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1. Einleitung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind die Haupttodesursache weltweit [1]. Allein Bluthochdruck ist
jahrlich fur ca. 9,4 Millionen Todesfalle auf der Welt verantwortlich [2]. Spricht man von
Bluthochdruck, so meint man die arterielle Hypertonie (aHT). Bei dieser ist der Druck, den das
flieRende Blut auf die Arterien des Kdrperkreislaufs ausibt, zu hoch. Die Ursachen daftir sind
vielfaltig. Entscheidend ist, dass Bluthochdruck ein wesentlicher Risikofaktor fiir die
Entstehung von kardiovaskularen, cerebrovaskularen und renalen Erkrankungen darstellt [3].
Knapp die Halfte aller ischamischen Herzerkrankungen und etwas mehr als die Halfte aller
Schlaganfalle weltweit sind auf aHT zurickzufuhren [3].

Einer Schatzung aus dem Jahr 2000 folgend, werden 2025 weltweit rund 1,56 Milliarden
Menschen von arterieller Hypertonie betroffen sein [4]. In Deutschland zeigt die Studie
»,Gesundheit in Deutschland aktuell® (GEDA) 2014/2015-EHIS (European Health Interview
Survey), welche Teil des bundesweiten Gesundheitsmonitoring des Robert-Koch-Instituts,
sowie Teil der europadischen Gesundheitsumfrage ist, dass jeder dritte Deutsche an
Bluthochdruck leidet. Dabei nimmt die Pravalenz mit dem Alter zu. So haben knapp Uber 60%
der Menschen, die 65 Jahre und alter sind, einen arztlich diagnostizierten Bluthochdruck [5].
Diese Zahlen machen deutlich, wie wichtig die Diagnostik, die erfolgreiche Therapie und auch
die Pravention dieser Erkrankung sind.

Von arterieller Hypertonie spricht man, laut aktuellen Leitlinien, ab einem systolischen
Blutdruck von = 140 mmHg und/oder einem diastolischen Wert von = 90 mmHg [6, 7] bei
wiederholten Messungen. Beginnend ab 115/75 mmHg verdoppelt sich jedoch schon das
Risiko einer kardiovaskularen Erkrankung mit jedem Anstieg des Blutdrucks um 20/10 mmHg
[6].

Wird keine Ursache flir den erhéhten Blutdruck gefunden, wie in den meisten Fallen, spricht
man von essenzieller oder primarer Hypertonie. Ist die aHT Folge einer Grunderkrankung,
bezeichnet man sie als sekundare Hypertonie z.B. bei einem zugrunde liegenden primaren
Hyperaldosteronismus. Die sekundare Form findet man nur in knapp 5 % der Patienten [8].
Eine grundliche Anamnese und Diagnostik sind also unabdingbar. Ist die Therapie der Wahl
bei der sekundaren Hypertonie die Behandlung des auslésenden Faktors, so ist die Therapie
der primaren aHT komplexer und vielschichtiger. Das Ziel ist jedoch immer Blutdruckwerte von
< 140/90 mmHg zu erreichen. Ist der Einsatz von Medikamenten nétig, stehen als mogliche
Substanzgruppen u.a. Diuretika, Calciumantagonisten, Betablocker, ACE-Hemmer und
Angiotensinrezeptorblocker zur Verfugung [5, 7]. Diese koénnen als Mono- oder
Kombinationstherapie genutzt werden.

Wird trotz Einsatz von 3 oder mehr blutdrucksenkenden Mitteln in optimaler Dosierung und
aus verschiedenen Wirkstoffklassen, inklusive eines Diuretikums, keine adaquate Senkung
des Blutdrucks erreicht, spricht man von therapieresistenter oder refraktarer Hypertonie [6, 7,
9]. Der genaue Prozentsatz an Betroffenen ist schwierig zu ermitteln, da eine Pseudoresistenz
ausgeschlossen werden muss. Dazu zahlen die Incompliance der Patienten bei der
Medikamenteneinnahme und bei der Lebensstildnderung, inadaquate medikamentbse
Therapie, technisch fehlerhafte Blutdruckmessungen und die ,Weil3kittelhypertonie“ [8, 10].
Man geht davon aus, dass ca. 10 - 30 % der Hypertoniker therapieresistent sind [11].

Die genauen pathophysiologischen Vorgange bei refraktarer Hypertonie sind noch nicht
vollstandig erforscht. Jedoch weil man seit vielen Jahren um die zentrale Bedeutung der Niere
und um die Aktivitdt des sympathischen Nervensystems bei der Blutdruckregulation [12, 13].
Seit Beginn des 20. Jahrhunderts bis in die 50er Jahre wurde deshalb bei schwerer aHT die
Durchtrennung sympathischer Nervenfasern operativ durchgefuhrt, eine sogenannte
subdiaphragmatische Splanchniektomie,. Dies war jedoch ein sehr radikaler Eingriff mit
teilweise schweren Komplikationen und hohen Mortalitdtsraten [14]. Man nahm Abstand von
der chirurgischen Therapie als wirksame und gut vertragliche Medikamente verfiigbar wurden.



Einleitung

Mit der Entwicklung neuer interventioneller Therapieverfahren wurde der Gedanke der renalen
Denervation (RDN) in jingerer Zeit wieder aufgenommen. So sind neue Therapieprinzipien
bei therapierefraktarer Hypertonie entwickelt worden, welche gezielter und weniger invasiv
eingesetzt werden konnen. Eine Moglichkeit ist die renale Denervation mittels
Radiofrequenzablation (RFA). Das bekannteste System, welches auch bereits klinische
Anwendung findet, ist die RFA mittels dem Symplicity ™-Kathetersystem von Medtronic [15].
Ein Ablationskatheter, welcher tUber einen femoralen Zugang in die A. renalis eingebracht wird
und die, in der Adventitia liegenden, sympathischen Nervenfasern mittels
Radiofrequenzenergie transmural verddet. In der ersten, nicht randomisierten Studie
(Symplicity HTN-1) wurde die RDN mittels RFA bei 45 Patienten durchgefihrt. Der
durchschnittliche Blutdruck von 177/101 mmHg konnte nach 12 Monaten systolisch um 27 und
diastolisch um 17 mmHg gesenkt werden [15]. An der darauf folgenden Studie (Symplicity
HTN-2), welche randomisiert war, nahmen 106 Patienten teil. Nach 6 Monaten wurde eine
Reduktion des Blutdrucks um 32/12 mmHg in der Interventions-Gruppe festgestellt [16]. 2014
erfolgte dann die Veroffentlichung der Ergebnisse der Symplicity HTN-3 Studie. Diese Studie
war erstmals verblindet randomisiert und hatte eine Gesamtteilnehmerzahl von 535 Personen.
Nach 6 Monaten konnte eine Senkung des systolischen Blutdrucks von nur 14,1 mmHg in der
Behandlungsgruppe festgestellt werden. Die scheinbehandelte Gruppe wies ebenfalls einen
systolischen Blutdruckabfall auf. Dieser betrug 11,7 mmHg. Der Unterschied zwischen den
beiden Gruppen lag bei lediglich 2,39 mmHg und war somit nicht signifikant [17]. Damit wurde
eine signifikante Blutdruckreduktion mittels RFA im Gegensatz zur Scheinprozedur verfehit
und die Wirksamkeit des Verfahrens in Frage gestellt. Zudem gilt es zu beachten, dass nicht
alle refraktaren Bluthochdruckpatienten fliir die RFA geeignet sind und es einige
Ausschlusskriterien gibt. Daher werden weitere Techniken zur renalen Denervation erprobt.
Zu diesen gehdren unter anderem die Kryoablation [18], intravaskularer oder extrakorporaler
Ultraschall [19, 20], sowie der lokale Einsatz von Neurotoxinen und chemischen Substanzen
[21 - 23].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine neue, auch katheterbasierte Methode zur renalen
Denervation zu eruieren und dabei die technische Durchfiihrbarkeit, Sicherheit und Effektivitat
zu beurteilen. Es erfolgte eine renale, transaortale periarterielle Ethanol-Symphatikolyse
mittels endovaskularem Injektionskatheter bei 11 Schweinen. Behandelt wurde jeweils
einseitig, so dass die kontralaterale Seite als Kontrolle diente. Nach 4 Wochen wurden die
Tiere euthanasiert und die Nieren mit umgebenden Gewebe entnommen. Die primaren
Outcome Parameter waren zum einen die histopathologische Beurteilung der renalen
sympathischen Nerven, der Nierenarterien und des angrenzenden Gewebes, zum anderen die
Bestimmung des Noradrenalin-Wertes im Nierenparenchym. Dies geschah jeweils
seitenvergleichend. Die Messung des Blutdrucks kurz vor und nach der Intervention sowie am
Tag der Euthanasie und die CT-gestlitzte Beurteilung der Injektatdistribution dienten als
sekundare Outcome-Parameter.



2. Aktueller Wissensstand

21. Regulation des Blutdrucks - Einfluss des sympathischen
Nervensystems

Im Ruhezustand betragt der systolische Blutdruck bei einem gesunden Erwachsenen etwa
120 mmHg und der diastolische Wert liegt bei etwa 80 mmHg [24]. Die Homdostase des
Blutdrucks ist essenziell fir den Kérper. Langer andauernde Abweichungen von dem, in engen
Grenzen gehaltenen, arteriellen Blutdruck sind schadlich. Hypotonie fluhrt zu
Minderdurchblutung der Organe und zu einem Sauerstoffmangel. Eine Hypertonie schadigt
die Gefalte und spater die Endorgane [25].

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAD), den Uber die Zeit gemittelten Wert, errechnet man aus
dem Produkt von Herzzeitvolumen (HZV) und dem totalen peripheren Widerstand (TPW) in
den Gefallen [24]. Das HZV wird als Herzminutenvolumen (HMV) angegeben und ist
wiederum das Ergebnis von Herzfrequenz (HF) mal Schlagvolumen (SV) [24]. Der TPW ist
abhangig von der Viskositat des Blutes und dem Durchmesser der Gefalle [25].

Dabei wird die Herzfrequenz im Wesentlichen durch das vegetative Nervensystem (VNS)
moduliert [24]. Das Schlagvolumen wird vom vendsen Rickstrom und der Kontraktilitdt des
Herzens bestimmt. Analog zur HF nimmt die Kontraktilitdt bei einer erhéhten sympathischen
Aktivitdt zu und nimmt bei einer erhéhten parasympathischen Aktivitat ab [24]. So kann der
Korper sich schnell und effektiv an unterschiedliche Situationen, wie zum Beispiel eine héhere
korperliche Anstrengung, anpassen.

Das zur Verfiigung stehende Blutvolumen (BV) bestimmt den vendsen Rickfluss. Das BV
verandert sich je nach Flissigkeitsaufnahme oder -verlust. Dabei spielen die Niere und das
RAAS (Renin-Angiotensin-Aldosteron-System) eine essenzielle Rolle. Durch die Exkretion
oder Retention von Wasser und Elektrolyten, v.a. Natrium, hat die Niere einen bedeutenden
Einfluss auf das Blutvolumen [24, 25].

Die lokale Regulation der GefalRweite geschieht lber die vegetative Innervation sowie Uber
verschiedene Botenstoffe. Zu nennen sind vor allem Stickstoffmonoxid (NO), Endothelin, C-
natriuretisches Peptid (CNP) und Angiotensin (AT) II, welche zur Konstriktion oder Dilatation
der GefaRe fiihren [24]. Schon eine geringe Anderung des Durchmessers der GefaRe hat
enorme Wirkung. Man kann dafur eingeschrankt das Hagen-Poiseuille-Gesetz anwenden,
wenn man davon ausgeht, dass in den Gefalien die gleichen Bedingungen wie in einem Rohr
herrschen und wenn man vernachlassigt, dass Blut keine Newton’sche FlUssigkeit ist [24, 25].
Das Gesetzt besagt u.a., dass der Volumenstrom direkt proportional zur 4. Potenz des
Innenradius ist. Analog zum Ohm’schen Gesetz ist es dann méglich zu sagen, dass der
Widerstand mit der Abnahme des Radius um den Faktor der 4. Potenz zunimmt [24]. Werden
die Gefalte also nur geringgradig enger gestellt, ist die Zunahme des TPW und somit auch
des Blutdrucks wesentlich [25]. Kommt es zu einer Blutdruckschwankung, nimmt das der
Organismus in Sekunden mittels Rezeptoren, wie z.B. den Barorezeptoren in den
GefaBwanden, war. Diese leiten die Information Uber afferente Nervenfasern an die Medulla
oblongata, ein Teil des ZNS, weiter, welche durch Aktivierung des VNS MalRnahmen zur
Regulation einleitet. Bei Blutdruckabfall kommt es kurzfristig durch eine erhéhte sympathische
Aktivitdt zu einer Erhéhung der HF und des TPW [24]. Mittelfristig wird das RAAS aktiviert.
Das bedeutet, dass die Polzellen des juxtaglumerularen Apparates der Niere Renin
sezernieren, ein Enzym welches Angiotensin I von Angiotensinogen abspaltet. Durch das in
der Lunge gebildete ACE (Angiotensin converting enzyme) wird Angiotensin I in das
vasokonstriktorisch wirkende Angiotensin I umgewandelt. Langfristig gesehen, sorgt
Angiotensin I zudem fur eine Ausschuttung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde.



Aktueller Wissensstand

Aldosteron bewirkt in der Niere eine Retention von Wasser und Natrium und sorgt so fir eine
Zunahme des Blutvolumens und somit fur eine Erhéhung des Blutdrucks [24, 25]. Dies ist
vereinfacht in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der Blutdruckregulation durch das RAAS. ,+ / 1“ bedeutet
Zunahme und ,- / |“ Abnahme, BD - Blutdruck, ACE - Angiotensin converting enzyme, NNR -
Nebennierenrinde, H20 - Wasser, BV - Blutvolumen, TPW - Totaler peripherer Widerstand. Die
unterstrichenen GréfRen und tlw. deren Rezeptoren stellen Angriffspunkte fir Antihypertensiva dar.

Fast alle der zur Behandlung von arterieller Hypertonie eingesetzten Medikamente greifen an
unterschiedlichen Punkten in diese, in Abbildung 1 dargestellte, Proteinkaskade ein und
bewirken auf verschiedene Art und Weise eine Senkung des Blutdrucks [26]. Die Initiation des
RAA-Systems wird verschieden reguliert. Aktivierend auf die Reninausschuttung wirken u.a.
eine verminderte Perfusion der Niere, ein Blutdruckabfall und die Aktivierung der B1-
adrenergen Rezeptoren am juxtaglomerularen Apparat durch den Sympathikus. Damit hat das
sympathische Nervensystem eine zentrale Bedeutung in der Blutdruckregulation. Angiotensin
IT, Aldosteron und der Parasympathikus hemmen hingegen Gber eine negative Rlckkopplung
die Reninsekretion. Zusatzlich wird bei sympathischer Aktivitat in den distalen Tubuluszellen
vermehrt Natrium rlickresorbiert und der renale Plasmafluss sinkt durch die Wirkung an den
renalen Arteriolen [27]. Hinzu kommt, dass die Niere nicht nur Effektor ist, sondern dass auch
durch afferente Nervenfasern, welche zur Medulla oblongata verlaufen, die zentrale
Sympathikusaktivitat gesteigert wird [27]. Dabei liegen die afferenten und efferenten
Nervenfasern netzartig bis in die Adventitia um die Nierenarterie herum [28, 29]. Dies ist in
Abbildung 2 gut zu erkennen.
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Abbildung 2: Darstellung der renalen afferenten und efferenten Nervenfasern. Modifiziert nach [30].

Studien haben gezeigt, dass Hypertoniker eine Uberaktivitat des Sympathikus aufweisen [31].
Durch diese zentrale sympathische Uberaktivitit kommt es nicht nur zu essenziellen
Bluthochdruck, sondern auch zu anderen chronischen Erkrankungen wie zum Beispiel
Insulinresistenz und tachykarden Herzrhythmusstérungen [32]. Die verstarkte efferente
Impulsaktivitat flihrt zu einer vermehrten Diffusion von Noradrenalin ins Plasma [32]. So ist die
Noradrenalinkonzentration ein indirektes Mal} flr die Symphatikusaktivitdt und bei vielen
Hypertonikern deutlich erhéht. [24, 32 - 34].

In Abbildung 3 sieht man einige der Wirkweisen der renalen afferenten und efferenten Nerven.

Herzinsuffizienz
p LVH
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Vasokonstriktion <
Atherosklerose

Reninfreisetzung —
p Aktivierung des RAAS

Natriumretention

Renaler Blutfluss |

Renale Ischamie
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Abbildung 3: Physiologische und pathophysiologische Wirkungen der renalen Afferenzen und
Efferenzen auf die Nieren, das ZNS, das Gefaldsystem und das Herz. LVH - linksventrikulare
Hypertrophie. Modifiziert nach [35].

Auf diesen Grundlagen beruht die in dieser Arbeit erforschte Therapiemethode, welche die
chemische Denervation der renalen sympathischen Nervenfasern zum Gegenstand hat.
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2.2. Arterielle Hypertonie (aHT) und refraktare aHT

Arterielle Hypertonie, bzw. Bluthochdruck im allgemeinen Sprachgebrauch, ist die dauerhafte
situationsunabhangige Erhéhung des Drucks in den arteriellen BlutgefalRen. Der systolische
Grenzwert betragt 140 mmHg und der diastolische 90 mmHg [7]. Wie in Tabelle 1 dargestellt,
kann man die Messwerte noch genauer klassifizieren.

Tabelle 1: Kategorisierung und Definition von Blutdruckmesswerten (in mmHg) nach [7]. Die Gruppe
wird bestimmt von dem jeweils hdheren diastolischen oder systolischen Wert.

Kategorie Systolisch Diastolisch
Optimal <120 und <80
Normal 120 - 129 und / oder 80 - 84
Hochnormal 130 - 139 und / oder 85 -89
Hypertonie Grad 1 140 - 159 und / oder 90 -99
Hypertonie Grad 2 160 - 169 und / oder 100 - 109
Hypertonie Grad 3 > 180 und / oder >110
Isolierte systolische > 140 und <90
Hypertonie

Arterielle Hypertonie ist der wichtigste und haufigste Risikofaktor fir Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, welche die fliihrende Todesursache weltweit sind [1, 3]. Im Jahr 2000 gab es
ca. 972 Milionen Erwachsene mit Bluthochdruck. Das entspricht 26,4 % der
Gesamtbevdlkerung. Obwohl prozentual gesehen mehr Hypertoniker in den Industrielandern
leben, zeigen die absoluten Zahlen jedoch, dass etwas mehr als 2/3 der Betroffenen aus
Entwicklungslandern kommen. Einer Schatzung zufolge soll die Anzahl der Menschen mitaHT
bis 2025 um 60 % auf 1,56 Milliarden steigen [4]. Diese Zahlen machen deutlich, dass
Bluthochdruck ein globales Gesundheitsproblem darstellt, welches immer mehr Menschen
betrifft. Arterielle Hypertonie ist der Hauptrisikofaktor fiir Schlaganfalle und einer der
Risikofaktoren fur Herzinfarkte [36, 37]. Schon ab einem systolischen Blutdruckwert von 115
mmHg verdoppelt sich das Risiko einer kardiovaskularen Erkrankung mit jedem Anstieg des
Drucks um 20 mmHg [6].

In Deutschland zeigt die Studie GEDA 2014/2015-EHIS, dass fast jeder 3. Erwachsene einen
arztlich diagnostizierten Bluthochdruck aufweist. In der Gruppe der = 65-Jahrigen liegt die
Pravalenz mit zwei Dritteln noch deutlich héher [5]. Zur Bestimmung der Blutdruckwerte gibt
es die Praxisblutdruckmessung mit auskultatorischen oder oszillometrischen Messgeraten.
AulRerhalb der Praxis findet die Langzeitblutdruckmessung (ABPM) oder die hausliche
Blutdruckmessung (HBPM) Anwendung. Diese zwei Verfahren ermdoglichen eine gréfRere
Anzahl von Blutdruckwerten und somit eine reprasentativere Aussage Uber den tatsachlichen
Blutdruck. Die Ergebnisse sollten erganzend zum Praxisblutdruck der Therapiekontrolle und -
Uberwachung dienen [7].

Neben der Kategorisierung in Schweregrade kann man die aHT auch in primare und
sekundare Hypertonie einteilen. Dies ist nicht immer einfach und bedarf der genauen
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Anamnese und Diagnostik. Die sekundare Hypertonie ist eher selten. Sie ist in der Regel
monokausal und die Behandlung der organischen Grundursache stellt die Therapie dieser
Form dar. Als mdgliche Ursachen flir einen erhéhten Blutdruck kommen parenchymatése
Nierenerkrankungen, Nierenarterienstenose, primarer Hyperaldosteronismus oder seltener
ein Phaochromozytom oder ein Cushing-Syndrom in Frage [7].

In Gber 95 % der Falle 1asst sich keine genaue organische Ursache fur den erhdhten arteriellen
Blutdruck finden und man spricht von primarer oder essenzieller Hypertonie [8]. Diese Form
ist multikausal. Zum einen ist sie stark von Umwelt- und Lebensstilfaktoren der Patienten
abhangig, zum anderen aber auch von deren Genetik [38]. Die grol3e Gefahr der aHT ist, dass
die Erkrankung lange Zeit unbemerkt bleibt — meist solange bis Endorganschaden auftreten
[39]. Neben nicht modifizierbaren Faktoren wie Geschlecht, steigendes Alter und familiare
Pradisposition gibt es noch eine Reihe beeinflussbarer Faktoren. So erhéhen Stress,
Ubergewicht, hoher Salz- und Alkoholkonsum, Rauchen, wenig Bewegung und ungesunde
Ernahrung das Risiko an Bluthochdruck zu erkranken [7, 8]. Zudem kdénnen Medikamente wie
z.B. Immunsuppressiva und nichtsteroidale Antiphlogistika den Blutdruck erhdéhen [40]. Einige
der Pathomechanismen, welche zur Entstehung von aHT beitragen, sind erhdhte
Gefalisteifigkeit, gestorte Barorezeptoraktivitat, erhdhter Gefallwiderstand, endotheliale
Dysfunktion, gestorter Wasser- und Salzmetabolismus, Aktivierung des RAAS und die
gesteigerte Aktivitat des sympathischen Nervensystems [38]. In dieser Arbeit ist mit arterieller
Hypertonie immer die primére Hypertonie gemeint.

Zur Therapie von aHT sind oben genannte Lebensstilanderungen vorzunehmen. Reicht das
allein nicht aus bzw. sind die Blutdruckwerte sehr hoch, missen zusatzlich Medikamente
eingesetzt werden. Trotz guter medizinischer Versorgungsmoglichkeit ist die Anzahl gut
eingestellter Hypertoniker mit 7 - 50 % relativ niedrig. Im MONICA Projekt in Augsburg betrug
der Kontroligrad, das heit der Prozentsatz von behandelten Hypertonikern mit
Blutdruckwerten < 140/90 mmHg, 1994/95 bei Mannern 6,6 %, bei Frauen 13,1 %. Obwohl der
Kontrollgrad in den alteren Altersgruppen héher war, ist er nie Gber 20 % gestiegen [41]. 2008
-2011in der DEGS 1 lag der Kontrollgrad bei ca. 50 % [42]. Bei adipdsen und Ubergewichtigen
Patienten erreichen weniger als 20 % ihre Zielblutdruckwerte [43]. In den USA zeigt die
National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) ahnliche Zahlen: 47 % der
Hypertoniker haben trotz Medikation keine Zielblutdruckwerte erreichen kdnnen [44].

