Aus der Klinik fur Anésthesiologie
der Universitat zu Lubeck
Direktor: Prof. Dr. med. P. Schmucker

Der Einfluss von Enalapril auf die renale Ausscheidung von NT-proBNP in
gesunden Probanden

Inauguraldissertation

zur
Erlangung der Doktorwiirde
der Universitat zu Libeck
- Aus der medizinischen Fakultat -

vorgelegt von

Barbara Dorothea Will
aus Nurnberg

Libeck 2006



1. Berichterstatter: Priv.-Doz. Dr. med. Matthias Heringlake
2. Berichterstatter: Priv.-Doz. Dr. med. Martin Misfeld, PhD

Tag der mundlichen Prifung: 18.4.2007
Zum Druck genehmigt. Liibeck, den 18.4.2007

Gez. Prof. Dr. med. Werner Solbach

-Dekan der medizinischen Fakultat



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung und Fragestellung
1.1. Die natriuretischen Peptide - Geschichtlicher Uberblick
1.2. Synthese und biochemische Struktur der kardialen Peptide
1.3. Biologische Wirkungen und klinische Bedeutung der kardialen Peptide
1.4. Die natriuretischen Peptide in der Niere
1.5. Das Renin-Angiotensin-System als Gegenspieler der natriuretischen Peptide
1.6. Methodische Uberlegungen
1.7. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit
2. Material und Methoden
2.1. Versuchspersonen
2.1.1. Auswahl der Probanden
2.2.2. Ausschlusskriterien
2.2.3. Probandenaufklarung
2.2. Versuchsprotokoll
2.2.1. Allgemeines
2.2.2. Vorbereitungsphase
2.2.3. Untersuchungstag
2.3.4. Bearbeitung der Blut- und Urinproben
2.3. Erhobene Parameter
2.3.1. H&modynamik
2.3.2. Klinische Chemie und Hamatokrit
2.3.3. Bestimmung von NT-proANP
2.3.4. Bestimmung von NT-proBNP
2.3.5. Bestimmung von ANG I
2.3.6. Nierenfunktionsparameter und NT-proBNP-Ausscheidung
2.4. Statistische Bearbeitung
3. Ergebnisse
3.1. Analyse der gesamten Gruppe
3.1.1. Hamodynamik
3.1.2. Klinische Chemie und Hamatokrit
3.1.3. Plasma-Hormonspiegel
3.1.3.1. NT-proANP und NT-proBNP

© 0 00 ~N o o1 o1 o

N N PR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
O O N oo oo oo or. o o1 A B W W W DN PFP P O O O o o o o



3.1.3.2. ANG Il
3.1.4. Nierenfunktionsparameter
3.1.5. Renale Ausscheidung von NT-proBNP
3.2. Subgruppenanalyse
3.2.1. Hdmodynamik
3.2.2. Klinische Chemie und Hamatokrit
3.2.3. Plasma-Hormonspiegel
3.2.3.1. NT-proANP und NT-proBNP
3.2.3.2. ANG Il
3.2.4. Nierenfunktionsparameter
3.2.5. Renale Ausscheidung von NT-proBNP
3.3. Kumulative Ausscheidung von Urin, Natrium und NT-proBNP
4. Diskussion
4.1. Hamodynamik
4.2. Klinische Chemie und Hdmatokrit
4.3. Plasma-Hormonspiegel
4.3.1. NT-proANP und NT-proBNP
4.3.2. ANG 11
4.4. Nierenfunktionsparameter
4.5. Renale BNP-Freisetzung
5. Zusammenfassung
6. Literaturverzeichnis
7. Anhang
7.1. Tabellen- und Abbildungsverzeichnis
7.2. Abkirzungsverzeichnis
8. Danksagung
9. Lebenslauf

21
21
23
23
23
26
26
26
26
27
28
29
31
31
32
33
33
36
37
38
42
43
58
58
59
59
61



1. Einleitung und Fragestellung

1.1. Die natriuretischen Peptide

Die Entdeckungsgeschichte der natriuretischen Peptide begann in den 50er Jahren, als man
in atrialen Zellen der Herzvorhofe elektronenmikroskopisch Granula ausmachte, die
denjenigen in endokrinen Drisen ahnelten [Kisch 1956, Jamieson und Palade 1964]. In den
70er Jahren wurde beobachtet, dass die Bildung dieser Granula vom Volumenzustand des
Kreislaufs abhing [Marie et al. 1976, De Bold 1979]. Erst im Jahr 1981 jedoch wiesen De
Bold und Mitarbeiter nach, dass intravends injiziertes Vorhofgewebe in Ratten eine
deutliche Natriurese ausloste [De Bold et al. 1981]. Als erstes Peptid dieser Gruppe
natriuretischer Substanzen wurde daraufhin das atriale natriuretische Peptid ANP (atrial
natriuretic peptide) beschrieben [Flynn et al. 1983, Napier et al. 1984]. Es folgte die
Identifikation von BNP (Natriuretisches Peptid vom B-Typ) [Sudoh et al. 1988] sowie von
CNP (Natriuretisches Peptid vom C-Typ) [Sudoh et al. 1990]. Das auch zu dieser Gruppe
gehorige renale Peptid Urodilatin wurde erstmals 1988 aus dem Urin isoliert [Schulz-
Knappe et al. 1988]. Uber Ursprung und pathophysiologische Bedeutung von DNP
(Dendroaspis natriuretic peptide), das 1992 [Schweitz et al. 1992] im Gift der Grinen
Mamba (Dendroaspis angusticeps) und schlieBlich auch im menschlichen Plasma [Schirger
et al. 1999] nachgewiesen wurde, ist noch wenig bekannt.

Im Laufe der Jahre wurde eine Vielzahl an biologischen Wirkungen der natriuretischen
Peptide dokumentiert [Clerico et al. 2006]. Insbesondere BNP und sein N-terminales
Vorléuferpeptid NT-proBNP haben zudem als diagnostische und prognostische Marker fir
verschiedene kardiale Erkrankungen Aufsehen erregt [Lemos et al. 2003]. Trotzdem wird
die Physiologie und Pathophysiologie der natriuretischen Peptide noch nicht vollstandig
verstanden. Wenig Literatur ist insbesondere Gber die Synthese der natriuretischen Peptide

in nicht-kardialem Gewebe veroffentlicht worden.

1.2. Synthese und biochemische Struktur der kardialen Peptide

Das kardiale Peptid BNP wird beim Gesunden hauptsachlich in den Vorhdfen aus
Vorstufen produziert und mit diesen in sekretorischen Granula gespeichert. Vor allem
unter pathophysiologischen Bedingungen, wie z.B. bei Herzinsuffizienz, findet die
Expression von BNP verstarkt in den Ventrikeln statt [Goetze 2004].

Die DNA-Sequenz fur das Vorlauferhormon von BNP, PraproBNP, kodiert beim

Menschen fur 132 Aminoséuren. Als kotranslationale Spaltung am rauen



endoplasmatischen Retikulum erfolgt noch wéhrend der Synthese die Umwandlung durch
Endopeptidasen in das in das Propeptid proBNP;.10g [Clerico et al. 2006]. Dieses wiederum
wird in den biologisch aktiven C-terminalen Abschnitt aus 32 Aminosauren BNP77.103 und
ein N-terminales Fragment gespalten, das sogenannte proBNP;.7s oder NT-proBNP [Baxter
2004]. Man nimmt an, dass diese Spaltung vor der Freisetzung erfolgt [Clerico et al. 2006].
Die genauen Umstdnde und die beteiligten Enzyme sind jedoch noch nicht vollstandig
bekannt [Goetze 2004].

Auch ANP entsteht aus einem Praprohormon (151 Aminosduren), aus dem nach
proteolytischer Spaltung ein Prohormon aus 126 Aminosauren entsteht. Nach Speicherung
in den Granula der Vorhofmyokardiozyten wird dieses wahrend der Freisetzung, die durch
verschiedene mechanische oder humorale Stimuli eingeleitet werden kann, in das
biologisch aktive ANPgg.106 und mehrere N-terminale Abschnitte umgewandelt [Baxter
2004]. Maoglicherweise muss jedoch zwischen der atrialen und der ventrikuldren sowie
einer konstitutiven und einer regulierten Synthese und Freisetzung der natriuretischen
Peptide unterschieden werden [Clerico et al. 2006].

Im biologisch aktiven Abschnitt findet sich in allen natriuretischen Peptiden eine durch
eine Disulfidbriicke stabilisierte Ringstruktur aus 17 Aminoséuren. Der jeweils sehr
ahnliche Ringteil ist fir die Rezeptorbindung und biologische Wirkung zustédndig. Hier
unterscheiden sich die Peptide nur durch finf Aminoséuren. Der N- und der C-terminale
Abschnitt unterliegen jeweils groRerer Varianz in Lange und Zusammensetzung [Lang et
al. 19924, Clerico et al. 2006].

1.3. Biologische Wirkungen, Abbau und klinische Bedeutung der kardialen Peptide

Die natriuretischen Peptide Giben neben Natriurese und Diurese eine Vielzahl biologischer
Effekte aus. Unter anderem wirken sie vasodilatatorisch und antiinflammatorisch auf
Myokard und glatte Muskelzellen. Verschiedene vasoprotektive Eigenschaften, die zum
Teil durch Hemmung des Renin-Angiotensin-Systems und des Sympathikus vermittelt
werden, werden durch neurohormonale und immunologische Wirkungen ergéanzt.
Neuerdings ist auch die Bedeutung fur Entwicklungsvorgange verschiedener Gewebe
erkannt worden [Clerico et al. 2006].

Es sind drei verschiedene spezifische Rezeptortypen beschrieben worden (NPR-A, -B und
—C), die im Hirngewebe, in Blutgefden und vor allem in Nieren und Nebennieren
exprimiert werden [Suzuki et al. 2001]. Wesentlicher Mechanismus der Signaltransduktion

ist die Entstehung von zyklischem GMP uber Aktivierung der Guanylatzyklase. Wéhrend



ANP und BNP vor allem Gber NPR-A agieren, wird der NPR-C als Clearance-Rezeptor
angesehen [Lemos et al. 2003]. Der Abbau der natriuretischen Peptide erfolgt auflerdem
durch die neutrale Endopeptidase, eine extrazellulare, membrangebundene Zink-
Metalloproteinase, die in vielen Geweben, insbesondere im Endothel und im Birstensaum
des proximalen Tubulus in der Niere nachweisbar ist [Levin et al. 1998]. Die Beteiligung
anderer Enzyme wird diskutiert [Walther et al. 2004].

Die N-terminalen Fragmente sind biologisch inaktiv, eignen sich aber aufgrund ihrer
langeren Halbwertszeit zu diagnostischen Zwecken [Lang et al. 1992a]. lhre Elimination
erfolgt nach gegenwértigem Verstdndnis vorwiegend renal [Sundsfjord et al. 1988,
McCullough und Sandberg 2003].

1.4. Die natriuretischen Peptide in der Niere

Nicht nur im Herzen, auch in vielen anderen Geweben, unter anderem Endothel, Gehirn
und Niere, ist die Expression natriuretischer Peptide demonstriert worden [Clerico et al.
2006]. Insbesondere Urodilatin, das in distalen Tubuluszellen dokumentiert worden ist
[Herten et al. 1998], wird als renaler Vertreter der Peptidfamilie angesehen. Auch BNP
wird in vitro von humanen Tubuluszellen [Mistry et al. 2001] und von humanen
Glomeruluszellen [Lai et al. 1999] exprimiert und ist im Urin [Totsune et al. 1996] und in
der Niere [Totsune et al. 1994, Herten et al. 1998] nachweisbar. Es wird vermutet, dass die
natriuretischen Peptide als parakrine Faktoren in der Niere ihre systemische natriuretische
Wirkung unterstiitzen [Clerico et al. 2006].

