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I. Einleitung

l. Einleitung

1.1. Stickstoffmonoxid (NO)
1.1.1. Geschichte des NO

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wichtiger und vielseitiger Botenstoff des
Organismus. Neben dem Vorkommen im Nervensystem als Kotransmitter und
im Immunsystem als zytotoxische Substanz ist es ein aullerst bedeutsamer
Mediator im Endothel und reguliert dessen antikoagulierende Eigenschaften
und den Gefalitonus.

Anfang der achtziger Jahre beobachtete der Pharmakologe Robert Furchgott in
New York, dass viele vasodilatierende Stoffe (Peptide, Adeninnucleotide u.a.)
ihre  Wirkung verlieren, wenn man die Endothelzellen der untersuchten
Blutgefalte entfernt (Furchgott et al., 1978). Er kam zu dem Ergebnis, dass
diese gefalerweiternden Stoffe nicht direkt die glatten Gefallmuskulatur
dilatieren, sondern die Endothelschicht zur Freisetzung einer unbekannten,
gefalRerweiternden Substanz anregen, die er ,Endothelium Derived Relaxing
Factor* (EDRF) nannte. In den folgenden Jahren zeigte sich, dass der
Wirkungsmechanismus von EDRF vergleichbar mit den therapeutisch seit
langem eingesetzten Nitro-Vasodilatatoren ist. Ende der achtziger Jahre konnte
Palmer zeigen, dass NO identisch ist mit EDRF (Palmer et al., 1987).

Aufgrund dieser bedeutenden Entdeckungen wurde im Jahr 1998 der
Nobelpreis fur Physiologie und Medizin an die Amerikaner Robert Furchgott,
Ferid Murad und Louis J. Ignarro verliehen. Diesen Forschern gelang es
erstmals, die grof3e Bedeutung des NO fur die Blutversorgung von Organen und
dessen Rolle als Botenstoff im Organismus nachzuweisen. Mit den
Erkenntnissen Uber NO erschlieRen sich somit neue Madglichkeiten bei der
Behandlung von Gefallerkrankungen und den dadurch bedingten

Organschaden.
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1.1.2. Biosynthese, Vorkommen und Rolle des NO

NO ist das kleinste endogen gebildete bioaktive Molekil. Es wird aus der
Aminosaure L-Arginin und O, unter Beteiligung mehrerer Kofaktoren, unter
anderem Tetrahydrobiopterin (BH4), durch drei Isoformen der NO-Synthase
synthetisiert: neuronale NO-Synthase | (nNNOS), induzierbare NO-Synthase I
(iINOS) und endotheliale NO-Synthase IlIl (eNOS), wobei die Aminosaure L-
Citrullin als Produkt entsteht.

Die drei NOS-Isoformen haben die katalytische Umwandlung von L-Arginin zu
L-Citrullin gemeinsam, bei der Stickstoffmonoxid (NO) entsteht. Hierfur wird
eine terminale Guanidino-Gruppe des L-Arginins oxidiert. Kosubstrate der
Reaktion sind molekularer Sauerstoff und NADPH (Nikotinamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat). Als Redoxfaktoren dienen Tetrahydrobiopterin (BHa),
Eisen-(Il)-haltiges Ham, reduzierte Thiole, Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und
Flavin-Mononukleotid (FMN). Die NO-Produktion durch die NOS ist abhangig
von der Bindung des Enzyms an das Ca?*-Regulatorprotein Calmodulin. Die
Bindung der NOS-Isoformen nNOS und eNOS an Calmodulin erfordert erhohte
intrazellulire Ca**-Konzentrationen, sodass die NO-Produktion (iber den
Einfluss von Ca?* in die Zelle reguliert wird (Michel et al., 1997).

NO ist ein flichtiges Gas und Radikal, welches in biologischen Flussigkeiten
innerhalb von einer Sekunden mit O, und H,O zu einem Gemisch aus Nitrit
(NOy) und Nitrat (NO3) reagiert. Mit dem Superoxid-Radikal-Anion O% kann NO
zu Peroxynitrit (ONO?) reagieren, welches durch intramolekulare Umlagerung
zu NOg3™ wird, inaktiviert. Anorganisches NO,  und NOj sind biologisch 1000fach
weniger wirksam als NO, so dass eine Oxidation von NO einer Inaktivierung

gleichkommt.

1.1.3. Wirkungen von NO

NO ist der wichtigste endogene Vasodilatator, es wird kontinuierlich vom
Gefallendothel produziert. Dabei wird es von den Endothelzellen sowohl auf die
Basalseite in die GefalRmuskelschicht als auch zur Lumenseite abgegeben.

Durch die basale leichte Diffusion in die umgebende GefalRmuskelschicht bindet
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es an die Hdm-Gruppe der I6slichen Isoform der Guanulatcyclase (GC-S) in
den glatten Gefalimuskelzellen und aktiviert diese, die den second messenger
cGMP aus GTP bildet. cGMP wiederum fuhrt Gber eine Erniedrigung der
intrazelluliren  Ca®*-Spiegel durch erhdhte Riickaufnahme in das
Sarkoplasmatische Retikulum unter Vermittlung der cGMP-abhangigen

Proteinkinase G (PKG). Es resultiert hierdurch eine Gefalrelaxation.
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Abb. 1.1: Regulation der Relaxation der glatten GefalRmuskelzelle durch NO (aus Mark et al.,
2005). Stickstoffmonoxid (NO) aktiviert die Guanylatcyclase (GTP), steigert somit die Synthese
von cGMP, aktiviert hierdurch die Poteinkinase und bewirkt Uber die Reduktion der
intrazellularen Ca2+-Konzentration eine Relaxierung der glatten Muskelzelle mit dem Ergebnis
einer Vasodilatation.
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Als endotheliale Aktivierung versteht man die Veranderung der Genexpression
und der Morphologie von Endothelzellen auf inflammatorische Reize. Diese
Reize werden entweder durch Risikofaktoren der Arterioskleroseentwicklung
wie z. Bsp. arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Hypercholesterinamie oder
Nikotinabusus ausgeldst. Auch kdénnen mechanische Reize wie turbulente
Stromungsverhaltnisse eine Rolle in der endothelialen Aktivierung spielen. Eine
Folge hierfur ist eine erhndhte Oberflachenadhasivitat der Endothelzelle, die in
zahlreichen Untersuchungen gesehen werden konnte (Gimbrone et al., 1980,
Sitia et al., 2010, Gkaliagkousi et al., 2011).

Die endotheliale Dysfunktion beschreibt eine fehlende Relaxation der Gefalle
auf NO. Dabei erzeugt Acetylcholin eine paradoxe Vasokonstriktion,
beispielsweise bei Patienten mit Koronarer Herzkrankheit (Ludmer et al., 1986)
Lefer et al. (1991) erklarten die endotheliale Dysfunktion mit der verminderten
Bioverfugbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO). Die endotheliale Dysfunktion
findet sich frih bei arteriosklerotischen Lasionen (Davignon et al., 2004).

NO vermittelt zudem gefalRprotektive Effekte. Durch luminale Abgabe von NO
kommt es zu einer Stimulation der I6slichen Guanylatcyclase in den
Thrombozyten, wobei deren Aggregation und Adhasion gehemmt werden
(Kleinbongard et al., 2006). Daruber hinaus vermindert es die Adhasion von
Leukozyten an die Gefallwand und bremst die Proliferation von glatten
GefalBmuskelzellen. Diese Prozesse spielen bei atheroskleotischen
Gefalerkrankungen eine grof3e Rolle, wodurch NO als ein protektives Molekdl
im Gefallsystem angesehen wird (Voetsch et al., 2004). Es konnte in
vergleichenden Untersuchungen an gesunden und arteriosklerotisch
veranderten GefalRwanden des Menschen gezeigt werden, dass eNOS in
Endothelzellen  nur  gesunder  Gefallwande  exprimiert wird. In
arteriosklerotischen Lasionen hingegen nimmt die eNOS-Expression der
Endothelzelle ab (Wilcox et al., 1997). Gleichzeitig wird Uber eine verminderte
NO-Bioverfugbarkeit bei z. Bsp. Hypercholesterinamie berichtet (Feron et al.,
1999).
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Es wurde gesehen, dass die endotheliale Produktion von NO bei primarer
arterieller Hypertonie vermindert ist; dies legt die Vermutung nahe, dass eine
Storung der NO-vermittelten Vasodilatation an der Pathogenese der arteriellen

Hypertonie beteiligt ist.

In der Niere spielt NO eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der renalen
Perfusion und glomerularen Filtrationsrate; bei niedrig dosierter systemischer
NO-Inhibition kann bereits eine renale Vasokonstriktion beobachtet werden,
bevor sich der systemische Blutdruck erhdht (Wolzt et al., 1997). Weiterhin ist
NO am tubuloglomerularen Feedback (Thorup und Persson, 1994) und an der

druckbedingten Natriurese (Fenoy et al., 1995) beteiligt.

Zur Inhibition der NO-Produktion kann es Uber verschiedene Wege kommen:
durch z. Bsp. einer Hemmung der Aufnahme von L-Arginin in die Zelle mit
Ornithin oder Lysin. Auch kann die NO-Synthese durch Inhibition der NOS-
Synthase durch die Gabe von L-Arginin-Analoga gehemmt werden. Diese
intrazellular wirkenden Substanzen sind der in dieser Arbeit verwendete
kompetitive NO-Synthase-Hemmer L-NAME (Ne-Nitro-L-Arginin-Methylester),
ADMA (asymmetrisches Dimethylarginin) oder L-NMMA (Ne-Monomethyl-L-
Arginin). Der Einsatz dieser Analoga fuhrt zu einem signifikant erhohten
Blutdruck in vivo (Moncada et al., 1992). Ebenso konnte bei eNOS-knockout-
Mausen eine Entwicklung einer arteriellen Hypertonie gesehen werden (Huang
et al.,, 1995). Asymmetrisches Dimethlyarginin, ein Metabolit des Protein-
Stoffwechsels, ist ein endogen im Blutplasma nachzuweisender Inhibitor der
NO-Synthase. Die Effekte einer ADMA-Infusion sind mit den Effekten einer L-
NAME oder L-NMMA-Gabe vergleichbar (Kielstein et al., 2006). ADMA ist an
der Entstehung der Arteriosklerose beteiligt, besonders bei Niereninsuffizienz,
da es dort vermehrt kumuliert (Ravani et al., 2005). Bislang ist keine

pharmakologische Antagonisierung des ADMA-Effekts bekannt.
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Tetrahydrobiopterin NO
I \

S NO -
Synthase

L-Arginin L-NAME L-Citrullin

Abb. 1.2: Vereinfachte schematische Darstellung des L-Arginin/NO-Stoffwechselweges, wobei
aus L-Arginin und Sauerstoff durch NO-Synthasen L-Citrullin unter Freisetzung von NO ensteht.
Die NO-Synthasen sind durch ADMA, L-NMMA und L-NAME inhibierbar.

