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1. Einleitung

1. Einleitung

11 Allgemeine Einfihrung und klinische Bedeutung d er Thematik

Das Atriale Natriuretische Peptid (ANP) ist ein Peptid, das neben seinem
Hauptbildungsort, dem Herzvorhof, auch im Gehirn nachgewiesen werden konnte
(Gutkowska et al. 1997). Es greift sowohl zentral als auch peripher in die
Regulation des Flissigkeits- und Elektrolythaushalts ein (s. 1.3). Im Tierversuch
und beim Menschen wurden ANP eine verstarkte Diurese, Natriurese und
vasodilatatorische Eigenschaften zugeschrieben (Levin et al. 1998). Darlber
hinaus gibt es Hinweise auf eine inhibitorische Wirkung von ANP auf die Aktivitat
der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse (HHN-Achse) (Engler et al.
1999, Jessop 1999).

Die HHN-Achse steuert Uber die Ausschittung von Cortisol die Reaktion des
Korpers auf innere und &ufRRere Stressoren. lhre Aktivitat steht in engem
Zusammenhang mit dem Immunsystem und unserer psychischen Befindlichkeit.
Die Aufgabe der HHN-Achse ist es, diese elementaren Funktionen des Korpers
auch in Anwesenheit diverser Storfaktoren aufrechtzuerhalten.

Unter akutem Stress lasst sich ein schneller Anstieg und ein darauffolgender
Abfall der Aktivitdt der HHN-Achse auf das Ausgangsniveau verzeichnen
(Sapolsky 1999, Pacak et al. 2000). Dieser kurzzeitige Anstieg entspricht der
physiologischen Stressreaktion. Die Plasmakonzentration von Cortisol und ACTH
steigt (Sapolsky 1999, Pacak et al. 2000). Das Immunsystem des Korpers wird in
eine erhbhte Abwehrbereitschaft versetzt, Aufmerksamkeit und Kurzzeitgedachtnis
verbessert (Sapolsky 1999, McEwen 2000).

Unter chronischem Stress kommt es hingegen zu einem dauerhaften
pathologischen Anstieg der basalen Aktivitat der HHN-Achse, der mit strukturellen
und funktionellen Umbauten im Gehirn, verminderter Widerstandskraft der



1. Einleitung

Neurone gegentber Noxen und der Atrophie von Dendriten einhergeht (Sapolsky
1999). Die Immunabwehr wird geschwacht (McEwen 2000).

Eine pathologische Sekretion von Cortisol existiert nicht nur bei seltenen
Krankheiten wie dem Cushing-Syndrom. Sie konnte in den vergangenen Jahren
auch mit weitverbreiteten Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Adipositas,
Hypertonie, Depressionen, Posttraumatischen Belastungsstérungen und anderen
psychiatrischen Erkrankungen in Verbindung gebracht werden (Lupien et al. 1999,
McEwen 2000, Bjorntorp 2001, Weber-Hamann et al. 2002, Yehuda 2002,
McEwen 2003, Rosmond 2003). Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten
altersbedingter Erkrankungen und einem chronisch erhthten Cortisolspiegel
wurde mehrfach vermutet (Seeman und Robbins 1994, Sapolsky 1999).
Moglicherweise besteht in diesem Fall ein kumulativer Effekt der Stressfaktoren
Uber die gesamte Lebenszeit (allostatic load) (Seeman und Robbins 1994,
Sapolsky 1999, Seeman et al. 2001, McEwen 2003). Es ist wahrscheinlich, dass
im Senium die Reduktion von Corticosteroidrezeptoren im Hypothalamus zu einer
Verminderung der negativen Rickkopplung (negative feedback) und folglich zu
chronisch erhéhten Cortisolspiegeln fuhrt. Aus diesen Grinden ist die Kontrolle
der Aktivitat der HHN-Achse und ihre mogliche Hemmung von grof3em klinischem
Interesse.

Die Rolle des ANP wurde in diesem Zusammenhang bereits mehrfach diskutiert
(Gutkowska et al. 1997, Levin et al. 1998, Jessop 1999). Aus in-vitro- und
Tierversuchen ist es als potentieller Inhibitor der hypothalamischen CRH-
Ausschuttung bekannt. Probandenstudien kommen bislang zu widersprtchlichen
Ergebnissen.

Die vorliegende Studie untersucht, ob eine Hemmung der stimulierten HHN-Achse
beim Menschen durch intranasal verabreichtes ANP mdoglich ist und auf welcher
Ebene diese Hemmung wirksam wird. Hierzu wurde ANP als Nasenspray
appliziert. Diese Form der Applikation wurde aufgrund der Vermutung gewabhilt,
dass sie einerseits eine direkte Wirkung des ANP im Gehirn unter Umgehung der
Blut-Hirn-Schranke ermdéglicht. Andererseits sollen systemische Nebenwirkungen,
die den inhibitorischen Effekt moglicherweise maskieren konnten, minimiert

werden. Man vermutet, dass ANP &hnlich wie andere Peptide die Blut-Hirn-
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Schranke nur in geringem MalRe passieren kann und dass eine zentrale
Wirksamkeit nur bei sehr hoher Dosierung zu beobachten ist (Levin et al. 1998).
Fur die intranasale Applikation der Neuropeptide Vasopressin, Insulin und ACTH
konnte eine effektive Wirkung bei deutlicher Verminderung systemischer
Nebenwirkungen nachgewiesen werden (Fehm et al. 2000, Born et al. 2002). Eine
Inhibition der basalen Aktivitat der HHN-Achse konnte bislang nicht sicher
beschrieben werden, daher wurden die Versuche an der stimulierten HHN-Achse
durchgefuhrt. Von zwei Probandengruppen wurde die erste mittels Insulin-
induzierter Hypoglykéamie, die einen Stimulationsreiz auf hypothalamischer Ebene
setzt, stimuliert. In der zweiten Gruppe wurde CRH/VP als bekannter
hypophysérer Sekretionsreiz verwendet (Spath-Schwalbe et al. 1987, Yang et al.
1999). Eine Differenzierung des inhibitorischen Effekts zwischen zentralen und

hypophyséren Strukturen wurde hiermit ermdglicht.

1.2 Physiologie der Hypothalamus-Hypophysen-Nebenni  erenachse

Hypothalamus, Hypophyse und Nebenniere bilden gemeinsam die
Hauptbestandteile eines neuroendokrinen Regelkreises. Diese einzelnen
Bestandteile sind hierarchisch hintereinandergeschaltet und regulieren ihre
Aktivitat durch ein negatives Feedback. Der Hypothalamus empfangt Signale von
hoheren Rindenregionen, vom Hirnstamm direkt oder Uber den Hippocampus. Als
Antwort auf diese Signale werden hypophyseotrope Hormone, wie zum Beispiel
das corticotrope Releasinghormon (CRH) aus den paraventricularen Kernen des
Hypothalamus, ausgeschittet (Levin et al. 1998). Sie regulieren die Freisetzung
von Hypophysenhormonen, im Fall des CRH die Freisetzung von
Adrenocorticotropem Hormon (ACTH). ACTH seinerseits stimuliert die
Nebennierenrinde und fihrt zur Sekretion von Cortisol aus der Zona fasciculata
der Nebennierenrinde. Der steigende Cortisolplasmaspiegel hemmt in Form eines
negativen Feedback-Mechanismus die Aktivitat der Hypophyse und des
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Hypothalamus und inhibiert die Ausschittung von ACTH und CRH. Die
wichtigsten Aufgaben dieses Regelkreises sind die endogen gesteuerte basale
Aktivitat einerseits und die endogen oder exogen provozierte Antwort auf
Stressoren andererseits. Neben der basalen Aktivitat unterscheidet man die
Funktion im akuten Stresszustand und die Funktion unter chronischem Stress.
Das basale Sekretionsmuster bezeichnet die Ausgangsaktivitat in Abwesenheit
jeglicher Stressoren. Es unterliegt einem circadianen Rhythmus, in dem sich
Sekretions- und Ruhephasen abwechseln. Die Sekretionsphasen betragen nur ein
Viertel der Gesamtzeit, insgesamt sechs Stunden innerhalb von 24 Stunden
(Weitzmann et al. 1971). Die Ubrigen 18 Stunden sind Ruhephasen des Systems.
Eine Sekretionsphase ist gekennzeichnet durch den steilen Anstieg der
Plasmahormonspiegel und einen langsameren exponentiellen Abfall in der
nachfolgenden Ruhephase. Die Hohe der Plasmahormonspiegel ist demzufolge
abhangig von Frequenz und Amplitude der sekretorischen Episoden. Die
sekretorische Aktivitdt der HHN-Achse unterliegt einem ausgeprégten Tag-Nacht-
Rhythmus. Zu Beginn der Schlafphase wéahrend des Slow-wave-Schlafes wird die
Aktivitat der HHN-Achse gehemmt, und es kommt neben dem Abfall der
Cortisolkonzentration zu einer gesteigerten GH-Sekretion und einer Zunahme der
langsamen Wellen im EEG (Spéth-Schwalbe et al. 1994, Friess et al. 1995,
Bierwolf et al. 1997, Wiedemann et al. 2000). CRH reguliert -in Abwesenheit
anderer Stressoren- den Grad der Wachheit (Chang und Opp 2001, Steiger 2002).
Eine Veradnderung des Sekretionsmusters beobachtet man unter Stress. Der
Begriff Stress wurde 1946 erstmals von Hans Selye als eine unspezifische
Reaktion des Korpers auf eine von auflen kommende Belastung, die das
physiologische Gleichgewicht stort, definiert. Er bezeichnete die von der
Nebennierenrinde ausgeschitteten Glucocorticoide als wichtigsten hormonellen
Marker. Schon damals erkannte er, dass es zu Fehlfunktionen des Organismus
kommt, wenn der Korper versucht, sich kontinuierlich an starken Stress
anzupassen. Die Dauer und die Intensitat des Stressreizes sind folglich von
entscheidender Bedeutung fur das Ausmal3 der Stressreaktion.

