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Verzeichnis der Abkürzungen

°C Grad Celsius

Ca Kalzium

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

D Diffusionskonstante

D-Arginin rechtsdrehendes Stereoisomer von Arginin

dc / dx Konzentrationsänderung pro Streckeninterval

EC50 halbmaximale effektive Konzentration

EDRF endothelium derived relaxing factor

F Diffusionsfläche

GABA Gamma-Aminobuttersäure

GTP Guanosintriphosphat

HCl Salzsäure

iv intravenös

g Gramm

L-Arginin linksdrehendes Stereoisomer von Arginin

L-NAME Nitro-L-Arginin-Methylester

L-NMMA Nitro-Methyl-L-Arginin

m Meter

MAK minimale alveolare Konzentration

min Minute

MG Molekulargewicht

l Liter

mRNA Boten-Ribonukleinsäure

M Mol

NADPH Wasserstoff-Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-

Phosphat

N-Arg Nitro-L-Arginin



NaOH Natronlauge

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NO Stickstoffmonoxid

pH negativer dekadischer Logarithmus der

Wasserstoffionenkonzentration

s Sekunde

T Diffusionsgeschwindigkeit

VRR Verlust des Richtungsreflexes

ZNS zentrales Nervensystem
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1. Einleitung

Anästhesie wird allgemein in Regionalanästhesie und Allgemeinanästhesie

unterteilt. Bei der Regionalanästhesie ist die Schmerzausschaltung mittels

Lokalanästhetikum auf einen bestimmten Körperteil begrenzt und beruht

auf der Blockierung der Reizweiterleitung. Als Allgemeinanästhesie

bezeichnet man die temporäre und reversible Funktionshemmung des

zentralen Nervensystems zur Herbeiführung von Bewußt- und Schmerzlo-

sigkeit. Die Verarbeitung von Sinnesreizen und deren Bewußtwerdung sind

sehr komplexe, weitgehend ungeklärte Prozesse und es gibt demgemäß

bisher keine eindeutigen Erklärungsmodelle für den Zustand der Anästhe-

sie. Bis heute sind weder ihr genauer molekularer Wirkmechanismus noch

ihr Wirkort bekannt. Um genauere Vorstellungen über den Zustand der

Anästhesie zu erlangen, zieht man Rückschlüsse auf Wirkmechanismen aus

den Reaktionen der Lebewesen auf Anästhetika, unter Berücksichtigung

bekannter Stoffwechselwege.

Anästhetika unterteilt man nach der Art ihrer Applikation in volatile und

intravenöse Anästhetika. Zu den volatilen Anästhetika, die in der Klinik

Verwendung finden, gehören Stickoxydul, Halothan, Enfluran, Isofluran,

Desfluran und Sevofluran. Es sind, abgesehen vom Stickoxydul, haloge-

nierte kurzkettige Kohlenwasserstoffe, die im wesentlichen lipophile aber

auch in geringem Maße hydrophile Eigenschaften besitzen. Zu den klinisch

eingesetzten intravenösen Anästhetika gehören die Gruppe der Barbiturate,

Ketamin, Etomidat, Propofol und im weiteren Sinne auch die α2-

Adrenozeptoragonisten. Im Gegensatz zu den volatilen Anästhetika sind

intravenöse Anästhetika chemisch gesehen sehr unterschiedliche Substan-

zen. Allen gemein ist ihre Lipophilie. Hinsichtlich ihrer Pharmakodynamik

lassen sich die einzelnen Substanzen als eher spezifisch über Rezeptoren

wirksame oder als unspezifisch wirksame Substanzen klassifizieren. Die
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meisten Anästhetika werden zu den unspezifisch wirkenden Substanzen

gezählt. Ein Hinweis dafür ist der Umstand, daß diese Substanzen in ihrer

Potenz der um die Jahrhundertwende formulierten Meyer-Overton-

Korrelation entsprechen, welche besagt, daß die anästhetische Potenz mit

der Lipidlöslichkeit einer Substanz zunimmt. Ein weiteres Charakteristikum

unspezifischer Wirkung ist der Umstand, daß sie sich nicht gezielt

antagonisieren läßt.

Als Agonisten des α2-Adrenozeptor zeigen α2-Adrenozeptoragonisten

rezeptorspezifisches Verhalten, da sie sich antagonisieren lassen

und in ihrer erwarteten anästhetischen Potenz nicht der Meyer-

Overton-Regel folgen (Tonner et al. 1997).

Es konnte von verschiedenen Gruppen gezeigt werden, daß

Anästhetika im Stoffwechsel der Reizüberleitung und -

verarbeitung insbesondere an Zellmembranen direkt und an

Strukturen angreifen, die Zellmembranen-assoziiert sind. Als

Beispiel hierfür sind zum einen die Rezeptoren und die Synapsen

als auch die intrazelluläre Kalziumhomöostase zu nennen (Urban

et al. 1995, Johns 1996, Pajewski et al. 1996). Darüber hinaus

können Anästhetika Einfluß auf second-messenger, wie zum Beispiel das

zyklische Guanosinmonophosphat (cGMP) nehmen.

cGMP ist im Organismus ein wichtiger second-messenger. Die cGMP-

Konzentration hängt in Endothelzellen und im ZNS vom Stickstoffmon-

oxidmetabolismus (NO-Metabolismus) ab (Snyder 1992), da die für die

Produktion von cGMP notwendige Guanylylcyclase direkt durch NO

stimuliert wird. Hieraus resultiert die Erkenntnis, daß NO und Anästhetika

auf einen gemeinsamen Stoffwechselweg, nämlich das cGMP-System,

Einfluß nehmen.

NO ist ein sehr kleines Molekül, welches sowohl in hydrophober als auch in

hydrophiler Umgebung löslich ist und daher leicht durch die verschieden-
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sten Medien diffundieren kann. Es ist eine Substanz mit hoher Reaktionsbe-

reitschaft, was seine theoretische Reichweite stark beschränkt. In löslicher

Form wird NO innerhalb von wenigen Minuten zu inaktiven Stickstoff-

Sauerstoffverbindingungen oxidiert. In biologischen Systemen liegt die

Halbwertszeit zwischen 3 und 30 Sekunden, da es als freies Radikal rasch

durch Radikalfängersysteme, insbesondere durch Superoxidasen und

Oxyhämoglobin inaktiviert wird (Moncada et al. 1991, Moncada et al. 1993,

Abu-Soud et al. 1995). NO besitzt eine hohe Affinität zu verschiedenen

Liganden von Proteinen. Wichtige Liganden sind zum Beispiel die Häm-

Gruppe, wie sie im Hämoglobin und in zahlreichen Hämoproteinen

vorkommt, die Cysteingruppe, welche sich im Serumalbumin findet und die

Thiolgruppe, welche im NMDA-Rezeptor enthalten ist (Braughler et al.

1979, Ignarro 1991).

Arginin + O2 Citrullin + NO

NO-Synthase

Ca2+
Calmodulin
NADPH
FAD/FMN
BH4

L-NAME

Abb. 1.1 Schema der NO Synthese aus L-Arginin und Sauerstoff zu Citrullin + NO. Hierfür sind

die Cofaktoren NADPH, FAD und BH4 sowie je nach Art der NO-Synthase Ca und Calmodulin

notwendig. Die verschiedenen Isoformen der NO-Synthase lassen sich durch L-NAME kompetitiv

hemmen.
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Die intrazelluläre Synthese von NO erfolgt über mehrere Redox-Schritte aus

dem Guanidinostickstoff von L-Arginin unter Verwendung von Sauerstoff

(Abb. 1.1). Dieses geschieht mit Hilfe der sogenannten NO-Synthase unter

zusätzlicher Verwendung mehrerer Kofaktoren. Wichtige Kofaktoren sind

das NADPH, Flavinadenindinukleotid, Flavinmononukleotid, Häm,

Tetrahydrobiopterin und Kalzium-Calmodulin (Ca-Calmodulin) (Nathan

und Xie 1994, Wang und Marsden 1995).

Die NO-Synthase läßt sich in drei verschiedene Formen unterteilen. Es

existiert eine induzierbare, auch als immunologisch bezeichnete Form,

deren Aktivität durch die Expression einer bestimmten Boten-

Ribonukleinsäure (mRNA) gesteuert wird. Diese befindet sich in den

Makrophagen und vermittelt die Zytotoxizität. Die beiden anderen

Isoformen der NO-Synthase sind an den Calmodulin-Komplex assoziiert,

sie werden gewebsspezifisch als endotheliale oder als neuronale NO-

Synthase bezeichnet. Eine lokale Konzentrationserhöhung von Ca führt bei

diesen Isoenzymen zur Bildung eines Ca-Calmodulin-Komplexes und

überführt die NO-Synthase kurzfristig in ihre aktive Form (Bredt und

Snyder et al. 1992).

