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Nor-Binaltorphimin (nor-BNI) ist ein exogener Opioezeptor-Antagonist, welcher
selektiv amk-Rezeptor angreift (Endoh et al., 1992). Bisheri§éudien konnten, fur
den nicht selektiven Opioidrezeptor Antagonisten lok@n in vivo, eine
perfusionssteigernde Wirkung am Intestinum zeigBrarfdt et al., 1999). Weiter
konnte ein hemmender Einfluss auf die Matilitdt ésdorus durch den selektivaa
Opioidrezeptor Agonisten Dynorphin-(1-13) im akut@rermodell gezeigt werden
(Allescher et al., 1988). Ziel dieser Studie war @sn Einfluss einer selektivex:
Rezeptor Blockade mit nor-BNI auf die Splanchnilerfpsion, und im Speziellen die
Perfusion des Intestinums, am chronisch instruregetn, wachen Hund zu
untersuchen. Nach Genehmigung der BezirksregieMiagster (Az.: 50.0835.1.0 (G
86/2000)), wurden zehn Foxhounds in einem chirghgia Eingriff chronisch
instrumentiert. Es wurden Katheter zur Messungndigideren systemarteriellen Drucks
in die Aorta, zur Messung des linksartrialen Druaksdas linke Herzohr, und ein
Mikromanometer zur Messung des linksventrikularerudRes und dessen erster

Ableitung nach der Zeit (LVd,/d,) in den linken Ventrikel, implantiert.

Blutentnahmen zur Bestimmung der Katecholaminspiagd Opioidpeptidspiegel im
Plasma, sowie die Applikation von fluoreszierenti&iorospharen zur Bestimmung der
regionalen Organperfusion, konnten ebenfalls Ulerkatheter durchgefihrt werden.
Nach mindestens zwolftagiger Erholungsphase wurte afste Messung unter
Ausgangsbedingungen durchgefiihrt. Im Anschluss evmat-BNI in einer Dosis von
2,5 mg/kgKG uber den links-atrialen Katheter infundiert. 24 Stunden spater, zum
Zeitpunkt der maximalex-Rezeptor antagonistischen Wirkung, wurde eine wgee
Messung inklusive Blutentnahme durchgefuhrt. Gedzewgrden konnte das eine
selektive k-Opioid-Rezeptor Blockade (1.) die Inotropie unds dderzzeitvolumen
(HMV) steigert, (2.) die Perfusion vor allem im éstinum steigert, und (3.) eine
Perfusionsumverteilung zugunsten des Splanchnikagtfisdet. Eine intrinsische

Aktivitat des nor-BNI kann mit grol3er Wahrscheihkeit ausgeschlossen werden.

Tag der mindlichen Prifung: 16.05.07
Aktenzeichen tierexperimentelle Genehmigung: 50660B8 (G 86/2000)
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1. Einleitung

1.1 Allgemeine Grundlagen der Splanchnikusperfusion

Die Perfusion des Splanchnikusgebietes unterlieglrgichen Einflussfaktoren. So ist
die nervale Versorgung durch fasern des sympathscimd des parasympathischen
Nervensystems eine wichtige Einflussgréf3e. Sigbelder Systeme treffen hierbei,
speziell im Intestinum, auf Fasern des autonomexuBl myentericus, sowie des
Plexus submukosus. Der Einfluss des Parasympathiéus als stimulierend, der des
Sympathikus als hemmend auf die autonomen Plexesshbieben werden. Weiteren
Einfluss, speziell auf die Perfusion, nehmen daszhiinutenvolumen (HMV)
(Schwartzkopff et al., 2005), und die intramurafga®ung (Portas Gonzales et al.,
2003). In diesem komplexen Zusammenspiel konnteebiaur wenigen Mediatoren,
wie Angiotensin Il, Bradykinin oder Vasopressin,in alefinitiv regulatorischer
Einfluss auf die Perfusion nachgewiesen werdentistin et al, 2000). Auch Opioid-
Rezeptoren im myenterischen- und submukdésem Phesintestinums (Daniel et al.,
1985; Edin et al., 1980) sind an der Regulation Berfusion beteiligt. Weiter
scheinen Opioide bei der Regulation der Motilitétedigt und sind in dieser
Eigenschaft beim Menschen beschrieben (Ferry €1887). So ist unter Einfluss von
Opioiden die gastrale Entleerung verzogert (Sutliea al., 1981) und die intestinale
Passage prolongiert (Fiocchi et al., 1982). Bed@dantvird diese Tatsache bei
Patienten welche hohe Dosierungen exogen zugefih@piate verabreicht
bekommen. Die genannte Konstellation findet sidh,imm Kombination mit hohen
Spiegeln endogener Opioide, bei intensivpflichtigeatienten haufig nach Unfall-
oder chirurgischem Trauma, z.B. ausgedehnten alveidlen Eingriffen (Taguchi et
al., 2001) oder Schock. Ein hoher Plasmaspiegeleagogenen Opioiden und
Katecholaminen besteht hier durch Stressaktivier@mgleman et al., 1994), der an
exogenen Opiaten durch die exogene Schmerzthefapreh Minderperfusion des
Gastrointestinaltraktes im Schock kann so die Begfunktion der Mukosa soweit
herabgesetzt werden (Ince et al., 1999), dass es oertritt von Bakterien und
Toxinen in das GefaRsystem kommt (Frey L., 2000)gé& ist die Ausbildung einer

Sepsis mit anschlieRendem Multiorganversagen (Laretal., 1994).



Dieses Krankheitsbild stellt mit 135000 Todesféalpgn Jahr (Davies et al., 2001) die
Haupttodesursache auf traumatologischen Intensimsen der westlichen Welt dar
(Sands et al.,, 1997). Vorrangiges Ziel der Behamgllumuss es also sein, die
intestinale Perfusion trotz hoher Plasmaspiegekxrgen zugefihrten Opiaten und
niedrigem HMV (Schock) aufrecht zu halten.

1.2 Das endogene Opioidsystem

Das endogene Opioidsystem setzt sich im Wesentlicles drei verschiedenen
Peptiden zusammen: Endorphine (Li et al.; 1976kelphaline (Hughes et al.; 1975)
und Dynorphine (Goldstein et al.; 1979), wobei gdeeptid aus einer eigenen
Vorstufe synthetisiert wird, Proopiomelanocortirrpéhkephalin und Prodynorphin.
Die Existenz weiterer Peptide ist jedoch bereitshgawiesen. Das Vorkommen der
Substanzen wurde u.a fur Hypophyse, Hypothalanets|dslriise, Nebennieren, Herz
und Gastrointestinaltrakt nachgewiesen, wobei d@nzentrationen sich in den
einzelnen Organen unterscheiden. Die Hauptbindtelfss der Opioidpeptide sind
der p-, 8- und k- Opioid-Rezeptor (Dhawan et al.; 1996). Die Peptimhterscheiden
sich hinsichtlich ihrer Affinitaten zu den Rezegmoy wobei Dynorphin A bevorzugt
am k-Opioid-Rezeptor und R-endorphin gmOpioid-Rezeptor bindet. Inzwischen
geht man von der Existenz weiterer Rezeptorenzvidedess-, und dese-Rezeptors,
aus. Analog der Opioidpeptide ist die Verteilungr deezeptoren ebenfalls
organspezifisch. Die Opioide werden hauptsachlioteru Stress, z.B. nach einem
Trauma, in die Blutbahn freigesetzt (Andeman et 094, Nieber et al.; 1985) und
kobnnen entwicklungsgeschichtlich zu den Mediatoraer Flucht- und
Kampfreaktionen gezahlt werden.

Am kardiovaskularen System haben die endogenenidgpeine Funktion bei der
Regulation der Funktion (Holaday et al.; 1983) Uperiphere und zentrale Opioid-
Rezeptoren (Gautret et al.; 1985). Durch Beeinflngsvon HMV und Gefasstonus
somit auch auf die Splanchnikusperfusion. Beréd@6lkonnte die direkte Dynorphin-
(1-13) vermittelte Relaxation der A. mesentericaesior der Ratte in vitro gezeigt

werden (Kannan et al.; 1986).



Der direkte Einfluss der einzelnen endogenen Opaptide auf das Intestinum wurde
1988 in einem Tierversuchsmodell mit exogen hesgjiésh selektiven Opioid-

Rezeptor Agonisten beschrieben (Allescher et @88) wobei Dynorphin-(1-13)

dosisabhangig den starksten hemmenden EinflussliauMotilitdt des Pylorus im

Hund zeigte. Dieser Effekt konnte an Studien imovinit Geweben von Maus und
Meerschwein bestéatigt werden (Goldstein et al.; 9)97Erste Versuche die
unerwinschten intestinalen Motilitatsstérungen naksgedehnten abdominellen
Eingriffen mit unselektiven nicht zentral wirksam@pioid-Rezeptor Antagonisten im
Patienten positiv zu beeinflussen verliefen erfeigh (Taguchi et al.; 2001).