Eine Stimulation der HHN-Achse unter Versuchsbedingungen ist auf verschiedene
Arten moglich. Die in den bisherigen Studien verwendete Stimulation mittels
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CRH/VP setzt einen hypophysaren Sekretionsreiz, der Uber corticotrope
Rezeptoren die Ausschuttung von ACTH erhoht (Holsboer et al. 1987). VP
potenziert diese Wirkung (Gillies et al. 1982, Spath-Schwalbe et al. 1987, Salata et
al. 1988). Ein Einfluss auf zentrale Strukturen kann nicht beurteilt werden. Der
Insulin-Hypoglykamie-Test kann alternativ verwendet werden, da seine Wirkung
hypothalamisch vermittelt wird. Insbesondere im ventromedialen Hypothalamus
wurden Neurone identifiziert, die &hnlich den pankreatischen (-Zellen
Glukosesensoren  besitzen und Uber ihren  Aktivitditsgrad auf den
Blutglukosespiegel reagieren (Yang et al. 1999). Hypothalamische Neurone
werden demzufolge durch eine Hypoglykédmie zu vermehrter endokriner Aktivitat
angeregt. Da die beschriebenen Glukosesensoren ausschlief3lich in diesem Areal
vorkommen, ist die folgende Aktivierung der gesamten HHN-Achse eindeutig
dieser Region zuzuschreiben. Der Grad der Unterzuckerung steht jedoch nicht im
Zusammenhang mit dem Grad der Aktivitat (Nye et al. 2001). Eine potentielle
inhibitorische Wirkung auf die HHN-Achse lasst sich bis auf hypothalamische
Ebene zuriickverfolgen. Eine Aussage uber die Wirkung auf dem Hypothalamus

Ubergeordnete Strukturen kann nicht getroffen werden.

1.3 Hormone der HHN-Achse

1.3.1 Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH)

CRH ist ein aus 41 Aminosauren bestehendes, artspezifisches Peptid, das 1981
erstmals von Vale et. al isoliert werden konnte. Es wird in den paraventrikularen
Kernen des Hypothalamus gebildet und bewirkt als Mediator der endokrinen,
autonomen und immunen Stressreaktion an der Hypophyse die Ausschittung von
ACTH und R-Endorphinen. Die Sekretion wird Uber Stimulation der

Adenylatzyklase ausgelost (Behan et al. 1995, Levin et al. 1998). Vasopressin

10
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potenziert die CRH-Wirkung auf die ACTH-Freisetzung (Gillies et al. 1982, Spath-
Schwalbe et al. 1987, Salata et al. 1988). Im Plasma liegt CRH normalerweise
gebunden an ein CRH-Bindungsprotein vor, dessen Regulation an der Modulation
der Stress-Antwort beteiligt ist (Behan et al. 1995). Durch Acetylcholin, Epinephrin,
Histamin, PGF2a und PGE wird die CRH-Sekretion gefdrdert (Martin 1985).
Melatonin, Norepinephrin sowie ACTH und Glucocorticoide hemmen die CRH-
Sekretion Uber einen negativen Feedbackmechanismus (Engler et al. 1999).

1.3.2 Adrenocorticotropes Hormon (ACTH)

ACTH ist ein einkettiges Peptidhormon, dessen biologische Wirksamkeit vor allem
auf seinem N-terminalen Anteil beruht. Biologische Wirkungen von ACTH sind die
Steigerung der Corticosteroidsynthese und —sekretion sowie die Erhéhung der
Nebennierendurchblutung und —gréf3e. Der wichtigste Releasing-Faktor fur ACTH
ist CRH. Daneben fuhren auch Vasopressin, Oxytocin, Cholezystokinin und
Adrenalin zur Ausschittung von ACTH (Axelrod und Reisine et al. 1984, Spath-
Schwalbe et al. 1988, Antoni und Dayanithi et al. 1989). ACTH erreicht die

Nebenniere auf dem Blutweg.

1.3.3 Cortisol

Cortisol ist ein Steroidhormon, dass in der Zona fasciculata der Nebennierenrinde
gebildet wird. Seine Sekretion wird Uber die obengenannten Hormone CRH und
ACTH gesteuert und unterliegt wie die gesamte HHN-Achse einem circadianen
Rhythmus mit einem Tief in der ersten Nachthalfte und einem

Konzentrationsmaximum in den frihen Morgenstunden (Brandenberger et al.

11
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1984). Der Serumcortisolspiegel wird zusatzlich durch zahlreiche endogene und
exogene Faktoren beeinflusst. Hypoglykamie, korperliche Anstrengung,
psychische Belastung und ein veranderter Tag-Nacht-Rhythmus sind nur einige
dieser Faktoren (Brandenberger et al. 1984). Die Hauptwirkung von Cortisol
besteht entsprechend seiner Rolle als Mediator der Stressreaktion in der
Bereitstellung von Energie in Form von Glukose und Fettsduren. Fehlende
Hemmung oder tberschie3ende Sekretion von Cortisol kann u.a. zu Osteoporose,
Hypertonie und psychischen Verdnderungen, zu Veranderungen des Blutbildes
mit  Leukozytose und zu Bindegewebsverlust infolge  verminderter

Fibroblastenaktivitat fuhren.

1.3.4 Vasopressin (VP)

Vasopressin ist ein Nonapeptid mit antidiuretischer und geringer vasokonstriktiver
Wirkung. Es wird auch als Antidiuretisches Hormon (ADH) bezeichnet. VP wird im
Hypothalamus synthetisiert, gelangt (ber axonalen Transport in die
Neurohypophyse, wird dort gespeichert und als Antwort auf den entsprechenden
Reiz ausgeschuttet. Sekretionsreiz ist die Erh6hung der Osmolaritat im peripheren
Blut, die Uber Osmorezeptoren vermittelt wird (Robertson 1986). In der Niere
steigert VP die Wasserruckresorption durch eine erhohte Durchlassigkeit des
distalen Tubulus fir Wasser. In hohen Konzentrationen wirkt Vasopressin
aulBerdem vasokonstriktorisch (Cunningham und Sawchenko 1991). Durch diese
Mechanismen wird die Osmolaritdt gesenkt und der Blutdruck erhdht. Neben der
Osmolaritat wird die Sekretion aber noch von weiteren Faktoren beeinflusst. So
fiuhren z.B. ein Blutdruckabfall, Ubelkeit und Bewegungserkrankungen
(Kinetosen), Hypo- oder Hyperglykamie, Angiotensin und zahlreiche Medikamente
zu erhohten Vasopressinspiegeln. Blutdruckerhbhung und Alkohol dagegen
hemmen die VP-Ausschittung (Robertson 1977 und 1986). Die Auswirkungen
von unspezifischem Stress auf den Vasopressinspiegel sind nicht ausreichend

12
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belegt. Synergistisch mit CRH wirkt VP an corticotropen Zellen der
Adenohypophyse stimulierend auf die Sekretion von ACTH (Spéath-Schwalbe et al.
1987, Salata et al. 1988, Bierwolf et al. 1997).

