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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Phiochromozytom

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert das Phidochromozytom als
endokrinen Tumor der aus chromaffinen Zellen entsteht [1]. Er geht vor allem vom
Nebennierenmark aus, kann aber auch in den Grenzstrangganglien entstehen und wird
dann als Paragangliom bezeichnet [2]. Phdochromozytome sind zwar selten, konnen
aber durch eine plotzliche Katecholaminfreisetzung zu gefihrlichen hypertensiven
Krisen fiihren, die mit Herzinfarkt [3], Arrhythmie [4, 5] oder Schlaganfall [6, 7]
einhergehen konnen [3, 5-9]. Dieser Tumorentitit kommt klinisch und
differentialdiagnostisch somit eine groBe Bedeutung zu [9]. Die Therapie der Wahl und

das einzig kurative Verfahren ist die chirurgische Resektion [10-13].

Verlidssliche Angaben zur Inzidenz existieren nicht. Die Privalenz unter den Patienten
mit sekundédrer Hypertonie wird mit 0,1-0,6% angegeben [14-16]. Bei Patienten mit
Inzidentalomen findet sich in 8% ein Phaochromozytom, in 9% ein Myelolipom und in
10% ein adrenokortikales Karzinom. Am héaufigsten werden Metastasen (19%) und
Adenome (41%) diagnostiziert [17]. In der Mehrzahl sind Phdochromozytome adrenaler
Genese und kommen unilateral vor. Die Privalenz extradrenaler Neoplasien liegt nur
bei etwa 20% [18, 19]. Maligne Tumorvarianten sind seltener, werden aber in bis zu

30% der extraadrenalen Neoplasien bestitigt [20].

Die Tumoren produzieren Noradrenalin [2, 21-23], Adrenalin [22] oder Dopamin [24,
25], wobei Kombinationen dieser Hormone moglich sind [22, 24, 25]. Der Grofiteil der
Neoplasien sezerniert Noradrenalin [2, 21-23]. Eine Dopaminsekretion lenkt den
Verdacht auf ein malignes Phidochromozytom [24, 26], wohingegen eine

Adrenalinfreisetzung fiir die Herkunft aus dem Nebennierenmark spricht.
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Die physiologischen Plasmaspiegel liegen beim Menschen bei 0-100 ng/l (Adrenalin)
und 0-500 ng/l (Noradrenalin).

Heute ist bekannt, dass verschiedene intraoperative Ereignisse wie zum Beispiel die
Tumormanipulation (s. Tabelle 1) mit plotzlichen exzessiven Anstiegen der
Hormonspiegel und himodynamischen Instabilititen korrelieren (s. Abbildung 1) [5,
27]. Neben direkten Zusammenhingen mit intraoperativen Prozeduren [27-29] sind
auch hidmodynamische Dekompensationen im Alltag z. B. durch Anstrengung,

Nahrungsaufnahme oder Miktion beschrieben [8, 30].

Tabelle 1: Katecholaminspiegel und intraoperative Ereignisse

Ereignis Noradrenalinspiegel [ng/l] | Adrenalinspiegel [ng/l]
15 min nach 1848 [711-6706] 568 [88-3688]
Pneumoperitoneum

bei Manipulation an der 8774 [962-29.089] 5150 [93-11.440]
Nebenniere

Die Daten sind als Median [Minimum-Maximum] angegeben. Es handelt sich um Absolutwerte
gegeniiber den Plasmakonzentrationen vor Luftinsufflation von 0-100 ng/l fiir Adrenalin und 0-500 ng/l
fiir Noradrenalin [27].

Das klinische Erscheinungsbild ist variabel [8] und der Tumor wird in der Literatur
daher auch als ,,Great mimic* [8, 10] bezeichnet. Unterschiedliche sekretorische Profile,
eine  akute und  chronische = Hormonsekretion = sowie  unterschiedliche
Katecholaminsensitivititen (s. Abbildung 1) tragen zum breiten Spektrum der
klinischen Manifestationen bei [13, 19].

Zu den hiufigsten Symptomen gehoren arterielle Hypertonie, intensive holozephale
Kopfschmerzen, Palpitationen und Tachykardien sowie Schweilausbriiche [8].
Metabolische Entgleisungen wie Hyperglykdmie, Laktatazidose und Gewichtsverlust
[31] werden ebenso beobachtet wie ein akutes inflammatorisches Syndrom [32]. Die
Hauptmanifestation am Herz ist die hypertensiv bedingte hypertrophe Kardiomyopathie
[33, 34]. Bei noradrenalinsezernierenden Tumoren wird gehéduft ein persistierender
Hypertonus beobachtet [10, 19]. In 10-17% der Fille finden sich vor allem paroxysmale
Symptome, wie Tachykardien, Palpitationen oder Schweillausbriiche, die vor allem von

Dopamin oder Adrenalin verursacht werden [10, 19].
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Die Diagnose verzogert sich durch die hédufig unspezifischen Symptome [13].
Differentialdiagnostisch kommen unter anderem eine essentielle Hypertonie,
Panikattacken, ein Karzinoid-Syndrom, oder zerebrale Neoplasien in Frage [8, 35-37].

Die Messung der Metanephrine im Urin und Plasma hat die Diagnostik deutlich
vereinfacht, da diese Metabolite der Katecholamine unabhidngig von einem
paroxysmalen Hormonexzess erhoht sind [19, 38, 39]. Die biochemische Testung fiihrt
in mehr als 95% der Fille zur Diagnosesicherung und muss vor einer Bildgebung

durchgefiihrt werden [19, 39].

Der Schweizer Chirurg C. Roux fiihrte 1926 in Lausanne die erste erfolgreiche
chirurgische Tumorresektion durch [10-13]. Heute kann der Tumor laparoskopisch
reseziert werden [40-44]. Verbesserungen der Diagnostik, insbesondere der
Lokalisationsdiagnostik, der medikamentdsen Vorbehandlung und der perioperativen
hdmodynamischen Stabilisierung sowie Neuerungen in Anisthesie und operativer
Technik lieBen die Mortalitiat im letzten Jahrhundert von 20-45% [45] auf 0-2,8% [46-
48] sinken [8, 49-51].

Durch hypertensive Entgleisungen kann ein nicht erkanntes Phdochromozytom jedoch
nach wie vor einen lebensbedrohlichen Verlauf nehmen [2, 6, 52]. Die Mortalitit wird

in diesen Fillen mit bis zu 80% angegeben [53].

1.2 Pharmakotherapie des Phiochromozytoms

Der priaoperativen antihypertensiven Therapie kommt klinisch gro3e Bedeutung zu [1,
5, 44]. Zusitzlich kann die intraoperative Gabe von Antihypertensiva notwendig werden
[5, 10, 35, 54, 55].

In der Vorbehandlung wird verbreitet der irreversible a-Blocker Phenoxybenzamin
(POB) eingesetzt. Dadurch konnte die hamodynamische Stabilitdt deutlich verbessert
werden [2, 9, 49, 56]. Allerdings kann die prolongierte Wirkung zu postoperativen
Komplikationen mit Hypotonien fiithren. Zudem besteht eine ausreichende prioperative
Dosierung erst, wenn zum Beispiel posturale Hypotensionen auftreten (siehe unten),

weshalb die Therapie gelegentlich nicht gut toleriert wird [8, 57,].
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Aufgrund einer moglicherweise besseren Vertrdglichkeit werden reversible ;-
Antagonisten (Urapidil [28], Prazosin [58, 59], Doxazosin [60, 61]) und
Calciumkanalblocker vom Dihydropyridin-Typ (Nitrendipin [62], Nifedipin [63],
Nicardipin [48, 54, 55]) als Alternativen diskutiert.

In Abwesenheit kontrollierter Studien sprach auch das internationale Symposium zum
Phédochromozytom (ISP) 2005 in Bethesda (USA) keine Medikamentenempfehlung aus,

riet aber zu praoperativer Medikation [13, 44].

1.2.1 Irreversible unselektive a-Adrenozeptorantagonisten

Adrenalin,
Noradrenalin

/*\
lﬂﬂ

@o@ L © O
'
S o)

Kontraktion glatter Hemmung Kontraktion  Kontraktion des
Muskulatur der glatter Herzmuskels,
Transmitter-  Muskulatur Relaxation glatter
freisetzung Muskulatur,

Glykogenolyse

Abbildung 1: Signaltransduktion der adrenergen Rezeptoren

Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Sven Jihnichen (Urheber).

Adrenerge Rezeptoren (AR) sind G-Protein gekoppelt und werden in a-/ und B-Subtypen unterteilt. Uber
G,-/ und Gi-Proteine wird FEinfluss auf den sekunddren Botenstoff cAMP (zyklisches
Adenosinmonophosphat) genommen. cAMP-getriggert werden Phosphorylierungsprozesse veridndert und
es erhoht oder erniedrigt sich z. B. der Calciuminflux in die Zelle. So kann u. a. die Kontraktionskraft am
Herzen gesteigert werden. Die Noradrenalinfreisetzung kann durch a,-AR vermittelte G;-Stimulation
gesenkt werden (negativer Feedback). Gg-getriggert vermittelt der a;-AR eine Phosporylierung von L-

Typ-Calciumkanilen und eine Erh6hung des Calciumeinstroms in die Zelle [64-72].
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Tabelle 2:

blockierter

Rezeptor

(05]

(05

Wirkmechanismus

irreversibel, nicht

kompetitiv

irreversibel, nicht

Wirkprofil von Phenoxybenzamin

Effekte

Vasodilatation und
RR|,
intravaskularer

Volumenverbrauch?

Unterbindung des

Nebenwirkungen

positive Chrono-
/Inotropie am
Herzen
(Reflextachykardie),
Kopfschmerzen,

arterielle und

kompetitiv negativen Feedback
und NA- orthostatische
Freisetzung? Hypotension,
Hypoglykédmie,
Hypovolidmie,
periphere Odeme

[10, 12, 60, 72-75]

Seit den S50er Jahren ist POB ein wichtiges Medikamente in der prdoperativen

Behandlung des Phdochromozytoms (s. Tabelle 2) [2, 9, 49, 61, 76]. Es muss mit einer

niedrigen Dosis gestartet und diese dann alle zwei bis drei Tage bis zu einer maximalen

Dosis von 1 mg/kg KG/Tag gesteigert werden [8].

Zur Uberpriifung einer ausreichenden o-Blockade werden folgende Kriterien

herangezogen [8, 57]:

(1) Blutdruck < 160/90 mmHg fiir mindestens 24 Stunden

(2) orthostatische Hypotension nicht < 80/45 mmHg

(3) nicht mehr als eine Extrasystole alle 5 min

(4) keine ST-Strecken Verdnderungen und T-Wellen Umkehrungen im EKG

fiir eine Woche
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Auch wenn eine Therapie mit POB zum Beispiel den Vorteil einer langen
Wirkungsdauer aufgrund der irreversiblen Bindung am adrenergen Rezeptor bietet (s.
Abbildung 1 und Tabelle 2), sind Nebenwirkungen zu beriicksichtigen (s. Tabelle 2 und
3).

Die Behandlung mit POB wird héufig nicht gut toleriert [8, 57, 77] und kann z. B. mit
schweren postoperativen Hypotonien einhergehen, die sogar katecholaminpflichtig sein
konnen (s. Tabelle 2 und 3) [8, 9, 77, 78]. Eine Herunterregulierung der o-adrenergen
Rezeptoren, das katecholaminbedingt reduzierte intravasale Volumen und der plétzliche
Katecholaminabfall durch die Tumorentfernung werden dafiir verantwortlich gemacht
[12, 74]. Um einer Hypovoldmie entgegenzuwirken, wird prdoperativ begonnen das
Plasmavolumen um mindestens 2 Liter aufzufiillen [9, 78]. Tachykardien konnen durch
zusitzliche Gabe eines B-Blockers kontrolliert werden (s. Abbildung 1 und Tabelle 2).
Dieser darf nicht vor Beginn einer a-Blockade gegeben werden, da sonst durch alleinige
a-adrenerge Wirkung der Katecholamine an den GefidBBen schwere hypertensive Krisen
verursacht werden konnen (s. Abbildung 1) [8, 10].

Trotz adaquater Blockade berichten allerdings einige Autoren von signifikanten

Blutdruckerh6hungen wihrend der Tumormanipulation [9, 10, 47, 56].

Tabelle 3: Vor-/ und Nachteile einer Phenoxybenzamintherapie
Vorteile Nachteile

lange Wirkdauer aufgrund der irreversible Rezeptorblockade, von
irreversiblen Bindung am Rezeptor Rezeptorneusynthese abhingig

nur zweimal tégliche orale Applikation | zusitzliche o,-Blockade durch fehlende

notig Selektivitit, dadurch Unterbindung des
negativen Feedback mit positiv chrono-
/inotropen Effekten am Herzen

nicht-kompetitive Blockade ohne hoher postoperativer Fliissigkeitsbedarf

Verdringung durch hohe Konzentrationen | und Hypotension

des Agonisten

[8,9, 30,49, 73,75, 77-80]
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1.2.2 Reversible kompetitive a;-Adrenozeptorantagonisten

Tabelle 4: Wirkprofil von a;-Adrenozeptorantagonisten
blockierter Wirkmechanismus Effekte Nebenwirkungen
Rezeptor
o reversibel, Vasodilatation und first-dose-
kompetitiv RR|, zentral Phianomen,
blutdrucksenkende orthostatische
Wirkung von Storungen,
Urapidil durch Ubelkeit,
Agonismus am 5- Kopfschmerzen
HT,s-Rezeptor
[28, 58, 65, 72]

Vor allem wegen einer besseren Vertriglichkeit aufgrund eines kiirzeren
Wirkungsmechanismus (s. Abbildung 1 und Tabelle 4 und 5) werden Medikamente
dieser Klasse als mogliche Alternativen gegeniiber einer POB-Behandlung gesehen (s.
Tabelle 5). Die tdgliche orale Dosis liegt bei 2-16 mg fiir Doxazosin [9].

Kompetitive reversible Antagonisten werden durch hohe Konzentrationen des
Agonisten zum Beispiel von Noradrenalin verdringt.

Moglicherweise resultiert daraus ein nicht ausreichender Schutz vor hypertensiven
Krisen. Durch den Einsatz hoher Dosen sind allerdings im Rahmen eines Klasseneffekts

dhnliche Nebenwirkungen zu erwarten wie bei der POB-Behandlung [77].
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Tabelle 5: Vor-/ und Nachteile einer Therapie mit o;-

Adrenozeptorantagonisten

Vorteile Nachteile

reversibler Antagonismus mit kurzer kompetitive Verdringung durch Agonisten
Wirkung und dadurch unzureichender Schutz

keine schwere Reflextachykardie, keine mehrmalige orale Applikationen und hohe
schweren postoperativen Hypotonien zu Dosen notig, die mit Nebenwirkungen
erwarten verbunden sein konnen

[9, 12, 58, 77]

1.2.3 L-Typ-Calciumkanalantagonisten vom Dihydropyvridin-Typ

Abbildung 2: L-Typ-Calciumkanal [81]

L-Typ-Calciumkanile sind spannungsabhingige Ionenkanile wund finden sich in glatten
GefidBBmuskelzellen, dem Herzmuskel, sowie Sinus-/und AV-Knoten. Bei Depolarisation kommt es zum
langsamen Calciumeinstrom in die Zelle, der fiir die elektromechanische Kopplung essentiell ist.
Die a-1c-Untereinheit ist die Bindungsstelle der Calciumantagonisten vom Dihydropyridin-Typ.