1.2. Tetrahydrobiopterin (BH,)
1.2.1. Synthese von BH4

Der Elektronendonor BH4 ist als Kofaktor zur Synthese von NO essentiell;
daneben kann es als Radikalfanger fungieren. Es wird aus GTP de-novo
synthetisiert oder aus oxidierten Formen regeneriert (sog. salvage pathway).
Intrazellulare BH4-Spiegel werden durch Kontrolle des Schrittmacherenzyms
der BHs-Biosynthese, der GTP-Cyclohydrolase (GTP-CH), reguliert. Bei
Entzindungen mit gesteigerter NO-Synthese durch die induzierbare NO-
Synthase iNOS wird der erhéhte Bedarf an BH4 durch Induktion der GTP-CH-
Aktivitat kompensiert (Thony et al., 2000).

Unter BH4-Mangelzustanden kommt es auch zu einer erhohten Bildung von
Superoxidanionen durch die NO-Synthase (Vasquez-Vivar et al., 1998). In in-
vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass eine reziproke Beziehung zwischen

der H20,- und der NO-Synthese besteht, wobei zunehmende Konzentrationen
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von BH4 oder der Ausgangssubstanz L-Arginin eine Verschiebung zugunsten
der NO-Synthese bewirken (Heinzel et al., 1992).

Angeborene Storungen in der BH4-Synthese fuhren klinisch zu einer
Phenylketonurie (PKU), da neben der NO-Synthase Enzyme des Aminosauren-
Stoffwechsels (z.B. hier die Phenylalaninhydroxylase) BH,4 als essentiellen
Cofaktor bendtigen. Diese Sonderform der PKU, die in diesen Breiten ca. 1-2%
aller Hyperphenylalanindmien ausmacht, wird jedoch nicht konventionell mit
einer phenylalanin-armen Diat, sondern mit einer Substitution von BH,4
behandelt. Das bedeutet, dass lebenslang exogenes BH, in Tablettenform

zugeflhrt werden muss (Blau und Duran, 2003).

@
HN

PR ]

Ho,N” N

Abb. 1.3: Strukturfomel von BH, (6R-5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin)

1.2.2. BH; und die Endotheldysfunktion

Dem Endothel kommt eine immer groRere Funktion in der Regulation des
Gefalltonus Uber Freisetzung von vasoaktiven Substanzen zu. Es ist an der
Produktion und Ausschuttung vasodilatierender (NO, Kinine, Histamin,
Prostaglandine der Gruppe A und E, PgA1, PgA;, PgEy) und vasokonstrin-
gierender Substanzen (Thromboxan, Serotonin, Endothelin, ET-1, TXA2, und
PgF,) und somit sehr stark an der Regulation der Mikro- und Makrozirkulation
beteiligt (Schnackenberg, 2002, Drexler und Hornig, 1999, Hick, 1996).

Daher spielt das NO-System eine entscheidende Rolle in der Entstehung von
Gefalerkrankungen. Verschiedene Faktoren kdnnen zur Entwicklung einer
endothelialen Dysfunktion fuhren. Dabei verliert das Endothel die Fahigkeit,

antiaggregatorische und vasodilatierende Faktoren freizusetzen. Durch
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atherosklerotische  Plaques  bedingte  Endothelschaden und  damit
einhergehender Verlust dieser Faktoren fuhren zur Ablagerung und Aggregation
von Thrombozyten, welche durch Freisetzung von aggregatorischen und
vasokonstriktorischen Faktoren wie Thromboxan A2, ADP, PAF (=Platelet
activating factor) den Aggregationsprozess weiter verstarken. Durch Bildung
freier O-Radikale wird zusatzlich der endotheliale NO-Abbau verstarkt.

Als Risikofaktoren fur die Entstehung einer endothelialen Dysfunktion werden
systemische Hypertonie, Diabetes mellitus, Rauchen, genetische Disposition,
Adipositas und Hypercholesterindmie angesehen, die zu einer Erniedrigung des
wichtigen vasoaktiven Metabolites NO fuhrt (Tiefenbacher, 2001).

Die Gabe von BH4 konnte eine therapeutische Option zur Behandlung der
Endotheldysfunktion sein (Tiefenbacher, 2001). Dies beruht auf der Hypothese,
dass der NO-Verarmung ein Mangel an BH; zugrunde liegen konnte. In
Zellkulturen von Endothelzellen aus diabetischen Ratten konnte eine stark
erniedrigte intrazellulare BH4-Konzentration gemessen werden, die durch
exogene Substitution mit der Ausgangssubstanz Sepiapterin reversibel war
(Meininger et al., 2000).

In kleinen klinischen Studien konnte BHs eine verminderte Aktivitdt des
endothelialen NO-Systems wiederherstellen: so hob die intrakoronare BH;-
Gabe bei KHK-Patienten die paradoxe Vasokonstriktion auf Acetylcholin-
Infusion auf (Fukuda et al., 2002, Maier et al., 2000). Ahnliche Ergebnisse
wurden bei Patienten mit Diabetes mellitus, Hypercholesterinamie und
chronischer Herzinsuffizienz sowie bei Rauchern beobachtet (Heitzer und
Munzel, 1998, Setoguchi et al., 2002, Stroes et al., 1997).

Aus den bisherigen Erfahrungen mit der Substanz aus der Padiatrie weil® man,
dass sie ohne Langzeittoxizitat oder akuten Nebenwirkungen bei Kindern mit
BHs-defizienter PKU lebenslang substituiert werden kann/muss (Blau und
Blaskovics, 2002). Die dabei angegebene Hochstdosis liegt bei 20 mg/kg
KG/Tag. Daneben sind in den oben erwahnten Studien intraarterielle, sogar
intrakoronare Infusionen ohne Komplikationen erfolgt. In einer Studie wurde
800mg BH, systemisch Uber eine inhalative Aufnahme verabreicht, was gut

vertragen wurde (Walter et al., 1997).



I. Einleitung

1.3. L-NAME (N®-Nitro-L-Arginin-methylester)

L-NAME (NC-Nitro-L-Arginin-methylester, C;H;sN504,HCI) ist ein Analogon der
auch im menschlichen Organismus produzierten nicht-essentiellen Aminosaure
L-Arginin und blockiert als kompetitiver Antagonist alle drei Isoformen der NO-
Synthetasen (I-llIl). Durch die Hemmung der Produktion des Vasodilatators NO
fuhrt L-NAME 2zu einer Blutdrucksteigerung sowie einer Senkung der
Pulsfrequenz und der Nierendurchblutung.

Verschiedene NO-Syntheseantagonisten wie z.B. das korpereigene L-NMMA
wurden in diversen Studien intraarteriell in den Unterarm sowie systemisch
intravenods appliziert (Hansen et al., 1994). In einer Pilotstudie von Haynes et al.
(1993) stellte sich eine Gabe von 3 mg/kg Korpergewicht als die Dosierung mit
der gunstigsten Dosis-Wirkungsbeziehung heraus. Neuere Untersuchungen von
Sander et al. zeigten, dass bei einer Applikation von 2 mg/kg KG des
synthetischen NO-Syntheseinhibitors L-NAME Uber 30 Minuten mit
vergleichbaren Effekten wie bei der Gabe von 3 mg/kg KG L-NMMA Uber 10
Minuten zu rechnen ist. An unerwunschten Nebenwirkungen sind bei L-NAME
eine vorlibergehende Ubelkeit und Midigkeit (14% bzw. 23%) beschrieben
(Sander et al. 1999).

I.4. ADMA (Asymmetrisches dimethylarginin)

Durch zahlreiche Versuche konnte gezeigt werden, dass die Hemmung von
NO-Synthese durch endogene Inhibitoren der NO-Synthase (NOS)
modglicherweise eine Rolle bei der endothelialen Dysfunktion spielt (Cooke et
al., 2000). Im Jahr 1992 konnte erstmals Vallance et al. deutlich erhdhte
Plasmaspiegel des NOS-Inhibitors ADMA (asymmetrisches dimethylarginin) in
Patienten mit renaler Erkrankung im Endstadium zeigen (Vallance et al., 1992).
In den darauf folgenden Jahren wurden eine ganze Reihe von Studien an
Patienten mit renalen und nicht-renalen Erkrankungen durchgefuhrt die eine
enge Beziehung zwischen ADMA-Blutspiegeln und erhohter kardiovaskularer
Morbiditat und Mortalitat aufzeigten (Boger et al., 1997, Kielstein et al., 1999,
Miyazaki et al., 1999, Valkonen et al., 2001, Yoo et al., 2001, Zoccali et al.,
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2001). Daraus resultierend wird ADMA nicht nur als ein biochemischer Marker
gesehen, sondern spielt eine kausale Rolle in der Atherosklerose (Vallance et
al., 2004). In experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass reduzierte
Bioverfugbarkeit von NO eine kritische Rolle in der Progression von renalen
Erkrankungen spielt (Baylis et al., 1992, Benigni et al., 1999), zu diesem
Prozess kénnten erhdhte ADMA-Blutspiegel beisteuern (Wagner et al., 2002).

Die Wirkung von ADMA konnte bis 2006 nur in-vitro Studien und an
Tiermodellen gezeigt werden (Wagner et al.,2002, Faraci et al., 1995, Gardiner
et al., 1993, Jin et al., 1996, Segarra et al., 2001, Tojo et al., 1997, Xiong et al.,
2001), in-vivo-Untersuchungen an Probanden zeigten, dass die systemische
intravendse Gabe von ADMA signifikante Effekte auf die kardiovaskulare und
renale Funtkion hat und glomerularen Filtrationsrate reduziert, den Blutdruck,
den renal-vaskularen Widerstand erhoht sowie die Natrium-Ausscheidung
hemmt (Kielstein et al., 2006). Bislang exsitiert keine Madgluchkeit, die

endogenen ADMA-Wirkung zu antagonisieren.

l.5. Studienziel

Zielsetzung dieser Studie war es, an gesunden Probanden die systemische und
renale Hamodynamik nach Hemmung der endogenen NO-Synthese mittels
dem exogen intravends appliziertem NO-Synthase-Antagonisten L-NAME in
Abhangigkeit von einer oralen Vorbehandlung mit BHs; zu untersuchen.
Insbesondere interessierte die Fragestellung, ob und inwieweit eine
Vorbehandlung mit BH4 die Effekte von L-NAME antagonisieren oder

abschwachen kann.
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ll. Studiendesign und Methoden

11.1. Probanden

An der Studie nahmen 10 gesunde mannliche Probanden im Alter zwischen 23
und 32 Jahren freiwillig teil, bei denen ein familidarer Hypertonus sowie Diabetes

mellitus Typ 2 ausgeschlossen wurde. Alle Probanden waren Nichtraucher.