Kirzlich wurde vorgeschlagen, als diagnostische und als Screeningmethode auf
Herzinsuffizienz die NT-proBNP-Konzentration im Urin zu bestimmen [Ng et al. 2004, Ng
et al. 2005]. Wéhrend mechanische Faktoren und verschiedenste humorale und chemische
Einflisse wie unter anderem die Gegenwart von Angiotensin Il (ANG I1), Endothelin-I,
Insulin, Steroidhormonen und verschiedener Zytokine fir die kardiale Produktion
aufgezeigt worden sind [Clerico et al. 2006], ist tber die Regulation der renalen Peptide
wenig bekannt. Die Synthese von Urodilatin scheint unter anderem von der Salzzufuhr
abhangig zu sein [Lenz et al. 1999]. Ergebnisse, die an der isoliert perfundierten
Rattenniere gewonnen wurden, deuten auf eine mogliche Verbindung des renalen

Peptidsystems zum Renin-Angiotensin-System hin [Heringlake et al. 2001].



1.5. Das Renin-Angiotensin-System als Gegenspieler der natriuretischen Peptide

Aufgrund seiner vasokonstriktiven, antinatriuretischen, prohypertrophischen und
profibrotischen Wirkung stellt sich das Renin-Angiotensin-System als endogener
Antagonist der natriuretischen Peptide dar. Zahlreiche Interaktionen mit dem
natriuretischen Peptidsystem, insbesondere in Gehirn und Niere, sind beschrieben worden
[Johnston et al 1989, Unger et al. 1990, Harris und Skinner 1990]. Dabei nehmen die
Bestandteile der beiden Systeme durchaus regulierend aufeinander Einfluss. Bekannt ist
beispielsweise die hemmende Wirkung von ANP auf die Freisetzung von Aldosteron
[Kudo und Baird 1984]. ANG II als parakriner Faktor beeinflusst zum anderen die kardiale
Synthese der natriuretischen Peptide [Clerico et al. 2006].

Es ist zu bedenken, dass im Rahmen der Herzinsuffizienz und anderer Erkrankungen ACE-
Hemmer auf3erordentlich hdufig eingesetzt werden. Insofern ist der Einfluss des Renin-
Angiotensin-Systems auf die Synthese der natriuretischen Peptide vor dem Hintergrund der
steigenden  diagnostischen und  prognostischen  Bedeutung von  NT-proBNP,

maoglicherweise auch als Marker im Urin, von zunehmender Kklinischer Relevanz.

1.6. Methodische Uberlegungen

Die wachsende Zahl an Publikationen tber den diagnostischen und prognostischen Rang
der natriuretischen Peptide bei verschiedenen Erkrankungen lasst leicht vergessen, dass es
wesentlich ist, zuerst ihre Biologie und Physiologie im Gesunden zu verstehen.
Untersuchungen an Probanden bieten hierzu ein wichtiges Hilfsmittel, sind aber durch die
Komplexitat des Organismus hoher Varianz und vielseitigen Storfaktoren ausgesetzt.
Variationen der Plasmaspiegel von ANG Il sind am Menschen nur indirekt Gber
Beeinflussung des Renin-Angiotensin-Systems mdglich, da die Substanz in Deutschland
auf dem Markt nicht als Arzneimittel zur Anwendung am Menschen erhéltlich ist. Ein
wichtiger Storfaktor sind begleitende Blutdruckschwankungen, da sie sowohl den
Hormonhaushalt als auch (Gber den Mechanismus der Druckdiurese die
Natriumausscheidung beeinflussen [Hall et al. 1990].

Als gut erforschtes, bewéhrtes Medikament mit akzeptablem Nebenwirkungsprofil bietet
sich Enalapril zur Anwendung an gesunden Probanden an. Es handelt sich um einen oral
verfuigbaren, lang wirksamen Hemmer des Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE), der in
vivo wahrscheinlich in der Leber in seine aktive Form, das Enalaprilat hydrolysiert wird.
Enalapril und Enalaprilat werden vorwiegend renal eliminiert. Die hochsten

Plasmakonzentrationen werden ca. vier Stunden nach Verabreichung beobachtet. [Gomez



et al. 1986]. Ein Protokoll zur einschleichenden Gabe von Enalapril [Ferro et al. 1998]
sollte in unserer Untersuchung einen signifikanten Abfall der ANG-I1-Plasmakonzentration
ohne begleitende Blutdruckverédnderungen herbeifihren und so einen Vergleich der
Natriurese und der NT-proBNP-Ausscheidung nach isotoner Kochsalzinfusion mit der

Reaktion unter Kontrollbedingungen erméglichen.

1.7. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Obwohl die Niere einen wichtigen Wirkort der natriuretischen Peptide darstellt, ist tber
Synthese, Freisetzung und Regulation des renalen natriuretischen Peptidsystems nur wenig
bekannt. Vor dem Hintergrund der bislang bekannten Interaktionen des Renin-
Angiotensin- und des natriuretischen Peptidsystems liegt es nahe, dass auch die renale
Ausscheidung der natriuretischen Peptide unter Kontrolle des Renin-Angiotensin-Systems
stehen konnte.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Effekt von Verénderungen der
Plasmakonzentration von ANG Il - induziert durch die Gabe des ACE-Hemmers Enalapril
- auf die renale Ausscheidung von NT-proBNP in gesunden mannlichen Probanden zu
untersuchen. Dabei wurde die Hypothese zugrunde gelegt, dass die unter Verabreichung
von Enalapril zu erwartende Steigerung der Natriurese mit einer gesteigerten

Ausscheidung von NT-proBNP im Urin assoziiert ist.



2. Material und Methoden

2.1. Versuchspersonen
2.1.1. Auswahl der Probanden

Es wurden 11 gesunde maénnliche Probanden im Alter von 24 bis 31 Jahren fir die

Teilnahme an der Untersuchung rekrutiert. Ihr Durchschnittsalter betrug 26+2,1 Jahre,
Gewicht und Grolie betrugen 76+8,8 kg bzw. 183+5,3 cm. Alle Versuchsteilnehmer waren
Nichtraucher und nahmen zum Zeitpunkt der Untersuchung keinerlei Medikamente ein.
Zum Ausschluss von Erkrankungen wurden vor dem Experiment von einem unabhangigen
Allgemeinarzt  Anamneseerhebung und klinische Untersuchung sowie EKG,
Blutdruckmessung und eine Blutuntersuchung (kleines Blutbild, Gerinnungsparameter,
Elektrolyte, Kreatinin, Gesamtbilirubin, Leberenzyme und C-reaktives Protein im Plasma)
durchgefunhrt.

Ein Proband brach den Versuch am ersten Untersuchungstag ab, weil es nicht gelang,

spontan zu urinieren.

2.1.2. Ausschlusskriterien
Ausschlusskriterien waren Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems sowie Leber- und
Nierenerkrankungen.  Frauen  wurden  aufgrund  potentieller  zyklusbedingter

UnregelmaRigkeiten im Hormonhaushalt nicht rekrutiert.

2.1.3. Probandenaufklarung

Die Probanden wurden schriftlich und in einem Gespréach mit dem Untersucher ausfihrlich
uber Zweck, Ablauf und Risiken der Untersuchung aufgeklart und willigten schriftlich in
die Teilnahme ein. Zudem erhielten sie die offizielle Medikamenteninformation des
Herstellers zum Studienmedikament. Fir die Versuchsteilnehmer wurde eine allgemeine
Probandenhaftpflichtversicherung abgeschlossen. Die Ethikkommission der Universitat zu

Libeck erteilte unter dem Aktenzeichen 03-030 am 9.4.2003 ein positives Votum.

2.2. Versuchsprotokoll

2.2.1. Allgemeines

Die Probanden wurden im Crossover-Design im Abstand von mindestens zwei Wochen an
zwei Tagen unter doppelblinden Bedingungen untersucht, wobei entweder das
Studienmedikament Enalapril (Xanef®, MSD Sharp & Dohme, Haar, Deutschland) oder
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Placebo verabreicht wurde. Das Protokoll umfasste eine einwdéchige Vorbereitungsphase.
Die Randomisierung und Zuordnung hinsichtlich der ersten pharmakologischen
Intervention erfolgte durch einen an der Untersuchung unbeteiligten Statistiker des

Instituts.

2.2.2. Vorbereitungsphase

Die Vorbereitungsphase sollte  wesentlichen unerwinschten  Wirkungen des
Studienmedikamentes Enalapril Rechnung tragen und insbesondere einem ausgeprégten
Abfall des arteriellen Blutdrucks bei der Gabe der Studienmedikation verhindern. Um eine
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems als Folge einer latenten Hyponatridmie zu
vermeiden, wurde die Nahrung der Probanden jeweils fiir 7 Tage vor den Experimenten
mit Kochsalz (5g/d) supplementiert. Dartiber hinaus wurde ein Protokoll zur
einschleichenden Anwendung von Enalapril befolgt, welches keine Beeintrachtigung des
Blutdrucks in gesunden Probanden aufzeigt [Ferro et al. 1998]. Hierzu wurde das
Studienmedikament Enalapril Gber vier Tage in den Konzentrationen 2,5 mg, 5 mg, 7,5 mg
und 10 mg eingeschlichen. Entsprechend wurden wéahrend der Placebobehandlung uber
vier Tage Placebotabletten verabreicht. Die Probanden wurden im Rahmen dieser
Vorbehandlung mit einem nicht-invasiven digitalen Unterarmblutdruckmessgerat
(Visocor® HM, Uebe, Deutschland) ausgestattet und protokollierten Blutdruckwerte und
Herzfrequenz vor sowie zwei und vier Stunden nach der morgendlichen Einnahme der
Studienmedikation. Zur Kontrolle der Nierenfunktion wurden am Vortag der Untersuchung
Natrium-, Kalium- und Kreatininkonzentration im Plasma bestimmt, um die Untersuchung
bei einem Warnhinweis auf Nierenschadigung abbrechen zu kénnen.

Weiterhin wurden die Versuchspersonen aufgefordert, wahrend der Vorbehandlung auf
korperliche Anstrengung zu verzichten und auf angemessene Flussigkeitszufuhr zu achten.
Am Abend vor dem Versuchstag war es ab 18:00 Uhr nicht mehr gestattet, koffein- oder
alkoholhaltige Getrénke einzunehmen. Bis 22:00 sollten zusétzlich 750 ml Mineralwasser

getrunken werden, um eine Volumendepletion am Versuchstag moéglichst auszuschlieRen.

2.2.3. Untersuchungstag

Die Probanden trafen morgens um 8:00 Uhr in nichternem Zustand im
temperaturkontrollierten Labor ein. Nach einer Ausgangsmiktion nahmen sie fiir die Dauer
des Versuches eine liegende Korperposition mit 15° aufwarts geneigtem Oberkdrper ein,

die nur fir die Miktionen verlassen werden durfte. Nach Anschluss an einen
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Patientenmonitor (Infinity® Kappa, Drager Medical, Liibeck, Deutschland), der Anlage
einer 16G-Verweilkanile (Optiva® 2, Johnson & Johnson, New Jersey, USA) am nicht-
dominanten Arm, einer Ruhephase von 20 Minuten und einer Ausgangsblutentnahme
erhielten die Probanden ein Fruhstick (zwei Toast, Marmelade und 3ml/kg Wasser). Um
8:30 Uhr wurde je nach Randomisierung entweder Placebo oder 20 mg Enalapril
eingenommen.