Die endotheliale Isoform der NO-Synthase kommt in den Endothelzellen

der Blutgefäße vor. Das von der endothelialen Form gebildete NO wirkt,

bekannt als EDRF (Furchgott und Zawadzki 1980), erschlaffend auf die

Gefäßmuskulatur und führt so zu einer Vasodilatation. Anästhetika, sowohl

volatile als auch intravenöse, wirken ebenfalls auf den Gefäßtonus. Ob

dieses über Interaktion mit dem NO-Stoffwechsel in der Endothelzelle oder

auf anderem Wege geschieht, ist derzeit noch umstritten. Bekannt ist

allerdings die Tatsache, daß volatile Anästhetika wie Halothan die

Produktion von NO in Endothelzellen hemmen können (Muldoon et al.

1988) Somit konnte eine Interaktion von Anästhetika mit dem NO-

Metabolismus im Endothel bereits nachgewiesen werden.
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Im ZNS führt die Aktivierung des NMDA-Rezeptors durch seinen

Agonisten Glutamat zur Konzentrationserhöhung von NO um 300% (Bredt

und Snyder 1989). Die cGMP-Konzentration stieg dabei ebenfalls um 300%

an. Daraus folgerten Bredt und Snyder, daß die cGMP-Produktion im ZNS

NO-vermittelt ist, weshalb man NO im ZNS mittlerweile die Eigenschaften

eines second-messenger zuschreibt (Lowenstein et al. 1994). Im ZNS sind

Interaktionen von Anästhetika mit dem cGMP-Stoffwechsel bekannt. So

hemmt Thiopental den NMDA-Rezeptor-vermittelten Anstieg der cGMP-

Konzentration im ZNS (Terasako et al. 1994). Ob dieses wie im Endothel

über eine Interaktion mit dem NO-Metabolismus geschieht, ist noch nicht

abschließend geklärt.

Die neuronale Form der NO-Synthase konnte in hoher Aktivität unter

anderem im Kleinhirn, im Hypothalamus und im Mittelhirn sowie in

geringerer Aktivität im Striatum im Hippokampus und im zerebralen Kortex

nachgewiesen werden (Bredt und Snyder 1992, Forstermann et al. 1990).

Sie fand sich also in Hirnregionen, die an der Steuerung des Schlaf-Wach-

Rhythmus beteiligt sind. Da Anästhetika auf das Bewußtsein Einfluß

nehmen und eben dieses in diesen Regionen gesteuert wird, scheinen

Anästhetika und NO in den gleichen Regionen zu wirken. Da bereits für das

Endothel und im ZNS zahlreiche Interaktionen von Anästhetika mit dem

NO-Metabolismus nachgewiesen wurden, könnte dieses auch hier der Fall

sein.

Die neuronale Form der NO-Synthase läßt sich kompetitiv durch Nitro-L-

Arginin-Methylester (L-NAME) hemmen (Abb. 1.1). Vor diesem

Hintergrund untersuchten Johns und seine Mitarbeiter (1992) die Aus-

wirkung von L-NAME auf die minimale alveolare Konzentration (MAK)

von Halothan bei Ratten. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, daß die

zusätzliche Applikation von L-NAME zu einer MAK-Reduktion von bis zu

51% führte. Dieser Effekt war durch Zugabe des Substrates der NO-
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Synthase L-Arginin voll reversibel. Also scheint die NO-Aktivität Einfluß

auf die Ansprechbarkeit des Organismus für Anästhetika zu haben. Zur

Klärung dieser Frage wurden zwei Vertreter aus der Gruppe der

intravenösen Anästhetika gewählt.

Die Barbiturate stellen eine wichtige Gruppe der intravenösen Anästhetika

dar. Thiopental ist der wichtigste klinische Vertreter aus dieser Gruppe. Es

ist eine seit den dreißiger Jahren bekannte Substanz und durch zahlreiche

pharmakologische und anästhesiologischen Untersuchungen in seinen

Wirkungen und Nebenwirkungen gut erforscht (Ho und Harris 1981,

Richter und Holtman 1982).

Die α2-Adrenozeptoragonisten stellen eine erst kürzlich als

anästhetisch wirksam bekannt gewordene Gruppe der

intravenösen Anästhetika dar. Ein wichtiger Vertreter dieser Gruppe

ist das Dexmedetomidin. Erste Hinweise auf ihre sedierende

Wirksamkeit erhielt man durch pharmakologische Studien mit

Clonidin (Maze und Tranquilli 1991), einer in der Behandlung des

Hypertonus (Wing et al. 1977) lange bekannten Substanz. So

führt Clonidin in Verbindung mit Thiopental zu einer

Konzentrationseinsparung von Thiopental bis zu 60% (Tonner et

al. 1995), wobei Clonidin allein keine erkennbare anästhetische

Potenz besitzt. An Ratten konnte gezeigt werden, daß die

Applikation von Dexmedetomidin die MAC von Halothan deutlich

senkt (Segal et al. 1989). Da Dexmedetomidin eine größere

Selektivität für den α2-Adrenozeptor als Clonidin besitzt

(Virtanen 1989), ist es möglich, mit Dexmedetomidin allein den

Zustand der Anästhesie zu erzeugen (Tonner et al. 1997).

Es wurden Kaulquappen der Gattung Xenopus laevis als Versuchsobjekte

gewählt. Kaulquappen finden schon seit der Jahrhundertwende als

Versuchstiere in der Pharmakologie Verwendung (Overton 1901). Die



- 7 -

Ergebnisse solcher Versuche zur Bestimmung der anästhetischen Potenz

einer Substanz lassen sich mit hoher Korrelation auf Säugetiere übertragen

(Lipnick 1989)

Ziel dieser Arbeit ist es, zu klären, ob die Inhibition des NO-Metabolismus

zur Veränderung der anästhetischen Potenz der intravenösen Anästhetika

Thiopental und Dexmedetomidin führt, wie bereits für Halothan (Johns et

al. 1992) und Isofluran (Pajewski et al. 1996) gezeigt werden konnte. Aus

der Klärung dieser Frage ließen sich weitere wichtige Hinweise auf den

molekularen Wirkmechanismus von Anästhetika gewinnen, wie zum

Beispiel auf die Frage, ob volatile und intravenöse Anästhetika einen

gemeinsamen Wirkmechanismus besitzen. Aus der Möglichkeit, mit NO-

Synthase-Inhibitoren die anästhetische Potenz von Anästhetika zu steigern,

ließen sich unter Umständen neue Medikamente entwickeln, die den

Anästhetikaverbrauch reduzieren könnten.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Mit Genehmigung (Nr. 33/94) der örtlichen Tierschutzkommission wurden

als Versuchstiere Kaulquappen der Gattung Xenopus laevis aus dem

Bestand der Versuchstierhaltung des Universitäts-Krankenhauses

Eppendorf, Hamburg, verwendet. Alle Tiere eines Versuches stammten aus

einem Laich. Die Tiere wurden bei 18,0° C Raumtemperatur gehalten und

artgerecht gefüttert.

Das Einschlußkriterium für die Teilnahme an den Versuchen war eine

Körperlänge von mindestens 8 mm und maximal 15 mm. Diese Größe

wurde zwischen dem 7. und 10. Tag der Kaulquappenentwicklung erreicht.

Jedes Tier nahm nur an einem Versuch teil, und es wurden nur solche Tiere

verwendet, die bei Versuchsbeginn sehr lebhafte Reaktionen auf

Vibrationen und Erschütterungen des Beckens zeigten. Die

Versuchslösungen wurden vor dem Einsetzen der Tiere auf

Raumtemperatur gebracht und ausreichend oxygeniert.

Die Versuche wurden über mindestens 120 Minuten durchgeführt, während

dieser Zeit wurde alle 10 Minuten der Richtungsreflex überprüft. Nach den

Versuchen wurden die Kaulquappen wieder in reines Wasser zurückgesetzt,

wo sehr schnell eine Erholung der Tiere zu beobachten war. Anschließend

gingen die Tiere wieder in den Bestand der Versuchstierhaltung des

Universitäts-Krankenhauses Eppendorf über. Alle Versuche wurden

mindestens zweimal durchgeführt.