L-Typ steht fiir engl.: long lasting, high voltage activated [65, 72, 82, 83].
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Tabelle 6: Wirkprofil von Dihydropyridinen

blockierter Wirkmechanismus Effekte Nebenwirkungen
Rezeptor

a-1c-Untereinheit | reversibel, Relaxation der periphere Odeme,
des L-Typ- kompetitiv glatten Muskulatur | Reflextachykardie,
Calciumkanals mit RR|, negative | Flush,

Chrono-/Inotropie, | Kopfschmerzen
katecholamin-
induzierte

Vasospasmen |

[9, 12, 54, 65, 72,78, 83]

Auch Dihydropyridine werden als medikamentdse Alternativen verwendet. Als tégliche
orale Dosis werden 30-90 mg/d Nifedipin eingesetzt [9]. Durch ihre Bindung an die o-
Ic-Untereinheit des Rezeptors wird der katecholaminbedingte Calciuminflux in die
Zelle unterbunden und eine Relaxation der glatten Muskulatur erreicht (s. Abbildung 2)
[12, 82]. Die resultierende Nachlastsenkung bewirkt einen Blutdruckabfall (s. Tabelle

6), ohne mit schwerwiegenden Nebenwirkungen einherzugehen (s. Tabelle 7).

Tabelle 7: Vor-/ und Nachteile einer Therapie mit Dihydropyridinen
Vorteile Nachteile
keine Hypotension moglicherweise nicht ausreichender

Schutz vor hypertensiven Krisen
Pravention von Koronarspasmen und
Myokarditis
gute Vertréaglichkeit

[9, 12, 54, 78]
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1.3 Fragestellung und Studiendesign

Ziel der Arbeit war es, den Stellenwert einzelner Behandlungsregime unter

kontrollierten Bedingungen im Tierversuch zu analysieren.

Die Studie wurde im Rattenmodel unter Simulation der akuten und chronischen
Katecholaminsekretion des Tumors durchgefiihrt. Davon ausgehend, sollte neben der
Untersuchung des priventiven Effekts ausgewihlter Antihypertensiva gegeniiber
unkontrollierten Blutdruckanstiegen auch deren Stellenwert in der Vorbehandlung
charakterisiert werden. Unsere Hypothese, dass Calciumkanalblocker und reversible o -
Adrenozeptorantagonisten eine ausreichende himodynamische Stabilitdt verglichen mit

Phenoxybenzamin bieten, sollte gepriift werden.

10
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerite

Tierhaltung:

Isolator:

Aniisthesie:

Isofluran Vapor 19.3:

Beatmungsgerit fiir Nagetiere:

Blutdruckdetektion:

PowerLap 4/25 und 4SP:

Datenerfassungssysteme:
ML 125 NIPB Controller und ML 845

Microtip Manometer:

Sonstiges:

Osmotische Minipumpen:

Typ 2ML4 und Model 2001
Wirmeplatte:

Sonographiegerit Toshiba Aplio
und Analyse-Software NICE

Scantainer®, Scanbur A.S., Dianemark

Driger Medizintechnik GmbH, Miinchen,

Deutschland
Harvard Apparatus Co., South Natick,
Massachusetts, USA

ADInstruments Pty Ltd., Bella Vista,
Australien
ADInstruments Pty Ltd., Bella Vista,
Australien

Millar Instruments, Texas, USA

Alzet®, Durect Corp., Kanada

Thermotex, Breuer, Deutschland

Toshiba Medical Systems, Niederlande

11
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Perfusor:

Digitale Waage:

Molekularbiologische Untersuchungen:

UltraTurrax Homogenisierungsstab:

Mastercycler Gradient:

iCycler iQ™

Biophotometer:

2.1.2 Reagenzien

Natriumchloridlosung 0,9%:

Ascorbinsiure:

Dimethylsulfoxid (DMSO 99,9%):
Alkohol (reinst):

Isopropanol:

Chloroform:

Diethylpyrocarbonat (DEPC):

Oligonukleotide:

TRIzol® Reagenz:

SybrGreen® Supermix:

Perfusor®fm, Braun, Melsungen,
Deutschland

Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Fresenius Kabi, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland

J. T. Baker, Deutschland

Merck Chemicals, Deutschland
Carl Roth GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland

MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland
und Thermo Electron GmbH, Ulm,
Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

12
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iScript™cDNA-Synthese-Kit:

2.1.3 Medikamente

Aniisthetika:

Ether:

Isofluran:

Antihypertensive Medikamente:

Urapidil: i. v. Applikation

kontinuierliche Infusion

Nitrendipin: i. v. Applikation

POB: 1. v. Applikation
Applikation via Pumpe

Nifedipin: kontinuierliche Infusion
Applikation via Pumpe

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland
Baxter AG, Deutschland

Ebrantil®, Altana Pharma, Konstanz,
Deutschland

Ebrantil®, Altana Pharma, Konstanz,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland

Adalat® pro infusione, Bayer HealthCare
AG, Leverkusen, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland
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Sonstige:
Noradrenalin: i. v. Applikation Arterenol®, Sanofi-Aventis, Deutschland
Applikation via Pumpe Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland
Heparin-Natrium: Braun, Deutschland

2.2 Tierexperimenteller Teil

2.2.1 Tiere

Minnliche, 12-Wochen alte, 300-350 g schwere Wistar Ratten, bezogen von Harlan-
Winkelman (Borchen, Deutschland) wurden unter konstanten Bedingungen bei 22°C
und einer Luftfeuchtigkeit von 50-60% gehalten, die ein Isolator (Scantainer®) aufrecht
erhielt. Die Tiere waren in Plexiglaskédfigen mit Gitterrostoberseite zu je 4-5 Tieren
untergebracht, unterlagen einem 12 Stunden Tag-/Nachtrhythmus und hatten freien

Zugang zu Trockenfutter und Wasser.

2.2.2 Allgemeines Protokoll-/ und Studiendesign

Nach einer Eingewohnungsphase von einigen Tagen, einer nicht-invasiven
Blutdruckmessung (s. Abbildung 3), sowie einer Gewichtsbestimmung wurde den
Wistar Ratten eine osmotische, noradrenalinfreisetzende Minipumpe von Alzet®
implantiert, um einen chronischen Katecholaminexzess zu simulieren (s. Abbildung 4).

Einmal wochentlich wurden nicht-invasive Blutdruckkontrollen durchgefiihrt (s.
Abbildung 3). Das Korpergewicht wurde mit einer digitalen Waage (Sartorius AG)
bestimmt.

Nach dreiwochigem NA-Exzess fand eine himodynamische Messung statt und POB,
Urapidil und Nitrendipin (Versuchsreihe 1, n=13) bzw. Urapidil und Nifedipin
(Versuchsreihe 2, n=26) wurden beziiglich ihres protektiven Effekts gegeniiber akuten

Katecholaminkrisen untersucht (s. Abbildung 4 und 5).
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Die hypertensiven Entgleisungen wurden durch Noradrenalin-Boli in aufsteigender
Dosis (0,1; 1; 10; 100; 1000 pg/kg KG) ausgelost. In Versuchsreihe 2 (n=26) wurden 19
Tiere mit POB oder Nifedipin wihrend der chronischen Katecholaminexposition
vorbehandelt. Die iibrigen Tiere bildeten die Kontrollgruppe (n=7) (s. Abbildung 5).
Nach dreiwochigem NA-Exzess erfolgte die - nach Blutdruck gematchte - Aufteilung
der Tiere in die Medikamentengruppen. So konnte Strukturgleichheit gewihrleistet
werden (s. Abbildung 4 und 5).

Im Anschluss an die Messungen, wurde - nach Vertiefung der Narkose - das Gewebe
des linken Ventrikels und der Aorta der Tiere entnommen und in fliissigem Stickstoff

schockgefroren. Bis zur weiteren Untersuchung wurde das Gewebe bei —80°C gelagert.

Samtliche Protokolle wurden vom lokalen Tierschutzkomitee der Regierung von
Unterfranken gepriift und genehmigt. Die Durchfithrung der Versuche erfolgte unter
Berticksichtigung der Richtlinien des National Institute of Health (National Institute of

Health Guide for the care and use of laboratory animals).

2.2.3 Pumpenimplantation

Die Implantation der 50 pug Noradrenalin/h freisetzenden Pumpe vom Typ 2ML4
(Alzet®, 2,5 ul/h) wurde am Riicken durch eine kleine Hautinzision subkutan in eine
praparierte Gewebetasche vorgenommen. Der Eingriff erfolgte unter Maskennarkose
mit einem Isofluran-/ Sauerstoffgemisch (1,5% Isofluran, 0,5 1 O,/min) [84, 85] bei
spontaner Atmung auf einer 38°C Wiarmeplatte (Thermotex).

Die Pumpenbefiillung mit Noradrenalin (L-Norepinephrin Bitartrat gelost in
Ascorbinsdure 50 mM/NaCl 0,9%) [86-88] erfolgte unmittelbar zuvor nach Anleitung

des Herstellers.
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2.2.4 Nicht-invasive Blutdruck-/ und Gewichtskontrollen

Die Messung des systolischen Blutdrucks vor Pumpenimplantation, sowie die
Verlaufskontrollen in den drei Wochen bis zur Himodynamik wurden nicht-invasiv
mittels tail-cuff Methode durchgefiihrt (s. Abbildung 3) [89-92].

Bei der Untersuchung befanden sich die wachen Tiere in Plexiglaskéfigen (Restrainer),
die auf einer konstant 38°C warmen Platte (Thermotex) standen, um die Durchblutung
der Schwanzarterie zu fordern. Die Tiere wurden zunichst iiber einige Tage an die
Restrainer und das Gerdusch durch den Druckgenerator gewohnt.

Zur Messung wurde eine Druckmanschette mit integriertem Pulsensor am oberen Teil
des Schwanzes angebracht. Die Manschette wurde automatisch auf 300 mmHg
aufgepumpt, um die Durchblutung der Schwanzarterie zu unterbinden und langsam mit
etwa 12 mmHg/s entlastet. Als systolischer Druck wurde der Wert beim erstmaligen
Auftreten von gleichformigen Oszillationen - bedingt durch das Wiederoffnen der

Schwanzgefille - registriert (s. Abbildung 3).

Die Aufzeichnung erfolgte mit dem PowerLap 4/25 Datenerfassungssystem ML125
NIPB Controller und mit der Chart 5 Software (ADInstruments) mit der die Daten auch
ausgewertet wurden. Es wurde jeweils aus drei Druckmessungen der arithmetische
Mittelwert bestimmt.

Mit Blutdruck, Druck oder RR ist - sofern nicht anders gekennzeichnet - der systolische

Blutdruck gemeint.
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Abbildung 3: Nicht-invasive Blutdruckmessung mit der tail-cuff-Methode
Beim erstmaligen Auftreten von gleichférmigen Oszillationen, die durch die schwarze Linie markiert

sind, wurden der systolische Blutdruck [mmHg] und die Herzfrequenz [Schlige/min] abgelesen.

Gewichtskontrollen wurden unmittelbar vor der Pumpenimplantation und der

Hamodynamik mit einer digitalen Waage (Sartorius AG) durchgefiihrt.

2.2.5 Himodynamik

Nach drei Wochen kontinuierlicher Noradrenalinbehandlung wurde den Tieren - nach
Einleitung mit Ether und einer Gewichtsbestimmung - ein Polyethylen-Katheter in die
rechte Arteria carotis zur Aufzeichnung des Blutdrucks gelegt. Die Tiere wurden dazu
intubiert und narkotisiert (1,5-2% Isofluran und 0,5 1 O,/min) [84, 85, 93].

Der vendse Zugang zur Verabreichung der Medikamente erfolgte iiber die rechte Vena
jugularis [85, 94].

Mittels kalibriertem Microtip Manometer (Millar Instruments) wurden die Druckkurven

detektiert.
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Die Aufzeichnung der hdmodynamischen Indizes erfolgte bei leichter Isofluran-
Anisthesie [84, 85] mit dem PowerLab 4SP Datenerfassungssystem ML845 und der
Chart 5 Software (ADInstruments), mit der auch deren Auswertung vorgenommen
wurde.

Im Anschluss an die Platzierung der Katheter wurde zunédchst Heparin (100 IE/kg KG)
intravends appliziert und eine Blutdruckstabilisation abgewartet. Nach jeder weiteren
Injektion wurde immer erst nach Einstellung eines stabilen Blutdruckwertes mit dem
Versuchsprotokoll fortgefahren (s. Abbildung 4 und 5).

Im Rahmen der Messungen wurden - mit und ohne antihypertensive Therapie - akute
Katecholaminkrisen simuliert und der protektive Effekt einzelner Medikamente
gegeniiber hypertensiven Zustinden untersucht. Die Simulation der akuten
Katecholaminexzesse wurde durch intravends verabreichte Noradrenalin-Boli in
aufsteigender Dosis (0,1-1000 pg/kg KG) erreicht (s. Abbildung 4 und 5).

Bei der gesamten Versuchsreihe wurde darauf geachtet, dass der Blutdruck der Tiere
250 mmHg systolisch nicht iiberschreitet und gegebenenfalls auf eine hohere Dosierung

verzichtet.

Im Rahmen der Auswertung der Messungen wurden die folgenden Parameter analysiert

[95]:

(1) der maximale systolische Blutdruck

(2) die Anzahl hypertensiver Episoden (Anstiege des systolischen Drucks
um mehr als 30 mmHg)

(3) die Anzahl schwerer hypertensiver Episoden (Anstiege des systolischen
Blutdrucks auf mehr als 200 mmHg)

Von jedem Tier wurden zwei hamodynamische Profile erstellt und verglichen:
vor der antihypertensiven Therapie (Kontrollprofil) und nach deren Verabreichung (s.

Abbildung 4 und 5).
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2.2.6 Versuchsreihe 1: Himodynamische Stabilitit nach einmaliger intravenoser

Applikation von Phenoxybenzamin, Urapidil oder Nitrendipin

In einem ersten Studienteil wurde der protektive Effekt einer einmaligen intravendsen
Gabe von Phenoxybenzamin, einem irreversiblen a-Blocker, Urapidil, einem
reversiblen  o;-Blocker und  Nitrendipin, einem  langwirksamen  L-Typ-
Calciumkanalantagonist, gegeniiber hypertensiven Zustinden untersucht (s. Abbildung
4).

Im Sinne eines proof-of-principle-Experiments, wurden nach der dreiwochigen
Behandlung mit Noradrenalin im Rahmen der hamodynamischen Messungen die akuten
Katecholaminkrisen vor und nach Injektion eines i. v. Bolus von entweder POB (10
mg/kg KG, gelost in 10% DMSO/Wasser, n=4), Urapidil (10 mg/kg KG, Ebrantil®,
n=3) oder Nitrendipin (600 pg/kg KG, gelost in 10% DMSO/Wasser, n=7) simuliert (s.
Abbildung 4).

Bei der Auswahl der Dosen der antihypertensiven Medikamente wurde ein hoher
Dosisbereich gewidhlt um einen maximalen Effekt zu untersuchen (s. Tabellen im

Anhang unter 7.1).
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A | POB, n=4 | | Nit, n=6
. . Urap, n=3 .
NA (osmotische Pumpe) Kontrollprofil - - Profil nach AH
einmalig
n=13 iv.
3 Wochen Himodynamik

Abbildung 4: Experimentelles Design (A) und Drug Effect Monitoring (B)

(A) Schematische Darstellung des Versuchsablaufs des ersten Studienteils (n=13).