Ebenfalls einen Hinweis darauf, dass die intestir@érfusion sich durch Opioid-
Rezeptor Antagonisten positiv beeinflussen lassénnte, liefert eine Studie bei
welcher der unselektive Opioid-Rezeptor Antagomistioxon zusammen mit der
Pramedikation vor einer Koloskopie eingesetzt wur@randt et al.; 1999).

Physiologische GefalRe und pathologische Ektasiktersso besser darzustellen sein.
Bei 17,8 % der Patienten konnte eine koloskopisahtldthe Zunahme der sichtbaren
Vaskularisation beobachtet werden, allerdings igst €&influss der sedativen

Pramedikation hier nicht sicher auszuschliel3en.



1.3 Ziel der Studie (Hypothese)

Welchen Effekt, und welche Interaktionen, hat deteldive k-Opioidrezeptor
Antagonist nor-Binaltorphimin auf die Hamodynami&sdchronisch instrumentierten
Hundes, und welche Auswirkungen bestehen auf die@antestinale Perfusion?



2. Modell
2.1 Begrundung fur das Modell

Die beschriebene Versuchsreihe wurde an chronisdtrumentierten Hunden

durchgefuhrt, da die durchgefihrte umfangreiche trdnsentierung nur am

Grosstiermodell zu realisieren ist. Zudem sind Husdhr gut fir das experimentelle
Setting trainierbar, so dass Stoérfaktoren wie Uarwimd Stress sicher beherrscht
werden konnen ohne auf Sedativa zurtickgreifen zesenj welche ihrerseits einen
ungewinschten Einfluss auf das kardiovaskularée8yals auch auf die Reaktion bei
Intervention haben (Vatner et al.,1971). Die Tiem&rden mehrere Wochen vor der

operativen Intervention an das spatere Versuchsgeiwohnt.
2.2 Die operative Instrumentierung

Vor Beginn der eigentlichen Messreihe wurden diendiu mit intrakardialen- und
intravaskularen Messonden instrumentiert. Diesedghchten zu jeder Zeit eine
exakte Aussage Uber den arteriellen Blutdruck, dénksatrialen- und
linksventrikularen Blutdruck. Da die Aufzeichnungn i Echtzeitverfahren erfolgt
waren Einflisse einer modifizierten Inotropie auk darmperfusion direkt zu
erkennen. Die quantitative Bestimmung der Perfusierteilung wurde mit Hilfe
fluoreszierender Mikrospharen (Abschnitt 4.1) dgedfiihrt.

Die zwischen 20 kg und 25 kg schweren Fox-Hundsdemmit 5 mg/kg Ketamin
(Ketanes® S, Parke-Davis GmbH, Berlin, Deutschland) und 1/kaepgPiritramid
(Dipidolor®, JANSSEN Pharmaceutica N.V., Beerse, Belgien)rgéktion in den M.

glutaeus pramediziert. Diese Malinahme erleichtda® anschlieRende Platzieren
einer peripheren 18 Gauge Venenverweilkantle (tesyg™, Becton Dickinson
Vascular Access, Utah, USA) in die V. saphena umibglichte eine fir den Hund

stressfreie Narkoseeinleitung mit 5 mg/kg PropgRisoprivar® 1%, Astra Zeneca

GmbH, Wedel, Deutschland) und 0,4 mg Fentanyl @meyitJanssen 0,58y
JANSSEN Pharmaceutica N.V., Beerse, Belgien).



Es folgte die endotracheale Intubation und Fortfarder Narkose mit Isofluoran
welches Uber einen Respirator (AV1, Drager, Deldsah) in einem Sauerstoff/Luft-

Gemisch zugefihrt wurde.

Die erforderliche Analgesie wurde durch wiederholte. Gabe von Fentanyl

(Fentanyl-Janssen 0,5@gJANSSEN Pharmaceutica N.V., Beerse, Belgien)ate
Die Beatmung uber den Respirator (AV1, Drager, Behland) wurde so gesteuert,
das zu jeder Zeit der Narkose eyC@, von 35 - 45 mmHg und ein®, von 90 - 120

mmHg aufrechterhalten wurde.

Zusatzlich wurde die periphere Sauerstoffsattigomg Hilfe eines Pulsoxymeters
bestimmt. Flissigkeit wurde in Form von 10 ml/kgtaner Kochsalzlosung bzw.
Vollelektrolyt-L6sung (B. Braun Melsungen AG, Metggen, Deutschland) zugefihrt.
Zur Erhaltung einer Normothermie wurde auf dem @penstisch eine regulierbare
Heizmatte platziert. Die Kdrperkerntemperatur wufdetlaufend mit einer rektal

eingebrachten Sonde Uberwacht.

Im Folgenden wurde das Fell im Operationsgebietfeentt woraufhin die

Hautdesinfektion und sterile Abdeckung des Opemafeldes durchgefiihrt wurde.

Jetzt erfolgte die linksseitige Thorakotomie im IBterkostalraum. Die nachste

durchgefiihrte MaBnahme war die Einlage eines 18)&dygoP-Katheter (Norton
Performance Plastics, Arkon, Ohio, USA) in die Aodescendens. Hierzu wurde
selbige partiell tangential ausgeklemmt, eine Tabektelnaht angelegt, die
Adventitia entfernt und der Katheter nach Stichéim eingefuihrt. Uber diesen
Zugang wurden spater arterielle Blutproben gewonmsemvie eine kontinuierliche
intravasale Blutdruckmessung Uber einen Transdiwwehgefihrt.

Es folgte die Erdffnung des Pericards und Platngrueines Katheters zur
Druckmessung im linken Ventrikel (LVP) (Janssen rRteceutica, Beerse, Belgien),
Uber eine weitere Stichinzision im Bereich der ldpitze, innerhalb des Lumens des
linken Ventrikels. Uber diesen Katheter war spdierMessung des linksventrikularen

Druckes (LVP) und die Berechnung dessen ersterittibig nach der Zeit (LM /d,)

maoglich.



Die Einlage eines weiteren 18 Gauge TyBefatheters in das linke Herzohr,
ebenfalls nach Ausklemmung und Stichinzision, beé&nd die operative
Instrumentierung. Der letztgenannte Katheter dietdge Messung des linksartrialen
Druckes sowie der Applikation fluoreszierender Mipharen.

Die Funktion der eingebrachten Katheter wurde nactraoperativ Uberpruift,

woraufhin bei guter Funktion das Pericard vers@dasverden konnte.

Die eingebrachten Katheter wurden subcutan zwisatem Scapulae nach auf3en
gefuhrt und dort mit Nahtmaterial fixiert. Wundsekwurde Uber eine links thorakale
Drainage nach aufRen abgeleitet. Ergdnzend zur geostoven Schmerztherapie

wurden Intercostalblockaden der IntercostalrAumieisA6 mit 0125% Bupivacain

(Carbostesin®, Astra GmbH, Wedel, Deutschland) higetihrt. Der Thorax wurde

im Anschluss schichtweise verschlossen.

Die Wunden wurden mit Betaisodd®a Salbe (Povidon-Jod, Mundipharma GmbH,
Limburg, Deutschland) bestrichen und mit einer gasauen Textiljacke verbunden.
Infektionen und Beschéadigungen der Katheter konstemn allen Fallen verhindert

werden.

Das Versuchstier wurde nach Ausleitung der Narkaser stabiler Hamodynamik

und ausreichender Spontanatmung, sowie mit intal8ehutzreflexen, zurlck in

seinen Kafig gebracht.

2.3 Postoperatives Management

Vor Beginn der eigentlichen Versuchsreihe wurde @iemen mindestens zwolf Tage
Zeit gegeben sich von der Operation zu erholen. @perationstag sowie am ersten
postoperativen Tag wurden die Tiere im Abstand 3@hStunden visitiert. Jede Visite

beinhaltete u.a. die i.m. Injektion einer indiviluangepassten Dosis Piritramid

(Dipidolor®, JANSSEN Pharmaceutica N.V., Beerse, Belgien)Sthmerztherapie.
Am ersten Tag wurde zusatzlich eine angepasstesDOkiInidin (Catapressan®,
Boehringer Ingelheim, Deutschland) appliziert, umin e postoperatives

Durchgangssyndrom zu vermeiden.



Eine Reduktion der Schmerzen auf ein der Operaiogemessenes Niveau, sowie
gute Fuhrbarkeit des Versuchstieres war auf diess&\sichergestellt.

Des Weiteren wurde in den ersten drei Tagen naclgeration, je eine antibiotische

Prophylaxe mit 2g Ceftriaxon (Rocepfin Hoffmann- La Roche AG, Grenzach-
Wyhlen, Deutschland) durchgefiihrt. Die Spilung Hetheter mit heparinisierter
0,9% NaCl- Lésung, Reinigung und Desinfektion deandlen, sowie Anlage eines
neuen Verbandes erfolgte bis zum dritten Tag tRgli€pater wurden diese

Maflinahmen einem dreitagigen Rhythmus angepasst.