2.2. Reflexprüfung bei den Versuchstieren

Die Durchführung der Versuche fand in entsprechend gekennzeichneten

1000 ml Bechergläsern statt. Alle 10 Gläser wurden im Abstand von einer
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Minute mit mindestens 10 und maximal 13 Kaulquappen bestückt. Die erste

Reflexprüfung fand nach 10 Minuten statt. Es wurde hierfür eine

Glaspipette verwendet, die vorher durch Erhitzen zu einem Haken am Ende

umgebogen worden war. Zur Prüfung des Richtungsreflexes wurden alle

Tiere nacheinander mit der Glaspipette auf den Rücken gedreht. Dieses

geschah möglichst vorsichtig, um die Tiere nicht durch Schmerzreize zu

aktivieren. Der Zustand der Anästhesie war definiert als Verlust des

Richtungsreflexes für mehr als 5 s (Alifimoff et al. 1987, Tonner et al.

1992, Tonner et al. 1995). Wenn das Tier sich nach 5 s nicht wieder in seine

Ausgangslage gedreht hatte, wurde es als anästhesiert gezählt (Abb. 2.1).

Die Reflexprüfung wurde über eine Dauer von zwei Stunden nach Einsetzen

der Tiere in die Bechergläser durchgeführt. Um sicherzustellen, daß unter

konstanten Bedingungen gearbeitet wurde, wurden alle Versuche

mindestens 30 Minuten lang nach Auftreten einer stabilen Reaktionslage

fortgeführt. Anschließend wurden die Tiere wieder in reines Wasser

zurückgesetzt.

Abb. 2.1 Modell einer Versuchsreihe mit von links nach rechts aufsteigender Konzentration von

Anästhetika. Mit zunehmender Konzentration verbleiben die Kaulquappen nach vorsichtigem

Wenden in dieser Position Der Richtungsreflex ist erloschen und die Kaulquappen werden als

anästhesiert gezählt.
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2.3. Substanzen

2.3.1. Thiopental

Als Ausgangslösung für die Versuche wurde eine 1 mM Thiopental-Lösung

hergestellt. Hierzu wurden 264,3 mg Thiopental (Abb. 2.2) in einem Liter

Leitungswasser mit einer Temperatur von 20,0°C unter Rühren auf dem

Magnet-rührer gelöst. Anschließend wurde die Lösung mit Hilfe des pH-

Meters auf einen pH-Wert von 7,0 ± 0,05 mit 1 M HCl-Lösung titriert.

Um die gewünschte Konzentration an Substanz in einem Becherglas zu

erhalten, wurde eine vorher errechnete Menge Ausgangslösung mit

Leitungswasser auf 500 ml aufgefüllt. Die bei den Versuchen benutzen

Konzentration lagen zwischen 1 und 100 µM. Zur Herstellung einer

Verdünnungsreihe mit abnehmender Konzentration an Thiopental wurde für

jedes Becherglas der Anteil an Ausgangslösung entsprechend vermindert.

Das für die Verdünnung verwendete Leitungswasser wurde vorher auf einen

pH-Wert von 7,0 ± 0,05 titriert.

H

S

O

OH

CH2

CH CH2 CH2

CH3

CH3

CH3

N

N
Thiopental

Abb. 2.2. Strukturformel von Thiopental

2.3.2. Dexmedetomidin

Dexmedetomidin, 4(5)-[1-(Dimethylphenyl)ethyl]-Imidazol ist ein selek-

tiver α2-Adrenozeptoragonist (Abb. 2.3). Auch hier wurde zunächst
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eine Ausgangslösung mit einer Molarität von 0,1 mM hergestellt, hierfür

wurde Trockensubstanz der Firma Orion / Farmos Pharmaceutica, Turku,

Finnland verwendet. Die Herstellung der Verdünnungsreihe erfolgte analog

zu der von Thiopental. Die verwendeten Konzentrationen für

Dexmedetomidin lagen zwischen 0,1 und 20 µM.

C

H

H

CH3 CH3

CH3

N

N

Dexmedetomidin
Abb. 2.3. Strukturformel von Dexmedetomidin

2.3.3. L-NAME

Als Ausgangslösung wurde eine 10 mM L-NAME Lösung durch Lösen von

2,69 g in einem Liter Leitungswasser hergestellt. Anschließend wurde die

L-NAME Ausgangslösung mit Hilfe des pH-Meters unter Verwendung von

1 M HCl-Lösung auf einen pH-Wert von 7,0 ± 0,05 titriert.

Die Herstellung der Verdünnungsreihe für die Versuche mit L-NAME

allein fand in gleicher Weise statt, wie es bei den Versuchen mit Thiopental

und Dexmedetomidin der Fall war Es wurden Konzentrationen zwischen

1 µM und 10 mM verwendet.

Für die Versuche mit L-NAME in Kombination mit einem Anästhetikum

wurde eine vorher errechnete Menge Thiopental bzw. Dexmedetomidin

Ausgangslösung mit einem ebenfalls errechneten Volumen L-NAME-

Lösung vermischt und anschließend mit Leitungswasser auf 500 ml

aufgefüllt. Zur Herstellung einer Verdünnungsreihe mit abnehmender

Konzentration an Anästhetikum wurde für jedes Becherglas der Anteil an
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jeweiliger Ausgangslösung entsprechend vermindert. Nach dem Mischen

wurde der pH-Wert aller Lösungen der Verdünnungsreihe kontrolliert. Der

pH-Wert sollte bei 7,0 liegen, da dieses dem pH-Wert der physiologischen

Umgebung der Kaulquappen entspricht. Es wurden L-NAME

Konzentrationen von 500 µM und 1000 µM verwendet.

2.3.4. L-Arginin

L-Arginin ist ein Substrat der NO-Synthase. Es wurde zunächst eine 10 mM

Ausgangslösung hergestellt, dazu wurde die abgewogene Menge in

Leitungswasser unter Verwendung eines Magnetrührers bei Zimmertem-

peratur über einen Zeitraum von einer halben Stunde gelöst und anschlies-

send mit Hilfe des pH-Meter mit 1 M HCl auf einen pH-Wert von 7,0 ±

0,05 titriert. Die Versuchslösungen setzten sich aus entsprechend

errechneten Anteilen der Ausgangslösungen für Anästhetikum, L-NAME

und L-Arginin, zusammen. Die jeweilige Menge der Ausgangslösungen

wurden miteinander vermischt und mit Leitungswasser auf 500 ml

aufgefüllt. Zur Herstellung einer Verdünnungsreihe mit abnehmender

Anästhetika-Konzentration wurde der jeweilige Anteil an Ausgangslösung

des Anästhetikum entsprechend reduziert. Abschließend erfolgte für jedes

Becherglas eine erneute pH-Messung mit Einstellung auf eine pH-Wert von

7,0 ± 0,05. Die verwendete L-Arginin-Konzentration in den

Versuchsgläsern lag nach Vermischen mit Anästhetika-Lösung und der

übrigen Agenzien und Wasser bei 1 mM.

2.3.5. D-Arginin

D-Arginin ist das Stereoisomer des L-Arginin. Es besitzt die gleichen

chemischen Eigenschaften wie L-Arginin, kann aber von der NO-Synthase

nicht als Substrat verwendet werden. Auch hier wurde zunächst eine 10 mM
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Ausgangslösung mit D-Arginin hergestellt, dazu wurde die abgewogene

Menge in Leitungswasser unter Verwendung eines Magnetrührers bei

Zimmertemperatur über einen Zeitraum von einer halben Stunde gelöst und

anschließend mit Hilfe des pH-Meter mit 1 M HCl auf einen pH-Wert von

7,0 ± 0,05 titriert. Zur Herstellung der Versuchslösungen wurden die

Ausgangslösungen für Anästhetikum, L-NAME und D-Arginin nach

errechneten Anteilen miteinander vermischt und mit Leitungswasser auf

500 ml aufgefüllt. Um eine Verdünnungsreihe mit abnehmender

Konzentration an Anästhetikum herzustellen, wurde der jeweilige Anteil an

Ausgangslösung des Anästhetikums entsprechend reduziert. Abschließend

erfolgte für jedes Becherglas eine erneute pH-Messung mit Einstellung auf

einen pH-Wert von 7,0 ± 0,05. Es wurde eine Konzentration von 1 mM D-

Arginin verwendet.

2.4. Verdünnungsreihen

Als Basisversuch wurde für die Anästhetika Thiopental und

Dexmedetomidin die halbmaximale Konzentration EC50 allein bestimmt,

hierfür wurden verschiedene Verdünnungsreihen mit 10 Meßpunkten um

die EC50 in einem Bereich für Thiopental von 1 µM bis 100 µM, und für

Dexmedetomidin von 0,1 µM bis 20 µM gewählt. Im zweiten Schritt

wurden Versuche ohne Anästhetikum nur mit L-NAME in einem Bereich

von 1 µM bis 10 mM durchgeführt. Die darauf aufbauenden Versuche

waren eine Kombination einer festen Konzentration von Thiopental, 30 µM

bzw. 40 µM, mit einer Verdünnungsreihe von L-NAME, um die

Konzentration von L-NAME mit der maximalen Wirkungsstärke zu finden.

