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Zusammenfassung

Das menschliche Gefdllsystem sezerniert eigenstindig vasoaktive Substanzen und ist
unter anderem an der Synthese verschiedener Hormone und damit an der Regulation
des Blutdrucks beteiligt. Faktoren wie Endothelin-1 (ET-1) sowie Adrenomedullin
(ADM) konnen auch als Hormone aufgefasst werden, die an der Blutdruckregulation
im menschlichen Korper beteiligt sind und liberwiegend im GefidBsystem produziert
werden. In vielen Studien wird eine Interaktion der Hormone ET-1 und ADM mit
dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) postuliert. Mit dieser Studie
wurde die Frage untersucht, inwieweit die Synthese und Sekretion der Hormone ET-1
und ADM von unterschiedlichen Aktivititszustdnden des RAAS beeinflusst werden.
Hierzu wurden die Plasmakonzentrationen von ET-1 und ADM in Patienten mit
primdren Hyperaldosteronismus (PA), essentieller Hypertonie (EH) sowie
Nebenniereninsuffizienz (Al) kontrolliert. Die Plasmawerte der Hormone wurden zum
einen im basalen Zustand bestimmt, zum anderen nach Exposition der Patienten
gegeniiber verschiedenen Substanzen wie Fludrocortison, Dexamethason und
Spironolacton. Wéhrend sich die Aldosteron- und Reninwerte zwischen den
Patientengruppen signifikant unterschieden, konnten beziiglich der ET-1- und ADM -
Konzentrationen nur  geringfiigige Differenzen festgestellt  werden.
Nach Durchfiihrung der Funktionsteste, mit Hilfe derer ein Wechsel im
Aktivitdtszustand des RAAS provoziert wurde, konnten ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass das RAAS keinen fiir den
klinischen Alltag relevanten Einfluss auf die Synthese und Sekretion der Hormone
ET-1 und ADM auszuiiben scheint. Die vorliegende Arbeit ist allerdings auf Grund
der niedrigen Patientenzahl bei negativem Ergebnis in ihrer Aussagekraft limitiert.
Auch auf das Fehlen einer gesunden Kontrollgruppe sei in diesem Zusammenhang

hingewiesen.
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1. Einleitung

1.1 Hypertonie

1.1.1 Aligemeine Bemerkungen

Die Hypertonie ist weltweit ein wichtiger Risikofaktor fiir die Entstehung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen und damit von grofler Bedeutung fiir Morbiditit und Letalitit von Schlaganfall,
Herzinsuffizienz und koronarer Herzkrankheit (KHK) (Lawes, 2008). Das KHK - und
Schlaganfall - Risiko steht in direktem Zusammenhang mit der Hohe des Blutdrucks (Collins,
1990), (MacMahon, 1990), (Lewington, 2002). Der frithe Beginn der therapeutischen
Blutdruckeinstellung verbessert die Prognose des Patienten richtungsweisend durch die
Verhinderung der Entwicklung von Folgekrankheiten (Law, 2009). Die Definition der
Hypertonie sollte sowohl das individuelle kardiovaskuldre Risiko des Patienten als auch die
moglichen therapeutischen Optionen beriicksichtigen. So definierten Evans et al. bereits vor
30 Jahren die Hypertonie als die Blutdruckhdhe, ab welcher Diagnostik und Behandlung fiir
den Patienten von Vorteil sind (Evans, 1971). Bei dieser Definition treten die reinen
numerischen Einteilungen in den Hintergrund. Auch in den neuesten Leitlinien der European
Society of Hypertension und der European Society of Cardiology wird auf die Bedeutung von
Begleiterkrankungen wie asymptomatische Organschdden, Diabetes mellitus, chronische
Nierenerkrankung und kardiovaskuldre Erkrankung bei der Indikationsstellung zur Einleitung
einer blutdrucksenkenden medikamentdsen Behandlung hingewiesen (Mancia, 2013). Da die
betroffenen Personen oft unter keinen oder nur geringen Symptomen leiden, wird die
Hypertonie auch heute noch nicht selten zufdllig bei Routineuntersuchungen entdeckt
(Horacek, 2012). Die weiterfiihrende differentialdiagnostische Abkldrung deckt dann im
Einzelfall = bereits zum  Zeitpunkt der Diagnosestellung  Folgeschiden  wie
Linksherzhypertrophie, eingeschriankte Nierenfunktion, Albuminurie und Karotisplaques auf
(Watschinger, 2013). Das Ziel einer effektiven Blutdrucksenkung auf Werte < 140/90 mmHg

wird nur etwa bei der Halfte der behandelten Personen erreicht (Joffres, 2013).
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1.1.2 Hypertonieformen

Grundsétzlich werden primdre von sekunddren arteriellen Hypertonieformen sowie

Mischformen unterschieden.

Essentielle Hypertonie

Die essentielle arterielle Hypertonie, auch als primdre oder idiopathische Hypertonie
bezeichnet, ist definiert als Bluthochdruck, dem keine fassbare Einzelursache zugrunde liegt.
Die essentielle Hypertonie tritt meist nach dem 30. Lebensjahr auf und ist eine polygene,
multifaktorielle Erkrankung. Ihre Entstehung wird durch die Einfliisse von Ubergewicht,
Insulinresistenz, erhohtem Alkoholkonsum, Nikotinabusus, und zunehmendem Lebensalter

begiinstigt.

Sekundare Hypertonieformen

Bei den sekundéren Hypertonie-Formen kann eine spezifische Ursache fiir den Bluthochdruck
identifiziert werden. An sekundédren Hypertonie-Formen leiden wahrscheinlich mehr als 10 %
der Hypertonie-Patienten.

Wesentlich beteiligt an der Blutdruckregulation im menschlichen Organismus ist das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS). Die Aktivierung dieses komplexen Hormonsystems
bewirkt letztendlich eine Salz- und Wasserretention und daraus resultierend eine Volumen-
und Blutdrucksteigerung. Storungen im RAAS fiihren zu Erkrankungen, die mit Hypertonie
(gesteigerte Aktivitdt des Systems) oder Hypotonie (verminderte Hormonaktivitdt), sowie
Storungen im Elektrolythaushalt einhergehen. Funktionsstorungen des RAAS sind an der
Entstehung einer sekundédren Hypertonie haufig beteiligt.

Neben dem RAAS werden weitere Hormone beschrieben, die in die Blutdruckregulation
eingreifen. So sollen auch Stérungen im Endothelin-Adrenomedullin-System (ET-1-ADM-
System) fiir Hypertonie und Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems verantwortlich sein.
Die Beteiligung der beiden Hormone Endothelin-1 (ET-1) und Adrenomedullin (ADM) an der
Blutdruckregulation wird zunehmend betont (Ishiyama, 1993), (Kitamura, 1993),
(Lainchbury, 1997), (Hinson, 1998), (Hoptner, 1999), (Miyauchi, 1999), (Lainchbury, 2000),
(Nagaya, 2000), (Dashwood, 2002), (Hamid, 2005).
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1.2 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

1.2.1 Renin, Angiotensin-1, -2, Angiotensin konvertierendes Enzym

Der Zusammenhang zwischen Renin, Angiotensin (damals , Hypertensin®) und der
Aldosteronsekretion, heute als Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) bezeichnet,
wurde erstmals im Jahre 1958 durch den Physiologen Franz Gross erkannt (Gross, 1958).
Seither wurden die Kenntnisse iiber dieses, fiir die Blutdruckregulation so wichtige System
stindig erweitert. Das RAAS existiert als zirkulierendes und moglicherweise auch
gewebestdandiges System in verschiedenen Organen, einschlielich Nebenniere, Niere,
Myokard und GefédBwand. Ein wesentlicher Bestandteil ist Renin, ein proteolytisches Enzym,
das aus den Granulosazellen des juxtaglomeruldren Apparates in der Niere freigesetzt wird.
Die Freisetzung wird durch einen Blutdruckabfall in den Nierenarterien
(Natriumchloridmangel, Hypovoldmie, verminderte Nierendurchblutung als Folge einer
Nierenarterienstenose), sowie durch einen gesteigerten Sympathikotonus getriggert. Unterhalb
des Schwellendrucks von 10-15 mmHg steigt die Reninaktivtdt im Blut drastisch an. Durch
Abspaltung eines Dekapeptids bewirkt Renin die Bildung von Angiotensin-1 aus
Angiotensinogen. Angiotensin-1 wird mit Hilfe des Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE)
durch Hydrolyse in das Oktapeptid Angiotensin-2 umgewandelt, ein fiir die
Blutdruckregulation und die Elektrolytbilanzierung wichtiges Hormon. Angiotensin-2 wirkt
vasokonstriktorisch, hemmt die Reninaktivitit und stimuliert in der Nebenniere die Synthese
und Sekretion von Aldosteron (siche Abbildung (Abb.) 1 ,Das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS)®).
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Abbildung 1: Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS). Der Hypothalamus kontrolliert als
lUbergeordnetes Zentrum die Ausschittung der Hormone Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) und
Antidiuretisches Hormon (AVP) und damit die Sympathikusaktivierung mit Katecholaminausschittung auf der
einen Seite und die Reninausschiittung in der Niere auf der anderen Seite. Weiterhin aktiviert es den humoralen
Schenkel des Stresssystems (iber die Ausschiittung sowie die Sekretion von Cortisol und—kurzfristig-auch
Aldosteron (gesteuert (ber ACTH (adrenocorticotropes Hormon) der Hypophyse). Langfristig wird die
Aldosteronausschiittung tiber Renin und Angiotensin gesteuert. Ein Blutdruckanstieg fiihrt riickkoppelnd zu einer
Reduktion der Sympathikusaktivitat und zur Suppression von Renin.