Die Tiere hatten jederzeit freien Zugang zu Wasssd Futter. Jedes Tier hatte
mehrmals taglich Auslauf im Freigehege und stanehterbrochen unter Beobachtung
geschulter Tierpfleger der Zentralen Tierexperirakb@n Einrichtung der Universitét.

Komplikationen konnten so direkt erkannt und deitdredes Versuchsvorhabens oder

dessen Stellvertreter wurden unverzuglich informier



3. Versuchsprotokoll

Das Versuchsprotokoll beschreibt das Vorgehen d&idkhounds im Alter von 11 bis
13 Monaten. Die Tiere waren von beiderlei Geschletdis Korpergewicht lag bei 24-
28 kg. Bei allen Tieren wurden zu zwei ZeitpunktBiutentnahmen und eine
Bestimmung der Organperfusion durchgefihrt. Duredses Vorgehen diente jedes
Tier als seine eigene Kontrolle.

Vor Beginn der eigentlichen Messungen wurde sictrdlt, dass alle Messsonden
korrekt funktionieren und sich die Tiere nach Koktren an die Messapparatur ruhig
verhielten. Das Vorhandensein hamodynamischer I§&lwurde dokumentiert. Auf
Normothermie wurde geachtet. Bei allen Tieren wuaitzlich ein peripher-vendser
Zugang gelegt, Uber welchen zur Aufrechterhaltumgs normovolamen Zustandes
2ml/kgKG/h Vollelektrolytlosung infundiert wurden.

Vor Applikation von nor-BNI wurde bei jedem Tiernei komplette Messung zur
Bestimmung aller Ausgangswerte durchgefuhrt. Diesimhaltete die transthorakale
echokardiographische Untersuchung des HerzensApiiikation des ersten Bolus
Mikrospharen (Abschnitt 4.1) zur Bestimmung deriwaglen Organperfusion, sowie
die Entnahme einer arteriellen Blutprobe zur Bestung der Katecholaminspiegel
und der endogenen Opioidpeptidspiegel im Plasnsadam aortalen Katheter.

Im nachsten Schritt wurde jedem Tier eine Dosis 2anmg/kgKG des selektivett
Opioid-Rezeptor Antagonisten nor-BNI Uber den lhakksalen Katheter zentral
infundiert. nor-BNI war, fur alle Tiere gleich, BOml Aqua-Dest gelést und wurde
mit Hilfe eines Perfusors Uber einen Zeitraum vo@ @in. mit konstanter

Infusionsgeschwindigkeit gegeben.

Die hdmodynamischen Parameter wurden im Verlaufn viénde der Substanz
Applikation nach:45 min., 60 min., 90 min., 120 min., 150 min., 180 min., 3,5
Stunden4 Stunden6 Stunden,12 Stunden und4 Stunden, jeweils zum Zeitpunkt

aufgezeichnet.

Wahrend der Applikation und in den ersten 4 folgan&tunden waren die Tiere
kontinuierlich unter Aufsicht und an die Uberwachan und MeReinheit

angeschlossen.
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Nach 24 Stunden, zum Zeitpunkt der maximalen und ausdgiidie kappa-Rezeptor
antagonistischen Wirkung von nor-BNI (Abschnitt 5¢rfolgte eine weitere
transthorakale echokardiographische Untersuchuogijesdie zweite Applikation
fluoreszierender Microspharen, einer anderen FatlyeDarstellung der regionalen
Perfusion zum Zeitpunkt. Ebenfalls na2d Stunden wurde erneut eine arterielle
Blutprobe zur Bestimmung der Katecholaminspiegeld umler endogenen

Opioidpeptidspiegel im Plasma, aus dem aortalehdat gewonnen.

Zwischen den Mel3zeitpunkten wurden die Tiere, ab4deStunde, zurick in Ihre
Boxen verbracht. Diese Phase der Erholung verhingeflisse durch Stress und

Schlafentzug, bedingt durch die lange Versuchsdauédas Messergebnis.

Der Ablauf aller Messungen und Untersuchungen lageeinem standardisierten
Protokoll. Hierbei wurde neben und hygienischemeftdn auch insbesondere darauf
geachtet, dass wahrend des gesamten Versuches rgige Atmosphare im
Versuchslabor vorherrschte. Personen, die niclitem Ablauf involviert waren und
den Hunden nicht bekannt waren, hatten zu keinemputet Zutritt. Fur die
Messungen und Ultraschalluntersuchungen war dieiti®os der Tiere im

Versuchskafig zu allen Zeitpunkten gleich.

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs

N
b80 min ) MelRzeitpunkte Applikation

MAP, LAP,

REnd, Dyn4

[MAP. LAP, LVP, HF]

Die Melzeitpunkte waren vor dem Versuch (Baselimed nach nor-BNI Applikation nach 45min,
60min, 120min, 150min, 180min, 3,5h, 4h, 6h, 12k @vh; MAP=mittlerer Aortaler Blutdruck;
LAbP=mittlerer linksatrialer Blutdruck;LVP=linksvénikularer Blutdruck; HMV=Herzminutenvolumen;
ADR=Adrenalin; NA=Nor-Adrenalin; REnd=RBendorphiny@mA\=Dynorphin A
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4. Messmethoden
4.1 Fluoreszierende Mikrospharen

Der regionale Blutfluss (RBF) im Splanchnikusgebieturde mit Hilfe
fluoreszierender Mikrospharen quantitativ bestimiihe ahnliche Methode, welche
auf dem Prinzip der Indikatordilution basiert (Heymn et al., 1977), wurde bereits
1969 und 1976 mit radioaktiv markierten Mikrospmareur myokardialen
Perfusionsbestimmung im Tiermodell verwendet (Doecbret al., 1969; McDevitt et
al., 1976) und wurde zunehmend auch zur experiienteBestimmung der
extrakardialen Organperfusion eingesetzt (Hanseal.et1998). Der Vergleich von
fluoreszierenden und radioaktiven Mikrospharen tzeidass die radioaktiven
Mikrospharen, welche in Dimension und Konzentratiden im Versuchsmodell
verwendeten fluoreszierenden entsprechen, kein@il@odynamische Stérungen z.B.
durch Embolisation hervorrufen. Zudem wurde bergézseigt, dass die Verwendung
fluoreszierender Mikrospharen in lhrer Aussagekrafit der der radioaktiven
Mikrospharen im Hund korreliert (Glenny et al., B99Zudem zeigen fluoreszierende
Mikrospharen eine geringere Tendenz zur Aggregatiwh bleiben langer in Losung.
Ein wesentlicher weiterer Vorteil fluoreszierendédikrosphéaren ist die ausbleibende
Strahlenbelastung. Eine unter das Strahlenschutigefallende Lagerung und
Entsorgung wie bei radioaktiv markierten Mikrosmirentfallt. Auch werden
fluoreszierende Mikrosphéaren nicht durch radioatiZerfall unbrauchbar (Prinzen
et al.,, 1994). Bei allen Vorteilen kann aber eim&gliche chemisch/toxische
Gefahrdung des Personals oder der Umwelt, bei deswArtung fluoreszierender
Mikrospharen, nicht ausgeschlossen werden.

Die in diesem Modell verwandten Mikrosphéren (NowrIFluorescent Microspheres,
Interactive Medical Technologies (IMT), Ltd., Inan CA, USA) wurden vor
Applikation im Injektionsvolumen (1,8 ml) mit eineMortex-Mixer aufgeschuttelt

und durch ein Ultraschallbad homogen im Injektiaismen verteilt.
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Pro Versuch waren zwei Applikationszeitpunkte inotBkoll festgelegt, einer vor
Verabreichung von nor-BNI sowie ein weiterer 24 rsien nach Applikation, zum
Zeitpunkt der maximal antagonistischen Wirkung aappa Opioidrezeptor (Endoh et
al., 1997).

Bei jeder Applikation wurde®-10° Mikrospharen mit einer GroRe von LBn tber
den atrialen Katheter mit gleich bleibender Gescllwgkeit Gber eine 1 min. injiziert.
Der Katheter wurde unmittelbar mit isotonischer gagmvarmer Kochsalzlésung

gespuilt, um alle Partikel in den Kreislauf einzagen.