Nach einer Ruhephase und einer zweiten Blut- und Urinentnahme wurde von 12:00 bis
13:00 Uhr eine Infusion von NaCl 0,9% (20 ml/kg Korpergewicht, Natriumchlorid
Infusionslésung 154, Berlin-Chemie AG, Berlin, Deutschland) tber eine Infusionspumpe
(Infusomat® fm, Braun, Melsungen, Deutschland) verabreicht. Anschlielend erhielten die
Probanden nach einer weiteren Blut- und Urinentnahme um 13:00 Uhr zwei Schokokekse
und 2ml/kg Milch. Drei weitere Urin- und Blutproben erfolgten um 14:00, 16:00 und 18:00
Uhr.

2.2.4. Bearbeitung der Blut- und Urinproben

Die Blutentnahmen erfolgten tber die Verweilkanile aus der ungestauten Vene und
wurden durch gleiches Volumen an 0,9%iger NaCl-Losung ersetzt. Nach Zentrifugation
der Blutproben bei 4°C (3000 Upm, 10 min) wurde der Uberstand sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Die Blutprobe zur Hamatokritbestimmung wurde direkt nach
Entnahme ins Hdmatologielabor geschickt.

Zur Anwendung kamen gekiihlte Blutentnahmerdhrchen (S-Monovette®, Sarstedt,
Nirnbrecht, Deutschland). Es wurden Lithiumheparin- (fur die klinische Chemie),
Serumgel- (fur die Osmolalitat) und K-EDTA-Monovetten (fir Hormonbestimmung und
Héamatokrit) verwendet. Den EDTA-Monovetten fur die Hormonbestimmung wurden vor
der Blutentnahme 5000 I.E. Aprotinin (Trasylol®, Bayer, Leverkusen, Deutschland)
zugesetzt, um dem Abbau der Hormone durch Proteasen entgegenzuwirken.

Nach Protokollierung des Urinvolumens wurden die Urinproben entsprechend den
Blutproben zentrifugiert und in flissigem Stickstoff eingefroren. Da NT-proBNP im Urin
bei Raumtemperatur zumindest in den ersten 24 Stunden stabil ist [Ng et al. 2005], erfolgte

kein Zusatz von Proteasehemmern.
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Vorbereitungszeit

Tag Ablauf
1 2,5 mg Enalapril
2 5 mg Enalapril
3 7,5 mg Enalapril
4 10 mg Enalapril
Untersuchungstag

Uhrzeit Stunden Ablauf
Miktion, Einnahme der Ausgangsposition,

08:00 0 Blutenthahme

08:15 0,25 Fruhstick

08:30 0,5 20 mg Enalapril

12:00 4 Blutentnahme, Miktion, NaCl 20 ml/kg (60min)
13:00 5 Blutentnahme, Miktion, Mittagessen

14:00 6 Blutenthahme, Miktion

16:00 8 Blutentnahme, Miktion

18:00 10 Blutenthahme, Miktion

Abb. 1: Ablaufschema

2.3. Erhobene Parameter

2.3.1. Hamodynamik
Am Standard-Patientenmonitor wurden viertelstundlich Blutdruck und Herzfrequenz
aufgezeichnet und protokolliert.

2.3.2. Klinische Chemie und Hamatokrit

Bestimmt wurden Serum- und Urinosmolalitat, die Konzentrationen von Natrium, Kalium
und Kreatinin in Plasma und Urin sowie der Hamatokrit.

Die Messungen erfolgten im Institut fur Klinische Chemie bzw. im Institut fur
Hématologie der Universitat Lubeck. Die Bestimmung der Osmolalitét erfolgte nach der
Methode der Gefrierpunktserniedrigung. Die Konzentrationen von Natrium und Kalium
wurden mittels ionenselektiver Elektroden (ISE), die Kreatininkonzentration wurde
enzymatisch bestimmt. Der Hamatokrit wurde auf Basis der Laser-Streulicht-Methodik

errechnet.
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2.3.3. Bestimmung von NT-proANP

NT-proANP im EDTA-Trasylol-Plasma wurde im Institut fur Klinische Biochemie im
Rikshospitalet (Oslo, Norwegen) mit einem kompetitiven Solid-Phase-Radioimmunoassay
bestimmt. Zur Anwendung kamen polyklonales Kaninchenserum gegen Ratten-proANP;;.
37 als Antiserum, menschliches proANP;.30 (Peninsula Lab, Bachem Ltd, St. Helene, UK)
als Standard und durch HPLC gereinigtes humanes **I-
[Sundsfjord et al. 1988].

Zur Verbesserung der Sensitivitat und Prézision wurden aufierdem Schaf-Antikdrper gegen
Kaninchen-IlgG (Dynabeads® M-280 Sheep anti-Rabbit-1gG, Dynal Biotech, Oslo,
Norwegen) verwendet.

Die Varianzkoeffizienten bei 425 pmol/l, 1163 pmol/l und 2490 pmol/l betrugen 7,5%,

3,7% und 3,4%. Die untere Nachweisgrenze lag bei 30 pmol/Il.

proANP;3 als Marker

2.3.4. Bestimmung von NT-proBNP

Die Bestimmung von NT-proBNP im Urin und im EDTA-Trasylol-Plasma erfolgte im
Institut fir Klinische Chemie der Universitdt zu Lubeck am Elecsys® 2010 (Elecsys
proBNP Sandwich Immunoassay, Roche Diagnostics, Basel, Schweiz). Dieser
automatische, nicht-kompetitive Elektrochemilumineszenz-Immunoassay verwendet
spezifische polyklonale NT-proBNP-Antikorper, die gegen zwei verschiedene Epitope des
Peptids gerichtet sind (Sandwich-Assay). Die Detektion N-terminaler (1-21) und zentraler
Aminosduren (39-50) in diesem Assay ermdglicht hohere Prézision als ein Assay mit nur
einem N-terminalen Epitop, da mogliche kleinere Spaltprodukte von NT-proBNP in der
Zirkulation nicht erfasst werden [Mueller et al. 2003].

Bei der Bestimmung von NT-proBNP bildet sich durch Inkubation der Patientenprobe mit
Ruthenium-Komplex-markierten und biotinylierten polyklonalen spezifischen Antikdérpern
gegen die zwei verschiedenen Epitope von NT-proBNP ein Sandwich-Immunkomplex.
Durch Zugabe Streptavidin-beschichteter Mikropartikel wird der Komplex (ber Biotin-
Streptavidin-Wechselwirkung an die Festphase gebunden. Nach Uberfilhrung des
Reaktionsgemisches in die Messzelle lagern sich die Mikropartikel mit den gebundenen
Immunkomplexen durch magnetische Wirkung an die Elektrode an. Elektrische Spannung
I6st eine Chemilumineszenzemission des Ruthenium-Komplexes aus, die mit einem
Fotomultiplier gemessen wird. Die Ergebnisse werden anhand einer Kalibrationskurve

ermittelt [Herstellerinformation zum Elecsys® 2010, Roche Diagnostics, Basel, Schweiz].
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Die durchschnittliche Intraassay-Varianz betrug 4,3% (2,7% bis 5,9% flr Proben mit einer
Konzentration von 65,1 pg/ml bis 23413 pg/ml). Die Interassay-Varianz ergab 3,2%, die
untere Nachweisgrenze lag bei 5 pg/ml.

2.3.5. Bestimmung von ANG 11

ANG Il wurde durch die Immundiagnostik AG (Bensheim, Deutschland) mittels
Radioimmunoassay nach C-18-S&ulenextraktion bestimmt wie bereits andernorts
beschrieben [Ortiz et al. 2003]. Als Marker wurde *?I-ANG 11, als Standard humanes
ANG Il verwendet (Phoenix Pharmaceuticals, Belmont, USA). Die Intraassay-und

Interassay-Varianz lagen bei 7,5% und 14%. Die untere Nachweisgrenze betrug 1 pg/ml.

2.3.6. Nierenfunktionsparameter und NT-proBNP-Ausscheidung

Natriumausscheidung, fraktionelle Natriumausscheidung, Urinfluss, Kreatininclearance
und Freiwasserclearance wurden mit den Standardformeln berechnet. Die NT-proBNP-
Ausscheidung im Urin wurde als Verhéltnis von Hormonkonzentration und
Kreatininkonzentration im Urin (Untprone/krea) ausgedriickt. Die kumulierten Angaben
umfassen den Zeitraum von 12:00 bis 18:00 Uhr.

2.4. Statistische Bearbeitung

In dieser deskriptiven Studie wurden die h&modynamischen Daten wahrend der
Vorbereitungszeit Uber den Tag und am Versuchstag Uber eine Stunde gemittelt. Die
Darstellung der Werte erfolgte in den Diagrammen als Median + Quartildeviation, in den
Tabellen und im Text als Median (Minimum - Maximum). Die Daten wurden mit Hilfe des
Programms SPSS 2003 fir Windows, Version 12.0 (Microsoft Co., Chicago, lllinais,
USA) statistisch ausgewertet. Die graphische Aufbereitung erfolgte mit Sigma Plot 2004
fir Windows, Version 9.01 (Systat Software, USA).

Fur die Analyse auf intra- und interindividuelle Unterschiede im Zeitverlauf der Parameter
innerhalb der beiden Gruppen wurden Friedman-Test und Wilcoxon-Test fur verbundene
Stichproben im Vergleich mit dem Ausgangszeitpunkt angewandt. Die Analyse auf
intraindividuelle Gruppenunterschiede fur die kumulierten Werte erfolgte im paarweisen
Vergleich mittels Wilcoxon-Test flr verbundene Stichproben. Es wurde keine Bonferoni-
Korrektur angewandt.

Fur die Gesamtheit der Probanden wurde unter Enalapril entgegen der zugrunde liegenden

Hypothese nur ein Trend zu hoherer kumulativer Natriumausscheidung beobachtet.
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Deswegen wurde eine Untergruppe von sechs Probanden, die wie erwartet nach ACE-
Hemmung eine hohere kumulative Natriumausscheidung aufwiesen, mit den oben
genannten Methoden erneut analysiert (Untergruppenanalyse).

Signifikanz wurde bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1. Analyse der gesamten Gruppe

3.1.1. Ha4modynamik

Abb. 2 zeigt den Verlauf des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) und der Herzfrequenz
(HF) wéhrend der Vorbereitungsphase in der Gesamtgruppe. An Tag 4 stieg der MAP in
der Kontrollgruppe an und lag signifikant tiber den Werten der ACE-Hemmer-Gruppe.
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Abb. 2: Gesamte Gruppe: Hdmodynamik in der VVorbereitungsphase

m Kontrolle, o ACE-Hemmer; n=10; Darstellung von Medianen + Quartildeviation, * Gruppenunterschied, §
Unterschied zum Ausgangswert, p<0,05; MAP: Mittlerer arterieller Blutdruck, HF: Herzfrequenz.
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Im Laufe des Versuchstags nahmen MAP und HF in beiden Gruppen ab (Abb. 3). Die
mittleren Blutdruckwerte lagen zu allen Zeitpunkten bis auf 9:00 bis 10:00 Uhr und 17:00
bis 18:00 Uhr unter ACE-Hemmung signifikant unter den Werten der Kontrollgruppe.
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Abb. 3: Gesamte Gruppe: Hamodynamik am Untersuchungstag

m Kontrolle, o ACE-Hemmer; n=10; Darstellung von Medianen * Quartildeviation; * Gruppenunterschied, §
Unterschied zum Ausgangswert, p<0,05;MAP: Mittlerer arterieller Druck, HF: Herzfrequenz.

