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Einleitung

An Hand von Experimenten an wachen Hunden sollte die Frage beantwortet werden, in wie
weit das endogene Stickstoffmonoxid (NO) mit den Hormonsystemen Endothelin,
Angiotensin und Vasopressin sowie dem autonomen Nervensystem in Bezug auf die
hdmodynamischen und kardiovaskuldren Effekte interagiert.

Endogenes Stickstoffmonoxid (NO) wird durch spezifische Synthasen gebildet, welche in drei
verschiedenen Isoformen an den verschiedensten Stellen im menschlichen und tierischen
Organismus vorkommen.

Zum einen die endotheliale NO-Synthase (e-NOS) [1, 2], welche durch lokale Bildung von
NO relaxierend auf den Tonus der GefiBle wirkt und somit direkt den systemischen
GefaBwiderstand beeinflufit [3]. Des weiteren die neuronale NO-Synthase (n-NOS), welche in
Hirngebieten mit Beziehung zur Kreislaufsteuerung, wie beispielsweise in den verschiedenen
Kernen der Medulla oblongata und des Hypothalamus [4], sowie im sympathischen und
parasympathischen Nervensystem [5-7] und auch in Schrittmacherzellen des Herzens [6]
vorkommt und somit mdglicherweise zentral vermittelte Effekte auf die Himodynamik und
insbesondere auf das vegetative Nervensystem hat [8, 9]. Die dritte Isoform, die induzierbare
NO-Synthase (i-NOS), setzt erst nach Induktion durch z.B. Zytokine, Tumornekrosefaktor
und Endotoxine NO frei [3]. Auch hier liegt anscheinend die Hauptfunktion in der peripheren
Vasodilatation, weswegen sie eine wichtige Rolle in der Pathogenese des septischen Schocks
spielt.

Da die Hauptfunktion des endogenen Stickstoffmonoxids die Vasodilatation darstellt, kommt

es unter einer Hemmung dieser Isoformen durch einen nicht-selektiven NO-Synthasehemmer
wie z.B. L-NAME (N“-nitro-L-arginin-methyl-ester) und den damit verbundenem Abfall des

Stickstoffmonoxidspiegels, zu einem Anstieg des systemischen GefédBwiderstandes und einer

damit verbunden Erhohung des arteriellen Blutdrucks. Des weiteren kommt es zu einem
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Abfall der Herzfrequenz mit Reduktion des Herzzeitvolumens. Diese Effekte von L-NAME
sind bekannt und in mehreren Publikationen schon beschrieben worden [10-12]. Unklar ist
allerdings ob die im Rahmen der NO-Synthasehemmung beobachtete Bradykardie rein
reflektorischer Natur ist, d.h. bedingt durch den Blutdruckanstieg, oder aber direkt vermittelt
wird durch Wirkungen der NO-Synthasehemmung auf Kreislaufzentren.

Dariiber hinaus kann man das NO-System beziiglich seiner kardiovaskuldren Effekte nicht
isoliert betrachten, da man annehmen muss, dass Interaktionen des NO-Systems mit einer
Vielzahl von vasokonstriktorischen Hormonsystemen bestehen.

Zum einen wird die Freisetzung von Endothelin unter physiologischen Bedingungen
moglicherweise durch NO gehemmt[13, 14], zum anderen ist die Wirksamkeit von
Angiotensin gesteigert nach Blockade der NO-Synthase[15] sowie nach Entfernung des
Endothels als Syntheseort des NO[16]. Die genauen Wechselwirkungen zwischen NO und
Vasopressin sind jedoch bisher noch unklar, da es sowohl tliber V,-Rezeptoren[17, 18] als
auch iiber V,-Rezeptoren[19-21] zu einer Freisetzung von NO zu kommen scheint.

Da NO-Synthasen, wie schon eingangs erwdhnt, auch in Hirnnervenkernen mit Bezug zum
autonomen Nervensystem gefunden wurden, ist besonders die Herzfrequenzregulation als
moglicher zentraler Effekt durch die Hemmung der n-NOS zu beachten. Allerdings fiihrte
eine Allgemeinanisthesie, wie in den meisten Studien durchgefiihrt, nachweislich zu einer
Suppression der Aktivitdt des Nervus vagus[22, 23], und macht dadurch eine Beurteilung
unmoglich.

Daher fiihrten wir die eigenen Studien an wachen Tieren durch, um ein funktionstiichtiges
autonomes Nervensystem zur Verfiigung zu haben und somit auch mdogliche zentrale Effekte
der NO-Synthasehemmung beurteilen zu kdnnen.

Zur Beantwortung der oben gestellten Fragen untersuchten wir an wachen chronisch
instrumentierten Hunden, die dosisabhingigen Effekte des nicht-selektiven NO-

Synthasehemmers L-NAME auf den Kreislauf, speziell auf den Blutdruck (MAD) und den



systemischen GefdBwiderstand (SVR), jeweils unter Kontrollbedingungen nach
vorhergehender Blockade des Endothelin-, Vasopressin-, Renin-Angiotensin-Systems sowie

nach Blockade der autonomen Ganglien.



Material und Methoden

Die Versuche (n=51) wurden nach Genehmigung durch die Bezirksregierung in
Diisseldorf an insgesamt 8 wachen, chronisch instrumentierten Hunden (Foxhounds
beiderlei Geschlechts, 24-34 kg) in zufilliger Reihenfolge durchgefiihrt, wobei jeder
Hund als seine eigene Kontrolle diente.

Zwischen aufeinanderfolgenden Versuchen an ein und demselben Tier wurde ein
Zeitabstand von mindestens zwei Wochen eingehalten, um Interaktionen der
verschiedenen Pharmaka zu verhindern und eine vollstindige Elimination des NO-
Synthaseinhibitors zu ermoglichen [24].

Die Tiere lebten in der universititseigenen Tierversuchsanlage und wurden

Standardnahrung (Medium adult 1®, Royal Canin, Aimargues, France) gefiittert.

mit

Die

Versuche begannen regelmédfig um 8 Uhr morgens, nach mindestens 12-stiindiger

Nahrungskarenz und bei freiem Zugang zu Wasser. Wahrend der Versuchsreihen waren die

Hunde korperlich gesund und verhaltensméfig unaufféllig, wobei Hiindinnen die sich im

Oestrus befanden von den Versuchen ausgeschlossen wurden

Operationen:

Einige Wochen vor Beginn der eigentlichen Experimente wurden die Hunde unter
Allgemeinanisthesie  (Enflurane/Stickstoffmonoxid, Fentanyl) und aseptischen
Bedingungen operiert.

In einer ersten Operation wurden beide Carotisarterien aus ihrer Umgebung isoliert und
in Hautschlingen vorverlagert um wéhrend der eigentlichen Experimente kontinuierlich
den Blutdruck zu messen und Blutproben abnehmen zu konnen [25]. In einer zweiten
Operation wurde iiber eine linksseitige Thorakotomie ein Ultraschall-Transitzeit-

FluBaufnehmer (T101, Transonic Systems, Ithaca, NY) um die Pulmonalarterie



implantiert zur kontinuierlichen Messung des Herzzeitvolumens sowie zur Berechnung
des GefaBwiderstandes als Mal} des Gefallmuskeltonus [26].

