Aus der Kilinik fur Anasthesiologie und operative Intensivmedizin

der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Die Wirkung von N-Methyl-Acetazolamid
auf pulmonale, renale und endokrine
Regulationsmechanismen unter Hypoxie

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von
Stella TelalbaSi¢
aus Berlin



Gutachter: 1. Prof. Dr. med. W. Boemke
2. Prof. Dr. med. J. Weimann

3. Priv.-Doz. Dr. med. D. Pappert

Datum der Promotion: 09.09.20111



Fur Mirjana Telalbasié,

die mich das Lernen lehrte,

in grol3er Dankbarkeit.



Inhalt 4

O N O 1 O L 7
1.0 HYPOXIE ittt et e ettt e e et e et e e e e e e a et e e e e enn e eens 7
1.2 PHYSIOLOGISCHEREGULATIONSMECHANISMEN UNTERHYPOXIE.......cccoiiiiiiiiiiniiiieeeeee 7

1.2.1 Lunge: Regulationsmechanismen unter HypOXi€......cc...cccovvvvvveveriiviiniiinnnnennn. 7

1.2.2 Niere, Salz-Wasser-Haushalt und Endokrinologie:Ra&gnsmechanismen

UNTET HYPOXIE ...ttt s s e e e e e e e e e e e et e ee e et bbb s e e e e e e e e e e e e eeeees 12
1.3 PATHOPHYSIOLOGISCHEMECHANISMEN UNTERHYPOXIE.......cuviiiieeeiiiiiiiieee e e e 19
1.3.1  HOhenKrankNeit .............uuuuiiiiiiiiiiiis e 19
1.3.2 Praventions- und BehandlungsmaoglichKeiten . ..o 22
1.4 ZIEL DIESERUNTERSUCHUNG. .....ctttuuiiittiiatttiaatetiaeeestaeessrmsaaaeessnaeesanaeeesnaaeennnnas 24
O S R Y (o 7= 1 0= (=] [P P TP PP RPN 24
1.4.2 N-Methyl-Acetazolamid................uueiiiemmmmmiiiir e 27
2 MATERIAL UND METHODEN..... .ottt e et e e 29
2.1 VERSUCHSTIERE. .. . iitittti e eeeeettia e e e e ettt s e e aaaeeeeessa e e aeeeesa s e eaeessan e aeeeeesnnnaaaans 29
2.2  TIERHALTUNG UND ERNAHRUNG .....ccuttiiiiiiee sttt e e e e st eenne e e e nnsenee e e e e 29
pZ N R 1 1= ¢ = 11 U o Vo 29
2.2.2  EINBNIUNG ..ot e e e e e e e e e e e e et e ae bbb b nnnr s 29
2.3 EINGEWOHNUNG UNDTRAINING DERHUNDE .......cciiiiiiiiiiaeeieeiie et eeeeeneeenans 30
2.4 VERSUCHSVORBEREITUNG. ....cetteetiutttteeeeassausteeeeeessastseseassssseeesessssssseesessannssseeees 30
P2 Nt R =1 o =T ] ] 0] £ 1= [ [P PRR 30
2.4.2 Diat und VersuchSVOrbereitung ..........oeuvueemmmmeeeeeeiiieeeeeeeiii e 30
2.5 VERSUCHSDURCHFUHRUNGE. .....uutttttttttiaaaaeeetuiaaaeeeessna s aaaaaeaeesssnnaeeesessnnnaaaaeessnnnnns 31
2.5.1 Anlage des Blasenkatheters und der Venenverweidani.............................. 31
2.5.2 Anlage des Aortenkatheters ........coooviiiiceeeeeeie e 32
2.5.3 Anlage des Swan-Ganz-Katheters ..........cccoeeveeriiiiiiiiiieiiicieiee e 32
2.5.4 VersucChSprotoKOIIE............uuuuueiiii e 33
2.6 QUANTITATIVE LABORANALYTIK .iitruuieeiruneeseuunaesssneeessneesssnseessnnnsssesssneesssnneessnnnes 37
2.6.1 Analyse der Elektrolyte in den Urin- und Plasma@ob................ccccceeeeeeennnnn. 37
2.6.2  Analyse VON Wea UNG Rrea. e rrrrrrmmiiieeeieeeeeieriieieiiiieisi s s e s e e e aeeeeaeeeees 37
2.6.3  BlUtgasanalySe.........ouuuuiuuiiiiiiei e 37
2.6.4 Hamoglobinkonzentration UNMEBAHGUNG .....vvvvvveeniiiiiieeee e e e 38
2.6.5 HOIMMONANAIYSE......evviiiiiiieie ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeesesnnnnnreennnes 38

2.7  STATISTISCHEAUSWERTUNG......utttttuitettietettiaesetunseeesunsessnnnassssssnaaeesnnaesesnaaeesnaaees 39



Inhalt =

3 ERGEBNISSE ... .o e ————————

3.1 VENTILATION, BLUTGASE UND SAURE-BASEN-HAUSHALT ...vrinieiiiee e eeeaaens

3.1.1 Blutgase und Saure-Basen-Haushalt der NMA-low-d&sgpe und der NMA-

(g1Te] g RTe [0 RSTST ] U] o] o 1= 40
3.1.2 AMV und AZV in der NMA-low-dose- und NMA-high-dGsappe.................... 42
3.2 HAMODYNAMIK et ieiette e e e ettt e e e e et ett e e e e e e e eeeesaa e e e eeeesa e e e eeeesan e e eeeennnnnaaaaaas 43
3.2.1 Systemische Hamodynamik der NMA-low-dose- und Nigiivdose-Gruppe... 43
3.2.2 Pulmonale Hamodynamik der NMA-low-dose- und NMAHugse-Gruppe.....44
3.3 RENALE EXKRETION UND PLASMAELEKTROLYTE ...ccvttuuiaaieeeinnaaaeeeennnnaaeeeeesnnnanans 47
3.4 ACETAZOLAMIDSPIEGEL. .. ..ciitiutuuaaaeeeauui e eeaeesuuaaaeaseeenmmsaaa e aeaeessnaaaeeeesssnnnaaaeeensnnns 49
3.5 HAMOGLOBINKONZENTRATION ...eiiuttireteeessanssuseeesessasssneesessasnnneeesssnsssseeesssssnsssseees 50
3.6 HORMONE ... . cuiiiiiie e ettt e ettt e e e seeee e e sttt e e e e e s nb et e e e e e e anssbeeeeennsnneeeeeeans 50
3.6.1 PRA, PAC, AlLUNA ADHi.... oottt ettt e et 50
G 71 T I PP 51
A DISKUSSION .. .oiiiiiiiiiiiit ettt e e e e s et r e e e e e sttt e e e esaseeeeeeeannneeeeeas 52
4.1 METHODENKRITIK . .utttttteeesssuutteeeeeessasstseeeeessaassnneessssssseseesessansssssessessanssseeeeessanns 52
4.1.1 Derwache HUNG ..o eeenneeeeees 52
4.1.2 Die AtEMMASKE ....ooiiiiii i eereeem e s 54
4.1.3 Die normobare und die hypobare HypoXi€......cccceeiiiiiiiiiiiiiiiieiceeee e 55
4.1.4 Eigenblutspende und Hamoglobinkonzentration .......cccoeeeeeeeveveeeiivnnnnnnn. 57
4.1.5 StandardiSierte DIAL............. oo s 58
4.1.6 Blasenentleerung und Kreatinin-Clearance ... .. .oooeeeeeiiiieeiiiiiiiiiiiineeeeennn 58
4.1.7 Dosierung und Applikation der Medikamente ..ceeee...vvvveciiiiiiiieee e, 59
4.2 VENTILATION, BLUTGASE UND SAURE-BASEN-HAUSHALT .....cvvviiiieeiiiiiiiieeee e e 60

4.2.1 Wirkung der Hypoxie auf die Ventilation, die Blusgaund den Séure-Basen-

[ F= T IS o = PP 60
4.2.2 Wirkung von ACZ auf die Ventilation, die Blutgasel dlen Saure-Basen-
Haushalt unter Normoxie Und HYPOXIE ........ .o eerennnnniiiieeeeeeeeseeereeeesnssnsnsnnnnnnnnnne 61
4.2.3 Wirkung von NMA auf die Ventilation, die Blutgasel Wlen Saure-Basen-
Haushalt unter Normoxie Und HYPOXIE ........ e eerrnrmnnaniiaaeeeeaneeeeeeeeiinnnsnnnnnnnneenen 62
4.3  SYSTEMISCHEHAMODYNAMIK .etuuiieitiettiaeeeeeetia e e eeeeeasiaeeasseeneessnaaaaeeeesnnnaaeeeennes 63
4.4 DIE PULMONALE HAMODYNAMIK ..iiiittiiiteeeasiitieeeeeessanssseeeesesssnnnnessssnsssseeesesssnnssnes 63
4.4.1 Die Wirkung der Hypoxie auf die pulmonale Hamodyikam........................... 63



Inhalt 6

4.4.2 Die Wirkung von ACZ auf die pulmonale Hamodynamileiu

NOIMOXI€ UNA HYPOXIE ... .uiiiiiiiiee it ieeeeeee ettt e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeennnnes 64
4.4.3 Die Wirkung von NMA auf die pulmonale Hamodynamileu

NOIMOXI€ UNA HYPOXIE ....uuiiiiiiieeeeeeieeieeeeeee ettt s s e e e e e e e e e e e e eeeaeeeeneeeeeeeesnnnnnns 66

4.5 NIERE, SALZ-WASSERHAUSHALT UND ENDOKRINOLOGIE ...cccuuuuaaiiiiiiiiaeeeeeiinieeaeaeees 67

45.1 Die Wirkung der Hypoxie auf Niere, Salz-Wasser-Haitaund

[ T (o] g ] (oo [ USSR 67
4.5.2 Die Wirkung von ACZ auf Niere, Salz-Wasser-Haudlvadt Endokrinologie unter
NOIMOXI€ UNA HYPOXIE ... .uiiiiieiiee i ieeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeennnnes 69
4.5.3 Die Wirkung von NMA auf Niere, Salz-Wasser-Hausiadt Endokrinologie

unter NOrmoxie UNA HYPOXIE ....uuuuuiiii e e e e e e e e 69
5 ZUSAMMENFASSUNG ..ottt ettt et et et et et et e e e e e rnn e enns 70
O ANHAN G ... e e e 72
TR T I o (=7 ] = SR 72
B.2  TABELLENVERZEICHNIS. .. eueuttutn sttt ettt se e et e se s e e et e em s s e se s e e e seseeeaseseeaseneen 82
5.3  ABBILDUNGSVERZEICHNIS. . et ttttutetttsttnsensensestensensenesesteeasen st ettt 83
6.4 VERWENDETEGLEICHUNGEN. .. ..tuitutettate ettt et et re e seasmaeseeeeaeasn e en e snreaenrenens 83
6.5 ABKURZUNGEN UND DIMENSIONEN . ....cutt ettt eeeeaeaeneeansesnsessssmaareenseasnsenensenenss 84
5.8  DANKSAGUNG .. cuinintet ettt ettt ettt et ettt s emeamn s et et e s et e s e st e e ren st renren s e remrnnes 88
T I = 1 N ] = 89
5.8  PUBLIKATIONEN ..uitinitteee et et ettt et e et e e e e e e e te e e e e ee e e e e ee e reaneenenannns 90

5.9  ERKLARUNG AN EIDE S S AT T ettt ittt ettt ettt ettt e e e ee e e e e e e e n e e aase e reeneenens 91



1 Einleitung Hypoxie 7

1 Einleitung

1.1 Hypoxie

Es existiert keine einheitliche Definition fir Hype. Zander definiertdHdypoxie als eine
Verminderung des Sauerstoffpartialdrucks fP@ntweder im arteriellen Blut oder im
Gewebé. Ein exakter Grenzwert, ab dem man von Hypoxiechpr lasst sich schwer
festlegen, da Organe, verschiedene Zellverbé&nde sogdr intrazellulare Kompartimente
unterschiedlich auf Sauerstoffmangel reagierenoBez auf den Gesamtorganismus gilt ein

arterieller SauerstoffpartialdruckB) unter 60 mmHg als hypoxisth

1.2 Physiologische Regulationsmechanismen unter Hypoxie

1.2.1 Lunge: Regulationsmechanismen unter Hypoxie

Hyperventilation ist eine der ersten Reaktionen @eganismus auf globale Hypoxie wie
beispielsweise in Hohen lber 2500 m. Uber die higotve Stimulation peripherer Chemo-
rezeptoren werden die Atemfrequenz (AF) und dasnateggvolumen (AZV) erhoht. Es wird
vermehrt Kohlenstoffdioxid (C& abgeatmet, der arterielle Kohlenstoffdioxidpddiack
(P.C0O,) gesenkt und gleichzeitig der,® erhéht. Dies lasst sich anhand der alveolaren

Gasgleichung illustrieren.

P,CO,

P,O,=F iOZ(PB_PHZO) _( RQ

j [mmHg]

Gleichung 1Die alveolare Gasgleichung

_ CO,-Abgabe_ VO,

RQ= =—
O,—Aufnahme \MCO,

[ml/min]

Gleichung 2Der respiratorische Quotient

Die KO, gibt die inspiratorische Sauerstofffraktion (0,24i Raumluft), B.o den Wasser-
dampfdruck bei einer Koérpertemperatur von 37°C @BHg), RO, bzw. RCO, den
alveolaren P@bzw. PCQ und RQ den respiratorischen Quotient an. Der R§gHreibt das
Verhaltnis des pro Zeiteinheit abgeatmeten Volun@@szum verbrauchten Volumen,Qca.
0,85 bei ausgewogener Erndhrinddei gesunden Probanden ist der alveolare P&®a

gleich dem BCO,. Aus diesem Grund kann bei Berechnung des alhaola() der alveolare
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PCQ durch den FCO; ersetzt werden. Auf dem Gipfel des Mount Everestde(sich nach
der alveolaren Gasgleichung bei einem dieser Halspeechenden Barometerdruclg)Ron
ca. 272 mmHg ein alveolarer P®@on -0,03 mmHg ergeben, wenn die Berechnung mittel
eines den Meeresspiegelbedingungen-entsprecheng&®, Ron ca. 40 mmHg erfolgte.
Dieses Ergebnis ist nicht nur unsinnig, sondernewgiuch mit dem Leben nicht vereinbar.
Setzt man jedoch den von Grocott et al. auf demriWi&verest gemessenegC®, von 13,3
mmHg’ in Gleichung 1 ein, ergibt sich ein alveoldrer,R®n ca. 30 mmHg. Die diesen
Messwerten zugrundeliegende Hypokapnie hat einpiregésrische Alkalose zur Folge,
welche der weiteren Steigerung der Ventilation émenze setzt.

Ein weiterer wichtiger Mechanismus unter akuter &Kip ist die hypoxische pulmonale
Vasokonstriktion (HPV)nach ihren Erstbeschreibern auch Euler-Liliestriechanismus
genanrt Unter Meeresspiegelbedingungen verbessert didsehanismus das Ventilations-
Perfusions-Verhaltnis und fuhrt bei der physiologidbestehenden Ungleichbellftung der
Lunge zur Umverteilung des Blutflusses aus hypdwsdn besser oxygenierte Bereithen
Gegensatz dazu ist der Kérper unter BedingungerHédenklimas einer globalen Hypoxie
ausgesetzt. Daher betrifft die HPV die gesamte kungd flhrt zum pulmonal-arteriellen
Druckanstieg, welcher in der Pathogenese des Hohgahodems (High Altitude pulmonary
edema, HAPE) eine Schllsselrolle spielt (s. auchitébh1.3.1). Die HPV tritt beim Abfall
des alveoldren PQn Bereiche unter 50 mmHg dubDer Grad der Vasokonstriktion scheint
sich proportional zur Tiefe der Hypoxie zu verhajtd.h. je geringer der alveolare P@esto
starker die HPV. Die HPV entsteht vor allem in den prékapillareminponal-arteriellen
glatten Muskelzellen (pulmonary artery smooth meiscklls, PASMCs) in den kleinen
pulmonal-arteriellen WiderstandsgefaRen (< 260 am Eingang der Azifi

Wie der Abfall des alveoldren B den PASMCs eine Kontraktion induziert, d.h. wigs
sogenannte ,Sauerstoff-Sensing” funktioniert, isiterhin Gegenstand intensiver Forschung.
Die Hypoxie-bedingte Kontraktion der PASMCs wirdrclu einen intrazellularen Kalzium-
anstieg (C&-Anstieg) ausgeldst. Das eingestromteé‘Qzindet im Zytoplasma an Calmo-
dulin. Dieser Komplex aktiviert die Myosin-leichketten-Kinase, welche ATP (Adenosin-
triphosphat) spaltet und das Phosphat auf die tieiklette der Myosin-Kopfe Ubertragt. So
phosphoryliert kann das Myosin in den Querbrick&hmsy eintreten, der zur Kontraktion
fiihrt. Beim Abfall des C&-Spiegels kommt es durch Dephosphorylierung zuetmechung

des Querbriuckenzyklus.
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1.2.1.1 Die Wirkung des alveoldren PO,-Abfalls auf die PASMCs -
Mégliche Mechanismen des Sauerstoff-Sensing

Diese Arbeit soll dazu beitragen, die Mechanisntk®,der HPV zugrunde liegen, besser zu
verstehen. Diskutiert wird derzeit unter anderera Bolle der L-Typ-C&-Kanale, des
sarkoplasmatischen Retikulums (SR), der unspeh#isdationen-Kanéle (nonspecific cation
channels, NSCC), verschiedener Kalium-KanaleKkinale) und der Mitochondrien.

Die spannungsabhéngigen L-Typ-Cdanalesind am Einstrom von Gaaus dem Extrazel-
lularraum beteiligt und liefern einen GroRteil dés die Kontraktion benétigten &a Einen

weiteren, kleineren Teil stellt vermutlich das S&eit” °.

Die unspezifischen Kationen-Kanéle (nonspecific catibannels, NSCCs)ind ebenfalls am
Ca'-Einstrom aus dem Extrazellularraum beteiligt. Bdmnten neben den reaktiven Sauer-
stoffspezies (reactive oxygen species, ROS, snd) den spannungsabhangigen Kalium-
Kanalen (K-Kanalen, s.u.) die Regulation der L-Typ#G&anale unter Hypoxie steuéfft?

Dariiber hinaus sind verschieden&Kanale, wie die kKandale, die K-ATP-Kanale oder
die C&"-aktivierten K-Kanalé® * in die Hypoxie-assoziierte Membrandepolarisierimg
volviert. Eine besondere Bedeutung haben KjKanale K2.1, K1.5 und K9.3. lhr
Schliel3en qilt als moégliches Schlisselereignisciaed Hypoxie und HPV verbindet. Unter
Normoxie wird die Zellmembran der PASMCs mit Hitfer Nd/K*-ATPase durch die Bewe-
gung von K (ber die Zellmembran stabilisiert.” Kstromt dabei passiv entlang eines nach
auswarts gerichteten Konzentrationsgradienten eathzellular. Beim Abfall der Sauerstoff-
spannung wird durch einen unbekannten Mechanismugatichtete K-Strom gehemmt und
so die Zelldepolarisation ausgeldst. Dieser Prozgisproportional zum Schweregrad der
Hypoxie. Durch die Zelldepolarisation strémt®Caiber die L-Typ-C&-Kanale von extra-
nach intrazellulat® Unter Normoxie sind die PASMCs durch den gedffnéfastand der k&
Kanéle relativ gesehen hyperpolarisiert und daduetéxiert®. Wie die K-Kanale reguliert
werden, ist derzeit noch nicht abschliel3end geklart

1986 stellten Archer et al. die These auf, dassHiRvV-Mechanismus Uber eine Veranderung
desRedox-Statugson Sulfonylgruppen in der Zellmembran von PASM@ssteht. So kénnte
sich z.B. in Folge einer herabgesetzten Produlkd®enROS in den hypoxischen Zellen das
Verhalten verschiedener lonenkanéle antlerBin Schliisselenzym fiir diese sdgedox-
Status-Hypotheskonnte die Nikotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phospi@tidase (NADPH-
Oxidase) in den PASMCs sein. Sie wirkt vor allentrarellular und kénnte der Haupt-

produzent der ROS sein. Unter Hypoxie-Bedingungamschiebt sie das Verhaltnis von redu-
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zierten zu oxidierten Redox-Paaf®mind beeinflusst die Aktivitat der KKanale, die sich
durch Oxidation &ffnen und durch Reduktion schiiéfeDes Weiteren férdern Redox-Status-
Veranderungen auch die Ausschittung vofi' @as dem SR und senken die cGMP-(Cycli-
sches Guanosinmonophosphat) Produktion, was aucvasokonstriktion fiihft. Es wurden
verschiedene Maoglichkeiten untersucht, durch Hengnder NADPH-Oxidase die HPV zu
unterdriickeff**. Doch da alle eingesetzten Inhibitoren auch emeisse direkte, NADPH-
Oxidase-unabhangige Wirkung auf die HPV aufwiessh,eine exakte Einordnung der
Bedeutung der Redox-Status-Hypothese fir die Adsbd der HPV auf diese Weise
unmadglich. Auch die Entwicklung NADPH-defizienternéck-out-Méuse konnten diese
Hypothese nicht bestatigen®® Dariiber hinaus wird diskutiert, dass die NADPHdase
zwar als @-Sensor fungiert, unter Hypoxie jedoch zum ROS-#egstiihrt’. Deshalb wurden
Oxidanzien und Antioxidanzien in ihrer Wirkung ailie Reaktion der PASMCs untersucht.
Durch beide konnte die HPV unterdriickt werdefl

Unter Normoxie produziert auch dreitochondriale Elektronentransportkettker PASMCs
ROS. Durch Hypoxie wird der Transport der Elektroridbber die Atmungskette z.B. durch
Hemmung von Komplex IV blockiert, was eine Abnahoer ROS-Produktion zur Folge
hat® *® Auch hier vertreten einige Arbeitsgruppen die Meig, dass die Mitochondrien zwar
als Q-Sensoren fungieren, unter Hypoxie jedoch die R@®Hiktion steigerfl’ > Neben
einer moglichen Modulation der HPV durch ROS, riggeh die Mitochondrien durch &a
Pufferundg und Regulation des capacitative calcium entry, Gfiter Form der NSC%,

direkt die Ca"-Homoostase der Zelle.

Weitere Faktoren, die die HPV beeinflussen konnserd u.a. diZytochrom- P-450-Oxidase
und dasEndothel Durch Hypoxie wird die Funktion des Zytochrom-834inhibiert. Dies
fuhrt Gber Alterationen im Arachnoidonséure-Metadralis zum Schlie3en der,4Kanéle

und zur Vasokonstriktion.

Die Bedeutung des Endothels fir die Ausbildung @&V ist unklar. 1984 wurde durch
Holden und McCall gezeigt, dass das Endothel imBuahklarterien von Schweinen die HPV
verstarkt und dass fir die Ausbildung der HPV itgak Endothel notwendig st
Andererseits wurde nach Entfernung des Endothefiimonalarterien von Ratten ein intra-
zellularen C&-Anstieg beobacht&t Des Weiteren kommt dem Endothelin, einer unter
anderem vom Endothel ausgeschitteten Substanzyweihgge Rolle in der Ausbildung der
HPV zu. In friiheren Untersuchungen unserer Arbeifgge in einem etablierten HPV-Modell

an Schweinen konnten wir zeigen, dass die Inhaladies Ek-Rezeptorantagonisten LU-
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135252 den PAP senken korfiteSato et al. vermuteten, dass Endothelin als wifigher
Stimulus wirkt, der die Antwort auf die Hypoxie s&irkt und Uber die KATPase zur
Depolarisation fihff. Es wird weiterer Untersuchungen bediirfen, die eBashg des
Endothels und des Endothelins in die komplexen Memen, die zur Ausbildung der HPV

beitragen, einzuordnen.

ROS-Abfall ' Akute Hypoxie , ROS-Anstieg

|
|
|
F |
Hypoxie | : Hypoxie
|
|

‘s» Membranpotential ?
v

Rho
kinase?