18



3.1.2. Klinische Chemie und Hamatokrit

Tabelle 1 zeigt den Verlauf von Parametern der klinischen Chemie waéhrend des
Untersuchungstags. Unter ACE-Hemmung sank die Plasma-Kreatininkonzentration ab
12:00 Uhr unter den Ausgangswert ab. In der Kontrollgruppe fiel der Hadmatokrit ab 13:00

Uhr unter den Ausgangswert ab.

Tabelle 1: Gesamte Gruppe: Klinische Chemie und Hamatokrit

Zeit 08:00 12:00 13:00 14:00 16:00 18:00
Na* [mmol/I]
KON 138 139 139,5 139 139 140
(136-140)  (136-140)  (138-142)  (137-141)  (138-141)  (138-140)
ACEI 138 138 138 139 139,5 139
(137-141)  (136-141)  (136-140) (137-142)  (138-141)  (137-141)
K* [mmol/I]
KON 3,65 3,88 3,77 3,69 3,74 3,77
(3,28-4,02) (3,56-4,37) (3,48-4,65) (3,55-4,07) (3,44-4,05) (3,58-4,21)
ACEI 3,78 3,86 3,77 3,69 3,67 3,74

(3,38-3,88) (3,55-4,34) (3,49-4,27) (3,53-4,19) (351-4,04) (3,57-4,24)

Osmg [mosm/kg]
KON 292 291 290 293 292 294,5
(283-311)  (288-310)  (286-307)  (290-324)  (287-309)  (289-322)

ACEI 2915 293 292 293,5 294 297
(286-303)  (282-303)  (285-330) (287-301)  (285-307)  (287-320)
Krea [umol/I]
KON 80 77 75 76 73 74
(51-90) (59-82) (60-82) (61-81) (60-83) (60-86)
ACEI 83 74§ 778 738 76 § 74§
(62-92) (86-83) (61-82) (48-80) (56-84) (57-85)
Hkt [%]
KON 41 40 388§ 398§ 398 398
(36-44) (36-44) (34-41) (34-42) (33-43) (37-44)
ACEI 40 40 40 40 40 40

(35-45) (35-44) (34-42) (35-43) (35-43) (35-45)

KON: Kontrolle, ACEI: ACE-Hemmer; n=10; Darstellung von Medianen (Minimum - Maximum); §
Unterschied zum  Ausgangswert, p<0,05; Na": Plasma-Natriumkonzentration, K"  Plasma-
Kaliumkonzentration, Osms: Serumosmolalitit, Krea: Plasma-Kreatininkonzentration, Hkt: Hamatokrit.
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3.1.3. Plasma-Hormonspiegel

3.1.3.1. NT-proANP und NT-proBNP

Abb. 4 zeigt den Verlauf von NT-proANP und NT-proBNP im Plasma in allen Probanden.
Die Plasmakonzentration von NT-proBNP stieg ab 12:00 Uhr in der ACE-Hemmer-
Gruppe und ab 13:00 Uhr in der Kontrollgruppe kontinuierlich an.
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Abb. 4: Gesamte Gruppe: Verlauf von NT-proBNP und NT-proANP im Plasma

m Kontrolle, o ACE-Hemmer; n=10; Darstellung von Medianen + Quartildeviation; § Unterschied zum
Ausgangswert, p<0,05; NT-proANP: N-terminales Prohormon von ANP, NT-proBNP: N-terminales
Prohormon von BNP.
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3.1.3.2. ANG Il

Abb. 5 zeigt den Verlauf von ANG Il im Plasma in der Gesamtgruppe. Unter Enalapril fiel
ANG II signifikant auf ein Minimum um 14:00 Uhr ab, um daraufhin bis 18:00 Uhr wieder
uber den Ausgangswert hinaus anzusteigen. In der Kontrollgruppe wurde nach anfanglich

stabilen Werten ein geringfiigiger, aber signifikanter Anstieg um 18:00 Uhr verzeichnet.
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Abb. 5: Gesamte Gruppe: Verlauf der Konzentration von ANG Il im Plasma

m Kontrolle, o ACE-Hemmer; n=10; Darstellung von Medianen mit Quartilen; § Unterschied zum
Ausgangswert, p<0,05; ANG II: Angiotensin II.

3.1.4. Nierenfunktionsparameter

Den Verlauf der Nierenfunktionsparameter in der gesamten Gruppe zeigt Tabelle 2.
Urinfluss (UV), fraktionelle Natriumexkretion (FEy,) und Natriumausscheidung (UnaV)
stiegen im Verlauf in beiden Versuchsgruppen an. Die Gabe des ACE-Hemmers fiihrte um
14:00 und 16:00 Uhr zu einer signifikant hoheren Uyn,V und um 16:00 Uhr zu einer

hoheren UV als unter Kontrollbedingungen.
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Tabelle 2: Gesamte Gruppe: Nierenfunktionsparameter

Zeit 08:00 12:00 13:00 14:00 16:00 18:00

UV [ml/min]
KON 0,73 1,838 1,94 8 1,758 2,498 1,96 §
(0,04-2,41) (1,06-3,56) (0,88-6,31) (0,83-3,67) (1,17-3,75) (0,42-3,65)

ACEI 0,74 2,44 § 358§ 2,58 § 3,50 §* 210§
(0,26-1,75)  (0,63-5,09) (0,53-7,38) (0,80-545) (1,67-5,64) (0,67-3,90)
FEna
KON 0,37 0,82 1,058 0,99 § 1,348 153§
(0,14-2,65) (0,24-1,49) (0,31-3,13) (0,39-2,86) (0,52-2,14) (0,52-2,25)

ACEI 0,32 0,86 § 1,20 8§ 1,088 1,738 1,558
(0,14-1,09) (0,46-2,04) (0,57-2,65) (0,66-2,56) (0,81-2,83) (0,79-2,05)
UnaV [mmol/min]
KON 0,07 0,218 0,23 § 0,26 § 0,358 0,34 8§
(0,01-0,19) (0,06-0,30) (0,09-1,15) (0,10-0,55) (0,15-0,48) (0,09-0,48)

ACEI 0,06 0,218 0,30 § 0,30 §* 0,38 §* 0,418
(0,02-0,28) (0,09-0,46) (0,10-0,68) (0,17-0,62) (0,14-0,62) (0,14-0,63)
Cikrea [MI/min]
KON 155 184 201 185 200 168
(14-259) (117-210)  (131-679)  (108-236)  (111-241)  (97-273)

ACEI 137 176 199 184 183 172
(100-302)  (144-210)  (126-406) (139-324) (127-210)  (118-370)
Ch20 [ml/mln]
KON 0,59 0,92 1,27 1,31 1,59 0,93
(0102,14) (0,22-313) (0,09-9.30) (0,74-4,08) (0,08-4,15) (0,15-2,91)

ACEI 0,75 1,05 1,54 0,79 1,09 1,59
(-0,15-3,32) (-0,07-6,29) (1,01-5,82) (0,22-2,12) (0,08-2,70) (0,51-2,24)
Osmy [mosm/kg]
KON 645 453 538 551 570 492
(351-1236) (322-1029) (311-992)  (371-946)  (294-967)  (307-1003)

ACEI 571 505 566 377 403 539
(238-1061) (290-988)  (331-844)  (327-1015) (297-579)  (330-775)

KON: Kontrolle, ACEI: ACE-Hemmer; n=10; Darstellung von Medianen (Minimum - Maximum); *
Gruppenunterschied, § Unterschied zum Ausgangswert, p<0,05; UV: Urinfluss, FEy,: Fraktionelle
Natriumausscheidung, Uy,V: Natriumausscheidung, Ckr.: Kreatininclearance, Cy,o: Freiwasserclearance,
Osmy: Urinosmolalitat.
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3.1.5. Renale Ausscheidung von NT-proBNP
Abb. 6 zeigt den Verlauf der Urinausscheidung von NT-proBNP pro mmol Kreatinin (Uyr-
proBNP/Krea) 1IN der gesamten Gruppe. In beiden Versuchsgruppen wurde ab 12:00 Uhr eine

signifikante Zunahme von Unt-proBnpikrea VErzeichnet.

[pmol/mmol Creal] UNT—proBNP/Krea
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Abb. 6: Gesamte Gruppe: Verlauf der NT-proBNP-Ausscheidung im Urin

m Kontrolle, o ACE-Hemmer; n=10; Darstellung von Medianen + Quartildeviation; 8 Unterschied zum
Ausgangswert, p<0,05; Unr-prognpikrea: Ausscheidung von NT-proBNP/Kreatinin.

Die filtrierte NT-proBNP-Menge (Filtnr-progne) Stieg in beiden Gruppen (ACEI ab 12:00
Uhr, KON ab 13:00 Uhr) signifikant an, wéhrend die fraktionelle NT-proBNP-
Ausscheidung (FEnT-progne) Nur nach ACE-Hemmung ab 12:00 Uhr signifikant zunahm
(Abb. 7).
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Abb. 7: Gesamte Gruppe: Filtration und fraktionelle Ausscheidung von NT-proBNP

m Kontrolle, o ACE-Hemmer; n=10; Darstellung von Medianen = Quartildeviation; 8§ Unterschied zum
Ausgangswert, p<0,05; FEnrproene: fraktionelle Ausscheidung von NT-proBNP, Filtyrprsne: filtrierte
Menge NT-proBNP.
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3.2. Subgruppenanalyse

3.2.1. Hadmodynamik

In der Vorbereitungsphase gab es keinen Unterschied zur Gesamtgruppe. Der MAP an Tag
4 war signifikant niedriger unter Enalapril (Daten nicht gezeigt). Am Versuchstag lag der
MAP nach Enalapril in der Subgruppe von 8:00 bis 9:00 Uhr, von 10:00 bis 13:00 Uhr,
von 15:00 bis 17:00 Uhr, aber nicht zwischen 13:00 und 15:00 Uhr unter Kontrollniveau.
Die Herzfrequenz war unter ACE-Hemmung von 11:00 bis 13:00 Uhr niedriger als unter
Kontrollbedingungen (Abb. 8)
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Abb. 8: Subgruppe: Hdmodynamik am Untersuchungstag

m Kontrolle, o ACE-Hemmer;n=6; Darstellung von Medianen + Quartildeviation; * Gruppenunterschied, §
Unterschied zum Ausgangswert, p<0,05; MAP: Mittlerer arterieller Druck, HF: Herzfrequenz.
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3.2.2. Klinische Chemie und Hamatokrit

In der Subgruppe lag die Plasma-Kaliumkonzentration zum Ausgangszeitpunkt mit 3,62
(3,28-3,65) mmol/l in der Kontrollgruppe geringfugig, aber signifikant niedriger als in der
ACEI-Gruppe mit 3,78 (3,38-3,88) mmol/I. Es ergaben sich ansonsten keine Unterschiede

zur gesamten Gruppe (Daten nicht gezeigt).

3.2.3. Plasma-Hormonspiegel

3.2.3.1. NT-proANP und NT-proBNP

Der Verlauf von NT-proANP und NT-proBNP im Plasma ergab auch in der Subgruppe
keine Gruppenunterschiede und entsprach dem Verlauf in der gesamten Gruppe (Daten

nicht gezeigt).