Es gilt zu unterscheiden zwischen echter Therapieresistenz und Pseudoresistenz.
Hauptursachen fir letztere sind die mangelnde Complience der Patienten bei Einnahme der
Medikamente und / oder bei der Anderung ihres Lebensstils und inadaquate antihypertensive
Medikation [8, 10, 45]. Daneben kdnnen fehlerhaft technische Blutdruckmessungen oder die
Weildkittelhypertonie Ursache einer Pseudoresistenz sein [8, 45]. Ist dies alles
ausgeschlossen, sind blutdrucksteigernde Medikamente abgesetzt und erreicht man trotz
Einnahme von 3 oder mehr Antihypertensiva verschiedener Substanzklassen in maximaler
bzw. maximal tolerierbarer Dosierung, inklusive eines Diuretikums, die Zielwerte von unter 140
mmHg systolisch und 90 mmHg diastolisch nicht, spricht man von echter therapieresistenter
oder refraktarer Hypertonie [6, 7, 9]. Der exakte Prozentsatz refraktarer Hypertoniker ist nicht
bekannt, da der Ausschluss von Pseudoresistenzen teilweise sehr schwierig ist. Je nach
Literatur betragt der Anteil 4 - 28 % [8, 11, 46 - 48]. Abbildung 4 zeigt das mdgliche
diagnostische und therapeutische Vorgehen bei unkontrollierter aHT. Die Diagnose und
Therapie dieser Patienten ist sehr wichtig, weil sie ein besonders hohes kardiovaskulares
Risiko haben [49].
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Abbildung 4: Behandlungsstrategien bei therapierefraktarer arterieller Hypertonie nach [48].

2.3. Bluthochdruckassoziierte Begleit- und Folgeerscheinungen

Langanhaltender Bluthochdruck ist sehr schadlich fur den Organismus, v. a. fur die
Endorgane. Zu diesen zahlen Herz, Gehirn, Augen, Nieren und die Gefalde selber. Eine friihe
Erkennung solcher beginnender Organschaden ist enorm wichtig, denn nur so kann man die
Progression der Schadigungen verlangsamen, aufhalten oder wenn sie reversibel sind, die
Funktion wieder herstellen. Neben der hdmodynamischen Druckbelastung kommt es auch
durch das sympathische Nervensystem, das RAAS, die Mineralkortikoidrezeptor-Stimulation
sowie durch metabolische und inflammatorische Faktoren zur Endorganschadigung [50].
Weiterhin bestimmen die Héhe der Kochsalzzufuhr und das Ubergewicht den Grad der
Organschaden unabhangig von der Blutdruckhdhe [51, 52]. An diesem Beispiel sieht man,
dass nicht immer allein die H6he des Blutdrucks eine Aussage Uber den Schweregrad der
Endorganschaden zulasst, sondern dass auch andere Faktoren eine wichtige Rolle dabei
spielen. Eine spezifische Diagnostik zur Erkennung von frihen hypertensiven
Endorganschaden, neben der Blutdruckmessung, ist daher dringend notwendig.

Die Auswirkung der chronischen Druckerhéhung an den GefalRen zeigt sich als hypertensive
Vaskulopathie. Dabei kommt es in den kleinen und groRen Arterien zu endothelialen
Dysfunktionen und Remodeling, v. a. beruhend auf zu wenig verfigbaren Stickstoffmonoxid
(NO) [53]. Dies fuhrt zu vermehrter Wandsteifigkeit, Verlust der Koronarreserve und
beginnender Atherosklerose [52, 53]. Ohne Therapie kommt es im fortgeschrittenen Stadium,
vor allem in der Aorta, zu Stenosen und Aneurysmata [52]. Die Therapie besteht hauptsachlich
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in der Blutdrucksenkung. Fast alle Antihypertensiva haben zusatzlich einen positiven Effekt
auf die Wandsteifigkeit, bis auf B-Blocker. Von dieser Substanzklasse wurde in der CAFE
Studie von Williams et al. gezeigt, dass sie das Risiko eines Schlaganfalls nicht senken kann
[54].

Das Herz ist ein weiteres wichtiges Endorgan, welches durch aHT geschadigt wird. Zu den
hypertensive Herzerkrankungen gehort u.a. die linksventrikulare Hypertrophie (LVH), welche
lange Zeit symptomlos bleibt. Sie erhdht das Risiko fur Herzinsuffizienz, plétzlichen Herztod,
Herzinfarkt und Schlaganfall [52]. Auch bei dieser Erkrankung ist nicht nur die
hamodynamische Belastung durch die aHT relevant, sondern auch andere
stromungsunabhangige Faktoren wie z.B. die Aktivierung des sympathischen Nervensystem
und des RAAS [55, 56]. In der Therapie der LVH werden vor allem Hemmer des RAAS und
Kalziumantagonisten eingesetzt, da diese neben der Blutdrucksenkung auch eine Reduktion
der Herzmasse zur Folge haben [52, 57].

Arterielle Hypertonie ist einer der Hauptrisikofaktoren fir einen Schlaganfall [3]. Dies gilt fur
den ischamischen genauso wie den hamorrhagischen [58]. 2010 erlitten ca. 16,9 Millionen
Menschen weltweit einen Schlaganfall, 5,9 Millionen Menschen sind daran gestorben [59].
Weitere hypertensive cerebrovaskulare Schadigungen, durch aHT verursacht, sind lakunare
Infarkte, Marklagerschaden und Mikroblutungen aufgrund der Mikroangiopathie [50]. Eine
Reduktion des Blutdrucks < 140/90 mmHg reduziert das Schlaganfallsrisiko signifikant [60,
61]. Bluthochdruck ist auflerdem ein Risikofaktor fiir kognitive Dysfunktion und Demenz, nicht
nur fur die vaskulare Form der Demenz, sondern auch fir den Typ Alzheimer [62, 63].

Auch die Augen mit den Gefalken in der Retina sind von einer Schadigung durch chronisch
oder akut erhdhten Blutdruck betroffen. Bei einem Fundus hypertonikus findet man, je nach
Stadium der retinalen Schadigung, verengte Arteriolen, Hamorrhagien, Exsudate,
Papillenédem und eine Optikusatrophie [50]. Der Patient klagt iber Augenschmerzen oder
Visusstérungen bis hin zur Erblindung. Eine rasche und adaquate Blutdrucksenkung ist
erforderlich.

Diese weitreichenden Auswirkungen machen deutlich, welche medizinische Herausforderung
die aHT darstellt und dass die Erreichung der Zielblutdruckwerte essenziell ist.

2.4. Therapie der arteriellen Hypertonie

2.4.1. Konventionelle Therapie

Laut ESC/ESH Leitlinien sind Lebensstildnderungen die wichtigste und primare Therapie bei
einem Blutdruck im Bereich Hochnormal oder Grad 1 ohne Endorganschaden [7]. Ein Problem
stellt die oft geringe Compliance Uber langere Zeitrdume dar. Auch wenn im Verlauf oder bei
hoheren Blutdruckwerten eine medikamentdse Therapie noétig ist, bleiben die
Lebensstildanderungen immer ein wichtiger Bestandteil bei der Therapie und Verlaufskontrolle
der aHT.

Zu den Veranderungen im Alltag gehort bei Ubergewichtigen oder adipdsen Patienten eine
Gewichtsreduktion [64 - 66]. Die Kochsalzzufuhr sollte auf maximal 5 - 6 g/Tag reduziert
werden [7, 67]. Zudem sollte die Ernahrung fettreduziert mit erhéhtem Anteil an Omega-6-
Fettsduren und reich an Obst und Gemise sein [7, 64, 67]. Weiterhin ist regelmaRige
Bewegung in den Alltag zu integrieren. Moderates Training mindesten 30 Minuten pro Tag an
5 - 7 Tagen die Woche kann den systolischen Wert um 4 - 9 mmHg reduzieren [7, 69, 70].
Wenn ein erhdhter Alkoholkonsum bei dem Patienten vorliegt, sollte dieser reduziert werden
[7, 64]. Rauchenden Hypertonikern ist zu empfehlen komplett auf Nikotin zu verzichten [7].
Wenn nétig, sollten Entspannungsiibungen o. &. zur Stressbewaltigung erlernt werden. Die
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Kombination zwei oder mehrerer dieser Lebensstilanderungen hat einen additiven Effekt und
sollte daher angestrebt werden [6, 64].

2.4.2. Pharmakologische Therapie

Hilft die konventionelle Therapie allein nicht aus um die Zielblutdruckwerte < 140/90 mmHg zu
erreichen oder bestehen bereits Endorganschaden bzw. liegt eine Hypertonie Grad 3 vor,
muss mit einer medikamentdsen Therapie begonnen werden. Die Entwicklung
antihypertensiver Medikamente begann vor etwa 50 Jahren [71]. Heute stehen eine Reihe von
verschiedenen Medikamentengruppen zur Verfligung, welche besser vertraglich sind als
damals. Die Auswahl des Therapieregimes ist individuell nach bestehenden Erkrankungen und
personlichen Risikofaktoren zu treffen. Es besteht die Mdglichkeit einer Mono- oder
Kombinationstherapie. Es ist vor allem wichtig die Therapietreue der Patienten sicherzustellen.
Diese ist hoher je weniger Tabletten eingenommen werden missen und je geringer die
Nebenwirkungen sind [72].

Als Initial-und Dauertherapie stehen offiziell finf Substanzklassen zur Verfiigung: ACE-
Hemmer, AT1-Rezeptor-Blocker, B-Blocker, Diuretika und Kalziumantagonisten [7]. Man sollte
stets mit einer niedrigen Initialdosierung laut Fachinformation starten und folgend die Dosis
langsam anpassen. Dabei ist wichtig zu wissen, dass es drei bis vier Wochen dauern kann bis
die volle Wirkung eintritt [71]. Bei Kombinationen sollte man auf die Vertraglichkeit der
verschiedenen Komponenten achten. In Abbildung 5 sind die Monosubstanzen zur Therapie
der aHT dargestellt und welche Wirkstoffe gut, nur bedingt oder gar nicht kombinierbar sind.

Thiazid-
diuretika
7/
Betablocker R A .\ —— AT-Rezeptor-Blocker
~ /7 -
~ »~ N =
| \/ ~ ~ < - -
_ - ~
I’ - N\ ~
sonstige @ = — — S L/ _ _ ®calciumantagonisten
~
Antihypertensiva ™~ ~ - S
~ @
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Abbildung 5: Mogliche Kombinationen der antihypertensiven Wirkstoffe. Griin durchgezogen:
bevorzugte Kombinationen; Griin gestrichelt: sinnvolle Kombination; schwarz gestrichelt: mogliche, aber
weniger gut untersuchte Kombinationen; rot durchgezogen: nicht empfohlene Kombination (nach [7])

Zur Initialtherapie werden fixe Kombinationspraparate ebenso empfohlen wie Monopraparate
[7]. Zu beachten gilt, dass die Vorteile von zwei oder mehr Wirkstoffklassen u.a. in der Addition
der blutdrucksenkenden Wirkung und in einem geringeren Bedarf der Dosishdhe liegen [71].
Somit ist der Behandlungserfolg grofier und die unerwiinschten Nebenwirkungen geringer, als
mit einer Monotherapie. Denn mit steigender Dosierung nehmen die Nebenwirkungen
Uberproportional zu, wohingegen die Wirkungskurve in héheren Dosierungen eher flach
verlauft [73]. Ein weiterer Vorteil ist die hOhere Therapieadharenz der Patienten [71]. Diese ist
generell sehr variabel. Einige Studien zeigen eine Medikamentenadharenz von weniger als
50 % [72, 68]. Generell kann man sagen, dass sie geringer ist je mehr Tabletten vom Patienten
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einzunehmen sind [73]. Bei einer Tablette zweimal taglich betragt die Medikamententreue
noch 60 %, bei einer Tablette viermal taglich nur noch 25 % [74]. So geht man davon aus,
dass 50 - 60 % der Bluthochdruckpatienten weniger Medikamente als verordnet einnehmen
[74, 68]. Eine Device-basierte Therapie kdnnte hier die Anzahl der Tabletten reduzieren oder
sogar ganz ersetzen. Auf diese Weise kénnten mehr Hypertoniker die Zielblutdruckwerte von
< 140/90 mmHg erreichen. Aktuell ist in Deutschland nur etwa jeder zweite Hypertoniker
optimal mit oralen antihypertensiven Medikamenten eingestellt [42].

Die funf zur Verfigung stehenden Substanzklassen von Antihypertensiva sind nachfolgend
naher erlautert.

ACE-Hemmer

Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmer greifen in das RAAS-System ein und verhindern die
Umwandlung von Angiotensin | in das vasokonstriktorisch wirkende Angiotensin Il. Zudem wird
die Sekretion von Vasopressin und Aldosteron verringert und die Aktivitdt des sympathischen
Nervensystems reduziert [75]. ACE-Hemmer verringern aufterdem die Nachlast der Herzens
[75]. Eine der haufigsten unerwinschten Nebenwirkungen von ACE-Hemmern ist ein
trockener Reizhusten, wohingegen eine der gefahrlicheren Nebenwirkungen ein Angioddem
der oberen Atemwege ist, welches zu einem lebensbedrohlichen Zustand flihren kann [26].

Angiotensin (AT)-Rezeptor-Blocker

Eine weitere Substanzgruppe, welche das RAAS-System beeinflusst, sind die AT1-Rezeptor-
Blocker. Diese wirken kompetitiv und selektiv am AT1-Rezeptor und verhindern so die
kardiovaskularen Auswirkungen von Angiotensin Il. Ein Vorteil gegenuber den ACE-Hemmern
ist, dass der trockene Husten und das Angioddem deutlich seltener als Nebenwirkungen
auftreten. Ein Grund daflr ist der ungestdrte Bradykininabbau, welcher durch ACE katalysiert
wird [76]. Weder ACE-Hemmer noch AT-Rezeptor-Blocker sollten wahrend einer
Schwangerschaft eingenommen werden. Beide Substanzklassen haben fetotoxische
Eigenschaften [76].

Kalziumantagonisten

Zu dieser Gruppe, auch Kalziumkanal-Blocker genannt, gehdren Substanzen, die selektiv den
Einstrom von Kalzium am L-Typ-Kalziumkanal blockieren [25]. Neuere Medikamente der
3. Generation wirken zusatzlich auch am T-Typ-Kalziumkanal [78]. Diese Kanale findet man
zum Beispiel in der glatten Muskulatur von GefalBwanden oder im Herzmuskel. Durch
Vasodilatation sinkt der periphere Widerstand und somit auch der Blutdruck. Zudem fiihren sie
zur energetischen Entlastung des Herzmuskels und einer besseren Koronardurchblutung
desselbigen [25].

Beta-Rezeptorblocker

Medikamente dieser Substanzgruppe blockieren kompetitiv -Adrenozeptoren und verhindern
so die Bindung von Adrenalin und Noradrenalin. Es werden der Blutdruck und auch die
Herzfrequenz gesenkt. Man unterscheidet zwischen selektiven 31-Rezeptorblocker und nicht-
selektiven Betablockern [79]. Hervorzuheben ist Nebivolol, ein Betablocker der 3.Generation.
Dieser blockiert nicht nur den 31-Rezeptor selektiv, sondern aktiviert auch die endotheliale
NO-Sekretion [80]. Damit wirkt Nebivolol als einziger Betablocker zusatzlich vasodilatierend
und senkt den peripheren GefalRwiderstand [71]. Aullerdem kann es durch das freigesetzte
Stickstoffoxid die Funktion des Endothels verbessern [81].

11
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Diuretika

In der Hypertoniebehandlung sind vor allem Thiaziddiuretika gebrauchlich und Mittel der ersten
Wahl [83]. Sie sind harntreibende Medikamente, welche die Resorption von Natrium und
Chlorid im frihdistalen Tubulus hemmen [24]. Es wird die Ausscheidung beider lonen und
Wasser verstarkt. Sie werden als Mono- oder Add-On-Therapie eingesetzt. Weitere
Indikationen sind Herzinsuffizienz, Odeme oder kalziumhaltige Nierensteine [84].

Wird trotz Einnahme von 3 oder mehr Antihypertensiva verschiedener Substanzklassen,
inklusive eines Diuretikums, in maximal tolerierbarer Dosis der Zielblutdruck nicht erreicht,
spricht man von therapieresistenter Hypertonie [6, 7, 9]. In diesen Fallen kdnnen bzw. missen
minimalinvasive Verfahren in Betracht gezogen werden.

2.4.3. Minimalinvasive Therapieoptionen

Wird die Senkung der Blutdruckwerte in den Zielbereich trotz Medikamenteneinnahme nicht
erreicht und sind ursachliche Erkrankungen ausgeschlossen, werden andere
Therapieoptionen in Betracht gezogen. Durch die Entwicklung neuer interventioneller
Verfahren in den letzten Jahren gibt es ein alternatives Therapiefeld zu den bisherigen oralen
Medikamenten. Das Ziel der minimalinvasiven Eingriffe ist es, dass Trauma des Zugangs wie
auch der Operation selber so gering wie méglich zu halten. Daflr hat man keine direkte Sicht
auf das Operationsfeld, sondern steuert die Instrumente mit entsprechender Bildgebung.
Dieses Feld bietet viele neue Mdglichkeiten, bedarf aber auch noch intensiver Forschung.

2.4.3.1. ROX Coupler

Bei diesem Therapieverfahren ist der periphere Widerstand der Angriffspunkt. Dieser wird
durch die Schaffung einer kunstlichen Anastomose zwischen der A. iliaca externa und der V.
iliaca externa gesenkt [85, 86]. Urspringlich wurde dieses Verfahren zur Therapie der
chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD - chronic obstructive pulmonary disease)
entwickelt. Durch die Anastomose werden die gemischt venése Sauerstoffkonzentration und
das HZV erhéht. Dies erméglicht COPD-Patienten, die auf exogene Sauerstoffzufuhr nicht
ansprechen, u.a. eine bessere Belastungsfahigkeit [87]. Das entsprechende Instrument ist der
ROX Coupler (ROX Medical Inc., San Clemente, CA, USA), welcher aus Nitinol, einer Nickel-
Titan-Legierung besteht. Er ist formstabil und gleichzeitig flexibel, so dass eine dauerhafte und
in der GroR3e fest definierte, Anastomose geschaffen werden kann [85]. Der ROX Coupler wird
minimalinvasiv Uber je einen Zugang in der A. und V. femoralis eingebracht, anschliel3end wird
die arteriovendse Fistel hergestellt. Die Senkung des peripheren Widerstandes fiihrt zum
Abfall des systemischen Blutdrucks [85, 86]. Dieser Umstand wird genutzt um das Verfahren
bei therapieresistenten arteriellen Hypertonus anzuwenden. Da das Shuntvolumen 800-
1000mI/min betragt, ist die Patientenauswahl sehr wichtig. Patienten mit Herzinsuffizienz oder
pulmonal-arterieller Hypertonie sind auszuschlieRen, da der pulmonalarterielle Blutdruck
durch die kiinstliche Anastomose ansteigen wird. Erste Studien zeigen positive Ergebnisse
bezlglich der Blutdrucksenkung [88, 89].

2.4.3.2. Barorezeptorstimulation

Eine weitere minimalinvasive Methode ist die Barorezeptorstimulation (BAT). Barorezeptoren
am Sinus caroticus werden durch elektrische Impulse aktiviert und suggerieren dem Koérper
einen Bluthochdruck. Dieser reagiert mit einer Deaktivierung des Sympathikus und einer
Aktivierung des Parasympathikus [90]. Daraufhin sinkt der Blutdruck. Eine der fihrenden
Hersteller ist die Firma CVRx® Inc. (USA). Je nach Modell wird bei dem Eingriff eine Elektrode
um eine oder beide Aa. Carotides gelegt. Wobei der Stimulator der ersten Generation
(Rheos®, CVRx®, Minneapolis, MN, USA) um beide Arterien gelegt wurde und der der zweiten
(neo®, CVRx®, Minneapolis, MN, USA) nur noch um eine. Die Grof3e des zweiten Gerates ist
auch deutlich geringer als die des ersten. Die Implantation des Pulsgenerators erfolgt unter
dem Schlisselbein [90]. Die Batterie halt zwischen drei und vier Jahre [85]. Die erste
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Machbarkeitsstudie mit 45 Teilnehmern zeigte einen signifikanten und langanhaltenden
Blutdruckabfall [91]. Die folgende Doppelblindstudie zeigte Blutdruckabfalle bei beiden
Gruppen, jedoch war der Abfall bei der Gruppe mit aktivierten Barorezeptorstimulator deutlich
hdher [92].

Das MobiusHD®-System der Firma Vascular Dynamics, Inc. (Mountan View, CA, USA) ist eine
weitere Alternative zur Stimulation des physiologischen Baroreflexes. Perkutan tber einen
Katheter wird ein Implantat, 8hnlich einem Stent, aus Nitinol in den Karotissinus eingebracht.
Dieser fiihrt durch Anderung der GefaRgeometrie zur passiven Verstarkung der Pulswelle und
somit zu einer erhdhten Barorezeptoraktivierung, welche wiederum die Inhibition des
sympathischen Nervensystems zur Folge hat [77]. In Europa und den USA wurde die nicht
randomisierte CALM (Controlling and Lowering Blood Pressure with the MobiusHD)-Studie mit
31 Patienten durchgefiihrt. Dabei wiesen die Teilnehmer einen durchschnittlichen Blutdruck
von 186 / 116 mmHg auf und allen wurde das MobiusHD-System implantiert. Sechs Monate
nach dem Eingriff konnte bei der Praxisblutdruckmessung eine Senkung der Werte um
22/10 mmHg gesehen werden. 9 Patienten wurden nach 12 Monaten untersucht und die
gemessenen Blutdruckwerte zeigten immer noch eine Differenz von 26/16 mmHg [82].

2.4.3.3. Renale Denervation

Eine dritte Therapieoption bei therapieresistenter Hypertonie, welche mit am langsten erforscht
und in der Klinik bereits angewendet wird, ist die renale Denervation. Um diese geht es auch
in der vorliegenden Arbeit. Es ist bekannt, dass bei Hypertonikern die Hyperaktivitat des
Sympathikus eine tragende Rolle spielt [33]. Dabei sind vor allem seine Auswirkungen auf die
Nieren und ihre Signalwege von Bedeutung. Diese sind bei der Entstehung und
Aufrechterhaltung der Hypertonie sehr entscheidend. Daher ist eine Inaktivierung der renalen
sympathischen Nervenfasern ein erfolgsversprechender Therapieansatz.

Bis in die 1950-er Jahren hat man die renale Denervation chirurgisch, mittels
subdiaphragmaler Splanchniektomie, durchgefihrt [13]. Dabei erfolgte die invasive, nicht
selektive Durchtrennung der Nervi splanchnici kurz unterhalb des Diaphragmas. Dies hatte
eine sehr effektive Blutdrucksenkung von 50 mmHg oder mehr zur Folge [13, 93]. Es war aber
ein groRer chirurgischer Eingriff, der oft mit schwerwiegenden Komplikationen wie massivem
Schwindel, erektiler Dysfunktion, Inkontinenz und Synkopen einherging [93]. Zudem lag die
Mortalitatsrate beica. 19 % [93]. Aufgrund der hohen Komplikationsrate und mit der Einfiihrung
von gut wirksamen und besser vertraglichen Medikamenten wurde diese Art der Therapie nicht
fortgefuhrt.

