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Abstrakt

1 Abstrakt
1.1 Deutsch

Einleitung: 30 — 40 % der Erwachsenen in Industrieldndern weisen eine arterielle Hypertonie
auf. Von einem weiteren Anstieg der Prévalenz ist auszugehen. Trotz gravierender
Langzeitfolgen und einer Verdopplung der Mortalitat bei einem Blutdruckanstieg um

20/10 mmHg ist nur ein geringer Anteil der Patienten suffizient eingestellt. 12 — 50 % aller
Patienten gelten als therapierefraktér. Die renale Denervation mittels Katheter-basierter
Radiofrequenzablation stellt ein innovatives und vielversprechendes Therapieverfahren fir
diese Patientengruppe dar. Die Wirksamkeit wurde jedoch in aktuellen Studien kontrovers

diskutiert. Dies bereitet Wege fir alternative Methoden der renalen Denervation.

Ziel dieser Arbeit ist die Evaluation der Machbarkeit, Sicherheit und Effektivitat der renalen

Denervation durch perkutane periarterielle Applikation von Vincristin oder Guanethidin.

Methoden: An jeweils sechs Schweinen erfolgte unter Vollnarkose eine CT-gesteuerte
perkutane Injektion von 0,1 mg Vincristin oder 90 mg Guanethidin unilateral um eine
Nierenarterie. Die Gegenseite diente als Kontrolle. Blutdruckmessungen und abdominale CT-
Scans wurden pra- und postinterventionell und nach zwei Wochen vor Euthanasie
durchgefuhrt. Der Noradrenalingehalt der Nieren wurde als funktioneller Parameter der
Sympathikolyse bestimmt. Die Nierenarterien und umgebende Strukturen wurden
mikroskopisch auf histomorphologische Korrelate renaler Denervation und Nebenwirkungen

untersucht.

Ergebnisse: Mit einer Ausnahme in der Guanethidin-Gruppe konnte bei allen Schweinen eine
technisch erfolgreiche Substanzapplikation um die Nierenarterie durchgefiihrt werden. Fir die
mit Vincristin behandelten Nieren wurde ein mittlerer Noradrenalinabfall von 53 % (p < 0,01)
gegeniiber den Kontrollen nachgewiesen. Alle mit Vincristin behandelten Nierenarterien
zeigten histomorphologisch eine nervale Degeneration. In der Guanethidin-Gruppe konnten
keine signifikanten Unterschiede des Noradrenalingehaltes oder der Histomorphologie
zwischen behandelter und unbehandelter Seite nachgewiesen werden. Insgesamt gab es keine
postinterventionellen Komplikationen. Weder makroskopisch noch mikroskopisch lie3en sich

interventionsbedingte unerwiinschte Nebenwirkungen nachweisen.

Schlussfolgerung: Die CT-gesteuerte perkutane periarterielle Substanzapplikation ist ein

technisch praktikables und sicheres Verfahren. Die Applikation von Vincristin war effektiv
8



Abstrakt

im Sinne der renalen Denervation. Die vorgestellte Technik kann eine vielversprechende
Alternative zu Katheter-basierten Methoden darstellen. Weitere Untersuchungen in

Tierversuchen und am Menschen mit Evaluation der Langzeitverldufe sind notwendig.
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1.2 Englisch

Introduction: 30 — 40 % of the adult-population in industrialized countries suffer from arterial
hypertension. This number will increase in the near future. Despite severe consequences and a
doubling in mortality through an increase in blood pressure by 20/10 mmHg a large group of
patients lack sufficient therapy. 12 — 50 % suffer from resistant hypertension. Renal
denervation through catheter-based radio frequency ablation is an innovative and promising
option for those patients. However, its efficacy has been questioned in the latest findings of

current studies. Hence, alternative techniques are of great interest.

The purpose of this study was to evaluate the feasibility, safety and efficacy of renal

denervation through percutaneous periarterial delivery of vincristine and guanethidine.

Methods: 12 pigs underwent the CT-guided needle placement and consecutive unilateral
application of either 0,1 mg vincristine or 90 mg guantehidine to one renal artery under
general anesthesia. Measurement of blood pressure and abdominal CT-scans were done pre-
and post-intervention as well as two weeks later prior to euthanasia. The levels of
noradrenalin within the renal tissue was determined as an indicator for successful
sympathicolyses. Furthermore the renal artery was examined histologically to identify

evidence of renal denervation and damage to the artery itself and its surrounding tissue.

Results: In all but one pig of the guanethidine group, successful substance delivery to the
renal artery was performed. In vincristine-treated pigs there was a mean drop of 53 %

(p < 0,01) of noradrenalin levels, in comparison between the treated and untreated sides.
Histological evidence of renal denervation could be found in all vincristine-treated pigs
accordingly. There was no significant reduction in noradrenalin levels in guanethidine-treated
pigs, neither was there any evidence of histological renal denervation. There were no serious
adverse events nor was there any sign of damage to the renal artery or surrounding tissue

under histopathological assessment.

Conclusion: Percutaneous periarterial CT-guided substance application is safe, feasible and in
the case of vincristine, effective. It could be a promising alternative to catheter-based
approaches on renal denervation. However, further research in animal and human studies is

necessary to evaluate long-time effects.
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2 Einleitung
2.1 Arterielle Hypertonie

Die arterielle Hypertonie (aHTN) stellt eine der groRten Herausforderungen der modernen
Medizin dar: sie gilt als fuhrender Risikofaktor fiir Morbiditat und Mortalitat weltweit.!

30 — 40 % der Erwachsenen in Industrielandern sind betroffen.2* Circa 7,5 Millionen Tode
pro Jahr weltweit sind ursachlich auf die aHTN zuriickzufiihren.>® Aufgrund des
demografischen Wandels der Bevolkerung und der Zunahme der allgemeinen
Lebenserwartung wird die Pravalenz und Relevanz der Therapie der aHTN in den
kommenden Jahren weiter zunehmen.” Eine Hochrechnung aus dem Jahr 2000 schétzt, dass
im Jahr 2025 1,56 Milliarden Patienten an aHTN leiden werden.®

Die Ursachen fur die Entstehung von aHTN sind vielféltig. In 5 - 10 % der Falle kann ein
pathogenetisches Korrelat gefunden werden.® Hier spricht man von sekundarer Hypertonie.
Diese lasst sich oft durch direkte Behandlung der Ursache kurativ therapieren. Aufgrund
dessen ist eine grindliche Diagnostik vor allem bei jungen Patienten zwingend erforderlich.?
Ursachen sekundérer Hypertonie lassen sich grob in renale, endokrine, neurologische,
vaskuldre und exogene Ausloser unterteilen. Weitere Ursachen sind beispielsweise

Schwangerschaft, Stress und das obstruktive Schlaf-Apnoe-Syndrom.®

Im Gegensatz dazu steht die primére oder auch essentielle Hypertonie. Diese macht mit

90 - 95 % die deutliche Mehrheit an Hypertonikern aus.® Anders als bei der sekundiren Form
lasst sich in der Diagnostik kein Ausloser finden. Risikofaktoren fur die Entstehung einer
essentiellen Hypertonie sind hohes Alter, Fettleibigkeit, hoher Salzkonsum, chronische
Nierenerkrankungen, Diabetes mellitus, linksventrikuldre Hypertrophie und weibliches
Geschlecht.® Zusatzlich wird von einer genetischen, erblichen Komponente ausgegangen.!
Die Patienten zeigen zumeist keine akute Symptomatik und bleiben lange Zeit

beschwerdefrei. Dies macht die aHTN potenziell gefahrlich, da sie lange unerkannt bleibt.

Zu den Langzeitfolgen von aHTN zahlen Endorganschaden, verursacht durch die erhéhte
h&modynamische Belastung. Diese flhrt unter anderem zur hypertensiven Vaskulopathie —
einer im Zuge der erhohten GefaRbelastung entstehenden endothelialen Dysfunktion.
Chronische Einwirkung erhohter Scherkréfte fuhrt zu einem Umbau der groRen und kleinen
arteriellen Gefélie. Erh6hte Wandsteife ist die Folge. Ferner werden die antithrombotischen

Eigenschaften des Endothels gemindert.*® Das Risiko fiir Aneurysma- und Plaquebildung
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wird erhoht. Die Koronarreserve sinkt.1* Als weitere Folge der Hypertonie gilt die
hypertensive Herzkrankheit. Hierbei kommt es zu strukturellen sowie funktionellen
Veranderungen am Organ: durch die erhohte Nachlast hypertrophiert der linke Ventrikel.
Langfristige Folge dieser zundchst asymptomatischen Veranderung ist die dilatative
Kardiomyopathie. Ferner ist das Risiko fur das Entstehen von Kammerflimmern und
Thrombusbildung erhoht.** Zerebrovaskulare Folgen der aHTN stellen lakunére Infarkte und
diffuse Lasionen im Marklager als Ausdruck der Mikroangiopathie dar.'? AHTN ist der
héaufigste mit Schlaganfall assoziierte Risikofaktor. In diversen Studien konnte gezeigt
werden, dass eine Reduktion des Blutdruckes das Schlaganfallrisiko signifikant reduziert.*>®
Weitere durch die Mikroangiopathie verursachte Folgen der aHTN sind die hypertensive
Nephropathie und Retinopathie.!* Abbildung 1 fasst die Folgen der aHTN zusammen. Bei

initialer Manifestation sind die Patienten zumeist beschwerdefrei.

Arterielle Hypertonie

@)

Initiale Proteinurie Links-ventrikulare Lakundre Infarkte Retinopathie

Manifestation Nephrosklerose Hypertrophie Binswanger Lasionen

Langerfristige Chronische Coronare Herzkrankheit Demenz Gesichtsfeldausfalle

Folgen Niereninsuffizienz Angina pectoris Transiente Isché&mische Visusminderung
Vorhofflimmern Attacken

Ventrikulare Arrythmien

Endstadium Terminales Myokardinfarkt Schlaganfall Erblindung
Nierenversagen Dilatative Kardiomyopathie
Kammerflimmern

Abbildung 1: Folgen arterieller Hypertonie an Niere, Herz, Gehirn und Auge®?, die Abbildung erhebt keinen Anspruch
auf Vollstandigkeit in der Darstellung der Folgen arterieller Hypertonie auf den menschlichen Organismus

Studien zufolge verdoppelt sich bei einem Anstieg des arteriellen Blutdruckes um
20/10 mmHg die Mortalitat durch Apoplex, ischdmische Herzerkrankungen und andere

vaskulare Ursachen.®

2.1.1 Therapieresistente arterielle Hypertonie
Trotz einer Vielzahl an Behandlungsmaoglichkeiten und dem Wissen (ber die Langzeitfolgen

einer bestehenden aHTN ist ein Grof3teil der Hypertoniker unzureichend eingestellt. Studien
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zufolge befinden sich lediglich 5 — 30 % der aHTN-Patienten in ihrem den Leitlinien
entsprechendem Zielwertebereich von <140/90 mmHg, bzw. <130-139/80-89 mmHg bei
Diabetikern oder <130/80 mmHg bei chronischer Nierenerkrankung.?718

Bei diesen Patienten mit unkontrollierter aHTN l&sst sich zwischen echter therapierefraktérer
aHTN und sogenannter Pseudoresistenz unterscheiden.® Letztere besteht bei mangelnder
Compliance in der Medikamenteneinnahme, schlechtem oder unpassendem Therapieregime
oder situativem Bluthochdruck wie bei der WeiRkittelhypertonie.® Vor allem Patienten unter
polypharmakologischer Therapie neigen zu mangelnder Compliance.?’ Die
Therapieeinhaltung ist aufgrund der Abwesenheit von Symptomen in den meisten Fallen
erschwert. Ferner ist nicht bei allen Patienten das Bewusstsein gegeben, dass nach Erreichen
des Zielblutdruckes eine weitere Therapie zur Aufrechterhaltung der erreichten
Blutdrucksenkung unabdinglich ist.

Echte therapierefraktidre aHTN definiert sich durch erhohte, nicht den Leitlinien
entsprechenden Blutdruckwerte, trotz der Einnahme von drei Antihypertensiva in maximaler
Dosis oder der maximalen vom Patienten tolerierten Dosis inklusive eines Diuretikums.>2
Patienten, welche mit vier oder mehr Antihypertensiva gut eingestellt sind, fallen also auch

unter diese Definition.

Die genaue Pravalenz der therapierefraktaren aHTN ist nicht bekannt.>!° Eine
Ubersichtsarbeit kam durch Auswertung der National Health and Nutrition Examination
Survey (NHANES), Framingham Heart Study und Antihypertensive and Lipid-Lowering
Treatment to Prevent Heart Attack Trial (ALLHAT) zu dem Schluss, dass therapierefraktére
Hypertonie nicht selten sei.®?22° Die in der Literatur angegebenen Prozentzahlen fiir den
Anteil von therapierefraktéren unter allen Bluthochdruck-Patienten liegen zwischen 12 % und
50 %.2% In Studien konnte ein prozentualer Anstieg von unkontrollierten Hypertonikern
gezeigt werden, je mehr Risikofaktoren die Patienten aufwiesen. So befanden sich 53 % der
Patienten der NHANES Studie im Zielbereich von unter 140/90 mmHg, aber lediglich 25 %
der Diabetiker in ihrem angepassten Zielbereich.® Die Prévalenz von durch aHTN
verursachten Folgeschaden ist bei Patienten mit therapierefraktarer aHTN signifikant héher

als bei suffizient eingestellten Patienten.?’

2.1.2 Blutdruckregulation - Einfluss des renalen Sympathikus
Der arterielle Blutdruck ist eine sensible Regelgré3e im menschlichen Organismus. Die

Regulation erfolgt Giber mehrere Stellglieder und ist in ihrer Gesamtheit nur schwer
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darstellbar. Der Druck selbst ergibt sich aus dem Produkt von Herzzeitvolumen (HZV) und
dem Totalperipherem Widerstand (TPR) im Gefal3system. Ersteres wiederum ist das Produkt
aus Herzfrequenz (HF) und Schlagvolumen (SV). Die HF selbst unterliegt vor allem
parasympathischen und sympathischen Einfliissen aus dem vegetativen Nervensystem (VNS).
Dies ermdglicht eine unmittelbare Anpassung an den jeweiligen Perfusionsbedarf des
Organismus. Das SV ist abh&ngig von der Kontraktilitat des Herzens und dem vendsen
Rickstrom. Analog zur HF wird die Kontraktilitat vor allem durch das VNS moduliert. Ein
erhéhter Sympathikotonus bewirkt eine Zunahme und erhéhter Parasympathikotonus eine
Abnahme von Kontraktilitdt und HF. Bei isolierter Betrachtung dieser Parameter und
konstantem TPR, resultiert aus deren Anstieg auch ein Anstieg des Blutdruckes. Der vendse
Ruckstrom ist in erster Linie abh&ngig vom zur Verfligung stehenden Blutvolumen. Das
Blutvolumen wird vor allem tber die renale Retention oder Exkretion von Wasser und
Natrium sowie Flussigkeitsaufnahme und -verlust beeinflusst. Der TPR wird im Wesentlichen
von der Blutviskositat und der GefaRweite bestimmt.?® Nach Hagen-Poiseuille ist der
Volumenstrom in einem Rohr direkt proportional zur vierten Potenz des Radius. Daraus folgt
eine umgekehrte Proportionalitat des Widerstands zur vierten Potenz des Radius.
Vereinfachend davon ausgehend, dass im GefaR die gleichen Bedingungen wie in einem Rohr
gelten, fuhrt also schon geringe Verminderung des GefaRdurchmessers zu signifikanter
Erhohung des TPR und letztlich des Blutdruckes. Die Regulation der GefaRweite erfolgt unter
anderem durch direkte Innervation mittels a1- und p2-Rezeptoren. Ferner wirken eine Reihe
von lokal zirkulierenden Faktoren wie Stickstoffmonoxid (NO), Adenosin, Endothelin und

Angiotensin (AT) 1l dilatierend oder konstriktorisch auf die GefaBmuskulatur.?®

Die Niere ist ein wichtiges Stellorgan der kurzfristigen als auch langfristigen
Blutdruckregulation. HZV und TPR werden durch die Niere beeinflusst. Die kurzfristige
Blutdruckanpassung erfolgt vor allem durch das Peptidhormon ,,Renin®, welches aus den
Zellen des juxtaglomeruldren Apparates freigesetzt wird. Dabei handelt es sich um eine
Protease, welche den Start einer Reaktionskaskade darstellt und das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS) aktiviert. Endprodukt dieser Kaskade ist das effektiv wirksame
ATIL. ATII wirkt direkt vasokonstriktorisch und fuhrt au’erdem zur Freisetzung von
Aldosteron.®® Die langfristige Regulation erfolgt tiber die Beeinflussung von Wasser- und
Salzretention und -exkretion. Eine erhohte Retention von beidem fuhrt zu einer Zunahme des
Blutvolumens und in der Folge steigen langfristig der vendse Rickstrom sowie HZV und
Blutdruck. Einen wichtigen Beitrag hierzu leistet Aldosteron. Uber den vermehrten Einbau

von epithelialen Natriumkanélen (ENaC) im Sammelrohr fiihrt es zu einer vermehrten
14
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Rickresorption von Natrium und Wasser und letztlich einem erhéhtem Blutvolumen. Die

regulatorischen Prozesse der Niere werden durch sympathische Nerven beeinflusst.?

Die unten stehende Abbildung 2 stellt die beschriebenen Mechanismen und Einfllsse der
Niere auf die Blutdruckhomd@ostase grafisch dar.

S+—

Kontrakiitat —r—{Vendser Ricksirom| -

Blutdruck

Abbildung 2: Blutdruckregulation - Einfluss renaler sympathischer Efferenzen, orange Pfeile zeigen direkt durch
sympathische Efferenzen beeinflusste Schenkel der Blutdruckregulation, orange gefiillte Késtchen zeigen in der Folge durch
sympathische Efferenzen beeinflusste GréRen, unten stehende GroRen ergeben sich aus den dartiber stehenden GréRen, ,,+
bedeutet eine Zunahme, ,,-*“ eine Abnahme im Zuge sympathischer Aktivitit, S — Sympathikus, N. — Nervus, ACE —
Angiotensin converting enzyme, AT — Angiotensin, Na — Natrium, H,O — Wasser, SV — Schlagvolumen, HZV-
Herzzeitvolumen, HF — Herzfrequenz, TPR — Total peripherer Widerstand

Die Abbildung 2 zeigt auch den Einfluss von tber den Nervus splanchnicus major
verlaufenden sympathischen Efferenzen auf die Nierenfunktion und in der Folge auf die
Blutdruckhomg@ostase.

Erhohte sympathische Aktivitat an der Niere fuhrt zu erhdhter Reninsekretion, erhohter
Natriumresorption und renaler Vasokonstriktion.3! Durch eine Engstellung zufiihrender
renaler GefaRe wird der renale Blutfluss (RBF) durch die Glomeruli gesenkt. Die Glomerulare
Filtrationsrate (GFR) sinkt. Das entsprechende Ausmaf der renalen Antwort ist abhdngig vom
Grad der sympathischen Aktivitat. Bei geringer sympathischer Aktivitat wird Renin vermehrt
15
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produziert und ausgeschuttet. Die erste Antwort auf sympathische Aktivitat greift also in die
Kurzzeitregulation des Blutdruckes ein. Bei Steigerung der sympathischen Aktivitat kommt es
zusétzlich zur verstarkten Riickresorption von Natrium. RBF und GFR bleiben auf diesem
Level unbeeinflusst. Bei maximaler sympathischer Aktivierung folgt eine komplette Antwort
der Niere mit Anstieg von Reninsekretion, Antinatiuresis und Antidiuresis durch einen Abfall
von GFR und RBF.3! Geminderte Aktivitat sympathischer Efferenzen an der Niere fihrt
entsprechend zu gegensétzlichen Effekten. Eine Haupthypothese fur die Entstehung arterieller
Hypertonie ist die Malregulation der eben geschilderten renalen Homoostase durch erhéhte
renale sympathische Aktivitat.> So konnten bei Hypertonikern hohere Spiegel von
Noradrenalin (NA), als Zeichen erhéhter Sympathikusaktivitat, im Vergleich zu
normotensiven Patienten nachgewiesen werden.®® Dies stellt eine Grundlage der
Funktionsweise renaler Denervation dar. Aus der Abbildung 2 wird deutlich, dass durch
Inhibition sympathischer Einfliisse auf die Niere alle folgenden blutdrucksteigernden Effekte

vermieden werden.

Es gilt zu beachten, dass die Abbildung 2 allenfalls eine vereinfachte Darstellung der renalen
Einflisse auf die Blutdruckhomoostase liefert und keinen Anspruch auf Vollstandigkeit
erhebt. Sympathische Afferenzen der Niere sind nicht in Betracht gezogen worden. Diese
leiten vor allem mechanosensitive als auch chemosensitive Signale entsprechender
Rezeptoren.®* Exzitatorische Reflexe bewirken eine Zunahme sympathischer Aktivitat und
Blutdrucksteigerung, beispielsweise als Antwort auf eine Nierenverletzung. Uber diese
Afferenzen wird das zentrale VNS beeinflusst, sodass Auswirkungen auf HF und
Kontraktilitat des Herzens erfolgen.1:3 Patienten mit dialysepflichtiger Niereninsuffizienz
und arterieller Hypertonie zeigten erhdhte sympathische Nervenaktivitat der Muskulatur
sowie erhdhten GefaRwiderstand in der Wadenmuskulatur.® Durch bilaterale Nephrektomie
im Rattenmodell konnte eine Hypertonie beseitigt sowie sympathische Nervenaktivitat der
Muskulatur und der Widerstand in Gefallen der Wadenmuskulatur im Rattenmodell reduziert
werden.®” So beeinflusst also nicht nur erhéhte Sympathikusaktivitat die Nierenfunktion und
deren Rolle in der Hypertonie-Entstehung, sondern renale Afferenzen selbst beeinflussen den
Sympathikotonus. Diese Wechselwirkung spielt eine wichtige Rolle in der Genese arterieller

Hypertonie.1:3538 Dieser Zusammenhang wird in Abbildung 3 verdeutlicht.
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Abbildung 3: Blutdruckregulation — Einfluss renaler sympathischer Afferenzen, blauer gestrichelter Pfeil entspricht
renalen sympathischen Afferenzen, orangene gestrichelte Pfeile dem Einfluss des zentralen Sympathikus (S), blau geftllte
Késtchen werden durch renale Afferenzen beeinflusst, ,,+ bedeutet eine Steigerung ,,-* einen Abfall der GroBe durch
Aktivierung sympathischer renaler Afferenzen, es gelten ferner die gleichen Zusammenhdange wie fir Abbildung 2, S —
Sympathikus, N. — Nervus, ACE — Angiotensin converting enzyme, AT — Angiotensin, Na — Natrium, H,O — Wasser, SV —
Schlagvolumen, HZV- Herzzeitvolumen, HF — Herzfrequenz, TPR — Total peripherer Widerstand

Die renalen Afferenzen fiihren durch eine zentrale Sympathikusaktivierung Gber eine
Steigerung von Kontraktilitat und HF sowie VVasokonstriktion letztlich zu
Blutdrucksteigerung. Auch Abbildung 3 erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit in der
Darstellung sympathischer Effekte. Der Einfluss verstarkter Sympathikusaktivitat auf die
Niere selbst und die daraus folgenden Effekte sind in Abbildung 2 dargestelit.