Das zur Ubertragung des FluBaufnehmersignals notwendige Kabel wurde zwischen
beiden Schulterbldttern nach auflen geleitet und im weiteren Verlauf durch eine
Thoraxweste geschiitzt.

In der Genesungsphase wurden die Hunde téglich trainiert um wach und ruhig, in
rechter Seitenlage, entspannt auf einem gepolsterten Tisch zu liegen. Weiterhin wurden
die Hunde durch das Training mit den Raumlichkeiten und den Experimentatoren

vertraut gemacht.

Messverfahren:

Herzfrequenz (HF) und RR-Intervalle (RR)

HF wund RR wurden von einem Standard- EKG, welches iber
Oberflachenklebeelektroden abgeleitet wurde, iiber ein R-Zacken-getriggertes

Cardiotachometer, aufgenommen.

Mittlerer arterieller Druck (MAD) und zentralvenoéser Druck (ZVD)

Der arterielle Blutdruck und der ZVD wurden kontinuierlich elektromanometrisch iiber
flissigkeitsgefiillte Katheter in den Carotisarterien und der unteren Hohlvene gemessen.
(Statham Manometer P23 1D, USA) Die Elektromanometer wurden auf den
Dornfortsatz des 7. Halswirbels adjustiert und vor jedem Versuch mit einer

Quecksilbersdule bzw. Wassersédule (Eichwaage nach Gauer) geeicht.

Der mittlere arterielle Druck (MAD) wurde durch Bildung der Integrale aus den

Originalsignalen berechnet.



Herzzeitvolumen (HZYV)
Der Blutflu durch die Pulmonalarterie wurde kontinuierlich mit einem Ultraschall-
Transitzeit-System gemessen. (T101, Transonic Systems, Ithaca, NY)
Diese FluBwandler wurden geeicht, sowohl vor der Implantation (in vitro durch das
Durchstromen mit definierten Fliissen einer Kochsalzlosung iiber eine Rollerpumpe),
als auch wiederholt wihrend der Experimente (in vivo) nach dem Fickschen Prinzip als
Quotient aus :

__VO,

AVDO,

(Sauerstoffverbrauch (\'702 ); arterio-gemischtvendse Sauerstoffgehaltsdifferenz  (AvDO,);

Herzzeitvolumen (HZV))

Systemischer Gefillwiderstand (SVR)
Der systemische GefiaBwiderstand, als Mall des gefdBmuskuldren Tonus, wurde
berechnet mit der Formel :

(MAD-ZVD)
HZV

SVR =

( mittlerer arterieller Druck (MAD); zentralvendser Druck (ZVD), Herzzeitvolumen (HZV))

Alle Variablen wurden kontinuierlich auf einen Acht-Kanal-Polygraphen aufgenommen
(Model RS 3800, Gould Inc., Cleveland, OH), sowie auf der Festplatte eines
konventionellen Computers nach AD-Wandlung der Signale mit einer Frequenz von
400 Hz-Kanal gespeichert (Powerlab®, ADInstruments, Castle Hill, Australia). Die
weitere Auswertung der Variablen EKG, MAD, ZVD, und SV, erfolgte iiber das

Programm Chart 4.0, Powerlab®, ADInstruments, Castle Hill, Australia.



Herzfrequenzvariabilitit (HRYV)

Als Mal fiir die Aktivitdt des autonomen Nervensystems wurde die HRV bestimmit.
Dazu wurde, am Ende jeder Intervention, das Original-EKG-Signal fiir die Dauer von
genau 5 Minuten ausgewertet [Programm Chart 4.0, Powerlab®, ADInstruments, Castle
Hill, Australia.], und die Standardabweichung der RR-Intervalle iiber den
Analysezeitraum bestimmt.

Ausgewertet wurden am Ende der Kontrollphase sowie am Ende jeder der darauf
folgenden Interventionen ausschlieflich Ergebnisse bei denen sich sédmtliche
Kreislaufvariablen im Gleichgewicht befanden. Dabei wurde besonders beachtet, dass
ausschlieBlich EKG-Registrierungen, welche frei von Artefakten und irreguldren EKG-
Komplexen waren, analysiert wurden. Die so bestimmte Aktivitit des autonomen

Nervensystems ist insbesondere ein Mal fiir die Vagusaktivitét [27].

Versuchsprotokoll

Die Versuche begannen jeweils um 8:00 Uhr morgens und wurden unter
Grundumsatzbedingungen durchgefiihrt (Nahrungskarenz von mindestens 12 Stunden
bei freiem Zugang zu Wasser, thermoneutraler Raumtemperatur von 24°C [28]. Die
Hunde befanden sich in rechts Seitenlage auf einem gepolsterten Untersuchungstisch in
einem Schall geddmpften und leicht abgedunkeltem Raum.

Vor jedem Versuch wurde eine Carotisarterie kaniiliert, iber die ein Katheter in den

Aortenbogen vorgeschoben wurde, zur kontinuierlich Messung des Aortendrucks sowie
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zur Entnahme von Blutproben. (Vygon Leader Cath. REF 115.11, Durchmesser 1,2mm,
18G, Lange 100mm).

Dariiber hinaus wurde iiber eine Hinterlaufvene ein Katheter bis zur Vena cava inf.
vorgeschoben zur Messung des zentralen Venendrucks und zur Infusion der
verschiedenen Testsubstanzen (Cavafix, Braun Melsungen, 0,5x0,9mm, Linge 32cm,
20G). Uber eine Vorderlaufvene wurde ein weiterer periphervendser Zugang zur
Injektion von Pharmaka vorgeschoben (Venenkatheter Vasofix®, Braun Melsungen,

Durchmesser 1,4 mm, Lange 45 mm).

Drei Klebeelektroden wurden zur unipolaren Standard- EKG- Ableitung, links oberhalb
des Ellenbogens, auf der linken seitlichen Brustwand in Hohe der Herzbasis und

oberhalb des Kniegelenkes, auf der zuvor rasierten Haut, befestigt.

Nachdem die Hunde an die Aufzeichnungssysteme angeschlossen waren, wurde 30
Minuten abgewartet bis sich die verschiedenen Kreislaufvariablen im steady state
befanden. Die eigentlichen Experimente begannen mit einer 30-miniitigen
Kontrollphase, gefolgt von den verschiedenen Interventionen je nach
Versuchsprogramm. Am Ende der Kontrollphase sowie jeder Intervention wurden

Blutproben zur Bestimmung der arteriellen Blutgase und des pH-Wertes entnommen.

Kontrollversuche (NaCl 0,9%) (n=5)

Um den Zeitgang wihrend der Versuche und seine Auswirkung auf die untersuchten
Kreislaufvariablen beurteilen zu konnen wurde alle 30 Minuten 10 ml NaCl 0,9%
Losung (Isotone Natriumchloridlosung 0,9% Braun; B.Braun Meisungen AG) injiziert.
Somit hatten die Kontrollversuche die gleiche Dauer wie die eigentlichen

Versuchsreihen.
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NO-Synthasehemmung durch L-NAME (n=6)

Im Anschluss an die Kontrollphase wurde L-NAME (N®-nitro-L-arginin Methyl Ester,
Sigma Chemicals, St. Louis, MO) in aufsteigenden Dosierungen (0,3; 1,0; 3,0; 10,0 und

50,0 mgkg') intravends injiziert. Zwischen aufeinanderfolgenden L-NAME

Injektionen wurde ein Zeitabstand von 30 Minuten abgewartet.