In den letzten Jahren griff man den Gedanken der renalen Denervation in verschiedenen
Arbeitsgruppen wieder auf und entwickelte diverse minimalinvasive Techniken. Aktuell stehen
verschiedene Methoden und Instrumente fur diese Aufgabe zur Verfugung. Einige werden
schon klinisch angewendet, andere sind noch in der tierexperimentellen Studienphase.
Abbildung 6 zeigt einen groben Uberblick tber die verschiedenen Mdglichkeiten. Sie erhebt
keinen Anspruch auf Vollstandigkeit.
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Abbildung 6. Schema Uber die verschiedenen Verfahren der renalen Denervation. RFA -
Radiofrequenzablation; NaCl - Natriumchlorid; HIFU - Hochintensiver fokussierter Ultraschall.

Bei den Verfahren zur RDN gibt es extravaskuldare Herangehensweisen, welche die
Nervenfasern von aufierhalb der Nierenarterie schadigen. So zum Beispiel die perkutane
Injektion von neurotoxischen Substanzen in die unmittelbare Nahe der Nierenarterie oder der
extrakorporale Ultraschall. Auf der anderen Seite gibt es endovaskulare Verfahren bei denen
der Zugang uber die A. femoralis erfolgt und anschlieRend ein Katheter bis in die Nierenarterie
vorgefuhrt wird. Je nach Methode verlieren die umliegenden Nerven durch thermische
Energie, Ultraschall oder chemische Substanzen, welche neurotoxisch wirken, ihre Funktion.
Folgend werden einige der verschiedenen Verfahren genauer erlautert.

2.4.3.3.1. Katheter-basierte renale Denervation

Radiofrequenzablation (RFA)

Das bekannteste Verfahren ist die Radiofrequenzablation mittels endovaskularem
Ablationskatheter [15, 16]. Bei dem Eingriff wird unter Rontgendurchleuchtung ein
Ablationskatheter iber die A. femoralis bis in die Nierenarterie vorgefiihrt. Anschlielend wird
punktférmig Radiofrequenzenergie an die GefaRwande abgegeben. Die in der Adventitia
liegenden Nerven werden durch die thermische Energie geschadigt und funktionsuntiichtig.
Nacheinander werden beide Nierenarterien behandelt. Uber die Jahre haben verschiedene
Firmen unterschiedliche Arten von Kathetern entwickelt. Nachfolgend sind einige der Systeme
genauer erlautert.
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1. Symplicity™

Das Symplicity-Kathetersystem von Medtronic (Minneapolis, Minnesota, USA) besteht aus
einem Radiofrequenzenerator, welcher hochfrequenten Wechselstrom erzeugt und einer
Sonde mit einer Elektrode an der Spitze. Bei dem Eingriff wird zuerst eine Schleuse in die A.
femoralis communis gelegt und dann Uber einen Fuhrungskatheter die Ablationssonde bis
distal in die A. renalis vorgefihrt. Durch Drehen und Zurlickziehen des Katheters werden
nacheinander sechs bis acht Ablationspunkte gesetzt. Die Ablationsdauer pro Punkt betragt
bis zu zwei Minuten. Wahrenddessen werden Temperaturen von bis zu 80 °C in der
GefaRwand erreicht [94]. Da dies diffuse viszerale Schmerzen verursacht, wird der gesamte
Eingriff unter Analgosedierung durchgefuhrt [15]. Insgesamt dauert die Intervention im
Durchschnitt 40 Minuten [94]. Ein entscheidendes Kriterium bei der Patientenauswahl ist die
Anatomie der Nierenarterie. So mussen Hypertoniker mit einer doppelten Nierenversorgung,
einer Nierenarterienstenose, einem Durchmesser der Nierenarterie < 4 mm oder einer
Nierenarterienlange < 20 mm ausgeschlossen werden. Zudem darf die Nierenfunktion nicht
zu stark eingeschrankt sein. Eine glomerulare Filtrationsrate (GFR) < 45 ml/min/1,73 m? ist
auch ein Ausschlusskriterium [15, 16].

Die erste multizentrische Machbarkeitsstudie Symplicity HTN-1 [15] mit 45 Teilnehmern zeigte
eine signifikante Blutdruckreduzierung nach 1 (-14/-10 mmHg) und nach 12 Monaten (-27/-
17 mmHg). Auch in einer finalen Studie nach 36 Monaten zeigte sich kein erneuter
Blutdruckanstieg [95]. So dass man davon ausgehen kann, dass eine funktionale
Regeneration der Nerven nicht stattfindet und die Blutdrucksenkung von Dauer ist. Die
Symplicity HTN-2 Studie mit 106 Teilnehmern [16] war randomisiert kontrolliert und zeigte
ebenfalls 6 Monate nach RDN einen signifikanten Blutdruckabfall um 32/12 mmHg, die
Blutdruckwerte der Kontrollgruppe blieben unverandert. Die neueste Symplicity HTN-3 Studie
war randomisiert, kontrolliert und einfach verblindet. Von 535 Teilnehmern erhielten 364
Personen eine RDN, die restlichen Teilnehmer erhielten eine Scheinprozedur. Nach 6
Monaten konnte in beiden Gruppen eine systolische Blutdrucksenkung festgestellt werden.
Diese war in der behandelten Gruppe niedriger als in den vorangegangenen Studien und
betrug nur 14 mmHg in der Praxismessung. Doch auch die Kontrollgruppe zeigte einen Abfall
des systolischen BD um 12 mmHg. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war somit
nicht signifikant. [17].

Diese Ergebnisse waren eine Zasur und stellten das gesamte Verfahren in Frage.
Darauffolgende Analysen der HTN-3-Studie zeigten die Schwachpunkte des Studienaufbaus
und der Methodik auf und es wurden mogliche Ursachen fur die Ergebnisse genannt. So
wurden z.B. die Eingriffe von vielen verschiedenen Arzten durchgefiihrt, welche zum Teil sehr
wenig Erfahrung mit dieser Technik hatten. In der Folge wurden teilweise weniger Ablationen
als empfohlen durchgefiihrt. Jedoch korreliert die Anzahl der Ablationen mit dem
blutdrucksenkenden Effekt der Prozedur. AuRerdem wurde die antihypertensive Medikation,
trotz anderslautender Empfehlung, in beiden Gruppen in den ersten 6 Monaten verandert [97].

2. EnligHTN™

2013 wurde in der EnligHTN™ Studie ein Katheter der Firma St. Jude Medical (St. Paul,
Minnesota, USA) getestet, welcher mit 4 Elektroden gleichzeitig 4 definierte Ablationspunkte
setzen kann [98]. Wohingegen der Symplicity-Katheter nur eine monopolare Elektrode
aufweist. Die Dauer der Ablation betragt nur noch ca. 90 Sekunden und die Energieabgabe
erfolgt nur 2 - 3 Mal pro Nierenarterie. Auf diese Weise wird die Interventionszeit verkirzt. In
einer ersten multizentrischen, nicht randomisierten Studie mit 46 Patienten wurde der
Praxisblutdruck nach 24 Monaten um -29/-13 mmHg gesenkt [98].
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3. Vessix™

Cohen-Mazor et al. entwickelte 2014 einen ballonahnlichen Katheter (Vessix™) mit mehreren
bipolaren Elektroden. Durch diese Eigenschaft wird die Menge der bendtigten Energie, im
Gegensatz zu monopolaren Systemen, deutlich reduziert und das Risiko von Schaden an der
Arterienwand, abgesehen von der Ablationsstelle, verringert [99]. Die Blutzufuhr zur Niere wird
wahrend der Platzierung des Katheters kurzzeitig unterbrochen. Eine Behandlung pro
Nierenarterie ist in der Regel ausreichend. Durch eine Behandlungszeit von ca. 30 Sekunden
pro Nierenarterie wird die gesamte Interventionszeit reduziert. In der REDUCE HTN Studie mit
146 Teilnehmern konnte ein Blutdruckabfall um -25/-10 mmHg 12 Monate nach erfolgter
renaler Denervation nachgewiesen werden [100]. Bei 18 % der teilnehmenden refraktaren
Hypertonikern wurde ein systolischer Zielblutdruck von < 140 mmHg erreicht [100].

4. Symplicity Spyral™

Auch das Symplicity-System hat sich weiterentwickelt. Das neuste Modell ist der Symplicity
Spyral-Katheter. Er hat eine spiralférmige, selbstexpandierende Spitze mit 4 Elektroden. Das
Ablationsmuster bleibt gleich, jedoch mit weniger Manipulation des Katheters. Es ist nur eine
einmalige Positionierung notwendig. Pro Arterie betragt die Ablationszeit ca. 60 Sekunden.
Der Katheter ist fur Nierenarteriendurchmesser von 3 - 8 mm geeignet [101]. Die
randomisierte, Sham-kontrollierte Machbarkeitsstudie SPYRAL HTN-OFF MED hatte 80
Teilnehmer aus 21 Zentren. Diese Patienten nahmen keine oder pausierten mit ihren
antihypertensiven Medikamenten zum Zeitpunkt der RDN. Nach 3 Monaten konnte in der
Praxismessung eine Differenz von -8/-5 mmHg festgestellt werden. Die 24-Stunden-
Blutdruckmessung zeigte einen Blutdruckabfall um 5,5 mmHg systolisch und 4 mmHg
diastolisch. Die Kontrollgruppe, welche eine Scheinprozedur erhielt, wies keine signifikanten
Anderungen des Blutdrucks auf [102]. Es folgte die SPYRAL HTN-ON MED Studie, bei welcher
die Patienten seit mindestens 6 Wochen vor der Intervention ein bis drei antihypertensive
Medikamente in gleichbleibender Dosis einnahmen. Auch dies war eine randomisiert
kontrollierte Studie. Nach 6 Monaten konnte bei der ambulanten 24-Stunden-Messung ein
systolischer Blutdruckabfall von 7 mmHg und diastolisch von 4,3 mmHg verzeichnet werden.
Der Unterschied zur Kontrollgruppe war signifikant [103].

Kryotherapie

Andere Forscher wahlten neue Quellen der Energie fur die Verddung der Nervenfasern. Zum
Beispiel zeigten 2011 Prochnau et al. erfolgreich die Machbarkeit und Sicherheit von renaler
Denervation mittels Kryoablation im Schafmodell [18]. 2015 konnten Ji et al. auch im
Schweinemodell zeigen, dass die RDN mittels Kryoablation sicher und effektiv ist [104].

Ultraschall

Eine weitere Alternative erforschten 2012 Mabin et al. indem sie an 11 Patienten mit
therapieresistenten Bluthochdruck endovaskularen Ultraschall als Energiequelle fur die renale
Denervation nutzten [19]. Die hochfrequenten Schallwellen erzeugen Warme in den tieferen
Gewebsschichten und zerstéren so die Uberaktiven sympathischen Nervenfasern. Bei der
Intervention kam die PARADISE™ Technologie (ReCor Medical, NY, USA) zum Einsatz. Der
Paradise Katheter ist von ballondhnlicher Form, welcher mit kiihlender Flussigkeit gefullt ist.
Er wird, wie die anderen Katheter auch, Uber einen femoralen Zugang in die Nierenarterie
eingebracht. 7 Sekunden lang wird zirkumferentiell nicht fokussierter Ultraschall ausgesendet.
Pro Nierenarterie werden ca. 2 - 4 Behandlungen angewandt [106]. Die aktuellste Studie ist
die RADIANCE HTN. Diese verblindete, randomisierte und scheinkontrollierte Studie wurde
unterteilt in 2 Kohorten. RADIANCE-HTN SOLO sind Bluthochdruckpatienten welche seit
mindestens 4 Wochen keine blutdrucksenkenden Medikamente nehmen. In der TRIO-Gruppe
befinden sich therapierefraktare Hypertoniker, welche aktuell 3 oder mehr Antihypertensiva
einnehmen. Die ersten Ergebnisse der SOLO Studie zeigen 2 Monate post interventionem
einen systolischen Blutdruckabfall um -7 mmHg in der behandelten Gruppe im Unterschied
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zu -3,1 mmHg in der Gruppe, welche die Scheinprozedur erhielt [107]. Die Ergebnisse der
TRIO Studie stehen noch aus.

In Abbildung 7 wird die erzielte systolische Blutdrucksenkung der Symplicity ™ -Katheter sowie
des Paradise™-Katheters in den verschiedenen Studien vergleichend dargestellt. Dabei
wurden die durchschnittlichen systolischen Werte aus der 24-Stunden-Messung verwendet. In
den ersten 4 Studien nutzte man thermische Energie mittels RFA, in der letzten Studie
endovaskularen Ultraschall zur renalen Denervierung.
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Abbildung 7: Vergleichende Darstellung der systolischen Blutdrucksenkung bei der 24-Stunden-
Messung in unterschiedlichen RDN-Studien. Modifiziert nach [105]. HTN-1 bis HTN-3 wurden mit dem
Symplicity™- Katheter, Symplicity Off Med mit dem Symplicity Spyral™ - Katheter und die Radiance
Studie mit dem Paradise ™- Katheter durchgefiihrt.
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2.4.3.3.2. Nicht-katheter-basierte Verfahren

Bei katheterbasierten Verfahren konnen in seltenen Faéllen auch interventionelle
Komplikationen auftreten. So kam es bei RFA-Verfahren durch den Katheter zum Beispiel zu
einer Nierenarteriendissektion oder zur Bildung eines Pseudoaneurysmas an der A. femoralis
[15, 16]. Zur Vermeidung dieser Komplikationen wird auch nach nicht-katheter-basierten
Verfahren geforscht. Jedoch haben auch diese ihre Herausforderungen.

2013 wurde die Nutzung von extrakorporalen hochintensiven fokussierten Ultraschall (HIFU)
zur RDN an 18 Hunden getestet [20]. Dabei werden die ausgesandten Schallwellen gezielt
geblindelt und erhitzen an einem gewahlten Punkt das Gewebe so stark, dass es zerstort wird.
Es sind Temperaturen von bis zu 90 °C lokal méglich. Das umliegende Gewebe bleibt jedoch
unberthrt. Bisher ist das grélite Einsatzgebiet des HIFU die Onkologie. Auch Wang et al.
setzte HIFU zur RDN ein und konnte 28 Tage nach Ablation ein Noradrenalinabfall von -55,4 %
messen [20]. Ebenso untersuchten Freyhardt et al. den Einsatz von HIFU als Alternative zur
RDN mittels RFA-Katheter. In dieser Studie wurde HIFU bei 10 Schweinen in Vollnarkose
einseitig und unter MRT-Kontrolle durchgefiihrt. Der NA-Abfall zwischen behandelter und
unbehandelter Seite war vorhanden, jedoch nicht signifikant. Die histologische Auswertung
zeigte auch kaum pathologische Veranderungen an den, in der Adventitia liegenden,
Nervenfasern [108]. Als Grund wurden die unginstige porzine Anatomie mit ihren langeren
Processi transversi und eine ausgepragte Fascia thoracolumbalis genannt, welche nur ein
kleines Fenster flr die Ultraschallwellen liefl3 [108].

Kona Medical Inc. (Bellevue, Washington, USA) entwickelte ein sogenanntes Surround
Sound® System, welches niedrig intensiven fokussierten Ultraschall nutzt, um nichtinvasiv von
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extern die sympathischen Nerven der Nierenarterie zu schadigen [109]. Die ersten 2 klinischen
Machbarkeitsstudien mit therapie-resistenten Bluthochdruckpatienten benutzten noch eine Art
LZielkatheter®, welcher in die Nierenarterie eingefiihrt wurde und an dessen Spitze sich eine
Ultraschallsonde befand, die das Zielen fur die externe Sonde erleichtern sollte. Ab der WAVE
lll Studie wurde die intraarterielle Sonde weggelassen. Zur Findung der Zielstruktur wurde
stattdessen eine Duplexsonographie durchgefuhrt [109]. Insgesamt wurden 69 Teilnehmer mit
dem Surround Sound® System behandelt. Nach 6 Monaten konnte der systolische Blutdruck
um 24 mmHg und der diastolische BD um 9 mmHg gesenkt werden. Eine der haufigsten
Nebenwirkungen waren uni- und bilaterale Riickenschmerzen, die teilweise langer als 30 Tage
anhielten [109]. Die randomisierte, scheinkontrollierte Doppelblindstudie WAVE IV von 2014
wurde frihzeitig abgebrochen, da bei 81 behandelten Patienten kein signifikanter Unterschied
in der Blutdrucksenkung zwischen der behandelten und der scheinbehandelten Gruppe nach
12 sowie nach 24 Wochen festgestellt werden konnte [110].

2.4.3.3.3. Chemische RDN (cRDN)

Neben der Nutzung diverser Energieformen wurde von verschiedenen Forschern auch die
Méglichkeit des Einsatzes neurotoxischer Substanzen zur renalen Denervation getestet. Die
Applikation erfolgte entweder katheterbasiert transarteriell oder perkutan direkt in unmittelbare
Nahe der Nierenarterie. Zu den untersuchten Substanzen gehéren Vincristin, Guanethidin,
Ethanol, hyperosmolare Kochsalzldsung und Paclitaxel. Die drei zuerst genannten stellten sich
als am wirksamsten dar und werden folgend genauer beschrieben.

Vincristin gehort zu den halbsynthetischen Vincaalkaloiden. Als Zytostatikum wird es vor
allem in der Onkologie zur Chemotherapie von akuter Leukdmie, Lymphomen und einigen
Sarkomen angewendet. Vincristin weist aber auch neurotoxische Eigenschaften auf, welche
es nutzlich fur die RDN machen [111]. 2011 wurde Vincristin erfolgreich im Schweinemodell
zur Denervation der renalen sympathischen Nervenfasern genutzt. Die Applikation erfolgte
transaarteriell mittels Mikroinfusionskatheters (Bullfrog®, Mercator MedSystems Inc., San
Leandro, CA, USA) [112]. Dabei kommt eine 130 um lange Mikronadel durch Entfaltung des
Ballons zum Vorschein und penetriert die Wand der A. renalis [111].

Auch das Antisympathotonikum Guanethidin wurde schon langer auf seine Neurotoxizitat hin
untersucht. Oral eingenommen reichert es sich in den sympathischen Nervenfasern an und
behindert reversibel die Neurotransmitterfreisetzung; es kommt zur Senkung des Blutdrucks
[111]. Lokal angewendet, wirkt es immunvermittelt denervierend [113]. Im Schweinemodell mit
Hilfe eines Mikroinfusionskatheters zur RDN genutzt, kam es zu einem deutlichen NA-Abfall
mit einem guten Sicherheitsprofil [114].

Die Arbeitsgruppe um Freyhardt et al. nutzte die neurotoxischen Eigenschaften von Vincristin
und Guanethidin, um eine renale Denervation zu erwirken. Sie wahlten kein katheterbasiertes
Verfahren, sondern applizierten die Wirkstoffe perkutan unter CT-Steuerung [23]. Bei 6
Schweinen wurde Vincristin und bei weiteren 6 Tieren Guanethidin unilateral periarteriell
appliziert. In der Vincristingruppe betrug der NA-Abfall von behandelter zu unbehandelter Seite
53 % (p < 0,01). In der Guanethidingruppe konnte kein signifikanter Unterschied im NA-Abfall
gezeigt werden. Histopathologisch konnten jedoch bei allen behandelten Tieren
Nervenschadigungen nachgewiesen werden.

Eine weitere seit Jahren erfolgreich eingesetzte neurotoxische Substanz ist Ethanol. Dabei
handelt es sich um einen aliphatischen, einwertigen Alkohol. Lokal angewendet, flihrt er zur
sofortigen und direkten Neurolyse. Die Wirkung beruht auf einer Schadigung der Zellmembran,
Dehydratation des Gewebes und auf der Denaturierung von Proteinen [115]. Die
Ethanolinjektion hat eine lokale Entzindungsreaktion und anschliefend die Wallersche
Degeneration der Nervenzellen zur Folge. Bei der histologischen Untersuchung sind u.a.
intrazellulare Odeme und eine Demyelinisierung erkennbar [115].
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Das grolte Einsatzgebiet ist die Schmerz- und Palliativmedizin. Durch die gezielte
Ausschaltung der Nervenfunktion in bestimmten Arealen kénnen Schmerzempfindungen,
welche medikamentds nicht beherrschbar sind, gelindert bzw. komplett unterbunden werden.
Die wichtigsten interventionellen Eingriffe sind Sympathikusblockaden, v. a. des Plexus
coeliacus bei Oberbauchschmerzen und die intrathekale Neurolyse [115]. Zum Einsatz
kommen dabei verschiedene Konzentrationen des Ethanols von 40 - 100 %. Eine
Minimalkonzentration welche zur Neurolyse flhrt, ist bislang unbekannt [116]. Nach Injektion
des Alkohols diffundiert er aufgrund seiner guten GewebelGslichkeit in die Umgebung. Der
Abbau erfolgt in der Leber, so dass keine systemischen Nebenwirkungen zu erwarten sind
[116].

Ethanol wurde bereits nicht-katheterbasiert unter MRT-Steuerung zur RDN im
Schweinemodell von Streitparth et al. erforscht [21]. Dabei wurden 6 Schweinen 5 ml und 8
Schweinen 10 ml 95%-iger Ethanol perkutan unilateral appliziert. 4 Wochen post
interventionem wurden die Tiere euthanasiert, der NA-Gehalt im Nierenparenchym gemessen
und die Nierenarterie inklusive der sie umgebenden sympathischen Nerven wurde histologisch
untersucht. Der NA-Abfall der behandelten Seite gegentiber der unbehandelten war bei einer
Teilgruppe signifikant niedriger. AuRerdem wurden neuronale Degenerationen histologisch
nachgewiesen [22]. Dieses Verfahren wurde durch dieselbe Arbeitsgruppe erstmals auch an
einem Menschen durchgefihrt [117]. Einem 50-jahrigen Mann mit therapieresistenter
arterieller Hypertonie und Nierenversagen wurde unter CT-Kontrolle Ethanol perkutan bilateral
um die Nierenarterien appliziert. Schon nach 6 Tagen konnte ein Blutdruckabfall um 29/14
mmHg verzeichnet werden [117].

Aufgrund der bisherigen positiven Erfolge bei der Nutzung von Ethanol zur Neurolyse und zur
sympathischen RDN, egal ob im Tiermodell oder bei der Anwendung im Menschen, wurde
auch in der vorliegenden Dissertation Ethanol als sympatholytische Substanz gewahit.
Erstmals wurde Ethanol mittels Katheter transaortal um die Nierenarterie appliziert. Die
Injektion durch die Wand der Aorta auf Hohe der Nierenarterienabzweigung in den
periarteriellen Raum hat den groRen Vorteil, dass man unabhangig von der Anatomie der
versorgenden Nierenarterien die Behandlung durchfuhren kann. Viele Limitationen der
anderen katheterbasierten Verfahren werden so umgangen. So kénnte man das Verfahren
z.B. auch bei einer doppelten Nierenversorgung oder bei Nierenarterienstenosen anwenden.
Es missten also weniger Patienten aufgrund ihrer GefalRanatomie von dem Eingriff
ausgeschlossen werden und somit ware der Patientenpool viel grof3er.

