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1 | Einleitung

1 Einleitung

Bluthochdruck ist ein globales und wachsendes Gesundheitsproblem. Etwa 972 Millionen
Menschen waren im Jahre 2000 weltweit an Hypertonie erkrankt. Aufgrund der steigenden
Pravalenz wird erwartet, dass die Anzahl an Hypertonie erkrankter Patienten um bis zu 60%,
auf 1,56 Milliarden Menschen im Jahre 2025 ansteigen wird [1]. Die direkten Kosten fir das
deutsche Gesundheitssystem beliefen sich 2006 auf 35,2 Mrd Euro, was in etwa 15,7% der
Gesamtausgaben entsprach [2].

Eine effektive Therapie einer essentiellen Hypertonie ist aulerst wichtig, da sie atiologisch
mit erheblichen Endorganschaden wie Kardiomyopathien, Myokardinfarkten, chronischer
Niereninsuffizienz und Schlaganfallen verbunden ist. Jede Erhéhung des systolischen Blut-
drucks um 10-20 mmHg fuhrt zu einer Verdopplung der kardiovaskular bedingten Mortalitat
[3]. Bei einem Drittel der Patienten lasst sich eine therapierefraktare Hypertonie diagnostizie-
ren, welche sich durch einen mit Antihypertensiva nicht adaquat behandelbaren Bluthoch-
druck definiert. [4].

Ursachen fur die Entwicklung einer essentiellen Hypertonie kdnnen vielseitig sein. Eine wich-
tige Ursache stellt eine Uberaktivitdt des renalen sympathischen Systems dar. Hierbei
kommt es zu einem Uberschuss an renalem Noradrenalin [5].

Seit den 50er Jahren ist bekannt, dass eine radikale, chirurgische subdiaphragmale sympa-
thische Splanchniektomie zu einem erheblichen Abfall des Blutdruckes flihrt. Aufgrund hoher
Mortalitatsraten und starker Nebenwirkungen wie Synkopen, Impotenz und Mobilitatsstérun-
gen wurde das Verfahren in den 60er Jahren wieder verlassen [6].

In den letzten Jahren wurden neue Therapiemdglichkeiten entwickelt, um einer Uberaktivitat
des sympathischen Systems mit minimal invasiven Techniken entgegen zu wirken. Sympa-
thische Nervenfasern, welche perivaskular in der Tunica adventitia der Nierenarterien liegen,
kénnen Uber den Einsatz endovaskularer Katheter mittels Radiofrequenzablation (RFA) in
den Nierenarterien gezielt denerviert werden. Prospektive Studien zeigten, dass diese Me-
thode bei geringer Komplikationsrate zu einem anhaltenden Blutdruckabfall Gber 24 Monate
in 80% der Falle flhrte [7]. Verzweigte oder zu kurze Nierenarterien als anatomische Variati-
on schranken jedoch die Anwendung der Radiofrequenzablation bei manchen Patienten ein
[8].

Eine nicht invasive Therapieoption kénnte hier der MR- gesteuerte hochintensive fokussierte
Ultraschall (MRg HIFUS) darstellen. Dieser hat sich klinisch zur Behandlung des Uterusmy-
oms etabliert und bietet dort eine effektive und sichere Behandlungsoption [9]. Die MRg
HIFUS Behandlung zeichnet sich durch eine hohe Sicherheit der Methodik und einer guten
Visualisierung auf Grund der Kombination mit dem MRT aus. Ziel dieser Studie war es die
technische Machbarkeit, die Effektivitdt und Sicherheit des MR gesteuerten hochintensiven
fokussierten Ultraschalls zur renalen sympathischen Denervation im Schweinemodell zu eva-
luieren.
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2 Literaturubersicht
2.1 Hypertonie

Weltweit 1 Milliarde Menschen sind an Hypertonie erkrankt [3]. Carretero und Oparil definie-
ren das Vorliegen einer Hypertonie, wenn zwei oder mehrere diastolische Blutdruckmessun-
gen an zwei unterschiedlichen Besuchen Gber 90 mmHg liegen oder wenn der systolische
Blutdruck bei mehrmaliger Messung an unterschiedlichen Besuchen konstant Uber 140
mmHg liegt. Eine isoliert systolische Hypertonie liegt vor, falls der systolische Blutdruck Wer-
te von 140 mmHg oder héher erreicht und der diastolische Blutdruck hingegen weniger als
90 mmHg betragt [10]. Es existieren verschiedene Formen der Hypertonie. Im Folgenden
werden vor allem die essentielle und die refraktare Hypertonie weiter beleuchtet.

2.1.1 Essentielle Hypertonie

Die essentielle Hypertonie wird auch arterielle idiopathische oder primare Hypertonie ge-
nannt. Wie aus den verschiedenen Synonymen hervorgeht, handelt es sich um ein hyperto-
nes Geschehen ohne direkte, bekannte Ursache bei der es zu einer signifikanten, persisitie-
renden Erhéhung des arteriellen Druckes tber 140/90 mmHg kommt [11].

Man geht von einem multifaktoriellen Geschehen aus, dessen Atiologie nicht spezifisch auf
ein Organsystem beschrankt werden kann. Eine hereditdre Seite der essentiellen Hypertonie
ist dabei wahrscheinlich. Genauere Mechanismen sind noch unbekannt, aber neue Erkennt-
nisse deuten daraufhin, dass unter anderem ein Polymorphismus im Angiotensin-Gen zu ei-
ner erhdhten Plasmakonzentration von Angiotensin fuhrt [12, 13].

Neben anderen ist eine wichtige Ursache der essentiellen Hypertonie eine Uberaktivitat im
sympathischen Nervensystem. Eine gesteigerte efferente Aktivitdt des renalen Sympathikus
fuhrt zur Freisetzung von Renin und Uber das Renin Angiotensin Aldosteron System (RAAS)
zu einer Blutdruckerhéhung. Dariber hinaus setzt die Niere durch efferente Sympathikussti-
mulierung Noradrenalin frei, welches durch systemische Wirkung ebenfalls zum Blut-
druckanstieg beitragt.

Patienten mit essentieller Hypertonie weisen meist eine Uberaktivitadt des sympathischen Sy-
stems auf und damit verbunden einen Uberschuss an Noradrenalin [14]. Dieser Noradrenali-
niberschuss konnte bei hypertonen Patienten am Herzen, in der Niere und im zerebrovasku-
laren System festgestellt werden. Der Noradrenaliniberschuss ist auf eine erhéhte sympa-
thische Nervenentladung zurtickzuflhren [5]. Die efferenten und afferenten Fasern des sym-
pathischen Systems stellen daher ein ideales Ziel flir eine antihypertensive Therapie dar.
Allgemein begtinstigende Faktoren zur Entwicklung einer essentiellen Hypertonie sind hoher
Alkohol- und Salzkonsum, sowie lang anhaltende Stresszustande [15]. Fettleibigkeit ist ein
weiterer stark beglnstigender Faktor. Jede 10% Abweichung vom Normalgewicht hin zur
Fettleibigkeit kann zu einer Erhéhung des systolischen Blutdrucks um 6,5 mmHg flihren [16].
Umgekehrt kann bei fettleibigen Menschen jedes verlorene Kilo zu einer Blutdrucksenkung
um 1-2 mmHg fahren [17].

Fettleibigkeit fihrt zudem zu einer schnelleren Entwicklung von Toleranzen und Resistenzen
gegeniber Antihypertensiva. Solche Resistenzen sind weit verbreitet und sind Teil des
Krankheitsbildes einer therapierefraktaren Hypertonie [18].

2.1.2 Therapierefraktare Hypertonie

Ein Drittel aller an Hypertonie erkrankten Patienten leiden unter der refraktaren Form. Eine
refraktare Hypertonie oder auch resistente Hypertonie genannt, liegt dann vor, wenn ein Pa-
tient mit mindestens drei verschiedenen Antihypertensiva, wovon eines ein Diuretikum sein
muss, mit optimaler Einstellung behandelt wird und weiterhin systolische Blutdruckwerte von
Uber 140 mmHg und diastolische Blutdruckwerte von tber 90 mmHg aufweist [19].



2 | Literaturibersicht

In den meisten Fallen kann die Hauptursache der refraktaren Hypertonie nicht festgestellt
werden. Es zeigt sich jedoch eine zunehmende Pravalenz im Alter [18].

Aufgrund der hohen Pravalenz der refraktaren Hypertonie sind innovative nicht medikamen-
tése Behandlungsansatze in den vergangenen Jahren Gegenstand intensiver Forschung
gewesen. Eine innovative vielversprechende Methode ist die renale sympathische Denerva-
tion mittels Katheterbasierter Radiofrequenzablation (RFA) [20].

2.1.3 Renale Sympathikusaktivierung und RAAS

Das RAAS spielt eine der wichtigsten Rollen in der Regulierung des Blutdrucks. Der Grolteil
der derzeit auf dem Markt verfligbaren Antihypertensiva setzt an verschiedenen Stellen die-
ses Systems an. Dies zeigt wie essentiell das Verstandnis der verschiedenen Wirkungskas-
kaden des RAAS im Zusammenhang mit der Hypertonie ist [21].

Die Endopeptidase Renin wird von spezialisierten Zellen im juxtaglomerularen Apparat der
Niere sezerniert. Das zirkulierende Substrat Angiotensinogen wird in der Leber hergestellt,
durch Renin gespalten und zum Dekapeptid Angiotensin | umgewandelt. Angiotensin | wird
durch das Angiotensin Converting Enzym (ACE) zum Oktapeptid Angiotensin Il, welches das
Haupteffektormolekll im RAAS ist. Es wirkt hauptsachlich am Angiotensin 1 Rezeptor der
Arterien und wirkt dort vasokonstriktorisch. Weiter bewirkt es eine erhéhte Aldosteron Sekre-
tion aus der Nebennierenrinde. Der Angiotensin 1 Rezeptor erleichtert aullerdem die Frei-
setzung von Noradrenalin aus den sympathischen Nervenfasern [22, 23].

Als postganglionare Neuronen sind die sympathischen Nervenfasern an den Nierenarterien,
der juxtaglomerulére Apparat und das Tubulussystem der Nieren rein adrenerg. Die Aktivie-
rung dieser efferenten, sympathischen Nervenfasern mittels Noradrenalin tGber $1 Adreno-
zeptoren flhrt zur Verdopplung bis Verdreifachung der Reninausschittung aus dem juxta-
glomerularen Apparat. Des Weiteren kommt es im Tubulussystem zu einer erhdhten Natri-
umreabsorption. Uber die a1 Adrenozeptoren wird ein verminderter, renaler Blutfluss hervor-
gerufen [24].

Die Renin Sekretion aus dem juxtaglomerularen Apparat der Niere wird durch verschiedene
regulatorische Kaskaden gesteuert. Niedrige Druckverhaltnisse im juxtaglomerularen Appa-
rat bei renovaskularer Hypertonie fihren zu einer vermehrten Renin Sekretion. Ein niedriger,
poststenotischer Blutdruck, gemessen vom juxtaglomeruldren Apparat, fihrt dazu, dass das
System von einem generalisierten, niedrigen, systemischen Blutdruck ausgeht und somit mit
einer gesteigerten Renin Sekretion gegenreguliert. Die pathologische, renale Hypoperfusion
bewirkt einen Anstieg des Renins im Blut, der zu einem sekundaren Hyperaldosteronismus
fuhrt [25].

Eine weitere Steuerung der Renin Sekretion erfolgt Uber die Natrium Konzentration, gemes-
sen in der Macula Densa, die sich im distalen Tubulus der Niere befindet. Uber Prostaglan-
dine und Adenosine wird eine Signalweiterleitung an den juxtaglomeruldren Apparat getatigt,
der je nachdem ob die Natrium Konzentration hoch oder niedrig ist, daflir sorgt, dass die Re-
nin Sekretion inhibiert beziehungsweise stimuliert wird [26]. Die Hauptregulierung der Renin
Sekretion geschieht Uber eine Rlckkopplungsschleife. Bindet Angiotensin Il am Angiotensin
1 Rezeptor kommt es zu einer Hemmung der Renin Sekretion aus den Zellen des juxtaglo-
merularen Apparates [27].

Eine Uberaktivitat der renalen sympathischen Nervenfasern in der Tunica adventitia der Nie-
renarterien flhrt zu einer stark erhdhten Renin- und Noradrenalinausschittung und hat somit
durch die RAAS Kaskade einen deutlichen Blutdruckanstieg zur Folge.

2.1.4 Auswirkungen der Hypertonie auf den Gesamtorganismus

Die Auswirkungen einer hypertonen Erkrankung sind vielseitig. Endstromgebiete des vasku-
laren Systems sind vorrangig betroffen, da diese sehr sensitiv auf jegliche Druckveranderun-
gen im Organismus reagieren. Lang anhaltende erhéhte Druckverhaltnisse fiihren so im Ge-
falksystem zu endothelialen Dysfunktionen [28]. Der erhdhte Stress durch die vermehrte
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Druck-Volumen-Belastung fihrt weiter zu einem pathologischen Umbau am Herzmuskel,
welcher Kardiomyopathien und Herzrhythmusstérungen zur Folge haben kann [29, 30]. Die
Nieren hypertoner Patienten entwickeln bei andauernden erhdéhten Druckverhaltnissen eine
chronische Niereninsuffizienz. Im zerebrovaskularen System koénnen dauerhaft erhdhte
Druckverhaltnisse zu lakunaren Infarkten, Mikroangiopathien und vaskularen Demezen flih-
ren [31].

Das hypertone Herz

Das klassische Paradigma des hypertonen Herzens ist eine linksventrikulare Hypertrophie
als Kompensationsmechanismus gegentiber den erhdhten arteriellen Druckverhaltnissen bei
arterieller Hypertonie. Eine linksventrikulare Hypertrophie ist als Verdickung des linksventri-
kularen Myokards definiert. Aus der linksventrikularen Hypertrophie kann sich Gber die Zeit
eine linksventrikulare dilatative Herzinsuffizienz entwickeln [32]. Die Senkung des systoli-
schen Blutdrucks von 140 mmHg auf 130 mmHg bei hypertonen Patienten wirkt sich daher
protektiv auf das Auftreten einer linksventrikularen Hypertrophie aus [33].

Hypertone GefalRerkrankungen

Das GefalRsystem hypertoner Patienten ist sich permanent veranderten Druckverhaltnissen
ausgesetzt. Es entstehen endotheliale Dysfunktionen und Umbauvorgange an den kleineren-
und grélReren Arterien. Die GefalRe weisen durch Umbauprozesse eine verminderte Fahig-
keit der Vasodilatation auf. Dies fUhrt zu einem anhaltenden, erhohten Widerstand im Gefald-
system. Als Konsequenz dieser Widerstandserhéhung und der Umbauprozesse an den Ge-
falken kann es zu generalisierten arteriosklerotischen Veranderungen und Stenosen kommen
[34].

Haufig auftretende Komplikationen bei hypertonen Patienten im zerebrovaskularen System
sind lakunare Infarkte, Mikroangiopathien und vaskuldre Demenzen. Zerebrovaskulare Ver-
anderungen infolge einer nicht adaquat eingestellten arterieller Hypertonie sind die haufig-
sten Risikofaktoren fiir einen Schlaganfall, welcher in fast 80% der Falle auf einen ischami-
schen Infarkt zurtickzuflhren ist [31].

Hypertone Nephropathie

Eine klinisch unbemerkte hypertone Nephropathie kann Uber den Zeitraum von mehreren
Jahren in ein chronisches Nierenversagen lUbergehen. Das friihe Erkennen typischer Sym-
ptome wie zum Beispiel eine leichte Albuminurie oder eine reduzierte glomerulare Filtrations-
rate bei Normotension ist essentiell, um das Risiko eines chronischen Nierenversagens zu
vermindern [35].

Funktionelle und strukturelle Umbauprozesse sowie eine erhéhte Permeabilitat im Glomeru-
lum flhren zu einer Mikroalbuminurie. Die erh6hte Permeabilitdt beschrankt sich dabei nicht
nur auf das renovaskulare System, sondern wirkt sich zudem auch auf das kardiovaskulare
System aus. Somit kann eine Albuminurie nicht nur ein Anzeichen flr ein chronisches Nie-
renversagen, sondern auch fir kardiovaskulare Prozesse sein [36].

Eine antihypertensive Therapie kann das Fortschreiten von Nephropathien zu einem chroni-
schen Nierenversagen verhindern und verbessert die renovaskulare und kardiovaskulare
Prognose hypertoner Patienten [34].

2.2 Behandlungsformen bei Hypertonie

Die chronisch degenerativen Effekte der Hypertonie erfordern eine effektive und zeitige The-
rapie. Auf Grund der multifaktoriellen Atiologie der Hypertonie stehen verschiedene Behand-
lungsformen zur Verfligung. Therapieoptionen reichen von einfachen Modifikationen des Le-
bensstils, verschiedenen Antihypertensiva bis hin zu minimal invasiven Eingriffen.
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2.2.1 Anderungen der Lebensweise

Praventive und therapeutische MalRnahmen gegen Hypertonie kénnen einige simple Ande-
rungen der Ess- und Lebensgewohnheiten beinhalten. Eine Gewichtsreduktion ist dabei eine
der effektivsten praventiven und therapeutischen Methoden gegen Hypertonie [37].
Korperliche Aktivitat wie moderates walken, schwimmen oder Rad fahren flir mindestens 30
min drei Mal pro Woche, kann den systolischen Blutdruck um 4-9 mmHg senken [38].

Eine Erndhrungsumstellung mit viel Obst, Gemlse und fettarmen Milchprodukten zeigte in
der DASH Studie (Dietary Approaches to Stop Hypertension) einen Abfall des Blutdrucks von
11,5/5,5 mmHg bei hypertonen Patienten und 3,5/2,1 mmHg bei nicht hypertonen Patienten
[39]. Eine Reduktion der alimentaren Natrium Aufnahme von 150 mmol/l/d auf 100 mmol/l/d
zeigte in einer weiteren Studie einen Abfall des systolischen Blutdrucks um 2,1 mmHg bei
hypertonen Patienten [40]. Weiter bewirkte eine Einschrankungen des taglichen Alkoholkon-
sums systolische Blutdruckabfalle zwischen 2 und 4 mmHg [41].

2.2.2 Pharmakotherapie

Die meisten auf dem Markt vorhandenen Antihypertensiva, wirken auf das RAAS. Hierzu ge-
horen Beta-Blocker, ACE Inhibitoren, Angiotensin Rezeptor Blocker und Aldosteronantagoni-
sten. Weitere Méglichkeiten einer pharmakologisch wirksamen Therapie gegen Hypertonie
ohne direkt in das RAAS einzugreifen bieten Diuretika (ausgenommen Aldosteronantagoni-
sten) und Kalzium Kanal Blocker bzw. Kalzium Antagonisten.

Thiazid Diuretika

Thiazid Diuretika wirken im proximalen Teil des distalen Tubulus der Niere. Dort hemmen sie
reversibel den Natrium-Chlorid (Na-Cl) Kotransporter. Natrium und Chlorid kénnen nicht re-
sorbiert werden, konzentrieren sich im Harn und fihren tGber osmotische Gesetzmaligkeiten
zu einer vermehrten Wasserausscheidung. Eine erhéhte Natriumkonzentration im Sammel-
rohr der Niere fuhrt dazu, dass die Natrium- Kalium ATPase vermehrt Kalium aus den Zellen
ins Lumen leitet.

Die Thiazid Diuretika werden oftmals als Anfangstherapeutikum bei Hypertonie verwendet
oder in Kombination mit anderen Antihypertensiva [42].

Kalzium Kanal Blocker/ Kalzium Antagonisten

Kalzium (Ca) Antagonisten hemmen die spannungsabhangigen Ca-Kanale der glatten Mus-
kulatur der Gefallwande. Es kommt zu einem verringerten Einstrom von Ca in die Muskelzel-
le und so zu einer verringerten Kontraktion der Zelle. Die Blokade von L-Typ Ca-Kanalen in
der Glatten Muskulatur der GefalRe ruft so eine Vasodilatation hervor und der periphere Wi-
derstand sinkt [43].

Beta Blocker

Adrenerge p Rezeptoren sind unter anderem am Herzen, an den Nieren und den Bronchien
zu finden. Adrenerge B 1 Rezeptoren am juxtaglomeruldren Apparat der Niere steuern die
Produktion von zyklischem AMP durch die Adenylatzyklase. Es kommt zu einer Sekretion
von Renin. Durch spezifisch wirksame 1 Blocker, wird die Reninausschuttung an der Niere
gezielt gesenkt [44].

ACE Inhibitoren

Angiotensin | wird durch ACE zu Angiotensin Il umgewandelt. Die Hemmung dieses Enzyms
fuhrt zu einer Senkung des Angiotensins Il am Angiotensin Rezeptor, die wiederum zu einer
Senkung des Gefaldtonus flhrt, da Angiotensin Il das starkste im Organismus hergestellte
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vasokonstriktorische Mittel ist. Die ACE Inhibitoren wirken sich protektiv auf die Entwicklung
einer hypertonen Nephro- oder Kardiomyopathie aus und werden daher vorrangig eingesetzt
[13].

Angiotensin Rezeptor Blocker

Die Angiotensin-lI-Rezeptor-Subtyp-1-Antagonisten sind sehr spezifisch wirksame Hemm-
stoffe an diesem Rezeptor. Der Einsatz dieser Rezeptor Blocker senkt das Risiko kardio-
vaskularer und zerebrovaskularer Erkrankungen bei hypertonen Patienten [45].