Endothelinrezeptorblockade (EB) mit NO-Synthasehemmung (n=6)

Im Anschluss an die Kontrollphase, wurde eine Endothelin-Rezeptorenblockade mit
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) in einer Dosierung von 3 mg-kg™" durchgefiihrt. AnschlieBend folgte eine
kontinuierliche Infusion von Tezosentan® in einer Dosierung von 3 mg-kg-h™'. Darauf
folgten L-NAME-Injektionen wie in dem Versuchsprogramm L-NAME beschrieben.
Am Ende des Versuches wurden 7,5 ug Endothelin injiziert(E-7764, Sigma Chemicals),
zur  Uberpriifung  der  Effektivitit der  Endothelin-Rezeptorblockad.  In
Kontrollexperimenten steigerte diese Dosierung den Blutdruck um 25 mmHg und
senkte die Herzfrequenz um ca. 15 min”', wohingegen beide Variablen nach vorheriger

Blockade der Endothelinrezeptoren unverdndert blieben.

Vasopressinrezeptorblockade (VB) mit NO-Synthasehemmung (n=6)

Nach der Kontrollphase wurde der kompetitive und selektive V-Rezeptor-Antagonist
(VIB) p-mercapto-f3-p-cyclo-penta-methylene-propionyl-O-Me-Tyr-Arg-Vasopressin
(V 2255, Sigma Chemicals), in einer Dosierung von 40 pg-kg™ Korpergewicht injiziert.
Die darauf folgenden L-NAME-Injektionen und Blutentnahmen erfolgten, wie im

Versuchsprogramm L-NAME  beschriecben. Am Ende des Versuches wurde
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Vasopressin (V 0377, Sigma Chemicals), zur Uberpriifung der Effektivitit der
vorhergehenden Vasopressinrezeptorblockade, in einer Dosierung von 400 mU injiziert.
Diese Dosis Vasopressin steigerte in Kontrollexperimenten den Blutdruck um 20
mmHg und senkte die Herzfrequenz um ca. 10 min™', blieb aber nach vorhergehender

Blockade der Vasopressinrezeptoren wirkungslos.

Kombinationsblockade von EB und VB mit NO-Synthasehemmung (n=6)

Um moglichen additive Effekte des Endothelin- und Vasopressinsystems beurteilen zu
konnen fiihrten wir nach der Kontrollphase eine Endothelin- sowie anschlieBend eine
Vasopressinrezeptorblockade, wie oben geschildert, durch. Die Zeitabstinde zwischen den
einzelnen Interventionen betrug 30 Minuten. Die darauf folgenden L-NAME-Injektionen
wurden, wie in dem Versuchsprogramm L-NAME beschrieben, durchgefiihrt.

Am Ende des Versuchs wurde Endothelin in der Dosis 7,5 pg, und nach einem Zeitabstand
von 5 Minuten Vasopressin in einer Dosierung von 400 mU injiziert, um die Effektivitdt der
Blockade der Endothelin- und Vasopressinrezeptoren iiberpriifen zu konnen. Die in den
Kontrollversuchen beschriebenen Effekte auf Blutdruck und Herzfrequenz durch Vasopressin

und Endothelingabe, blieben auch hier nach vorhergehender Blockade aus.

Angiotensinrezeptorenblockade (AB) mit NO-Synthasehemmung (n=6)

Nach der Kontrollphase wurde eine Angiotensinrezeptorenblockade mit dem 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)) durchgefiihrt, durch
Infusion einer kontinuierlichen Menge Losartan® in einer Dosierung von 6 mgkg'h' um
die Rezeptorblockade wihrend des Experimentes aufrecht zu erhalten. Die nun folgenden L-
NAME-Injektionen wurden, wie in dem Versuchsprogramm L-NAME beschrieben,

durchgefiihrt. Am Ende des Versuches wurden 20 ng-kg” Angiotensin II (Sigma Chemicals,
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St.Louis, USA; A9525) injiziert, welche in Kontrollexperimenten den mittleren arteriellen
Blutdruck um 20 mmHg steigerte, jedoch nach vorhergehender Blockade der

Angiotensinrezeptoren wirkungslos blieb.

Hexamethoniumgabe mit NO-Synthasehemmung (n=6)

Nach der Kontrollphase wurde, zur Hemmung der efferenten autonomen Aktivitit und um
moglicherweise zentrale von peripheren Effekten unterscheiden zu kdnnen, eine Blockade der
vegetativen Ganglien durch Injektion von Hexamethonium (Sigma Chemicals, St. Louis,
USA) in einer Dosierung von 7,5 mgkg" durchgefiihrt. Darauf folgte eine kontinuierliche
Infusion von 7,5 mgkg'-h' um die Ganglienblockade aufrecht zu erhalten. Die darauf
folgenden L-NAME-Injektionen wurden, wie in dem Versuchsprogramm L-NAME

beschrieben, durchgefiihrt.

D-NAME (n=6)
Um die Isomerspezifitit der Effekte von L-NAME zu beurteilen, wurde nach der

Kontrollphase D-NAME in einer Dosierung von 50 mg-kg™ injiziert.

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

Nullhypothesen getestet:

1. L-NAME hat keinen Effekt auf die untersuchten Kreislaufvariablen, im Vergleich zu

den jeweiligen Kontrollbedingungen. Diese Hypothese wurde durch eine
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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

iiberpriift.

Die Nullhypothese wurde verworfen und eine statistische Signifikanz angenommen, wenn

p < 0,05 war.
Da sich wihrend der Versuche zeigte, dass die Gabe der hochsten Dosierung von L-NAME

(50,0 mg-kg™"), zu teilweise starker Unruhe der Tiere 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 gegeniiber der Kontrollgruppe mit NaCl 0,9%

Die Hemmung der NO-Synthase mit L-NAME steigerte dosisabhéngig den Blutdruck von
96+4 mmHg auf maximal 11543 mmHg (siche Abbildung 1). Dieses war bedingt durch einen
gleichartigen Anstieg des systemischen GefiBwiderstandes von 33+4 mmHg-min1' auf
78+10 mmHg min-l",

Gegenléufig hierzu fielen sowohl die Herzfrequenz als auch das Herzzeitvolumen bis auf die
Hilfte ihrer Ausgangswerte ab, und zwar von 78+5 min™' auf 37+2 min”, bzw. von 95+6
ml-kg''min™ auf 49+10 ml-kg™"-min™".

Verursacht wurde dieser HF-Abfall durch eine erhohte Vagusaktivitit erkennbar an einer
Verdreifachung der SDNN von 186455 auf 570+42 ms. (vgl. hierzu Hexamethonium S. 25)
Hervorzuheben ist hierbei, das bereits bei einer Dosierung von 0,3 mgkg' L-NAME die
Herzfrequenz mit -24+4 min™ betréchtlich abfiel, eine Dosierung, die keinen Effekt auf den
Blutdruck aufwies.