2.5. Limitationen der bisherigen endovaskularen Verfahren

Ein Ausschlusskriterium fir die Anwendung des Symplicity-Katheters ist ein Durchmesser der
Nierenarterie < 4 mm, eine Lange der A. renalis von < 20 mm oder eine doppelte
Nierenversorgung. Auch bei Patienten mit einer GFR < 45 ml/min/1,73 m? oder einer
bekannten bzw. behandelten Nierenarterienstenose kann das Verfahren nicht durchgefuhrt
werden [15, 16]. Eine Studie von Schonherr at al. zeigte 2016, dass diese Ausschlusskriterien
sehr oft vorkommen. Bei 126 untersuchten Patienten waren bis zu 59 % nicht passend
gewesen [118]. Zu den moglichen Komplikationen, die bei der RDN mittels RFA auftreten
kénnen, gehoren Nierenarterienstenosen und Nierenarteriendissektionen [95].

Der Paradise-Katheter bendtigt ebenfalls einen Nierenarteriendurchmesser =24 mm [119] und
eine GFR = 40 ml/min/1,73 m?[107]. Der Spyral-Katheter kann bereits ab einem Durchmesser
der Nierenarterie > 3 mm eingesetzt werden. Somit besteht die Moglichkeit auch
akzessorische Aste der Aa.renales mitzubehandeln [120]. Jedoch kann dies die Dauer der
Intervention deutlich verlangern. So wurden in der Spyral-HTN OFF MED Studie
durchschnittlich 43,8 Punkte fiir je 60 Sekunden kauterisiert [120]. Bei der Benutzung des
Paradise-Katheters in der Radiance-HTN SOLO Studie wurden im Durchschnitt 5,4 Punkte fiir

19



Aktueller Wissensstand

je ca. 7 Sekunden abladiert [107]. Im Verlauf dieser Studie ist es zudem vorgekommen, dass
das Ostium der Nierenarterie so gewunden war, dass ein Passieren und Vorschieben des
Katheters nicht mdglich war [107].

Ein weiterer Punkt ist die Variabilitdt der Eindringtiefe zwischen den einzelnen Systemen. Der
Paradise-Katheter zeigte im Tiermodell eine Eindringtiefe von 1 — 7,5 mm [121]. In 2 Studien
wurde ein thermochromatisches kristallines Flissigkeitsmodell genutzt, um die Eindringtiefe
der abgegebenen Energie diverser RFA-Katheter zu evaluieren. Diese Studien zeigten eine
Eindringtiefe des Symplicity-Katheters von 3,8 mm, des EnligHTN-Katheters von 3,4 mm und
des Spyral-Katheters von 2,2 mm [122, 123].

2.6. Zielstellung

Vor dem Hintergrund der genannten Limitationen und den bisher bekannten Systemen, stellt
unsere Studie, zum Zeitpunkt der Durchfihrung, die erste dar, welche einen transaortalen
Zugang fir die Applikation von Ethanol zur chemischen RDN gewahlt hat. Ein
katheterbasiertes Verfahren unter Aussparung der Nierenarterie, welche durch ihre
anatomische Variabilitdt oder Vorerkrankung oft zum Ausschluss des Patienten von einer
Intervention fuhrt, ist ein neuer Ansatzpunkt auf dem Gebiet der RDN. Zudem ist die Gefahr
von Gefalistenosen in einer gro3en Arterie, wie der Aorta, geringer als in der A. renalis mit
geringerem Durchmesser. In dieser Studie sollte die technische Machbarkeit, Sicherheit und
Effektivitdt des genannten Verfahrens im Tiermodell untersucht werden.

Als primare Outcome Parameter wurden definiert:

¢ der histologische Nachweis degenerierter Nerven um die Nierenarterie
¢ und die Messung des renoparenchymatdsen NA-Gehalts.

Dies geschah jeweils Seitenvergleichend, mit der unbehandelten Seite als Kontrolle. Als
sekundare Outcome Parameter wurden definiert:

e die Messung des arteriellen Blutdrucks
e und die Beurteilung der Injektatsverteilung.
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3.1. Studiendesign

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine einarmige, prospektive experimentelle
Tierversuchsstudie. In dieser Machbarkeitsstudie soll geprift werden, ob die katheterbasierte
transaortale periarterielle Applikation von Ethanol beim Schwein durchfiihrbar und sicher ist.
Daruber hinaus wird evaluiert, ob dieses Verfahren zur gezielten renalen Denervation und
somit zur positiven Beeinflussung von refraktarer Hypertonie einsetzbar ist.

Dafir erfolgte bei 11 Schweinen einseitig eine katheterbasierte, transaortale chemische RDN
mittels Ethanol. Die kontralaterale Seite wurde nicht behandelt und diente so als Kontrolle. 10
Tiere wurden jeweils 4 Wochen nach erfolgter Intervention euthanasiert. Anschlielend wurden
beide Nieren, inklusive des umgebenden Gewebes, enthnommen. Die histopathologische
Auswertung der Effekte von Ethanol auf das behandelte Gewebe, insbesondere auf die
sympathischen renalen Nervenfasern, ist der primare Outcome Parameter dieser Studie.
Zusatzlich, als Effektivitditsparameter der cRDN, wurde der Noradrenalingehalt im
Nierenparenchym beidseits vergleichend bestimmt. Als sekundare Outcome-Parameter
wurden der arterielle Blutdruck der Schweine pra- und postinterventionell sowie am Tag der
Euthanasie gemessen und die Injektatsverteilung um die Nierenarterie, CT-gestitzt, beurteilt.

3.2. Versuchstiere und Tierhaltung

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 11 mannliche und kastrierte Hausschweine der
Rasse ,Deutsche Landrasse“ aus dem Betrieb H.G.E. Service GmbH Langerwisch,
Michendorf, Deutschland, welche jeweils paarweise zu unterschiedlichen Zeitpunkten
gehalten und behandelt wurden. Die Tiere wogen kurz vor der Intervention zwischen 24 kg
und 39 kg. Zwei der Schweine waren schwerer (54 kg und 55 kg), da die Intervention spater
als geplant stattfand. Die Tierhaltung erfolgte in der tierexperimentellen Einrichtung der
Charité, Universitadtsmedizin Berlin, CVK unter Einhaltung der EU-Richtlinie 2010/63/EU und
der deutschen Tierschutz-Versuchstierverordnung (TierSchVersV), wie in Abbildung 8 zu
sehen ist. Es waren jeweils 2 Schweine in einer gefliesten, ca. 9 m? grolen Box aufgestallt.
Diese war mit Hobelspanen (Allspan GmbH Spanverarbeitung, Karlsruhe, Deutschland)
eingestreut und zur Beschaftigung der Tiere gab es Heu, Stroh, Bélle oder anderes Spielzeug.
Taglich wurden die Boxen gereinigt und neu eingestreut. Geflittert wurden die Schweine 2 Mal
taglich mit Standard-Haltungsfutter Mast Solo pelletiert (AGRAVIS Raiffeisen AG, Munster,
Deutschland). Zusétzlich gab es ab und zu Apfel und Méhren. Es waren pro Box jeweils 2
Trankebecken Modell 370-VAY." der Firma SUEVIA® (SUEVIA HAIGES GmbH,
Kirchheim/Neckar, Deutschland) installiert. Die Tierversuche wurden durch das Landesamt fur
Gesundheit und Soziales Berlin (LAGeSo) bewilligt. Die Tierversuchsnummer lautete G
0169/13.
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Abbildung 8: Haltung der Versuchstiere in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité,
Universitatsmedizin Berlin, CVK.

3.3. Vorbereitung der renalen Denervation

Nach Ankunft der Tiere in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité, Universitatsmedizin
Berlin, CVK hatten diese eine Woche Zeit sich einzugewdhnen. Wahrenddessen wurden sie
tiermedizinisch betreut und beobachtet. Sollte es durch den Transportstress eventuell zum
Ausbruch von Erkrankungen wie z.B. Durchfall oder Atemwegsinfekten kommen, konnte so
schnell mit einer entsprechenden Therapie begonnen werden. Waren die Tiere gesund, wurde
die Intervention durchgeflihrt und sie blieben an diesem Tag nichtern und wurden gewogen.
In der Stallbox verabreichte man dem zu untersuchenden Tier mittels einer Spritze mit
aufgestecktem Verlangerungsschlauch und gelber 20 G Kantle die Narkose bestehend aus
20 mg/kg Ketaminhydrochlorid (Ursotamin®, 100 mg/ml, Serumwerk Bernburg AG, Bernburg,
Deutschland), und 0,2 mg/kg Midazolamhydrochlorid (Midazolam- ratiopharm®, 15 mg/3 ml,
ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) intramuskular seitlich in den Hals. Die in dem
Verlangerungsschlauch verbliebene Mischung wurde mittels isotoner Kochsalzlésung (Isotone
Kochsalz-Losung 0,9 % Braun, Ecoflac plus, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) nachgegeben. Es wurde streng darauf geachtet, dass mit den Tieren so ruhig
wie mdglich umgegangen wird und keine FixationsmaRnahmen angewendet werden. Das
Stresslevel sollte so niedrig wie mdglich gehalten werden. Hatte sich das Schwein abgelegt,
wurde ein peripherer Venenkatheter (Vasofix® Safety 0,90 x 25 mm G 22 blau, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) in eine der Ohrvenen geschoben und mittels
Klebeband fixiert. Uber diesen Zugang wurde wirkungsabhangig 2%-iges Propofol (Propofol-
Lipuro® 2 %, 20 mg/ml, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) als Boli von 1 bis
3 ml zur Aufrechterhaltung der Narkose verabreicht. Wahrend der gesamten Narkosedauer
wurden die nozizeptiven Flexorreflexe am Kronsaum und die Vitalparameter
(Sauerstoffsattigung und Puls) kontrolliert und die Propofolgabe entsprechend angepasst. Das
Propofol befand sich in einer 50ml Perfusorspritze, die mittels Verlangerung mit dem
Venenverweilkatheter im Ohr verbunden war. So konnte das Tier, gut sediert, auf einer Trage
vom Stall zum Interventionsraum transportiert werden. Zum Schutz der Augen wurde beidseits
eine Augensalbe (Regepithel®, Alcon Pharma GmbH, Freiburg i. Breisgau, Deutschland)
eingebracht. Im Interventionsraum angekommen, erhielt das Tier ca. 3 I/min Sauerstoff Gber
einen Schlauch, der durch ein Loch im Boden eines Plastikbechers gezogen und dort luftdicht
fixiert war. Dieser Becher wurde Uber die Schnauze des Schweines gestllpt und mittels
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Klebeband befestigt. Das Tier wurde in Rickenlage auf dem Operationstisch gelagert. Die
Uberwachung der Sauerstoffsattigung und des Pulses erfolgte durch den Anschluss eines
Pulsoxymeters an den Schwanz des Tieres, welcher mit dem IntelliVue® MP30 (Philips,
Patient Monitor, Philips GmbH Market DACH, Hamburg, Deutschland) verbunden war. Kurz
vor Beginn der Intervention wurden an die Ohrverweilkaniile zwei Drei-Wege-Hahne
(Discofix® C 3SC, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany) mit Rickschlagventilen
angeschlossen und uber diese erfolgte die Gabe von Propofol und Fentanyl (Fentanyl 0,5MG-
Rotexmedica®, 0,05 mg/ml, Rotexmedica GmbH Arzneimittelwerk, Trittau, Deutschland)
mittels Perfusoren (Alaris IVAC® P7000 Spritzenpumpe, CareFusion Germany 318 GmbH,
Heidelberg, Deutschland). Die Dosierung des Propofols war wirkungsabhangig, lag aber im
Durchschnitt bei ca. 5mg/kg/h. Die Infusionsrate des Fentanyls betrug ca. 3ug/kg/h. Ab
Schwein Nummer 6 wurde den Tieren zusatzlich, zur Stabilisierung des Kreislaufs, 1 Liter
Sterofundin® (Sterofundin 1SO Infusionslésung, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) als intravendse Infusion wahrend des Eingriffs verabreicht. Zu Beginn der
Intervention wurde die Leistenregion grof¥flachig desinfiziert und mit einem Einweg-OP-
Lochtuch abgedeckt, so dass rund um die Punktionsstelle ein steriler Arbeitsbereich herrschte.
Ein fOr die Intervention vorbereitetes Schwein ist auf Abbildung 9 zu sehen.

Abbildung 9: Fertig vorbereitetes Tier kurz vor der Intervention, 1 - Ultraschallgerat; 2 - Perfusor mit
Propofol; 3 - Perfusor mit Fentanyl; 4 - Sauerstoffzufuhr Uber einen Plastikbecher; 5 -
Venenverweilkanile mit 3-Wege-Hahnen; 6 - Blutdruckmessegerat; 7 - Bildschirm des CTs; 8 - steril
vorbereitete Punktionsstelle

3.4. Blutdruckmessung

Die Blutdruckmessung erfolgt nichtinvasiv mit Verwendung einer Blutdruckmanschette flr
Kinder. Diese wurde oberhalb der Articulatio talocruralis um den linken Unterschenkel
angelegt. Dabei lag das narkotisierte Tier auf der rechten Seite. Die Messung erfolgte
indirekt oszillatorisch, d.h. die Schwingungen des pulsierenden Blutes werden registriert, der
Blutdruck errechnet und nach kurzer Dauer die Werte auf dem Monitor (Philips IntelliVue®
MP30 Patient Monitor, Philips GmbH Market DACH, Hamburg, Deutschland) angezeigt. Es
wurden 3 aufeinander folgende Messungen vorgenommen und dann aus diesen der
arithmetische Mittelwert bestimmt. Eine solche Blutdruckmessung erfolgte jeweils pra- und
post interventionell, sowie am Tag der Euthanasie kurz vor der Kontroll-Bildgebung mittels
Computertomographie (CT).
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3.5. Kathetergestiitzte renale Denervation mittels Ethanol

Zu Beginn der Intervention wurde mittels Ultraschall (Philips CX50 Ultraschallsystem, Philips
GmbH Market Dach, Hamburg, Deutschland) die rechte A. femoralis in der Leistengegend
dargestellt und punktiert. Darauffolgend wurde eine 4-French (F) Schleuse in die A.femoralis
eingebracht. Uber diese wurde ein Pigtail-Katheter eingefiihrt und auf Héhe des Diaphragmas
platziert. Dieser und die noch folgenden Schritte geschahen alle unter standiger Sichtkontrolle
mittels Fluoroskopie (Siemens. Artis Q, Siemens Healthcare GmbH, Erlangen Deutschland).

Uber den Pigtailkatheter erfolgte eine Aortographie mit Darstellung der unpaarigen und
paarigen Aortenabgange. Nachfolgend wurde ein steuerbarer Fuhrungskatheter (Destino
Twist®, Oscor, Palm Harbor, Fl, USA, Innendurchmesser 8.5 F, nutzbare Schaftlange 71 cm,
Kurvendurchmesser 17 mm) eingewechselt und in der Aorta bis unmittelbar oberhalb des
Ostiums der zu behandelnden Nierenarterie vorgefiihrt. Dieser wurde durch Krimmung des
Katheters so ausgerichtet, dass die distale Spitze direkt an der Wand der Aorta liegt. Der
Beruhrungspunkt befand sich kurz Gber der Abzweigung der A.renalis. Im Anschluss wurde
eine experimentelle geflochtene 21 G Nadel (Lange: 90 cm) mit einer ein-und ausziehbaren
Spitze, fur die Punktion der Aorta, eingefilhrt. Die Platzierung des Katheters und der Nadel
wird in Abbildung 10 bildlich dargestellt.

o

Abbildung 10: Die 3 Schritte der transaortalen periarteriellen Ethanol-Sympathikolyse zur renalen
Denervation mittels endovaskularem Injektionskatheter. 1: Vorflihren des steuerbaren Katheters in der
Aorta Uber die A. femoralis kommend bis zur Abzweigung der A. renalis. 2: Abbiegen der Spitze des
Katheters bis sie im 90°-Winkel, kurz oberhalb des Ostium renalis, an der GefalRwand anliegt. 3:
EinfUhren der Injektionsnadel und Ausfahren der Spitze aus dem Fiihrungskatheter, um die Wand der
Aorta kurz oberhalb der A. renalis zu punktieren. Nach erfolgreicher Testinjektion zur Sicherstellung
der korrekten extravasalen Position der Nadel, erfolgt die Ethanolinjektion.
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Fir eine stabilere, zentralere Position der Nadel innerhalb des deflektierbaren
Flhrungkatheters wurde in den Schweinen 5 - 11 zusatzlich ein 5 F Berenstein-Katheter (Soft-
VU, Angiodynamics, Latham, NY, USA) in den Flhrungskatheter eingebracht und in diesem
die Nadel vorgeschoben (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Die experimentelle 21 G Nadel mit ausgefahrener Spitze in dem weichen, schwarzen 5
F Berenstein-Katheter.

Nach dem Ausfahren der Nadelspitze und Punktion der Aortenwand erfolgte eine Testinjektion
von 1 ml Kontrastmittel zur Verifikation der erfolgreichen Penetration der GefaBwand und
nachfolgenden extravasalen, periarteriellen Verteilung des Injektats.

War das Ergebnis positiv, wurde ein Injektat bestehend aus 7 ml Ethanol, 2 ml Bupivacain
(Carbostesin 0,5 %, Astra Zeneca, London, GB) und 1 ml Kontrastmittel (Accupaque 240, GE
Healthcare, Buckinhamshire, GB) injiziert. Sollte die Durchleuchtung eine inkorrekte Verteilung
des Injektats zeigen, wurde die Injektion gestoppt, die Nadelspitze zurlickgezogen.

Abbildung 12 zeigt Schwein 11, fixiert auf dem Behandlungstisch, wahrend der Intervention.
Rings um die Punktionsstelle sorgen sterile Abdecktlicher fir eine entsprechende Hygiene.
Auf dem grolRen Monitor wird mittels Angiographie der korrekte Sitz des Injektionskatheters
Uberprift. In Abbildung 13 sind 5 Angiogramme zu sehen, welche schrittweise die
verschiedenen Stadien der Intervention zeigen. Angefangen mit dem Einflihren des Katheters
in die Aorta, Uber die richtige Positionierung bis hin zur Freisetzung des Ethanolgemischs,
welches zur Denervation flhren soll.
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Abbildung 12: Schwein 11 wahrend der Intervention. 1 - C-Bogen; 2 - Monitor zur Darstellung der
Angiogramme; 3 - Operateur; 4 - Instrumententisch

Abbildung 13: Angiogramme der Intervention. A - Einfliihren des steuerbaren Flihrungskatheters in die
Aorta abdominalis in gerader Position bei Schwein 1. B - Anwinkeln der Spitze des Fiihrungskatheters
und Positionierung der Spitze gegen die Wand der Aorta kurz oberhalb des Ostiums der A. renalis
(schwarzer Pfeil). Die gewlinschte Deflektion des Katheters und Ausrichtung der Nadel ist bei diesem
Tier (Schwein 2) suboptimal auf Grund des zu geringen Durchmessers der Aorta. C - Optimale Position
des Fuhrungskatheters im 90° Winkel zur Aortenwand kurz oberhalb der Abzweigung der Nierenarterie
(schwarzer Pfeil) bei Schwein 5, mit eingefiihrter Punktionsnadel, aber nicht ausgefahrener Spitze. D -
wie Bild C, aber mit ausgefahrener Spitze, welche die Wand der Aorta abdominalis penetriert (schwarzer
Pfeil). E - Verteilung des Ethanol-Kontrastmittel-Gemischs um die Nadelspitze (schwarzer Pfeil)
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Zur Kontrolle blieb die kontralaterale Seite unbehandelt. Bei 7 von 11 Schweinen wurde die
linke, bei den restlichen 4 die rechte A. renalis behandelt. Zum Schluss wurden die Katheter
wieder entfernt und die Punktionsstelle in der A. femoralis mittels Angio-Seal® (Terumo
Medical  Corporation, 2101 Cottontail Lane Somerset, NJ, USA), einem
Gefalverschlusssystem, verschlossen. In einem Schwein musste Uber die Punktionsstelle
zusatzlich eine Einzelknopfnaht gesetzt werden, da die Schleuse einen grélkeren
Durchmesser als das Verschlusssystem hatte und die Blutung nicht vollstandig sistierte.

3.6. Postinterventionelles CT

Nach erfolgter Intervention wurde der Fentanylperfusor gestoppt und die Sauerstoffmaske
entfernt. Im Anschluss wurde das Tier mittels Trage in den CT-Raum transportiert. Dort
angekommen, wurde es uber die Maske wieder an den Sauerstoff angeschlossen und der
Blutdruck mittels Manschette, wie oben beschrieben, gemessen. Die postinterventioenlle
Bildgebung erfolgte in einem 64-Multislice Computertomographen (64-MSCT, SOMATOM®
Definition AS; Siemens, Erlangen, Germany). Die Tiere wurden dafur in Brustbauchlage
positioniert und mittels Klebeband fixiert. Es erfolgte eine native-CT-Spirale, um die
periinterventionelle Injektatsverteilung zu beurteilen. Weiterhin ging es um die Feststellung von
eventuell aufgetretenen Komplikation wie subaortale Blutungen, Aortendissektionen oder
Nierenarterienstenosen.

Bei den Schweinen 10 und 11 wurde statt des CTs ein Cone-Beam-CT (XperCT, Philips,
Niederlande) direkt im Angiographieraum durchgefiihrt. In Abbildung 14 ist ein solches Cone-
Beam-CT-Bild von Schwein 10 zu sehen. Es ist gut zu sehen, wie sich das Injektat im Verlauf
der Nierenarterie verteilt. Die Nierenarterie selber ist nicht zu erkennen, da keine intraarterielle
Kontrastmittelinjektion erfolgte.

Abbildung 14: Postinterventionelles Cone-Beam-CT, transversal, Schwein 10. Roter Pfeil: Verteilung
des Ethanol-Kontrastmittel-Gemischs entlang der rechten A. renalis. RN - rechte Niere; LN - linke
Niere; LWS - Lendenwirbelsaule
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Nach dem Ricktransport in den Stall erwachten die Tiere - unter Beobachtung - aus der
Narkose. Hierbei erlitt Schwein 4 einen Herzstillstand, bei dem jegliche Reanimationsversuche
erfolglos blieben.

Als die Tiere wieder selbststandig stehen und gehen konnten, wurde ihnen eine kleine Menge
Futter angeboten. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Futterung wie gewohnt. Die nun
folgende 4-woéchige Standzeit erfolgte unter intensiver Beobachtung der Tiere auf
behandlungswirdige Interventionsfolgen. Die entsprechende Therapie erfolgte nach
Tierarztanordnung Uber die Tierpfleger. Ein Tier bendtigte eine medikamentdse Therapie
aufgrund von Husten und einer verminderten Perfusion der rechten Hintergliedmalfie nach der
Intervention. Ein anderes Tier wies eine ggr. Stlitzbeinlahmheit hinten links auf, welche nicht
behandlungswirdig war. Die restlichen 8 Schweine wiesen neben einem unterschiedlich stark
ausgepragten Hamatom in der Leistengegend auf der Seite der Punktion keinerlei sichtbare
Folgeschaden durch die Intervention auf. Die Futteraufnahme, das Wachstum sowie Kot- und
Harnabsatz waren in der physiologischen Norm. Auch in der Interaktion mit inren Artgenossen
waren keine Veranderungen zu beobachten.