1.4 Atriales natriuretisches Peptid (ANP)

Das Atriale Natriuretische Peptid bildet zusammen mit BNP (brain natiuretic
peptid) und CNP (c-type natiuretic peptid) die Gruppe der natriuretischen
Hormone. Seit lAngerem ist bekannt, dass ANP vor allem in den Myozyten des
Herzvorhofs gebildet wird, in kleineren Mengen aber auch in Zellen der renalen
Sammelrohre (Wiedemann et al. 2000). AuRerdem konnten sowohl das Peptid
selbst als auch ANP-Rezeptoren in verschiedenen Anteilen des Gehirns
nachgewiesen werden, hier insbesondere im Hypothalamus, im Septum,
Mittelhirn, Cortex und Bulbus olfactorius (Tanaka et al. 1984). Neuere Studien
belegen, dass das ANP-Gen in verschiedenen Geweben exprimiert wird, so dass
davon auszugehen ist, dass es nicht nur von den oben genannten Strukturen,
sondern von unterschiedlichsten Geweben produziert und sezerniert wird (Engler
et al. 1999). ANP ist ein Peptid aus 28 Aminosauren, das als Préa-Pro-Hormon
(151 Aminoséauren) gebildet, als Pro-ANP (126 Aminosauren) in Sekretgranula
gespeichert und auf ein spezifisches Signal hin sezerniert wird (de Bold 1981,
Arendt und Gerbes 1986, Gutkowska und Nemer 1989, Inagami 1989, Weidmann
et al. 1989). Der wirksamste Reiz fir die ANP-Sekretion ist eine vermehrte
Vorhofdehnung. Neuronale, endokrine oder lokale Vasokonstriktion bzw. die
erhohte  Serumkonzentration von  Arginin-Vasopressin, Endothelin  und
Katecholaminen stellen ebenfalls einen Sekretionsreiz dar (Weidmann et al. 1989,
Huang et al. 1992, Levin et al. 1998). Eine hochdosierte Verabreichung von
Glukokortikoiden und Mineralkortikoiden stimuliert die Freisetzung von ANP aus
Kardiomyozyten, hemmt jedoch die Freisetzung aus dem Hypothalamus (Levin et
al. 1998, Weidmann et al. 1989). Der durchschnittliche ANP-Plasmaspiegel liegt

13
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beim Erwachsenen in dem Bereich von 2-80 pmol/l. ANP wirkt unter
physiologischen Bedingungen Uber verschiedene Mechanismen vasodilatatorisch
und unterstitzt die renovaskuléare und kardiovaskulare Homoostase. Es ist an der
Aufrechterhaltung des inneren Milieus des Korpers, insbesondere an der
Kreislaufregulation unter mdglichst konstantem Elektrolyt- und Saure-Base-
Haushalt, beteiligt. An der Niere wirkt ANP Uber zwei verschiedene Mechanismen
natriuretisch und diuretisch. Es bewirkt eine Vasodilatation am Vas afferens und
Vasokonstriktion am Vas efferens und erhdht so die Filtrationsrate. An den
Mesangiumzellen vergroRert es Uber eine Relaxation dieser Zellen die effektive
Filtrationsflache. Vermutlich besitzt ANP dartber hinaus eine direkte tubulare
Wirkung. Durch diese Mechanismen steigert das Peptid die Diurese, senkt den
Blutdruck und die Herzfrequenz (Levin et al. 1998). In geringem Ausmal} stimuliert
ANP die renale Ausscheidung von Kalium, Calcium, Magnesium und Phosphat
(Richards und Nicholls 1985, Weidmann und Hasler 1986). Uber eine periphere
Gefalldilatation und eine Hemmung der Reninsekretion aus juxtaglomerularen
Zellen wird die arterielle Blutdrucksenkung verstarkt (Kurtz und Della Bruna 1986).
Zusatzlich  hemmt ANP direkt die Aldosteron-Ausschittung aus der
Nebennierenrinde (Fujio et al. 1986, Cuneo et al. 1987). Uber die zentrale Wirkung
von ANP ist weit weniger bekannt. Im Gehirn hemmt es unter Stress die CRH- und
VP-Sekretion aus dem Hypothalamus und senkt so die Stressinduzierte
Freisetzung von ACTH (Franci et al. 1992). Zentral wird zudem der Durst und der
Hunger auf Salz vermindert. Nahezu alle zentralen und peripheren Wirkungen von
ANP werden Uber eine Aktivierung der Guanylcyclase vermittelt (Abou-Samra et
al. 1987, Antoni und Dayanithi 1989 und 1990). Seine Effekte greifen an den
verschiedenen Organsystemen des Korpers synergistisch in die Regulation des
Flissigkeits- und Elektrolytstoffwechsels ein (s. Abb.1) und vermindern den
wichtigen Sekretionsreiz der Vorhofdehnung. Im héheren Alter, bei Erkrankungen
mit erhohtem Fullungsdruck der Vorhofe wie z. B. Herzklappenvitien oder konstant
vermehrtem intravasalem Volumen bei Herz- oder Niereninsuffizienz ist der ANP-
Plasmaspiegel chronisch erhoht (Arendt und Gerbes 1986, Nakamura und
Ichikawa 1988).

14
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Abb. 1: Physiologische Effekte von ANP nach kardialer Sekretion (modifiziert nach
Levin et al., Mechanisms of Disease, The New England Journal of Medicine, Vol.
339, No. 5)

1.5 Der Einflu® von ANP auf die HHN-Achse

Die HHN-Achse bildet eine zentrale Steuerungseinheit fir endokrine Prozesse in
Ruhe und unter Stress . Sie steht einerseits in Verbindung mit Ubergeordneten
zentralen Strukturen, andererseits wird sie von verschiedenen Botenstoffen des

Korpers beeinflusst (s. 1.2). Eine mdgliche Einflussnahme auf ihre Aktivitét ist von
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groRem wissenschaftlichem und klinischem Interesse, weil die erhdhte
sekretorische Aktivitat der HHN-Achse ein herausragendes Merkmal von diversen
psychiatrischen und internistischen Erkrankungen ist (Lupien et al. 1999, McEwen
2000, Bjorntorp 2001, Weber-Hamann et al. 2002, Yehuda 2002, McEwen 2003,
Rosmond 2003). In Tierversuchen, in-vitro-Studien und Probandenstudien wurden
in den letzten Jahren verschiedene mdgliche Inhibitoren der HHN-Achse getestet,
darunter GHRH, Dopamin und MSH (Engler et al. 1999, Jessop 1999). Auch das
Atriale Natriuretische Peptid wurde in diesem Zusammenhang immer wieder
erwahnt (Gutkowska et al. 1997, Levin et al. 1998, Jessop 1999). So hemmt ANP
die Freisetzung von CRH, ACTH und Prolaktin sowohl in vitro als auch in vivo und
nimmt vermutlich auf diese Weise Einfluss auf die Reaktion auf physischen und
psychischen Stress (Antoni und Dayanithi 1990, Ibanez-Santos 1990, Fink et al.
1991, Franci et al. 1992). Probandenstudien waren diesbeziglich bislang nicht
eindeutig. Morgens verabreichtes ANP konnte weder den CRH-vermittelten
ACTH- und Cortisol-Anstieg noch die ACTH-vermittelte Cortisol-Sekretion
hemmen (Ur et al. 1991). Ein inhibitorischer Einfluss auf die basale Funktion der
HHN-Achse ist nicht belegt. Nach einer CRH-Infusion als Sekretionsreiz konnte
mittels einer ANP-Infusion am Abend ein hemmender Effekt erzielt werden
(Kellner et al. 1992). Weitere Studien gaben Hinweise, dass ANP die CRH-
stimulierte ACTH- und Prolaktinsekretion blockierte und in der Folge zu
verminderten Cortisol- und Vasopressinplasmaspiegeln fuhrte (Kellner et al. 1995,
Bierwolf et al. 1997 und 1998). Die vorangegangenen Studien lassen den Schluss
zu, dass eine inhibitorische Wirkung von ANP auf die HHN-Achse existiert.
Vermutlich wird durch ANP die Ansprechbarkeit des Systems auf Substanzen, die
die ACTH-Ausschittung stimulieren, vermindert. Der Mechanismus dieser
Inhibition bleibt weitestgehend unbekannt. In den bisherigen Probandenstudien
wurde ANP in der Regel i.v. appliziert. Die Blut-Hirn-Schranke ist aber relativ
undurchlassig fur ANP (Ermisch et al. 1991, Levin et al. 1998). Im Tierversuch
konnten spezifische ANP-Rezeptoren im Endothel, im Plexus choroidalis sowie in
den cerebralen GefalRen einschlieBlich des kapillaren Systems nachgewiesen
werden (Bianchi et al. 1986). Uber die Funktion dieser Rezeptoren ist wenig
bekannt. Theoretisch lasst sich eine rezeptorvermittelte Endocytose zum
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Transport des Peptids Uber die Blut-Hirnschranke genauso wie eine
Signaltransduktion ausgehend von den Rezeptoren vermuten (Ermisch et al.
1991). Auch die Hypophyse exprimiert ANP-Rezeptoren und konnte
maoglicherweise Uber eine verminderte Proopiomelanocortin-Synthese auf ANP
reagieren (Mantyh et al. 1987, Foresta et al. 1988, Tan et al. 1994). Eine direkte
Wirkung des ANP an der Hypophyse konnte bislang nicht belegt werden. Eine
intracerebrale Wirkung tber den Hypothalamus ist jedoch bekannt. Deshalb wurde
in der vorliegenden Studie das Peptid intranasal verabreicht. Fir die Peptide
ACTH, Vasopressin und Insulin ist belegt, dass sie intranasal verabreicht,
innerhalb von 30 Minuten im Liquor nachweisbar sind, ohne systemische
Nebenwirkungen zu verursachen, und dass die Wirkung der so verabreichten
Teststoffe deutlich lAnger anhélt als nach i.v. Gabe (Pietrowsky et al. 1996, Born
et al. 2002).
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1.6 Fragestellung

Im Tierversuch und weniger konsistent auch im Humanversuch hemmt ANP die
HHN-Achse auf zentralnervoser Ebene. Bislang wurde die ANP-Wirkung am
Menschen nur nach i.v.-Applikation untersucht, wobei unklar blieb, welcher Anteil
der Testsubstanz tatsdchlich das Gehirn erreichte. Zudem wurden die Effekte
durch Wirkungen der Testsubstanz auf Wasserhaushalt und Kreislauf maskiert.