B) Exemplarisch dargestellt sind hamodynamische Profile, vor und nach einmaliger i. v. Applikation

von POB (10 mg/kg KG, n=4) und Urapidil (10 mg/kg KG, n=3), (Nitrendipin 600 pg/kg KG,

n=>6, ist nicht dargestellt). Die Tiere waren zuvor fiir drei Wochen chronisch NA- exponiert (50

ug/h).

AH: Antihypertensivum, NA: Noradrenalin, POB: Phenoxybenzamin, Urap: Urapidil, Nit:

Nitrendipin

Zur Auswahl der Medikamente und Dosierungen siehe Tabelle im Anhang unter 7.1.
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2.2.7 Versuchsreihe 2: Himodynamische Stabilitit nach einer Woche

antihypertensiver Therapie mit Phenoxybenzamin oder Nifedipin

Im Rahmen eines zweiten Studienteils wurde der Effekt einer kontinuierlichen
einwOchigen antihypertensiven Therapie iiber eine weitere osmotische Pumpe mit
entweder POB (10 mg/kg KG/Tag, gelost in 10% DMSO/H,0, n=9) oder Nifedipin (10
mg/kg KG/Tag, gelost in 10% DMSO/H,O, n=10), einem kurz wirksamen L-Typ-
Calciumkanalblocker, auf die himodynamische Stabilitdt untersucht (s. Abbildung 5).
Die Pumpen der Kontrollgruppe wurden mit dem Losungsmittel Dimethylsulfoxid (10%
DMSO/H,0, n=7) befiillt.

Nach zweiwochiger Noradrenalinbehandlung, wurde den Tieren dieser Versuchsreihe
die medikamentenbefiillte Pumpe (Model 2001, 1 pl/h, Alzet®) eingesetzt. Unter
Maskennarkose bei spontaner Atmung (1,5% Isofluran, 0,5 1 O/min) [84, 85], wurde
die Pumpe subkutan zwischen den Schulterbléttern platziert.

Nach einer weiteren Woche erfolgten die hdmodynamischen Messungen. Zunichst
wurden die Katecholaminkrisen ohne weitere Therapie simuliert, anschlieBend unter
zusitzlicher antihypertensiver Therapie mit Urapidil (Ebrantil®, n=11) oder Nifedipin
(Adalat® pro infusione, n=13), die kontinuierlich intravends iiber einen Perfusor
(Perfusor®fm) gegeben wurden (s. Abbildung 5). Der zusitzliche vendse Zugang
erfolgte tiber die rechte Vena femoralis. Die Infusionsrate wurde so gewihlt, dass sich
ein stabiler Blutdruck bei etwa 120 mmHg einstellte. Dies entsprach einer Dosis von
durchschnittlich 1-2 mg/h fiir Nifedipin und 25-50 mg/h fiir Urapidil.

Auch die Dosen der in diesem Studienteil verwendeten Medikamente wurden
hochdosiert verabreicht um maximale Effekte zu untersuchen (s. Tabellen im Anhang

unter 7.1).
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A| POB, n=9 || Nif, n=10 || K, n=7 | | POB, n=9 || Nif, n=9 |
(osmotische Pumpe) K, n=6
—_— kontinuierliche
NA (osmotische Pumpe) Kontrollprofil] AH Infusion | Profil mit Infusion
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Abbildung 5: Experimentelles Design (A) und Drug Effect Monitoring (B)

A)

(B)

Schematische Darstellung des Versuchsablaufs des zweiten Studienteils (n=26) mit einwdchiger
antihypertensiver Vorbehandlung.

Exemplarisch dargestellt sind hdamodynamische Profile eines Nifedipin (10 mg/kg KG/Tag,
n=10), eines POB (10 mg/kg KG/Tag, n=9) sowie eines mit dem Losungsmitte]l DMSO (1 pl/h,
Kontrolle, n=7) behandelten Tieres, vor und nach zusétzlicher kontinuierlicher antihypertensiver
Therapie mit Urapidil i. v. (15-50 mg/h). Alle Tiere waren zuvor fiir drei Wochen chronisch NA-
exponiert (50 pg/h) und eine Woche antihypertensiv behandelt.

AH: Antihypertensivum, K: Kontrolle, NA: Noradrenalin, POB: Phenoxybenzamin,

Urap: Urapidil, Nif: Nifedipin, DMSO: Dimethylsulfoxid

Zur Auswahl der Medikamente und Dosierungen siehe Tabellen im Anhang unter 7.1.
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2.2.7.1 Echokardiographie

Im Rahmen der zweiten Versuchsreihe fanden transthorakale echokardiographische
Untersuchungen unter Narkose mit einem Isofluran-/Sauerstoffgemisch (Isofluran 1,5%,
0,51 Oy/min) [84, 85] bei spontaner Atmung statt.

Die Sonographie wurde von einer erfahrenen Untersucherin nach Einleitung mit Ether
und Rasur der vorderen Thoraxwand in Riickenlage mit einem Toshiba Aplio
Sonographiegerit (Toshiba, Medical Systems) und einem 15 MHz Ultraschallkopf auf
einer Warmeplatte mit 38°C vorgenommen.

Untersuchungen fanden vor Implantation der noradrenalinfreisetzenden Pumpe und
unmittelbar vor Beginn der Himodynamik nach drei Wochen statt.

Die Messungen im linken Ventrikel der Ratten wurden im 2D-Echtzeitmodus und im
M-Mode (100 mm/s, engl.: motion mode) durchgefiihrt.

Im maximalen 2D-Durchmesser der parasternalen kurzen Achse wurden in apikaler
Ebene (Vierkammerblick) und in Hohe des Papillarmuskels - bei einer
Bilderfassungsrate von bis zu 100 MHz - neben der Herzfrequenz jeweils die folgenden

Parameter bestimmt [96-98]. :

(1) enddiastolischer und endsystolischer Durchmesser (EDD und ESD,
engl.: end-diastolic-/systolic diameter) in [mm]

(2) zweidimensionale Verkiirzungsfraktion (2D FS, engl.: fractional
shortening) nach der Formel:
EDD-ESD/EDD x 100 [%]

(3) enddiastolische Vorder-/ und Hinterwanddicke (EDVW und EDPW,
engl.: end-diastolic posterior wall) in [mm)]

(4) endiastolische und endsystolische Fliche (EDA und ESA) in [mm?]

Die endsystolischen und enddiastolischen Phasen wurden mit dem off-line-
Analysesystem NICE (Toshiba Medical Systems) erfasst und die Auswertung (siehe

oben) erfolgte verblindet nach standardisierten Kriterien [96].
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2.3 Molekularbiologische Methoden

Zur  Bestimmung  relativer = Rezeptorexpressionsunterschiede = wurde  eine
semiquantitative Realtime-PCR (Polymerase-Kettenreaktion, engl.: polymerase chain
reaction) durchgefiihrt. Die Realtime-PCR ist die Methode der Wahl zu Erfassung auch
kleiner quantitativer Expressionsunterschiede [99]. Als Detektionssystem wurde der
Fluoreszenzfarbstoff Sybr®Green eingesetzt, der an doppelstringige DNA bindet [99,
100].

cDNA des linken Ventrikels und der Aorta, Sybr®Green (Bio-Rad Laboratories
GmbH), Primer der la-/, 1b-/ und 1d-Untereinheit des a;-Rezeptors, und der a-1lc-
Untereinheit des L-Typ-Calciumkanals wurden verwendet. Zur Standardnormalisierung
wurde das Housekeeping-Gen [-Aktin, dass stabil in allen kernhaltigen Zellen
exprimiert ist, eingesetzt. Analysiert wurde Gewebe der POB (n=6)-/ und Nifedipin
(n=5)-behandelten Tiere, der Kontrollgruppe (n=4) und von unbehandelten Tieren
(n=3).

Die relativen Expressionsunterschiede wurden rechnerisch bestimmt. Aus den Ct-
Werten (crossing threshold) des Ziel-/ und des Housekeeping-Gens (Referenzgen) fiir
jeweils eine Probe und eine Kontrolle, wurde nach folgender Formel die relative
Expression bestimmt (nach der Delta-delta Methode, PE Applied Biosystems, Perkin
Elmer, Forster City, USA) [99, 101, 102]:

relative EXpI’CSSiOIl =2" (A Ct Zielgen — A Ct Referenzgen)

2 = Effizienz = 10 (-1/Steigung der Kurve aus Ct-Werten und der Menge revers transkribierter RNA)

Referenzgen = B-Aktin
A Ct Zielgen = Ct Probe-Ct Kontrolle
A Ct Referenzgen = Ct Probe-Ct Kontrolle

Fiir jede zu untersuchende Probe wurden je zwei Wells mit dem Zielgen-Primer (Probe
und Kontrolle) und zwei mit dem Referenzgen-Primer (Probe und Kontrolle) pipettiert.
Die Ct-Werte sind als die Punkte definiert, an denen die Fluoreszenz der Probe die

Hintergrundfluoreszenz iibersteigt [102].
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Die Ergebnisse wurde jeweils zu den Tieren der Kontrollgruppe oder den unbehandelten
Tieren normalisiert und so das Verhiltnis der relativen Expression (Ratio) [101, 102]

bestimmt: ‘ ‘
relatlve ExpreSSK)n Tier aus Gruppe (POB, Nifedipin, Kontrolle)

A relative EXPTCSSIOH Kontroll-Tiere (n=4) oder unbehandelte Tiere (n=3)

2.3.1 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolation erfolgte mit TRIzol® Reagenz (Invitrogen) nach Angaben des

Herstellers.

Homogenisierung:

(1) 1 ml TRIzol®/100 mg zum Gewebe des linken Ventrikels in das

Rundbodenrohrchen geben
(2) 30-sekiindige Homogenisierung (UltraTurrax Homogenisierungsstab)
(3) Proben in 2 ml Cups iiberfithren und 5 min bei Raumtemperatur

inkubieren

Der Homogenisierungsstab wurde immer sorgfiltig mit DEPC-Wasser (0,1%

Diethylpyrocarbonat/destilliertes Wasser) gereinigt.

Phasenseparation:

(1) 10-miniitige Zentrifugation bei 12.000 U/min und 4°C

(2) wissrigen Uberstand mit der enthaltenen RNA in einen neuen Cup
tiberfithren und mit 200 pl Chloroform kriftig ausschiitteln

(3) Inkubation bei Raumtemperatur fiir 2-3 min

(4) Zentrifugation fiir 15 min bei 10.000 U/min und 4°C, diesen Schritt
zweimal wiederholen und die wissrigen Uberstinde jeweils in neue

GefiBe iiberfithren

25



Material und Methoden

RNA-Prizipitation:

(1) Zugabe von 0,5 ml Isopropanol auf den Uberstand
(2) Inkubation fiir 10 min bei Raumtemperatur

(3) Zentrifugation fiir 10 min bei 10000 U/min und 4°C

RNA-Waschen:

(1) vorsichtiges Abkippen des Uberstandes
(2) 1 ml 75%-ige DEPC-Wasser-Ethanol-Losung zum Pellet pipettieren
und leicht bewegen

(3) bei 13.000 U/min fiir 10 min bei 4°C zentrifugieren

Losen der RNA:

(1) Uberstand vorsichtig abkippen
(2) RNA-Pellet bei Raumtemperatur fiir 10-20 min trocknen
(3) 20-30 ul DEPC-Wasser zum Pellet pipettieren evtl. Cup kurz auf einen 50°C

Wirmeblock stellen

RNA-Quantifizierung:

(1) Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration [ng/ul] (Biophotometer,
Eppendorf) in 1:70-Verdiinnung
(2) Bestimmung der optischen Dichte (OD) 260/280 nm und 260/230 nm um einen

Hinweis auf eine Kontamination mit Proteinen oder Phenolaten zu bekommen
Ein Teil der RNA-Probe wurde nach ihrer Priifung auf Reinheit direkt in cDNA

umgeschrieben. Die iibrige RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei —80°C

gelagert.

2.3.2 cDNA-Synthese

Die RNA wurde mit dem iScript’™ ¢cDNA-Synthese Kit (Bio-Rad Laboratories GmbH)
in einem Mastercycler gradient (Eppendorf) nach folgendem Reaktionsansatz und

Protokoll des Herstellers revers transkribiert:
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Reaktionsansatz:

Tabelle 8: Reaktionsansatz
Reagenz Volumen in [ul]
5 x iScript® Reaktions-Mix 4
1Script® - 1
Reverse Transkriptase
Nuclease-freies Wasser
1 ug RNA X
Gesamtvolumen 20

Programm:

Tabelle 9: Programm

Zeitin [min] | Temperatur in [°C] | Zyklen

5 25 1x
30 42 1x
5 85 1x

2.3.3 Realtime-PCR (Polymerase-Kettenreaktion)

Primer:

Die Primer wurden nach Pratt et al. [103] und Cavalli et al. [104] ausgewdihlt und mit
dem Programm Primer3 [105] angepasst. MWG Biotech GmbH und Thermo Scientific
synthetisierten die Oligonukleotide. Die Realtime-PCRs wurde mit dem iCycler ™ (Bio-

Rad Laboratories GmbH) durchgefiihrt und ausgewertet.

Fiir die Erstellung der Reaktionsansitze und die Protokolle wurden Herstellerangaben

beriicksichtigt und gegebenenfalls angepasst.
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Tabelle 10: Primerbezeichnung und Sequenz

Primerbezeichnung | Sequenz

CaCn a-1c forward | 5’-GTG AGG CTG AGC GAA GAA G-3’

CaCn a-lcreverse | 5-TGA GAG ATG TCT CCC CCT TG-3’

a-AR la forward 5’-CTC GAG AGA AGA AAG CTG CC-3°

o -AR lareverse 5’-GGC TGG AGC ATG GGT ATA TG-3

a-AR 1b forward | 5’-CCA CTC CAA GAA CTT TCA TGA GGA CAC C-3’

a -AR 1b reverse 5’-ATG CAG CTG CCG CTG TCA TCC AGA GAG T-3

a -AR 1d forward 5’-AGG TGG TTC TGA GGA TCC ACT GTC-3’

o -AR 1d reverse 5’-CGG AAC TTA TGG GAC AGG CTG GA-3

B-Aktin forward 5’-TCT ACA ATG AGC TGC GTG TG-3’

B -Aktin reverse 5’-TAC ATG GTC GGG GTG TTG AA-3’

Tabelle 11: PCR-Ansatz
Reagenz
SybrGreen® Supermix
destilliertes Wasser
Primer-Mix (forward und reverse) [500 nM]
cDNA aus 1 pg RNA

Gesamtvolumen

28

Volumen in [ul]
12,5

6,25

1,25

5
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Tabelle 12: PCR-Programm

Zeit in [min] | Temperatur in [°C] Zyklen
3 95 (Initialisierung) 1x
1 95 (Denaturierung)
1 65 (Annealing) 40x
1 72 (Extension)
1 95 (Dissoziationskurve) | 1x
1 56 (Dissoziationskurve) | 1x
10s 56+0,5 je Zyklus 80x
(Schmelzkurve)
Tabelle 13: Modifiziertes PCR-Programm fiir bestimmte Primer
Primerbezeichnung Annealing-Temperatur in [°C]

o-AR 1b for. und rev. | 60
o-AR 1d for. und rev. | 60

Um eine Verfilschung der Ergebnisse durch Unreinheiten z.B. unspezifische
Primerdimere im Amplifikat auszuschlieBen, wurde immer eine Schmelzkurve erstellt,

deren Maximum annédhernd Auskunft iiber die Menge des gebildeten Fragments gibt.