3.7. Kontroll-CT und Euthanasie

4 Wochen nach erfolgter Intervention wurden die Tiere erneut gewogen, in Narkose gelegt und
dann zum Untersuchungsraum transportiert. Das Vorgehen entsprach dem des
Interventionstages. Auch hier war die Narkoseaufrechterhaltung durchgehend Uber die
wirkungsadaptierte Propofolgabe gesichert und die Narkoselberwachung erfolgte durch
Reflexprifung und Kontrolle der Vitalparameter. Ab Schwein 6 erhielten die Tiere zusatzlich
Sterofundin® Infusionslosung intravendés wahrend der Narkosedauer. Im CT-Raum
angekommen, wurde zunachst der Blutdruck wieder an der linken Hintergliedmalle mit einer
Blutdruckmanschette drei Mal hintereinander gemessen und darauffolgend ein Mittelwert
gebildet. Danach wurde das Schwein in Brustbauchlage auf der Liegeflache des CTs
positioniert, mittels Klebeband fixiert und tber die selbstgebaute Plastikbecherkonstruktion an
den Sauerstoff angeschlossen. Die biphasische Computertomographie (Flussrate 2.5 ml/s, 50
ml Xenetix 350, Guerbet, Villepinte, Frankreich, arterielle Phase: Delay: SURE® Start, Delay
ca. 15 Sekunden; vendse Phase: 40 Sekunden delay) sollte zeigen, ob es durch die
Intervention zu Spatfolgen bzw. Komplikationen wie Nierenarterienstenosen, Thrombosen,
Nierenatrophie, Hydronephrosen oder sonstigen pathologischen Veranderungen rund um die
Stelle der Injektatsfreisetzung gekommen war. Nach erfolgtem CT wurden die Tiere
zurtcktransportiert in die Raumlichkeiten der tierexperimentellen Einrichtung der Charité und
dort euthanasiert. Dies geschah, an den tief in Narkose liegenden Schweinen, durch die
intravendse Gabe von 60 mg/kg Pentobarbital-Natrium (Narcoren®, 16g/100 ml, Merial
GmbH, Hallbergmoos, Deutschland). Nach dem Atem- und Herzstillstand wurden die Tiere in
Ruckenlage auf einem Operationstisch mittels Klebeband fixiert. Zuerst wurde mit einem
Skalpell die Haut mittig entlang einer gedachten Linie zwischen Sternum und Regio pubica
inzisiert. Darauffolgend wurde die Bauchhohle entlang der Linea alba er6ffnet. Zur
Verbesserung der Sicht und des Bewegungsradius wurden 2 Entlastungsschnitte jeweils
rechts und links caudal der letzten Rippe gesetzt. In Abbildung 15 ist zu sehen, wie die
Bauchhohle mittels Schnitt entlang der Linea alba erdffnet wird. Die 2 Entlastungschnitte
caudal des Rippenbogens sind ebenso sichtbar.
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Abbildung 15: Erdffnung der Bauchhohle zur makroskopischen Beurteilung und Entnahme der
Zielstrukturen. Roter Pfeil- Schnittfihrung entlang der Linea alba; blauer Pfeil - Colon; griner Pfeil -
linksseitiger Entlastungschnitt

Es folgte eine makroskopische Beurteilung der Bauchorgane, insbesondere der beiden Nieren
und deren Umgebung inklusive den Nebennieren, Lymphknoten, Ureteren und den
versorgenden Gefalken. Gefundene Auffalligkeiten wie Verklebungen, Entzindungen,
Fibrosen, Niereninfarkte, Nierenzysten oder Groflenunterschiede der beiden Nieren wurden
dokumentiert. Im Anschluss wurden beide Nieren inklusive der Ureteren, der Aa. renales und
der angrenzenden Aorta abdominalis freiprapariert und im Ganzen enthommen. Zur
Unterscheidung wurde die rechte Niere mit einem X gekennzeichnet. Der nicht mehr bendétigte
Tierkadaver wurde entsprechend der Richtlinien der tierexperimentellen Einrichtung der
Charité, CVK entsorgt. Dann wurden die entnommenen Organe genauer untersucht. Zuerst
wurde die Aorta abdominalis mittig von caudal nach cranial durchtrennt. Hierbei wurde nach
Veranderungen an der Tunica intima der Aorta, besonders an den Abgangen der
Nierenarterien, gesucht. Danach wurden die Nierenarterien am Hilus von der Niere abgetrennt.
Die jeweilige Nierenarterie mit angrenzendem Gewebe, der Aorta und dem Ureter, wurden in
einen entsprechend beschrifteten Urinbecher mit Schraubdeckel (125 ml) gelegt. Dieser wurde
dann mit einer Formaldehydlésung (Formalin Solution 4 %, Avantor Performance Materials
B.V; Deventer, Niederlande) zur Fixierung aufgefillt. Zusatzlich wurde das Behaltnis mit einer
Verschlussfolie (Parafim "M"®,5 x 5 cm, BRAND GMBH + CO KG, Otto-Schott-Str. 25,
Wertheim, Deutschland) versiegelt und bei Raumtemperatur bis zur weiteren Bearbeitung
gelagert. Fir die Bestimmung des Noradrenalin-Wertes wurden die Nieren einzeln mit der
Prazisionswaage Talent TE6100 (Sartorius AG, Weender LandstralBe 94-108, 37075
Gottingen, Deutschland) gewogen und anschlielend in ein Edelstahlbehaltnis gelegt.
Hinzugefligt wurden 5 ml/g 0,2 molare Ameisensaure (Avantor Performance Materials B.V,
Teugseweg 20, AM Deventer, Niederlande). Mit Hilfe eines handelslblichen Mixers entstand
so ein Homogenisat, welches méglichst mit wenig Schaum in je 3 Gefalte pro Niere gefillt
wurde. Ein jedes dieser GefalRe hatte ein Fassungsvermdgen von 50 ml und wurde
entsprechend beschriftet (Falcon® 50 ml High Clarity PP Centrifuge Tube, Conical Bottom,
Corning B.V. Life Sciences, Fogostraat 12, LJ Amsterdam, Niederlande). So gab es pro
Schwein 6 Probengefalle, welche nach der Beflllung sofort bei -20 °C vor Ort tiefgefroren
wurden. Am nachsten Tag wurden die Probengefalle dem Labor zur Bestimmung des
Noradrenalin-Wertes ibergeben.

29



Material und Methode

3.8. Bestimmung Noradrenalin-Wert (NA-Wert)

Die Bestimmung des NA-Wertes fand mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie
(HPLC) und Massenspektrometrie (MS) im Labor Anakat Institut flr Biotechnologie GmbH
(Leiter Prof. Dr. Ulrich Speck), Berlin statt. Die Durchfiihrung geschah nach der Methode von
Bauch et al [124]. Dafur wurden 2ml zentrifugiertem Nierenextrakt, 10 pl einer 10 pg/ml
Noradrenalin(d6)-Losung ((x)-Norepinephrine-2, 5, 6, a, B, B - d6 zugesetzt und mit 1 ml
(2 mol/lL  Ammoniumchlorid-/Ammoniumhydroxid; 8 mmol/L Diphenylborsaure-Ethanol-
aminkomplex; 13,4 mmol/lL EDTA; pH 8,5) und 5 ml (4,57 mmol/lL Tetra-Octyl-
Ammoniumbromid in 25 % Chloroform: 75 % n-Heptan) 2 min intensiv gemischt. Danach
wurde die Mischung fiir 5 Minuten zentrifugiert und anschlielend die obere, organische Phase
abgenommen, quantitativ in ein neues Gefal Gberfihrt und mit 2 ml n-Oktanol und 0,5 ml einer
0,2 M Essigsaure erneut intensiv vermischt. Nach Zentrifugation dieser Mixtur wurde die
obere, organische Phase verworfen und zur Messung des NA-Wertes die saure, wassrige
Phase verwendet. Die Probe wurde auf diese Art und Weise um den Faktor 4 aufkonzentriert.

Fir die Bestimmung des NA-Wertes wurden 20 ul der Probe durch die Saule Luna® 5um,
C18(2), 100A, 150 x 4,6 mm von Phenomenex (Zeppelinstr. 5, 63741 Aschaffenburg,
Deutschland) gepumpt. Das Fliemittel war 95 % Ameisensaure (0,2 %) und 5 % Methanol
und die Flussrate betrug 0,2 ml/min. Die Retentionszeit lag bei 8 + 0,5 min. Bei dem Detektor
handelte es sich um API 2000™ LC/MS/MS System (Applied Biosystems, Frankfurter Str. 129,
Darmstadt, Deutschland). NA wurde detektiert bei einer Masse im Q1 von 170,05 AMU und
einem Ubergang auf 107,1 AMU im Q3. Bei dem internen Standard Noradrenalin (d6) fand ein
Ubergang von 176,166 AMU auf 111,2 AMU statt.

3.9. Anfertigung der histologischen Praparate

Die Gewebeproben wurden im Labor der experimentellen Radiologie der Charité (Institut flr
Radiologie, Campus Charité Mitte, Berlin, Deutschland) aus dem Plastikgefaf in ein groReres,
mit Formaldehyd gefilites, Glasgefaly tberfuhrt. In diesem verblieben sie fir mindestens 24
Stunden. War die Zeit vergangen und das Gewebe gut mit Formaldehyd durchtrankt, wurden
rosafarbene Histologiekassetten (20 x 15 x 5 mm) mit einem Drucker (Leica IPC V1.8 Deutsch
06/2009, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) beschriftet, so dass
die Nummer des Schweines, die jeweilige Seite und die anatomische Struktur erkenntlich
waren. AulRerdem wurde jede Struktur aufsteigend durchnummeriert. So starteten die proximal
der Niere gelegenen Abschnitte von Ureter und Nierenarterie mit der Nummer 1. Die Aorta
wurde von cranial nach caudal durchnummeriert.

Dann wurde die Gewebeprobe aus dem Formalin enthommen und die Aorta, der Ureter und
die Nierenarterie jeweils mit einem Skalpell in kleine, ca. 0,5 cm lange Stlicke geschnitten und
in die Kassetten gelegt. Die Einbettung in Paraffin geschah in einer Histokinette
vollautomatisch (Leica TP 1020, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland).
Daflr wurden die Histologiekassetten mit den Gewebestlcken in einen Metallbehalter der
Histokinette gegeben. Dieser, mit Lochern versehene Behalter, bewegte sich kreisférmig durch
12 Stationen. Jede Station bestand aus einem Becher mit der entsprechenden Flissigkeit, in
dem die Proben je 1 Stunde verweilten. Zu Beginn musste das Gewebe durch eine
aufsteigende Alkoholreihe entwassert werden. Danach nutzte man Xylol als Zwischenmedium,
um den Alkohol zu entfernen und um dieses zum Abschluss durch verflissigtes Paraffin zu
ersetzen. Als nachstes wurden die Gewebestiicke in Paraffinblocke gegossen. Dazu wurden
die Kassetten in der Arbeitsstation (Leica EG 1140H, Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland) erwarmt, das zu bearbeitende Gewebestlick enthommen und in einer
Ausgiel3form aus Edelstahl mit einer Pinzette in Position gehalten. Dann wurde die Form mit
flissigem, ca. 60 °C warmen, Paraffin geflllt und die Pinzette vorsichtig entfernt. Zur
Kennzeichnung wurde das beschriftete untere Stuck der Histologiekassette auf das noch
flissige Paraffin gesetzt. Zum Ausharten wurde die Metallform auf die angrenzende Kiihliplatte
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(Leica EG 1140C, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) gelegt. In
Abbildung 16 sind diese 2 Stationen zu sehen. Am Ende wurden die fertigen Paraffinblocke
vorsichtig aus der Gussschale geldst und bis zur weiteren Verarbeitung in Pappkartons
aufbewahrt.

Abbildung 16: 1 - Arbeitsstation; 2 - Kihlplatte; 3 - Histologiekasetten mit Gewebestiicken; 4 -
Gusschalen; 5 - fertige Paraffinbldcke in Gie3formen zum Ausharten

Die Herstellung der einzelnen Histologieschnitte erfolgte am Rotationsmikrotom (Leica
RM2125RT, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland). Daflur wurde der
jeweilige Paraffinblock vorher noch einmal auf der Kihlplatte gekihlt und dann im Mikrotom
eingespannt. Die Schnittdicke betrug 5um. Die so gefertigten Paraffinschnitte wurden zum
Strecken vorsichtig auf die Wasseroberflache eines 37 °C warmen Wasserbades (Leica HI
1210, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) mit destilliertem Wasser
gelegt. Von dort wurden je 2 Schnitte auf einen Objekttrager (Super Frost® Plus Objekttrager,
R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik, Emmendingen, Deutschland) platziert. Pro Block
wurden so je 3 Objekttrager angefertigt. Diese wurden dann mit einem vorab gedruckten
Aufkleber (Cognitive Cxi Etikettendrucker, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Deutschland) beschriftet. Die Trocknung fand in einem Heizschrank (Thermo Scientific
Heraeus BK 6160, M.u.T. GmbH, Berlin, Deutschland) fiir mindestens 24h bei 37 °C statt.

3.9.1. Histologische Farbungen

Fur die bessere Beurteilung von pathologischen Veranderungen der anatomischen Strukturen
wurden die Praparate gefarbt. Vor allem ging es dabei um den Nachweis von
Nervendegenerationen als Hinweis auf eine erfolgreiche RDN durch die Ethanolinjektion.
Daruber hinaus wurde auch nach ungewollten Schadigungen durch die Intervention und den
Alkohol gesucht. In Absprache mit dem Institut fir Neuropathologie (Charité
Universitatsmedizin Berlin Campus Mitte, Berlin, Deutschland) wurde die Hamatoxylin-Eosin-
Farbung (HE-Farbung) als Ubersichtsfarbung und die Elastica-van-Gieson-Farbung (EvG-
Farbung) als Spezialfarbung gewahlt. Zusatzlich wurden ausgesuchte Praparate auch
immunhistologisch gefarbt.
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HE-Farbung

Die HE-Farbung wurde im Labor der experimentellen Radiologie (Institut fir Radiologie,
Campus Charité Mitte, Berlin, Deutschland) im Farbeautomaten (Leica Autostainer XL, Leica
Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) mit dem Programm 14 angefertigt.

In den Farbeautomaten wurden nacheinander Objekttragerhalter mit je ca. 26 Objekttragern
eingebracht, welche das HE-Farbeprotokoll nach Romeis mit Mayers Hamalaun durchliefen.
So wurden die Schnitte zuerst mittels Xylol fiir 10 Minuten entparaffiniert, anschliefend in einer
absteigenden Alkoholreihe und destilliertem Wasser in 30 Minuten rehydratisiert und dann fur
5 Minuten in Mayers Hamalaun gefarbt. Nach 10-minatigem blduen der Schnitte in flieRendem
Leitungswasser erfolgte die Gegenfarbung fir 5 Minuten in 0,1%-igen Eosin. Nach einer
Minute in destilliertem Wasser wurden die Praparate am Ende wieder dehydratisiert mittels
aufsteigender Alkoholreihe fiir 6,5 Minuten und Xylol fir 6 Minuten. Nach dem Farbevorgang
gelangten die Objekttrager zum Eindecken in den vollautomatischen Glaseindeckautomat
(Leica CV5030, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland). Die Lagerung
der fertigen Praparate fand in Objekttragerboxen statt.

Die HE-Farbung in der Histopathologie ist schon lange bekannt und bewahrt [125]. Der
naturliche Farbstoff Hamatoxylin aus dem Blauholzbaum (Haematoxylum campechianum)
entfaltet erst dann seine farbende Eigenschaft, wenn es zu Hamatein oxidiert und zusammen
mit Metallionen das basische Hamalaun bildet [126]. Dieses wird von basophilen Strukturen in
der Zelle, wie zum Beispiel dem Zellkern oder dem rauen endoplasmatischen Retikulum
gebunden und farbt diese tief blauviolett. Das synthetische Eosin hingegen farbt alle
Strukturen die azidophil sind rot. Dazu gehéren unter anderem die Proteine des Zellplasmas,
Mitochondrien, das glatte endoplasmatische Retikulum und Kollagen [126].

EvG-Farbung

Die Elastica-van-Gieson-Farbung (EvG-Farbung) ist eine Kombination aus der Elastica-
Farbung nach Weigert und der van-Gieson-Farbung. In dieser stellen sich elastische Fasern
dunkelviolett, Zellkerne schwarzbraun und Kollagenfasern rot dar [127]. So sieht man
besonders gut eine Zunahme von Kollagen im Nervenfaszikel als Anzeichen einer
Fibrosierung und somit einer Neurodegeneration.

Die Farbung der Praparate fand manuell im Labor der Neuropathologie der Charité (Charité
Universitatsmedizin Berlin Campus Mitte, Berlin, Deutschland) statt. Zunachst wurden die
Praparate in Xylol entparaffiniert, gefolgt von einer absteigenden Alkoholreihe zur
Rehydratation. Im Anschluss erfolgte die Farbung mit einer Resorcin-Fuchsin-Lésung fur 20
Minuten. Nach kurzem Spulen mit destillierten Wasser wurden die Praparate fir 5 Minuten in
Hamatoxylin nach Weigert gefarbt und dann unter flieRendem Leitungswasser geblaut. Die
Gegenfarbung mit Picofuchsin dauerte 3 Minuten. AbschlieRend erfolgte die Dehydratation in
einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol. Das Eindecken geschah vollautomatisch.

Neurofilament (NF)-Farbung und S100-Farbung

Die immunhistochemischen Farbungen wurden im Institut fur Neuropathologie der Charité
(Charité Universitatsmedizin Berlin Campus Mitte, Berlin, Deutschland) nach einem
Standardprotokoll erstellt. Dabei werden zell- oder gewebsspezifische Proteine (Antigene)
mittels an AntikGrper gebundener Farbstoffe dargestellt. Fir die spezielle Fragestellung dieser
Arbeit wurden zum einen Neurofilamente (NF) und zum anderen S100-Proteine angefarbt.
Dabei stellen sich die markierten Strukturen jeweils braun dar.

Neurofilamente gehoéren, neben Mikrotubuli und Aktinfilamenten, zu den Zytoskelett-
Proteinen von Nervenzellen und sind maf3geblich an der Struktur und dem Durchmesser des
Axons beteiligt [128]. Bei einer Schadigung der Nerven durch Ethanol werden auch die
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Neurofilamente mit angegriffen und kénnen so je nach Grad der Degeneration weniger gut bis
gar nicht angefarbt werden.

Die S100 Proteine sind Kalzium-bindende Proteine mit einer relativ geringen molekularen
Masse. Sie nehmen eine Vielzahl von intra- und extrazellularen Funktionen war [129, 130]. |hr
Name leitet sich von der Eigenschaft ab, dass sie in 100 % gesattigter Ammoniumsulfat-
Losung I6slich bleiben und nicht, wie andere Proteine, ausfallen [129]. S100-Proteine finden
sich, je nach Subtyp, im Zytoplasma unterschiedlicher Zellen, vor allem in den Gliazellen des
zentralen Nervensystems (ZNS) und des peripheren Nervensystems (PNS), aber auch in
Melanozyten, Kardiomyozyten und Chondrozyten [130]. Fur diese Arbeit war die Detektion der
S100-Proteine in der Glia des PNS, den Schwann- Zellen, wichtig. Bei den postganglionaren
Nervenfasern, die die Nierenarterie umgeben, handelt es sich um unmyelinisierte Nerven. Bei
diesen lassen sich, im Gegensatz zu myelinisierten Nerven, deutlich weniger S100-Proteine
anfarben, da die Anzahl der Schwann-Zellen auch deutlich weniger ist [131]. Trotzdem kann
man auch mit dieser Farbemethode, die durch Ethanol geschadigten Nervenfaszikel, anhand
einer schwacheren Braunfarbung gut erkennen.

Am Hochleistungslichtmikroskop (Zeiss Axio Observer, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland) in den Raumlichkeiten der experimentellen Radiologie der Charité (Institut fur
Radiologie, Campus Charité Mitte, Berlin, Deutschland) wurden die histologische Auswertung
und die Anfertigung der digitalen Histologiebilder, in Ricksprache mit einem Facharzt flr
Neuropathologie, durchgefihrt.

3.10. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung von GraphPad Prism 7.04 und 8.4.3
(GraphPad Software, San Diego, Kalifornien USA). Das Signifikantsniveau wurde bei p < 0,05
festgelegt. Die Testung auf Normalverteilung erfolgte mittles Kolmogorow-Smirnow-Test.
Entsprechend dem Ergebnis wurde zur Auswertung der gepaarten Blutdruckwerte der nicht
parametrische Friedman-Test und bei dem Vergleich der NA-Werte und ihre Assoziationen
der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test angewendet. Auflierdem wurde fiir die
Korrelation von NA-Reduktion und Eindringtiefe der nichtparametrische
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman bestimmt. Dieser gibt die ungerichtete lineare
Beziehung zwischen 2 Variablen an. Die Werte kénnen zwischen -1 und 1 liegen. Beir =0
besteht kein, bei r < 0 ein negativer und bei r > 0 ein positiver Zusammenhang [132]. Dabei
gilt je gréRer die Zahl desto starker der Zusammenhang.

Fir die analytische Beurteilung wurden verschiedene Parameter miteinander in Bezug gesetzt,
um festzustellen ob ein Zusammenhang besteht. Bei diesen Parametern handelt es sich um
die Reduktion des NA-Gehalts und der Nervenanzahl, welche jeweils im Vergleich zum
Degenerationsgrad und der Zirkumferenz gesetzt wurden. Zur graphischen Darstellung
wurden Streudiagramme genutzt. Bei diesen werden die einzelnen Messwerte als Punkte
dargestellt. Die mittlere horizontale Linie zeigt den Median an und die obere und untere Linie
markiert jeweils das 95%-Konfidenzintervall.
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4. Ergebnisse

4.1. Allgemeine Daten

Fiur die Versuchsreihe wurden insgesamt 11 Schweine verwendet. Es handelte sich um
mannlich kastrierte, normotone Hausschweine. Bei der ersten Wiegung betrug das Gewicht
im Mittel 34 kg (+ 10,3 kg). Am Tag der Euthanasie wogen die verbliebenen 10 Schweine
durchschnittlich 44,1 kg (+ 14,5 kg). Alle Tiere wurden einseitig mittels Injektion von 95%-igen
Ethanol renal denerviert.

4.2. Technische Durchfiuhrbarkeit

Das Auffinden der A. femoralis mittels Ultraschallsonde und deren Punktion war bei 9 von 11
Tieren gut durchfihrbar. Nur bei 2 Schweinen musste wegen Schwierigkeiten die andere Seite
punktiert werden. Mittels Fluoroskopie war auch das Platzieren des Pigtail-Katheters auf Héhe
des Diaphragmas bei allen Tieren gut mdglich. Das Vorschieben des Fuhrungskatheters in die
Aorta und das Anwinkeln der Spitze, so dass sie im rechten Winkel an der Wand der Aorta
Uber der Abzweigung der A. renalis zu liegen kommt, war bei 10 von 11 Tieren gut praktikabel.
Einzig bei Schwein 2 war es aufgrund eines zu geringen aortalen GefalRdurchmessers
schwierig, den Fuhrungskatheter in die optimale Position zu bringen. So betrug der Winkel der
Spitze des deflektierten Flhrungskatheters weniger als 90°. Injiziert wurde zunachst
Kontrastmittel und darauffolgend ein Gemisch, welches aus Ethanol, Lokalanasthetikum und
Kontrastmittel bestand. Bei 7 Tieren wurde die linke, bei 4 Tieren die rechte Niere behandelt.
Es wurde darauf geachtet, zuerst eine Testinjektion mit Kontrastmittel vorzunehmen, um den
korrekten Sitz der Nadelspitze sicherzustellen. Bei Schwein Nummer 3 wurde versehentlich
eine geringe Menge des Ethanolgemischs intraarteriell injiziert. Dadurch kam es zur
Thrombusbildung in der A. renalis und folglich aufgrund der mangelnden Durchblutung zur
Nephrozirrhose auf der behandelten Seite. Die Testinjektion erfolgte bei Schwein 8
versehentlich in die V. cava caudalis. Nach Korrektur der Nadelposition und Punktion der Aorta
oberhalb des Nierenarterienostiums wurde die Intervention fortgesetzt. Es gab keinerlei
Hinweise auf Kurz- oder Langzeitschaden. Des Weiteren konnte bei 3 Tieren im
postinterventionellen CT gesehen werden, dass eine Verteilung des Injektats auch um die
kontralaterale Nierenarterie stattgefunden hat, welche nicht beabsichtigt war.