Deshalb sollen in der vorliegenden Arbeit folgende Fragen beantwortet werden:

1. Hemmt Atriales Natriuretisches Peptid nach intranasaler Applikation die

Hypothalamus-Hypophysen-Achse bei gesunden jungen Mannern?

2. Wird die Hemmung auf Ebene des Hypothalamus oder der Hypophyse

wirksam?

3. Beeinflusst intranasal verabreichtes ANP den Wasserhaushalt und den

Kreislauf?
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2. Material und Methoden

2.1 Probanden

An den Versuchen nahmen 21 gesunde Manner im Alter zwischen 23 und 30
Jahren teil. Sowohl physische als auch psychische Erkrankungen wurden im
Vorfeld ausgeschlossen. Die Probanden waren Nichtraucher, deren body mass
index und Blutdruck im Normbereich lagen. Sie nahmen zum Zeitpunkt der
Versuche keine Medikamente ein und wurden gebeten, in den Tagen vor
Versuchsbeginn  einen  regelméRigen  Tag-Nacht-Rhythmus einzuhalten.
AulRerdem wurden sie angehalten, in den vier Stunden vor Beginn der
Untersuchung nicht mehr zu essen und keinen Kaffee mehr zu trinken. Alle
Versuchspersonen wurden personlich und anhand eines Merkblattes Uber den
Ablauf der Studie und mdgliche Nebenwirkungen der verabreichten Medikamente
aufgeklart und erteilten ihr Einverstandnis schriftlich. Die ortliche Ethikkomission
aul3erte gegen die Studie keine Bedenken. Sie genehmigte den Antrag mit dem
Aktenzeichen 01-024.

2.2 Versuchsaufbau

Der Versuch wurde nach einem doppel-blinden crossover-design aufgebaut. Jeder
der 21 Probanden nahm an zwei Versuchen teil. Von den 21 Probanden wurden
zwolf mittels IHT, neun mittels CRH/VP behandelt. Die Versuchsergebnisse
wurden jeweils einer Placebobedingung gegeniibergestellt. Bei gleichbleibender

Stimulationsmethode wurde nach dem Doppel-Blind-Prinzip an einem der
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Versuchstage die Testsubstanz (ANP), am anderen Tag Placebo (physiologische
Kochsalzldsung) intranasal verabreicht. Die Stimulation der HHN-Achse erfolgte
entweder durch den Insulin-Hypoglykamie-Test oder durch die Gabe von CRH/VP.
Zwischen den zwei Untersuchungstagen lag ein Zeitraum von mindestens sieben

Tagen. Die Versuche begannen jeweils um 11.45 Uhr und endeten um 14.30 Uhr.

2.3 Versuchsablauf

Die Versuche fanden jeweils mittags ab 11.45 Uhr im Schlaflabor der Klinik fur
Innere Medizin des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Libeck
statt.

Jeder Studientag begann fir den jeweiligen Probanden mit einer Urinabgabe,
deren Volumen und Osmolalitat bestimmt wurden. Dann wurde in die
Cubitalvenen beidseits je ein venéser Zugang (Venflon R2, 1,2 mm, Fa. BOC
Ohmeda AB) gelegt. Einer der Zugange diente den regelméafigen Blutentnahmen.
Zur Vermeidung der Blutgerinnung im System wurde eine Infusionslosung (NacCl
0,9%, 0,51, Fa. Berlin Chemie AG) verwendet. Fur die Blutentnahmen wurden zwei
Dreiwege-Hahne (Discofix bzw. Discofix -3, Fa. B. Braun Melsungen AG)
zwischen den Zugang und das Infusionsbesteck (R87V, Fa. BD Infusion Therapy
GmbH) geschaltet. Der zweite Zugang diente nach IHT der Verabreichung der
Glukoseltsung (Glukose 10 %, 0,5, Delta Pharma, Boehringer) zur Beendigung
der Insulin-induzierten Hypoglykamie. Zur Bestimmung des Blutdrucks wurde ein
automatisches Blutdruckmessgerat (boso-medicus, Fa. Bosch & Sohn GmbH)
verwendet. Nach den abgeschlossenen Vorbereitungen begann der Proband um
12.00 h zum Zeitpunkt t 0.00 mit der Applikation des Nasensprays. Er wurde
angewiesen alle 30 Sekunden zwei SprihstoRe in die linke und rechte
Nasenoffnung zu geben. Der Flascheninhalt wurde so innerhalb von 15 Minuten

verabreicht unter Einbeziehung eines maximalen Rests von 0,5 ml.
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In viertelstindigen Abstéanden beginnend mit dem Zeitpunkt t 0.00 wurden
folgende Parameter im Blut der Probanden bestimmt: Blutzucker (IHT-Gruppe),
ANP, Vasopressin, ACTH, Cortisol, kleines Blutbild, Osmolalitdt und Natrium. Zum
gleichen Zeitpunkt wurden jeweils Blutdruck und Puls gemessen. 30 Minuten nach
Versuchsbeginn wurde zur Stimulierung der Aktivitat der HHN-Achse eine
Stressreaktion provoziert. Je nach Zuordnung zu der Versuchsgruppe erhielten die
Probanden der IHT-Gruppe 0.125 IL.E. kurzwirksames Humaninsulin pro kg
Korpergewicht (Insuliman®, Fa. Aventis), die der CRH/VP-Gruppe 0,5 IU
Vasopressin (Fa. Parke-Davis) als Kurzinfusion tber 6 Minuten intravends sowie
in der dritten Minute der Infusion 50 ug CRH (Fa. Ferring) als Bolus. Wahrend der
Hypoglykdmie-Phase in der IHT-Gruppe wurden die Blutzuckerwerte engmaschig
kontrolliert. Nach einem Absinken des Blutzuckerwertes unter 40 mg/dl wurde die
Hypoglykédmie durch intraventse Gabe einer 10%igen Glukoseldsung beendet
und bis zum Zeitpunkt t 2h 30min die regelmaRigen Blutentnahmen fortgesetzt. Zu
den Zeitpunkten t 0:00, t 0.30, t 1.00, t 1.30 und t 2.30 wurde der Proband
aufgefordert, das Ausmal} seines Hungers, Durstes und seiner Mudigkeit auf einer
Skala von 1 bis 10 einzuordnen. Nach Versuchsablauf gab der Proband eine
zweite Urinprobe ab, deren Volumen und Osmolalitat bestimmt wurden (s. Abb. 2).

Die Blutabnahmen erfolgten mit Monovetten R (Fa. Sarstedt). Die
Rohrchen fir die ANP-Bestimmung waren zuvor gekuhlt gelagert worden. Uber
den Drei-Wege-Hahn wurden zundchst 2 ml Blut mit einer Einwegspritze
entnommen und verworfen. FiUr die Bestimmung von ACTH, Vasopressin und
ANP wurden jeweils 9 ml Blut in ein Plasmarthrchen, fur die Bestimmung von
Cortisol 4 ml in ein Serumréhrchen enthommen. Die Proben wurden bei einer
Temperatur von 4C und einer Umdrehungszahl von 400 O/Minute zentrifugiert
(Kaltezentrifuge 2K15, Fa. Sigma). Danach wurde das Plasma fir die ANP-,
Vasopressin- und ACTH-Bestimmung und das Serum fiir die Cortisol-Bestimmung
in 1,5 ml Eppendorfgefal3e pipettiert und bei —20 T bis zum Zeitpunkt der
Messung tiefgefroren. Fir die Bestimmung von Natrium, Osmolalitat und kleinem
Blutbild wurde jeweils 1 ml Blut enthommen. Die Bestimmung der
Blutglukosekonzentration wurde wahrend der ersten zehn Versuche mit der

Glukose-Oxidase-Methode durch den Glukose Analyzer 2 (Fa. Beckmann
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Instruments) durchgefihrt, in den folgenden Versuchen photometrisch durch den

HemoCue B-Glukose Data Managment Analyzer (Fa. HemoCue AB, Schweden).

11.45h

12.00 h

12.15 h

12.30 h

12.35h

12.40 h

12.45h

13.00 h

13.15h

13.30 h

13.45h

14.00 h

14.15h

14.30 h

14.45 h

(t 0:00)

(t 0:15)

(t 0:30)

(t 0:35)
(t 0:40)

(t 0:45)

(t 1:00)

(t 1:15)

(t 1:30)

(t 1:45)
(t 2:00)
(t 2:15)

(t 2:30)

(t 2:45)

Proband gibt die erste Urinprobe ab, Fragebogen

Blutentnahme, Messung von Blutdruck, Puls und Blutzucker,
Beginn der ANP-Applikation

Blutentnahme, intranasale ANP-Applikation beendet

Blutentnahme, Messung von Blutdruck, Puls und Blutzucker,
Fragebogen, Insulingabe i.v.