In der Kontrollgruppe zeigten sich lediglich geringgradige Verdnderungen der

Kreislaufvariablen im Sinne einer weitgehenden Beruhigung der Tiere.
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Abbildung 1: Effekte von L-NAME (0,3-10 mg~kg'1) im Vergleich zur Placebogruppe (NaCl) auf die
Herzfrequenz (HF); den mittleren arteriellen Druck (MAD);den systemischen Gefawiderstand (SVR); das
Herzzeitvolumen (HZV) und die Herzfrequenzvariabilitit (SDNN-Wert), sowie die jeweiligen Maximaleffekte
(AHF;AMAD;ASVR;AHZV;ASDNN).Mittelwerte + SEM von 6 Hunden ( * =p < 0,05 im Vergleich zu
Kontrollbedingungen bzw. zwischen den Maximaleffekten).
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Endothelinrezeptorblockade und NO-Synthasehemmung

Auch nach Blockade der Endothelinrezeptoren waren die Effekte von L-NAME prinzipiell
gleichartig ( siche Abbildung 2). So steigerte L-NAME zwar dosisabhidngig den mittleren
arteriellen Blutdruck (MAD), jedoch nur um maximal 944 mmHg. Das Ausmal} des
Blutdruckanstieg war somit deutlich abgeschwicht gegeniiber dem maximalen
Blutdruckanstieg unter alleiniger L-NAME Gabe von 2143 mmHg. Verursacht wurde dieser
Blutdruckerhohung durch einen Anstieg des systemischen GefaBwiderstandes (SVR) in
beiden Gruppen, wobei allerdings nach Endothelinrezeptorblockade der Widerstand deutlich
geringer anstieg (769 mmHg min'I"' bzw. 61,846 mmHg'min‘1").

Die Endothelinrezeptorblockade per se senkte den Blutdruck von 100+2 mmHg auf 9143
mmHg.

Unbeeinflult von der Endothelinrezeptorenblockade waren allerdings die Effekte von L-
NAME auf die Herzfrequenz und das Herzzeitvolumen. So fiel die Herzfrequenz in beiden
Gruppen um etwa 40 min™" ab einhergehend mit einem gleichartigen Anstieg der SDNN-
Werte von 322435 ms mit und 414+46 ms ohne Endothelinrezeptorblockade. Auch das HZV
reduzierte sich von 97+6 mlkg'min™ auf 50+4 ml'kg"-min"' ohne, gegeniiber 95+6 ml-kg"
Lmin" auf 5246 ml'kg™-min"' nach vorhergehender Endothelinrezeptorblockade.

Demnach sind die blutdrucksteigernden Effekte von L-NAME abgeschwécht nach
vorhergehender Endothelinrezeptorblockade, wohingegen die Effekte auf die Herzfrequenz

und die Vagusaktivitét nicht beeinflusst werden.

18



90 - 0
HF ® O L-NAME HF
[min™] 9\ @ EB/L-NAME -
* min
. \.: * -25 L
O\ %
*\’\. "
s T—o—8 I
30 : : E ¥ -50 L
120 * 30 ~ *®
MAD * Q MAD -
[mmHg] * 6/_‘_ i
6/4_ [mmHg] 20 |
100 - 5’—5/4 - s
i/! !/; N 10 |
80 T T 1 0
60 ~
90 — *
SVR o g SVR I
[mmHg-min'l-l'l] i/8/+ (mmHg-min™1"]
60 — * /g i/! 30 L
T T T T 1 0
120 - 0
HZV HZV
[1n1-kg’l~1nin’l] % [ml'kgrl‘minfl]
80 - \; . 30 L
|
* g%iz - I
40 , * * ) -60 L
750 500 ~
[ms] 500 _ * 6/_ Q [ms]
— o
§/§/!/* 250 |-
50 o — o ¥ *
e
O T T T T 1 O
0 0,3 1,0 3,0 10,0 L-NAME EB
L-NAME [mgkg']

Abbildung 2: Effekte von L-NAME (0,3-10 mg~kg'1) mit und ohne vorhergehender Endothelinrezeptorblockade
(EB/L-NAME) auf die Herzfrequenz (HF); den mittleren arteriellen Druck (MAD);den systemischen
Gefilwiderstand (SVR); das Herzzeitvolumen (HZV) und die Herzfrequenzvariabilitit (SDNN), sowie die
jeweiligen Maximaleffekte (AHF;AMAD;ASVR;AHZV;ASDNN). Mittelwerte + SEM von 6 Hunden ( * =p <
0,05 im Vergleich zu Kontrollbedingungen bzw. zwischen den Maximaleffekten).
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Vasopressinrezeptorblockade und NO-Synthasehemmung

L-NAME steigerte den arteriellen Mitteldruck sowohl mit als auch ohne vorhergehender
Vasopressinrezeptorblockade (siche Abbildung 3). Die vasokonstriktorische Wirkung von L-
NAME war nach Vasopressinrezeptorblockade nahezu unverdndert, erkennbar an dem
identischen  Blutdruckanstieg (213 mmHg) mit und ohne  zusédtzlicher
Vasopressinrezeptorblockade.

L-NAME senkte ebenfalls die Herzfrequenz gleichartig in beiden Gruppen. So fiel die
Herzfrequenz auf Werte von +41+5 min™ bzw. +33+2 min'l ab, begleitet von einem Anstieg
der Herzfrequenzvariabilitit, als Zeichen der Vagusaktivierung, von +4144+47 ms bzw.
+356+£28 ms. Auch das HZV fiel in beiden Gruppen nahezu identisch ab.

Durch die Vasopressinrezeptorblockade kam es lediglich zu sehr geringem Abfall der
Herzfrequenz um im Mittel 10 min" und einem damit verbundenem Anstieg des SDNN-
Wertes von +131+2 ms auf +189+4 ms. Diese Effekte erscheinen allerdings bedeutungslos
vor dem Hintergrund das auch unter Placebo-bedingungen gleichartigen Verdnderungen, im
Sinne einer weiteren Beruhigung der Tiere, auftriten.

Demnach scheint die vasokonstriktorische sowie auch die frequenzreduzierende Wirkung von

L-NAME unabhéngig von der Wirkung des Vasopressin-Systems zu sein.
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Abbildung 3: Effekte von L-NAME (0,3-10 mg-kg'l)mit und ohne vorhergehender Vasopressinrezeptorblockade
(VB/L-NAME) auf die Herzfrequenz (HF); den mittleren arteriellen Druck (MAD); den systemischen
Gefillwiderstand (SVR); das Herzzeitvolumen (HZV) und die Herzfrequenzvariabilitit (SDNN), sowie die
jeweiligen Maximaleffekte (AHF;AMAD;ASVR;AHZV;ASDNN). Mittelwerte + SEM von 6 Hunden ( * =p <
0,05 im Vergleich zu Kontrollbedingungen bzw. zwischen den Maximaleffekten).

21



Kombinationsblockade von EB und VB und NO-Synthasehemmung

L-NAME steigerte in beiden Versuchsgruppen dosisabhédngig den mittleren arteriellen
Blutdruck (sieche Abbildung 4), allerdings deutlich geringer nach Blockade der Endothelin-
und Vasopressinrezeptoren (+10+£5 mmHg vs. +19+3 mmHg). Gleichsinnig kam es auch zu
einem verminderten Anstieg des SVR im Maximum um +34+4 mmHg-min-1" mit, gegeniiber
+48+3 mmHg'min 1" ohne Kombinationsblockade.

Die Effekte nach Endothelin-bzw. Vasopressinrezeptorblockade war anndhernd gleich der
Effekte der Einzelblockade. So fiihrte die Endothelinrezeptorblockade zu einem Abfall des
MAD von 99+3 mmHg auf 90+3 mmHg. Die dann folgende Vasopressinrezeptorenblockade
zeigte keinerlei Anderungen der beobachteten Kreislaufvariablen.