1.2.2 Aldosteron

Aldosteron ist ein zur Gruppe der Mineralokortikoide gehorendes Hormon, welches in der
Zona glomerulosa der Nebenniere produziert wird. Die Ausschiittung des Hormons wird in
Abhingigkeit der Kaliumhomdoostase hauptsdchlich durch Angiotensin-2 als Reaktion auf
Hypovoldmie gefordert, aber auch — vor allem die ersten Syntheseschritte und die Sekretion —
iiber das adrenocorticotrope Hormon (ACTH) der Hypophyse. Die entscheidenden Trigger
der Aldosteronbiosynthese iiber die Aktivitit des Kaliumkanals Kir3.4 (KCNJ5-Gen) sind
Hyperkalidmie und Hyponatridmie (Choi, 2011). Das im Vorhof des Herzens produzierte
Atriopeptin (atriales natriuretisches Peptid, ANP) wirkt dagegen hemmend auf die
Ausschiittung von Aldosteron und die Natriumriickresorption aus dem Primédrharn
(Willenberg, 2008). Aldosteron wirkt an mehreren epithelialen Geweben wie dem
Sammelrohr, dem Darmepithel, sowie an Speichel- und Schweilldriisen. In Urin, Speichel,
Schweil und Darmsekret sinken die Natriumkonzentrationen, die Kaliumkonzentrationen
steigen an. Die Natriumretention fiihrt begleitend zur Wasserretention und iiber eine
Hypervoldmie zur Blutdruckerhéhung, die riickkoppelnd die Reninsynthese hemmt.

4



Sarah Vogt Endothelin-1- und Adrenomedullinplasmaspiegel bei Patienten mit Hypertonie

1.2.3 Stérungen im Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Es konnen verschiedene Storungen innerhalb des RAASs auftreten. Erldutert werden im
folgenden Abschnitt der primdre Hyperaldosteronismus (Morbus Conn), der mit einer
gesteigerten Aldosteronfreisetzung einhergeht, sowie die primédre Nebenniereninsuffizienz

(Morbus Addison), welche die Entwicklung einer Hypotonie begiinstigt.

Primarer Hyperaldosteronismus (Morbus Conn)

Der primédre Hyperaldosteronismus ist die hdufigste Ursache einer sekundiren Hypertonie
(Rossi, 2006), (Reincke 2009). Die Privalenz betrdgt bis zu 13 % in der Gruppe der
hypertensiven Patienten (Hiramatsu, 1981), (Fardella, 2000), (Bernini, 2002), (Mulatero,
2004), (Rossi, 2006). Die Erkrankung wurde erstmals von Lipicki im Jahr 1953 erkannt
(Rossi, 2011) und von Conn im Jahr 1955 umfangreich charakterisiert (Conn, 1955). Der
primédre Hyperaldosteronismus ist eine Erkrankung, die mit einer fiir den Aktivitdtszustand

des Renins inaddquat hohen Aldosteronfreisetzung aus der Nebennierenrinde einhergeht.
Ursachen und Subtypen

Es werden verschiedene Ursachen fiir die Erkrankung angenommen und unterschiedliche
Subtypen differenziert (sieche Tabelle 1 ,Klassifikation des Hyperaldosteronismus). Ein
grofBBer Teil ist Folge Aldosteron-produzierender Adenome (APA), Aldosteron- und Cortisol-
sezernierender Adenome bzw. einseitiger Hyperplasien der Nebennierenrinde (Spéth, 2011).
Diese "unilateralen" Erkrankungen werden wegen des unterschiedlichen therapeutischen
Ansatzes von der bilateralen Hyperplasie der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde
abgegrenzt. Hinzu kommen seltene Ursachen wie die familidren Hyperaldosteronismusformen
Typ 1 bis 3 (Choi, 2011), (Funder, 2011). So ist der familidre Hyperaldosteronismus Typ 1
beispielsweise ein  durch  Glukokortikoidgabe  unterdriickbarer /  vermeidbarer
Hyperaldosteronismus (Sutherland, 1966), (New MI, 1973). Als Ergebnis chimirer
Genduplikation wird  Aldosteron ektop in Cortisol-sezernierenden Zellen der Zona
fasciculata der Nebenniere unter Kontrolle von Adrenocorticotropin (ACTH) der Hypophyse
produziert. Die Patienten leiden bereits in der Kindheit unter einer Hypertonie, die nur
schlecht mit ACE-Hemmern oder Betablockern zu therapieren ist. Die Suppression der
ACTH-Freisetzung mit Hilfe von Dexamethason ist ein niitzlicher diagnostischer und

therapeutischer Ansatz. Die Gabe der Aldosteronantagonisten Spironolacton und Eplerenon
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stellen effektive Behandlungsoptionen dar. Die familidren Varianten Typ 2 und 3 sind
hingegen nicht durch Dexamethasongabe supprimierbar. Die operative Therapie steht
insbesondere beim Typ 3 im Vordergrund, der durch eine ausgepriagte Hypertrophie der Zona
fasciculata der Nebennierenrinde gekennzeichnet ist und bei dem die Patienten schon friih
von Organschidden auf Grund des massiven Aldosteroniiberschusses betroffen sind (Quack,
2010).

Aldosteron produzierende Karzinome als Ursache eines Hyperaldosteronismus miissen als

eine Raritét in seltenen Fillen in Erwédgung gezogen werden (Kannan, 1988), (Allolio, 2009).

Subtyp Haufigkeit in %
Aldosteron-produzierende Adenome ca. 50 %

bilatere Nebennierenhyperplasie ca. 40 %
Aldosteron- und  Cortisol-  produzierende ca.2-5 %
Adenome

Primére unilaterale 3%

Nebennierenrindenhyperplasie

Aldosteron-produzierende Ovarialtumoren <1%
Familidrer Hyperaldosteronismus Typ 1 <1%
Familidrer Hyperaldosteronismus Typ 2 <1%
Familidrer Hyperaldosteronismus Typ 3 <1%

Tabelle 1 Klassifikation des Hyperaldosteronismus

Klinische Symptome

Klinisch ist das Conn Syndrom klassischerweise durch die sogenannten ,,Conn-Trias*
Bluthochdruck, Hypokalidmie und metabolische Alkalose gekennzeichnet (Born-Frontsberg,
2009).

Die Patienten leiden oft unter einem trockenen Mund, klagen gelegentlich iiber salzigen
Geschmack. Sie empfinden im Einzelfall ein gesteigertes Durstgefiihl, trinken viel bei
erhohter Diurese mit Nykturie. Die Hypertonie kann gelegentlich durch Kopfschmerzen oder
Nasenbluten symptomatisch werden. Der Blutdruck steigt nicht unbedingt auf

tiberdurchschnittlich hohe Werte an, ist oft jedoch nur schwer kontrollierbar mit fehlendem
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Dipping in der Nacht. Die typischen Symptome einer Hypokalidmie wie Muskelschwéche,
Obstipation, EKG-Veridnderungen oder Krampfe bis hin zu steifen Paresen sollten an ein
Conn Syndrom denken lassen, wobei normokalidmische Varianten der Erkrankung ebenfalls

auftreten konnen.

Diagnosestellung

Als Screening-Instrument eignet sich der Aldosteron-Renin-Quotient (ARQ), wobei Werte
von > 20 (ng/L : ng/L) weiter abgeklart werden sollten und Werte > 33 (ng/L : ng/L) in
unserer Klinik als deutlich pathologisch und dringend verdédchtig auf ein Conn-Syndrom
gelten (Hiramatsu, 1981), (Funder, 2008), (Willenberg, 2009), (Diederich, 2012),
(Willenberg, 2012).

Mit Hilfe des Kochsalzbelastungstestes (2000 ml 0,9 %ige NaCl-Infusion iiber 4 Stunden
intravends) und des Fludrocortisonhemmtestes ldsst sich eine fehlende oder verminderte
Aldosteronsuppression dokumentieren und die Diagnose bestitigen (Funder, 2008),

(Willenberg, 2012).

Primare Nebenniereninsuffizienz (Morbus Addison)

Storungen in der Funktion der Nebenniere, die mit einer Beeintrdchtigung der
Hormonproduktion einhergehen, fithren zu Hypotonie. An dieser Stelle sei die Erkrankung
der primdren Nebenniereninsuffizienz erwdhnt (Morbus Addison), die zum Ausfall der
adrenalen Hormonproduktion fiihrt.

Wihrend in der Vergangenheit die Tuberkulose als wichtigster Ausloser der
Nebenniereninsuffizienz galt, ist die Erkrankung heutzutage in der Mehrzahl der Félle Folge
eines  Autoimmunprozesses, der zur Destruktion und zum Untergang der
Nebennierenrindenzellen fiihrt (Oelkers, 1996).

Héufig findet man Autoantikdrper gegen die /7alpha-Hydroxylase, ein Schliisselenzym der
Steroidbiosynthese (SeiBler, 1999).