Kontraktion /

NADH

i i Mitochondrien
Mitochondrien Mitectiondrich

=

Hypoxie

Abb. 1: Zusammenfassung der Mechanismen, die nach aktuelleftenntnisstand an der Ausbildung der
HPV in den PASMCs beteiligt sind.

Der intrazellulare Ca-Anstieg entsteht durch einen Einstrom von exttazgem CA&" iiber C4™-Kanale und
durch eine Ausschiittung von Tawus intrazellularen G&Speichern. Die hypoxischen Effekte konnten durch
einen Abfall (links) oder einen Anstieg (rechtsnvBOS und auch unabhangig iiber NSCCs und L-Typ-Ca
Kanale (Mitte) ausgeldst und/oder moduliert werdemodifiziert nach Sommer et al. 2068)

Insgesamt stellt die HPV ein komplexes Geschehenwgches durch ein Zusammenspiel
verschiedener Faktoren auf Ebene der Zellmembran,Qdganellen und des kontraktilen
Apparates zustande kommt und nicht durch einerekien zentralen Mechanismus gesteuert
wird (s. Abb. 1). Daraus ergeben sich verschieqaremakologische Ansatzpunkte, um die

HPV zu unterdriicken.
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1.2.2 Niere, Salz-Wasser-Haushalt und Endokrinologie:

Regulationsmechanismen unter Hypoxie

Die Veranderungen der renalen Funktion unter Hypdoaruhen einerseits auf Effekten, die
direkt an der Niere wirken, andererseits auf sysehnen Anpassungsmechanismen wie dem
systemischen Saure-Basen-Status, der Atmung, ddullstion durch neuroendokrine Reflexe

und der Hamodynamik.
1.2.2.1 Die renale Ausscheidung unter Hypoxie

Unter Hypoxie wurde sowohl ein Ansti€gals auch ein Abfalf der Urinausscheidung
berichtet. Selbst innerhalb einzelner Studien ise eyrof3e Streuung der Messwerte zu
beobachten. Grinde hierfir sind: Die Geschwindigkeit der der endgultige Hypoxie-Level
erreicht wurde, die Dauer der Hypoxie, der éhe Salz- und Wasseraufnahme, die Fitness der
Probanden, die ventilatorische Antwort auf Hypoural ob die Probanden eine AMS (Acute
Mountain Sickness, akute Bergkrankheit) entwickeltenter physiologischen Bedingungen
scheint die akute Hypoxie zur verstarkten Wassed- Na-Ausscheidung (Natriumausschei-
dung) zu fihref" ***2 Beim Aufstieg in groRe Hohen wird die Hohendiereds voriiber-
gehendes Phanomen der frihen Akklimatisation gesdb&s Ziel ist vermutlich, die Sauer-
stofftransportkapazitat des Blutes durch Eindicidar Hamoglobingehalt steigt im Verhaltnis
zum Plasmavolumen) zu erhdhen, bis die Hypoxiermgdilnduktion der Erythropoese be-
ginnt'®. Dariiber hinaus konnte die Antidiurese eine Safeliislle bei der Maladaptation spie-

len, denn Fliissigkeitsretention ist ein zentralebem aller Formen der HohenkrankA&it

Der Mechanismus, der der sddohendiuresezugrunde liegt, ist weiterhin Gegenstand der
Forschung. Nach Untersuchungen zur isolierten Wigkder Hypoxie auf Gehirn und Nieren
in verschiedenen Tiermodellen, bei denen sichehale Ausscheidung nicht dnderte, scheidet
eine direkte hypoxische zerebrale oder renale Rwakils Regulationsmechanismus der
Hohendiurese aus. Vielmehr kdnnten periphere atteriChemorezeptoren oder direkte
Effekte des zentralen und oder sympathischen Neystems beteiligt seih Des Weiteren
wirkt sich die hypoxische ventilatorische Antwodie mit Hypokapnie, respiratorischer
Alkalose und einem durch Hyperpnoe gesteigertaatimrakalen Druck einhergeht, auf die
renale Ausscheidung aus. Auch kénnten zirkulatbedgeaktionen auf die akute Hypoxie wie
ein Anstieg des mittleren pulmonal-arteriellen ksiddmean pulmonary artery pressure,
MPAP), des mittleren arteriellen Drucks (mean &atepressure, MAP) und/oder des
Herzzeitvolumens (HZV) von Bedeutung $éimuBerdem beeinflussen das Renin-Angio-
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tensin-Aldosteron-System (RAAS), das Antidiuretsschilormon (ADH), Aldosteron und

Endothelin-1 (ET-1) sowohl die Diurese als auch Hiektrolytexkretiofi’ 4% 42

1.2.2.2 Die hormonelle Regulation der Niere unter Hypoxie
1.2.2.2.1 RAAS

Unter Normoxie steuert in erster Linie d@8ASdie Ausschittung der an der Volumenregu-
lation beteiligten Hormone. Renin ist eine Proteakse vom juxtaglomerularen Apparat ins
Blut freigesetzt wird, wenn der renale PerfusionsHrsinkt. Auch eine Hyponatriamie,
korperliche Arbeit oder die Aktivierung vofi;-Rezeptoren im Rahmen einer sympathi-
kotonen Reaktion férdern die Renin-FreisetzungKiraislauf spaltet das Renin Angiotensi-
nogen zu Angiotensin | (Al). Dieses wird durch damiotensin Converting Enzyme (ACE),
zum Angiotensin Il (All) hydrolysiert. All erh6hinider Nebennierenrinde die Freisetzung
von Aldosteron, fordert im Hypothalamus die ADH-Agbkittung und vermittelt ein
vermehrtes Durstgeflihl sowie einen verstarktenHsager. Unter hohenbedingter Hypoxie
ist sowohl ein Anstietf*® als auch ein konstantes Niv&aund ein Abfall der Plasma-Renin-
Aktivitat (PRA)*" *® berichtet worden. Griinde fiir diese widerspriicleitihngaben kénnen
sowohl Messungen zu unterschiedlichen Zeitpunkterhdem Aufstieg als auch verschie-
dene Aufstiegsgeschwindigkeiten oder Unterschiededar maximal erreichten Hb6he sein.
Dariiber hinaus erfolgte in den meisten Studienek&tandardisierung der Wasser- und-Na
Zufuh®™ und es wurde nicht zwischen den Befunden in Ruhd unter Belastung
unterschiedeft’ *°

In frheren Studien unserer Arbeitsgruppe an Hunager standardisierten Umgebungs- und
Ernahrungsbedingungen beobachteten wir unter Hgpexien Adenosin-vermittelten Abfall
der PRA, der Plasma-All- und der Aldosteronkonzaidrr® >* Adenosin steigt unter Hy-
poxie und Hypoperfusion ah hemmt die Adenylatcyclase tiber den Adenosin-leRex auf

den juxtaglomerularen Zellen der Niere und kandisdRenin-Freisetzung reduzief@n®

PRA und All fallen unter Hypoxie ab, wenn sich d¢a’- und Wasserhaushalt im Steady-
State befinden und es zu keiner veranderten horhean&xkretion durch kérperliche
Anstrengung oder Stress kommt. Die physiologischenkfion dieses Regulations-
mechanismus konnte sein, dass durch einen Abfatl &8 die Vasokonstriktion der
peripheren Gefalle gemindert wird, was zur verbtsseGewebedurchblutung und

Oxygenierung fuhren wirde.
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1.2.2.2.2 Aldosteron

Aldosteronist ein Mineralkortikoid, welches die Synthese di@minale K-Kanal und der
basolaterale N&*-ATPase induziert. Diese Proteine sind fir die téimi Ruckresorption
von N& im Austausch gegen ‘Kverantwortlich. AuBerdem steigert Aldosteron didivitat
des Na-H*-Antiporters, so dass vermehrt” lusgeschieden wird. Auch die daraus resul-
tierende intrazellulare Alkalose fordert def-Kusstrom. Auf diese Weise fiihrt Aldosteron
zur gesteigerten NeResorption bei gleichzeitig gesteigerter Kind H-Sekretion. Dem Na
folgend werden vermehrt Chlorid-lonen (Cund Wasser-Molekile (D) resorbiert, was
eine Zunahme des Extrazellularvolumens zur FolgeDia Regulation von Aldosteron unter
Normoxie erfolgt durch ACTH (Adrenocorticotropes idmn) aus der Adenohypophyse und
renal Uber das RAAS. Beide Systeme wirken direktdael Zona glomerulosa und werden in
Folge einer Hyponatridmie oder Hyperkaliamie aktizi Die Renin-Sekretion fuhrt Uber
einen Anstieg von All im Plasma zur Ausschuttung ¥ddosteron. In grol3er Hohe scheint
diese Aldosteron-Antwort jedoch gestdrt oder nislothanden zu seifi Unter hohen-
bedingter Hypoxie unterliegt der Metabolismus eirespiratorischen Alkalose, welche mit
einer Hypokaliamie und einem"Hangel einhergehen. Diese Faktoren wirken hemnaerid
die Aldosteron-Ausschiittung. Auch in den oben besbbnen Versuchen beobachteten wir,
dass die PAC unabhangig von den Adenosin-l-Rezédomkerr?* abfiel, d.h. unabhangig
von der PRA. Das Schlusselenzym fir diese von @4 Bnabhé&ngige Reaktion des PAC
konnte die 18-Hydroxylase sein, denn die 18-Hydiasg beschleunigt in den Zona-
Glomerulosa-Zellen der Nebennierenrinde die Korigarson Kortisol zu Aldosteron. Unter
Hypoxie fallt ihre Aktivitdt und somit auch die PA&Db. Des Weiteren sind die ANP-Spiegel
unter Hypoxie erhéht und inhibieren die Sekretion ¥ldosteror’.

1.2.2.2.3 ADH

ADH reguliert ebenfalls den Volumenhaushalt. Es windHypothalamus produziert und unter
Normoxie bei erhdhter Plasmaosmolalitat oder Volamangel aus dem Hypophysenhinter-
lappen ausgeschittet. In den Sammelrohren der Nmtaziert es den Einbau von
Aquaporinen. Wasser kann so dem osmotischen Gtadidalgend resorbiert werden. Uber
diesen Mechanismus fuhrt ADH zur Steigerung desawaisalen Volumens und damit auch
des MAP. Eine akute starke Hypoxie wie in Hohenr(B@00 m oder die Ausbildung von
AMS gehen mit einem Anstieg der ADH-Spiegel eirfiéf. Loeppky et al. beobachten 2005,
dass hypobare Hypoxie zum haufigeren Auftreten AMS und zu einem leichten, nicht

signifikanten Anstieg der ADH-Spiegel fihrte, wolpggen normobare Hypoxie seltener und
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wenn, eine schwachere Form von AMS ausfdstein ADH-Anstieg unter hthenbedingter
Hypoxie scheint mit AMS zu korrelieren. Dagegenuister physiologischen Bedingungen ein
Abfall oder ein konstantes ADH-Niveau zu erwartBei langer andauernder Hypoxie kann
die niedrige absolute Luftfeuchtigkeit durch diestgégerten Fllssigkeitsverluste Uber die
Lunge bei Hyperventilation und die verstarkte Dsg@rezur Dehydratation fihren. Diese
Gefahr wird noch verstarkt, da das Durstgefuhl uméhenbedingungen schwacher ist.
Deshalb steigt die Serumosmolalitdt Gber den Noreibe. Dennoch bleibt die ADH-

Konzentration konstant, was eine Veranderung dppotmalamischen Osmoregualation beim

Aufenthalt in groRen Héhen vermuten 183st

Die hormonelle Regulation der Niere scheint bei dar Rahmen der Akklimatisation
auftretenden Hohendiurese eine geringe aber doheti Wirkung zu haben, da alle
antidiuretisch wirkenden Hormone abfallen oder @aem konstanten Niveau bleiben. Eine
direkte Korrelation zwischen ADH und Aldosteron whet N&- und Wasserausscheidung ist
im Rahmen der akuten Hypoxie nicht nachwei¥hdtommt es jedoch zur Maladapation,
konnte diesen Hormonen im Rahmen der Pathophys&iolamn AMS, HACE (High altitude
cerebral edema, Hohenhirnédem) und HAPE eine esitdehde Rolle zukommen.

1.2.2.3 Die Wirkung der hypoxischen ventilatorischen Antwort und des

Sédure-Basen-Status auf die renale Ausscheidung

Akute Hypoxie fuhrt zur Hyperventilation, die mityperpnoe und Hypokapnie einhergeht.
Um das Zusammenspiel zwischen Diurese und Vemtilatu beleuchten, untersuchten Hilde-

brandt et al. 2000 separat diese Komponenten gexxigchen respiratorischen Antwort.

Die Hyperpnoehat einen Anstieg des Atemminutenvolumens (AMV) atlem durch einen
Anstieg des AZV zur Folge. Beim AMV Uber 30 I/miremden intrathorakale Niederdruck-
rezeptoren stimuliert. Die Reizung dieser Rezeptageht mit einer Steigerung der Na
Exkretion einheéf. Die Relevanz dieses Mechanismus ist jedoch fragldenn bei der
Hypoxie-bedingten Hyperventilation wird lediglichineAMV von ca. 10-15 I/mif® ®* er-
reicht. Hildebrandt et al. zeigten zwar, dass aeichAMV unter 20 I/min das Urinvolumen
geringfiigig erhthen kanh im Gegensatz zu den vorangegangenen Untersuatiinge

bewirkte dies jedoch eine vermehrte Wasseraussahgiodhne N&Ausscheidung.

Als Folge der Hyperventilation entwickelt sich eiHgpokapnie die sich ebenfalls auf die

renale Ausscheidung auswirkt. Fir den Metabolisnmsts es jedoch von essentieller
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Bedeutung, den pH-Wert des Blutes im Bereich zvaech,37 und 7,43 zu halten, da Werte
unter 6,8 und Uber 7,8 nur kurzfristig mit dem Lelvereinbar sind.

H,0+CO, '~ H ,COz; & ~ H* +HCO;

Gleichung 3Die Reaktion der Carboanhydrase

Nach Gleichung 3 stehen,® und CQ mit H" und Bikarbonat (HC®) im Gleichgewicht.
Die Reaktion HO + CQ < H,CO;s lauft in beiden Richtungen sehr langsam ab, wirdra
durch den Katalysator, di€Carboanhydrase (CA)extrem beschleunigt. Die ,BOs-
Dissoziationverlauft auch ohne Katalysator sehr schnell. Systetre wie das HC§CO,-
System aus einer schwachen Saure ,JCahd ihrer korrespondierenden Base (HGO
bestehen, werden Puffer genannt. Kurzfristige ggeinge pH-Wert-Schwankungen werden

durch die Puffersysteme im Blut abgefangen.

Durch eine respiratorische Alkalose werden das EiC@as Phosphat-, das Hamoglobin- und
das Proteinat-Puffersystem in Anspruch genomment 60-70% enthalt das HGO
Puffersystem den grof3ten Anteil der Gesamtpuffeaka@it des Blutes. Die Pufferkapazitat ist
abhangig von der Menge des Puffers und der Nahé@assna-pH-Werts zur Dissoziations-
konstante der Puffersaure (pWert). Der pk-Wert des HC@-Systems liegt mit 6,1 jedoch
deutlich unter dem physiologischen pH-Wert des &won 7,4. HC® stellt dennoch die
wichtigste Pufferbase dar, da die Konzentration2ditmmol/l relativ hoch ist und da es sich
beim Plasma um ein ,offenes System" handelt. Efera@s System ermdglicht es, einzelne
Edukte und Produkte wie beispielsweise HTa&ler CQ aus dem Reaktionsgleichgewicht
Uber in diesem Falle das renale bzw. respiratogiSystem zu eliminieren. Nach dem Prinzip
von Le Chatelier — dem Prinzip des kleinsten Zwanrgsfuhrt jede Stérung eines
Gleichgewichts durch Anderung der &auReren Bedingungu einer Verschiebung des
Gleichgewichts, die der Stérung entgegen WirkiBei der respiratorischen Alkalose
verschiebt sich das Reaktionsgleichgewicht vondBleig 3 von HC® und H zu CQ und
H,O, d.h. es werden HGOund H verbraucht. Die zum Ausgleich benétigteri-ldnen
werden von den anderen Puffersystemen zur Verfuggesiellt. Dafir wird Gber den
Zellstoffwechsel akut die Produktion von Milchsduoed anderer organischer Sauren
gesteigert. Die HC®-Konzentration im Plasma sinkt. Wahrend HC@nter Normoxie-
Bedingungen zu nahezu 100% resorbiert wird, komsnb& Hypoxie zur renalen HGO
Ausscheidung, denn die intrazellulared®s-Produktion im proximalen Tubulus hangt direkt
vom RCO, ab. Sinkt der £0O,, so fallen ebenfalls die 'HAusscheidung und die HGO

Resorption ab.
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Wie Abbildung 2 zeigt, stellt der Néd*-Antiporter der proximalen Tubuluszellen unter
Normoxie die aus der Dissoziation deiG®; entstehenden Hiir die Resorption von HCO
bereit. Wenn die bCOs-Konzentration sinkt, fallt auch die sezerniertekbnzentration und
dem im Tubulus angehéauften Hg@ehlt der Reaktionspartner. In der Folge wird HCO

vermehrt ausgeschieden.

TUBULUS ZELLE BLUT
HCOs~ Na* Na* =+ Na+ Na*

< \H%
H* K+ K+
H*  HCOy -O—HCO5

H,CO; 'H\zc/'os
ED) 1}(CAg)
C02 +H20 — COZ +H20

Abb. 2:Darstellung der proximalen Tubuluszellen
I: Na'/H*-Antiporter; II: Na/K*-ATPase; (nach Boemke W und Reinhardt ¥jw

Der H'-Mangel beeinflusst auch die Ausscheidung der Pdatektrolyte. Da dem NA&H*-
Antiporter nicht genug Hzum Austausch gegen Nau Verfiigung stehen, wird weniger Na
resorbiert. Das vermehrt im Tubuluslumen verbleftserNd tragt im weiteren Verlauf
aufgrund seiner osmotischen Wirkung zur verstarkt@asserausscheidung bei. So kommt es
intrazellular zum N&Mangel. Dieser wirkt auf die N&*-ATPase an der basolateralen Zell-
membran, indem er einen verminderten Abtranspartk/oaus dem Blut und somit zunéchst
einen Anstieg des Plasma-Kewirkt. Hauptregulationsort der renalefrKusscheidung sind
jedoch die K-Kanale in den Hauptzellen im Sammelrohr. Da diévAét dieser Kanale auch
von der H-Konzentration reguliert wird, fihrt der durch didkalose bedingte HVerlust
letzten Endes zum Verlust von KDes Weiteren resorbiert die Zelle Ne Austausch gegen
K*. Eine gesteigerte NeResorption bei erhthten N&piegeln im Sammelrohr zieht in der
Regel eine gesteigerte ¥Sekretion im distalen Nephron nach sich. Daherthomas infolge

einer andauernden Hypoxie zur Hypokalidmie.

Ein weiterer Ort der H und HCQ'-Sekretion sind die Typ-A- und Typ-B-Schaltzellen i
distalen Nephron. Schaltzellen des Typs A sezegniéf in den Urin und fiilhren HCOdem
Extrazellularraum zu. Schaltzellen des Typs B seegezn HCQ in den Urin und fihren dem
Extrazellularraum H zu. Auch dieser Mechanismus wird tiber die intdakile Konzen-

tration von HCO; reguliert. Das Verhéltnis von Typ-A- zu Typ-B-Zail ist dabei zum
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Sauregehalt des Korpers proportional. Je geringsr RCO, umso hoher die Anzahl der
Typ-B-Zellen und umgeketrt

Diese renale Adaptation erreicht nach etwa 24-4éhd&n ihr Maximum und fuhrt zur
verstarkten HC@-Ausscheidung, die eine vermehrte Wasser-;- Nimd K'-Ausscheidung
sowie einen Abfall der totalen Saureausscheidunch reich zieht, obwohl die HGO
Konzentration im Plasma bereits durch die respiistben Veranderungen vermindertist*
Dies fuhrt dazu, dass sich der erhdohte pH-Wert @iead Richtung des physiologischen pH-
Sollwerts zurtickbewegt. Doch die Bedeutung dieseschdnismus ist in vergangenen
Arbeiten wahrscheinlich Gberschatzt worden. Dengleabh sowohl die Hypokapnie als auch
die Hyperventilation die vermehrte Wasser- und-Nasscheidung erklaren kénnten, schei-
nen diese Mechanismen nicht essentiell fur die Hoheese zu sein. Bei andauernder
Hypoxie Ubersteigt die NeAusscheidung die HCOAusscheidung um ein Vielfactés
Dieser Mechanismus scheint unabhéngig von Hypokapmil Hyperventilation zu sein, denn
Wasser- und NaAusscheidung kénnen auch beobachtet werden, wen®@0, konstant
gehalten wurd®' 4% ®© AuRerdem verhalten sich die Nausscheidung und die HGO
Ausscheidung antiproportional zueinarfdeHildebrandt et al. zeigten 2000, dass der pH-
Wert des Urins bei der frithen Hohendiurese, d.hdém ersten ein bis zwei Stunden,
signifikant ansteigt, ohne dass die "Msusscheidung steigt. Deshalb kénnte die gestaigert
HCOs-Ausscheidung zu Beginn der Hypoxie eher von eiripitialen Anstieg der K-
Exkretion begleitet sein und die Natriurese ersitapfolgefi’ *° Diese These wird dadurch
gestiitzt, dass eine langer andauernde Hypoxie aANsscheidung fiihtt. Sie scheint
beim Menschen und bei Tieren mit einer Stimulatmeripherer Sauerstoffrezeptoren im
Karotiskorperchen zusammenzuharJeff © Im Gegensatz dazu sind die Mechanismen der
frihen HOohendiurese unabhangig von diesen Rezeptine moglicher Vermittler kdnnte das
Endothelin-1 (ET-I) sein. ET-1, ein Peptid, das \adlem vom Gefal3endothel produziert wird,
ist der starkste bisher bekannten Vasokonstrikterschiedene Untersuchungen an Men-
schefi® und im Tiermodef’ zeigten erhdhte ET-I-Spiegel unter Hypoxie. Fetral. konnten
1995 eine Korrelation zwischen einem erhohten Spiegel und einem erhéhten PAP
nachweiseff. Des Weiteren konnte eine Korrelation zwischen derstieg von ET-I und der
erreichten Hohe bei Bergsteigern nachgewiesen werd@dd-1 wirkt auch im renalen
GefalRsystem als ein potenter Vasokonstriktor unth kdort den renalen Blutfluss und die
GFR reduzierefl. Dies fiihrt zur Reduktion der Wasser- und Masscheidung. Niedrige ET-

I-Dosen induzieren dagegen eine erhéhte Wasserehegking mit oder ohne N#usschei-
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dund®, denn sie inhibieren die Wasserreabsorption in $@mmelrohren. Hildebrandt et al.
konnten in der frihen Hypoxie einen geringen ETAs#eg zeigen. Dies starkt die

Vermutung, dass ET-I ein Vermittler der friihen d@iischen Antwort sein konnte.

1.2.2.4 Zusammenfassung

Hypoxie

Korperliche Belastung

Aldosteron, #

PRA
Renaler medulldrer Periphere NS £
Fluss L] Chemorezeptoren
7Y Medulla® renal sympathetic
[ Hypothalamus ] [ edu ﬂ s nerve activity 4
(RSNA)
Adrenerges [ Ventilation [ Sympatikus
System #
/ GFR, |
Renal
Arterielle Enaler Bl

Hypertension

Periphere
Vasokonstriktion,
Blutvolumen- ANTIDIURESE/
DIURESE/ zentrall=ZEey ANTINATRIURESE
NATRIURESE

Abb. 3:Die moglichen Mechanismen, die eine Diurese und Natrese induzieren bzw. verhindern

1.3 Pathophysiologische Mechanismen unter Hypoxie

Die Fahigkeit zur Akklimatisation unterliegt vielemdividuellen Faktoren. Nach dem
derzeitigen Stand der Wissenschaft sind nur sehnigge Menschen unfahig zur
Akklimatisation’®. Unter extremen Bedingungen wie einem zu raschefstieg in zu groRe

Hohen kénnen jedoch auch zur Akklimatisation fahigenschen verschiedene Formen der
Hohenkrankheit ausbilden.