Demnach sind in Analogie zur alleinigen Endothelinrezeptorblockade die
blutdrucksteigernden Effekte von L-NAME abgeschwicht ohne wesentlichen Einfluf3 auf die
Herzfrequenzeffekte. Beide Wirkungen werden nicht beeinflusst von einer zusitzlichen

Vasopressinrezeptorblockade ( siche Ergebnisse S.18).
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Abbildung 4: Effekte von L-NAME (0,3-10 mg~kg'1) mit und ohne vorhergehender Kombinationsblockade von
Endothelin und Vasopressin (EB/VB/L-NAME) auf die Herzfrequenz (HF); den mittleren arteriellen Druck
(MAD);den systemischen GefaBwiderstand (SVR);das Herzzeitvolumen (HZV) und die Herzfrequenzvariabilitit
(SDNN), sowie die jeweiligen Maximaleffekte (AHF;AMAD;ASVR;AHZV;ASDNN). Mittelwerte + SEM von 6
Hunden (* = p<0,05 im Vergleich zu Kontrollbedingungen bzw. zwischen den Maximaleffekten).
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Angiotensinrezeptorblockade und NO-Synthasehemmung

Die Angiotensinrezeptorblockade am wachen Hund fiihrte zu keiner signifikanten Anderung
gegeniiber den Ausgangswerten in den von uns beobachteten Kreislaufvariablen (siehe
Abbildung 5). Die Wirkung von L-NAME =zeigte keine Abhidngigkeit von einer
vorhergehenden Angiotensinrezeptor-Blockade sowohl beim arteriellen Mitteldruck, dem
systemischen GefiBBwiderstand, der Herzfrequenz, dem Herzzeitvolumen als auch bei der
Herzfrequenzvariabilitit, was sich im Zeitgang durch den parallelen Verlauf der beiden
Versuchsgruppen widerspiegelt. Demnach werden die Effekte von L-NAME sowohl auf den
systemischen GefdaBBwiderstand und damit den arteriellen Mitteldruck als auch auf die
Herzfrequenz und die Herzfrequenzvariabilitit nicht durch endogenes Angiotensin

modifiziert.

24



HF 20 7 O L- NAME HEF 0
(min”] S ® AB/L-NAME o
60 - i\* 25 1
* ‘ e
30 T T T T ¥ S0L Ly
%
120 ol 30 - —%—
&
MAD . * L MAD
[mmHg] I/. * mmig 20 T
1 " N
- S— 10 |-
80 | T | T | 0
% 60 ~
svR */§ SVR I
[mmHg~min'I'l']] ;/g/l [mmHg-min 1]
+
60 - * /9 ” * 30 L
I I I 1 O
120 - 0
HZV HZV
[ml-kg']~min-l] é [mlkg " min™"]
80 +Xj‘_ 30 L
O *
40 L— : & I 1 -60 L
750 - . N 500 ~
SDNN f/a s SDNN I
& — = * * 250 |-
5/9 *
x0] &%
Q
0 T | T T | 0
0 0,3 1,0 3,0 10,0 L-NAME AB
L-NAME [mgkg']
Abbildung 5: Effekte von L-NAME (0,3-10 mg~kg'1) mit und ohne vorhergehender

Angiotensinrezeptorblockade (AB/L-NAME) auf die Herzfrequenz (HF); den mittleren arteriellen Druck
(MAD);den systemischen GefaBwiderstand (SVR);das Herzzeitvolumen (HZV) und die Herzfrequenzvariabilitit
(SDNN), sowie die jeweiligen Maximaleffekte (AHF;AMAD;ASVR;AHZV;ASDNN).Mittelwerte + SEM von 6
Hunden ( * = p < 0,05 im Vergleich zu Kontrollbedingungen bzw. zwischen den Maximaleffekten).
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Hexamethoniumgabe und NO-Synthasehemmung

Die Blockade der vegetativen Ganglien durch Hexamethonium steigerte die Herzfrequenz von
81+5 min™ auf 12944 min"' verbunden mit einem starken Abfall des SDNN-Wertes von
181£37 ms auf 4+1 ms als Zeichen einer vollstindigen Blockade des autonomen
Nervensystems. Dagegen blieben die Variablen Herzzeitvolumen (HZV) und systemischer
GefaBwiderstand (SVR) nahezu unveriandert.

Auch nach autonomer Blockade steigerte L-NAME den mittleren arteriellen Druck, allerdings
iiberproportional um +86+9 mmHg verglichen mit der Kontrollgruppe (+21+£3 mmHg) (siche
Abbildung 6). Demgegeniiber unterschied sich der Verlauf des systemischen
GefaBwiderstandes nicht zwischen den Versuchsgruppen (+44+7 mmHg'min‘l" bzw. +44£10
mmHg-min-1"). Der dosisabhingige Abfall der Herzfrequenz auf 4144 min™' unter alleiniger
NO-Synthasehemmung war nicht mehr vorhanden nach Ganglienblockade.

Zusammenfassend kann man sagen, dass nach gangliondrer Blockade die lokale
Vasokonstriktion uneingeschrinkt vorhanden ist (siche Anstieg des SVR), wohingegend eine
vagusbedingte Bradykardie nicht mehr auftrat. Die massive Zunahme des mittleren arteriellen
Drucks (MAD) scheint sowohl durch lokale Vasokonstriktoren als auch den Verlust von

zentraler Gegenregulation bestimmt zu werden.
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Abbildung 6: Effekte von L-NAME (0,3-10 mg~kg'1) mit und ohne vorhergehender Ganglienblockade mit
Hexamethonium (Hexa/L-NAME) auf die Herzfrequenz (HF); den mittleren arteriellen Druck (MAD); den
systemischen GefiaBwiderstand (SVR); dem Herzzeitvolumen (HZV) und die Herzfrequenzvariabilitdt (SDNN),
sowie die jeweiligen Maximaleffekte (AHF;AMAD;ASVR;AHZV;ASDNN). Mittelwerte = SEM von 6 Hunden
*=p <0,05 im Vergleich zu Kontrollbedingungen bzw. zwischen den Maximaleffekten).
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Kontrollversuche zur Stereospezifitit des NO-Synthasehemmers

Zeit MAD SVR HF
Intervention [min] [mmHg] [mmHg-min-l'l] [min’l]
Kontrollbedingungen
0 103+4 35«2 69+10
D-NAME 50,0 mg-kg™ 30 109+3 35+1 62+7

Tabelle 1: Versuche unter Kontrollbedingungen sowie zusitzlicher Wirkung von 50,0 mgkg™ intravends
appliziertem D-NAME (n=5); Mittelwerte + SEM.

Die intravendse Gabe von 50,0 mgkg' D-NAME fiihrte zu keiner Verinderung der

beobachteten Kreislaufvariablen gegeniiber den Kontrollbedingungen.
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Diskussion

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

Ergebnisse:

1. Das vasodilatierende Stickstoffmonoxid (NO) interagiert beziiglich des systemischen
Gefdwiderstandes und des Blutdruckverhaltens in der Hauptsache mit dem
vasokonstriktorischen Endothelin, in der Art, dass das endogene Stickstoffmonoxid
die Endothelinwirkung hemmt.