Blutzuckerspiegelkontrolle

Blutzuckerspiegelkontrolle

Blutentnahme, Messung von Blutdruck, | zwischen 0:45

Puls und Blutzucker und 1:00 Beginn
der Glukose-

Blutentnahme, Messung von Blutdruck, | Infusion
Puls und Blutzucker, Fragebogen

Blutentnahme, Messung von Blutdruck, Puls und Blutzucker

Blutentnahme, Messung von Blutdruck, Puls und Blutzucker,
Fragebogen

Blutentnahme, Messung von Blutdruck, Puls und Blutzucker
Blutentnahme, Messung von Blutdruck, Puls und Blutzucker
Blutentnahme, Messung von Blutdruck, Puls und Blutzucker

Blutentnahme, Messung von Blutdruck, Puls und Blutzucker,
Fragebogen

Proband gibt die zweite Urinprobe ab

Abb. 2: Schematisch dargestellter Versuchsablauf der IHT-Versuchsreihe
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2.4 Testsubstanz

Atriales natriuretisches Peptid

Fur die Studie wurde folgende Substanz verwendet: ANF (1-28) Human der Fa.
Calbiochem in lyophylisierter Form. Die Herstellung erfolgte tber eine Feste-
Phasen-Peptid-Synthese. Eine Probe zur intranasalen Applikation enthielt jeweils
1 mg ANP geldst in 3,5 ml NaCl.

Aufgrund der unter 1.4 beschriebenen Wirkung von ANP koénnen folgende
Nebenwirkungen beim gesunden Probanden auftreten: Bradykardie, pl6tzlicher
Blutdruckabfall und in der Folge Ubelkeit, Schwindel- oder Schwachegefiihl.

2.5 Chemische Untersuchungsmethoden

Alle Blutproben wurden im Doppelansatz mit demselben Assay bestimmt und
anschlieBend der Mittelwert der einzelnen Messungen gebildet. Es wurden

halbautomatische Kits verwendet.

2.5.1 Adrenocorticotropes Hormon

Die Konzentration von ACTH im Plasma wurde durch einen spezifischen
immunoluminometrischen Zweischritt-Assay (LUMItestR® ACTH, Fa. Brahms
Diagnostika GmbH) bestimmt. Zwei antigenspezifische monoklonale Antikorper
erkennen das ACTH an jeweils verschiedenen Determinanten. Einer der
Antikorper ist an der Innenseite des Testthrchens fixiert (Coated Tube Technik).

Dieser Antikdrper bindet im ersten Reaktionsschritt nach Zugabe der Probe das
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ACTH und extrahiert es so aus dem Plasma. Der zweite Antikorper ist
lumineszenz-markiert (Tracer). Der Tracer bindet an das ACTH, das bereits an
den Antikorper der ersten Reaktion gebunden ist. Nach viermaligem Auswaschen
des Antikorperiiberschusses wird das Lumineszenzsignal und damit der in der
Roéhrchenwand gebundene Traceranteil im Luminometer gemessen. Der
Traceranteil der Probe verhalt sich direkt proportional zur ACTH-Konzentration,
sodass sie anhand einer Standardkurve ermittelt werden kann. Die Normwerte
liegen morgens bei 10-60 pg/ml, abends bei 6-30 pg/ml. Das untere
Detektionslimit des verwendeten Assays betragt 2 pg/ml. Der Intra-Assay bzw.

Inter-Assay-Variationskoeffizient des Assays betragt <4% bzw. <8%.

2.5.2 Cortisol

Das Cortisol im Plasma wurde mittels eines kompetitiven
Festphasenimmunassays (,Coat-A-Count‘® Cortisol RIA, Fa. DPC Biermann
GmbH) bestimmt. Radioaktives Cortisol (J*?°) konkurriert in diesem Assay mit dem
Cortisol aus dem Probandenplasma um die Bindungsstelle an spezifischen
Cortisol-Antikdrpern, die auf der Innenwand von Polypropylenréhrchen fixiert sind.
Im Anschluss an die vorgeschriebene Inkubationszeit wird die Flussigkeit
abgegossen oder abgesaugt. Das Roéhrchen, das die antikérpergebundene
Fraktion enthalt, wird dann im Gamma Counter gemessen. Die Z&hlrate nimmt mit
steigender Cortisolkonzentration im Probandenplasma ab. Gleichzeitig bestimmte
Standardseren mit bekanntem Cortisolgehalt liefern die Standardkurve, anhand
derer die Cortisolkonzentration der Probe abgelesen werden kann. Das in diesem
Assay verwendete Antiserum ist hochspezifisch, weil es eine sehr niedrige
Kreuzreaktivitat fur andere natirlich vorkommende Steroide besitzt. Die
Normalwerte fir Cortisol betragen am Morgen 5-25 ug/dl, am Abend 2-12 ug/dl.
Bei Konzentrationen zwischen 1,0 und 50 pg/dl betragt der Intra-Assay-

Variationskoeffizient <3% und der Inter-Assay- Variationskoeffizient <5%.
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2.5.3 Vasopressin

Fur die Bestimmung des Vasopressins im Plasma wurde ein spezifischer
Radioimmunassay (Vasopressin DirektR®, Fa. Hermann Biermann GmbH)
verwendet. Ohne vorherige Extraktion aus dem Plasma misst dieser Assay
immunreaktives Vasopressin mit einem modifizierten Radioimmunassay (RIA). Ein
zweiter Antikdrper, der an eine feste Phase gebunden ist, separiert die Komplexe
aus der Probe. Die Normalwerte liegen im Bereich von 0 - 6,7 pg/ml, wobei das
untere Detektionslimit des Assays bei 0,6 pg/ml liegt. Intra- und Inter-Assay-
Variationskoeffizient betragen <9,3% und <20,2% bei Konzentrationen zwischen
1,2 und 80 pg/ml.

2.5.4 Atriales natriuretisches Peptid

Anhand eines spezifischen Radioimmunassays (Nichols Institute, Bad Nauheim)
wurden die Plasmakonzentrationen der Proben bestimmt. Radioaktiv markiertes
ANP konkurriert in zwei Inkubationsperioden mit dem nicht markierten ANP der
Probe um die Bindung an spezifische Antikérper. Das gebundene ANP wird nach
Ablauf der Inkubationszeit durch eine feste Phase extrahiert und in einem Gamma
Counter gemessen. Die ANP-Konzentration der Probe ist umgekehrt proportional
zur gemessenen Zahlrate des Gamma Counters. Der Normalwert fur ANP betragt
2-80 pmol/l. Das untere Detektionslimit des Assays liegt bei 15 pg/ml. Intra- und
Interassay-Variationskoeffizient betragen <7,7 % und <14,5 % fur Werte zwischen
0 und 1000 pg/ml.
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2.6 Statistische Auswertung

Die Mittelwerte der gemessenen Blutparameter sowie von Blutdruck und Puls
wurden mittels Kovarianzanalyse (ANCOVA) auf ihre Signifikanz Uberprift. Die
Analyse beinhaltete Messwertwiederholungsfaktoren fur Behandlung (ANP,
Placebo) und Zeitpunkt (Messpunkte nach IHT bzw. CRH/VP) Die Messwerte zum
Zeitpunkt t 0.00 dienten als Kovariante. Die Urinwerte wurden mittels ANOVA
(Varianzanalyse) ausgewertet. Die Angaben auf den Fragebogen wurden mit
nicht-parametrischen Tests (Wilcoxon, Kruskal-Wallis) evaluiert. Ein p-Wert <0.05

wurde als signifikant erachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 ANP-Plasmaspiegel

Allgemein lagen die  ANP-Plasmaspiegel (Abb. 3) unter beiden
Versuchsbedingungen durchschnittlich im unteren Messbereich des Essays
zwischen 15 und 25 pg/ml (Normwerte 9-68 pg/ml). Im Vergleich zur
Placebogruppe kam es bei den mit ANP vorbehandelten Patienten 25-30 Minuten
nach Beginn der intranasalen Applikation zu einem leichten Anstieg der ANP-
Plasmakonzentration um durchschnittlich 6,1 pg/ml ( MW + SEM der maximalen
ANP-Konzentration 21,5 *+ 1,4 pg/ml, unter Placebobedingungen: 15,6 + 1,4 pg/mi;
p<0.01), sodass von einem geringfligigem Ubertritt des Peptids in den
systemischen Kreislauf ausgegangen werden kann. Diese Form der
Verabreichung erreichte jedoch nicht anndhrend die Plasmakonzentrationen einer
systemischen Applikation. In vergleichbaren Studien, in denen der Teststoff ANP
intravenos verabreicht wurde, traten ANP-Plasmakonzentrationen tber 2000 pg/mi
auf (Bierwolf et al. 2002). Der Anstieg war zudem vorubergehend und die ANP-
Konzentration erreichte noch vor Beginn der Stimulationstests ihren
Ausgangswert. Im weiteren Verlauf blieben die Konzentrationen in beiden
Behandlungsgruppen vergleichbar. Eine signifikante Veranderung unter der

Stimulation konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 3: Durchschnittliche (tSEM) Plasmakonzentration von ANP nach intranasaler
Administration von 1 mg ANP (geschlossene Kreise) und Placebo (offene Kreise),
n=12. Schwarzer Balken: Intranasale Administration des Teststoffs, Pfeil:
Zeitpunkt der Stimulation durch IHT oder CRH/VP. P< 0,01 fur die Differenzen
zwischen den Effekten der Placebo- und Verumgruppe.
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3.2 Effekte von ANP auf die Hypothalamus-Hypophysen -
Nebennierenachse nach Stimulation durch den Insulin -Hypoglyké&mie-Test