1.3.1 Hoéhenkrankheit

Als Hohenkrankheit werden zerebrale und pulmongted®me bezeichnet, die bei nicht oder

unzureichend akklimatisierten Bergsteigern kurzhnagfstieg in grof3e Hohen (tber 2500 m)
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auftreten. Obwohl es zwischen den einzelnen SynenomgroRe Uberschneidungen gibt,
eignet sich folgende Einteilung:

1. Akute Hohenkrankheit (acute mountain sickness, AMS)
2. Hohenhirnédem (high altitude cerebral edema, HACE)

3. Hohenlungenddem (high altitude pulmonary edema, E)AP

1.3.1.1 AMS und HACE

AMSbesteht aus einer Reihe von Symptomen, die typrsghise 6-12 Stunden nach Ankunft
in groBer Hohe auftreten und innerhalb von eindoed Tagen wieder verschwinden, sofern
der Betroffene nicht weiter aufsteigt. Das zentr@jenptom sind Kopfschmerz€n Nach
dem Lake-Louise-Scofeleidet ein Patient an AMS, wenn Kopfschmerzen oriddestens
ein weiteres Symptom wie Ubelkeit, Erbrechen, Eigfiing, Anorexie, Schwindel oder
Schlafstérungen vorliegen. Neue Erkenntnisse weasgrein leichtes Hirnédem als Ursache
dieser Symptome hin. Somit waren AMS UAACE verschiedene Endpunkte im Spektrum
der gleichen Krankhéit Das HACE scheint dabei ein seltenes aber meiseseEndstadium
der AMS zu sein. Die meisten Patienten, die einClHAentwickeln, litten vorher an einer
AMS und weisen Symptome wie Ataxie, Verhaltensandgen, Halluzinationen,

Desorientierung, Verwirrung bis hin zum Koma auf.

1.3.1.2 HAPE

HAPE ist ein hydrostatisches, nicht-kardiales Lungenddeelches in den ersten zwei bis
funf Tagen nach einem schnellen Aufstieg in HéheeriB00O bis 4000 m auftreten kadhn
Die Inzidenz hangt unter anderem von der Aufstiegshwindigkeit und von der erreichten
Hohe ab. Die Angaben beziiglich der Pravalenz sckeraawischen 2,59 und 15%° auf

nahezu der gleichen Hohe.

Sowohl ein niedriger hypoxischer Atemantrieb alshagine kleine Lunge im Verhaltnis zur
KorpergroRé’, kongenitale Anomalien der groBen Pulmonalartéfjezin offenes Foramen
ovale® und Infekte des oberen Atemtrditerhéhen das Risiko ein HAPE auszubilden. Auch
kénnte Hypoxie die alveolare Flussigkeits-Clearaneeintrachtigen, indem sie die Aktivitat
und Expression von verschiedenen'Neansportern hemifit Argumente hierfirr liefert die
Tatsache, dass die Inhalation von hochdosiertemelatol eineng,-Agonisten, welcher den

transepithelialen NaTransport verbessert, in einigen Fallen HAP®erhinderte. Es bedarf



1 Einleitung Pathophysiologische Mechanismen unter Hypoxie 21

jedoch noch weiterer Untersuchungen, die Rolleatlexolaren Flussigkeits-Clearance fir die
Pathogenese des HAPE zu klaren.

Unumstritten ist dagegen, dass ein UbermaRiger Addgtieg mit dem Auftreten von HAPE
korreliert. Bei HAPE-Patienten konnte ein PAP-Aegtiauf 33-117 mmHg und ein Anstieg
des kapillaren Druck auf 20-25 mmHg gezeigt werd2er pulmonal-kapillare Verschluss-
Druck (pulmonary-capillary wedge pressure, PCWkbbtlagegen konstant, was auf einen
physiologischen pulmonal-vendsen und linksatriamck hinweist’. Aus diesem Grund
kann ein Linksherzversagen als Ursache der Odenmgldausgeschlossen werden. Die
Ursache fur den tberméaRigen PAP-Anstieg konnteamainderte Bioverflugbarkeit von NO
sein, die eine abnormale pulmonal-vaskuldre Realte HAPE-Patienten auslosen kofifite
Es konnte gezeigt werden, dass die Inhalation V@rbis 40 ppm NO den Gasaustausch
verbessert und den PAP-Anstieg verhinderuRerdem ist die NO-Konzentration in der
Expirationsluft dieser Patienten geringer und aopprtional zum PAP-Anstiég In der
japanischef? und indischel Bevélkerung tritt HAPE vermehrt bei zwei endothth NO-
Synthetase-Gen-Polymorphismen auf, die mit GefdaBekkingen, wie Hypertension und
koronaren Herzerkrankungen, assoziiert sind. Esvaitrscheinlich, dass weitere Faktoren
wie eine erhohte sympathische Aktivitat oder Vaswitoktoren wie Alf®, Endotheli® oder
Arachnoidonsaure-Metabolit¥hzum erhdhten PAP bei HAPE-anfalligen Menschendtihr
Der erhohte kapillare Druék das Fehlen von Entziindungsmarkern sowie der égstbn
Erythrozyten und hochmolekularen Proteinen in denthoalveoldren Lavatfeder frithen
HAPE indizieren, dass ein Anstieg des intravaslamamDrucks zum hydrostatischen
Lungenddem ohne Entzindung fuhrt. Man vermutets dsse inhomogene Verteilung der
HPV in den Lungensegmenten, in denen die HPV geriagsgepragt ist, zu einer regionalen
Uberperfusion des distalkapillaren GefaRbetts filbaraus folgt ein erhdhter Druck in den
betroffenen Kapillaren, welcher eine Schadigingoder Uberdehnuri§ dieser Kapillaren
mit einem Ubertritt von Plasma und Erythrozytendien Alveolarraur®® induziert. Dieser
Pathomechanismus (s. Abb. 4) wird unter dem Beggiffess failure” — ,dem Druck nicht
standhaltend“ zusammengefdastEr konnte durch Tierexperimefteund durch MRT-
Kontrastmittelstudien am Menschébestatigt werden.

Klinisch gesehen flihrt das HAPE in den ersten zZiweivier Tagen zu Symptomen wie
Dyspnoe, verminderter Belastbarkeit und trockenemstéh. Im weiteren Verlauf kommt es
zu Atemnot mit Rasselgerduschen uber der Brust wedtarktem Husten mit blutig
tingiertem Auswurf. Da das HAPE akut lebensbedothlist, konnte die Sicherheit beim
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raschen Aufstieg in gro3e Hohen durch ein besd@etandnis der Pathophysiologie dieser
Erkrankung und durch eine wirksame medikamentbsepiBtaxe erheblich verbessert

werden.

HAPE: Pathophysiologie
Hohen-Hypoxie

Antidiurese Sympathikus *
Ungleiche HPV

Flussigkeits- Pulmonale Hypertonie
retention

Vasokonstriktion #
pulmonal/peripher
pulmonales Blutvolumen

[ Uberperfusion ]

Endothel [ Kapillardruck ]

[ Kapillarleck ]

Zytokine *

HAPE

Abb. 4:HAPE: Pathophysiologie(Zur Verfligung gestellt von Ass.- Prof. T. KippdD Universitatsklinikum Aachen)

1.3.2 Praventions- und Behandlungsmaéglichkeiten

Hauptrisikofaktor fur die Entwicklung von AMS, HACEnd HAPE ist eine Uberhohte
Aufstiegsgeschwindigkeit Als Faustregel fiir Bergsteiger gilickmb high, sleep low* Ab
2500 m, sollte die Schlafhéhe nicht um mehr als-300 m pro Tag erhoht werden. Daruber
hinaus sollte alle zwei bis drei Tage eine eintédgfstiegspause eingelegt werdferritt
AMS auf, sollte der Aufstieg abgebrochen bzw. baistandsverschlechterung sollte
abgestiegen werden. Beim Abstieg um 500-1000 Hok&rmsistiert die Symptomatik
meist®. Neben diesen MaRBnahmen stehen sowohl zur Proghyls auch zur Therapie
Medikamente zur Verfigung.

1.3.2.1 Acetazolamid

Bereits 1968 beschrieben Forward et al., dass AM&hdAcetazolamid (2-Acetylamino-
1,3,4-Thiadiazol-5-Sulfon-Amid, Diamox®, ACZAinen Carboanhydrase-Inhibitor (CAl),
verhindert werden kafih Auch heute gilt ACZ als Mittel der Wahl zur medikentdsen
Prophylaxe der AMS (s. Tab. 1). Zudem konnten Unielnungen unserer Arbeitsgruppe an
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Hundert®® **und eine Studie am MenscH&wzeigen, dass ACZ die HPV hemmt und daher
auch praventiv bei HAPE wirken koénnte. Es liegetogh derzeit nicht genug systematische
Studien vor, die eine Empfehlung von ACZ als Prdgke bei HAPE rechtfertigen wirden.

1.3.2.2 Dexamethason

Dexamethasagnein Glukokortikoid, ist das Alternativmedikamebéi der Préavention von
AMS und der Goldstandard bei der Therapie von HX€Es. Tab. 1). Maggiorini et al.
demonstrierten 2006, dass es moglicherweise amehpeophylaktische Wirkung von Dexa-
methason gegen HAPE gibt. Im Gegensatz zu ACZ obieit Dexamethason nicht die
Akklimatisation. Aus diesem Grund kann das abrubbsetzen von Dexamethason zum
Rebound-Effekt fuhren. Dadurch kénnen akut Symptol®e AMS auftreten, die unter der

Einnahme von Dexamethason nicht spurbar waren.
1.3.2.3 Nifedipin

Der L-Typ-C&"-Kanal-Blockerifedipin spielt eine entscheidende Rolle bei der Therapie u
Pravention des HAPE Durch Hemmung des &aEinstroms via L-Typ-C4-Kanale verhin-
dert es die HP¥* und somit den Anstieg des PAP, welcher verantiebrfiir die Entstehung
des Lungenddems ist.

Tab. 1:Ubersicht tiber die klassischen Medikamente zur Prdpylaxe und Therapie von AMS, HACE,
HAPE (Dosierungsempfehlungen nach Hackett und R8ach

Medikament Indikation Prophylaxe Therapie
Acetazolamid AMS 125-250 mg/d 250 mg/2xd
Dexamethason AMS/ HACE 2mg/6h ; 4mg/12h 4mg/6h
Nifedipin HAPE 20-30mg/12h 20-30mg/12h

Die Wirkung alternativer Medikamente wie Benzolanaider Ginko bilob®> % oder der
AT1-Antagonisten zur Therapie von AMS sind derngtht abschlieRend geklart. Auch in der
Therapie und Prophylaxe von HAPE werden neue Medgkde diskutiert. Maggiorini et al.
demonstrierten 2006, dass der PhosphodiesteragetdnhTadalafii HAPE verhindern
kanr®, Ob die Phosphodiesterase-Inhibitoren auch thetmph eingesetzt werden kénnen,
wurde bisher noch nicht ausreichend untersuchthA8almeterol, ein langwirkendess-
Sympatho-mimetikum kann HAPE verhind&mnin der Regel wird es in Kombination mit
Nifedipin zur Prophylaxe eingenommen. Auch hiegdie noch keine systematischen Studien

Uber den Einsatz als Therapeutikum vor.
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1.4 Ziel dieser Untersuchung

Eine Uberschielende HPV ist der zentrale pathoplogsgsche Mechanismus bei der Ent-
stehung des HAPE. Die orale Einnahme des CAIl AG£iise haufig angewandte Methode
zur Pravention der AMS. In einigen Studien konrdaehgewiesen werden, dass ACZ auch die
HPV unterdriicken karff '°” 1% Diese Wirkung kénnte auf Effekten beruhen, dis au
Interaktionen z.B. mit der intrazellularen ‘Gé&reisetzung in den PASMCs resultieren. Des
Weiteren konnten wir zeigen, dass die UnterdrickdegHPV durch ACZ unabhangig von
der CAI-Wirkung dieses Molekiils ist. Daher sollsheéArbeit mittels des ACZ-Analogons N-
Methyl-Acetazolamid (NMA), das keine CAI-Wirkung thdestatigen, dass die Wirkung von
ACZ auf die HPV unabhangig von dessen CAI ist.

Des Weiteren wird die Wirkung von NMA auf die remaind endokrine Regulation unter

akuter Hypoxie untersucht.

1.4.1 Vorarbeiten

1.4.1.1 Der Carboanhydrase-Hemmer Acetazolamid

Der CAl ACZ wurde ursprunglich als Diuretikum entkelt, verlor aber angesichts der
Entwicklung potenterer und nebenwirkungsarmerer ikdadente wie Furosemid an Bedeu-
tung. Heutzutage wird es vor allem in Situationémgesetzt, in denen eine metabolische

Azidose von Vorteil ist, wie beispielsweise zur Tayge und Pravention des ANMS

Diese metabolische Azidose entsteht durch Hemmueig @A. Die CA ist eines der
bedeutendsten Enzyme im Organismus, von der zurrdehr als 15 Isoformen bekannt
sind®®. Die CA ist ein Zinkenzym und katalysiert die Urmeiiung von HO und CQ zu
H,CO; bidirektional (s. Gleichung 3). Sie ist ubiquitdéorhanden und beeinflusst unter
anderem den C@lransport, den Saure-Basen-Haushalt, die WasadrElektrolytausschei-

dung und die Ventilationskontrolle tiber periphene @entrale Chemorezeptot&h

Erste systematische Studien, die zeigten, dass &@h bei AMS wirkt, erfolgten 19838
Seither wurde die Wirkung von ACZ auf die untersciichen Symptome der Héhenkrank-

heit untersucht, aber eine abschlieende KlaruasgMikmechanismus steht weiterhin aus.

An der Niere hemmt ACZ die CA sowohl intra- als lawxtrazellular durch die Blockade der
CA-abhangigen Regulation der'4$ekretion und HC®-Riickgewinnung. Dadurch wird ein
alkalischer HC@-reicher Harn ausgeschieden, es kommt durch dienierg der N&

Ruckresorption im proximalen Tubulus zur Stérung 8k/K*-Carrier im distalen Tubulus
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und zur vermehrten KSekretion. Insgesamt fiihren diese Mechanismenmaiabolischen
Azidose, die den Atemantrieb steigéttEin weiterer Atemantrieb entsteht durch die OAl i
vaskularen Endothel und in zentralen und periph€@eemorezeptoréff. Diese Steigerung
des Atemantriebs ist mild unter Normoxie. Unter bBijje hingegen ist der durch die
Verminderung des alveolaren Pg@reichte O, Kklinisch relevant und vorteilhaft. Deshalb
hilft, ACZ unter Hohenbedingungen die Oxygenieruimg Schlaf zu stabilisieren und

verhindert Phasen extremer Hypoxie und so wahrshtieiauch das Auftreten von AMS.

Die Erkenntnis, dass ACZ auch auf die HPV wirkt, nelativ neu. Erste Hinweise dafur
stammen von Emrey et al. aus dem Jahr 1872993 griffen Swenson et al. diesen
Gedanken auf und zeigten, dass die CA-Inhibitios \dentilations-Perfusionsverhéaltnis der
Lunge beeinflusst’. Um zu tberpriifen, ob dieser Effekt auf einer itton der HPV beruht,
untersuchten Deem et al. 2000 die Wirkung von AGZdee HPV an isolierten perfundierten
Kaninchenlungen. ACZ schwéchte die HPV in diesentdélioum 30-50% atj’. Da die CAin
den PASMCs sowohl membrangebunden (Isoform IVaatsh intrazellular (Isoform | und I1)
nachweisbar i$t> 2 kamen aktuelle Studien zu dem Schluss, dass AEr uakuter
Hypoxie einen direkten Effekt auf die PASMCs odes dGefal3endothel der Lunge hat.
Dennoch ist der Wirkmechanismus, tber den ACZ di®/Hinterdruckt, nicht abschliel3end
geklart. Diskutiert werden eine respiratorische m8tation durch Induktion einer
metabolischen Azidose sowie eine Modulation déKlénile, des Membranpotentials, der
Cd*-Signaltransduktion und/ oder des intrazellularda-\iderts (pHs)™® Des Weiteren
blockieren die CAls in vielen Zellen die €&analé'® konnen die Clabhangigen ATPase
inhibieret™ und C&"-abhangige K-Kanale aktivieren. Ein neuer Ansatz aus dem Jang?2
bietet Hinweise darauf, dass eine durch ACZ argjatne, vermehrte NO-Produktion der
entscheidende Mechanismus bei der Inhibition de¥ B&ln konnt&'® (s. Kapitel 4.4.2).

1.4.1.1.1 Die respiratorische Stimulation mittels ACZ

In einem vorangegangenen Projekt zur HPV konnten ami wachen, spontan-atmenden
Hunden nachweisen, dass die hochdosierte Gabe @ahbki akuter Hypoxie den Anstieg
des PAP und des PVR (pulmonary vascular resistgmaenonal-vaskularer Widerstand)
verhindert®. Dabei zeigte sich, dass wache Hunde aufgrund\@&-induzierten metabo-

lischen Azidose starker hyperventilierten als den#ollgruppe ohne ACZ. Dies fuhrt unter
Berucksichtigung der alveolaren Gasgleichung (spitéh 1.2.1) zum erhdhten alveolaren
PO,'". Die HPV kénnte demnach durch das Vorliegen elokal hoheren P welcher den

Stimulus der HPV abschwécht, unterdriickt werden. diesen Effekt auszuschliel3en,
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senkten wir die #©, von 0,1 auf 0,08 und erreichten vergleichbag®,RVerte. Die HPV
wurde dennoch gesenft Auch andere Studien, in denefORund RCO, konstant gehalten
wurden, kamen zu &hnlichen Ergebnis&ern® Deshalb hat die respiratorische Stimulation

durch Induktion einer metabolischen Azidose mitedlZ keinen Einfluss auf die HPV.

1.4.1.1.2 ACZ inhibiert den Ca**-Einstrom

In einem etablierten Modell an isolierten PASMCsnikie die mit uns kooperierende
Arbeitsgruppe um Larissa Shimoda (Baltimore, USA&)gen, dass es unter hypoxischen
Bedingungen zum Anstieg des intrazellularerf"d@mmt und dass dieser Anstieg durch
ACZ-Zugabe dosisabhéngig aufgehoben werden kann.zWraberprifen, ob die Wirkung
von ACZ ein Effekt der intra- oder der extrazelheld Hemmung der CA ist, wurden
zusatzlich die CAIl Benzolamid und Ethoxolamid ustmht. Benzolamid ist ein starkerer
CAl als ACZ, kann aber aufgrund seiner hydrophiiggenschaften nur extrazellular wirken.
Es hemmt selektiv die membranstandige CA (IV) anfa@endothel der Lung¥. Ethoxol-
amid dagegen ist ein starker CAIl, der aufgrundeseimpophilie hauptsachlich intrazellular
wirkt. Alle untersuchten CAIl senkten den basalen (& Kapitel 1.4.1.1.3), aber nur ACZ
unterdriickte den G&Einstrom. Um diese Ergebnisse auch in vivo zufizégren, wurden
die CAIl Benzolamid und Ethoxolamid in unserem Gemziodell untersucht. Keiner dieser
Stoffe unterdriickte die HPY.

1.4.1.1.3 ACZ reduziert den intrazellularen pH-Wert der PASMCs

Der pH kann eine Reihe von Zellfunktionen moduliereneu@inderem auch die Kontraktion
der PASMCS™. Verschiedene Studien zeigen, dass ein alkalissHerzur Verstarkung und
ein azidotischer zur Abschwachung der HPV bei ést#n perfundierten Rattenlungen
fuhrt?® 2 Shimoda et al. zeigten, dass ACZ, Benzolamid Etimbxolamid einen geringen,
aber statistisch signifikanten Abfall des;pthewirked®. Da jedoch weder Benzolamid noch
Ethoxolamid den C&-Anstieg der PASMCs auf zellularer Ebene oder dVrbzw. den
PVR im Ganztiermodell unterdrtickt, kann dieser Matbimus die Wirkung von ACZ auf die
HPV nicht erklaren.

1.4.1.1.4 Die Wirkung von ACZ auf das Membranpotential der PASMCs

Pickkers und Tricarico vermuteten, dass ACZ dieiviiédt der C&™-aktivierten K-Kanale
(s. Kapitel 1.2.1.1) verandert und dariiber zur Hypkarisation fihrt® **2 Da vermutet

wird, dass eine Depolarisation dem Hypoxie-indugierAnstieg des intrazellularen €a
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Anstiegs vorangefit kénnte eine ACZ-induzierte Hyperpolarisation Aidivierung von L-
Typ-C&*-Kanalen hemmen und somit den’GAnstieg unter Hypoxie und die Kontraktion
der PASMCs unterdriicken. Auch dieser These gingem@&la et al. in ihren Studien an
isolierten PASMCs nach. Sie zeigten, dass ACZ alieisen PASMCs keinen Einfluss auf das
Membranpotential in Ruhe oder unter Hypoxie hat.

1.4.1.1.5 Die Wirkung von ACZ auf die KCl-induzierte Ca**-Antwort

Um auszuschlieRen, dass der Effekt von ACZ auHyipoxie-induzierte Cd-Antwort nicht
durch eine unspezifische €dnhibition entstanden ist, untersuchten Shimodaletden
Effekt von ACZ auf eine durch KCl-Applikation indiezte C&*-Antwort. KCI verursachte
einen signifikanten G&Anstieg, der durch ACZ nicht beeinflusst werdemie. Dies gilt

als Beweis dafiir, dass ACZ selektiv éfgpoxieinduzierte C&"-Antwort hemmt.

1.4.1.1.6 Zusammenfassung

ACZ hemmt die Hypoxie-induzierte intrazellulare’GAntwort auf zellulérer Ebene und die
HPV im Ganztiermodell. Diese Wirkung ist unabhangan einer durch die Hemmung der
CA bedingten intrazellularen Azidose. Somit blalbt molekulare Rezeptor, der die Wirkung
von ACZ vermittelt, unbekannt. Aus den oben besti@nen Ergebnissen ergab sich die Idee,
ein modifiziertes ACZ-Molekll -NMA — einzusetzen. In diesem Molekil ist die hemmende
Wirkung auf die CA aufgehoben. Es weist aber dilegen Eigenschaften des ACZ-Molekils

auf.

1.4.2 N-Methyl-Acetazolamid

NMA ist ein analoges ACZ, in dem ein terminales Kygkn der Sulfonamid-Gruppe
(SO,NH,) durch eine Methyl-Gruppe ersetzt wulfds. Tab. 2). Dieses Molekiil wurde 1956
von Maren et al. als eine mogliche KontrollsubstéimzCAls untersucht® Ziel war es, ein
Molekul zu finden, welches die gleichen chemischem physikalischen Eigenschaften
aufweist wie ACZ, jedoch keine CAI-Wirkung hat. Bas 1940 erfolgte durch Mann und
Keilin der Nachweis, dass jede Substitution an d&uaifonamid-Stickstoff invitro die
Aktivitat von CAls auBer Kraft setZf. Es stellte sich jedoch heraus, dassi9épropyl-
Derivate invivo (in Ratten und Hundergurch Spaltung zu einem CAIl metabolisiert werden.
Aus diesem Grund wurden verschieden&D¥érivate von ACZ untersucht. Eines dieser
Praparate war NMA. Maren et al. zeigten an Hundess bei der i.v.-Gabe von 50 mg/kgKG

das NMA eine CAI-Aktivitat von ca. 2% aufwies. Dedosis entspricht einer renalen
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Wirkung von etwa 1/100 der ACZ-Wirkung. Insgesandnkten vom NMA ca. 50%
unverstoffwechselt im Urin nachgewiesen werden. &aspricht der Pharmakodynamik des
ACZ. Vor diesem Hintergrund wahlten wir NMA aus, da die geringste Umwandlung zu
ACZ und chemische gesehen die groRte Ahnlichkéiteist (s. Tab. 2).