11.2. Teilnahmekriterien
11.2.1 Einschlusskriterien

e normale Nierenfunktion, d.h. Normwerte (0,5-1,2 mg/dl) fir Serum-
Kreatinin

e keine kardialen oder renalen Vorerkrankungen

e mannlich

o Alter: 18-40 Jahre

 Body-mass-Index zwischen 20 und 25 kg/m?

e kein Elternteil mit bekannter, therapiebedurftiger arterieller Hypertonie
oder Diabetes mellitus

e Echokardiographie: Ausschluss einer strukturellen Herzerkrankung

11.2.2. Ausschlusskriterien

¢ weibliches Geschlecht

¢ Nikotinkonsum

e Strukturelle kardiale Erkrankungen
e pulmonale Erkrankungen

e manifester Diabetes mellitus

e Durchblutungsstorungen

e Herzrhythmusstorungen

11
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e angioneurotisches Odem, C4-Esterase-Inhibitormangel
e manifeste arterielle Hypertonie gemafl WHO-Kriterien

e bekannte Allergie oder Unvertraglichkeit gegen Vit.C

e pathologische Laborparameter bei der Erstuntersuchung

e dauerhafte Medikation

11.2.3. Abbruchkriterien

e Uberschiellender Blutdruckanstieg auf Werte tber 200 / 100 mmHg
¢ Blutdruckabfall auf <100 / 60 mmHg

¢ Anstieg der Herzfrequenz auf >100/min

e EKG-Veranderung

e Schmerzen in der Brust

e Luftnot

o Ubelkeit

¢ sonstige Beschwerden seitens des Probanden

11.3 Studiendesign

Bei dieser Untersuchung handelte es sich um eine klinische Studie, bei der die
Wirkung des NO-Syntheseantagonisten L-NAME (Clinalfa AG, Laufelfingen,
Schweiz) in einem placebo-kontrollierten Cross-Over-Design an n=10
Probanden getestet wurden. Die beiden Untersuchungen fanden an zwei
getrennten Tagen im Abstand von mindestens 14 Tagen statt.

Dem Studientag ging eine ausfuhrliche ambulante Eingangsuntersuchung

voraus, die eine Anamnese, korperliche Untersuchung, eine laborchemische

12
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Untersuchung von Blut und Urin, ein EKG und ein Echokardiogramm

beinhaltete, um maogliche Ausschlusskriterien aufzudecken.

Alle Teilnehmer, die die Einschlusskriterien erfullten, erhielten eine umfassende
Aufklarung uber die Studie und deren Durchflihrung, iber mdgliche Risiken und
unerwlnschte Nebenwirkungen der eingesetzten Substanzen, bevor sie ihr
schriftliches Einverstandnis gaben. Fur alle Versuchspersonen wurde eine
spezielle Studienversicherung abgeschlossen. Das Studienprotokoll wurde von
der Tubinger Ethikkommission gepruft und genehmigt.

Die Probanden erhielten ein Merkblatt zur Einhaltung spezieller MalRnahmen
12, 24 und 48 Stunden vor Studienbeginn. Es beinhaltete sowohl eine
Nahrungs- und Trinkkarenz, insbesondere coffeinhaltiger Getranke, als auch
eine Alkohol- und passive Nikotinkarenz. Auch wurde in dem Merkblatt
aufgeflihrt, wie man die BH;-Tabletten einnehmen soll.

Die Vorbehandlung mit oralem Tetrahydrobiopterin (BH4) erfolgte Uber 2 Tage
vor dem Verum-Studientag in einer Dosierung von 10mg/kg KG, entsprechend
800mg/Tag. Diese Dosis wurde auf 4 Gaben verteilt. Bei einer BHs-Dosis von
50mg/Tablette wurden 4 x 4 Tabletten/Tag eingenommen, die letzte Dosis am
Morgen des Studientags. Da BH4-Tabletten das Antioxidans Vitamin C
enthalten, wurde es ebenfalls 2 Tage vor dem Placebo-Studientag oral in der
gleichen Dosierung wie im Verum-Arm verabreicht (10mg Vit. C/kg KG),
entsprechend 800mg/Tag. Dazu wurde das Préaparat Cebion®, (50mg Vit. C, Fa.
Merck) in einer Dosierung von 4 x 4 Tabletten eingesetzt.

Das BH4 in Tablettenform wird Uber die Schweizer Firma Schircks vertrieben.
Eine Tablette mit 50mg Tetrahydrobiopterin enthalt als Antioxidans 50mg
Vitamin C.

13
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11.3.1. Studienentwurf — Graphische Darstellung und Messpunkte

L-NAME(11.00-11.30 Uhr)

| E——

SORRRRORRS ARRIOIRRIOSI SO I U T TS SO N S S S SO SO SO S S NN PAH

E 5 =1 Inulin

L L L L L L

0 1 2 3 4 5 t/h

[} [} [} [} [} [} [} [} [}

Bo B, B, Bs B, Bs Bg B, Bs

] ) ] ] ] ] ] ] ]

Uo Miktion U1 U2 U3 U4 U5 UB U7
Bo,Bs BB ( 2x2mlEDTA) 4 ml
Bo-s Inulin, PAH ( 9 x9 mlSerum) 81 ml
B.s Na, K ( 7 x 2 ml Li-Heparin) 14 mi
Bs7s cGMP ( 4x2mlEDTA) 8 ml

Summe ca. 110ml

Uo PAH, Inulin (1x10ml)
U1_7, Umix1,mix2 PAH, Inulin, Na, K ( 7 X 10m|)
Umix1,mix2 cGMP ( 2 X 5m|)

11.3.2. Praktische Durchfiihrung

Vor Beginn des Studientages mussten die Teilnehmer eine 12-stiindige
Nahrungskarenz einhalten. Alkohol und passiver Nikotinrauch waren 24 h vor
der Untersuchung nicht erlaubt. In den 12 Stunden vor dem Versuchstag durfte
weder Kaffee noch Schwarztee oder andere koffeinhaltigen Getranke
eingenommen werden.

Nach Eintreffen der Probanden in die Medizinische Klinik wurden die
Einverstandniserklarungen von seitens der Teilnehmer als auch vom Arzt

unterschrieben. Danach wurde von den Studienteilnehmern zum Zeitpunkt O
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eine Blutabnahme (By) sowie eine Urinprobe (Up) als Leerwert vor Beginn der
Bolusinfusion abgenommen.

Die Teilnehmer mussten am Verum-Tag die letzte Dosis der BH,4 -Tabletten
einnehmen (insgesamt 4 Stuck a 50 mg), bei dem Placebo-Tag entsprechend 4
Vitamin-C-Tabletten. Sie wurden an ein Monitor angeschlossen, der im Zehn-
Minuten-Takt den Blutdruck maf} und das EKG bzw. die Herzfrequenz anzeigte.
Anschliefend wurde in beide Unterarme ein Venenverweilkatheter der Firma
Braun gelegt. Uber den intravenésen Zugang wurde dann mit der 30-minitigen
Infusion der Boluslésung begonnen, die am gleichen Morgen zubereitet wurden.
In der 250ml Boluslésung (5%-ige Glucose-Losung) waren 1,1g p-
Aminohippursaure (PAH) und 7,5g Inulin gelost. Die Infusion der Boluslosung
erfolgte bei einer Laufgeschwindigkeit von 500 ml/ h mit dem Infusomat® der
Firma Braun Melsungen AG.

Direkt im Anschluss daran wurde die Erhaltungsinfusion appliziert, die bis zum
Ende der funf-stindigen Untersuchung infundiert wurde. Diese 5%-ige Glucose-
Losung enthielt 2,2g PAH und 8,59 Inulin und wurde mit einer
Laufgeschwindigkeit von 55ml/h infundiert (Gesamtvolumen 250ml). Dies diente
dem Erhalt eines konstanten Plasmaspiegels von PAH und Inulin. Anhand der
Clearance dieser beiden Stoffe konnte der renale Plasmafluss (RPF) und die
glomerulare Filtrationsrate (GFR) bestimmt werden.

Die Probanden mussten nicht mehr nlchtern sein, sie bekamen ein
coffeinfreies und salzarmes Fruhstlick. Sie wurden angehalten, wahrend des
gesamten Versuchs, aber insbesondere ab dem Zeitpunkt des Urinsammelns
alle halbe Stunde viel Flussigkeit im Sinne von mindestens 350ml
natriumchloridarmes Mineralwasser pro Stunde zu trinken, um eine
ausreichende Diurese zu gewahrleisten.

Eineinhalb Stunden nach Beginn der Untersuchung mussten die
Studienteilnehmer ihre Blase vollstandig entleeren. Dieser Urin wurde
verworfen. Da nun ein steady state vorausgesetzt wurde, konnte mit den
Clearance-Experimenten begonnen werden. Die erste Sammelperiode war
zwischen 9.30-10.00 Uhr. In der Mitte dieses Intervalls erfolgte die

Blutentnahme entsprechend 105 Minuten nach dem Start der Bolusinfusion. Sie
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dient zur Untersuchung der PAH- und Inulin-Spiegels sowie des Natrium- und
Kaliumspiegels. Funfzehn Minuten spater wurde den Probanden Urin
abgenommen (U1). Im 15-Minuten-Takt erfolgten nun abwechselnd
Blutabnahmen und Urinabgaben bis zum Ende des Studientages. Dabei kamen
10 Urinproben und 9 Blutproben fir die Messung von PAH und Inulin
zusammen; ins Labor wurden 8 Blut- und 9 Urinproben fir die Messung von
u.a. Blutbild, Kalium, Natrium geschickt. Auch wurden mehrere Proben (EDTA-
Blut) zu verschiedenen Zeitpunkten fur die spatere Bestimmung von cGMP
entnommen.

Nach 3 Sammelperioden zu jeweils 30 Minuten wurde 180 Minuten nach dem
Beginn der Bolusinfusion die L-NAME-Infusion Uber 30 Minuten gestartet
zusatzlich zur Inulin/PAH-Infusion. Die Konzentration betrug 1,5mg L-NAME/kg
KG und wurde mit einer Laufgeschwindigkeit von 99,9ml/h Uber einen Perfusor
injiziert. Die L-NAME-Lésung wurde fir jeden Probanden am Studientag
prapariert und bis zum Einsatz auf Eis gekuhlt gelagert. Der in der
Applikationszeit zwischen 11.00 und 11.30 Uhr gewonnene Urin wurde
verworfen.