Die Ausgangswerte der BlutGlukose waren in beiden Behandlungsgruppen
vergleichbar und entsprachen den Normwerten (ANP-Gruppe 89,1 + 5,6 mg/dl;
Placebo 95,4 + 4,4 mg/dl). Nach der Insulininjektion sank der BlutGlukosespiegel
schnell auf Werte unter 40 mg/dl, die ebenfalls unter beiden
Versuchsbedingungen vergleichbar waren (ANP-Gruppe: 39,9 = 3,5 mg/dl;
Placebo-Gruppe 37,2 £ 3,7 mg/dl; p> 0,6). Effekte von intranasalem ANP auf die
basalen Plasmakonzentrationen von Cortisol und ACTH unmittelbar nach
Applikation der Testsubstanz wurden nicht beobachtet. Unter der Vorbehandlung
mit ANP wurde die nachfolgende stimulierte Sekretion von ACTH (Abb. 4) 45 bis
75 Minuten nach der Hypoglykéamie gehemmt. Der Peak der Plasmakonzentration
des ACTH erreichte in dieser Versuchsgruppe nur die Halfte der maximalen
ACTH-Plasmakonzentration in der Placebogruppe (ANP-Gruppe: 22,4 + 7,6 pg/mi;
Placebo-Gruppe: 52,3 £ 8,1 pg/ml; p<0,05). Fur die Flache unter der Kurve (AUC)
bestand demzufolge ein deutlich geringerer Wert nach Vorbehandlung mit ANP
(12106,5 = 1974 pg/ml min) als unter Placebobedingungen (21777,0 = 1974 pg/ml
min; p< 0,05). In einem &hnlichen Zeitraum, 60 bis 90 Minuten nach der
Insulininjektion, wurde ebenfalls eine Hemmung der Cortisolsekretion (Abb. 5)
beobachtet. Die gemessene Serumkonzentration von Cortisol nach ANP-Gabe lag
im Durchschnitt nahezu 7ug/dl unter derjenigen der Kontrollgruppe (ANP-Gruppe
12,9 + 1,6 pg/dl; Placebo-Gruppe 19,3 £ 1,7 ug/dl; p<0,01). Die AUC betrug
entsprechend 7812,0 + 861 ug/dl nach ANP-Applikation, 11508,0 + 861 pg/dl unter
Placebobedingungen (p<0,01).
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Abb. 4: Durchschnittliche (£ SEM) Plasmakonzentration von ACTH nach Standard
IHT (n=12). Messung nach Vorbehandlung mit ANP (geschlossene Kreise) bzw.
mit Placebo (offene Kreise). Schwarzer Balken: Intranasale Administration des
Teststoffs, Pfeil: Zeitpunkt Insulininjektion. *, P<0,05; **, P<0,01 fur die Differenzen
zwischen den Effekten nach Placebo- bzw. Verumgabe.
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Abb. 5: Durchschnittiche (x SEM) Plasmakonzentration von Cortisol nach
Standard IHT (n=12). Messung nach Vorbehandlung mit ANP (geschlossene
Kreise) bzw. mit Placebo (offene Kreise). Schwarzer Balken: Intranasale
Administration des Teststoffs, Pfeil: Zeitpunkt der Insulininjektion. *, P<0,05; **,
P<0,01 fur die Differenzen zwischen den Effekten nach Placebo- bzw.

Verumgabe.
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3.3 Effekte von ANP auf die Hypothalamus-Hypophysen -
Nebennierenachse nach Stimulation durch den CRH/VP-  Test

Die kombinierte Gabe von CRH und Vasopressin induzierte einen hohen Anstieg
der Cortisol- und ACTH-Plasmaspiegel. Unterschiede zwischen der
vorbehandelten und der Placebo-Gruppe wie sie nach Stimulation mit dem IHT
auftraten, konnten nicht beobachtet werden (Abb. 6 und 7). Die maximale
Konzentration sowie der zeitliche Verlauf der ACTH-Kurve stellten sich nahezu
identisch dar (ANP-Gruppe: 67,8 £ 9,1 pg/ml; Placebo-Gruppe: 67,2 + 10,0 pg/ml,
p>0,7). Ein vergleichbares Ergebnis fand sich fur den Cortisolspiegel. Es bestand
keine signifikante Differenz zwischen den beiden Versuchsgruppen (maximale
Konzentration der ANP-Gruppe: 18,4 + 1,1 pg/dl; Placebo-Gruppe: 17,8 + 1,3
po/dl; p>0,7).
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Abb. 6: Durchschnittiche (£ SEM) Plasmakonzentration von ACTH nach
kombinierter Gabe von CRH und VP (n=9). Messung nach Vorbehandlung mit
ANP (geschlossene Kreise) bzw. mit Placebo (offene Kreise). Schwarzer Balken:
Intranasale Administration des Teststoffs, Pfeil: Zeitpunkt der Stimulation durch
CRH/VP. Signifikante Differenzen zwischen der Placebo- und Verumgruppe

bestanden nicht.
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Abb. 7: Durchschnittiche (x SEM) Plasmakonzentration von ACTH nach
kombinierter Gabe von CRH und VP (n=9). Messung nach Vorbehandlung mit
ANP (geschlossene Kreise) bzw. mit Placebo (offene Kreise). Schwarzer Balken:
Intranasale Administration des Teststoffs, Pfeil: Zeitpunkt der Stimulation durch
CRH/VP. Signifikante Differenzen zwischen der Placebo- und Verumgruppe

bestanden nicht.
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3.4 Wirkung von ANP auf Parameter des Wasserhaushal ts,
Blutdruck und Herzfrequenz

In regelméaRigen Abstanden wurden Blutproben zur Bestimmung von Hamatokrit,
Serum-Natrium und Vasopressin entnommen. Zudem wurden Urinvolumen,
Urinnatrium, Blutdruck und Puls bestimmt. Keiner dieser Parameter zeigte nach
ANP-Applikation signifikante Verdnderungen gegeniber der Kontrollgruppe

(siehe Tabelle 1).
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Placebo ANP
t= 30 min t=150 min t= 30 min t=150 min
mean (SEM) mean (SEM) mean (SEM) mean (SEM)
Hamatokrit 0,397 (0,01) 0,374 (0,01) 0,391 (0,01) 0,386 (0,01)
(%)
Serumnatrium 141,2 (0,5) 138,3 (0,7) 140,8 (0,5) 139,8 (0,6)
(mmol/l)
Plasma 5,74 (0,41) 4,79 (0,36) 4,94 (0,39) 4,37 (0,33)
Vasopressin
(pg/ml)
Urinmenge - 217 (33) - 179 (31)
(mt)
Urin-Natrium - 140,4 (18,7) - 135,8 (17,6)
(mmol/)
Blutdruck
Systolisch 130,9 (2,2) 128,9 (4,2) 126,5 (2,3) 126,8 (5,0)
(mmHg)
Diastolisch 70,0 (3,3) 71,4 (1,7) 72,9 (3,4) 68,0 (1,9)
(mmHg)
Puls 70,0 (3,2) 67,3 (1,6) 68,0 (3,1) 67,0 (1,7)

(Schlage/min)

Tabelle 1. Hamatokrit, Serumnatrium, Vasopressin, Urinnatrium, Blutdruck und

Herzfrequenz nach intranasaler Administration von ANP (1mg) und Placebo (n=9).

Die Werte von Hamatokrit, Serumnatrium, Vasopressin, Urinnatrium, Blutdruck

und Herzfrequenz sind baseline-korrigiert (Kovarianzanalyse). Die Basalwerte vor

Applikation des Teststoffs dienten als Kovariante. Der Ubersicht halber sind die

Werte vor den Simulationstests (t=30 min) und am Ende des Versuchs (t=150 min)

dargestellt. Die Urinmenge entspricht dem Urinvolumen in einem 2,5 Stunden-

Abschnitt. Zwischen den verschiedenen Behandlungsbedingungen bestanden

keine Signifikanzen.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegen die Hemmung der stimulierten
Freisetzung von ACTH und Cortisol nach Vorbehandlung mit ANP. ANP hemmt
die HHN-Achse nach Stimulation mit dem IHT, nicht jedoch nach Stimulation
mittels CRH/VP. Der selektive Effekt auf die hypothalamisch-hypophysare Antwort
nach IHT legt nahe, dass beim Menschen ANP auf einen zentralnervisen
Mechanismus der HHN-Achsen-Aktivierung, vermutlich im Hypothalamus, wirkt.
Ein inhibitorischer Einfluss von ANP auf die HHN-Achse wurde bereits mehrfach
vorbeschrieben. In-vitro-Studien weisen auf die Existenz eines Corticotropin-
release- inhibiting factors (CRIF) hin (Engler et al. 1999). Aus dem Gewebe der
Eminentia mediana von Ratten wurde mittels Gelchromatographie eine Fraktion
extrahiert, die einen sekretionshemmenden Einfluss auf ACTH zeigte (Gillies et al.
1982). Redei und Endréczi isolierten 1983 ebenfalls einen CRIF. Er wurde Ratten
1 Minute nach Stimulation durch 10 Elektroschocks intravends verabreicht, und es
zeigte sich ein signifikant geringerer Plasmacortisolspiegel als in der mit
Kochsalzldsung behandelten Kontrollgruppe. Diese Differenz konnte 40 Minuten
nach der Injektion nicht mehr nachgewiesen werden. Aus Gewebe des
Rinderhypothalamus wurde ein Faktor isoliert, der einen hemmenden Effekt auf
die ACTH-Freisetzung aus kultivierten anterioreren Hypophysenzellen von Ratten
hatte. Das isolierte Material wurde den Tieren 5 Min vor oder 1 Min nach
Stimulation durch einen Elektroschock intravends verabreicht. Die gemessenen
Cortisolspiegel lagen nach 20 Minuten signifikant unter denen der Kontrollgruppe.
In der gleichen Studie wurde eine Senkung der basalen ACTH-Sekretion Uber 40
Min bei nicht stimulierten Ratten gemessen (Redei und Ewans 1989). Alle diese
Studien deuten darauf hin, dass ein oder mehrere Faktoren existieren, die eine
inhibitorische Kontrolle tber die HHN-Achse ausiben.