Abbildung 2 und Abbildung 3 verdeutlichen den Einfluss renaler sympathischer Efferenzen
und Afferenzen auf die Entstehung einer Hypertonie. Die sympathische Denervation der
Nieren stellt daher unter pathophysiologischen Gesichtspunkt ein vielversprechendes
Verfahren in der Therapie der aHTN dar. Durch dieses Verfahren werden sowohl renale
sympathische Efferenzen als auch Afferenzen zerstort. Entgegen allgemeiner Perzeption sind
diese ldee und das Verfahren der renalen Denervierung als therapeutische Option bei
Bluthochdruck keine Erfindung der modernen Medizin. Nicht selektive renale Denervation, in
Form von chirurgischer Splanchniektomie, wurde schon vor Entwicklung erster
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Antihypertensiva als Therapie durchgefiihrt.3*4° Bereits 1859 konnte Claude Bernard nach
Durchtrennung des sympathischen N. splanchnicus major eine ipsilaterale Diurese
nachweisen. Im Gegenzug fihrte ipsilaterale elektrische Stimulation des peripheren
Nervenendes zu Antidiurese.3! Aufgrund fortschreitender Entwicklung der Pharmakotherapie
und intraprozeduralen Mortalitatsraten der zweizeitigen Splanchniektomie bis zu 11 %, wurde
das noch 1953 als ,,Behandlung der ersten Wahl“ bezeichnete Verfahren bald verlassen.®®
Kritische Nebenwirkungen traten vor allem in Form von Darm-, Blasen- und erektilen
Dysfunktionen auf.3®4! Das Konzept der selektiven Sympathikolyse der Niere blieb jedoch

weiterhin eine interessante Therapieoption.

2.2 Therapie der arteriellen Hypertonie

2.2.1 Konventionelle Therapie

Als erste therapeutische Mafnahme gilt die Anderung des Lebensstils. Dieser Ubergriff
umfasst eine Gewichtsreduktion, das Einstellen des Rauchens, eine Verminderung des
Alkoholkonsums, kdrperliche Bewegung, eine Reduktion des Kochsalzkonsums sowie eine
insgesamt gesunde Ernahrung.*? Die antihypertensiven Effekte dieser MaRnahmen sind

hinreichend in der Literatur beschrieben,*34

Die groBte Rolle in der aHTN Therapie ist den antihypertensiven Medikamenten
zuzuschreiben. Die Mittel der ersten Wahl sind: ACE-Hemmer, Angiotensin-I-
Rezeptorantagonisten, Calcium-Antagonisten, Diuretika und B-Rezeptor-Blocker. Diesen
Arzneimittelgruppen wird in etwa die gleiche antihypertensive Wirkpotenz zugeschrieben.*
Die Auswahl der passenden Medikation fiir den jeweiligen Patienten erfolgt individuell nach
Kriterien wie Alter, Risikoprofil und Komorbiditaten. Besonders zu empfehlen ist die
Verwendung von Kombinationspréaparaten, da sie die Compliance des Patienten deutlich
verbessern.*® Abbildung 4 zeigt eine Ubersicht iiber die Auswahl zur Verfiigung stehender
Antihypertensiva. Sie erhebt keinen Anspruch auf Vollstdndigkeit in der Darstellung aller

antihypertensiven Medikamente.
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ACE-Hemmstoffe ------------- » Captopril, Enalaprilat, Ramipril
RAAS-Hemmstoffe < AT1-Rezeptorantagonisten --+ Losartan, Candesartan, Valsartan
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Vasodilatatoren Endothelin Rezeptor Antagonisten ----- » Bosentan, Ambrisentan

Kaliumkanal Offner - mmmmmmimmcees » Minoxidil, Diazoxid

Antihypertensiva Alpha BIOCKeF ~seremmmmimemmmmmimmmemsmimmsmmsmmeseser + Prazosin, Doxazosin
Calcium Antagonisten --------- » Nifedipin, Verapamil, Diltiazem

ENaC Hemmstoffe -----mmmmmmmmmimmiininn » Triamteren, Amilorid

Herzwirksame Pharmaka
Beta Blocker ---------mmmimmen » Metoprolol, Bisoprolol, Atenolol
Schleifendiuretika ———~—==—rmmmmmemees + Furosemid, Torasemid
X . Thiazide ------mmmmmmmmiee + Hydrochlorothiazid, Chlortalidon
Diuretika
Aldosteronantagonisten ------------ » Spironolacton, Epleneron

Abbildung 4: Ubersicht tiber verschiedene Antihypertensiva, Unterteilung der vier groBen Arzneimittelgruppen der
Antihypertensiva in Substanzklassen und Wirksubstanzen von links nach rechts. Die Mittel der ersten Wahl sind gelb
hinterlegt. RAAS — Renin — Angiotensin — Aldosteron — System, AT — Angiotensin, ENaC — endothelialer Natriumkanal,
Verapamil und Diltiazem wirken auch am Herzmuskel, daher lassen sich Calciumantagonisten zum Teil auch den
herzwirksamen Pharmaka zuordnen, Calciumantagonisten vom Dihydropyridin-Typ wie Nifedipin haben keine Wirkung am
Herzmuskel

Trotz dieses grofien Wirkstoffspektrums ist eine hohe Zahl der Hypertoniker insuffizient
eingestellt. Alternative Methoden der Behandlung haben daher eine grof3e Bedeutung.
Zusétzlich ist eine Reduktion der taglichen Polypharmakotherapie durch die damit
einhergehende Complianceverbesserung von groRem Interesse. In diesem Zusammenhang

sind nicht-medikamentdse Therapieansatze von groRer Relevanz.

2.2.2 Minimalinvasive Therapieoptionen

In den letzten Jahren sind zahlreiche neue Therapiemethoden und Instrumente zur Reduktion
des Blutdruckes in der Literatur beschrieben worden. Dies sind u.a. tiefe Hirnstimulation,
Instrumenten-gesteuerte Atmungsregulation und Hirnstammchirurgie.*’ Ein weiteres
Verfahren stellt die arterielle Barorezeptorstimulation dar. Nach chirurgischer bilateraler
Er6ffnung des Carotissinus werden Elektroden direkt in die Adventitia implantiert und tber
deren elektrische Aktivierung sympathische Signale aus dem zentralen Nervensystem
reduziert. In Studien konnten weder die Kriterien fiir die Sicherheit des Eingriffs noch der
primare Endpunkt signifikanter Blutdrucksenkung erreicht werden, sodass der Stellenwert
dieses Verfahrens aktuell als experimentell anzusehen ist.*”*® Erprobt wird auch die
minimalinvasive Erzeugung eines arteriovendsen Shunts zwischen der Arteria (A.) und Vena

(V.) iliaca externa. Ziel ist das Einbeziehen eines Venensegments in den zentralen arteriellen
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Kreislauf zur Wiederherstellung der Windkesselfunktion und damit einer unmittelbaren
Reduktion des Blutdruckes. In einer im Januar 2015 publizierten randomisierten kontrollierten
Studie wurde 42 Patienten mit therapieresistenter aHTN ein arteriovendser Koppler
implantiert. Unter Aufrechterhalten der bestehenden antihypertensiven Therapie konnte
gegeniiber den Ausgangsblutdruckwerten nach sechs Monaten und im Vergleich zur
Kontrollgruppe ein signifikanter Blutdruckabfall gemessen werden. Bei 25 Patienten traten
interventionsbedingte unerwiinschte Nebenwirkungen auf, darunter Harnverhalt, Andmie und
Schmerz. Zwolf Patienten entwickelten eine therapiebedirftige tiefe Venenthrombose

proximal der Anastomose binnen des sechsmonatigen Follow-Ups.*

Das prominenteste Verfahren der minimalinvasiven aHTN Therapie, welches sich bereits in
klinischer Anwendung befindet, ist die renale Denervation, zumeist tber Katheter-basierte
Radiofrequenzablation (RFA). Die renale Denervation als Behandlungsoption bei aHTN soll
in der vorliegenden Arbeit beleuchtet werden. Ziel dieses Therapieansatzes ist es, alle
sympathischen renalen Afferenzen und Efferenzen zu zerstéren und somit deren

hypertensiven Effekte zu unterbinden.
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2.3 Renale Denervation

Seit dem Jahr 2009 wurden zahlreiche verschiedene, zum gréRten Teil minimalinvasive
Verfahren zur renalen Denervation als Therapie bei aHTN entwickelt. Diese lassen sich grob
in Katheter-basierte und nicht-Katheter-basierte, perkutane Verfahren unterteilen. Abbildung
5 zeigt eine Ubersicht tber die aktuell zur Verfiigung stehenden, teils noch in der

experimentellen Erprobung befindlichen minimalinvasiven Therapieansatze.

Minimalinvasive renale Denervation

Katheter-basierte Verfahren /\ Perkutane Verfahren

RFA Endovaskularer Ultraschall pharmakologisch
» Symplicity » TIVUS » Ethanol
» EnligHTN > PARADISE » Hyperosmolarer Kochsalzlésung
» Vessix V2 » Paclitaxel
» Covidien » Guanethidin
> Vincristin

Abbildung 5: Minimalinvasive Verfahren der renalen Denervation, RFA — Radiofrequenzablation, unter ,,RFA“ sind die
vier bisher CE-zertifizierten RFA-Katheter aufgelistet, unter ,,Endovaskulérer Ultraschall* sind zwei CE zertifizierten
Ultraschall-Katheter aufgelistet, unter ,,pharmakologisch® sind die in der Literatur bisher beschriebenen Substanzen zur
chemischen renalen Denervation aufgefiihrt

Jungst wurde auch MRT-gesteuerter hochintensiver Ultraschall (MRgHIFUS) als potenziell
nicht invasives Verfahren zur renalen Denervation im Schweinemodell beschrieben. °

Studienergebnisse am Menschen liegen fur dieses Verfahren noch nicht vor.

2.3.1 Katheter-basierte renale Denervation

Gemeinsamkeit der auf dem Einsatz von Kathetern basierenden Techniken ist der arterielle
Zugangsweg. Dieser erfolgt meist Uber die A. femoralis. Von dort wird ein Katheter bis in die
Nierenarterien vorgeschoben. Die Zerstorung periarterieller, sympathischer in der Adventitia

befindlicher Nerven erfolgt transmural von endoluminal.
Radiofrequenzablation (RFA)

Das aktuell am hdufigsten angewandte Verfahren in der interventionellen Therapie der
refraktéren Hypertonie mittels renaler Denervation stellt die Katheter-basierte

Radiofrequenzablation (RFA) dar.3>%5! Der transkutan in die A. femoralis eingefiihrte
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Katheter wird nacheinander in beide Nierenarterien vorgeschoben. VVon dort aus werden die
Nerven abladiert.>? Die applizierte thermische Energie muss hoch genug sein, um die in der
Adventitia gelegenen Nerven zu zerstoren, aber Endothelschaden maéglichst zu vermeiden. Zu
diesem Verfahren der renalen Denervation liegen randomisierte kontrollierte Studien vor,

deren Ergebnisse in jiingster Zeit kontrovers diskutiert wurden. 3852

Die grolite Datenlage existiert fr das System Symplicity™ der Firma Medtronic
(Minneapolis, Minnesota, USA). Mittels einer Elektrode an der Spitze des Katheters werden
die Nervenfasern thermisch zerstort. Durch Drehung und Zurlickziehen des Katheters entlang
der Arterie erfolgen sechs bis acht Ablationen in verschiedenen Ebenen. Die Ablationsdauer
an einer Stelle betragt bis zu zwei Minuten (min), die gesamte Interventionsdauer betrégt im
Mittel 38 min bis 54 min. Die RFA findet aufgrund starker visceraler Schmerzen unter

intravendser Narkose und Schmerzmittelgabe statt.>>>*

2009 wurde die Symplicitiy HTN-1 Studie veroffentlicht. In dieser ,,proof of principle Studie
wurde bei 45 Patienten mit therapierefraktarer aHTN die RFA mittels Symplicity-Katheter
durchgefiihrt.>? Die Blutdruckreduktion nach zwolf Monaten betrug im Mittel -27/-17 mmHg.
Systolische sowie diastolische Blutdrucksenkung zeigten hohe Signifikanz. Bei zehn
Patienten wurde die renale sympathische Aktivitat mittels Noradrenalin (NA) Spillover-
Methode bestimmt und im Mittel ein Abfall von 47 % (28 - 65 %) ermittelt.>>2 2010 folgte
die Symplicity HTN-2 Studie.® In dieser prospektiven randomisierten kontrollierten Studie
wurden 106 Patienten eingeschlossen. 52 Patienten erhielten RFA mit dem Symplicity-
Katheter. Nach sechs Monaten wurde ein mittlerer Abfall des Blutdruckes um -32/-12 mmHg
gegeniiber dem Ausgangswert in der Interventionsgruppe festgestellt. Der Mitteldruck
innerhalb der Kontrollgruppe blieb nahezu unverandert. Der Blutdruckabfall zum
Ausgangswert sowie im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte jeweils hohe Signifikanz. Im
Zuge dieser beiden klinischen Studien wurde die RFA mittels Symplicity-Katheter als

einfach, sicher und wirksam beschrieben. 325

Wichtige Limitationen des Symplicity-Katheters stellen die anatomischen Gegebenheiten der
Patienten dar: Patienten mit relevanter Nierenarterienstenose, vorangegangener Intervention
an der Nierenarterie oder einer Nierenarterie mit einem Durchmesser kleiner als 4 mm oder
einer Lange kleiner 20 mm sind ausgeschlossen.®® Als weiterer Nachteil gilt die lange
Interventionszeit. Dies fiihrte zur Entwicklung neuartiger Katheter. Diese sogenannten ,,next-
generation“ RFA-Systeme haben teils multiple Elektroden zur polyquitéren Ablation und

kleinere Katheterdurchmesser um diesen Problemen zu begegnen.
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Der EnligHTN™-Katheter der Firma St. Jude Medical (St. Paul, Minnesota, USA) ist ein
Multielektrodensystem. Die Ablation ist an vier Stellen gleichzeitig moglich. Die
Interventionszeit wird verkirzt. In der ARSENAL (Safety and Efficacy Study of Renal Artery
Ablation in Resistant Hypertension Patients) Studie wurde ein mittlerer systolischer

Blutdruckabfall von 28 mmHg erzielt.%

Weitere Katheter-Systeme sind das Vessix V2 System™ der Firma Vessix Vascular Boston
Scientific (Laguna Hills, Kalifornien, USA) und das wieder verlassene OneShot™ der Firma
Covidien (Maya Medical Inc. Campbell, Kalifornien, USA). Bei beiden handelt es sich um
,nhon-compliant” Ballonkatheter. Letzterer ermoglicht durch eine umlaufende Lamelle
zirkumferentielle RFA ohne zusétzliche Drehung des Kathers.®” Das Vessix-System ist
ebenfalls ein Ballonkatheter mit bipolaren RFA Elektroden, welche Ablationen an mehreren
Stellen gleichzeitig ermdglichen. Ferner kann der Vessix-Katheter bei Arterien mit einem
Lumen von minimal 3 mm verwendet werden.*® In der REDUCE-HTN (Treatment of
Resistant Hypertension Using a Radiofrequency Percutaneous Transluminal Angioplasty
Catheter) konnte sechs Monate nach renaler Denervation via Vessix-Katheter ein mittlerer
Blutdruckabfall von 25/10 mmHg gemessen werden.®

Zwei weitere RFA-Kathetersysteme, der ThermoCool® RFA-Katheter (Biosense Webster
Inc., Diamond Bar, Kalifornien, USA) und der Chilli 11™-Katheter (Boston Scientific Inc.,
San Jose, Kalifornien, USA), werden in aktuell laufenden Studien getestest.>® Auch eine
weiterentwickelte Version des Symplicity-Katheters von Medtronic befindet sich seit 2013 in
einer Machbarkeitsstudie. Der Symplicity Spyral ist ein Multielektrodenkatheter. Die
vorlaufigen Ergebnisse sprechen von einer Blutdrucksenkung um -19/-9 mmHg einen Monat
postinterventionell bei einer im Vergleich zur HTN-11 Studie um 33 min gesunkenen

Interventionszeit.>*

Aufgrund der insgesamt vielversprechenden Studienergebnisse wurde die RFA zum Standard
in der interventionellen Therapie der refraktaren Hypertonie und fand bald Anwendung in
mehr als 80 Landern weltweit.>*%° Studien zu ldngerfristigen Wirkung der RFA existierten bis

hierhin nicht.

Im Mérz 2014 wurde die HTN-3-Studie verdffentlicht. Es handelt sich um eine randomisierte
kontrollierte und einfach verblindete multizentrische Studie.>® Wie in den vorausgegangenen
Studien handelte es sich um ein Patientenkollektiv mit therapierefraktdrer aHTN. Sekundéare

Hypertonie, mehr als eine Hospilisation wegen hypertensiven Notfalls im Vorjahr,
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Nierenarterienstenose von mehr als 50 %, Nierenarterienaneurysma, vorangegangene
Intervention an der Nierenarterie, ein Nierenarteriendurchmesser kleiner als 4 mm und eine
Lange kleiner 20 mm galten als Ausschlusskriterien. Insgesamt wurden 535 Patienten
randomisiert. Nach sechs Monaten konnte kein signifikanter Abfall des systolischen
Blutdruckes der RFA-Gruppe (-14,13 mmHg Abnahme gegentiber der Ausgangsmessung)
gegentiber der Kontrollgruppe mit Scheinbehandlung (-11,74 mmHg gegeniiber der
Ausgangsmessung) nachgewiesen werden. Im Gegensatz zur HTN-1 und 2 Studie konnte in
der HTN-3 Studie kein signifikanter Zugewinn durch die RFA gezeigt werden.>

Eine aktuelle multizentrische Studie aus Frankreich kommt wiederum zu einem positiven
Ergebnis. Diese Multicenter-Studie konnte zeigen, dass ein strikteres Studienprotokoll und
groRere Sorgfalt bei der antihypertensiven Begleittherapie den Unterschied gemacht haben
konnten. Bei den 48 Patienten, die RFA mittels Symplicity-Katheter durchliefen, konnte
gegeniber der Kontrollgruppe im Mittel ein signifikanter Blutdruckabfall von -5,9 mmHg

gemessen werden. %

Im Zuge der HTN-3 Symplicitiy Ergebnisse kam es zu kontroversen Diskussionen des
Stellenwertes der Katheter-basierten RFA als Therapie der refraktiaren Hypertonie.®? Es
konnte jedoch auch die Notwendigkeit fur alternative Verfahren der renalen Denervation

bedeuten.
Katheter-basierter endovaskularer Ultraschall

Das Prinzip Katheter-basierter renaler Denervation via Ultraschall liegt in der Erzeugung von
Reibungswarme durch hochfrequente Schallwellen. Die Erwdrmung tieferer Gewebeschichten
fiihrt zu Nervenschaden. Vertreter sind intravaskuldre Katheter-Systeme wie der
PARADISE® (ReCor Percutaneous Renal Denervation System) Katheter (ReCor Medical
Inc., Ronkonkoma, New York, USA) und das TIVUS™ (Therapeutic Intravascular
Ultrasound System) von Cardiosonic (Cardiosonic Ltd., Tel Aviv, Israel).>®®3 Vier Wochen
postinterventionell konnte in der REALISE (Renal Denervation by Ultrasound Transcatheter
Emission) Studie ein Blutdruckabfall um -30/-15 mmHg im Vergleich zu den
Ausgangswerten vor Ultraschall-Applikation mittels PARADISE-Katheter erreicht werden.
Bei 63 % der Patienten wurden Abdominal- und Riickenschmerzen verzeichnet.®® Fiir das
TIVUS konnte nach Intervention ein 50 % Abfall des NA-Gehaltes des Nierenparenchyms

gezeigt werden.®*
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Katheter-basierte chemische Renale Denervation

Das Hauptaugenmerk der Forschung nach Alternativen zur RFA zum Zwecke der renalen
Denervation liegt auf chemischen Verfahren. Im Fokus steht die lokale Applikation
neurotoxischer Substanzen direkt an die sympathischen Nerven um die A. renalis. Abgesehen
von vereinzelten ,,First-in-man‘ Publikationen sind die aktuellen Forschungsergebnisse auf
Tierversuche limitiert. Es ist zwischen Katheter-basierten und nicht Katheter-basierten bzw.
perkutanen Verfahren zu unterscheiden. Substanzen, deren erfolgreiche Anwendung bisher in
der Literatur beschrieben wurde, sind: hypertone Kochsalzldsung, Ethanol, Paclitaxel,

Vincristin und Guanethidin.®-"

Ethanol wird bereits seit Uber 30 Jahren zur paravertebralen Sympathikolyse und Coeliacus
Blockade angewendet. Im Schweinemodell erfolgte im Jahr 2013 eine endovaskulére
Applikation von 95 % Ethanol mittels intraarteriellen ,,Drei-Nadel-Injektionskatheter*
(Peregrine System, Ablative Solutions Inc.). Mikroinjektionsnadeln des Katheters
durchdringen die Arterienwand und ermdglichen eine unmittelbar periarterielle
Substanzapplikation. Jeweils nach zwei Wochen und drei Monaten wurde der NA-Gehalt des
Nierenparenchyms als Indikator erfolgreicher Sympathikolyse durch
Hochleistungsflussigkeitschromatografie (HPLC) bestimmt. Es konnte ein mittlerer NA-
Abfall von 69 % gegeniiber den Kontrollen nachgewiesen werden.”

Lokale, unilaterale Applikation von Vincristin im Jahr 2012 mittels perforiertem
Ballonkatheter an porkine Nierenarterien fiihrte im Seitenvergleich zu einer signifikanten
Abnahme der histologisch nachweisbaren Nerven der behandelten gegentber der nicht
behandelten Seite.”? Die Wirksubstanz wurde mittels perforiertem Ballonkatheter appliziert.
Eine ein Jahr spater veroffentlichte Studie mit gleichem Studiendesign mit einem
weiterentwickelten ,,Doppelballon-Katheter*, welcher die Menge des durch die Arterienwand
tretender Wirksubstanz erhdhen sollte, konnte ebenfalls eine signifikante Abnahme der
histologisch nachweisbaren Neuronen auf der behandelten Seite zeigen.%® Im selben Jahr
erfolgte durch dieselbe Arbeitsgruppe die erste Applikation von Vincristin als Mittel zur
renalen Denervation an einem Patienten mit therapierefraktirer aHTN.87 In der
Folgeuntersuchung nach vier Wochen konnte ein Abfall des Blutdruckes von 146/85 mmHg
auf 132/80 mmHg festgestellt werden. Zuvor konnte die antihypertensive Medikamentendosis

reduziert werden.®’
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Guanethidin wurde im Jahr 2011 via Bullfrog Mikroinfusions-Katheter der Firma Mercator
Med Systems (San Leandro, Kalifornien) im Schweinemodell zur renalen Denervation
genutzt. Nach Angiographie-gesteuerter Injektion durch die Nierenarterienwand zeigte sich
ein Abfall des NA-Gehaltes der behandelten Nieren gegeniuiber den Kontrollen. In der
histologischen Auswertung zeigte sich in allen mit Guanethidin behandelten Féllen

perineurale Inflammation und nervale Degeneration.®
Risiken Katheter-basierter Verfahren

Insgesamt gelten die Katheter-basierten Verfahren der renalen Denervation als sicher.

Allerdings ist der endovaskulére Zugangsweg auch mit Risiken assoziiert.

In der Literatur sind das Auftreten von Punktionsaneurysma an der Femoralarterie sowie
Nierenarteriendissektion und Pseudoaneurysmabildung, transiente intraprozedurale
Bradykardie, postprozedurale Hypotension, Harnwegsinfekt, Parasthesien und
Riickenschmerzen im Rahmen der RFA mittels Symplicity-Katheter beschrieben.>253% Die
mit der arteriellen Punktion assoziierten Risiken der renalen Denervation mittels RFA sind

nicht haufiger als bei anderen Interventionen mit endovaskulidrem Zugangsweg.”