Als nächster Schritt wurden die Anästhetika als Verdünnungsreihe mit L-

NAME in einer Konzentration von 0,5 mM und 1 mM kombiniert.

Daraufhin wurden wieder Versuche in einer Kombination aus Anästhetika

und L-NAME durchgeführt, um bei Erreichen von stabilen Reflexantworten
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L-Arginin bzw. D-Arginin in die Bechergläser zu geben. Die

Konzentrationen in den Versuchsgläser an L-NAME und Anästhetikum

wurden hierbei konstant gehalten, um einen Verdünnungseffekt

auszuschließen.

2.5. Statistische Auswertung

Alle Versuche wurden dreimal durchgeführt. Aus den Ergebnissen der

Verdünnungsreihen wurde eine Konzentrationswirkungskurve berechnet.

Hierfür wurden die Konzentrationen der Testsubstanzen in logarithmischer

Einteilung auf der Abszisse, die Anzahl der Tiere mit negativer

Reflexantwort relativ in Prozent auf der Ordinate aufgetragen. Nach der

Methode von Waud (Waud, 1972) für quantale biologische Daten wurden

aus den Konzentrationswirkungskurven die EC50 sowie die Steigungen der

Kurven berechnet. Der statistische Vergleich unterschiedlicher

Konzentrationswirkungskurven der EC50-Werte erfolgte mit dem Student-t-

Test für unverbundene Stichproben. Signifikanz wurde auf dem 5% Niveau

(p<0,05) angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 L-NAME

Zur Überprüfung, ob L-NAME eine eigene anästhetische Potenz besitzt,

wurde eine Versuchsreihe nur mit L-NAME durchgeführt. Hier zeigte sich,

daß bei Lösungen in einem Bereich von 1 µM bis 10 mM keine Verhaltens-

änderung der Kaulquappen im Vergleich zur Kontrollgruppe über eine

Beobachtungsdauer von zwei Stunden zu beobachten war. Die Kaulquappen

der Kontrollgruppe befanden sich unter ansonsten gleichen Bedingungen in

reinem Leitungswasser. Es trat kein Verlust des Richtungsreflexes auf, und

auch im Vigilanzverhalten zeigten sich keine Anzeichen, die auf eine

etwaige Intoxikation hätten schließen lassen. Erst ab einer Konzentration

von 100 mM wirkten die Tiere etwas verlangsamt in ihrer Reaktion auf

Stimulation, so daß man von einer beginnenden anästhetischen Wirkung

bzw. Intoxikation bei diesen Konzentrationen ausgehen kann. Da bei darauf

folgenden Versuchen mit L-NAME Konzentrationen von 1 mM bzw. 0,5

mM verwendet wurden, können anästhetische Effekte sicher ausgeschlossen

werden.

3.2.1. Thiopental

Bei den Basisversuchen mit Thiopental allein wurde im Vergleich zu den in

der Literatur berichteten Ergebnissen (Downes und Courogen 1996) keine

wesentliche Abweichung festgestellt. Die berechnete Konzentrations-

wirkungskurve (Abb. 3.1) zeigte einen sigmoidalen Verlauf mit einer

ansteigenden Zahl von anästhesierten Tieren bei steigender Konzentration

von Thiopental. Die EC50, die aus der Konzentrationswirkungskurve

berechnet wurde, lag mit 25,5 ± 2.0 µM und einer Steigung von 2,1 ± 0,3 im

erwarteten Bereich (Tab. 3.1).
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3.2.2. Thiopental plus L-NAME

Bei den Kombinationsversuchen mit Thiopental und L-NAME wurden

zunächst Versuche zur Bestimmung der optimalen Konzentration von L-

NAME durchgeführt. Zu einer Konzentration von 30 µM Thiopental wurde

mit L-NAME in steigender Konzentration von 10 µM bis 3 mM kombiniert.

Bei Konzentrationen, die über 800 µM L-NAME lagen, zeigte sich keine

weitere Potenzsteigerung von Thiopental. Alle weiteren Versuche zur

genauen Bestimmung der EC50 von Thiopental wurden mit einer Konzen-

tration von 500 µM und 1000 µM L-NAME durchgeführt. Für die Versuche

mit 1000 µM L-NAME zeigte die errechnete Konzentrationswirkungskurve

Abb. 3.1 Konzentrationswirkungskurve für Thiopental mit und ohne L-NAME in

halblogarithmischer Darstellung für den Verlust des Richtungsreflexes (VRR) bei Kaulquappen.

Auf der Abszisse ist in logarithmischer Darstellung die Konzentration von Thiopental aufgetragen.

Auf der Ordinate ist der Verlust der VRR in Prozent dargestellt. Die Steigung der Kurve wurde

nach der Methode nach Waud (1972) für quantale biologische Daten berechnet.
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einen ähnlichen Kurvenverlauf  (Abb. 3.1) und ähnliche Steigung, 2,3 ± 0,3,

wie die Konzentrationswirkungskurve von Thiopental allein. Die EC50

erreichte einen Wert von 14,6 ± 0,5 µM (Tab. 3.1), was einer signifikanten

Konzentrationsreduktion von 43% entspricht.

3.3.1. Dexmedetomidin

Bei den Basisversuchen mit Dexmedetomidin zeigte sich bei logarith-

mischer Darstellung ein sigmoidaler Kurvenverlauf (Abb1 3.2) mit einer

EC50, errechnet aus der Kurve, von 7,8 ± 0,6 µM und einer Steigung der

Kurve von 0,94 ± 0,1 (Tab. 3.1). 30 min nach Versuchsbeginn waren die

Ergebnisse bei den jeweiligen Versuchen stabil.
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Abb. 3.2 Konzentrationswirkungskurve für Dexmedetomidin mit und ohne L-NAME in

halblogarithmischer Darstellung für den Verlust des Richtungsreflexes (VRR) bei Kaulquappen.

Auf der Abszisse ist in logarithmischer Darstellung die Konzentration von Dexmedetomidin

aufgetragen. Auf der Ordinate ist der VRR in Prozent dargestellt. Die Steigung der Kurve wurde

nach der Methode nach Waud (1972) für quantale biologische Daten berechnet.
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3.3.2. Dexmedetomidin plus L-NAME

Auch bei den Kombinationsversuchen von Dexmedetomidin und L-NAME

zeigte sich, daß der Kurvenverlauf dem der Basisversuche ähnelte. Die

Steigung der Konzentrationswirkungskurve (Abb. 3.2) betrug 1,1 ± 0,2.

Auch hier zeigte sich eine ähnliche EC50 Verschiebung wie schon bei den

Kombinationsversuchen mit L-NAME und Thiopental. Die EC50 für

Dexmedetomidin in Verbindung mit L-NAME betrug 3,8 ± 0,2 µM (Tab.

3.1), was einer signifikanten Konzentrationsreduktion von 51% entspricht.

3.4.1. Thiopental plus L-NAME plus L-Arginin

Bei diesen Versuchen befanden sich die Kaulquappen in einer Lösung aus

Thiopental und L-NAME und L-Arginin. Die berechnete

Konzentrationswirkungskurve zeigte einen sigmoidalen Verlauf mit einer

ansteigenden Zahl von anästhesierten Tieren bei steigender Konzentration

von Thio-pental. Die EC50, die aus der Konzentrationswirkungskurve mit

einer Steigung von 2,1 ± 0,3, berechnet wurde, lag bei 21,7 ± 4,3 µM (Tab.

3.1).

3.4.2. Thiopental plus L-NAME plus D-Arginin

Diese Versuche waren im Ablauf identisch mit den Versuchen mit L-

Arginin, nur wurde hier D-Arginin, das Stereoisomer von L-Arginin, in

gleicher Dosis wie bei den L-Arginin-Versuchen zugesetzt. Bei diesen

Versuchen konnte eine EC50 von 14,6 ± 0,5 µM mit ähnlichem

Kurvenverlauf und Steigung wie bei den Vorversuchen beobachtet werden

(Tab. 3.1).
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Substanzkombinationen EC50 in µM Steigung

Thiopental 25,5 ± 2,0 2,1 ± 0,3

Thiopental + L-NAME 14,6 ± 0,5 * 2,3 ± 0,3

Thiopental + L-NAME + L-Arginin 21,7 ± 4,3 2,1 ± 0,3

Thiopental + L-NAME + D-Arginin 14,6 ± 0,5 * 2,3 ± 0,3

Dexmedetomidin 7,8 ± 0,6 0,9 ± 0,1

Dexmedetomidin + L-NAME 3,8 ± 0,2 * 1,1 ± 0,2

Tab. 3.1 Ergebnisse der verschiedenen Versuche mit errechneten Werten für EC50 und Steigung

mit der mittleren Abweichung anhand der Konzentrationswirkungskurven nach der Methode nach

Waud (1972). * Die errechnete EC50 der Anästhetika der Kombinationsversuche ist signifikant

gegenüber der Monosubstanzversuchen vermindert.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, daß die Inhibition der NO-

Synthase mit L-NAME eine signifikante Verminderung der EC50 von

Thiopental und Dexmedetomidin bewirkt. Dieser Effekt ist reversibel, so

daß sich bei Überangebot des Substrates der NO-Synthase L-Arginin der

Einsparungseffekt aufheben läßt. Mit D-Arginin läßt sich der

Einsparungseffekt hingegen nicht aufheben. L-NAME allein besitzt keine

anästhetische Potenz.