Aufgrund der bisherigen Forschungsergebnisse wird eine solche Funktion auch
ANP zugeschrieben. ANP wurde 1984 erstmals aul3erhalb des Herzvorhofs im

Hypothalamus nachgewiesen (Tanaka et al. 1984). In weiterfihrenden Studien
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wurde gezeigt, dass das Peptid im Hypothalamus synthetisiert und seine
Ausschittung neben osmotisch wirksamen Substanzen wie Kalium und Natrium
auch durch CSF stimuliert wird (Tanaka und Inagami 1986, Shibasaki et al. 1988,
Nissen et al. 1989). Die systemische Administration von ANP flihrte zu
verminderten ACTH-Plasmaspiegeln (Hattori et al. 1986, Engler et al. 1999). Fur
intraventricular verabreichtes ANP wurde kein Effekt auf den basalen ACTH-
Spiegel nachgewiesen, es wurde jedoch ein verminderter Anstieg der ACTH- und
Cortisolspiegel nach Angiotensin llI-Applikation gezeigt (Takao et al. 1988). Dieses
Ergebnis lasst vermuten, dass der hemmende Effekt von ANP auf
hypothalamischer Ebene wirksam wird. Diese Vermutung wird durch das
Ergebnis, dass ANP in vitro die CRH-Ausschittung aus dem Hypothalamus
hemmte, unterstitzt (Ibanez-Santos et al. 1990). Auch im Tierversuch inhibierte
ANP nach cerebroventrikularer Applikation die Aktivitdt der HHN-Achse
(Gutkowska et al. 1997). Probandenstudien, die bislang eine intravendse
Applikation verwendeten, kam es zu divergenten Ergebnissen. Sie belegen sowohl
einen hemmenden Einfluss des ANP als auch eine mangelhafte Wirkung. Ur et al.
stellten 1991 fest, dass morgens verabreichtes ANP beim gesunden Menschen
die CRH-stimulierte ACTH-Ausschittung nicht beeinflusst. Von Kentsch et al.
1992 konnten ANP inhibitorische Effekte nach morgendlicher Gabe zugeschrieben
werden. Wahrend einer Stimulation der HHN-Achse durch CRH wurde ein klarer
Abfall der ACTH und Cortisolspiegel nach ANP-Applikation beobachtet (Kellner et
al. 1992). Unter der Annahme, dass ANP die Bluthirnschranke nur in geringem
MalRe uberwindet wund nur in hoher Dosierung im Gehirn eine wirksame
Konzentration erreicht, kann die verabreichte Dosis ein Erklarungsmodell fiir diese
unterschiedlichen Ergebnisse sein (Bierwolf et al. 1998). So flihrte die Infusion von
4,4 bzw. 8,8 ug ANP/min Uber 45 bzw. 90 min zu einer ca. eine Stunde
anhaltenden Senkung der ACTH- und Cortisol-Plasmaspiegel (Bierwolf et al.
1998). Eine niedriger dosierte Infusion von 0,01 pg/kg KG/min tber 30 min zeigte
keinen Effekt ( Ur et al. 1991). In der Studie von Biewolf et al. 1998 kam es,
ahnlich wie es auch schon Kellner et al. 1995 beschrieben hatten, nach
Applikation der héheren ANP-Dosis von 8,8 ug ANP/min Gber 90 min zu einer
Umkehrung der inhibitorischen Wirkung. Vermutlich wurde im Sinne einer
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Gegenregulation die HHN-Achse verstarkt aktiviert. Im Vergleich zur
Placebogruppe wurde ein signifikanter Anstieg der ACTH- und Cortisolspiegel
sowie ein maRiger Anstieg des Vasopressinspiegels und eine parallel dazu
steigende Herzfrequenz ca. eine Stunde nach Ende der ANP-Applikation
beobachtet. Die ANP-Plasmakonzentration stieg im Verlauf auf Gber 2000 pg/ml.
In der Literatur wird beschrieben, dass eine unter systemischer ANP-Applikation
auftretende Hypovolamie mit konsekutiver Hypotension eine CRH- und
Vasopressin-Freisetzung zur Folge hat (Bahr et al. 1987, Abramow und Cogan
1993, Robinson und Fitzsimmons 1993). Der kompensatorische Anstieg der
HHN-AKktivitat in den genannten Studien entsteht mdglicherweise infolge der
systemischen Nebenwirkungen des ANP. Daflur spricht, dass in der Studie von
Bierwolf et al. 1998 der Effekt bei Verabreichung einer niedrigeren ANP-Dosis von
4,4 ug ANP/min Gber 45 min nicht auftrat.

Da eine Reaktion der basalen HHN-Aktivitat auf ANP beim gesunden Probanden
bislang nicht nachgewiesen werden konnte (Kellner et al. 1992), wurde in den
angefuhrten Probandenstudien die stimulierte Aktivitat untersucht. Die Stimulation
erfolgte in diesen Studien mit CRH/VP, das die HHN-Achse auf hypophysarer
Ebene zur Sekretion anregt (Ur et al. 1991, Kellner et al. 1992, Kellner et al. 1995,
Bierwolf et al. 1998). Mit dieser Methode wird jedoch nur die inhibitorische
Wirkung von ANP auf die Hypophyse untersucht. Sie hat keinen stimulierenden
Effekt auf Ubergeordnete Zentren wie den Hypothalamus. Obwohl Studien zeigen,
dass ANP an hypophyséren Zellen die Guanylatcyclase und die cGMP-
Ausschuittung stimuliert und ACTH durch cGMP gehemmt werden kann (Abou-
Samra et al. 1987, Antoni und Dayanithi 1989 und 1990, King und Bartschi 1989),
besteht ein hemmender Effekt von ANP auf hypophysare Zellen nur in vitro. Beim
Menschen konnte kein direkter inhibitorischer Einfluss von ANP auf die
Hypophyse belegt werden. Diese Ergebnisse schlieRen einen Einfluss von
appliziertem oder kdrpereigenem ANP auf die Hypophyse nicht aus. Sie exprimiert
ANP-Rezeptoren und kann theoretisch mit einer Reduktion der Synthese von
Proopriomelanocortinpeptiden auf die Anwesenheit von ANP im systemischen
Kreislauf reagieren (Mantyh et al. 1987, Foresta et al 1988, Tan et al. 1994). Die
bisherigen Studien bieten jedoch wenig Belege fir die These, dass systemisch
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zirkulierendes ANP die Hypophyse direkt aktiviert und auf diesem Weg einen
inhibitorischen Einfluss auf die ACTH und Cortisol-Freisetzung nimmt. Weitere
Hinweise fir eine intracerebrale Hemmung der HHN-Achse ergeben sich aus
Tierversuchen und in-vitro-Studien. Diese Arbeiten beschrieben einerseits ANP-
sensible immunreaktive Neuronen, andererseits eine hohe Dichte an ANP-
Rezeptoren in bestimmten Hirnregionen wie den praoptischen und
paraventricularen Kernen des Hypothalamus (Gutkowska et al. 1997). Eine
Hemmung der Stressinduzierten Freisetzung von CRH, Vasopressin und ACTH
wurde nach intracerebroventricularer Injektion von ANP beobachtet (Samson
1985, litake et al. 1986, Itoh et al. 1986, Takao et al. 1988, Ibanez-Santos et al.
1990). Nach systemischer Applikation wurde keine inhibitorische Wirkung des
ANP auf die stimulierte ACTH-Freisetzung belegt (Hashimoto et al. 1987).

Als Alternative zur Stimulation mittels CRH/VP auf hypophyséarer Ebene bietet sich
der Insulin-Hypoglykdmie-Test an, da seine Wirkung uber den Hypothalamus
vermittelt wird (Yang et al. 1999). In hypothalamischem Gewebe nachgewiesene
Glukosesensoren reagieren Uber den erniedrigten Blutglukosespiegel mit einer
Steigerung der HHN-Achsenaktivitdt. Der folgende Anstieg der ACTH- und
Cortisolkonzentration kann demnach eindeutig dem Hypothalamus zugeschrieben
werden. Aussagen uber Gbergeordnete Zentren sind nicht moglich.