2.2.3 Renale sympathische Denervation

Die renalen sympathischen Nervenfasern in der Tunica adventitia der Nierenarterien werden
vom zentralen sympathischen System gesteuert und flihren bei einer Aktivierung des effe-
renten, renalen sympathischen Systems zu einer erhdhten Renin- und Noradrenalinausss-
chittung, sowie einer Natrium Retention und einem reduzierten renalen Blutfluss (vgl. 2.1.3
renale Sympathikusaktivierung). Patienten mit essentieller Hypertonie weisen meist eine
Uberaktivitat des sympathischen Systems auf und damit verbunden eine erhéhte Noradrena-
linausschittung. Das Ziel der verschiedenen ablativen Verfahren ist eine Ablation der effe-
renten und afferenten sympathischen Nervenfasern.

Schon in den 50er Jahren wurden radikale, chirurgische subdiaphragmale sympathische
Splanchniektomien durchgeflihrt zur Senkung des Blutdrucks. Die Therapie war zum einen
sehr effektiv flr die Blutdrucksenkung, zum anderen aber mit starken Nebenwirkungen, wie
Synkopen, Impotenz und Mobilitdtsstérungen verbunden. Von den 1266 behandelten Patien-
ten starben ca. 19% an den Folgen der Behandlung. Auf Grund dieser hohen Mortalitatsrate
und der Entwicklung modernen Antihypertensiva wurde diese Behandlungsform in den 60er
Jahren wieder verlassen [6].

In den letzten Jahren entwickelten weltweit verschiedene Arbeitsgruppen minimal invasive
Verfahren zur renalen Denervation (siehe Abb. 1). Die gangigste Methode derzeit ist die Ka-
theterbasierte Radiofrequenzablation.
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Abb. 1: Ubersichtsschaubild renaler sympathischer Denervationsverfahren.

Das Schaubild zeigt die unterschiedlichen technischen Mdglichkeiten der renalen Denervati-
onsverfahren. Invasive, sowie nicht invasive Systeme sind derzeit verfigbar. Die minimal
invasive Anwendung kann entweder katheterbasiert, endovaskular, transarteriell oder perku-
tan erfolgen. Einige der genannten Verfahren wurden bereits am Menschen angewendet,
wahrend andere derzeit nur im Tiermodell erprobt sind. Die Radiofrequenzablation- (RFA)
katheterbasierten Systeme und der endovaskulare Ultraschall wurden gréRtenteils an einem
grofRen Patientenpool erprobt, wahrend perkutane- und transarterielle Guanethidin und Vin-
cristin Applikationen, sowie die perkutane Ethanol Applikation eher in Einzelfallen am Patien-
ten zur Anwendung kamen. Die nicht invasiven Denervationsverfahren mittels HIFUS sind
derzeit nur im Tiermodell angewandt worden. Neben thermal-induzierten Lasionen der sym-
pathischen Nervenfasern in der Tunica adventitia der Nierenarterien, kbnnen die oben ge-
nannten neurotoxisch-wirksamen Substanzen Guanethidin und Vincristin durch pharmakolo-
gische Wirkungen ebenso neurale Lasionen hervorrufen.

Katheterbasierte Radiofrequenzablation

Die Radiofrequenzablation (RFA) ist ein minimal invasives Verfahren bei dem endoluminal
mittels eines Katheters die sympathischen Fasern um die Nierenarterie durch radiofrequente
Energien denerviert werden. Radiofrequente Energien werden durch die Gefallwand der Nie-
renarterien appliziert, um ausreichend Warme in der Adventitia zu erzeugen, um die dort ge-
legenen sympathischen Fasern zu degenerieren.

Die groflite Datenlage existiert flr das System Symplicity der Firma Medtronic (Minneapolis,
Minnesota). Ein perkutaner Zugang zur Femoralarterie wird genutzt um den RFA Katheter
bis zur Nierenarterie vorzuschieben. In der Nierenarterie wird der Katheter nach jeder erfolg-
ten Energieapplikation, die ca. 2 min dauert, 1-2 cm zurlickgezogen, radial rotiert und nach
ca. 8 Applikationen extrahiert und auf der kontralateralen Seite auf gleiche Weise eingesetzt
[46].
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Eine erste Anwendung am Patienten mit refraktarer Hypertonie zeigte, dass es durch die
RFA an den Nierenarterien zu einem signifikanten Blutdruckabfall kam, einhergehend mit
einer 42 % Reduzierung der sympathischen Aktivitat, gemessen am Noradrenalin Spillover-
Koeffizienten [47].

In mehreren Patientenstudien zur Anwendung der RFA (Symplicity HTN-1 Studie und Symp-
licity HTN-2 Studie) wurden Patienten mit therapierefraktéarer Hypertonie mit der oben be-
schriebenen RFA-Methode behandelt. Mit einem durchschnittlichen systolischen Blutdruck-
abfall von 32 mmHg nach 6 Monaten und einem generellen Therapieansprechen erwies sich
diese Methode als vielversprechend [48].

Die randomisierte, kontrollierte Symplicity HTN-2 Studie ergab nach 12 Monaten einen systo-
lischen Blutdruckabfall von 28 mmHg im Vergleich zum systolischen Blutdruckwert vor der
Behandlung und im Vergleich zur Kontroligruppe. Somit konnte gezeigt werden, dass der
Blutdruckabfall auch nach 12 Monaten anhielt. Ergebnisse der Symplicity HTN-1 Studie nach
24 Monaten wiesen bei 153 Patienten mit refraktarer Hypertonie, einen starkeren Abfall des
systolischen Blutdrucks im Vergleich zu Messungen nach 12 Monaten auf [7]. Schwerwie-
gende Komplikationen konnten bei der Anwendung der RFA-Methode nicht festgestellt wer-
den. Wahrend der radiofrequenten Energieapplikation kam es zu erhéhtem Schmerzempfin-
den im Anwendungsgebiet. Lediglich einmal wurde eine Nierenarterie disseziert, die mit ei-
nem Stent ohne weitere Spatfolgen behandelt werden konnte. Ebenso selten trat ein Pseu-
doaneurysma der Femoralarterie auf. Die Nierenfunktion, gemessen an dem Serum Kreati-
ningehalt und der glomerularen Filtrationsrate, wurde durch die Behandlung nicht beeintrach-
tigt [46].

Nachteile der Symplicity-Methode sind die relativ lange Interventionszeit und der Durchmes-
ser des Katheters. Derzeit kann der Symplicity Katheter nur bei Patienten eingesetzt werden,
deren Durchmesser der Nierenarterien mindestens 4 mm betragt. Diese Limitationen flhrten
zur Innovation neuartiger Katheter mit verkirzter Ablationszeit und geringerem Durchmesser.
Derzeit sind weitere sog. ,next-generation RFA-Systeme auf dem Markt mit potentiell tech-
nischen Vorteilen im Vergleich zum Simplicity System.

Der EnligHTN Katheter der Firma St. Jude Medical (St. Paul, Minnesota) ermdglicht eine si-
multane, endoluminale Energieapplikation an vier verschiedenen Lokalisationen. Dies redu-
ziert die Interventionszeit erheblich, so dass der Behandlungsschmerz weniger stark ausge-
pragt ist. Die noch andauernde ARSENAL Studie mit 47 Patienten soll die Sicherheit und
Effektivitat des EnligHTN Katheters evaluieren. Vorlaufige Ergebnisse zeigten, dass es bei
78% der behandelten Patienten zu einem Blutdruckabfall von 26/9 mmHg kam. Zwei Patien-
ten litten nach Behandlung an Bradykardie und vier Patienten entwickelten ein Hdmatom an
der Zugangsstelle des Katheters [49].

Der Vessix V2 Katheter der Firma Vessix Vascular (Laguna Hills, Kalifornien)

beinhaltet einen Niederdruckballon mit zwei bipolaren Oberflachenelektroden, die vier Ablati-
onspunkte in helikaler Anordnung besitzen. Die Ablationszeit wird auf 30 sec bemessen und
der Katheter erméglicht die Behandlung von Patienten deren Durchmesser der Nierenarterie
3 mm betragt. Ergebnisse der laufenden REDUCE Studie nach 6 Monaten ergaben einen
Blutdruckabfall von 24,6/10,3 mmHg [50].

Trotz genannter Erfolge kann nicht auler Acht gelassen werden, dass es bei der RFA den-
noch zu nennenswerten Nebenwirkungen kommt wie Bradykardie, Pseudoaneurysmata der
Femoralarterie, postinterventionelle Hypotonie, Parasthesien und Schmerz [51].

Verzweigte oder zu kurze Nierenarterien als anatomische Variation schranken die Anwen-
dung der RFA weiter ein [8].

Der OneShot Katheter der Firma Covidien (Campbell, Kalifornien) ist ein bewasserter Radio-
frequenz- Ballonkatheter, der eine renale Denervation durch eine einzelne 2-minltige Ener-
gieabgabe pro Nierenarterie ermdglicht. Eine monopolare Silberelektrode ist in einer helika-
len Anordnung am Ballon angebracht, sodass eine spiralférmige Energieabgabe mdglich ist,
ohne den Katheter zu manipulieren. Wahrend der Ablation tritt Kochsalzlésung aus den Be-
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wasserungsléchern aus, um das umliegende arterielle Gewebe nicht zu beschadigen. Eine
einzelne 25 W radiofrequente Energie wird beidseits in den Nierenarterien appliziert.

In einer ersten Anwendung am Menschen wurde Uber einen Femoralzugang ein 5 mm brei-
ter OneShot Ballonkatheter an der rechten und linken Nierenarterie angewendet. Blutdruck-
messungen 1 Monat nach Behandlung ergaben einen systolischen Blutdruckabfall von 27
mmHg. Dieser Blutdruckabfall blieb nach 6 Monaten weiter bestehen und es konnten keine
Nierenfunktionseinschrankungen festgestellt werden.

Im Vergleich zur Symplicity RFA Methode muss der OneShot Katheter nicht an multiplen
Stellen angewendet werden, sodass eine erhebliche Reduktion der Interventionszeit und ei-
ne weniger schmerzhafte Behandlung méglich sind [52].

Diese vielversprechenden Ergebnisse zur Blutdrucksenkung bei therapierefraktaren Patien-
ten flhrten dazu, dass weltweit verschiedene Arbeitsgruppen weitere minimal invasive Me-
thoden erforschen mit dem Ziele der renalen Denervation.

Ethanolinjektion

Ethanol 95% ist ein bekanntes neurolytisches Mittel, das schon in den 70er Jahren zur para-
vertebralen Sympathikolyse und Coeliacus Blockade angewandt wurde. Ethanol bewirkt eine
Dehydratation der Nervenzellen und eine Prazipitation des Protoplasmas [53].

Zur Anwendung als pharmakologische renale Denervation stellt die Ethanolinjektion ein neu-
artiges Verfahren dar, das im Tiermodell erprobt wurde und eine erste technische Mitteilung
zur Anwendungsstudie am Patienten vorliegt. In einem offenen 1,0 Tesla MRT erfolgte die
Ethanolinjektion unter Kontrolle mit Echtzeit Aufnahmen, periarteriell um die Nierenarterien.
Das 95 % Ethanol degeneriert dabei sympathische Nervenfasern und vermindert so die
Uberaktivitat des sympathischen Systems. Erste Ergebnisse zeigen, dass dies eine sichere
und effektive Methode zur renalen Denervation darstellt. In einer initialen Studie mit sechs
Schweinen, konnte ein signifikanter Abfall der Noradrenalinkonzentration von 53 % der be-
handelten Seite im Vergleich zur unbehandelten Seite festgestellt werden. Histologisch sah
man bei 4 von 6 Schweinen Nervendegenerationen in Form von perineuralen Fibrosierungen
[54].

Diese neuartige Methode kdnnte sich in der Zukunft als Alternative zur Radiofrequenzablati-
on etablieren. In einer ersten Anwendungsstudie am Patienten wurde unter CT- gesteuerter
Fluoroskopie 10 ml einer Mischspritze aus 95% Ethanol, Bupivacain und Kontrastmittel in
einem Verhaltnis von 7:2:1 am Ursprung und dem proximalen Teil der Nierenarterie beidseits
injiziert. Kontrastmittel-verstarkte CT Scans nach erfolgter Behandlung bestatigten eine er-
folgreiche technische Ausflihrung und eine akkurate Verteilung des Injektats im perivaskula-
ren Raum der Nierenarterien. Es kam zu keinen Komplikationen und die Behandlung wurde
sehr gut toleriert. Blutdruckmessungen 4 Wochen post Behandlung wiesen einen Abfall des
Blutdrucks von 29/14 mmHg auf. Ein kontrastmittel-verstarkter CT Scan wies keinerlei arteri-
elle Stenosen oder Nierenparenchym Veranderungen auf. Diese erste erfolgreiche Anwen-
dung am Patienten sollte mit weiteren Anwendungen bei einer gro3eren Patientenpopulation
und langerem Follow-up weiter verfolgt werden [55].

Vincristin-Injektion

Eine weitere Mdglichkeit die sympathischen Nervenfasern in der Tunica adventitia der Nie-
renarterien zu denervieren, ist die lokale Applikation von neurotoxischen Stoffen wie Vincri-
stin. Vincristin ist ein anti-neoplastischer Wirkstoff mit einem breiten Wirkunsspektrum bei
malignen hamatologischen Erkrankungen und Weichteilsarkomen. Eine der Hauptnebenwir-
kungen von Vincristin ist die Neurotoxizitat. Es kommt zu grol3flachigen, axonalen Schwel-
lungen und sekundaren Demyelenisierungen, vor allem am proximalen Anteil der peripheren
Nerven, aul3erhalb des Spinalkanals [56].

In einer kurzlich veréffentlichen Studie wurde einem Patienten mit therapierefraktarer Hyper-
tonie ein 8 French Katheter Uber die Femoralarterie bis zum Ostium der linken Nierenarterie
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vorgeschoben. Anhand des zuvor angefertigten Angiogramms der Nierenarterie wurde ein
Segment der Nierenarterie fir die chemische Denervation bestimmt.

Mit Hilfe eines Fihrungsdrahts wurde ein Ballonkatheter in den Hauptzweig der Nierenarterie
vorgeschoben. 5000 Einheiten Heparin wurden als Bolus i.v. verabreicht. Der proximale An-
teil der Nierenarterie wurde fir die chemische Denervation bestimmt und der Durchmesser
des Ballons so gewahlt, dass ein Verhaltnis von 1,2 Ballon zur Arterie entstand. Der Ballon
wurde mit einer Mischung aus Vincristin und Kontrastmittel befillt und nach einer Abgabe
von 4 ml des Gemischs, das einer Dosis von 0,1 mg Vincristin entsprach, wurde die Befil-
lung abgebrochen. Im Anschluss an die Prozedur wurde ein finales Angiogramm durchge-
fuhrt und die kontralaterale Seite der Nierenarterie ebenso behandelt.

Das Verfahren wurde als sicher eingestuft und es kam zu keinen Komplikationen. Blut-
druckmessungen nach 4 Wochen zeigten einen signifikanten Blutdruckabfall. Es bedarf um-
fangreicher Langzeitstudien um die Sicherheit und Effektivitat dieses Verfahrens zu etablie-
ren [57].

Paclitaxel-Injektion

Ein weiterer anti-neoplastischer Stoff ist das Paclitaxel. Ahnlich wie bei Vincrsitin wird Pacli-
taxel auf Grund seiner Neurotoxizitat zur chemischen renalen Denervation eingesetzt.

In einer kirzlich verdffentlichten praklinischen Studie im Rattenmodell wurde Paclitaxel zur
renalen Denervation eingesetzt. Perivaskular im kranialen oder kaudalen Bereich der Nie-
renarterien wurde ein 150 ul Gemisch aus unterschiedlichen Konzentrationen Paclitaxel und
100% Dimethylsulfoxid (DMSO) oder 10% DMSO mittels einer Tuberkulinspritze und 28G
Nadel injiziert. Es wurden vier Gruppen mit jeweils sechs Ratten gebildet, die mit einer Pacli-
taxel Konzentration von 102 M, 10 M, 10°M und 10°® M behandelt wurden. Drei Tage nach
Injektion wurden beide Nieren entfernt und die Noradrenalinkonzentrationen mit Hilfe der
Hochleistungsflissigkeitschromatographiemethode bestimmt. Die Noradrenalinkonzentratio-
nen der vier Gruppen wurden mit Noradrenalinkonzentrationen von Sham- behandelten Rat-
ten verglichen. Den héchsten Noradrenalinabfall dieser vier Gruppen, wies die Gruppe mit
der 10 % M Paclitaxel Konzentration auf. Dieser betrug 87,9 %.

In dieser Studie wurden weitere Substanzen zur chemischen renalen Denervation getestet.
Dazu wurden jeweils sechs Ratten mit 10% Salicylsaure-Ethanol Lésung, hypertoner NaCl-
Lésung und Guanethidin Lésung behandelt. Man ging fur die Injektion der Substanzen ge-
nauso vor, wie oben beschrieben. Jedoch wurde nur die rechte Nierenarterie behandelt, so-
dass die linke Niere als Kontrolle dienen konnte. Ratten, die mit hypertoner NaCl-Lésung be-
handelt wurden zeigten einen Noradrenalinabfall von 100 % im Vergleich behandelter zu
unbehandelter Seite. Ebenso hoch war der Noradrenalinabfall bei den Salicylsaure-
behandelten Ratten. Die Guanethidin-behandelten Ratten wiesen einen durchschnittlichen
Noradrenalinabfall von 98 + 4.7 % auf [58].

Guanethidin-Injektion

Guanethidin ist ein antihypertensives Medikament, das durch eine immunvermittelte Kaska-
de in der Lage ist eine autonome Denervation zu induzieren.

Der Bullfrog Mikroinfusions-Katheter der Firma Mercator Med Systems (San Leandro, Kali-
fornien) wurde so konzipiert, dass therapeutische Wirkstoffe durch die Arterienwand in das
perivaskulare Gewebe injiziert werden kdnnen. Der Katheter besitzt eine 130 um Mikronadel,
die von einem Ballon umgeben ist. Sobald der Ballon geflillt ist, kann die Nadel die Arterien-
wand durchdringen und therapeutische Wirkstoffe in das perivaskulare Gewebe abgeben. In
einer praklinischen Studie mit elf Schweinen wurde der Bullfrog-Katheter tGber die Femoralar-
terie in die Nierenarterie vorgeschoben. 2-3 ml Guanethidin mit Konzentrationen von 20 bis
30 mg mit 20% Kontrastmittelldsung wurden unter fluoroskopischer Kontrolle in die Tunica
adventitia der Nierenarterie appliziert.

18 Nierenarterien wurden behandelt und vier Nierenarterien dienten als Kontrolle. Der Erfolg
der Behandlung wurde am Abfall der Noradrenalinkonzentrationen der behandelten zur un-
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behandelten Niere durch Hochleistungsflissigkeitschromatographie gemessen. Weiterhin
wurden histologische Schnitte angefertigt, die eine Denervation der renalen sympathischen
Fasern sichtbar machen sollten.

Histologische Veranderungen konnten in Form von perineuralen Entzindungen und neura-
len Degenerationen bei den behandelten Nierenarterien festgestellt werden. Es zeigte sich
ein dosisabhangiger Abfall der Noradrenalinkonzentration. Die Kontrollseiten wiesen im Mit-
telwert Noradrenalinkonzentrationen von 245+34 ng/g auf. Bei der Behandlung mit 20 mg
Guanethidin waren es Werte von 161+18 ng/g und bei einer Dosis von 30 mg sank die Nora-
drenalinkonzentration auf 133£16 ng/g [59].

Endovaskularer Ultraschall

Die Firma ReCor Medical (NY, USA) hat mit ihrer PARADISE® Technologie einen Katheter
auf den Markt gebracht, der einen zylindrischen Schallgeber besitzt und von einem aufge-
blasenen Wasserballon mit 8 mm Durchmesser umgeben ist. Dieser Katheter ist in der Lage
rundum Ultraschallenergien abzugeben. Ein direkter Kontakt des Gewebes zum Schallgeber
wird nicht bendtigt und ermdglicht die Konstruktion des Ballons um den Schallgeber. Dieser
Ballon hat den Vorteil, dass wahrend der Energieabgabe kihlende Flissigkeit austreten
kann und so die Arterienwand wahrend der Anwendung geklhlt werden kann. Des Weiteren
kann durch den Ballon eine ideale zentrale Position des Katheters in der Nierenarterie ge-
wahrleistet werden.

In einer Studie mit elf therapierefraktaren Patienten wurde unter fluoroskopischer Kontrolle,
der Katheter perkutan Uber die Femoralarterie bis zur Nierenarterie vorgeschoben. Ultra-
schallenergien wurden beidseits an drei verschiedenen Lokalisationen der Nierenarterien
abgegeben um eine bilaterale Denervation zu erreichen. Angefangen im distalen Teil der
Nierenarterie wurde der Katheter weiter in Richtung des Ostiums der Nierenarterie gefiihrt.
Jede der drei Energieabgaben in der Nierenarterie bestand aus einer Ultraschallemission
zwischen 25 und 30 Watt bei einer Dauer um die 50 sec. Optimaler Energiegehalt und Dauer
der Emissionen wurden zuvor in einem Tiermodel getestet.

Zum Zeitpunkt der Insertion in die arterielle Hille wurde den Patienten Heparin verabreicht
um die Blutgerinnungszeit auf mindestens 250 sec heraufzusetzen. Vor der Ultraschallemis-
sion in den Nierenarterien wurden Nitrate zur Vasodilatation- und Spasmolyse in jede Nie-
renarterie appliziert. Im Durchschnitt lag die Zeit zwischen erster und letzter Emission bei 23
min.