Die anästhetischen Effekte waren nach Zurücksetzen der Tiere in reines

Wasser alle voll reversibel, so daß die Kaulquappen innerhalb einer Stunde

in ihren Ausgangszustand zurückkehrten.

4.1.  Bestimmung der anästhetischen Potenz an Kaulquappen

Bei Versuchen zur Bestimmung von anästhetischen Effekten ist es

unerläßlich, die Anzahl der Störfaktoren möglichst gering zu halten. Dieses

ist bei Versuchen am Menschen sehr schwierig, weil hier, allein schon

durch die Komplexität des Organismus, Einflüsse wie Plasmaeiweiß-

bindung, Aufnahme, Verteilung, Metabolismus und Elimination der

Substanz von Bedeutung sind. Aber auch andere Medikamente, die bei der

Anästhesie des Menschen notwendig sind, sind nicht zu kalkulierende

Einflüsse. Daraus ergibt sich, daß der Mensch, als ein sehr komplexes

Wesen, schwerlich geeignet ist, Wirkmechanismen einzelner Substanzen zu

erforschen.

Ziel der Forschung in der Anästhesie ist es, für die erforderliche Art von

Versuchen eine Lebensform zu finden, die zwar einfach ist, aber eine

Mindestkomplexität des Organismus besitzt, damit sich die Versuchsergeb-

nisse aufgrund von ähnlichen Stoffwechselverhältnissen auf den Menschen

übertragen lassen. In diesem Sinne hat Overton um die Jahrhundertwende
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schon gezeigt, daß Kaulquappen hierfür sehr gut geeignet sind (Overton

1901). Es wurden unter standardisierten Bedingungen gut reproduzierbare

Ergebnisse erzielt (Johnson und Flagler 1950). Hierzu trägt bei, daß

Kaulquappen im Wasser gehalten werden, was den Vorteil der einheitlichen

Applikation bietet, da die jeweiligen Substanzen, im Wasser gelöst, über

Diffusion in die Tiere gelangen (Janoff et al. 1981).

Die Diffusiongeschwindigkeit (T) wird nach dem Fickschen Gesetz

beschrieben (Gleichung 4.1) als Produkt aus Diffusionskonstanten (D),

Diffusionsfläche (F) und Konzentrationsänderung pro Streckenintervall (dc

/ dx) (v. Sengenbusch 1979)

T = DF (dc / dx)

Gleichung 4.1. Ficksches Diffusionsgesetz: T = Diffusionszeit, D = Diffusionskonstante, F =

Fläche, dc = Konzentrationsänderung, dx = Wegänderung

Die Diffusionsgeschwindigkeit ist abhängig von der Diffusionskonstanten,

diese wiederum vom Molekulargewicht. Kleine Verbindungen wandern

schneller als große. Zum anderen wird die Diffusionsgeschwindigkeit

bestimmt von dem Oberflächen-Volumen-Verhältnis. Eine große

Diffusionsfläche und eine kurze Diffusionsstrecke beschleunigen den

Stoffaustausch. Diese beiden Bedingungen werden eher von kleinen

Körpern erfüllt als von großen, da kleine Lebewesen im Verhältnis zu ihrer

Oberfläche ein kleines Volumen und einen kleinen Körperradius besitzen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Kaulquappen hatten eine Gesamtkörper-

länge von 10 bis 13 mm und einen Körperradius von 2,5 bis 3 mm. Die

Diffusionsgeschwindigkeit in Wasser bei 20 °C für kleine wasserlösliche

Substanzen, wie z.B. für Fluoreszein (mit einem Molekulargewicht von

332) beträgt 0,08 mm/s (Fels 1973). Daraus ergibt sich eine Diffusionszeit

von 37 Sekunden für 3 mm Diffusionsstrecke. Da das Molekulargewicht der
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von uns eingesetzten Substanzen zwischen 200 und 263 lag, konnte man

eine noch größere Diffusionsgeschwindigkeit erwarten.

Die Tatsache, daß konstante Ergebnisse erst zum Teil nach 1 Stunde

erreicht werden, hat verschiedene Ursachen: Die Diffusionszeit im Gewebe

wird im Wesentlichen von der Fähigkeit einer Substanz, durch biologische

Membranen zu wandern, bestimmt; nur lipophile Substanzen und Gase

können rein passiv in Zellen diffundieren. Der Übertritt durch die

Membranen verlangsamt die Diffusionsgeschwindigkeit. Sie ist in Zellen

durch den hohen Eiweißgehalt des Zytosols geringer als in Wasser (Schmidt

1992).

Das Volumen der Testlösung ist im Vergleich zum Volumen der Tiere um

ein so Vielfaches größer, daß selbst nach Diffusion der in der Testlösung

befindlichen Substanzen in die Kaulquappen ein meßbarer

Konzentrationsabfall in den Testlösungen nicht stattfindet. Dieses bedeutet,

daß die in den Testlösungen vorhandene Konzentration nach entsprechender

Diffusionszeit den Gewebskonzentrationen der Tiere entsprechen.

Der Sauerstoffbedarf der Kaulquappen während der Versuche wird durch

den Sauerstoffgehalt der Lösungen ausreichend gedeckt, so daß keine

zusätzliche Vorrichtung zur Sauerstoffanreicherung des Wassers notwendig

ist. Dieses zeigten Beobachtungen von Dodson und Miller (1985) mit

relaxierten Kaulquappen, die mindestens 120 Minuten lang ohne zusätzliche

Sauerstoffanreicherung des Wassers beobachtet wurden und keine

Einschränkung der Vitalfunktionen erkennen ließen. Da es unter stabilen

Bedingungen über einen Beobachtungszeitraum von 60 Minuten zu keinen

Reaktionsänderungen der Kaulquappen kam, können Stoffwechselprozesse

der Tiere ebenfalls vernachlässigt werden (Dodson und Miller 1985).

Lipnick zeigte 1989, daß sich Overtons Ergebnisse für die anästhetische

Wirkung von Alkoholen an Kaulquappen gut auf Säugetiere übertragen

lassen (Lipnick 1989), da die Konzentrationsbereiche zur Auslöschung des
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Richtungsreflexes bei der Kaulquappe in etwa in dem Bereich der

Plasmakonzentrationen lagen, die für den gleichen Effekt beim Säugetier

notwendig sind. Das gleiche konnte auch für intravenöse Anästhetika

gezeigt werden (Halsey et al. 1986). Da Amphibien und Säugetiere sehr

ähnlich auf die unterschiedlichsten Anästhetika reagieren, scheinen bei

beiden Arten ähnliche Wirkmechanismen im ZNS stattzufinden. Dieses ist

anscheinend insbesondere bei der Ausstattung des ZNS mit Messenger und

second-Messenger-Systemen der Fall.

Kaulquappenversuche sind in der Anästhesie ein standardisiertes Verfahren

zur Bestimmung der Potenz einzelner Substanzen (Overton 1901, Johnson

und Flagler 1950, Halsey et al. 1986, Downes und Courogen 1996). Da

schon sehr viele Daten über die Reaktionseigenschaften von Kaulquappen

vorliegen, bietet sich dieses Modell an, um ganz neue Substanzen zu

untersuchen und die Wirksamkeit dieser Substanzen mit der bereits

bekannter Substanzen zu vergleichen.

Einschränkungen für Versuchsmöglichkeiten am Kaulquappenmodell gelten

für Substanzen, die über einen spezifischen Wirkmechanismus wirken.

Insbesondere für Opioide (Dodson und Miller 1985) ist bei den Amphibien

eine um den Faktor 10000 höhere Konzentration für das Unterdrücken eines

Schmerzreizes gegenüber dem Säuger nötig. Hier muß man artspezifische

Unterschiede in der Rezeptorstruktur annehmen.