Bei renaler Denervation via RFA muss die thermische Energie von endovaskulér alle
Wandschichten der Nierenarterie durchdringen, um an die in der Adventitia gelegenen
Zielstrukturen zu gelangen. Ferner besteht das Risiko von GefaRirritationen bedingt durch den
Katheter selbst. In der Folge sind in der Literatur Fibrose der Tunica media und Adventitia,
Irregularitaten der Intima und intraluminale Thrombosierung der A. renalis unmittelbar nach
RFA beschrieben.®2"# Im Tiermodell konnte auch noch sechs Monate nach RFA eine
erhohte Thromboseneigung aufgrund der Endothelschadigung nachgewiesen werden.”’
Templin et. al. schlossen daraus, dass antithrombotische Therapie vor und nach RFA nétig
sei.”® Langzeitergebnisse Uber assoziierte Risiken liegen bislang zu keinem Verfahren der
renalen Denervation vor. Signifikante klinische Nebenwirkungen sind bisher nur fiir die RFA

beschrieben worden.

In allen Katheter-basierten Verfahren muss die potenziell neurolytische Komponente, ob
thermisch, mechanisch oder chemisch, zunachst alle Wandschichten der empfindlichen A.
renalis durchdringen, um die adventitiell gelegenen Neuronen zu erreichen. Um dies und die
potenziellen Risiken des endovaskuldaren Zugangsweges zu vermeiden, sind nicht-Katheter-

basierten Methoden der renalen Denervation Thema aktueller Forschung.
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2.3.2 Nicht-Katheter-basierte renale Denervation

Vorteil perkutaner nicht-Katheter-basierter gegenliber Katheter-basierter Verfahren ist die
Vermeidung eines arteriellen Zugangsweges und dessen moglicher Komplikationen.
Aulerdem erfolgt die Applikation der Wirkkomponente nicht durch die Wand der

empfindlichen Nierenarterie hindurch.

MRT-gesteuerte perkutane unilaterale renale periarterielle Injektion von Ethanol beim
Schwein flhrte zu einer signifikanten Abnahme des NA-Gehaltes im Nierenparenchym der
behandelten gegeniiber der nicht behandelten Niere.”® Durch dieselbe Arbeitsgruppe erfolgte
die erste publizierte Anwendung am Menschen. Bei einem 50-jahrigen Mann mit
Nierenversagen und therapieresistenter aHTN wurde CT-gesteuert Ethanol von perkutan an
die Nierenarterien appliziert. Einen Monat postinterventionell konnte ein Blutdruckabfall von
-29/-14 mmHg ohne das Auftreten erheblicher Nebenwirkungen gemessen werden.

Die Wirksamkeit von hypertoner Kochsalzldsung und Paclitaxel als potenzielle Agenten
renaler Denervation konnte bislang nur im Rattenmodell nachgewiesen werden. Lokale

Applikation fiihrte zu einem signifikanten Abfall der renalen NA-Konzentration.®®

Die Wirksamkeit von Vincristin und Guanethidin wurde bereits fur deren endovaskulare
Applikation mittels intraarteriellem Katheter im Schweinemodell gezeigt. Lokale Applikation
Vincristins an eine Nierenarterie fuhrte zu histopathologisch nachweisbarer Reduktion
periarterieller Neuronen. Katheter-basierte periarterielle unilaterale Guanethidinapplikation
reduzierte den NA-Gehalt im Parenchym behandelter gegeniiber unbehandelter Nieren.8% 72

Eine perkutane periarterielle Anwendung beider Substanzen wurde bislang nicht beschrieben.
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2.4 Arbeitshypothese und Zielstellung
Die Hypothese dieser Arbeit lautet: Die CT-gesteuerte perkutane periarterielle Applikation

von Vincristin oder Guanethidin um die A. renalis zur Induktion einer renalen Denervation ist

ein effektives, sicheres und praktikables Therapieverfahren.

Ziel dieser Arbeit war die Evaluation der Machbarkeit, Sicherheit und Effektivitat der
perkutanen periarteriellen Applikation von Vincristin und Guanethidin in den jeweils

gewahlten Losungen.
Als primdre Outcome Parameter galten:

1. Der NA-Gehalt in ng/g Nierengewebe im Vergleich von behandelter und
unbehandelter Niere als funktioneller Parameter der Sympathikusaktivitit und
Indikator erfolgreicher Sympathikolyse

2. Der Nachweis pathologisch veranderter Nerven in histologischen Praparaten der
behandelten Nierenarterien als morphologisches Korrelat einer erfolgreichen

Denervation
Sekundare Outcome Parameter:

1. Die technische Machbarkeit und Sicherheit der CT-gesteuerten perkutanen
periarteriellen Substanzapplikation

2. Das Verhalten des arteriellen Blutdruckes der Tiere im Verlauf
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3 Methodik
3.1 Studiendesign

In dieser tierexperimentellen Dissertationsarbeit wurden zwei Gruppen bestehend aus jeweils
sechs Schweinen untersucht. Bei jedem Schwein erfolgte die CT-gesteuerte, perkutane
periarterielle Applikation von Vincristin (Vincristin-Gruppe) oder Guanethidin (Guanethidin-
Gruppe) an eine Nierenarterie. Die kontralaterale Seite blieb unbehandelt und diente als
Kontrolle. Zwei Wochen nach erfolgter Intervention wurden die Schweine euthanasiert und
die Nieren inklusive Anhangsgewebe entnommen. Die Nierenarterien samt verbindendem
Aortenabschnitt und Ureter wurden histologisch aufgearbeitet. Als priméres Endergebnis
galten histopathologisch nachweisbare Effekte der applizierten Substanzen auf die renalen
sympathischen Nerven, die Nierenarterien selbst und das umgebende Gewebe. Als
funktioneller Parameter der renalen Sympathikolyse diente das im Nierenparenchym
gemessene Noradrenalin (NA) im Vergleich von Interventions- und Kontrollseite. Der
arterielle Blutdruck der Tiere wurde unmittelbar vor und nach der Intervention sowie vor der

Euthanasie bestimmt.

3.2 Material

3.2.1 Versuchstiere und Haltung

Die vorliegende Studie wurde an Hausschweinen (H.G.E. Service GmbH Langerwisch, D-
14552 Michendorf) durchgefiihrt. Es wurden ausschlieSlich ménnliche, kastrierte Schweine
verwendet. Eventuell geschlechtsspezifische Wirkunterschiede von Vincristin oder
Guanethidin auf die Versuchstiere sind daher in dieser Betrachtung ausgeschlossen. Die Tiere
waren bei Intervention circa drei Monate alt und wogen zwischen 21 kg und 27,6 kg
(Mittelwert 23,6 kg + 2 kg). Unterbringung und Versorgung der Schweine entsprachen EU-
Standards nach Richtlinie 2010/63/EU. Zwei Tiere wurden in einer 9,2 m2 groRen Box in der
tierexperimentellen Einrichtung der Charite, Universitatsmedizin Berlin, CVK, gehalten. VVon
5 Uhr morgens bis abends 17 Uhr war das Gehege beleuchtet. Der Boden wurde mit Allspan
Hobelspanen (Allspan® Spanverarbeitung GmbH, Karlsruhe, Deutschland) eingestreut. Diese
wurde wdchentlich gewechselt. Zusatzlich war die Box mit Stroh, Heu, Ketten, Béllen und
Kaustangen zur Beschaftigung der Tiere ausgestattet. Reinigung des Geheges erfolgte
zweimal am Tag. Die Versuchstiere wurden zweimal taglich mit Mast Solo S1 pelletiert

(Agravis Raiffeisen AG, Minster, Deutschland) gefiittert.
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Die Anzeigennummer lautet G 0169/13. Die behdrdliche Genehmigung fur die Tierversuche
wurde am 07.10.2013 erteilt.

3.2.2 Substanzen zur renalen Denervation

Vincristin

Vincristin gehort zur Gruppe der Vinca-Alkaloide. Es bindet an das Protein ,, Tubulin® und
verhindert so dessen Polymerisierung zu Mikrotubuli. Diese stellen einen elementaren
Bestandteil des Zytoskeletts dar. Ferner bilden sie den Spindelapparat in der Metaphase der
Mitose. Dies wird durch Vinca-Alkaloide unterbunden. Deshalb werden sie auch Spindelgifte
genannt.” Vincristin findet als Zytostatikum Verwendung in der Onkologie als intravenoses
Medikament. Es wird vor allem bei malignen hdmatologischen Neoplasien und kindlichen
Malignomen angewendet.8%8! Die Hachstdosis liegt bei Erwachsenen bei 2 mg/m?2
Korperoberfliche. Als bekannte Nebenwirkung gilt Vincristin als stark neurotoxisch.®? Bei
lokaler Applikation fiihrt es zu Gewebsnekrosen.®® Im Mausmodell fiihrte Vincristin bei
intradermaler Gabe in 70 % der Falle zu dosisabhangigen Ulzerationen.®* Aufgrund seiner
bekannten Neurotoxizitit und der hohen Relevanz des Mikrotubulusgerists in Nervenzellen
bestand die Vermutung, durch die lokale Applikation um die Nierenarterie, renale

Denervation zu erzielen.®®

Vincristin wurde von der Apotheke der Charité Campus Virchow Klinikum (CVK)
bereitgestellt. Es wurden je 7 ml Losung mit 0,1 mg Vincristin steril verpackt in einer
Einmalspritze mit Luer-Lock Anschluss im Lichtschutzbeutel geliefert und im Kuhlschrank
aufbewahrt. Direkt vor der Intervention wurden uber einen Dreiwegehahn mit Hilfe einer
zweiten Spritze mit Luer-Lock-Anschluss 2 ml Bupivacain (Carbostesin 0,5 %, Astra Zeneca,
London, GB) und 1 ml Kontrastmittel (KM) (Accupaque 240, GE Healthcare,
Buckinhamshire, GB) unter sterilen Bedingungen hinzugefligt und die Substanzen vermischt.
Insgesamt standen pro Schwein 10 ml Injektionslésung mit einer Konzentration von 0,1 mg
Vincristin/10 ml zur Verfligung. Das Lokalanésthetikum Bupivacain diente der lokalen
Betdubung an der Einstichstelle, KM zur CT-gesttitzten Kontrolle der Injektatverteilung peri-

und postinterventionell.
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Abbildung 6: Interventionstisch neben dem Interventions-CT unmittelbar vor der Intervention, gezeigt ist das
Anmischen der Injektionsldsung Uber einen Dreiwegehahn (2), Wirkstoff: Vincristin, 1 — schwarze Lichtschutzbeutel, 2 —
Dreiwegehahn, 3-Spritze mit Luer-lock Anschluss enthalt 7 ml mit 0,1 mg Vincristin, 4 — Spritze mit Luer-Lock Anschluss
mit Bupivacain und KM, 5 — KM, 6 — Bupivacain, 7 — griine Schutzhandschuhe, 8 — Kompressen, 9 — Spritzen mit Luer-Lock
Anschluss, 10 — kleine Verldngerungen, 11 — sterile Abdeckungen, 12 - Flussigkeitsabwurf

Guanethidin

Guanethidin fand Anwendung in der Therapie bei schwerer Hypertonie insbesondere bei
akuter hypertensiver Krise. Ein weiterer Anwendungsbereich war die Glaucomtherapie in
Form von Augentropfen.® Aktuell wird Guanethidin in Deutschland nicht verwendet. Der
Wirkstoff wird selektiv von noradrenergen Nervenfasern tiber deren NA-Transporter
aufgenommen. Es ist somit hoch spezifisch fur postganglionédre sympathische Fasern. Dort
hemmt es die Signaltransduktion, wird anstelle von NA in Vesikeln gespeichert und bei
Reizung anstelle des Transmitters ausgeschiittet. Es agiert als ,,Falscher Transmitter. &

Systemische Gabe von hohen Dosen Guanethidin kann im Tiermodell immunvermittelt

periphere sympathische Nervenfasern zerstoren.87:8

Guanethidin wurde in Form von 1 mg/ml Ampullen tber die Apotheke der Charité Virchow
Klinikum (CVK) aus England bestellt, da der Wirkstoff in Deutschland nicht mehr verfligbar
ist. Neun Ampullen je 1 ml wurden mit 1 ml KM (Accupague 240, GE Healthcare,
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Buckinhamshire, GB) in eine Einmalspritze zu einer Gesamtkonzentration von 90 mg
Guanethidin pro 10 ml Injektionslésung aufgezogen. Aufgrund der im Vergleich zu Vincristin
oder auch Ethanol fehlenden zytotoxischen Potenz und dem selektiven
Wirkungsmechanismus von Guanethidin war hier keine Zugabe von Lokalanasthetikum

notwendig.

3.3 Methoden

3.3.1 Interventionsvorbereitung, Narkose und prainterventionelle Bildgebung
Die Eingew0Ohnungszeit der Versuchstiere im Tierhaus der tierexperimentellen Einrichtung
der Charité, Universitatsmedizin Berlin, CVK, betrug eine Woche. Am Interventionstag

blieben die Schweine nlichtern und wurden gewogen.

Narkose

Mit einer Kanule an einem Verlangerungsschlauch wurden 15 mg/kg Kérpergewicht (KG)
Ketaminhydrochlorid (Ketamin® 10 %, 100 mg/ml, Bela Pharm GmbH Co KG, D-49377
Vechta), und 0,2 mg/kg KG Midazolamhydrochlorid (Dormicum®, 5 mg/ml, Roche Pharma
AG, Schweiz-79639 Grenzach-Wyhlen) in die Nackenmuskulatur der Schweine injiziert.
Dank des Verlangerungsschlauches war keine Fixierung der Tiere notig und die Injektion
konnte im Stall erfolgen. Nach erfolgreicher Sedierung wurde noch im Stall eine
Venenverweilkanule in einer Ohrvene platziert und eine Perfusorspritze tber einen
Verlangerungsschlauch angeschlossen. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte tber
wirkungsadaptierte Gabe von Propofolboli von 1 ml bis 3 ml (B. Braun Melsungen AG, D-
34209 Melsungen). Die Augen der Schweine wurden durch das Auftragen von Augensalbe
(Regepithel, Alcon Pharma GmbH, D-79108 Freiburg i. Breisgau) vor Reizung von Cornea

und Konjunktiven geschiitzt.

Positionierung im CT und prainterventionelle Bildgebung

Die Tiere wurden in den CT Untersuchungsraum gefahren. Nach initialer Blutdruckmessung
erfolgte die Lagerung auf dem CT-Tisch in Bauchlage mit dem Kopf voraus. Dies
ermdoglichte den dorsolateralen Zugangsweg der Punktionsnadel zum Zielgebiet um die
Nierenarterie. Mit Hilfe gefalteter Stecklaken wurde die Position fixiert. Die Schweine
erhielten 3 I/min Sauerstoff (iber einen Becher, welcher iber den Rissel gestilpt und mittels
Klebeband fixiert wurde. Der Sauerstoffschlauch wurde durch ein Loch im Boden des
Bechers geschoben und luftdicht fixiert. Ein Sensor zur Messung der Sauerstoffséttigung

wurde an einer Klaue oder dem Schwanz des Tieres angebracht. Uber einen Drei-Wege-Hahn

32



Methodik

wurde ein Propofolperfusor (IVAC® P 4000 Anésthesie- Spritzenpumpe, Cardinal Health, D-
52499 Baesweiler) (Dosierung: 5 mg/kg/h) sowie der Schlauch der Kontrastmittelpumpe
(KM-Pumpe) an die Venenverweilkantle in der Ohrvene angeschlossen. Unmittelbar vor der
Punktion wurde der Schlauch der KM-Pumpe durch einen Fentanylperfusor (Janssen-Cilag
GmbH, D-41470 Neuss) ersetzt (Laufrate 1-3 pug/kg/h). Abbildung 7 zeigt die Lagerung eines

Schweins im Interventions-CT direkt vor der Intervention.

Abbildung 7: Lagerung eines Schweins der Vincristin-Gruppe im CT-Gerét in Bauchlage, 1 — CT Gerat (64-MSCT,
Somatom Definition AS, Siemens, D-65760 Eschborn), 2 — Sauerstoffschlauch, 3 — Becher als Sauerstoffmaske, 4 — Drei-
Wege-Hahn konnektiert zur Flexile in einer Ohrvene, 5 — Perfusorleitung mit Propofol, 6 - Interventionstisch

Planungs-CT

Vor der Intervention erfolgte die Durchfiihrung eines Planungs-CT. Alle Interventionen
wurden mit einem 64-Multislice Computertomographen (MSCT, Somatom Definition AS,
Siemens, Erlangen, Deutschland) der Radiologie, CVK durchgefuhrt. Evaluation der
Punktionsebene und Seitenwahl erfolgte durch einen biphasischen CT-Scan mit arterieller und
vendser Kontrast-Phase (50 ml Xenetix 350, Guerbet, F-93420, Villepinte, arterielle Phase,
Delay: SURE® Start, ca. 15 s, vendse Phase 40 s Delay, 30 ml Kochsalzlésung, Flussrate
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2,5 ml/s). Abbildung 8 zeigt beispielhaft ein axiales und cororares Schnittbild der

prainterventionell durchgefuhrten CT-Bildgebung zur Bestimmung der Punktionsebene.

Abbildung 8: Planungs-CT, Schwein 1 der Vincristin-Gruppe, arterielle Phase, a) axial und b) coronar, re. — rechts, li. -
links, WK - Wirbelkdrper, 1 - Aorta, 2 — Nierenarterien

Wichtige Parameter fur gute Erreichbarkeit der Nierenarterie waren die anatomischen
Gegebenheiten, insbesondere der Processus. transversi der Wirbelkorper, der Verlauf der
Vena (V.) cava inferior sowie Verlauf und Lage der Nierenarterien selbst. Das Schwein wurde

dann auf die Hohe der flr die Punktion ausgewahlten Schnittebene gefahren.
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3.3.2 Intervention — CT-gesteuerte periarterielle Injektion und postinterventionelle

Bildgebung

Abbildung 9 zeigt den Versuchsaufbau wéhrend der Intervention.

Abbildung 9: Versuchsaufbau wahrend der Intervention, 1 — Interventionalist, 2 — Assistent, 3 — Monitoring zur
Uberwachung der Sauerstoffséttigung und Herzfrequenz des Versuchstiers, 4 — Interventionstisch, 5 — CT-Steuerkonsole, 6 —
Propofolperfusor, 7 — Fentanylperfusor, 8 — Monitore zur Darstellung der periinterventionellen CT-Bildgebung, 9 -
Sauerstoffanschluss

Die Intervention erfolgte unter kontinuierlicher, gewichtsadaptierter Propofol- und
Fentanylgabe. Nach groRflachiger Desinfektion mit lodlésung und sterilen Abdecken der
umgebenden Haut erfolgte eine Hautinzision nach vorheriger Lokalanasthesie (10 ml

Carbostesin 0,5 %, Astra Zeneca, London, GB) auf der vorher im CT bestimmten
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Punktionsstelle. Im Anschluss wurde eine 20 G-Spinalnadel (Becton Dickinson S.A., Madrid,

Spain) dorsolateral an der Inzisionsstelle platziert.

Abbildung 10: Platzierte Injektionsnadel (1) und Substanzapplikation im Interventions-CT, 1 — 20 G Spinalnadel, 2 —
Verlangerungsschlauch, 3 — 10 ml-Spritze mit Wirksubstanz (Vincristin), 4 — sterile Abdeckung, 5 — Kontrastmittelpumpe

Die Nadel wurde unter standiger Bildkontrolle (CT-Fluoroskopie) bis zur Nierenarterie
vorgeschoben. Nach initialer Aspiration wurden, vor der Injektion der eigentlichen
Wirksubstanz, 1 ml Lokalanasthetikum (Carbostesin 0,5 %, Astra Zeneca, London, GB) plus
KM (Accupaque 240, GE Healthcare, Buckinhamshire, GB) injiziert. Dies diente der
Sicherstellung einer optimalen Lage der Punktionsnadel und suffizienter Injektatverteilung.
Nach erneuter Lagekontrolle erfolgte die Injektion von Vincristin oder Guanethidin in den in

3.2.2: ,,Substanzen zur renalen Denervation* angegebenen Mischungsverhaltnissen unter

36



Methodik

stdndiger CT-Bildkontrolle der Injektatverteilung.

Abbildung 11: Intervention, Schwein 1 der Vincristin-Gruppe, CT-Fluoroskopie, axial, a) finale Nadelposition vor und b)
nach Injektion eines der Wirkstofflosung um die rechte Nierenarterie, Nativ-CT, re. - rechts, li. — links, WK — Wirbelkorper

Abbildung 11 zeigt wéhrend der Intervention aufgenommene CT-Bilder in axialer
Schnittebene vor und nach der Applikation der Interventionslosung tber die Injektionsnadel.
Das KM enthaltende Injektat demarkiert sich hyperdens.

Bei Schwein Vincristin 1 wurden in Anbetracht der potenziell toxischen Wirkung Vincristins
7,5 ml und bei Schwein Vincristin 2 9 ml injiziert. Nach Ausbleiben von Nebenwirkungen
wurden bei den folgenden vier Schweinen 10 ml Injektionslosung appliziert. Finf Schweine
der Guanethidin-Gruppe erhielten 10 ml Injektionsldsung. Bei Schwein Guanethidin 5 wurde

nach initialer Fehlapplikation 1 ml nachinjiziert.
Postinterventionelle Bildgebung und Evaluierung der Substanzdistribution

Postinterventionell erfolgte eine nativ-CT-Spirale zur Beurteilung der Substanzverteilung und
gegebenenfalls notwendiger Nachinjektion. Entsprechende Bilder sind in 4.2 ,,Technische
Durchfuhrbarkeit* dargestellt.

Die Injektatdistribution wurde mit einem Score von maximal 3 Punkten durch zwei Fachérzte

fur Radiologie bewertet. Tabelle 1 stellt die Score-Kriterien dar.
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Tabelle 1: Injektatdistribution, die linke Spalte stellt die erreichte Punktzahl, die rechte Spalte das aus der CT-Bildgebung
ersichtliche Korrelat der postinterventionellen Injektatverteilung zur entsprechenden Punktzahl dar

Punkte Kriterien

1 (nicht Ostium und folgende Anteile der Nierenarterie nicht umspult

ausreichend)

2 (ausreichend) | Ostium umspilt, Arterie im Verlauf partiell umsplt

3 (exzellent) Ostium umspult, Arterie im Verlauf vollstandig zirkumferentiell von
Injektatlosung umspiilt

Es wurde die Interventionszeit gemessen, definiert als das Zeitintervall zwischen initialer CT
und postinterventioneller nativ-CT-Bildgebung. Die fir Sedierung, Transport und Lagerung

bendtigten Zeiten sind nicht eingeschlossen.

Postinterventionell wurde erneut der Blutdruck am gleichen Hinterlauf gemessen. Unter
wirkungsadaptierter Gabe von Propofol erfolgte der Rucktransport der Tiere. Bis zum
Erwachen im Stall und dem Wiedererlangen eines sicheren Stand- und Gangbildes blieben sie
unter Beobachtung. AnschlieBend wurden sie mit Futter versorgt. Die nachsten zwei Wochen
wurden die Tiere flr etwaige Interventionsfolgen beobachtet. Aufféalligkeiten und notwendige
Medikamentenanwendung (z.B. Schmerzmittel) wurden von den zustandigen Tierpflegern

dokumentiert.