Bei einem Patienten kam es zur Dissektion der Nierenarterie, die mit einem Stent behandelt
wurde. Nach Abgabe der Energie konnten unter fluoroskopischer Kontrolle gelegentliche
Spasmen der Nierenarterie festgestellt werden.

Direkt im Anschluss an die Behandlung und nach 2 und 4 Wochen wurde der Blutdruck der
Patienten gemessen. Werte direkt nach der Intervention wiesen einen Abfall des Blutdrucks
von 43/34 mmHg auf, nach 2 Wochen lagen die Werte bei 26/13 mmHg und nach 4 Wochen
bei 30/15 mmHg im Vergleich zu den Ausgangswerten vor der Intervention.

Es kam zu keinerlei schwerwiegenden Nebenwirkungen auf Grund der Intervention. 63% der
Patienten beschwerten sich Gber Abdominal- und Rickenschmerzen, die nach ein paar Ta-
gen nicht mehr bemerkbar waren.

Der Endovaskulare Ultraschall bietet somit eine weitere minimal invasive, sichere und effek-
tive Behandlungsmadglichkeit bei therapierefraktarer Hypertonie [60].

Hochintensiver fokussierter Ultraschall (HIFUS)

Extrakorporaler HIFUS wurde unter Dopplersonographischer Kontrolle bei einer praklini-
schen Studie an 18 Hunden angewendet. Der HIFUS wurde bilateral an den Nierenarterien
mit einer mittleren Emission von 36,3 + 2,8 pro Tier appliziert. Therapeutische Sonifikationen
mit 250 W bei einer Dauer von 2 sec wurden in 2 mm Abstédnden an der rechten Nierenarte-
rie appliziert. Die Tiere wurden nach 6 oder 28 Tagen euthanasiert. FUnf Tiere dienten als
Sham Tiere und somit als Kontrollgruppe zu den behandelten Tieren. Es konnte ein signifi-
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kanter Abfall der Noradrenalinkonzentrationen von 55,4 % nach 28 Tagen festgestellt wer-
den. Histologisch konnten nach 28 Tagen Schwannzellnekrosen und Zusammenhangstren-
nungen der Nervenfasern festgestellt werden. Es kam zu keinen therapieassoziierten Kom-
plikationen. Eine effektive renale sympathische Denervation konnte in diesem Tiermodell
durch die Anwendung des extrakorporalen HIFUS unter Dopplersonographischer Kontrolle
gezeigt werden [61].

2.3 Hochintensiver fokussierter Ultraschall

Das Ziel der ablativen Therapien ist der Untergang des Zielgewebes bei intakt bleibendem,
umliegendem Gewebe. Hochintensiver fokussierter Ultraschall (HIFUS) ist ein nicht invasives
Verfahren zur Gewebeablation. Das Gewebe wird mit einem gezielten fokussierten hoch-
energetischen Ultraschallstrahl degeneriert. Die durch Ultraschall hervorgerufene Reibung
der Partikel untereinander erzeugt in dem fokussiert-beschallten Areal ein Temperaturan-
stieg von 60 bis 90°C und fiihrt so zu einem gezielten Weichteilgewebeuntergang. Im umlie-
genden Gewebe des Fokus findet ein steiler Temperaturabfall statt, sodass kein zytotoxi-
scher Effekt zustande kommt. Die Energie muss dabei ausreichend schnell das Zielgewebe
erreichen, um dort eine Koagulationsnekrose hervorrufen zu kénnen, damit die Warme nicht
Uber das Gefallsystem abtransportiert werden kann [62].

2.3.1 Effekte des HIFUS

HIFUS bewirkt durch Absorption der akustischen Energie im Weichteilgewebe des beschall-
ten Areals einen Temperaturanstieg von 60°C bis 90°C. Dies fuhrt meist zu einer Koagulati-
onsnekrose, Zellapoptose oder Lyse. Der geringe Durchmesser des Fokus (1-9 mm) und die
starke Blndelung des Ultraschalls macht es mdglich, dass es im Gewebe zwischen Schall-
geber und Fokuspunkt nicht zu einer starken Warmeentwicklung und demnach nicht zu einer
Gewebeschadigung kommt.

Koagulationsnekrose

Die Koagulationsnekrose ist die am haufigsten auftretende Veranderung im Gewebe beim
Einsatz des HIFUS. Um eine Koagulationsnekrose in Geweben zu verursachen, muss das
Gewebe Temperaturen tber 60°C mindestens eine Sekunde lang ausgesetzt werden. Das
nekrotische Gewebe wird abhangig vom Gewebetyp in ca. 14 Tagen von Granulationsgewe-
be ersetzt. An den Ubergéngen von behandeltem zu unbehandeltem Gewebe kommt es zur
Bildung von Bindegewebe. [63]

Zellapoptose

Unter Umstanden kann es beim Einsatz des HIFUS neben einer Koagulationsnekrose auch
zur Zellapoptose kommen. Beim programmierten Zelltod wird der Zellkern von der Zelle
selbst aufgeldst und die DNA wird durch Endonukleasen abgebaut. Dies geschieht vor allem
bei Anwendungen mit niederfrequenten Energieapplikationen. Die Apoptose kann ein wichti-
ger biologischer Erneuerungsprozess sein, der vor allem bei langsam regenerierenden Ge-
weben, wie zum Beispiel Neuronen einen positiven Effekt haben kann. Es muss dennoch
beachtet werden, dass es so im angrenzenden Gewebe des HIFUS-behandelten Areals
auch zur ungewollten Apoptose kommen kann. Beim Untergang des Gewebes kommt es zur
Freisetzung von Apoptose-Mediatoren, die sich auf das angrenzende Gewebe auswirken.
Bei der Anwendung des HIFUS kann es so zu einem hdéheren Gewebeuntergang kommen,
als zunachst vermutet [64].
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Nicht-lineare Effekte

Nicht-lineare Effekte entstehen, wenn eine hochfokussierte Schallwelle sich durch Wasser
oder Gewebe verbreitet, dabei verzerrt wird und aus einem Sinuskurvenverlauf, ein Sage-
zahnkurvenverlauf wird. Grundschwingungen werden durch eine Verwandlung der Energie
zu Oberwellen, die schneller absorbiert werden. Dies kann dazu fiihren, dass die Warmever-
teilung im Gewebe anders ausfallt als vorhergesehen.

Zusammenspiel der Effekte

Das Zusammenspiel all dieser genannten Effekte beim Einsatz des HIFUS wird weiterhin
nicht ausreichend verstanden. So kann bei der Anwendung des HIFUS nicht genau voraus-
gesagt werden, wie wahrscheinlich das Gewebe durch eine Koagulationsnekrose oder einer
Apoptose zu Grunde geht. Die ankommende Energiedosis im Zielgewebe hangt vom Schall-
feld, der Energiezufuhr und der Schallschwachung des Gewebes ab. Weitere Studien sind in
der Planung und Durchfihrung um besser abschatzen zu kénnen, wann welche Effekte zu-
treffen. Zu diesem Zeitpunkt geht man von einer Kombination aller genannten Effekte aus,
die dem HIFUS seinen ablativen Effekt verschaffen [65].

2.3.2 HIFUS und MR Thermometrie

Wahrend des Einsatzes des HIFUS ist eine Kontrolle der Temperaturerhéhung im Gewebe
nur durch die Kombination mit dem MRT mdglich. Diese liefert kontrastreiche Aufnahmen,
bei denen das Zielgebiet der Behandlung genauestens definiert werden kann. Echtzeit Tem-
peratur Uberwachung im Ziel- und umliegenden Gewebe des HIFUS werden (ber Thermo-
sequenzen mit Hilfe der Protonenresonanzfrequenzmethode (PRF) ermdglicht. Die tempera-
turabhangige PRF wird Uber eine schnelle Gradientenechosequenz (GRE) berechnet. Ther-
mosensitive Akquisitionssequenzen mit unterschiedlichen Echozeiten (TE) kénnen fir die
thermometrische Uberwachung so evaluiert werden, dass eine optimale Differenzierung des
anatomischen Gebietes und der warmeinduzierten Bildverdanderung méglich ist. Die Ver-
schiebung der PRF unterliegt in dem mit fokussiertem Ultraschall erzeugten Temperaturbe-
reich von 40 bis 90°C einer Linearitat. Die Anderung der PRF berechnet sich aus dem Pro-
dukt der gemessenen Phasenanderung und dem Quotienten aus Echozeit (TE) und 21. Die
Echozeit ist dabei die Zeit, zwischen Anregung und Messung des MR Signals.

Obwohl zeitaufwendiger und kostenintensiver ist die Kombination aus HIFUS und MR Ther-
mometrie eine vielversprechende Methode auf dem Gebiet der nicht invasiven Behand-
lungsmoglichkeiten [66].

2.3.3 Anwendungsgebiete des HIFUS

Die Bedeutung des HIFUS auf dem Gebiet der nicht invasiven Therapiemdéglichkeiten hat in
den letzten Jahren zugenommen. Zahlreiche Anwendungen werden durchgefiihrt vor allem
im Bereich der Tumorablationen. Die haufigste Anwendung des MR- gesteuerten HIFUS
(MRg HIFUS) liegt in der Behandlung des Uterusmyoms.

Uterusmyome

Das Uterusmyom ist ein haufig auftretender Tumor der inneren weiblichen Geschlechtsorga-
ne und fuhrt bei ca. 25 % der Frauen zu Myom-assoziierten Symptomen, wie Hyperme-
norrhoe und Dysmenorrhoe. Frauen mit Kinderwunsch suchen meist eine alternative Thera-
pie zur Hysterektomie, sodass minmal invasive Verfahren in den letzten Jahren verbreiterter
eingesetzt wurden. Hochintensiver fokussierter Ultraschall ist eine neue nicht invasive Tech-
nik, die es ermdglicht an prazisen Fokuspunkten, Koagulationsnekrosen auszulésen. Das
Ausmal und die Lokalisation der Behandlung kénnen Uber Echtzeit MRT Sequenzen Uber-
wacht und geplant werden. In einer interkontinentalen Studie wurden 55 Patientinnen, die
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unter symptomatischen Uterusmyomen litten, mit dem MRg HIFUS behandelt. 28 der 55 Pa-
tientinnen wurden im Anschluss an die MRg HIFUS Anwendung innerhalb eines Monats hy-
sterektomiert. T2 gewichtete FSE Sequenzen zur Therapieplanung wurden angefertigt und
im Anschluss erste Testsonifikationen mit 10-50 W zur Kalibrierung der Zielgenauigkeit des
Ultraschalls appliziert. Die applizierte akustische Power zur thermalen Ablation des Uterus-
myoms hing von der Gewebetiefe und Vaskularisation des Myoms ab. Durchschnittlich wur-
den 100-200 W kutan appliziert, die eine Energiedichte von 500-700 W/cm? am Fokuspunkt
entwickelten. 72 h post Intervention wurden Gadolinum-verstarkte MR Sequenzen angefer-
tigt, die das Volumen nicht vorhandener Perfusion des Tumors nach Behandlung darstellte.
MRT Aufnahmen und histopathologische Ergebnisse des behandelten Tumorvolumens wur-
den ausgewertet.

Die Auswertung des behandelten Volumens auf Basis der Gadolinum-Sequenzen ergab,
dass ein grolieres Areal des Tumors nicht mehr durchblutet war als zunachst erwartet. Der
Vergleich mit der Histopathologie ergab eine Verdreifachung des nekrotischen Volumens des
Tumors im Vergleich zum behandelten Volumen. Wahrend der Behandlung kam es bei den
Patientinnen zu leichten bis mittelschweren Schmerzen, die mit Analgetika behandelt wur-
den. Eine Patientin erlitt Hautverbrennungen 1. Grades beim Einsatz des HIFUS.

MRg HIFUS bietet eine erfolgreiche Ablationsmethode des Uterusmyoms mit einer exzellen-
ten Sicherheit. Einige Ausschlusskriterien schranken das potentielle Patientenkollektiv je-
doch ein. In der vorgesehenen Behandlungsregion dirfen keinerlei Narben, Tattoos oder
Hautabnormalitdten der Bauchwand vorhanden sein. Liegen Myome zwischen der Bauch-
wand und den Darmschlingen oder weniger als 4 cm vom Kreuzbein entfernt, kdnnen diese
nicht mittels MRg HIFUS behandelt werden [9, 67]

Mammakarzinome

Jedes Jahr erkranken eine Millionen Frauen weltweit an Brustkrebs, der zweithaufigsten Tu-
morart bei Frauen [68]. In einer Studie zur MRg HIFUS Behandlung bei Mammakarzinomen
wurden 30 Patientinnen vor partieller oder totaler Mastektomie mittels HIFUS behandelt. Die
durchschnittliche Tumorgréf3e betrug 13 mm, mit einem durchschnittlichem Abstand von 16,6
mm zur Haut und 24,7 mm zum Brustkorb. T1 gewichtete kontrastmittelverstarkte MR Se-
quenzen wurden vor MRg HIFUS Behandlung erstellt, um die GréRe des Tumors und des-
sen Entfernung zur Haut akkurat messen zu kénnen. Der Umriss des zu behandelnden Vo-
lumens hatte mindestens einen 5 mm Sicherheitsrand in alle Richtungen.

Im Zentrum der Lasion wurde zunachst eine subtherapeutische Dosis von 20-60 W appliziert
um die genaue Fokussierung des Gerates zu gewahrleisten. Im Anschluss daran wurden
therapeutische Sonifikationen solange wiederholt bis das gesamte Zielvolumen abladiert
war. Durchschnittlich wurden 48 Sonifikationen abhangig von der jeweiligen TumorgréfRe bei
einer Dauer von 2 min pro Sonifikation appliziert.

Anschlielend wurden MR Sequenzen zur Beurteilung des ablativen Effektes am Tumor
durchgeflihrt. Nach der MRg HIFUS Anwendung wurde eine partielle oder totale Mastekto-
mie durchgefihrt.

Applikation von Kontrastmittel erlaubte eine Beurteilung des Durchblutungsstatus des Tu-
mors. Nach chirurgischer Entfernung des abladierten Gewebes wurden Behandlungs- Ne-
krose- und Tumorgrenzen gemessen. Die Messungen wurden evaluiert, um einen prozen-
tualen Tumoranteil im Behandlungsbereich zu errechnen. Arithmetisches Mittel der Tumor-
nekrose betrug 96,9+4 %. Wahrend der Behandlung kam es bei einer Patientin zu Verbren-
nungen 3. Grades der Haut nach Anwendung des HIFUS.

Die Vorteile des MRg HIFUS im Vergleich zu anderen ablativen Verfahren zur Behandlung
des Mammkarzinoms sind die Visualisierung und Echtzeit Uberwachung des Behandlunsge-
biets mit Hilfe des MRT sowie die nicht invasive Therapiemdglichkeit. MRg HIFUS hat das
Potential als nicht invasive Therapieoption die Mastektomie bei gewahlten Indikationen zu
ersetzen [69].
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Prostatahyperplasien

Behandlungen der benignen Prostatahyperplasie wurden bereits 1993 mittels HIFUS unter
sonographischer Kontrolle vorgenommen. Am haufigsten werden endorektale Sonden ge-
nutzt mit denen entweder die gesamte Prostata abladiert wird oder eine fokale Ablation er-
folgt.

In einer Phase 1 Studie mit 8 Patienten wurde ein extrakorporaler HIFUS unter sonographi-
scher Kontrolle in der perinealen Region appliziert. Energiedichten lagen zwischen 2384-
3676 W/cm? bei durchschnittlich 10 Sonifikationen wéhrend der Behandlung. Nach Applikati-
on des extrakorporalen HIFUS wurden Prostataadenome enukleiert. Der HIFUS induzierte
einen stark begrenzten, demarkierten Gewebsuntergang in der Prostata. Die Behandlung
war mit keinen Komplikationen verbunden. Die Darstellung des Zielgewebes war unter sono-
graphischer Kontrolle nicht méglich, da es zu Streuungen durch den HIFUS kam, die den
diagnostischen Ultraschall Ubersteuerten und so lediglich ein weilles Bild im B-Mode zuse-
hen war. In naher Zukunft sind weitere Verbesserungen beim Einsatz des HIFUS auf diesem
Gebiet zu erwarten [70].

Hepatozellulare Karzinome

Therapie der Wahl bei hepatozellularen Karzinomen ist die chirurgische Entfernung. Hohe
Inzidenzraten und niedrige Erfolgsraten nach multipler chirurgischer Tumorentfernung fihr-
ten zur Entwicklung weniger invasiver- lokaler ablativer Therapien. Perkutane Ethanolinjekti-
on, Radiofrequenz- Mikrowellen- und Laserablationen sowie Kryotherapie werden eingesetzt.
Eine nicht invasive Alternative zu den genannten Verfahren ist der MRg HIFUS. In tierexpe-
rimentellen Studien an der Leber konnten gut abgegrenzte, demarkierte Koagulationsnekro-
sen mit irreversiblem Untergang von Tumorzellen und Verletzungen der Blutgefal3e des Tu-
mors festgestellt werden. Bei einem weiteren Experiment an Schweinen wurde ein Respira-
tor eingefiihrt um die Bewegung der Leber zu minimieren. So konnten akkurate thermosensi-
tive Sequenzen mit Hilfe der Protonenresonanzfrequenz erstellt werden und Temperaturan-
derungen uberwacht werden. Nach gezielten Sonifikationen des tumorésen Gewebes verifi-
zierten kontrastmittelverstarkte MR Sequenzen und pathologische Auswertungen, dass gro-
Re Gewebevolumen ablatiert werden konnten.

Die akkurate Behandlung durch thermosensitive Uberwachung, die nicht invasive Therapie
und die Mdoglichkeit der kostengiinstigen ambulanten Behandlung kénnten zu signifikanten
Veranderungen bei der Behandlung des hepatozellularen Karzinoms fihren. Fir die Zukunft
muUsste die Bewegung der Leber zu einem Minimum reduziert werden, damit eine akkurate
thermometrische Uberwachung gewahrleistet werden kann. Des Weiteren miisste das
Schallfenster zur Applikation des HIFUS erweitert werden, da derzeit Grol3teile der Leber auf
Grund der Rippenbdgen nicht zuganglich sind [71].

Knochenmetastasen

Nach Lunge und Leber ist Knochen das dritthaufigste Metastasenorgan. Eine Linderung der
Schmerzsymptome ist bei Knochenmetastasen das Hauptziel. Die meisten medikamentdsen
Therapien sind dabei nicht lang anhaltend, mit Nebenwirkungen verbunden oder missen
Uber einen langen Zeitraum verabreicht werden. 15 Patienten mit Knochenmetastasen wur-
den mit dem MRg HIFUS behandelt. Zunachst wurden subtherapeutische Sonifikationen zur
akkuraten Verifizierung des Fokuspunkts in das Weichteilgewebe um den Knochen appli-
ziert. Nach Feststellung eines geringen Temperaturanstiegs am Fokuspunkt wurden thera-
peutische Sonifikationen auf das Weichteilgewebe von Knochenmetastasen appliziert. Jede
Sonifikation wurde dabei mit Echtzeit MR Sequenzen mit Hilfe der Protonenresonanzfre-
quenz Uberwacht. Sonifikationen lagen zwischen 19-95 W und 11-30 Sonifikationen wurden
pro Patient appliziert bei einer durchschnittlichen Interventionsdauer von 80 min. Nach der
Behandlung wurden T1 gewichtete kontrastmittelverstarkte MR Sequenzen angefertigt, um
das abladierte Areal zu evaluieren. 3 Tage, 2 Wochen und 1,3 und 6 Monate wurden die Pa-
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tienten Uberwacht. Patienten mussten dabei einen Schmerzfragebogen ausfiillen und Veran-
derungen in der Einnahme von Analgetika wurden kontrolliert.

Es kam zu keinen unerwlinschten Nebenwirkungen aufgrund der Anwendung des HIFUS.
Auswertungen des Schmerzfragebogens und der Einnahme von Analgetika zeigten eine kla-
re Schmerzreduktion seitens der behandelten Patienten. Der nicht invasive MRg HIFUS er-
Zielte eine lokale Analgesie durch thermale Ablation des Weichteilgewebes von Knochenme-
tastasen und kdnnte in Zukunft eine alternative Therapieoption bei Knochenmetastasen dar-
stellen [72].

Hamostase

Eine Arbeitsgruppe der Universitat Washington hat sich Uber Jahre hinweg mit der Anwen-
dung des HIFUS zur Hamostase beschaftigt. Versuche zur intraoperativen Hamostase unter
visueller Kontrolle und zur Hamostase bei traumatischen Verletzungen unter sonographi-
scher Kontrolle wurden durchgefihrt.

In praklinischen Studien an Kanninchen wurden Trauma-bedingte Leberschaden verursacht,
die intraoperativ mit einem Titan-HIFUS Applikator mit einer Energiedichte von 2000 W/cm?
behandelt wurden. Nach 15 min HIFUS Anwendung konnte eine komplette Hamostase fest-
gestellt werden. Des Weiteren entstand ein Koagulum an der Wundseite, das zusatzlich zu
einer effektiven Hamostase der parenchymalen, arteriellen und venésen Verletzungen bei-
trug.