Die GroRe und Unverformbarkeit der Mikrospharenagéert ein verbleiben im

GefalRbett der einzelnen Organe bei der ersten |[Huvfmssage. Die Anzahl der
Mikrospharen in den verschiedenen Geweben ist dimgloportional zu dem

jeweiligen Blutflu3. Parallel zur Mikrosphareninjelh wurde eine Referenzblutprobe
Uber den aortalen Katheter aspiriert. Dies gesahéhHilfe einer Spritzenpumpe

(Havard Apparatus, South Natick, USA) beginnendSeBunden vor und andauernd
bis 2 min nach Ende der Injektion, bei konstant@dErrate von 6,6 ml pro Minute.
Der regionale Blutfluss (RBF) der einzelnen Orghisst sich durch folgende Formel
berechnen:

Konzentration der Mikrosphéaren im Organ * Referduotfluss

Mikrosphéarenkonzentration ar Referenzblutprobe

Ein wichtiger Aspekt im Hinblick auf den regionaldBlutfluss der Leber ist
hervorzuheben. Durch den Anteil der Leberperfusams dem Pfortaderzuflul3 ist
keine valide Aussage Uber die gesamte Leberperfusiiglich. Im Pfortaderblut sind
keine Mikrospharen vorhanden, da diese bereits deei Passage im intestinalen
GefalRbett abgefangen wurden. (Daemen et al., 189)kann also lediglich der
Anteil der Perfusion Uber die Aa. hepaticae bestinvarden.
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Zur Entnahme der Organproben wurden die Tiere duHhleitung einer

Intubationsnarkose und anschlieRende Infusion eihéd6% Kaliumchloridlésung

(Kaliumchloridlosun®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

euthanasiert.

Gewebeproben von jeweils 2-3g wurden aus MagenkorpMagenantrum,
Duodenum, Jejunum, lleum und Kolon gewonnen. Imrei®drdes Darmes wurden pro
Abschnitt jeweils eine proximale und eine distatelfe entnommen. Weitere Proben
aus Leber, Milz, Pankreas, Nierenrinde, Nierenmawl Skelettmuskulatur wurden
ebenfalls entnommen. Die Proben wurden anschlie@ah@sotoner Kochsalzlésung
von Verunreinigungen befreit und auf ihre au3editinversehrtheit und Homogenitat
Uberpruft.

Fettgewebe wurde sorgfaltig von den Proben entfdmt ndchsten Arbeitsschritt
wurden die Gewebeproben gewogen und in separateefi@hrchen verbracht. Die
Roéhrchen wurden mit Formalin aufgefullt und mit esm Schraubverschluss
verschlossen. Fur jede Probe wurde eine Referemmeunnaergeben, welche sowohl
auf dem  Probenréhrchen  (I6sungsmittelresistent) akluch in  der
Versuchsdokumentation vermerkt wurde. Zusatzlichrdeuvon jeder Probe das
Brutto- und Nettogewicht dokumentiert. Zur quaniten Bestimmung der
Mikrospharenkonzentration mittels Flowzytometergeal wurden die Gewebeproben
in ein unabhangiges Labor in den USA verschicktefbictive Medical Technologies
(IMT), Ltd., Irvine, CA, USA).

4.2 Bestimmung der Plasmakatecholaminspiegel

Zur Bestimmung der Plasmakatecholaminspiegel wuatégrielle Blutproben beim
ruhenden Tier unmittelbar vor Applikation von nodBund 24 Stunden nach
Applikation der Testsubstanz tUber den aortalen &athaspiriert. Es wurden jeweils
5 ml Blut in gekuhlte Polystyren-Rohrchen abgenommevelche reduziertes
Gluthadion (GSH) und EGTA enthielten (KABE Labohtadk, Nimbrecht-Elsenroth,
Deutschland).
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Die Blutproben wurden unmittelbar fir 20 min beC4fit 3000 U/min zentrifugiert.
Das so gewonnene Plasma wurde abpipettiert und-H#C bis zur Analyse

tiefgefroren.

Die Bestimmung der Katecholamine Adrenalin (ADR@uMoradrenalin (NA) wurde
mit  Hilfe  eines  Hochleistungsflissig-Chromatographe (HPLC-Technik)
durchgefuhrt. Hierzu wurde 1 ml Plasma mit Puffeuiigen eines kommerziell zu

erwerbenden Extraktions-Essay gewaschen (ChronamegsMiunchen, Deutschland).

Zur selektiven Isolation der Katecholamine durchséwbtion wurde die Waschlésung
Uber Saulen aus Aluminiumoxid geleitet (Maycockakt 1987). 40uL der Elution
wurden im nachsten Arbeitsgang in einen Kontron 42@ssigchromatographen
(Kontron Instruments, Neufahrn, Deutschland) pgreti Verbunden war der
Chromatograph mit einem elektrochemischen DetdWimdell 4001 (Chromosystems,
Minchen, Deutschland), dessen glaserne Karbonsebektrode auf eine Spannung
von 0.5 V gegeniber der Silberchlorid Referenzeteld eingestellt war. Die untere
Detektionsgrenze war definiert als 95% des obertate&us der Standartkurve,
entsprechend 10pg/ml fur ADR und NA. Der intraas¥ayiationskoeffizient betrug
5,4% fiur ADR und 5,8% fur NA. Der interassay Vanaskoeffizient lag bei 10,6%
fir ADR und 9,4% fur NA.

4.3 Bestimmung endogenen Opioidpeptidspiegel im Rlma

Im Rahmen der hier vorgestellten Versuche wurdenRlasmakonzentrationen von
Dynorphin A, einem endogenexkaOpioidrezeptor Agonisten, und 3-Endorphin einem
endogenen p-Opioidrezeptor Agonisten, bestimmt ¢&dHartlage et al.; 2002). Die
Proben von je 7,5 ml wurden in vorgekihlte Probkrofien, die als Zusatz EDTA
und 500 IU/ml Blut Aprotinin (Bayer Vital GmbH, Levkusen, Deutschland)
enthielten, abgenommen. Bei 3000 U/min wurde d@b®@riber einen Zeitraum von
20 min bei 4°C zentrifugiert, das Plasma abpipettiad anschlielend bei -70°C bis
zur Analyse gelagert. Die spatere Bestimmung delogenen Opioide wurde von
einem unabhangigen Labor (Immundiagnostik AG, Bemsh Deutschland)

vorgenommen.



15

Die untere Detektionsgrenze lag bei 3,1 pg/ml fiEn@orphin und bei 8 pg/ml fur
Dynorphin. Der interassay und intraassay Variakoeffizient lag sowohl fir 13-
Endorphin als auch fur Dynorphin A bei unter 5%. eDiProben der
Ausgangswertbestimmung und der Bestimmung nach t#d8n wurden, far 13-
Endorphin als auch fur Dynorphin A, in jeweils degieichen Radioimmunassay
bestimmt. Die Plasmakonzentrationen aller Proberdevaweifach bestimmt und das
Mittel als Ergebnis angenommen. Um einen Einfluss dirkardianen Rhythmus auf
die Plasmakonzentrationen zu vermeiden, wurden\é&lsuche zwischen 8:00 und

9:00 am Vormittag begonnen.

4.4 Bestimmung hadmodynamischer Parameter

4.4.1 Messung des intraaortalen Druckes (MAP)

Zur Druckmessung wurde ein 18 Gauge TygerKatheter nach Stichinzision in
der Aorta descendens platziert. Der blasenfreipiytsiologischer Kochsalzlésung
geflllte Katheter wurde an ein steriles Einmaltcutersystem (Becton Dickinson
Critical Care Systems, Utah, USA) angeschlossenjétem Versuch erfolgte eine
Kalibrierung des Systems an Luftdruck und Temperatu Versuchslabor. Der

Transducer wurde exakt auf Herzhéhe des Tieregsiptat

4.4.2 Messung des linksartrialen Druckes (LAP)

Zur Druckmessung wurde ein weiterer 18 Gauge T$yorKatheter nach
Ausklemmen und Stichinzision im linken Herzohr piatt. Der ebenfalls
blasenfrei mit physiologischer Kochsalzlosung defiKatheter wurde an ein
steriles Einmaltransducersystem (Becton Dickinsoiticd@l Care Systems, Utah,
USA) angeschlossen. Vor jedem Versuch erfolgte Kadédrierung des Systems an
Luftdruck und Temperatur im Versuchslabor. Der Bducer wurde exakt auf

Herzhéhe des Tieres platziert.
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4.4.3 Messung des linksventrikularen Druckes (LVP)

Die Druckmessung erfolgte kontinuierlich Gber einen Bereich der Herzspitze
nach Stichinzision in das linksventrikulare Cavumwsigionierten Druckwandler
(,Pressure- Microtransducer”). Der Katheter kanncmalmplantation im
Versuchstier kalibriert werden. Fir diese Methosteein linearer Kurvenverlauf
bei guter Nullstabilitat sowohl fiir die Anwendung vitro als auch in vivo
beschrieben. Eine sichere Funktion ist fir mindestdrei Monate gegeben (Smet
et al.; 1979). Vor jedem Versuch erfolgte zudened{meuzkalibrierung gegen den
MAP und LAP.

4.4.4 Bestimmung der linksventrikularen Druckanstiggsgeschwindigkeit
Durch elektronische Aufzeichnung der LVP-Druckkukiger die Zeit konnte die
linksventrikulare Druckanstiegsgeschwindigkeit (vdt) bestimmt werden.
Hierzu wurde der Kurvenverlauf des LVP- Signals @omputer elektronisch
differenziert. Die mittlere Steigung des Kurvenaerfes entspricht der

Druckanstiegsgeschwindigkeit.