2. Der Abfall der Herzfrequenz unter NO-Synthasehemmung ist nicht reflektorisch,
sondern vermittelt durch eine starke Vagusaktivierung die bereits bei niedriger Dosis
des NO-Synthasehemmerns auftritt, bei denen der Blutdruck unveréndert ist.

3. Die Hormonsysteme Vasopressin und Angiotensin interagieren weder beziiglich der

Herzfrequenzregulation noch der Blutdruckregulation mit dem NO-System.

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 intravends applizierten Blockersubstanzen der Endothelin-, Vasopressin- und

Angiotensinrezeptoren hemmen  suffizient die Wirkung der endogenen

Hormonsysteme.

2. Der intravends applizierte Ganglienblocker Hexamethonium hemmt suffizient das

sowohl sympathische als auch parasympathische Nervensystem.
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3. Die Wahl der experimentellen Rahmenbedingungen ist geeignet, sekunddre Einfliisse
auf die Kreislaufvariablen zu minimieren und weitgehend identische

Kontrollbedingungen in aufeinander folgenden Versuchen zu gewéhrleisten.

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

Studiengruppen verteilt.

1. Vollstédndigkeit der Endothelin-, Vasopressin- und Angiotensin-Rezeptorblockade:

Es besteht in der Literatur weiterhin Unklarheit, welche Dosis Tezosentan beim Hund
benoétigt wird, um eine komplette Hemmung der Endothelinrezeptoren zu erzielen. Allerdings
filhrte in Kontrollexperimenten die intravendse Applikation von 2,5 ug und 5 ug Endothelin
zu einem Anstieg des arteriellen Mitteldrucks um ca. 25 mmHg und einem Abfall der
Herzfrequenz um ca. 15 min". Diese Verinderungen unterbliecben nach vorhergehender
Blockade der Endothelinrezeptoren durch Infusion von 3 mgkg™ initial gefolgt von 3
mg'kg'-h' Tezosentan. Da auch andere Experimentatoren eine #hnliche Dosis zur
Blockierung der Endothelinrezeptoren bei Hunden benutzen [29] und keine zusétzliche
hdmodynamische Wirkung durch exogen zugefiihrtes Endothelin mehr zu beobachten war, ist

unsere Blockade als vollstindig anzusehen.

Die in allen Versuchen von uns verwendete Einzeldosis (40 pg'kg” i.v.) des Vasopressin-
(V1)-Rezeptorantagonisten blockierte die iliber V;a-Rezeptoren vermittelte Wirkung von
Arginin-Vasopressin (200-400 mU 1i.v) [30]. 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
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Herzfrequenz um ca. 10 min", blieb jedoch wirkungslos nach vorhergehender

Vasopressinrezeptor-Blockade [31].

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 himodynamischen 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.

2. Suffizienzte Blockade der vegetativen Ganglien durch Hexamethonium

Die Effektivitit der autonomen Blockade (7,5 mgkg' Hexamethonium+7,5 mgkg'-h™)
zeigte sich an einem Anstieg der Herzfrequenz von 81,45 min™' auf 129,2+4,3 min™', sowie
durch eine anndhernd vollstindigen Elimination des SDNN-Wertes, als messbares Zeichen
einer vollstaindigen Vagolyse [27]. Die Zuverlédssigkeit der verwendeten Dosierungen zur
vollstdndigen Vagolyse war auch in verschiedenen Arbeiten anderer Experimentatoren nach-
zuweisen [32, 33]. In den anderen Arbeiten duBerte sicht ebenfalls eine vollstindige
Denervierung des N. vagus, ob nun pharmakologisch [34, 35] oder durch Kiihlung des Nerven

[36], in einem Anstieg der Herzfrequenz auf 130 min™".

3. Experimentelle Rahmenbedingungen:

Alle Experimente wurden ausnahmslos in einem schallgeddmpften, abgedunkelten Raum,

unter Grundumsatzbedingungen [37] durchgefiihrt. Fiir die Versuche wurden nur Tiere
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herangezogen, die wach, abgerichtet und mit dem Labor, dem Versuchsablauf sowie den
Experimentatoren vertraut waren. Somit wurden stérende FEinfliisse wie beispielsweise
Kiltezittern, 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 aufeinander folgenden Versuchen
lagen. Da dieses Phianomen jedoch bei allen Tieren in dhnlicher Auspriagung zu erwarten ist
und die jeweiligen Ergebnisse sich auf Gruppenvergleiche stiitzen, ist unser Versuchskonzept
als geeignet anzusehen, Verdnderungen der Variablen auf die Versuchsinterventionen
zuriickzufiihren.

Demnach waren die von uns gewahlten Dosierungen und Rahmendbedingungen ausreichend
fiir eine suffiziente Blockade der jeweiligen Rezeptoren und zur Quantifizierung der
Interaktionen zwischen endogenem Stickstoffmonoxid und den vasokonstriktorischen

Systemen Endothelin, Vasopressin und Angiotensin sowie dem autonomen Nervensystem.
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Stickstoffmonoxid (NO) ist als ein bedeutender Faktor an der Steuerung der Himodynamik
und des GefaBtonus, sowohl am Tier als auch beim Menschen, beteiligt [2]. Gebildet wird
Stickstoffmonoxid (NO) von endogenen Synthasen, welche sowohl peripher, z.B. im
Endothel der Gefédle als endotheliale NO-Synthase (e-NOS), als auch neuronal, z.B. in den
vegetativen Ganglien oder den Hirngebieten mit enger Beziehung zur Kreislaufregulation als
neuronale NO-Synthase (n-NOS), vorkommen [3]. Dariiber hinaus gibt es Hinweise auf eine

neuronal modulierende Wirkung des NO's, besonders auf das vegetative Nervensystem [34].

In der lokalen Zirkulation kommt NO ein entscheidender Anteil bei der Regulation des
Blutflusses zu. Da die endotheliale NO Produktion von der Scherrate und der
Flussgeschwindigkeit abhingig ist, werden hierdurch vasokonstriktorische Effekte
abgeschwécht [1].

Diesem  vasodilatierendem  System, stehen  verschiedene  vasokonstriktorischen
Hormonsysteme wie z.B. Renin-Angiotensin, Endothelin und Vasopressin, als Gegenspieler
gegeniiber. Endothelin ist das potenteste vasokonstringierende Peptidhormon, welches an der
lokalen Regulierung des Geféftonus und des Blutdrucks beteiligt ist [38]. Gebildet wird
dieses Hormon im Endothel der GefdBle und ist entscheidend zur Aufrechterhaltung des
Blutdrucks in kreislaufbelastenden Situationen wie Hypovoldmie [39], mesenterialer Ischdmie
[39] oder pharmakologisch induzierter Hypotension [40]. Als weiteres vasokonstringierendes
Hormon wird Angiotensin II u.a. im Endothel iiber das Angiotensin-converting-enzyme
(ACE) aus Angiotensin I gebildet. Es ist Teil des komplexen Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems, welches u.a. EinfluB auf die Himodynamik iiber Effekte an den Gefdlen, den
Nieren und iiber die NO-Freisetzung nimmt. Die vasokonstringierende Wirkung wird iiber
den AT-1-Rezeptor vermittelt und zeigt gegeniiber dem Endothelin eine agonistische
Funktion [41]. Auch Vasopressin ist als endogener Vasokonstriktor an der

Blutdruckregulation beteiligt, wobei dessen Bedeutung unter physiologischen Bedingungen
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allerdings nicht deutlich wird, sondern erst, wenn das sympathische Nervensystem und das
Renin-Angiotensin-System bereits nicht mehr funktionstiichtig sind [31]. Vermittelt wird die
blutdruckunterstiitzende Wirkung des Vasopressins iiber spezifische Bindungsstellen an der
glatten GefaBmuskulatur, den V,—Rezeptoren [42], wohingegen die antidiuretische Wirkung
iiber V,-Rezeptoren an der Niere reguliert wird [43].