3.3.3 Verlaufskontrollen

Zwei Wochen nach der Intervention erhielten die Tiere eine Kontroll-CT. Sedierung, Narkose
und Transport erfolgten analog zum Ersteingriff. Nach dreimaliger Blutdruckmessung am
selben Hinterlauf folgte die bisphasische CT (50 ml Xenetix 350 i.v., arterielle Phase, Delay:
SURE® Start, 15 Sekunden; vendse Phase 40 Sekunden Delay) zur Beurteilung eventueller
Komplikationen und Veranderungen wie Nierenarterienstenose, Thrombose,
Harnstaustauungszeichen und Schaden an Nachbarorganen. Bei Schwein 5 und 6 der
Guanethidin-Gruppe wurde im Rahmen der Nachkontrolle ein Ballonkathetersystem in der
Arteria (A.) femoralis getestet. Dieses System findet in weiterfihrenden Versuchen zu
alternativen Verfahren renaler Denervation der Arbeitsgruppe seine Anwendung. Hierauf
wird an dieser Stelle nicht weiter eingegangen. Aufgrund dessen erfolgte die Nachkontrolle
der Schweine im MRT-Gerét mittels MR-Angiographie zur Beurteilung der Nierenarterien.

Die Lagerung der Schweine erfolgte analog zum Vorgehen im CT-Gerét. Die Propofolgabe

38



Methodik

erfolgte jedoch aufgrund fehlender MRT-geeigneter Perfusoren wirkungsadaptiert von Hand

wahrend der Bildgebung.

3.3.4 Euthanasie und Organentnahme

Direkt nach den CT-/MRT-Verlaufskontrollen wurden die Schweine nach initialem
Propofolbolus i.v. Uber die Venenverweilkanile mittels Pentobarbital-Natrium (Narcoren®,
16 g/100 ml, Merial GmbH, D-85339 Hallbergmoos) euthanasiert. Anschlie3end folgte die
Positionierung in Ruckenlage auf dem OP Tisch und Fixierung mittels Klebeband an Vorder-
und Hinterlaufen. Zur Er6ffnung des Abdomens erfolgte ein Medianschnitt von Sternum,
entlang der Linea alba, bis hinunter zur Beckenachse. Entlastungsschnitte beidseits kaudal des
Rippenbogens erlaubten eine bessere Einsicht in den Situs. Die Darmschlingen wurden von
einem Assistenten beiseite gehalten und die Nieren vom Operateur aus der Nierenfaszie und
umgebendem Fettgewebe beidseits freiprépariert. Benachbarte Organe und Strukturen wurden
makroskopisch auf Auffalligkeiten untersucht. Abbildung 12 zeigt die noch intrakapsular

befindliche Niere im Situs.

Abbildung 12: Niere im ertffneten Situs unmittelbar vor Organentnahme, die Darmschlingen werden zur besseren
Einsicht beiseite gehalten

39



Methodik

Die behandelte Niere wurde intraoperativ zur spateren Wiedererkennung markiert. Die
Ureteren wurden im Verlauf dargestellt und moglichst distal in Harnblasennéhe durchtrennt.
Die Aorta wurde kranial sowie kaudal des Ursprunges der Arteriae renalia abgeklemmt und

durchtrennt. Die Nieren wurden als Ganzes, samt zufihrenden GefaRen, Aorta und Ureteren

entnommen. Dies ist in Abbildung 13 dargestellt

AN : - g

Abbildung 13: Entnommene Nieren, die Pinzette markiert die Aorta (1), 2 — A. renalis sinistra, 3 — Ureteren, re. — rechts, li.
— links. Der in dieser Darstellung imponierende GrélRenunterschied der beiden Organe war bereist pra-interventionell
bestehend und bei unauffalliger Histomorphologie am ehesten anlagebedingt

Fur die NA-Bestimmung wurden die Vasa renalia am Hilus abgetrennt und die Nieren
gewogen. Im Anschluss wurden sie mit 5 ml/g 0,2 M Ameisenséure (Avantor Performance
Materials B.V, Deventer, Niederlande) in einem Metallbecher mit einem handelstiblichen

Stabmixer homogenisiert. Das Homogenisat einer Niere wurde dann in drei Falcons von je
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50 ml Volumen Uberflhrt. Pro Schwein entstanden somit sechs Proben, jeweils drei pro Seite.

Uberschuss wurde verworfen. Die Falcons wurden bei -20°C tiefgefroren.

Der GeféaBbaum der Nieren wurde entlang einer in der Aorta eingeflihrten Pinzette von kranial
nach kaudal mittig geteilt. Beide Seiten wurden in ProbengefaRe mit 50 ml 4 % Formaldehyd
(Formalin Solution 4 %, Avantor Performance Materials B.V, Deventer, Niederlande)
uberfihrt.

Nach erfolgter Nephrektomie wurden die Kadaver im Rahmen der geltenden Richtlinien

entsorgt.

3.3.5 Bestimmung des Noradrenalingehaltes im Nierengewebe

Die Bestimmung des Noradrenalin (NA)-Gehaltes der Nieren erfolgte im Labor Anakat,
Institut fur Biotechnologie GmbH (Leiter Prof. Dr. Ulrich Speck), Robert- Koch-Platz 4,
10115 Berlin, mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) nach Bauch et al.®®

Im ersten Arbeitsschritt wurde enthaltenes NA um den Faktor ,,4* aufkonzentriert. Das
Homogenisat aus Niere und 0,1 % Ameisensaure wurde zentrifugiert und 2 ml des
Uberstandes mit 10 pl einer 10 pug/ml Noradrenalin(d6)-L6sung ((x)-Norepinephrine-
2,5,6,a,B,p-de in 0,2 M Ameisenséure) als internem Standard, mit 1 ml der Losung A

(2 mol/2 Ammoniumchlorid-/Ammoniumhydroxid; 8 mmol/1 Diphenylborsaure-Ethanol-
aminkomplex; 13,4 mmol/1 EDTA; pH 8,5 mit konzentrierter Salzsaure eingestellt) und 5 ml
Losung B (4,57 mmol/1 Tetra-octyl-animoniumbromid in 25 % Chloroform, 75 % n-Heptan)
versetzt. Nach dreimaligem Schutteln von jeweils 20 s auf dem Vortexer folgte eine 15
minitige Zentrifugation. Die obere Phase wurde abgenommen, in ein neues Gefal tberfuhrt
und mit 2 ml n-Oktanol und 0,5 ml 0,2 M Essigsaure auf dem Vortexer 20 s durchmischt und
im Anschluss flr 15 min zentrifugiert. Die obere organische Phase wurde abgenommen und
verworfen. Die untere wassrige Phase wurde entnommen und erneut fur 10 min zentrifugiert.

Die nun aufkonzentrierte Probe wurde bis zur Analyse eingefroren.

Die NA-Konzentration wurde mittels HPLC bestimmt. Diese setzt sich zusammen aus einer
Luna® C 18 Sdule, 5 um, 150 mm x 4.6 mm (Phenomenex®, Aschaffenburg, Deutschland),
einer Pumpe (Waters 515, Waters Corporation, Milford, MA, USA), einem Detektor
(Chromsystems CLC100, Chromsystems, Gréfelfing, Deutschland) mit Glas-Carbon-
Arbeitselektrode und Ag/AgCl-Referenzelektrode und einem Einspritzventil (Rheodyne®
7125, Chromtech, Apple Valley, MN, USA) mit 50 ul Probenschlaufe. Die
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Detektoreinstellungen waren: Potential 0,8 V, Range 5 nA, Offset 0,01 V, Rise Time 2 s.
FlieBmittel war ein Gemisch aus 62,43 mmol/l Methansulfonséure, 29,59 mmol/I
Phosphorséure, 0,093 mmol/l Octansulfonsdure und 0,097 mmol/l EDTA (Titripex I1I) bei
einer Flierate von 1,3 ml/min isokratisch. Der ph-Wert wurde mittels 5 M Natriumhydroxyd
auf 2,1 eingestellt. Der erhaltene Messwert wurde auf eine Probe mit bekanntem NA-Wert

(Standard) bezogen.

3.3.6 Histopathologische Aufarbeitung
Fur die histopathologische Untersuchung wurden Nierenarterien, Bauchaorta und Ureteren

zunachst in Formalin fixiert und anschlieBend in Paraffin eingebettet.
Fixieren und Schneiden

NierengefaRe und Ureteren wurden im Labor der experimentellen Radiologie am CCM
(Institut fur Radiologie, Campus Charité Mitte, Charitéplatz 1, D-10117 Berlin) in groRere
formalingefullte GefaRe umgefiillt. Um eine ausreichende Infiltrationszeit in das Gewebe zu
gewadhrleisten, verblieben die Praparate mindestens 24 Stunden (h) in Formalin. Im Anschluss
wurden die Préparate geschnitten und in beschriftete Histologiekassetten (20 x 15 x 5 mm)
uberfhrt.

Die Einbettung erfolgte via Histokinette vollautomatisch (Leica TP 1020, Leica Biosystems
Nussloch GmbH, D-69226 Nussloch). Die Kassetten wurden in einem Metallbehélter
gesammelt und in den Automaten eingehangt. Wahrend des 12 stiindigen Durchlaufs durch
die insgesamt zwolf Behélter (1 h/Behélter) wurden die Préparate zunéchst in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und anschlieRend (mit Xylol als Zwischenmedium)
mit Paraffin durchtrénkt. Das lange etablierte Verfahren der Einbettung mittels Histokinette

wird durch Russell et. al. ausfilhrlich beschrieben.®

Die nun eingebetteten Praparate wurden aus den Kassetten entnommen und in
Stahlblechformen platziert. An der beheizten Paraffinausgiel3station (Leica EG 1150H, Leica
Biosystems Nussloch GmbH, D-69226 Nussloch) wurden die Formen mit Paraffin
aufgegossen und die beschriftete Seite der zuvor verwendeten Kassetten auf der
Stahlblechform platziert. Die Stahlblechformen wurden dann zur Aushéartung des Wachses auf
eine Kihlplatte (Leica EG 1140C, Leica Biosystems Nussloch GmbH, D-69226 Nussloch)
uberfuhrt. Nach dem Abkdihlen konnten die Préparate in festen Wachsbldcken aus den

Metallgussformen entfernt werden.
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Nach der Aushartung waren die Bldcke bereit zum Schneiden. Ziel war die Fertigung von
Schnitten zur mikroskopischen Auswertung. Am Rotationsmikrotom (Leica RM2125RT,
Leica Biosystems Nussloch GmbH, D-69226 Nussloch) wurden die Blocke eingespannt und
5 um dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden ins 37°C warme Wasserbad (Leica HI 1210,
Leica Biosystems Nussloch GmbH, D-69226 Nussloch) und von dort auf zuvor beschriftete
Objekttrager (Super Frost® Plus Objekttrager, R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik,
D-79312 Emmendingen) tberfuhrt. Zum Trocknen wurden die Praparate einen Tag im

Trockenschrank (Heraeus Kendro Laboratory Products, D-63505 Langenselbold) aufbewahrt.

In Abbildung 14 ist der Laboratoriumsarbeitsplatz gezeigt.

Abbildung 14: Arbeitsplatz im Labor, 1 — Etikettendrucker fiir die Objekttrager, 2 — Wasserbad, 3 - Mikrotom, 4 —
Paraffinausgussstation, 5 — Kélteplatte mit Praparaten in Stahlblechformen, 6 — Automat zum Eindecken von Objekttrégern, 7
— fir die HE-Farbung genutzter Farbeautomat

Hier erfolgten das Einbetten, Schneiden der Wachsblécke und Uberfiihrung der Schnitte auf

Objekttrager zur mikroskopischen Betrachtung.
Farben

Ziel war das Erkennen von Nervenzelldegenerationen entlang der behandelten Aa. renalia.
Ebenso sollten mdgliche Effekte auf das umliegende Gewebe sichtbar werden. In
Abstimmung mit dem Institut fir Neuropathologie, Charité Universitatsmedizin Berlin wurde
die Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung als Ubersichtsfarbung gewahlt. Als Spezialfarbung zum

Erkennen von Nervenschaden wurde die Elastica van Gieson (EvG) Farbung ausgewéhlt. Zur
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spateren Auswertung wurden von jedem Praparat mindestens ein Objekttrdger mit HE und ein

Objekttrager mit EvG angefarbt.
Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die HE Férbung ist eine histologische Standardfarbung. Die reaktiven Komponenten sind
Eosin und Hamalaum. Funktionsweise und Anwendungen sind in der Literatur vielfach
beschrieben.! Der saure Farbstoff Eosin bindet an basische Zellbestandteile und farbt diese
rot. Das basische Hamalaum férbt saure Zellbestandteile blau. Der Zellkern und das raue

Endoplasmatische Retikulum stellen sich daher blau und das Zytoplasma rot dar.

Die Farbung der Préparate erfolgte im Labor der experimentellen Radiologie Charité am
Féarbeautomaten (Leica Autostainer XL, Leica Biosystems Nussloch GmbH, D-69226
Nussloch, Programm 14). Vor Féarbebeginn wurden die Objekttrager fur einige Minuten im
Warmeschrank bei 60°C aufbewahrt. Das Féarbeprotokoll entspricht dem Gblichen VVorgehen.
Zunéchst wurden die Praparate mittels Xylol entparaffinisiert und in einer absteigenden
Alkoholreihe gefolgt von Wasser rehydratisiert. Im Anschluss folgte der erste Féarbeschritt in
Mayers Hamalaum. Nach Spulung unter flieBendem Wasser folgte die Eosinfarbung. In einer
aufsteigenden Alkoholreihe — gefolgt von Xylol — wurde das Préparat vor der Eindeckung

erneut dehydratisiert.

Im Anschluss an das Farbeprotokoll wurden die Objekttrager vollautomatisch eingedeckt
(Leica CV5030, Leica Biosystems Nussloch GmbH, D-69226 Nussloch).

Elastica van Gieson Farbung

Die EvG Farbung farbt Kollagenfasern rot und elastische Fasern schwarz. Kollagenzunahme

als Zeichen einer Fibrosierung im Rahmen von Neurodegeneration wird damit sichtbar.

Die Farbung erfolgte manuell in der Neuropathologie am CCM (Institut fir Neuropathologie
Charité - Universitatsmedizin Berlin, Campus Charité Mitte Charitéplatz 1, Virchowweg 15,
D-10117 Berlin). Nach Entparaffinisierung und Rehydratisierung in Xylol, gefolgt von einer
Spulung in absteigenden Alkoholkonzentrationen, verblieben die Préparate 20 min in
Resorcin-Fuchsin-Losung. Nach kurzem Spulen mit Wasser folgten 5 min in Weigertschen
Hé&matoxylin. Daraufhin wurden die Praparate unter flieBendem Wasser geblaut und blieben
im letzten Farbeschritt 3 min in Pikofuchsin. In einer aufsteigenden Alkoholreihe mit
abschlielendem Xylolbad wurden die Praparate dehydriert und anschlieRend vollautomatisch

eingedeckt.
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Nach erfolgreicher Farbung wurden die Préparate von einem Neuropathologen beurteilt.
Besonderes Augenmerk wurde auf Folgen der Substanzapplikation gelegt. Priméres Ziel war
das Erkennen von geschadigten und um die behandelte A. renalis gelegenen Nervenfaszikeln.
Ferner wurde nach weiteren Zellschédden und Veranderungen gesucht, welche als
Nebenwirkungen aufgetreten sein konnten. Aufféallige Préparate wurden zur spateren

Wiedererkennung markiert.

Im Anschluss wurden am Mikroskop Bilder der histologischen Schnitte erzeugt (Zeiss Axio
Observer, Carl Zeiss Microscopy GmbH, D-07745 Jena).

3.3.7 Blutdruckmessung

Die Messung des arteriellen Blutdruckes erfolgte unmittelbar pré- sowie postinterventionell
und vor der Euthanasie. In Seitenlage des Tieres wurden jeweils drei Messungen am selben
Hinterlauf durchgefuihrt. Die Messungen erfolgten mit dem IntelliVue MP5 patient monitor
(Philips electronics, Eindhoven, Niederland) unter Verwendung einer Blutdruckmanschette
der GroBe ,,small®, geeignet fiir Zirkumferenzen von 20,5 cm bis 28 cm. Die Manschette ist
fiir die klinische Anwendung bei Kindern konzipiert und wurde flr die Anwendung im

Tierversuch genutzt.

3.3.8 Statistik

Zum statistischen Vergleich der erhobenen Noradrenalin — und Blutdruckwerte wurden
gepaarte t-Tests verwendet. P-Werte kleiner als 0,05 wurden als signifikant gewertet. Die
statistische Auswertung sowie Bestimmung von Mittelwerten, Median und
Standardabweichung von Gewicht der Tiere und ihrer Nieren, Interventionsdauer,
Injektatvolumen, Wirkstoffmenge, Blutdruck- und Noradrenalinwerten erfolgte mit Microsoft
Excel 2013 (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA).
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4 Ergebnisse

4.1 Allgemeine Daten

Insgesamt wurden flr die Versuche zwolf Schweine im Alter von etwa drei Monaten
verwendet. Das mittlere Gewicht der Schweine in der Vincristin-Gruppe betrug am Tag der
Intervention 23,8 kg (+ 2,6 kg). Nach zwei Wochen, am Tag der Euthanasie, wogen die
Schweine im Mittel 29,3 kg (+ 3,5 kg). Das mittlere Gewicht betrug in der Guanethidin-
Gruppe am Tag der Intervention 23,45 kg (+ 1,3 kg) und am Tag der Euthanasie 33,1 kg

(£ 3,3kg).

4.2 Technische Durchfuhrbarkeit

Bei allen zwolf Schweinen liel3en sich die Nierenarterien in der KM-gestutzten Planungs-CT-

Untersuchung zuverlassig darstellen. Auffallig war das haufige Auftreten von akzessorischen

oder sich im Verlauf friihzeitig aufzweigenden Nierenarterien.

Abbildung 15: Darstellung der Nierenarterien, Schwein 1 der Vincristin-Gruppe, CT in arterieller Phase, coronar, die
rechte und linke A. renalis mitsamt Haupt- und Nebenésten sind rot umrandet, re. — rechts, li. — links

Abbildung 15 zeigt beispielhaft zwei aufeinanderfolgende coronare Schnitte (1 mm
Schichtdicke) einer KM-CT in der arteriellen Phase. Sie entspricht den Verhéltnissen vor der
Intervention. Die Nieren und deren zufiihrenden Arterien stellen sich beidseits deutlich dar.

Besonderes Augenmerk soll in dieser Abbildung ferner auf die Aufzweigungen der
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Nierenarterien gelegt werden. Rechts und links entspringt kranial des sich im Verlauf frih
aufzweigenden Hauptastes der A. renalis ein weiteres die Nieren versorgendes Gefal} aus der

Aorta, eine sogenannte akzessorische Polarterie.

Das Anmischen der Injektionslosungen mit Vincristin oder Guanethidin war in allen Féllen
problemlos mdglich. Es entstanden homogene, fliissige Injektatmischungen. Die CT-
gesteuerte Punktion, die Positionierung der Injektionsnadel um die betreffende proximale

Nierenarterie und die Applikation der Interventionslosung war bei allen Schweinen mdéglich.

Einen wichtigen Outcome Parameter stellt die Distribution des Injektats dar. Als primares Ziel
galt das Umspiilen des Nierenostiums, sekundér sollte auch eine Umspilung der A. renalis in
ihrem Verlauf erreicht werden. Bei elf von insgesamt zwolf behandelten Schweinen gelangen
die Umspulung des Ostiums und mindestens eine partielle Umspilung der Nierenarterie im
Verlauf.

Vincristin
Tabelle 2 zeigt die Injektatdistribution fiir die sechs mit Vincristin behandelten Schweine.

Tabelle 2: Scoring der Injektatdistribution der Schweine Vincristin (Vinc.) 1 - 6

Schwein Vinc. 1 Vinc. 2 Vinc. 3 Vinc. 4 Vinc. 5 Vinc. 6

Score 2 3 3 2 3 3

Bei vier von sechs Schweinen wurde der Maximalscore von 3 Punkten erzielt.

Abbildung 16 und Abbildung 17 zeigen die Injektatdistribution von Schwein Vincristin 3,
beispielhaft geltend auch fir Schwein Vincristin 2, 5, 6 und Guanethidin 1 — 4, bei einem

Distributionsscore von 3 Punkten. Dies entspricht einer exzellenten Injektatverteilung.
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Abbildung 16: Distributionsscore 3 (exzellente Verteilung), Schwein 3 der Vincristin-Gruppe, a) prainterventionelle
Aufnahme in der arteriellen Phase und b) postinterventionelle Nativ-CT, axial, WK - Wirbelkdrper, 1 - Aorta, 2 - A. renalis
dextra, 3 — KM gefiilltes NBKS, re. — rechts, li. - links

In der Abbildung 16 ist eine axiale CT-Aufnahme in der arteriellen Phase prainterventionell a)
einer nativen CT-Aufnahme post-injektionem b) gegenlberstellt. Das sich in Abbildung 16b)
hyperdens darstellende Injektat umspult das Ostium der Nierenarterie. Die A. renalis stellt

sich als hypodense Struktur (2) innerhalb des Injektats dar.

Wie auch in den nachfolgenden Abbildungen zur Injektatverteilung zeigt sich bereits eine
regelrechte renale KM-Ausscheidung im Nierenbeckenkelchsystem (3) und Ureter.
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Abbildung 17: Distributionsscore 3 (exzellente Verteilung), Schwein 3 der Vincristin-Gruppe, a) prainterventionelle
Aufnahme in der arteriellen Phase und b) postinterventionelle Nativ-CT, coronar, re. - rechts, li. - links, WK - Wirbelkorper,
1 - Aorta, 2 - A. renalis dextra

Analog zu Abbildung 16 ist in Abbildung 17 der préinterventionellen KM-gestiitzten CT-
Aufnahme a) von Schwein Vincristin 3 eine unmittelbar postinterventionell durchgefiihrte
Nativ-CT-Aufnahme b) gegenuibergestellt . Die Nierenarterie (2) stellt sich hypodens im KM
enthaltenden hyperdensen Injektat dar, welches das Ostium sowie die Arterie selbst im

Verlauf umsplilt.

Abbildung 18: Injektatdistribution, Schwein 3 der Vincristin-Gruppe, a) préainterventionelle Aufnahme in der arteriellen
Phase und b) postinterventionelle Nativ-CT, coronar, re.-= rechts, li. - links, WK - Wirbelkérper, 1 - Aorta, 2 - A. renalis
dextra
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Abbildung 18 zeigt im Vergleich zu Abbildung 17 eine etwas weiter dorsal gelegene
Schnittebene der gleichen Untersuchung. Im Vergleich von Abbildung 17 und Abbildung 18
wird deutlich, dass in der dorsalen Schnittebene mehr Injektat zur Darstellung kommt.

Bei den Interventionen der Schweine Vincristin 1, 4 und Schwein Guanethidin 6 ist eine
Umspulung des Ostiums und eine partielle Umspilung der Nierenarterie erreicht worden.

Abbildung 19 und Abbildung 20 zeigen die Injektatdistribution bei einem Score von 2

Punkten (suffiziente Injektatverteilung).