Erste Versuche zur Hamostase bei traumatischen Verletzungen unter sonographischer Kon-
trolle wurden an grofien Schweinegefallen durchgefiihrt. Aorta abdominalis, Femoralarterien
und die Jugularvene wurden chirurgisch freigelegt, punktiert und anschlieend unter Dopp-
lersonographie mit HIFUS behandelt. Unter Dopplersonographischer Kontrolle konnte eine
komplette Hamostase 13 sec nach HIFUS Applikation festgestellt werden. Auf Grund der
Kombination aus HIFUS und Dopplersonographischer Kontrolle konnte eine zielgenaue Ein-
setzung des HIFUS an der Punktionsstelle gewahrleistet werden.

Weitere Versuche am Schwein mit Echtzeit Ultraschall erméglichten die Darstellung des hy-
perechogenen Gewebes im B-Mode wahrend der fokalen Applikation des HIFUS. Dabei
wurden verschiedene Blutungen in der Tiefe des Gewebes ausgeldst. Die Blutung einer 4 cm
tiefen, 0,5 cm langen Verletzung der Arterienwand wurde mit einem 1,1 MHz starkem
Schallgeber innerhalb von 70 sec gestillt. Die Ergebnisse zeigten, dass HIFUS ein effektives
Mittel zur Behandlung von unzuganglichen Blutungen sein kann [73].

Arterielle Okklusion

Versuche zur renalen arteriellen Okklusion mittels HIFUS wurden an 9 Kaninchen durchge-
fuhrt. Flow-sensitive Echogradientsequenzen wurden zur Darstellung der Nierenarterien ge-
nutzt.

Testsonifikationen mit 7 W wurden in das perivaskulare Gewebe appliziert. In einem vorheri-
gen Versuch konnte festgestellt werden, dass es zu einer Reduktion bis Unterbrechung des
Blutflusses bei einer Energiedichte von 4400 W/cm? kommt. Der HIFUS wurde auf einen
Zweig der Nierenarterie mit 0,6 mm Durchmesser appliziert. Mit einer Energiedichte von
6500 W/cm? und einer Dauer von 1 sec wurde der HIFUS am proximalen Teil des GefaRes
appliziert. Nach jeder Applikation wurden erneut Flow-sensitive Echogradientsequenzen
durchgeflihrt, um den Blutfluss zu kontrollieren. Bei bestehendem Blutfluss wurden weitere
Sonifikationen mit gleicher Einstellungen, an gleicher Stelle an der Arterie appliziert. Konnte
eine Reduktion des Blutflusses festgestellt werden, applizierte man 10 sec lang mit 2800
W/cm? an einer weiter distal gelegenen Lokalisation. Dies geschah in 3 bis 4 Reihen an der
Arterie, wobei in jeder Reihe 3 bis 4 Sonifikationen appliziert wurden. Temperaturanstiege
wurden mit Hilfe der Protonenresonanzfrequenz (siehe 2.3.2 MR Thermometrie) gemessen.
Sieben Tage post Intervention wurde Kontrastmittel in die Niere appliziert und ein MR-
Angiogramm der Niere angefertigt.
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Bei 7 von 9 behandelten Kaninchen konnte ein keilférmiger Verschluss der Nierenarterie
festgestellt werden. Bei 2 Kaninchen kam es zu einem Durchbruch der Arterienwande.
HIFUS kann kleinere Arterien verschlielen und zeigt dadurch groRes Potential fir die Trau-
matologie. Ein Problem stellt weiterhin die lange Interventionsdauer dar, die bei dieser Studie
durchschnittlich 4 h betrug [74].

Weitere Anwendungsmaoglichkeiten des MRg HIFUS

Ein weiteres potentielles Anwendungsgebiet des MRg HIFUS stellt die renale sympathische
Denervation dar. Sympathische Nervenfasern in der Tunica adventitia der Nierenarterien
kénnten perkutan mit hochfokussierten Ultraschallwellen degeneriert werden.

Ziel dieser Studie war es die technische Machbarkeit, die Effektivitat und Sicherheit des MR
gesteuerten hochintensiven fokussierten Ultraschalls zur renalen sympathischen Denervati-
on im Schweinemodell zu evaluieren.
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3 Material und Methoden
3.1 Versuchstiere

Im folgenden Versuch wurden 10 mannliche kastrierte Schweine der Rasse Deutsche Land-
rasse verwendet. Diese stammten aus dem Betrieb H.G.E Service GmbH Langerwisch,
Kirschallee 32, 14552 Michendorf. Das durchschnittliche Gewicht der Tiere betrug zum Zeit-
punkt der Intervention 27 + 2 kg und das Alter ca. 3 Monate. Griindliche Kontrollen des ge-
sundheitlichen Zustandes und des Wohlbefindens erfolgten regelmafig. Es handelte sich bei
den Schweinen um herkdmmliche, normotone Hausschweine.

3.2 Tierhaltung

Die Schweine wurden in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité, Universitatsmedizin
Berlin, Campus Virchow-Klinikum zu zweit gehalten. Die BoxengroRe betrug 9,2 m? mit ei-
nem 2 m? groRen Fenster. Zusatzlich wurde ein Lichtregime von morgens um 5 Uhr bis
abends um 17 Uhr eingeschaltet. Die Boxen wurden mit Allspan® Hobelspanen (Allspan
Spanverarbeitung GmbH, Karlsruhe, Deutschland) eingestreut und 1 bis 2 Mal wdchentlich
komplett ausgewechselt. Die Reinigung der Boxen erfolgte zweimal taglich. Neben der Ho-
belspdne bat man etwas Stroh und Heu, Balle, Ketten, Kaustangen, sowie wdchentlicher
Auslauf auf dem Gang zur Beschaftigungstherapie an. Die Fltterung erfolgte zweimal taglich
mit Mast Solo S1 pelletiert (Agravis Raiffeisen AG, Munster, Deutschland), ca. 1 kg Futter
pro Tier pro Tag bei einem Gewicht zwischen 25 und 40 kg. Des Weiteren erhielten die Tiere
1-2 Apfel pro Tier pro Tag. Einmal wéchentlich wurden die Tiere gewogen.

3.3 Narkose und Tierpraparation

Narkoseeinleitung

Fur die Einleitung der Narkose wurden 5 ml Ketamin (Ketamin 10%®, 100 mg/ml, Bela
Pharm GmbH Co KG, Vechta, Deutschland), 1 ml Midazolam (Dormicum®, 5 mg/ml, Roche
Pharma AG, Grenzach- Wyhlen, Schweiz) und 1 ml Droperidol (Xomolix®, 2,5 mg/ml, Pro
Strakan Pharma GmbH, Disseldorf, Deutschland) als Mischspritze Gber eine Original Perfu-
sor Leitung PE (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) in die Nackenmuskulatur
verabreicht. Nach etwa 15-20 min Wartezeit war es moglich einen Venenverweilkatheter (BD
Venflon Pro 22 GA, BD Infusion Therapy AB, Helsingborg, Sweden) in eine lateral gelegene
Ohrvene vorzuschieben. Dies geschah meist auf einer herkémmlichen Transportliege der
tierexperimentellen Einrichtung. Nach Spllung des Venenverweilkatheters mit etwas NaCl-
Lésung (NaCl 0,9% Braun Injektionslésung, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutsch-
land), um die intravendse Lage des Venenverweilkatheter sicher zustellen, wurden etwa 1-2
ml Propofol 2% (Propofol-Lipuro® 2%, 20 mg/ml, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) als Bolus in den Venenverweilkatheter verabreicht.

Tierpraparation

Zur weiteren Vorbereitung wurde das Tier auf die linke Kdrperseite gelegt. Die rechte Kor-
perseite wurde von der letzten Rippe bis hin zur Flanke und auf Héhe der Querfortsatze der
Lendenwirbel bis zur Gesaugeleiste grindlich rasiert, um thermale Hautlasionen aufgrund
akustischer Kopplung mit den Borsten, beim Einsatz des HIFUS zu vermeiden. Im Anschluss
wurde das Tier gewogen und zum MRT 2 der Klinik fir Radiologie der Charité, Universitats-
medizin Berlin, Campus Virchow-Klinikum, transportiert.
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Narkose

Fur die Dauer der MRg HIFUS Intervention wurde die Propofol Narkose mit Hilfe eines Per-
fusorautomaten (IVAC® P 4000 Anasthesie- Spritzenpumpe, Cardinal Health, Baesweiler,
Deutschland) aufrecht erhalten. Fur die Propofol Applikation wurde eine 50 ml Perfusorsprit-
ze (Original Perfusor® Syringe 50 ml Luer lock, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) mit 5 Original Perfusor Leitungen (B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) verbunden und diese am Venenverweilkatheter der Ohrvene Uber einen 3-
Wege Hahn befestigt. Ein weiterer Perfusorautomat IVAC® P 4000 Anasthesie- Spritzen-
pumpe (Cardinal Health, Baesweiler, Deutschland) mit einer 50 ml Perfusorspritze (Original
Perfusor® Syringe 50 ml Luer lock, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) wur-
de mit 5 Original Perfusor Leitungen PE (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
verbunden und ebenfalls am Venenverweilkatheter befestigt. Dieser Perfusorautomat diente
zur spateren Applikation des Fentanyls (Fentanyl-Janssen®, 0,5 mg/ml, Janssen-Cilag
GmbH, Neuss, Deutschland) zum Zeitpunkt der Applikation der Sonifikationen, da man
Schmerzen wahrend der Behandlung mit dem MRg HIFUS nicht mit Sicherheit ausschlie3en
konnte. Fur die Sauerstoffzufuhr wurde eine Konstruktion aus einem herkémmlichen Plastik-
becher gebaut, der um den Rlssel des Schweins passte, das Sauerstoffgerat wurde auf 3
I/min eingestellt.

Die Uberwachung der Sauerstoffsattigung und des Pulses erfolgte mit Hilfe eines Pulsoxy-
meters (7500 fiber optic pulse oxymeter, Nonin Medical, Plymouth, Minnesota, USA) an der
Phalanx distalis des Os metacarpale V am Ubergang vom Horn zur Epidermis.

3.4 MRg HIFUS Intervention

Die Intervention bestand aus der korrekten Lagerung der Versuchstiere auf dem HIFUS-
System, der MRT-basierten Therapieplanung, sowie der korrekten Anwendung des HIFUS.
Die verwendeten MRT Protokolle finden sich in Tabelle 1. Zum besseren Verstandnis der
HIFUS Intervention werden zunachst Aufbau und Funktion des HIFUS erklart.

Tab. 1 MRT Protokoll der MRg HIFUS Intervention

T2 gewichtete fettgesattigte (T2-w FSE) sagittal, koronar,
transversal

TR/TE 2700/102 ms, ETL 20, Bandbreite 15,6 kHz, FOV
(Field of view) 36 cm, matrix 256x256, NEX 1,5, SL 4 mm

MRT Therapieplanung

Fast spoiled gradient-recalled-echosequence (FSGRE),
TR/TE 26,4/13,1 ms, flip angle 30°,

Bandbreite 5,7 kHz, matrix 256x128, FOV 36cm, SL 3-5
mm

MR Thermometrie

T2-w FSE fettgesattigte
TR/TE 2700/101 ms, ETL 20, Bandbreite 15,6 kHz, FOV
36 cm, matrix 256x256, NEX 1,5, SL 4 mm

Kontrollaufnahmen
post HIFUS

T1w kontrastmittelverstarkte MR Angiographie FGRE 3D,
TR/TE 3,45/1,2 ms, SL 1 mm, Bildfrequenz 63,8 kHz, pi-
xel Bandbreite 420, FOV 36 cm, matrix 384x376, flip an-
gle 25°

MR Angiographie

3.4.1 Aufbau des HIFUS

Die Ultraschall Einheit Exablate 2000 (Insightec, Haifa, Israel) ist in einem in der Diagnostik
eingesetzten 1.5 Tesla MRT (Signa, General Electric Medical Systems, Milwaukee, Wiscon-
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sin, USA) integriert. Die Ultraschall Einheit ist in ein 83 x 34 x 11 cm groRes Becken einge-
bettet, das mit entgastem Wasser gefiillt und mit einer Polyvinylchlorid Membran bedeckt ist.
Auf dieser Membran liegt ein Gel Pad und entgastes Wasser, das durch thermische Entga-
sung keinen Sauerstoff und Kohlendioxid Anteil mehr besitzt, um die akustische Kopplung
des Patienten, in diesem Falle des Schweins, auf der Membran zu gewahrleisten. Es war
darauf zu achten, dass zwischen den Schichten keinerlei Luftblasen vorhanden sind, da die-
se zu Hautldsionen durch akustische Impedanzspringe fihren kénnen.

Der Ultraschallkopf kann in longitudinale und horizontale Richtung bewegt und in beide Rich-
tungen bis zu 20° geneigt werden. Die Ultraschalltiefe liegt zwischen 5-22 cm, die Grolie des
Fokuspunkts (Spot) zwischen 2 x 2 x 4 mm — 6 x 6 x 45 mm. Die maximale Energie, die vom
Schallgeber abgegeben werden kann, liegt bei 1.300 Watt bei einer Frequenz zwischen 1-
1,5 MHz [75].

3.4.2 Funktionsweise des HIFUS

Die Ultraschallwelle ausgehend von einem Schallgeber au3erhalb des Kérpers muss ver-
schiedenste Gewebeschichten des Kérpers (z.B. Haut, Muskel und Fett) durchdringen, um
am Zielgewebe anzukommen. Bei jeder Gewebeoberflache wird ein Teil der Energie der
Schallwelle reflektiert, wahrend der andere Teil der Energie Gbertragen wird [76].

Der Ubertragungskoeffizient hangt dabei von den unterschiedlichen akustischen Impedanzen
der Gewebe ab. Diese sind das Produkt aus der Dichte, der Geschwindigkeit der Schallwelle
zwischen den Gewebeschichten und deren Dicke. Oberflachen zwischen Geweben mit dhn-
lichen akustischen Eigenschaften haben einen fast einheitlichen Ubertragungskoeffizienten,
was dazu flhrt, dass fast keine Energie der Schallwelle reflektiert wird [76].

Die meisten Gewebe im menschlichen Kérper haben ahnliche akustische Eigenschaften wie
Wasser. Ausnahmen bilden dabei Fett, Luft und Knochen. Wasserartige Gewebe sind des-
halb ideal fiir die Ubertragung der Ultraschallwelle von Schallgeber zum Zielort, da es so nur
zu sehr geringen Reflektionen der Energie an den Gewebeoberflachen kommt [76].

Des Weiteren wird beim Durchdringen des Ultraschalls durch eine spezifische Gewebe-
schicht durch Scherkrafte Reibungswarme hervorgerufen, die auf Grund von Druckschwan-
kungen nur innerhalb des Gewebes entsteht. Teile dieser mechanischen Energien werden in
Warme umgewandelt. Diese Warme wird als primarer Mechanismus der Ultraschall-
induzierten Hyperthermie gesehen. In einem inhomogenen Medium, werden kleinere Regio-
nen mit anderen akustischen Eigenschaften, die auftreffende Ultraschallwelle in verschiede-
ne Richtungen streuen. Der Verlust der auftreffenden, akustischen Energie eines Mediums
wird durch seinen Abschwachungskoeffizienten gekennzeichnet [76].

Fur die meisten Gewebe gilt ein potentieller Zusammenhang zwischen Abschwachungskoef-
fizienten und Ultraschallfrequenz. Diese Abhangigkeit zwischen Abschwéachung und Fre-
quenz fuhrt dazu, dass sich Ultraschall auf dem Gebiet der nicht invasiven Therapiemdglich-
keiten gut eignet und gleichzeitig aber auch Herausforderungen birgt. Anders als bei anderen
hyperthermischen physikalisch-technischen Verfahren, wie zum Beispiel der Radiofrequen-
zablation, ist die Abschwachung des Schalls in Wasser-ahnlichen Medien bei Ultraschallfre-
quenzen gering genug, sodass adaquate Energieniveaus in der Tiefe des Gewebes durch
andere Gewebe hindurch erreicht werden kénnen [76].

Eine Erhdhung der Ultraschallfrequenz flhrt zu einer potentiellen Erhéhung des Absorptions-
und Abschwachungskoeffizienten. Dies fihrt wiederum zu einer héheren Warmeabgabe,
aber gleichzeitig auch zu einer niedrigeren Eindringtiefe des Ultraschalls. Die optimale Wahl
der therapeutischen Ultraschallfrequenz ist daher indikationsabhangig und stellt einen Kom-
promiss zwischen Warmeentwicklung und Eindringtiefe dar [76].

Parametereinstellungen fir diese Intervention wurden anhand des bestehenden Protokolls
fur die Behandlung des Uterusmyoms der Klinik fiir Radiologie der Charité Gbernommen [9].
Die maximale akustische Power lag zwischen 100 und 166 W, mit durchschnittlichen Werten
von 133 W. (siehe Tab. 3)
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3.4.3 Tierpositionierung im MRT

Im Anschluss an eine standardmallige Geratekalibrierung, bei dem das System von einem
Phantom ausging, dessen Schalldurchlassigkeiten bekannt sind, wurde das Schwein in rech-
ter Halbseitenlage auf den MRT Tisch mit integriertem oben beschriebenem Becken gelegt.
Vom kaudalen Ende der letzten Rippen bis hin zum Tuber coxae wurde das Schwein in das
Becken positioniert. Eine ST Multipurpose Oberflachenspule (Philips Electronics, Eindhoven,
Niederlande) wurde um das Schwein herumgelegt.

Kontaminationen des Beckens mit
Schmutz oder Borsten mussten ver-
mieden werden, da es sonst zu ther-
malen Hautlasionen durch akustische
Impedanzspringe kommen konnte.

Abb. 2: Schwein 5 Tierpositionierung
im MRT zur MRg HIFUS Intervention
roter Pfeil zeigt Sauerstoffmasken-
konstruktion, griiner Pfeil Oberfla-
chenspule, schwarzer Pfeil Venenver-
weilkatheter am rechten Ohr.

Abb. 2 zeigt Schwein 5 in rechter Halb-
seitenlage im 1,5 Tesla MRT. Die
Oberflachenspule war im Bereich der
letzten Rippe bis hin zum Tuber coxae
des Schweins angebracht. Die Sauer-
stoffmaskenkonstruktion diente der
standigen Sauerstoffzufuhr unter be-
stehender Propofolnarkose Uber den Ohrvenenverweilkatheter.

3.4.4 MRT Therapieplanung

Es wurden T2 gewichtete Fast-Spin-Echo (FSE) Sequenzen in allen drei Schnittebenen (sa-
gittal, koronar, transversal) angefertigt, um die Lage der Nierenarterie zum integrierten
HIFUS zu bestimmen. Diese Aufnahmen sind nétig, um mit Hilfe der System Software Pla-
nungsbilder zur genauen Applikation der Sonifikationen am Tier zu erstellen. Durch die ge-
gebene Halbseitenlage des Tiers resultierten parasagittale und parakoronare Ebenen.
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Abb. 3: Schwein 3 T2w FSE transversal (A), parasagittal (B), parakoronar (C) roter Pfeil
zeigt auf die rechte Niere, weiBer Pfeil auf die rechte Nierenarterie und schwarzer Pfeil
auf den Schallgeber, griiner Pfeil auf den Lendenwirbel.

Alle drei genannten Ebenen dienten zur Orientierung und Planung des Schallgebers zur
rechten Niere, Nierenarterie und den umliegenden Strukturen. In der transversalen Schnitt-
ebene (Abb. 3 A) ist der Abgang der Nierenarterie von der Aorta abdominalis gut sichtbar.

In den parasagittalen Sequenzen (Abb. 3 B) sind in der Umgebung der Niere Darmschlingen
zu sehen, die bei der Planung der MRg HIFUS Intervention berlcksichtigt werden mussten.
HIFUS sollte nicht durch Darmteile appliziert werden, da es durch die vorhandene Luft im
Darm zu akustischen Impedanzspriingen kommen kénnte, die Perforationen des Darms ver-
ursachen kénnten. In den parakoronaren Sequenzen (Abb.3 C) ist der Schallgeber nicht zu
sehen.

Im Anschluss wurden die Sequenzen der drei orthogonalen Ebenen auf die System Software
des MRg HIFUS Ubertragen, zusammenhangend dargestellt und das Zielvolumen erfasst.

3.4.5 HIFUS Anwendung

Zur Gewahrleistung genauer Fokussierung des HIFUS im Zielgewebe der Nierenarterie wur-
de eine Kalibrierung vor der Behandlung durchgefiihrt. Diese beinhaltete 1-5 Testsonifikatio-
nen in den M. longissimus lumborum. Nachdem der Temperaturanstieg am Fokuspunkt tber
die Echtzeit Protonenresonanzfrequenzmethode der MR-Thermometrie (siehe 2.3.2 MR-
Thermometrie) festgestellt wurde, fokussierte man den HIFUS auf das renale, periarterielle
Gewebe.

Zur renalen Denervation wurde die erste Sonifikation am Ostium der rechten Nierenarterie
gesetzt. Die darauffolgenden Sonifikationen wurden in 5 mm Abstand Uberlappend, entlang
der rechten Nierenarterie appliziert. Sonifikationsspots wurden visuell ausgewahlt, um das
gesamte periarterielle Gewebe abzudecken.
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Abb. 4: Planungsbild Sonifikationen der rechten Nierenarterie Schwein 5. T2w FSE
transversal Sequenz, tiirkiser Balken reprasentiert den Sonifikationsbereich (a). Echt-
zeit Fast spoiled gradient-recalled-echo (FSGR) Sequenz mit farblichem Temperatur-
unterschied im Sonifikationsbereich (b).

Der Sonifikationsbereich (tirkiser Balken) liegt in Abb. 4 a Uber der rechten Nierenarterie und
beinhaltet das umliegende periarterielle Gewebe. Abb. 4 b zeigt Echtzeit Temperatursequen-
zen mit farbkodierten Temperaturunterschieden. Eine rote Farbung steht flir hohe Tempera-
turen. Eine fokale Erhitzung im dorsalen periarteriellen Gewebe ist mit einem weilen Pfeil
markiert.