Tab. 2:Vergleich der chemischen und physikalischen Eigensaften von NMA und ACZ% 23

MW: Molekulargewicht; CAIl in vitro: CA-Inhibition i vitro; K; vs. CA II: Dissoziationskonstante fir die
Bindung an die CA II; CAl in vivo: CA-Inhibition iwivo; pK,: Saurekonstante

Strukturformel Schmelz Mw CAlin | KivsCAIl CAlin pKa
-punkt vitro vivo

Acetazolamid

— - 0 0,
j]\ /Z Yoo 2580 222 100% 8 100% 74
e ) S)kg/wz 259°C
Il
o

N-Methyl-Acetazolamid
256- 236 0,04- 1600 2% 7,7

Q —N
H;CJLuls)klj/n\m 260°C 0,15%
Il ‘
o

Shimoda et al. untersuchten 2006 den Effekt von NAisolierte PASMCs. Im Gegensatz
zu ACZ, Benzolamid und Ethoxolamid hatte NMA keingfiekt auf den basalen pHEs
fihrte dagegen zu einem statistisch signifikanteistiég der basalen intrazellularen*Ga
Konzentration und zur Inhibition der Hypoxie-indee C&'-Antwort. Aus diesen Unter-
suchungen folgt, dass keine intrazellulare Azidoder Veranderung des Membranpotential in
den PASMCs der Unterdriickung der HPV durch ACZ unde liegt und dass dieser
Mechanismus unabhangig von der CA1%t'% Die vorliegende Arbeit soll priifen, ob NMA
auch in vivo die HPV unterdrickt.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden mit 9 weiblichen Beagle-Hundgiter: 1-2 Jahre; Gewicht:
14 + 0,5 kg) durchgefuhrt, welche nach Sozialverhalten ihrer Akzeptanz gegenuber
kleineren experimentellen Eingriffen (z.B. Legenes Blasenkatheters) ausgewéhlt wurden.
Bezogen wurden die Tiere von der Fa. Harlan-Winkelm GmbH (D-33178 Borchen,
Deutschland), die die Tiere noch vor der Lieferuragh geltender FELASA-Empfehlung
(2002) (Federation of European Laboratory AnimakBoe Association) gegen Viren sowie
Ekto- und Endoparasiten impfte und entwurmte. Di@lieser Arbeit vorgestellten Versuche
wurden durch die zusténdige Tierversuchskommissieim Landesamt fur Arbeitsschutz,
Gesundheitsschutz und technische Sicherheit gegeliiiA G 0084/04).

2.2 Tierhaltung und Erndhrung

2.2.1 Tierhaltung

Besondere raumliche und technische Bedingungeniam&lizinischen Forschungszentrum
der Charité Campus Virchow Klinikum sowie eine skamlisierte Hundehaltung durch erfah-
rene Tierpfleger fuhrten zu optimalen Versuchsbgangen und einer tierschutzgerechten
Haltung. Um dies sicherzustellen, protokolliertea @ierpfleger fur jeden Hund taglich den
allgemeinen Gesundheitszustand, die Nahrungsaumatiie Kérpertemperatur und das Ge-
wicht, die Defékation, das Sozialverhalten sowiednelere Vorkommnisse (z.B. Zyklusblu-
tungen). Die Hunde wurden in der Meute mit auseschAuslauf gehalten: Gegen 9:00 Uhr
wurden die Hunde in einen ca. 100 m2-Auslauf aunh @&ach der tierexperimentellen Einrich-
tung gefuhrt, nachmittags und nachts teilten sickvyei Tiere einen ca. 5 m2 grof3en und 2 m
hohen bei 21°C und 55-60 % Luftfeuchtigkeit klinsaiten Zwinger mit Hundehitte
(Bodenhaltung). Diese Haltung sicherte ein gesustesalverhalten und ermoglichte es, die
Hunde nach Ende der Versuchsreihe in Privathaweshaltermitteln.

2.2.2 Erndhrung

Aul3erhalb der Versuchsperioden erhielt jeder Humd8B0 Uhr ein seinem Kdrpergewicht
entsprechendes Mischfutter aus PREMI®bder JUNIOR-Dosenfutter und Trockenfutter

(Fa. Allco, Morsum, Deutschland). Tagsuber stang3&maad libitum zur Verfigung.
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2.3 Eingewohnung und Training der Hunde

Die Versuchsdurchfiihrung an wachen, nicht sedigrienden erfordert ein spezielles Trai-
ning, welches nach einer zweiwdchigen Eingewohrzgigdegann. Zunachst wurden die
Hunde an den Versuchsraum und die untersuchendasarié@ gewodhnt. Anschlie3end lernten
sie, auf einem leicht gepolsterten Versuchstisaremer Warmedecke (35°C), auf der rechten
Korperseite zu liegen. Gleichzeitig wurden sie are espeziell von der Arbeitsgruppe ent-
wickelte Atemmaske gewohnt. Die Maske ist in dete¥learmedizin zur Narkoseeinleitung
gebrauchlich und wurde fur unsere Zwecke verkiinzt,den Totraum zu verkleinern. Zudem
ermoglichte ein individuell angepasster Gummiringea dichten Verschluss der Maske
gegenuber der Umwelt. Sobald die Hunde die MasHKeriéoten, wurden sie an die
Spontanatmung am Respirator (Servo 980 $emens Company, Lund, Schweden) gewshnt.
Dabei erlernten sie zuerst das Atmen von RaumNidirrhoxie) und anschlieBend das Atmen
eines hypoxischen Gasgemischs (Hypoxie), welcheshddie Zumischung von Stickstoff
(N2) hergestellt wurde. Die Dauer der Liegetbungendeuwontinuierlich gesteigert. Zuletzt
brachten wir den Hunden das Liegen auf dem Ruckemuid gewdhnten sie an das Legen
eines Blasenkatheters, Spulen der Blase und Geiféfipoen (V. cephalica und A. femoralis)
unter Lokalanasthesie. Wahrend der Zyklusblutund mwei Wochen danach wurde das

Training fortgesetzt, der Hund hatte jedoch keiresMche.

2.4 Versuchsvorbereitung

2.4.1 Eigenblutspende

Mindestens 7 Tage vor jedem Versuch enthahmenemirtlinden 80 ml vendses Blut aus der
V. cephalica. Das Blut wurde direkt in eine Blutkenve (CompofleX CDPA-1, Fresenius
HemoCare GmbH, Redmond, NE, USA) abgenommen, wetolieCDPA-1-Stabilisator
(Inhaltsstoffe: 26,3g/l Natriumcitrat-Dihydrat; 3@/ Citrat, 2,51 g/l Natriumdihydrogen-
phosphat, 31,9 g/l Glucose ad 1000 ml Aqua ad tiaieilea) prapariert war. Danach wurde die
Blutkonserve luftdicht verschlossen und bei 4-6e@hawahrt. Mit dieser Blutkonserve konn-
te ein konstantes Blutvolumen wéahrend des Verstrais Blutentnahmen sichergestellt und

den durch Blutverlust induzierten hormonellen Ragahsvorgangen vorgebeugt werden.

2.4.2 Diat und Versuchsvorbereitung

Um eine ausgeglichene Ein- und Ausfuhr von Kochs#Zz und Wasser sowie eine

vergleichbare Ausgangsstimulation des RAAS zu sicherhielt jeder Hund 5 Tage vor
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Versuchsbeginn eine standardisierte Diat. Dieseditur Gesamtenergieaufnahme von 277
KJ/kgKkG/d und entspricht einer normalen Hundeemd@r Das Gewicht blieb darunter

konstant.

Tab. 3:Standardisierte Diat (Alle Angaben sind bezogen auf Kilogramm KérpergdwikgKG) und Tag)

Reis (gekocht) 58¢
Fleisch (zerkleinertes Rinderherz) 12g
Natrium 2,5 mmol
Kalium 3,5 mmol
Wassergehalt (insgesamt) 91 ml

Einen Tag vor dem Versuch wurden die Tiere vonT™erpflegern gebadet und Hals, Leisten
und Pfoten rasiert, um eine Gefa3punktion mit hohggienischen Standard sicherzustellen.
Die Diat endete nach dem jeweiligen Versuch undHilend erhielt normale Hundenahrung.
Auf jeden Versuch folgte eine mindestens vierzafig&\Versuchspause fir den Hund.

2.5 Versuchsdurchfiihrung

Am Morgen vor Versuchsbeginn wurden die Hunde gamagnd rektal die Kérpertemperatur
gemessen. Die Hunde blieben wahrend des Versudmgenii, wach und nicht sediert.

2.5.1 Anlage des Blasenkatheters und der Venenverweilkanile

Gegen 8:30 Uhr erfolgte im Versuchsraum unter Lakasthesie mittels Lidocain-Gel die An-
lage eines Blasenkatheters (NS5 CH Foley catheter, Beiersdorf AG, Hamburg Defuts
land). AnschlieRend wurde eine VenenverweilkanBlegnilé€ 20 G, B. Braun, Melsungen,
Deutschland) in die linke Vorderpfotenvene (V. calpfa) gelegt. Zur quantitativen Schatzung
der glomerularen Filtrationsrate (GFR) mittels eiegogenen Kreatinin-Clearance, wurden
2,8 g Kreatinin (FA. E. Merck, Darmstadt, Deutscldpin 50 ml einer 5%igen Glucose-
Losung geldst und Uber eine Infusionspumpe in dd@eviverweilkanile injiziert. Dabei
wurde zunachst tber 30 Minuten kontinuierlich eBattigungsdosis von 1,4 g infundiert.
Danach entleerten wir die Blase und warteten caMR{uten, um eine gleichmafiige Vertei-
lung des exogenen Kreatinins im Extrazellularraungewéhrleisten. AnschlieRend wurde als
Erhaltungsdosis 3,7 mg Kreatinin/min kontinuierliciundiert. Dadurch wurde die Plasma-
kreatininkonzentration (3 konstant auf Gber 7 mg/dl angehoben. Wahrendvdesuchs

bestimmten wir stindlich 22 und Wiea (Urinkreatininkonzentration), die zur Schatzung
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der GFR mittels der Kreatinin-Clearance-Formel bigmonverden. Die Reliabilitat dieser
Methode zur Schatzung der GFR wurde durch unseteitsgruppe tiberprift.

2.5.2 Anlage des Aortenkatheters

Zur kontinuierlichen Blutdruckmessung nutzten winesm perkutan tber die A. femoralis
dexter positionierten Aortenkatheter. Dazu wurde dieistenregion steril abgedeckt,
desinfiziert und mittels 2%igem Lidocain (B. Brawielsungen Deutschland) betaubt.
AnschlieRend wurde mittels Seldinger TecHffikein 20 cm langer einlumiger 3 French
Katheter (BD Careflow TM, ReF Nr.: 681642, Singagoin die Aorta abdominalis einge-
fuhrt. Dieser ermdglichte Uber einen vor Versuchstre kalibrierten Einmaldruckumwandler
(0 und 100 mmHg-Abgleich) (RKV-Set, Abbott, Sligegland) eine kontinuierliche Messung
des MAP und der HF sowie die Entnahme arteriellatdBoben.

2.5.3 Anlage des Swan-Ganz-Katheters

25

20 Wedge-
:?:11 5 Position
-

Abb. 5:Druckverlauf beim Einschwemmen eines pulmonal-arteellen Katheters

Abszisse: Einfiihrtiefe des Katheters von der Ponissitelle an; Ordinate [mmHg]: der intravasalerdBttf

Zur Anlage des Swan-Ganz-Katheters wurde unter laoksthesie mittels Seldingertechnik
eine Schleuse (Arrow—FI@xG French, Prod. Nr.: SI-09600, Arrow internatign@eading,
USA) in die V. jugularis externa dextra gelegt. Ubéese wurde ein 5 French Thermodilu-
tionskatheter (Swan-Gafiz5 French, Edwards Lifescience LLC, Irvine, CA, A)Seinge-
fuhrt, der Uber einen Einmaldruckwandler an eineanitbr (Danica, Dialogue 2000 Elektro-

nik, DK) angeschlossen wurde. So konnte unter \lu&ontrolle der Druckkurven der
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Katheter durch das rechte Atrium und den rechtentrié®l in die A. pulmonalis einge-

schwemmt werden. Dabei wurde ab einer Einfuhrlaraye 17 cm der Ballon an der Kathe-
terspitze mit 0,7 ml Luft gefullt und solange vasgboben, bis die charakteristische Druck-
kurve fur eine pulmonal-arterielle Verschlusspaositi(\Wedge Position) auf dem Monitor
sichtbar wurde. Die Lage des Katheters in einempitésmt der Pulmonalarterie galt als
gesichert, wenn nach Ablassen der Luft aus denoBalh der Katheterspitze die typischen
Druckkurven fur die A. pulmonalis sichtbar wurden Abb. 5). Dieser Katheter ermdglichte

es, den MPAP, den PCWP (pulmonary capillary wedgsure) und das HZV zu ermitteln.

2.5.4 Versuchsprotokolle
Wir untersuchten 9 Beagle-Hunde in randomisier&ih&nfolge in folgenden Protokollen:
1. Kontrolle
2. Acetazolamid: ACZ 2 mg/kgKG Bolus und 2 mg/kgKGM i
3. NMA-low-dose: NMA 250 mg Bolus und 5 mg/kgKG/h i.v.
4. NMA-high-dose: NMA 10 mg/kgKG Bolus und 10 mg/kgKkGiv.

Urmel
Shiva Hummel
Tapsi Goldie
Yaris Funny
N\ N J
Y Y
Protokolle: 1,2 und 3 Protokolle: 1,2 und 4
= NMA-low-dose- = NMA-high-dose-
Gruppe (n=6) Gruppe (n=5)

Abb. 6:Einteilung der Versuchs-Tiere in NMA-low-dose- undNMA-high-dose-Gruppe

Dabei durchliefen zwei Hunde (Evita & Wally) alled®kolle, vier Hunde (Urmel, Shiva,
Tapsi & Yaris) nur 1, 2 und 3 und drei Hunde (Humn@oldie & Funny) nur die 1, 2 und 4.

Fur die Auswertung und Diskussion teilten wir der&che in zwei Gruppen auf:

1. NMA-low-dose-Gruppe 2. NMA-high-dose-Gruppe (s. Abb.6).
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2.5.4.1 Protokoll 1: Kontrollversuch

2.5.4.1.1 Versuchsbeginn

Gegen 9:00 Uhr, nach Anlage samtlicher KatheteKépitel 2.5), wurde der Hund auf der
rechten Seite gelagert. In dieser Position wuréeMiaske angelegt, durch die der Hund tber
den Respirator spontan Raumluff@g= 0,21) atmete. Sobald der Kreatininbolus (s. Kdpi
4.5.1) vollstandig infundiert war, wurde die Blasettels Luftspllung entleert, der Urin
verworfen und dieser Zeitpunkt als Versuchsbegiotnert. Au3erdem erfolgte eine arterielle

Blutgasanalyse (BGA) sowie eine Ausgangswertbestingrder Rea

2.5.4.1.2 Versuchsablauf

Wahrend der ersten Versuchsstunde - der Normoximete der Hund Raumluft;(® 0,21).

In der zweiten und dritten Versuchsstunde (Hypdxiend Hypoxie II) atmete der Hunde
durch das Zumischen vorn,Min hypoxisches Gasgemisch. Das richtige Mischesrpgiltnis
wurde durch arterielle BGAs ermittelt, dabei was dael ein RO, von 36-40 mmHg. In der
Kontrollgruppe entsprach das etwa eingd.Fvon 0,1. Die Hunde atmeten wahrend des
gesamten Versuchs uUber den Respirator im CPAP-Mddastinuous positive airway
pressure). In diesem Modus hatten die Hunde sobhinspiration als auch bei Expiration
einen kontinuierlichen positiven Atemwegsdruck \&ii5 mmHg, der die systembedingten

Atemwegswiderstande ausgleichen sollte.

2.5.4.1.3 Kontinuierliche Bestimmung der hdmodynamischen und

respiratorischen Parameter

Wahrend der Versuche wurden folgende hamodynamisahd respiratorischen Parameter

kontinuierlich auf einem Monitor (Danica, DialogR@00 Elektronik, DK) dargestellt:

» arterieller Mitteldruck, MAP » zentraler Venendruck, ZVD

* Herzfrequenz, HF * Atemzugvolumen, AZV

e mittlerer pulmonal-arterieller Druck, * Atemminutenvolumen, AMV
MPAP o applizierter CPAP.

Gleichzeitig wurden alle 20 s Mittelwerte berechuetl auf einem Computer (Vectra 486/33
VL, Hewlett Packard, USA) gespeichert. Aus den Dateirden nach jedem Versuch die 1-,
5-, 10-, 20-, 30-, 60-Minuten-Mittelwerte berechriiese dienten der Verlaufskontrolle und
der Uberpriifung der zu den Messzeitpunkten abgedesdé/erte (s. Abb.7).
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2.5.4.1.4 Messperiode

15 Minuten vor Ende jeder Versuchsstunde beganMdasperiode. Zunachst wurden sowohl
die hdmodynamischen als auch die respiratorisclaanfeter zum Messzeitpunkt notiert.
Den Mittelwert der aufgezeichneten zentralvendseumckkurve erfassten wir als ZVD. Das
proximale Lumen des Swan-Ganz-Katheters befanddabei im rechten Atrium oder in der
V. cava superior. Der mit diesem Lumen verbundenekaufnehmer war in konstanter Hohe
10,5 cm uber dem Versuchstisch justiert. Diese Haitigpricht in etwa dem Vorhofniveau des

liegenden Hundes. Die Hohe des Druckaufnehmersemuwdjedem Versuch tGberpruft.

Bei gefllltem und in pulmonal-arterieller Okklusposition liegendem Ballon wurde nach 3
Atemzlgen der angezeigte diastolische Druck inRlgmonalarterie als PCWP festgehalten.

Diesen Wert benotigten wir, um spater den PVR zedimen.

Nach der Methode von Jansen und Schré@téf’ermittelten wir das mittlere HZV. Hierfiir
injizierten wir 5 ml 4°C kalte Glucose-Ldsung (5%er den proximalen Schenkel des Swan-
Ganz-Katheters in den rechten Vorhof. Dabei erretkith das HZV unter Beriicksichtigung
der atmungsabhangigen Schwankungen als Mittelwer3avon 5 direkt aufeinander gemes-
senen Werten. Der hdchste und der niedrigste Wertlem verworfen. Nach der Formel von
Hoeft*° wurde mit dem HZzV-Monitor (Vigilance®, Typ VGS1,aRter & Edwards, Lifes-
cience LLC, Irvine, CA, USA) das HZV berechnet utid Thermodilutionskurve dargestellt.

Des Weiteren entnahmen wir den Hunden ca. 25 mafialies Blut aus dem Aortenkatheter.

Diese Proben dienten zur Bestimmung der Plasmaktmati®nen von

* Aldosteron, PAC * Natrium, Ria

e Angiotensin Il, All o Kalium, R

* Endothelin I, ET-I * Plasmareninaktivitat, PRA
* antidiuretischem Hormon, ADH * Hamoglobingehalt, Hb

e Kreatinin, Rea

und der BGA bzw. des Saure-Basen-Haushalts. Zuletrie die Harnblase manuell kompri-
miert und Uber ein Blasenspulsystem mit 250 ml ead@ymtem (37°C) Aqua destilla
(Ecotraine? Aqua B. Braun, Melsungen, Deutschland) gespiilt entleert. Durch eine
zusatzliche Luftspilung mit zweimal 50 ml versucht@r den Urinsammelfehler weiter zu

minimieren. Das Urinvolumen wurde anschliel3endAqita destilla auf 500 ml verdinnt.
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Mit dem somit gewonnenen Urin ermittelten wir falge Werte:

«  Stundenharnmenge,\U «  Urin-Kaliumkonzentration, WV
e Urin-Natriumkonzentration, LV e Urinkreatininkonzentration, ka.
Versuchsablauf

Hamodynamik/ Ventilation, Messung alle 20 Sekunden ———

000 015 030 0:45 100 115 1:30 145 200 215 230 245

Versuchszeit 1 ! L L L L I I 1
Urinprobe & & &
Blutentnahme (ca. 25ml) ‘ ‘ ‘-
Hamodynamische Messung ‘ ‘ ‘
Blutentnahme (ca. 2ml) & & & & &
Eigenbluttransfusion <@ @
Ausgangswert (g
Normoxie Hypoxie | Hypoxie Il

Urinprobe: UNa, UK, UKrea,
Blutentnahme (ca. 25 ml): PAC, All, ET-I, ADH, PKrea, PNa, PK, PRA, Hb, arterielle BGA
Hamodynamische Messung: HZV, PVR, SVR, HF, MPAP, MAP, ZVD, AZV, AMV

Blutentnahme (ca. 2 ml): arterielle BGA

CeC e el

Ausgangswert: Blasenentleerung und die erste arterielle BGA und Ausgangswert fiir PKrea

Kontinuierliche Messung (alle 20s): HF, MPAP, MAP, ZVD, AMV, AZV

Abb. 7:Ubersicht tiber den Versuchsablauf

2.5.4.2 Protokoll 2: Acetazolamid

Die Versuchsdurchfihrung entspricht den Kontrobuwehen. Die Hunde erhielten zusatzlich
15 min vor Versuchsbeginn einen i.v. Aufsattigurajgb ACZ (2 mg/kgKG). Anschliel3end
erfolgte wéhrend des gesamten Versuchs die Galee Enhaltungsdosis von 2 mg/kgKG/h
ACZ (Diamox®) i.v. Die Inhibition der CA filhrte (iber eine Stitation peripherer Chemo-
rezeptoren im Glomus carotium zum gesteigerten Atgrieb der Hunde. Daher mussten
wir zur Sicherung vergleichbarer,®-Werte entsprechend der alveolaren Gasgleichung
(s. Kapitel 1.2.1) die P, auf Werte um 0,09-0,08 herabsetZén
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2.5.4.3 Protokoll 3: NMA-low-dose

Die Versuchsdurchfuihrung entspricht den Kontrobuehen. Nachdem die Hunde 15 min vor
Versuchsbeginn einen i.v.-Aufsattigungsbolus vofl 8tg NMA erhalten hatten, folgte eine
Erhaltungsdosis von 5 mg/kgkG/MNMA i.v. Uber den gesamten Versuchszeitraum. Die
Synthese und Reinigung des verwendeten NMAs egalig von Maren beschrieb&h

2.5.4.4 Protokoll 4: NMA-high-dose

Die Versuchsdurchfihrung entspricht den Kontrobuehen. Aul3erdem erhielten die Hunde
15 min vor Versuchsbeginn einen i.v.-Aufsattiguradeb NMA (10 mg/kgKG). Anschliel3end
erfolgte die Applikation einer Erhaltungsdosis v@ mg/kgkG/hNMA i.v. Uber den

gesamten Versuchszeitraum.

2.6 Quantitative Laboranalytik

Die gewonnenen Urin- und Blut- bzw. Plasmaprobemtgin der Bestimmung der Elektrolyte,

des Kreatinins, der Osmolaritat, der Blutgase s@wi@er ausgewahlter Hormone.

2.6.1 Analyse der Elektrolyte in den Urin- und Plasmaproben

Durch Zentrifugieren der arteriellen Blutproben dem Plasmaproben hergestellt, in denen

bestimmten wir R, und R mittels Flammenphotometrie. Auch died¥ und die WV

wurden flammenphotometrisch gemessen.

2.6.2 Analyse von Ugrea Und Pgrea

Mit Hilfe der Jaffé-Reaktion, einem photometrisdhétischen Testverfahren, bestimmten wir
die Kreatininkonzentration in Urin und Plasma. Biéser Reaktion bildet Kreatinin mit
Pikrinséure in stark alkalischer Losung einen gabor Farbstoff, dessen Extinktionszunahme

bei 512 nm proportional zur Kreatininkonzentratiorden Proben ist.

2.6.3 Blutgasanalyse
Wir entnahmen arterielle Blutproben aus dem Aoraginéter. In diesen Proben ermittelten wir
den RO,, den RCO, und den pH (arteriellen pH-Wert) mit Hilfe eines Blutgasansdyors
(ABL 705, Radiometer, Kopenhagen, Danemark). Dielserechnete auch das aktuelle
Bikarbonat (ABC) und den aktuellen ,Base ExcessBE).
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2.6.4 Hamoglobinkonzentration und O,-Sattigung

Sowohl die Hb-Konzentration als auch dig-&ttigung wurden mit einem auf Hundeblut

geeichten Hamoxymeter (COSM3, Radiometer, Kopenhdganemark) bestimmt.