Die CT-Scans postinterventionell und am Tag der Euthanasie konnten ohne besondere
Vorkommen durchgefiihrt werden.

Der Erfolg der Injektion wurde mithilfe eines Score Systems von 1-3 bewertet. Die Auswertung
der postinterventionellen CT-Bilder erfolgte durch 2 erfahrene Radiologen. Eine optimale
zirkumferenzielle Verteilung des Injektats um den Ursprung der A. renalis bis zu ihrer Mitte
oder weiter distal und, wenn vorhanden, den Nebenasten wurde mit einer 3 (exzellent)
bewertet. Wurde die Abzweigung der A. renalis von der Aorta und ihre proximalen Anteile
umspllt, zahlte dies als Scorewert 2 (gut). Ein Wert von 1 (insuffizient) wurde vergeben, wenn
die Verteilung ungeniigend war, das hei3t weder das Ostium, noch Teile der Nierenarterie
wurden mit dem Injektat abgedeckt. In der nachfolgenden Tabelle 2 sind die Scorewerte fir
jedes behandelte Schwein abgebildet. Die Markierung in Klammern entspricht dem Scorewert
der kontralateralen Seite bei den Tieren, bei welchen sich das Injektat auch auf der
unbehandelten Seite verteilt hat.
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Tabelle 2: Bewertung der Injektatdistribution auf der behandelten Seite von 1 - 3 fiir jedes Tier; Score

3 = optimale Verteilung, Score 2 = gute Verteilung, Score 1 = unzureichende Verteilung; () -

Scorewert der kontralateralen Seite

Tiernummer

Score 1

Score 2

Score 3

Schwein 1

(x)

X

Schwein 2

x (x)

Schwein 3

Schwein 4

Schwein 5

Schwein 6

Schwein 7

Schwein 8

X | X| X| X| X| X

Schwein 9

Schwein 10

Schwein 11

(x)

Die Auswertung der Schnittbilder in verschiedenen Ebenen ergab, dass bei 8 von 11 Tieren
eine exzellente Verteilung des Ethanolgemischs auf der behandelten Seite erreicht werden
konnte. Bei Schwein 2, 9 und 10 erzielte man eine gute Verteilung. Die Distribution auf der
kontralateralen Seite war bei einem Tier ungeniigend und bei zwei Tieren gut.

Abbildung 17 zeigt beispielhaft das postinterventionelle CT von Schwein 7, bei welchem die
Distribution des Injektats ein Scorewert von 3 erhielt. Man sieht deutlich, dass die gesamte
Lange der Nierenarterie zirkumferenziell von dem Ethanolgemisch umgeben ist.
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Abbildung 17: Postinterventionelles CT-Bild, coronar, Schwein 7. Score 3. Roter Pfeil: Verteilung des
Injektats um rechte Nierenarterie (griine Linie); RN - rechte Niere; LN - linke Niere; blaue Pfeile -
Rippen

4.3. Sicherheit und Nebenwirkungen

Die Versuchstiere wurden wahrend des gesamten Zeitraums, von der Einstallung bis zur
Euthanasie, von Tierarzten und Tierpflegern beobachtet und tberwacht. 10 der 11 Tiere
Uberstanden sowohl die Intervention als auch die Narkose gut. Bei Schwein Nummer 4 verlief
der Eingriff selbst gut und komplikationslos, jedoch verstarb es perakut in der Aufwachphase.
Es wurde von einem Kreislaufproblem ausgegangen. Daher erhielten die Tiere, welche danach
narkotisiert wurden, wahrend der Intervention zusatzlich ca. 1 Liter Sterofundin® 1SO
Infusionslésung intravends. In den 4 Wochen nach der Intervention bis zum Zeitpunkt der
Euthanasie gab es keine behandlungswirdigen Ereignisse, welche mit der renalen
Denervation in Zusammenhang gebracht wurden. Futter- und Wasseraufnahmen blieben
unverandert, genauso wie das Verhalten der meisten Tiere. 2 Tiere zeigten Auffalligkeiten
bedingt durch die Punktion der A. femoralis und deren Verschluss mit dem AngioSeal-
System®. Neben einer deutlichen Hamatombildung in der Leiste war bei Tier Nummer 3 das
rechte Hinterbein 3 Tage lang kuhler und leicht blaulich verfarbt. Nach 5 Tagen
medikamentdser Therapie war es wieder vollstandig genesen. Schwein 5 wies eine
geringgradige Stltzbeinlahmheit hinten links 3 Tage lang nach der Intervention auf. Da das
Fress- und Ausscheidungsverhalten sonst unauffallig war und es keine weiteren Auffalligkeiten
gab, war eine Therapie nicht notwendig. Alle Tiere waren nach spatestens 5 Tagen wieder
komplett unauffallig in ihrem Verhalten und in ihrer weiteren Entwicklung.

Kurz nach der Intervention, sowie am Tag der Euthanasie wurde ein Kontroll-CT angefertigt,
um Nebenwirkungen oder anatomische Veranderungen durch die Intervention aufzuzeigen.
Bei Schwein 10 und 11 wurde statt eines herkdbmmlichen CT-Scans ein Cone Beam CT
(CBCT) nach dem Eingriff durchgefuhrt. Der Vorteil ist, dass bei dieser Art der Bildgebung der
Patient nicht in einen anderen Raum gebracht werden muss, sondern dass, bei unveranderter
Position, das Gerat 360° um den Patienten rotiert.
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Bei den Kontroll-CTs direkt post interventionem gab es keine besonderen Befunde bis auf
Schwein 3. Bei diesem waren die Thrombosierung der Nierenarterie und ein Teilinfarkt der
linken Niere bereits zu erkennen. Die Auswertung der CT-Bilder nach 4-wo6chiger Standzeit
am Tag der Euthanasie ergaben wiederum nur bei Schwein 3 Nebenwirkungen der
Fehlinjektion. So war eine deutliche Thrombosierung der A. reanlis sichtbar und eine
hochgradige GroRenreduktion der behandelten linken Niere. Die Fehlinjektion in die V. cava
caudalis bei Schwein 8 blieb ohne ersichtliche Langzeitfolgen. Es gab auch keinen Hinweis
auf pathologische Veranderungen der Ureteren wie z.B. einer Stenose oder die Bildung einer
Hydronephrose.

4.4. Renale Denervation mittels Ethanol

Die 4 Tiere, bei denen der Eingriff nicht wie geplant stattgefunden hat, wurden aus der Wertung
ausgeschlossen. Dies betraf die Tiere 1, 2 und 11, bei denen das Injektat teilweise auch auf
die kontralaterale Seite gelaufen ist und Tier 3, bei welchem versehentlich ein Teil des Injektats
intraarteriell appliziert wurde. Aulerdem ist Schwein 4 auch nicht aufgelistet, da dieses perakut
in der Aufwachphase nach dem Eingriff verstorben ist. Die erhobenen Daten dieser 5 Tiere
sind tabellarisch im Anhang auf Seite VI aufgelistet.

4.4.1. Blutdruck

Die Blutdruckwerte wurden in Vollnarkose jeweils kurz vor und kurz nach der Intervention,
sowie am Tag der Euthanasie erhoben. Die Messungen erfolgten nichtinvasiv immer mit der
gleichen Manschette, am gleichen Hinterbein und in gleicher Lageposition. Dabei wurden
automatisch 3 Messungen durchgefiihrt und aus den einzelnen Ergebnissen der arithmetische
Mittelwert gebildet. Die im Folgenden erwahnten Blutdricke sind immer die gemittelten Werte.
In Tabelle 3 sind die Blutdruckwerte der Tiere und der Zeitpunkt der Messung aufgelistet.

Tabelle 3: Blutdruckwerte als arithmetisches Mittel fir jedes Tier vor und nach der Intervention, sowie
am Tag der Euthanasie

Tiernummer Blutdruck Blutdruck Blutdruck
prainterventionell postinterventionell final
in mmHg in mmHg in mmHg

(systolisch/diastolisch) (systolisch/diastolisch) | (systolisch/diastolisch)

Schwein 5 140/29 68/29 100/38
Schwein 6 123/41 128/24 160/55
Schwein 7 106/45 133/87 175/60
Schwein 8 151/81 109/41 114/45
Schwein 9 87/25 149/47 92/30
Schwein 10 115/37 158/29 98/36
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Man kann aus Tabelle 3 erkennen, dass bei Schwein 5, 8, und 10 der systolische Finalwert
geringer ist als der systolische Ausgangswert vor der Intervention. Die Differenz liegt gemittelt
bei -31 mmHg. Bei Schwein 8 und 10 liegt der diastolische Blutdruckwert am Tag der
Euthanasie unter dem diastolischen Wert prainterventionell. Hierbei betragt die gemittelte
Differenz -19 mmHg. Bei den anderen Tieren war der Finalwert jeweils hoéher als der
Ausgangswert. Der systolische Wert lag im Mittel bei 37 mmHg Uber dem prainterventionellen
Wert und der diastolische Wert war im Durchschnitt um 11 mmHg erhéht.

Mittelt man die Blutdruckwerte dieser 6 Tiere ergeben sich ein Blutdruck von 120/43 (+ 21/18)
mmHg prainterventionell, 124 / 43 (= 30/21) mmHg post interventionem und am Tag der
Euthanasie 123/44 (+ 32/11 ) mmHg.

Es gab keinen statistisch signifikanten Abfall der Blutdruckwerte, weder systolisch noch
diastolisch, direkt nach der Intervention oder am Tag der Euthanasie.

4.4.2. Noradrenalinwerte

Die Messung des Noradrenalins im Nierenparenchym ist ein primarer Outcomeparameter und
ein Surrogatmarker fir die Aktivitdt der sympathischen Nerven [34]. In Tabelle 4 sind fiir jedes
Tier die NA-Werte der behandelten Seite und der unbehandelten Seite gegenibergestellt. Die
Differenz wurde zwecks besserer Vergleichbarkeit nicht in absoluten Zahlen sondern in
Prozent angegeben. Man sieht in Tabelle 4, dass der NA-Wert in allen auswertbaren Tieren
auf der behandelten Seite niedriger war als auf der Kontrollseite. Die Spannweite liegt
zwischen - 39,53 % und -25,99 %. Der arithmetische Mittelwert der Reduktion liegt bei
- 32,64 %.

Tabelle 4: Noardrenalinkonzentrationen (in ng/g) der behandelten und unbehandelten Niere sowie der
prozentuale Unterschied zwischen den beiden Werten pro Tier. NA = Noradrenalin

Tiernummer NA-Wert NA-Wert Reduktion in %
behandelte Seite = unbehandelte Seite
in ng/g in ng/g
Schwein 5 324 478 -32,15
Schwein 6 355 523 -32,19
Schwein 7 265 385 -31,07
Schwein 8 204 314 -34,93
Schwein 9 537 888 -39,53
Schwein 10 454 614 -25,99

Die mittlere NA-Konzentration der absoluten Werte betragt 357 ng/g (+ 112 ng/g) auf der
behandelten Seite und 534 ng/g (= 185 ng/g) auf der unbehandelten Seite. Die Reduktion der
NA-Werte ist nicht signifikant (p = 0,13).
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4.4.3. Makroskopische Beurteilung

Nach Euthanasie der Tiere mit anschlieRender Laparotomie erfolgte die makroskopische
Betrachtung des Abdomens, mit Schwerpunkt auf die Aorta abdominalis, die V.cava caudalis,
die Nieren, die Nierenarterien, die Ureteren und das Gewebe rings um die Injektionsstelle.
Zusatzlich wurde die Leistengegend inspiziert, da dort der arterielle Zugang gewahlt wurde.
Diese war bei keinem der 10 Tiere auffallig. Abbildung 18 zeigt die gut verheilte Punktionsstelle
eines der Tiere.

Abbildung 18: Die gut verheilte Punktionsstelle im rechten Inguinalbereich von Schwein 1 (roter Pfeil)

Im Folgenden werden nur die Auffalligkeiten bei der makroskopischen Untersuchung genannt.
Die nicht erwahnten Strukturen waren von physiologischer Morphologie. Tier Nummer 3, bei
dem die versehentliche Fehlinjektion in die linke A. renalis geschehen war, zeigte eine deutlich
verkleinerte und fibrosierte linke Niere. Auf den Abbildungen 19 und 20 sind die linke und
rechte Niere vergleichend zu sehen. In Abb. 19 sieht man die kompletten Nieren, mit einem
Teil der Aorta und der Ureteren. Darauf erkennt man die fibrotisch geschrumpfte linke Niere.
Die linke Nierenarterie ist ebenfalls von fibrotisch veranderten Gewebe umgeben und kaum
abzugrenzen. Abb. 20 zeigt die beiden Nieren nach einem Sagittalschnitt, wobei hier wiederum
die hochgradige Fibrose der linken Niere, welche einen Grofteil der Nierenrinde und auch das
Nierenmark betrifft, zu sehen ist. Physiologisches Nierengewebe ist kaum vorhanden. Die
rechte Niere inklusive der hilaren Strukturen erscheint unauffallig.
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Abbildung 19: Darstellung der beiden entnommenen Nieren von Schwein 3 mit den angrenzenden
Zielstrukturen. Die linke, behandelte Niere ist stark atrophiert, wohingegen die rechte Niere ohne
besonderen Befund ist. A - Aorta; NA - Nierenarterie; U - Ureter; F - Fibrose

Abbildung 20: Vergleich der linken, atrophierten Niere mit der kontralateralen Seite von Schwein 3
nach einem Sagittalschnitt. F - Fibrose

Schwein 5 wies auf der rechten, unbehandelten Niere 1 kleine Zyste (ca. 1 x 1 x 0,5 cm) auf.
Diese befand sich im caudalen Drittel auf der lateralen Seite. Weiterhin fielen mittelgradige
Fibrosierungen am cranialen Nierenpol und entlang der Nierenarterie auf. Auch bei Schwein 6
war fibrotisches Gewebe rings um die A. renalis der behandelten, linken Niere sichtbar (s. Abb.
21).
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Rechte Niere : Linke Niere

Abbildung 21: Beide Nieren von Schwein 6 inklusive den angrenzenden Zielstrukturen. Beide Nieren
sind von physiologischer Form und Farbe. Ebenso die Ureteren (U). Auffallig ist das fibrotische Gewebe
um die linke, behandelte Nierenarterie (scharzer Pfeil). Die rechte Nierenarterie (NA) ist ohne
besonderen Befund.

Des Weiteren wurde bei der Inspektion der Aorta eine kleine blaulich-braunlich gefarbte Stelle
nahe der Abzweigung der A. renalis gefunden (s. Abb. 22). Schwein 8 hatte geringgradige
Fibrosierungen rings um die Nierenarterie. Bei der Inspektion der Innenseite der Aorta war
eine kleine, punktuelle braunliche Verfarbung der Gefalintima, welche sich durch alle
Schichten der Aorta zog, auffallig. Die V. cava caudalis war unauffallig, obwohl es wahrend
der Intervention zu einer Fehlinjektion von Kontrastmittel in selbige gekommen war.

Abbildung 22: Blick auf die Intima der langs aufgeschnittenen Aorta von Schwein 6. Auffallig ist eine
braunliche Verfarbung (schwarzer Pfeil) cranial des Ostium renalis (O). A - Aorta; N - linke Niere
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Bei Schwein 10 und 11 waren weiterhin nur die mittelgradigen Fibrosierungen am cranialen
Nierenpol und um die Aa. renales der behandelten Seite auffallig. In Abbildung 23 ist eine
solche Verklebung des vorderen Nierenpols mit dem umliegenden Gewebe zu erkennen. Es
ist die behandelte rechte Niere von Schwein 11 zu sehen.

Abbildung 23: Fibrosierungen cranial am Nierenpol der rechten Niere von Schwein 11 (roter Pfeil). N
- rechte Niere; B - Vesica urinaria; G - A. und V. renalis

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass 5 von 10 Schweinen gering- bis mittelgradig
fibrotisches Gewebe am cranialen Nierenpol und um die Nierenarterie der jeweils behandelten
Seite aufwiesen. Die Ureteren waren bei allen Tieren unauffallig. Es gab keine Hinweise auf
Stenosen oder Hydroureter. Ein Tier zeigte eine kleine Zyste im Nierengewebe. Bei 2 der 10
Schweine war ein kleines Hamatom in der Aortenwand, an der Penetrationsstelle der Nadel,
zu finden. Die schwersten unerwlinschten Nebenwirkungen zeigte Schwein 3, bei welchem
die linke, behandelte Niere durch einen Infarkt groRtenteils fibrotisch verandert war.

4.4.4. Histologische Auswertung

Neben den NA-Werten ist die histologische Auswertung der neuronalen Schadigungen durch
die Ethanolinjektion ein primarer Outcomeparameter dieser Arbeit. Bei der Beurteilung der
Zielstrukturen wurde das Augenmerk vor allem auf die Degeneration der Nervenfasern entlang
der Aa. renales gelegt. Weiterhin wurden eventuelle pathologische Veranderungen auf Grund
der Substanzapplikation in den angrenzenden Strukturen, wie den Ureteren und der Aorta,
eruiert.

Insgesamt wurden ca. 1400 Schnitte angefertigt und begutachtet. Die Begutachtung geschah
gemeinsam mit einem Facharzt flir Neuropathologie vom Institut flir Neuropathologie an der
Charité, Universitatsmedizin Berlin, Campus Mitte. Flr eine objektivere Beurteilung wurden
die Schaden an den Nervenfasern in 4 Grade unterteilt. Als Anhaltspunkt diente die Einteilung
nach Sakakura et al. [133]. In Tabelle 5 findet man den Grad der Schadigung und die jeweils
dazugehdérige Definition.
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Tabelle 5: Einteilung der neruronalen Schaden in verschiedene Grade und deren Definition

Grad der Degeneration

Definition

Grad 0 - keine Schadigung

Es sind keine Schaden am Nervenfaszikel zu sehen. Das
Peri- und Epineurium sind klar voneinander abzugrenzen.
Es sind keine fibrotischen Veranderungen ersichtlich. Der
Nerv ist voll funktionsfahig.

Grad 1 - milde Schadigung

Es gibt eine leichte perineurale Fibrose, d. h. das
Perineurium erscheint geringgradig verdickt. Eine
Differenzierung zwischen Perineurium und umliegenden
Bindegewebe (Epineurium) wird schwieriger, ist aber
mdglich. Eine Endoneurofibrose ist nicht oder nur minimal
vorhanden. Die Funktionsfahigkeit des Nervs ist leicht
eingeschrankt.

Grad 2 - moderate Schadigung

Die perineurale Fibrose ist zunehmend ausgepragt und
deutlich zu sehen. Eine Differenzierung zwischen
Perineurium und Epineurium ist nicht mehr moglich.
AuRerdem ist das Endoneurium markant verdickt. Somit
ist die Struktur des Nervenfaszikels verandert.
Mineralisierungen kénnen auftreten. Der Nerv kann nur
noch eine Restfunktion austben.

Grad 3 - schwere Schadigung

Es kommt zu einer schweren peri- und endoneuralen
Fibrose. Die Faszikelmorphologie ist komplett verandert
und kaum bzw. gar nicht mehr zu erkennen. Eine
Funktion des Nervs ist nicht mehr gegeben.
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Abbildung 24: A. renalis mit einem gesunden, in der Peripherie liegenden Nervenfaszikel (roter Pfeil).
Schwein 1, rechte Seite, 5-fache VergréRerung, EvG-Farbung

Abbildung 24 zeigt exemplarisch einen Teil der rechten, unbehandelten Nierenarterie von
Schwein 1 in der EvG-Farbung. Der typische dreischichtige Aufbau einer Arterie ist gut zu
erkennen. Die innere Schicht ist die Tunica interna mit einer didnnen, lumenseitigen
Endothelschicht. AnschlieRend folgt die Tunica media, welche aus glatter Muskulatur besteht.
Abschlielfend bildet eine Bindegewebsschicht die Tunica externa. Diese geht in das
umliegende Bindegewebe flieRend tber. In der Adventitia liegen die Nervenfasern des Plexus
renalis. So sieht man auf der rechten Bildhalfte u.a. einen gesunden Nervenfaszikel.

4.4.4.1. Degenerationsgrad

Veranderungen der Nervenstruktur waren in der EvG-Farbung besser zu beurteilen, als in der
HE-Farbung. Das ist der Fall, da sich Kollagenfasern in der EvG-Farbung deutlich rétlich
darstellen und diese bei fibrotischen Veranderungen vermehrt vorliegen. Weiterhin sind
Zellkerne schwarzbraun und elastische Fasern dunkelviolett gefarbt. In den folgenden
Abbildungen 25 bis 29 wird fur jeden Degenerationsgrad ein Beispiel in der EvG-Farbung
abgebildet. Bei den hellen Zwischenrdumen handelt es sich um fixationsbedingte Artefakte.

44



Ergebnisse

Abbildung 25: Degenerationsgrad 0 = gesunde Nerven; En - physiologische Axone mit Endoneurium,
P - Perineurium; Schwein 3: linke Nierenarterie, 5-fache VergréRerung, EvG-Farbung

In Abb. 25 sieht man rechts neben der Nierenarterie einen grofen intakten Nervenfaszikel.

Dieser zeigt keinerlei Hinweise auf fibrotische Veranderungen. Sein Aufbau ist vollkommen
physiologisch.

Abbildung 26: Degenerationsgrad 1 = ggr. Schadigung, P - ggr. Perineurofibrose, roter Pfeil - minimale
Endoneurofibrose, Schwein 5, linke Nierenarterie, 20-fache VergroRerung, EvG-Farbung
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Eine milde Schadigung eines Nervenfaszikels ist in Abb. 26 beispielhaft zu sehen. Das
Perineurium ist durch Fibrose geringgradig verdickt und teilweise nicht gut vom umliegenden
Bindegewebe zu unterscheiden. Das Endoneurium der einzelnen Axone ist zum Grolf3teil noch
unverandert. Lediglich an einer Stelle sieht man eine minimale Verdickung, welche hinweisend
auf eine geringgradige Endoneurofibrose ist.

Abbildung 27: Degenerationsgrad 2 = moderate Schadigung, En - deutliche Endoneurofibrose,
BG - Bindegewebe, Schwein 10, rechte NA, 20-fache Vergroéferung, EvG-Farbung

Abbildung 27 zeigt ein Beispiel fiir einen moderat geschadigten Nervenfaszikel. Dieser stammt
von der rechten, behandelten Nierenarterie von Schwein 10. Man sieht die deutliche
Endoneurofibrose um die Nervenfasern. Eine Abgrenzung zwischen Perineurium und
umliegenden Bindegewebe ist nicht mehr mdglich. Auch ist das Perineurium nicht mehr vom
Endoneurium abgrenzbar.