Neben verschiedenen erregerbedingten Formen beispielsweise durch das Cytomegalievirus
(CMV) oder das humane Immundefizienzvirus (HIV), sind Funktionsstorungen der
Nebennierenrinde auf Grund von Einblutungen, Operationen, infiltrierenden Metastasen,
Adrenogenitalem Syndrom (AGS) und Adrenoleukodystrophie (ALD) zu nennen (Oelkers,
1996). Medikamentds bedingte Erkrankungen treten vor allem im Rahmen einer

Glukokortikoidtherapie auf (Oelkers, 1996). Die Zerstorung der Nebennierenrindenzellen
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fiihrt zu einem Ausfall der Glukokortikoidproduktion, einem Wegfall der
Mineralkortikoidsynthese und einer fehlenden Produktion der Sexualhormonvorstufen. Es
konnen auch einzelne, unterschiedliche, steroidproduzierende Enzyme betroffen sein, nicht
alle Hormonsynthesewege fallen immer gleichzeitig aus. Durch kompensatorische
Gegenregulation kann die Sekretion anderer Hormone gesteigert werden.

Therapeutisch  konnen orientiert am individuellen Ausfallsmuster Hydrocortison,
Fludrocortison, sowie Prednisolon verabreicht werden. Die Patienten benétigen ein klinisches
und hormonelles Monitoring, insbesondere die Analyse der Natrium- / Kalium-Verhaltnisse

im Serum und Urin.
1.3 Das Endothelin-Adrenomedullin-System

1.3.1 Endothelin-1

Endothelin-1 (ET-1) ist ein aus 21 Aminosduren bestehendes Peptid. Es besitzt einen
hydrophoben C-Terminus und 2 Cystein-Briicken am N-Terminus. ET-1 ist Hauptmitglied der
so genannten Endothelinfamilie, eine Gruppe von vasoaktiven Hormonen, die liberwiegend
von den Zellen des Endothels sezerniert werden (Yanagisawa, 1989). Auch ET-1 wird vor
allem von Zellen des Gefillendothels freigesetzt, daneben auch von Muskelzellen, dem
respiratorischen Epithel, Makrophagen, Fibroblasten, Kardiomyozyten, sowie ZNS-Neuronen
(Liischer, 2000), (Kedzierski, 2001). Die Identifikation des Endothelins als Vasokonstriktor
(Yanagisawa, 1988) und die Entdeckung seiner Freisetzung im Gefdlendothel lassen
vermuten, dass das Hormon an der Kreislaufregulation im menschlichen Organismus sowie

an der Entstehung des Hypertonus beteiligt ist (Iwasa, 2001).
Rezeptoren und Wirkung

Bei tierexperimentellen Studien an Hunden zeigte sich 1989 erstmals seine
blutdrucksteigernde Wirkung (Miller, 1989), (Herman, 1989). Endothelin wirkt {iber Bindung
an seine Rezeptoren ETA und ETB, deren Aktivierung unterschiedliche physiologische
Prozesse in Gang setzt (Rossi, 1994), (Belloni, 1997). ETA Rezeptoren finden sich vor allem
in den glatten Muskelzellen der Gefdle, wiahrend ETB Rezeptoren zusitzlich in den Zellen
des Endothels lokalisiert sind (Masaki, 1991), (Haynes, 1995), (Dashwood, 2002). In der

Nebennierenrinde kommen ETA-Rezeptoren ausschlieflich in den Zellen der Zona
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glomerulosa vor, wobei sich die Rezeptoren des Subtyps B iiber alle 3 Rindenzonen des
Organs verteilen (Zonae glomerulosa, reticulosa und fasciculata) (Belloni, 1996), (Belloni,
1997), (Rossi, 1994).

Bindet ET-1 an seinen Rezeptor, kommt es zur Aktivierung des Phospholipase-C-
Inositoltriphosphat-Signalwegs, resultierend in einem Anstieg an intrazelluldirem Calcium,
was wiederum zu einer Phosphorylierung der Myosinkinase in glatten Muskelzellen fiihrt.
Letztendlich resultiert daraus eine lang anhaltende Kontraktion glatter Muskelzellen
(Miyauchi, 1999), (Liischer, 2000). Bindet das Hormon an den Rezeptor ETA, so ergibt sich
eine vasokonstriktorische, zellproliferative, Angiogenese fordernde Wirkung (Yanagisawa,
1988). Uber die Bindung an den Rezeptorsubtyp B hingegen wirkt es vasodilatorisch, sowie
antiproliferativ (Yanagisawa, 1988).

Daneben stimuliert es iiber den ETB Rezeptor auch die Aldosteronsekretion in den Zellen der
Zona glomerulosa der Nebenniere (Belloni, 1996). Aldosteron soll die Endothelinfreisetzung
stimulieren (Miller, 1989), (Hinson, 1991), (Rossi, 1999), (Delarue, 2004), (Stow, 2009). Aus
dieser Wechselwirkung mit Aldosteron im Sinne einer gegenseitigen positiven Stimulation
(Feedforward-Mechanismus) leitet sich die Hypothese ab, dass ET-1 an der Entstehung eines
Conn-Syndroms beteiligt sein konnte (Hinson, 1998), (Rossi, 1999), (Delarue, 2004), (Stow,
2009).

Insgesamt steht vor allem die vasokonstriktorische Wirkung des Endothelins im menschlichen
Organismus im Vordergrund, die zunehmend héufiger in einen Zusammenhang mit der
Entstehung der arteriellen Hypertonie gebracht wird. Endothelin wird auf Grund seiner
vasoaktiven Eigenschaften unabhingig von blutdrucksteigernden Effekten eine Beteiligung an
der Pathogenese der Arteriosklerose zugeschrieben (Hopfner, 1999), (Miyauchi, 1999),
(Dashwood, 2002). Mechanismen sind beschrieben, die zu Wachstum von fibrosierenden
Geweben fithren und damit eine Arterioskleroseentstehung begiinstigen kdnnen (Guarda,
1993). Auch eine hemmende Wirkung auf die endotheliale NO-Synthese geht mit einen
Anstieg der intrazelluliren ET-1-Konzentrationen einher, ein Mechanismus, der zur
vasodilatorischen Dysfunktion der Gefdfle beitrdgt (Lavallee, 2001). ET-1 soll die
Chemotaxis von Leukozyten sowie Entziindungsreaktionen durch Stimulation der
Zytokinproduktion, beispielsweise Interleukin (IL)-6 oder Tumornekrosefaktor (TNF)-alpha,
sowie die Produktion proinflammatorischer Mediatoren wie nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells (NFxB) fordern (Liischer, 2000), (Schiffrin, 2001). Diese

Mediatoren sind an der Entwicklung der Arteriosklerose beteiligt und spielen eine Rolle in der
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Pathophysiologie der Hypertonie (Moreau, 1997), (Cardillo, 1999), (Cardillo, 2002),
(McEniery, 2002), (Nohria, 2003), (Touyz, 2003).

Ein Einfluss auf die Glukokortikoidsynthese durch ET-1 iiber den Rezeptor ETA wird
kontrovers diskutiert (Hinson, 1991), (Rossi, 1994), (Belloni, 1997), (Mazzocchi, 1997),
(Nussdorfer, 1997), (Rossi, 1997), (Zeng, 1998), (Paramonova, 2010). Als Ergebnis einiger
Studien wird eine stimulierende Wirkung auf die Cortisolausschiittung (via ETA-Rezeptor) in
Nebennierenzellen postuliert (Hinson, 1991). Andere wissenschaftliche Arbeiten

widersprechen der Hypothese einer steroidogenen Wirkung (Zeng, 1992), (Paramonova,

2010).

1.3.2 Adrenomedullin

Adrenomedullin (ADM) ist ein aus 52 Aminosduren bestehendes Peptid. Cystein-Reste an
Position 16 und 21 des N-Terminus verbinden sich iiber Disulfidbriicken und formen eine
Ringstruktur, die sich aus 6 Aminosduren zusammensetzt (Kitamura, 1993), (Sakata, 1993).
ADM wurde urspriinglich 1993 aus menschlichen Phiochromozytomzellen isoliert
(Kitamura, 1993). ADM wird in Zellen unterschiedlicher Gewebe unter anderem der
Nebenniere, des Herzens, der Nieren und der BlutgefiBle produziert (Kitamura, 1994). Im
Rahmen tierexperimenteller Studien an Ratten zeigte sich die hochste Rezeptordichte in Herz
und Lunge, gefolgt von Nebenniere, Niere und dem zentralen Nervensystem (Owji, 1995),
(Juaneda, 2003). Im menschlichen Organismus lie} sich aulerdem im Gefdflendothel, sowie
in Zellen des immunogenen Gewebes des Gastrointestinaltraktes (gastrointestinal immune

cells) die Expression spezifischer ADM-Rezeptoren nachweisen (Hagner, 2002).