4.5 Echokardiographische Untersuchung des Herzens

Gewahlt wurde fiir diese Methode ein HP SEh&500 Ultraschallgerat kombiniert
mit einem 2-4 Mhz Fusion-Imaging Schallkopf. Die rsechstiere wurden in dem
oben beschriebenen Kafig, an welchen sie gewdhnmenyaintersucht und waren so
maximal ruhig. Zur besseren Schallibertragung wuttde Thorax im Areal der
Untersuchung rasiert. Die Untersuchung erfolgteeugteichzeitiger Ableitung eines
Elektrokardiogramms (EKG) zur Bestimmung der Hezgérenz (HR).

Um eine exakte Darstellung des Ventrikellumen -dkaadd - Ubergangs zu erreichen,
kam bei dieser Fragestellung, mit Aufzeichnung £imnweidimensionalen Bildes, die
so0g. Second - Harmonic - Imaging - Technik mit S¥retjuenzen von 1.8 Mhz und
Empfangsfrequenzen von 3,6 Mhz zum Einsatz.

Durch Akustische Quantifizierung in Kombination ntitht - Zeit Berechung des
enddiastolischen und endsystolischen Volumens ams zweidimensionalen Bild,
konnte die globale Ejektionsfraktion (EF) jederagihrend des Versuches bestimmt

werden.
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Das Herzminutenvolumen konnte rechnerisch anhamd &6 und HR bestimmt
werden. Alle gemessenen Parameter wurden auf SS Video und magnetoptischer
Platte gespeichert. Die Untersuchung wurde von neinein dieser
Untersuchungstechnik erfahrenen Facharzt fur Khogdie durchgefuhrt. Dieser hatte
zu keinem Zeitpunkt Auskunft dariber, ob es sich am Tier vor oder nach
Substanzapplikation handelt. Um interindividuelleddfehler zu vermeiden wurde die

Untersuchung immer von einem, den Hunden vertrattetlegen durchgefihrt.

Die erste Untersuchung wurde vor Applikation von r-Bdll unter
Ausgangsbedingungen (Baseline) durchgefuhrt.
Eine weitere 24 Stunden nach Ende der Applikatiaum Zeitpunkt des

Wirkmaximums deg-Opioidrezeptorantagonisten
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5. Untersuchtes Pharmakon — nor-Binaltorphimin

Die Wirkung von Opioiden wird nach deren Bindungspezifische Rezeptoren der
Untergrupperu (mi), K (kappa) undd (delta) (Dhawan et al., 1996) vermittelt. Einige
Opioidrezeptorliganden sind in der Lage an versidme Rezeptortypen
nebeneinander zu binden, so z. B. das exogene Mpigthin, wahrend das endogene
Opioidpeptid Dynorphin hauptsachlich an desfRezeptor und R-Endorphin am
Rezeptor bindet Andere Substanzen wiederum zeigen ein breites ekisads
Bindungsspecktrum mit antagonistischer Wirkung, nuen Beispiel die synthetische
Substanz Naloxon. Opiat und Opioid Bindungen ano{dpezeptoren haben meist
reversiblen Charakter und kénnen durch kompeteti®griagonismus aus I|hrer
Bindung verdrangt werden. Die Affinitat einer Swyst kann sich hierbei an den
Opioidrezeptorsubtypen unterscheideler k-Opioidrezeptor wurde in den
Mittelpunkt der der Untersuchung gestellt, da ddelgive k-Opioidrezeptor Agonist
Dynorphin-(1-13) in der Studie von Allescher (Alkber et al.; 1988) den starksten
inhibitorischen Effekt zeigte. Da nicht sicher veresagt werden kann, ob die
Wirkung eines selektiven Opioid-Rezeptor Antagamstauf Hamodynamik und
regionale Organperfusion zentral oder peripher wetnist, war es Bedingung, eine
sowohl zentral, als auch peripher wirksame Substanz Einsatz zu bringen.

Die in diesem Versuch verwandte Substanz nor-Binatimin kann die Blut-Hirn
Schranke passieren, und ist sowohl zentral als padpher wirksam. Der erwinschte
K-Opioidrezeptor Antagonismus von nor-BNI ist weléchst selektiv (Portoghese et
al., 1987). Einige Studien berichten auch ypRezeptor antagonistischer Wirkung,
welche ihr Maximum aber bereits nach 30-60 Minwgaeicht. Nach 4 Stunden ist die
p-antagonistische Wirkung nicht mehr nachweisbar ¢(Bneét al., 1992). Seine
maximale und ausschliel3lich kappa-Rezeptor antatiecihe Wirkung entfaltet nor-
BNI 24 Stunden nach i.v. Applikation, wobei die Wing bis zu 4 Wochen
nachweisbar sein kann (Endoh et al., 1992). Widktiguch, dass es sich bei nor-BNI
nicht um ein Protein handelt, das allergische Po&tnst somit als sehr gering

einzustufen.



Abbildung 2: nor-Binaltorphimin (nor-BNI)

NOR-BNI: R —H
BNI: R = CHa
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6. Datenerfassung und Statistik

Die kontinuierlich erfassten Parameter wie MAP, LARJ Herzfrequenz wurden im
Echtzeitverfahren elektronisch verarbeitet. Als dvzare stand ein Apple Power
Macintosh 8500/120 mit der notwendigen Erweiteraogonline-Datenerfassung zur
Verfigung. Als Software diente Labview 4.0 (Natibiresstruments Germany GmbH,
Minchen, Deutschland). Auf CD-ROM wurden die erfass Daten dauerhaft
gespeichert. Die Blutgasanalysen erfolgten miteHdines Analysators mit Oxymeter
(ABL 520, Radiometer, Kopenhagen, Danemark). Auaseal Ergebnisse wurden in

Datenerfassungsbdgen eingetragen.

Mit handelsuiblichem Computersystem (Apple, CupertitJSA) und Software
(Microsoft Exel, Statview) wurde die Auswertung @aten vorgenommen.

Durch den Vergleich verschiedener MesszeitpunkliéesoBehandlungsunterschiede
und Therapieeffekte herausgearbeitet werden. mtissschen Auswertung wurde
daher eine sogenannte ,one-way analysis of varidiiceviederholte Messungen und

ein T-Test fur abhangige Stichproben verwandt.

Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.

Die Werte sind als Mittelwert (MW) €ler zugehdrigen Standardabweichung (SD)

dargestellt. FUr alle Messwerte lag eine Normadiknmg vor.
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7. Ergebnisse
7.1 Hamodynamik

Das Herzminutenvolumen (HMV) der Tiere unter den sgangsbedingungen
(=Baseline) lag bei 2,83 8,29 Litern pro Minute. Die Daten waren normalteégt.

Die Herzfrequenz (HF) betrug unter Baselinebediggmn(BL) durchschnittlich 105 +
13 bpm, der aufgezeichnete aortal gemessene BaktdkAP) 99 +9 mmHg und der
mittlere links artriale Blutdruck betrug 2,10t5 mmHg.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefasst:

Tabelle 1. Hamodynamikdaten der wachen Hunde ohne (Baselind) 24h nach
i.v.Applikation von nor-Binaltorphimin (nor-BNI)

HMV [I/min] HF [bpm] MAP LAP
[mmHg] [mmHg]
Baseline 2,83 +0,29 105 43 99 +9 2,1+0,5
nor-BNI 3,93 +0,17* 106 +11 96 +11 2,3 10,4

*p<0,05 vs.BL; n=10;Mittelwert$D; HMV=Herzminutenvolumen; HF=Herzfrequenz; MAPitttarer
aortaler Blutdruck, LAP=links atrialer Blutdruck

Nach Kk-Opioidrezeptorblockade mit nor-BNI kam es gegenibeien
Baselinemessungen, zu einem signifikanten Ansteg MV auf 3,93 +1,71 I/min
(Abbildung 2).
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Abbildung 3: Herzzeitvolumen der wachen Hunde ohne (Baselind)24h nach i.v.

Applikation von nor-Binaltorphimin (nor-BNI)

4,5

3,5 -

2,5

O Baseline
H nor-BNI

1,5

Herzminutenvolumen [I/min]

0,5

*p=0,05 vs. BL; n=10;Mittelwersb

nor-BNI hatte 24h nach seiner i.v.-Gabe keine S§ignten Anderungen der
Herzfrequenz (HF) zur Folge (Abbildung 3).
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Abbildung 4: Herzfrequenz der wachen Hunde ohne (Baseline) 24id nach i.v.

Applikation von nor-Binaltorphimin (nor-BNI)
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Der mittlere aortale Blutdruck (MAP) betrug durchsittlich 96 +11 mmHg. Die i.v.
Applikation von nor-BNI hatte nach 24h keine sigqahte Abweichung zur Folge
(Abbildung 4).

Abbildung 5: Mittlerer aortaler Blutdruck der wachen Hunde okBaseline) und 24h

nach i.v. Applikation von nor-Binaltorphimin (norh\B)
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Der mittlere linksatriale Blutdruck (LAP) betrug mhschnittlich 2,1 +0,5 mmHg.
Die i.v. Applikation von nor-BNI hatte nach 24h keisignifikante Abweichung zur
Folge (Abbildung 5).

