurden mit Genehmigung der Bezirksregierung insgesamt 43 Versuche in zufilliger
Reihenfolge durchgefiihrt, wobei jeder Hund als seine eigene Kontrolle diente. Zwischen
aufeinanderfolgenden Versuchen an einem Tier wurde ein Abstand von mindestens zwei
Wochen eingehalten, um Interaktionen der verwandten Pharmaka auszuschalten sowie zur
vollstindigen Elimination des NO-Synthase-Inhibitors [28]. Die Tiere lebten in der
universititseigenen Tierversuchsanlage und wurden mit Standardnahrung (Medium adult 1°,
Royal Canin, Aimargues, Frankreich) gefiittert. Die Versuche begannen regelmifBlig um 8 Uhr
morgens, nach mindestens 12 stiindiger Nahrungskarenz und bei freiem Zugang zu Wasser.
Wihrend der Versuchsreihen waren die Hunde korperlich gesund und verhaltensmifBig
unauffillig, wobei Hiindinnen, die sich im Oestrus befanden, von den Versuchen

ausgeschlossen wurden.

Operationen

Mehrere Wochen vor den eigentlichen Versuchen wurden die Hunde unter
Allgemeinanisthesie (Enfluran/Stickstoff + Fentanyl) und sterilen Bedingungen operiert.
Hierbei wurden beide Carotisarterien aus ihrer Umgebung isoliert und in Hautschlingen
vorverlagert [v. Leersum, 1911], um eine direkte Blutdruckmessung sowie arterielle
Probenentnahmen zu ermoglichen. Ferner wurde zur kontinuierlichen Messung des
Herzzeitvolumens, in einer zweiten Operation, ein Ultraschall-Transitzeit-Flussaufnehmer
durch eine linksseitige Thorakotomie um die A. pulmonalis implantiert. Das Datenkabel des
Flussaufnehmers wurde zwischen den Schulterbldttern herausgefiihrt und kontinuierlich durch

eine Spezialweste geschiitzt. Wahrend der Erholungsphase wurden die Tiere taglich trainiert,



um ruhig und ohne Zwang in Rechtsseitenlage auf dem Untersuchungstisch zu verweilen und

sich an den Versuchsablauf und die Experimentatoren zu gewdhnen.

Messungen

Herzzeitvolumen

Zur Bestimmung des Herzzeitvolumens sowie zur Berechnung des systemischen
GefaBwiderstandes wurde der Blutfluss durch die Pulmonalarterie mittels eines Ultraschall-
Flussaufnehmers (T101, Transonic Systems, Ithaca, NY) kontinuierlich gemessen.

Jeder Flusskopf (20-24 mm, S-Series mit Silicon ummantelten Reflektoren, Transonic) wurde

zuvor in vitro sowie frithestens 3 Wochen nach Implantation {iber das Fick’sche Prinzip
geeicht, als Quotient aus Sauerstoffverbrauch (VO, ) und gemischt venosem Sauerstoffgehalt
(C,.0,). Die Messgenauigkeit derart implantierter und kalibrierter Flusssonden blieb bis

zum Funktionsverlust der Sonden, teilweise {iber mehrere Jahre, erhalten [29]. Dadurch war
eine genaue Bestimmung des Herzzeitvolumens, auch iiber mehrere Monate, an ein und

demselben Tier gewéhrleistet.

Herzfrequenz
Die Herzfrequenz und die RR-Intervalle wurden {iiber ein Standard Oberflichen EKG
bestimmt, getriggert auf die R-Zacke, um eine kontinuierliche Aufzeichnung des RR-

Intervalls zu erreichen.

Arterieller Mitteldruck (MAD) und zentralvendser Druck (ZVD)
Durch fliissigkeitsgefiillte Katheter, die iiber die A. carotis in die Aorta ascendens sowie iiber
eine Hinterlaufvene in den rechten Vorhof vorgeschoben wurden, wurden alle Driicke

elektromanometrisch (Statham P-23 ID) gemessen. Alle Druckaufnehmer wurden zuvor auf



Hohe des Processus spinosus des 7. Halswirbels mittels Quecksilber-, bzw.
Wassersdulenmanometer (Eichwaage nach Gauer) geeicht und der mittlere Druck iiber

Integration des Originalsignals ermittelt.

Systemischer GefaBBwiderstand (SVR)

Der systemische Gefilwiderstand, als Mall fiir den Vasomotorentonus, wurde online
berechnet als Quotient des arterio-vendsen Druckgradienten (MAP-ZVD) und des
Herzzeitvolumens (HZV) nach analog-digitaler  Signalumwandlung (Powerlab®,
ADInstruments, Castle Hill, Australien).

Alle Variablen wurden kontinuierlich auf einem Acht-Kanal Schreiber (RS 3800, Gould Inc.
Cleveland, OH) aufgezeichnet und gleichzeitig, nach vorhergehender analog-digital
Umwandlung, mit einer Frequenz von 400 Hz pro Kanal auf einem konventionellen Computer
gespeichert. Die weitere Auswertung erfolgte computergestiitzt iiber das Programm Chart 4.0

(Powerlab®, ADInstruments, Castle Hill, Australien).

Herzfrequenzvariabilitdt (HRV)

Die Herzfrequenzvariabilitdt, als MalB3 fiir die Aktivitit des autonomen Nervensystems,
insbesondere der Vagusaktivitdt, wurde allgemeinem Standard entsprechend bestimmt [30].
Dazu wurde das original EKG-Signal tiber drei Klebeelektroden abgeleitet, die auf der zuvor
rasierten Haut befestigt wurden; links oberhalb des Ellenbogens, auf der linken seitlichen
Brustwand in Hohe der Herzbasis und oberhalb des Kniegelenkes. Analysiert wurden die
letzten fiinf Minuten jeder Intervention, frei von Extrasystolen und Artefakten (Chart® 4.0,
ADInstruments, Castle Hill, Australien). Die Herzfrequenzvariabilitit wurde in der

Zeitdomine berechnet und als Standardabweichung der RR-Intervalle (SDNN) bestimmt.



Periduralanisthesie

Jedem Hund wurde mindestens zwei Stunden vor den eigentlichen Experimenten, unter
Kurznarkose mit Propofol (3-4 mg'kg"), ein Katheter in den Periduralraum vorgeschoben.
Der Katheter wurde unter sterilen Bedingungen perkutan durch eine 16-G Tuohy-Nadel in
Hohe des 4. oder 5. Lendenwirbels eingefiihrt und unter Rontgenkontrolle auf Hohe des 10.
Brustwirbels vorgeschoben, wobei besonders beachtet wurde, dass die Katheterlage sich an
ein und demselben Hund, in verschiedenen Experimenten, um nicht mehr als eine
Wirbelkdrperhdhe unterschied. Nach Vorinjektion von 2 ml Lidocain (Lidocain 1 %, Braun
Melsungen) iiber den Periduralkatheter, zum Ausschluss einer Fehllage, wurden 9-13 ml
Lidocain individuell angepasst und binnen zwei Minuten injiziert. Es folgte eine Nachinfusion
von 6 mlkg'h'. Die durch die thorakale Periduralanisthesic erzielte vollstindige
Sympathikolyse wurde nach 30 Minuten an Hand folgender Kriterien, in Anlehnung an

frithere Studien [11, 14], verifiziert:

Nickhautvorfall
Als Zeichen der kompletten Leitungsblockade waren die dritten Augenlider (Nickhaute), die
iber sympathische Efferenzen aus den ersten drei Thorakalsegmenten innerviert werden [31],

bei allen Tieren stets paralysiert und vorgefallen.