Nach IHT bewirkt die Vorbehandlung mit intranasalem ANP in der vorliegenden
Studie einen signifikant geringeren Anstieg, einen um ca. 15 Minuten
vorgezogenen Peak der ACTH- und Cortisol-Plasma-Spiegel (s. Abb. 4 und 5) und
somit eine deutlich geringere Aktivierung der HHN-Achse. Interessanterweise
zeigt sich trotz inhibitorischer Wirkung auf die hypophysar- adrenale Aktivitat keine
Erhéhung des systemischen ANP-Spiegels. Nur ein geringer Anteil des
verabreichten ANP wurde in den systemischen Kreislauf resorbiert. Es konnte eine
geringgradige Erhohung der ANP-Plasmakonzentration um durchschnittlich 6
pg/ml ca. 15 Minuten nach abgeschlossener Applikation gemessen werden.
Wahrend der folgenden Stimulationstests und des weiteren Versuchsverlaufs
lagen die Plasmaspiegel in beiden Behandlungsgruppen im unteren Normbereich,
signifikante Unterschiede bestanden nicht (s. Abb.3). Im Vergleich zu bereits

genannten Studien, in denen ANP intravenos appliziert und eine Hemmung der
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HHN-AKktivitat erst ab einer ANP-Plasmakonzentration von 200 pg/ml gezeigt
wurde, konnte in der vorliegenden Studie der Einfluss von systemisch
zirkulierendem ANP auf die hier erwdhnten Effekte nach IHT ausgeschlossenen
werden (Bierwolf et al. 1998). Die Tatsache, dass Blutdruck und Parameter des
Wasser- und Saure-Base-Haushalts (Serumnatrium, Hamatokrit, Urinnatrium und
Urinvolumen) nicht durch die Verabreichung von ANP beeinflusst wurden, zeigt,
dass die peripheren Zielorgane des ANP wie Herz, Gefal3e oder Nieren durch das
extern zugefiuhrte Peptid nicht erreicht wurden.

Die Hemmung der Sekretion von Cortisol bleibt bis zum Ende des Versuchs
nachweisbar, nimmt jedoch in den letzten 30 Minuten ab. Die Hemmung der
ACTH Sekretion differiert signifikant zur Placebogruppe bis 45 Minuten vor
Versuchsende. Den in der Literatur vorbeschriebenen kompensatorischen Anstieg
der Kurven nach abgelaufener Inhibition beobachteten wir in dieser Studie nicht
(Bierwolf et al. 1998). Das ist bei geringem systemisch zirkulierendem ANP
vermutlich auf fehlende periphere Nebenwirkungen zuriickzufiihren. Andererseits
wurden nach intracerebroventrikularer ANP-Applikation im Tierversuch sehr wohl
periphere Wirkungen in Form einer Verminderung des Blutdrucks und einer
Erh6hung der Elektrolytexkretion und Diurese beobachtet (Gutkowska et al. 1997).
Das Fehlen &hnlicher Effekte nach intranasaler Applikation in dieser Studie, ist
schwer zu deuten. Mdglicherweise beruhen die systemischen Nebenwirkungen
auf deutlich hoheren Konzentrationen der Testsubstanz im Liquor und in
relevanten Hirnregionen im Tierversuch, als sie bei intranasaler Gabe beim
menschlichen Probanden erreicht wurden. Eventuell war unser Studiendesign
nicht ausreichend sensitiv flir Veranderungen des Wasserhaushalts. Die Insulin-
induzierte Hypoglykadmie ist ein bekannter und wirksamer Stimulus fir Durst, der
vielleicht den Einfluss von ANP auf diesen Parameter maskiert hat.

Nach Stimulation mit CRH/VP wurde der oben beschriebene Effekt nicht gesehen.
Wir beobachteten einen annahrend gleichen Verlauf der ACTH- und
Cortisolspiegel (s. Abb. 6 und 7). Vor dem Hintergrund, dass die Menge des
peripher zirkulierenden ANP sich nur geringflugig verandert, ist eine direkte
Wirkung auf die Hypophyse mit dieser Form der Stimulation nicht mdglich. Eine
solche Wirkung konnte in vorherigen Studien nicht belegt werden (Hashimoto et
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al. 1987, Mantyh et al. 1987, Foresta et al. 1988, Tan et al. 1994). Eine Wirkung
auf den Hypothalamus lasst sich mit diesem Verfahren nicht nachweisen.

Die vorliegende Studie zeigt, dass ANP Uber den nasalen Transportweg das
Gehirn erreicht und die mittels IHT stimulierte Sekretion von ACTH hemmt. Far
diverse Neuropeptide wie Insulin, Vasopressin, MSH/ACTH 4-10, Cholezystokinin
und GHRH wurde ein Transport tber diesen Weg bereits nachgewiesen (Perras et
al. 1999, Fehm et al. 2000). Die Menge des intranasal verabreichten ANP, die den
systemischen Kreislauf erreichte, war sehr gering und erklart die Passage zum
Gehirn nicht, da ANP bekanntermalRen die Blut-Hirn-Schranke kaum tberwindet
(Levin et al. 1987, Ermisch et al. 1991). Unser Ergebnis unterstitzt die Idee, dass
ANP als corticotropin-release-inhibiting factor (CRIF) wirkt. Entsprechend der 1999
von Engler aufgestellten Hypothese gehdrt ANP in ein System der kodrpereigenen
Hemmung der stressinduziert aktivierten HHN-Achse (Born und Fehm 1998).
Unter der Annahme, dass die intranasale Applikation praktikabel und ohne
Nebenwirkungen bleibt, kdnnen unsere Daten der erster Schritt auf dem Weg zur
medikamentdosen Behandlung von Erkrankungen sein, die mit einer erhdhten
Aktivitat der HHN-Achse einhergehen.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Studie untersuchte die Hypothese, dass intranasal verabreichtes
Atriales Natriuretisches Hormon einen hemmenden Einfluss auf die stimulierte
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse hat. Daneben wurde die Frage
gestellt, auf welcher Ebene diese Hemmung wirksam wird und welchen Einfluss
das intranasal verabreichte Peptid auf Parameter des Wasserhaushals und des
Kreislaufs hat. 21 gesunden Probanden wurde nach dem Doppel-Blind-Prinzip
jeweils 1 mg ANP gel6st in 3,5 ml NaCl oder aber ein Placebo (physiologische
Kochsalzlésung) in Form eines Nasensprays verabreicht. Die HHN-Achse wurde
anschlieBend entweder mittels Insulin-induzierter Hypoglykamie oder mittels
CRH/VP stimuliert. Der IHT stimuliert die Aktivierung der HHN-Achse auf
hypothalamischer Ebene, CRH/VP auf hypophysarer Ebene. Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Plasmaspiegel von ACTH und Cortisol nach
Vorbehandlung mit intranasalem ANP in der IHT-Gruppe signifikant unter denen
der Placebogruppe lagen (ACTH: ANP-Gruppe 22,4 + 7,6 pg/ml, Placebo-Gruppe
52,3 + 8,1 pg/ml, p< 0,05; Cortisol: ANP-Gruppe 12,9 £ 1,6 pg/dl; Placebo-Gruppe
19,3 £ 1,7 ug/dl, p<0,01; ANP: ANP-Gruppe 21,5 * 1,4 pg/ml, Placebo-Gruppe
15,6 + 1,4 pg/ml, p<0.01). In der CRH/VP-Gruppe zeigte sich keine signifikante
Veranderung. Des weiteren wurden vor und nach Versuchsablauf Urinmenge und
—osmolalitat sowie in regelméRigen Abstanden die Plasmaspiegel fur ANP und
Vasopressin, der Hamatokrit, die Serumosmolalitat, Blutdruck und Puls bestimmt.
Der ANP-Spiegel blieb wahrend der gesamten Versuchsdauer im unteren Bereich
des Durchschnitts. Er zeigte etwa 15 min nachabgeschlossener intranasaler
Applikation einen leichten Anstieg, sodass wir von einem geringen Ubertritt des
Peptids in den systemischen Kreislauf ausgehen. Die Ubergetretene Menge reicht
scheinbar nicht aus, um eine systemische Wirkung zu erzielen.
Vasopressinplasmaspiegel, Hamatokrit und Serumosmolalitdt zeigen keine
signifikanten Veranderungen im Vergleich zur Placebogruppe. Das gleiche gilt flr

Urinmenge und —osmolalitéat sowie fur Blutdruck und Herzfrequenz.
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Aus diesen Ergebnissen lasst sich schliel3en, dass ANP ein potenter Inhibitor des
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Systems ist. Als CRIF agiert er
vermutlich auf hypothalamischer Ebene. Intranasal verabreicht erreicht das Peptid
zentrale Strukturen auf direktem Weg und fihrt nicht zu systemischen
Verdanderungen homdoostatischer Parameter. Eine direkte Wirkung auf die

Hypophyse konnte nach intranasaler Applikation nicht beobachtet werden.
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