Abbildung 6: Mittlerer linksatrialer Blutdruck der wachen Hundene (Baseline) und

24h nach i.v. Applikation von nor-BinaltorphiminginBNI)
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7.2 Regionaler Blutfluss

Der arterielle regionale Blutfluss (RBF) wurde mHilfe fluoreszierender
Mikrosphéren bestimmt (Abschnitt 4.1). Die MaReihlfigr den RBF is{mlemin™eqg
].Wie ausTabelle 2 ersichtlich, kam es 24h nach i.v. Applikation voar-BNI zu
einer signifikanten Erhéhung des RBF in Magenkorpdagenantrum, Duodenum,
proximalem und distalem Jejunum, distalem lleunoxpnalem und distalem Kolon,
Pankreas, Nierenrinde und Nierenmark. Unbeeinflbfisb der arterielle RBF der
Leber und der RBF des proximalen Illeum. Der RBF déilz und der
Skelettmuskulatur waren, gegeniber den Baselinewersignifikant verringert
(Tabelle 2).
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Tabelle 2: Regionaler Blutfluss (RBF) ohne (Baseline) und Bélch i.v. Applikation

von nor-Binaltorphimin (nor-BNI)

RBF [mlemin"eg”] RBF [mlemin g™
Baseline nor-BNI

Mittelwert SD Mittelwert SD
Magenkorpus 1,385 0,049 1,77 0,066*
Magenantrum 0,95 0,058 1,202 0,023*
Duodenum 0,571 0,01 0,815 0,068*
prox. Jejunum 0,25 0,032 0,495 0,049*
dist. Jejunum 0,307 0,021 0,419 0,033*
prox. lleum 0,796 0,074 0,704 0,067
dist. lleum 0,513 0,053 0,641 0,043*
prox. Kolon 0,706 0,048 0,815 0,054*
dist. Kolon 0,735 0,01 0,983 0,035*
Leber 0,15 0,017 0,128 0,014
Milz 2,878 0,326 1,578 0,14*
Pankreas 2,863 0,362 3,507 0,097*
Nierenrinde 4,367 0,498 6,303 0,881*
Nierenmark 0,301 0,027 0,625 0,056*
Muskulatur 0,442 0,029 0,067 0,005*

*p=0,05 vs.BL; n=10;MittelwertStandartdeviation (SD); prox=proximal; dist=distal
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Abbildung 7: Regionaler Blutfluss des Magens der wachen Huhde ¢Baseline) und

24h nach i.v. Applikation von nor-BinaltorphiminginBNI)
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Abbildung 8: Regionaler Blutfluss des Intestinums der wachenddwhne (Baseline)

und 24h nach i.v. Applikation von nor-Binaltorphm{inor-BNI)
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Abbildung 9: Regionaler Blutfluss einzelner Organsysteme dezshea Hunde ohne

(Baseline) und 24h nach i.v. Applikation von nor#8itorphimin (nor-BNI)
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7.3 Arterielle Plasmaspiegel von Adrenalin und Nordrenalin

Der basale arterielle Noradrenalin (NA) Plasmaggi€Baseline) wurde von einem
beauftragtem Labor bestimmt (Abschnitt 4.2), ebenwss der basale Plasmaspiegel
von Adrenalin (ADR). Die Mal3einheit ist pg/ml. Dith nach i.v. Applikation von
nor-BNI gemessenen arteriellen Plasmakatecholaneigsp zeigten keine

signifikanten Veranderungen gegenuber den Basedirtew (Abbildung 9).
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Abbildung 10: Plasmakatecholaminspiegel unter Baselinebedingu(i§aseline) und

24h nach i.v. Gabe von nor-Binaltorphimin (nor-BNI)
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7.4 Arterielle Plasmaspiegel von Dynorphin A und (&ndorphin

Der basale arterielle Plasmaspiegel von [3-Endonphiale mit 20,4 45,9 pg/ml unter
Ausgangsbedingungen (Baseline) bestimmt 24h nacApplikation von nor-BNI lag
der Wert bei 11,9 _+3,0 pg/ml. Die Werte zu den beiden Mel3zeitpunkten
unterscheiden sich nicht signifikant (Abbildung .10)

Abbildung 11: R-Endorphin Plasmaspiegel unter Baselinebedingu(igaseline) und
24h nach i.v. Gabe von nor-Binaltorphimin (nor-BNI)
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M=10; MW +SD

Die basale Dynorphin A Bestimmung ergab einen igiten Plasmaspiegel von 1,3 +
0.7 pg/ml unter Baselinebedingungen. Nach 24 Stwurmiggte sich ein signifikant
hoherer Plasmaspiegel von 5.2:0 pg/ml Abbildung 11).
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Abbildung 12: Dynorphin A Plasmaspiegel unter Baselinebedingur{Baseline) und

24h nach i.v. Gabe von nor-Binaltorphimin (nor-BNI)
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8. Diskussion

8.1 Einleitung

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass nor-B&il BBF im Splanchnikusgebiet
signifikant steigert. Bedeutsam ist eine gleichgeisignifikante Steigerung des HMV
bei nicht signifikant erhdhter Herzfrequenz undhhisignifikant erhohtem MAP.
Folglich ist mit gro3er Wahrscheinlichkeit davorsaugehen, dass nor-BNI durgh
Opioidrezeptor Blockade am Herzen zu einem posiistropen Effekt, und am
Intestinum zur Vasodilatation flhrt. Bestatigungdet diese Beobachtung durch die
Beobachtung einer Umverteilung des RBF vom Skeletk®l, zugunsten des

Splanchnikusgebietes.

8.2 Diskussion des Versuchsmodells

Das gewahlte Versuchsmodell hat sich in bisherigdreiten zu hamodynamischen
Fragestellungen (Grosse Hartlage et al.,, 2004) kradjestellungen der Perfusion
bewahrt (Weber et al., 2002). Vergleicht man Untelnsingen an Geweben in vitro
mit denen im lebenden Organismus, so ist festZastelas sich bei in vitro
Experimenten zwar eine isolierte Organstruktur oflerktionelle Einheit gezielt
untersuchen lasst (Hartung et al., 1993), der fiimsch relevante Aussagen aber
unerlassliche Einfluss des Vegetativum und der halen Faktoren auf das
Organsystem aber unberlcksichtigt bleibt. FolgBoid in vivo Experimente v.a. im
chronischen Tiermodell immer noch unerlasslich fiRgset al., 2002; Hartung et al.,
1998; Johnson et al., 2002). Fur das Versuchmaueilo ist weiterhin zu beachten,
dass die Reaktionen des Organismus unter Versutingiomgen maoglichst
storungsfrei erhalten werden mussen, um eine Bassung der Ergebnisse durch
Faktoren wie z.B. Stress zu vermeiden (Johnsonl.e2@02). Durch die einfach
durchzufihrende Konditionierung auf einen experiteden Versuchsaufbau

erscheint der Hund als geradezu ideal.
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Hinzu kommt eine Eignung in nahezu idealer Weiselluwesentliche Ahnlichkeiten
des Hundeorganismus mit dem des Menschen auf kaskalarer (Hasenfuss et al.,
1998), endokrinologischer (Rijberk et al., 2003y yrathophysiologischer (Brown et
al., 2004) Ebene.

Besonders wichtig fur das hier beschriebene Modsgll die Ahnlichkeit des
Opioidsystems des Hundes mit dem menschlichem (@d¢net al., 2003). Die
Auswahl eines chronischen Versuchmodells flr uns®ersuche mit einer
Erholungsphase der Tiere von mindestens 12 Taganoperativer Instrumentierung,
verspricht eine hohere Validitat der Ergebnisse eimén Versuchsorganismus unter
physiologischeren Bedingungen, da kein periopegatStress die Physiologie des
Tieres beeinflusst (Triana et al., 1991). Bei akidmstrumentierung, bei welcher die
Messungen direkt im Anschluss an die operativerunstntierung vorgenommen
werden, ist mit einem Einfluss der Narkose (Lunalet2001) und der Intervention

selber (Priebe et al., 1988) auf die Messergebissechnen.

Trotz aller Ahnlichkeit ist aber immer zu bedenkelass es sich um ein Modell
innerhalb einer anderen Spezies handelt. Diesenktikis muss bei der Auswertung
und Interpretation der Ergebnisse bedacht werdea.dbekte Ubertragbarkeit der
Ergebnisse auf den Menschen ist deshalb nach wieigbt moéglich (Brent et al.,

2004).