Zwerchfellatmung
Alle Hunde zeigten als Folge der partiellen Paralyse der Interkostalmuskulatur, bei intakten

Nn. Phrenici und suffizienter Atmung, eine ausgeprigte Zwerchfellatmung.



Paralyse der willkiirlichen Extremitétenbeweglichkeit
Die Hintergliedmallen waren stets vollstdndig geldhmt, die Motorik der Vordergliedmalen
jedoch weitgehend nicht beeintridchtigt, was jeweils {iber schmerzinduzierte Fluchtreflexe

verifiziert wurde.

Somatosensorik
Die sensorische Blockade wurde durch kurzfristige Berithrung mit einer Injektionskaniile

iiberpriift und reichte in der Regel etwa bis auf Hohe des ersten Thorakalsegmentes.

Sympathische Vasokonstriktion
Unter Periduralanisthesie war der iiber sympathische Efferenzen vermittelte Anstieg des

Blutdrucks, bei manuellem Verschluss der Halsschlagadern, nicht mehr auslosbar.

Blockade der Endothelinrezeptoren (EB)

Endothelina- und Endotheling-Rezeptoren wurden durch Injektion von Tezosentan® (RO 61-
0612; 5-isopropyl-pyridine-2-sulfonic acid 6-(2-hydroxy-ethoxy)-5-(2-methoxy-phenoxy)-2-
(2-1H-tetrazol-5yl-pyridin-4-yl)-pyrimidin-4-ylamid, = Actelion ~LTD) blockiert. Der
Endothelinrezeptor-Blocker (EB) Tezosentan® wurde in einer Dosis von 3 mgkg™ initial
gefolgt von 3 mg'kg'h! injiziert. Die Auspragung der Endothelinrezeptor-Blockade wurde
am Ende jedes Versuches durch Gabe von 2,5 pg und 5 pg Endothelin (E-7764, Sigma
Chemicals) tberpriift. Unter Kontrollbedingungen steigerte diese Dosis den arteriellen
Mitteldruck um ca. 25 mmHg und senkte die Herzfrequenz um ca. 15 min™', wohingegen

beide Variablen nach vorheriger Blockade unveridndert blieben.



Blockade der Vasopressinrezeptoren (VB)

Vasopressin-Rezeptoren wurde durch Gabe des selektiven und kompetitiven Vasopressin;-
Rezeptor-Blockers (VB) B-mercapto-B-B-cyclo-penta-methylene-propionyl-O-Me-Tyr-Arg-
Vasopressin (V 2255, Sigma Chemicals), in einer Dosierung von 40 ugkg' gehemmt. Die
Auspriagung der Vasopressinrezeptor-Blockade (VB) wurde durch Injektion von 200 mU und
400 mU Arg-Vasopressin (V 0377, Sigma Chemicals) im Anschluss an den Versuch
tiberpriift. Diese Dosis Vasopressin steigerte in Kontrollexperimenten den arteriellen
Mitteldruck um 20 mmHg und senkte die Herzfrequenz um ca. 10 min”, blieb jedoch

wirkungslos nach vorhergehender Vasopressinrezeptor-Blockade.

Blockade der Angiotensinrezeptoren (AB)

Angiotensin-Rezeptoren wurde durch die kontinuierliche Gabe des Angiotensin-II-
Rezeptorantagonisten Losartan® (2-n-butyl- 4-chloro- 5-hydroxymethyl- 1-[2’-(1H-tetrazol-5-
yl) biphenyl-4-yl-methyl]- imidazole, (Merck Sharp&Dohme, GB)) gehemmt, in einer
Dosierung von 0,1 mgkg'h"'. Die Rezeptorblockade wurde durch die Gabe von 10 ngkg™
bzw. 20 ngkg' Angiotensin II (A9525, Sigma Chemicals) im Anschluss an den Versuch
getestet, welche in Kontrollexperimenten den arteriellen Mitteldruck um 20 mmHg steigerte,

nach vorhergehender Blockade jedoch wirkungslos blieb.

Versuchsprotokoll

Alle Versuche wurden an wachen Hunden durchgefiihrt. Die Laborbedingungen waren
standardisiert (abgedunkeltes Labor, fiir Hunde thermoneutrale Temperatur von 24° C [32]),
die Versuche begannen regelmifig um 8 Uhr morgens und die Tiere lagen ohne Zwang auf
der rechten Seite auf einem gepolsterten Versuchstisch.

Nach der Anlage des Periduralkatheters (Perifix®-Katheter, Braun Melsungen, Durchmesser

0,6x1,05 mm, Linge 1000 mm) hatten die Tiere mindestens 60 Minuten Zeit zur Erholung.
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Zu Beginn jedes Versuches wurden beide Carotisarterien punktiert und Katheter in den
Aortenbogen und den Carotissinus vorgeschoben (Vygon Leader Cath. REF 115.11,
Durchmesser 1,2 mm, 18G, Lange 100 mm). Hieriiber wurden der Blutdruck in der Aorta und
im Carotissinus kontinuierlich gemessen sowie arterielle Blutproben entnommen. Dariiber
hinaus wurde zur Messung des zentralvendsen Blutdrucks ein Katheter iiber eine
Hinterlaufvene bis zur Vena cava inferior vorgeschoben (Cavaﬁx®, Braun Melsungen,
0,5x0,9 mm, Lénge 32 cm, 20G) und eine Vorderlaufvene fiir die Anlage einer
periphervenosen Venenverweilkaniile punktiert (Venenkatheter Vasofix®, Braun Melsungen,
Durchmesser 1,4 mm, Linge 45 mm).

Im Anschluss an eine 30 miniitige Kontrollphase durchliefen die Hunde in randomisierter

Reihenfolge die folgenden Versuchsgruppen:

Hemmung der NO-Synthase (n = 8)

Die NO-Synthase wurde mit N“-nitro-L-arginin Methyl Ester (Sigma Chemicals, St. Louis,
MO) (L-NAME) gehemmt. Hierzu wurde L-NAME in aufsteigenden Dosierungen von 0,3 —
1,0 — 3,0 — 10,0 und 50,0 mg'kg™" alle 30 Minuten injiziert. Samtlich Kreislaufvariablen

wurden am Ende jeder Intervention iiber 5 Minuten gemittelt und ausgewertet.

Hemmung der NO-Synthase unter Periduralaniisthesie (n = 8)

Nach Anlage der Periduralandsthesie, gefolgt von einer 30 miniitigen Kontrollphase, wurde L-

NAME in aufsteigenden Dosierungen von 0,3 — 50,0 mg-kg™ alle 30 Minute injiziert.

11



Hemmung der NO-Synthase unter Periduralanisthesie wund zusitzlicher
Endothelinrezeptor-Blockade (n = 6)

Nach Anlage der Periduralanisthesie, gefolgt von einer 30 miniitigen Kontrollphase, wurden
die Endothelinrezeptoren blockiert (siche oben). Im Anschluss daran wurde L-NAME in

aufsteigenden Dosierungen von 0,3 — 50,0 mg-kg" im Abstand von 30 Minuten injiziert.

Hemmung der NO-Synthase unter Periduralanisthesie wund zusitzlicher
Vasopressinrezeptor-Blockade (n = 6)

Nach Anlage der Periduralanisthesie, gefolgt von einer 30 miniitigen Kontrollphase, wurde
eine Vasopressinrezeptor-Blockade, wie oben beschrieben, durchgefiihrt. Im Anschluss daran
wurde L-NAME in aufsteigenden Dosierungen von 0,3 — 50,0 mg-kg™ im Abstand von 30

Minuten injiziert.