Die Probanden mussten wahrend des kompletten Versuchs tber insgesamt flnf
Stunden liegen und sollten die Urinproben durch spontane Miktion in
Urinflaschen liegend im Bett abgeben. Da es bei den meisten
Abgabezeitpunkten auf Anhieb klappte, musste keiner der Probanden
aufstehen, was den moglicherweise den Blutdruck verfalscht hatte. Die
einzelnen Urinvolumina wurden mit Messzylindern abgemessen, dokumentiert
und Proben in Eppendorf-Kivetten entnommen. Zusatzlich wurden die drei
halbstindigen Sammelperioden zwischen 9.30-11.00 Uhr und 11.30-13.00 Uhr
jeweils gepoolt (Umix 1, Umix2).

Nach jeder Blutentnahme wurde ein jeweils neues Mandrin (Vasofix®-Vasocan®
Braunule der Firma Braun) in die Venenverweilkanile geschoben, um deren
Verschlie3en zu verhindern.

Das Blut der PAH und Inulin- Bestimmung wurde in 7,5ml Serum- Rdhrchen,

das cGMP wurde in 3ml EDTA-Monovetten abgenommen und auf Eis gelagert.
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Nach Beendigung der Studie wurden die Proben bei ca. 2500 g dber 10 min
zentrifugiert. Anschlieend wurde das Serum abpipettiert und ebenso wie die
Urine in Eppendorf-Kuvetten bei —-20°C bis zu ihrer Aufarbeitung und

Bestimmung aufbewabhrt.

11.3.3. Zusammensetzung der einzelnen Infusionen

Die Substanzmengen, die den Probanden verabreicht wurden, ergaben sich
aus der Berechnung der einzelnen Kdrperoberflachen der Probanden. Da die
Korperoberflache bei allen Teilnehmern zwischen 1,9 und 2,1 m? betrug,
wurden allen Probanden bei der Inulin- und PAH-Infusion die gleiche absolute
Dosis verabreicht. Die L-NAME-Infusionsmenge wurde jedoch individuell far

jeden Probanden einzeln bestimmt (1,5 mg/ kg KG).

Bolusinfusion:

Aufsattigungsdosis zur Durchfuhrung der Inulin- und PAH-Clearance:

- 25 ml Inutest®-Losung entsprechend 6,25g Sinistrin, Firma: Fresenius Kabi,
1 Ampulle zu 20ml enthalt 5 g Sinistrin

- 5,1 ml PAH- Lésung entsprechend 1,1g PAH, Firma Clinalfa AG, 1 Ampulle
zu 5,1ml enthalt 1,1g PAH

- Zugabe beider Substanzen in 250 ml 5%-Glucose-Losung der Firma
Fresenius

- Infusionsgeschwindigkeit: 500 ml/h

- Infusionsdauer 30 Minuten

Erhaltungsinfusion:

- 35 ml Inutest® entsprechend 8,75¢g Sinistrin

- 10,2 ml PAH- Lésung entsprechend 2,2g PAH

- Zugabe der Substanzen in 250 ml 5%-Glucose- Losung
- Infusionsgeschwindigkeit: 55ml/h

- Infusionsdauer: 270 Minuten

17



II. Studiendesign und Methoden

L-NAME-Infusionslésung:

L-NAME: 1 Durchstechampulle enthalt 110mg Trockensubstanz

L-NAME-Trockensubstanz aufldsen in 5 ml Aqua dest. ad iniectabilia,

entsprechend 110mg/5ml = 22mg/ml

- Dosierung: 1,5mg L-NAME/ kg Koérpergewicht

- Uberfiihren in Perfusorspritze und Auffiillen mit Aqua dest. ad iniectabilia
(Firma Fresenius) bis auf 50ml

- Infusionsgeschwindigkeit: 99,9ml/h

- Infusionsdauer: 30 Minuten

I.4. Laboranalysen
1.4.1. Probenaufarbeitung

Die Urin- und Serum-Proben wurden nach der Methode von Roe et al. (1949)
(ref. Einflgen) und von Smith et al. (1938) auf ihre PAH- und Inulin-
Konzentrationen untersucht, woraus sich die entsprechende Clearance
berechnen liel3en.

Die Serum- bzw. Urin-Proben mussten im Wasserbad (nicht Uber 37°C) oder
uber Nacht im Kihlschrank aufgetaut werden. Die Proben wurden im Vortexer
gut geschuttelt und anschliel3end fir 10 Minuten bei 4000 UpM zentrifugiert (ca.
2500qg). Als nachstes erfolgte Enteiweillung der Proben in 10ml Rohrchen.
Dabei wurden 0,5ml Probe (Plasma/Urin) mit 0,5ml 10%ige ZnSO4, 0,5ml 0,5N
NaOH und 1ml H,O versetzt. Nach jeder zugegebenen Lésung wurde mit dem
Vortexer gut geschiuttelt. AnschlieRend wurden die Proben bei Raumtemperatur
10 Minuten stehen gelassen und dann bei 4000 UpM (ca. 2500g) 10 min lang

zentrifugiert. Der Uberstand wurde in die Messung eingesetzt.
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11.4.2. Inulin

11.4.2.1. Bendtigte Reagenzien

1)
2)

30%ige HCI
Resorcin

11.4.2.2. Herstellung der Reagenzien

e Resorcin: 0,1g Resorcin + 0,25g Thioharnstoff in 100 ml Essigsaure in

dunkler Flasche losen

11.4.2.3. Inulin-Messung

1)

2)
3)

Herstellung einer Standardverdiunnungsreihe, ausgehend von Inutest®-
Ampullen mittels 1:2 Verdunnung: 5 - 2,5-1,25- 0,625 - 0,312 - 0,16 mg/dI
Urinverdinnung der enteiweilten Urinproben; Verdinnung 1:10

Zugabe von 125ul Resorcin-Reagenz und 1000ul 30%ige HCI zu jeweils
250ul der enteiweildten Serum- bzw. 1:10-Urinverdinnungsproben: nach
Zugabe jeweils Durchmischung der Probe

Erhitzen der Proben im Wasserbad bei einer Temperatur von 80°C flir ca 6-
8 Minuten

bei leichter Farbung der niedrigsten Standardkonzentration sofortige
Abkuhlung im Eiswasser

Umfullen der Proben in Plastikkivetten

Photometrische  Messung bei 546 nmtm gegen die Inulin-

Standardverdinnungsreihe; H,O dest. als Leerwert

Aus den gemessenen Extinktionen lieBen sich die Inulin-Konzentrationen

anhand der Ergebnisse der Standardreihen ermitteln. Fir die Urinproben

wurden die erhaltenen Konzentrationen wurden mit dem Verdinnungsfaktor 10

multipliziert.
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11.4.3. PAH

[1.4.3.1. Bendtigte Reagenzien

1) 0,1 %ige NaNO,

2) 0,5 %ige Amidosulfonsaure

3) 0,1N N-Ethyl-a- Naphthylaminhydrobromid

11.4.3.2. Herstellung der Reagenzien
e 0,1%ige NaNO3: 0,19 NaNO; in 100 ml H,O dest. I6sen

e 0,5% Amidosulfonsaure: 0,59 Amidosulfonsaure in 100ml H»O dest.

Ldsen,bis 3 Wochen kuhl gelagert haltbar
e 0,1 N N- Ethyl- a- Naphtylaminhydrobromid: 0,1g in 10 ml warmen Methanol
I6sen und mit 90ml H,O dest auffullen

11.4.3.3. PAH-Messung
1) Herstellung der Standardverdinnungsreihe, ausgehend von PAH®-Ampullen
mittels 1:2 Verdinnung: 5,44 - 2,72 - 1,36 - 0,68 - 0,34 - 0,18 mg/dI

2) Urinverdinnung der enteiweil3ten Urinproben; Verdinnung 1:100

3)zu  jeweils  500ul der enteiweilten  Serum-  bzw. 1:100-
Urinverdinnungsproben Zugabe von:
) + 100ul 0,1N HCI; schitteln
) + 50ul  NaNOy; schitteln, 5 Minuten stehen lassen
) + 50ul  0,5%ige Amidosulfonsaure; schutteln,
5 Minuten stehen lassen
v) + 50ul  0,1%ige N-ethyl-a-naphthylaminhydrobromid,
schutteln, 40 Minuten stehen lassen
4) Umfullen der Proben in Plastikklvetten
5) Photometrische Messung bei 528 nm gegen die PAH-Standardverdinnungs-

reihe; H,O dest. als Leerwert
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Aus den gemessenen Extinktionen lieRen sich die PAH-Konzentrationen
anhand der Ergebnisse der Standardreihen ermitteln. Fir die Urinproben
wurden die erhaltenen Konzentrationen wurden mit dem Verdlinnungsfaktor
100 multipliziert.

1.4.4. Ubrige Laborparameter

1) Hamatologie:

Hamoglobin, Hamatokrit, Erythrozytenzahl (Culter Counter Modell S Plus der
Firma Culter, Krefeld).

2) Serum-Elektrolyte:

Natrium, Kalium (ionenselektive Elektroden).

3) Urin-Elektrolyte:
Natrium, Kalium (ionenselektive Elektroden).

4) Serum-cGMP:
Das cGMP wurde mit einem RIA-Kit der Firma IBL GmbH Hamburg aus EDTA-
Blut gemessen. (Referenzbereich des cGMP: Plasma: 4,9+ 1,3 pmol/ml).

11.4.5. Andere Untersuchungsmethoden

11.4.5.1. Bestimmung des Blutdrucks

Der Blutdruck wurde mittels einer automatischen Druckmanschette regelmalig
alle 10 Minuten bestimmt. Die Messung erfolgte bei jedem Studienteilnehmer
unter standardisierten Bedingungen:

- gleiches Gerat, Manschette auf den Armumfang des Patienten abgestimmt

- stets am gleichen unbekleideten Arm

- stets beim ruhig liegenden Probanden
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11.4.5.2. Bestimmung der Herzfrequenz (HF)
Die HF wurde fortlaufend aus dem EKG (Ableitung Il) bestimmt.

11.5. Formeln

Glomeruléare Filtrationsrate (GFR)

Die glomerulare Filtrationsrate ist eine Funktion von Ultrafiltrationskoeffizient
und effektivem Filtrationsdruck im Glomerulus; der Filtrationsdruck ist von
Blutdruck und Widerstanden in Vas afferens und Vas efferens abhangig.