2.4 Statistische Auswertung

Alle Daten sind - sofern nicht anders gekennzeichnet - als arithmetischer Mittelwert (M,
engl.: arithmetic mean) und Standardfehler (SE, engl.: standard error) angegeben. Um
die statistische Signifikanz der Ergebnisse zu beurteilen, wurden ANOVA mit Post-hoc
Analyse, Student’s t-Test und der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Bei allen Tests
wurde ein p-value <0,05 als statistisch signifikant gewertet. Die Analysen wurden mit

Prism® 3.0 und dem statistischen Programm R® 2.5.0 durchgefiihrt [106].
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3 Ergebnisse

3.1 Versuchsreihe 1

3.1.1 Akute und chronische Katecholaminexposition ohne antihypertensive

Therapie

In der ersten Versuchsreihe (n=13) wurde den Tieren iiber drei Wochen kontinuierlich
Noradrenalin (NA) iiber eine osmotische Minipumpe infundiert (50 pg/h). Die
chronische Noradrenalinexposition erhohte den systolischen Blutdruck (RR) von 122 +
2,7 mmHg auf 212 £ 2 mmHg (p<0,001) (s. Abbildung 6 (A)) und die Herzfrequenz
von 390 + 15 Schldge/min auf 446 + 16 Schlige/min (p<0,05). Das Korpergewicht
(KG) nahm von 417 + 8 g auf 358 + 7 g ab (p<0,001) (s. Abbildung 6 (B)).
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Abbildung 6: Entwicklung des systolischen Blutdrucks (A) und des

Korpergewichts (B) unter chronischer NA-Exposition
Dargestellt ist die Entwicklung des systolischen Blutdrucks [mmHg] und des Korpergewichts [kg] iiber
drei Wochen in denen die Tiere (n=13) chronisch NA-exponiert (50 pg/h) waren.
0: vor Implantation der NA-freisetzenden Pumpe, 1: nach einwochiger NA-Exposition, 2: nach
zweiwochiger NA-Exposition, 3: nach dreiwochiger NA-Exposition,
NA: Noradrenalin
Die Werte sind als Mittelwert und Standardfehler angegeben. ***p<0,001
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Es erfolgte keine wesentliche Gewdohnung der Tiere an die kontinuierliche
Noradrenalinexposition. Die Wistar Ratten nahmen wihrend der chronischen
Exposition an Korpergewicht ab (s. Abbildung 6 (B)) und reagierten sensibel auf die
akuten NA-Stimulationen (s. Abbildung 7).

Zur Charakterisierung der NA-Sensitivitit nach chronischer NA-Exposition, wurden
himodynamische Profile unter bolusweiser Gabe von steigenden NA-Dosen
aufgezeichnet (s. Abbildung 7 und Tabelle 14).

Dabei wurde bereits mit 0,1 pg/kg NA ein messbarer Blutdruckanstieg beobachtet, der
ab 1 pg/kg deutlich wurde (s. Abbildung 7). Insgesamt zeigte sich eine dosisabhiingige
Steigerung des Blutdruckes, die im gemessenen Bereich im aufsteigenden Teil einer
vermutlich sigmoiden Kurve lag. Das Maximum wurde nicht ausgetestet, da im
Anschluss nach Gabe eines Antihypertensivums erneut ein Profil aufgezeichnet werden
sollte und folglich die Tiere das Experiment schadlos iiberstehen sollten.

Aus diesem Grund wurde nach erreichen eines Blutdruckes von 250 mmHg kein
weiterer Bolus mehr gegeben. 100 ug/kg KG konnten ohne antihypertensive

Vorbehandlung nur einem Tier verabreicht werden.

Die hidmodynamische Messung wihrend der intravendsen Noradrenalin-Bolus-
Applikation (0,1-1000 pg/kg KG) zeigte ohne antihypertensive Therapie einen
Blutdruckanstieg von mindestens 30 mmHg bei 18% der Tiere (n=13), bei einer Dosis
von 0,1 pg NA/kg KG und 50% der Tiere bei 1 pg NA/kg KG (s. Abbildung 7 und
Tabelle 14).
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Abbildung 7: Noradrenalinabhiingige Blutdruckanstiege ohne antihypertensive

Therapie (Kontrollprofil)
Vor Erstellung des hamodynamischen Kontrollprofils waren alle Tiere (n=13) drei Wochen chronisch
NA-exponiert (50 pg/h). 100 pg NA/kg KG konnten nur bei einem Tier verabreicht werden. Alle anderen
Tiere hatten schon mit einer Dosis von 10 ug NA/kg KG Blutdruckerh6hungen >250 mmHg.
Die Werte sind als Mittelwert und Standardfehler angegeben. NA: Noradrenalin
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3.1.2 Hiamodynamische Stabilitit nach einmaliger intravenoser Applikation von

Phenoxybenzamin, Urapidil oder Nitrendipin

Der irreversible unselektive a-Blocker Phenoxybenzamin (POB) (10 mg/kg KG, n=4),
der kompetitive reversible selektive a;-Blocker Urapidil (10 mg/kg KG, n=3) und der
langwirksame L-Typ-Calciumkanalantagonist Nitrendipin (600 pg/kg KG, n=6),
wurden einmalig intravends nach Erstellung des Kontrollprofils (s. Abbildung 7.)
verabreicht.

Der Effekt beziiglich der Priavention hypertensiver Krisen sollte so untersucht werden.

Die Dosen der Antihypertensiva wurden so gewihlt, dass ein maximaler oder nahezu
maximaler Effekt der Medikamente erwartet werden konnte und diese gleichzeitig noch
vertraglich waren. Im Vergleich zum Menschen, iiberschritten die Dosierungen die
empfohlenen Maximaldosen zum Teil deutlich (s. Tabellen im Anhang unter 7.1).
Dabei ging es in diesem ersten Experiment weniger um eine direkte Ubertragbarkeit der
Ergebnisse auf die Situation im Menschen, als vielmehr um die Charakterisierung des
Prinzips; inwieweit also unterschiedliche Medikamentenklassen NA-induzierte
hypertensive Krisen verhindern, oder zumindest so maBgeblich abschwichen konnen,

dass keine Gefahr mehr von ihnen ausgeht.

Alle drei antihypertensiv wirksamen Medikamente reduzierten mit unterschiedlicher
Effektivitit den Blutdruck (s. Abbildung 8 und Tabelle 14):

= Urapidil um 52 + 8,6% (p<0,01)

* POB um 50 £ 5,9% (p<0,01)

» Nitrendipin um 31 £ 8,9% (p<0,01)

33



Ergebnisse

X 250- ™ Urapidil
) I Nitrendipin
©
2 200- } I POB
o2
)
'SE, 150- o
D
S 1004
[/
7
500 HEZ

0 1
antihypertensive Therapie

Abbildung 8: Systolischer Blutdruck vor und nach einmaliger i. v. Applikation
von Urapidil, Nitrendipin oder POB

Dargestellt sind die systolischen Blutdriicke [mmHg] der einzelnen Gruppen vor (0) und nach (1) Gabe
des Antihypertensivums (Urapidil, 10 mg/kg KG, n=3; Nitrendipin, 600 pg/kg KG, n=6; POB 10 mg/kg
KG, n=4). Alle Tiere (n=13) waren zuvor drei Wochen chronisch NA-exponiert (50 pg/h). Die Werte sind
als Mittelwert und Standardfehler angegeben. POB: Phenoxybenzamin, **p<0,01

Nach antihypertensiver Therapie stabilisierte sich der Blutdruck auf dem neuen Niveau.
Dabei blieb der Blutdruck auch unter Gabe von NA bis zu 1 ug/kg KG stabil und zwar

in allen drei Gruppen. Es wurden keine Ausnahmen bei einzelnen Tieren beobachtet (s.

Abbildung 9).
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Bei einer Dosiserhohung auf 10 pg NA/kg KG stieg der systolische Blutdruck
allerdings bei 100% der Urapidil (n=3), 33% der Nitrendipin (n=6), aber nur 25% der
POB (n=4) behandelten Tiere um mehr als 30 mmHg an (s. Abbildung 9 und Tabelle
14). Die mittleren Druckerhohungen betrugen - ausgehend vom Basiswert - in der
Urapidil-Gruppe 49 + 5 mmHg, in der Nitrendipin-Gruppe 20 + 9 mmHg und in der
POB-Gruppe 10 + 8 mmHg (p<0,05) (s. Abbildung 9).

Bei einer Dosis von 100 ug NA/kg KG hatten 33% der Urapidil-/ (n=3) und 100% der
Nitrendipin-behandelten Tiere (n=6) einen Blutdruckanstieg auf mehr als 200 mmHg.
Die Tiere denen POB appliziert worden war, zeigten sich auch bei einer Dosis von 1000

ng NA/kg KG himodynamisch stabil (s. Abbildung 9 und Tabellle 14).
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Abbildung 9: Noradrenalinabhéingige Blutdruckanstiege nach einmaliger i. v.

Applikation von Urapidil, Nitrendipin oder POB
Vor Injektion der Antihypertensiva (Urapidil, 10 mg/kg KG, n=3; Nitrendipin, 600 pg/kg KG, n=6; POB
10 mg/kg KG, n=4) waren die Tiere drei Wochen chronisch NA-exponiert (50 pg/h). Die Werte sind als
Mittelwert + Standardfehler angegeben.
POB: Phenoxybenzamin, *p<0,05
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Tabelle 14: Himodynamische Profile nach einmaliger i. v. Applikation von

Urapidil, Nitrendipin oder POB und Stimulation mit steigenden

Noradrenalindosen
Kontroll- Nitrendipin | Urapidil POB p-value
profil
Baseline RRgy, 207+/-11 127+/-8 94+/-6 113+/-4 | <0,001
[mmHg] *
A RRgy >30 mmHg | 1 [0-3] 1,5 [0-3] 3 [3-3] 0 [0-1] <0,05
T
RRys>200 mmHgt | 3 [0-4] 1.5 [0-2] 1 [0-2] 0 [0-0] <0,05

Maximum RRgys | 256+/-10% | 240+/-30 235+/-29 | 138+/-3 | <0,01
[mmHg]*

* Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben. Der p-value wurde durch eine ANOVA
bestimmt.

1 Ereignisse/Tier. Die Daten sind als Median [Min.-Max.] angegeben. Der p-value wurde mit dem
Kruskal-Wallis-Test errechnet.

1100 pg/kg KG NA war die maximal applizierte Dosis, die nur einem Tier verabreicht werden konnte.
Die Daten beziehen sich jeweils auf den systolischen Blutdruck (RRyys).

POB: Phenoxybenzamin

Nach einmaliger intravenoser Applikation zeigten die POB-behandelten Tiere eine
ausreichende h@modynamische Stabilitit gegeniiber hypertensiven Zustinden durch
NA-Boli.

Ein protektiver Effekt von Nitrendipin konnte hingegen nur bis zu einer Dosis von etwa
10 ug NA/kg KG beobachtet werden.

Die Tiere der Urapidil-Gruppe waren nur bis zu einer Dosis von 1 pg NA/kg KG
himodynamisch stabil (s. Abbildung 9).

36



Ergebnisse

3.2 Versuchsreihe 2

3.2.1 Hiamodynamische Effekte nach einwochiger antihypertensiver
Vorbehandlung mit POB oder Nifedipin

Der irreversible unselektive a-Blocker Phenoxybenzamin (10 mg/kg KG/Tag, n=9) und
der kurz wirksame L-Typ-Calciumkanalblocker Nifedipin (10 mg/kg KG/Tag, n=10)
wurden hochdosiert via osmotischer Minipumpe (1 pl/h) verabreicht und der Effekt
einer einwochigen Vorbehandlung wihrend der chronischen kontinuierlichen
Katecholaminexposition untersucht. Sieben Tiere erhielten das Losungsmittel
Dimethylsulfoxid (DMSO) und bildeten die Kontrollgruppe.

Da sich Urapidil im ersten Versuchsteil am uneffektivsten bei der Prédvention
hypertensiver Krisen gezeigt hatte, wiéhlten wir diese beiden Medikamente zum
Vergleich aus.

Die Dosen wurden in einem hohen Bereich gewdhlt um maximale Effekte zu

untersuchen (s. Tabellen im Anhang unter 7.1).

Wihrend der zweiwdchigen Noradrenalinbehandlung nahm der Blutdruck signifikant
von 124 +2 mmHg auf 178 £ 3 mmHg zu (p<0,001) (s. Abbildung 10).

Zwar reduzierte die einwochige antihypertensive Therapie mit POB den Blutdruck nicht
komplett (167 = 7 mmHg), die Werte der Kontrollgruppe lagen mit 216 + 7 mmHg bei
der Messung des Ausgangsblutdrucks im Rahmen der Himodynamik jedoch signifikant
hoher (p<0,01). Der Blutdruck der Nifedipin-Gruppe unterschied sich nicht wesentlich
von dem der Kontrollgruppe (s. Abbildung. 10 und Tabelle 15).
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Abbildung 10: Entwicklung des systolischen Blutdrucks unter chronischer

Noradrenalinexposition und antihypertensiver Vorbehandlung
Dargestellt ist die Entwicklung des systolischen Blutdrucks [mmHg] iiber drei Wochen in denen die Tiere
(n=26) chronisch NA-exponiert (50 pg/h) waren. In der dritten Woche wurden die Tiere zusitzlich
antihypertensiv behandelt (POB, 10 mg/kg/Tag, n=9; Nifedipin, 10 mg/kg/Tag, n=10 oder Kontrolle
(DMSO, 1 pl/h, n=7).
0: vor Implantation der NA-freisetzenden Pumpe, 1: nach einwochiger NA-Exposition, 2: nach
zweiwochiger Exposition und Zeitpunkt der Implantation der Antihypertensiva-freisetzenden Pumpe, 3:
nach dreiwochiger NA-Exposition und einwochiger Therapie mit POB oder Nifedipin
Die Werte sind als Mittelwert und Standardfehler angegeben.

POB: Phenoxybenzamin, NA: Noradrenalin, DMSO: Dimethylsulfoxid, ***p<0,001
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Das Korpergewicht nahm unter der chronischen Katecholaminexposition innerhalb von
zwel Wochen um 10% ab (p<0,001) und stieg in der Kontrollgruppe und der Nifedipin-
Gruppe nicht wieder an.

Die Tiere der POB-Gruppe erreichten innerhalb der einwodchigen Behandlung wieder ihr

Ausgangsgewicht (s. Abbildung 11).
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Abbildung 11: Entwicklung des Korpergewichts unter chronischer NA-Exposition

und antihypertensiver Vorbehandlung
Dargestellt ist die Entwicklung des Korpergewichts [kg] iiber drei Wochen in denen die Tiere (n=26)
chronisch NA-exponiert (50 pg/h) waren. In der dritten Woche wurden die Tiere zusitzlich
antihypertensiv behandelt (POB, 10 mg/kg/Tag, n=9; Nifedipin, 10 mg/kg/Tag, n=10 oder Kontrolle
(DMSO, 1 wl/h, n=7).
0: vor Implantation der NA-freisetzenden Pumpe, 2: nach zweiwochiger Exposition und Zeitpunkt der
Implantation der Antihypertensiva-freisetzenden osmotischen Pumpe 3: nach dreiwochiger NA-
Exposition und einwdchiger Therapie mit POB oder Nifedipin
Die Werte sind als Mittelwert und Standardfehler angegeben.
POB: Phenoxybenzamin, NA: Noradrenalin, DMSO: Dimethylsulfoxid, ***p<0,001
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Die Herzfrequenz stieg wihrend der chronischen NA-Exposition signifikant um 14%
(p<0,05) in allen drei Gruppen an. Es wurden keine signifikanten Unterschiede

zwischen den einzelnen Gruppen beobachtet.