Hemmung der NO-Synthase wunter Periduralanisthesie und zusitzlicher
Angiotensinrezeptor-Blockade (n = 6)

Nach Anlage der Periduralanésthesie, gefolgt von einer 30 miniitigen Kontrollphase, wurden
Angiotensinrezeptoren, wie oben beschrieben, blockiert. Im Anschluss daran wurde L-NAME

in aufsteigenden Dosierungen von 0,3 — 50,0 mg-kg™" im Abstand von 30 Minuten injiziert.

Peridurale Injektion von Kochsalz (n = 4)
Um alleinige Effekte basierend auf dem zusitzlichen periduralen Volumen auszuschliefen,
wurde physiologische Kochsalzlosung (Dosis individuell angepasst; 9-13 ml) in den

Periduralraum injiziert.
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Testung der Stereospezifitit von L-NAME durch Gabe von D-NAME (n =5)

Die Stereospezifitit der beobachteten Effekte wurde durch die einmalige Gabe von 50 mg-kg™
D-NAME, des Stereoisomers des NO-Synthasehemmers L-NAME, tiberpriift.

13



Statistik

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Hierbei wurden folgende

Nullhypothesen getestet:

1. L-NAME hat keinen Effekt auf die Kreislaufvariablen im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollbedingungen (Periduralanisthesie bzw. Periduralanésthesie und bestehende
Rezeptorblockaden). Diese Hypothese wurde durch eine Varianzanalyse fiir
wiederholte Messungen (ANOVA) iiberpriift, gefolgt von einem Fisher’s Protected

Least Square Difference (PLSD) post-hoc Test.

2. Die Maximaleffekte von L-NAME auf die Kreislaufvariablen unterscheiden sich nicht
zwischen den Versuchsgruppen. Diese Hypothese wurde durch einen gepaarten t-Test

tiberpriift.

Die Nullhypothese wurde verworfen und eine statistische Signifikanz angenommen, wenn

p < 0,05 war.

Da sich nach Abschluss der Versuche zeigte, dass die Gabe der hochsten Dosierung von L-

NAME (50,0 mg-kg™) zu teilweise starken Blutdruckabfillen fithrte, wurden in allen Gruppen

die Effekte von L-NAME nur bis zu einer maximalen Dosierung von 10,0 mg-kg™ analysiert.
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Ergebnisse

Hemmung der NO-Synthase mit und ohne Periduralanisthesie

Die Hemmung der NO-Synthase unter Periduralanisthesie fiihrte zu prinzipiell gleichartigen
Verdnderungen der Kreislaufvariablen wie unter Kontrollbedingungen. So steigerte L-NAME
alleine den arteriellen Mitteldruck (MAD) dosisabhingig von 9744 mmHg auf ein Maximum
von 118+3 mmHg, unter Periduralandsthesie von 85+3 mmHg auf 115+4 mmHg (Abb. 1).
Zuriickzufithren ist der Blutdruckanstieg in beiden Gruppen auf eine Erhohung des
systemischen GefiBwiderstandes (von 33+2 mmHg'min‘l" auf 769 mmHg-min'I" sowie von

3243 mmHg'min-1" auf 6643 mmHg min‘l™).

MAD 60 Max Effekt —e—PDA/L-NAME SVR 60 1 Max Effekt —e— PDA/L-NAME
[mmHg] AMAD [ mineT"] ASVR —0— L-NAME
140 - 40 * —O— L-NAME 100 - 40
80 -
120 A
60
100 A
40 A
80 -
20 A
60 0
K PDA 0,3 1 3 10 K PDA 0,3 1 3 10

Abbildung 1: Effekte von L-NAME (0,3-10 mg-kg") mit (PDA/L-NAME) und ohne (L-NAME) vorhergehende
Periduralanésthesie auf den arteriellen Mitteldruck (MAD) und den systemischen GefaBwiderstand (SVR) sowie
die jeweiligen Maximaleffekte (AMAD/ASVR). Mittelwerte + SEM von 8 Hunden (*/x = p < 0,05 im Vergleich
zu Kontrollbedingungen (K bzw. PDA)).

Dieser Blutdruckanstieg war begleitet von einer Halbierung des Herzzeitvolumens in beiden
Gruppen (Abb. 2), das bei unverdndertem Schlagvolumen aus einem Abfall der Herzfrequenz

resultierte (von 80+3 min" auf 39+4 min' bei L-NAME sowie von 8246 min™' auf 4843 min
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bei PDA/L-NAME). Allerdings fiel die Herzfrequenz in Gegenwart der Periduralanésthesie

deutlich geringer ab als unter Kontrollbedingungen.

HF [min™] —e—PDA/L-NAME HzZV —e— PDA/L-NAME
100 - [ml-kg"-min'q
—0— L-NAME 140 - —o0— L-NAME
%0 | 120 -
100 -
60 | 80
60 -
40 | X 40 1
X X 20
20 0
K PDA 0,3 1 3 10 K PDA 0,3 1 3 10

Abbildung 2: Effekte von L-NAME (0,3-10 mg-kg™) mit (PDA/L-NAME) und ohne (L-NAME) vorhergehende
Periduralanésthesie auf die Herzfrequenz (HF) und das Herzzeitvolumen (HZV). Mittelwerte + SEM von 8
Hunden (*/x = p < 0,05 im Vergleich zu Kontrollbedingungen (K bzw. PDA)).

L-NAME erhohte die Herzfrequenzvariabilitit (SDNN) sowohl unter vorbestehender

Periduralanésthesie (von 194438 ms auf 530+54 ms) als auch ohne (von 139+55 ms auf

541452 ms).
SDNN [ms] —e— PDA/L-NAME
800 - —o0— L-NAME

Abbildung 3: Effekte von L-NAME (0,3-10
mgkg') mit (PDA/L-NAME) und ohne (L-

600 NAME) vorhergehende Periduralanisthesie auf
die Herzfrequenzvariabilitit (SDNN). Mittelwerte
400 + SEM von 8 Hunden (*/x = p < 0,05 im
Vergleich zu Kontrollbedingungen (K bzw.
200 4 PDA)).

K PDA 0,3 1 3 10

Demnach konnte der durch die Periduralanésthesie induzierte Abfall des arteriellen
Mitteldrucks (MAD) durch L-NAME ab einer Dosierung von 1,0 mgkg' wieder
ausgeglichen werden, bei geringer ausgepriagten Effekten von L-NAME auf die

Herzfrequenz
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Hemmung der NO-Synthase unter Periduralanisthesie wund zusitzlicher

Endothelinrezeptor-Blockade

L-NAME steigerte den arteriellen Mitteldruck sowohl mit als auch ohne vorhergehende
Endothelinrezeptor-Blockade. Allerdings war die vasokonstriktorische Wirkung von L-
NAME nach Endothelinrezeptor-Blockade deutlich abgeschwicht. So steigerte L-NAME in
beiden Versuchsgruppen den arteriellen Mitteldruck, unter bestehender Endothelinrezeptor-
Blockade lediglich um 17 mmHg gegeniiber 30 mmHg unter Kontrollbedingungen (Abb. 4).
Verursacht wurde dieser Blutdruckanstieg durch eine Erhoéhung des systemischen
GefdlBwiderstandes, welcher allerdings nach vorhergehender Endothelinrezeptor-Blockade

abgeschwicht war (1742 mmHg'min‘l" bzw. 34+1 mmHg'min-1™).