Zur Bestimmung der GFR wurde das Polysaccharid Inulin gewahlt, da es bei
parenteraler Zufuhr nicht metabolisiert wird, praktisch frei filtrierbar ist und in
den Nierentubuli weder ruckresorbiert noch sezerniert wird. Folglich verhalt sich
die Inulinmenge im Urin direkt proportional zum glomerular filtriertem
Primarharn.

Folgende Formel dient zur Berechnung der auf die Standardkdrperoberflache

von 1,73 m? bezogenen GFR [in ml/min/1,73m?3):

GFR — U Inulin

Inulin

-V -1,73m?
-KOF

Effektiver renaler Plasmafluss (ERPF)

Zur Bestimmung des effektiven renalen Plasmaflusses (ERPF) wurde p-
Aminohippursaure (PAH) verwendet, da diese vollstandig glomerular filtriert und
in den proximalen Tubulus sezerniert wird.

Folgende Formel dient zur Bestimmung der auf die Standardkdrperoberflache

von 1,73 m? bezogenen ERPF:

U, -V -1,73

ERPF [ml/min/1,73m2]| =
Py - KOF
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Filtrationsfraktion (FF)

Die Filtrationsfraktion (FF) ist der prozentuale Anteil des renalen Plasmaflusses,

der im Glomerulum filtriert wird.

FF[%]z%-lOO

Absolute Natrium- bzw. Kalium-Ausscheidung

Die absolute Na- bzw. K-Ausscheidung ist die Menge an Na® bzw. K*, die
innerhalb eines Zeitraums Uber die Nieren ausgeschieden wird. Sie ist das

Produkt aus Urinvolumen/Zeit und der gemessenen Urinkonzentration:

UVNabsz = UNabZW.K V

Fraktionelle Natrium- bzw. Kalium-Clearance (FEn, bzw. FEk)

Die fraktionelle Clearance einer Substanz ist definiert als der Anteil der
ausgeschiedenen an der glomerular filtrierten Menge. Die fraktionelle Natrium-
bzw. Kalium-Clearance gibt Auskunft Uber die renale Natrium- bzw.

Kaliumausscheidung in Relation zur GFR.

UNa/K . I:)Inulin 100

I:)Na/ K Inulin

I:ENa bzw. K [%] =

11.6. Statistische Auswertung

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt n=10 Probanden im crossover-
Verfahren untersucht. Dabei nahm jeder Proband sowohl Verum als auch
Placebo ein. Die Studie wurde bei beiden Versuchsgruppen offen und

unverblindet durchgefihrt.
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II. Studiendesign und Methoden

Alle statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm InStat Version 3.05
fur  Windows, GraphPad Software, San Diego California USA,
www.graphpad.com durchgefuhrt.

Alle Messdaten wurden unter Anwendung des Kolmogorov-Smirnov-Tests (KS-
Test) auf Normalverteilung geprift. Dabei zeigte ein p> 0,5 eine gute

Anpassung an die Normalverteilung an, ein p-Wert < 0,05 keine Anpassung.

Die Daten sind als arithmetische Durchschnittwerte £ SEM angegeben, n steht
fur die Anzahl der Probanden. Alle Daten wurden auf Signifikanz getestet
mittels gepaartem oder ungepaarter t-Test bei Normalverteilung oder mittels
Mann-Whitney-Test oder dem Wilcoxon-Test bei nicht-normalverteilten Werten.
FUr wiederholte (gepaarte) Messungen wurde eine einfache Varianzanalyse
(One-Way ANOVA with repeated measures) in Komibination mit einem Post-
Test nach Dunnet durchgefuhrt, Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch

signifikant gewertet.
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Ill. Ergebnisse

lll. Ergebnisse

lll.1. Systolischer Blutdruck

In der Placebogruppe betrug der systolische Blutdruck vor Gabe von L-NAME
120 £ 2mmHg und stieg nach Gabe signifikant auf 127 £+ 4mmHg an
(p=0,0112). In der Verumgruppe betrug er anfangs 121 + 3mmHg und stieg
signifikant auf 130 £ 3mmHg (p=0,0006).

Der absolute systolische Blutdruckanstieg in der Placebogruppe von +6,8 + 2,4
mmHg war im Vergleich zum absoluten systolischen Blutdruckanstieg in der
Verumgruppe von +8,7 + 1,8mmHg statistisch nicht signifikant unterschiedlich
(p=0,4622).
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systolischer Blutdruck A systolischer Blutdruck

Abb.3.1: Arithmetischer Mittelwert + SEM des absoluten systolischen Blutdrucks vor und nach
Gabe von L-NAME sowie des absoluten Anstiegs (jeweils n=10), # signifikanter Unterschied

zwischen vor und nach Gabe von L-NAME.
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Ill. Ergebnisse

l11.2. Diastolischer Blutdruck

In der Placebogruppe betrug der diastolische Blutdruck vor Gabe von L-NAME
72 £ 2mmHg; dieser stieg nach Gabe signifikant auf 87 £ 3mmHg an
(p=0,0001). In der Verumgruppe betrug dieser anfangs 72 + 3mmHg und stieg
signifikant auf 87 £ 3mmHg an (p=0,0006).

Der absolute diastolische Blutdruckanstieg in der Placebogruppe von
+154+24mmHg war im Vergleich zum absoluten diastolischen
Blutdruckanstieg in der Verumgruppe von +14,9 + 1,9mmHg statistisch nicht
signifikant unterschiedlich (p=0,8368).
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Abb. 3.2: Arithmetischer Mittelwert + SEM des diastolischen Blutdrucks vor und nach Gabe von
L-NAME sowie des absoluten Anstiegs (jeweils n=10), # signifikanter Unterschied zwischen vor
und nach Gabe von L-NAME.
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Ill. Ergebnisse

lIl.3. Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

In der Placebogruppe betrug der mittlere arterielle Blutdruck vor Gabe von L-

NAME 104 + 2mmHg; dieser stieg nach Gabe signifikant auf 114 £ 3mmHg an

(p=0,0016). In der Verumgruppe betrug dieser anfangs 105 + 2mmHg und stieg

signifikant auf Werte von 116 £ 3mmHg an (p=0,0002).

Der absolute Anstieg des MAP betrug in der Placebogruppe +9,4 £ 2,1mmHg.

Dieser Wert war im Vergleich zur Verumgruppe (+10,5+ 1,8mmHg) nicht

signifikant unterschiedlich (p=0,64).
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Abb. 3.3: Arithmetischer Mittelwert + SEM des MAP vor und nach Gabe von L-NAME sowie des
absoluten Anstiegs (jeweils n=10), # signifikanter Unterschied zwischen vor und nach Gabe von

L-NAME.
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Ill. Ergebnisse

lll.4. Herzfrequenz (HF)

In der Placebogruppe betrug die Herzfrequenz vor Gabe von L-NAME
65 £ 4/min und fiel signifikant nach Gabe auf 52 + 2/min ab (p=0,0008). In der

Verumgruppe betrug die Herzfrequenz anfangs 67 + 2/min und fiel signifikant
auf 51 + 1/min (p<0,0001).

Der absolute Herzfrequenzabfall in der Placebogruppe von -13,2 £ 2,7/min war

im Vergleich zum absoluten Herzfrequenzabfall in der Verumgruppe von

-16,2 = 1,3/min statistisch nicht signifikant unterschiedlich (p=0,3081).
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Abb. 3.4: Arithmetischer Mittelwert + SEM der Herzfrequenz vor und nach Gabe von L-NAME
sowie des absoluten Abfalls (jeweils n=10), # signifikanter Unterschied zwischen vor und nach
Gabe von L-NAME.
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Ill. Ergebnisse

lll.5. Renale Himodynamik
llI.5.1. Glomerulare Filtrationsrate (GFR)

In der Placebogruppe betrug die glomerulare Filtrationsrate vor Gabe von L-
NAME 117 + 10ml/min/1,73m?. Diese fiel nach Gabe von L-NAME signifikant
auf 87 + 7ml/min/1,73m? ab (p=0,0004). In der Verumgruppe betrug diese
anfangs 111 = 9ml/min/1,73m? und fiel signifikant auf 91 + 10/ml/min/1,73m? ab
(p=0,0067).

Der absolute Abfall der GFR in der Placebogruppe war mit -30,1£5,5
ml/min/1,73m? signifikant hoher als in der Verumgruppe mit -16,8 £ 5,7
ml/min/1,73m? (p=0,03).

Der relative Abfall der GFR in der Placebogruppe von -25,5 + 3,3% war im
Vergleich zum relativen Abfall der GFR in der Verumgruppe von -16,15 + 5,6%
ebenfalls statistisch signifikant (p=0,0497).

140 . |BPlacebo 0
m Verum
120 | &
# -10
o 100 # I
& 5 s
N N
\—‘ 80 T Fh
< £ 20
£ 60 | £
E E 2
*
40 A
-30
20 35
o Placebo
0 . 40 | Verum
vor nach L-NAME
GFR A GFR

Abb. 3.5: Arithmetischer Mittelwert + SEM der GFR vor und nach Gabe von L-NAME sowie des
absoluten Abfalls (jeweils n=10), # signifikanter Unterschied zwischen vor und nach Gabe von
L-NAME, * signifikanter Unterschied zwischen Placebo und Verum.
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Ill. Ergebnisse

lI1.5.2. Effektiver renaler Plasmafluss (ERPF)

In der Placebogruppe betrug der effektive renale Plasmafluss vor Gabe von L-
NAME 536 + 47ml/min/1,73m? und fiel nach L-NAME-Gabe signifikant auf
269 + 27ml/min/1,73m? ab (p=0,0009).

In der Verumgruppe betrug der ERPF anfangs 479 + 36ml/min/1,73m? und fiel
signifikant auf 227 + 19,4ml/min/1,73m? ab (p<0,0001).

Der absolute Abfall der ERPF war in der Placebogruppe tendenziell hoher mit -
287 + 39ml/min/1,73m? als in der Verumgruppe mit -252 + 38ml/min/1,73m?,
verfehlte jedoch das Signifikanzniveau knapp (p=0,07).

Der relative Abfall des ERPF in der Placebogruppe von -52,4 + 3,5% war im
Vergleich zum relativen Abfall des ERPF in der Verumgruppe von -51,0 £ 4,9%

statistisch nicht signifikant verschieden (p=0,45).
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Abb. 3.6: Arithmetischer Mittelwert + SEM des ERPF vor und nach Gabe von L-NAME sowie
des absoluten Abfalls (jeweils n=10). * signifikanter Unterschied zwischen Placebo und Verum,
# signifikanter Unterschied vor und nach Gabe von L-NAME
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Ill. Ergebnisse

111.5.3. Filtrationsfraktion (FF)

In der Placebogruppe betrug die Filtrationsfraktion vor Gabe von L-NAME
21,0 £ 1,4% und stieg signifikant nach Gabe von L-NAME auf 33,1 + 2,2% an
(p<0,0001). In der Verumgruppe betrug diese anfangs 23,9 + 2,8% und stieg
signifikant auf 40,8 + 3,2% an (p<0,0001). Verglichen mit der Placebogruppe,
war die FF in der Verumgruppe nach L-NAME-Gabe signifikant hoher.