Abbildung 19: Distributionsscore 2 (ausreichende Verteilung), Schwein 1 der Vincristin-Gruppe, a) prdinterventionelle
Aufnahme in der arteriellen Phase und b) postinterventionelle Nativ-CT, axial, re. - rechts, li. - links, WK - Wirbelkorper, 1 -
Aorta, 2 - A. renalis dextra

Abbildung 20: Distributionsscore 2 (ausreichende Verteilung), Schwein 1 der Vincristin-Gruppe, a) prdinterventionelle
Aufnahme in der arteriellen Phase und b) postinterventionelle Nativ-CT, coronar, re. - rechts, li. - links, WK - Wirbelkorper,
1 - Aorta, 2 - A. renalis dextra
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Analog zu den vorausgehenden Abbildungen ist der prainterventionellen CT in der arteriellen
Phase a), die postinterventionelle CT b) in der gleichen Schnittebene gegentuibergestellt. Der
Fokus liegt bei Abbildung 19 und Abbildung 20 auf der Darstellung des Injektatkontaktes
zum Ostium der Nierenarterie. Im Vergleich zu Abbildung 16 und Abbildung 17 umgibt das
Injektat die A. renalis nicht im gesamten Verlauf. Der partiellen Umspilung der A. renalis

entsprechend ergibt sich ein Distributionsscore von 2 Punkten.
Der mittlere Distributionsscore betrug fir die Vincristin-Gruppe 2,7 (£ 0,5).

Die mittlere Interventionsdauer (definiert als das Zeitintervall zwischen initialer CT und
postinterventioneller Nativ-CT-Bildgebung) fur alle mit Vincristin behandelten Schweine
betrug 23,6 Minuten (x 4,5 Minuten).

Guanethidin

Tabelle 3 zeigt die Injektatdistribution fiir alle mit Guanethidin behandelten Schweine.

Tabelle 3 Scoring der Injektatdistribution der Schweine Guanethidin (Guan.) 1 - 6

Schwein Guan. 1 Guan. 2 Guan.3 Guan. 4 Guan. 5 Guan. 6

Score 3 3 3 3 1 2

Fur vier Schweine konnte eine exzellente Injektatverteilung mit maximalem Injektionsscore,
entsprechend der Darstellung in Abbildung 16 und Abbildung 17 erreicht werden. Bei
Schwein Guanethidin 6 konnte eine ausreichende Injektatverteilung, entsprechend Abbildung
18 und Abbildung 19 erreicht werden. Bei Schwein Guanethidin 5 wurde keine Umspilung

von Ostium oder Nierenarterie erzielt.
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Abbildung 21: Distributionsscore 1 (nicht ausreichende Verteilung), Schwein 5 der Guanethidin-Gruppe, a)
prainterventionelle Aufnahme in Maximumintensitatsprojektion und b) postinterventionelle Nativ-CT, coronar, WS —
Wirbelséule, 1 - Aorta, 2-= A. renalis dextra, re. — rechts, li. — links

Abbildung 21 stellt ein préinterventionelles Bild in Maximumintensitatsprojektion (MIP,

10 mm) zur besseren GefaRdarstellung a) der unmittelbar postinterventionell durchgefiihrten
CT Aufnahme b) gegeniber. Das Injektat stellt sich in der postinterventionellen Aufnahme
deutlich kaudal des GefaRverlaufes (2) dar. Es sind weder das Gefallostium noch die Arterie

selbst umspult. Dies entspricht dem Distributionsscore 1.
Der mittlere Distributionsscore fur die Guanethidin-Gruppe betrug 2,5 (+ 0,8) Punkte.

Die mittlere Interventionsdauer lag bei 30 Minuten (+ 22 Minuten).

4.3 Sicherheit und Komplikationen

Bei allen 12 Schweinen beider Gruppen traten keine intra- oder postinterventionellen akuten
Komplikationen auf. Auch wahrend der zwei-wdchigen Beobachtungszeit konnten keine mit
der Substanzinjektion assoziierten Nebenwirkungen identifiziert werden. Weder zeigte eines
der Schweine Verhaltensauffalligkeiten noch kam es zur Notwendigkeit einer Anwendung

von Schmerzmitteln oder sonstiger Medikation binnen des Beobachtungszeitraums.

In der vor der Euthanasie durchgefuhrten CT-Bildgebung konnten bei keinem der Schweine
mit der Intervention assoziierte Auffalligkeiten entdeckt werden. Es gab keine CT-
morphologischen Anzeichen fiir Nierenarterienstenose, Thrombose oder Harnstau. Schwein

Guanethidin 4 zeigte als Zufallsbefund bereits in der prdinterventionell durchgefuhrten CT
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grol3e Nierenzysten. Sie sind in der Abbildung 22 gezeigt. Dies konnte sicher von einer

postinterventionell aufgetretenen Hydronephrose unterschieden werden.

Abbildung 22: Nierenzysten im Planungs-CT, Schwein Guanethidin 4, a) coronare und b) axiale Aufnahme, Nativ-CT,
Nierenzysten, sind mit * gekennzeichnet, re. — rechts, li. — links

Nach Eroffnung des Situs lieBen sich makroskopisch im Zuge der Nierenentnahme in keinem
Fall interventionsbedingte Veranderungen nachweisen. Abbildung 23 zeigt die Nierenzysten

von Schwein Guanethidin 4, korrelierend zu Abbildung 22.
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Abbildung 23: Nierenzysten von Schwein Guanethidin 4, rechte Niere entlang L&ngsachse halbiert, die prominentesten
Zysten sind mit * gekennzeichnet

4.4 Effektivitat - Noradrenalinwerte

Die Noradrenalin (NA)-Konzentration im Nierenparenchym diente als funktioneller
Parameter der renalen Denervation. Eine erfolgreiche Sympathikolyse bedingt eine
verminderte NA-Ausschiittung aus den postganglionaren sympathischen Neuronen. Indikator
fiir eine erfolgreiche renale Denervation ist daher ein Abfall der NA-Konzentration im

Nierenparenchym der Interventionsseite gegeniiber der unbehandelten Seite.

4.4.1 Vincristin-Gruppe
Die Tabelle 4 stellt die NA-Konzentrationen im Nierenparenychm fir Schwein Vincristin 1 —
6 im Vergleich von behandelter und unbehandelter Seite gegendiber. In dieser Gruppe handelt

es sich bei der behandelten Seite immer um die rechte Nierenarterie.
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Tabelle 4: Noradrenalinkonzentrationen im Nierenparenchym von Schwein Vincristin 1 — 6, NA - Noradrenalin

Schwein Applizierte NA in ng/g NA in ng/g Differenz
Injektatmenge unbehandelte behandelte in %
inml Niere Niere

Vincristin 1 7,5 605,67 270,34 -55,40

Vincristin 2 9 451,16 170,19 -62,30

Vincristin 3 10 390,08 174,76 -55,20

Vincristin 4 10 576,15 298,11 -48,30

Vincristin 5 10 433,5 270,0 -37,70

Vincristin 6 10 696,0 298,5 -57,10

Bei allen mit Vincristin behandelten Schweinen ist die NA-Konzentration im Nierengewebe

der behandelten Seiten gegentber dem Nierenparenchym der unbehandelten Seite niedriger.
Im Vergleich zur unbehandelten Seite betragt der Abfall zwischen 37,7 % und 62,3 %.

Abbildung 24 stellt die NA-Konzentrationen der behandelten und unbehandelten Seiten im

Vergleich grafisch dar.
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Vergleich der Noradrenalinwerte von behandelter
und unbehandelter Seite

800,00
700,00
600,00

500,00

400,00
B unbehandelt
300,00
H behandelt
200,00
100,00 I I
0,00
1 2 3 4 5 6

Schwein Vincristin

NA in ng/g Nierengewebe

Abbildung 24: Noradrenalin (NA)-Werte Schwein 1 - 6 Vincristin, jeweils zwei Balken pro Schwein
reprasentieren die behandelte (rot) und unbehandelte Seite (blau), die Ordinate zeigt die
Noradrenalinkonzentration im Nierenparenchym, auf der Abszisse sind die Tiere 1 — 6 abgebildet,

Der arithmetische Mittelwert fur die NA-Konzentration der unbehandelten Seite betrégt
525,43 ng/g (+ 118,65 ng/g). Der arithmetische Mittelwert der behandelten Seite betragt
246,99 ng/g (+ 59,09 ng/g). Im Mittel betragt der NA-Abfall der behandelten gegentiber der
unbehandelten Seite 53 %. Die erzielte NA-Reduktion der behandelten Seite ist statistisch
signifikant (p-Wert < 0,01). Abbildung 25 zeigt die arithmetischen Mittelwerte samt
Standardabweichung der NA- Konzentrationen von behandelten und unbehandelten Seiten im

Vergleich.
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Abbildung 25 Arithmetische Mittelwerte der Noradrenalin (NA)-Konzentrationen der mit Vincristin behandelten und
unbehandelten Nieren im Vergleich, Fehlerbalken sind Standardabweichungen (p-Wert < 0,01, zweiseitig, gepaarter t-Test)
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4.4.2 Guanethidin-Gruppe

Tabelle 5 zeigt die NA-Konzentrationen der mit Guanethidin behandelten Schweine
Guanethidin 1 — 6. Bei Schwein Guanethidin 1, 2 und 6 erfolgte die Intervention an der
rechten Seite. Bei Schwein Guanethidin 3, 4 und 5 war die linke Nierenarterie Ort der

Intervention.

Tabelle 5: Noradrenalinwerte (NA) Schwein Guanethidin 1 - 6

Schwein Applizierte NAin ng/g NA in ng/g Differenz in %
Menge in unbehandelte behandelte
mi Niere Niere
Guanethidin 1 10 128,86 138,91 +7,80
Guanethidin 2 10 306,76 201,00 -34,50
Guanethidin 3 10 166,58 189,35 +13,70
Guanethidin 4 10 166,40 121,05 -27,25
Guanethidin 5 10 246,00 362,00 +47,20
Guanethidin 6 10+1~* 252,00 164,00 -34,90

* steht fir die Nachinjektion von 1 ml Lésung entsprechend 1 mg Guanethidin nach initialer
Fehlapplikation. Drei der sechs Schweine weisen einen Abfall der NA-Konzentration im
Nierenparenchym der behandelten Seite gegeniiber der unbehandelten Seite auf (Schwein 2, 4
und 6). Der Abfall betragt zwischen 27,25 % und 34,9 %. Die anderen drei Schweine weisen
um 7,8 % bis 47,2 % hohere Werte der jeweils behandelten Seite gegeniiber der
unbehandelten Seite auf. Abbildung 26 stellt die NA-Konzentrationen der behandelten und

unbehandelten Seiten im Vergleich grafisch dar.
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Vergleich der Noradrenalinwerte von behandelter und
unbehandelter Seite
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Abbildung 26: Noradrenalin (NA)-Werte Schwein 1 - 6 Guanethidin, jeweils zwei Balken pro Schwein représentieren die
behandelte (rot) und unbehandelte Seite (blau), die Ordinate zeigt die Noradrenalinkonzentration, auf der Abszisse sind die
Tiere 1 — 6 abgebildet

Die mittlere Konzentration von NA im Nierenparenchym der unbehandelten Seite betragt
211,06 ng/g (= 67,48 ng/g). Die Konzentration der behandelten Seite betragt 197,45 ng/g
(86,80 ng/q). Die Differenz von unbehandelter zu behandelter Seite entspricht einer nicht
signifikanten Abnahme von 10,7 % (p-Wert > 0,1). Abbildung 27 zeigt die arithmetischen

Mittel im Vergleich.
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Abbildung 27: Arithmetische Mittelwerte der Noradrenalin (NA)-Konzentrationen der mit Guanethidin behandelten
und unbehandelten Nieren im Vergleich, Fehlerbalken sind Standardabweichungen (p-Wert = 0,69, zweiseitig, gepaarter t-
Test)
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4.5 Histopathologische Auswertung

Ziel der Auswertung war die Darstellung der durch die Substanzapplikation verursachten
Effekte auf das Gewebe. Fokus lag auf dem Erkennen von Schadigungen an Neuronen in der
Adventitia der A. renalis und dem umgebenden Bindegewebe. Als Korrelat fur neuronale
Degeneration gelten intra- und perineurale Fibrosierung. Dies bezeichnet einen
bindegewebigen Umbau und dadurch schlechtere oder fehlende Abgrenzung der Nerven zum

umliegenden Bindegewebe sowie stérkere Anfarbung in der EvG Férbung.

Ferner wurde nach moglichen histologisch sichtbaren Nebenwirkungen der Substanzinjektion
auf das Nachbargewebe gesucht. Besonderes Augenmerk lag hier auf den Préparaten der
Ureteren der behandelten Seiten, da diese in unmittelbarer Nachbarschaft zur Zielregion

liegen.

Insgesamt wurden 659 Schnitte angefertigt und auf Objekttréager gebracht. Die Begutachtung
und Auswertung erfolgte gemeinsam mit einem Facharzt fir Neuropathologie am Institut fiir

Neuropathologie der Charité Universitdtsmedizin, Campus Mitte.

Die Abbildung 28 zeigt exemplarisch das histologische Schnittbild einer gesunden,
unbehandelten Nierenarterie in HE Farbung. Zellkerne stellen sich blau, das Zytoplasma
rotlich/violett gefarbt dar.
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Abbildung 28: Ubersicht Nierenarterie, Schwein Vincristin 2, linke Nierenarterie, HE Farbung, 5x VergréRerung,
schwarze Pfeile weisen auf intakte Nervenfaszikel im umgebenden Bindegewebe

Die Abbildung 28 zeigt den klassischen Aufbau einer Arterie mit Tunica Intima, Media und
Adventitia (auch Tunica Externa). Die Adventitia geht in das umgebende Bindegewebe tber.
Hier befinden sich die sympathischen Neuronen des Plexus renalis. Im rechten unteren
Bildrand sind zwei intakte Nervenfaszikel dargestellt. Diese Beispielabbildung stammt von

der unbehandelten Nierenarterie von Schwein Vincristin 2.
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In der folgenden Abbildung 29 sind exemplarisch histomorphologisch gesunde

Nervenfaszikel in HE Farbung gezeigt.

)

Abbildung 29: Intakte Nervenfaszikel, Vincristin Schwein 6, unbehandelte linke Nierenarterie, HE Farbung, 20x
vergroRert; Abldsung des Faszikels vom Perineurium ist ein durch Fixation bedingtes Artefakt

Die Faszikel umgebendes Perineurium ist eindeutig abgrenzbar und zart. Die Nerven selbst
zeigen keine Vakuolenbildung oder Zeichen von Fibrosierung, soweit in HE Farbung

beurteilbar. Freie R&ume zwischen Nerv und Perineurium sind fixationsbedingte Artefakte.

61



Ergebnisse

Abbildung 30 zeigt exemplarisch eine gesunde, unbehandelte Nierenarterie mit umgebendem

Bindegewebe in EVG Farbung. Kollagenfasern werden rot, elastische Fasern schwarz

angefarbt.

Abbildung 30: Ubersicht Nierenarterie, Schwein Vincristin 3 unbehandelte linke Nierenarterie, EvG Férbung, 5x
VergroRerung, schwarze Pfeile weisen auf intakte Nervenfaszikel im umgebenden Bindegewebe, durch alle Wandschichten
ziehende nadelartige Streifen sind Uberlagerungsartefakte

Auch in Abbildung 30 wird der typische Wandaufbau der Arterie deutlich. Innerhalb der
Intima stellt sich die Membrana elastica interna aufgrund ihres hohen Anteils elastischer
Fasern als ,,schwarzes Band“ dar. Die kollagenreiche Adventitia wird durch stérkeres
Anfarben deutlich sichtbar. Bei den durch alle Wandschichten verlaufenden dunklen,
nadelartigen Streifen handelt es sich um Uberlagerungsartefakte der Arterienwand. Diese
entstehen beim Aufziehen des Schnittpraparates aus dem Wasserbad auf den Objekttréger.
Der im linken unteren Bildrand markierte Nervenfaszikel imponiert ebenfalls durch eine stark

angefarbte, weil kollagenreiche, Hulle: das Perineurium.

62



Ergebnisse

Die Abbildung 31 zeigt beispielhaft einen intakten Nervenfaszikel in EvVG Farbung. Es

handelt es sich um einen Bildausschnitt aus dem die Nierenarterie umgebenden Bindegewebe.

Abbildung 31: Intakte Nervenfaszikel, Vincristin Schwein 6, linke Nierenarterie, EvG Féarbung, 10x vergroRert; der
schwarze Pfeil markiert das Perineurium

Das kollagenreiche Bindegewebe hebt sich deutlich vom darin liegenden Nervenfaszikel ab.
Ferner trennt es den Faszikel vom umliegenden Gewebe. Im Vergleich zu den im Folgenden
dargestellten Beispielen von geschadigten Nerven ist das Perineurium zart und allseits
gegeniiber dem Nerv und umliegenden Bindegewebe abgrenzbar. Der Faszikel selbst stellt
sich homogen dar. Innerhalb des Faszikels gibt es keinen Anhalt von einer
Bindegewebsvermehrung im Sinne einer Fibrosierung. Die dargestellten Bilder geschédigter

Nerven beziehen sich vergleichend auf die Abbildung 31.

Aufgetretene Nervenschaden konnten nur in EvG Féarbung ausgemacht werden. In HE
gefarbten Préaparaten lieRen sich aufgetretene Nervenschéden nicht eindeutig erkennen. Aus
diesem Grund handelt es sich bei allen folgenden gezeigten Darstellungen geschédigter
Nervenfaszikel um Préparate in EvVG Féarbung.
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45.1 Vincristin-Gruppe

Far alle sechs mit Vincristin behandelten Schweine lieRen sich nervale Degenerationen in
EvG gefarbten Praparaten der behandelten Nierenarterien nachweisen. Pro Nierenarterie
wurden abhédngig von der Lange des Gefales drei bis sieben Objekttrager mit HE und ebenso
viele mit EvG geféarbt.

Abbildung 32 Ubersicht, Schwein Vincristin 4 behandelte Seite, EVG, 10x vergroRert, schwarze Pfeile weisen auf Faszikel
mit Zeichen von Degeneration

Abbildung 32 zeigt einen Ausschnitt aus dem umgebenden Bindegewebe einer mit Vincristin
behandelten Nierenarterie. Die drei markierten Nervenfaszikel stellen sich stark degeneriert
dar. Der kleinste markierte Faszikel (1) im oberen Bildabschnitt ist kaum noch als solcher zu
erkennen. Die prominente rétliche Farbung entspricht einer Bindegewebszunahme im Sinne
einer Fibrosierung. Der mittig im Bildausschnitt befindliche Faszikel (2) lasst sich nur schwer
bis gar nicht gegen das ihn umgebende Gewebe abgrenzen. Im Vergleich zum in Abbildung
31 dargestellten histomorphologisch gesunden Nerv ist das Perineurium nicht eindeutig

auszumachen.
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Der in Abbildung 32 im rechten Bildabschnitt ebenfalls durch einen schwarzen Pfeil
markierte Faszikel (3) weist deutliche Schadigung auf. Aufféllig sind die innerhalb des
Faszikels befindlichen ,,Eulenaugenzellen®. Diese Ganglienzellen sind in Abbildung 33 mit
einem gelben Pfeil markiert. Es handelt sich hier um den Anschnitt des Ubergangs von einem

sympathischen Ganglion in seinen Nervenfaszikel. Die typischen Zeichen nervaler

Degeneration sollen an diesem Beispiel dargestellt werden.

Abbildung 33: geschadigter Faszikel, Schwein Vincristin 4, EVG, 20x vergroRert, gelbe Pfeile weisen auf Ganglienzellen,
schwarze Pfeile markieren beispielhaft zwei Stellen an denen das Perineurium nicht abgrenzbar ist, blaue Pfeile markieren in
den Faszikel ziehende Bindegewebsstrange

In der Abbildung 33 werden folgende histomorphologische Korrelate fiir die nervale

Degeneration ersichtlich:

1. Das Perineurium selbst ist nicht zart und vor allem im rechten oberen
Bildausschnitt weder gegen das umliegende Bindegewebe noch gegen den
Nervenfaszikel abgrenzbar (oberer schwarzer Pfeil).

2. Innerhalb des Faszikels verlaufen sich stark anfarbende, daher kollagenreiche
Bindegewebsstrange, als Zeichen intrafaszikulérer Fibrosierung (blaue Pfeile).

3. Der Faszikel selbst stellt sich vergleichend mit Abbildung 31 stark inhomogen dar.

65



Ergebnisse

Abbildung 34 zeigt den Nerv (2) aus dem mittleren Bildausschnitt aus Abbildung 32.

Abbildung 34: geschadigter Faszikel, Schwein Vincristin 4, EVG, 20x VergroRerung, schwarze Pfeile markieren schlechte
Abgrenzbarkeit des Perineuriums, der blaue Pfeil zeigt intrafaszikuldre Fibrose

Von den typischen Anzeichen nervaler Degeneration soll in Abbildung 34 Hauptaugenmerk
auf die fehlende Abgrenzung des Faszikels gegentiber dem umgebenden Gewebe gelegt

werden (schwarzer Pfeil).
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Abbildung 35 zeigt einen kleinen, geschadigten Nervenfaszikel.

Abbildung 35: geschadigter Faszikel, Schwein Vincristin 3, EVG, 20x VergroRerung, schwarzer Pfeil markiert Nerv, roter
Pfeil Fibroseareal

In der Abbildung 35 lassen sich unter genauer Betrachtung ebenfalls alle Kriterien nervaler
Degeneration erkennen. Hauptaugenmerk soll hier jedoch auf das sich vor allem rechts oben
am Faszikel, durch den roten Pfeil markierte, Fibroseareal gelegt werden. VVon diesem
ausgehend ziehen multiple Bindegewebsstrange in den Faszikel. Dies entspricht einem

fibrotischen Umbau.

Die perkutane periarterielle Applikation von Vincristin fuhrte zur histomorphologisch
sichtbaren Schadigung von Nervenfaszikeln verschiedener Grofien, darunter auch Anteile von

sympathischen Ganglien.

Das mikroskopische AusmaR der Schadigung variierte zwischen den betrachteten
Objekttréagern desselben Préparates und interindividuell. Auch innerhalb eines
Schnittpréparates zeigten sich unterschiedlich stark degenerierte Nervenfaszikel. Dies soll
beispielhaft in Abbildung 36 verdeutlicht werden.
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Abbildung 36: geschadigte Nervenfaszikel, Schwein Vincristin 1, EVG Féarbung, 10x vergroRert, schwarze Pfeile weisen
auf stark geschadigte Faszikel, griiner Pfeil weist auf angeschnittenen optisch intakten Nervenfaszikel

In der Abbildung 36 stellt sich ein Konvolut kleinerer Nervenfaszikel im die Nierenarterie
umgebenden Bindegewebe dar. Der im mittleren Bildausschnitt mit einem schwarzen Pfeil
markierte Nervenfaszikel (1) ist kaum noch als solcher zu identifizieren. Der etwas weiter
rechts im Bild befindliche, ebenfalls mit einem schwarzen Pfeil markierte Nerv (2), ist
eindeutig als solcher zu erkennen, weist aber die typischen Zeichen nervaler Degeneration
auf. Im Gegensatz dazu imponiert der mit einem griinen Pfeil markierte Nerv (3) als

histomorphologisch intakt.

Der Unterschied im Ausmal3 nervaler Schadigung wird durch Abbildung 37 unterstrichen.
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Abbildung 37: stark degenerierte Struktur, Schwein Vincristin 6, Nierenarterie, EVG, 5x vergroRert, schwarzer Pfeil
weist auf starke degenerierte Struktur

Neben dem klassischen Wandaufbau der Nierenarterie zeigt die Abbildung 37 im linken
Bildrand, durch einen schwarzen Pfeil markiert, eine groRe nicht sicher zu kategorisierende
Struktur. Aufgrund Lage und Form waére die Einordnung als nahezu maximal zerstorter
Nervenfaszikel denkbar. Dies Ubersteigt das Schadigungsausmal der in den Abbildung 32 bis
Abbildung 36 gezeigten Faszikeln. Allgemein gilt, dass sich die nervale Degeneration meist
semizirkumferenziell um die Nierenarterie identifizieren lie. Alle weiteren betrachteten
Préparate von Ureteren, Aorten und Nierenarterien der nicht behandelten Seite der mit
Vincristin behandelten Schweine waren unauffallig.