Rezeptoren und Wirkung

ADM entfaltet seine Wirkung iiber die Aktivierung von Rezeptorkomplexen aus Calcitonin
(CL) und spezifischen receptor activity modifying proteins (RAMP) (McLatchie, 1998). Der
ADM-Rezeptor ist an eine Adenylatzyklase gekoppelt und die vasodilatorische Wirkung wird
unter anderem tiber zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) vermittelt. Seine
vasodilatorische Wirkung entfaltet das Hormon {iiber eine Forderung der NO-Freisetzung
durch Aktivierung der NO-Synthase. Dariiber kommt es zu einen Anstieg von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP). Nach Entfernen des Endothels und damit des Ortes der NO-

Produktion, sowie ebenso nach Gabe eines NO-Synthase-Hemmers konnte eine Hemmung
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der vasodilatorischen ADM-Wirkung in Experimenten nachgewiesen werden (Feng, 1994),
(Hayakawa, 1999). Im Rahmen von tierexperimentellen Studien an narkotisierten Ratten
fiihrte die Bolusinjektion von ADM zu einem Abfall des totalen peripheren Widerstandes und
daraus resultierendem Blutdruckabfall (Kitamura, 1993). ADM soll eine Vasodilatation und
damit einen Anstieg des Blutflusses bewirken, so zum Beispiel in den zerebralen, koronaren,
pulmonalen und renalen Gefél3systemen. Dies konnte im Rahmen tierexperimenteller Studien
gezeigt werden (Lippton, 1994), (Lang, 1997), (Yoshimoto, 1998). Auch am Menschen
konnte nach intravendser ADM-Infusion eine dosisabhingige Reduktion des Blutdrucks
nachgewiesen werden, resultierend in einem Abfall des peripheren arteriellen Widerstandes
(Lainchbury, 1997), (Lainchbury, 2000), (Nagaya, 2000). Dieser hypotensive Effekt wurde
bei physiologischen Plasmakonzentrationen festgestellt und fiihrte nachhaltig zu einer
reflexartigen Aktivierung des sympathischen Nervensystems und des RAAS, was die
Vermutung aufkommen liel, dass ADM diese neuroendokrinen Systeme moglicherweise
hemmt (Lainchbury, 1997).

Auf Grund seiner vasodilatorischen Eigenschaften kann ADM als physiologischer Antagonist
des Endothelins im Hinblick auf die Blutdruckregulation betrachtet werden (Ishiyama, 1993),
(Kitamura, 1993), (Hinson, 1998), (Hamid, 2005). ADM bewirkt demnach eine
Vasodilatation, die mit einer Blutdrucksenkung einhergeht. Auf die Endothelinausschiittung

soll es einen hemmenden Einfluss ausiiben (Kita ,1998)

Adrenomedullin und das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

ADM soll Studien zufolge auch in das RAAS eingebunden sein. Eine hemmende Wirkung auf
die Angiotensin-2-stimulierte Aldosteronsekretion in Zellen der Zona glomerulosa wird
angenommen. Dieser Effekt wird tber Calcitonin gene-related peptide I1-Rezeptoren
vermittelt (Nussdorfer, 1997), (Hinson, 1998), (Hamid, 2005). Andererseits sind fordernde
Effekte des Hormons auf die Aldosteronsekretion beschrieben (Nussdorfer, 1997). Dieser
Mechanismus, der wiederum iiber die Aktivierung eines Calcitonin gene-related peptide I-
Rezeptors ablduft, wird indirekt {iber eine Katecholaminausschiittung in den chromaffinen
Zellen des Nebennierenmarks kontrolliert (Nussdorfer, 1997). Aldosteron hat nach
Studienlage einen fordernden Einfluss auf die ADM-Produktion (Kitamura, 2004), (Gombos,
2009). Patienten, die an arterieller Hypertonie oder auch an akutem oder chronischem
Nierenversagen leiden, sollen erhdhte Spiegel des Hormons aufweisen (Ishimitsu, 1994). Auch

bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz, sowie Patienten im Zustand einer Sepsis sind
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Untersuchungen zufolge die ADM-Plasmaspiegel erhoht (Ishimitsu, 1994), (Nishikimi, 1995),
(Hirata, 1996), (Nishio, 1997). Aus diesen Erkenntnissen wird abgeleitet, dass ADM in
solche Regulationsmechanismen des Korpers eingebunden ist, die der Wiederherstellung oder
der Aufrechterhaltung des kardiovaskuldren Gleichgewichtes dienen (Ishimitsu, 1994). Die
ADM-Produktion soll auch durch Hypoxie, oxidativen Stress, Entziindung und die
Einwirkung von Zytokinen stimuliert werden (Ladoux, 2000), (Ogita, 2001), (Sandner, 2004).

1.3.3 Endothelin-1 und Adrenomedullin

ET-1 und ADM sind, wie beschrieben, in Pathomechanismen eingebunden, die zur
Entstehung der priméren arteriellen Hypertonie, des primédren Hyperaldosteronismus und der
Nebenniereninsuffizienz beitragen. Die Hormone sind an der Blutdruckregulation beteiligt
und spielen daher bei der Entstehung der genannten Krankheiten, die mit Stérungen der
korpereigenen Blutdruckhomdostase einhergehen, moglicherweise eine Rolle (Miller WL,
1989), (Ishiyama, 1993), (Kitamura, 1993), (Ishimitsu T, 1994), (Lainchbury, 1997), (Hinson,
1998), (Hopfner, 1999), (Miyauchi, 1999), (Lainchbury, 2000), (Nagaya, 2000), (Schiffrin EL
2001), (Dashwood, 2002), (MC Eniery, 2002), (Touyz RM, 2003), (Hamid, 2005).

1.4 Ziele der Arbeit

Einige Studien gehen davon aus, dass die Ausschiittung der Hormone ET-1 und ADM durch
Aldosteron und Renin bzw. das RAAS insgesamt beeinflusst werden (Ishiyama, 1993),
(Kitamura, 1993), (Ishimitsu ,1994), (Kita, 1998), (Rossi GP, 1999), (Charles CJ, 2003). Die
vorliegende Arbeit versucht auf diesem Hintergrund eine Antwort auf die Frage zu finden, ob
Anderungen im Aktivititszustand des RAAS ET-1- und ADM-Plasmaspiegel beeinflussen.
Drei verschiedene Gruppen von Patienten wurden untersucht, die auf Grund ihrer
Erkrankungen mit unterschiedlichen Aktivitatszustanden des RAAS einhergehen.

In diesem Zusammenhang versuchten wir zu kldren, ob eine Intervention in das RAAS mittels
Fludrocortison, Dexamethason oder Spironolacton im Rahmen der Blutdruckregulation die
Plasmaspiegel von ET-1 bzw. ADM verdndert. Verglichen werden sollten die Blutspiegel von
ADM und ET-1 vor und nach Intervention in das RAAS. Die vorliegende Studie hinterfragt
die Hypothese, dass ET1-und ADM-Plasmaspiegel von unterschiedlichen Aktivitétszustdnden
des RAAS beeinflusst bzw. durch das RAAS reguliert werden.
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2 Patienten und Methoden

2.1 Patienten

2.1.1 Charakterisierung der Patientenkollektive

In der vorliegenden Studie wurden 3 Patientenkollektive untersucht: Patienten mit Hypertonus
auf Grund eines primédren Hyperaldosteronismus (PA, n=15, 9 Frauen und 6 Ménner),
Patienten mit essentieller Hypertonie (EH, n=15, 11 Frauen und 4 Ménner) sowie Patienten
mit Nebenniereninsuffizienz (Al, n=7, alle weiblich). Die Diagnosestellung erfolgte im
Zeitraum von 2008-2010 am Universitédtsklinikum Diisseldorf. Sie wurde im Rahmen der
Studien zum Conn-Register seitens der Ethikkommission positiv begutachtet (Nr. 3027). Die
Verteilung von Alter, Geschlecht, sowie Blutdruck innerhalb der Patientenkollektive zeigt

Tabelle 2 ,,Patientenmerkmale®.

Krankheit Patienten Alter Geschlecht SBD DBD ARQ
(Anzahl)  (Jahre)  (Frauenin %) (mmHg) (mmHg) (ng/L:
ng/L)
PA 15 54,6£11,6 60+ 158,9£21,3 94,4+11,0 101,2+£72,8
EH 15 54,5+13,2 73+ 154,9+21,7 92,9+13,8 26,4+27,5
Al 7 44,0+10,9 100+ 120,0+8,1  78,0+2,6 4,414,1

Tabelle 2 Patientenmerkmale (Mittelwerte). SBD-Systolischer Ruheblutdruck (nach 30minitiger Ruhe),
DBD-diastolischer Ruheblutdruck (nach 30minitiger Ruhe), ARQ-Aldosteron-/Renin-Quotient, PA-
primarerer Hyperaldosteronismus, EH-essentielle Hypertonie, Al-Nebenniereninsuffizienz
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2.1.2 Patientenscreening

Die Rekrutierung der Studienpatienten (siche Abbildung 2 ,Patientenscreening®) erfolgte
zunéchst durch Erfassung klinischer (zB. anamnestischer Angaben, Erfassung des Bludrucks)
und laborchemischer Daten und den Ausschluss anderer sekundédrer Hypertonieformen
beispielsweise bedingt durch chronische Nierenerkrankungen oder ein Phiochromozytom. Im
Serum/Plasma der in die Studie eingeschlossenen 30 Patienten wurden jeweils eine
Aldosteron-Renin-Quotient (ARQ)-, ADM- und ET-1-Bestimmung durchgefiihrt. Nach 4-
tagiger Fludrocortisongabe im Rahmen des Fludrocortisonhemmtestes (FST, Durchfiihrung
sieche unten) erfolgte die Unterteilung in Patienten mit essentieller Hypertonie (EH, n=15) und
Patienten mit primiren Hyperaldosteronismus (PA, n=15). Beide Patientengruppen erhielten
eine Dexamethasongabe {liber 3 Tage (Dexamethasonhemmtest, Durchfiihrung siehe unten).
Daraufhin wurden wiederum der ARQ sowie die ET-1- und ADM-Werte im Blut bestimmt.
Die PA-Patienten wurden weiter mittels Computertomographie (CT) und Nebennierenvenen
(NNV) -Katheter evaluiert und erhielten eine 6-wochige Spironolactongabe. Anschliefend
wurden nochmals eine ARR-, ET-1- und ADM-Bestimmung durchgefiihrt. Die Diagnose des
primdren Hyperaldosteronismus wurde in Orientierung an einer Leitlinie gestellt (Funder,
2008), wenn nach Durchfiihrung des FSTs das Aldosteron im Serum grofer als 50 ng/L war
(DPC Siemens, Bad Nauheim, Germany) und Renin unter 5 ng/L (DiaSorin, Saluggia, Italien)

supprimiert war.
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Patienten

Klinik,
Nierenerkrankung?
MN, NMN normal?