Der absolute Anstieg der Filtrationsfraktion war in der Placebogruppe
tendenziell niedriger mit 12,9 £ 1,5% als in der Verumgruppe mit 16,9 £ 1,7%,
erreichte aber nicht das Signifikanzniveau (p=0,21).

Der relative Anstieg der Filtrationsfraktion in der Placebogruppe von
64,1 £ 9,4% war im Vergleich zum relativen Abfall der FF in der Verumgruppe

von 79 = 11,1% statistisch nicht signifikant verschieden (p=0,51).
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Abb. 3.7: Arithmetischer Mittelwert + SEM der FF vor und nach Gabe von L-NAME sowie des
absoluten Unterschieds (jeweils n=10), # signifikanter Unterschied vor und nach Gabe von L-
NAME.
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lll. Ergebnisse

lll.6. cGMP

Der Ausgangswert fur die Serum-cGMP-Konzentration betrug 6,1 £ 0,62nM.
Nach Placebobehandlung betrug die cGMP-Konzentration vor der L-NAME-
Gabe 7,54 +0,40nM und fiel unwesentlich nach Gabe von L-NAME auf
6,90 + 0,62nM ab (p=0,41). Nach Behandlung mit Verum stieg die Serum-
cGMP-Konzentration signifikant auf 11,67 £ 1,85nM (p=0,011) an und blieb
auch nach L-NAME-Gabe erhéht (11,32 £ 1,31).
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Abb. 3.8: Arithmetischer Mittelwert + SEM von cGMP vor und nach Gabe von L-NAME (jeweils
n=10). § signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und Verum, * signifikanter Unterschied

zwischen Placebo und Verum.
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Ill. Ergebnisse

lll.7. Sonstige Untersuchungen
11.7.1. Hamatokrit (Hkt)

In der Placebogruppe betrug der Hamatokrit vor Gabe von L-NAME
45,0 £ 0,7%; und fiel signifikant auf 41,4 +0,6% ab (p<0,0001). In der
Verumgruppe betrug dieser 44,0 + 0,6% und fiel ebenfalls signifikant auf
40,8 £ 0,8% ab (p<0,0001).

Der absolute Abfall des Hamatokrit in der Placebogruppe von -3,6 + 0,44% war
im Vergleich zum relativen Abfall des Hamatokrit in der Verumgruppe von

-3,2 = 0,36 statistisch nicht signifikant (p=0,5309).
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Abb. 3.9: Arithmetischer Mittelwert + SEM des Hamatokrit vor und nach Gabe von L-NAME
sowie des absoluten Hamatokritabfalls (jeweils n=10), # signifikanter Unterschied zwischen vor
und nach Gabe von L-NAME.
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Ill. Ergebnisse

lll.7.2. Fraktionelle Natrium-Clearance (FEya,)

In der Placebogruppe betrug die fraktionelle Natrium-Clearance vor Gabe von
L-NAME 2,1 £ 0,2%; diese fiel nach Gabe von L-NAME signifikant auf Werte
von 1,1+0,1% ab (p=0,0003). In der Verumgruppe betrug diese anfangs
2,3 £ 0,4% und fiel signifikant auf Werte von 0,9 + 0,1% ab (p=0,0005).

Der absolute Abfall der fraktionellen Natrium-Clearance war in der
Placebogruppe tendenziell niedriger mit -1,01 £ 0,18% als in der Verumgruppe
mit -1,5 £ 0,28%, erreichte aber nicht das Signifikanzniveau (p=0,26).

Der relative Abfall der fraktionellen Natrium-Clearance in der Placebogruppe
von -45,9 + 5,9% war im Vergleich zum relativen Abfall der Natrium-Clearance

in der Verumgruppe von -61,7 + 4,2% statistisch signifikant (p=0,03).
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Abb. 3.10: Arithmetischer Mittelwert + SEM der fraktionellen Natrium-Clearance vor und nach
Gabe von L-NAME sowie der absolute Unterschied (jeweils n=10). * signifikanter Unterschied
zwischen Placebo und Verum, # signifikanter Unterschied zwischen vor und nach Gabe von L-
NAME.
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Ill. Ergebnisse

111.7.3. Absolute Natrium-Ausscheidung

In der Placebogruppe betrug die absolute Natrium-Ausscheidung vor L-NAME-
Gabe 154 %£1,5mmol/90min und fiel signifikant nach Gabe auf
6,3 = 1,1mmol/90min ab (p<0,0001).

In der Verumgruppe betrug diese anfangs 15,0 = 2,3mmol/90min und fiel
signifikant auf 5,3 £ 1,4 mmol/90min ab (p=0,0014).

Der absolute Abfall der Natrium-Clearance betrug in der Placebogruppe
-9,0 £ 1,2mmol/90min, in der Verumgruppe mit -9,7 £2,1mmol/90min
(p=0,656).

Der relative Abfall der absoluten Natrium-Clearance in der Placebogruppe von
-58 £ 6% war im Vergleich zum relativen Abfall der absoluten Natrium-
Clearance in der Verumgruppe von -64 + 7% statistisch nicht signifikant
(p=0,24).
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Abb. 3.11: Arithmetischer Mittelwert + SEM der absoluten Natrium-Ausscheidung vor und nach
Gabe von L-NAME (jeweils n=10),# signifikanter Unterschied zwischen vor und nach Gabe von
L-NAME.
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Ill. Ergebnisse

lll.7.4. Fraktionelle Kalium-Clearance (FEk)

In der Placebogruppe betrug die fraktionelle Kalium-Clearance vor Gabe von L-
NAME 13,5 % 1,5%; diese stieg nach Gabe von L-NAME tendenziell auf
17,6 £+ 2,5% an (p=0,0923). In der Verumgruppe betrug diese anfangs
13,49 £ 1,6% und stieg signifikant auf Werte von 19,35 + 3,8% an (p=0,0388).
Der absolute Abfall der Kalium-Clearance war in der Placebogruppe tendenziell
niedriger mit 4,1 + 2,18% als in der Verumgruppe mit 5,2 + 2,7%, erreichte aber
nicht das Signifikanzniveau (p>0,5).

Der relative Abfall der Kalium-Clearance in der Placebogruppe von 36,3 + 6,3%
war im Vergleich zum relativen Abfall der Kalium-Clearance in der

Verumgruppe von 38,4 + 14,7% statistisch nicht signifikant (p>0,5).
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Abb. 3.12: Arithmetischer Mittelwert £+ SEM der Kalium-Ausscheidung vor und nach Gabe von
L-NAME sowie die absolute Veranderung (jeweils n=10). * signifikanter Unterschied zwischen

Placebo und Verum, # signifikanter Unterschied zwischen vor und nach Gabe von L-NAME.
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Ill. Ergebnisse

111.7.5.Absolute Kalium-Ausscheidung

In der Placebogruppe betrug die absolute Kalium-Clearance vor Gabe von L-
NAME 3,3 + 0,29mmol/90min; diese blieb nach Gabe von L-NAME unverandert
(3,19 = 0,49mmol/90min; p=0,7869).

In der Verumgruppe betrug diese anfangs 2,84 x 0,28mmol/90min und blieb
ebenfalls unverandert (2,79 £ 0,41mmol/90min; p=0,8222).

Der absolute Abfall der Kalium-Clearance war in der Placebogruppe tendenziell
héher mit -0,11 £ 0,39% als in der Verumgruppe mit -0,05 + 0,234%, erreichte
aber nicht das Signifikanzniveau (p=0,883).

Der relative Abfall der absoluten Kalium-Clearance in der Placebogruppe von -
1,8 £ 11,5% war im Vergleich zum relativen Abfall der absoluten Kalium-
Clearance in der Verumgruppe von -3,24 + 8,11% statistisch nicht signifikant
(p=0,904).
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Abb. 3.13: Arithmetischer Mittelwert + SEM der absoluten Kalium-Ausscheidung vor und nach
Gabe von L-NAME sowie die absolute Anderung (jeweils n=10).
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Ill. Ergebnisse

11l.7.6. Elektrokardiogramm

Im EKG zeigte sich bei allen Patienten eine Sinusbradykardie nach Beginn der

L-NAME-Infusion. Ansonsten wurden keine Veranderungen registriert.

1ll.8. Nebenwirkungen
111.8.1. Nebenwirkungen der PAH- und Inulin-Infusion

Bei allen zehn Probanden traten keine unerwinschten Nebenwirkungen auf, die
Infusionen waren gut vertraglich und es zeigten sich keine allergischen

Reaktionen.

111.8.2. Nebenwirkungen von L-NAME

Die L-NAME-Infusion wurde von allen Probanden gut toleriert. Es traten weder
Ubelkeit noch Schwindel auf, jedoch zeigten die meisten Teilnehmer als einzige
Nebenwirkung an beiden Untersuchungstagen eine deutliche Mudigkeit auch

lange nach Beendigung des Studientages.
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V. Diskussion

IV. Diskussion

Das Ziel dieser Studie war es, die Auswirkungen von intravenés appliziertem L-
NAME in Kombination mit und ohne exogen zugefuhrtem Tetrahydrobiopterin

(BH4) auf die systemische und renale Hamodynamik zu untersuchen.

IV.1. cGMP

Die Behandlung mit Tetrahydrobiopterin (BH4) erzeugte einen Anstieg des
Serum-cGMP-Spiegels auf annahernd das doppelte der Ausgangswerte, was
eine erhohte Aktivitat der Guanylatcyclase (GC) impliziert, die cGMP aus GTP
katalysiert. Dieses Enzym liegt entweder als Membran gebundene Isoform vor,
welches durch natriuretische Peptide oder andere bisher noch unbekannte
Liganden aktiviert wird, oder es liegt als I6sliche Isoform frei im Zytosol vor,
welches durch NO aktiviert wird (Lucas et al., 2000). Von den natriuretischen
Peptiden aktiviert das vom Ventrikel stammende brain-natriuretic-peptide (BNP)
die membranstandige GC (Tietgen, 2004, Yoshimura et al., 1993, Nakao et al.,
1991, Doyama et al., 1998), woraufhin eine extrazellulare Freisetzung von
cGMP ins Blut erfolgt. Es konnte in friheren Arbeiten gezeigt werden, dass die
Aktivierung der zytosolischen Ioslichen GC durch NO-Derivate nicht zu einem
Anstieg der Serum-cGMP-Spiegel fuhrt (Thomas et al., 2000). In der
Doktorarbeit von Essig konnte ebenfalls ein deutlicher Anstieg von cGMP nach
intravendser Gabe von BH4 gesehen werden. In jener Studie zeigte sich ein
Anstieg der Stickstoffabbauprodukte NOx, welches als Aktivierung der NO-
Synthase gesehen werden konnte. Allerdings konnte nicht geklart werden, in
welchem Kompartiment dies geschah. Neben der Aktivierung der endothelialen
NO-Synthase durch BHs kommt eine Aktivierung der NO-Synthase von
Erythrozyten in Frage (Conran et al., 2004), die auch signifikante Mengen an
NO freisetzt.