MAD 40 Max Effekt —e— PDA/EB SVR Max Effekt —e—PDA/EB
[mmHg] AMAD —o—PDA mmbg min ] 4 ASVR o— PDA
160 + 80 -
* X
20 20 *
140 1
60
120 1
40 1
100
20 1
80 -
60 : : 0 : :
K PDA EB 03 1 3 10 K PDA EB 03 1 3 10

Abbildung 4: Effekte von L-NAME (0,3-10 mg-kg™") unter Periduralanisthesie mit (PDA/EB) und ohne (PDA)
vorhergehende Endothelinrezeptor-Blockade auf den arteriellen Mitteldruck (MAD) und den systemischen
Gefafwiderstand (SVR) sowie die jeweiligen Maximaleffekte (AMAD/ASVR); Mittelwerte + SEM von 6 Hunden
(*/x = p < 0,05 im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollbedingungen (PDA bzw. EB) bzw. zwischen den
Gruppen).
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Begleitet wurde der Blutdruckanstieg von einem Abfall der Herzfrequenz, von 8246 min™' auf
4843 min', der unter Endothelinrezeptor-Blockade weniger stark ausgeprigt war (von 8743
min" auf 66+6 min™). Parallel hierzu fiel das Herzzeitvolumen ab, wobei sich jedoch kein

Unterschied zwischen den Gruppen zeigte (Abb. 5).

HF [min] —e—PDA/EB HZV —e—PDAJ/EB
100 - PDA [mikg™" ‘min”'] PDA
140 -
80 1 120 -
100 -
60 - 80 -
X 60
40 X X 40 A
20 A
20 \ \ 0 \ \
K PDA EB 0,3 1 3 10 K PDA EB 0,3 1 3 10

Abbildung 5: Effekte von L-NAME (0,3-10 mgkg") unter Periduralanisthesie mit (PDA/EB) und ohne
(PDA) vorhergehende Endothelinrezeptor-Blockade auf die Herzfrequenz (HF) und das Herzzeitvolumen
(HZV); Mittelwerte + SEM von 6 Hunden (*/x = p < 0,05 im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollbedingungen (PDA bzw. EB)).

In Ubereinstimmung mit der geringeren Bradykardie unter gleichzeitiger Endothelinrezeptor-
Blockade war auch der Anstieg der Herzfrequenzvariabilitit (SDNN) unter bestehender

Endothelinrezeptor-Blockade deutlich abgeschwécht (Abb. 6).

SDNN [ms] —e— PDA/EB
800 -
—0—PDA
Abbildung 6: Effekte von L-NAME (0,3-10
600 1 X X mgkg') unter Periduralandsthesie  mit
(PDA/EB) und ohne (PDA) vorhergehende
X Endothelinrezeptor-Blockade auf die
400 A Herzfrequenzvariabilitit (SDNN); Mittelwerte

+ SEM von 6 Hunden (*/x = p < 0,05 im
Vergleich zu den jeweiligen

200 + Kontrollbedingungen (PDA bzw. EB)).
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Hemmung der NO-Synthase unter Periduralanisthesie wund zusitzlicher

Vasopressinrezeptor-Blockade

L-NAME steigerte den arteriellen Mitteldruck sowohl mit als auch ohne vorhergehende
Vasopressinrezeptor-Blockade. Die vasokonstriktorische Wirkung von L-NAME war nach
vorhergehender Vasopressinrezeptor-Blockade nahezu unverdndert, erkennbar an dem
anndhernd identischen Verlauf des Blutdrucks und des systemischen Widerstandes in beiden
Gruppen (Abb. 7). Die maximalen Effekt von L-NAME erschienen verstérkt, allerdings
hauptsédchlich bedingt durch den Abfall des systemischen Widerstandes und des arteriellen

Mitteldrucks (von 3242 mmHg'minl" auf 29+2 mmHg'min'l" sowie von 89+2 mmHg auf

79+3 mmHg) nach Vasopressinrezeptor-Blockade.

—— % ——
MAD Max Effekt PDA/VB [mn;gvninll.l] 60 Max Effekt igiNB
[mmHg] 60 AMAD , —0—PDA ASVR O
140 100 -
40

80
120 4

60 -
100 +

40 -
80 4 20 |
60 T T 0 T T

K PDA VB 0,3 1 3 10 K PDA VB 0,3 1 3 10

Abbildung 7: Effekte von L-NAME (0,3-10 mg-kg") unter Periduralanisthesie mit (PDA/VB) und ohne (PDA)
vorhergehende Vasopressinrezeptor-Blockade auf den arteriellen Mitteldruck (MAD) und den systemischen
Gefawiderstand (SVR) sowie die jeweiligen Maximaleffekte (AMAD/ASVR); Mittelwerte £ SEM von 6 Hunden
(*/x = p < 0,05 im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollbedingungen (PDA bzw. VB) bzw. zwischen den
Gruppen).

L-NAME senkte ebenfalls die Herzfrequenz gleichartig in beiden Gruppen. So fiel die
Herzfrequenz ab, auf Werte von 50+2 min™ bzw. 4843 min™', begleitet von einem Anstieg der

Herzfrequenzvariabilitit, als Zeichen der Vagusaktivierung, von 63+27 ms auf 510434 ms
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bzw. von 155438 ms auf 530+52 ms (Abb. 8). Auch beim Herzzeitvolumen kam es zu einer

Verringerung auf identische Werte von 5946 ml-kg'-min” bzw. 5642 ml-kg™-min™.

HF [min"'] —e—PDA/VB HZV. , —e— PDA/VB
120 - —o—PDA (b i —o—PDA
140 -
100 A 120
100 A
80 -
80 -
60 60 -
40
40 |
20 -
20 \ \ 0 \ \
K PDA VB 0,3 1 3 10 K PDA VB 0,3 1 3 10
SDNN [ms] —e— PDA/VB
800 - —0—PDA
Abbildung 8: Effekte von L-NAME (0,3-10 mg-kg™)
600 - unter Periduralanisthesie mit (PDA/VB) und ohne
(PDA) vorhergehende Vasopressinrezeptor-Blockade
auf die Herzfrequenz (HF), das Herzzeitvolumen
400 4 (HZV) sowie die Herzfrequenzvariabilitit (SDNN);
Mittelwerte = SEM von 6 Hunden (*/x = p < 0,05 im
200 | Vergleich zu den jeweiligen Kontrollbedingungen
(PDA bzw. VB)).

Demnach scheint die vasokonstriktorische Wirkung von L-NAME unabhingig von der

Wirkung des Vasopressin-Systems zu sein.
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Hemmung der NO-Synthase unter Periduralanisthesie wund zusitzlicher

Angiotensinrezeptor-Blockade

Die Angiotensinrezeptor-Blockade reduzierte den systemischen GefdBwiderstand, von 341
mmHg'min" auf 3141 mmHg'min‘l"', und somit auch den arteriellen Mitteldruck (von 87+1
mmHg auf 79+2 mmHg).

Die Wirkung von L-NAME zeigte keine Abhingigkeit von einer vorhergehenden
Angiotensinrezeptor-Blockade sowohl beim arteriellen Mitteldruck, dem systemischen

GefaBwiderstand, der Herzfrequenz, dem Herzzeitvolumen als auch bei der

Herzfrequenzvariabilitit (Abb. 9 und 10).