Abb. 5: Benutzeroberflache des MRg HIFUS Systems. Linke Bildseite zeigt vergréRerte
thermosensitive Darstellung eines sonifizierten Areals. Rechte Bildseite stellt die So-
nifikationsparameter und Temperatur-Zeit Verlaufe dar.

Der linke Bildabschnitt in Abb. 5 zeigt eine vergrélRerte thermosensitive Darstellung eines
sonifizierten Areals. Der tirkise Balken stellt dabei das Areal dar, in dem eine Sonifikation
appliziert wird. Der kreuzférmige Cursor ist der Messpunkt zu dem jeweilig der Graph und die
genannten Parameter auf der rechten Seite angezeigt werden. Blau unterlegte Abschnitte
auf dem Bild sind zuvor sonifizierte Areale. Rot unterlegte Abschnitte weisen auf einen Tem-
peraturanstieg hin. Im rechten Abschnitt von Abb. 5 werden wichtige Sonifikationsparameter
angegeben: die akustische Energie und Frequenz, Dauer der Sonifikation, Grof3e des Fo-
kuspunkt und Anzahl der bereits erfolgten Sonifikationen. Neben diesen Informationen ist
eine Temperaturkurve zu sehen in griner und roter Farbe. Die rote Kurve stellt dabei ein Pi-
xel dar, wahrend die griine Kurve mehrere Pixel (iber gemittelte Werte darstellt. Ahnliche
Verlaufe beider Kurven sind wiinschenswert und zeigen, dass Pixel einzelner Sonifikationen
im Mittel mit Pixel weiterer Sonifikationen Ubereinstimmen. Fir jede einzelne Sonifikation
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musste zuvor Uber ein solches Planungsbild wie in Abb. 5 genau vorgegeben werden, wo
der Sonifikationsspot liegen sollte.

Schwein 1 und 2 wurden an rechter und linker Nierenarterie behandelt. Fir die Behandlung
der linken Nierenarterie mussten Schwein 1 und 2 in linke Halbseitenlage umgelagert wer-
den. Schwein 1 und 2 erhielten neben den 1-5 Kalibrierungstestsonifikationen in den M. lon-
gissimus lumborum, auch 2-3 Therapeutische Sonifikationen in diesen Muskel mit durch-
schnittlichen Werten von 121 W (siehe Tab. 3). Diese Applikation therapeutischer Sonifika-
tionen in die Lendenmuskulatur wurden vorgenommen um postmortal feststellen zu kénnen,
ob die applizierte Energie tatsachlich an der zuvor geplanten Stelle eingetroffen war. Des
Weiteren wurden Schwein 1 und 2 direkt im Anschluss an die MRg HIFUS Behandlung eu-
thanasiert, um die unmittelbaren Auswirkungen des HIFUS auf die Nierenarterien und das
perivaskulare Gewebe zu ermitteln.

Schwein 3 bis 9 wurden entlang der rechten Nierenarterien behandelt und erhielten nur Kali-
brierungstestsonifikationen in den M. longissimus lumborum. Schwein 10 wurde bis zur Tier-
positionierung im MRT gleich gehandhabt wie Schwein 1-9 jedoch im Anschluss an die Posi-
tionierung keiner HIFUS Behandlung unterzogen. Die Nutzung eines Sham Schweins sollte
klaren, ob sichtbare ddematdse Veranderungen auf den T2w FSE Sequenzen post Interven-
tion tatsachlich auf die Applikation von Sonifikationen zurtickzuflihren sind.

Die Interventionsdauer wurde als Intervall zwischen der ersten Planungssequenz und der
letzten Kontrollsequenz post HIFUS Anwendung definiert. Die Praparation der Schweine, so
wie die Positionierung des Schweins im MRT wurde nicht mit einberechnet.

Eine ausflhrliche Dokumentation von Testsonifikationen und therapeutischen Sonifikationen
finden sich in Tabellen 2 und 3.

Tab. 2 Testsonifikationen Schwein 1-9 mit Mittelwert (MW) und Standardabweichung
(SD).

Spot Spot
Schwein Sonifikationen Power Energie Dauer Lange Durchmesser
(W) () (s) (mm)  (mm)
1 3 26,3 525,3 20 17 4,1
2 5 25,8 514,8 20 17 4,1
3 2 39 465 12 24 4,9
4 2 33 319 12 24 5,6
5 2 30 599,5 20 26 6,4
6 1 27 542 20 26 6,4
7 2 25,5 507,5 20 26 6,4
8 2 30,5 614,5 20 27 6,4
9 3 23 463,3 20 27 6,4
MW 24 28,9 505,7 18,2 23,8 5,6
SD 1,1 4,9 87,3 3,5 4,0 1,0
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Tab. 3 Therapeutische Sonifikationen Schwein 1-9. Mittelwert (MW), Standardabwei-
chung (SD).

Spot Spot
Schwein Sonifikationen Power Energie Dauer Linge Durchmesser
(W) () (s) (mm)  (mm)
1 15 100,4 2291,3 22 17 4,1
2 10 141,7 3208 22,8 28,2 6,6
3 8 146,6 1759,8 12 25,1 4,8
4 12 136,8 23555 17,2 27,8 5,8
5 7 165,6  3309,3 20 28,9 7,2
6 7 1416 28271 20 26,9 6,6
7 9 103,3 2578,8 25 23,8 6,4
8 9 113,3 2755 23,9 27,5 6,2
9 11 147,2 29473 20 271 6,7
MW 9,8 1329 2670,2 20,3 25,8 6,0
SD 2,6 22,2 485,5 3,9 3,7 1,0

3.4.6 Kontrollaufnahmen post HIFUS

T2w FSE Sequenzen in allen drei Schnittebenen (sagittal, koronar, transversal) post HIFUS
dienten der Beurteilung des Gewebes nach Behandlung. Es sollte festgestellt werden, dass
eine ausreichende Menge an Energie in das Zielgewebe eingetragen wurde und in welchem
Ausmal eine Gewebeablation stattgefunden hatte. Eine erfolgreiche Behandlung wurde an-
genommen, wenn Signalanhebungen in den T2w FSE Sequenzen im perarteriellen Gewebe
der behandelten Nierenarterie zu sehen waren, als Zeichen eines Odems und damit als Fol-
ge einer thermalen Gewebeablation durch den HIFUS. Schaden an Organen der Bauchhéhle
sollten zudem ausgeschlossen werden

3.4.7 MRT Verlaufskontrolle

Schwein 3-10 wurden nach 28 Tagen erneut wie in 3.3 beschrieben in Narkose gelegt und
zur Klinik fur Radiologie der Charité MRT 2 transportiert. Neben den T2w FSE Sequenzen
wurden kontrastmittelverstarkte MR-angiographische und urographische T1 gewichtete drei-
dimensionale Gradientechosequenzen mit integrierter Fettsattigung angefertigt (siehe Tab. 1
MRT Protokoll). Ureterstenosen, Thrombosen, Hydronephrosen und andere mdgliche Be-
schadigungen der nahegelegenen Organe sollten durch diese Untersuchung ausgeschlos-
sen werden. Es wurden 15 ml Kontrastmittel (Dotarem® 0,5mmol/ml, Guerbet GmbH, Sulz-
bach, Deutschland) in den Venenverweilkatheter der Ohrvene appliziert. Reprasentativ fur
die MR-angiographische Untersuchung ist die Aufnahme von Schwein 6. Die angiographi-
sche Untersuchung war essentiell, um eine moégliche Beschadigung oder Verletzung der Nie-
renarterien- und venen sowie der Ureteren durch die MRg HIFUS Behandlung auszuschlie-
Ren.

25



3 | Material und Methoden

Abb. 6: Schwein 6 MR-Angiographie MIP (maximum intensity projection) koronar, rote
Pfeile kennzeichnen die rechte und linke Niere, weiRe Pfeile die rechte und linke Nie-
renarterie und griiner Pfeil die Aorta abdominalis.

3.5 Finalisierung

Die Finalisierung von Schwein 1 und 2 erfolgte im Anschluss an die MRg HIFUS Intervention
in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité, Campus Virchow- Klinikum. Schwein 3 bis
10 wurden jeweils nach 28 Tagen nach Anfertigung der MR Angiographie in der tierexperi-
mentellen Einrichtung der Charité, Campus Virchow-Klinikum euthanasiert.

3.5.1 Organentnahme

Zunachst wurde unter bestehender Propofol Narkose, Pentobarbital-Natrium (Narcoren®,
169/100ml, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) in den Venenverweilkatheter der
Ohrvene injiziert. Das Pentobarbital-Natrium rufte einen Atem- und Herzstillstand hervor.
Zunachst musste der Herzstillstand mit Hilfe eines Stethoskop festgestellt werden, bevor die
Bauchhdhle durch einen Schnitt entlang der Linea alba von der Regio abdominis cranialis bis
zur Regio abdominis caudalis er6ffnet wurde. Kaudal der letzten Rippen wurden beidseitig
Entlastungsschnitte gesetzt, um sich eine bessere Ubersicht der Bauchhdhlenorgane ver-
schaffen zu kénnen.

Nach Eréffnung der Bauchhoéhle und Aufsuchen beider Nieren wurden diese samt Nierenar-
terien, Ureteren und Teilen der Aorta abdominalis enthommen. Ureteren und Nierenarterien
mit dazugehoérigem Teil der Aorta abdominalis wurden von den Nieren gelést und in ein Pro-
bengefald mit 4 % Formaldehyd (Formalin Solution 4%, Avantor Performance Materials B.V,
Deventer, Niederlande) zur Fixierung gegeben.
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3.5.2 Nierenhomogenisierung

Zur Bestimmung des Noradrenalingehalts wurden linke und rechte Niere (ohne Nierengefa-
Re) jeweils mit einer handelstiblichen Waage gewogen und deren jeweiliges Gewicht mit
dem Faktor 5 multipliziert, um das benétigte Volumen an 1 % Ameisensdure (Avantor Per-
formance Materials B.V, Deventer, Niederlande) zu ermitteln. Niere und Ameisensaure wur-
den zusammen in einem Gefal® mit einem handelsiblichen 750 W starken Purierstab homo-
genisert. Das Homogenisat wurde in 50 ml Probengefalle (BD Falcon 50 ml Polypropylene
Conical Tube, BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) geflllt und bei - 18 °C in den Gefrier-
schrank gelegt.

3.5.3 Noradrenalinwertbestimmung

Die Bestimmung des Noradrenalingehalts der Nieren wurde im Labor Anakat, Institut fur Bio-
technologie GmbH, Robert- Koch-Platz 4, 10115 Berlin durchgeflihrt. Die Noradrenalinkon-
zentrationen der Nieren wurde nach der Methodik von Bauch et al. mittels Hochleistungsflis-
sigkeitschromatographie und elektrochemischer Detektion ermittelt [77]. Zunachst wurde das
Nierenhomogenisat abzentrifugiert. 2 ml des Uberstandes wurden mit 1 ml der Lésung A (2
mol/l.  Ammoniumchlorid-/Ammoniumhydroxid; 8 mmol/l Diphenylborsaure-Ethanol-
aminkomplex; 13,4 mmol/l EDTA, pH 8,5 mit konzentrierter Salzsaure) und 5 ml der Lésung
B (4,57 mmol/l Tetra-octyl-animoniumbromid in 25 % Chloroform und 75 % n-Heptan) ver-
setzt und dreimal 20 sec auf dem Vortexer geschittelt. Nach 15-minGtiger Zentrifugation zur
Phasentrennung wurde die obere, organische Phase abgenommen und in ein neues Gefal}
Uberfuhrt. 2 ml n-Oktanol und 0,5 ml einer 1 % Essigsaure wurden zu der organischen Phase
hinzu gegeben. Dieses Gemisch wurde wiederum auf dem Vortexer dreimal fur je 20 sec ge-
schittelt und anschlieend 15 min lang zentrifugiert. Die obere, organische Phase konnte
dann abgenommen und verworfen werden. Die untere, wassrige Phase wurde aus dem Ge-
falk entnommen und in ein Eppendorfgefal® Gberflihrt und bei 14.000 Umdrehungen/min, 10
min lang zentrifugiert. Das entstandene Gemisch wurde bis zur Analyse bei - 18 °C eingefro-
ren. Durch dieses Vorgehen wurde das Noradrenalin in der Probe um den Faktor 4 aufkon-
zentriert.

Nach der Aufkonzentrierung des Noradrenalins wurde die Probe in eine Hochleistungsflis-
sigkeitschromatographie (HPLC) gegeben. Diese bestand aus einer Luna® C 18 Saule, 5
um, 150 mm x 4.6 mm (Phenomenex®, Aschaffenburg, Deutschland), einer HPLC Pumpe
(Waters 515, Waters Corporation, Milford, MA, USA) und einem Einspritzventil (Rheodyne®
7125 (Chromtech, Apple Valley, MN, USA) mit 50 ul Probenschlaufe. Der Detektor Chrom-
systems CLC 100 (Chromsystems, Grafelfing, Deutschland) mit einer Glas Karbon Elektrode
und einer Ag/AgCI- Referenzelektrode. Die Detektoreinstellungen waren wie folgt: Potential
0,8 V, Range 5 nA, Offset 0,01 V, Rise Time 2 sec. Als Flielmittel diente ein Gemisch aus
62,43 mmol/l Methansulfonsaure, 29,59 mmol/l Phosphorsaure, 0,093 mmol/l Octansulfon-
saure und 0,097 mmol/l EDTA (Titriplex Ill). Der pH-Wert wurde mit 5 M NaOH auf 2,1 ein-
gestellt. Die FlieRRrate betrug 1,3 ml/min isokratisch. Der erhaltene Messwert der unbekann-
ten Proben wurde auf einen Standard mit bekannter Noradrenalinkonzentration bezogen.
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3.6 Makroskopie
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Abb. 7: Schwein 5 nach Eréffnung der Bauchhohle. Griiner Pfeil zeigt auf die rechte
Niere, roter Pfeil auf den Ureter, blauer Pfeil auf die Milz, weiBer Pfeil auf die Leber.
Schwarzer Pfeil zeigt auf die Blase.

Abb.7 zeigt die retroperitoneal gelegene Niere und weitere Organe des Abdomens nach Er-
6ffnung des Schweins entlang der Linea alba. Beide Nieren wurden zur Bestimmung des No-
radrenalingehalts enthnommen und Nierenarterien- und venen entfernt zur histologischen
Weiterverarbeitung.

3.7 Histologische Untersuchung

Zur histologischen Untersuchung wurden Nierenarterien und -venen, Ureteren und Teile der
Aorta abdominalis am Abgang der Nierenarterien in Formalin fixiert und anschlief3end in Pa-
raffin eingebettet.

3.7.1 Bestickung der Histologiekassetten

Nach einer ca. 48-stindigen Formalinfixierung (Formalin Solution 4%, Avantor Performance
Materials B.V. Deventer, Niederlande) konnten Nierenarterien mit Teilen der Aorta und Ure-
teren zurechtgeschnitten und in rosafarbene Histologiekassetten gegeben werden. Die Kas-
setten wurden zuvor mit einem Drucker fir Histologiekassetten (Leica IPC V1.8 Deutsch
06/2009, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) bedruckt und ge-
kennzeichnet.

Fur die Zuordnung der Nierenarterienstlicke in den Kassetten, musste eine skizzenhafte
Zeichnung angefertigt werden, auf der erkennbar war, welche Stlicke der Nierenarterien in
den einzelnen Kassetten, die dazugehorige Lokalisation im Tierkdrper hatten. Die Gewebe-
stiicke in den Kassetten durften eine GréfRe von 20 x 15 x 5 mm nicht Uberschreiten. Gleiche
Vorgehensweise galt fur die Ureteren und Teile der Aorta.

3.7.2 Einbettung der Gewebestiicke
Fur die Anfertigung sehr dinner Schnitte war es notwendig die zurechtgeschnittenen Gewe-

bestiicke mit Paraffin einzubetten. Die Einbettung der Gewebestlicke Ubernahm hierbei ein
Einbettautomat (Leica TP 1020, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutsch-
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land), der die notwendigen Arbeitsschritte voll automatisch durchflihrte. Zunachst wurden die
Praparate schrittweise mit einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert. Anschlieend folgte
Xylol als Intermedium. Im Anschluss wurden die Praparate mit Paraffin durchtrankt indem
das Paraffin sich mit Xylol mischte und es dann ersetzte. Das Paraffin musste in flissiger
Form vorliegen und wurde auf ca. 60° C erhitzt [78].

3.7.3 AusgieRen der Praparate

Das modular individuell kombinierbare Einbettsystem (Leica EG 1150 H V 2.0 Deutsch
10/2002, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) mit dazugehériger
Klhlplatte (Leica EG 1140 C V1.3 Deutsch 03/2000, Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland), erméglichte es die Praparate in Stahlblechformen auszugie3en. Die
Einbettkassetten wurden gedffnet, die Gewebestlicke aus der Kassette entnommen und auf
den Boden der mit flissigen Paraffin bedeckten Stahlblechformen gelegt. Der Deckel der
Einbettkassetten wurde entfernt und der Kassettenboden auf die Stahlblechformen gelegt.
Zur Hartung des Paraffins wurden die Stahlblechformen samt Kassetten auf die Kihlplatte
gelegt und nach ausreichender Kihlung konnten die Paraffinblocke aus der Stahlblechform
entnommen werden.

3.7.4 Zuschneiden der Praparate

Die ausgeharteten Paraffinblécke wurden in das Rotationsmikrotom (Leica RM 2125 V1.0
Deutsch 07/97, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) eingespannt
und auf 5 um Dicke zugeschnitten. Diese 5 um dicken Schnitte wurden direkt in ein 40°C
warmes Wasserbad (Leica HI 1210, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Deutschland) gegeben und gleich im Anschluss auf einen Objekttrager (Super Frost® Plus
Objekttrager, R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik, Emmendingen, Deutschland) ge-
zogen. Die Objekttrager wurden zuvor mit einem Aufkleberdrucker (Cognitive Cxi Labelprin-
ter, Cognitive TPG Headquarters, Lincolnshire, USA) beschriftet. Bevor die Praparate gefarbt
werden konnten, mussten sie trocknen. Dies erfolgte entweder durch eine 24-stiindige Luft-
trocknung oder eine 2-stiindige Trocknung bei 37°C im Trockenschrank (Heraeus Kendro
Laboratory Products, Langenselbold, Deutschland).

3.7.5 Histologische Farbungen

Der Fokus der Histologie lag auf der Erkennung maéglicher Nervendegenerationen der sym-
pathischen Nervenfasern im umliegenden Gewebe der Nierenarterien. Dementsprechend
wurden in Absprache mit dem Institut fir Neuropathologie, Charité Universitatsmedizin Ber-
lin, geeignete histologische Farbungen ausgearbeitet, die eine Degeneration der Nervenfa-
sern deutlich darstellen kénnten. Die gangige Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung diente als
gute Ubersichtsfarbung der einzelnen Schnitte. Eine weitere Farbung, die Elastika van Gie-
son Farbung (EvG), wurde als Spezialfarbung genutzt um maégliche Fibrosierungen der Ner-
venfasern besser erkennen zu kénnen.

Hamatoxylin- Eosin Farbung

Die in der Histologie standardmafig verwendete HE Farbung ermdoglichte einen guten Ge-
samtliberblick Uber das Gewebe. Die Farbung wurde von einem Farbeautomaten durchge-
fuhrt (Leica Auto Stainer XL V2.2 Deutsch 03/2009, Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland). Das Farbeprotokoll entsprach den gangigen HE- Farbeprotokollen,
wonach die Schnitte zunachst entparaffiniert und rehydratisiert wurden, bevor sie in Mayers-
Hamatoxylin Lésung gegeben wurden. Anschlieend erfolgte die Spllung unter flieRendem
Leitungswasser und daraufhin die Farbung mit 1 % Eosin Ldsung. Zum Schluss folgte eine
aufsteigende Alkoholreihe und Xylol. Hamatoxylin ist ein basischer Farbstoff und reagiert mit
sauren Bestandteilen der Zellen wie den Nukleinsduren des Zellkerns und dem rauen Endo-
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plasmatischen Retikulum und farbte diese blau an. Das saure Eosin farbte die basischen
Bestandteile der Zelle wie das Zytoplasma und die Interzellularsubstanz rot an.

Elastika van Gieson Farbung

Die Elastika van Gieson Farbung setzte sich aus der Weigerts-Eisenhamatoxylin, Pikrofuch-
sin nach van Gieson und der Resorcin-Fuchsin-Lésung nach Weigert zusammen.

Die Schnitte wurden zunachst entparaffiniert und rehydratisiert, bevor sie 20 min in die Re-
sorcin-Fuchsin Lésung gegeben wurden. Nach kurzer Spulung mit destilliertem Wasser wur-
den sie 5 min in die Weigert'sche Hamatoxylin Lé6sung A + B gegeben, welche im Verhaltnis
1:1 gemischt wurden. Es folgte eine erneute kurze Spllung unter flieRendem Leitungswas-
ser. Anschliellend wurden die Schnitte in das Pikrofuchsin nach van Gieson gegeben. Dar-
aufhin folgte eine aufsteigende Alkoholreihe und Xylol. Diese Farbung erlaubte eine genaue-
re Differenzierung von nicht zellularen Bestandteilen. Elastische Fasern wurden violett- und
kollagene Fasern rot angefarbt [79].