Ausschlufb anderer
Hypertonieformen

w

ARQ,
ET-1, ADM

Fludrocortison
flir vier Tage
ARQ,
ET-1, ADM

Dexamethason
fiir drei Tage

Dexamethason
fiir drei Tage

ARQ,
ET-1, ADM

weitere Evaluation
mittels CT und
NNV-Katheter

Spironolacton
fiir sechs Wochen

ARQ,
ET-1, ADM

Abbildung 2: Patientenscreening (Vogt, 2012). ADM-Adrenomedullin ARQ-Aldosteron-Renin-Quotient (zum
Zeitpunkt des Screenings nach Medikamentenumstellung, sofern mdglich), CT-Computertomographie, EH-
Essentielle Hypertonie, ET-1-Endothelin-1, MN-Metanephrin, n-Anzahl, NMN-Normetanephrin, NNV-
Nebennierenvene, PA-Primarer Hyperaldosteronismus

Bei den 7 Studienpatienten, die unter Nebenniereninsuffizienz litten, lieB sich die fehlende
adrenale Hormonproduktion mit Hilfe von Hormonbestimmungen im Blut dokumentieren.

Daneben wurden klinische Daten erfasst und die ARR-, ET-1-, ADM-Werte im Blut
bestimmt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Behandlung der Patienten

Vor Durchfiihrung der Funktionsteste wurden alle Patienten medikamentds umgestellt.
Medikamente, die das RAAS beeinflussen, wie beispielsweise Betablocker, ACE-Hemmer
und Reninantagonisten wurden abgesetzt, um die Renin-, Aldosteron-, ET-1- und ADM-
Plasmaspiegel nicht zu beeinflussen. Stattdessen erhielten die Patienten zur
Blutdruckeinstellung A/pha-Blocker sowie Calciumantagonisten (zum Beispiel Verapamil).
Nur in Ausnahmefillen wurde die Primidrmedikation in deutlich reduzierter Dosis beibehalten.
Das Vorliegen einer Nierenarterienstenose wurde mit Hilfe von Ultraschall und im Einzelfall
mit entsprechender Bildgebung via Magnetresonanztomographie (MRT) ausgeschlossen.
Zudem mussten bei allen Patienten die Metanephrine (MN) und Normetanephrine (NMN) im
Plasma zum Ausschluss eines Phiochromozytoms im Normbereich liegen.

Die Blutdruckmessung erfolgte am Patienten nach 30-miniitigem Sitzen in Ruhe, morgens

zwischen 8 und 10 Uhr.

2.2.2 Bestimmung des Aldosteron-Renin-Quotienten

Zur Diagnosestellung des primaren Hyperaldosteronismus (PA) wurde der Aldosteron-Renin-
Quotient (ARQ) aus der Serumaldosteronkonzentration (SAC) und  der
Plasmareninkonzentration (PRC) bestimmt. Da die Hohe der Aldosteron- und Reninspiegel
im Serum/Plasma durch die antihypertensive Medikation der Patienten beeinflusst werden
(Funder, 2008) (Tomaschitz, 2010), wurde wie bereits oben erwidhnt die bisherige
medikamentdse Therapie der Patienten vor Bestimmung des ARQs entsprechend aktueller
Leitlinien umgestellt (Funder 2008). Die Studienteilnehmer erhielten zur Normalisierung des
Blutdrucks Alpha-Blocker oder Calciumantagonisten, beides Medikamente, die nicht
wesentlich in die Mechanismen des RAAS eingreifen. Die Blutentnahme zur ARQ-
Bestimmung erfolgte nach einer Umstellungsphase von mindestens 1 Woche zwischen 9.00
Uhr und 10.00 Uhr nach vorangegangener 15-miniitiger Ruhepause. Weiterhin sollten die
Patienten bereits mindestens zwei Stunden wach gewesen sein.

Als Hinweis auf einen vorliegenden PA galt ein ARQ > 20 (ng/L : ng/L), als dringend
abkldrungsbediirftig Werte > 33 (ng/L : ng/L), in Anlehnung an hauseigene Daten
(Willenberg, 2009).
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2.2.3 Fludrocortisonsuppressionstest

Zur Beeinflussung des RAAS wurde ein Fludrocortisonsuppressionstest (FST) durchgefiihrt.
Zur Durchfiihrung des Testes wurden die Patienten ambulant einbestellt. Es erfolgte die Gabe
von 100 pg Fludrocortison alle 6 Stunden iiber 4 Tage. Zusétzlich erhielten die Patienten alle
12 Stunden eine Tablette ,,Kalinor Brause®, um den Kaliumspiegel im Serum bei 4.0 mmol/l
zu halten. Aullerdem wurde eine kochsalzreiche Diit verordnet, sowie darauf geachtet, die
renale Natriumausscheidung im Bereich von 3 mmol/kg KG/d zu halten. Zur Kontrolle der
Natriumausscheidung wurde eine 24 h-Sammelurinuntersuchung von Tag 4 auf Tag 5
durchgefiihrt. Die Hormonbestimmungen von Renin, Aldosteron, ET-1 und ADM erfolgten
schlieflich ab dem 5. Tag morgens zwischen 8 und 10 Uhr in sitzender Korperhaltung.

Zusammenfassend sei das zeitliche Vorgehen bei der Durchfiihrung des Funktionstestes

dargestellt:

Tag 1:  Fludrocortisoneinnahme ca. um 6.00, 12.00, 18.00 und 24.00 Uhr

Tag2: Fludrocortisoneinnahme ca. um 6.00, 12.00, 18.00 und 24.00 Uhr

Tag 3: Fludrocortisoneinnahme ca. um 6.00, 12.00, 18.00 und 24.00 Uhr

Tag 4: Fludrocortisoneinnahme ca. um 6.00, 12.00, 18.00 und 24.00 Uhr
Beginn der Urinsammlung fiir den 24-Sammelurin um ca. 8.00 Uhr

Tag5: Blutentnahme zur Hormonbestimmung um ca. 8.00 Uhr

e Ende der Urinsammlung um ca. 8.00 Uhr

2.2.4 Dexamethasonhemmtest

Zur weiteren Untersuchung der Aktivititszustinde des RAAS bzw. des glucocorticoiden
Einflusses auf die ET-1- und ADM- Plasmaspiegel, sowie zum Ausschluss des priméren
Hyperaldosteronismus Typ 1 bei Patienten mit PA wurden die Patienten einem
Dexamethasonhemmtest unterzogen. Hierzu erhielten die Patienten iiber 3 Tage alle 6
Stunden 500 pg Dexamethason (4% tédglich). Die Blutentnahme zur Bestimmung der
Hormone erfolgte am 4. Tag um ca. 8.00 Uhr morgens am niichternen Patienten.

Tag 1: Dexamethasongabe ca. um 6.00, 12.00, 18.00 und 24.00 Uhr
Tag?2: Dexamethasongabe ca. um 6.00, 12.00, 18.00 und 24.00 Uhr
Tag 3: Dexamethasongabe ca. um 6.00, 12.00, 18.00 und 24.00 Uhr
Tag 4: Blutentnahme um ca. 8.00 fiir die Bestimmung von Serumcortisol
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2.2.5 Spironolactongabe

Alle Patienten mit PA wurden iiber einen Zeitraum von ca. 6 Wochen vor erneuter
Blutentnahme mit Spironolacton behandelt (sieche Abbildung 2). Die Patienten erhielten
25-50 mg Spironolacton oral, tdglich, so lange, bis die Reninspiegel im Plasma messbar im

Bereich tiber 5 ng/L lagen.
2.3 Hormonbestimmung

Die Bestimmung der Plasma- bzw. Serumkonzentrationen der Hormone Renin und
Aldosteron erfolgten sofort nach der Blutentnahme. Die Reninkonzentration wurde im
Patientenplasma (DiaSorin, Saluggia, Italien), die Aldosteronkonzentration im Serum mit
Hilfe eines Radioimmunoassays (RIA, DPC Siemens, Bad Nauheim, Deutschland) bestimmt.
Danach wurden die Patientenproben bei —20°C tief gefroren und die Plasmakonzentrationen
von ET-1 und ADM zu einem spéteren Zeitpunkt mit Hilfe eines Sandwich Luminescence
Immunoassays von B.R.A.HM.S nachgewiesen (Hennigsdorf/Berlin, Deutschland). Im
folgenden Abschnitt soll die Durchfiihrung des B.R.A.H.M.S Assays beschrieben werden.