Eine Aktivierung der membrangebundenen GC durch natriuretische Peptide ist

ebenfalls denkbar, zumal die im Plasma messbare cGMP-Konzentration von
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V. Diskussion

der Aktivitat der membranstandigen GC (Thomas, 2000) abhangig ist. Eine
Erhéhung der natriuretischen Peptide durch die hohe Flissigkeitszufuhr und
Volumenbelastung der Probanden erschien denkbar, konnte in der Doktorarbeit

von Essig ausgeschlossen werden.

Die genaue Ursache der gesteigerte cGMP-Produktion konnte mit Hilfe dieser
Studie weiterhin nicht ermittelt werden. Welche der drei Isoformen fur die
Bildung der NO verantwortlich ist, I&sst sich ferner nicht ableiten. Am ehesten
gehen wir von der Aktivierung endothelialer NOS aus, da sie die mutmallich
groflte Quelle fur die kdrpereigenen NO-Produktion ist (Braam, 1999, Schricker,
1996, Setoguchi et al., 2002).

Neueste Erkenntnisse belegen eine wichtige funktionelle Rolle des
endothelialen NOs beziglich der Elastizitat von Erythrozytenmembranen und
der Aggregationshemmung von Thrombozyten (Kleinbongard et al., 2006).
Erythrozyten sind in der Lage, cGMP durch die |6sliche GC zu produzieren
(Conran et al., 2004). Es ist denkbar, dass BH4 die erythrozytare endotheliale
NO-Synthase stimuliert und somit die Bildung von zytolsolischem cGMP férdert.
Der grofite Teil des in Erythrozyten befindlichen cGMPs wird Uber Kanale aus
der Zelle befordert (Wu et al., 2005).

In der Arbeitsgruppe um Fiege (2004) konnte gezeigt werden, dass man den
Serumspiegel von BH; mindestens 40-fach erhdhen muss, um einen
bedeutsamen cGMP-Anstieg im Serum zu erzielen; Vitamin C allein appliziert
hatte keinen Effekt auf den cGMP-Spiegel wie auch in dieser Studie. Obwohl
keine Plasmaspiegel von BH4 vorliegen, kann anhand der Erhéhung der cGMP-
Spiegel Indirekt von einer Wirksamkeit der gewahlten BH4-Dosis ausgegangen

werden.
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IV.2. Veranderung der systemischen Hamodynamik

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass der systolische und der
diastolische Blutdruck sowohl in der Placebogruppe nach alleiniger Gabe von L-
NAME als auch in der Verumgruppe nach Vorbehandlung mit BH, signifikant
anstieg. Somit hatte BH4 keine wesentlichen antagonisierende Wirkungen auf
den vasokonstringierenden Effekt von L-NAME. Es existieren bisher keine
gesicherten Beweise daflrr, dass Tetrahydrobiopterin selbst direkt vasodilatative
Effekte hat und somit Einfluss auf die systemische Hamodynamik nehmen

konnte.

In einer ahnlichen Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine intravendse
Behandlung mit Tetrahydrobiopterin (19 mg/kg KG) eine Erhdhung des Serum-
cGMP-Spiegels bewirkt, ohne jedoch die systemische und renale
Hamodynamik zu beeinflussen (Essig et al., 2006). In einer Studie von
Schaffner et al. aus dem Jahr 1994 konnte unter hochdosierter Infusion von
BH, in die Arteria brachialis eine massive Hyperamie der Extremitat beobachtet
werden, wahrend Blutdruck und Herzfrequenz weiterhin unverandert blieben.
Diese Beobachtung kénnte dadurch erklart werden, dass durch die arterielle
Gabe lokal sehr hohe, unphysiologische Konzentrationen an BH, entstanden
sein konnten, welches in jener Arbeit zu einer Vasodilatation gefuhrt haben
konnte. In weiteren Studien von Setoguchi et al., 2002, bei der 14 Probanden
mit chronischer Herzinsuffizienz und 7 Kontrollprobanden Tetrahydrobiopterin
intraarteriell appliziert wurde, und von Walter et al., 2001, bei der 15 gesunden
Probanden ebenfalls BHs (10 mg/kg) intravends appliziert und mittels Positron-
Emissions-Tomographie (PET) die myokardiale Durchblutung gemessen wurde,
zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Veranderungen bezuglich der

systemischen Hamodynamik.

In der Zusammenschauf verhalt sich BH4, sich unabhangig von der Art der
Applikation neutral auf die systemische Hamodynamik und die
Herzfrequenz,eine Hypotonie durch zu starke NOS- Aktivierung ist nicht

beobachet worden.
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Die hamodynamische Reaktion auf L-NAME zeigte sich wie erwartet in einem
Anstieg des systemischen Blutdruckes begleitet von einem Abfall der
Herzfrequenz. Die Herzfrequenz der Probanden sank signifikant in beiden
Versuchsreihen infolge der L-NAME-Infusion deutlich ab, dabei konnte BH4
weder dem Blutdruckanstieg noch dem dem Abfall der Herzfrequenz

entgegenwirken.

Zahlreiche Studien sowohl am Tiermodell als auch bei Menschen haben
mehrfach gezeigt, dass die NO-Blockade zu einer allgemeinen Vasokonstriktion
und Bradykardie fuhrt (Aisaka et al. 1989, Hansen et al. 1994, Haynes et al.
1993, Rees et al. 1990, Bech et al. 1996). Die naheliegende Erklarung fur diese
Auswirkungen ist die Inhibition der verschiedenen NO-Synthasen lokalisiert in
den Endothelzellen der Gefalde, die zu einer allgemeinen Vasokonstriktion und
reflektorischen Bradykardie fuhrt; denkbar ware auch, dass diese Bradykardie
durch direkte Effekte am Sinusknoten ausgelost wird. Die Bradykardie konnte
bei den Probanden sehr schnell beobachtet werden, bevor der Blutdruck
anstieg. Dies macht eine druckbdingte Reflexbradykardie unwahrscheinlich. Die
vasodilatierende Eigenschaft von NO beruht auf einem Anstieg von
intrazellularem cGMP (Murad et al. 1979). Folglich ist die durch die systemische
NO-Blockade hervorgerufene Vasokonstriktion das Ergebnis des Wegfalls der
NO-Wirkung mit konsekutiver Abnahme der intrazellullaren cGMP-
Konzentration der Gefallwand Die Dosierung von L-NAME wurde ahnlich wie in

den vorangegangenen Studien gewahlt (Bech et al. 1996, Haynes et al. 1993).
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IV.3. Veranderung der renalen Himodynamik

In verschiedenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Produktion
von NO in GefalRendothelien renaler Gefalle (v.a. Vasa afferentia und
efferentia) an bestimmte Strukturen gebunden ist. Mittels
immunhistochemischer Verfahren konnte eine spezifische Verteilung der
einzelnen NOS-Formen gezeigt werden (Tojo et al., 1994). Die endotheliale
NOS (NOS 1) und neuronale NOS (NOS II) findet man an der Macula densa; die
induzierbare NOS (NOS IIl) findet man am proximalen Tubulus, Sammelrohren
und mesingealen Zellen. Diese NOS haben eine bedeutsame Rolle in der
Regulation der glomerularen Hamodynamik. Eine Dysfunktion dieser beiden
Enzyme konnte einen glomerularen Hochdruck oder eine gesteigerte
intraglomerulare Aggregation von Thrombozyten zur Folge haben.

Die iINOS weist eine hohere Aktivitat als die eNOS auf. Daraus kann gefolgert
werden, dass die NO-Produktion im Markbereich besonders hoch ist, da hier
fast ausschlieRlich die iINOS in den tubularen Zellen zu finden ist (Peer et al.,
1996). Auch die Bildung von cGMP ist im inneren Markbereich am hochsten
und nimmt nach auf3en hin ab (Ruilope et al., 1994).

Vaskulares Hauptziel der NO-Wirkung in der Niere sind das Vas afferens und
die Mesangiumzellen. Die dadurch vermittelten Effekte sind eine Vasodilatation
mit nachfolgend erhohtem RBF im Glomerulum und eine Erhdhung des
Filtrationskoeffizienten. Diese beiden Mechanismen wirken synergistisch und
erhohen die GFR und den Urinfluss. Es konnte in tierexperimentellen
Versuchsreihen gezeigt werden, dass eine Blockade der NO-Synthasen eine
Kontraktion in den Mesangiumzellen verursacht, und dies wiederum zu einer
Reduktion des Ultrafiltrationskoeffizienten fuhrt (Zatz et al., 1991, Deng et al.,
1993). Dies konnte in unserer Arbeit bestatigt werden, denn der renale
Plasmaflusses (RPF) fiel nach Gabe von L-NAME auf ca. die Halfte des
Ursprungswerts in der Placebogruppe ab. Dies verdeutlicht die hohe NO-
Aktivitat in der Aufrechterhaltung der Nierenperfusion in Ruhe, die durch einen

niedrigen renalen GefalRwiderstand charakterisiert ist.
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Die glomerulare Filtrationsrate (GFR) fiel nach Gabe von L-NAME ebenfalls ab.
Dabei war die Abnahme weniger ausgepragt als die Abnahme des RPF, was in
einer hoheren Filtrationsfraktion resultierte und auf einen gesteigerten effektiven
Filtrationsdruckes beruhen koénnte.. Die relative Konservierung der GFR
bezogen auf die RPF kann durch einen vasokonstringierenden Effekt von L-
NAME vornehmlich am Vas efferens erklart werden (Treeck et al.,, 1997).
Ahnliche Effekte einer NO-Inhibition auf die renale Hamodynamik wurden auch
in anderen Studien gesehen (Bech et al., 1996, Guarasci et al., 1996, Raij et al.
1995).