Das lokal vasodilatatorisch wirksame NO und die oben erwidhnten vasokonstriktorischen
Hormone interagieren miteinander zur Aufrechterhaltung des optimalen Blutflusses und zur
optimalen Anpassung an verschiedenste hamodynamische Situationen [34]. So zeigte sich in
anderen Arbeiten, dass zum Beispiel die Freisetzung des im Endothel der Blutgefile
gebildeten Peptidhormons Endothelin unter physiologischen Bedingungen durch NO
gehemmt wird [13, 14]. Ebenso scheint auch eine Interaktion zwischen NO und Vasopressin
sowohl iiber V-Rezeptoren [17, 18], als auch iiber V,-Rezeptoren [19, 21] zu bestehen, die zu

einer Freisetzung von NO fiihrt.

Um nun die kardiovaskuldren Effekte, welche durch NO hervorgerufen werden, zu
demaskieren, hemmten wir sowohl die e-NOS als auch die n-NOS iiber den nicht-selektiven
NO-Synthasehemmer L-NAME. Hierbei kam es, wie auch von Anderen vorbeschrieben [10,
44], zu einem dosisabhingigen Anstieg des systemischen GefaBBwiderstandes verbunden mit
einem parallelen Anstieg des arteriellen Blutdrucks, verursacht durch das Uberwiegen der
vasokonstringierenden Systeme bei reduzierter NO-Freisetzung. Die Herzfrequenz dagegen
fiel in den eigenen Versuchen dosisabhingig ab, verbunden mit einem Abfall des
Herzzeitvolumens. Dieser Effekt wurde in einigen Artikeln dem Baroreflex zugeschrieben
[45]. Dagegen zeigten aber Versuche an Mausen, welche kein e-NOS-Gen besaen, und damit
keinen Blutdruckanstieg unter L-NAME-Gabe aufwiesen, eine &hnlichen Redukion der
Herzfrequenz wie bei Miusen mit intakter e-NOS [46]. Diese Ergebnisse unterstiitzen die

Beobachtungen in den eigenen Versuchen. Hierbei zeigt sich ein starker Abfall der
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Herzfrequenz bereits unter der niedrigsten L-NAME Dosis von 0,3 mg-kg™, bei fehlendem
Blutdruckanstieg, was die Theorie der reflektorisch vermittelten Bradykardie
unwahrscheinlich macht. An den parallel dazu steigenden SDNN-Werten, als Mal3 des
Vagotonus, sieht man, dass anscheinend eine niedrigere NO-Freisetzung eine Aktivierung des
N. Vagus bewirkt. Umgekehrt formuliert bedeutet dies, NO reduziert, am ehesten iiber die n-
NOS, den Vagotonus. Ebenso deuten die Versuche mit dem Ganglienblocker Hexamethonium
in die gleiche Richtung. Unter gangliondrer Blockade und damit auch medikamentdser
Ausschaltung des N. vagus kam es unter keiner L-NAME Dosierungen zu einem Abfall der
Herzfrequenz oder zu einem Anstieg des SDNN-Wertes.

Demnach ist die Bradykardie wahrend NO-Synthasehemmung verursacht durch eine starke
Vagusaktivierung vermutlich durch fehlendes NO, welches sonst iiber die neuronalen NO-

Synthasen gebildet wiirde.

Dariiber hinaus stellte sich die Frage, ob und in welchem Ausmal3 die vasokonstringierenden
Hormonsysteme am Anstieg des SVR und damit verbundenen MAD wihrend NO-
Synthasehemmung beteiligt sind. Ebenso sollte durch Kombinationsblockade von Endothelin
und Vasopressin hier mogliche Interaktionen zwischen den Vasokonstriktoren untersucht
werden. Daher wurden, zusétzlich zur NO-Synthasehemmung, die einzelnen Hormonsysteme
oder ihre Rezeptoren blockiert und iiberpriift, ob die bekannten Effekte von L-NAME auf den
Blutdruck, den SVR, und die Herzfrequenz moduliert wurde.

Die Wirkung von L-NAME auf den Blutdruck und dem SVR war, unter vorbestehender
Endothelinrezeptor-Blockade, deutlich reduziert. Dies verdeutlicht, dass die Erhdhung des
systemischen GefaBwiderstandes und damit auch des arteriellen Mitteldrucks nicht
ausschlieBlich auf dem Wegfall der vasodilatierenden Wirkung des Stickstoffmonoxids
beruht, sondern dass eine gesteigerte Wirksamkeit des endogenen Endothelinsystems

mafgeblich zu den Blutdruck- und Widerstandseffekten der NO-Synthasehemmung beitrégt.
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L-NAME wirkt also blutdrucksteigernd sowohl iiber eine Inhibition des direkt
vasodilatierenden Stickstoffmonoxids als auch iiber eine vermehrte Wirksamkeit des
vasokonstriktorischen ~ endogenen  Endothelinsystems.  Einen  Einfluss auf die
bradykardisierende Wirkung von L-NAME hatte eine vorhergehende
Endothelinrezeptorblockade jedoch nicht.

So folgt im Umkehrschluss, dass endogenes NO wahrscheinlich zum einen die
Vasokonstriktion durch endogenes Endothelin abschwicht, wahrscheinlich vermittelt durch
eine inhibitorische Wirkung auf die Endothelinfreisetzung [13].

Konform mit dem oben Erwédhntem, dass die vasoaktiven Wirkung von Vasopressin unter
physiologischen Bedingungen relativ gering sind, zeigte sich auch in unseren Versuchen
keinerlei Interaktion zwischen Vasopressin und dem NO-System erkennbar an dem annidhernd
gleichen Verlauf der Kreislaufvariablen wahrend Hemmung der NO-Synthase durch L-
NAME. Auch die Blockade mit Endothelin- und Vasopressinrezeptorblockern zeigt keine
iiber die Einzeleffekte hinausgehenden Summations- oder Subtraktionseffekt, da auch in
Kombination, unter den normalen physiologischen Bedingungen, der Vasopressineffekt, wie
oben beschrieben, zu gering ist. So kristallisierte sich nur der Endothelineffekt heraus.
Uberraschend wies auch das Renin-Angiotenin-Aldosteron-System keine Interaktion mit dem
NO-System auf. Der Verlauf der hidmodynamischen Variablen war mit oder ohne
Angiotensinblockade bei NO-Synthasehemmung anndhernd gleich. Dieses deckt sich mit
Ergebnissen anderer Studien, die keine Interaktionen zwischen den beiden Systemen in der
kurzzeitigen Anwendung von L-NAME zeigten [47]. Jedoch wies in verschiedenen Arbeiten
eine durch chronische Gabe von L-NAME hervorgerufene Hypertonie eindeutig eine
Relaxation der arteriellen Gefde und somit eine Abnahme des SVR unter
Angiotensinblockade auf [48, 49]. Somit ist die in unseren Experimenten nicht nachweisbare