3.2.3.2. ANG Il

ANG Il zeigte in der Subgruppe unter Enalapril einen héheren Ausgangswert und nahm
von 12:00 bis 13:00 Uhr signifikant ab, um bis 18:00 wieder etwa zum Ausgangswert
zurlickzukehren. Um 13:00 Uhr war die Konzentration von ANG Il im Plasma unter ACE-

Hemmung niedriger als in der Kontrollgruppe (Abb. 9).
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Abb. 9: Subgruppe: Verlauf der Konzentration von ANG Il im Plasma

m Kontrolle, o ACE-Hemmer; n=6; Darstellung von Medianen * Quartildeviation; * Gruppenunterschied, §
Unterschied zum Ausgangswert, p<0,05; ANG II: Angiotensin Il.
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3.2.4. Nierenfunktionsparameter

Die Nierenfunktionsparameter in der Subgruppe unterschieden sich geringfigig von den
Werten der Gesamtgruppe (Tabelle 3). UV, FEn, und Uy,V stiegen imVerlauf jeweils in
beiden Gruppen an. Um 12:00 Uhr und von 14:00 bis 18:00 Uhr fand sich signifikant
héherer UV, um 12:00 und 16:00 Uhr fanden sich signifikant héhere Uyn,V und FEn, unter

ACEL.

Tabelle 3: Subgruppe: Nierenfunktionsparameter

Zeit 08:00 12:00 13:00 14:00 16:00 18:00
UV [ml/min]
KON 0,73 159§ 3,678 1,858 2,078 1,658
(0,40-2,41) (1,06-3,56) (0,88-6,31) (0,92-3,67) (1,17-3,75) (0,83-2,83)
ACEI 0,96 4,018* 4,428 2,73 8* 3,58 §* 2,21 8*
(0,49-1,75) (1,79-5,09) (1,36-7,38) (1,27-5,45) (2,75-5,64) (0,92-3,90)
FEna
KON 0,31 0,75 1,218 1,058 1,10 1,40
(0,14-2,65) (0,24-1,41) (0,31-3,13) (0,39-2,86) (0,52-2,14) (0,52-2,25)
ACEI 0,42 1,07 §* 1,208 1,318 1,94 §* 1,718
(0,21-1,09) (0,66-2,04) (0,80-2,65) (0,74-2,56) (0,95-2,83) (0,79-2,05)
UnaV [mmol/min]
KON 0,09 0,218 0,538 0,338 0,318 0,37 8§
(0,01-0,19) (0,06-0,30) (0,09-1,15) (0,10-0,55) (0,18-0,48) (0,20-0,48)
ACEI 0,09 0,30 &8* 0,638 0,418 0,53 8* 0,438
(0,03-0,28) (0,16-0,46) (0,21-0,68) (0,20-0,62) (0,26-0,62) (0,20-0,63)
Cerea-[mI/min]
KON 155 197 219 201 206 197
(42-259) (128-210)  (196-679)  (141-236)  (161-241)  (138-273)
ACEI 154 187 226 201 191 181
(109-302)  (162-210)  (185-406)  (161-241)  (157-210)  (157-370)
C H2o [MI/min]
KON 0,78 0,81 1,30 1,31 1,59 1,90
(0,42-2,14) (0,42-2,53) (1,10-9,30) (1,03-2,88) (0,08-3,19) (0,55-2,91)
ACEI 0,90 0,62 1,31 1,24 1,54 1,64
(0,08-3,32) (-0,07-3,13) (1,07-2,18) (0,22-2,12) (0,08-2,70) (0,53-2,24)
Osmy [mosm/kg]
KON 645 450 605 518 580 542
(370-1236) (322-1029) (358-992)  (407-946)  (294-967)  (420-1003)
ACEI 571 365 422 419 425 540
(321-1021) (290-647)  (331-687)  (335-688)  (297-579)  (330-701)

KON: Kontrolle, ACEI: ACE-Hemmer; n=6; Darstellung von Medianen (Minimum - Maximum); *
Gruppenunterschied, 8 Unterschied zum Ausgangswert, p<0,05; UV: Urinfluss, FEy, Fraktionelle
Natriumausscheidung, Uy,V: Natriumausscheidung, Cyr,: Kreatininclearance, Cy,o: Freiwasserclearance,

Osmy: Urinosmolalitat.
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3.2.5. Renale Ausscheidung von NT-proBNP

Unr-proBNp/krea Sti€g in der Subgruppe unter ACE-Hemmung von 12:00 Uhr an uber den
Ausgangswert an und war um 12:00, 14:00 und 16:00 Uhr signifikant hoher als unter
Kontrollbedingungen. (Abb. 10).
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Abb. 10: Subgruppe: Verlauf der NT-proBNP-Ausscheidung im Urin

m Kontrolle, o ACE-Hemmer; n=6; Darstellung von Medianen + Quartildeviation; * Gruppenunterschied, §
Unterschied zum Ausgangswert, p<0,05; Unr-proeneikrea: Ausscheidung von NT-proBNP/Kreatinin.

Der Verlauf von Filtnrprone Und FENT-proene €Ntsprach weitgehend dem Verlauf in der
Gesamtgruppe (Tabelle 4). Filtnrprosne Stieg in beiden Guppen ab 13:00 Uhr an. FEnT-
proBne 1ag nur unter ACE-Hemmung von 12:00 bis 13:00 und von 14:00 bis 16:00 Uhr tiber
dem Ausgangswert. Es wurden auch in der Subgruppe keine Gruppenunterschiede
beobachtet.
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Tabelle 4: Subgruppe: Filtration und fraktionelleAusscheidung vonNT-proBNP

Zeit 08:00 12:00 13:00 14:00 16:00 18:00

FENT—proBNP [%]
KON 4,6 5,6 2,8 4,4 5,0 4,0
(04-66) (08175 (11790 (13175 (1,0-8,7)  (1,1-6,3)

ACEI 2,8 7,48 7,7 528 708 3,2
08-44)  (39-124) (07-106) (1,0-108) (2295  (1,7-4,9)
Filtnr-prosne [PG/min]
KON 1688 2283 3868 § 2673 § 3520 § 3856 §
(579-7674) (1014-7531) (2537-26264) (1093-8762) (1284-10072) (1692-9085)

ACEI 2617 4009 6449 § 5203 § 5231 § 5487 §
(831-6045)  (2096-7099) (3378-9465) (2916-8384) (2991-9145) (2712-11898)

KON: Kontrolle, ACEI: ACE-Hemmer; n=6; Darstellung von Medianen (Minimum - Maximum); §
Unterschied zum Ausgangswert, p<0,05; FEnr-poene: fraktionelle Ausscheidung von NT-proBNP, Filtyr.
prognp: filtrierte Menge NT-proBNP.

3.3. Kumulative Ausscheidung von Urin, Natrium und NT-proBNP

In der Gesamtgruppe steigerte ACE-Hemmung den kumulativen Urinfluss (UVium)
signifikant, die kumulative Natriumausscheidung (UnaVkum) jedoch nur im Trend (p=0,07,
Abb. 10). Die auf die Kreatininmenge bezogene Ausscheidung von NT-proBNP im Urin
(UnT-proBNpikrea kum) 1N der Gesamtgruppe zeigte nur einen Trend zu hoheren Werten unter
Enalapril (p=0,09, Abb. 11).

In der Untergruppe von sechs Probanden, die sowohl eine signifikante Steigerung der
UVium als auch der UnaVium aufwiesen, wurde eine signifikant hthere Unr-prosnpikrea kum
unter ACE-Hemmung beobachtet (Abb. 11).
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Gesamtgruppe Subgruppe
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Abb. 11: Urinfluss, Natrium- und NT-proBNP-Ausscheidung kumuliert in Sub- und Gesamtgruppe

n=10 (Gesamtgruppe), n=6 (Subgruppe); Darstellung von Medianen + Perzentilen; * Gruppenunterschied,
p<0,05; UViym: kumulierter Urinfluss, UnaViym: kumulierte Natriumausscheidung, Unr-prosnpikrea kum:
kumulierte NT-proBNP-Ausscheidung pro Kreatinin.
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, den Einfluss des ACE-Hemmers Enalapril auf
die renale Ausscheidung des natriuretischen Peptids NT-proBNP und auf begleitende
Verdnderungen in den Plasmakonzentrationen von NT-proANP und NT-proBNP zu
untersuchen. Unter der Hypothese, dass ACE-Hemmung die Natriumausscheidung und,
damit einhergehend, die NT-proBNP-Ausscheidung im Urin nach Kochsalzbelastung
steigert, wurden 10 gesunde mannliche Probanden im Crossover-Design in einer
kontrollierten klinischen Studie doppelblind einschleichend mit Enalapril behandelt und
am Versuchstag unter 20 mg Enalapril einer intravenésen Kochsalzbelastung (20ml/kg
0,9% NacCl Uber eine Stunde) ausgesetzt. Verdnderungen der H&modynamik, in Parametern
des Flussigkeitshaushalts, der Nierenfunktion und im Hormonhaushalt wurden

protokolliert.

4.1. Hdmodynamik

Enalapril kann in normotensiven Probanden eine signifikante Blutdrucksenkung
hervorrufen [MacGregor et al. 1981], die durch vorherige Salzdepletion verstarkt wird
[McNabb et al. 1986, MacFadyen et al. 1993]. Als Protokoll zur Behandlung unserer
Probanden mit einem ACE-Hemmer diente deshalb eine Studie von Ferro und Mitarbeitern
[Ferro et al. 1998]. Diese Arbeitsgruppe berichtet, mittels einschleichender Enalapril-Gabe
die ANG-II-Plasmakonzentration am Untersuchungstag ohne begleitende Verénderungen
im arteriellen Blutdruck (MAP) signifikant gesenkt zu haben. Dieser Effekt war auch flr
unsere Studie beabsichtigt, um mdgliche pharmakologische Wirkungen des ACE-
Hemmers auf die Ausscheidung der natriuretischen Peptide ohne zuséatzliche Storfaktoren
untersuchen zu konnen. Auflerdem sollte hierdurch das Risiko eines Blutdruckabfalls
verringert werden. Darliber hinaus wurden die Probanden sieben Tage lang neben ihrer
normalen Nahrungszufuhr mit 5g Kochsalz pro Tag substituiert.

Die Ergebnisse von Ferro und Mitarbeitern lieBen sich nicht reproduzieren. Bereits in der
Vorbereitungsphase wich der MAP in den beiden Gruppen voneinander ab, und am
Untersuchungstag wurde er durch Enalapril deutlich gesenkt.

Das Ansprechen auf ACE-Hemmer héngt von unterschiedlichen Faktoren wie
Aktivierungszustand des Renin-Angiotensin-Systems, Ausgangsblutdruck, Alter und ACE-
Genotyp ab und zeigt eine hohe inter- und intraindividuelle Variabilitat [Donnelly et al.

1991]. Dass die Probanden von Ferro, ebenfalls mannlich, deutlich &lter waren (45+3
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Jahre) als unsere Versuchspersonen (26+2 Jahre), scheint kein hinreichender Grund fiir die
Diskrepanz zu sein. Es liegen im Gegenteil einige Untersuchungen vor, die bei alteren
Probanden tendenziell eine stdrkere hypotensive Wirkung verzeichnet haben [Ajayi et
al.1986, Lees und Reid 1987, Macdonald et al. 1993].

In Ubereinstimmung mit dem gut erforschten Wirkprofil von Enalapril [Gomez et al. 1985]
trat die beobachtete Blutdrucksenkung ohne grofRere Verédnderung der Herzfrequenz auf.
Der leichte Anstieg des Blutdrucks in der Kontrollgruppe wahrend der VVorbereitungsphase
héngt moglicherweise mit nervéser Anspannung vor dem Versuch und mit der verstarkten
Salzzufuhr zusammen. Die Abnahme von Blutdruck und Herzfrequenz Uber den
Versuchszeitraum in beiden Gruppen erklart sich durch die korperliche Ruhe wahrend des

Untersuchungszeitraums.