Im Rahmen der NA-Bolus-Injektionen, stieg der RR bei einer Dosis von 1 pug/kg KG
bei 100% (n=6) der Kontrolltiere, 70% (n=10) der Nifedipin-behandelten Tiere und
25% (n=8) der POB-behandelten Tiere auf iiber 200 mmHg an (p<0,05) (s. Abbildung
12 und Tabelle 15).

Bei einer Dosiserhohung auf 10 pg/kg KG zeigten 100% der Kontroll-/ Nifedipin-Tiere
und 63% der Tiere der POB-Gruppe einen systolischen Blutdruck gréer 200 mmHg (s.
Abbildung 12 und Tabelle 15).

Blutdruckanstiege um mehr als 30 mmHg - ausgehend vom Ausgangsblutdruck -
wurden bei einer NA-Dosis von 10 pg/kg KG bei 100% der Tiere der Kontroll-
/Nifedipin-Gruppe und 50% der POB-Gruppe (p<0,05) erreicht (s. Abbildung 12 und
Tabelle 15).

Eine Dosiserhohung auf >10 pg/kg KG war bei den Tieren der Kontroll-/und der
Nifedipin-Gruppe aufgrund erwarteter Driicke > 250 mmHg nicht mehr moglich.

75% (6 von 8) der POB-behandelten Tiere konnte eine Dosis von 100 pg/kg KG und
38% (3 von 8) eine Dosis von 1000 pg/kg KG verabreicht werden (s. Abbildung 12 und
Tabelle 15).
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Abbildung 12: Noradrenalinabhingige Blutdruckanstiege nach antihypertensiver
Vorbehandlung ohne zusiitzliche kontinuierliche antihypertensive
Therapie (Kontrollprofil)

Vor Erstellung des Kontrollprofils waren die Tiere (n=26) drei Wochen chronisch NA-exponiert (50

pg/h) und eine Woche antihypertensiv behandelt (POB, 10 mg/kg/Tag, n=9; Nifedipin, 10 mg/kg/Tag,

n=10 oder Kontrolle (DMSO, 1 pl/h, n=7).

Die Werte sind als Mittelwert und Standardfehler angegeben.
POB: Phenoxybenzamin, NA: Noradrenalin, DMSO: Dimethylsulfoxid, *p<0,05, **p<0,01,***p<0,001
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Tabelle 15: Hamodynamische Profile nach einwochiger antihypertensiver

Vorbehandlung ohne zusiitzliche antihypertensive Therapie

Vorbehandlung: Kontrolle | Nifedipin | POB p-value

Baseline RRy; 2164/-7 210+/-7 167+/-7 | <0,01
[mmHg]*

Maximum RRgy 268+/-16 | 2824/-8 220+/-11 | <0,001

[mmHg]*

A RRgy >30 1[1-1] 1[1-2] 1 [0-2] 0,399
mmHg

RRys >200 4 [2-4] 3.5[1-4] | 2[0-4] <0,05
mmHg

* Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben. Der p-value wurde durch eine ANOVA
bestimmt.

1 Ereignisse/Tier. Die Daten sind als Median [Min.-Max.] angegeben. Der p-value wurde mit dem
Kruskal-Wallis-Test errechnet.

Die Daten beziehen sich jeweils auf den systolischen Blutdruck (RRyys).

POB: Phenoxybenzamin

Nach einwochiger Vorbehandlung mit POB waren die Tiere, beziiglich RR-Anstiegen
tiber 200 mmHg und um mehr als 30 mmHg vom Ausgangswert, bei einer NA-Dosis
von 10 pg/kg KG signifikant himodynamisch stabiler (p<0,05) (s. Abbildung 12).

Wenn auch keine komplette Blockade der Rezeptoren vorlag, waren die Tiere dieser

Gruppe vor hypertensiven Zustidnden besser geschiitzt.
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3.2.2 Hiamodynamische Stabilitit nach einwochiger medikamentoser

Vorbehandlung und zusétzlicher antihypertensiver Therapie

Zusitzlich zur medikamentdosen Vorbehandlung mit Phenoxybenzamin (POB) (10
mg/kg KG/Tag, n=9), dem kurz wirksamen L-Typ-Calciumkanalblocker Nifedipin (10
mg/kg KG/Tag, n=10) oder dem Losungsmittel DMSO/Wasser (10%) (n=7), erhielten
die Tiere wihrend der akuten NA-Exposition kontinuierliche antihypertensive
Infusionen.

Die Tiere aller Gruppen wurden entweder mit dem kurzwirksamen L-Typ-
Calciumkanalantagonist Nifedipin (Adalat pro infusione®) oder dem reversiblen o;-
Rezeptorblocker  Urapidil  (Ebrantil®) kontinuierlich iiber einen Perfusor
antihypertensiv ~ behandelt. =~ AnschlieBend wurde die NA-Bolus-Applikation
vorgenommen. Der Perfusor wurde so adjustiert, dass sich ein systolischer Blutdruck

um 120 mmHg als Ausgangsdruck einstellte (s. Tabelle 16).

Tabelle 16: Durchschnittliche Dosierungen der antihypertensiven

Medikamente

Gruppe (Anzahl) | Nifedipin [mg/h] (Anzahl) | Urapidil [mg/h] (Anzahl)

POB (n=9) 1 (n=5) 50 (n=4)
Nifedipin (n=10) | 1,2 (n=5) 31,25 (n=4)
Kontrolle (n=7) 1,7 (n=3) 25 (n=3)

Sowohl die Tiere der Kontroll-/ als auch die der Nifedipin-Gruppe reagierten wesentlich
sensibler auf Urapidil, als die Tiere der POB-Gruppe.

Dies spricht fiir eine deutliche, wenn auch nicht komplette, Blockade der a-adrenergen
Rezeptoren durch POB, da sich die himodynamische Stabilitdt der POB-Tiere unter

zusitzlicher Infusion des synergistisch wirkenden Urapidil verbesserte.
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Beide Antihypertensiva verbesserten die hdmodynamische Stabilitit der POB-
vorbehandelten Tiere und es wurden keine RR-Anstiege >200 mmHg beobachtet (s.
Abbildung 13 und Tabelle 17). Allerdings zeigten sich unter Urapidil-Infusion bei einer
NA-Dosis von 100 pg/kg KG bei 33% (n=3) Blutdruckanstiege um mehr als 30 mmHg
(s. Abbildung 13 (A) und Tabelle 17). Die Nifedipin-Infusion lieB den Blutdruck bei
keinem POB-vorbehandelten Tier unter NA-Boli-Injektion um mehr als 30 mmHg
ansteigen (s. Abbildung 13 (B) und Tabelle 17).

Blutdruckerhohungen um mehr als 200 mmHg konnten unter Urapidil-Infusion und
zusitzlicher Gabe von 100 ug NA/kg KG, sowohl in der Nifedipin (n=4) -/ als auch in
der Kontrollgruppe (n=3), nicht beobachtet werden (s. Abbildung 13 (A) und Tabelle
17). 80% der Nifedipin-behandelten Tiere (n=5) und 100% der Kontrolltiere (n=3)
hatten Blutdruckanstiege iiber 200 mmHg unter Nifedipin-Infusion und gleichzeitiger
Gabe von 100 ug NA/kg KG (s. Abbildung 13 (B) und Tabelle 17).

Blutdruckanstiege um mehr als 30 mmHg zeigten je 100% der Nifedipin -/ und
Kontrollgruppe bei einer Dosis von 100 pg NA/kg KG, unabhidngig vom
Antihypertensivum (s. Abbildung 13 und Tabelle 17).
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Abbildung 13: Himodynamische Stabilitit nach einwochiger antihypertensiver
Vorbehandlung und zusitzliche kontinuierliche antihypertensiver
Therapie mit Urapidil (A) oder Nifedipin (B)

Dargestellt ist der systolische Blutdruck [mmHg] in Abhiingigkeit von der NA-Dosis [ug/kg KG].

Vor Injektion der Antihypertensiva waren die Tiere (n=26) drei Wochen chronisch NA-exponiert (50

pg/h) und eine Woche antihypertensiv behandelt (POB, 10 mg/kg/Tag, n=9; Nifedipin, 10 mg/kg/Tag,

n=10 oder Kontrolle (DMSO, 1 pl/h, n=7). Zusitzlich wurden die Tiere mit Urapidil (25-50 mg/h) (A)

oder Nifedipin (1-2 mg/h) (B) kontinuierlich - wihrend der NA-Stimulationen - behandelt.

Die Werte sind als Mittelwert und Standardfehler angegeben.

POB: Phenoxybenzamin, DMSO: Dimethylsulfoxid, ***p<0,001
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Tabelle 17: Hamodynamische Profile nach einwochiger antihypertensiver

Vorbehandlung mit zusétzlicher kontinuierlicher

antihypertensiver Therapie mit Urapidil oder Nifedipin

Vorbehandlung:

Perfusor: Kontrolle | Nifedipin | POB

Nifedipin A RRgy >30 mmHg ¥ | 1[1-1] 2 [1-2] 0 [0-0]
RRgys >200 mmHg + | 1[1-1] 1[1-2] 0 [0-0]
Maximum BP 225 +/- 272 +/-5 137 4+/-5
[mmHg]* 11

Urapidil A RRgy >30 mmHg 1 | 2[2-3] 2 [2-3] 0.5 [0-2]
RRgys >200 mmHg ¥ | 1 [0-1] 0.5 [0-1] 0 [0-0]
Maximum RRgy 210 +/- 199 +/- 151 +/-4
[mmHg]* 20 15

Der Nifedipin-/ Urapidil-Perfusor wurde so eingestellt, dass ein Ausgangsblutdruck von etwa
100-120 mmHg vor Applikation der NA-Boli erreicht wurde.

p-value
0,004
0.005
<0,001

0,06
0.178
<0.05

* Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben, der p-value wurde durch eine ANOVA

bestimmt.

1 Ereignisse/Tier. Die Daten sind als Median [Min.-Max.] angegeben, der p-value wurde mit dem

Kruskal-Wallis-Test errechnet.
Die Daten beziehen sich jeweils auf den systolischen Blutdruck (RRyys).
POB: Phenoxybenzamin

Unter einer Kombinationstherapie aus POB-Vorbehandlung und kontinuierlicher

Nifedipin-Infusion, zeigte sich wihrend der NA-Bolus-Applikation eine signifikant

verbesserte himodynamische Stabilitéit (p<0,001) (s. Tabelle 17).
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3.2.3 Echokardiographie und Herzfrequenz vor und nach dreiwochiger

Noradrenalinexposition und einwochiger antihypertensiver Therapie

Die kontinuierliche dreiwdchige Noradrenalinexposition erhohte die Herzfrequenz um
14% von 390 £ 15 auf 446 + 16 Schlige/Minute (p<0,05).

In der echokardiographischen Bildgebung zeigte sich eine Abnahme der
enddiastolischen und endsystolischen Fliche, im Sinne einer hyperkontraktilen
Tachykardie, ohne signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.
Gleichzeitig stieg die myokardiale Verkiirzungsfraktion (fractional shortening (FS)), als
grobes Mal fiir die linksventrikuldre systolische Pumpfunktion, leicht. Anzeichen fiir

eine katecholamininduzierte Herzinsuffizienz fanden sich nicht (s. Tabelle 18).

Tabelle 18: Echokardiographische Messungen
Parameter A Kontrolle A Nifedipin | APOB p-value
HR [Schldge/min] | 44.5+/-242 | 59 +/- 17 4456 +/-16.2 | 0.8

ESA [mm?] -8.33+/-1.3 -8.84/-1.9 -9.11+/-1.9 0.9
EDA [mm?] -9.33 +/-2.1 -7.9 +/-2.3 -7.56 +/- 3.2 0.9
2D FS% 15.33 +/-3.2 15.1 +/-4.7 14.78 +/- 3.4 0.9

HR: Herzfrequenz, ESA: Endsystolische Fliche, EDA: Enddiastolische Fliche, FS:
Verkiirzungsfraktion, 2D: zweidimensional, POB: Phenoxybenzamin

Alle Werte sind als durchschnittliche Verdnderung (A) wihrend der dreiwdchigen NA-Exposition
angegeben.
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3.2.4 Relative Rezeptorexpressionsunterschiede nach dreiwochiger

Noradrenalinexposition und einwochiger antihypertensiver Therapie im

linken Ventrikel und der Aorta abdominalis

Um zu untersuchen, ob die Effekte von POB und Nifedipin auf den Blutdruck durch
einen verdnderten Rezeptorstatus erklart werden konnen, fiihrten wir eine
semiquantitative Realtime-PCR (Polymerase-Kettenreaktion) durch. Analysiert wurde
die Expression des a;-Rezeptors und des Calciumkanals in Gewebeproben des linken
Ventrikels und der Aorta abdominalis. Zur Standardnormalisierung wurde das

Housekeeping-Gen B-Aktin verwendet.

Alle Tiere wurden drei Wochen mit Noradrenalin behandelt. Nach zwei Wochen NA-
Exposition erhielten die Tiere zusétzlich eine Woche lang eine Vorbehandlung mit POB
(10 mg/kg/Tag), Nifedipin (10 mg/kg/Tag), oder dem Losungsmittel DMSO (1ul/h,
Kontrollgruppe). Untersucht wurde Gewebe von 6 Tieren der POB-Gruppe, 5 Tieren
aus der Nifedipin-Gruppe, sowie 4 Tieren der Kontrollgruppe. Auflerdem analysierten
wir einige Gewebeproben von unbehandelten Tieren (n=3).

Die Ergebnisse wurden entweder zu den nicht behandelten, oder den Tieren der
Kontrollgruppe normalisiert, um den Effekt einer dreiwochigen NA-Exposition und

einer einwochigen medikamentdsen Vorbehandlung zu untersuchen.

3.2.4.1 Relative Rezeptorexpressionsunterschiede im linken Ventrikel

Der alpha-Adrenozeptor war bei den POB-behandelten Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe herunterreguliert.

Die Tiere der Nifedipin-Gruppe zeigten eine Hochregulation (s. Abbildung 14 (A-C)).
Die 1d-Untereinheit der POB-behandelten Tiere wurde im linken Ventrikel - verglichen
mit der Kontrollgruppe - signifikant geringer exprimiert (s. Abbildung 14 (C)).

Die Expression des Calciumkanals zeigte nur minimale Unterschiede zwischen den

vorbehandelten Tieren und der Kontrollgruppe (s. Abbildung 14 (D)).
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Abbildung 14: Relative Rezeptorexpressionsunterschiede des a-Adrenozeptors

und des Calciumkanals im linken Ventrikel
Dargestellt sind die relativen Rezeptorexpressionsunterschiede der a-Adrenozeptor-Subtypen la-/ (A),
1b-/ (B), 1d-/ (C) und der o-1c-Untereinheit des Calciumkanals (D). Alle Tiere wurden drei Wochen NA-
exponiert (50 pg/h) und eine Woche mit POB (10 mg/kg/Tag), Nifedipin (10 mg/kg/Tag,) oder dem
Losungsmittel DMSO behandelt.
Die Werte sind als Mittelwert und Standardfehler angegeben (POB, n=6; Nifedipin, n=5) und zu den
Kontrolltieren (n=4) normalisiert. Angegeben ist das Verhiltnis (Ratio) der relativen Expression.
Zur Standardnormalisierung wurde -Aktin verwendet.