Für den α2-Adrenozeptor (Tonner et al. 1995) differieren die Konzen-

trationen zwischen Amphibium und Säuger nur um den Faktor 100. Der α2-

Adrenozeptor läßt sich beim Säuger in die Untertypen α2A-, α2B-, α2C- und

α2D-Adrenozeptor unterteilen. Bei Fröschen konnte gezeigt werden, daß sie

über nur eine Art des α2-Adrenozeptors verfügen, der dem α2A-

Adrenozeptor pharmakologisch entspricht (Herman et al. 1996). So scheint

es, als hätte die evolutionsbiologische Weiterentwicklung des α2-

Adrenozeptors in seine Untertypen erst bei höheren Spezies stattgefunden.
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Dies wäre eine Möglichkeit, die bessere Korrelation ohne völlige

Übereinstimmung bei evolutionsbiologisch höheren Arten mit Säugetieren

zu erklären.

Eine Kaulquappe wird als anästhesiert gewertet, wenn sie sich nicht nach

vorsichtigem Wenden mit einer präparierten Glaspipette innerhalb von fünf

Sekunden wieder in die Ausgangslage gedreht hat. Der Verlust des

Richtungsreflex ist erstmals um die Jahrhundertwende als ein Zeichen für

Anästhesie definiert worden (Overton 1901). Mit dieser Art der Prüfung ist

man in der Lage, zwischen Anästhesie und Analgesie zu unterscheiden, da

kein schmerzhafter Reiz auf die Tiere ausgeübt wird. (Downes und

Courogen 1996). Da das vorsichtige Wenden der Tiere keinen Schmerzreiz

bei den Kaulquappen auslöst, beeinflußt reine Analgesie das

Reflexverhalten nicht. (Dodson und Miller 1985). Diese Differenzierung ist

bei Substanzen mit einer Mischwirkung aus Anästhesie und Analgesie zur

Beurteilung der rein anästhetischen Komponente von Bedeutung, wie es bei

α2-Adrenozeptoragonisten, wie Clonidin (Paalzow und Paalzow 1982) und

dem Dexmedetomidin der Fall ist (Virtanen 1989).

Der NO-Metabolismus ist im Gegensatz zu den hochkomplizierten

Rezeptorsystemen eher einfacher Natur. Dieses ist der Grund, weshalb man

diesem System einen frühen evolutionsbiologischen Ursprung zuspricht.

Diese Auffassung wurde durch den gezielten Nachweis der NO-Synthase in

Lebensformen bestätigt, welche insgesamt einen alten

evolutionsbiologischen Aufbau besitzen (Moncada 1991). Hierzu zählen

insbesondere einige Arthropodenarten, zum Beispiel die nordamerikanische

Königskrabbe (Radomski et al. 1991). Dieses second-messenger-System

blieb im weiteren Verlauf der Evolution ein fester Bestandteil der

Signaltransduktion. So findet sich die NO-Synthase bei Amphibien, so zum

Beispiel Xenopus laevis (Crowe et al. 1995, Allaerts et al. 1998), aber auch

bei Säugetieren (Bredt und Snyder 1992).
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4.2. Die Rolle von NO zur Signalübermittlung im ZNS

NO liegt unter physiologischen Bedingungen als Gas vor. Es ist ein sehr

kleines Molekül mit lipophilen und hydrophilen Eigenschaften. Es kann

daher sehr schnell durch biologische Membranen diffundieren und so leicht

den intrazellularen Raum erreichen, ohne auf einen spezifischen Transporter

angewiesen zu sein (Ignarro 1990). NO hat eine sehr kurze biologische

Halbwertszeit von unter 5 Sekunden, so daß NO nur in unmittelbarer

Umgebung des Syntheseortes wirksam ist (Ignarro 1990). Unter physiologi-

schen Bedingungen im Bereich von pH 7 ist NO nicht sehr reaktiv, aber es

besitzt paramagnetische Eigenschaften, was seine große Affinität zu Eisen

in Hämgruppen erklärt (Ignarro et al. 1982). Es reagiert mit den unter-

schiedlichen Hämgruppen zu Nitrosyl-Häm, welches sehr viel stabiler als

freies NO ist. Das für NO wichtigste Hämoprotein ist die cytoplasmatische

Guanylylcyclase (Ignarro 1990), wobei die nitrosylierte Form der

Guanylylcyclase den aktivierten Zustand dieses Enzyms darstellt. In der

aktivierten Form produziert die Guanylylcyclase unter stöchiometrischem

Verbrauch von Guanosintriphosphat (GTP) cGMP, welches den Aktivitäts-

grad von Ionenkanälen (Milbourne und Bygrave 1995) und Proteinkinasen

(Thomas et al. 1990) verändert, und somit als intrazellulärer Botenstoff

identifiziert werden konnte (Thomas et al. 1990, Brann 1997).

Die Herstellung von NO im Organismus wird durch die NO-Synthase

katalysiert. Die NO-Synthase kommt in mindestens drei verschiedenen

Isoformen vor. In neuronalen Zellen (Bredt und Snyder 1992) ebenso wie in

vaskulären Endothelzellen befindet sich jeweils eine durch Ca-Calmodulin

stimulierbare NO-Synthase, auch als konstitutive Form bezeichnete NO-

Synthase. Die neuronale und die endotheliale Form sind sich funktionell

ähnlich, weisen aber dennoch einige Unterschiede in ihrer Feinstruktur auf.

Bei den Isoformen der Neuronen und der Endothelzellen führt eine
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Konzentrationserhöhung von Ca zu einer Komplexbildung mit dem

Calmodulin der NO-Synthase zum Ca-Calmodulin-Komplex, welcher durch

Strukturänderung eine Aktivierung der NO-Synthase bewirkt (Ignarro

1990). Nach Exposition gegenüber Zytokinen oder bakteriellen

Lipopolysacchariden exprimieren Makrophagen, mesangiale und glatte

Muskelzellen, aber auch Endothelzellen eine Ca-unabhängige, durch mRNA

induzierbare NO-Synthase (Moncada 1992).

Alle NO-Synthasen verwenden L-Arginin als Substrat und NADPH als Co-

Enzym, um die Produkte NO und L-Citrullin zu erzeugen. Schließlich

wurde gezeigt, daß die Stimulation des NMDA-Rezeptors durch Glutamat

einen Ca-Einstrom in die Zelle bewirkt. Dieses führt über eine Aktivierung

der konstitutiven Form der NO-Synthase zur lokalen Konzentrationserhö-

hung von NO, welche wiederum die Synthese von cGMP bewirkt (Bredt

und Snyder 1989). Es läßt sich also eine Signalkette vom Glutamat, welches

einen wichtigen Neurotransmitter darstellt, bis zum cGMP über die Bildung

von NO durch die NO-Synthase herstellen. Also ist NO als second-

messenger ein fester Bestandteil in der rezeptorvermittelten Reizverarbei-

tung im ZNS.

Der direkte Nachweis von NO ist aufgrund seiner Eigenschaften als sehr

kurzlebige flüchtige Substanz zum einen und dem Umstand, daß NO nur

lokal in geringer Konzentration vorkommt, sehr aufwendig und in vivo

kaum praktikabel (Lowenstein et al. 1994). Man verwendet in den meisten

in-vivo- und in-vitro-Studien indirekte Meßmethoden. So wird die Blockade

der NO-Synthase durch spezifisch wirkende Substanzen häufig angewandt.

Es finden unter anderem L-Arginin-Analoga, welche das Substrat

kompetitiv verdrängen, Verwendung. Hierzu zählen zum Beispiel Nitro-L-

Arginin (N-Arg), Nitro-Methyl-L-Arginin (L-NMMA) und L-NAME

(Pajewski et al. 1996, Adachi et al. 95). Unter diesen Analoga ist L-NAME

die am häufigsten eingesetzte Substanz, für welche daher in der Literatur
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eine große Menge an Daten vorliegt (Cameron und Hinson 1993, Johns

1993). Der Effekt von L-NAME auf die NO-Synthase ist reversibel und läßt

sich durch die Anwesenheit des Substrates der NO-Synthase L-Arginin im

Überfluß wieder aufheben.

4.2.1. Lokalisation der NO-Synthase im ZNS

Bei Messungen der NO-Aktivität in den verschiedenen Teilen des Zentralen

Nervensystems findet man die höchste Konzentration im Kleinhirn, gefolgt

von Hypothalamus, Mittelhirn, Corpus striatum und Hippocampus, und mit

der geringsten Aktivität in der Medulla oblongata (Forstermann et al. 1990,

Egberongbe et al. 1994).