4.2. Klinische Chemie und Hamatokrit

Die Plasmakonzentrationen von Natrium und Kalium sowie die Serumosmolalitat zeigten
im Rahmen der akuten intravendsen Kochsalzbelastung keine Anderung. Dies steht im
Einklang mit friheren Untersuchungen [Drummer et al. 1992a]. Die Gabe von Enalapril
verursachte bis auf eine geringfligig hohere Plasma-Kalium-Konzentration um 8:00 Uhr in
der Subgruppe erwartungsgemal keine Unterschiede in den Gruppen. Ein voriibergehender
Anstieg des Plasma-Kaliums unter ACE-Hemmern ist seit langem bekannt und aufgrund
der verminderten Aldosteronwirkung nicht Giberraschend [Lant et al. 1984].

Die Abnahme der Plasma-Kreatinin-Spiegel ab 12:00 Uhr unter ACE-Hemmung im
Untersuchungszeitraum l&sst sich als Verdunnungseffekt interpretieren, der in der ACEI-
Gruppe signifikant war. Nur in der Kontrollgruppe zeigte sich nach der Infusion ab 13:00
ein geringfugiger Abfall des Hdmatokrits. In der ACE-Gruppe erreichte die Tendenz zur
Abnahme zu keinem Zeitpunkt Signifikanz.

Ob es sich hierbei wirklich um relevante Gruppenunterschiede handelt, ist fraglich. In
beiden Fallen zeigt sich in der jeweils anderen Gruppe ein entsprechender Verlauf, der die

Signifikanz nur knapp verfehlt.
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4.3. Plasma-Hormonspiegel
4.3.1. NT-proANP und NT-proBNP

Modulationen der Plasmaspiegel von ANP in gesunden Probanden sind insbesondere durch

Volumenexpansion [Sagnella et al. 1985, Singer et al. 1987, Nguyen et al. 1988, Richards
et al. 1988, Wingender et al. 1988], Positionsanderung [Hodsman et al. 1986, Hollister et
al. 1986, Franco-Saenz et al. 1989, Oie et al. 1991], Anderung der Kochsalzzufuhr
[Sagnella et al. 1985, Gutkowska et al. 1986, Hollister et al. 1986] und korperliche
Anstrengung [Hodsman et al. 1986, Tanaka et al. 1986] herbeigefiihrt worden.

Einige Untersuchungen haben auch den Anstieg von NT-proANP in gesunden Probanden
im Rahmen der bekannten ANP-Stimuli dokumentiert [Gerbes und VVollmar 1988, Baker et
al. 1991, Arjamaa et al. 1996, Heringlake et al. 2004]. ANP wird als Prohormon in den
atrialen Granula gespeichert. Im Rahmen der Freisetzung erfolgt bei myokardialer
Dehnung eine Spaltung. Die Plasmakonzentration von NT-proANP ubersteigt aufgrund
von groferer Stabilitdt und langerer Halbwertszeit des Fragments die Konzentration von
ANP [Sundsfjord et al. 1988, Levin et al. 1998].

In Ubereinstimmung mit der bisher veréffentlichten Literatur zu ANP in gesunden
Probanden [Doorenbos und van Brummelen 1989, Richards et al. 1989, Sala et al. 1989]
fand sich kein messbarer Effekt der kurzfristigen ACE-Hemmung auf die NT-proANP-
Plasmakonzentration. Zwei Studien zeigen einen Abfall des Plasma-ANP auf, der jedoch
in Probanden unter Salzrestriktion [Mann et al. 1986] bzw. in &lteren Patienten mit
Herzinsuffizienz [Lang et al. 1992b], also unter veranderten Bedingungen, beobachtet
wurde.

Die Reaktion der ANP-Plasmaspiegel auf eine isotone Kochsalzinfusion wird kontrovers
diskutiert, da trotz des bekannten Volumenstimulus einige Studien zur Regulation des
Elektrolyt- und Wasserhaushalts in gesunden Probanden keine Verénderung der ANP-
Konzentration nach isotoner Volumenanderung beobachtet haben [Drummer et al. 19923,
Drummer et al. 1992b, Andersen et al. 1998, Andersen et al. 1999, Rasmussen et al. 2003].
In unserer Studie rief die Infusion von 20ml/kg physiologischer Kochsalzldsung innerhalb
einer Stunde keine messbare Steigerung der NT-proANP-Plasmaspiegel hervor, was die
Bedeutung von ANP fiur die Natriurese nach Kochsalzinfusion von 20ml/kg in einer
Stunde in Frage stellt. Offensichtlich spielen Faktoren wie Dauer und Intensitat des
Stimulus, Volumenzustand des Individuums und Aktivierungsgrad des Systems der
natriuretischen Peptide eine Rolle. Eine verminderte Empfindlichkeit des ANP-Systems ist

im Rahmen der erhohten Salzzufuhr denkbar, wie durch Experimente in Ratten nahe gelegt
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worden ist. Hier wurde gezeigt, dass die Intensitat der ANP-Freisetzung nach adaquatem
Stimulus vom Grad der Salzzufuhr abhéngt [Lee et al. 2004].

Die gemessenen NT-proANP Konzentrationen lagen in unserer Untersuchung trotz der
erhdhten Salzzufuhr mit 261 pmol/Il (entsprechend 889 pg/ml) eher unterhalb der Werte fiir
die Normalbevdlkerung. Eine mdégliche Erklarung hierfur kann das jingere Alter unserer
Probanden sein, da die Plasmaspiegel von NT-proANP unabhéngig von Erkrankungen mit

dem Lebensalter ansteigen [Loke et al. 2003].

Die Regulation von Synthese und Freisetzung von BNP aus Vorhdfen und Ventrikeln ist
aufgrund der steigenden Kklinischen Bedeutung des Peptids gegenwartig Gegenstand
intensivster Forschung. BNP wird wie ANP mit seinen Vorldufern und Spaltprodukten in
den Vorhofen synthetisiert und mit diesen auf Wanddehnung hin freigesetzt. Allerdings
nimmt es in Gesunden einen niedrigeren Anteil im atrialen Myokard und in der Zirkulation
ein als ANP. Unter pathophysiologischen Bedingungen verstérkt sich insbesondere die
ventrikulare Produktion von BNP und resultiert in stark erhdhten Plasmaspiegeln von BNP
und NT-proBNP. Wie auch fir ANP belegt wurde, sind myokardiale Dehnung und
Ischdmie wichtige Stimuli fur die Freisetzung von BNP. Offensichtlich findet jedoch
insbesondere im ventrikuldren Myokard eine komplexe Interaktion mit humoralen und
neurohormonalen Faktoren sowie dem Immunsystem statt, worauf insbesondere der
Einfluss verschiedener Zytokine (TNF-o, IL-1 und IL-6) und Wachstumsfaktoren
hindeutet. Diese Zusammenhdange und die Tatsache, dass Expression von BNP auch in
kardialen Fibroblasten und in Koronararterien demonstriert wurde, verdeutlichten, dass
noch viele Fragen zur Synthese und Freisetzung von BNP unbeantwortet sind [Clerico et
al. 2006]. Erhéhung der diatetischen Salzzufuhr steigerte in gesunden Probanden [Lang et
al. 1991, Ishimitsu et al. 1998] die Plasmakonzentration von BNP. Niedriger Body Mass
Index [Das et al. 2005], weibliches Geschlecht und niedrige Herzfrequenz [Loke et al.
2003] sind mit hoheren Konzentrationen von BNP und NT-proBNP im Plasma assoziiert.
Aulerdem steigt die NT-proBNP-Plasmakonzentration mit zunehmendem Lebensalter
[Loke et al. 2003].

NT-proBNP hat mit 120 Minuten eine langere Halbwertszeit als BNP mit 22 Minuten und
ist in groReren Konzentrationen im Blut messbar [McCullough und Sandberg 2003]. Die
Elimination von NT-proBNP erfolgt wahrscheinlich zum gréRten Teil renal [McCullough
und Sandberg 2003], es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass auch Abbauprozesse beteiligt
sind [Goetze 2004].
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Gegenwartig ist keine Literatur zum Einfluss von ACE-Hemmern auf die Plasmaspiegel
von NT-proBNP und BNP bei gesunden Probanden verfiigbar. Untersuchungen an
herzinsuffizienten Patienten legen jedoch nahe, dass langfristige [Tsutamoto et al. 2000,
Yoshimura et al. 2002] und kurzfristige Gabe [Lang et al. 1992b] von Antagonisten des
Renin-Angiotensin-Systems die plasmatische Konzentration von BNP senken koénnen.
Sheth und Mitarbeiter beobachteten in herzinsuffizienten Patienten hingegen nur einen
Trend zur Verringerung der BNP-Plasmaspiegel nach mehrmonatiger Gabe eines ACE-
Hemmers [Sheth et al. 2002].

Diese Veranderungen sind am ehesten im Zusammenhang mit den h&modynamischen
Wirkungen und der konsekutiven kardialen Entlastung zu interpretieren. Eine Beteiligung
von ACE am Metabolismus von BNP ist vermutet, aber noch nicht bestétigt worden
[Vanneste et al. 1990].

Unsere Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass unter physiologischen Bedingungen die
Konzentration von NT-proBNP im Plasma nicht durch ACE-Hemmung beeinflusst wird.
Dies steht im Einklang mit einer Studie an gesunden Probanden, in der nach ANG-II-
Infusion die Plasmakonzentration von BNP unbeeinflusst blieb [Cargill et al. 1994].
Allerdings kam es hier zu einem deutlichen Blutdruckanstieg, der einen Vergleich mit
unserer Untersuchung erschwert. Auch in einer tierexperimentellen Studie bewirkte
Antagonisierung des Renin-Angiotensin-Systems keine Veranderung der Plasmaspiegel
von BNP [Sata et al. 2003]. Da allerdings fir BNP grol3e strukturelle und funktionelle
Speziesspezifitdt besteht [Suzuki et al. 2001], bedarf es weiterer Untersuchungen in
gesunden Probanden in einem Modell ohne Einfluss hdmodynamischer Storfaktoren, um
diese These zu bestérken.

Mit 21,72 pg/ml (entsprechend 2,57 pmol/l) liegen die gemessenen Konzentrationen von
NT-proBNP deutlich unter den bislang dokumentierten Werten fir die
Normalbevolkerung, was angesichts der starken Alters- und Geschlechtsabhdngigkeit des
Peptids nicht Gberrascht [Loke et al. 2003]. In gesunden jungen Ménnern berichten Schou
und Mitarbeiter iber Plasmakonzentrationen von 1,2+0,19 pmol/l, die etwas niedriger sind
als in unserer Untersuchung [Schou et al. 2005].

Wiéhrend des Untersuchungszeitraums wurde ein signifikanter, kontinuierlicher langsamer
Anstieg der NT-proBNP-Konzentration im Plasma verzeichnet. Uber eine zirkadiane
Rhythmik von BNP ist wenig bekannt. Eine mdgliche Erklarung ist die horizontale
Kaorperlage der Probanden [La Villa et al. 1993]. Mit Latenz von drei Stunden ist auerdem

eine Zunahme der Plasmakonzentration nach Kochsalzinfusion dokumentiert worden
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[Heringlake et al. 2004]. Insofern ist wahrscheinlich, dass in unserer Untersuchung ab
16:00 Uhr auch die NaCl-Infusion zum Anstieg der NT-proBNP-Plasmaspiegel
beigetragen hat.