MAD —e—PDA/AB SVR —e—PDA/AB
- 60 5 Max Effekt (mmHg-minT | Max Effekt
mn ‘min-
[mmHg] AMAD —o0—PDA 00" 60 o— PDA
140 - 40 ASVR
40 X
80 -
120 A
60
100 A
40
80 - 20
60 T T O T T
K PDA AB 0,3 1 3 10 K PDA AB 0,3 1 3 10

s

Abbildung 9: Effekte von L-NAME (0,3-10 mg-kg™) unter Periduralanisthesie mit (PDA/AB) und ohne (PDA)
vorhergehende Angiotensinrezeptor-Blockade auf den arteriellen Mitteldruck (MAD) und den systemischen
GefdBwiderstand (SVR) sowie die jeweiligen Maximaleffekte (AMAD/ASVR); Mittelwerte £ SEM von 6
Hunden (*/x = p < 0,05 im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollbedingungen (PDA bzw. AB)).
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HF [min] —e—PDA/AB HzZV —e—PDA/AB

100 4 o—PDA [ml-kg ™" min'] —0—PDA
140 +
30 | 120 +
100 A
60 | 80 4
60 -
40 | 40 1
20
20 T T 0 T T
K PDA AB 0,3 1 3 10 K PDA AB 0,3 1 3 10
SDNN [ms] —e—PDA/AB
800 - Abbildung 10: Effekte von L-NAME (0,3-10
PDA mgkg') unter Periduralanisthesie mit
(PDA/AB) und ohne (PDA) vorhergehende
600 + Angiotensinrezeptor-Blockade ~ auf  die
Herzfrequenz (HF), das Herzzeitvolumen
400 (HZV) und die Herzfrequenzvariabilitit
(SDNN); Mittelwerte + SEM von 6 Hunden.
(*x = p < 0,05 im Vergleich zu den
200 - jeweiligen Kontrollbedingungen (PDA bzw.
AB)).

Demnach werden die Effekte von L-NAME sowohl auf den systemischen GefdBwiderstand
und damit den arteriellen Mitteldruck als auch auf die Herzfrequenz und die

Herzfrequenzvariabilitdt nicht durch endogenes Angiotensin modifiziert.
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Kontrollversuche zu zeitgangabhingigen Effekten (n=4) und Stereospezifitit des NO-

Synthasehemmers (n=5)

Sowohl die individuell angepasste peridurale Kochsalzinjektion (9-13 ml gefolgt von 6 ml-h™)
als auch die intravendse Gabe von 50,0 ml'kg"' D-NAME fiihrte zu keiner Verinderung der

beobachteten Kreislaufvariablen (Tab. 1).

Intervention Zeit MAD SVR HF
[min] [mmHg] [mmHg-min-1"] [min™]
Kontrollbedingungen 0 10315 39+4 64+1
30 10043 39+4 61£3
60 10645 41£5 60£5
NaCl (peridural) 90 10243 436 5545
120 11043 40+4 63£5
150 11043 3943 66£5
Kontrollbedingungen 0 103+4 35+2 69£10
D-NAME 50,0 ml-kg™ 30 109+3 35+1 62+7

Tabelle 1: Kontrollversuche unter Kontrollbedingungen sowie wihrend peridural injiziertem Kochsalz (NaCl
peridural; 9-13 ml + 6 ml‘h™) (n=4). Zusitzlich die Wirkung von 50,0 ml-kg" intravenos appliziertem D-NAME
(n=5); Mittelwerte + SEM.
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Diskussion

Mit Blick auf die eingangs gestellten Fragen liefern die eigenen Versuche zwei wesentliche

Ergebnisse:

1. Das vasodilatierende Stickstoffmonoxid (NO) interagiert auch wihrend hoher
Periduralanésthesie mit dem vasokonstriktorischen Hormonsystem Endothelin; in der
Art, dass endogenes Stickstoffmonoxid auch unter Periduralandsthesie die

vasokonstriktorische Wirkung des Endothelinsystems abschwicht.

2. Der blutdrucksenkende Effekt einer hohen Periduralanisthesie kann durch Hemmung
der endogenen NO-Synthase aufgehoben werden, wobei die dabei erzielte
Vasokonstriktion sowohl auf einer verminderten Dilatation durch NO beruht als auch

auf einer gesteigerten konstringierenden Wirkung des endogenen Endothelins.

Unter methodenkritischen Gesichtspunkten sind bei der Deutung der eigenen

Versuchsergebnisse besonders die experimentellen Rahmenbedingungen zu beachten. Hierbei

basiert die Interpretation auf folgenden Pramissen:

1. Die efferent-sympathischen Einfliisse auf die Kreislaufregulation werden durch die

Periduralanésthesie vollstindig ausgeschaltet.

2. Die intravends applizierten Blockersubstanzen des Endothelins, Vasopressins und

Angiotensins hemmen suffizient die Wirkung der endogenen Hormonsysteme.
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3. Die Wahl der experimentellen Rahmenbedingungen ist geeignet, sekundére Einfliisse
auf die Kreislaufvariablen zu minimieren und weitgehend identische

Kontrollbedingungen in aufeinanderfolgenden Versuchen zu gewihrleisten.

4. Vom Zeitgang abhingige Einfliisse auf die Versuchsergebnisse wurden durch
Randomisierung der Interventionen und der Versuchstiere gleichméBig auf alle

Studiengruppen verteilt.

1. Ausbreitung der Sympathikolyse:

Efferente sympathische Einfliisse werden nahezu komplett durch die hohe Periduralanisthesie
ausgeschaltet (siche oben). Sollte dies dennoch nicht vollstindig gewesen sein, so spiegelt es
sich jedoch in allen Versuchsgruppen in gleichem MafBe wider, da an ein und demselben
Hund jeweils identische Mengen des Lokalanésthetikums verwandt wurden. Somit stellt sich
allenfalls eine quantitative, nicht jedoch eine qualitative Beeintrichtigung der

Versuchsergebnisse dar.

2. Vollstindigkeit der Endothelin-, Vasopressin- und Angiotensin-Rezeptorblockade:

Es besteht in der Literatur weiterhin Unklarheit, welche Dosis Tezosentan® beim Hund
bendtigt wird, um eine komplette Hemmung der Endothelinrezeptoren zu erzielen. Allerdings
filhrte in Kontrollexperimenten die intravendse Applikation von 2,5 pg und 5 pg Endothelin
zu einem Anstieg des arteriellen Mitteldrucks um ca. 25 mmHg und einem Abfall der

Herzfrequenz um ca. 15 min". Diese Verinderungen unterblieben nach vorhergehender
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Blockade der Endothelinrezeptoren durch Infusion von 3 mgkg™ initial gefolgt von 3

mgkg!'h! Tezosentan®

. Da auch andere Experimentatoren eine &hnliche Dosis zur
Blockierung der Endothelinrezeptoren bei Hunden benutzen [33] und keine zusétzliche

hdmodynamische Wirkung durch exogen zugefiihrtes Endothelin mehr zu beobachten war, ist

die Rezeptorblockade als vollstindig anzusehen.

Die in allen Versuchen von uns verwendete Einzeldosis (40 pgkg™ i.v.) des Vasopressin-
(Vi)-Rezeptorantagonisten blockierte die iliber V;-Rezeptoren vermittelte Wirkung von
Arginin-Vasopressin (200-400 mU 1i.v) [34]. Dies wurde im Anschluss an jeden Versuch
verifiziert, jeweils durch Injektion von 200-400 mU Arginin-Vasopressin. Diese Dosis
Vasopressin steigerte in Kontrollexperimenten den Blutdruck um 20 mmHg und senkte die
Herzfrequenz um ca. 10 min’', blieb jedoch wirkungslos nach vorhergehender

Vasopressinrezeptor-Blockade [11].

Auch die Hemmung der Angiotensin-Rezeptoren war nach einer kontinuierlichen Infusion
von 0,1 mgkg'-h"' des Angiotensin-II-Rezeptorantagonisten Losartan® nahezu komplett
ausgeprigt. Dies zeigte sich wiederum in der ausbleibenden hdmodynamischen Reaktion nach
einer Testdosis von 10 ng-kg" bzw. 20 ng'kg"' Angiotensins, welche in Kontrollexperimenten
ohne vorhergehende AT-II Rezeptorblockade den arteriellen Mitteldruck um ca. 20 mmHg

steigerte.