NA: Noradrenalin, POB: Phenoxybenzamin, DMSO: Dimethylsulfoxid, *p<0,05.
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Der alpha-Adrenozeptor war bei den POB-behandelten Tieren im Vergleich zu den
unbehandelten Tieren herunterreguliert (s. Abbildung 15 (A-C)). Die Tiere der
Nifedipin-Gruppe zeigten eine Hochregulation der 1b-/und 1d-Untereinheit und eine
geringere Expression der 1a-Untereinheit (s. Abbildung 15 (A-C)).

Der Calciumkanal wurde sowohl von den POB-/, als auch von den Nifedipin-
vorbehandelten Tieren im Vergleich zu den unbehandelten Tieren geringer exprimiert.
Die Tiere der Kontrollgruppe zeigten reduzierte Rezeptorexpressionen, verglichen mit

den unbehandelten Tieren (s. Abbildung 15 (D)).
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Abbildung 15: Relative Rezeptorexpressionsunterschiede des a-Adrenozeptors

und des Calciumkanals im linken Ventrikel
Dargestellt sind die relativen Rezeptorexpressionsunterschiede der a-Adrenozeptor-Subtypen 1a-/(A), 1b-
/(B), 1d-/(C) und der a-1c-Untereinheit des Calciumkanals (D). Die Tiere wurden drei Wochen NA-
exponiert (50 pg/h) und eine Woche mit POB (10 mg/kg/Tag) Nifedipin (10 mg/kg/Tag) oder dem
Vehikel DMSO behandelt. Die Werte sind als Mittelwert und Standardfehler angegeben (POB, n=6;
Nifedipin, n=5; Kontrolle, n=4) und zu den unbehandelten Tieren (n=3) normalisiert.

Angegeben ist das Verhiltnis (Ratio) der relativen Expression. **p<0,01
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3.2.4.2 Relative Rezeptorexpressionsunterschiede in der Aorta abdominalis

Sowohl bei den Nifedipin-/ als auch bei den POB-behandelten Tieren, war eine
Herunterregulation des a;-Adrenozeptor-Subtyps, im Vergleich zu den Kontrolltieren zu
beobachten (s. Abbildung 16 (A-C)). Die 1b-Untereinheit der POB-behandelten Tiere
war signifikant herunterreguliert (s. Abbildung 16 (B)).

Interessanterweise hatte Nifedipin einen vergleichbaren Effekt auf die Expression des a-
adrenergen Rezeptors, ohne signifikante Unterschiede zu POB (s. Abbildung 16 (A-C)).
Die mit Nifedipin vorbehandelten Tiere exprimierten die la-Untereinheit des o;-
Adrenozeptors signifikant geringer als die Kontrolltiere (s. Abbildung 16 (A)).
Beziiglich der Kontrolle des Blutdrucks war Nifedipin POB jedoch deutlich unterlegen.

Im Unterschied dazu war die Expression des Calciumkanals der POB-behandelten Tiere

gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant herunterreguliert (s. Abbildung 16 (D)).

51



Ergebnisse

1.57

1.0

0.5

relative Expression

0.0-

1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0-

relative Expression

0,06 *

Kontrolle POB  Nifedipin

Kontrolle

0,07

0,12

POB  Nifedipin

relative Expression

relative Expression

1.4+
1.2+
1.0+
0.8+
0.6
0.4+
0.2+
0.0-

1.2
1.0
0.8+
0.6
0.4+
0.2
0.0-

0,06
* i
[

Kontrolle POB Nifedipin

N 0,12

k3k

Kontrolle POB Nifedipin

Abbildung 16: Relative Rezeptorexpressionsunterschiede des a-Adrenozeptors

und des Calciumkanals in der Aorta abdominalis

Dargestellt sind die relativen Rezeptorexpressionsunterschiede der a-Adrenozeptor-Subtypen 1a-/(A), 1b-

/(B), 1d-/(C) und der a-1c-Untereinheit des Calciumkanals (D). Die Tiere wurden drei Wochen NA-

exponiert (50 pg/h) und eine Woche mit POB (10 mg/kg/Tag) Nifedipin (10 mg/kg/Tag,) oder dem
Vehikel DMSO behandelt. Die Werte sind als Mittelwert und Standardfehler angegeben (POB, n=6;

Nifedipin, n=5) und zu den Kontrolltieren (n=4) normalisiert. Angegeben ist das Verhéltnis (Ratio) der

relativen Expression. Zur Standardnormalisierung wurde B-Aktin verwendet.

NA: Noradrenalin, POB: Phenoxybenzamin, DMSO: Dimethylsulfoxid,

*p<0,05, **p<0,01 oder der exakte p-value sind angegeben.
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Die POB-vorbehandelten Tieren exprimierten sowohl den o;-AR, als auch den
Calciumkanal geringer als die unbehandelten Tiere (s. Abbildung 17). Signifikant
herunterregulatiert war sowohl die 1b-Untereinheit (s. Abbildung 17 (B)), als auch der
Calciumkanal (s. Abbildung 17 (D)).

Bei den Tieren die mit Nifedipin vorbehandelt wurden, zeigte sich ebenfalls eine
Herunterregulation der Rezeptoren (s. Abbildung 17 (A-D)), wenn auch deutlich
geringer ausgepragt als bei den Tieren der POB-Gruppe.
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Abbildung 17: Relative Rezeptorexpressionsunterschiede des a-Adrenozeptors

und des Calciumkanals in der Aorta abdominalis
Dargestellt sind die relativen Rezeptorexpressionsunterschiede der a-Adrenozeptor-Subtypen 1a-/(A), 1b-
/(B), 1d-/(C) und der a-lc-Untereinheit des Calciumkanals (D). Die Tiere wurden drei Wochen NA
exponiert (50 pg/h) und eine Woche mit POB (10 mg/kg/Tag) Nifedipin (10 mg/kg/Tag) oder dem
Vehikel DMSO behandelt. Die Werte sind als Mittelwert und Standardfehler angegeben (POB, n=6;
Nifedipin, n=5; Kontrolle, n=4) und zu den unbehandelten Tieren (n=3) normalisiert. Angegeben ist das
Verhiltnis (Ratio) der relativen Expression. Zur Standardnormalisierung wurde B-Aktin verwendet.

NA: Noradrenalin, POB: Phenoxybenzamin, DMSO: Dimethylsulfoxid, *p < 0,05, **p < 0,01.
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Die einwochige Vorbehandlung mit POB bzw. Nifedpin verédnderte die
Rezeptorexpression des alpha-Adrenozeptors und des Calciumkanals im linken
Ventrikel und der Aorta abdominalis. Im Gewebe der POB-behandelten Tiere waren
sowohl die Subtypen des a-AR, als auch der Calciumkanal deutlich geringer exprimiert

(s. Abbildung 14-17).

Die Nifedipin-behandelten Tiere zeigten tendenziell eine zunehmende Expression.

In der Aorta abdominalis waren sowohl der a-adrenerge-Rezeptor, als auch der
Calciumkanal der POB-behandelten Tiere signifikant geringer exprimiert (s. Abbildung
16-17). Auch die Nifedipin-behandelten Tiere zeigten eine Herunterregulation der
Rezeptoren, wenn auch auf den Calciumkanal durch Nifedipin verglichen mit POB eine

deutlich geringere Wirkung ausgeiibt wurde (s. Abbildung 16-17).
Sowohl die dreiwochige NA-Exposition der Tiere, als auch die einwdchige

antihypertensive Therapie hatten somit Auswirkungen auf die Rezeptorexpression (s.

Abbildung 14-17).
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4 Diskussion

Ein plotzlicher Katecholaminexzess mit hypertensiver Krise ist eine typische und
gefdhrliche Komplikation eines Phdochromozytoms [6, 27-29, 107, 108]. Dennoch
findet sich in der Literatur keine einheitliche Empfehlung zur medikamentdsen,

prdoperativen Behandlung der Patienten.

Phenoxybenzamin galt lange als das Standardmedikament in der pridoperativen
Behandlung von Phidochromozytompatienten [2, 9, 49, 61], es wird aber aufgrund von
Nebenwirkung zunehmend nach Alternativen gesucht.

In einem Rattenmodel fiir akute und chronische Noradrenalinfreisetzung konnte die
Effektivitit antihypertensiver Medikamente unter kontrollierten Bedingungen und unter
Simulation einer Katecholaminkrise untersucht werden.

Es konnte gezeigt werden, dass POB verglichen mit Urapidil, Nitrendipin und Nifedipin
eine hypertensive Krise am effektivsten vorbeugt.

Zunichst untersuchten wir die Wirksamkeit der Medikamente hinsichtlich der
Vorbeugung einer hypertensiven Krise bei einer akuten Katecholaminexposition.

Eine einmalige Injektion von POB stabilisierte die Tiere hdmodynamisch am
wirkungsvollsten.

AnschlieBend wurde der Effekt einer einwochigen antihypertensiven Behandlung unter
gleichzeitiger chronischer Noradrenalinexposition auf die hdmodynamische Stabilitéit
untersucht. Eine Kombination aus POB-Vorbehandlung und Nifedipin-Infusion

kontrollierte den Blutdruck am effektivsten.

Phenoxybenzamin wird immer noch weit verbreitet eingesetzt [2, 9, 49, 61]. Allerdings
hat das Antihypertensivum, aufgrund seiner irreversiblen Bindung am alpha-
Adrenozeptor, eine lange Halbwertszeit und es wurden schwere postoperative
Hypotensionen nach  Phdochromozytomresektion und  Vorbehandlung  mit
Phenoxybenzamin beschrieben [8, 9, 77, 78]. Auch aus diesem Grund wird von
einzelnen Autoren ein reversibler, selektiver o;-Blocker [28, 58-61, 109], oder ein
Calciumkanalantagonist [48, 54, 55, 62, 63, 110] als besser vertrdgliche Alternative
diskutiert.
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Boutros et al. geht in einer Arbeit sogar soweit, auf eine medikamentdse Vorbehandlung
vollstindig zu verzichten. Todesfélle oder kardiale Komplikationen wurden in dieser
Studie (n=29) nicht bekannt [47]. Im Gegensatz dazu berichtet Steinsapir et al. von zwei
Todesfillen bei nicht vorbehandelten Patienten (n=7) [111]. Der Verzicht auf eine
Vorbehandlung wird daher trotz der zweifelsohne wesentlich verbesserten
Lokalisationsdiagnostik und Operationstechnik im Allgemeinen nicht praktiziert.

Eine vor kurzem veroffentlichte retrospektive Studie an 73 Patienten verglich POB und
Doxazosin in der Vorbehandlung und beschrieb eine identische hdmodynamische
Stabilitdit [109]. In einer weiteren Studie an 18 Patienten wurde eine
Kombinationstherapie aus pridoperativer Vorbehandlung mit 5 mg Prazosin/d sowie
einer dreitdgigen kontinuierlichen Urapidil-Infusion von 10-15 mg/h, die auch
perioperative weitergefiihrt wurde, untersucht und als eine sicherere, effiziente
Alternative zu POB in der Vorbehandlung beschrieben [28].

Es finden sich zwar einige Studien, in denen reversible o-Adrenozeptorblocker [28, 60,
109] oder Calciumantagonisten [55, 110] mit gutem Erfolg eingesetzt wurden, aber die
Patientenzahlen dieser Studien waren stets sehr gering. Somit ist es wahrscheinlich, dass
die Power dieser Studien zu gering ist, um zu einer sinnvollen Aussage beziiglich

hypertensiver Krisen zu kommen.

Um systematisch den Effekt von Phenoxybenzamin, Urapidil, Nitrendipin und
Nifedipin bei der Pravention hypertensiver Krisen zu testen, haben wir uns entscheiden
diese Untersuchungen in einem Tiermodell unter kontrollierten Bedingungen
vorzunehmen.

Um das angewandte Modell so einfach wie moglich zu halten, wurde die chronische
und die akute Katecholaminexposition durch Gabe von Noradrenalin simuliert.

Es ist bekannt, dass Phiochromozytome auch Adrenalin [22] und Dopamin [24, 25]
sezernieren konnen. Noradrenalin ist allerdings in den meisten beschriebenen Fillen das
dominierende Katecholamin mit deutlich hoheren Plasmaspiegeln [2, 21-23, 27, 112].
Chronisch erhohte Noradrenalinspiegel fithren zu Desensibilisierung adrenerger
Rezeptoren [48, 64, 66, 67, 71, 113, 114]. Als Mechanismen werden neben der
Entkopplung der Adrenozeptoren von G-Proteinen auch die Abnahme der

Rezeptordichte angesehen [64].
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Aus diesem Grund wurden die Tiere drei Wochen kontinuierlich mit Noradrenalin via
osmotischer Pumpe behandelt [87, 88, 115]. Innerhalb der ersten Woche stiegen
Blutdruck und Herzfrequenz signifikant an und blieben im weitern Verlauf der Studie
erhoht. Diese Verdanderungen im kardiovaskuldren System gehoren zu den klassischen
Symptomen von Phdochromozytompatienten [8] und wurden bereits nach sechstigiger
NA-Infusion bei Ratten beobachtet [86].

Echokardiographisch zeigte sich eine signifikant erhohte Herzfrequenz in allen
Behandlungsgruppen, ohne Unterschiede zwischen den Gruppen. Zudem konnte eine
Verminderung der enddiastolischen Ventrikelfldche - verglichen mit der Bildgebung vor
Beginn der NA-Exposition - festgestellt werden, welche mit einer hyperkontraktilen
Tachykardie vereinbar ist.

Der akute NA-Exzess wurde durch intravenose Applikationen von NA simuliert. Die
tatsdchlichen = Katecholaminplasmakonzentrationen im  Rahmen hypertensiver
Entgleisungen bei Phdochromozytompatienten sind nicht hinreichend untersucht und
die Datenlage ist nicht ausreichend um eindeutige Schliisse zu ziehen.

Die normale NA-Konzentration im Plasma liegt zwischen 0 und 500 ng/1 [27] und kann
bei einer plotzlichen Freisetzung die Normalwerte um das bis zu 1000-fache
tiberschreiten [1]. Im Zusammenhang mit einer Manipulation am Tumor, beschrieb
Joris et al. Noradrenalinserumwerte von bis zu 30.000 ng/l [27]. Daher wihlten wir fiir
die NA-Boli ein breites Dosisspektrum von 0,1-1000 pg/kg Korpergewicht (s. Anhang
unter 7.1.1). Potenziell zu erwartende Konzentrationsspitzen im Menschen sollten so
abgedeckt werden, um die Absicht gut definierte worst-case-Situationen zu untersuchen,
sicher zu stellen. Um einen maximalen Effekt zu erzielen, wurden alle

antihypertensiven Medikament in der maximal vertriaglichen Dosis gegeben.

Phenoxybenzamin verwendeten wir in einer Dosis von 10 mg/kg KG als Bolus bzw. 10
mg/kg KG/d in der einwdchigen Vorbehandlung (s. Anhang unter 7.1.2). Nach
Verabreichung von 10 mg/kg KG als Kurzinfusion war bereits eine komplette Blockade
des a,-AR in spontan hypertensiven Ratten (SHR) beschrieben worden [116].