Eine Besonderheit der Degeneration ist bei Schwein 2 aufgetreten. Bei diesem ist es zur
Mineralisierung eines Nervenfaszikels gekommen. Dies ist in der HE- Farbung etwas
deutlicher als in der EvG-Farbung zu sehen. Abbildung 28 zeigt die Veranderungen in beiden
Farbungen. In der HE-Farbung stellt sich die Mineralisation dunkellila dar. Fast 50 % des Nervs
scheint betroffen. In der EvG-Farbung ist die Mineralisation durch ein Fehlen der normalen
Endoneuriumstruktur gekennzeichnet.
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Abbildung 28: Degenerationsgrad 2 - Mineralisierung eines Nervenfaszikels. Schwein 2, linke
Nierenarterie, 10-fache VergroRerung. A - HE-Farbung: N - Nervenfaszikel, P - Perineurium,
Mineralisation (roter Pfeil); B - Evg-Farbung: N - Nervenfaszikel, P - Perineurium, Mineralisation (roter
Pfeil)

Die schwerste Schadigung ist Grad 3. Diese ist beispielhaft in Abbildung 29 zu sehen. Es
handelt sich um die rechte, behandelte Nierenarterie von Schwein 10. Dabei ist eine
hochgradige Endoneurofibrose, welche den gesamten Nervenfaszikel betrifft, deutlich
erkennbar. AulRerdem ist das Perineurium hochgradig verdickt. Der strukturelle Aufbau des
Nervs ist deutlich verandert. Er lasst sich kaum noch vom umliegenden Bindegewebe
unterscheiden. Eine Funktion desselbigen ist nicht mehr zu erwarten.

Abbildung 29: Degenerationsgrad 3 = schwere Schadigung. Schwein 10, rechte Nierenarterie, 10-
fache VergrofRerung, EvG-Farbung. En - hgr. Endoneurofibrose; P - hgr. Perineurofibrose
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Auch in den immunhistologischen Farbungen waren die unterschiedlichen
Degenerationsgrade gut zu erkennen. Das Besondere bei diesen Farbungen ist, dass gewisse
Proteine mittels Antikdrper angefarbt werden. Diese stellen sich dann braun, wie in unseren
Praparaten, oder rot dar. Mittels Hidmalaun wird das restliche Praparat blau gegengefarbt. Eine
der 2 immunhistologischen Farbungen war das Neurofilament (NF). Neurofilamente sind
wichtige strukturelle Bestandteile von Axonen und Dendriten der Nervenzellen. Je
geschadigter der Nerv, desto weniger Neurofilamente sind vorhanden und desto weniger
werden sie farblich dargestellt. Die zweite immunhistologische Farbung ist die S100-Protein-
Farbung (S-100). S-100-Proteine binden Calcium und haben diverse andere Aufgaben in den
Zellen. Dementsprechend werden sie von einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert, u.a. gehdren
die Schwann-Zellen des peripheren Nervensystems dazu. Auch bei dieser Farbung gilt: je
hoher der Degenerationsgrad, desto weniger S-100-Proteine sind vorhanden und desto
weniger kénnen farblich sichtbar werden.

In Abbildung 30 ist der von Abbildung 29 schwer geschadigte Nerv in der S-100 und der NF-
Farbung dargestellt. Es ist so gut wie keine Braunfarbung der gewahlten Proteine sichtbar.
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Abbildung 30: Schwein 10, rechte Nierenarterie, Degenerationsgrad 3 A: NF-Farbung, 10-fache
VergroRRerung, N - Nervenfaszikel. B: S-100-Farbung, 10-fache VergréRerung, N - Nervenfaszikel

Abbildung 31 zeigt einen Nervenfaszikel mit moderater Schadigung der behandelten Seite von
Tier 1. In der S-100-Farbung und der NF-Farbung sind jeweils nur geringgradig braun gefarbte
Axone zu erkennen.
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Abbildung 31: Schwein 1, linke Nierenarterie, Degenerationsgrad 2. A: NF-Farbung, 20-fache
VergroéRRerung, N - Nervenfaszikel. B: S-100-Farbung, 10-fache VergréRerung, N - Nervenfaszikel
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Ein nur mild geschadigter Nervenfaszikel von Schwein 3 wird in Abbildung 32 gezeigt. Deutlich
ist die Braunfarbung der Axone bei beiden immunhistologischen Farbungen erkennbar.

o

20 pm
—_—

Abbildung 32: Schwein 3, linke Nierenarterie, Degenerationsgrad 1. A: NF-Farbung, 20-fache
Vergroflerung, N - Nervenfaszikel, P - Perineurium B: S-100-Farbung, 20-fache Vergroferung, N -
Nervenfaszikel, P — Perineurium

Tabelle 6 stellt, als Ubersicht, den maximalen Grad der Degeneration pro Tier und Seite dar.

Tabelle 6: Ubersicht der maximalen Degenerationsgrade der Nerven pro Tier und pro Seite

Tiernummer Maximaler Maximaler
Degenerationsgrad der Degenerationsgrad der
Nerven auf der Nerven auf der
behandelten Seite unbehandelten Seite
Schwein 5 3 0
Schwein 6 1 0
Schwein 7 2 0
Schwein 8 1 0
Schwein 9 3 0
Schwein 10 1 0

Aus Tabelle 6 ist ersichtlich, dass bei allen 6 Tieren eine Schadigung von Nervenfasern um
die jeweils behandelte Nierenarterie durch das Ethanolgemisch erreicht werden konnte. Bei 2
von 6 Tieren waren diese Schadigungen maximal. Der mittlere Schadigungsgrad bei den 6
Tieren betragt 1,8 (+ 0,9).
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4.4.4.2. Zirkumferenz

Ein weiteres Kriterium der Auswertung war die Beurteilung der zirkumferenziellen Verteilung
des Injektats um die behandelte Nierenarterie. Dafir wurden die Nierenarterie und das
angrenzende Gewebe in 4 Quadranten unterteilt. Je nachdem in wie vielen Quadranten sich
geschadigte Nerven befanden, wurde die Verteilung mit 0 %, 25 %, 50 %, 75 % oder 100 %
bezeichnet. Ein Beispiel dafur ist in Abbildung 33 zu sehen.

Quadrant 1 4 3 Quadrant 2

200 pm
—

Quadrant 3

Abbildung 33: Nierenarterie inklusive des umgebenden Bindegewebes mit Nerven (X) des Plexus
renalis von Schwein 11, rechte Nierenarterie, EvG-Farbung. Einteilung in 4 gleich grofe Quadranten (1
- 4). Den Mittelpunkt bildet die Mitte des Lumen der Nierenarterie (NA). Keine Schadigung der Nerven
sichtbar (= 0 % Verteilung).
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Die Tabelle 7 zeigt pro Tier und pro Seite die jeweilige zirkumferenzielle Verteilung anhand
betroffener Quadranten.

Tabelle 7: Zirkumferenzielle Verteilung in % pro Tier und pro Seite

Tiernummer Zirkumferenzielle Zirkumferenzielle
Verteilung in % auf der Verteilung in % auf der
behandelten Seite unbehandelten Seite
Schwein 5 50 0
Schwein 6 25 0
Schwein 7 25 0
Schwein 8 50 0
Schwein 9 50 0
Schwein 10 75 0

Bei 4 von 6 Schweinen sind 50 % oder mehr betroffen, das heil3t es gab 2 oder mehr
Quadranten, in denen sich geschadigte Nerven befanden. 100 % wurde bei keinem der Tiere
erreicht. Die durchschnittliche Verteilung lag bei 46 % (+ 17 %) auf der behandelten Seite.
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4.4.4.3. Nervenanzahl

Ein weiteres Kriterium bei der Auswertung war die Anzahl der Nerven pro Nierenarterie. Daflr
wurden alle sichtbaren Nerven rings um die jeweilige Nierenarterie in der EvG-Farbung
gezahlt. In Tabelle 8 sind die Ergebnisse aufgelistet.

Tabelle 8: Ubersicht der Nervenanzahl pro Nierenarterie und pro Tier, sowie die Angabe der Differenz
zwischen den beiden Seiten

Tiernummer Anzahl der Anzahl der Nerven Differenz
Nerven auf der auf der
behandelten Seite | unbehandelten Seite
Schwein 5 41 47 -6
Schwein 6 54 52 2
Schwein 7 23 22 1
Schwein 8 30 52 -22
Schwein 9 23 99 -76
Schwein 10 23 65 -42

Die durchschnittliche Nervenanzahl von allen 6 Tieren betragt auf der behandelten Seite 32,3
(+ 11,6) und auf der unbehandelten 56,2 (+ 23,1). Die meisten Nerven waren bei Schwein 9
auf der unbehandelten Seite zu finden (99) und die wenigsten bei Schwein 7 auf der
unbehandelten Seite (22). Bei Schwein 5, 8, 9 und 10 ist die Nervenanzahl auf der behandelten
Seite geringer, als auf der unbehandelten. Statistisch gesehen ist die Reduktion nicht
signifikant, da p = 0,16.

4.4.4.4. Maximale Schadigungstiefe

Des Weiteren wurde gemessen, bis in welche Tiefe Schadigungen im Gewebe nachgewiesen
werden konnten. Daflr wurde die weiteste Strecke zwischen der Lamina interna der
Nierenarterie und der Mitte eines geschadigten Nervs bestimmt. Dies ist beispielhaft in
Abbildung 34 zu sehen.
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Quadrant 2 o

Quadrant 1
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Quadrant 3 & i Quadrant 4

Abbildung 34: Ubersichtsdarstellung der linken, behandelten Nierenarterie von Schwein 1, EvG-
Farbung. Einteilung in 4 Quadranten. Geschadigte Nerven sind in Quadrant 1 und 2 vorhanden. Bei
diesen wurde der Abstand zum Lumen der Nierenarterie gemessen (rote Pfeile A, B und C). Pfeil B
hat die gré3te Entfernung.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Ubersicht der maximalen Entfernung geschéadigter Nerven zum Lumen der Nierenarterie pro
Tier.

Tiernummer Maximale Entfernung

geschadigter Nerven zum

Lumen der Nierenarterie in
mm
Schwein 5 4.8
Schwein 6 0,9
Schwein 7 1,4
Schwein 8 2.1
Schwein 9 4.2
Schwein 10 2,7
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Die Entfernungen lagen zwischen 0,9 mm bei Schwein 6 und 4,8 mm bei Schwein 5. Im
Durchschnitt betrug die maximale Entfernung 2,7 mm (£ 1,4 mm).

4.4.5. Analytische Beurteilung

Im nun folgenden Abschnitt wurden die erhobenen Daten in Bezug zueinander gesetzt. Bei
den dargestellten Streudiagrammen markiert die mittlere horizontale Linie den Median und die
obere und untere kurzere Linie zeigt das 95%-Konfidenzintervall an.

4.4.5.1. NA-Reduktion und Degenerationsgrad

Die Noradrenalinreduktion in % pro Tier wurde in Bezug gesetzt mit dem Degenerationsgrad.
Dafir wurde der jeweilige Degenerationsgrad einer Kategorie zugeordnet. Die
Degenerationsgrade 0 - 1 gehdren zu Kategorie A und die Degenerationsgrade 2 - 3 gehdren
zu Kategorie B. Je Kategorie gab es jeweils 3 Tiere. Zu sehen ist dies in Abbildung 35. Die
Reduktion des NA-Wertes ist in Kategorie B nicht signifikant gréRer als in Kategorie A (p > 0,9).
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Abbildung 35: NA-Reduktion in % und Degenerationsgrade nach Kategorie

4.4.5.2. NA-Reduktion und Zirkumferenz

Die NA-Reduktion in % wurde au3erdem zur Zirkumferenz in Bezug gesetzt. Daflir wurde die
Zirkumferenz in 2 Kategorien A und B unterteilt. Zu Kategorie A gehdren die Tiere, bei denen
kein oder ein Quadrant degenerative Nervenblndel zeigt. Man kann auch sagen Tiere mit
einer zirkumferentiellen Verteilung von O oder 25 %. In Kategorie B wurden die Tiere
eingeordnet, welche in 2, 3 oder 4 Quadranten degenerative Veranderungen zeigten und somit
eine zirkumferentielle Verteilung von 50, 75 oder 100 % zeigten. Dabei gehdrten 2 Tiere zu
Kategorie A und 4 Tiere zu Kategorie B. Graphisch wird dies in Abbildung 36 deutlich.
Statistisch gab es keine signifikant hdhere NA-Reduktion in Kategorie B als in Kategorie A
(p=0,8).
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NA-Reduktion und Zirkumferenz
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Abbildung 36: NA-Reduktion in % und die Zirkumferenz nach Kategorien

4.4.5.3. Nervenanzahlreduktion und Degenerationsgrad

Des Weiteren wurde die Differenz der Nervenanzahl auf der behandelten Seite mit dem
Degenerationsgrad in Bezug gesetzt. Die Degenerationsgrade wurden wieder, wie oben
beschrieben, in 2 Kategorien eingeteilt. Die Reduktion der Nervenanzahl der behandelten zur
unbehandelten Seite wird als positive Zahl auf der Y-Achse angegeben. Sind auf der
unbehandelten Seite mehr Nerven gezadhlt worden, werden diese als negative Zahl
angegeben. Abbildung 37 stellt den Vergleich graphisch dar.

Nervenanzahlreduktion und Degenerationsgrad
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Abbildung 37: Differenz der Nervenanzahl und die Degenerationsgrade nach Kategorie
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P ist grofier als 0,9 und somit gab es keine signifikant groRere Reduktion der Nervenzahl in
Kategorie B.

4.4.5.4. Nervenanzahlreduktion und Zirkumferenz

Die Differenz der Nervenanzahl wurde auRerdem mit der Zirkumferenz in Zusammenhang
gesetzt. Dafur wurde die Zirkumferenz der Injektatsverteilung wieder in die oben
beschriebenen zwei Gruppen aufgeteilt. Dies ist in Abbildung 38 graphisch dargestellt. Die
Reduktion der Nervenanzahl in Kategorie B ist nicht signifikant héher als in Kategorie A (p =
0,13).
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Abbildung 38: Differenz der Nervenanzahl und die Zirkumferenz nach Kategorie
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4.4.5.5. Korrelation Eindringtiefe und NA-Reduktion der behandelten Seite

Als letztes wurde der Spearmansche Korrelationskoeffizient bestimmt. Dafir wurde die
Eindringtiefe der 6 gelungenen Injektionen in Bezug zu den jeweiligen NA-Reduktionswerten
der behandelten Seite gesetzt. Der errechnete Koeffizient betrug r = 0,09. Der Koeffizient
bedeutet, dass nur ein sehr geringgradig positiver Zusammenhang zwischen den 2 Variablen
Eindringtiefe und NA-Wert absolut besteht. Graphisch ist dies in Abb. 39 veranschaulicht.
Dabei befindet sich auf der X-Achse die Eindringtiefe in mm und auf der Y-Achse die NA-
Reduktion in %.

Korrelation zwischen Eindringtiefe und NA-Reduktion

45+
o 40- %
=
_5 354 @
x ™ °
=) o
S 30-
o
S 254 .
20 T T 1
0 2 4 6

Eindringtiefe in mm

Abbildung 39: Korrelation zwischen der Eindringtiefe in mm und der Noradrenalin (NA)-Reduktion
in %
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5. Diskussion

5.1. Allgemeine Uberlegungen

Wieso eine erfolgreiche Therapie von Patienten mit refraktarer arterieller Hypertonie so
Uberaus wichtig ist, wurde bereits unter 2.2. und 2.3. genau erlautert. Ebenso wurde die
bedeutende Rolle des sympathischen Nervensystems bei der Pathophysiologie der arteriellen
Hypertonie unter 2.1. beschrieben.

Die Idee der renalen Denervation mittels minimalinvasiver katheterapplizierter
Radiofrequenzenergie wurde in den ersten grof3en Studien (Symplicity HTN-1 und HTN-2)
scheinbar vielversprechend umgesetzt [15, 16]. Jedoch waren die Ergebnisse der
randomisiert-kontrollierten Symplicity HTN-3 Studie weniger Uberzeugend [17] und fuhrten in
Fachkreisen zu kritischen Diskussionen.

Darum galt und gilt es nach neuen, alternativen Methoden zu forschen, um das Ziel einer
erfolgreichen renalen Sympathikolyse zu erreichen. Neben verschiedenen thermischen
Methoden, wurden auch diverse chemische Substanzen untersucht, welche katheterbasiert
oder ohne Katheter direkt perkutan appliziert wurden [15, 16, 18, 21, 23]. So widmete sich
auch unsere Arbeitsgruppe der Erprobung einer chemischen Substanz zur RDN. Dabei
handelte es sich um Ethanol, das zum ersten Mal im Schweinemodell katheterbasiert
transaortal um die Nierenarterie injiziert wurde. Aufgrund der Schonung der Nierenarterie
werden die damit verbundenen anatomischen Limitationen potentiell umgangen.

5.2. Diskussion von Material und Methoden

5.2.1. Das Versuchstiermodell

Das Tier der Wahl war das Hausschwein. Dieses entspricht in der Physiologie, der renalen
GefaRanatomie sowie der renalen Gefalkgrole dem Menschen am besten [134]. Schon in
ahnlichen vorangegangenen Studien hat sich das Schwein, im Alter von ca. 3 Monaten, als
gut geeignet erwiesen [23,108]. Der GefaRdurchmesser der A. renalis in diesem Alter liegt bei
durchschnittlich 3,7 mm [108]. Der Durchmesser der Nierenarterie des adulten Menschen liegt
zwischen 4 - 6 mm [135]. AuRerdem ist auch die eigentliche Zielstruktur, die sympathischen
Nervenfasern entlang der Nierenarterie, mit denen des Menschen vergleichbar. So zeigten
Tellez et al. 2013, dass im proximalen Segment der porzinen Nierenarterie die Nervendichte
am groBten ist und sie nach distal langsam abnimmt [28]. Weiterhin befanden sich mehr als
50 % der gesamten Nerven 0 - 3 mm vom Lumen der Nierenarterie entfernt. Uberdies gab es
deutlich mehr efferente sympathische Nervenfasern als afferente [28]. Sakakura et al. fanden
2014 sehr ahnliche Ergebnisse bei der Untersuchung von 20 humanen Nierenarterien [29].
Diese stammten von normotensiven und hypertensiven Patienten. Auch hier fand man
proximal eine hdéhere Nervenanzahl als distal. Die mittlere Distanz zwischen Nerven und
Arterienlumen lag zwischen 3,4 mm proximal und 2,6 mm distal [29]. Die Zahl der efferenten
Nervenfasern lag, wie bei den Schweinen, deutlich Uber denen der afferenten Fasern [29].
Ferner konnte gezeigt werden, dass ventral mehr Nerven vorkommen als dorsal. Dies ist bei
porzinen Nierenarterien gleichermalen der Fall [29,133].

Durch diese vielen Ahnlichkeiten sind die Ergebnisse der Intervention also gut auf den
Menschen Ubertragbar. Zu Bedenken ist die eventuelle Regeneration der Neuronen bei
Jungtieren im Gegensatz zum erwachsenen Menschen. Darlber gibt es jedoch bislang keine
aussagekraftigen Studien.
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5.2.2. Sedation und Narkose

Bei der Sedierung entschieden wir uns fiir eine Kombination von Midazolam und Ketamin. Da
man diese Wirkstoffe als Mischspritze verabreichen kann, mussten wir die Tiere nur einmal
Stechen und konnten so den Stress minimal halten. Wichtig zu beachten ist, dass Midazolam
als Benzodiazepin eine blutdrucksenkende Wirkung hat [136]. Ketamin als dissoziatives
Anasthetikum hat eine starke analgetische Wirkung, welche aber nicht Gber den gesamten
Zeitraum des Eingriffs anhielt. Es wirkt stimulierend auf Herz und Kreislauf, fihrt aber auch zu
einem erhohten Muskeltonus. Letzterer wird durch die muskelrelaxierende Wirkung von
Midazolam wieder ausgeglichen [137]. Diese Pramedikation war nétig um einen Venenzugang
am Ohr des Tieres zu legen. Darlber erfolgte dann die Propofolgabe zur Aufrechterhaltung
der Narkose. Auch Propofol hat eine blutdrucksenkende Wirkung [138]. Trotzdem wurde
Propofol als Injektionsanasthetikum gewahlt, da es durch seine kurze Halbwertszeit die
Narkose sehr gut steuerbar macht und kaum kardiale Nebenwirkungen aufweist [138]. Zudem
bergen Inhalationsanasthetika beim Schwein das Risiko, eine maligne Hyperthermie
auszulésen. Propofol hingegen wirkt nicht aktivierend an den sarkoplasmatischen
Calciumionenkanalen [139]. Fur eine ausreichende Analgesie wahrend des Eingriffs wurde
zusatzlich das synthetische Opioid Fentanyl verabreicht. Dies geschah aufgrund des schnellen
Wirkungseintritts und der kurzen Wirkdauer als Dauertropf [140]. Auch Fentanyl wird eine
blutdrucksenkende Wirkung zugeschrieben [140]. Dies ist eine mogliche Erklarung fur die
teilweise sehr niedrigen diastolischen und systolischen Blutdruckwerte der Tiere pra- und
postinterventionell sowie am Finalisierungstag.

5.2.3. Wirkstoffwahl - Ethanol

Als Wirkstoff fur die chemische RDN (cRDN) fiel die Wahl auf Ethanol. Ethanol ist ein sehr
potentes Neurolytikum und wird in der Medizin seit langem vor allem zur Behandlung extrem
starker chronischer Schmerzzustédnde, wie zum Beispiel bei Tumorerkrankungen, benutzt
[116]. Eine Zerstérung der Nervenzellen findet durch Ausfallung von Muko- und Lipoproteinen
statt [116]. In der Schmerztherapie werden zur Analgesie Konzentrationen von 40 - 100 %
verwendet [115]. In unserem Versuch wurde 95%-iger Ethanol eingesetzt. Er breitet sich durch
seine gute Loéslichkeit relativ schnell in das umliegende Gewebe aus, macht eine genaue
Applikation dadurch aber auch schwieriger [116].

Da die Injektion von Ethanol alleine einen brennenden Schmerz auslést, wird kurz vorher oder
gleichzeitig ein Lokalanasthetikum verabreicht. In der vorliegenden Arbeit wurde Bupivacain
fir diesen Zweck verwendet.

Ethanol hatte sich zudem schon in vorangegangenen Studien als potentes Mittel zur RDN
gezeigt. Streitparth et al. konnten 2013 erfolgreich eine RDN mittels MRT-gesteuerter
periarterieller Ethanolinjektion an 6 Schweinen durchflihren [21]. 2014 folgte die erste cRDN
im Menschen. Nach CT-gestutzter periarterieller Ethanolinjektion bei einem 50-jahrigen
Patienten mit therapierefraktarer aHT wurde eine Blutdrucksenkung nach einem Monat von
29 /14 mmHg erreicht [117]. 2016 konnte auch eine Phase-II-Pilot Studie die Effektivitat von
Ethanol bei einer cRDN bestatigen [141]. Diese Studien konnten zeigen, dass der perkutane
Zugangsweg eine wirksame Alternative zum endovaskularen Ansatz darstellt.

Daneben gab es auch Studien mit einer endovaskularen Herangehensweise, bei welcher
Ethanol effektvoll benutzt wurde. Fischell et al. setzten 2015 erfolgreich einen 3-Nadel-
Katheter im praklinischen Schweinemodell und auch in ersten klinischen Studien ein [142].
Uber diesen erfolgte eine Ethanolinjektion durch die Wand der Nierenarterie in das umliegende
Gewebe.