Demnach waren die gewihlten Dosierungen ausreichend fiir eine suffiziente Blockade der
jeweiligen Rezeptoren und zur Quantifizierung der Interaktionen zwischen endogenem
Stickstoffmonoxid und den vasokonstriktorischen Systemen Endothelin, Vasopressin und

Angiotensin wiahrend hoher Periduralanésthesie.
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3. Experimentelle Rahmenbedingungen:

Alle Experimente wurden ausnahmslos in einem schallgeddmpften, abgedunkelten Raum,
unter Grundumsatzbedingungen [35] durchgefiihrt. Fiir die Versuche wurden nur Tiere
herangezogen, die wach, abgerichtet und mit dem Labor, dem Versuchsablauf sowie den
Experimentatoren vertraut waren. Somit wurden stdrende Einfliisse wie beispielsweise
Kaltezittern, Schmerzen oder Angst minimiert. Diese Voraussetzungen manifestierten sich in
weitgehend identischen und relativ niedrigen Herzfrequenzen und Blutdriicken in den
jeweiligen Kontrollphasen. Daher sind Verdnderungen in den beobachteten Variablen den

Versuchsinterventionen zuzuordnen.

4. Zeitabhéngige Zufallseffekte:

Trotz strikter Einhaltung der experimentellen Rahmenbedingungen lassen sich gerade bei
Versuchen an wachen Tieren unspezifische Effekte wie Verdnderungen in der
Aufmerksamkeit der Tiere sowie Gewohnungseffekte der Tiere an den Versuchsablauf bei
wiederholten Versuchen kaum vermeiden. Um diesen Einfluss dennoch zu minimieren,
wurden die jeweiligen Versuche an ein und demselben Tier in randomisierter Reihenfolge
durchgefiihrt, wobei mindestens zwei Wochen zwischen aufeinanderfolgenden Versuchen
lagen. Da dieses Phdanomen jedoch bei allen Tieren in dhnlicher Ausprigung zu erwarten ist
und die jeweiligen Ergebnisse sich auf Gruppenvergleiche stiitzen, ist das Versuchskonzept
als geeignet anzusehen, Verdnderungen der Variablen auf die Versuchsinterventionen

zuriickzufiihren.
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Ergebnisdiskussion

Wihrend einer riickenmarksnahen Leitungsandsthesie fallen verschiedene fir die
Blutdruckstabilisierung verantwortliche Systeme aus oder werden stark beeintrachtigt. Durch
eine hohe Periduralandsthesie wird eine nahezu vollstindige Sympathikolyse erzielt [36, 37],
sofern die oberen thorakalen Segmente ausgeschaltet sind. Dieser Verlust des autonomen
Gefiltonus fiihrt zur Vasodilatation in den denervierten Gefdabschnitten und damit zu einem
reduzierten vendsen Riickstrom des Blutes, bis hin zu einem bedrohlichen kardialen
Fiillungsdefizit [38]. Der induzierten Vasodilatation gegeniiber stehen die endogenen
vasokonstriktorischen Hormonsysteme Renin-Angiotensin, Endothelin und Vasopressin.
Diesen konnte somit besonders unter riickenmarksnaher Leitungsandsthesie ein
entscheidender Anteil bei der Blutdruckstabilisierung zukommen [14]. Doch auch hier zeigt
sich eine Beeintrichtigung wiahrend einer hohen Periduralandsthesie. So wird das Renin-
Angiotensin-System, welches unter physiologischen Bedingungen ein wichtiges
vasokonstriktorisches System darstellt, nicht zusidtzlich aktiviert [1, 2] und auch Endothelin ist
in seiner Funktionsweise eingeschriankt. Wahrend unter physiologischen Bedingungen die
Endothelin-Plasmakonzentration als Reaktion auf kreislaufbelastende Situationen wie
Hypovoldamie [8], mesenterialer Ischimie [9] oder pharmakologisch induzierter Hypotension
[10] ansteigt, wird unter Periduralanésthesie dieses Hormonsystems nicht aktiviert. Demnach
ist unter hoher Periduralandsthesie, nach dem weitgehenden Ausfall oben genannter
vasokonstriktorischer Systeme, das endogene Vasopressinsystem entscheidend fiir die
Kreislaufstabilisierung  verantwortlich [11]. Hierbei scheint es insbesondere als
Reservesystem zu fungieren, da seine Bedeutung unter physiologischen Bedingungen eher in
den Hintergrund tritt und erst nach Ausfall des sympathischen Nervensystems und des Renin-
Angiotensin-Systems zum Vorschein kommt [11]. Gestiitzt wird diese Vermutung von der

Beobachtung, dass besonders unter Periduralandsthesie die Vasopressin-Plasmakonzentration
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ansteigt [14], wahrscheinlich vermittelt durch einen Abfall des systolischen Blutdrucks [39]

am arteriellen Barorezeptor [40].

Diesen Vasokonstriktoren steht das endogene Stickstoffmonoxid (NO) als Vasodilatator
gegeniiber, welches unter physiologischen Bedingungen sowohl lokal eine
blutdruckregulierende Wirkung ausiibt als auch systemisch [41, 42]. Fiir eine systemische
Wirkung spricht die Existenz von neuronalen NO-Synthasen (nNOS) in Hirngebieten mit
enger Beziehung zur Kreislaufregulation, beispielsweise in der Medulla oblongata, dem fiir
die Baroreflexregulation wichtigen Nucleus tractus solitarius, dem Hypothalamus sowie in
Kerngebieten mit enger Beziehung zum Vasopressinsystem [43]. In der lokalen Zirkulation
kommt NO ein entscheidender Anteil bei der Regulation des Blutflusses zu. Da die
endotheliale NO Produktion von der Scherrate abhidngig ist, werden hierdurch
vasokonstriktorische Effekte abgeschwicht [44], die {ber eine Steigerung der

Flussgeschwindigkeit zu einer erhdhten Scherrate und somit NO-Freisetzung fiihren.

Die eigenen Ergebnisse zeigen, im Einklang mit anderen [45], dass unter hoher
Periduralanésthesie der Blutdruck durch Gabe des NO-Synthase Inhibitors L-NAME
uneingeschrinkt gesteigert werden konnte, verglichen mit den Effekten unter physiologischen
Bedingungen. Obwohl es Hinweise flir NO-Synthasen in sympathischen Nervenfasern gibt
[15], welche hemmend auf die Sympathikusaktivitit wirken [46, 47], scheint dieser
Regulationsmechanismus fiir die akute (bis zu 8 Stunden) Einstellung des arteriellen
Blutdrucks von untergeordneter Bedeutung zu sein. Sowohl in den eigenen Ergebnissen als
auch bei chronisch instrumentierten Ratten [48] war die akut blutdrucksteigernde Wirkungen
von L-NAME bei Funktionsuntiichtigkeit des sympathischen Nervensystems uneingeschriankt
vorhanden, wohingegen eine langere (6 Tage) Applikation von L-NAME zu einem signifikant

verminderten Blutdruckanstieg fiihrte [48].
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Demnach ist die vasokonstriktorische Wirkung von L-NAME auch unter hoher

Periduralanésthesie uneingeschrankt vorhanden.