2.6.5 Hormonanalyse

Fur die Hormonanalyse wurden die Blutproben in IKatium-EDTA beschichtete Rohrchen
gefullt, im Eisbad gekihlt, bei 4°C in einer Kihttefuge zentrifugiert und das abpipettierte
Plasma bei -22°C gelagert.

2.6.5.1 Analyse von PRA, AII, PAC und ADH

Wir bestimmten PRA, All, PAC und ADH nach dem Pmnzales kompetitiven radio-
immunologischen Assays (RIA), (YALOW, 1959). Hierbl®nkurrieren die in einer Probe
vorhandenen Substanzen mit einer definierten Melagselben, aber radioaktiv markierten
Substanz um eine feste Anzahl von freien Binduedsst an spezifischen Antikorpern. Nach
Inkubation misst man die Strahlungsaktivitat deslder Diese ist umgekehrt proportional zur

Konzentration der untersuchten Substanz.

Da eine direkte Bestimmung von Renin in Hundeplasicht moéglich ist, wurde die PRA

nach folgendem Prinzip bestimmt: Das Renin setzh $in Probenansatz innerhalb einer
definierten Zeit von Angiotensinogen zu Al um. Riskonnte mittels RIA bestimmt werden.
Deshalb lautet die Einheit fir PRA pg Al frinin™.

Tab. 4:Ubersicht tiber die verwendeten Kits zur Hormonanalge

Hormon Probe Methode | Kit

PRA Plasma aus 4 ml arteriellem RIA RENCTK (P2721), DiaSorin GmbH, Diisseldorf, Deutschland
EDTA-Blut (Intraassay-VK 7,6%, Interassay-VK 9,1%)

All Plasma aus 4 ml arteriellem RIA Angiotensin Il, RIA, Cat. No. RB 320, Euro-Diagnostica AB, Malm®,
EDTA-Blut Schweden (Intraassay-VK 3,0-3,3%, Interassay-VK 3,9-4,8%)

PAC Plasma aus 4 ml arteriellem RIA Aldock-2 (P2714), DiaSorin GmbH, Dusseldorf, Deutschland
EDTA-Blut (Intraassay-VK 8,2-11,2%, Interassay-VK 6,6-17,7%)
Plasma aus 7 ml arteriellem Vasopressin (ADH)-RIA, RK-AR1, Biermann GmbH, Bad

ADH Blut in einem heparinisierten RIA Nauheim, Deutschland (Intraassay-VK 2,6-11,2%, Interassay
Reagenzglas gewonnen VK 6,6-17,7%)

2.6.5.2 ET-I

Flr die Analyse von ET-1 versetzten wir 4 ml EDTAuBmit 80 ul des Proteinaseinhibitors
Aprotinin (Tyrasof 500.000 KIE, Fa. Bayer, Leverkusen, Deutschlaneitrifugierten diese
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Probe und nutzten das Plasma fur einen EndothpénHtschen enzymimmunologischen
Sandwich ELISA (Endothelin, Kat. Nr. BI-20052, Biedica, Wien, Osterreich [Intraassay-
VK 4,4-45%, Interassay-VK 6,9-7,6%]). Bei dieseechinik werden zwei Antikorper
verwendet, die beide an das nachzuweisende Antigelen. Der erste AntikOrperGoating-

Antikorper— wird an die Mikrotiterplatte gebunden. Dieserdahdas Antigen (ET-1) aus der
Probe. Durch Zufiigen des zweiten AntikdrpeBetection-Antikorpers entsteht ein Antikor-

per-Antigen-Antikdper-Komplex. Zu diesem wird eintrReroxidase konjugierter Antikorper
hinzugefligt. Zwischen den einzelnen Versuchssehritterden jeweils nach Inkubation die
ungebundenen Bestandteile durch Waschen entferaletzZ erfolgt die Zugabe von
Tetramethylbenzidin (TMB). Dieses wird durch dierd&dase zu einem photometrisch
messbaren Farbstoff umgewandelt. Die Konzentrates Farbstoffs (pg/mg) ist direkt

proportional zur Konzentration von ET-I.

2.7 Statistische Auswertung

Wahrend des Versuchs wurden die Kreislauf- und iNgitinsparameter kontinuierlich auf
einem PC gespeichert. Die Analyse der Daten edalgtzwei Gruppen. In dddMA-low-
dose-Gruppewurden 6 Hunde analysiert, die die Protokolle yn2l 3 durchliefen. In der
NMA-high-dose-Gruppevurden 5 Hunde zusammengefasst, die die Protolgl2 und 4
durchliefen (s. Kapitel 2.5.4, Abb. 6).

Anschlie3end wurde die Auswertung mit dem Staggblgramm Number Cruncher Statistical
Systems (NCSS), (Kaysville, Utah, USA, 2001) dueffigrt. Zunachst wurden die Mittel-
werte der verschiedenen Versuchsperioden langs,utdr die Zeit, innerhalb eines jeden
Protokolls und quer, d.h. zwischen zeitgleichens\Mehsperioden, der Versuchsprotokolle
(s. 2.5.4) mittels einer globalen VarianzanalyseNIGANOVA) auf Unterschiede untersucht.
Danach erfolgte bei signifikanten Unterschiedensewen der Kontrollgruppe und der jewei-
ligen Interventionsgruppe fur den jeweiligen Parmnesine Folgeanalyse in Form des
gepaarten Student t-Test mit eineAdjustierung in einer Variante der nach Schaffer
modifizierten Holm-Bonferroni Prozedur. Hierfir vider eine globale Irrtumswahr-
scheinlichkeito. = 0,05 festgelegt. Die Nullhypothese wurde vereoyfwenn galt: p <.

In den verwendeten Abbildungen wird jeweils dathametische Mittel und der Standardfehler
(SEM) des Mittelwertes angegeben, im Text und dehellen dagegen das arithmetische
Mittel und die Standardabweichung (SD).
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3 Ergebnisse

3.1 Ventilation, Blutgase und Saure-Basen-Haushalt

3.1.1 Blutgase und Saure-Basen-Haushalt der NMA-low-dose-Gruppe
und der NMA-high-dose-Gruppe

Der P40, fallt in allen Versuchen unter Hypoxie auf Werteschen 35 und 40 mmHg ab. Bei
den ACZ-Versuchen in der NMA-low-dose-Gruppe liegeie Werte in Normoxie und
Hypoxie | héher als in den Kontrollversuchen. kr diNMA-high-dose-Gruppe kann dieser
Unterschied zwischen den ACZ-Versuchen und den ddntersuchen in allen
Versuchsstunden gezeigt werden (s. Tab. 5).

Der P,CO; féllt in allen Versuchen auf unter 31 mmHg untepbixie ab. In der Normoxie-
Phase der ACZ-Versuche der NMA-low-dose-Gruppe wund Durchschnitt ein geringerer
Wert als in den Kontrollen gemessen. Diese Beobachkonnte in der NMA-high-dose-

Gruppe in allen Versuchsphasen der ACZ-Versuchemektiert werden (s. Tab. 5).

Der pH, steigt in den Kontrollen beider Gruppen und in 8#A-high-dose- und NMA-low-
dose-Versuchen beim Vergleich von Normoxie und Bypa@n. In den ACZ-Versuchen der
NMA-low-dose-Gruppe bleibt der pHkonstant und unterscheidet sich in Hypoxie Il dem
Kontrollen. In den ACZ-Versuchen der NMA-high-doSedppe zeigt sich zwar ein Anstieg
des pH-Wertes, dieser ist jedoch geringer als irKaatrolle (s. Tab. 5).

Die ABC bleibt in den Kontrollen der NMA-low-dose-Gruppeeiitdie gesamte Versuchs-
periode konstant zwischen 22,4 + 1 und 20,4 £ 3 Himm Gegensatz dazu zeigt sich so-
wohl bei den ACZ - als auch bei den NMA-low-dosesdéehen ein — im Vergleich zur
Normoxie — kontinuierlicher Abfall. Au3erdem isttan Normoxie das ABC in den ACZ-

Versuchen niedriger als in den Kontrollen (s. Tab.

Die Beobachtungen in der NMA-high-dose-Gruppe eetden in etwa denen in der NMA-
low-dose-Gruppe: Auch hier bleibt die ABC in den ritmllen konstant und die ACZ-

Versuche unterscheiden sich in allen Versuchsstuade den Kontrollen.

Die ABE zeigt in allen Kontrollen und den NMA-low-dose-duNMA-high-dose-Versuchen
keine Veranderungen. Dagegen beobachteten wir mAd&Z-Versuchen beider Versuchs-
gruppen hohere Werte in allen Versuchsphasen aufder Normoxie-Stunde der NMA-high-

dose-Gruppe. (s. Tab. 5).
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Tab. 5:Blutgaswerte der NMA-low-dose-Gruppe (n=6) und deNMA-high-dose-Gruppe (n=5)

41

P,O,, P.CO,, pH,, Hb,O, (arterielle Sauerstoffsattigung), ABC und ABE uritrmoxie, Hypoxie | und
Hypoxie Il x £ SD, # p <0,05 vs. Normoxie, * p €8,vs. Kontrolle.

NMA-high-dose-Gruppe
Protokoll Normoxie  Hypoxiel Hypoxiell | Protokoll Normoxie  Hypoxiel Hypoxiell
Kontrolle 92+2 35+2# BYEESHE Kontrolle 93+2 35+1# 37+1#
PaOZ
ACZi.v. 109+5* 37 £ 1 #* 39+£2# ACZi.v. 108 + 2% 40 £ 1 #* 40+ 1 #*
[mmHg]
NMA 97 +4 36+2# 314 | NMA- 97 +4 37+14# 38+1#
low-dose high-dose
Kontrolle 38+ 1 31£2# 304 # Kontrolle 38+ 1 301 # 28+ 1#
P_CO, . .
@ ACZi.v. 34+2% 293 # 282 # ACZi.v. BEE-AIR 28 + 1 #* 26 + 1 #*
[mmHg]
NMA- 37+3 29 + 2# w14 | \MA- 37+1 27 +1# 27 + 14
low-dose high-dose
Kontrolle 7,38+0,02 745+003# 746+0,03# | Kontrolle 7,38+0,01 745+0014 7,47+001#
pHa ACZi.v. 739+0,02 742+003 741+003* | ACZi.v. 7,38+0,01 742+002#* 7,42+0,02#
L o 7,38+0,01 744+001# 747+0,01# N.MA_ 7,38+0,01 7,46+0,02# 7,47+0,003#
dose high-dose
Kontrolle 95+3 66+6# 68+5# Kontrolle 96 + 1 68+2# 731 #
Hb,O, . _
(%] ACZi.v. 96+ 1 70£5# AIESSEH ACZi.v. 97 £ 1 7/5 2k i} VSES24H
0
A 94 +2 66+ 5 # 68ra# | NMA- 97 +1 7424 75+24#
low-dose high-dose
Kontrolle 22,4+ 1 204+3 20,5+4 Kontrolle 21,5+0,6 20,8+ 0,4 19,7 +0,6
ABC . .
ACZi.v. 202+1* 1882 181£14# | ACZi.v. 194+06*% 17,8+0,7*% 163+0,7#*
[mmol/I]
NMA- 21,2+1 19,6 + 1 18,7 +1# NMA- 212+06 184+07# 192+0,7
low-dose high-dose
Kontrolle -1,8+1 -1,4+1 -1,7+£3 Kontrolle -2,7+0,7 -1,6+£04 -2,1+£0,6
ABE , ,
ACZi.v. 37+£1% 43+1% S54+14#% | ACZiv. -42+06 -48+08* -61+08%*
[mmol/I]
HIAS 29+1 29+1 3,1+1 HiiAs 29+06 -30+07 -25+06
low-dose high-dose
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3.1.2 AMV und AZV in der NMA-low-dose- und NMA-high-dose-Gruppe

Beim AMV kann in den Kontrollen und in den ACZ-Versuchen N&tA-low-dose-Gruppe
nur in der Hypoxie-Stunde Il der ACZ-Versuche einsieg nachgewiesen werden. In der
NMA-high-dose-Gruppe steigt das AMV in den Konteoll unter Hypoxie an. Sowohl die
NMA-low-dose- als auch die NMA-high-dose-Versucleggen in den Hypoxie-Phasen einen
Anstieg. Bei Betrachtung der absoluten Zahlenwigteauf, dass das AMV der NMA-high-

dose-Versuche starker ansteigt als das der NMAdose-Versuche (s. Tab. 6).

Das AZV beider Gruppen ist in den ACZ-Versuchen unter btyjgohoher als in den
Kontrollen (s. Tab. 6).

Tab. 6:AMV und AZV der NMA-low-dose-Gruppe (n=6) und NMA-high-dose-Gruppe (n=5)

AMV und AZV unter Normoxie, Hypoxie | und Hypoxié k + SD, # p <0,05 vs. Normoxie, * p <0,05 vs.
Kontrolle.

NMA-high-dose-Gruppe
Protokoll | Normoxie | Hypoxiel | Hypoxiell | Protokoll | Normoxie | Hypoxiel | Hypoxiell
AMV Kontrolle 87212 5,52 2{0 53+1,9 | Kontrolle 2703 41x1,1# 45+x09#
[1/min]
ACZi.v. 3,8+0,8 57+19 65£2,1# | ACZi.v. 41+£1,2% 58+18 6,1+19
NMA- NMA-
34+09 46+£09# 45x04# . 3,0 £0,7 55+£20# 56x21#
low-dose high-dose
Kontrolle 255+ 64 300 + 84 290+ 75 Kontrolle 247 £ 57 343 £ 82 329+ 99
AZV
(mi] ACZi.v. 345 £ 95 424 +£89* 444 +101* | ACZi.v. 359+£120 458 £85 475+£102*
m
NMA- NMA-
272 +74 312+63 362 +46 # . 289+ 74 315+70 303 +69
low-dose high-dose
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3.2.1 Systemische Hdmodynamik der NMA-low-dose- und NMA-high-
dose-Gruppe

Die HF steigt in allen Versuchen der NMA-high-dose-Gruppeer Hypoxie an. In der NMA-

low-dose-Gruppe steigt die HF nur in Hypoxie | #entrollen an (s. Tab. 7).

Tab. 7:Systemische Hamodynamik der NMA-low-dose-Gruppe (m8) und der NMA-high-dose-Gruppe

(n=5)
HF, MAP, ZVD, HZV und SVR unter Normoxie, Hypoxiauhd Hypoxie Il x £ SD, # p <0,05 vs. Normoxie, 0,05 vs.
Kontrolle.
NMA-high-dose-Gruppe
Protokoll | Normoxie | Hypoxiel | Hypoxiell | Protokoll | Normoxie | Hypoxiel | Hypoxiell
Kontrolle 79+ 13 111 £23 # 99 + 21 Kontrolle 75+9 118+ 17# 107x12#
HF
ACZi.v. 74112 95+19 89+ 27 ACZi.v. 77 £12 106+23# 108x19#
[1/min]
NMA 70+ 12 88+17 92 +£22 N.MA- 70 £11 109+18# 10613 #
low-dose high-dose
Kontrolle 94+8 107 +9 104 + 21 Kontrolle 89+6 101+7# 99+12
MAP
ACZi.v. 89+ 11 97 £20 10716 # | ACZi.v. 87+8 94 +13 99+ 12
[mmHg]
NMA- 90+7 103£94 105417 | NMA 86+8 105+6#  99+14
low-dose high-dose
Kontrolle 2+1 3+1 2+1 Kontrolle 3+1 3+1 2+04
ZVD . .
ACZi.v. 2+1 2+1 2+1 ACZi.v. 31 2+04 3+04
[mmHg]
NAA 2+1 2+1 2+1 A 3+04 2+04 3409
low-dose high-dose
Kontrolle 28+0,5 3,1+0,6 29+0,4 | Kontrolle 24+0,8 3,007 28+0,5
Hzv
ACZi.v. 24+06 24+0,5 23+02* | ACZi.v. 23+1,2 2,7+£0,7 2,7+0,6
[I/min]
WA 26+08 2,705 2805 N.MA_ 26+08 3,0+0,7 29+04
low-dose high-dose
Kontrolle 2696 + 663 2788 +686 2896+ 898 | Kontrolle 3104 £993 2766 +708 2871700
SVR . .
(dyn-s-cm] ACZi.v. 3074+913 3137+791 3651735 | ACZi.v. 3366+1352 2806+710 2933 +887
NMA- 3017+£1182 3195+964 3107 £897 N.MA_ 2745+1004 2888 £786 2651 %455
low-dose high-dose
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3.2.2 Pulmonale Hdmodynamik der NMA-low-dose- und NMA-high-
dose-Gruppe

3.2.2.1 Der pulmonal-arterielle Mitteldruck

Der MPAP der NMA-low-dose-Gruppesteigt in den Kontrollen von 13 + 2 mmHg auf
20 £ 3 mmHg in Hypoxie | und Il (s. Abb. 8a, Tal. B den Kontrollen deNMA-high-dose-
Versuchesteigt der MPAP von 11 + 2 (Normoxie) auf 17 + kg (Hypoxie | und I1).

Im Gegensatz dazu bleiben die Werte in den ACZudren beider Gruppen lber den
gesamten Versuchszeitraum auf einem konstant geamNiveau. Der MPAP liegt Uber den

gesamten Versuchszeitraum zwischen 12 und 13 mmHg.

Betrachtet man diBIMA-low-dose-Versucheo ist auch hier ein Anstieg von 13 + 2 mmHg

auf 17 £ 3 mmHg unter Hypoxie zu beobachten (s..Aud, Tab. 8).

In denNMA-high-dose-Versuchesteigt derMPAP von 12 + 2 in der Normoxie auf 16 £ 3
bzw. 15 £ 13 mmHg unter Hypoxie | und Il. Diesersfirg ist statistisch nicht signifikant
(p<0,05 vs. Normoxie, s. Abb. 8 b, Tab. 8).

Pulmonal-arterieller Mitteldruck
a) b) (NMA-high-dose)
22 - 22
#
20 - # 20 -
18 18 4
d 1
;'n =)
£ 16 - T 16 -
£ E
14 14 -
6 Ly
12 - ? 12
1 O T T T T T T T T T T T T Tlme [h] 1 0 T T T T T T T T T T T T Tlme [h]
0 1 2 3 0 1 2 3
Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie
(Fi0,=0,21) (Fi0,=0,1) (Fi0,=0,21) (Fi0,=0,1)
& =he= NMA-high-dose
=0= Kontrolle

Abb. 8:Der pulmonal-arterielle Mitteldruck

a) MPAP in der NMA-low-dose-Gruppe (n=6)

b) MPAP in der NMA-high-dose-Gruppe (n=5)

unter Normoxie, Hypoxie | und Hypoxie Il x £+ SEM p#<0,05 vs. Normoxie, * p <0,05 vs. Kontrolle.
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Betrachtet man dadMPAP (Delta des pulmonal-arteriellen Mitteldruckdgr NMA-high-
dose-Versuche, so steigt es von 0 + 0 mmHg in demidxie auf 3 £ 1 mmHg in beiden

Hypoxie-Stunden. Dieser Anstieg ist niedriger as der Kontrolle (s. Tab. 8).

Tab. 8:Pulmonale Hamodynamik der NMA-low-dose-Gruppe (n=6und der NMA-high-dose-Gruppe (n=5)

MPAP und dMPAP unter Normoxie, Hypoxie | und Hypai x + SD, # p <0,05 vs. Normoxie, * p <0,05 vs.
Kontrolle.

NMA-high-dose-Gruppe

Protokoll | Normoxie | Hypoxiel | Hypoxiell | Protokoll | Normoxie | Hypoxiel | Hypoxiell
MPAP Kontrolle 1342 202 # 203 # Kontrolle 452 17+3# 173 4#
[mmHg]

ACZi.v. 12+2 13+£2*% 13 +2* ACZi.v. 12+3 13+£3 13+3%

NMA- 1342 17 +3# 1734 | \MA- 12 +2 16+3 15+3

low-dose high-dose

Kontrolle 0x0 7E2# 7E2# Kontrolle 0x0 6+1# 6+1#
dMPAP ACZi.v. 0+0 12 0+1* ACZi.v. 0+0 1+0#* 1+£1#*
[mmHg]

NMA- 0+0 424 ax24 | NMA- 0+0 324 324

low-dose high-dose

3.2.2.2 Der pulmonal-vaskuldre Widerstand

Der PVR steigt in den Kontrollen deXMA-low-dose-Grupperon 249 + 70 dyisdm® auf
429 + 135 dyfsiém® und 448 + 105 dyEGm> in Hypoxie | und II.

Dagegen bleiben die Mittelwerte unter ACZ konstamischen 294 + 87 dysidmund 327 +
76 dyrisiom® iiber den gesamten Versuchszeitraum und sind imxigpl niedriger als in der

Kontrolle.

Die NMA-low-dose-Versuche weisen einen Anstieg 288 + 80 dyfEdn° unter Normoxie
auf 417 + 99 dy@@m™ in Hypoxie | auf. In Hypoxie Il ist dieser Anstiggdoch nicht mehr
nachweisbar (397 + 144 dg®m® s. Abb. 9 a, Tab. 9).

Entsprechend den Beobachtungen der NMA-low-doseyé&rzeigt sich auch in den Kontrol-
len derNMA-high-dose-Gruppein Anstieg de®VR unter Hypoxie-Bedingungen von 222 +
69 dyriS@m® auf 354 + 64 dySGm®. Auch die ACZ-Versuche bleiben auf konstant
niedrigem Niveau und unterscheiden sich in der Kigod und Il von der Kontrolle. Einzig
die NMA-high-dose-Versuche unterscheiden sich ven tNMA-low-dose-Versuchen: Sie
bleiben Uber den gesamten Zeitraum konstant undemekeinen signifikanten Anstieg
(vergleiche Abb. 9a und b).
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Pulmonal-vaskularer Widerstand
a) b) (NMA-high-dose)
450 = # 450 -
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(Fi05=0,21) (Fi05=0,1) (Fi05=0,21) (Fi05=0,1)
& =dr= NMA-high-dose
=0= Kontrolle

Abb. 9: Der pulmonal-vaskulare Widerstand
a) PVR in der NMA-low-dose-Gruppe (n=6)

b) PVR in der NMA-high-dose-Gruppe (n=5) unter Nornexilypoxie | und Hypoxie Il x £ SEM, # p <0,05
vs. Normoxie, * p <0,05 vs. Kontrolle.

Betrachtet man dabelta des PVRs (dPVRJer NMA-low-dose-Gruppeso zeigen sich
in beiden Hypoxie-Stunden niedrigere Werte in de@ZA/ersuchen (33 + 113 und
18 + 87 dymEém®) als in den Kontrollen (179 + 87 und 180 + 82 @igm°). Der Anstieg
des PVR in den NMA-low-dose-Versuchen unter Hypde&ragt 129 + 48 (Hypoxie ) und

104 + 84 dyfsém® (Hypoxie 1) (s. Tab. 9).

Bei demdPVRderNMA-high-dose-Gruppstimmten die Ergebnisse der Kontrollen der ACZ-
Versuche mit denen der NMA-low-dose-Gruppe Ubergirden NMA-high-dose Versuchen
konnte ein Anstieg des dPVRs nur in Hypoxie | (65%dyriSém™) nachgewiesen werden (s.

Tab. 9).
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Tab. 9:Pulmonale Hamodynamik der NMA-low-dose-Gruppe (n=§ und der NMA-high-dose-Gruppe (n=5)

PVR und dPVR unter Normoxie, Hypoxie | und Hypokiex + SD, # p <0,05 vs. Normoxie, * p <0,05 vs.
Kontrolle.