3.8 Blutdruckmessungen

Blutdruckmessungen wurden direkt vor Beginn jeder MRg HIFUS Interventionen und direkt
im Anschluss durchgeflihrt. Unter bestehender Propofol Narkose wurde jeweils dreimal hin-
tereinander am linken Hinterbein mit dem Gerat Dinamap Vital Daten Monitor 8100 (Critikon
GmbH, Norderstedt, Deutschland) der Blutdruck gemessen und der Mittelwert sowie Stan-
dardabweichung ermittelt. Das Schwein lag hierfir in rechter Seitenlage auf einer Transport-
liege (Abb. 8).

.

Abb. 8: Schwein 5 Blutdruckmessungen unter Propofol Narkose pra MRg HIFUS Inter-
vention.
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4 Ergebnisse

Ziel der Arbeit war es die Durchfihrbarkeit, Sicherheit, sowie die Wirksamkeit einer renalen
Denervation mittels MRg HIFUS am Schweinemodell zu testen. Daflir wurden neben allge-
meinen Daten, Signalanhebungen in T2w FSE Sequenzen, histologische Farbungen, Nora-
drenalinkonzentrationen in behandelten und unbehandelten Nieren und der Blutdruck der
Tiere untersucht. Wenn nicht anders vermerkt, werden Daten mit Mittelwert + Standardab-
weichung angegeben.

4.1 Allgemeine Daten

Insgesamt wurden flir die Versuche zehn Schweine im Alter von ca. 3 Monaten verwendet.
Das durchschnittliche Anfangsgewicht der Schweine am Tag der Intervention betrug 27,2 =+
1,8 kg Lebendmasse. Ein erneutes Wiegen kurz vor der Finalisierung nach 28 = 1,5 Tagen
ergab ein Lebendgewicht von durchschnittlich 42,6 + 4,9 kg Lebendmasse, dies entspricht
einer Zunahme des Gewichts von 15,4 + 3,1 kg. Schwein 1 und 2, die direkt im Anschluss
der MRg HIFUS Intervention euthanasiert wurden, hatten das gleiche Gewicht bei der Finali-
sierung wie zum Zeitpunkt der Intervention. Die Schweine 3 bis 10 wurden im Durchschnitt
nach 28 + 1,5 Tagen euthanasiert.

4.1.1 Technische Durchfiihrbarkeit

Die Bildqualitdt der MRT Sequenzen war bei allen Schweinen ausreichend und erlaubte eine
sehr gute Darstellung der Nierenarterien. Eine Planung der Sonifikationsspots entlang der
Nierenarterie konnte gut gewahrleistet werden. Die Testschisse, appliziert in den M. longis-
simus lumborum, flhrten bei Schwein 1-9 zu einem Temperaturanstieg und einer deutlichen
Signalanhebung in den T2 gewichteten FSE Sequenzen bei Schwein 1 und 2, die ein Odem
im Bereich der Testschuss Applikation erkennen lieRen. Eine Temperaturiberwachung mit
thermosensitiven Sequenzen war im perivaskularen Gewebe der Nierenarterien aufgrund
des umliegenden Fettgewebes nicht mdglich. Die Interventionsdauer betrug 90,4 + 20,8 min.
Fur die renale Denervation mittels HIFUS wurden durchschnittlich 9,8 + 2,6 Sonifikationen
mit einer akustischen Power von 132,9 + 22,2 W in das perivaskulare Gewebe der rechten
Nierenarterien appliziert.

4.1.2 Sicherheit

Alle zehn Schweine waren vor, wahrend und nach der Behandlung in einem den Umstanden
entsprechenden, guten gesundheitlichen Zustand. Es konnten bei der Organenthahme ma-
kroskopisch keine anatomischen und physiologischen Abweichungen festgestellt werden.
Bei Schwein 7 zeigte sich, dass die linke Niere nicht angelegt war.

Die MRg HIFUS Intervention wurde von allen Schweinen sehr gut toleriert. Lediglich bei drei
Schweinen kam es zu milden, fokalen Hautverbrennungen am Eintrittspunkt des Ultraschalls
in der Regio abdominis caudalis (siehe Abb. 31).

4.2 Technischer Erfolg - MRT Visualisierung HIFUS-bedingter
Veranderungen

Signalanhebungen in den T2w FSE Sequenzen entsprechen édematésen Veranderungen
infolge der Thermoablation durch den HIFUS. Post MRg HIFUS Intervention sind Odembil-
dungen in verschiedenen Lokalisationen zu sehen. Schwein 1-9 zeigen Signalanhebungen
im Bereich periossar des Proc. transversus des Lendenwirbels. Perivaskulare Signalanhe-
bungen um die behandelte Nierenarterie sind bei insgesamt drei Schweinen festzustellen
(siehe Tab. 4). Schwein 1 und 2 zeigen Signalanhebungen ebenfalls in der Muskulatur des
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M. longissimus lumborum, da diesen Schweinen therapeutische Sonifikationen zwischen
130-160 W (siehe Tab. 3) in die Lendenmuskulatur appliziert wurden.

Tab. 4 Signalanhebungen Schwein 1-10 der T2w FSE Sequenzen transversal post In-
tervention.

M.longissimus Periossar/Proc.
Schwein lumborum transv. Perivaskular Keine

X X
X X

X

© 00 N O O B~ W DN =
x

N
o
X

Tab. 4 zeigt die unterschiedlichen Lokalisationen der 6dematdsen Veranderungen durch die
Thermoablation des HIFUS von Schwein 1 bis 10. Schweine 4, 6 und 7 weisen perivaskulare
sowie periossare Signalanhebungen auf. Auf den T2w FSE Sequenzen von Schwein 10 sind
post MRg HIFUS Intervention keinerlei Signalanhebungen zu sehen, da es als Sham
Schwein nicht behandelt wurde. Die Nutzung eines Sham Schweins sollte zeigen, ob sicht-
bare 6dematése Veranderungen auf den T2w FSE Sequenzen post Intervention tatsachlich
auf die Applikation von Sonifikationen zurtickzuflihren sind.

Nachfolgend werden die in Tab. 4 erwahnten Signalanhebungen in den unterschiedlichen
Lokalisation anhand von T2w FSE Aufnahmen pra und post MRg HIFUS Intervention bildlich
dargestellt.

M. longissimus lumborum und periossar

Exemplarisch werden in Abb. 9 und Abb. 10 Bilder von Schwein 1 gezeigt. Schwein 2 wies
ahnliche Veranderungen auf den MRT Sequenzen auf.
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Abb. 9: Schwein 1, Planungs MRT, T2w FSE transversal pra Intervention. Roter Pfeil
markiert die rechte Niere, weiBer Pfeil die perivaskulare Region der rechten Nierenar-
terie, griiner Pfeil den verhéltnismaRigen langen Proc. transversus des Lendenwirbels
und blauer Pfeil den M. longissimus lumborum.

Pra Intervention sind keinerlei Veranderungen der anatomischen Gegebenheiten oder Ver-
letzungen von Gewebestrukturen zu erkennen.

Rechts

Abb. 10: Schwein 1, T2w FSE transversal post Intervention, weiRe Pfeile kennzeichnen
die perivaskulare Region der behandelten Nierenarterien, griine Pfeile 6dematos ver-
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anderte Areale im Bereich der Querfortsatze des Lendenwirbels und blaue Pfeile Si-
gnalanhebungen des M. longissimus lumborum.

Odematose Veranderungen sind bei Schwein 1 und 2 beidseits im Bereich des M. longissi-
mus lumborum und der Querfortsatze des Lendenwirbels und dessen umliegendem Gewebe
sichtbar. Die 6dematdsen Veranderungen stellen thermische Gewebeschadigungen dar, die
durch die MRg HIFUS Behandlung zustande gekommen sind. Perivaskular, im Bereich der
behandelten, rechten und linken Nierenarterien sind keinerlei Signalanhebungen zu erken-
nen, die auf eine thermische Gewebeschadigung hinweisen. Die Applikation der beiden
Testschlisse mit therapeutischer Energie in den M. longissimus lumborum bei Schwein 1 und
2 sind auf den T2 FSE transversal Sequenzen in Form von 6édematdsen Veranderungen in
Folge der Thermoablation durch den HIFUS deutlich sichtbar.

Perivaskular und periossar

Perivaskulare Signalanhebungen sind bei Schwein 4, 6 und 7 festzustellen (Abb. 11-12).
Diese drei Schweine zeigen ebenso Signalanhebungen periossar des Proc. transversus. Die
Aufnahmen von Schwein 6 sind reprasentativ, da Schwein 4 und 7 post Intervention ahnliche
Veranderungen in gleicher Lokalisation aufweisen.

Abb. 11: Schwein 6 T2w FSE transversal pra Intervention, weiBer Pfeil zeigt auf den
mit Fettgewebe ausgekleideten schmalen perivaskularen Raum der rechten Nierenar-
terie, griiner Pfeil auf den Querfortsatz des Lendenwirbels.

T2w FSE Aufnahmen pra Intervention (Abb. 11) von Schwein 6 zeigen keinerlei 6dematds
veranderte Areale im perivaskularem Gewebe der rechten Nierenarterie und um den Proc.
transversus des Lendenwirbels.
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F—

Abb. 12: Schwein 6 T2w FSE transversal post Intervention, weier Pfeil deutet auf
odematos veranderte Areale perivaskuldr der behandelten Nierenarterie als Therapie-
erfolg, griner Pfeil auf 6dematés verdnderte Areale um den Querfortsatz des Lenden-
wirbels.

Post Intervention sind bei Schwein 4, 6 und 7 flachige Signalanhebungen perivaskular im
Bereich des sonifizierten Areals der rechten Nierenarterie zu erkennen (siehe Abb. 12). Die-
se Signalanhebungen kénnen als Odeme gewertet werden, die auf Grund von thermischen
Gewebeschadigungen nach MRg HIFUS Behandlung entstanden sind. Ahnliche édematése
Gewebemodifikationen sind im umliegenden Gewebe des Querfortsatzes des rechten Len-
denwirbels zu sehen. Dieses Gebiet weist bei allen behandelten Schweinen lineare Tempe-
raturveranderungen des Gewebes auf. Sonifikationen erreichen vor allem das periossare
Gebiet des Proc. transversus des Lendenwirbels.

Periossar
Wie in Tab. 4 beschrieben sind periossare Signalanhebungen bei Schwein 1-9 festzustellen.
Schwein 3, 5, 8 und 9 weisen ausschlieBlich periossare 6dematdse Veranderungen im Be-

reich des Proc. transversus auf. Diese sind exemplarisch in reprasentativen Aufnahmen von
Schwein 5 gezeigt (Abb. 13 u. 14).
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Abb. 13: Schwein 5 T2w FSE transversal pra Intervention, weiBer Pfeil markiert peri-
vaskularen Bereich der rechten Nierenarterie, griiner Pfeil den Querfortsatz des Len-
denwirbels.

Pra Intervention sind bei Schwein 5 im umliegenden Gewebe des Querfortsatzes des Len-
denwirbels und perivaskular um die rechte Nierenarterie keinerlei Modifikationen des Gewe-
bes zu sehen (siehe Abb. 13).

Abb. 14: Schwein 5 T2w FSE transversal post Intervention, weier Pfeil zeigt auf peri-
vaskulare Areale der behandelten Nierenarterie, griiner Pfeil auf Signalanhebungen im
Bereich des Querfortsatz des Lendenwirbels.

Post Intervention sind bei Schwein 3, 5, 8 und 9 flachige Signalanhebungen im umliegenden
Gewebe des rechten Querfortsatzes des Lendenwirbels zu sehen. Perivaskular der behan-
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delten Nierenarterie sind jedoch keinerlei thermische Gewebeschadigungen zu erkennen
(siehe Abb. 14).

Keine Veranderungen
Schwein 10 weist als Sham Schwein (siehe 3.4.5) keinerlei Veranderungen post Intervention

auf und zeigt dadurch, dass die Signalanhebungen bei Schwein 1-9 tatsachlich auf die Be-
handlung mittels HIFUS zurtickzuflhren sind (Vgl. Abb. 15 und 16 mit Abb. 9-14).

Abb. 15: Schwein 10. T2w FSE transversal pra Intervention, weiRer Pfeil kennzeichnet
perivaskuldres Gebiet der rechten Nierenarterie, griiner Pfeil den Querfortsatz des
Lendenwirbels.

Im Bereich des Querfortsatzes des Lendenwirbels und perivaskular der rechten Nierenarterie
sind bei Schwein 10, so wie bei Schwein 1-9 pra Intervention keinerlei Veranderungen sicht-
bar (siehe Abb. 15).
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Abb. 16: Schwein 10, T2w FSE transversal post Intervention, mit weiBRem Pfeil gekenn-
zeichnet sind unveranderte Areale perivaskuldr der rechten Nierenarterie, der griine
Pfeil zeigt auf das Gebiet um den Querfortsatz des Lendenwirbels.

Diese Aufnahmen von Schwein 10 weisen post MRg HIFUS Intervention keinerlei Verande-
rungen in Form von Signalanhebungen auf, die auf thermische Gewebeschadigungen hin-
weisen kdnnten (siehe Abb. 16). Es wurden keinerlei Sonifikationen um die rechte Nierenar-
terie und den M. longissimus lumborum appliziert. Demnach kénnen ddematése Gewebe-
veranderungen in der Muskulatur, um den Proc. transversus und perivaskular der behandel-
ten Nierenarterie nur auf den Einsatz des HIFUS zurtickgefiihrt werden.

4.3 MR Angiographie

Schwein 3-10 wurden nach 28 Tagen, vor der Euthanasie, angiographisch im MRT unter-
sucht. Fettgesattigte T2w FSE Sequenzen und kontrastmittelverstarkte T1 gewichtete drei-
dimensionale Gradientechosequenzen mit integrierter Fettsattigung wurden angefertigt (sie-
he. Tab. 1 MRT Protokoll). Verletzungen der Nierenarterien- und venen, Ureteren, Nieren
und dessen umliegendem Gewebe durch die MRg HIFUS Behandlung sollten durch diese
Untersuchung ausgeschlossen werden. Die Aufnahme von Schwein 6 ist reprasentativ fir
die angiographischen Untersuchungen der Schweine 3-10 (siehe Abb. 17).
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Abb. 17: Schwein 6 MR Angiographie MIP (maximum intensity projection) koronar, ro-
te Pfeile zeigen auf rechte und linke Niere, weie Pfeile auf rechte und linke Nierenar-
terie, griiner Pfeil auf die Aorta abdominalis.

Schwein 3-10 zeigten bei der angiographischen Untersuchung keinerlei Auffalligkeiten im
Gefalisystem (siehe Abb. 17). Die Nierenarterien- und venen, Ureteren waren alle samt
durchldssig und wiesen keinerlei Verletzungen oder Beschadigungen auf. Im gesamten dar-
gestellten GefalRsystem konnten keinerlei thrombotische oder stenotische Veranderungen
festgestellt werden. Die Nieren wiesen keinerlei Beschadigungen auf. Hydronephrosen konn-
ten zudem nicht festgestellt werden.

4.4 Makroskopische Auswertung

Die Applikation der beiden Testschiisse mit therapeutischer Energie in den M. longissimus
lumborum bei Schwein 1 und 2 sind auf den T2w FSE transversal Sequenzen in Form von
6dematdsen Veranderungen in Folge der Thermoablation durch den HIFUS deutlich sicht-
bar. Dies veranlasste uns dazu post mortem den Muskel anzuschneiden, um diese Verande-
rungen makroskopisch nachvollziehen zu kénnen. Die in Abb. 18 sichtbaren koagulationsne-
krotischen Veranderungen im M. longissimus lumborum dexter sind auf Warmeentwicklun-
gen in der Muskulatur nach Applikation der Testsonifikationen durch den HIFUS zurlckzu-
fuhren.
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Abb. 18: Schwein 1 M. longissimus lumborum dexter, schwarzer Pfeil kennzeichnet
koagulationsnekrotische Verdanderungen nach HIFUS Testschuss.

Oberflachlich, fokale Hautverbrennungen waren bei Schwein 1, 2 und 6 nach MRg HIFUS
Behandlung im Anwendungsgebiet des HIFUS kaudal der Lendenwirbelsaule und der letzten
Rippe festzustellen. Es handelte sich um einzelne 1 cm x 3 cm grolde, oberflachliche
Verbrennungen der Epidermis (siehe Abb. 19). Diese heilten jedoch bei Schwein 6 innerhalb
einer Woche ab. Schwein 1 und 2 wurden nach der Intervention euthanasiert, sodass die
Beobachtung des Heilungsprozesses nicht mdglich war.
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Abb. 19: Schwein 6 oberflachliche Verbrennungen der Epidermis nach MRg HIFUS In-
tervention mit 2 ml Standardspritze als GroRenvergleich. Schwarze Pfeile markieren
oberflachliche Verbrennungen der Regio abdominis media, kaudal der letzten Rippen.

Makroskopische pathologische Befunde perirenal und an den Nierenarterien waren nicht
festzustellen. Samtliche Abdominal Organe wiesen keinerlei pathologische Veranderungen
auf.

4.5 Histologische Auswertung

Renale sympathische postgangliondare Nervenfasern in der Adventitia der Nierenarterien re-
gulieren Uber die Ausschittung von Noradrenalin das RAAS. Eine Uberaktivitat dieser rena-
len sympathischen Nervenfasern flhrt zu einem Anstieg des Blutdrucks.

Fokus der histologischen Auswertung war es, degenerative Veranderungen der renalen
sympathischen Nervenfasern zu erkennen. Zu erwartende reaktive Veranderungen als An-
zeichen einer Degeneration der Nervenfasern sind perineurale Fibrosierungen, die zu einer
Fibroblasten Anhaufung fihren. Des Weiteren sollten moégliche Schaden umliegender Ge-
webestrukturen durch die MRg HIFUS Behandlung ausgeschlossen werden. Die Praparate
wurden einer HE und EvG Farbung unterzogen. Die HE Farbung gibt eine gute Ubersicht
Uber die Gewebestrukturen und die EvG Farbung sollte durch eine deutlichere Kollagen Dar-
stellung eine mogliche Degeneration der Nervenfasern noch besser erkenntlich machen.
Histologisch waren bei allen Schweinen der MRg HIFUS Studie mit Ausnahme von Schwein
4 in allen Schnitten der rechten, behandelten Nierenarterien keinerlei histologische Verande-
rungen in Form von neuralen Degenerationen der sympathischen Nervenfasern zu sehen.
Dies ergab die Untersuchung von insgesamt 122 Schnitten von allen zehn Schweinen der
rechten behandelten Nierenarterien und 110 Schnitte der linken unbehandelten Nierenarteri-
en. Dabei konnten histologisch nur bei Schwein 4 Unterschiede zwischen behandelter und
unbehandelter Seite festgestellt werden. Alle 232 Schnitte wurden gemeinsam mit einem
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Facharzt fur Neuropathologie am Institut fir Neuropathologie der Charité, Universitatsmedi-
zin Berlin beurteilt.

Degenerative Veranderungen in Form von perineuralen Fibrosierungen bei Schwein 4 deck-
ten sich mit den perivaskularen Signalanhebungen im Bereich der Nierenarterien auf den
T2w FSE Sequenzen post Intervention.

PRt e

Abb. 20: Schwein 3 Ubersichtsschnitt der rechten behandelten Nierenarterie, HE Fir-
bung. Blaue Pfeile stellen Aufbau der Arterienwand mit Intima, Media und Adventitia
dar. Schwarzes Viereck markiert sympathische Nervenfasern in der Tunica adventitia
der Nierenarterie.

Exemplarisch sind in Abb. 20 bis 23 histologische Aufnahmen von der behandelten Nierenar-
terie von Schwein 3 in HE und EvG Farbung dargestellt, wie sie sich bei allen Schweinen bis
auf Schwein 4 zeigten. Abb. 20 ist eine Ubersichtsaufnahme eines Abschnitts der rechten
Nierenarterie mit sympathischen Nervenfasern in der Adventitia der Nierenarterie. Der typi-
sche Wandaufbau der Arterien ist bei diesem Ausschnitt der rechten Nierenarterie gut er-
kennbar. Vom Lumen ausgehend ist die Intima mit ihrer deutlich ausgepragten Membrana
elastica interna zu erkennen. Der Intima folgt die kraftige Mediaschicht, die glatte Muskelzel-
len beinhaltet. Die &aufRerste Schicht, Adventitia, hat zahlreiche elastische Fasern. Das
schwarze Viereck umrandet sympathische Nervenfasern in der Adventitia der behandelten
Nierenarterie. Dieser Ausschnitt wird in Abb. 21 vergroRert dargestellit.
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Abb. 21: Schwein 3 vergroBerter Ausschnitt der sympathischen Nervenfasern in der
Tunica adventitia der rechten Nierenarterie, HE Farbung. Schwarzer Pfeil zeigt auf das
Perineurium mit leichten Schrumpfungsartefakten und keinen Anzeichen von Fibro-
sierung, blauer Pfeil auf ein intaktes Axon, roter Pfeil auf eine Ganglionzelle ohne de-
generativen Verdnderungen, griine Pfeile auf kleine Arteriolen und gelber Pfeil auf
Fettgewebe im umliegenden Gewebe der Nierenarterie.