Die POB-behandelten Tiere waren sowohl nach einmaliger i. v. Applikation, als auch
nach einwochiger kontinuierlicher Vorbehandlung am effektivsten vor hypertensiven

Krisen geschiitzt.
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Der blutdrucksenkende Effekt blieb jedoch unvollstiandig. Dieser Trend konnte auf eine
Desensibilisierung gegeniiber POB hinweisen [64]. Eine Umkehr der NA-Adaptionen,
die zu einer gesteigerten Empfindlichkeit durch Anstieg der Rezeptordichte fiihrt [64,
117], konnte ebenfalls eine Rolle spielen. Rosenbaum vermutete, dass sehr hohe
Katecholaminspiegel die Rezeptoren vor einer Bindung durch POB schiitzen kénnten
[91].

Die kontinuierliche Infusion des synergistisch wirkenden Urapidil, fithrte auch in den
POB-vorbehandelten Tieren zu einer deutlichen Blutdrucksenkung, ein weiterer
Hinweis auf eine unvollstindige Blockade oder eine Desensibilisierung. Allerdings
hatten auch die POB-behandelten Tiere leichte Blutdruckanstiege ab einer Dosis von 1
ng NA/kg KG. Die Tiere, die zusitzlich eine Nifedipin-Infusion erhielten waren auch
bei Applikation hoher NA-Dosen ausreichend himodynamisch stabil.

Obwohl sich POB als das effektivste Medikament in der Prédvention hypertensiver
Krisen zeigte, verliert es offensichtlich iiber die Zeit an Wirksamkeit. Bei einer kiirzeren
Behandlungsdauer konnte sich moglicherweise eine niedrigere Dosis als ebenso effektiv

und gleichfalls nebenwirkungsdrmer erweisen.

Kompetitive reversible a;-Adrenozeptorblocker konnten aufgrund des reversiblen
Wirkungsmechanismus besser vertridglich sein als POB. Es ist allerdings davon
auszugehen, dass es sich bei den, mit einer POB-Behandlung assoziierten,
Nebenwirkungen um sogenannte Klasseneffekte handelt, die sich bei einer
vergleichbaren Dosis der o;-Adrenozeptorantagonisten nicht von POB unterscheiden
lassen [77]. Einzig die kiirzere Wirkungsdauer konnte den postoperativen Zustand der
Patienten verbessern, da mit der postoperativen Hypotension einfacher umzugehen sein
sollte.

Nach Applikation von 10 mg/kg Urapidil i. v. in normotensiven Ratten, konnte bereits
eine deutliche Reduktion des MAP beschrieben werden [118] und wir entschieden uns
daher fiir diese Dosis.

10 mg/kg KG Urapidil einmalig i. v. verabreicht (s. Anhang unter 7.1.3), senkten den

Blutdruck der chronisch NA-exponierten Tiere ohne eine Hypotension zu verursachen.
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Diskussion

Obwohl Urapidil in diesem Studienteil den Blutdruck am deutlichsten reduzierte,
konnten wir zeigen, dass ab einer NA-Dosis >1ug/kg KG kein ausreichender Schutz
mehr vor hypertensiven Entgleisungen besteht.

Auch eine kontinuierliche Urapidil-Infusion bot nur einen Schutz bis zu einer NA-Dosis
von lug/kg KG. Diese Ergebnisse deuten ebenfalls auf die befiirchtete Verdriangung
von Urapidil durch hohe NA-Konzentrationen hin. Urapidil und vermutlich auch andere
kompetitive a-Blocker bieten keinen ausreichenden Schutz vor Katecholaminkrisen. Die
Tiere der Nifedipin-/Kontrollgruppe, die praoperativ keinen a-Blocker erhielten, zeigten
eine wesentlich empfindlichere Reaktion auf die Urapidil-Infusion, mit Hypotonien
teilweise <60/40 mmHg. Diese Beobachtung bestitigt den befiirchteten Klasseneffekt

beziiglich des Nebenwirkungsprofils von reversiblen a-AR-Blockern.

Nitrendipin hat eine lingere Halbwertszeit als Nifedipin und wurde deshalb fiir die
einmalige i. v. Applikation verwendet. Mit 600 pug/kg KG wurde die i. v. Dosis in einem
hohen Bereich gewihlt (s. Anhang unter 7.1.4). Brody et al. beschrieb bereits eine 39%-
ige Reduktion des Blutdrucks bei einer Dosis von 100 pg/kg KG [62].

NA-Dosen von 10 pg/kg KG, bei einigen Tieren sogar niedrigere Dosen, fithrten zu
deutlichen himodynamischen Instabilititen. Auch wenn Calciumkanalblocker nur einen
unvollstindigen Schutz gegeniiber hypertensiven Entgleisungen bieten, sprechen unsere
Daten fiir einen effektiveren Schutz als durch Urapidil.

Aus diesem Grund setzten wir einen Calciumantagonisten neben POB zur
Vorbehandlung ein. Fiir die kontinuierliche siebentigige Infusion via osmotischer
Pumpe wihlten wir Nifedipin (10 mg/kg KG/d) (s. Anhang unter 7.1.5), da eine
ausreichende Stabilitét iiber diesen Zeitraum beschrieben wurde [119, 120].

Da Antihypertensiva dieser Gruppe als instabil gelten, testeten wir zusitzlich in einem
weiteren Experiment die Haltbarkeit der Substanz. Nifedipin wurde im DMSO-Wasser-
Gemisch (10%) gelodst und iliber eine Woche im Brutschrank bei 37 °C gelagert.
Anschlieend wurde die Aktivitdt durch i. v. Injektion in vivo iiberpriift, wobei die
Wirkung vollstindig erhalten war. Die Blutdruckwerte der Nifedipin-vorbehandelten
Tiere im Rahmen der Himodynamik zeigten keine wesentlichen Unterschiede

gegeniiber der Kontrollgruppe.
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Diese Ergebnisse weisen auf einen ungeniigenden Schutz gegeniiber chronischem und
akutem NA-Exzess durch Nifedipin hin. Die einmalige i. v. Applikation von

Nitrendipin bot einen vergleichsweise besseren Schutz.

Proye et al. beschrieb einen unvollstindigen Schutz durch eine Nicardipin-
Vorbehandlung mit Blutdruckanstiegen, erhohtem Herzindex und niedrigem peripheren
Widerstand. 58% (n=19) der Studienpatienten erlitten hypertensive Entgleisungen
wihrend der Tumormanipulation [54]. Diese Beobachtung stimmt mit unseren
Ergebnissen der medikamentosen Vorbehandlung iiberein. Eine Desensibilisierung
konnte eine mogliche Erkldrung sein. Diskutiert werden Calciumkanalblocker auch bei
normotensiven Patienten mit paroxysmalen hypertensiven Episoden [9, 51, 78]. Diese
Annahme wiirde dazu passen, das POB-vorbehandelte Tiere durch eine Nifedipin-

Infusion stabilisiert werden konnten.

Um Rezeptorexpressionsunterschiede durch die NA-Exposition und die medikamentose
Vorbehandlung bedingt aufzuzeigen, fithrten wir eine semiquantitative PCR (Realtime
PCR) mit Sybr® Green durch [99, 100].

Verwendet wurden Gewebeproben des linken Ventrikels und der Aorta abdominalis von
POB-/ Nifedipin-vorbehandelten Tieren, Kontroll-Tieren und unbehandelten Tieren,
sowie Primer des a;-AR und des Calciumkanals.

Die POB-vorbehandelten Tieren zeigten eine reduzierte Expression der Rezeptoren,
sowohl im Ventrikel als auch in der Aorta abdominalis.

Im Ventrikel zeigten die Nifedipin-behandelten Tiere eher eine zunehmende
Expression. In der Aorta zeigte sich ebenfalls eine, wenn auch deutlich geringer
ausgepragte, Abnahme der Expression.

Die mRNA-Spiegel des L-Typ-Calciumkanals werden vor allem durch B-adrenerge
Stimulation reguliert, die zu einer Zunahme fiihrt. o-adrenerge Stimulation hat einen
reziproken Effekt [68, 82]. In spontan hypertensiven Ratten werden Erhohungen der
mRNA-/ und Protein-Level beschrieben [103, 121]. Die Rezeptorblockade durch POB

und die a-adrenerge Wirkung von NA konnten die Reduktion erklédren.
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Die mRNA-Level der la-Untereinheit des a;-AR waren im Ventrikel erniedrigt. Eine
signifikante Zunahme der Expression dieses Subtyp unter NA, wie von Rokosh et al. an
kardialen Myozyten der Ratte beschrieben, konnten wir nicht nachweisen [122].

Die Proben der Aorta der Kontrollgruppe zeigten gegeniiber den unbehandelten Tieren
leicht erhohte Werte. Die medikamentdse Vorbehandlung mit POB und Nifedipin fiihrte
zu erniedrigten Spiegeln.

Eine moglich Erkldarung ist eine Blockade durch POB. Nifedipin konnte die periphere
Wirkung des Katecholamins abschwichen [123], allerdings bliebe die Frage, warum
eine Vorbehandlung ohne Blutdruckreduktion bleibt, unbeantwortet.

Die Level des 1b-a;-AR im Ventrikel waren in der Kontrollgruppe minimal, in der
Nifedipin-Gruppe deutlicher erhoht. Eine POB-Behandlung fiihrte zu einer leichten
Abnahme.

In der Aorta zeigte sich eine Reduktion des Subtyps in allen Gruppen, am deutlichsten
bei den POB-Tieren. Rokosh et al. beschreibt eine Reduktion des mRNA-Levels dieses
Subtyps unter NA-Einfluss [122]. Allerdings zeigten die POB-vorbehandelten Tiere, die
am deutlichsten erniedrigten Spiegel. Eine Erkldarung konnte die schon vermutete
Umkehr der NA-Adaption sein, durch die sich eine gesteigerte Empfindlichkeit erkldren
lieBe.

Der 1d-a;-AR hatte bei den Kontroll-/ und POB-Tieren im Ventrikel und in der Aorta
einen erniedrigten Spiegel. Die Nifedipin-Tiere hingegen, zeigten im Ventrikel einen
erhohten Wert. In der Aorta war auch der Spiegel der Nifedipin-Tiere erniedrigt. Die
erniedrigten Spiegel passen zu den Beobachtungen von Rokosh et al., der fiir diesen
Subtyp ebenfalls eine Reduktion unter NA beschreibt [122].

Wir konnten im Rahmen der Realtime-PCR-Studie sowohl einen Effekt der NA-
Exposition, als auch der medikamentdsen Vorbehandlung zeigen. Die POB-behandelten
Tiere hatten erniedrigte mRNA-Level im Vergleich zu den anderen Gruppen. Ein
Zusammenhang zwischen irreversiblem o-Block und erniedrigten mRNA-Spiegeln
scheint somit wahrscheinlich. Die Interpretation der Ergebnisse der Realtime-PCR
liefert interessante Aspekte, wie z. B die Wirkung von Nifedipin auf molekularer Ebene.

Weitere Untersuchungen sind somit von Interesse.
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Ein limitierendes Kriterium der Studie ist die fehlende Beriicksichtigung der
postoperativen Hypotension. Aus technischen Griinden ist es nicht moglich zwischen
Effekten durch Entfernung der NA-Pumpe und Traumaschéaden zu unterscheiden.
Bedeutsam ist aulerdem, den Effekt von Adrenalin auf die hamodynamische Stabilitit
zu untersuchen, wozu weitere Studien nétig sind.

Eine tigliche orale Gabe der Antihypertensiva iiber den siebentigigen Zeitraum wére
niher an der klinischen Praxis gewesen, hitte aber zusitzlichen téglichen Stress fiir die
Tiere und Diskontinuitdt bedeutet. Die Wahl des Vorbehandlungszeitraum von sieben
Tagen orientierte sich eng an der klinischen Praxis [29]. AuBerdem wurden Priparate,
wie Arterenol®, Ebrantil® und Adalat® verwendet, die auch in der Klinik gebriuchlich
sind. Die Medikamente die zur intraoperativen Stabilisierung zum Einsatz kamen,
werden auch in der Klinik fiir diese Indikation eingesetzt [35, 54, 55]. Das verwendete
volatile Anésthetikum Isofluran wird zudem sicher in der Phidochromozytomresektion

angewendet [56].

Von allen im Rahmen dieser Studie getesteten Antihypertensiva, zeigte POB beziiglich
der Simulation eines perioperativen Managements den effektivsten Schutz vor
hypertensiven Entgleisungen. Unter zusitzlicher Nifedipin-Infusion, zeigten sich die
vorbehandelten Tiere himodynamisch auch gegeniiber hohen NA-Dosen extrem stabil.
In der Vorbehandlung von Patientin mit Phdochromozytom sollte POB weiterhin das
Medikament der Wahl bleiben. Eine Kombination mit einer Dihydropyridin-
Infusionstherapie scheint sehr vielversprechend. Calciumkanalantagonisten boten
hingegen keinen effektiven Schutz in der Vorbehandlung. Eine zusitzliche Infusion mit
Urapidil ist der mit Nifedipin, im Bezug auf die hamodynamische Stabilitit, unterlegen.
Urapidil eignet sich folglich nicht in erster Linie um eine hypertensive Krise zu

verhindern.
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S Zusammenfassung

Hypertensive Entgleisungen werden bei Phdochromozytompatienten sowohl intra-/als
auch prioperativ beobachtet.

Die Wahl der antihypertensiven Therapie ist jedoch Gegenstand einer
wissenschaftlichen Kontroverse. Der Stellenwert einzelner Behandlungsregime ist in
Abwesenheit randomisierter kontrollierter Studien unklar. Seit den 50er Jahren ist
Phenoxybenzamin (POB) das am hiufigsten eingesetzte Medikament in der
Vorbehandlung. Als Alternativen mit einem geringeren Nebenwirkungsprofil, werden

selektive a;-Blocker und Calciumkanalantagonisten diskutiert.

In dieser Arbeit wurde in einem Tiermodell gepriift, ob a;-Blocker (Urapidil),
Calciumkanalantagonisten (Nitrendipin und Nifedipin) und irreversible o;/0,-Blocker
(Phenoxybenzamin) vergleichbar wirkungsvoll in der Privention hypertensiver Krisen

sind.

Zur Simulation eines chronischen Katecholaminexzesses wurden die Tiere drei Wochen
mit Noradrenalin (NA) via osmotischer Pumpe (50 pg/h) behandelt. Anschliefend
wurden die Tiere narkotisiert und akute Katecholaminkrisen durch NA-Boli in
aufsteigender Dosis simuliert (0,1-1000 pg/kg KG).

POB (10 mg/kg KG, n=4), Urapidil (10 mg/kg KG, n=3) und Nitrendipin (600 pg/kg
KG, n=6) senkten den systolischen Ausgangsblutdruck von 212 + 12 mmHg um 52 +
7%, 31 = 9% und 50 * 6%. Die anschlieBenden Katecholaminkrisen fiihrten zu
Druckanstiegen von 138 + 3 mmHg, 235 + 29 mmHg, 240 + 30 mmHg in POB,
Urapidil und Nitrendipin-behandelten Tieren (p<0,01).

In einer zweiten Studie wurden die Tiere fiir sieben Tage zusitzlich zu der
Noradrenalingabe mit POB (10 mg/kg KG/Tag, n=9), Nifedipin (10 mg/kg KG/Tag,
n=10), oder dem Losungsmittel 10% DMSO/Wasser (n=7) behandelt.