Interaktion mdglicherweise durch die relativ kurze Anwendungszeit von L-NAME bedingt.
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Zusammenfassend kann man als Ergebnis der Untersuchungen festhalten, dass das
vasodilatierende Stickstoffmonoxid (NO) beziiglich des systemischen Gefa3widerstandes und
des Blutdruckverhaltens in der Hauptsache mit dem vasokonstriktorischen Endothelin
interagiert. Dartliber hinaus ist der in vielen Publikationen beschriebene Abfall der
Herzfrequenz unter NO-Synthasehemmung nicht, wie hiufig angenommen, reflektorisch
bedingt, sondern wird vermittelt durch eine starke direkte Vagusaktivierung des NO-

Synthasehemmerns.
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Zusammenfassung

An Hand von Experimenten an wachen Hunden sollte die Frage beantwortet werden, in wie
weit das endogene Stickstoffmonoxid (NO) mit den Hormonsystemen Endothelin,
Angiotensin und Vasopressin sowie dem autonomen Nervensystem in Bezug auf die
hdmodynamischen und kardiovaskuldren Effekte interagiert.
Dazu wurden insgesamt 51 Versuche an chronisch instrumentierten wachen Hunden
durchgefiihrt, welche 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: Herzfrequenz,
Herzfrequenzvariabilitdt, arterieller Mitteldruck, systemischer Gefdwiderstand und des
Herzzeitvolumens, wéahrend dosisabhéngiger Inhibition der NO-Synthase (L-NAME 0,3 — 50
mg'kg"). Dies geschah jeweils mit und ohne vorhergehender Blockade des Endothelin-
(Tezosentan), Vasopressin-([d(CH,)sTyr(Me?)]AVP), oder Angiotensin-Systems (Losartan),
sowie Ganglienblockade des vegetativen Nervensystems durch Hexamethonium. Als MaB fiir
die autonome Aktivitdt, insbesondere die Vagusaktivitit, wurde die Herzfrequenzvariabilitét
in der Zeitdomaéne, als Standardabweichung der RR-Absténde, bestimmt.
Die Untersuchungen lieferten folgende Ergebnisse und beantworteten die eingangs gestellten
Fragen:
1. Das vasodilatierende Stickstoffmonoxid (NO) interagiert beziiglich des systemischen
Gefdwiderstandes und des Blutdruckverhaltens in der Hauptsache mit dem
vasokonstriktorischen Endothelin, in der Art, dass das endogene Stickstoffmonoxid

die Endothelinwirkung hemmt.
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2. Der Abfall der Herzfrequenz unter NO-Synthasehemmung ist nicht reflektorisch,
sondern wird vermittelt durch eine starke Vagusaktivierung die bereits bei niedriger
Dosis des NO-Synthasehemmerns auftritt, wobei der Blutdruck unverandert ist.

3. Die Hormonsysteme Vasopressin und Angiotensin interagieren weder beziiglich der

Herzfrequenzregulation noch der Blutdruckregulation mit dem NO-System.

Demnach wird durch Hemmung der NO-Synthase der arterielle Mitteldruck dosisabhédngig
erhoht. Dieser Blutdruckanstieg beruht dabei zum einen auf dem Wegfall des
vasodilatierenden NO selbst sowie zum anderen auf einer gesteigerten Wirksamkeit des
vasokonstriktorischen Endothelins. Der Abfall der Herzfrequenz ist jedoch keine Folge des
des Blutdruckanstieges (vermittelt iiber den areriellen Baroreflex) sondern Folge einer
Reduktion der NO-Freisetzung durch die neuronale NO-Synthase und dadurch bedingten
Erhohung des Vagotonus. Dieser Nachweis war moglich, da ausschlieflich Tiere im
Wachzustand, d.h. mit einem funktionstiichtigen vegetativen Nervensystem untersucht
wurden.

Somit interagiert beziiglich der vasokonstriktorischen Effekte das endogene NO-System
vorwiegend mit dem Endothelin-System wohingegen keine Interaktion mit dem Vasopressin
und dem Angiotensinsystem auftritt. Im Gegensatz dazu werden die Herzfrequenz-Effekte des
NO-Systems hingegen nicht moduliert durch das Endotheliun, Vasopressin oder

Angiotensinsystem.
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Carsten Swak

Untersuchungen zur Interaktion von endogenem Stickstoffmonoxid und den
vasokonstringierenden Systemen Endothelin, Angiotensin

Vasopressin sowie dem autonomen Nervensystem

An Hand von Experimenten am wachen Hund sollte die Frage beantwortet werden, in wie
weit das endogene Stickstoffmonoxid (NO) mit den Hormonsystemen Endothelin,
Angiotensin und Vasopressin sowie dem autonomen Nervensystem in Bezug auf ihre
hdmodynamischen und kardiovaskuldren Effekte interagiert.

Die Ergebnisse stammen von insgesamt 51 Versuchen, durchgefiihrt an chronisch
instrumentierten wachen Hunden, welche unter physiologischen Bedingungen wiederholt
untersucht wurden.

Die Aussagen stiitzen sich auf die Analyse der himodynamischen Variablen: Herzfrequenz,
Herzfrequenzvariabilitdt, arterieller Mitteldruck, systemischer Gefdwiderstand und des
Herzzeitvolumens, wihrend dosisabhingiger Inhibition der NO-Synthase. Dies geschah
jeweils mit und ohne vorhergehender Blockade des Endothelin-, Vasopressin- oder
Angiotensin-Systems, sowie Ganglienblockade des vegetativen Nervensystems durch
Hexamethonium.

Die wesentlichen Ergebnisse sind folgende:

1. Das vasodilatierende Stickstoffmonoxid (NO) interagiert beziiglich des
systemischen GefaBwiderstandes und des Blutdruckverhaltens in der Hauptsache
mit dem vasokonstriktorischen Endothelin, in der Art, dass das endogene
Stickstoffmonoxid die Endothelinwirkung hemmt.

2. Der Abfall der Herzfrequenz unter NO-Synthasehemmung ist nicht reflektorisch,
sondern vermittelt durch eine starke Vagusaktivierung die bereits bei niedriger
Dosis des NO-Synthasehemmerns auftritt, bei denen der Blutdruck unverindert ist.

3. Die Hormonsysteme Vasopressin und Angiotensin interagieren weder beziiglich
der Herzfrequenzregulation noch der Blutdruckregulation mit dem NO-System.

Demnach wird durch Hemmung der NO-Synthase der arterielle Mitteldruck dosisabhédngig
durch enge Wechselwirkungen des NO-Systems mit dem endogenen Endothelinsystem
erhoht. Dieser Blutdruckanstieg beruht dabei zum einen auf dem Wegfall des
vasodilatierenden NO selbst sowie zum anderen auf einer gesteigerten Wirksamkeit des
vasokonstriktorischen Endothelins. Der Abfall der Herzfrequenz ist jedoch keine Folge des
Baroreflexes sondern Folge einer Reduktion der NO-Freisetzung durch die neuronale NO-
Synthase und dadurch bedingten Erh6hung des Vagotonus.
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