Auch in Gegenwart einer Angiotensinrezeptor-Blockade waren die Wirkungen von L-NAME
wiahrend Periduralandsthesie sowohl auf den arteriellen Mitteldruck, den systemischen
GefaBwiderstand, das Herzzeitvolumen als auch die Herzfrequenzvariabilitit unverdndert. Die
eigenen Ergebnisse unter riickenmarksnaher Leitungsanisthesie stehen hierbei im Einklang
mit  Beobachtungen unter physiologischen Bedingungen [49]. Obwohl der
vasokonstriktorische Effekt von ANG II verstarkt ist, wenn das Endothel als Syntheseort des
NO entfernt [22], bzw. die NO-Synthase inhibiert worden ist [21], scheint dieser
Mechanismus fiir die blutdrucksteigernde Wirkung von L-NAME wiéhrend riickenmarksnaher
Leitungsanésthesie offenkundig von untergeordneter Bedeutung zu sein. Somit besteht
wihrend Periduralandsthesie, genau wie unter physiologischen Bedingungen, keine relevante

Interaktion von NO und dem Angiotensin-System.

Speziell beim Ausfall des sympathischen Nervensystems kommt dem endogenen Vasopressin
ein entscheidender Anteil bei der Aufrecherhaltung des Blutdrucks zu [11], da die
Vasopressin-Plasmakonzentration in Abhédngigkeit des Blutdruckniveaus anstieg. Da
allerdings in den eigenen Experimenten L-NAME den Blutdruck auch wéhrend gleichzeitiger
Blockade der Vasopressinrezeptoren nahezu unverdndert steigerte, scheint keine Interaktion
von NO und endogenem Vasopressin wiahrend hoher Periduralanésthesie zu bestehen. Dies ist
gegensitzlich zu Beobachtungen unter physiologischen Bedingungen, bei denen appliziertes
Vasopressin sowohl iiber eine zentrale Inhibition der Sympathikusaktivitét als auch iiber eine
lokale Freisetzung von NO zu einer Vasodilatation fiihrte [16, 25-27, 50, 51]. Allerdings

basieren die oben genannte Beobachtungen zum einen auf einer exogenen Applikation von
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Vasopressin bei funktionstiichtigem Sympathikussystem, zum anderen ist bekannt, dass die
Effekte von Vasopressin auf den GefaBBwiderstand konzentrationsabhédngig sind [16].

Insofern ist besonders endogenes Vasopressin flir die Aufrechterhaltung des Blutdrucks unter
rlickenmarksnaher Leitungsanisthesie bedeutsam, da Vasopressin nicht nur zusétzlich
freigesetzt wird, um schwerwiegende Blutdruckabfille zu verhindern, sondern zudem die
Wirkung von Vasopressin nicht durch NO gehemmt, bzw. durch zusitzlich freigesetztes NO

abgeschwicht wird (im Gegensatz zu Endothelin, s.u.).

Die Wirkung von L-NAME unter Periduralanésthesie ist hingegen deutlich abgeschwicht
unter vorbestehender Endothelinrezeptor-Blockade. Dies verdeutlicht, dass die Erh6hung des
systemischen GefaBwiderstandes und damit auch des arteriellen Mitteldrucks nicht
ausschlieflich auf dem Wegfall der vasodilatierenden Wirkung des Stickstoffmonoxids
beruht, sondern dass eine gesteigerte Wirksamkeit des endogenen Endothelinsystems
maBgeblich zu den Blutdruck- und Widerstandseffekten der NO-Synthasehemmung beitrigt.
Dabei ist das Ausmall dieser Interaktion betrachtlich, da in Anwesenheit der
Endothelinrezeptor-Blockade der Blutdruckanstieg durch L-NAME um ein Drittel, der
Widerstandsanstieg sogar um die Hélfte reduziert war. Demnach interagieren
Stickstoffmonoxid und Endothelin  hochst  wahrscheinlich auch  unter  hoher
Periduralanésthesie dhnlich wie unter physiologischen Bedingungen [20]. So {ibt endogenes
NO zum einen eine direkt inhibitorische Wirkung auf die Endothelinfreisetzung aus [19], zum
anderen kommt es nach Stimulation von Endothelin-B-Rezeptoren zu einer iiber
Stickstoffmonoxid vermittelten Vasodilatation [52].

L-NAME wirkt somit unter Periduralanisthesie blutdrucksteigernd sowohl iiber eine
Inhibition des direkt vasodilatierenden Stickstoffmonoxids als auch iiber eine gesteigerte

vasokonstriktorische Wirksamkeit des endogenen Endothelinsystems.
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Neben den Effekten auf den systemischen GefaBBwiderstand und damit den arteriellen
Mitteldruck, fiihrte L-NAME {iber eine Vagusaktivierung zu einer starken Bradykardie [53],
wahrscheinlich vermittelt iiber im zentralen Nervensystem gelegene NO-Synthasen [53].
Wihrend einer hohen Periduralanésthesie, also mit Wegfall der sympathischen Aktivitét, war
dieser Effekt nicht gesteigert, sondern im Gegenteil sogar abgeschwécht. Demnach scheint fiir
die Herzfrequenzeinstellung unter Periduralanisthesie die Gabe von L-NAME zu keiner
zusitzlichen Bradykardie zu fithren. Mit Blick auf die Interaktionen der vasokonstriktorischen
Hormonsysteme und des endogenen NO-Systems zeigen die eigenen Ergebnisse, dass die
Effekte von L-NAME auf die Herzfrequenz, die Herzfrequenzvariabilitit und das
Herzzeitvolumen unabhéngig sind von einer vorbestehenden Blockade des Vasopressin- und
Angiotensinsystems. Auch wihrend einer Endothelin-Rezeptorblockade waren die
Herzfrequenzeffekte prinzipiell gleichartig ausgeprigt, allerdings im gleichen Ausmal}
abgeschwicht wie auch die vasokonstriktorischen Effekte. Demnach scheint auch das
endogene Endothelinsystem beziiglich der Herzfrequenzregulation wahrscheinlich nicht mit
dem endogenen NO zu interagieren. Somit beruhen die vasokonstriktorischen Wirkungen von
NO und Endothelin wéhrend Periduralandsthesie lediglich auf lokalen Effekten und
Interaktionen beider Systeme an der GefdBmuskulatur und werden nicht modifiziert durch
zusitzliche zentrale Effekte.

Zusammenfassend liefern unsere Versuche die Erkenntnis, dass unter riickenmarksnaher
Leitungsanésthesie der Kreislauf durch Inhibition der NO-Synthase stabilisiert werden kann.
Hierbei bestehen enge Interaktionen mit dem vasokonstriktorischen Endothelinsystem.
Dessen gesteigerter Wirksamkeit kommt ein entscheidender Anteil zu bei der Erhohung des
systemischen GefdaBBwiderstandes und somit auch des arteriellen Mitteldrucks. Basierend auf
den gewonnenen Erkenntnissen konnte durch eine Hemmung der NO-Synthase ein neues
klinisches Konzept zur Behandlung von Hypotensionen wihrend riickenmarksnaher

Leitungsanésthesie entstehen.
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Zusammenfassung

Die vorliegenden Experimente dienten der Klirung bislang unbekannter Fragen der
Kreislaufregulation wéhrend riickenmarksnaher Leitungsanisthesie. Im FEinzelnen wurde
untersucht, in wieweit das endogene Stickstoffmonoxid (NO) mit den vasokonstriktorischen
Hormonsystemen Endothelin, Vasopressin und Angiotensin interagiert, mit Blick auf den
moglichen Einsatz von Hemmstoffen der NO-Synthase zur Blutdruckstabilisierung wihrend

riickenmarksnaher Leitungsanésthesie.