4.3.2. ANG Il

ACE-Hemmung kann in gesunden Probanden innerhalb weniger Stunden zu einem Abfall
der ANG-I1-Spiegel fihren [Brunner et al. 1981, MacGregor et al. 1981]. Dies erscheint
als die logische Folge einer verminderten ACE-Aktivitat mit konsekutiv verminderter
Bildung des Oktapeptids ANG Il aus dem Dekapeptid Angiotensin 1.

Man nimmt heute an, dass der limitierende Faktor fiir die Plasmaspiegel von ANG Il nicht
ACE, sondern die Plasma-Renin-Aktivitat ist [Ingert et al. 2002]. Diese wird unter
anderem von der diatetischen Salzzufuhr beeinflusst: Je niedriger die Salzlast, desto hoher
ist die Reninaktivitat und der Aktivierungsgrad des Systems, wie an Probanden [Sagnella
et al. 1989] und tierexperimentell [Cholewa und Mattson 2001, Kjolby et al. 2005]
nachvollzogen wurde. Die Plasmaspiegel von ANG Il héngen aber auch von der
Verfugbarkeit des Glykoproteins Angiotensinogen ab, das das Substrat von Renin darstellt
[Cholewa und Mattson 2005].

Wie erwartet kam es in unserer Studie nach Gabe von Enalapril zu einem Abfall derANG-
I1-Plasmakonzentration. Trotz dieser Abnahme lieR sich der erwartete signifikante
Unterschied in Kontroll- und ACEI-Gruppe nur in der Subgruppenanalyse nachweisen.

Fur diese Beobachtung lasst sich moglicherweise die verstérkte Salzaufnahme im Vorfeld
unserer Untersuchung in Betracht ziehen, denn hier unterscheidet sich unser Protokoll vom
Vorgehen von Ferro [Ferro et al. 1998]. Unterlegt wird diese These durch eine Studie, die
die Reaktion des Renin-Angiotensin-Systems auf verschiedene Dosen von Enalapril in
gesunden Probanden unter kochsalzarmer und kochsalzreicher Diét verglichen hat
[Shoback et al. 1983]. Unter hoher Kochsalzzufuhr kam es wie in unserer Studie zu einem
signifikanten Blutdruckabfall, der jedoch nicht von einer Veranderung der ANG-I1-Spiegel
begleitet wurde. Unter kochsalzarmer Diat hingegen wurde die Plasma-ANG-II-
Konzentration deutlich unterdrckt.

Als weitere Erklarung ist aulerdem ein sogenannter "Angiotensin-Escape™ denkbar, der
unter ACE-Hemmer-Gabe auftreten kann und durch reaktive Hyperrenindmie oder
Biosynthese von ANG Il durch andere Enzyme begriindet wird [Mooser et al.1990].
Zudem ist die Beobachtung von Bedeutung, dass die Plasma-ANG-I1-Konzentration nicht

uneingeschréankt die Situation des Renin-Angiotensin-System in speziellen Geweben wie
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Myokard oder Niere widerspiegelt, die die BNP-Produktion eher beeinflussen kénnte. Fur
unsere Hypothese spricht, dass offensichtlich geringere Dosen von Enalapril zur Senkung
der lokalen ANG-II-Konzentration in der Niere vonnoten sind als zur Senkung der
Plasmakonzentration [Campbell 1996].

Der signifikante Anstieg der ANG-II-Werte in der Kontrollgruppe um 18:00 Uhr ist
uberraschend. Im Rahmen einer Kochsalzinfusion wirde man eher eine Abnahme der
plasmatischen ANG-II-Konzentration erwarten [Duggan und Ye 1998]. In der Literatur

findet sich hierfur keine plausible Erklarung.

4.4. Nierenfunktionsparameter

Bekannt ist, dass Enalapril in der Niere gesunder Probanden Steigerung des renalen
Blutflusses und der Natriurese bei unverdnderter glomerulérer Filtrationsrate (GFR)
hervorruft [Davies et al. 1984, Burnier und Brunner 1996]. Die natriuretische Wirkung
wird als biphasisch beschrieben und zeigt ein Maximum wéhrend ein bis zwei und vier bis
acht Stunden nach Verabreichung des Medikamentes [McNabb et al. 1985, Lant et al.
1984]. Da die Wirkung auf die Aldosteronsynthese erst mit Latenz einsetzt, lasst sich die
prompte Natriurese vermutlich auf eine direkte Hemmung der Reabsorptionskapazitat im
proximalen Tubulus zurtickfuhren. Mittels epithelialer Rezeptoren beeinflusst ANG |1 dort
den Natrium-Bikarbonat-Transport [Burnier und Brunner 1996]. Die natriuretische
Wirkung von Captopril geht mit Expression bestimmter Transportproteine einher [Leong et
al. 2005].

Auch isotone Kochsalzinfusion hat in gesunden Probanden eine Steigerung von
Natriumausscheidung (UnaV) und Urinfluss (UV) zur Folge, die bereits in den ersten drei
Stunden nach Volumenbelastung einsetzt und Uber zwei Tage anhalten kann [Drummer et
al. 1992b].

Unsere Ergebnisse dokumentieren in beiden Versuchsgruppen erwartungsgemall den
Anstieg von Uy, und UV. Beginnend nach vier Stunden, also vor Beginn der
Kochsalzinfusion, bildet sich offensichtlich zuerst der Einfluss der Nahrungsaufnahme und
einer zirkadianen Rhythmik [Drummer et al. 1992a] ab. Erst nach frihestens funf Stunden
ist von einem Beitrag der Volumenbelastung zur Natriurese auszugehen. Die Wirkung von
Enalapril spiegelt sich einerseits in einer signifikanten Steigerung von UV (ber den
Kontrollwert nach acht Stunden und der Un,V nach sechs und acht Stunden. Auflerdem
wurde unter Enalapril bereits nach vier Stunden eine erhohte fraktionelle

Natriumausscheidung (FEna) beobachtet, d.h. friiher als in der Kontrollgruppe. Dass
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entgegen der Erwartung nur im Trend eine Steigerung der kumulativen
Natriumausscheidung unter Enalaprilgabe (p=0,07) festgestellt werden konnte, ist
wahrscheinlich auf den signifikant niedrigeren Blutdruck in der ACEI-Gruppe
zuriickzufuhren. Ein Abfall des arteriellen Blutdrucks wirkt ber Verminderung des
Druckdiurese-Mechanismus der Natriumausscheidung entgegen [Hall et al. 1990].
Auflerdem ist beobachtet worden, dass der natriuretische Effekt von ACE-Hemmern in
Subjekten mit gesteigerter Salzzufuhr proportional geringer ausféllt [Burnier und Brunner
1996]. Dass in der Untergruppe die Natriumausscheidung deutlicher gesteigert wurde, ist
moglicherweise also im Zusammenhang mit den geringeren Blutdruckdifferenzen in dieser
Gruppe zu sehen.

Die GFR blieb wahrend des Untersuchungszeitraums unveréndert. Dies steht im Einklang
mit dem pharmakodynamischen Profil von Enalapril [Davies et al. 1984, Burnier und
Brunner 1996] und mit Untersuchungen zum Einfluss isotoner Kochsalzinfusion auf die
Nierenfunktion [Andersen et al. 1998].

4.5. Renale BNP-Freisetzung

In zahlreichen Untersuchungen ist belegt worden, dass die natriuretischen Peptide beim
Menschen in der Niere présent sind und mit dem Urin ausgeschieden werden. Die
Expression des renalen Peptids Urodilatin wurde in Zellen, die mit humanen distalen
Tubuluszellen verwandt sind, demonstriert [Lenz et al. 1999, Drummer 2001].
Immunzytochemisch sind BNP [Totsune et al. 1994, Herten et al. 1998] und Urodilatin
[Herten et al. 1998] in der Niere v. a. im distalen Tubulus nachgewiesen worden. Auch
CNP wird in Tubuluszellen synthetisiert [Herten et al. 1998] und ist in der Niere und im
Urin dokumentiert worden [Cataliotti et al. 2002]. Ruhende humane epitheliale und
mesangiale Glomeruluszellen exprimieren BNP-mRNA, und BNP als Genprodukt lasst
sich im Uberstand der Zellkultur nachweisen [Lai et al. 1999]. Es ist auch dokumentiert
worden, dass BNP in vitro von proximalen Tubuluszellen synthetisiert wird [Mistry et al.
2001]. 1996 wurde erstmals immunoreaktives BNP im Urin gesunder und
niereninsuffizienter Probanden nachgewiesen, wobei eine Abnahme der Nierenfunktion
mit erhéhter BNP-Ausscheidung einherging [Totsune et al. 1996].

Nach einer isotonen Kochsalzinfusion in gesunden Probanden wurde ein Anstieg der
renalen NT-proBNP-Ausscheidung beobachtet, der zeitlich unabhangig vom Verlauf der
Plasmakonzentration des Hormons war [Heringlake et al. 2004]. Dieser Verlauf lieR auf

eine unabhédngige Regulation der kardialen und renalen NT-proBNP-Freisetzung schlieRen.
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Allerdings liegt bislang keine Literatur zu einer mdglichen humoralen Kontrolle der
renalen NT-proBNP-Freisetzung vor.

Es gibt Hinweise darauf, dass das Renin-Angiotensin-System als funktioneller
Gegenspieler der natriuretischen Peptide in deren Regulation involviert ist [Johnston et al.
1989]. An der isoliert perfundierten Rattenniere verringerte ANG-II-Behandlung die
Ausscheidung von Urodilatin [Heringlake et al. 2001].

In unserer Studie war eine Hemmung des Renin-Angiotensin-Systems in der
Gesamtgruppe mit signifikant hoherer Diurese (UVium) assoziiert als unter Placebo. Die
kumulative NT-proBNP-Ausscheidung pro mmol Kreatinin zeigte einen Trend (p=0,09) zu
hoheren Werten unter ACE-Hemmer. Durch Bezugnahme auf die ausgeschiedene
Kreatininmenge sollen Fehlkalkulationen durch Verdiinnungseffekte im Urin verringert
werden. Die kumulative Natriumausscheidung (UnaVikum) Wurde in der Gesamtgruppe,
vermutlich aufgrund der verknupften Blutdrucksenkung, nur im Trend gesteigert.
Deswegen wurden in einer weiteren Analyse nur diejenigen Probanden betrachtet, die auf
Enalapril wie erwartet mit einem Anstieg der Un,Vikum reagiert haben. Der niedrigeren
ANG-II-Werte unter ACE-Hemmer und der Anstieg der UnaViem Waren in dieser
Subgruppe, die auch geringere Blutdruckdifferenzen aufwies, mit signifikant hoherer Unr-
proBNP/Krea kum aSSOZiiert.

Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die renale NT-proBNP Produktion durch
das Renin-Angiotensin-System beeinflusst bzw. durch ANG 11 inhibiert wird. Es ist somit
ebenfalls denkbar, dass die hohere Diurese und die hohere Natriumausscheidung unter
ACE-Hemmer zu einem Teil durch die Wirkung von BNP vermittelt werden.