8.3 Physiologie, Regulation und Interaktion der S@nchnikusperfusion

Das Splanchnikusareal setzt sich aus den zugeer@gganen Magen, Darm, Leber,
Pankreas und Milz zusammen. Um eine differenzierBegurteilung zu ermoglichen
wurde flr unsere Versuchsreiche eine weitergehefdfteilung vorgenommen,
hierbei wurde der Magen in Korpus und Fundus ueiterDuodenum, Jejunum, lleum
und Kolon wurden in ihren proximalen und distalentél unterteilt. Weiter wurde
das klassische Splanchnikusareal um die BetrachtiengNiere, mit Aufteilung in
Rinde und Mark, sowie um eine SkelettmuskelprolseMeasculus Glutaeus maximus

erganzt.
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Der RBF des Magens, der Leber und der Milz wird Asgen des Truncus coeliacus
aufrechterhalten. Duodenum, Jejunum, lleum undd2& proximalen Kolon werden
arteriell durch die Arteria mesenterica superiorsuegt. Die Arteria mesenterica

inferior versorgt schlief3lich den distalen AntesisdKolon.

Der RBF der Leber setzt sich zusammen aus demli&stfier Vena portae und der
Arteriae hepaticae. Der Zufluss der Vena portaedlerhierbei Blut aus dem

Kapillarbett von Magen, Darm, Milz, Pankreas undskigerium. Das Pankreas wird
durch Aste der Arteria splenica, der Arteria gadtimdenalis sowie der Arteria
mesenterica superior versorgt. Die arterielle Vigggiog der Nieren wird durch die aus
der abdominalen Aorta entspringenden Arteriae remg@sichert. Annéaherungsweise
30% des Herzzeitvolumen (HMV) werden fiur den RBFES @planchnikusgebietes
bendtigt.

Das gesamte Gebiet ist von einem dichten Gefleaht sampathischen und
parasympathischen Nervenfasern durchzogen, weloten egro3en Anteil an der
Regulation des RBF, durch Beeinflussung des Tonuareeriolen und Prakapillaren,
haben. So werden sympathische Signale durch Fzersget von Noradrenalin,
parasympathische durch Acetylcholinfreisetzung tiagen. Die adrenerge
Innervation durch den Sympathikus reguliert dal@igtsachlich den RBF (Parker et
al., 1999) auf Ebene der Arteriolen und PrakamharZusatzlich regulativen Einfluss
auf den RBF (Hansen et al., 2003) hat das enteriddrvensystem, bestehend aus
Plexus myentericus (Auerbach) — lokalisiert zwisctgen Schichten der Tunica
muscularis, sowie dem Plexus submucosus (Meissrerangeordnet in der

Submucosa.

Zusatzlich zu den bisher beschriebenen Regulatieasamismen gibt es Hinweise auf
eine Beteiligung der endogenen Opioidpeptide an deegulation der

Splanchnikusperfusion (Wallus et al., 1981).
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8.4 Das endogene Opioidpeptid System

Das endogene Opioidsystem setzt sich aus drei hietdenen Peptiden zusammen:
Endorphine (Li et al., 1976), Enkephaline (Hughésale, 1975) und Dynorphine
(Goldstein et al., 1979) wobei jedes Peptid augregigenen Vorstufe synthetisiert
wird, Proopiomelanocortin, Proenkephalin und Praniphin. Die Signalkaskade ist
rezeptorvermittelt G-Protein gekoppelt, wobei Ial¢ionen von Rezeptorensubtypen
untereinander beschrieben sind. Diese kbnnen iNVildeung sowohl synergistisch als
auch gegeneinander gerichtet sein. Es kdnnen Reeeptsowohl im gleichen
Gewebe, direkt physikalisch oder durch interzetil&ignalkaskaden, als auch in
verschiedenen Geweben durch im Blut geldste Batéfesinteragieren. (Smith et al.,
2003). Die Hauptbindungsstellen der drei Opioidjkptsind derp- (Chen et al.,
1993),6- (Evans et al., 1992) undRezeptor (Yasuda et al., 1993).

Die Peptide unterscheiden sich hinsichtlich ihréfinitaten zu den Rezeptoren wobei
Dynorphin A bevorzugt am-Rezeptor und [3-Endorphin gmRezeptor bindet. Erst
vor einigen Jahren wurden weitere Peptide, Endomior(Zadina et al., 1997) und
Orphanin FQ (Reinscheid et al., 1995), entdeckt.

Die Aktivierung des endogenen Opioidsystems ist emg der Aktivierung des
sympathischen Nervensystems verbunden. Auch hiéslgereine Aktivierung
hauptsachlich bei Stress, Schmerzen und Angst €Nieet al., 1985),
entwicklungsgeschichtlich als Flucht- oder Kampitem (Akil et al., 1984). Nach
heutigem Kenntnisstand werden nahezu alle Bereleegrganismus durch endogene
Opioide beeinflusst (Burks et al., 1987). So werdadogene Opioide im zentralen
Nervensystem u.a. in Hypophyse, Hypothalamus, denbidchen System, den
Raphekernen und im Ruckenmark expremiert. Peripggied u.a. Schilddrise,
Pankreas, Nebennieren, Herz und der Gastrointéstikia zu nennen. Die
Ausschittung erfolgt hierbei sowohl zentral als hageripher. So bindet z.B. [3-
Endorphin an é-Rezeptoren des Hypothalamus, was zu einer vermerde
Ausschittung von Adrenalin und Noradrenalin aus Nebennieren fuhrt, und ein
Grund fur die schlechte Hamodynamik im Schock Bas Wirkspektrum der
endogenen Opioide kann hierbei als modulierend &ympathikuswirkung

entgegengesetzt beschrieben werden (Wong et 80).19
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Im Gastrointestinaltrakt findet sich eine starkerigidon der Rezeptorverteilung fur
endogene Opioide. Schon 1981 wurde die ExpressinrOpioidrezeptoren im Magen
bei Hunden diskutiert (Walus et al.; 1981). Inzwisc konnte immunhistochemisch
eine grol3e Dichte ak undpu-Rezeptoren in Magen und proximalem Kolon der Ratte
gefunden werden. Die Expressionsdichte gdgezeptors war im proximalen Kolon
viermal groBer als die degi-Rezeptors. Im Duodenum war die geringste
Rezeptordichte zu finden (Fickel et al., 1997). AUmnnte eine hohe Dichte an
opioidpeptiden sowie deren Rezeptoren sowohl imuRBlesumukosus (Watson et al.,
1981) als auch im Plexus myentericus (Jessen,et980) gefunden werden. Hierbei
ist derk-Rezeptor hauptsachlich im Plexus myentericus isieat, wahrend deb-
Rezeptor und dep-Rezeptor sowohl im Plexus myentericus als auchPiexus
submucosus gefunden werden (Sternini et al., 2001).

Die Zusammensetzung der expremierten Peptide isbeidaspezies- und
gewebespezifisch, kann aber selbst innerhalb deghgin Gewebetyps variieren
(Rattenbacher et al., 2001).

8.5 Der Einfluss auf die Inotropie des Herzens

Fur das Herz, und speziell im Hinblick auf die hoptie konnten vorangegangene
Studien die Expression desRezeptors am Herzen beweisen (Tai et al., 1994 )disn
Modulation der kardialen Funktion durehAgonisten belegen (Wong et al., 1990).
Weiter scheint die Aktivierung dasOpioidezeptors zu einer negativen Inotropie zu
fuhren. Dieser Effekt konnte schon in anderen ®tudimit unselektivem
Opioidrezeptorantagonismus in vivo (Caffrey et 4B85) wie auch in vitro unter
Verwendung desk-Opioidrezeptor Agonisten U-50,488H (Kasper et 41992)
beschrieben werden. Als Mechanismus scheint einé&zida Verarmung, im
sakroplasmatischen Retikulum der Myozyten, bei Sl@tion desk-Rezeptors am

Herzen zugrunde zu liegen (Ventura et al., 1992).

8.6 Der Einfluss auf die Motilitat des Intestinums

Die motilitatshemmende Wirkung von Opiaten am Htesn ist seit langem bekannt,
so wird u.A. der Wirkstoff Loperamid in der Behamad der Diarrhd eingesetzt
(Muller et al., 2003).
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Unter der Wirkung von Opioiden ist die gastralel&grung verzdgert (Sullivan et al.,
1981) und die intestinale Passage prolongiert @Rioet al., 1982)Der direkte
Einfluss der einzelnen endogenen Opioide auf destmale Motilitdt wurde 1988 in
einem Tierversuchsmodell mit synthetisch hergdstellselektiven Opioidrezeptor
Agonisten beschrieben (Allescher et al., 1988) walymorphin-(1-13) dosisabhangig
den starksten hemmenden Einfluss auf die intestibaitilitat zeigte.

Erste Versuche die unerwiinschten intestinalen Niisktorungen nach ausgedehnten
abdominellen Eingriffen mit dem unselektiven nichéntral wirksamen Opioid
rezeptor Antagonisten ADL 8-2698 im Patienten postu beeinflussen verliefen
erfolgreich. Insgesamt wurden 79 Patienten fir &wdie randomisiert. Die
Auswertung ergab eine signifikant, um mehr als 20kerkirzte
Krankenhausverweildauer der nicht Placebo Gruppgychi et al., 2001). Weiter ist
fur RB-Endorphin eine inhibitorische Wirkung auf di®ekretion von Gastrin
beschrieben (Lenz et al., 1986).