Dazu wurden insgesamt 43 Versuche durchgefiihrt an chronisch instrumentierten wachen
Hunden, welche sowohl unter Periduralandsthesie als auch unter physiologischen
Bedingungen wiederholt untersucht wurden. Vor Beginn der eigentlichen Versuche wurde
den Tieren zur Messung des Herzzeitvolumens ein Ultraschall-Transitzeit-Flussaufnehmer um
die Pulmonalarterie implantiert sowie beide Carotisarterien in Hautschlingen vorverlagert, zur
kontinuierlichen Blutdruckmessung und fiir intermittierende Blutabnahmen.

Die Aussagen stiitzen sich auf die Analyse der himodynamischen Variablen, insbesondere
des arteriellen Mitteldrucks und des Herzzeitvolumens, wéhrend dosisabhédngiger Inhibition
der NO-Synthase (L-NAME 0,3 — 50 mg-kg™") unter Periduralanisthesie, jeweils mit und ohne
vorhergehender Blockade des Endothelin- (Tezosentan®), Vasopressin-
([d(CH,)sTyr(Me?*)]AVP) oder Angiotensin-Systems (Losartan®). Zusitzlich wurde als MaB
der autonomen Aktivitét, insbesondere der Vagusaktivitit, die Herzfrequenzvariabilitit in der

Zeitdomine, als Standardabweichung der RR-Abstdnde, bestimmt.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass sowohl unter physiologischen Bedingungen als auch bei
riickenmarksnaher Leitungsandsthesie eine Hemmung der NO-Synthase zu einem Anstieg des

arteriellen Blutdrucks und des systemischen GefidBwiderstandes fiihrt. Beide Effekte waren
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vermindert nach vorhergehender Endothelin-Rezeptorblockade, als Hinweis auf eine
Abschwichung der Endothelinwirksamkeit durch endogenes NO wéhrend riickenmarksnaher
Leitungsanésthesie. Unbeeinflusst von einer vorhergehenden Endothelin-Rezeptorblockade
hingegen waren die Wirkungen des NO-Synthasehemmers sowohl auf die Herzfrequenz, das
Herzzeitvolumen und auch die Vagusaktivitit.

Es bestehen hingegen unter Periduralanisthesie keinerlei Wechselwirkungen zwischen

Stickstoffmonoxid und dem endogenen Vasopressin- bzw. Angiotensin-System.

Demnach kann durch Hemmung der NO-Synthase wihrend riickenmarksnaher
Leitungsanésthesie der arterielle Mitteldruck stabilisiert ~werden, wobei enge
Wechselwirkungen des NO-Systems mit dem endogenen Endothelinsystem bestehen. Dieser
Blutdruckanstieg beruht dabei zum einen auf dem Wegfall des vasodilatierenden NO selbst
sowie zum anderen auf einer gesteigerten Wirksamkeit des vasokonstriktorischen
Endothelins.

Basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen konnte durch eine Hemmung der NO-Synthase
ein neues klinisches Konzept zur Behandlung von Hypotensionen wéhrend riickenmarksnaher

Leitungsanésthesie entstehen.
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L-NAME zur Stabilisierung des Kreislaufs wihrend riickenmarksnaher
Leitungsaniisthesie — Wechselwirkungen des NO-Synthasehemmers mit den
blutdruckstabilisierenden Systemen Vasopressin, Endothelin und Angiotensin

(Gefordert durch die DFG: SCHE 479/1-1)

Die vorliegenden Experimente dienten der Klidrung bislang unbekannter Fragen der
Kreislaufregulation wéhrend riickenmarksnaher Leitungsanésthesien. Im Einzelnen wurde
untersucht, in wieweit das endogene Stickstoffmonoxid (NO) mit den vasokonstriktorischen
Hormonsystemen Endothelin, Vasopressin und Angiotensin interagiert, mit Blick auf den
moglichen Einsatz von Hemmstoffen der NO-Synthase zur Blutdruckstabilisierung wihrend
rickenmarksnaher Leitungsanidsthesie.

Die Ergebnisse stammen von insgesamt 43 Versuchen, durchgefiihrt an chronisch
instrumentierten (Ultraschall Flussaufnehmer um die Pumonalarterie zur Messung des
Herzzeitvolumens) wachen Hunden, welche sowohl unter Periduralanésthesie als auch unter
physiologischen Bedingungen wiederholt untersucht wurden.

Die Aussagen stiitzen sich auf die Analyse der himodynamischen Variablen, insbesondere
des arteriellen Mitteldrucks und des Herzzeitvolumens, wéhrend dosisabhéngiger Inhibition
der NO-Synthase wunter Periduralanisthesie. Dies geschah jeweils mit und ohne
vorhergehender Blockade des Endothelin-, Vasopressin- oder Angiotensin-Systems.

Die wesentlichen neuen Ergebnisse sind folgende:

1. Sowohl unter physiologischen Bedingungen als auch bei riickenmarksnaher
Leitungsanésthesie fiihrt eine Hemmung der NO-Synthase zu einem Anstieg des
arteriellen Mitteldrucks und des systemischen GefaBBwiderstandes. Wéahrend
rickenmarksnaher Leitungsandsthesie waren beide Effekte vermindert nach
vorhergehender Endothelin-Rezeptorblockade, als Hinweis auf eine Abschwichung
der Endothelinwirksamkeit durch endogenes Stickstoffmonoxid.

2. Unbeeinflusst von einer vorhergehenden Endothelin-Rezeptorblockade hingegen
waren die Wirkungen des NO-Synthasehemmers sowohl auf die Herzfrequenz, das
Herzzeitvolumen und auch die Vagusaktivitit.

3. Es bestehen unter Periduralandsthesie keinerlei Wechselwirkungen zwischen
Stickstoffmonoxid und dem endogenen Vasopressin- bzw. Angiotensin-System.

Demnach kann durch Hemmung der NO-Synthase wihrend riickenmarksnaher
Leitungsanésthesie der arterielle Mitteldruck stabilisiert werden, wobei enge
Wechselwirkungen des NO-Systems mit dem endogenen Endothelinsystem bestehen. Dieser
Blutdruckanstieg beruht dabei zum einen auf dem Wegfall des vasodilatierenden NO selbst
sowie zum anderen auf einer gesteigerten Wirksamkeit des vasokonstriktorischen
Endothelins.

Referent: Priv. -Doz. Dr. med. Olaf Picker

39



	Dissertation
	Einleitung
	Material und Methoden
	Methoden
	Operationen
	Messungen
	Herzzeitvolumen
	Herzfrequenz
	Arterieller Mitteldruck \(MAD\) und zentralven�
	Systemischer Gefäßwiderstand \(SVR\)
	Herzfrequenzvariabilität \(HRV\)

	Periduralanästhesie
	Blockade der Endothelinrezeptoren (EB)
	Blockade der Vasopressinrezeptoren (VB)
	Blockade der Angiotensinrezeptoren (AB)
	Versuchsprotokoll
	Hemmung der NO-Synthase (n = 8)
	Hemmung der NO-Synthase unter Periduralanästhesi�
	Hemmung der NO-Synthase unter Periduralanästhesi�
	Hemmung der NO-Synthase unter Periduralanästhesi�
	Hemmung der NO-Synthase unter Periduralanästhesi�
	Peridurale Injektion von Kochsalz (n = 4)
	Testung der Stereospezifität von L-NAME durch Ga�

	Statistik

	Ergebnisse
	Hemmung der NO-Synthase mit und ohne Periduralan�
	Hemmung der NO-Synthase unter Periduralanästhesi�
	Hemmung der NO-Synthase unter Periduralanästhesi�
	Hemmung der NO-Synthase unter Periduralanästhesi�
	Kontrollversuche zu zeitgangabhängigen Effekten �
	Intervention
	
	
	Kontrollbedingungen
	Kontrollbedingungen





	Diskussion
	Ergebnisdiskussion

	Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis
	Lebenslauf