4.5.2 Guanethidin-Gruppe

In keinem der mikroskopisch untersuchten Praparate von Schwein Guanethidin 1 bis 6 lieRen
sich durch die Substanzapplikation verursachte Effekte nachweisen. Abbildung 38 zeigt
stellvertretend das Préparat der behandelten Nierenarterie von Schwein Guanethidin 3, bei
dem eine exzellente Injektatverteilung in der CT-Bildgebung nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 38: Ubersicht, Schwein Guanethidin 3, behandelte Nierenarterie rechts, EvG Farbung, 5x vergréRert

Die Abbildung 38 zeigt wieder den klassischen Wandaufbau der A. renalis. Im oberen rechten
Bildabschnitt lassen sich einige Nervenfaszikel verschiedener GroR3en identifizieren, die sich
insgesamt unaufféllig darstellen. Die intrafaszikuldre Hohlraumbildung ist als

Fixationsartefakt zu betrachten.

4.6 Blutdruck

Die Blutdruckmessung erfolgte am Hinterlauf unmittelbar pra- und postinterventionell sowie
am Tag der Euthanasie vor der Kontroll-CT in Allgemeinnarkose. Alle dargestellten Driicke
stellen Mittelwerte aus jeweils drei aufeinanderfolgenden Einzelmessungen am selben

Hinterlauf in Seitenlage dar.

4.6.1 Vincristin-Gruppe
Die Tabelle 6 zeigt die systolischen und diastolischen Blutdruckwerte fur Schwein Vincristin

1 — 6 zu allen Messzeitpunkten.
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Tabelle 6: Blutdruckwerte Schwein Vincristin 1 — 6, RR — arterieller Blutdruck, Syst. — Systolisch, Diast. - Diastolisch

Schwein | RR in mmHg RR in mmHg RR in mmHg
Vincristin | Praintervention Postintervention vor Euthanasie
Syst. Diast. Syst. Diast. Syst. Diast.

1 123 64 90 38 107 51
2 102 35 131 48 91 38
3 119 32 120 56 84 33
4 84 31 85 40 81 41
5 93 31 95 39 109 48
6 96 44 103 60 96 45

Schwein Vincristin 1 zeigte einen deutlichen Abfall des systolischen und diastolischen
Blutdruckes zwischen der prédinterventionellen Messung und vor Euthanasie. Fir die anderen
Schweine der Gruppe lie3 sich kein signifikanter Abfall erkennen. Die iber alle Schweine
gemittelten Blutdruckwerte der Vincristin-Gruppe betrugen préinterventionell systolisch 103
mmHg (+ 15 mmHg) zu diastolisch 40 mmHg (= 13 mmHg), postinterventionell systolisch
104 mmHg (+ 18 mmHg) zu diastolisch 47 mmHg (£ 9 mmHg) und vor Euthanasie systolisch
95 mmHg (= 12mmHg) zu diastolisch 43 mmHg (+ 7 mmHg). Abbildung 39 zeigt die

Blutdruckwerte im Mittel Gber die drei Messzeitpunkte fur Schwein Vincristin 1 — 6.

Mittelere Blutdruckwerte Vincristin
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Abbildung 39: Mittlere Blutdruckwerte Vincristin 1 - 6, Abszisse zeigt die Messzeitpunkte, Ordinate RR = arterieller
Blutdruck, Syst = systolisch, Diast = diastolisch
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Die Abbildung 39 zeigt einen leichten Anstieg des systolischen wie diastolischen
Blutdruckwertes unmittelbar postinterventionell. VVor Euthanasie wurde im Mittel ein Abfall
des systolischen und ein Anstieg des diastolischen Blutdruckwerts ohne statistische

Signifikanz (p-Wert > 0,1) gegenuber den prainterventionellen Ausgangswerten gemessen.

4.6.2 Guanethidin-Gruppe
In Tabelle 7 sind die ebenfalls tber drei Messungen gemittelte Werte fiir die
prainterventionell, postinterventionell und die vor Euthanasie ermittelten

Blutdruckdruckwerte von Systole und Diastole dargestellt.

Tabelle 7: Blutdruckwerte Schwein Guanethidin 1 — 6, RR — arterieller Blutdruck, Syst. — Systolisch, Diast. - Diastolisch

Schwein RR in mmHg RR in mmHg RR in mmHg
Guanethidin  Praintervention Postintervention vor Euthanasie
Syst. Diast. Syst. Diast. Syst. Diast.
1 87 35 101 48 90 48
2 74 29 89 32 85 45
3 95 43 98 44 94 44
4 86 38 89 36 91 41
5 116 46 96 23 99 55
6 100 28 90 32 128 62

In der Guanethidin Gruppe zeigte keines der Schweine eine deutliche Senkung des
Blutdruckes im Vergleich der préinterventionellen zur Messung vor Euthanasie. Schwein
Guanethidin 1, 2 und 6 zeigten einen Anstieg von systolischem und diastolischem Wert. Die
mittlere Entwicklung der Blutdruckwerte aller Schweine tber alle drei Messzeitpunkte ist in
Abbildung 40 dargestelit.
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Abbildung 40: Mittlere Blutdruckwerte Guanethidin 1 - 6, Abszisse zeigt die Messzeitpunkte, Ordinate RR = arterieller
Blutdruck

Die Abbildung 40 zeigt einen mittleren Anstieg des systolischen Blutdruckes und einen
Abfall des diastolischen Druckes um jeweils 1 mmHg von pra- nach unmittelbar
postinterventionell. Im Vergleich von initialem, prainterventionellem Blutdruck zur Messung
vor Euthanasie zeigt sich ein Anstieg des systolischen Wertes (p > 0,1) und des diastolischen
Blutdruckes um 12 mmHg (p < 0,05).
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4.7 Ergebnisubersicht

Tabelle 8 zeigt zusammenfassend die gewonnenen Ergebnisse fiir jedes Schwein der

Vincristin-Gruppe.

Tabelle 8: Ergebnistbersicht der Vincristin-Gruppe.

NA-Ratio in % im behandelten gegentiber dem unbehandelten Nierenparenchym. Die histologische Denervation beschreibt
Zeichen von Nervenschadigungen. Die beiden priméren Outcome Parameter sind gelb hinterlegt. Das RR Verhalten ergibt
sich als Differenz aus dem systolischen Blutdruck gemessen vor Euthanasie und prainterventionell fir den ersten Wert, der
zweite Wert aus der Differenz des diastolischen Blutdrucks gemessen vor Euthanasie und prainterventionell., NA
Noradrenalin, RR — arterieller Blutdruck

Schwein Vincristin | 1 2 3 4 5 6
Interventionsdauer | 31 18 24 22 26 21
in min

Injektatvolumen 7,5 9 10 10 10 10
inml

Distributionsscore | 2 3 3 2 3 3
NA-Ratio in % -55,4 -62,3 -55,2 -48,3 -37,7 -57,1
Histologische Ja Ja Ja Ja Ja Ja
Denervation

Unerwinschte Nein Nein Nein Nein Nein Nein
Nebenwirkungen

RR in mmHg -16/-13 | -11/43 -35/+1 -3/+10 +16/+17 | £0/+1

Zusammenhéange zwischen den verschiedenen Outcome Parametern und deren Verhalten

zueinander werden in 5.3.3: , Effektivitat von Vincristin“ diskutiert.
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Tabelle 9 liefert eine Ubersicht tiber die fir die Schweine der Guanethidin-Gruppe

gewonnenen Ergebnisse.

Tabelle 9: Ergebnistbersicht der Guanethidin-Gruppe.

NA-Ratio in % im behandelten gegenliber dem unbehandelten Nierenparenchym. Die histologische Denervation beschreibt
Zeichen von Nervenschéadigungen. Die beiden primaren Outcome Parameter sind gelb hinterlegt. Das RR Verhalten ergibt
sich als Differenz aus dem systolischen Blutdruck gemessen vor Euthanasie und préinterventionell flr den ersten Wert, der
zweite Wert aus der Differenz des diastolischen Blutdrucks gemessen vor Euthanasie und préinterventionell., NA
Noradrenalin, RR — arterieller Blutdruck, * - Nachinjektion 1 ml Guanethidins nach initialer Fehlapplikation

Schwein 1 2 3 4 5 6
Guanethidin

Interventionsdauer | 43 16 19 16 71 17
in min

Injektatvolumen 10 10 10 10 10+1* |10
inml

Distributionsscore | 3 3 3 3 1 2
NA-Ratio in % +7,8 -34,5 +13,7 -27,3 +47,2 -34,9
Histologische Nein Nein Nein Nein Nein Nein
Denervation

Unerwinschte Nein Nein Nein Nein Nein Nein
Nebenwirkungen

RR in mmHg +3/+13 +11/+16 | +1/+1 +5/+3 -17/+9 +28/+34

Die gezeigten Ergebnisse werden in 5.3.4: , Effektivitat von Guanethidin® diskutiert.
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5 Diskussion

5.1 Grundsatzliche Uberlegungen

Die Relevanz einer suffizienten Therapie von Patienten mit therapierefraktéarer aHTN wurde
bereits in der Einleitung geschildert. Nach der HTN-1 und HTN-2 Symplicity Studie wurde
die Methode der Katheter-basierten RFA zum interventionellen Standard.®® Seit der
Veroffentlichung der Ergebnisse der HTN-3 Symplicitiy Studie®, der bisher groften
randomisierten kontrollierten Studie zu dieser innovativen Therapiemethode, wird der
Stellenwert der Katheter-basierten RFA kontrovers diskutiert. Infolgedessen gilt es mehr denn
je neue alternative Verfahren zur Behandlung von Patienten mit therapierefraktarer aHTN zu
entwickeln. Diverse thermische und nicht-thermische Methoden befinden sich aktuell in der
tierexperiementellen Phase oder erfuhren bereits erste klinische Anwendungen. Diese
Verfahren sind in 2.3: ,,Renale Denervation* beschrieben. Eine Alternative ist die perkutane
Applikation neurotoxischer Substanzen um die Nierenarterien im Sinne einer chemischen

renalen Denervation.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob sich durch die CT-gesteuerte perkutane
periarterielle Applikation von Vincristin oder Guanethidin um die Nierenarterie eine
Zerstorung sympathischer Nerven im Sinne einer renalen Denervation erreichen lasst. Wie in
2.4: , Arbeitshypothese und Zielstellung* beschrieben, galten der NA-Gehalt im
Nierengewebe und die histopathologische Auswertung als primédre Outcome Parameter.
Sekundare Outcome Parameter waren die technische Machbarkeit und Sicherheit der CT-
gesteuerten perkutanen periarteriellen Substanz-Applikation sowie die Entwicklung des

arteriellen Blutdruckes der Versuchstiere.

5.2 Bewertung der Materialien und Methoden

5.2.1 Das Schweinemodell

Das Hausschwein stellte fiir unsere Anforderungen das ideale VVersuchstier dar. Anatomische
und physiologische Gegebenheiten von Mensch und Schwein dhneln sich stark. VVor allem
Tiere mit einem Gewicht zwischen 30 kg und 40 kg weisen humanoide Grofzenverhaltnisse
von Herz und GefaRsystem zum restlichen Korper auf.%? Die von uns gewonnenen Ergebnisse
lassen sich daher gut auf den Menschen tbertragen. Als mogliche Einschréankung ist unter
Umstanden das Regenerationspotenzial von Neuronen juveniler Schweine im Wachstum im

Vergleich zum erwachsenen Menschen zu betrachten. Die aktuelle Datenlage erlaubt hierzu
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keine Aussage. Es gilt zu bedenken, dass die Processus transversus der Wirbelkorper — als ein
die Einstichstelle begrenzender Faktor — beim Schwein deutlicher ausgepragter sind als beim
Menschen. Beim Patienten sollte daher ein grol3eres dorsales Einstichfenster zur Verfligung

stehen. Die Folge sind ginstigere Punktionsverhaltnisse.

5.2.2 Noradrenalin Bestimmung

Der NA-Gehalt im Nierenparenchym korreliert mit der Aktivitat sympathischer renaler
Efferenzen. Aus diesem Grund galt das im Nierenparenchym gemessene NA als funktioneller
Marker einer erfolgreichen renalen Denervation und als primarer Outcome Parameter. Die
Hohe des prozentualen Abfalls gilt als Qualitatsmaf der renalen Denervation.”® Ein Verfahren
der NA-Messung stellt die Spillover Technik dar. Diese wurde auch zur NA-Bestimmung im
Rahmen der Symplicity Studien genutzt.>? Sie stand in der vorliegenden Arbeit nicht zur
Verfugung. Ein Vergleich des NA-Abfalls von verschiedenen Methoden der renalen
Denervation ist demnach eingeschrankt und nur unter Beachtung des Messverfahrens

maoglich.

Die hier verwendete Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC) ist ein komplexes
Verfahren. Insgesamt waren die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen NA-Messwerte, auch

im Vergleich mit Messwerten anderer Gruppen von Versuchsschweinen, stabil und plausibel.

Aufféllig ist die hohe Streuung des NA-Gehaltes im Parenchym der unbehandelten Nieren.
Die Werte reichten von 128,9 ng/g bis 696 ng/g Nierengewebe. Ahnliche Unterschiede
konnten bereits in anderen Versuchsreihen ermittelt werden: durch dieselbe Arbeitsgruppe
wurden bei zwei weiteren Kohorten a 6 Schweinen mit vergleichbarem Alter und Gewicht
perkutan LAosungen mit den Wirkstoffen Paclitaxel oder hyperosmolarer Kochsalzlésung
periarteriell appliziert (bisher nicht publizierte Daten). Die Messungen des NA-Gehaltes
entsprachen dem in Absatz 3.3.5: ,,.Bestimmung des Noradrenalingehaltes im Nierengewebe*
geschilderten VVorgehen. Der NA-Gehalt der unbehandelten Nieren der Paclitaxel-Gruppe lag
zwischen 117,3 ng/g bis 794 ng/g. Die unbehandelten Nieren der sechs mit hyperosmolarer
Kochsalzlésung behandelten Tiere wiesen einen NA-Gehalt von 107 ng/g bis 655 ng/g auf. In
einer friheren Arbeit der Arbeitsgruppe wurden zehn Schweine mit dem Ziel der renalen
Denervation mit MR-gesteuerten hochintensivem Ultraschall behandelt.>® Der NA Gehalt
wurde mittels HPLC bestimmt. Dieser betrug fur die nicht behandelten Nieren 270,5 ng/g bis
658,5 ng/g. In einer weiteren Studie wurde die periarterielle-perkutane Applikation von
Ethanol mit dem Ziel renaler Denervation beschrieben. Der NA-Gehalt der unbehandelten

Nieren lag hier bei 70 ng/g bis 742 ng/g.”
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Bei den Messungen handelt es sich um Momentaufnahmen kurz vor der Euthanasie der
Schweine. Die Sympathikusaktivitat unterliegt starken situativen Einflissen und weist

interindividuelle Unterschiede auf.?

5.2.3 Histopathologische Aufarbeitung

HE und EvG Farbung dienten dem Identifizieren von Effekten der Injektionsldsungen auf das
Gewebe. Die Fibrosierung als Korrelat von Nervendegeneration liefl3 sich aufgrund des
selektiven Farbeverhaltens sicher in der EvG Farbung darstellen. Nach Aussage des
Neuropathologen ist es jedoch nicht immer sicher méglich, einen geschéadigten
Nervenfaszikel als solchen zu erkennen bzw. von einem funktionsfahigen Faszikel zu
unterscheiden. Ein sich histomorphologisch unauffallig darstellender Nervenfaszikel kann
durchaus geschadigt und funktionslos sein. Ein kompletter Untergang der Nervenfasern und
Faszikel ist durch die Farbungen nicht nachzuweisen. Ein solcher ganzlich fehlender
Nachweis stellt sich im Vergleich von behandelter und unbehandelter Seite dar. Stefanadis et.
al. nutzten das unilaterale Fehlen von Nervenfaszikeln 28 Tage postinterventionell in ihrer
Arbeit gar als einziges Kriterium zum Beweis einer erfolgreichen renalen Denervation nach

Katheter-gestUtzter periarterieller Vincristinapplikation im Schweinemodell.®

5.2.4 Blutdruckmessung

Da es sich bei allen Versuchstieren um normotone Schweine handelte und die Intervention
unilateral an einer Nierenarterie erfolgte, wurde nicht von einer signifikanten
Blutdrucksenkung ausgegangen. Aus diesem Grund wurde die Veranderung des arteriellen
Blutdruckes nicht als priméarer Outcome Parameter definiert. In der klinischen Anwendung
am Patienten mit der Indikation der aHTN Therapie ist eine beidseitige Anwendung obligat.
Durch eine unilaterale renale Denervation lasst sich keine signifikante Blutdrucksenkung
erzielen. So kommt es beispielsweise nach einseitiger Nephrektomie beim Menschen, wie bei

einer Organspende, zu keinen signifikanten Veranderungen des arteriellen Blutdruckes.®

5.3 Bewertung der Ergebnisse

5.3.1 Technische Machbarkeit CT-gesteuerter perkutaner renaler Denervation

Die Nierenarterien der zwolf behandelten Tiere lieRen sich in allen Féllen prézise mittels KM-
gestitzter CT darstellen und eine entsprechende Punktionslokalisation bestimmen. Das
Mischen und die Injektion der Wirksubstanzen waren problemlos mdglich. Bei elf der zwolf
Schweine konnte eine suffiziente bis exzellente Injektatverteilung erreicht werden. Dies

entspricht einem Distributionsscore von 2 oder 3. Lediglich bei einem Schwein der
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Guanethidin-Gruppe erfolgte eine Fehlapplikation durch eine zu weit kaudal gewéhlte
Einstichstelle. Ursache hierfur war die Fehlinterpretation einer akzessorischen Nierenarterie
als Hauptast. Im Mittel Gber alle zwolf Tiere betrug der Distributionsscore 2,6 von 3

maoglichen Punkten.

Die Interventionsdauer von prainterventioneller Planungs-CT bis postinterventioneller CT-
Injektatkontrolle betrug im Mittel 27 min (£ 15 min), was als gut praktikabel einzustufen ist.
Bedingt durch die Fehlapplikation und in der Folge durchgefiihrter Nachinjektion und
weiterer Kontroll-CTs gab es bei Schwein Guanethidin 5 eine lange Interventionsdauer von
71 min. Infolgedessen liefert der Median von 22 min einen repréasentativeren Wert fur die
durchschnittliche Dauer des in dieser Arbeit beschriebenen Verfahrens. Median als auch
Mittelwert liegen deutlich unterhalb der Interventionsdauer der RFA mittels Symplicity-
Katheter von im Mittel 38 min — 54 min.>* Die perkutane, MR-gesttzte Applikation von
Ethanol dauerte im Schweinemodell im Mittel 28 min (= 8 min).” Die Injektionskatheter-
basierte Ethanolapplikation im Schweinemodell dauerte vom Zeitpunkt des Einbringens des
Katheters in die Nierenarterie bis zu erfolgter Applikation weniger als 2 min. Eine Angabe der
gesamten Interventionszeit erfolgte nicht.”* Weitere Daten zur Dauer der jeweiligen Verfahren
zur renalen Denervation sind in der Literatur zum aktuellen Zeitpunkt nicht zu finden. Nach
unseren Erfahrungen im Umgang mit verschiedenen Applikationsverfahren und im Vergleich
mit den Interventionszeiten der RFA bieten perkutane Verfahren einen zeitlichen Vorteil

gegeniber Katheter-basierten Techniken.

5.3.2 Sicherheit

Wie unter 4.3:,,Sicherheit und Komplikationen® dargestellt, erwies sich die CT-gesteuerte
perkutane periarterielle Substanzapplikation zur renalen Denervation als ein sicheres minimal-
invasives Verfahren. Keines der zwdlf Schweine zeigte im Zuge der Intervention oder im
Laufe der Beobachtung interventionsbedingte Nebenwirkungen. Gewichtzunahme und
Entwicklung verliefen bei allen Tieren unauffallig. Weder im Kontroll-CT vor Euthanasie
noch makroskopisch nach Eréffnung des Situs lieRen sich auf die Intervention
zuruckzufuhrende Veranderungen nachweisen. Auch mikroskopisch zeigten sich keine
interventionsbedingten unerwiinschten Nebenwirkungen an den histologisch untersuchten

Strukturen: Ureter, Aorta, Nierenarterie und deren umgebendes Bindegewebe.

Die Ballonkatheter-basierte Applikation von Vincristin im Schweinemodell durch Stefanadis
et. al. war dhnlich nebenwirkungsarm. Im Vergleich zu den vorliegenden Ergebnissen zeigten

sich dort milde Intimasché&den mit vereinzelter Mediabeteiligung in der Vincristin- sowie
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Placebo-Gruppe.®®’2 Nach Mikroinjektionskatheter-gestiitzter periarterielle Applikation von
Guanethidin im Schweinemodell war die Arterienwand bei Versuchstieren und Kontrollen
intakt. Es wurden keine histomorphologischen VVerédnderungen oder Nebenwirkungen
beschrieben.®® Die perkutane Applikation von 10 ml Ethanol im Schweinemodell verursachte
bei zwei von zwolf Tieren Hydronephrosen und superfiziellen Adhésionen.”
Injektionskatheter-basierte Ethanol-Injektion fuhrte bei porkinen Nierenarterien vereinzelt zu
fokalem Muskelzellverlust der Media.”* Stenosen, Thrombosen oder Veranderungen der
Nieren und ableitenden Harnwegen wurden in keinem der in diesem Absatz genannten

Verfahren angegeben.

RFA mittels Symplicity-Katheter rief im Schweinemodell keine signifikanten klinischen
Nebenwirkungen hervor. In einigen behandelten Nierenarterien wurde Fibrose von 10 — 25 %
der Media sowie der angrenzenden Adventitia beschrieben.” Optical Coherence Tomografie
(OCT) und histopathologische Untersuchungen zeigten 45 min nach erfolgter RFA mittels
Symplicity-Katheter Evidenz fiir Vasospasmus, Endothelverlust, Odem, lokale
Thombusbildung und eine eingeschrénkte Nierendurchblutung. Nach zehn Tagen fand eine
nahezu vollstandige Reendothelialisierung statt. Thromben wurden nicht mehr nachgewiesen.
Lediglich in vereinzelten Fallen zeigte sich eine Fibrosierung der Tunica Media.”” Daten (iber
Langzeitfolgen der verschiedenen Verfahren renaler Denervation, beispielsweise die

Nierenfunktion betreffend, liegen bislang nicht vor.

Insgesamt werden minimalinvasive Verfahren zur renalen Denervation in der Literatur als
sicher und komplikationsarm beschrieben. Die von uns gewonnenen Ergebnisse stehen im

Einklang mit den bisherigen Erkenntnissen.

5.3.3 Effektivitat von Vincristin

Fur alle sechs Schweine der Vincristin-Gruppe wurden sowohl funktionelle als auch
histomorphologische Korrelate fir eine stattgefundene renale Denervation gefunden. Da
somit beide priméren Outcome Parameter entsprechend 2.4: ,,Arbeitshypothese und
Zielstellung* erfillt wurden, sind die Ergebnisse in allen sechs Féllen mit einer erfolgreichen

renalen Denervation vereinbar.