Der systolische Ausgangsblutdruck lag bei 167 £ 7 mmHg (POB), 210 £ 7 mmHg
(Nifedipin) und 217 £ 7 mmHg (Kontrolle) (p<0,01).
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Zusammenfassung

Wihrend der folgenden NA-Krisen lag der maximale systolische Blutdruck bei 220 +
11 mmHg (POB), 282 + 8 mmHg (Nifedipin) und 268 + 16 mmHg (Kontrolle)
(p<0,001).

AnschlieBend erhielten die Tiere wihrend der Katecholaminstimulation eine zusétzliche
kontinuierliche Infusion mit Urapidil (Ebrantil®) oder Nifedipin (Adalat pro
infusione®).

Durch eine kontinuierliche Infusion mit Nifedipin - zusitzlich zur POB-Vorbehandlung
- konnte der Blutdruck am effektivsten stabilisiert werden (137 + 5 mmHg (POB), 272
+ 5 mmHg (Nifedipin) 225 + 1 1mmHg (Kontrolle) (p<0,001).

Es konnte gezeigt werden, dass POB verglichen mit Urapidil, Nitrendipin und Nifedipin

hypertensive Krisensituationen am effektivsten vorbeugt.
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6 Summary

Calcium channel blockers and reversible a;-adrenoceptor blockers have been proposed
as alternatives to POB in preoperative antihypertensive treatment of patient with
pheochromocytoma. However these drugs were never sufficiently tested for this

purpose and there are no consistent recommendations for antihypertensive pretreatment.

POB, urapidil, nitrendipine and nifedipine were systemically tested in rats in order to
prove effectiveness in controlling blood pressure during acute and chronic
catecholamine excess as observed in patients with pheochromocytoma.

Rats were treated with norepinephrine (NE) for three weeks via osmotic mini pumps (50
pg/h). Afterwards rats were anaesthetized, catheterized for hemodynamic measurements
and acute catecholamine excess was stimulated by increasing doses of NE (0.1-1000
ug/kg BW IV).

A single dose of POB (10 mg/kg BW, n=4), urapidil (10 mg/kg BW, n=3) and
nitrendipine (600 pg/kg BW, n=6) lowered blood pressure from 212 + 12 mmHg at
baseline by 52 + 7%, 31 + 9% and 50 + 6% resp. Subsequently stimulation of acute
catecholamine excess lead to a maximum blood pressure of 138 + 3 mmHg, 235 +
29mmHg, 240 + 30 mmHg in POB, urapidil and nitrendipine treated animals (p<0.01).
In a second study animals were additionally treated with POB (10 mg/kg BW/d, n=9),
nifedipine (10 mg/kg BW/d, n=10) or vehicle (n=7) for seven days prior to
hemodynamic assessment. Baseline blood pressure was 167 + 7 mmHg (POB), 210 + 7
mmHg (nifedipine) and 217 + 7 mmHg (controls) (p<0.01). During the following NE
challenge maximum blood pressure was 220 + 11 mmHg (POB), 282 + 8 (nifedipine)
and 268 + 16 mmHg (controls) (p<0.001).

Subsequently rats received an additional continous infusion with either urapidil
(Ebrantil®) or nifedipine (Adalat pro infusione®) during acute NE bolus stimulation.

A contious infusion with nifedipine in addition to POB pretreatment showed a
significantly better hemodynamic stability 137 +* 5mmHg (POB), 272 + 5mmHg
(nifedipine) 225 £ 1 1mmHg (controls) (p<0.001).
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Summary

In summary all drugs which were tested in our studies lowered the blood pressure
significantly. However only POB prevented recurring severe hypertensive episodes
within NE excess. A pretreatment with POB and additional continous infusion with

nifedipine provides superior hemodynamic stability.
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7 Anhang

7.1 Steckbriefe der eingesetzten Pharmaka

7.1.1 Noradrenalin

Tabelle 19 Noradrenalin

Strukturformel
OH
HC MH-
* Hz .
HC

O OH
OH O

L-(-)-Norepinephrin (+)-Bitartrat [124]
Verwendet L-(-)-Norepinephrin (+)-Bitartrat
N 5785 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland) gelost in Ascorbinsdure 50
mM/NaCl 0,9 % und, via osmotischer
Pumpe verabreicht;
Arterenol® (Sanofi-Aventis,

Deutschland) zur i. v. Bolus-Injektion

Loslichkeit NaCl 0,9 % mit 50mM Ascorbinsiure
[86-88] nach Herstellerempfehlung, zur
Priifung der Loslichkeit wurden
Loslichkeitsversuche durchgefiihrt
Handelsname Arterenol®

Darreichungsform Injektionslésung
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Pharmakodynamik
¢ -/ und B-adrenerger Agonist
Dosisfindung

® Rosenbaum et al. beschreibt Serumspiegel von 10.000-40.000 pg/ml bei Ratten
denen ein Phdochromozytom subkutan implantiert wurde, in Kontroll-Tieren
wurden Werte von 200-400 pg/ml gemessen [91, 92].

e Serumspiegelanstiege auf 21.887 + 5949 pg/ml (ausgehend von 1106 + 291
pg/ml) fiihrten zu einer Erhohung des systolischen Blutdrucks von 131 £ 2 auf
182 + 4 mmHg [92].

¢ Eine Injektion von 0,1 pg/kg/min erhohte den MAP (mittlere arterielle Druck)
um 10 mmHg, 1 pg/kg/min um 25 mmHg und 10 pg/kg/min um 40 mmHg in
Mausen [125].

¢ Eine Infusionsrate von 3 ug NA/kg/min erhohte den Blutdruck um 17% und
den NA-Plasmaspiegel auf 24.740 + 3890 pg/ml in Ratten [126].

e Johnson et al. infundierte Ratten 0,1 mg/kg/h s. c. tiber osmotische Pumpen fiir
sechs Tage und erreichte eine Erhohung des systolischen Blutdrucks von 40
mmHg; der Plasmanoradrenalinspiegel erhohte sich von 330 auf 13.000 pg/ml
(nach einem Tag) und auf 21.000 pg/ml nach sechs Tagen [87, 115].

e Sun et al. infundierte 50 pug NA/kg/h fiir drei bzw. sechs Tage normotensiven
Ratten, der Blutdruck erhohte sich nach sechs Tagen auf 150 mmHg
(Kontrolltiere 123 mmHg), die Herzfrequenz betrug 325/min (Kontrolltiere
255/min) [86].

e Der physiologische Noradrenalinspiegel liegt beim Mensch bei 0-500 ng/l. In
Korrelation mit Tumormanipulationen sind Spiegel um 30.000 ng/l beschrieben
[27].

» Der anzustrebende Spiegel liegt bei etwa 15.000-20.000 pg/ml.

» Wir verabreichten 50 ug/h s. c. iiber eine osmotische Pumpe und
wihlten fiir die Bolus-Applikation einen Dosisbereich von 0,1 pg/kg bis
1000 pg/kg, wobei die hohen Dosen nur bei ausreichender
himodynamischer Stabilitit gegeben wurden.

[65, 72, 87, 88, 115], Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland, Hersteller-/ und Sicherheitsblatt 2006
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7.1.2 Phenoxybenzamin

Tabelle 20  Phenoxybenzamin

Strukturformel

SRR

Phenoxybenzaminhydrochlorid [127]

Verwendet Phenoxybenzaminhydrochlorid BO19, >97
9% Puder (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland) gelost in DMSO
10% und via i. v. Injektion bzw.

osmotischer Pumpe verabreicht

Loslichkeit Ethanol, Propylenglykol, DMSO,
zur Priifung der Loslichkeit wurden
Herstellerempfehlungen herangezogen

und Loslichkeitsversuche durchgefiihrt

[128]
Handelsname Dibenzylin®, Dibenzyran®
Darreichungsform oral, Kapsel
Pharmakodynamik
blockierter Rezeptor o /0, unselektiv
Wirkmechanismus irreversible, nicht-kompetitiv

69



Anhang

Dosisfindung

e Rosenbaum et al. beschreibt eine unvollstindige Rezeptorblockade mit 4 mg/kg
/d 1. p. in der Phdochromzytom-Ratte [91, 92].

e Hamilton et al. applizierte 5 mg/kg i. v. und erreichte eine Reduktion des MAP
um 17% im Hasen [73].

e Raasch et al. verabreichte 10 mg/kg i. v. und beobachtete eine komplette
Blockade des 0,-AR in SHR [116].

¢ Die initiale Dosis beim Menschen liegt bei 10 mg zweimal/d, die maximale
Dosis bei 1 mg/kg/d [8].

» Wir verabreichten 10 mg/kg KG einmalig i. v. und 10 mg/kg/d s. c iiber
eine osmotische Pumpe jeweils gelost in 10% DMSO/Wasser.

[72, 129, 130], Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland, Herstellerinformation und
Sicherheitsdatenblatt 2006
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7.1.3 Urapidil

Tabelle 21  Urapidil

Strukturformel

- TR
O CHEHCHNE

LH = HCI \E":I:CHE

]

Urapidilhydrochlorid [131]

Verwendet Ebrantil® zur Injektion und Infusion

(Altana Pharma, Konstanz, Deutschland);

Handelsname Ebrantil®
Darreichungsform Injektionslosung, Kapseln
Pharmakodynamik
blockierter Rezeptor o-selektiv
Wirkmechanismus reversible, kompetitiv
Dosisfindung

¢ Tauzin-Fin et al. infundierte perioperativ kontinuierlich 10-15 mg/h Urapidil
im Menschen und verabreichte prioperativ 5 mg Prazosin/d und 10-15 mg/h
Urapidil i. v. fiir 3 Tage . Er beschreibt eine sicherer effiziente Alternative in
der Vorbehandlung [28].
¢ Bunag et al. injizierte 10 mg/kg/min Urapidil i. v. in der Ratte, der MAP wurde
um 14% reduziert [118].
¢ Beim Menschen werden 10 bis max. 50 mg langsam i. v. gespritzt.
» Wir verabreichten 10 mg/kg Urapidil i. v. als Bolus, die Infusionsrate

wurde nach Blutdruck (Zielwert 120 mmHg) eingestellt.

[65, 72, 132], Gebrauchs-/ und Fachinformation Ebrantil®, Altana Pharma, Deutschland, 2005
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7.1.4 Nitrendipin

Tabelle 22  Nitrendipin

Strukturformel

Nitrendipin [133]

Verwendet Nitrendipin N144, >95 % Puder (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Deutschland)
gelost in 10% DMSO/Wasser zur i. v.

Injektion

Loslichkeit DMSO, zur Priifung der Loslichkeit
wurden Herstellerempfehlungen

herangezogen und Loslichkeitsversuche

durchgefiihrt [128]

Handelsname Bayotensin®, Jutapress®
Darreichungsform Oral, Tabletten
Pharmakodynamik

¢ Jangwirksamer Calciumantagonist vom Dihydropyridin-Typ

® Wirkung durch reversible Bindung an die a-1c-Untereinheit des Calciumkanals
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Dosisfindung

e Brody et al. verabreichte 100 pg/kg als Bolus i. v. und beobachtete eine
Reduktion des MAP um 39 + 5% in der Ratte [62].
e Teranishi et al. applizierte SHR 600 pg/kg Nifedipin i. v. als Bolus, der
Blutdruck viel um 14-17% [134].
¢ In SHR wurde eine Dosis von 100 pg/kg Nitrendipin 1. v. verabreicht und RR-
Senkungen bis zu 50 mmHg beobachtet [135].
» Wir verabreichten 600 pug/kg Nitrendipin als i. .v Bolus.

[65, 72, 83, 136], Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland, Herstellerinformation und Sicherheitsblatt
2006
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7.1.5 Nifedipin

Tabelle 23  Nifedipin

Strukturformel
(IZIJ M
CHsO-C liIZI—DCH3
| || ©

CHy™ "N "CH;

Nifedipin [137]

Verwendet Nifedipin N 7634, >98 % Puder (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Deutschland)
gelost in 10% DMSO/Wasser zur
Pumpenapplikation;

Adalat® pro infusione (Bayer HealthCare
AG, Leverkusen, Deutschland) als

Infusion
Besonderheiten sehr lichtempfindlich
Loslichkeit Ethanol, DMSO,

zur Priifung der Loslichkeit wurden
Herstellerempfehlungen herangezogen

und Loslichkeitsversuche durchgefiihrt

[128]
Handelsname Adalat® pro infusione, Adalat®
Darreichungsform Infusionslosung, Kapseln
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Pharmakodynamik

e kurzwirksamer Calciumantagonist vom Dihydropyridin-Typ

¢  Wirkung durch reversible Bindung an die a-1c-Untereinheit des Calciumkanals
Dosisfindung

® Hirata et al. verabreichte 3 mg/kg/d via osmotischer Pumpe in normotensiven
Ratten und beschrieb eine diskrete Blutdrucksenkung [138].
e Michaluk et al. applizierte 5 mg/kg/d i. p. ohne Verdnderung des Blutdrucks in
normotensiven Ratten [139].
e Teranishi et al. applizierte SHR 600 pg/kg Nifedipin i. v. als Bolus, der
Blutdruck viel um 14-17% [134].
e Karasawa et al. verabreichte 100 pg/kg Nifedipin i. v. in SHR und beschrieb
RR-Senkungen von etwa 50 mmHg mit kurzem Effekt [135].
» Wir verabreichten 10 mg/kg/d gelost in 10% DMSO/Wasser s.c. via
osmotischer Pumpe.
» Die Infusionsrate wurde nach Blutdruck (Zielwert 120 mmHg)
eingestellt.

[65, 72, 83]; Gebrauchs-/ und Fachinformation Adalat® pro infusione, Bayer HealthCare, 2004; Sigma-
Aldrich Chemie GmbH Herstellerinformation und Sicherheitsblatt 2006
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7.2 Abkiirzungen

Abb. Abbildung

AH Antihypertensivum

ANOVA Varianzanalyse (analysis of variance)

AR Adrenozeptor

Blutdruck gemeint ist der systolischer Blutdruck
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

cDNA copy-Desoxyribonukleinsidure

DAG: Diacylglycerol

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

EDA enddiastolische Fldache (end-diastolic area)
EDD enddiastolischer Durchmesser (end-diastolic diameter)
EKG Elektrokardiogramm

ESA endsystolische Fldche (end-systolic area)
ESD endsystolischer Durchmesser (end.systolic diameter)
FS Verkiirzungsfraktion (fractional shortening)
Gi: inhibitorisches G-Protein

Gs: stimulierendes G-Protein

G-Protein Guanosintriphosphat-bindendes Protein
HR Herzfrequenz (heart rate)

5-HT 5-Hydroxytryptamin

IP3: Inositoltriphosphat

1. v. intravenos

KG Korpergewicht

M Mittelwert (mean)

MAP mittlerer arterieller Blutdruck

Max. Maximum

MEN-2: mutiple endokrine Neoplasie Typ 2

MHz Megahertz

min Minute
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Anhang

Min.
mmHg
M-mode
NA
NaCl
Nif

Nit

PCR
POB:
RR oder RRy
SE

S

SHR

Sys
Tab.

Urap
WHO

Minimum

Millimeter Quecksilbersdule
motion mode

Noradrenalin

Natriumchlorid

Nifedipin

Nitrendipin
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain recation)
Phenoxybenzamin
systolischer Blutdruck
Standardfehler (standard error)
Sekunde

Spontan Hypertensive Ratten
systolisch

Tabelle

Umdrehungen

Urapidil

World Health Organization
Erhohung

Erniedrigung
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