Erwähnenswert ist hier, daß Teile des Hypothalamus wesentlich für die

Steuerung des Schlaf-Wachzyklus verantwortlich sind (Parkes 1985,

Tokunaga et al. 1998). Und so konnte die NOS auch in hoher Konzentration

im Hypothalamus nachgewiesen werden (Forstermann et al. 1990). Dieser

Teil des Hypothalamus ist in besonderer Weise mit der Steuerung des

Schlafes verknüpft. So steuert er unter anderem den Wechsel zwischen

REM und NON-REM-Phasen (Parkes 1985).

4.2.2.  Wirkung von Anästhetika auf die rezeptorvermittelte Sig-

nalübermittlung im ZNS und die Bedeutung von NO

Ein entscheidender Wesenszug von Anästhetika ist die Beeinflussung der

Signalverarbeitung im ZNS. Unter anderem sind Rezeptoren im ZNS ein

wichtiger Bestandteil im Prozeß der Sinnesverarbeitung. Zentral wirkende

Anästhetika nehmen auf verschiedene Rezeptoren Einfluß (Johns 1996).

Diese Rezeptoren werden nach ihrer Funktion in aktivierende und

hemmende Rezeptoren eingeteilt.
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Zu den aktivierenden Rezeptoren, die in der Anästhesiologie eine Rolle

spielen, gehören der NMDA-Rezeptor und der Azetylcholin-Rezeptor vom

muskarinen Typ (Durieux 1995, Fibiger et al. 1991). Die Aktivierung der

Rezeptoren führt über den oben beschriebenen Weg zur NO-vermittelten

cGMP-Produktion in der Zelle. (Johns 1996). Volatile Anästhetika wie

beispielsweise Halothan wirken hemmend auf den m1-muskarinergen

Acetylcholin-Rezeptor (Durieux 1995). Und so scheint der m1-

muskarinerge Acetylcholin-Rezeptor in die NO-cGMP-Signalkette mit

eingebunden zu sein (Wotta et al. 1998), da seine Stimulation zur

Veränderung der Ca-Homöostase und damit zu einer Veränderung der

Syntheseleistung der NO-Synthase führt. Für den NMDA-Rezeptor ist eine

enge Verknüpfung mit der NO-cGMP-Signalkette bereits gezeigt worden

(Garthwaite et al. 1989). So konnte für Halothan und Isofluran gezeigt

werden, daß sie zu einer verminderten Konzentration von cGMP im

Kleinhirn führen (Zuo et al. 1996), wobei Halothan in der Kaskade vom

NMDA bis zum cGMP stromabwärts des NMDA-Rezeptors zu wirken

scheint, da keine Aktivitätsänderung des NMDA-Rezeptors, wie es beim

Isofluran der Fall ist, erkennbar ist (Rengasamy et al. 1997).

In diesem Zusammenhang konnte für Halothan (Johns et al. 1992) und

später auch für Isofluran (Pajewski et al. 1996) durch Gabe von L-NAME

eine Reduktion der Syntheserate von NO erreicht werden, was sich in vivo

in einer Reduktion der MAK um bis zu 51,0% bzw. 35,5% für Halothan

bzw. Isofluran auswirkt. Für volatile Anästhetika läßt sich also eine

Signalkette über den m1-muskarinergen Rezeptor oder den NMDA-

Rezeptor bis zum cGMP herstellen. Auf diesem Weg haben volatile

Anästhetika hemmenden Einfluß, so daß sich anscheinend durch zusätzliche

Inhibition der Signalkette an einer zweiten Stelle, nämlich der NO-

Synthase, eine Steigerung der anästhetischen Potenz volatiler Anästhetika

ergibt.
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Für das intravenöse Anästhetikum Thiopental wurde in der hier

vorliegenden Arbeit ebenfalls eine Reduktion der EC50 durch die Inhibition

der NO-Synthase nachgewiesen. Thiopental beeinflußt wie auch Halothan

den NMDA-cGMP-Weg. Nach Stimulation des NMDA-Rezeptors mit

einem Agonisten kommt es physiologischer Weise zum Anstieg der cGMP-

Konzentration. Dieser Effekt bleibt bei Anwesenheit von Thiopental aus

(Terasako et al. 1994). Ein Baustein in der Signalkette vom NMDA-

Rezeptor zur Guanylylcyclase ist der second-messenger NO. Eine

Beeinflussung der NO-Synthase über einen kompetitiven Antagonisten, in

dieser Arbeit das L-NAME, führt zu einer Verminderung der NO-

Konzentration. Diese zusätzliche hemmende Wirkung auf den NO-cGMP-

Weg scheint für die Reduktion der EC50 verantwortlich zu sein.

Zu den hemmenden Rezeptoren zählen der GABA-Rezeptor (Ho und Harris

1981, Nakahiro et al. 1989, Jones et al. 1992) und der α2-Adrenozeptor

(Maze und Tranquilli 1991). Für den GABA-Rezeptor ist bekannt, daß er in

den gleichen Arealen des ZNS häufig vorkommt, in denen eine hohe

Konzentration der NO-Synthase gefunden wurde (Valtschanoff et al. 1992,

Valtschanoff et al. 1995). So ist die Ausschüttung von GABA (Guevara-

Guzman et al. 1994) und die Funktion des Rezeptors NO-cGMP-moduliert

(Bradshaw und Simmons. 1995).

Halothan wie auch die Barbiturate wirken auf den GABA-Rezeptor

stimulierend, also hemmend auf die jeweiligen nachgeschalteten Neurone.

NO wirkt über cGMP deaktivierend auf den GABA-Rezeptor, also wirken

eine Reduzierung von NO und damit cGMP GABA-synergistisch. Daher

ließe sich über diesen Weg ebenfalls ein Synergismus zwischen Anästhetika

und NO-Synthase-Analoga wie L-NAME herstellen.

Auch für den α2-Adrenozeptor ist eine Verbindung mit dem NO-cGMP-

System hergestellt worden (Vulliemoz et al. 1996). Die Stimulation des
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präsynaptisch gelegenen α2-Adrenozeptors mit Dexmedetomidin oder

Clonidin führt zu einer Reduktion von cGMP im Kleinhirn. Diese

Reduktion der cGMP-Konzentration ist NO-vermittelt (Wood et al. 1990).

Der α2-Adrenozeptor findet sich ubiquitär im ZNS, so auch im Locus

coeruleus. Es ist bekannt, daß die Aktivierung des α2-Adrenozeptor mit

einem Agonisten direkt im Locus coeruleus (De Sarro et al. 1987) zu einem

Absinken der Noradrenalin-Konzentration führt (Aghajanian und

VanderMaelen 1982) und gleichzeitig den Verlust des Richtungs-Reflexes

bewirkt (Correa-Sales et al. 1992). So haben Anästhetika inhibitorische

Einflüsse auf die aktivierenden Rezeptoren und aktivieren die inhibitori-

schen Rezeptoren (Diagramm 4.1).

Die in vivo gewonnenen Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit liefern

einen weiteren Beleg für den Zusammenhang zwischen NO-Metabolismus

und dem Wirkungsgrad von Anästhetika.

NMDA-Rezeptor / m1-ACH-Rezeptor Ä Anästhetika hemmen

aktivieren

NO-Synthase

Ä L-NAME hemmt

aktiviert

Guanylylcyclase

Diagramm 4.1. Einfluß von Anästhetika und L-NAME auf aktivierende Rezeptoren und den NO-

cGMP-Weg

Analog führt bei den inhibitorischen Rezeptoren ein Absinken der NO-

Aktivität zur Steigerung der inhibitorischen Einflüsse (Diagramm 4.2).
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α2-Adrenozeptor / GABA-Rezeptor Ä Anästhetika

aktivieren

hemmen

NO-Synthase

Ä L-NAME hemmt

aktiviert

Guanylylcyclase

Diagramm 4.2. Einfluß von Anästhetika und L-NAME auf hemmende Rezeptoren und den NO-

cGMP-Weg

4.3. Spezifität der L-NAME-Wirkung auf die NO-Synthase

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine Reduktion der EC50 um 43% für

Thiopental bei Gabe von L-NAME und eine Reduktion der EC50 um 51%

für Dexmedetomidin mit L-NAME. Da L-NAME selbst keine anästhetische

Potenz besitzt, wie Versuche mit L-NAME allein belegen, ist ein additiver

Effekt zweier Substanzen mit anästhetischer Potenz auszuschließen. Die

Tatsache, daß sich die Reduktion der EC50 mit dem Substrat L-Arginin der

NO-Synthase, wenn es in ausreichender Menge zugesetzt wird, wieder

aufheben läßt, zeigt, daß der Reduktionseffekt von L-NAME nur über die

NO-Synthase erreicht wird. Dieses wird deutlich, da bei Kontrollversuchen

mit D-Arginin, dem Stereoisomer von L-Arginin, keine Änderung der EC50

erreicht wird. Für die NO-Synthase gilt, daß diese nur das L-Arginin binden

und zu NO und Citrullin umbauen kann, D-Arginin hingegen nicht.