Stefanadis et. al. publizierten die unseres Wissens nach einzigen Studien zur Anwendung von
Vincristin im Kontext der renalen Denervation oder allgemeinen Sympathikolyse.6-5
Darunter sind zwei Katheter-basierte Applikationen im Schweinemodell sowie die erste

klinische Anwendung an Patienten. Im Jahr 2012 verwendeten Stefanadis et. al. einen
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perforierten Ballonkatheter zur Applikation. Dieser wurde unter fluoroskopischer Kontrolle in
die A. renalis vorgeschoben und mit einem Druck von 20 Atmospharen aufgeblasen. 4 ml
Injektionslosung mit der Vincristinkonzentration von 25 mg/dl wurden durch die Gefallwand
hindurch appliziert. Dies entspricht analog zu dieser Arbeit einer Menge von 0,1 mg
Vincristin. Nach 28 Tagen wurden die Tiere euthanasiert und die Nierenarterien histologisch
aufgearbeitet. Als primadrer Outcome Parameter und Korrelat der erfolgreichen Denervation
wurde die Anzahl der mittels Neuronen spezifischer Enolase (NSE) Férbung nachgewiesenen
Nerven im Vergleich von behandelter und unbehandelter Seite bestimmt. Es konnten in allen
betrachteten Préparaten ein signifikanter Abfall der Neuronenzahl nachgewiesen werden. In
ihrer histologischen Auswertung konnten keine signifikante Stenose oder Thombosierung der
A. renalis festgestellt werden. Untersuchungen der Substanzinjektion auf Effekte am
umliegenden Gewebe wie Aorta und Ureter wurden nicht beschrieben. Eine Bestimmung des
NA-Gehaltes als funktionellem Outcome Parameter wurde ebenfalls nicht durchgefihrt. Im
Einklang mit unseren Beobachtungen wurden auch bei Stefanadis. et al. keine unerwiinschten
Nebenwirkungen, im Sinne einer Beeintréchtigung oder Schmerzen der Tiere nach erfolgter
Intervention, festgestellt.®® Eine zweite Studie im Schweinemodell mit einem
weiterentwickelten Applikations-Katheter wurde durch dieselbe Arbeitsgruppe im Jahr 2013
veroffentlicht. Mit einem ,,Doppelballonkatheter” wurden unter Verwendung der gleichen
Injektionslosung den Ergebnissen der ersten Studie entsprechende Werte erzielt. Ein innerer
Ballon diente nach Inflation der Fixierung im GefaR, ein &uBerer zweiter, perforierter Ballon
enthielt den Wirkstoff. Durch diesen neuen Katheter sollte die gesamte Wirkstofflésung durch
die GefaRwand hindurch gelangen und nicht partiell im GefaRstrom weggespiilt werden.®® Im
selben Jahr erfolgte die erste Applikation von Vincristin zur renalen Denervation bei einem
Patienten mit therapierefraktarem Hypertonus. Wie im Schweinemodell wurden 4 ml
Injektionslésung entsprechend 0,1 mg Vincristin appliziert. Bereits nach zwei Wochen
konnten zwei der vier eingenommenen Antihypertensiva in ihrer Dosis reduziert werden Nach
vier Wochen konnte ein Abfall des Blutdruckes von 146/85 mmHg auf 132/80 mmHg

gemessen werden.®’

Die durch Stefanadis et. al. beschriebenen Ergebnisse stehen im Einklang mit den
Ergebnissen dieser Arbeit: die periarterielle Applikation von 0,1 mg Vincristin fiihrt zu

erfolgreicher renalen Denervation.
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Noradrenalin

Jedes der sechs Schweine zeigte einen Abfall der NA-Konzentration im Nierenparenchym der
behandelten Seite gegenuber der unbehandelten Seite. Dieser Abfall als Ausdruck
verminderter sympathischer Aktivitat betrug im Mittel 53 % bei hoher Signifikanz

(p-Wert < 0,01). In praklinischen Studien Katheter-basierter RFA am Schweinemodell konnte
ein NA-Abfall im Nierenparenchym von lber 85 % gezeigt werden. Dies entspricht dem
Abfall nach renaler Denervation via chirurgischer Nervendurchtrennung. Beim Menschen
wurde nach RFA mittels Symplicity-Katheter eine mittlere NA-Reduktion von 47 % bestimmt
(28 — 65 %).52 Diese Messungen erfolgten mit der Spillover Technik. Eine direkte
Vergleichbarkeit ist daher nicht gegeben. Endovaskularer Ultraschall erzielte einen NA-
Abfall im Parenchym von Schweinenieren um 50 %.%* Die ,,Drei-Nadel-Injektionskatheter*-
basierte Injektion von 95 % Ethanol an porkine Nierenarterien erzielte einen mittels
Hochleistungsflussigkeitschromatografie (HPLC) gemessenen signifikanten NA-Abfall im
Nierenparenchym. Dieser betrug unter Verwendung von 0,15 ml, 0,3 ml und 0,6 ml Ethanol
im Mittel 54 %, 78 % und 88 %." Die perkutane Applikation von 10 ml Injektionslésung
bestehend aus 7 ml 95 % Ethanol, 2 ml KM und 1 ml Bupivacain fuhrte zu einem NA-Abfall
von 53 %. Der NA-Gehalt wurde ebenfalls mittels HPLC bestimmt.”® Die durch die perkutane
periarterielle Injektion von Vincristin verursachte Reduktion an gemessener renaler
Sympathikusaktivitat um 53 % ist also mit anderen erfolgreichen Verfahren renaler
Denervation vergleichbar. Der Einfluss des gewéhlten Verfahrens auf die Wirksamkeit der
periarteriellen Substanzapplikation wird in 5.3.4 , Effektivitat von Guanethidin® diskutiert.

Auffallig ist der groRe Unterschied in der Hohe der NA-Mittelwerte der Kontrollen zwischen
der Vincristin-Gruppe (525,4 ng/g) und der Guanethidin-Gruppe (211,6 ng/g). In der
experimentellen Studie ,,MR-guided Periarterial Ethanol Injection for Renal Sympathetic
Denervation: A Feasibility Study in Pigs* konnte bei ebenfalls perkutaner Applikation in der
mit Ethanol behandelten Gruppe durch Streitparth et. al. eine erfolgreiche renale Denervation
gezeigt werden.”® Auch hier zeigten sich hohe NA-Werte der unbehandelten Nieren von

536 ng/g (x 312 ng/g). Vor diesem Hintergrund ist zu tberlegen, ob die nahezu gleich hohen
Werte der jeweils unbehandelten Seiten durch sympathische Gegenregulation in Folge der
einseitigen Sympathikolyse zu erkléren sind. Verursacht durch ein fehlendes Feedback aus
der denervierten Niere, hatte eine reaktive Zunahme der Sympathikusaktivitat eine Steigerung
des NA-Gehaltes der nicht behandelten Niere zur Folge. Hier sind die in Abbildung 2 und
Abbildung 3 geschilderten Zusammenhénge von Bedeutung. Gegen die Hypothese der
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gesteigerten Sympathikusaktivitat sprechen allerdings die im Verlauf nicht signifikant

veranderten Blutdruckwerte der Tiere.
Histopathologische Auswertung

Im Sinne eines positiven zweiten primdren Outcome Parameters konnten fur alle Schweine
der Vincristin-Gruppe in histologischen Praparaten der behandelten Nierenarterien Zeichen
nervaler Degeneration nachgewiesen werden. Geschéadigte Nervenfaszikel konnten meist
nicht um die gesamte Nierenarterie gefunden werden. Dies korreliert mit der in der
postinterventionellen Bildgebung gesehenen Injektatverteilung. Histopathologie und
postinterventionelle Bildgebung liefern hier korrelierende Ergebnisse. Wie im Ergebnisteil in
Abbildung 36 dargestellt, kamen teilweise im gleichen Schnittpréparat histomorphologisch
veranderte neben mikroskopisch intakt erscheinenden Nerven zur Darstellung. Dies kann auf
die ungleiche Verteilung des Wirkstoffes in Adventitia und Bindewebe zuriickzufuhren sein.
Kollagene Fasern und Nachbarstrukturen der Nervenfaszikel beeinflussen die Verteilung der
Injektionslosung. Ferner gelten die in 5.2.3 ,,Histopathologische Aufarbeitung* beschriebenen
Zusammenhange: ein histomorphologisch als intakt imponierender Nerv kann dennoch

geschadigt sein.

Nach den von uns ermittelten und in Tabelle 8 zusammenfassend gezeigten Ergebnissen
scheint es keine direkte Korrelation zwischen appliziertem Injektionsvolumen,
Distributionsscore und NA-Abfall im Nierenparenchym zu geben. Bei Schwein Vincristin 1
wurden zum Zwecke der Dosisfindung und zur Vermeidung von eventuell auftretenden
Komplikationen 7,5 ml Injektat appliziert. Der Distributionsscore betrug 2 von 3 mdglichen
Punkten. Dennoch lag der Abfall des NA-Gehaltes (55,4 %) tiber dem Mittelwert der Gruppe
(53 %). Schwein Vincristin 3, 5 und 6 erhielten jeweils 10 ml VVolumen und erreichten einen
maximalen Distributionsscore. Allerdings zeigte Schwein Vincristin 5 den kleinsten
prozentualen Abfall (37,7 %) des NA-Gehaltes. Schwein Vincristin 2 hingegen zeigte trotz
reduzierten Injektatvolumens (9 ml) einen maximalen Distributionsscore und den héchsten
Abfall des NA-Gehaltes im Nierengewebe (62,3 %) aller Tiere. Wahrend die
Injektatverteilung und die histopathologischen Befunde korrelieren, gibt es in dieser kleinen

Stichprobe keinen direkten Zusammenhang von Injektatverteilung und Hohe des NA-Abfalls.

Eine Erklarung liefert die Anatomie: Am Ostium der A. renalis ist die Dichte periarterieller
sympathischer Fasern bei Mensch und Schwein héher als in den distalen Segmenten des

GefaRes.®*® Die Zahl der periarteriellen sympathischen Nerven nimmt nach distal ab.*® Aus
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diesem Grund ist die Umspiilung des Ostiums von groRer Bedeutung und wurde in dieser
Studie angestrebt. Folglich kann bei einem Injektionsscore von 2 (ausreichende
Injektatverteilung, Ostium umsplilt, Arterie im Verlauf partiell umspult) ein nahezu

maximaler Effekt auf die sympathischen Fasern erzielt werden.
Arterieller Blutdruck

Analog zu Stefanadis et. al. konnte auch in dieser Arbeit keine signifikante
Blutdruckabnahme der Schweine durch die Intervention festgestellt werden.”? Da es sich in
beiden Fallen um initial normotone Versuchstiere handelte und unilaterale
Substanzapplikation erfolgte, gelten die in 5.2.4 ,,Blutdruckmessung* beschriebenen
Zusammenhange. Ein Blutdruckabfall als Ausdruck einer Suppression erhéhter

Sympathikusaktivitat war nicht zu erwarten.

Auffallig sind die bei allen Schweinen der vorliegenden Arbeit niedrig gemessenen
Blutdruckwerte zu allen drei Messzeitpunkten. Prainterventionell betrug der Uber alle sechs
Schweine gemittelte Blutdruck der Vincristin-Gruppe 103/40 mmHg, postinterventionell
104/47 mmHg, vor Euthanasie 95/43 mmHg und weicht damit deutlich vom normal zu
erwartenden Wert von ca. 120/80 mmHg ab.% Der leichte postinterventionelle Anstieg l4sst
sich am ehesten durch den Interventionsstress erklaren. Die Ursache fir die hypotensiven
Blutdruckwerte Uber alle drei Messzeitpunkte liegt am ehesten in der Narkosemedikation.
Dies wird ausfuhrlich in 5.3.4: , Effektivitat von Guanethidin® beschrieben.

5.3.4 Effektivitat von Guanethidin

Owens et. al. beschrieben im Jahr 2011 die erste Anwendung von Guanethidin zur renalen
Denervation. Die Applikation von 2 ml oder 3 ml Lésung entsprechend 20 mg oder 30 mg
Guanethidin mit 20 % Verdinnung durch KM erfolgte ebenfalls im Schweinemodell.
Angiographie-gesteuert wurde ein Mikroinjektionskatheter in die Nierenarterie vorgeschoben
und die Wirksubstanz von endovaskulér transmural appliziert. Nach 28 Tagen zeigte sich ein
Abfall um ca. 34 % des NA-Gehaltes der elf mit 2 ml behandelten Nieren gegeniber vier
Kontrollen. Die insgesamt vier mit 3 ml Losung behandelten Nieren zeigten einen stérkeren
und statistisch signifikanten Abfall des NA-Gehaltes um ca. 44 % gegenuber den vier
Kontrollen. In der histologischen Auswertung zeigte sich in allen mit Guanethidin

behandelten Praparaten perineurale Inflammation und nervale Degeneration.®®
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Noradrenalin

In der vorliegenden Arbeit zeigten drei Schweine der Guanethidin-Gruppe (2, 4, 6) einen
Abfall des NA-Gehaltes im Nierenparenchym der behandelten Seite. Die anderen drei Tiere
(1, 3, 5) wiesen einen hoheren NA-Gehalt auf der Interventionsseite auf. Uber alle sechs
Schweine gemittelt ergibt sich ein nicht signifikanter Abfall der NA-Konzentration von

10,7 % (p-Wert > 0,1). In einer Untersuchung des NA-Gehaltes mittel HPLC im
Nierenparenchym elf unbehandelter Schweine in einer Versuchsanstalt in Rottmersleben (AG
Prof. Dr. Ulrich Speck) wiesen die NA-Werte eine &hnliche Streuung zwischen rechter und
linker Niere auf. Im Mittel betrug die Seitendifferenz 13,8 % bei Abweichungen zwischen
4,8 % bis 34,6 % (Mitteilung, Prof. U. Speck, InnoRa GmbH, Berlin). Es ist davon
auszugehen, dass die Applikation von Guanethidin keinen funktionellen Effekt auf die

Wirkung des Sympathikus an der jeweiligen Niere hatte.

Insgesamt lieR sich kein signifikanter Abfall des NA-Gehaltes nachweisen. Dieser primére

Outcome Parameter wurde nicht im Sinne erfolgreicher renaler Denervation erfullt.

Fur Schwein Guanethidin 1 — 6 wurden vergleichend mit allen anderen betrachteten
Interventionsgruppen der Arbeitsgruppe die im Mittel niedrigsten NA-Werte gemessen (siehe
4.4.2 ,,Guanethidin-Gruppe®). Ursache hierfiir konnte die Narkosetiefe sein. Die niedrigen
NA-Werte entsprechen funktionell einer niedrigen renalen Sympathikusaktivitat.
Infolgedessen ist im Rahmen einer Sympathikolyse durch renale Denervation auch nur ein
marginaler Effekt auf den NA-Gehalt im Nierenparenchym zu erwarten. Eine weitere
Senkung der bereits niedrigen Sympathikusaktivitat an der Niere lieRe sich schwer erfassen.
Da durch die Substanzapplikation wahrscheinlich nicht alle sympathischen Efferenzen der
Nieren restlos zerstort werden, ist es fraglich, ob bei niedriger sympathischer Aktivitat Effekte

durch erfolgreiche renale Denervation Uber die NA-Bestimmung gezeigt werden kdnnen.

Fur diese Hypothese spricht, dass fiir Schwein Guanethidin 2, welches den héchsten NA-
Gehalt der unbehandelten Nieren aufweist (306,7 ng/g), tatséachlich ein NA-Abfall von 34,5 %
gemessen werden konnte. Schwein Guanethidin 4 zeigt den zweihdchsten Wert der
unbehandelten Seite. Auch hier konnte ein NA-Abfall von 34,9 % nachgewiesen werden.
Schwein Guanethidin 5 zeigt den hdchsten NA-Gehalt der Gruppe in der Niere, auf deren
Seite die Intervention stattfand. Allerdings kam es hier wie unter 4.2 ,, Technische
Durchfiihrbarkeit* beschrieben zur Fehlapplikation, sodass keine suffiziente Umspilung des

Zielareals erreicht wurde. In diesem Zusammenhang l&sst sich hier keine sichere Beurteilung
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abgeben. Die Nachinjektion erfolgte lediglich mit 1 ml Injektat, da aufgrund des hohen
Preises Guanethidins keine vollstandige Ersatzdosis zur Verfugung stand.

Histopathologische Auswertung

Die von Owens et. al. beschriebene perineurale Inflammation liel? sich von uns nicht
nachweisen. Insgesamt zeigte keines der untersuchten histologischen Praparate von Schwein
Guanethidin 1 - 6 Hinweise fiir eine nervale Degeneration. Es ist theoretisch denkbar, dass
geschadigte Nerven tbersehen wurden oder Nerven bis zur Unkenntlichkeit degeneriert sind.
In Zusammenhang mit den Ergebnissen der NA-Messung erscheint dies allerdings sehr
unwahrscheinlich. Es gilt zu bedenken, dass Guanethidin im Vergleich zu Vincristin nicht
vorrangig uber eine toxische Schéadigung der Nerven wirkt. Guanethidin ist kompetitiver
Antagonist und wird anstelle von NA an den Synapsen postganglionarer sympathischer
Fasern aufgenommen und bei Aktivierung ausgeschittet. Zusatzlich wird die
Aktionspotenzialweiterleitung an der Prasynapse gehemmt.%® Davon ausgehend wéren nicht
zwingend histomorphologische Korrelate fir eine nervale Degeneration zu erwarten.
Allerdings konnte bereits 1971 eine Zerstérung peripherer sympathischer Nerven bei
systemischer Anwendung Guanethidins im Rattenmodel gezeigt werden.®”°" Dies wurde auf
einen immun-vermittelten Prozess zuriickgefiihrt. Anders als in der vorliegenden Arbeit
wurden 25 - 30 mg Guanethidin/kg KG (ber einen Zeitraum von sechs Wochen durch
mehrmalige intraperitoneale Injektionen appliziert. In der Folge degenerierten die Neuronen
der oberen cervicalen Ganglien nahezu vollstandig und die verbliebenen Nervenzellen wiesen

starke Schadigungen auf.®’

Owens et al. und auch Streitparth et. al. beschrieben eine Wirkungsabhangigkeit Substanz-
vermittelter renaler Denervation von der Wirkstoffmenge und dem Injektionsvolumen.®%
Eine Abhéangigkeit erfolgreicher Sympathikolyse von der Menge Guanethidins zeigten Demas
et. al. bereits im Jahr 2001. Als potenzielle Alternative zu chirurgischer Sympathektomie
applizierten sie Guanethidin via Mikroinjektionen a 2 pl in inguinale oder epididymale
Fettpolster im Hamster. Insgesamt wurden einmalig bis zu 400 pug Guanethidin pro Fettkdrper
injiziert. Nach zwei Wochen wurden die Tiere euthanasiert. Je hoher die Wirkstoffdosis desto
starkeres Wachstum zeigten die Fettpolster als Ausdruck verminderter Sympathikusaktivitat.
In der ersten Gruppe, in der zehn Mikroinjektionen mit einer Guanethidinkonzentration von

5 pg/ul durchgefuhrt wurden, konnte kein signifikanter Effekt festgestellt werden. Die
Hochstdosis von 20 Mikroinjektionen a 10 pg/ul Guanethidin wies dagegen den deutlichsten
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Abfall des NA-Gehaltes auf.%® Im Falle einer zu geringen Wirkstoffmenge ist also keine

Sympathikolyse nachweisbar.

Trotz einer mindestens dreifach hoheren absoluten Wirkstoffmenge (90 mg zu 20 — 30 mg)
und einer ebenfalls htheren Wirkstoffkonzentration (0,9 mg/ml zu 0,8 mg/ml) im Vergleich
zu Owens et. al. konnten wir in unserer Studie keinen signifikanten Abfall des NA-Gehaltes

oder histologisch eine nervale Degeneration nachweisen.
Arterieller Blutdruck

Auch Guanethidin wurde unilateral bei initial normotonen Versuchstieren appliziert, sodass
kein signifikanter Abfall des arteriellen Blutdruckes erwartet wurde. In der Gruppe wurden im
Mittel ebenfalls niedrige Blutdruckwerte gemessen: prainterventionell 93/37 mmHg,
postinterventionell 94/36 mmHg und vor Euthanasie 98/49 mmHg. Abgesehen von
fehlerhaften Messungen, falsch kalibriertem Messgerat und Ahnlichem, lasst sich die Ursache
hierfir am ehesten in der Narkosemedikation finden. Die Sedierung mit Midazolam fihrte
beim Minipig zu einer Reduktion des Blutdruckes.®® Die blutdrucksenkende Wirkung von
Propofol wurde bereits mehrfach in der Literatur beschrieben.%°-192 Dafiir sprechen auch die
im Gesamtdurchschnitt niedrigeren Blutdruckwerte der Guanethidin-Gruppe, vor allem zu
den ersten beiden Messzeitpunkten. Bei den Schweinen der Guanethidin-Gruppe wurden am
Interventionstag Narkosezeiten bis zu 8,5 h erreicht. Dies ist durch einen verzogerten Zugriff
zum CT-Gerét und vorbereitende Versuche an den Tieren flir weitere Studien zu Katheter-
basierter renaler Denervation zu begriinden. Infolgedessen wurden gréfiere Mengen Propofol

verabreicht mit einem mdglichen, senkenden Einfluss auf den arteriellen Blutdruck.
Erklarungsansatze flr die fehlende Wirkung Guanethidins

Als eine potenzielle Erklarung fur die fehlende Wirksamkeit Guanethidins im Sinne der
Arbeitshypothese ist das Applikationsverfahren zu sehen. Im direkten Vergleich der Arbeiten
von Streitparth et al. und Fischell et al. zeigt sich, dass durch die perkutane Applikation von

7 ml 95 % Ethanol in 10 ml Losung im Vergleich zur Katheter-basierten Applikation von
0,15 ml 95 % Ethanol der annahernd gleiche Abfall des NA-Gehalt erzielt wurde (53 % vs.

54 %).”%"® Unter Vernachlassigung aller weiteren Einflussfaktoren sowie substanzspezifischer
Wirkpotenzen und selektiv nur das Applikationsverfahren betrachtend, ist eine etwa 47-fach
hohere Wirkpotenz der Katheter-basierten Applikation gegeniiber des perkutan periarteriellen
Zugangsweges anzunehmen. Unter dieser Annahme hétte die applizierte Menge Guanethidins

deutlich erhéht werden missen, da Owens et. al. bereits 30 mg des Wirkstoffs in ihrem
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Katheter-basierten Verfahren bendtigten, um einen signifikanten Abfall des NA-Gehalt in
porkinen Nieren nachzuweisen. Legt man den gleichen Faktor des
Ethanolmengenverhéltnisses (x47) zu Grunde entspréchen dies deutlich tber 1000 mg
Guanethidin. Einschrankend ist zu sagen, dass es sich bei Owens et. al. und Fischell et. al. um

unterschiedliche Injektionskatheter handelte.®% "

Dieser potenzielle Vorteil der endoluminalen transmuralen Applikation lasst sich am ehesten
mit den anatomischen Gegebenheiten der Nierenarterie begriinden. Sowohl beim Menschen
als auch beim Schwein nimmt die Dichte und Anzahl sympathischer Fasern mit wachsendem
Abstand vom GefaBlumen der Nierenarterie nach periarteriell ab.**° Durch die Applikation
mittels intraarteriellem Injektionskatheter wird die Wirksubstanz mdglicherweise eher an den
Ort hdchster sympathischer Faserdichte gebracht als bei der perkutanen Applikation. Ferner
ist die Dichte periarterieller sympathischer Fasern ventral hoher als dorsal des GefaRes.** Wie
unter 3.3.2 ,,Intervention — CT-gesteuerte periarterielle Injektion und postinterventionelle
Bildgebung* dargestellt, kam ein Grof3teil der von uns applizierten Injektionslésung dorsal
des Gefales zur Darstellung. Beim Menschen lief sich in ersten Anwendungen mit gleicher
Methodik eine gleichmaRig zirkumferenzielle Injektatverteilung erzielen.”® Ein wesentlicher
Grund ist der beim Schwein schmale periarterielle Raum ventral der Nierenarterie mit

Abgrenzung zum Peritoneum.