NMA-high-dose-Gruppe
Protokoll | Normoxie | Hypoxiel | Hypoxiell | Protokoll | Normoxie | Hypoxiel | Hypoxiell
PVR Kontrolle 249+70 429+135# 449+ 105# | Kontrolle 222 +69 354+64# 397624
[dyn-s-cm™]
ACZi.v. 294 + 87 32776 318+ 51* | ACZi.v. 286 =77 274 +£24* 258 £41*
WA, 288+80 417x99# 397114 N.MA- 267 + 68 33191 341 +£90
low-dose high-dose
Kontrolle 0+0 179+ 87# 180+82# | Kontrolle 0+0 132+41# 175x44#
dPVR ; * * ; * *
ACZi.v. 0+0 33+113 18 £87 ACZi.v. 0+0 =112} 25 7/3} -28 £ 99
[dyn-s-cm™]
NMA- 0+0 1204484 1044844 | NMA 0+0 65+53#  74+90
low-dose high-dose

3.2.2.3 Der pulmonal-kapilldre Verschlussdruck (PCWP) in der NMA-low-
dose- und NMA-high-dose-Gruppe

Tab. 10:Pulmonale Hamodynamik der NMA-low-dose-Gruppe (n=6Jund der NMA-high-dose-Gruppe (n=5)
PCWP unter Normoxie, Hypoxie | und Hypoxie Il x BS# p <0,05 vs. Normoxie, * p <0,05 vs. Kontrolle.

NMA-high-dose-Gruppe
Protokoll | Normoxie | Hypoxiel | Hypoxiell | Protokoll | Normoxie | Hypoxiel | Hypoxiell
PCWP Kontrolle 441 4+1 4+1 Kontrolle 4+0 4+1 4+1
[mmHg]
ACZi.v. 4+1 31 4+1 ACZi.v. 4+1 4+1 4+1
NMA- NMA-
. 4+1 4+1 4+ high-dose 4+1 4+1 31

3.3 Renale Exkretion und Plasmaelektrolyte

Die UnaV zeigt in den Kontrollen beider Versuchsgruppen é&eiAnstieg. In den NMA-low-
dose-Versuchen steigt dieylV von 0,3 + 0,2ulin™ kg * auf 1,2 + 0,8ulMin™kg ™ an.
Des Weiteren ist die {4V in den ACZ-Versuchen Uber die gesamte VersuchsgenjroRer

als in den Kontrollen (s. Tab. 11).

Die FEn, bleibt Gber alle Versuchsphasen konstant. Nur im Al€Z-Versuchen der NMA-
high-dose-Gruppe zeigt sich ein Anstieg von 1,11,28 % auf 1,71 + 0,18 %. Au3erdem ist
die FRy, in allen ACZ-Versuchen héher als in den KontrolfenTab.11).
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Tab. 11:Renale Exkretion und Plasmaelektrolyte der NMA-loweose-Gruppe (h=6) und der NMA-high-

dose Gruppe (n=5)

UV, UV, FEw UV, GFR, Raund R unter Normoxie, Hypoxie | und Hypoxie Il x + SDpt<0,05 vs.
Normoxie, * p <0,05 vs. Kontrolle.

NMA-high-dose-Gruppe
Protokoll | Normoxie | Hypoxiel | Hypoxiell | Protokoll | Normoxie | Hypoxiel | Hypoxie Il
Kontrolle 29+ 29 51+36 29+ 21 Kontrolle 28 + 30 46 + 41 26+ 22
uv ) )
ACZi.v. 99 + 36 130 + 64 60+18 ACZi.v. 61 +31 69 + 51 59+ 27
[pl-min”-kg ']
NMA- 56 +47 86 + 40 39 +29 | NMA- 35+16 88 + 67 35+ 41
low-dose high-dose
Kontrolle 04+0,3 06+0,5 1,7+ 3,1 Kontrolle 0,2+0,1 06+0,5 2,2+3,2
u v ) )
” _Na ot ACZi.v. 40+10* 43+10* 64+24* | ACZi.v. 44+10* 60x24* 7,7+20#*
pl-min-kg "
NMAdlow- | 3402  07+05 12+08# | \MA- 05+05 1,1+£10 14+09
dose high-dose
Kontrolle 0,07+0,06 0,11+0,12 0,30+0,52 | Kontrolle 0,04+001 0,12+0,10 0,38+0,54
FE,, . .
[%] ACZi.v. 091+0,20* 0,93+0,17* 1,35+045*| ACZi.v. 1,11+0,23* 1,39+047* 1,71£0,18#*
0
il 0,06+005 0,13+0,10 0,29+0,27 N.MA_ 0,08+0,08 0,21+0,17 0,27+0,19
low-dose high-dose
Kontrolle 04+0,3 04+0,3 14+£24 Kontrolle 03+0,3 09+0,9 2,7+24
UV . .
N ACZi.v. 51+33* 51+26* 60+3,7* | ACZi.v. G14£33* Gl =21 6,7 3,7
[pl-min”'-kg ']
R 06+05 08%03 1,0+0,7 My 020, 06+05 1,0£07
low-dose high-dose
GFR Kontrolle 3,8 +0,6 38+04 36+0,5 Kontrolle 33 +0,8 35+0,9 34+0,8
tul-min®-kg "l [ ACZ j.v. 32+0,2*% 3,2+0,3*% 34+06 ACZi.v. 28+04 3,0+0,7 3,1 £0,7
A 42+16  35+05 33+0,7 Niey 39410 36+09  35+07
low-dose high-dose
Kontrolle 144 +3 139+2# 141 +4 Kontrolle 146 +4 143 +4 146 £ 6
PN 2 .
- ACZi.v. 1407 144 +5 141 +£3 ACZi.v. 144 +5 147 £5 144 +5
[mmol/I]
A 145+ 4 146 + 4 * 14322 | NMA- 148 +3 149 + 4 145+ 7
low-dose high-dose
Kontrolle 3,6+0,2 32+02# 3,1+0,1# | Kontrolle 35 202 34+£0,2 3,3£0,2
PK . .
ACZi.v. 29+02* 29+03* 29+0,3 ACZi.v. 3,1+0,3 3,2+0,3 3,0+£0,2
[mmol/I]
Nk 36+£02 34+02 32:02 [He 35£04 3305 3,1+04
low-dose high-dose
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Bei der Auswertungler UxV kommt man zu einem &hnlichen Ergebnis wie bei dgrwJ
(s.0.). In den Kontrollen, ACZ- und NMA-high-dossswie NMA-low-dose-Versuchen zeigt
sich kein Unterschied zwischen Normoxie und Hypoxie den ACZ-Versuchen sind die

Werte zu allen Messzeitpunkten hoher als in denttodan (s. Tab.11).

Die GFR bleibt in den Kontrollen der NMA-low-dose-Grupperistant zwischen 3,8 + 0,6
und 3,6 + 0,5 nifhin™kg ™ und in den Kontrollen der NMA-high-dose-Gruppe &@mt zwi-
schen 3,3 + 0,8 rhin™&g ™ und 0,3 + 0,9 niinin"kg ™. Auch die ACZ- und NMA-Ver-
suche bleiben konstant auf einem Niveau. Dabei diadn den ACZ-Versuchen der NMA-
low-dose-Gruppe gemessenen Werte in Normoxie unpgoklg | jedoch niedriger als die
Kontrollen (s. Tab. 11).

Die Pk féllt in den Kontrollen deNMA-low-dose-Gruppe&on 3,6 £ 0,2 mmol/l auf 3,2 + 0,2
mmol/l bzw. 3,1 + 0,1 mmol/l in Hypoxie | bzw. IbaDie R der ACZ-Versuche der NMA-
low-dose-Gruppe sind in den Versuchsstunden | dndebdriger als in den Kontrollen und
bleiben konstant auf 2,9 + 0,3 mmol/l (s. Tab. 11)

3.4 Acetazolamidspiegel
Bei der NMA-high-dose-Gruppevurde die ACZ-Plasma-Konzentration der ACZ-Versjch
der NMA-high-dose-Versuche sowie stichprobenhafidomisiert der Halfte der Kontrollen
gemessen. Dabei bleibt der ACZ-Spiegel in den A@rs\ichen konstant gro3er als 6,1 + 1,4
pg/ml. In den Kontrollen und den NMA-high-dose-Verkan liegt der ACZ-Spiegel tber den

gesamten Versuchszeitraum konstant bei Qug/tnl (s. Tab. 12).

Tab. 12:Acetazolamidspiegel in der NMA-high-dose-Gruppe

unter Normoxie (*n=3), Hypoxie | (n=5) und Hypoxign=5) x + SD, # p <0,05 vs. Normoxie, * p <6,0s.
Kontrolle.

NMA-high-dose-Gruppe

Protokoll Normoxie Hypoxie | Hypoxie Il
ACZ Kontrolle * 0+0 0+0 0+0
[ng/ml]
ACZi.v. 6,1+26* 79x20* 81+1,1*

NMA-high-dose 0+0 0+0 0+0
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3.5 Hamoglobinkonzentration

Wir untersuchten dehlb in den Kontrollen der NMA-low-dose Gruppe und iendNMA-
low-dose Versuchen. In den Kontrollen bleibt derkdélnstant bei 14, 4 + 1,1 g/dl (Normoxie)
und 15,1 = 0,8 bzw. 15,2 + 1,7 g/dl in Hypoxie bZI. Auch in den NMA-low-dose-
Versuchen bleiben die Hb-Werte stabil (12,8 + 1/dl ¢ei Normoxie, 12,6 + 1,7 g/dl bei
Hypoxie 1 und 13,5 + 1,3 g/dl bei Hypoxie II).

3.6 Hormone

3.6.1 PRA, PAC, AII und ADH
Wir untersuchten PRA, PAC, All und ADH nur in déMA-high-dose-Gruppe(n=5).

Tab. 13:Analyse der Hormone der NMA-high-dose-Gruppe (n=5)

PRA , PAC, All und die ADH unter Normoxie, Hypoxieind Hypoxie Il x + SD, # p <0,05 vs. Normoxiep*
<0,05 vs. Kontrolle.

NMA-high-dose-Gruppe
Protokoll Normoxie Hypoxie | Hypoxie Il
e e &+
PRA Kontrolle 32+1,9 1,5+0,5 1,3 2£ 0,5
[pg Al mI" min™']
ACZi.v. 3,7+0,8 38+1,2*% 55+33*
NMA-high-dose 2,5 2 1,3 20£1,1 20£1,3
Kontrolle 99+ 55 65+ 14 44 +14
PAC .
ACZi.v. 107 £ 66 101 £ 55 101 +£73
[pg/ml)
NMA-high-dose 82+40 55+18 55+16
Kontrolle 7,5+3,9 6,8+4,0 47+1,5
All
ACZi.v. 122+33 8,8+22 11,3+48*
[pg/ml]
NMA-high-dose 9,9+6,1 70z 33 55£1,6
Kontrolle 0,1+0,1 0,5+0,9 1,1+1,2
ADH .
ACZi.v. 0£0 1,0£2,1 0,8+0,8
[pg/ml]
NMA-high-dose 0x0 0x0 1,5+34
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Die PRAbleibt in den Kontrollen, den ACZ- und den NMA-higose-Versuchen konstant. In
den ACZ-Versuchen ist die PRA unter Hypoxie holieiraden Kontrollen (s. Tab. 13).

Die All bleibt konstant und zeigt keine Unterschiede zescden Interventionsversuchen
und den Kontrollen. Nur in Hypoxie Il der ACZ-Vehe ist die All-Konzentration hoher als
in den Kontrollen (s. Tab. 13).

Die ADH-Konzentration bleibt Gber den gesamten Versuchszen konstant. Wahrend der
Normoxie der ACZ-Versuche und in Normoxie und Hyigokder NMA-high-dose-Versuche
bleiben die ADH-Spiegel unter der NachweisgrenzeAl®H-Kits von ca. 0,2 pg/ml.

3.6.2 ET-I
Auch ET-1wurde nur in der NMA-high-dose-Gruppe (n=5) untiets. Die Werte bleiben

Uber den gesamten Versuchszeitraum konstant ugdrzkeinen Unterschied zwischen den

Interventionsversuchen und den Kontrollen (s. Tai).

Tab. 14:Analyse des ET-I-Spiegels der NMA-high-dose-Gruppé=5)

ET-1-Konzentration unter Normoxie, Hypoxie | und pbxie 1l x + SD, # p <0,05 vs. Normoxie, * p <0,08.
Kontrolle.

NMA-high-dose-Gruppe

Protokoll Normoxie Hypoxie | Hypoxie Il

ET-I Kontrolle 12,8+7,1 14,7 + 8,4 14,9 +9,2
[pg/ml]

ACZi.v. 148 +4,6 149+4,6 16,0+5,6

NMA-high-dose 155+44 157 +3,6 168 +3,9
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4 Diskussion

4.1 Methodenkritik

4.1.1 Der wache Hund

Die Versuche wurden an wachen Hunden durchgefdamur am wachen, spontan-atmenden
und nicht sedierten Organismus die vegetativen horthonellen Regelkreislaufe unbeein-
flusst von potentiellen Stoérfaktoren wie Allgemeidathesie, positiver Druckbeatmung und
chirurgischen Stimuli bleiben. Andererseits erfotaie Arbeit mit wachen Tieren ein hohes
Mal3 an Training, da sowohl die Instrumentierungaaish der Versuch selbst unter optimalen
Bedingungen einen potentiellen Stressfaktor ddesteFur stressarme Versuchsbedingungen
in dieser Studie spricht die Tatsache, dass dieegsemen Kontrollwerte bekannter Indika-
toren fur den Sympathikusstress (wie z.B. HF, MA#Y) den Ergebnissen friherer Unters-
uchungen und in beiden vorgestellten VersuchsgnggeTab. 7) nahezu ubereinstimrfén
132 Wir beobachteten jedoch trotz des intensivenrilngs, dass einige Tiere die Versuchs-
durchfihrung gelassen annahmen, wéhrend anderkcheuAnzeichen einer Stressreaktion

unter Hypoxie zeigten (s. Abb. 10).

Vergleich der HF von Evita & Hummel
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Abb. 10:Vergleich der Mittelwerte der HF von Hummel und Evita in der NMA-high-dose Gruppe

Mittelwert und SEM von Hummel und Evita wurden jélw@aus dem Stundenwerten von Normoxie, Hypoxie |
und Il der Versuche (Kontrolle, ACZ, NMA-high-dosggbildet. Die NMA-high-dose-Gruppe umfasst alle
Hunde und alle Versuche der NMA-high-dose-Gruppel §).
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Abb. 10 zeigt, dass sich Evita sehr schnell an Tasing gewdhnte und den Versuch
entspannt annahm. Im Gegensatz dazu deuten Hunm@elsdynamische Parameter darauf
hin, dass sie besonders zu Beginn der Hypoxie egrbihten Sympathikusstress ausgesetzt
war. Leider konnte diese individuelle Reaktion adcinch intensives Training nicht ganzlich

Uberwunden werden.

Dennoch sind diese individuellen Schwankungen isege gering. In allen Versuchen der
NMA-high-dose-Gruppe steigt die HF unter Hypoxie &iese Beobachtung kann in der
NMA-low-dose-Gruppe nur in Hypoxie | der Kontrollg@emacht werden (s. Tab. 7). Auch
wenn der Anstieg der HF zwischen Normoxie und Hypawr der NMA-high-dose-Gruppe
signifikant und in der NMA-low-dose-Gruppe nichgsifikant ist, kommt es in beiden Fallen
zum leichten Anstieg, betrachtet man die absolufamlenwerte. Diese Beobachtung
entspricht in etwa der aktuellen Studienlage zuaken des Organismus auf HypoXie
Deshalb ist dieser Anstieg der HF vermutlich nieloff den Stress unter den Versuchs-
bedingungen zurlickzuftihren, sondern als sympathigtdaktion auf die akut einsetzende
Hypoxie zu werteff. Beweise hierfir liefert die Tatsache, dass diheéRHF in unseren
Versuchen bei allen Hunden zwischen 60 und 91/agn Dies entspricht der Ruhe-HF eines

Hundes von der Grol3e eines Beagles.

Vergleich des MAP von Tapsi & Yaris
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Abb. 11:Vergleich der Mittelwerte des MAP von Tapsi und Yais in der NMA-low-dose-Gruppe

Mittelwert und SEM von Tapsi und Yaris wurden jelsgius den Stundenwerten von Normoxie, Hypoxiedl un
Il der Versuche (Kontrolle, Acetazolamid, NMA-loveske) gebildet. Die NMA-low-dose-Gruppe umfasst alle
Hunde und alle Versuche der NMA-low-dose-Gruppel8)=
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Auch der MAP bleibt konstant oder zeigt einen leachAnstieg in Hypoxie | (s. Tab. 7). Die-
se Beobachtung entspricht ebenfalls vorangegang8nasien am Menschen: hier wurde
unter akuter Hypoxie sowohl ein Ansttél ** als auch ein konstanter MAP beobachfet
Dies deuten darauf hin, dass bei den Probanderueteeschiedlich starke sympathische Ak-
tivitat vorlag. Gestutzt wird diese Vermutung dadyrdass ein unter Hohenklima auftretender
Hypertonus durclf-Blocker inhibierbar idf®. Auch diese individuellen Unterschiede sind in

unseren Versuchen zu beobachten (s. Abb. 11).

Diese Ergebnisse zeigen, dass es trotz intensixa@nifigs nicht gelingt, alle individuellen
Unterschiede zu unterdriicken. Dennoch ermdglicht aie Untersuchung am wachen,
spontan-atmenden Organismus die physiologischeakiien zwischen Atmung, Kreislauf
und renaler sowie endokriner Regulation nachzuwien. Auch Allgemeinanéasthesie und
positive Druckbeatmung koénnten das zentrale Thermesed Arbeit — die HPV -

beeinflussel’” ¥ AuRerdem kénnten auch die Auswirkungen der Itioibider CA durch

diese Interventionen fehleingeschatzt werden, daltkren die Méglichkeit zur Ventilations-
adaptation fehlen wirde. Dies gilt auch fur dietilatorische Antwort auf den hypoxischen
Stimulus. Aus diesem Grund atmeten unsere Hundetap@m Respirator im CPAP-Modus.
In diesem Modus hatten die Hunde sowohl bei Insipimaals auch bei Expiration einen
kontinuierlich positiven Atemwegsdruck von ca. 3iibHg, der die systembedingten Atem-

wegswiderstande tUberwinden sollte (s. Kapitel 21523.

4.1.2 Die Atemmaske

Die Hunde atmeten wahrend der gesamten Versuchsibeeeine dichtsitzende Atemmaske
am Respirator. Bei Verwendung einer solchen Maskente es durch ein Leck zur Ver-

mischung der applizierten Atemgasgemische mit dengébungsluft kommen. In der

vorliegenden Arbeit kann dieser Fehler ausgescéiosgerden. Wie in vorangegangenen
Untersuchungen zur HPV an tracheotomierten Hutffekonnte auch in dieser Arbeit ein

PO, von 35-40 mmHg erreicht werden, ohne dass g iR den Kontrollen unter 0,1 und in

den ACZ-Versuchen unter 0,08 gesenkt wurde (s. Tap.

Zusatzlich besteht die Gefahr der £Rickatmung. Durch Anpassung der Lange der Maske
an die individuelle Hundeschnauze erfolgte einkM@merung des Totraums. Messungen des
P.CO, im arteriellen Blut beweisen, dass dadurch di€sder minimiert werden konnte (s.
Tab. 15). Die ermittelten Werte unter Normoxie stiem mit dem FCO, (bei vergleichbarem
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Korpergewicht, gleicher Erndhrung und vergleichbamespiratorischen Parametern) tberein,
der in der Literatur als physiologisch fiir Hundk'gi.

Tab. 15:Vergleich des RO, und des RCO, der NMA-high-dose-Gruppe mit einer Untersuchung uiserer
Arbeitsgruppe von 2004, bei der die Hunde Uber eifiracheostoma beatmet wurden

Verglichen werden jeweils die Kontrollen in Normexind Hypoxie Il BO,und RCO, [mmHg].

Maske Tracheotomie¢
FO, 0,21 0,1 0,21 0,1
PO, 93+1,9 37+£0,8 94 +£1 38+2
P.CO, 38+0,8 28+0,9 34 +1 26+ 1
Normoxie Hypoxie Il Normoxie Hypoxie Il

4.1.3 Die normobare und die hypobare Hypoxie

In unserem HPV-Modell erzeugten wir durch das Zehes von Stickstoff (By eine normo-

bare Hypoxie. Seit Bert (1878) und Barcroft (1923}* wurden Studien zur Reaktion des
Organismus auf Hypoxie durchgefiihrt, indem man®éxin der Umgebungsluft reduzierte.
Dies kann entweder durch Absenken dgs-Pypobare Hypoxie- oder durch Absenken der

F,0, —normobare Hypoxi — erreicht werdéf.

Da das hier vorgestellte HPV-Modell u.a. als Mod&l Hypoxie in grol3en HOhen dienen
soll, stellt sich die Frage, ob relevante Untemsdhiin der Reaktion des Organismus auf die

normobare im Vergleich zur hypobaren Hypoxie besteh

Roach et al. beobachteten 1996, dass beim gleie@enn der Einatemluft unter hypobarer
Hypoxie AMS starker und friher aufttdt Als Erklarung fir diese Beobachtung wurde eine
intravasale Blaschenbildung diskutiert. Diese kénrturch die B-Reduktiod®, die
VergroRerung des alveolaren Totradffisein Ungleichgewicht von Ventilation und Perfusion
oder eine veranderte Gasdichte bzw. Flissigkenspabilitat durch das alveolare Epithel
entstehen. Dennoch konnte bisher keiner diesertamsierzeugéft’. Doch welche Wirkung

haben normobare und hypobare Hypoxie auf HPV un@EA

4.1.3.1 Die Wirkung normobarer und hypobarer Hypoxie auf die HPV und die
Entstehung des HAPE

1988 untersuchten Levine et al. an chronisch ingntierten Schafen die Wirkung desduf

den pulmonalen Flissigkeitshaushalt und Sauensto#fport. Dabei kamen sie zu dem Ergeb-
nis, dass es sowohl unter normobarer als auch byppebarer Hypoxie zu einem etwa gleich-
starken Anstieg des PAP kommt. Dartber hinaus leomgazeigt werden, dass auch eine
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hypobare Normoxiezu einem kleineren, aber signifikanten PAP-Anstfagrt**>. Somit
konnte die Uberschieende HPV — der Schlisselmmschas des HAPE — nicht nur durch
Hypoxie entstehen, sondern zusatzlich durch hymoBadingungen verstarkt werden. Die

genaue Bedeutung deg-Rbfalls fur die Pathophysiologie des HAPE ist adiegs unklar.

AuRerdem konnte in verschiedenen Studien an Mensthend an Tierel® demonstriert
werden, dass hypobare Hypoxie im Vergleich zur miranen mit dem gleichen R@ der
Einatemluft zu verstarkter Hypoxie, Hypokapnie, &ltkse und einem niedrigereg3 fuhrt.
Besonders die Beobachtung, dass dgd,Runter hypobarer Hypoxie geringer sein soll,
verwundert. Setzt man voraus, dass d@,kn den Studien adaquat kontrolliert wurde und
dass der RQ (Gleichung 2) stabil war, so mussten nder alveolaren Gasgleichung
(Gleichung 1) der alveolare R@nter hypobarer Hypoxie gro3er sein als unter obarer (s.
Kapitel 1.2.1). Es muss daher angenommen werdes, dier alveolar-arterielle Gradient flr
Sauerstoff durch einen niedrigep &nsteigt. Dies konnte in einigen Studien an Meesdh
groRen Hohen nachgewiesen werd&rDes Weiteren konnten Schoene et al. eine Verbesse
rung des Gasaustauschs durch eine positive Drutkbeg zeigelf’. Dies legt nahe, dass
der Abfall des B den Sauerstofftransport unter Hohenbedingungenuhsotd Dabei ist
vermutlich eine Veranderung des transvaskularerssel tber die pulmonalen Kapillar-
membranen entscheidend. Gestitzt wird diese Hypetltadurch, dass normobare und
hypobare Hypoxie zu einem nahezu identischen PA§tiég fihren, sich aber bei hypobarer

t*. Eine Reihe von Studien

Hypoxie zuséatzlich ein Anstieg der Flussigkeitsdilion zeig
zeigen, dass sich der alveolare Druck direkt aafideerstitiellen Flissigkeitsdruck Ubertragt
und die transvaskulare Flussigkeitsbalance besistfd 4% Deshalb konnte entweder ein
Anstieg des kapillaren Drucks oder ein Abfall desteistitiellen Drucks oder eine
Kombination von beiden zum Anstieg der pulmonaleltrefion flihren. Dieser Anstieg
beeintrachtigt den Sauerstofftransport und fuhrtemem starkeren Abfall des,® unter

hypobarer Hypoxie. Des Weiteren konnte der Ansta®y pulmonalen Filtration die

Entwicklung des HAPE begunstigen.