24 Assay zur Bestimmung der Endothelin-1-und

Adrenomedullin-Plasmaspiegel

2.4.1 Materialien

Reagenzien Menge
Beschichtete 96-Well-Platte 1
Standardlosung verdiinnt I x20ml
Detektionslosung A (griin) und B (rot) Jel x 120 pul
Assaylosung A (2fach konzentriert) und B (2fach konzentriert) Jel x 6ml
TMB Substrat-Stopplosung I x 9ml
Stopplosung I x 6ml
Waschpuffer (30fach konzentriert) 1 x 20ml

Tabelle 3 Materialien
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Microplate reader mit 450 nm £ 10 nm Filter

Verschiedene Pipetten u.a. Single- und Multichannel-Pipetten
Eppendorf Gefiale zum Verdiinnen der Proben

Deionisiertes oder destilliertes Wasser

Saugfihiges Papier zum Blotten der Mikrotiter-Platte
Behilter fiir die Waschlosung

Tabelle 4 weitere Materialien zur Durchfiihrung des Immunoassays
2.4.2 Durchfuhrung

Zur Bestimmung der ET-1- und ADM-Plasmaspiegel wurde ein Sandwich Luminescence
Immunoassay von B.R.A.H.M.S verwendet (Hennigsdorf/ Berlin, Germany). Zunichst wurde
eine Standardlosung hergestellt. Nach 15 miniitiger Wartezeit und Herstellung der
Nachweislosung A wurde diese der Standardreihe in entsprechenden Konzentrationen
zugegeben. Darauthin wurden die Proben fiir ca. eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden insgesamt 4 Waschschritte mit der zuvor hergestellten Waschlosung
durchgefiihrt. Nach dem letzten Waschvorgang wurde den Proben die zuvor hergestellte
Nachweislosung B hinzugefligt. Die Losungen wurden wiederum fiir ca. 30 Minuten
inkubiert. Nach Einhalten der Inkubationszeit folgten nochmals 5 Waschschritte. Zuletzt
wurde die Substratlosung hinzugefiigt. Nach Sichtbarwerden eines blauen Farbumschlags
(nach einer Inkubationszeit von ca. 15-25 Minuten) wurde die Stopplosung hinzugefiigt. Nach
Auftreten eines gelben Farbumschlags wurden die Proben in einen Microplate reader gelegt
und die Plasmakonzentrationen von ET-1 und ADM bei 450 nm gemessen. SchlieBlich

wurden die Eichkurven fiir die ET-1- und ADM-Plasmaspiegel erstellt.
2.5 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde unter Verwendung von GraphPad Prism for Windows,
Versionen 4.1 und 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgefiihrt. Zum
Vergleich zwischen kontinuierlichen Variabeln zwischen 2 Gruppen kam bei deren
Normalverteilung der two-tailed Student’s t-test zur Anwendung, ansonsten der nicht-

parametrische Mann—Whitney-Test. Zum Vergleich derselben Parameter innerhalb der
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gleichen Patientengruppe vor und nach Intervention in das RAAS wurde der gepaarte
Student’s t-test verwendet. Die Analyse kategorischer Daten wurde mit Hilfe des Fisher’s
Exact Test herausgearbeitet. P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.

Die Variablen werden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.

3 Ergebnisse

3.1 Patienten

Die vorliegende Studie umfasst ein Kollektiv von 37 Patienten, 15 Patienten mit essentieller
Hypertonie (EH, n=15), 15 Patienten mit primdrem Hyperaldosteronismus (PA, n=15), sowie
7 Patienten mit Nebenniereninsuffizienz (Al, n=7).

Die Gruppe der Patienten mit Al war insgesamt jiinger als die EH- bzw. PA-Patienten. Zudem
bestand sie nur aus weiblichen Studienteilnehmern. Signifikante Unterschiede lieen sich in
den systolischen und diastolischen Blutdruckwerten zwischen den Patientenkollektiven der
Al- und PA- bzw. Al- und EH- Gruppe feststellen. Der Aldosteron-Renin-Quotient (ARQ)
zeigte zwischen den Patienten mit Al und PA bzw. Al und EH signifikante Unterschiede
(P=0,0001 fiir PA vs. Al und P=0,006 fiir EH vs. Al, bei ARQ-Werten der Al-Patienten im
Bereich von Al 4,4 £ 4,1 ng/L pro ng/L) (siche Abbildung 3). Zwischen den Patienten mit PA
und den Patienten mit EH bestand kein signifikanter Unterschied beziiglich der Alters- bzw.
Geschlechtsverteilung. Auch die Blutdruckwerte zwischen beiden Patientenkollektiven
zeigten keine signifikanten Unterschiede.

Letztendlich  sind  Aldosteronserumspiegel, sowie der ARQ als signifikante
Unterscheidungsmerkmale zwischen den EH- und PA-Patienten zu erwédhnen (siche
Abbildung 3). Die Aldosteronserumspiegel lagen in der PA-Gruppe (220,5+99,2 ng/l)
signifikant hoher im Vergleich zur EH-Gruppe (EH-Gruppe 94,5+63.,4 ng/l, P=0,00034)). Die
Reninplasmaspiegel zeigten in der EH-Gruppe (Renin 10,8+27,5 ng/l) hohere Werte im
Vergleich zur PA-Gruppe (3,6£3,3 ng/l). Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant
(P=0,7414)

Der ARQ zeigte bei der Gruppe der PA-Patienten signifikant hohere Werte im Gegensatz zu
den Patienten mit EH (P=0,002, PA-Gruppe im Bereich von 101,2 £+ 72,8 ng/L pro ng/L, EH-
Patientenkollektiv im Bereich von 26,4 + 27,5 ng/L pro ng/L).

20



Sarah Vogt Endothelin-1- und Adrenomedullinplasmaspiegel bei Patienten mit Hypertonie

. 1000,0- ——— P=0,0001
& P=0,002 P=0,006
2 - PR T PR T
-
_éE100,0—
- I
%3
c
6= 10,0+
Q@
b7
o ]
S
< 40
PA EH Al

Abbildung 3: Aldosteron-Renin-Quotienten (ng/L:ng/L) (ARQ) bei Patienten mit PA-primarem
Hyperaldosteronismus, EH-essentieller  Hypertonie, Al-Nebenniereninsuffizienz  (Mittelwert,
Standardabweichung; Vogt, 2012)

3.2 Endothelin-1-und Adrenomedullin-Plasmaspiegel

Die Ergebnisse der Studie beziiglich der ET-1- und ADM-Plasmaspiegel werden in den
Abbildungen 4 bis 9 dargestellt.

Die basalen ET-1- und ADM-Plasmaspiegel waren in allen 3 Gruppen vergleichbar (PA-
Patienten 54,30 pmol/L + 25,56, sowie 0,45 pmol/L + 0,16, EH-Patienten 62,40 + 16,30,
sowie 0,45 pmol/L £ 0,16 und Al-Patienten 47,90 pmol/L £+ 11,92, sowie 0,42 pmol/L +
0,04). Es konnten keine signifikanten Unterschiede bei den ET-1- und ADM-
Plasmakonzentrationen innerhalb der 3 Gruppen festgestellt werden (P=0,84 und P=0,99 fiir
PA vs. EH, P=0,18 und P=0,58 fiir PA vs. Al, P=0,10 und P=0,54 fiir EH vs. Al) (siche
Abbildungen 4 und 5).
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Abbildung 4: Basale Endothelin-1-Plasmaspiegel (pmol/L) bei Patienten mit PA-Primarem
Hyperaldosteronismus, EH-essentieller  Hypertonie, Al-Nebenniereninsuffizienz ~ (Mittelwert,
Standardabweichung; Vogt, 2012)
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Abbildung 5: Basale Adrenomedullin-Plasmaspiegel (pmol/L) bei Patienten mit PA-Primarem
Hyperaldosteronismus, = EH-essentieller ~ Hypertonie,  Al-Nebenniereninsuffizienz  (Mittelwert,
Standardabweichung; Vogt, 2012)
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Nach Durchfiihrung des Fludrocortisonbelastungstestes zeigten sich in den PA- sowie EH-
Patientengruppen keine signifikanten Verdnderungen in den ET-1- und ADM-
Plasmakonzentrationen (PA-Patienten 50,40 pmol/L + 25,17 und 0,47 pmol/L + 0,15, P=0,79
und P=0,91, sowie Patienten mit EH 53,00 pmol/L £+ 17,56 und 0,46 pmol/L £ 0,15, P=0,86
und P=0,30) (siche Abbildungen 6 bis 9).

Die dreitigige Zufuhr von Dexamethason fiihrte ebenso zu keiner signifikanten Anderung bei
den ET-1- und ADM-Plasmawerten in den beiden hypertonen Patientengruppen (Patienten
mit PA 50,30 pmol/L £ 21,29, sowie 0,45 pmol/L + 0,07, P=0,12 und P=0,79 und Patienten
mit EH 49,30 pmol/L + 16,87, sowie 0,45 pmol/L £ 0,02, P=0,30 und P=0,31) (siche
Abbildungen 6 bis 9).