Gerade in der Intensivmedizin spielt die motiliieshmende Wirkung der Opiate und
Opioide eine grofRe Rolle. Oft ist hier eine adagu&chmerztherapie nur in
Kombination mit Opiaten moglich. Durch Einsatz arselektivenk-Opioidrezeptor
Antagonisten kénnte Motilitdtsstorungen, bei edvadr Schmerztherapie Gber den

Rezeptor, entgegengewirkt werden (Riviere et 893).

Der Einfluss auf den regionalen Blutfluss mit &werpunkt auf den

Gastrointestinaltrakt

Bereits 1985 konnte ein moglicher Einfluss der geah@n Opioide auf die Regulation
der intestinalen Perfusion gezeigt werden. Hiermude der intestinale Blutfluss beim
Hund durch Applikation von Cholezystokinin gesteigeEine weitere Steigerung
konnte durch Applikation des Opioidpeptides D-MBl2S5-enkephalinamid erreicht
werden, durch Naloxon wurde der Effekt partiellgaifoben (Rozsa et al., 1985). In
einem septischen Versuchsmodell konnte mit radieakarkierten Mikrospharen in
vivo eine Verbesserung der Perfusion von Magenkieas, Dinndarm und Coekum,
nach Applikation von Naloxon-methylbromid beschaeb werden. Naloxon-
methylbromid passiert nicht die Blut-Hirn Schranke.
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Der perfusionssteigernde Effekt nach Naloxon Amildn, welches die Blut-Hirn

Schranke passieren kann, war lediglich auf Pankredsviagen beschrankt.

Im septischen Modell ist die Wirkung endogener i@ laut Studie eher als
Mediator vasoaktiver Substanzen aufzufassen. Esirsgi sowohl zentralnervose als
auch periphere Signalkaskaden fur die Regulation Rerfusion verantwortlich

(Sharma et al., 2000).

Weiter ist der direkte Effekt der einzelnen Opi@dpde auf die Perfusion zu
diskutieren. So ist fur Enkephaline eine vasoditatache Wirkung auf intestinale
Arteriolen beschrieben (Navaratnam et al., 1992)ddephine wiederum fuhren bei
hohem Plasmaspiegel zu einer Vasokonstriktion (2otgl., 1988). Von Navaratham
wird den Endorphinen aber eine sowohl vasodilattbe als auch vasokonstriktive
Funktion zugeschrieben (Navaratnam et al., 1992). Bynorphin A wurde im

Meerschwein in vitro eine vasodilatative Wirkungf arteriolen des Dinndarm
beschrieben (Kotecha et al.,, 1995). Einen Hinwessadf, dass die intestinale
Perfusion durch Opioid Antagonismus gesteigert eerkibnnte, zeigt eine Studie bei
welcher der unselektive Antagonist Naloxon als Rdikation vor Koloskopie zur

besseren Darstellung vaskularer Ektasien eingesetzte (Brandt et al., 1999).

Zur weiteren Differenzierung der bisherigen, sehvallstandigen, Kenntnisse Uber
die Regulation der intestinalen Perfusion und zwiteven Differenzierung der
Wirkung endogener Opioide und exogener Opiatdeziaatf den regionalen Blutfluss
des Splanchnikusareals, und des Intestinums imigdjgez miussen folglich Studien

mit selektiven Opioidrezeptor Antagonisten durckigef werden.

8.8 Diskussion der Ergebnisse

Zusammenfassend konnten wir folgends feststellen:

- Nach Blockade deg-Opioidrezeptors mit dem selektiven Antagonistem-BNI
konnte eine Steigerung des regionalen BlutflussesSplanchnikusareal, (Magen,
Duodenum, Jejunum, distales lleum, Kolon und Nelsahverzeichnet werden.

- Gleichzeitig wurde das HMV durch die Gabe von -Bbll gesteigert. Die

Herzfrequenz und der linksatriale Druck waren daloeht erhoht.
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Das bedeutet, dass dkeOpioidrezeptorblockade durch nor-BNI zu einer &teiing
der Inotropie gefuhrt hat.

- Weiterhin konnte festgestellt werden, dass degiorale Blutfluss der
Skelettmuskulatur unter dem Einfluss von nor-Béduziert war. Dies ist am ehesten

durch ein Umverteilungsphdnomen, zugunsten dem8piakusperfusion zu erklaren.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Gabex&Nhzu einer Steigerung
des HMV fihrt, und gleichzeitig durch vasoaktivefdkfe die gastrointestinale
Perfusion verbessert. Dadurch, dass ein intrinsisEfffekt, vermittelt durch nor-BNI,
weitestgehend ausgeschlossen werden kann, sindoetiehriebenen Effekte am
ehesten durch die Rezeptorblockade vermittelt. Andeusgedrickt, sind unter
Ruhebedingungen offensichtli@hagonistische endogene Opioidpeptide, bzw. andere
auch an diesem Rezeptor wirkende Substanzen, wgharDiese bewirken oder
regulieren die myokardiale Funktion und den Getirasd des Gastrointestinaltraktes.
Diese regulativen Mechanismen sind mdglicherweisgham Menschen vorhanden.
Bisher werden diese therapeutisch aber nicht genugmutlich weil nur sehr
rudimentere Vorstellungen Uber die Wirkungsweisenblenschen vorhanden sind.
Die offensichtlich durchc-Opioidrezeptoragonisten vermittelte negative lopig, ist
maoglicherweise auch beim Menschen die Ursache, ottdgt auch zur
hamodynamischen Instabilitdt bei Patienten beiddén Literatur konnte mehrfach
gezeigt werden, dass bei Intensivpatienten v.a. ®dépsis, die endogenen
Opioidpeptid Konzentrationen im Plasma ansteiges.idE weiterhin bekannt, dass
eine starke Interaktion zwischen dem endogenen idp@ptidsystem und dem
vegetativen Nervensystem besteht. Man geht davos, alass interaktive
neurohumorale Regelkreise dazu fuhren, dass bevigking beispielsweise des
Sympathikus die Ausschuttung von endogenen Opipiten getriggert wird.
Maoglicherweise werden die primar aktivierenden Mateedes Sympathikus, wie z.B.
die positive Inotropie oder positive Chronotropigurch die negativ inotropen
Dynorphine (=k-Opioidrezeptor Agonisten) retadiert antagonisi®&enkbar wére
eine Art Gegenregulationsmechanismus, der einesdbefiende Aktivierung des
Sympathikus hemmt. Dieser Mechanismus ist mogligbese unter physiologischen
Bedinungen nutzlich und sinnvoll. Bei Intensivpaten mit endogen und exogen
erhohten Katecholaminspiegeln, sind aber konseleridhte Dynorphinspiegel mit
deren negativ inotropen Effekten kontraproduktiv,
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da durch selbige die hdAmodynamische Instabiltatewdorciert wird. Die Folge ist
eine weitere Steigerung der exogenen Katecholaragiebungen.

Hierdurch werden nicht nur die Nebenwirkungen dgstg sondern auch noch eine
zusatzliche Ausschittung von weiteren Dynorphinaovqriert. Diese wirken
wiederum negativ inotrop, wodurch der Teufelskgaschlossen wird. Um diesen zu
durchbrechen ware daher ein mdgicher Ansatz, fitigzelie Wirkung der k-
Opioidrezeptor Agonisten (=Dynorphine) durch eiekektive Blockade zu inhibieren.
Damit hatte man nicht nur eine neue Mdglichkeit d@modynamische Instabilitat
beispielsweise bei septischen Patienten zu behansehdern auch gleichzeitig die
gastrointestinale Minderperfusion bei diesen P&tieentscheidend zu verbessern. Es
ist somit davon auszugehen, dass die Steigerungretgienalen Blutflusses am
Intestinum durch eine Kombinationswirkung akr©Opioidrezeptorantagonismus am
Herzen, mit Inotropiesteigerung, als auch dukeAntagonismus am Intestinum mit
Vasodilatation zu begriinden ist. So wird es vieliein der Zukunft méglich sein, mit
der Entwicklung weiterer hochselektiver Opioidrepeagonisten und -antagonisten,
sowie mit weiterer Forschung am endogenen Opioideys wesentlich
differenziertere Therapien durchzufiihren.

8.9 Zusammenfassung

Unsere Untersuchungen konnten eine Zunahme desiiREFplanchnikusareal, nach
selektiver Blockade des-Opioidrezeptors mit dem selektiver-Opioidrezeptor
Antagonisten nor-BNI, im chronisch instrumentiertdand unter Ruhebedingungen

zeigen.

Dieser Effekt wird vermutlich zum einen Teil Gbén gergroRertes HMV durch einen
positiv inotropen Effekt der selektivanRezeptor Blockade verursacht. Zum anderen
Teil kommt es durchk-Rezeptor Blockade zu einer direkten Vasodilatation

Splanchnikusareal.
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