Es wird vermutet, dass normobare und hypobare Hgdainen unterschiedlichen Effekt auf
die HPV haben. Daher kann die HPV in einem normabadypoxie-Modell untersucht
werden. Auch die Unterschiede im2 zwischen normobarer und hypobarer Hypoxie
beeintrachtigen die Aussagekraft dieses Modellstndta die Hypoxie-Phase nicht durch eine
vorgegebene B, sondern durch einen vorgegebeng@,®on 35 bis 40 mmHg definiert ist.
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Dieses Modell ist jedoch nur begrenzt aussagegratftil man damit die Pathophysiologie
des HAPE oder den Sauerstofftransport unter Holtengengen untersuchen.

4.1.3.2 Die Wirkung der normobaren und hypobaren Hypoxie auf den Salz-

Wasser-Haushalt

Zu den physiologischen Adaptionsmechanismen beteakdypoxie in grof3en Hohen gehort
die Hohendiurese. In groRer Hohe auftretende Fjkisgsretention ist einer der Hauptfak-
toren in der Pathophysiologie der AMS. Untersuclmgum Wasserhaushalt unter Hypoxie

wurden sowohl unter normobarer Hypoxie als auckrumgpobarer Hypoxie durchgefihrt.

2005 untersuchten Loeppky et al. die Wirkung eidgé\bfalls auf den Flussigkeitshaushalt
an jungen gesunden Mannern. Die Kombination ausrdReduktion des dfund der FO,
fuhrte zu vermehrter Wasserretention durch eineuktegzh des Urinvolumens. Gleichzeitig
war das Plasmavolumen hoher als unter normobangoXiy und die R, fiel (wahrscheinlich
als Verduinnungseffekt). AuRerdem wurden erhdhte Ad@idzentrationen im Vergleich zur
normobaren Hypoxie beobachtet. Im Gegensatz higirmli unter normobarer Hypoxie PAC

und R erhoht und es kommt zur verstarkten Diutése

Diese Beobachtungen zeigen, dass ein Abfall dedi® flliissigkeitsretenierenden Prozesse
unterstitzt und wahrscheinlich ein entscheidena&tdf bei der Entstehung des AMS ist. Es
muss jedoch festgehalten werden, dass diese Uhnigdec zwischen normobarer und
hypobarer Hypoxie erst nach mehreren Stunden Hgpnxiden beschriebenen Unterschieden
fuhren. In dem Zeitrahmen unserer Versuche vonuhda&n Hypoxie sind wahrscheinlich
keine signifikanten Unterschiede in der Regulatoes Salz-Wasser-Haushalts zwischen

normobarer und hypobarer Hypoxie zu beobachten.

4.1.4 Eigenblutspende und Hamoglobinkonzentration

Mindestens 7 Tage vor jedem Versuch erfolgte dim&mme von ca. 80 ml venésem Vollblut.
Ziel dieses Vorgehens war es, durch Gabe der Bhgstiwe ein konstantes Blutvolumen
wahrend des gesamten Versuchs zu gewahrleistemm, darherigen Untersuchungen dieser
Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, dass Blutggzluzu hormonellen Regulations-
vorgangen fuhrefi® Diese wiirden eine Interpretation der Wirkung Higpoxie bzw. der

verwendeten Medikamente auf die hormonelle Reguidieeinflussen.

Die Retransfusion erfolgte nach der jeweiligen Npes®de zu Beginn der folgenden

Versuchsstunde. Um zu Uberprifen, ob ein konstaBligsolumen erhalten werden konnte,
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erfolgte im Rahmen der Messperiode eine Hb-Kordrdleprasentativ wurden die Daten der
Kontrollen in der NMA-low-dose-Gruppe und in den RNbw-dose-Versuchen analysiert (s.
Kapitel 5.5). Es konnte gezeigt werden, dass deribér den gesamten Versuchszeitraum

konstant blieb.

4.1.5 Standardisierte Diat

Die Regulation des Salz-Wasser-Haushaltes und deandbeteiligten Hormone ist vom
aktuellen N& und Wasserbestand abhangig. Wie eingangs belsehr{s. Kapitel 1.2.2), sind
die gegensatzlichen Ergebnisse vorangegangeneleftudBezug auf Wasserausscheidung
unter akuter Hypoxie vermutlich z.T. auf einen ustliedlichen Status des Salz-Wasser-
Haushalts zuriickzufiihréh®® Eine standardisierte Diat ist eine Grundvorausses fur die
Erhebung vergleichbarer und reproduzierbarer Ddtén.diese Untersuchungen wurde eine
mittlere N&-Zufuhr (N& 2,5 mmol/kg KG, Wasser 91ml/kg KG pro Tag) gewaBliese
sicherte vor Versuchsbeginn eine gleichartige Satran des RAAS und des ADHSs.

4.1.6 Blasenentleerung und Kreatinin-Clearance

Zur Messung der Ausscheidungsparameter sowie ztgcBeung der GFR musste da®/ U
maoglichst genau bestimmt werden. Dazu wurde dienblase vor Beginn des Versuchs sowie
am Ende jeder Versuchsstunde Uber einen konvetigar®allon-Blasenkatheter aus Silikon
mittels Luftspilung und manueller Kompression gele@a schon geringe Restharnmengen

zu Messungenauigkeiten fuhren, die sich dann heBdeechnung der abgeleiteten Parameter

(UnaV , FEva Uk V , GFR) fortpflanzen, wurde die Blase zuséatzlich 530 ml Aqua destilla,
welches zuvor auf Korpertemperatur angewarmt worder, gespult und der Urin
kontrolliert verdinnt. Dadurch fallt mdglicher Reastn bei der quantitativen Bestimmung
von Harnbestandteilen (Elektrolyte) nicht so siaskGewicht.

Die Clearance von exogen zugefihrtem Kreatinin ahatzung der GFR ist allgemein
akzeptiert. In vorherigen Studien unserer Arbetipge konnte gezeigt werden, dass die
Kreatinin-Clearance auch bei wachen Hunden einégge Methode zur Schatzung der
GFR ist® Dabei wird Kreatinin i.v. in einer Dosis (Aufsgtingsbolus 1,4 g und

Erhaltungsdosis von 3,7 mg/min) infundiert, die ddasmakonzentration der Substanz
konstant halt. Sind die Urinausscheidungsratemgekionnte ein Teil des filtrierten und unter
diesen Bedingungen auch sezernierten Kreatininsldulesorbiert werdéf® und auch im

Ureter sowie in der Harnblase kann es zu Konzeamseranderungen komnigh Die
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Kreatinin-Clearance wiurde dann falsch zu niedrignitelt. Dieser Fehler ist jedoch
wahrscheinlich zu vernachlassigen, da die Urindhesdang im Verlauf unserer Versuche nur

sehr selten so gering war.

4.1.7 Dosierung und Applikation der Medikamente
4.1.7.1 ACZ

In Anlehnung an die in der Literatur beschriebemsiB-Wirkungsbeziehung wahlten wir eine
i.v.-Dosis von 2 mg/kgKG/h fir die ACZ-Versuche allse vormals applizierte Dosis von
10 mg/kgKG/h fahrt zur kombinierten metabolischerd uespiratorischen Azidose. Bei der
hier verwendeten niedrigen Dosis bleibt das IsoenZyp Il der Erythrozyten-CA unbeein-
flusst und erméglicht die vollstandige &8ildung aus HC@"% Dennoch reicht die Dosis
aus, um die renalen Isoenzyme und die membrangg&@h Typ IV am GefalRendothel der
Lunge zu inhibierel®. Um die Wirkung von ACZ auf den Organismus zwistiormoxie

und Hypoxie vergleichen zu kénnen, wurde bereitd/2tuten vor Versuchsbeginn ein ACZ-
Bolus i.v. von 2 mg/kg KG appliziert. AnschlieRewdirde eine kontinuierliche Erhaltungs-

dosis von 2 mg/kgKG/h infundiert.

In der vorliegenden Arbeit wahlten wir die i.v.-Apgation, um eine Vergleichbarkeit mit
NMA herzustellen, welches wir auch i.v. appliziertea Gber die Bioverfugbarkeit von NMA
nach oraler Gabe bisher wenig bekannt ist. Lestatiese Applikationsform in grof3en Héhen
schlecht praktikabel. Aus diesem Grund wurde ireeianderen Arbeit (unveroffentlichte
Daten) untersucht, ob bei oraler oder inhalativab&von ACZ ebenfalls der gewilnschte

Effekt erreicht werden kann.

Zur Uberprufung der Bioverfuigbarkeit und um einefstschung der Versuchsergebnisse
durch Rickstdnde von ACZ zu vermeiden, erfolgtee egprasentative Messung der ACZ-
Spiegel in der NMA-high-dose-Gruppe (s. Kapitel @l Tab. 12). Dabei zeigte sich unter

ACZ-Applikation ein konstanter Spiegel von tber £,2,6 ug/ml in allen Versuchsstunden.

4.1.7.2 NMA

Da wir bei der Wahl der NMA-Dosis nicht auf Erfahgen aus der Literatur zurtickgreifen
konnten, wurde zuerst eine niedrig dosierte Versighe —die NMA-low-dose-Gruppe
durchgefuhrt. Dabei erhielten die Hunde einen Belos 250 mg und eine Erhaltungsdosis
von 5 mg/kgKG/h i.v. Bei dieser Dosis konnte die\HRMPAP = 17+ 3 mmHg) nicht wie in
den ACZ-Versuchen (MPAP = 18 3 mmHg) inhibiert werden. Daher erhdhten wir die
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kontinuierliche Dosis auf 10 mg/kgKG/h in ddMA-high-dose-GruppeDadurch konnte die
HPV (MPAP = 15+ 3 mmHg) wahrend Hypoxie Il so stark beeinflusstdea, dass kein
MPAP-Anstieg nachweisbar war. de Dies deutet au# @osiswirkungsbeziehung von NMA
auf die HPV hin (s. Abb. 12). Es bedarf jedoch er&t Untersuchungen, um diese Vermutung
zu verifizieren.

MPAP - Vergleich zwischen NMA-low-dose und NMA-high-dose
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Abb. 12:Vergleich des MPAPs der NMA-low-dose-Versuche mitem der NMA-high-dose-Versuche
NMA-low-dose: n=6; NMA-high-dose: n=5; Mittelwert SEM, # p < 0,05 vs. Normoxie

Um sicherzustellen, dass die Inhibition der HPVdien NMA-high-dose-Versuchen nicht
durch eine Metabolisierung des NMA zu ACZ bzw. duiRickstande aus Vorversuchen
resultiert, wurde in jeder Versuchsstunde der AQiegel ermittelt. Es war in den NMA-
Versuchen zu keinem Zeitpunkt ACZ nachweisbar. Dakimnen eine Metabolisierung
bzw. ACZ-Rickstdnde als Ursache flr die verbesséikung unter NMA-high-dose

ausgeschlossen werden

4.2 Ventilation, Blutgase und Saure-Basen-Haushalt

4.2.1 Wirkung der Hypoxie auf die Ventilation, die Blutgase und den
Sdure-Basen-Haushalt
In den Kontrollen erhielten die Hunde keine Medit@tund atmeten eing®, von 0,21 unter
Normoxie und eine P, von 0,1 in beiden Hypoxie-Stunden. Dies entspracéne RO, von

35+ 2 und 37+ 3 mmHg in Hypoxie | bzw. Il beider Gruppen (s. itap3.1.1, Tab. 5).
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Auf akute Hypoxie reagiert der Organismus Uber loypoxische Stimulation peripherer
Chemorezeptoren mit Hyperventilation. Deshalb sted@s AMV in der NMA-high-dose-
Gruppe von 2,& 0,2 unter Normoxie um uber 60% auf 49,4 |/min unter Hypoxie an.
Man kann aus den registrierten Atemparametern tehleidass dieser Effekt aus einer
Erh6hung der AF resultiert, da das AZV bei Hypoxiger Kontroll-Bedingungen konstant ist
(s. Kapitel 3.1.2, Tab. 6).

Unter Berlcksichtigung der allgemein bekannten gggischen Grundsatze erwarteten wir
im Rahmen der Hyperventilation und der metaboliackBegenregulation unter Hypoxie
einen Abfall des ECO,, des ABC und des ABE sowie einen Anstieg degsfibl auch Kapitel

1.2.2.3). Diese Effekte konnten sowohl in den Kollén der NMA-high-dose- als auch in

den Kontrollen der NMA-low-dose-Gruppe demonstnegrden.

4.2.2 Wirkung von ACZ auf die Ventilation, die Blutgase und den

Saure-Basen-Haushalt unter Normoxie und Hypoxie

In den ACZ-Versuchen beider Versuchsgruppen zetcink unter Normoxie im Vergleich zu
den Kontrollen ein erhdhter Ausgang®©R ab (92+ 1 bzw. 93+ 2 in den Kontrollen im
Vergleich zu 109 2 bzw. 108+t 2 mmHg nach ACZ-Behandlung). Dieser Anstieg sgtege
die Steigerung des Atemantriebs wider, die durehmaetabolische Azidose in Folge der ACZ-
Gabe induziert wird. Damit trotz des erhdhten Atetriabs eine vergleichbare Hypoxie
erreicht werden konnte, wurde digOF in den Hypoxie-Phasen der ACZ-Versuche auf 0,08-
0,09 herabgesetzt. In den ACZ-Versuchen konntePg» von durchschnittlich unter 40
mmHg unter Hypoxie erreicht werden. Es zeigte d@=onders in den ACZ-Versuchen der
NMA-high-dose-Gruppe eine Tendenz zu héheren Wei@n diese das Versuchsergebnis

beeinflussen, wird im Kapitel 4.5 diskutiert.

Auf den Saure-Basen-Haushalt wirken unter ACZ-Esdl und akuter Hypoxie zwei
entgegengesetzte Mechanismen. An der Niere sedesiie peritubular gelegener NH'-
Antiporter Protonen im Austausch gegen’ Nadas Tubuluslumen. Intratubular entsteht aus
HCO; und H H,CO;, das in CQ und HO zerfallt. Es folgt eine CA-vermittelte GO
Diffusion in die Tubuluszelle. Aus GQund HO katalysiert die CA intrazellular&0;, das

in HCO; und H zerfallt (s. Kapitel 1.2.2.3, Abb. 2). Navird durch die N&Pumpe ins
GefaRsystem transportiert. Die Blockade der CA ukCZ fiihrt durch reduzierte W
Sekretion und verminderte HGERUckgewinnung zu einem alkalischen, bikarbonatenc
Harn und durch die HRetention und den HCGVerlust zur metabolischen Azidose. Durch
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die Gegenregulation des pulmonalen Systems entatebt Normoxie das klassische Bild
einer kompensierten metabolischen Azidose: pH-\erNormbereich (ca. 7,38),,€0, im
Vergleich zur Kontrolle durch vermehrtes Abatmeduaert und ABC und ABE in Folge der

metabolischen Azidose im Vergleich zur Kontrollduegiert.

Im Gegensatz dazu fuhrt Hypoxie ohne den Einfluss ®CZ zu einer respiratorischen
Alkalose, die im Laufe des Versuchs teilkompensientd. Die Ursache daflr, dass die
respiratorische Alkalose nicht so rasch kompenswird wie die oben beschriebene
metabolische Azidose, ist die Tragheit des ren&gstems. Durch eine Veranderung der AF
und des AZVs kann eine metabolisch ausgeltste pH-Végschiebung im wachen spontan-
atmenden Organismus innerhalb von Minuten ausdegiiaverden, wohingegen die renale

Kompensation mehrere Stunden braucht.

Kommt es unter Hypoxie durch ACZ-Gabe zur metabbks Azidose, so wirkt dies der
Hypoxie-induzierten respiratorischen Alkalose egtge und hilft dem Organismus, seinen
pH-Wert im Normbereich (pH-Wert in ACZ-VersuchentemHypoxie konstant bei ca. 7,42)
zu halten und seine Sauerstoffversorgung zu optemieDeshalb ist der alveolare P@u
jedem gegebenen inspiratorischen, P€ativ zur FO, héher als ohne ACZ’. Diese respira-

torische Reaktion geht mit einer Steigerung des &éwiher.

Insgesamt stimmen die Ergebnisse in den Kontrall@hACZ-Versuchen beider Gruppen mit
denen vorheriger Studien und der aktuellen Lehromareur physiologischen Reaktion unter

Hypoxie Uberein.

4.2.3 Wirkung von NMA auf die Ventilation, die Blutgase und den

Saure-Basen-Haushalt unter Normoxie und Hypoxie

Um den gewiinschten,®,-Abfall unter Hypoxie in den NMA-low-dose- und irel NMA-
high-dose-Versuchen zu erreichen, wurde eif@ Won ca. 0,1 eingestellt. Dies entsprach
etwa der Einstellung in den Kontrollen. Auch benddessungen des,BO,, des pH, des
Hb,O,, des ABC und des ABE zeigten sich keine signifieanUnterschiede zur Kontrolle.
Der einzig auffallige Parameter ist das AMV. Esigtitsowohl in den NMA-low-dose- als
auch bei den NMA-high-dose-Versuchen an. DabedéstAnstieg in den NMA-high-dose-
Versuchen bei Betrachtung der absoluten Zahlenwaiteer als in den NMA-low-dose-
Versuchen. Dies kdnnte auf eine Dosis-Wirkungslierig hinweisen. Das AZV bleibt unter
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Hypoxie nahezu konstant, was einen Anstieg des AMMgEch eine Frequenzsteigerung
andeutet.

Insgesamt muss bei der Interpretation der Atempet@mbeachtet werden, dass diese
besonders storanfallig sind. Da die Hunde ihren r¢draushalt nicht durch Schwitzen
sondern durch Hecheln regulieren, kann diese Mgsdadurch verfalscht werden. Leider ist
dieser Fehler auch durch genaue Einstellung demRamperatur im Labor nicht vollstandig

zu eliminieren.

4.3 Systemische Haimodynamik

Auf die Wirkung der Hypoxie auf HF und MAP ist bigsein Kapitel 4.1.1 ausfuhrlich
eingegangen worden. Aus der Literatur ist bekatexts die akute Hypoxie zu einem Anstieg
der HF durch eine gesteigerte sympathische Aktiatd Grund der Stimulation peripherer
Chemorezeptoren fiilfift Die gesteigerte sympathische Aktivitat fihrt b@hgerem Auf-
enthalt in groRer HOhe zum Anstieg des MAP. Beitaktlypoxie wird dieser Mechanismus
oft durch eine hypoxische Vasodilatation der systehen Gefal3e aufgehoben. Dieser
funktionelle Antagonismus filhrt bei akuter Hypoxieist zum unveranderten MAP Dies
konnte eine Erklarung fur den unveranderten MAP 8MR in unserer Untersuchung sein.
Andererseits ist aus Studien an Hunden bekanns eiag® Reaktion des MAP proportional

zum Grad der Hypoxamie sein k&fn

ZVD, HZV und SVR werden nach unseren Messungen wddech Hypoxie noch durch
ACZ oder NMA beeinflusst. Ist der pulmonal-artdeeKatheter richtig positioniert, so liegt
die proximale Offnung im rechten Vorhof. Der Druith rechten Vorhof stimmt mit dem
Druck der Vena cava superior Uberein. Er gibt Auskiber den intravasalen Volumenstatus.
Da er konstant bleibt, kdnnen wir einen Volumenvgrdurch Blutentnahmen und/oder durch

die verstarkte Diurese bei ACZ-Gabe ausschliel3en.

4.4 Die pulmonale Hamodynamik

4.4.1 Die Wirkung der Hypoxie auf die pulmonale Hdmodynamik

In den Kontrollen steigen der MPAP und der PVR daiter Hypoxie an. Dieses Phanomen
konnte schon in friiheren Untersuchungen unsereeitsdruppe®® ** und in Studien an
Menschen und Tierén® gezeigt werden. Der primére Stimulus fir die Alsbig der HPV
ist der Abfall des P©im alveolaren Gasgemisch in Bereiche unter 50 mHgelche
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Mechanismen diesem so genannten ,Sauerstoff-Séngungyunde liegen, ist noch nicht
geklart. Intrazellular ist ein Hypoxie-bedingter shieg der C&-Konzentration, der den
kontraktilen Apparat aktiviert, entscheidend. DreAastieg entsteht vermutlich Uber L-Typ-
Cd*-Kanalé®® und uber Ryanodin-Rezeptoren des’ $& Kapitel 1.2.1.1). Ob diese durch
NSCC3%*? durch direkte Modulation der L-Typ-&aKanale durch ROS, durch eine Hy-
poxie-bedingte Hemmung der4analé™> *** oder méglicherweise durch ein Zusammen-
spiel verschiedener Faktoren reagieren, konntargshicht geklart werden. Es gilt jedoch als
bewiesen, dass ein Abfall des Pi@ der Einatemluft die HPV induziert. Diesen ployst
gischen Grundlagen entspricht der Anstieg des MBAP7 = 1 bzw. 6+ 1 mmHg und der
Anstieg des PVR um ca. 40% nach Hypoxie-Indukimoden Kontrollen (s. Kapitel 3.2.2).

4.4.2 Die Wirkung von ACZ auf die pulmonale Hdmodynamik unter

Normoxie und Hypoxie

ACZ unterdrtickt die HPV in beiden Versuchsgrupp®awohl in der NMA-low-dose- als
auch in der NMA-high-dose-Gruppe bleibt der MPARenrMNormoxie und Hypoxie konstant
(s. Abb. 8, Tab. 8). Auch der PVR bleibt konstantl wnterscheidet sich signifikant von den
jeweiligen Kontrollen (s. Abb. 9, Tab. 9).

Besonders in den ACZ-Versuchen der NMA-high-doseppe wurde unter Hypoxie infolge
des verstarkten Atemantriebs eigOR von 40+ 1 mmHg beobachtet. Diese Tendenz zu
erhohten BO,-Werten beobachteten wir schon in friheren StudrarRahmen dieser konnte
durch Anpassung dek®, eine durch ACZ induzierte Hyperventilation, dieeinem erhéhten
P.O, filhrte, als Ursache fiir die Inhibition der HPV clurACZ ausgeschlossen werd®n
Aus diesem Grund und weil die HPV in der NMA-higbsé-Gruppe nicht effektiver
unterdriickt wurde als in der NMA-low-dose-Gruppehen wir die Tendenz zu héherefOpR?
Werten bei diesen Versuchen im Vergleich zu deirgéhrals vernachlassigbar an.

In den ACZ-Versuchen bleiben HZV und PCWP unter ¢ke konstant. Rein rechnerisch
hangt der PVR deshalb vollstandig vom MPAP ab. A@Y auf den MPAP bzw. die Kon-

traktion der PASMCs wirkt, ist weiterhin Gegenstamignsiver Forschung. In einem etablier-
ten Modell aus dem Labor von Larissa Shimoda anNRBSvon Ratten konnte gezeigt wer-
den, dass Hypoxie zum Anstieg des intrazellularefd @ diesen Zellen fiihrt und dass dieser
Anstieg durch die Zugabe von ACZ dosisabhangigetuigen werden kann. Ein Einfluss von
ACZ auf das Ruhemembranpotential, den, mfie L-Typ-C&*-Kanale oder eine Aktivierung

der Rho-Kinase konnten als zugrundeliegender Widkrarismus fur die Pravention der HPV
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ausgeschlossen werden. Die Einwirkung auf di&"-€eeisetzung aus dem SR, ebenso wie
eine Beeinflussung sauerstoffsensitiver Kanéle en Zellmembran oder Einflisse auf die
Produktion von ROS unter Hypoxie sind nicht absfddind untersucht. Eine aktuelle
Untersuchung von Aamand et al. (2009) stellt digodtlgese auf, dass die CA Nitrit als
Substrat nutzen kénnte, um Stickstoffmonoxid (N@)zoduzierett® NO ist der wichtigste
bekannte vasodilatierende Faktor. Es bewirkt einkat&®ion der kleinen Arterien und
Arteriolen durch Aktivierung der Guanylatzyklasee d¢zur Absenkung der intrazellularen
Cd*-Konzentration fiihrt. Chemisch gesehen haben H@®d Nitrit die gleiche trigonal-
planare spHybridisierung und fast identische pKevel fiir die korrespondierenden Basen.
Aufgrund dieser Ahnlichkeit kann Nitrit an das aktiZentrum der CA binden, die GO
Hydratation inhibieret® und zu NO reagieren (Gleichung 4, 5). Diese Reaki#uft
bevorzugt bei einem niedrigen pldb. Da ACZ den pHder PASMCs geringfligig, aber
signifikant herabsetA, konnte dies die HPV-Inhibition mittels ACZ erkdér.