Als weitere potenzielle Ursache kommt ein zigiger Abstrom Guanethidins vom Zielort in
Betracht. Seinem Konzentrationsgradienten folgend verteilt sich der Wirkstoff im gesamten
umliegenden Gewebe und steht daher nicht mehr in ausreichender Konzentration der Wirkung
am renalen Sympathikus zur Verfigung. Geschieht dieser Vorgang schneller als die
Aufnahme in die sympathischen Nervenzellen, so ist keine Wirkung zu erzielen. Die
Katheter-gestutzte Applikation eines kleineren Volumens in die Adventitia konnte diesem

Effekt entgegenwirken.

Um diesen Problemen zu begegnen, miisste zum einen die Wirkstoffmenge stark erhoht
werden. Es ist davon auszugehen, dass nicht das gesamte injizierte Volumen renale
sympathische Neuronen erreicht. Eine weitere Erh6hung des Injektionsvolumens bei
konstanter Wirkstoffkonzentration scheint daher nicht zweckmaRig. Vielmehr sollte die
Wirkstoffkonzentration erhoht werden. Diese stellt im Zusammenhang mit Guanethidin
allerdings den limitierenden Faktor dar: Guanethidin wird in 10 mg/ml Ampullen geliefert.
Eine weitere Aufkonzentrierung auf deutlich tber 100 mg/ml wére theoretisch erforderlich,

allerdings praktisch aufwéndig, kostenintensiv und aus unserer Sicht technisch schwer
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maoglich. Eine weitere MaRnahme der Erhohung der Wirkpotenz Guanethidins liegt im
Vermeiden bzw. Verlangsamen des Abstroms des einmal applizierten Wirkstoffes vom
Zielgebiet. Durch Applikation von 75 pl in Glycerin geldsten 6,7 mg/ml Guanethidins konnte
im Rattenmodell eine signifikante Abnahme des NA-Gehaltes der behandelten Niere von Uber
98 % gezeigt werden.®® Die Losung von Guanethidin in Glycerin fiihrt zu einer
Viskositatszunahme. Damit kann durch Einschrankung der Diffusion eine langere Wirkung
am Zielgewebe gewahrleistet werden. Ein Vergleich gegenutber der Wirksamkeit des nicht mit

Glycerin vermischten Wirkstoffes wurde nicht durchgefiihrt.

Im Zuge dieser Betrachtungen stellt sich die Frage, wieso fur Vincristin im Rahmen dieser
Arbeit erfolgreiche funktionelle wie morphologische Denervation gezeigt wurde, obwohl die
Wirkstoffmenge (0,1 mg) zu der Katheter-gestiutzten Applikation von Stefanadis et. al.
identisch ist. Die verwendete Wirkstoffkonzentration ist sogar geringer (0,1 mg/10 ml vs.
0,1 mg/4 ml).” Als Chemotherapeutikum besitzt Vincristin eine deutlich hohere toxische
Potenz als Guanethidin. Beispielsweise zeigen sich bereits nach Paravasation geringer
Mengen Vincristins starkste Gewebeschaden 838419 Die stark neurotoxische
Wirkkomponente Vincristins ist hinreichend beschrieben.? Stefanadis et. al. fiihrten keine
Messungen des NA-Gehaltes der Nieren durch, sodass in diesem Zusammenhang keine
vergleichenden Aussagen getroffen werden kénnen. Ferner ist es moglich, dass Vincristin
aufgrund seiner FlieReigenschaften langsamer abstrémt und daher langer am Zielgewebe in
wirksamer Konzentration erhalten bleibt. Dies veranschaulicht eine Limitation dieser Arbeit:
direkte Aussagen Uber die Verteilung des Injektatvolumens kdnnen Gber den Zeitpunkt der
postinterventionellen CT hinaus nicht getroffen werden. Weitere Arbeiten, die das Verhalten
verschiedener Substanzen im Gewebe Uber einen langeren Zeitraum untersuchen, wéaren von

grof3en Interesse.

5.3.5 Vor-und Nachteile der CT-gesteuerten perkutanen renalen Denervation
Insgesamt lasst sich die CT-gesteuerte perkutane periarterielle Applikation von Vincristin
oder Guanethidin in den von uns gewahlten Dosierungen als sicheres, schnelles und einfach

durchzuftihrendes Verfahren ohne ernste Nebenwirkungen charakterisieren.

Unseres Wissens existiert bis zum jetzigen Zeitpunkt keine veroffentlichte Studie, welche die
perkutane periarterielle Substanzapplikation von Vincristin oder Guanethidin mit dem Ziel
renaler Denervation beschreibt. Der Tatsache geschuldet, dass bis hierhin randomisierte
kontrollierte Studien lediglich fur die RFA vorliegen, sind vergleichende Aussagen zwischen

den verschiedenen Verfahren der renalen Denervation nur eingeschrankt moglich. 353
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Im Vergleich der perkutanen versus Katheter-gestitzten Verfahren kristallisierten sich

unseres Erachtens folgende Vorteile heraus:

1. Keine Einschréankungen durch kleinen Nierenarteriendurchmesser, vorbestehende
Thrombosierung, akzessorische oder mehrere Nierenarterien und friihe
GeféRauszweigung

2. Aufgrund weniger anatomischer Limitationen ErschlieBung eines gréRReren
Patientenkollektivs moglich

3. Anwendung auch in Kliniken ohne Expertise und Ressourcen eines Katheterlabors
durchfiihrbar und damit mdégliche Kostenersparnis

4. Kostenreduktion durch Verzicht auf relativ teure Applikationskatheter

5. Verzicht auf einen arteriellen Zugangsweg und damit verbundene Punktionsrisiken
wie Punktionsaneurysmen, arterio-vendser Shuntbildung, Intimaschadigung,
Thrombosierung und Stenosierung

6. Schutz der empfindlichen Intima der A. renalis, da diese nicht unmittelbar mit
potenziell toxischen Substanzen, thermischer Energie oder Schallenergie in
Kontakt tritt. Kein erhohtes Risiko fir Intimaschaden, Thrombosierung und
Stenosierung des GeféaRes aufgrund der fehlenden intravaskuldren Manipulation
der A. renalis

7. Verzicht auf antithrombotische Therapie mdglich

8. Kirzere Interventionszeiten

Im Vergleich der chemischen Denervation versus thermischen Denervation (RFA)

kristallisierten sich unseres Erachtens folgende Vorteile heraus:

1.

4.

Minderung des Schmerzpotenzials und Option der Zugabe eines lokalen
Anésthetikums zur Injektatlosung

Maoglicher Verzicht auf Totalandsthesie und Vermeidung von Narkoserisiken
Kurzere Interventionszeit, besonders im Vergleich zu Einzelelektroden-
Ablationskathetern

Kostenersparnis

In der HTN-1 Studie wurden funf von 50 Patienten aufgrund ungiinstiger anatomischer

Verhéltnisse der Nierenarterien ausgeschlossen.>? Patienten mit vorbestehenden

Gefalstenosen oder Nierenarterien kirzer als 20 mm oder einem Durchmesser kleiner als
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4 mm sind fur die Katheter-basierte RFA mittel Symplicity-Katheter nicht zugéanglich. Dies
gilt auch fiir den GroBteil der ,,next-generation* Ablationskatheter. Die in unserer Studie
haufig auftretenden akzessorischen und fruh aufzweigenden Nierenarterien hétten eine
Katheter-basierte VVorgehensweise erschwert oder ausgeschlossen und stellen fiir den

perkutanen Ansatz keine Kontraindikation dar.

In dieser Arbeit war aufgrund des verwendeten Tiermodels die Behandlung in Totalanésthesie
notwendig. Die RFA muss wegen ihres hohen Schmerzpotenzials unter totaler Anésthesie mit
starker systemischer schmerzmedizinischer Komponente durchgefiihrt werden. Im Gegensatz
dazu ist im Falle der perkutanen periarteriellen Applikation ein Verzicht auf Selbige
denkbar.>1% In ihrer ,First-In-Man* beschriebenen technischen Mitteilung zur perkutanen
periarteriellen Applikation von Ethanol nutzten Streitparth et al. lediglich eine lokale
Betaubung der Einstichtselle.”® Das Mischen der Wirksubstanz mit einem Lokalanasthetikum
wie Bupivacain ermdglicht eine gute Analgesie am Zielgebiet. In der weiteren klinischen
Anwendung waére eine fur interventionelle Eingriffe Gibliche Analgosedierung ausreichend.
Die Pravalenz therapierefraktarer aHTN steigt mit zunehmendem Alter.® Gleichzeitig steigt
auch die Anzahl an Komorbiditaten. In der Folge zeigt ein zunehmender Teil des fir die
renale Denervation in Frage kommenden Patientenkollektivs einen American Society of
Anesthesiology (ASA) Score > 1 und damit erhdhte Narkoserisiken. Ein moglicher Verzicht
auf eine Totalanasthesie und systemischer Medikation stellt daher einen groRen Zugewinn
dar. Die Zeiteinsparung gegentiber der RFA und der Verzicht auf einen arteriellen
Zugangsweg bedeuten ebenfalls eine Stressreduktion und damit Verringerung des Risikos des
Patienten. Eine anschlieRende Antikoagulationstherapie, wie sie im Rahmen der RFA
gefordert wird, ist ebenfalls nicht nétig. Unter Betrachtung eines potenziell sturzgeféahrdeten

Patientenkollektivs stellt dies ebenfalls einen wichtigen Zugewinn dar.

Chemische Wirksubstanzen stellen eine preiswerte Alternative zur RFA dar. Der Symplicity
Katheter von Medtronics kostet etwa 4200 Euro und ist fir die einmalige Verwendung
vorgesehen. Der zugehdrige Generator kostet etwa 20800 Euro.'® Nach Aussage der
Apotheke des CVK betréagt der offizielle Listenpreis Vincristins 11,66 Euro plus
Mehrwertsteuer (MwSt.) pro mg. Bei einer Interventionsdosis von 0,1 mg sind die Kosten pro
Patient entsprechend 1,17 Euro + MwSt. Kirzere Interventionszeiten, Verzicht auf ein
Katheterlabor und komplizierte Injektionskatheter bedingen eine weitere Kostenreduktion bei

perkutaner Substanzapplikation.
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Nachteile der perkutanen chemischen Denervation versus Katheter-gestiitzten renalen

Denervation sind:

e Verletzungen von Strukturen durch die Punktionsnadel im Einstichkanal sind denkbar

e Nachbarstrukturen und Skelettanatomie limitieren mogliche Punktionsstellen

e Substanzapplikation erfolgt aus nur einer Richtung

e Grolkere Wirkstoffmengen und Injektionsvolumina sind notig

e Durch hohere Injektionsvolumina potenzielles Risiko des Kontaktes der
Wirksubstanzen mit Ureteren und Nierenkapsel — abhdngig von der toxischen Potenz
des Wirkstoffes sind Hydronephrose, Kapsel- oder Parenchymschaden denkbar

e Modglichkeit einer Fehlapplikation ist fraglich hoher, damit Risiko von Verletzung von

Gewebsstrukturen potenziell erhéht

In der von uns postinterventionell durchgefiihrten Nativ-CT konnte in allen Féllen dorsal eine
grolkere Menge Injektionslésung ausgemacht werden als ventral der Nierenarterie. Dies ist
vermutlich zu einem geringen Anteil der von dorsal durchgefiihrten Punktion geschuldet. Ein
wesentlicher Grund ist der beim Schwein schmale periarterielle Raum ventral der
Nierenarterie mit Abgrenzung zum Peritoneum. Es ist davon auszugehen, dass nur ein Teil
des Injektats die Zielregion umgibt und fir die Wirkung an periarteriellen sympathischen
Fasern verantwortlich ist. Auch in der histopathologischen Auswertung konnten nervale
Defekte h&ufig nur semizirkumferentiell an der Nierenarterie gefunden werden. Beim
Menschen lieR sich in ersten Anwendungen mit gleicher Methodik eine gleichmafiig

zirkumferenzielle Injektatverteilung erzielen.”

Wie bei Schwein Guanethidin 5 erfolgt und in Abbildung 21 gezeigt, ist eine Fehlapplikation
der Wirksubstanz mdglich. Durch die von dorsal eingefiihrte Nadel ist theoretisch das Risiko
von Verletzung benachbarter Strukturen oder Punktion der V. cava oder der Nierenarterie
selbst gegeben. Dieses Komplikationsrisiko ist aufgrund der prazisen CT-Bildsteuerung

jedoch als sehr niedrig einzustufen.

5.4 Limitationen der Arbeit

Eine Limitation dieser Arbeit stellt die geringe Fallzahl dar. In beiden Gruppen wurden je
sechs Tiere behandelt (n = 6), um eine signifikante Aussage treffen zu kdnnen und dennoch
die Zahl der Versuchstiere gering zu halten. Eine hohere Fallzahl wirde einen besseren
Rickschluss auf die in der Grundgesamtheit geltenden Ergebnisse erlauben. Ferner wiirden

Ausreiler der einzelnen Messwerte besser ausgeglichen werden. In der Guanethidin-Gruppe
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zeigten 50 % der behandelten Nieren einen NA-Abfall im Parenchym gegenuber der
Kontrolle. Hier wéren Ergebnisse weiterer Versuchstiere interessant, gegebenenfalls unter
Verwendung einer héheren Wirkstoffkonzentration.

Eine weitere Limitation dieser Arbeit ist in dem gewéhlten Beobachtungszeitraum von zwei
Wochen zu sehen. Aussagen tber Langzeiteffekte der perkutanen periarteriellen Applikation
von Vincristin oder Guanethidin in den gewéhlten Injektionslésungen sind daher nicht
maoglich. Auch die histopathologische Auswertung wird durch den Beobachtungszeitraum
beeinflusst: so zeigte sich nach Sympathektomie im Rattenmodell ein hoherer Anteil
histomorphologisch geschadigter Nerven nach drei als nach sieben Tagen.®® Es ist davon
auszugehen, dass durch Umstrukturierungs- und Organisationsprozesse in ihrer Funktionalitat
stark geschadigte Nerven abgebaut werden. Es existieren keine Daten wann im
Schweinemodell die maximale Anzahl geschadigter Nerven nach Applikation neurotoxischer
Substanzen ausgemacht werden kann. Ferner ist nicht bekannt wann die starksten
Schédigungen durch Guanethidin oder Vincristin auszumachen sind. Auch das regenerative
Potenzial sympathischer Nerven selbst ist bis hierhin unzureichend erforscht.3! Aufgrund der
Datenlage aus der Literatur und eigenen Erfahrungen der Arbeitsgruppe erschien uns eine

Standzeit von zwei Wochen bis zur Euthanasie jedoch als adaquat.

Unseres Wissens wurde in dieser Arbeit erstmalig die Bild-gesteuerte perkutane periarterielle
Applikation von Vincristin oder Guanethidin beschrieben. Die komplexe Dosisfindung und
Ermittlung des Injektionsvolumens war elementarer Bestandteil der Versuchsvorbereitung. Im
klinischen Gebrauch finden Vincristin und Guanethidin vor allem Anwendung als intravendse
Medikation. Eine Datenlage zum Verhalten der Substanzen im Organismus bei lokaler
interstitieller Applikation existiert unseres Wissens nach nicht. Lediglich die nekrotische
Wirkung Vincristins nach Paravasation wurde in der Literatur beschrieben.® In bereits
genannten Arbeiten wurde die lokale Applikation von Guanethidin und Vincristin im
Tiermodell beschrieben.®>%°72% Die Applikationsformen wichen in allen Fallen von dem von
uns gewdahlten perkutanen Zugangsweg ab. Die Ubertragung von Dosierungen von einem

Tiermodell auf eine andere Spezies ist schwierig.

Zusétzlich zu der Variable des unmittelbaren Verhaltens der Substanzen nach der Injektion
spielt auch das Diffusionsverhalten der Wirkstofflésungen eine Rolle. Durch CT-
Bildsteuerung konnte das Verhalten des Injektates in vivo nur kurze Zeit postinjektionem
beurteilt werden. Langfristige Aussagen konnten nicht getroffen werden. VVor allem im
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Hinblick auf Guanethidin wére es interessant zu sehen, ob die Ursache des fehlenden

Wirkungsnachweises in der schnellen Abdiffusion des Injektats zu finden ist.

Im Kklinischen Gebrauch findet renale Denervation bei Patienten mit Hypertonie Anwendung.
In der vorliegenden Studie wurden normotone Schweine verwendet. Die Substanzapplikation
erfolgte unilateral. Im klinischen Gebrauch wird eine bilaterale Anwendung durchgeftihrt. Die
Aussagekraft flr ein bilateral angewandtes Verfahren ist daher eingeschréankt. Dies gilt
ebenso fur die Entwicklung des Blutdruckes postinterventionell. In , first-in-man*
Applikationen konnte gezeigt werden, dass sich die im Schwein gewonnen Ergebnisse sehr
gut auf den Menschen (bertragen lassen. Die an normotonen Schweinen mittels unilateraler
Applikation gewonnenen Ergebnisse flihrten nach bilateraler Applikation im Menschen zu
signifikanter Blutdruckreduktion.®”"® Als weiterer Einflussfaktor ist die Narkose der Tiere
anzusehen. Der Einfluss auf beispielsweise die Blutdruckwerte ist in 5.3.3 ,,Effektivitat von
Vincristin® beschrieben. Beim Menschen ist ein Verzicht auf eine Totalanésthesie fur die

perkutane periarterielle Substanzapplikation denkbar.

Die sympathische Nervenaktivitat unterliegt einer Vielzahl von Einflussfaktoren und ist
schwierig zu messen. Es handelt sich um ,,Momentaufnahmen* einer laufend angepassten und
schnell regulierbaren Entitét. Standardmethoden zur Bestimmung der Sympathikusaktivitat im
Tiermodell existieren bisher nicht. Die von uns gewahlte Messung von Noradrenalin im
Nierenparenchym durch Hochleistungsflissigkeitschromatographie ist ein anspruchsvolles
Verfahren und lieferte Uber mehrere Gruppen von Versuchstieren stets nachvollziehbare und
konstante Ergebnisse. Die in einigen Studien, wie auch in der HTN-1 Symplicity, verwendete
NA-Spillover Messung stand in der beschriebenen Studie nicht zur Verfligung. Vergleiche
des NA-Abfalls durch unterschiedliche Ansatze sind durch Verwendung unterschiedlicher

NA-Messmethoden nur eingeschrankt moglich.

In dieser Studie wurden keine immunhistochemische Farbungen genutzt. Aussagen Uber die
tatsachliche Nervenaktivitat histomorphologisch intakter oder geschadigter Nerven kdnnen
vom tatsachlichen Ist-Zustand abweichen. Die verwendete EvG Farbung wurde in
Ricksprache mit einem Facharzt fiir Neuropathologie ausgewahlt und war ad&quat fiir das

Erkennen von nervalen Degenerationen.
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5.5 Schlussfolgerung

Die in der Einleitung aufgestellte Arbeitshypothese lautete: Die CT-gesteuerte perkutane
periarterielle Applikation von Vincristin oder Guanethidin um die A. renalis zur Induktion
einer renalen Denervation ist ein effektives, sicheres und praktikables Therapieverfahren. Ziel
war das Belegen dieser Hypothese. Die Bestimmung des NA-Gehaltes im Nierenparenchym
und Nachweis pathologisch veranderter Nerven um die behandelte A. renalis galten als

primare Outcome Parameter einer erfolgreichen renalen Denervation.

Es konnte gezeigt werden, dass die CT-gesteuerte periarterielle-perkutane
Substanzapplikation ein technisch einfaches und sicheres Verfahren zur renalen Denervation
darstellt. Im Vergleich zu Katheter-basierten Techniken handelt es sich um ein schonenderes

Verfahren mit potentiell weniger Limitationen. Die wesentlichen Vorteile sind:

1. Das Verfahren ist unabhéngig von Gefalverlauf und —anatomie.

2. Eserfolgt keine direkte Gefal3punktion, weder der A. femoralis als Zugangsweg noch
der A. renalis zur Substanzapplikation.

3. Es gibt keine unmittelbar erhohte Gefahr von Intimaschaden, Thrombosierung und
Stenosierung der A. renalis.

4. Esist keine Antikoagulation und keine Totalanasthesie notig.

5. Interventionszeit und Kosten werden reduziert.

Far die Anwendung von 0,1 mg Vincristin gelost in 10 ml Injektionsldsung liel3 sich die
Arbeitshypothese uneingeschrankt bestatigen. Nach perkutaner-periarterielle Applikation
konnte sowohl funktionell wie histomorphologisch eine erfolgreiche renale Denervation
nachgewiesen werden. Es traten keine unerwiinschten Nebenwirkungen auf. Fur die
Anwendung von 90 mg Guanethidin in 10 ml Injektionslésung in gleicher
Applikationstechnik ist die Arbeitshypothese zu verwerfen. Weder funktionell noch
histomorphologisch konnte eindeutig eine renale Denervation nachgewiesen werden. Auch

hier traten keine unerwtinschten Nebenwirkungen auf.

Eine Ubertragung der in dieser Arbeit im Tiermodell gewonnenen Ergebnisse auf den

Menschen muss in weiteren Studien untersucht werden.
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5.6 Ausblick

Die Inzidenz der therapierefraktaren Hypertonie mit assoziierten Morbiditaten und Mortalitét
wird in Zukunft weiter zunehmen. Durch die Arbeitsgruppe sind weitere Versuchsreihen mit
anderen Substanzen und auch mit Katheter-basierten Methoden geplant. Weitere Studien am
Tier mit groReren Fallzahlen und langeren Beobachtungszeitrdumen sind erforderlich, um die
gewonnenen Ergebnisse zu validieren und Aussagen tber die Langzeitauswirkungen der
Behandlung treffen zu kdnnen. Die aktuelle Forschung und Produktentwicklung setzt ihr
Hauptaugenmerk auf Katheter-basierte VVorgehensweisen unter Verwendung thermaler
Techniken wie RFA. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, ist auch das perkutane VVorgehen
erfolgsversprechend. Es verdient aufgrund seiner VVorziige gegentiber endovaskuléren
Vorgehen weiterer Forschungsbemuhungen. Fir Vincristin konnte bereits eine effektive
Wirkung gezeigt werden. In friiheren Arbeiten wurde eine Abhdngigkeit des Ausmalies der
Sympathikolyse von der Wirkstoffkonzentration und -menge gezeigt. Aus diesem Grund sind
weitere Arbeiten zur Dosisfindung fiir die perkutan periarterielle Applikation von Vincristin

von grof3em Interesse.

Abgesehen von der RFA existieren zu keinem Verfahren der renalen Denervation bisher
randomisierte kontrollierte Studien. Die meisten Verfahren befinden sich bis hierhin in der
tierexperimentellen Phase. Zukunftige tierexperimentelle und klinische Studien miissen
zeigen, welche der zahlreichen minimal-invasiven Verfahren - endovaskular oder perkutan,
chemisch oder thermisch - mit welchen Energien und Wirkstoffkonzentrationen — das
optimale Wirkungs-Sicherheits-Profil unter Beriicksichtigung der zunehmend relevanter
werdenden Kosteneffektivitat aufweisen. Die bisherigen Forschungsergebnisse suggerieren,
dass renale Denervation eine weiter zunehmende Rolle in der Therapie therapierefraktarer
aHTN spielen wird. Zukunftige Studien werden helfen, den Stellenwert der renalen
Denervation in der Therapie von Patienten mit therapierefraktérer oder sogar nicht-refraktérer
aHTN zu definieren.
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