Zuletzt wurde die Behandlung mit Spironolacton in der Gruppe der PA-Patienten
durchgefiihrt. Auch in diesem Fall konnte keine signifikante Beeinflussung der ET-1- und
ADM-Plasmakonzentrationen festgestellt werden (49,20 pmol/L £ 25,61, sowie

0,45 pmol/L +£1,04, P=0,49 und P=0,15) (siche Abbildungen 6 und 7)
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Abbildung 6: Endothelin-1-Plasmaspiegel (pmol/L) bei Patienten mit primarem Hyperaldosteronismus
nach Durchfiihrung verschiedener Funktionsteste; FST-Fludrocortison, DST-Dexamethason, anti-MR-
Mineralokortikoidantagonist (Mittelwert, Standardabweichung; Vogt, 2012)
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Abbildung 7: Adrenomedullin-Plasmaspiegel (pmol/L) bei Patienten mit primarem Hyperaldosteronismus
nach Durchfiihrung verschiedener Funktionsteste; FST-Fludrocortison, DST-Dexamethason, anti-MR-
Mineralokortikoidantagonist (Mittelwert, Standardabweichung; Vogt, 2012)
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Abbildung 8: Endothelin-1-Plasmaspiegel (pmol/L) bei Patienten mit essentieller Hypertonie nach

Durchfiihrung verschiedener Funktionsteste;

Standardabweichung; Vogt, 2012)

FST-Fludrocortison, DST-Dexamethason (Mittelwert,

24



Sarah Vogt Endothelin-1- und Adrenomedullinplasmaspiegel bei Patienten mit Hypertonie

0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -

Adrenomedullin [pmol/l]

basal FST DST

Abbildung 9: Adrenomedullin (ADM)-Plasmaspiegel (pmol/L) bei Patienten mit essentieller Hypertonie
nach Durchfiihrung verschiedener Funktionsteste; FST-Fludrocortison, DST-Dexamethason (Mittelwert,
Standardabweichung; Vogt, 2012)

4 Diskussion

Die Blutdruckregulation im menschlichen Organismus wird nach neueren Vorstellungen
neben dem sympathischen Nervensystem vor allem durch das RAAS und das ET-1-ADM-
System gesteuert. Beide Hormonsysteme sollen unterschiedliche blutdruckregulierende
Wirkung ausiiben (Miller WL, 1989), (Ishiyama Y, 1993), (Kitamura K, 1993), (Ishimitsu T,
1994), (Lainchbury, 1997), (Miyauchi T, 1999), (Nagaya N, 2000), (Schiffrin EL, 2001),
(MC Eniery, 2002), (Touyz RM, 2003).

In dieser Arbeit wurde untersucht, inwieweit die Synthese und Sekretion der Hormone ET-1
und ADM von unterschiedlichen Aktivitdtszustinden des RAAS beeinflusst werden und ob
ein regulatorisches Zusammenwirken der beiden Hormonsysteme, ET-1-ADM-System und
RAAS, im menschlichen Organismus existiert. Es wurden Patientengruppen untersucht, die auf
Grund ihrer Grunderkrankung unterschiedliche Aktivititszustinde des RAAS aufwiesen. Nach
Verabreichung von Substanzen, die in die regulatorischen Mechanismen des RAAS eingreifen,
wurden Renin-, Aldosteron-, ET-1- und ADM- Plasmaspiegel in den Patientenpopulationen

bestimmt, um einen  moglichen Zusammenhang zwischen beiden Hormonsystemen
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nachzuweisen. Die Ergebnisse lieBen eine solche Interaktion zwischen beiden Systemen nicht
erkennen, weshalb die vorliegende Arbeit die gingige Annahme einer wechselseitigen
Interaktion der Hormonsysteme (Ishiyama, 1993), (Kitamura, 1993), (Ishimitsu ,1994), (Kita,
1998) nicht bestitigt.

Wihrend sich Aldosteron- und Reninspiegel signifikant zwischen den Patienten mit Hypertonus
auf Grund eines priméren Hyperaldosteronismus, Patienten mit essentieller Hypertonie, sowie
Patienten mit Nebenniereninsuffizienz unterschieden, ein Ergebnis, das Studien zufolge zu
erwarten war (Willenberg, 2009), zeigten sich im Vergleich dazu nur geringe Unterschiede in den
ET-1-Plasmawerten. Dieses Ergebnis unserer Studie stimmt von der Kernaussage her mit den
Resultaten anderer Arbeiten iiberein. So verglichen Morello et al. ET-1-Plasmaspiegel bei
Patienten mit primiren Hyperaldosteronismus im Nebennierenvenenblut der betroffenen
Tumorseite mit den Plasmawerten des Hormons in der unteren Vena cava. Hierbei konnten
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Morello, 2009). Veglio et al.
untersuchten ET-1-Plasmawerte bei Patienten mit primdrem Hyperaldosteronismus. Verglichen
mit gesunden Studienteilnehmern konnten auch hier keine signifikanten Unterschiede
dokumentiert werden (Veglio, 1994). In vitro Daten von Paramonova et al. zeigten, dass ET-1
keine prominente Rolle in der Beeinflussung der Aldosteronsekretion durch das Endothel spielt
(Paramonova, 2010).

Interessanterweise existieren in vitro und in vivo Experimente, die einen hemmenden Einfluss
von ET-1 auf die cAMP-regulierte Reninproduktion postulieren (Moe, 1991), (Krdmer, 1994),
(Ritthaler, 1995), (Rossi, 1999). Zudem soll die Blockade mit dem ET-1-Antagonist Bosentan zu
einer Stimulation der Reninproduktion fiihren (Bo Yang, 2010). Diese Beobachtungen machen
theoretisch unter dem Gesichtspunkt Sinn, dass ET-1 Blocker durch ihre antivasopressive
Wirkung das Gefdllsystem weiten mit daraus resultierendem relativem Volumenmangel, was
wiederum zu einer Stimulation des RAAS fiihrt. Die Frage, ob die Unterdriickung der
Reninausschiittung durch ET-1 einer moglichen Stimulation der Aldosteronproduktion
entgegenwirkt, bleibt offen und wurde mit unserem Studienansatz nicht beantwortet. Ein
klassischer endokriner Effekt von ET-1 auf Renin oder Aldosteron scheint jedenfalls keine
relevante Rolle bei der Entstehung des primédren Hyperaldosteronismus zu spielen, da die ET-1-
Plasmawerte von Patienten mit primiren Hyperaldosteronismus in unserer Studie vergleichbar
waren mit denen der essentiellen Hypertoniker. Die Hypothese verschiedener Studien, dass ET-1
die Aldosteronsekretion und das Wachstum der Nebenniere stimuliert (Miller, 1989), (Hinson,
1991), (Nussdorfer, 1997), (Delarue, 2004), wird durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

nicht unterstiitzt.
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Neben der Beeinflussung des RAAS durch ET-1 gibt es auch Studien zur umgekehrten
Wechselbeziehung, das heifit den Einfluss des RAAS auf ET-1 (Hahn, 1990), (Scott-Burden,
1991), (Imai, 1992), (Chua, 1993), (Sung, 1994), (Pecci, 1994), (Charles, 2003). So wurde ein
stimulierender Einfluss von Angiotensin-2 auf die ET-1-Produktion postuliert (Rossi, 1999). In
der vorliegenden Studie hitte demnach die Gabe von Fludrocortison die Angiotensin-2-
Produktion unterdriicken, die Verabreichung von Spironolacton die Angiotensin-2-Produktion
stimulieren miissen. Auch wenn keine Angiotensin-2-Blutspiegel in die eigenen Untersuchungen
miteinbezogen wurden, scheint die vorliegende Arbeit die Hypothese einer klinisch relevanten
Beeinflussung von ET-1 durch Angiotensin-2 indirekt zu widerlegen. Die ET-1-Plasmaspiegel
werden weder durch Fludrocortison, noch durch Spironolacton signifikant beeinflusst.

Anderen Arbeiten zufolge sollen Patienten mit Nebenniereninsuffizienz (Al) erhohte ET-1-
Plasmawerte aufzeigen, was zum Teil wiederum durch den Einfluss von Angiotensin-2, das bei
diesen Patienten erhoht zu sein scheint, erkldrt wird (Letizia, 1996). In einer in vitro Studie
konnte gezeigt werden, dass Aldosteron die ET-1-Produktion erhéht (Stow, 2009). Ein
Feedforward-Mechanismus bei der Entstehung des priméren Hyperaldosteronismus wird dariiber
hinaus in mehreren Veroffentlichungen diskutiert (Hinson, 1998), (Rossi, 1999), (Delarue, 2004),
(Stow, 2009). Obwohl die hier vorgelegten Daten und die Ergebnisse anderer Arbeiten (Veglio,
1994), (Morello, 2009) solch eine Hypothese nicht unterstiitzen, sollte darauf hingewiesen
werden, dass im Gegensatz zu Letizia et al. keine unbehandelten, gesunden Patienten in die
vorliegende Studie miteinbezogen wurden (Letizia, 1998). Die Auswertung der Plasmaspiegel
von Aldosteron, Renin, ET-1 und ADM in einer gesunden Kontrollgruppe im Vergleich mit den
Plasmaspiegeln der Patientengruppen in der vorliegenden Arbeit hitte die Aussagekraft der
Studie steigern sowie das Spektrum der Ergebnisauswertung erweitern konnen.