Das Perineurium ist die bindegewebige Hiille eines Nervs und zeigt erfahrungsgemal bei
degenerativen Veranderungen eine deutliche Fibrosierung. In Abb. 21 sind lediglich leichte
Schrumpfungsartefakte des Perineuriums zu sehen, die auf Grund der histologischen Aufar-
beitung entstanden sind. Nervenfaszikel und Axone sehen intakt aus. Ganglionzellen mit da-
zugehorigem Ganglion sind ebenfalls zu sehen und lassen keinerlei degenerative Verande-
rungen erkennen. Kleinere Arteriolen und Fettgewebe sind im umliegenden Gewebe der Nie-
renarterie und der sympathischen Nervenfasern ebenfalls zu finden.

Mit der Elastika van Gieson Farbung werden elastische Fasern speziell gefarbt. Perineurale

Fibrosierungen der sympathischen Nervenfasern kénnen somit einfacher festgestellt werden.
Abb. 22 und 23 zeigen histologischen Aufnahmen von Schwein 3 in der EvG Farbung.

43



4 | Ergebnisse

Abb. 22: Schwein 3 Ubersichtsschnitt eines Abschnitts der behandelten Nierenarterie,
EvG Farbung. Blaue Pfeile kennzeichnen Arterienwandaufbau mit Intima, Media und
Adventitia mit elastischen Faseranteilen, schwarzes Viereck umrandet sympathische
Nervenfasern in der Tunica adventitia.

Der typische Wandaufbau der Arterien vom Lumen ausgehend mit Intima, Media und Adven-
titia ist mit blauen Pfeilen gekennzeichnet (Abb. 22). Der grol3e Anteil elastischer Fasern der
Adventitia ist durch die EvG Farbung besser erkennbar.
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Abb. 23: Schwein 3 vergroBerter Ausschnitt der sympathischen Nervenfasern in der
Tunica adventitia der rechten Nierenarterie, EvG Farbung. Schwarzer Pfeil markiert
das besser darstellbare Perineurium in dieser Farbung ohne jeglicher Verdnderungen,
roter Pfeil eine intakte Ganglionzelle, blauer Pfeil ein intaktes Axon, griine Pfeile Arte-
riolen und gelber Pfeil das Fettgewebe.

Besser erkennbar in dieser Farbung ist das Perineurium (siehe Abb. 23). Nicht zellulare Be-
standteile sind im Allgemeinen durch diese Farbung besser von zellularen Bestandteilen zu
unterscheiden. Neurale Degenerationen in Form von Fibroblasten Anhaufungen oder peri-
neuraler Fibrosierungen sind nicht zu erkennen.

Aus einer anderen Studie der AG renale Denervation, die sich mit der Injektion von Ethanol
im umliegenden Gewebe der Nierenarterien befasste, stammen zusatzliche histologische
Bilder bei denen deutliche Degenerationen der sympathischen Nervenfasern im umliegenden
Gewebe der behandelten Nierenarterien zu sehen sind (Abb. 24 u. 25). Diese stellen exem-
plarisch die typische Morphologie veranderter sympathischer Nervenfasern dar [54].
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Abb. 24: degenerativ veranderte sympathische Nervenfasern eines Schweins der
Ethanolinjektions-Studie, HE Farbung. Schwarzer Pfeil zeigt auf das deutlich verdickte
Perineurium mit fibrotischer Veranderungen, rote Pfeile auf Zusammenhangstrennun-
gen der Nervenfaszikel, einzelne Axone sind nicht mehr erkennbar und griiner Pfeil
auf eine intakte Kapillare [54].

Die drei in Abb. 24 dargestellten sympathischen Nervenfaszikel zeigen typische degenerati-
ve Veranderungen. Ein verdicktes Perineurium mit fibrotischen Veranderungen und tberma-
Riger Kollagenablagerung sind zu sehen. Einzelne Axone sind auf Grund von Zusammen-
hangstrennungen der Nervenfaszikel nicht mehr zu erkennen.

46



4 | Ergebnisse

Abb. 25: degenerativ veranderte, sympathische Nervenfasern eines Schweins der
Ethanolinjektions-Studie, EvG Farbung. Schwarze Pfeile zeigen auf das deutlich ver-
dickte Perineurium mit fibrotischen Veranderungen, in dieser Farbung deutlicher er-
kennbar, rote Pfeile auf Zusammenhangstrennungen der Nervenfaszikel mit Auflésung
der neuralen Strukturen und griiner Pfeil auf eine intakte Kapillare [54].

Diese degenerativen Veranderungen der sympathischen Nervenfasern sind in der EvG Far-
bung (siehe Abb. 25) sehr viel deutlicher zu erkennen als in der HE Farbung (Abb. 24). Fi-
brotisch verandertes und verdicktes Perineurium sowie Verdichtungen der Kollagenfasern im
umliegenden Bindegewebe und Zusammenhangstrennungen der Nervenfaszikel mit Auflo-
sung der neuralen Strukturen sind in dieser Spezialfarbung deutlich sichtbar [54].

Ahnliche Veranderungen konnten in schwécherer Auspréagung bei Schwein 4 der MRg
HIFUS Studie nachgewiesen werden (siehe Abb. 26-29).
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Abb. 26: Schwein 4 Ausschnitt veranderter renaler sympathischer Nervenfasern, HE
Farbung. Schwarzer Pfeil kennzeichnet perineurale Fibrosierungen durch verdicktes
Perineurium, roter Pfeil GefaiRwandauftreibungen durch alle Wandschichten des Gefa-
Res.

Die perineuralen Fibrosierungen der sympathischen Nervenfaser im umliegenden Gewebe
der behandelten Nierenarterie werden durch eine Verdickung des Perineuriums ersichtlich.
Ein Gefall in unmittelbarer Nahe der sympathischen Nervenfasern, zeigt Gefallwandauftrei-
bungen im Sinne fibrotischer Veranderungen durch alle Wandschichten des GefalRes (Abb.
26).
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Abb. 27: Schwein 4 vergroRerter Ausschnitt der verdanderten sympathischen Nerven-

fasern, HE Farbung. Schwarzer Pfeil deutet auf eine Verdickung des Perineuriums, die
sich in die endoneuralen Schichten fortsetzt.

Die vergroRerte Aufnahme der degenerativ veranderten, sympathischen Nervenfaser zeigt
dezente Verdickungen des Perineuriums, die sich bis in die duReren, oberflachlichen endo-
neuralen Schichten fortsetzen (Abb. 27).
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Abb. 28: Schwein 4 Ausschnitt veranderter sympathischer Nervenfasern, EvG Far-
bung. Schwarzer Pfeil kennzeichnet verdicktes Perineurium, roter Pfeil GefaiBRwandauf-
treibungen. Beides Anzeichen degenerativer, fibrotischer Verdanderungen.

Abb. 29: Schwein 4 vergroBerter Ausschnitt der veranderten sympathischen Nerven-
fasern, EvG Farbung. Schwarzer Pfeil deutet auf fibrotische Umbauprozesse des ver-
dickten Perineuriums, in der EvG Farbung besser erkennbar, als in der HE Farbung.
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Der vergrolerte Ausschnitt der veranderten sympathischen Nervenfaser von Schwein 4 zeigt
dezente Verdickungen des Perineuriums, die als Zeichen fibrotischer Umbauprozesse in der
EvG Spezialfarbung gut zu sehen sind (Abb. 29).

4.6 Noradrenalinwerte

Die Noradrenalinkonzentration im Nierenparenchym Iasst darauf schlie®en, ob eine Dener-
vierung der sympathischen Fasern aufgrund der HIFUS Anwendung stattgefunden hat. Eine
Denervation flhrt zu einer geringeren Aktivitat des sympathischen Systems und damit zu
einer geringeren Ausschuttung von Noradrenalin.

Die Bestimmung der Noradrenalinkonzentrationen wurde im Labor Anakat, Institut flr Bio-
technologie GmbH, Robert-Koch-Platz 4, 10115 Berlin durchgeflihrt (Leiter Prof. Dr. Ulrich
Speck).

Die Auswertungen der Noradrenalinkonzentration ergaben keinen signifikanten Abfall der
behandelten Seite im Vergleich zur unbehandelten Gegenseite (siehe Abb. 30, p = 0,274;
einseitiger, gepaarter t-Test).

Die Behandlung mittels MRg HIFUS erfolgte einseitig entlang der rechten Nierenarterie. Le-
diglich Schwein 1 und Schwein 2 wurden beidseitig entlang der linken und rechten Nierenar-
terie behandelt. Schwein 10 wurde als Sham Schwein genutzt und nicht behandelt (siehe
3.4.5). In Tabelle 5 werden Noradrenalinkonzentrationen (NA) der rechten behandelten und
linken unbehandelten Nieren gegenlbergestellt und die prozentuale Differenz ermittelt. Die
linke kontralaterale Seite dient dabei als Kontrolle.

Tab. 5 Noradrenalinkonzentrationen linke (unbehandelte) und rechte (behandelte) Nie-
re mit prozentualem Abfall rechter zur linker Niere. (* errechneter Wert)

Schwein NA linke Niere NA rechte Niere Differenz
(ng/g) (ng/g) %o
1 396,2 285,6 -27,9
2 5771 496,3 - 14,0
3 433,1 478,7 10,0
4 509,0 4454 -12,5
5 346,1 317,7 -8,2
6 359,7 309,1 - 14,0
7 429,5* 267,9 - 38,0
8 270,5 348,9 29,0
9 658,5 575,8 -12,6
10 295,8 494 .4 67,1
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Schwein 4, 5, 6 und 9 weisen mit unterschiedlichen Auspragungen einen Abfall der Noradre-
nalinkonzentration auf der behandelten Seite auf. Das arithmetische Mittel aller Werte, die
einen Abfall des Noradrenalins bei Behandlung zum Ausdruck bringen, betragt 11,8 = 2,5%.
Bei Schwein 3, 8 und 10 stellt es sich heraus, dass die rechten, behandelten Nieren einen
hdéheren Noradrenalingehalt aufweisen, als die linken unbehandelten Kontrollseiten, wobei
Schwein 10 nicht behandelt wurde.
Der errechnete Wert fir die Noradrenalinkonzentration der linken unbehandelten Niere von
Schwein 7, diese war nicht vorhanden, ist das arithmetische Mittel der Noradrenalinkonzen-
trationen der linken Niere von Schwein 3-9.

. . Schwein 1 und 2 wurden beidseitig behandelt.
Noradrenalinkonzentration schwein 10 wurde nicht behandelt, sodass man

: : deren Noradrenalinkonzentrationen der linken
Im NlerenparenChym Nieren nicht mit einbezog.

o
S -
S | Abb. 30: Arithmetische Mittelwerte der NA
0 T Konzentrationen der behandelten im Vergleich
T zu den unbehandelten Nieren. Fehlerbalken
s sind Standardabweichungen. (p = 0,274; ein-
o = seitiger, gepaarter t-Test).
(®)]
c
§_ 4.7 Blutdruckwerte
o Die Blutdruckmessungen wurden pra- und post
S Intervention und nach 28 Tagen (final) vorge-
nommen. Eventuelle Blutdruckveranderungen di-
o rekt nach Behandlung und maégliche Blutdruckab-
S 7 falle aufgrund der Behandlung nach 28 Tagen
sollten erfasst werden. 28 Tage nach Behandlung
o kam es zu keinem signifikanten Abfall des systoli-

schen und diastolischen Blutdrucks (95% Konfi-

unbehandelt  behandelt denzintervall, zweiseitig). Die arithmetischen Mittel

der Blutdruckwerte aller zehn Schweine betrugen

pra Intervention 121,6/51,6 mmHg, post Interven-

tion 139,6/61,9 mmHg, sowie nach 28 Tagen (Fi-

nal) 123,7/ 52,9 mmHg (siehe Tab. 6). Insgesamt sieben Schweine zeigten einen erhdhten

systolischen und diastolischen Blutdruck post Intervention mit durchschnittichem Wert von

153,2/72,9 mmHg. Diese Erhdéhung des Blutdrucks konnte nach 28 Tagen nicht mehr festge-
stellt werden (siehe Abb. 31).
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Tab. 6 Arithmetische Mittelwerte von drei aufeinander folgenden Messungen des Blut-
drucks direkt pra- und post Intervention und nach 28 Tagen (Final).

Schwein Blutdruck Pra Blutdruck Post Blutdruck Final
mmHg mmHg mmHg
Sys. Dia. Sys. Dia. Sys. Dia.
1 1447 46,3 170,7 100,0
2 119,3 52,0 162,0 83,3
3 131,7 74,0 122,0 47,7 93,3 46,3
4 139,0 83,7 153,3 87,7 135,0 82,7
5 130,3 42,0 117,7 55,0 118,0 48,7
6 1447 38,7 166,3 32,7 130,3 48,0
7 117,0 39,3 144,3 60,3 110,7 33,7
8 112,3 62,3 152,3 73,7 121,7 52,3
9 75,0 240 123,3 50,3 157,7 66,3
10 102,0 53,7 84,7 29,0 123,3 45,0

Blutdruckveranderungen

MS RR =
——— DiaRR
——— SysRR '

—e— Finalisierung
—a—  Post Intervention

60 _40 20 0 20 40 60
mmHg

Abb. 31: Blutdruckveranderungen post Intervention und Final im Vergleich zu pra In-
tervention. 95 % Konfidenzintervall, zweiseitig. MS RR: mittlerer systemischer Blut-
druck. Dia RR: diastolischer Blutdruck. Sys RR: systolischer Blutdruck. Wahrend post
Intervention ein leichter Anstieg des Blutdruckes zu erkennen war, zeigt sich Final kei-
nerlei Veranderungen.

Der Blutdruck wurde jeweils vor der Intervention (pra), im Anschluss (post) und nach 28 Ta-
gen zum Zeitpunkt der Finalisierung (final) gemessen. Schwein 1 und 2 wurden nach der In-
tervention direkt getdtet, deshalb sind keine Blutdruckmessungen nach 4 Wochen (final) vor-
handen. Die systolischen Blutdruckwerte liegen im Mittel im physiologischen Bereich der
zwischen 110-120 mmHg liegt. Die diastolischen Blutdruckwerte liegen durchschnittlich et-
was tiefer als der physiologisch angegebene Wert zwischen 70-80 mmHg [80].
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5 Diskussion

Dies ist die erste Studie, die Sicherheit und Wirksamkeit des MRg HIFUS zur renalen Dener-
vation im Schweinemodell untersuchte. Als einzige nicht invasive Methode stellt der MRg
HIFUS eine besondere Therapieoption zur renalen Denervation dar. Die Kombination aus
MRT und HIFUS ermdéglichte eine sehr gute Visualisierung und genaue Definierung des
Zielgewebes. Der HIFUS kann prazise fokale Temperaturveranderungen induzieren, die
Gewebedegenerationen hervorrufen.

Schwerwiegende Komplikationen wie Beschadigungen der Nieren oder anderer abdominaler
Organe traten dabei in unserer Studie nicht auf. Die Wirksamkeit des MRg HIFUS zur rena-
len sympathischen Denervation ist jedoch im Schweinemodell stark begrenzt.

5.1 Das Schweinemodell

Die Wahl des Schweins als Versuchstier war naheliegend, da es bekanntlich viele anatomi-
sche und physiologische Gemeinsamkeiten mit dem kardialen und vaskuldren System des
Menschen aufweist. Kreislaufsystem und Haut haben dabei die engsten Ahnlichkeiten [81].
Die gering ausgebildete Behaarung der Tiere war ein weiterer Vorteil, da im Anwendungsge-
biet des HIFUS keinerlei Haare vorhanden sein durften. GréRenverhaltnisse der Nieren und
der Nierenarterien im Alter von ca. 3 Monaten sind mit dem Menschen vergleichbar. Des
Weiteren ist die Handhabung auf Grund der geringeren Gréflie und des Gewichtes um die 27
kg leichter, als bei ausgewachsenen Schweinen. Die Gréfke der Nieren und Nierenarterien
war zu dem, bei diesem Alter guinstig fir die Durchfihrung der MRg HIFUS Intervention.
Uberlebenszeit der Tiere wurde anhand von Erfahrungen aus einer vorangegangen Studie
bestimmt und war mit 28 + 1,5 Tagen ausreichend lange, um eine erfolgreiche renale De-
nervation nach Behandlung mittels Noradrenalinabfall und histologischen Degenerationszei-
chen nachzuweisen [54].

Ergebnisse zum Therapieerfolg dieser initialen Studie zeigen, dass sich eine renale sympa-
thische Denervation im Schweinemodell schwierig gestaltet. Die Unterschiede der Wirksam-
keit in Bezug auf die Signalanhebungen der T2w FSE Sequenzen post Intervention, der No-
radrenalinkonzentrationen sowie der histologischen Veranderungen sind im Zusammenhang
am ehesten durch eine unzureichende Energieapplikation im Bereich der Nierenarterien zu
erklaren. Dies ist wahrscheinlich auf das im Schwein, im Vergleich zum Menschen, kleinere
Schallfenster und die dadurch resultierende Ultraschallzerrung zurlickzufihren.

5.1.1 Ultraschallverzerrung durch anatomische Besonderheiten im
Schweinemodell

Signalanhebungen in der T2w FSE Sequenz post Intervention sind aufgrund thermischer
Gewebeschadigungen durch die Anwendung des HIFUS entstanden. Auffallend sind die Lo-
kalisationen dieser Signalanhebungen. Schwein 1-9 zeigten 6dematdse Veranderungen im
periossaren Gewebe des Proc. transversus der Lendenwirbel auf Héhe der Nierenarterien.
Perivaskulare, 6dematdse Veranderungen im Bereich der Zielregion der behandelten Nie-
renarterien konnten jedoch nur bei Schwein 4, 6 und 7 festgestellt werden.

Diese Verteilung der 6dematdsen Veranderungen ist wahrscheinlich auf den Proc. transver-
sus und der ausgepragten Faszie in diesem Bereich zurlckzufilhren. Anatomisch ist die
Bauchhdhle bei Schweinen mit einer starken Faszie, Fascia thoracolumbalis, ausgekleidet.
Die Proc. transversi sind im Vergleich zum Menschen deutlich langer. Im Schallfenster gele-
gene Knochen und Faszien kdnnen partielle Reflektionen oder Absorptionen des Ultraschalls
hervorrufen und so einen Grofteil der applizierten Ultraschallenergie absorbieren.
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In einer Studie zur MRg HIFUS Behandlung des Uterusmyoms konnten inhomogene Ener-
gieabgaben im Zielgewebe durch Ultraschallverzerrungen, die aufgrund von aufliegenden
Gewebeschichten verursacht wurden, festgestellt werden [82]. Dieser Effekt kann zu fokalen
Hotspots hinter der absorbierenden Struktur fihren und somit eine Energieabgabe im Ziel-
gewebe verhindern. Dies kénnte erklaren warum bei allen behandelten Schweinen Signalan-
hebungen auf den T2w FSE Sequenzen post Intervention im Bereich periossar der Proc.
transversi zu sehen waren und lediglich bei drei Schweinen Signalanhebungen in der Zielre-
gion perivaskular der behandelten Nierenarterien.

5.1.2 Auswirkungen des begrenzten Schallfensters

Aufgrund der Lange der Proc. transversi bei Schweinen war das Schallfenster fur Sonifika-
tionen der rechten Nierenarterien eingeschrankt. Mit einer rechten Halbseitenlage des
Schweines wahrend der HIFUS Anwendung sollte das Schallfenster optimiert werden. Trotz
dieser Vorkehrung musste ein suboptimaler Winkel genutzt werden und Ultraschall durch die
rechte Niere appliziert werden, um Sonifikationen perivaskular entlang der rechten Nierenar-
terien applizieren zu kénnen. Je nach Flussigkeitsstatus dieser Organe kann es zu unerwar-
teten Impedanzen der Gewebe kommen, die einen Energieverlust zur Folge haben.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die applizierte Energie im fokussierten Areal der the-
rapeutischen Sonifikationen nicht ausreichend war, um eine suffiziente thermale Ablation im
perivaskularen Gewebe der rechten Nierenarterie hervorzurufen. Der nicht-lineare Zusam-
menhang zwischen applizierter akustischer Power und perivaskularen odematdsen Verande-
rungen (Vgl. Schwein 5 und 7) zeigt, dass vermutlich nicht die eingesetzte Power, sondern
durch die kraftige Fascie, den breiten Proc. transversus und dem suboptimalen Schallwinkel
bedingte Energieabsorptionen fir die insuffiziente thermale Ablation verantwortlich zu ma-
chen sind (siehe Abb. 32). Diese Vermutung wird dadurch gestlitzt, dass applizierte Testso-
nifikationen in den M. longissimus lumborum bei jeder Anwendung Gewebedegenerationen
aufgrund thermaler Ablation zeigten.

A B C
--— ) o— /./O
@ @ o @ (=
L~ | L~ & | L~ & |
Mensch Schwein Schwein
ahnliche Proportionen Halbseitenlage rechts

breitere Proc. transversi
prominentere Fascia thoracolumbalis

Abb. 32: Auswirkungen der Anatomie auf das Schallfenster. Trotz Halbseitenlage kann
nur ein suboptimales Schallfenster (blau transparent) im Schwein eingestellt werden
(C). Glinstigere anatomische Verhiltnisse zeigen sich beim Menschen (A).