Diese Beobachtungen stimmen auch mit den von Johns et al. 1992

durchgeführten Versuchen an Ratten überein. Hierbei fand sich eine
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maximale Reduktion der MAK um 51% für Halothan mit L-NAME in einer

L-NAME-Dosis von 20 mg/kg Körpergewicht. Auch hier konnte mit einer

kompetitiven Verdrängung von L-NAME an der NO-Synthase mit L-

Arginin eine Aufhebung der MAK-Reduktion beobachtet werden, welche

sich bei Verwendung von D-Arginin nicht zeigte.

Auch für Isofluran und L-NAME konnte eine Reduktion der MAK-Werte

um bis zu 35,5% und um bis zu 43,0% für Isofluran und 7-Nitro-Indazol,

einen weiteren kompetitiven Antagonisten von L-Arginin, von Pajewski et

al. 1995 an Ratten demonstriert werden. Auch hier ließ sich dieser Effekt

mit L-Arginin aufheben und mit D-Arginin nicht. Bei beiden

Versuchsserien führte die Anwesenheit des Substrates im Überschuß zur

Verdrängung des kompetitiven Antagonisten L-NAME bzw. 7-Nitro-

Indazol und damit zur Aufhebung der MAK-Reduktion.

4.4. Bewertung anderer Arbeiten zur Rolle von NO in der Anästhesie

Um die Bedeutung des NO-Systems für die Anästhesie weiter zu klären,

wurden bei Eizellen von Mäusen, bei denen man das NO-Synthase-Gen

lokalisiert hatte, das Gen für die neuronale NO-Synthase zerstört, was zu

einem Fehlen der NO-Synthase im erwachsenen Tier führte. An diesen in

der Literatur als „Knockout-Mäuse“ (Ichinose et al. 1995) bezeichneten

Tieren, wurden im Vergleich zu „Wildtyp-Mäusen“ Versuche mit dem

volatilen Anästhetikum Halothan durchgeführt. Es wurden zunächst die

MAK-Werte allein bestimmt, und anschließend Versuche mit Halothan und

L-NAME durchgeführt. Bei den Versuchen nur mit Halothan fanden sich

keine signifikanten Unterschiede der MAK-Werte. Bei den Versuchen mit

Halothan und L-NAME trat beim Wildtyp die bis dahin bekannte Reduktion

der MAK (Johns et al. 1992) von bis zu 40% ein, während es bei den

Knockout-Mäusen zu keiner signifikanten Veränderung kam. Der

Reduktions-Effekt bei den Wildtyp-Mäusen ließ sich wie bisher bei allen
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Versuchen mit L-NAME durch die Gabe von L-Arginin wieder aufheben,

aber nicht mit D-Arginin.

Da die Knockout-Mäuse im wachen Zustand keinen Unterschied zu der

Vergleichsgruppe vom Wildtyp zeigten, folgerten Ichinose und seine

Mitarbeiter (1995), daß die Knockout-Mäuse einen Weg gefunden hatten,

das ausgefallene NO-System zu kompensieren.

Nach bisherigem Kenntnisstand scheinen Anästhetika, sowohl volatile als

auch intravenöse, ihre Wirkung über den NO-cGMP-Weg zu entfalten, aber

wie an den Knockout-Mäusen gezeigt werden konnte, scheint es noch

mindestens einen anderen maßgeblichen Weg für die Wirkung von

Anästhetika zu geben.

In einer Arbeit von Adachi und seinen Mitarbeitern (1995) wurden im

Hinblick auf die vorliegende Arbeit kontroverse Ergebnisse erzielt. Es

wurden NO-Synthase-kompetenten Ratten über einen Zeitraum von 5 Tagen

Injektionen mit dem NO-Synthase-Antagonisten L-NAME intraperitoneal

appliziert. Bei anschließenden Versuchen mit Halothan konnte kein

Unterschied der MAK im Vergleich zur mit Kochsalz behandelten

Kontrollgruppe festgestellt werden. Im Rahmen dieser Untersuchung wurde

ebenfalls der Grad der NO-Synthase-Aktivität im Kleinhirn bestimmt.

Hierbei stellten Adachi und Mitarbeiter (1995) fest, daß eine Reduktion der

NO-Synthase um mehr als 50% nicht überschritten werden konnte. Auch

zeigte sich, daß es zu einer deutlichen Abnahme der cGMP-Aktivität im

Kleinhirn kam.

Dies legt den Verdacht nahe, daß das NO-System eher ein kurzfristig

modulierendes System darstellt, das langfristig durch andere Messenger-

Systeme übernommen werden kann. Einen Hinweis dafür bietet auch der

Umstand des Gewöhnungseffektes bei der Gabe von Nitraten im Rahmen

der Behandlung der angina pectoris. Die Nitrate wirken vasodilatierend über

eine Freisetzung von NO an den Endothelzellen der Herzkranzgefäße.
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Dieser Effekt läßt aber bei ununterbrochener Gabe von Nitrat-Präparaten

bereits nach wenigen Tagen nach. Da nun die Endothel-NO-Synthase und

die Neuronen-NO-Synthase strukturell sehr ähnlich sind, ist eine

Verbindung dieser beiden Phänomene wahrscheinlich, und könnte die auf

den ersten Blick widersprüchlich erscheinenden Ergebnisse erklären, daß

nämlich das NO-cGMP-System nur ein System zur Signalübermittlung für

kurzfristige innerhalb von Stunden auftretenden Veränderung im

Stoffwechsel moduliert.

Ebenfalls unklar ist die Tatsache, daß L-NAME allein keine nachweisbare

anästhetische Potenz besitzt, wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen.

Dieses unterstreicht die Bedeutung des NO-cGMP-Systems als kurzfristig

modulierendes System. So ist eine reine Blockade dieses Systems durch

Analoga der NO-Synthase oder sogar durch gentechnische Ausschaltung

der Enzymaktivität der NO-Synthase alleine nicht in der Lage, den

Wachheitszustand eines Tieres zu verändern. Erst bei zusätzlicher Gabe

eines Anästhetikums wird die Bedeutung der NO-Synthase für die Vigilanz

eines Tieres deutlich.
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5. Zusammenfassung

Die molekularen Wirkmechanismen von Anästhetika sind bis heute nicht

geklärt. Es konnte gezeigt werden, daß die Inhibition der NO-Synthase und

damit die Reduktion der NO-Konzentration bei volatilen Anästhetika zu

einer Verringerung der MAK von bis zu 40% führt.

Thema dieser Arbeit ist es, die Auswirkungen der NO-Inhibition auf die

Wirkungsweise von iv-Anästhestika zu untersuchen. Dieses wird am

Beispiel des Barbiturates Thiopental und des α2-Adrenozeptoragonisten

Dexmedetomidin untersucht. Für die Inhibition der NO-Synthase wird L-

NAME verwendet, ein Analogon von L-Arginin. Die Versuche werden an

Kaulquappen durchgeführt, wobei das Erlöschen des Richtungsreflexes dem

Zustand der Anästhesie gleichgesetzt wird.

Die Messungen ergaben bei beiden Substanzen in Verbindung mit L-NAME

eine deutliche Reduktion der EC50. für Thiopental eine EC50-Reduktion um

43%, für Dexmedetomidin eine EC50-Reduktion um 51%. Dieser Effekt ließ

sich durch Überangebot des Substrates L-Arginin der NO-Synthase wieder

aufheben.

Der NO-Metabolismus ist eng mit dem intrazellulären second-messenger

cGMP verknüpft und spielt im ZNS eine wichtige Rolle als neuronaler

Botenstoff. Für die verschiedenen Anästhetika sind Interaktionen mit

Rezeptoren und anderen Zellwand-assozierten Strukturen beschrieben

worden. NO steht über verschiedene Mechanismen mit diesen in Kontakt.

Eine Beeinflussung dieses messenger-Systems wirkt sich daher erheblich

auf den zentralnervösen Aktivitätszustand aus und führt so zu einer

Reduktion der EC50 bei verschiedenen Anästhetika.
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Daher scheint eine Beeinflussung des NO-Metabolismus in den

Stoffwechsel im ZNS eine wichtige Rolle zu spielen. Letztlich bleibt der

genaue Wirkmechanismus von Anästhetika weiterhin unbekannt und bedarf

weiterer Untersuchungen.
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