Die Gabe von Dexamethason in der Gruppe der Patienten mit primidrem Hyperaldosteronismus
filhrte zu keiner Beeinflussung der ET-1-Spiegels. Aus diesem Ergebnis ldsst sich ableiten, dass
Glukokortikoide ebenfalls keinen wesentlichen Einfluss auf die ET-1-Sekretion auszuiiben
scheinen. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Glukokortikoid-Behandlung von
Patienten mit primdrem Hyperaldosteronismus zu einer Erniedrigung der ET-1-Plasmawerte im
Verlauf der Behandlung fiihrt, da nur bereits therapierte Patienten in die Studie miteinbezogen
wurden. Die Patienten der vorliegenden Studie waren nicht ausschlielich neu diagnostiziert und
standen zum Teil schon ldnger unter medikamentoser Therapie. Es kann schlussfolgernd keine
grundsitzliche Aussage iiber den Einfluss von Glukokortikoiden auf die Hohe der ET-1-

Plasmaspiegel auf Grundlage der vorliegenden Studie getroffen werden, da die basalen
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Ausgangswerte der ET-1-Plasmaspiegel vor der medikamentdser Behandlung der Patienten nicht
bestimmt wurden.

In unserem Patientenkollektiv zeigen auch die ADM-Plasmaspiegel keine signifikanten
Unterschiede zwischen den verschiedenen Patientengruppen. Die durchgefiihrten Funktionsteste
16sten keine signifikanten Anderungen in den ADM-Konzentrationen aus. Kiirzlich wurde
berichtet, dass Patienten mit Nebenniereninsuffizienz im Vergleich zu gesunden Personen
erniedrigte ADM-Plasmawerte zeigten (Letizia, 2005). Eine Korrelation zwischen systolischem
Blutdruck und ADM-Plasmakonzentrationen wird ebenso postuliert (Letizia, 2005). Auch unter
Berticksichtigung der Tatsache, dass die Anzahl der untersuchten Patienten in der vorliegenden
Studie relativ klein war, konnen unsere Ergebnisse die Hypothese, dass ADM-Plasmawerte bei
Patienten mit Nebenniereninsuffizienz erhoht sind, nicht unterstiitzen. Einschrankend sollte
jedoch wiederum bedacht werden, dass in der vorliegenden Arbeit keine gesunde Kontrollgruppe
mitgefithrt wurde, was die Ergebnisse und Interpretationen in ihrer Aussagekraft limitiert. Es
existieren Studien, in denen erhohte ADM-Plasmawerte bei Patienten mit Hypertonie und
Niereninsuffizienz beschrieben werden (Ishimitsu, 1994). Patienten mit Nierenerkrankungen
wurden aus der vorliegenden Studie ausgeschlossen, weshalb zu dieser Frage keine Aussagen
getroffen werden konnen.

Unterschiedliche Hypothesen existieren iiber die Wechselbeziehungen zwischen ADM und dem
RAAS. Eine Beziehung zwischen ADM und Angiotensin-2 wurde im Rahmen von klinischen
und experimentellen Studien untersucht (Yamaguchi, 1995), (Mazzocchi, 1996), (Andreis,
1997). So soll ADM einen direkt hemmenden Einfluss auf die Angiotensin-2-regulierte
Aldosteronsekretion bei entsprechend priparierten Nebennierenzellen in vitro ausgeiibt haben
(Yamaguchi, 1996), (Andreis, 1997), (Hinson ,1998), (Hamid, 2005). Im Gegensatz dazu gibt
es Hypothesen, die einen proliferativen Einfluss des ADM auf Zellen der Zona glomerulosa
postulieren (Andreis, 2000). Ebenso wurde herausgefunden, dass unter dem Einfluss des
ADMs die Aldosteronplasmakonzentration bei Ratten, denen experimentell Fliissigkeit
entzogen wurde und die beidseits nephrektomiert wurden, sanken (Yamaguchi, 1996). Im
Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde in einem in situ-perfundierten Nebennierenmodell
der Ratte ein stimulierender Einfluss des ADMs auf die Aldosteronproduktion festgestellt
(Mazzocchi, 1996).

Die Tatsache, dass ADM priméar aus Phdochromozytomzellen isoliert wurde (Kitamura,
1993), veranlasste verschiedene Wissenschaftler zur Analyse des Zusammenhangs zwischen
der Hohe der ADM-Blutkonzentrationen und der Aktivitit des sympathischen

Nervensystems. ADM-Plasmaspiegel sollen demnach abhingig von der Aktivitdt des

28



Sarah Vogt Endothelin-1- und Adrenomedullinplasmaspiegel bei Patienten mit Hypertonie

sympathischen Nervensystems und dem Fliissigkeitshaushalt bei Patienten mit Bluthochdruck
und Niereninsuffizienz ansteigen (Ishimitsu, 1994). Ein Anstieg der ADM-Plasmawerte wird
zudem im Zusammenhang mit einer Volumenexpansion im Blut gebracht (Ishimitsu, 1994).
Patienten mit essentieller Hypertonie sollen hohere ADM-Plasmawerte aufweisen als gesunde
Kontrollpersonen (Ishimitsu, 1994). Zur Einordnung dieser Aussagen liefert die vorliegende
Studie keine neuen Gesichtspunkte, da wir lediglich erkrankte Patienten untersuchten.

Basierend auf seiner hypotensiven Wirkung wird ADM eine Teilhabe an den physiologischen
Mechanismen zugeschrieben, die den pathogenen Blutdruck steigernden Prozessen bei Patienten
mit primidrem Hyperaldosteronismus entgegenwirken (Kato, 1995). Diese Spekulation wird
unterstiitzt durch die Tatsache, dass Patienten mit primirem Hyperaldosteronismus auf Grund
eines Nebennierenadenoms  postoperativ.  niedrigere ADM-Werte aufwiesen als zum
Diagnosezeitpunkt (Letizia, 1998).

Unsere Studienergebnisse stiitzen diese Annahmen einer blutdruckregulierenden Wirkung des
ADMs bei Hyperaldosteronismus nicht. Es konnten keine signifikanten Unterschiede beziiglich
der ADM-Werte bei den 3 untersuchten Patientengruppen feststellt werden. Patienten mit
primdrem Hyperaldosteronismus oder essentieller Hypertonie zeigten keine erhdhten ADM-
Plasmawerte. Die Interventionen in das RAAS, die mit Hilfe von Fludrocortison, Dexamethason
und Spironolacton durchgefiihrt wurden, fiihrten zu keiner signifikanten Beeinflussung der
ADM-Blutwerte. Dies ist ein eher unerwartetes Ergebnis, verglichen mit den Hypothesen vieler
der oben zitierten Arbeiten. Einschrinkend sollte auf diesem Hintergrund bedacht werden, dass
die Studienkohorten hier moglicherweise zu klein waren, um feine Unterschiede zu erkennen
und die getroffenen Negativaussagen hinreichend abzusichern. Zudem hitte das Miteinbeziehen
einer gesunden Kontrollgruppe im Rahmen der Studiendurchfiihrung die Aussagekraft und das

Spektrum der Ergebnisauswertung erweitern konnen.
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5 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sprechen gegen die Annahme, dass ADM und ET-1 an
der Pathogenese der essentiellen Hypertonie und des primdren Hyperaldosteronismus beteiligt
sind bzw. direkt regulierend in die Blutdrucksteuerung bei Vorliegen einer
Nebenniereninsuffizienz eingreifen. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in den
Plasmawerten der Hormone ET-1 und ADM innerhalb der Patientengruppen und nach den
jeweiligen Interventionen in das RAAS mittels Exposition der Patienten gegeniiber den
Substanzen Fludrocortison, Dexamethason sowie Spironolacton festgestellt werden. Wir
folgern aus unseren Resultaten, dass beide Hormone, ADM und ET-1, scheinbar unabhingig
vom RAAS an der Regulation des Blutdrucks beteiligt sind und ihre Verkniipfung indirekter
Natur ist. Die existierende Hypothese, dass beide Hormone an der Entstehung von Krankheiten
wie dem primédren Hyperaldosteronismus oder der Nebenniereninsuffizienz beteiligt sind, wird
durch unsere Untersuchungsergebnisse nicht gestiitzt. Sie sprechen gegen den therapeutischen
klinischen Einsatz von ET-1-Antagonisten zur Behandlung des primiren Hyperaldosteronismus,
sodass der Einsatz der Substanzen in dieser Patientengruppe kritisch zu hinterfragen ist. Die
vorliegende Studie ist allerdings auf Grund der geringen Patientenzahl und ihrer Negativaussage
beziiglich des Ergebnisses in ihrer Aussagekraft limitiert. Auch die Tatsache, dass keine gesunde
Kontrollgruppe in die Studie miteinbezogen wurde, kdnnte einen limitierenden Faktor darstellen.
Eine Stdrke der vorliegenden Studie resultiert aus der Tatsache, dass die Interventionen in ein-

und denselben Patientengruppen stattfanden und die Auswertungen gepaart erfolgen konnten.
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