Andere Tiermodelle zeigten vielversprechendere Ergebnisse. In einer praklinischen Studie
zur renalen Denervation mittels HIFUS unter dopplersonographischer Kontrolle im Hunde-
modell konnten makroskopisch, nach sechs Applikationen des HIFUS entlang der behandel-
ten Nierenarterie, thermale Lasionen an den Fokusspots im Behandlungsgebiet festgestellt
werden. Eine effektive renale sympathische Denervation konnte in diesem Tiermodell durch
die Anwendung des extrakorporalen HIFUS unter dopplersonographischer Kontrolle gezeigt
werden [61].
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5.1.3 Temperaturiberwachung wahrend der HIFUS Anwendung

Bei der Protonenresonanzfrequenzmethode werden temperaturabhangige Phasenanderun-
gen Uber eine Gradientenechosequenz errechnet und so eine Echtzeit Temperaturiiberwa-
chung gewabhrleistet (siehe 2.3.2 MR Thermometrie). Im Gegensatz zum Bindegewebe und
parenchymatésen Geweben ist eine Temperaturiberwachung im Fettgewebe mit dieser Me-
thode nicht méglich, da Phasenanderungen der Lipide temperaturunabhangig sind [83]. Auf-
grund des ausgepragten Fettanteils des perivaskularen Gewebes der Nierenarterien war da-
her keine prazise Temperaturiberwachung wahrend der HIFUS Anwendung maoglich. So
konnte nur anhand der T2w FSE Sequenzen post Intervention festgestellt werden, an wel-
chen Stellen Signalanhebungen zu sehen waren, die auf thermische Gewebeschadigungen
hinweisen.

Beim Einsatz des MRg HIFUS zur Behandlung des Uterusmyoms, dem hepatozellularen
Karzinom und der Knochenmetastasen kénnen Thermosequenzen mittels Protonenreso-
nanzfrequenz-Methode (PRF) akquiriert werden. Eine unmittelbare Kontrolle der im Gewebe
entstandenen Temperatur kann so gewahrleistet werden [67, 70, 72]

5.1.4 Sicherheit

Durch die MRg HIFUS Behandlung kam es zu keinen schwerwiegenden Komplikationen. Die
Behandlung wurde sehr gut toleriert. Als Minor-Komplikation wurden oberflachliche, fokale
Verbrennungen der Epidermis im Anwendungsgebiet des HIFUS bei Schwein 1, 2 und 6
festgestellt. Diese Verbrennungen sind auf verbliebene Borsten zuriickzuflhren, die bei der
Rasur nicht komplett entfernt wurden. Bestehende Borsten im Anwendungsgebiet des
HIFUS flhren zu einer unvollstdndigen Kopplung zwischen dem Schallgeber und der Haut
und somit zu Impedanzspringen, die zu Verbrennungen flihren kénnen.

Hautverbrennungen sind eine der haufigsten unerwliinschten Wirkungen bei einer Behand-
lung mit HIFUS. Dies wird vor allem deutlich, wenn man die Ausschlusskriterien bei Patien-
ten beziglich der Hautbeschaffenheit in Betracht zieht. In der vorgesehenen Behandlungs-
region des HIFUS dlrfen keinerlei Narben, Tattoos oder Hautabnormalitaten der Bauchwand
vorhanden sein und der Patient muss zuvor grindlich rasiert werden [9]. Diese beim Men-
schen selten auftretenden und minimalen Komplikationen verdeutlichen das grolie Potential
des MRg HIFUS als nicht invasive Therapiemdglichkeit.

5.2 Therapieerfolg des MRg HIFUS zur renalen Denervation

Primarer Outcome Parameter des Therapieerfolges der renalen Denervation sind die Nora-
drenalinkonzentration der behandelten Nieren. Kann ein signifikanter Abfall des Noradrena-
lingehalts festgestellt werden, impliziert dies einen Behandlungserfolg. Zuséatzlich sollten
histologische Korrelate wie perineurale Fibrosierungen zu erkennen sein, die darauf
schlieRen, dass eine Degeneration sympathischer Nervenfasern stattgefunden hat.

5.2.1 Noradrenalinkonzentrationen

Ein Abfall der Noradrenalinkonzentration im Nierenparenchym ist ein wichtiger Indikator flr
die Feststellung einer erfolgreichen Behandlung. Hypertone Patienten weisen eine Uberakti-
vitat des sympathischen Nervensystems auf und im Zusammenhang damit einen Noradrena-
linlberschuss. Hohe Noradrenalinkonzentrationen lassen auf eine hohe Aktivitat des sym-
pathischen Nervensystems schliefien [23]. Ein Abfall der Noradrenalinkonzentration der be-
handelten Niere beweist daher indirekt eine Degeneration sympathischer Nervenfasern.
Mittelwerte und Standardabweichungen der behandelten zur unbehandelten Seite lagen bei
391.7£109.5 — 427.6+123.2 ng/g. Der Abfall der Noradrenalinkonzentration von behandelter
zu unbehandelter Seite betrug 11,8 = 2,5 %. Es konnte kein signifikanter Abfall der Noradre-
nalinkonzentrationen festgestellt werden (p= 0,274).
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Schwein 3 und 8 wiesen auf der behandelten Seite eine hdhere Noradrenalinkonzentration
auf als auf der unbehandelten Seite (19,5 + 13,4%). Auffallend ist die recht grol3e Differenz
der Noradrenalinkonzentration zwischen rechter und linker Niere, die im Sham Schwein
67,1% betrug. Diese Ergebnisse korrelieren mit Messsungen des Noradrenalingehalts von
Nieren von unbehandelten Schweinen aus einer Versuchsanstalt in Rottmersleben, die eine
ahnliche Streuung der Noradrenalinkonzentrationen aufweisen, wobei der gréfite Unter-
schied zwischen linker und rechter Niere bei 34,6% lag (Prof. U. Speck, persdnliche Mittei-
lung, 8.6.2013).

Messungen des renalen Noradrenalingehalts bei RFA-behandelten Patienten ergaben, dass
es post RFA Anwendung zu einer Reduktion des renalen Noradrenalin-Uberschusses von
durchschnittlich 47% kam. Katheterbasierte renale Denervation kann demnach selektiv die
renale efferente sympathische Aktivitat reduzieren [47, 84]

In einer Studie zur renalen Denervation durch Ethanolinjektionen im Schweinemodell konnte
bei vier behandelten Schweinen mit 10 ml 95% Ethanol ein signifikanter Abfall (p=0,02) der
Noradrenalinkonzentrationen von 53% im Vergleich von behandelter zu unbehandelter Seite
festgestellt werden [54]. In der Literatur wird bei Angaben des Abfalls der Noradrenalinkon-
zentrationen nach renaler Denervation der behandelten Seite von 50% oder mehr berichtet.
Bezug ist dabei die kontralaterale Niere. In einer Studie an Hunden, die unter sonographi-
scher Kontrolle mittels HIFUS zur renalen Denervation behandelt wurden, konnte bei der be-
handelten Seite einen Abfall der Noradrenalinkonzentrationen von durchschnittlich 54,3%
festgestellt werden [61].

5.2.2 Histologische Auswertung

Histologische Veranderungen, die auf eine Degeneration der renalen sympathischen Ner-
venfasern hinweisen, sind nur bei Schwein 4 zu sehen. Perineurale Fibrosierungen der sym-
pathischen Nervenfasern in der Tunica adventitia der rechten behandelten Nierenarterie sind
deutlich sichtbar. Den T2w FSE Sequenzen post Intervention zu Folge waren perivaskulare,
6dematdse Veranderungen bei Schwein 4, 6 und 7 zu sehen. Histologisch konnten bei
Schwein 6 und 7 jedoch keine Degenerationen der sympathischen Nervenfasern festgestellt
werden. Somit stellt entweder eine Odematisierung des perivaskularen Gewebes post MRg
HIFUS Behandlung noch keinen sicheren Behandlungserfolg dar, oder aber eine marginale
Denervation kénnte in histologischen Schnitten Gibersehen werden. Letzteres ist jedoch un-
wahrscheinlicher in Anbetracht der Anzahl der Schnitte und der Sensitivitdt der HE und EvG
Farbungen zum Nachweis von degenerativen Veradnderungen sympathischer Nervenfasern.

5.2.3 Blutdruckwerte

In dieser Studie wurden gesunde normotensive Schweine behandelt. Von einem signifikan-
ten Blutdruckabfall nach der MRg HIFUS Behandlung wurde deshalb nicht ausgegangen.
Die Blutdruckwerte lagen bei sechs Schweinen post Intervention (139,6/ 61,9 mmHg) deut-
lich héher als pra Intervention (121,6/ 51,6 mmHg). Der Anstieg des Blutdrucks post Inter-
vention kdnnte auf postoperative Stressfaktoren hinweisen. Nach 28 Tagen zum Zeitpunkt
der Finalisierung lagen die Blutdruckwerte mit 123,7/ 52,9 mmHg durchschnittlich wieder im
Bereich pra Intervention.

Die durchschnittlichen diastolischen Blutdruckwerte pra Intervention (51,6 mmHg) und Finali-
sierung (52,9 mmHgq) liegen deutlich niedriger als der Normwerte von 70-80 mmHg. Post In-
tervention sind die diastolischen Werte auch etwas erniedrigt (61,9 mmHg). Dies kdnnte an
der Narkoseeinleitung mit Midazolam liegen. Goodrich et al. zeigten, dass eine Sedation mit
Midazolam die diastolischen Blutdruckwerte bei Schweinen erniedrigen [85].

Da die Messungen des Blutdrucks pra Intervention und Finalisierung direkt im Anschluss an
die Sedation mit Midazolam erfolgten, konnte der Organismus zu diesem Zeitpunkt das Mi-
dazolam noch nicht vollstandig abgebaut haben. Post Intervention war genug Zeit vergangen
fir den Abbau des Midazolams, der von Goodrich et al. mit etwa 20 Minuten beschrieben
wird [85].
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5.3 Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen

Die Ahnlichkeiten des kardiovaskuldren Systems zwischen Mensch und Schwein sind be-
kannt. Kreislaufsystem und Haut haben dabei die engsten Ahnlichkeiten [81]. Die hohe Si-
cherheit des Verfahrens spricht fir eine Anwendung am Menschen. Oberflachliche, fokale
Verbrennungen im Anwendungsgebiet des HIFUS wéaren unwahrscheinlicher, da der Mensch
weniger und dinner behaart ist und eine komplette Haarentfernung leichter ist als beim
Schwein.

Die Durchfihrbarkeit der Intervention ware am Menschen ohne Narkose méglich und verein-
facht somit die Prozedur und macht sie kostengtinstiger. Die vielfachen Anwendungen des
MRg HIFUS zur Behandlung des Uterusmyoms waren unter vollem Bewusstsein und mit
leichter Analgesie mdglich [9, 86].

Die anatomischen Gegebenheiten beim Menschen lieBen zudem ein deutlich grélieres
Schallfenster zu. Die Proc. transversi sind beim Menschen kirzer und deren Distanz zu den
Nieren grofRer als beim Schwein. Mit zunehmender Distanz zwischen Schallgeber und Ziel-
gewebe kommt es bei einem kegelférmigen Schallgeber zu einem geraderen Schallwinkel.
Ein gerader Schallwinkel reduziert die Ultraschallverzerrung und den Anteil des betroffenen
Gewebes, sodass es zu geringeren Reflektionen und Absorptionen kommt.

Somit kénnten durch geringere Ultraschallverzerrung und verbessertem Schallwinkel akusti-
sche Energien bei geringerer ungewollter Energieabsorption, besser am Zielgewebe der Nie-
renarterien appliziert werden. Die veranderte Anatomie lasst somit eine verbesserte Wirk-
samkeit der MRg HIFUS Therapie zur renalen Denervation beim Menschen vermuten.

5.4 Schlussfolgerung

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass der MRg HIFUS in der Lage ist, sympathische
Nervenfasern in der Tunica adventitia der Nierenarterien zu abladieren. Signifikante Behand-
lungserfolge zur renalen sympathischen Denervation im Schweinemodell konnten jedoch
nicht festgestellt werden. Als Grund kénnen hierflr insuffiziente Energieabgaben in das peri-
vaskulare Gewebe der Nierenarterien angefihrt werden.

Der im Schwein deutlich verlangerte Proc. transversus sowie eine stark ausgepragte Fascia
thoracolumbalis engten das Schallfenster ein und erhdhten die ungewollte Energieabsorption
im Strahlengang. Die Anwendung des MRg HIFUS zur renalen sympathischen Denervation
am Menschen ist voraussichtlich einfacher, da das Schallfenster des HIFUS durch die kirze-
ren Querfortsdtze der Lendenwirbel nicht so stark eingeschrankt ist.

Die Tatsache, dass Schwein 4 degenerative Veranderungen der sympathischen Nervenfa-
sern aufweist, zeigt im Zusammenhang mit den perivaskularen 6édematdsen Veranderungen
auf den T2w FSE Sequenzen post Intervention, dass eine Behandlung mittels MRg HIFUS
auch im Schweinemodell mdglich sein kann.

Des Weiteren zeigt Schwein 4 auch einen Abfall der Noradrenalinkonzentration auf der rech-
ten behandelten Seite. Dieser ist mit 12,5% nicht stark ausgepragt und kénnte unter Um-
stdnden auch auf eine Streuung der Noradrenalinkonzentrationen hinweisen. Im Zusam-
menhang mit den histologischen Bildern und den T2w FSE Sequenzen post Intervention
kénnten es jedoch weitere Indizien einer erfolgreichen Behandlung sein.

MRg HIFUS zur renalen Denervation ist eine sichere Methode mit grollem therapeutischem
Potential. Die Effektivitat dieser Therapie bei refraktéarer Hypertonie missen weitere experi-
mentelle Studien noch untersuchen. Das Schwein als Tiermodell stellt dabei wahrscheinlich
eine groliere Herausforderung dar als der Mensch.
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6 Zusammenfassung

Die arterielle Hypertonie ist eine der haufigsten Erkrankungen der westlichen Industrielander
mit einem erhéhten Risiko kardiovaskularer Erkrankungen und Mortalitat. Ein Drittel aller hy-
pertensiven Patienten leiden unter therapierefraktarer Hypertonie und kénnen medikamentos
nicht adaquat behandelt werden. Die Erkenntnis, dass eine Uberaktivitat im sympathischen
System eine wichtige Ursache in der Entwicklung der Hypertonie spielt, fihrte zur Entwick-
lung minimal invasiver Therapieansatze zur renalen Sympathikolyse. Sympathische Nerven-
fasern in der Tunica adventitia der Nierenarterien werden dabei selektiv degeneriert, um die
pathologisch erhdhte Aktivitdt des sympathischen Systems zu reduzieren. Eine etablierte
Methode ist die katheterbasierte Radiofrequenzablation, wobei ein Katheter Gber die Leiste
bis in die Nierenarterie vorgeschoben wird und radiofrequente Energien zirkular appliziert
werden. Anatomische Ausschlusskriterien seitens der Patienten wie z.B. verzweigte oder zu
geringe Durchmesser der Nierenarterien sowie die Invasivitat durch die Applikation des Ka-
theters lieken uns nach neuen nicht invasiven Therapieansatzen forschen. Der MRg HIFUS
ist eine nicht invasive ablative Methode, die derzeit vor allem zur Behandlung des Uterusmy-
oms genutzt wird. Ziel dieser Studie war die Ermittlung der Sicherheit und Wirksamkeit der
erstmaligen Anwendung des MRg HIFUS zur renalen sympathischen Denervation im
Schweinemodell.

In der vorliegenden Studie wurden 10 Schweine, darunter ein Sham Schwein, unter Propofol
Narkose mittels MRg HIFUS entlang der rechten Nierenarterien behandelt. Zwei der zehn
Schweine wurden direkt im Anschluss an die Intervention euthanasiert; die anderen acht
Schweine nach 28 Tagen. Beide Nieren wurden entnommen und mit Ameisensaure homo-
genisiert. Die Proben wurden mithilfe der Hochleistungsflissigkeitschromatographie und
elektrochemischer Detektion auf ihren Noradrenalingehalt untersucht. Nierenarterien- und
venen sowie Ureteren wurden in Formalin fixiert, mit gangigen histologischen Methoden auf-
gearbeitet und einer HE und EvG Farbung unterzogen. Mit diesen Farbungen konnten dege-
nerativ veranderte sympathische Nervenfasern im umliegenden Gewebe der Nierenarterien
gut dargestellt werden.

Perivaskulare ddematdse Veranderungen im Bereich der rechten Nierenarterien, die auf
thermische Gewebeschadigungen hinweisen, waren auf den T2w FSE Sequenzen post In-
tervention bei drei von neun behandelten Schweinen zu sehen. Ein signifikanter Abfall der
Noradrenalinkonzentrationen der behandelten Nieren als Hinweis auf eine erfolgreiche Be-
handlung war nicht feststellbar. Histologisch konnte man perineurale Fibrosierungen, die ei-
ne Degeneration der sympathischen Nervenfasern implizieren, nur bei einem Schwein fest-
stellen. Die Behandlung wurde von allen Schweinen sehr gut toleriert. Lediglich drei Schwei-
ne hatten post Intervention leichte oberflachliche fokale Verbrennungen der Epidermis.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Schweinemodell aufgrund anatomischer Gege-
benheiten flir diese Studie kein geeignetes Modell darstellt. Neun Schweine zeigten auf den
T2w FSE Sequenzen post Intervention 6dematdse Veranderungen aufgrund thermaler Abla-
tion durch den HIFUS im Bereich des Querfortsatzes der Lendenwirbel. Die langen Querfort-
satze der Lendenwirbel des Schweins erschwerten die Nutzung eines geraden Schallwin-
kels, schrankten das verfligbare Schallfenster des HIFUS stark ein und fihrten zu Energie-
absorptionen- und reflektionen. Das Fettgewebe in unmittelbarer Nahe der Nierenarterien
machte eine MR Thermometrie und damit eine sichere Temperaturiiberwachung des Gewe-
bes unmadglich.

In dieser Studie konnte somit kein einschlagender Behandlungserfolg des MRg HIFUS fest-
gestellt werden. Lediglich bei einem Schwein wurde eine erfolgreiche renale Sympathikolyse
durch die Behandlung erreicht. Dies zeigt das Potential des MRg HIFUS als nicht invasive
Therapiemdglichkeit bei refraktarer Hypertonie. Die sehr gering auftretenden Komplikationen,
die Sicherheit der Methodik und die Visualisierung durch die Kombination mit dem MRT sind
starke Argumente weitere Studien zu planen, um eine mdgliche renale Denervation mit Hilfe
des MRg HIFUS zu erreichen.
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MR-guided high-intensity focused ultrasound for renal sympathetic denerva-
tion — a feasibility study in pigs

Hypertension is one of the most common medical conditions amongst people in developed
countries, and it can have fatal consequences for the cardiovascular system. Most patients
suffer from resistant hypertension and cannot be treated by common antihypertensive drugs.
Recent findings have shown that overactivity of the sympathetic nervous system plays an
important role in the development of hypertension. This has lead scientists to explore and
develop new minimal invasive treatment methods to degenerate renal sympathetic nerve fi-
bres located around the renal arteries, thereby preventing this overactivity. One established
method is catheter-based radiofrequency ablation. An endovascular catheter is inserted in
the femoral artery in the inguinal region and pushed forward to the renal artery. Radiofre-
quency energy is then applied to the adventitia of the renal artery. However, this approach is
unavailable to patients who have certain anatomic characteristics. This has therefore led us
to search for new, non-invasive treatment methods for renal denervation. Magnetic reso-
nance-guided, high-intensity focused ultrasound (MRg HIFUS) is a non-invasive, ablative
method that is currently used primarily for the treatment of uterine fibroids. We therefore un-
dertook this study to evaluate the safety and efficacy of MR-guided high-intensity focused
ultrasound for renal sympathetic denervation in a porcine model.

A total of ten pigs were used in this study, one of which was a sham pig and was not treated.
During the MRg HIFUS intervention all pigs were placed under general anaesthesia using
propofol. They were then treated with MRg HIFUS along the right renal artery. Two of the
pigs were sacrificed straight after the MRg HIFUS treatment, the other eight pigs were sacri-
ficed 28 days later. Both kidneys were removed and homogenized using formic acid. Sam-
ples of the kidneys were then examined for their concentration of norepinephrine using high
pressure liquid chromatography and electrochemical detection. Renal arteries and urethras
were preserved in formalin, histologically processed, and stained with HE and EvG staining.
Degenerative sympathetic nerve fibres could be easily detected after this staining.

In three of the nine pigs perivascular oedema indicating thermal tissue damage was diag-
nosed on the T2w FSE sequences taken after the HIFUS treatment. Furthermore, the nore-
pinephrine concentrations in the treated kidneys of the pigs did not drop significantly, some-
thing that would also have indicated the treatment was successful. During the histological
examination, perineural fibrosis, indicating degenerated sympathetic nerve fibres, was visible
in one of the pigs. All pigs tolerated the treatment very well and there were no serious com-
plications. Three of the nine pigs treated displayed superficial skin burns following the MRg
HIFUS treatment. The results showed that pigs are not suitable subjects for MRg HIFUS
treatment as a result of long lumbar transverse processes and a dominant fascia thora-
columbalis. Nine pigs treated with MRg HIFUS showed changes caused by thermal damage,
concentrated around the transverse process of the lumbar vertebrae. The long transverse
processes of the pigs’ lumbar vertebrae complicated the use of a straight ultrasound beam,
limited the acoustic window of the HIFUS and caused energy absorption and reflection. The
fat tissue in close proximity to the renal arteries also made the use of magnetic resonance
thermometry, and therefore temperature mapping in this area, impossible.

This study provided evidence that MRg HIFUS could not be used successfully as a treatment
method to produce renal denervation in pigs. In one pig we assume a potential success of
renal sympathicolysis.

However, the high potential of this non-invasive therapy technique could still be clearly ob-
served. The minimal and infrequent complications, the safety of the technique, and the visu-
alisation on account of the combination with the MRI are strong arguments for further studies
to be conducted that explore the possibility of using MRg HIFUS to induce renal denervation.
In such studies, however, pigs should not be used as subjects.
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