Unter Vorbehandlung mit BH4 war der Abfall der RPF ahnlich hoch wie in der
Placebogruppe, allerdings war der Abfall der GFR signifikant abgeschwacht und
betrug nur 17ml/min/1,73m?. Dies ging mit einer signifikant hoéheren
Filtrationsfraktion einher (41 £ 3%), was einen moderaten vasodilatierenden
Effekt von BHs am Vas afferens vermuten lasst, die der L-NAME-Wirkung
entgegenwirkt. Unter Ruhebedingungen zeigte eine akute intravendse Gabe
von BHs keinen Effekt auf die GFR in gesunden Probanden (Essig, 2005),
obwohl ein ahnlicher Anstieg der Serum-cGMP-Spiegel zu beobachten war.
Dieser Unterschied lasst vermuten, dass BH, in der Lage ist, eine reduzierte
GFR zu stabilisieren, wahrend es eine normal hohe GFR nicht dartber hinaus

steigert.

Ein erhohter Spiegel des endogenen NO-Inhibitors ADMA wurde in der
kardiovaskularen Medizin als neuer Risikofaktor identifiziert, insbeosndere bei
Niereninsuffizienz, bei der es kumuliert (Ravani et al., 2005). Die Wirkung von
L-NAME ist vergleichbar mit dem Effekt einer ADMA-Infusion (Kielstein et al.,
2006). Obwohl das korpereigene ADMA im Vergleich zu L-NAME deutlich
schwacher in seiner Wirkung ist, muss es im Gegensatz zu L-NAME nicht durch
Metabolisierung aktiviert werden und reagiert somit schneller. Die Studie wurde
auch vor diesem Hintergrund unternommen, um therapeutische Moglichkeiten
zu finden, die ADMA-Wirkungen zu antagoniseren. Durch den protektiven Effekt

auf die GFR scheint hier tatsachlich eine Effektivitat der BHs-Gabe zu bestehen,
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evtl. miUssten auch héhere Dosierungen eingesetzt werden, um auch Effekte

auf die systemische Hamodynamik auszuuiben.

IV.4. Na- und K-Ausscheidung

Unter Applikation von L-NAME kam es zu einer verminderten Natrium-
Ausscheidung bei neutralem Effekt auf die Kaliumausscheidung. Dabei zeigte
sich ein signifikanter Abfall der absoluten und fraktionellen Natrium-Clearance.

Die Vorbehandlung mit BH4 konnte diesem Effekt nicht entgegenwirken.

Auch in anderen Studien konnte der hemmende Effekt einer NOS-Blockade auf
die Natrium-Ausscheidung (FEna) beobachtet werden (Bech et al. 1996, Haynes
et al., 1997, Broere et al., 1998). Die Arbeitsgruppe um Stoos et al. (1992)
demonstrierte eine direkte Hemmung des Natriumtransportes durch L-NAME in
Sammelrohrzellen, in denen der Natriumtransport hauptsachlich vom
epithelialen Natrium-Kanal ENaC getragen wird Andere Arbeitsgruppen fanden
eine Stimulation der Na*-Resorption in Zellkulturen vom proximalen Tubulus
durch NO, was auf eine Erhdhung der cGMP-Spiegel infolge einer Aktivierung
der GC zuruckgefuhrt werden konnte. (De Nicola et al., 1992, Roczniak und
Burns, 1996). NO stimulierte die Aktivitat des fur dieses Segment typischen
Na’/H*-Austauschers (NHE3), wobei eine Hemmung der GC die

stimulatorischen Effekte von NO wieder aufhob (Roczniak und Burns, 1996).
Insgesamt zeigen diese Daten, dass NO mit seinem second Messenger cGMP

in Ruhe einen starken Effekt auf die Salzausscheidung hat und vornehmlich auf

den proximalen Tubulus zu wirken scheint..
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IV.5. Hamatokrit

Sowohl in der Placebo- als auch in der Verumgruppe fiel der Hamatokrit
statistisch signifikant ab. Erklarend hierfur kann die hohe Trinkmenge von bis zu
funf Litern natriumarmes Wasser innerhalb von sechs Stunden sein, welches

das intravasale Volumen vergroéfRert und hierdurch den Hamatokrit erniedrigt.
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V. Zusammenfassung

Das endotheliale Stickstoffmonoxid (NO)-System spielt eine zentrale Rolle in
der Regulation des Gefaldtonus. Die endotheliale Dysfunktion ist eng verbunden
mit einer reduzierten Aktivitat des NO-Systems. Ursachlich kann hierfir unter
anderem die Akkumulation des endogenen Inhibitors des NO-Synthase ADMA
sein, insbesondere bei niereninsuffizienten Patienten. Tetrahydrobiopterin (BH,)
ist ein essenzieller Kofaktor aller NO-Synthase-Isoformen und erhéht die NO-
Bioverfugbarkeit in vivo.

Das Ziel dieser Studie war es, die Auswirkung einer Hemmung der NO-
Sekretion auf die systemische und renale Hamodynamik mit oder ohne
Vorbehandlung mit BHs zu untersuchen. An n=10 mannlichen, gesunden
Probanden wurde in einem Crossover-Design der NO-Synthase-Hemmstoff L-
NAME intravends (1,5mg/kg) mit oder ohne Vorbehandlung mit oralem BH4
(800mg/Tag) appliziert und die Auswirkung auf die systemische und renale
Hamodynamik mittels Inulin-/PAH- Clearance untersucht.

Nach Gabe von L-NAME kam es zu einem Anstieg des mittleren arteriellen
Blutdrucks um 9 £ 2mmHg und Abfall der renalen Durchblutung um 52 + 4%.
Die GFR fiel um 30 + 6ml/min/1,73m? ab. Unter Vorbehandlung mit BH, zeigte
sich ein ahnlicher Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks sowie ein
ahnlicher Abfall der renalen Durchblutung, allerdings war der Abfall der GFR
signifikant abgeschwacht und betrug nur 17 £ 6ml/min/1,73m?, was mit einer
signifikant hoheren Filtrationsfraktion einherging. Die Serum-cGMP-Spiegel
stiegen unter BHs-Vorbehandlung auf das ca. 3-fache des Ausgangswerts an.
Diese Pilotstudie zeigt, dass BH4 den hemmenden Effekt von L-NAME auf die
GFR partiell antagonisieren kann, was eine vasodilatierende Wirkung auf das V.
afferens vermuten lasst. BHs konnte daher eine therapeutische Option zur
Verbesserung der renalen Dysfunktion, insbesondere unter erhohter ADMA-

Konzentration, darstellen.
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VI.1. Infusionsplan von L-NAME und BH4

Infusionsplan fiir Proband ...............cccccoooii Datum: .....ccooeeiiiiiiiiee,

auflédsen 5 ml Aqua dest. ad iniectabilia, entsprechend 110mg/5ml = 22mg/mi
Bendtigte Menge an L-NAME:

2mg L-NAME/ kg KG X ccovvvvevveiieiiievieeeee, Kg = oo, mg L-NAME
entsprechend ................. mg/ (22mg/ml) = ......ccccvninnns ml L-NAME-L6sung
Uberfiihren in Perfusorspritze mit (50 - ........ ) ml Aqua dest. ad iniectabilia

Laufgeschw. (unabh. von KG und KOF): 99,9ml/h

2. Inulin (1 Amp. zu 20ml enthalt 25%iges Inulin, d.h. 5g Inulin /Amp.)

a) Bolus:

25ml Inulin-Lésung (1,25 Amp)

Lésungsvolumen: 250 ml 5% Glc-Lsg., Laufgeschw. 500 ml/h
b) Erhaltung:

35 ml Inulin-Lésung (1,75 Amp)

Lésungsvolumen: 250 ml 5% Glc-Lsg., Laufgeschw. 55 ml/h

3. PAH (1 Amp. zu 5,1ml enthalt 21,6%iges PAH, d.h. 1,1g PAH / Amp.)

c) Bolus:

5,1 ml PAH-L6sung (1 Amp. )

Lésungsvolumen: 250 ml 5% Glc-Lsg., Laufgeschw. 500 ml/h
d) Erhaltung:

15,3 ml PAH-L6sung (3 Amp. )

Lésungsvolumen: 250 ml 5% Glc-Lsg., Laufgeschw. 55 ml/h
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VI.2. Studienprotokoll — Ubersicht der Messwerte

Proband: Datum:
Uhrzeit Zeitin By 2ml 5ml 2 ml Li- 3 ml 2ml Uy Urin, Urin- Urin,
min EDTA Serum Hep. EDTA EDTA 3 Eppis Mono- 4 Eppis
vette
8:00 0:00 Bo BB Inulin, Uo Inulin,
PAH PAH
9.15 1.15 B, Inulin,
PAH
9.45 1.45 B, Inulin, Na, K cGMP BH4
PAH
10:00 2:00 U4 Inulin, Na, K
PAH
2.15 Bs Inulin, Na, K cGMP BH4
PAH
2:30 U, Inulin, Na, K
PAH
2:45 B4 Inulin, Na, K
PAH
11:00 3:00 Us Inulin, Na, K cGMP
PAH aus Umix
3:15 Bs Inulin, Na, K
PAH
3:30 U, Inulin, Na, K
PAH
3:45 Bs Inulin, Na, K
PAH
12:00 4:00 Us Inulin, Na, K
PAH
4:15 B7 Inulin, Na, K cGMP BH4
PAH
4:30 Us Inulin, Na, K
PAH
4:45 Bg BB Inulin, Na, K cGMP BH4
PAH
13:00 5:00 Uy Inulin, Na, K cGMP
PAH aus Umix
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Uhrzeit |Zeit, |RR, MAP, |HF, Urinvolumen,
min |mmHg mmHg |/min ml
8:00 0:00 Uuao 8.00 PAH/
8:30 0:30 Inulin-Start
9:00 |1:00
9:20 1:15
9:30 1:30 U 19.30-10.00 |U mix 1 9:30
9:40 1:40 | | e ml  ]9.30-11.00 Miktion
9:50 1:50
10:00 |2:00 U 2 10.00-
10:10 |2:10 10.30
10.20 |2:20 | || e (091 I EEPEPEPEPE ml
10:30 |2:30 U 3 10.30-
10:40 |2:40 11.00
10:50 250 | | e mi
11:00 |3:00 U4 11.00- 11.00
11:10 [3:10 11.30 L-Name
11:20 3:20 | e mi
11:30 [3:30 U5 11.30- U mix 2
11:40 |3:40 12.00 11.30-
11:50 350 | e, ml  [13.00
12:00 |4:00 U 6 12.00-
1210 |4:10 12.30
12:20 420 | e ml
12:30 |4:30 u71230- |77 ml
12:40 |4:40 13.00
12.50 450 | | e, ml
13:00 |5:00
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