2NO; +2H* —Ff . 2HNO, —ff - H,0+ N,O,

Gleichung 4Reaktion der CA mit Nitrit
N,O, £1 - NO+ NO,

Gleichung 5Der spontane Zerfall des Reaktionsprodukts zu NOnd NO,
Aamand et al. untersuchte auch die Wirkung von AQZdie CA und den NO-Stoffwechsel.

Durch ACZ konnte die CA-katalysierte Produktion wasoaktivem NO aus Nitrit gesteigert
werden. Dies kdnnte moglicherweise den vasodilaatEffekt dieses Medikaments erklaren.
Deshalb scheint nicht der pHie Wirkung von ACZ auf die HPV zu erklaren, somddass
ACZ an ein anderes aktives Zentrum der CA bindetdabei die NO-Produktion begunstigt.

Mit dem integrativ physiologischen Ansatz unseremtddsuchungen im Wachtiermodell
lassen sich zellulare oder gar molekulare Wirkmedmen nicht abschlieBend klaren.
Zukunftige Untersuchungen mit Messungen der NO-kabation in den pulmonalen
GefalRen sowie in der Expirationsluft konnten Antiauf die Fragen geben, die der Ansatz
von Aamand et al. aufwirft. Aktuell l&sst sich antlaunserer Ergebnisse sagen, dass ACZ die

HPV im Ganztiermodell effektiv auch in niedriger $d&rung unterdrticken kann.
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4.4.3 Die Wirkung von NMA auf die pulmonale Hdmodynamik unter

Normoxie und Hypoxie

Die Wirkung von NMA auf die HPV ist das zentraleeha dieser Arbeit. Grundlage bilden
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, in denen diekWig von ACZ, Benzolamid und
Ethoxolamid untersucht wurden. Abgesehen von ACanken weder der extrazellular
wirkende CAI Benzolamid noch der intrazellular vande CAI Ethoxolamid die HPV
unterdriickef’>. Die mit uns kooperierende Arbeitsgruppe um Lari€himoda kam zu

ahnlichen Ergebnissen. Zwar konnte bei Anwendung alten CAl ein signifikanter Abfall

des pHs in den PASMCs nachgewiesen werden, aber nur ©gilkam es zur Hemmung des
intrazellularen C&-Anstiegs unter Hypoxie. NMA hatte bei diesen Ustiehungen keine
Wirkung auf den pH hemmte aber - wie ACZ - den €anstieg. Ziel dieser Arbeit ist es, zu

prufen, ob diese Hemmung der HPV auch im Ganztidethad.h. in vivo, nachweisbar ist.

4.4.3.1 Die Wirkung von NMA-low-dose auf die pulmonale Himodynamik

unter Normoxie und Hypoxie

Der MPAP steigt in den NMA-low-dose-Versuchen uriigpoxie um 4+ 1 mmHg an. Dieser

signifikante Anstieg im Vergleich zur Normoxie ist beiden Hypoxie-Stunden um ca. 40%
geringer als unter Kontrollbedingungen. Auch derRP$teigt in beiden Hypoxie-Stunden
signifikant um 129 20 bzw. um 104 41 dyriS@ém®. Aber dieser Anstieg ist geringer als in
den Kontrollen. Diese Ergebnisse deuten daraufdass NMA eine Wirkung auf die HPV

hat. Daher folgten Untersuchungen mit NMA in eihéheren Dosierung.

4.4.3.2 Die Wirkung von NMA-high-dose auf die pulmonale Hémodynamik

unter Normoxie und Hypoxie

Bei einer Gabe von 10 mg/kgKG NMA als Bolus undm@/kgKG/h konnte unter Hypoxie

kein statistischer Nachweis eines MPAP-Anstiegsaetit werden. Aufgrund der geringen n-
Zahl (n=5) untersuchten wir zusatzlich die Deltees dMPAP. Diese weisen zwar einen
statistisch signifikanten Anstieg auf, dieser e&tgch um 50% geringer als in den Kontrollen.

Ahnliche Ergebnisse liefert die Analyse des PVRs.

Diese Ergebnisse deuten auf eine Dosis-Wirkungshang von NMA auf die HPV hin. Sie
stitzen unsere These, dass die Hemmung der HPVhdastizum Teil unabhangig von der
CA ist. Es wirft jedoch auch die Frage auf, ob eamelotheliale CA-Hemmung durch eine
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vermehrte NO-Produktion (s. Kapitel 4.4.2) zur \e=sgerten Wirkung von ACZ gegenuber
NMA beitragt.

4.5 Niere, Salz-Wasser-Haushalt und Endokrinologie

4.5.1 Die Wirkung der Hypoxie auf Niere, Salz-Wasser-Haushalt und

Endokrinologie

Die Wirkung akuter Hypoxie auf das renale Systetatss#ch aus Effekten der Hypoxie, die
direkt an der Niere wirken, sowie aus systemiscAapassungsmechanismen wie dem
systemischen Saure-Basen-Status, der Atmung, ddulsiiion durch neuroendokrine Reflexe
und der Hamodynamik zusammen. Wie in Kapitel 1l&2chrieben, erwarteten wir unter
akuter Hypoxie eine verstarkte Wasser- und-Nasscheiduny’ * Obwohl die zugrunde-
liegenden Mechanismen fir diese sog. ,H6hendiurege’. ,Hohennatriurese” derzeit noch
unklar sind, scheint der mit der Reduktion des azdHlularen FlUssigkeitsvolumens
verbundene Anstieg des Hamatokrits und der Sadratsportkapazitadt von Vorteil zu
seif’. Umgekehrt sind das Auftreten von AMS, HAPE und GEA oft mit einer

Flussigkeitsretention beim Aufenthalt in groRer Héssoziieft *>°

In vorangegangenen Untersuchungen unserer Arbagisgrkonnte die in der Literatur be-

schriebene Zunahme desvulind der W,V ebenfalls gezeigt werden. Allerdings betrug die
Versuchsdauer fiinf Stunden und der Anstieg in dgMivar erst in den Hypoxie-Stunden VI

und V zu beobachtéf. Moglicherweise erklart dies, warum im hier prassten Beobach-

tungszeitraum weder U Woch die W,V oder die Flga (MaR fur die tubulére NaResorption)

in den Kontrollen unter Hypoxie anstiegen.

Auch wenn ein statistischer Nachweis des Anstiegd..V in der vorliegenden Arbeit nicht
maoglich ist, zeigt sich bei Betrachtung der Korlaolein tendenzieller Anstieg unter Hy-
poxie. Ahnliche Beobachtungen kénnen bei Betraahtder Lk V gemacht werden. Durch
Hypoxie kommt es zur respiratorischen Alkalosesédiéiihrt zu einem HMangel. Dieser
beeinflusst den Hauptregulationsort dérAusscheidung — die KKanéle in den Hauptzellen
der Sammelrohre — und fiihrt zu einerVWerlust unter Hypoxie. Obwohl kein Anstieg der

Uk V gezeigt werden konnte, fiel deg i den Kontrollen der NMA-low-dose-Gruppe ab.

Bei Auswertung der an der Volumenregulation begeih Hormone PRA, PAC, All und
ADH, konnten wir keine signifikanten Anderungen maeisen. Es zeichneten sich jedoch
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auch hier Tendenzen ab: Die PRA fallt von 3,2,8 unter Normoxie auf 1,8 0,2 unter
Hypoxie Il ab. Die Feinabstimmung der Harnzusamraegms\g im distalen Nephron erfolgt
durch Aldosteron, ADH und ANP. Unter Normoxie widie Ausschittung dieser Hormone
durch das RAAS gesteuert. Renin wird ausgeschinesin der renale Perfusionsdruck sinkt
oder durch Hyponatridamie sowie durch Aktivierung @e-Rezeptoren im Rahmen einer
sympathikotonen Reaktion. In friheren Studien wers@rbeitsgruppe an wachen trainierten
Hunden unter standardisierten Umgebungs- und Eungkbedingungen konnten wir bereits
einen Abfall der PRA sowie des All und der PAC naetsen®. Die Griinde fiir einen Abfall
des PRA unter akuter Hypoxie sind moglicherweisee enilde Hypoxie-induzierte Hyper-
tensiort°’ sowie eine Ausschittung von AdenddirEndothelin und/oder Nt Das Ziel
dieser Regulationsmechanismen konnte sein, durceneiAbfall von All die Vaso-
konstriktion der peripheren Gefal3e zu mindern, wmasverbesserten Gewebedurchblutung
und Oxygenierung fuhren wirde. Im Verlauf fihrt des andauernder Hypoxie Uber eine

starkere N& und Wasserausscheidung zur Hamokonzentration.

Unter Meeresspiegelbedingungen induziert das RAIASneANstieg der PAC. Unter Hypoxie
scheint diese Aldosteron-Antwort gestért oder nigtrthanden zu sein. In Voruntersuchungen
beobachteten wir, dass sich die PAC unabhangigdeoPRA verhieft. Diese Entkopplung
beider hormonellen Systeme ist in der vorliegenddreit — wahrscheinlich aufgrund der

verklrzten Hypoxie — nicht zu beobachten.

ET-I ist der starkste bisher bekannte Vasokonstrikbie Bedeutung dieses Hormons wird
anhand von Ergebnissen friiherer Untersuchungemram&ebeitsgruppe klar. Wir konnten in
einem Modell an Schweinen zeigen, dass die Inlo@atines ET-Rezeptorantagonisten den
MPAP unter Hypoxie senken kafinVerschiedene Untersuchungen an Mensth@rund im
Tiermodelf® zeigten erhdhte ET-I-Spiegel unter Hypoxie. Desité¥en konnte eine
Korrelation zwischen dem Anstieg von ET-I und dereiehten Hohe bei Bergsteigern
nachgewiesen werden und ET-I kénnte der Vermitttar friihen diuretischen Antwort s&in
(s. Abb. 3, Kapitel 1.2.2.3). Im Gegensatz zu vgemgangenen Untersuchungen konnte in
dieser Arbeit keine Anderung der ET-1 Konzentratiotier Hypoxie gezeigt werden. Da diese
Anderung in den vorangegangenen Untersuchungemacht dreistiindiger Hypoxie zu beo-
bachten waf®, ist auch hier vermutlich die verkiirzte Versuchsstadie Ursache fiir das

abweichende Ergebnis.
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Bei Betrachtung dieser renalen Parameter wird kthass die renalen Regulations-
mechanismen zu trdge sind, um sie im vorliegendenbBchtungszeitraum hinreichend

beurteilen zu kénnen.

4.5.2 Die Wirkung von ACZ auf Niere, Salz-Wasser-Haushalt und

Endokrinologie unter Normoxie und Hypoxie

ACZ wurde als Diuretikum entwickelt. Es fuhrt durdlemmung der renalen CA zur verstark-
ten Ausscheidung von HGDwas aus Grinden der Elektroneutralitéat auch zigsdheidung
von K" und N4 fuhrt. Die Wirkung von ACZ auf die Niere konnterdh die Dosisreduktion
verminderte werden. Dennoch ist da¥ Unter Normoxie gréRer als in den Kontrollen und
liegt auch in Hypoxie | und Il um das Zwei- bis Daghe Uber den Werten der Kontrollen.
Dass keine statistisch signifikanten Ergebnisseeagbar sind, liegt vermutlich an der grof3en
Streuung der Ergebnisse sowie an der geringen h-Zakammen mit der in den Kontrollen
groReren N& und K'-Ausscheidung im Urin spiegeln die vorliegendenebrjsse dennoch
eine typische Wirkung der CA-Inhibition an der Niavider.

Es gibt Hinweise darauf, dass Diuretika das RAASsierer™®. Die zugrundeliegenden
Mechanismen sind komplex und beinhalten die Aktiwig der Macula densa, renaler Baro-
rezeptoren, renaler sympathischer Nerven und vast&glandih®®. Die wahrscheinlichste
Erklarung fir den PRA-Anstieg unter ACZ-Gabe isheecidurch die Diurese begriindete

Stimulation des RAAS, die mit einer Reduktion degazellularen Volumens einhergeht.

4.5.3 Die Wirkung von NMA auf Niere, Salz-Wasser-Haushalt und

Endokrinologie unter Normoxie und Hypoxie

Insgesamt stimmen die Ergebnisse der NMA-Versucitedenen der Kontrollen Uberein.
Daraus schlielRen wir, dass NMA keinerlei Wirkund die CA der Niere oder die an der
Volumenregulation beteiligten Hormone hat. Diesgdbnisse bestéatigen, dass durch die
Methylierung der Sulfonamid-Gruppe in diesem maikfiten ACZ-Molekul die CAI
vollstandig blockiert werden konnte.
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5 Zusammenfassung

Akute Hypoxie aktiviert physiologische und bzw. ogathophysiologische Mechanismen der
Lunge, der Niere und des endokrinen Systems.

Ein Abfall des alveolaren Sauerstoffpartialdrucksten 50 mmHg fiihrt zu hypoxischer
pulmonaler Vasokonstriktidn Obwohl dieser Mechanismus unter NormoxigO§F0,21)
maoglicherweise das Ventilations-Perfusions-Verhiltrerbessett bedeutet er unter globaler
Hypoxie — wie z.B. in gro3en Hoéhen (Gber 2500 mikeinen Vorteil und bewirkt einen
Anstieg des pulmonal-arteriellen Drucks und desnmulal-vaskuléren Widerstands. Dartber
hinaus kann es infolge einer renalen und endokriairegulation zu einer Flussigkeits-
retention kommen. Diese Prozesse kdnnen zum akah$bedrohlichen Krankheitsbild des
Hohen-lungenddems  fiihr€éh Deshalb  kénnte ein verbessertes Verstandnis der
Pathophysiologie dieser Erkrankung sowie die Idiergrung einer effektiven und

nebenwirkungsarmen Prophylaxe die Sicherheit baifstfeg in grofe Hohen verbessern.

In einem vorangegangenen Projekt unserer Arbeippgrikonnte nachgewiesen werden, dass
die kontinuierliche intravenése Gabe von 2 mg/kgiKGfes Carboanhydrase-Inhibitors
Acetazolamid bei akuter Hypoxie den Anstieg desmuauial-arteriellen Drucks und des
pulmonal-vaskularen Widerstands verhintfertEine gesteigerte Ventilation aufgrund der
Carboanhydrase-Inhibition sowie eine durch Acetmmdd induzierte systemische und
intrazellulare pH-Wert-Anderung waren dort als zugteliegende Mechanismen ausge-
schlossen worden. Des Weiteren war durch den Eirtke intrazellularen Carboanhydrase-
Inhibitors Ethoxolamid und des extrazellularen @arthydrase-Inhibitors Benzolamid — die
beide die hypoxische pulmonale Vasokonstriktiohhizeeinflussten — wahrscheinlich, dass

die Wirkung von Acetazolamid unabhangig von ded@anhydrase-Inhibition ist.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegendeheél das modifizierte Acetazolamid-
Molektl N-Methyl-Acetazolamieingesetzt. In diesem Molekil wurde die Carboardset
inhibierende funktionelle Gruppe — die Sulfonamid#@e — durch eine Methyl-Gruppe
blockiert. In Voruntersuchungen der mit uns koogemden Arbeitsgruppe um Larissa
Shimoda wurde gezeigt, dass N-Methyl-Acetazolaneid Hypoxie-bedingten G&Einstrom

in den pulmonal-arteriellen glatten Muskelzellenendriickt®.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von NiNg-Acetazolamid auf pulmonale,
renale und endokrine Regulationsmechanismen amemaspontan-atmenden Hund (in vivo)

zu untersuchen. Dabei interessierte uns vor allemAdrkung von N-Methyl-Acetazolamid
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auf die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion. Wemine hypoxische pulmonale
Vasokonstriktion mittels N-Methyl-Acetazolamid ibiert wirde, ware bestatigt, dass die

Wirkung von Acetazolamid unabhangig von der HemmadeigCarboanhydrase ist.

Die Untersuchungen erfolgten in vier dreistundigéarsuchsprotokollen (1. Kontrolle, 2.
Acetazolamid 2 mg/kgKG als Bolus und 2 mg/kgKG/hN3Methyl-Acetazolamid-low-dose
250 mg als Bolus und 5 mg/kgKG/h, 4. N-Methyl-Acetamid-high-dose 10mg/kgKG als
Bolus und 10 mg/kgKG/h) an neun wachen, trainievteiblichen Beagle-Hunden (Alter 1-2
Jahre). Die Verabreichung der Medikamente in detenkientionsversuchen erfolgte
intravenos. Die Hunde atmeten in allen Versuchemtsm tber einen Respirator: in der ersten
Versuchsstunde Raumluft (Normoxie) und in den Mensstunden zwei und drei ein
hypoxisches Gasgemisch (Hypoxie | und I1). Als W#Methyl-Acetazolamid in der niedrigen
Dosis (s.0.) einsetzten, konrkeineHemmung der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion
beobachtet werden. Dennoch zeigten die Einzeldateder Tendenz einen schwdacheren
pulmonal-arteriellen Druckanstieg. Aus diesem Grudotfjte eine Versuchsreihe mit 10
mg/kgKG/h N-Methyl-Acetazolamid intravends. Diesihkre N-Methyl-Acetazolamid-Dosis
beeinflusste tatsachlich die hypoxische pulmonasokionstriktion, konnte sie aber nicht wie
Acetazolamid vollstandig unterdriicken.

Da N-Methyl-Acetazolamid durch Methylierung der uamid-Gruppe seine Carboan-
hydrase-inhibierende Wirkung verliert, trat keinarkiMng auf die renale und endokrine
Funktion unter Hypoxie auf.

Eine mogliche Erklarung fur die verbesserte Wirkwog Acetazolamid im Vergleich zu N-
Methyl-Acetazolamid liefern Untersuchungen von Aachat al., die nachwiesen, dass die
Carboanhydrase auch die Umwandlung von Nitrit zekStoffmonoxid katalysiert. Beim
Einsatz von Acetazolamid scheint ndmlich die Hyaltah von Kohlenstoffdioxid gehemmt,
gleichzeitig aber die Umwandlung von Nitrit zu &ffmonoxid begiinstigt zu werdeh
Diese Beobachtungen bieten neue Ansatze, die Warkan Acetazolamid auf die hypoxische
pulmonale Vasokonstriktion zu erklaren. Untersugltden sollte daher in einem zukinftigen
Projekt, ob unter Einsatz von Acetazolamid ein héhestickstoffmonoxid-Gehalt in der
Ausatemluft und intravasal nachweisbar ist. Ersteuntersuchungen zu diesem Thema an

Kaninchen sind vielversprechend.
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ABC
ABE
ACE
ACTH
ACZ
ADH
AF

Al

All
AMS
AMV
ANP
ATP
AZV
BGA
CA
Cazt
CAl
CCE
cGMP
CI
CO2
CPAP

dMPAP

aktuelle Bikarbonatkonzentration [mmol/I]

aktuelle Basenabweichung, Base Excess [mmol/l]
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Angiotensin Converting Enzyme, Angiotensin kertierendes Enzym

Adrenocorticotropes Hormon
Acetazolamid

Antidiuretisches Hormon [pg/ml]
Atemfrequenz

Angiotensin | [pg/ml]

Angiotensin Il [pg/ml]

Acute Mountain Sickness, akute Bergkrankheit
Atemminutenvolumen [I/min]

Atriales natriuretisches Peptid
Adenosintriphosphat
Atemzugvolumen [ml]
Blutgasanalyse

Carboanhydrase

Kalzium-lon
Carboanhydrase-Inhibitor
capacitative Calcium entry
Cyclisches Guanosinmonophosphat
Chlorid-lon

Kohlenstoffdioxid

Continuous Positive Airway Pressure

Delta des mittleren pulmonal-arteriellen DrufkenHg]
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dPVR
ELISA
ET-I
FELASA
FEnNa
FO2
GFR

H*
H,CO3
H,0
HACE
HAPE
Hb
Hb,O>
HCO3
HF
HPV
HZV

V.

K*
K*-ATP-Kanale
Ky-Kanéle
MAP

MPAP

Abklrzungen und Dimensionen 85

Delta des pulmonal-arteriellen Widerstands [6$m°]
Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Endothelin-1 [pg/ml]

Federation of European Laboratory Animal Sciekssociation
fraktionelle Natriumexkretion [%0]

fraction of inspired oxygen, Fraktion des imspien Sauerstoffs
glomerulére Filtrationsrate [rhin™ &g ]

Proton

Kohlensaure

Wasser-Molekdll

High altitude cerebral edema, Hohenhirnédem

High altitude pulmonary edema, Héhenlungentédem
Hamoglobin [mg/dl]

Sauerstoffsattigung

Bikarbonat-lon

Herzfrequenz [1/min]

hypoxische pulmonale Vasokonstriktion
Herzzeitvolumen [I/min]

intravends

Kalium-lon

ATP-abhéangige-Kalium-Kanale
spannungsgesteuerte Kalium-Kanéle

mean artery pressure, mittlerer arteriellerdRru

mean pulmonary artery pressure, mittlerer pulahanterieller Druck
[mmH(Q]
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MRT

N>

Na2*
NADPH
NCSS
NMA
NO
NSCC
O,

O,
PAC
PACO>
PaCO>
PAO2
PO
PAP
PASMC
Ps
PCO,

PCWP

Ph2o

I:)Krea

pK<Wert
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Magnet-Resonanz-Tomographie
Stickstoffmolekiil

Natrium-lon
Nikotin-Adenin-Dinucleotid-Phosphat

Number Cruncher Statistical System
N-Methyl-Acetazolamid

Stickstoffmonoxid

nonspecific cation channels, nicht-spezifisclatidhen-Kanale
Sauerstoff

Superoxid-Anionen

Aldosteron [pg/ml]

alveolarer Kohlenstoffdioxidpartialdruck [mmHg]
arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck [mmHg]
alveolarer Sauerstoffpartialdruck [mmHg]
arterieller Sauerstoffpartialdruck [mmHg]
pulmonary artery pressure, pulmonal-arteriellerdBru
pulmonary artery smooth muscle cell
Barometerdruck

Kohlenstoffdioxidpartialdruck

Pulmonary Capillary Wedge Pressure [mmHg]
Wasserdampfdruck
Plasma-Kalium-Konzentration [mmol/l]
Plasma-Kreatinin-Konzentration

Dissoziationskonstante der Puffersdure
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PO,
PRA

PVR

RAAS
RIA
ROS
RQ
SD
SEM
SR

SVR

Uk V
UnaV
Ukrea
uv

Z\ND
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Plasma-Natrium-Konzentration [mmol/l]
Sauerstoffpartialdruck [mmHg]
Plasma-Renin-Aktivitat [pg Angl mimin™]

pulmonary vascular resistance, pulmonal-vaskul/iderstand
[dynS@m?]

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Radioimmunoassay

reactive oxygen species, reaktive Sauerstaffepe
Respiratorischer Quotient

Standardabweichung

Standardfehler

Sarkoplasmatisches Retikulum

Systemic Vascular Resistance, systemisch vask\idarstand
[dyniSGm™]

Kaliumexkretion jil thin™ kg ]
Natriumexkretion jil tin kg ]
Urinkreatininkonzentration
Urinvolumen fil hin™ kg ]

zentraler Venendruck [mmHg]
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