Krzlich wurde von Ng und Mitarbeitern vorgeschlagen, Messung der Konzentration von
NT-proBNP im Urin als einfaches Verfahren zur Diagnostik der Herzinsuffizienz
heranzuziehen [Ng et al. 2004]. Die Korrelation von Urin- und Plasma-NT-proBNP-
Konzentration in dieser Untersuchung sowie das geringe Molekulargewicht von NT-
proBNP von ca. 8 kD legen nahe, dass zu einem Teil filtriertes NT-proBNP plasmatischen
Ursprungs im Urin erscheint. Die NT-proBNP-Ausscheidung im Urin Korrelierte aber
andererseits auch mit der Plasma-Kreatininkonzentration, die im Allgemeinen mit
Abnahme der Filtrationsleistung zunimmt. In einer Screeninguntersuchung auf
Herzinsuffizienz konnte auflerdem weder eine Korrelation der Plasmaspiegel noch der
Kreatininclearance mit der Urinkonzentration von NT-proBNP belegt werden [Ng et al.
2005].
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Diese Ergebnisse sprechen fir eine zusétzliche renale Produktion von NT-proBNP. Die
Ergebnisse unserer Untersuchung bestérken die Hypothese einer renalen Herkunft des
Peptids im Urin: Die GFR blieb im Verlauf der Untersuchung unverandert, wahrend in der
Plasmakonzentration von NT-proBNP ein langsamer, kontinuierlicher Anstieg verzeichnet
wurde. Entsprechend zeigt sich ein langsamer Anstieg der filtrierten NT-proBNP-Menge.
Der Anteil der filtrierten Menge, die im Urin erschien (FEnt-prosnp), blieb unter Placebo
unverdndert und stieg unter Enalapril signifikant an. Zu welchen Anteilen tubuldre
Sekretion, tubulére Rickresorption oder auch Abbau des Peptids im Birstensaum des
Tubulusepithels oder im GefaBendothel die FEnt-progne beeinflussen, lasst sich in unserer
Untersuchung nicht quantifizieren. Dass der Verlauf der NT-proBNP-Ausscheidung im
Urin bei unveranderter GFR jedoch deutlich vom plasmatischen Verlauf und vom Verlauf
der filtrierten Menge abwich, deutet auf einen zusatzlichen renalen Ursprung der Substanz
hin.

Neue Studien von Schou und Goetze haben die Konzentrationen von NT-proBNP in
Nierenarterie und -vene verglichen und geben erstmals Auskunft Giber die renale Extraktion
von NT-proBNP in gesunden jungen Mé&nnern [Schou et al. 2005] und in Patienten mit
Bluthochdruck und Leberzirrhose [Goetze et al. 2006]. Die berichteten Raten von 15-20%
bzw. 16% liegen deutlich uUber der FEntproene IN UNseren Ergebnissen, die bei einem
Median von 5% zwischen 1% und 18% variierte. Dies zeigt, dass offensichtlich nur ein
Teil der von der Niere aus dem Blut extrahierten Menge von NT-proBNP im Urin
erscheint und Abbauprozesse beteiligt sein diirften.

Der Abbau der natriuretischen Peptide erfolgt hauptséchlich durch den Clearance-Rezeptor
NPR-C und die neutrale Endopeptidase [Stoupakis und Klapholz 2003]. Sowohl murines
als auch humanes BNP wurden in vitro bei Inkubation mit Nierengewebe innerhalb von
einer Stunde vollstdndig degradiert [Walther et al. 2004]. Da humanes BNP grolere
Stabilitat gegeniber der hydrolytischen Aktivitdt der neutralen Endopeptidase zeigt als
ANP [Smith et al. 2000, Kishimoto et al. 2001, Walther et al. 2004] und die Affinitat von
BNP zum Clearance-Rezeptor NPR-C verhaltnisméaRig gering ist [Suga et al. 1992], wird
mindestens ein weiteres Enzym diskutiert, das am Abbau der natriuretischen Peptide
beteiligt sein kdnnte [Walther et al. 2004].

Die Elimination der N-terminalen Fragmente wird ebenfalls noch nicht vollstandig
verstanden. Die negative Korrelation ihrer Plasmaspiegel mit der Kreatininclearance
[Bonarjee et al. 1995, Hunt et al. 1997, Vickery et al. 2005], die Akkumulation bei
Niereninsuffizienz [Itoh et al. 1988, Sundsfjord et al. 1988, Vickery et al. 2005] sowie
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Studien zur renalen Extraktion [Hunt et al. 1997, Schou et al. 2005, Goetze et al. 2006]
legen nahe, dass ihre Clearance vorwiegend renal erfolgt. Unbekannt ist jedoch, welche
Mechanismen dabei zugrunde liegen. Die neutrale Endopeptidase kann nach neueren
Erkenntnissen durch Antagonisierung des Renin-Angiotensin-Systems gehemmt werden
[Walther et al. 2002]. Die geringe Extraktion von NT-proBNP im peripheren Gewebe
[Goetze et al. 2006] und die langere Halbwertszeit im Vergleich zu BNP [Pemberton et al.
2000] sprechen jedoch fir eine untergeordnete Bedeutung des Abbaus von NT-proBNP
durch den Clearance-Rezeptor NPR-C oder durch die neutrale Endopeptidase.
Enstprechend ist die ACEI-vermittelte Hemmung des Abbaus von NT-proBNP durch die
neutrale Endopeptidase vermutlich nicht der wesentliche Mechanismus fir die

beobachteten Anderungen der NT-proBNP Konzentration im Urin.

Zusammenfassend liefern diese Ergebnisse Hinweise auf einer renale Produktion von NT-
proBNP unter Kontrolle des Renin-Angiotensin-Systems in gesunden Probanden. Eine
Begrenzung der Studie findet sich in der Tatsache, dass die Assoziation zwischen ACEI
und NT-proBNP-Ausscheidung nur in einer a posteriori definierten Subgruppe
dokumentiert wurde, weshalb die Ergebnisse als deskriptiv anzusehen sind. Die genauen
Mechanismen, die an der beobachteten Steigerung der kumulativen NT-proBNP-
Ausscheidung beteiligt sind, bleiben in unserem Modell offen. Formale Belege fir eine
direkte Inhibition der NT-proBNP-Ausscheidung durch ANG Il oder eine Beteiligung von
BNP an der natriuretischen Wirkung von Enalapril konnen und sollten erst

Untersuchungen in einem Modell ohne koexistente Blutdruckschwankungen liefern.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, den Einfluss des ACE-Hemmers Enalapril auf
die renale Ausscheidung des N-terminalen Prohormons des natriuretischen Peptids vom B-
Typ (NT-proBNP) in gesunden mannlichen Probanden zu untersuchen.

Nach einer einwdchigen Vorbereitungsphase, die kochsalzreiche Didt und viertdgige
einschleichende Behandlung mit Enalapril umfasste, wurden 10 Versuchspersonen
doppelblind im Crossover-Design nach Verabreichung von 20 mg Enalapril (ACEI) oder
Placebo (KON) Uber einen Zeitraum von 10 Stunden untersucht. Nach vier Stunden
erfolgte eine intravendse Volumenbelastung mit 20ml/kg isotoner Kochsalzldsung tber 60
Minuten. Protokolliert wurde der Verlauf der Hamodynamik, der Nierenfunktion, die
hormonelle Antwort des N-terminalen natriuretischen Peptids vom A-Typ (NT-proANP),
von NT-proBNP und von Angiotensin Il im Plasma sowie von NT-proBNP im Urin. Die
Hormonbestimmungen erfolgten mittels Elektrochemilumineszenz-Immunoassay (NT-
proBNP) bzw. Radioimmunoassay (NT-proANP und Angiotensin I1).

Ab dem vierten Tag der VVorbereitungsphase bis zum Ende der Beobachtungsphase war der
arterielle Blutdruck in der ACEI-Gruppe niedriger als unter Kontrollbedingungen. Die
Angiotensin-1l-Plasmakonzentration zeigte unter Enalapril am Untersuchungstag einen
signifikanten Abfall. Dies war assoziiert mit hoherem Urinfluss und einem Anstieg der
fraktionellen NT-proBNP-Ausscheidung in der ACEI-Gruppe. Die kumulative
Natriumausscheidung und die auf die Ausscheidung von Kreatinin normalisierte NT-
proBNP-Ausscheidung zeigten unter Enalapril nur einen Trend zu héheren Werten. Vor
dem Hintergrund, dass einige Probanden — mutmaRlich aufgrund des niedrigeren
Blutdrucks — nach ACEI keine Steigerung der Natriumexkretion zeigten, wurde zusétzlich
eine Subgruppenanalyse durchgefuhrt. Bei Betrachtung der sechs Probanden, die unter
ACE-Hemmung wie erwartet eine hohere kumulative Natriumausscheidung aufwiesen,
zeigte sich, dass dies im Vergleich zur Kontrolle mit niedrigeren Angiotensin-I1-Spiegeln,
hoherem kumulativen Urinfluss und einer hoheren kumulativen NT-proBNP-
Ausscheidung verknupft war.

Diese Beobachtungen legen nahe, dass das renale BNP-System unter Einfluss des Renin-
Angiotensin-Systems steht. Formale Belege fir eine direkte Inhibition der NT-proBNP-
Ausscheidung durch Angiotensin Il oder eine Beteiligung von BNP an der natriuretischen
Wirkung von Enalapril sollten weiterfiihrende Untersuchungen in einem Modell ohne

koexistente Blutdruckschwankungen liefern.
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7. Anhang

7.1. Tabellen- und Abbildungsverzeichnis

Tabelle 1. Gesamte Gruppe: Klinische Chemie und Hamatokrit

Tabelle 2: Gesamte Gruppe: Nierenfunktionsparameter

Tabelle 3: Subgruppe: Nierenfunktionsparameter

Tabelle 4: Subgruppe: Filtration und fraktionelle Ausscheidung von NT-proBNP

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

1: Ablaufschema

2: Gesamte Gruppe: Ha&modynamik in der VVorbereitungsphase

3: Gesamte Gruppe: H&modynamik am Untersuchungstag

4: Gesamte Gruppe: Verlauf von NT-proBNP und NT-proANP im Plasma
5:
6
7
8
9

Gesamte Gruppe: Verlauf der Konzentration von ANG Il im Plasma

: Gesamte Gruppe: Verlauf der NT-proBNP-Ausscheidung im Urin
: Gesamte Gruppe: Filtration und fraktionelle Ausscheidung von NT-proBNP
: Subgruppe: Hamodynamik am Untersuchungstag

: Subgruppe: Verlauf der Konzentration von ANG Il im Plasma

10: Subgruppe: Verlauf der NT-proBNP-Ausscheidung im Urin

11: Urinfluss, Natrium- und NT-proBNP-Ausscheidung kumuliert in Sub- und

Gesamtgruppe
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7.2. Abkirzungsverzeichnis
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ACEI
ANG Il
ANP
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CNP
DNP
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FENT-proBNP

FiltnT-proBNp
GFR

MAP

HF
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UnaV
UnaVikum
NT-proANP
NT-proBNP

UNT-proBNP/Krea

UNT-proBNP/Krea kum

Osmg
Osmy
uv
UVium

Abbildung

Angiotensin Converting Enzyme
ACE-Hemmer-Gruppe

Angiotensin Il

Atriales Natriuretisches Peptid
Natriuretisches Peptid vom B-Typ
Natriuretisches Peptid vom C-Typ
Natriuretisches Peptid vom D-Typ
Freiwasserclearance

Kreatininclearance

Fraktionelle Natriumausscheidung
Fraktionelle Ausscheidung von NT-proBNP
Filtrierte Menge NT-proBNP

Glomerulare Filtrationsrate

Mittlerer arterieller Blutdruck

Herzfrequenz

Kontrollgruppe

Kreatinin

Natriumaussscheidung

kumulative Natriumaussscheidung
N-terminales Prohormon von ANP
N-terminales Prohormon von BNP
Ausscheidung von NT-proBNP pro Kreatinin
kumulative Ausscheidung von NT-proBNP pro Kreatinin
Serumosmolalitét

Urinosmolalitat

Urinfluss

kumulativer Urinfluss
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