Ein weiterer Vorteil gegeniber anderen moéglichen Substanzen wie z.B. Vincristin ist der
glnstigere Einkaufspreis.
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All dies flhrte zu der Entscheidung, dass Ethanol als Wirkstoff zur cRDN in unserem Versuch
dienen sollte.

5.2.4. Katheterwahl

Ein Nachteil vieler Kathetersysteme zur RDN ist die nétige Eignung der Sondierung der
Nierenarterien. Diese missen zum Beispiel einen gewissen Durchmesser oder eine gewisse
Lange haben. Dazu kommt, dass eine nicht zu vernachlassigende Anzahl von Patienten mehr
als eine Hauptnierenarterie pro Seite aufweist [118]. Um mdoglichst viele Patienten mit
refraktarer aHT in Zukunft zu behandeln, haben wir einen experimentellen Katheter getestet,
welcher nur bis in die Aorta, genauer gesagt bis zur Abzweigung der jeweiligen Nierenarterie
vorgeschoben werden muss um dann die Aortenwand zu penetrieren. So sind anatomische
Besonderheiten oder Vorerkrankungen der Nierenarterien selbst kein Ausschlusskriterium
mehr. Um ein sicheres Vorschieben bis zum Ostium renale zu gewahrleisten, musste die
Nadelspitze ein- und ausziehbar sein. Darlber hinaus war es fiir die optimale Ausrichtung der
Nadel zur Penetration der Aortenwand nétig, dass die Spitze des Flhrungskatheters nach
allen Seiten bis zu 90° beweglich ist. All diese Kriterien vereinte der verwendete experimentelle
Katheter. Die flektierbare Schleuse findet bereits Anwendung in verschiedenen klinischen
Bereichen. Sie wird z.B. zur peripheren, renalen und intrakardialen Platzierung von Therapie-
und Diagnosegeraten genutzt und dementsprechend in verschiedenen Langen und mit
verschiedenen Durchmessern angeboten [143].

5.2.5. Bestimmung von Noradrenalin

Ein Abfall des NA-Wertes korreliert positiv mit dem Erfolg der renalen Denervation [9]. Da eine
Zerstdérung der sympathischen Nervenfasern entlang der Nierenarterien eine Senkung des
NA-Wertes im Nierenparenchym zu Folge hat[9, 15, 144]. Darum ist der prozentuale NA-Abfall
der primare Outcomeparameter dieser Arbeit, er dient als Effektivitatsnachweis.

Die Bestimmung des NA-Gehaltes im Nierenparenchym erfolgte in dieser Arbeit mittels HPLC.
Jedoch gibt es bei dieser Untersuchung 2 verschiedene Methoden. Zum einen die Nutzung
eines elektrochemischen Detektors und zum anderen die Nutzung eines Tandem-
Massenspektrometers. Der elektrochemische Detektor weilt zwar eine hohe Sensitivitat auf,
jedoch fehlt ihm die Massenspezifitat. Die Nutzung des Massenspektrometers ist ebenfalls
sehr sensitiv. Zusatzlich kann dadurch Noradrenalin von Adrenalin und anderen endogenen
Katecholaminen unterschieden werden und es kommt zu keiner Interferenz [133]. Darum ist
diese Methode zu praferieren. In der vorliegenden Studie wurde HPLC und ein Tandem-
Massenspektrometer (MS) genutzt. Diese Methode ist sehr sensitiv und durch die MS auch
spezifisch. Als Goldstandard wird die Spillover Methode gesehen. Mit Hilfe eines Radiotracers
werden dabei die sympathischen Efferenzen zu einem Organsystem gemessen [144]. In
klinischen Studien, wie zum Beispiel der HTN-1-Studie, wurde die Noradreanlin-Spillover
Methode angewandt [15]. Da diese Methode jedoch sehr aufwendig und teuer ist, stand sie
fur diese Arbeit nicht zur Verfugung. NA-Werte unterschiedlicher Studien zu vergleichen, ist
also nur unter Beachtung des angewandten Messverfahrens maoglich.

Die absoluten NA-Werte der 10 Tiere in unserem Versuch lagen auf der unbehandelten Seite
zwischen 314 und 888 ng/g. Diese breite Streuung der Kontrollwerte wurde auch schon in
vorangegangenen Versuchsreihen mit dem gleichen NA-Messverfahren beobachtet [21, 23,
108]. Grinde dafiir sind zum einen individuelle Unterschiede, aber auch die Tatsache, dass
Katecholamine wie das Noradrenalin sehr anfallig flir auf3ere Stressoren sind. So kénnen
schon geringfligige Unterschiede in der Narkosetiefe oder ein nicht optimales
Schmerzmanagement wahrend der Intervention den NA-Wert deutlich verandern [134].
Hinzukommen schnelle metabolische Prozesse und eine ungleiche Verteilung im
Nierenparenchym [144]. Dies hat hohe Anforderungen an die Entnahmetechnik zur Folge, um
Messfehler zu vermeiden. Zum einen muss das Nierenparenchym ausreichend homogenisiert
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werden und zum anderen ist ein umgehendes Einfrieren des Homogenisats von Noéten, um
einen weiteren Abbau des NA zu vermeiden.

Ein genauer Grenzwert des NA-Abfalls zur Bewertung der erfolgreichen Denervation ist nicht
bekannt. Jedoch sollte der Abfall deutlich und reproduzierbar sein.

5.2.6. Histologische Aufarbeitung

Die angefertigten Praparate von der Aorta abdominalis, den Ureteren und den Nierenarterien
wurden mittels HE-, EvG-, und zum Teil auch mittels S100- und NF-Farbung genauer
untersucht. Alle Farbungen dienten dazu, mdglichst eindeutig Prozesse von
Nervendegeneration aufzuzeigen. Je geringer der Durchmesser der Nerven war, desto
schwieriger wurde es ihn zu graduieren. Zudem ist eine hochgradige Degeneration, die zur
kompletten Aufldsung der Nervenstruktur fuhrt und somit keine anfarbbaren Strukturen
hinterlasst, nicht identifizierbar. Auch lasst keine der angewandten Farbungen Rickschllsse
auf die Funktionsfahigkeit der Nerven zu. Die HE- und die EvG-Farbung dienten zur
Identifizierung der neuralen Schadigungen. Dort waren die fibrotischen Veranderungen als
Indikation der Degeneration deutlich zu sehen, aber auch eventuelle Auffalligkeiten an der
Aortenwand oder im Weichteilgewebe waren gut zu Dbeurteilen. Die zwei
immunhistochemischen Farbungen S-100 und Neurofilament wurden zur besseren
Darstellung und genaueren Beurteilung der geschadigten Nervenfaszikel angefertigt. Wir
entschieden uns gegen die Tyrosinhydroxylase (TH)-Farbung, welche sich zur Erkennung der
An- oder Abwesenheit der NA-Synthese eignet. Das Enzym TH katalysiert die Umwandlung
von L-Tyrosin in Levodopa, welches die Vorstufe der Katecholamine wie Noradrenalin ist [145].
Allerdings ist die Aufbereitung der Proben sehr aufwendig, da Frischmaterial nétig ist. Dieses
ist aber auch anfalliger flr Fehler, da Enzyme schnell abgebaut werden. Die Verwendung der
in Paraffin gebetteten Schnitte hingegen bot ein gleichbleibendes Ergebnis, welches weniger
fehleranfallig ist.

5.2.7. Blutdruckmessung

Alle behandelten Schweine waren normoton vor der Intervention und die RDN wurde nur
einseitig durchgefihrt. Diese beiden Tatsachen sind der Grund dafiir, dass kein signifikanter
Abfall des Blutdrucks erwartet wurde und auch nicht eingetreten ist. So kommt es auch bei
einer unilateralen Nephrektomie, wie zum Beispiel bei einem Nierentumor oder einer
Organspende, zu keinem signifikanten Blutdruckabfall [146]. Die verbliebene, gesunde Niere
Uubernimmt alle wichtigen Aufgaben wie die Urinausscheidung und die Blutdruckregulation
[147]. Aus diesem Grund waren die Blutdruckwerte keine primaren Outcome Parameter dieser
Arbeit. Erfolgt eine RDN beim Menschen, geschieht dies immer bilateral. Nur wenn beide
Seiten behandelt werden, kann man einen Blutdruckabfall erwarten.

5.3. Diskussion der Ergebnisse

5.3.1. Technische Durchfiihrbarkeit

Das Auffinden und Punktieren der A. femoralis mittels Ultraschall war, wie unter 4.3.
beschrieben, bei allen Tieren mdglich. Lediglich bei zwei Schweinen musste fiir die
erfolgreiche Punktion auf die kontralaterale Seite gewechselt werden. Die Positionierung des
Fuhrungskatheters unter Angiographiekontrolle war bei ausreichendem Durchmesser der
Aorta abdominalis auch problemlos moglich. Schwein 2 wies einen kleineren
Aortendurchmesser auf als die tbrigen 9 Tiere. Daher war die Positionierung des Katheters
bei diesem Tier nicht ganz optimal mdéglich. Der Durchmesser der Aorta abdominalis beim
erwachsenen Menschen betragt im Durchschnitt ca. 2 cm und wirde somit gentgend Platz fur
die korrekte Ausrichtung des Katheters bieten [148]. Die richtige Platzierung der
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ausgefahrenen Nadel war bei 8 von 10 Schweinen direkt beim ersten Versuch gut
durchfuhrbar. Um die korrekte Position der Injektionsnadel sicherzustellen, ist eine
Kontrastmittelinjektion vorab sehr wichtig. Da die Angiogramme nur ein zweidimensionales
Bild erzeugen, war die korrekte Beurteilung der Position erschwert. So zeigte die
Kontrastmittelgabe bei Schwein 8 eine Punktion der V. cava caudalis. Dies konnte durch
Repositionierung der Nadel einfach korrigiert werden.

Bei Schwein 3 kam es nach positiver Testinjektion durch Dislokation der Injektionsnadel zur
versehentlichen Fehlinjektion des Wirkstoffgemischs in die A.renalis.

Bei 3 Schweinen ist das Kontrastmittel nach der Injektion auch auf die kontralaterale Seite
gelaufen. Dies kdnnte auf eine suboptimale Punktion der Aorta zurtickzufuhren sein. Zeigt die
Nadelspitze nach Punktion der Aorta zu weit nach dorsal und nicht, wie gewinscht, nach
lateral, 1duft das Injektat auch leichter auf die kontralaterale Seite.

Eine weitere mdgliche Erklarung, ist die relativ geringe Viskositat des Ethanolgemisches und
in Folge dessen seine Eigenschaft sich weitldufig im Gewebe zu verteilen. Aus diesem Grund
wurde dem Ethanolgemisch bei einer anderen Studie Polyacryl zugesetzt um die Viskositat zu
erhdhen [22]. Dies fiihrte auch teilweise zu einer besseren “Anhaftung“ des Injektats an die
Nierenarterie. Jedoch war der NA-Abfall bei diesen Tieren geringer als bei denen ohne
Polyacrylzusatz [22].

Ein anderer Grund konnte die seitliche Lagerung der Tiere sofort nach der Intervention sein,
um diese im Anschluss in den CT-Raum zu transportieren. Auch der Transport zurlck in die
Stallbox erfolgte auf der Seite liegend. Dies war nétig, da es kreislaufschonender fiir die Tiere
war. Bei einem vergleichbaren Eingriff beim Menschen wére eine angemessen langere
Liegezeit auf dem Ricken nach der Intervention ohne Bedenken durchfiihrbar. Des Weiteren
weist die Nierenarterie des erwachsenen Menschen eine dinne Fettgewebsschicht auf,
welche die Diffusion des Alkohols voraussichtlich besser einddmmen wirde. Bei den
verwendeten juvenilen Hausschweinen war dies nicht der Fall.

5.3.2. Sicherheit

Wie bereits unter Punkt 4.4. erértert, kam es zu einem perakuten Versterben eines der 11
Tiere in der Aufwachphase. Da die Intervention planmafRig verlief und auch das post
interventionelle CT keine Auffalligkeiten, wie zum Beispiel eine retroperitoneale Blutung oder
ahnliches zeigte, kann man davon ausgehen, dass es sich um Kreislaufversagen gehandelt
hat und nicht in Verbindung mit dem Eingriff zu sehen ist. Schweine sind allgemein eher
kreislauflabile Tiere, welche einer kardial bedingten Kreislaufstérung schnell erliegen kénnen
[150]. Das Schweineherz hat neben einem geringen relativen Gewicht, auch eine schlechte
subendokardiale Blutversorgung. Dazu kommt noch ein ungunstiges Verhaltnis von Systolen-
zu Diastolendauer [150]. Zur Unterstlitzung des Kreislaufs bekamen alle nachfolgenden Tiere
daher eine Kochsalzinfusion intravends wahrend der Narkose. Es kam zu keinen weiteren
Todesfallen.

Die Injektion des Ethanols, wenn korrekt appliziert, fihrte zu keinen Komplikationen.
Makrosokopisch auffallig waren lediglich Fibrosierungen rings um die Nierenarterie und bei 2
Tieren ein kleines Hamatom in der Wand der Aorta abdominalis durch die Injektionsnadel. Da
der Katheter nicht in die Nierenarterie eingefuhrt wird, kann es zu keiner Schadigung der Intima
oder Media der Nierenarterie kommen. So ist das Risiko einer interventionsassoziierten
Nierenarterienstenose nicht gegeben. Eine solche Nierenarterienstenose gehorte zu den
unerwinschten, wenn auch seltenen, Nebenwirkungen der RDN mittels Symplicity-Katheter
[95].

Eines der Tiere wies eine Nierenzyste auf. Diese sind bei juvenilen Schweinen jedoch nicht
ungewohnlich, da sie autosomal-dominant vererbt werden kdénnen [151]. Daher ist es als
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unwahrscheinlich anzusehen, dass das Auftreten einer solchen Zyste interventionsassoziiert
ist.

Alle Ureteren wiesen weder makroskopisch noch histologisch Auffalligkeiten aufgrund der
Intervention auf. Im Gegensatz dazu kam es bei der MRT-gesteuerten perkutanen
Ethanolinjektion von Streitparth et al. zu Hydronephrosen aufgrund von Stenosierung des
Ureters auf der behandelten Seite [21].

Eine Fehlpositionierung der Injektionsnadel in die V. cava caudalis konnte bei Schwein 8 durch
die Testinjektion festgestellt und korrigiert werden. Es kam dadurch zu keinen makroskopisch
sichtbaren Folgeschaden.

Die einzige schwere Komplikation in dieser Studie trat bei Schwein 3 auf. Bei dem auf Grund
der Nadeldislokation eine versehentliche Fehlinjektion in die A.renalis stattfand. Dies fuhrte
zur Thrombosierung der Nierenarterie und anschlieRender Infarzierung der behandelten Niere.

Bis auf die zuletzt erwahnte Fehlinjektion war die Intervention bei allen Tieren sicher
durchfihrbar. Damit es zu keiner Fehlinjektion kommt, ist es wichtig eine Testinjektion mit
Kontrastmittel durchzuflihren, um sich der korrekten Position der Nadel zu vergewissern.
Darauffolgend darf die Nadelposition nicht mehr verandert werden bis die Ethanolinjektion
abgeschlossen ist.

5.3.3. Histologische Ergebnisse

Der dritte Parameter, welcher in dieser Arbeit untersucht wurde, ist die histopathologische
Auswertung der Gewebeschnitte. Obwohl es vorkommen kann, dass eine erfolgreiche
Denervation mit NA-Abfall erzielt wird ohne dass dabei grofiere histologische Veranderungen
zu finden sind, zeigen diese, wenn sie vorhanden sind, zuverlassig den Erfolg einer
Denervation. Denn von einem geubten Betrachter lassen sich fixationsbedingte Artefakte oder
normale milde Entzindungen des Gewebes sehr gut von den ethanolbedingten
Degenerationen unterscheiden. NA-Werte kdénnen individuellen Schwankungen unterliegen
und so falsch-positive Ergebnisse erzeugen. Werden aber Anzeichen von Nervendegeneration
wie Peri- und Endoneurofibrose nachgewiesen, kann man von einer erfolgreichen Denervation
ausgehen.

Die neurale Degeneration wurde nach dem Vorbild von Sakakura et al. in 3 Grade eingeteilt
(s.S.53). Dies machte eine Beurteilung der vorgefundenen Schadigungen objektiver und es
hilft bei der Standardisierung praklinischer Studien zur RDN. Denn nur mit einheitlichen
Kategorisierungen werden die Ergebnisse der vielen Studien zu diesem Thema
vergleichbarer.

Aorta, Ureter und Nierenarterie

Alle Schnitte der Aorta und der Ureteren waren beidseits unauffallig. Auch die Nierenarterie
selber zeigte, bis auf eine Ausnahme, keine Besonderheiten. Bei Schwein 3, bei welchem
versehentlich eine kleine Menge Ethanol intraarteriell injiziert wurde, kam es zur Bildung eines
Thrombus in der A. renalis. Histologisch war ein organisierter Thrombus mit Bildung eines
kleinen zentralen sekundaren Lumens zu sehen.

Nervendegeneration

Bei allen Tieren waren Degenerationen auf der behandelten Seite nachweisbar. Die Grade
waren unterschiedlich. Bei 4 der 10 Schweine wurde eine Grad-3-Schadigung auf der
behandelten Seite gefunden. Bei weiteren 2 Tieren waren die Degenerationen 2. Grades. Das
heil3t bei mehr als 50 % der Tiere lag eine moderate bis schwere Schadigung der periarteriellen
Nerven der behandelten Seite vor.
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Schwein 11, bei welchem das Injektat auf die kontralaterale Seite gelaufen ist, zeigten sich
Degenerationen 3. Grades auf der kontralateralen Seite, jedoch keine auf der behandelten
Seite. Auch bei Schwein 1 und 2, bei denen ebenfalls das Injektat kontralateral verlaufen ist,
zeigten sich Degenerationen 1. und 2. Grades auf der unbehandelten Seite. Von den 6 Tieren,
bei denen das Injektat auf der behandelten Seite verblieben ist, konnten keine Degenerationen
auf der kontralateralen Seite nachgewiesen werden. Von diesen 6 Schweinen wiesen 2 Tiere
eine Schadigung 3.Grades, 1 Tier eine Grad 2 Schadigung und 2 Tiere eine Degeneration
1.Grades. Also fuhrte die Ethanolinjektion bei 50 % der Tiere zu einer deutlichen nervalen
Degeneration auf der behandelten Seite. Sakakura et al. sagt, dass man ab Grad 2 von einem
Erfolg der Denervation sprechen kann, da milde neurale Schadigungen auch bei gesunden
Schweinen prasent sein kdnnen [133].

Digestionskammern wie bei Sakakura et al. erwahnt, wurden nicht vorgefunden [133].
Eventuell war der Zeitpunkt zu spat gewahlt und diese degenerierten Myelinscheiden deshalb
nicht mehr nachweisbar. Au3erdem zeigte Sakakura et al. im Schweinemodell, dass der Grad
der Schadigungen mit der Zeit abnimmt. So konnte er im Schweinemodell mit 28 Tieren
nachweisen, dass 7 Tage nach der Intervention der Schadigungsgrad bei durchschnittlich 3,9
und nach 30 Tagen nur noch bei 2,5 lag. Nach 180 Tagen war der Grad der nervalen
Denervation auf 1,9 gesunken [152]. Dies kénnte an dem Abbau degenerierter Nerven bzw.
an der einsetzenden Reinervation liegen. Die Datenlage lasst zurzeit nur Vermutungen zu.
Mehr Studien zu dieser Fragestellung werden bendtigt.

Eine Besonderheit ist bei Schwein 2 in Form einer Mineralisation aufgetreten. Bei diesem Tier
hat sich der pH-Wert in einem Nervenfaszikel auf der behandelten Seite durch den applizierten
Alkohol so verschoben, dass es zur Ausfallung mineralischer Stoffe kam. Die Funktion des
betroffenen Nerven ist zwar fraglich, aber nicht ausgeschlossen. Darum wurde diese
Veranderung als Grad 2 eingestuft.

Da es bei allen Tieren, bei denen die Ethanolinjektion optimal durchgefiihrt werden konnte, zu
Degenerationen der periarteriellen Nerven gekommen ist und da bei 50 % die Schadigung
Grad 2 oder héher betrug, kann man sagen, dass das getestete Verfahren effektiv war.

Zirkumferenz

Ein weiteres Kriterium bei der Beurteilung eines neuen Denervationsverfahrens ist die
Lokalisation der geschadigten Nerven. Das Ziel der Intervention sollte immer eine vollstandige
zirkumferentielle Verteilung der neurolytischen Substanz oder der angewandten Energie sein,
um moglichst alle, in der Adventitia liegenden, Nerven erreichen zu kdnnen.

Sakakura et al. beschreiben in ihrer Arbeit Gber die Anatomie der periarteriellen Nerven im
Menschen, dass die Verteilung der Nerven ventral der A. renalis groRer ist als dorsal [29]. Das
heil’t eine ungleichmalige Verteilung des Injektats, konnte je nach Lokalisation eine
unterschiedliche Anzahl von intakten Nerven zurucklassen.

Von unseren 6 Tieren waren bei einem Tier 3 Quadranten, bei drei Tieren 2 Quadranten und
bei zwei Tieren nur 1 Quadrant betroffen. Keines der Schweine zeigte in allen 4 Quadranten
Nervendegenerationen. Die durchschnittliche Quadrantenanzahl betrug 1,8. Dies entspricht
46 %. Obwohl der Verteilungsscore anhand der CT-Bilder bei 4 Tieren 3 betrug und bei 2
Tieren 2, scheint das Ethanol nicht gleichmaRig um die Nierenarterie herum gewirkt zu haben.
Eine mdgliche Erklarung kdnnte eine unterschiedliche Ausrichtung der Nadel wahrend der
Ethanolinjektion sein.

Jedoch belegen auch aktuelle Studien, dass der zirkumferentielle Effekt bei den RFA-
Systemen nicht immer optimal ist. So zeigte sich bei Al Raisi et al. bei der Benutzung des
Symplicity Spyral Katheters eine Zirkumferenz von 23 % [153]. Sakakura et al. zeigten im
Schweinemodell, dass die Zirkumferenz nach erfolgter RDN mittels RFA nach 30 Tagen 31 +
6 % betrug [152].
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Aufgrund der Praparationstechnik war es uns nicht méglich, nachtraglich die Ausrichtung der
A. renalis zu bestimmen. Eine Markierung der dorsalen und ventralen Bereiche ware sehr
aufwendig gewesen und ist aus diesem Grund nicht veranlasst worden.

Eindringtiefe

Tellez et al. zeigte im Schweinemodell, dass mehr als 50 % aller periarteriellen Nerven
innerhalb einer Distanz von 0 - 3 mm vom Lumen der Nierenarterie entfernt liegen [28].
Sakakura et al. kam zu einem ahnlichen Ergebnis fir den Menschen [29]. Bei ihm lagen 75 %
der Nerven zwischen 0 - 4,28 mm vom Nierenarterienlumen entfernt.

Bei unserem Versuch betrug die maximale Eindringtiefe 4,8 mm (Schwein 5). Dies ist ein
besseres Ergebnis, als die durch das bekannte RFA-System Symplicity erzielte Eindringtiefe.
Denn bei der Nutzung des Symplicity-Katheters zur RDN konnte nur eine durchschnittliche
Eindringtiefe von 2 - 3,8 mm festgestellt werden [154, 122]. Auch die neuere Generation der
Ablationskatheter scheint keine groReren Eindringtiefen zu erreichen. So wurde fir den
EnligHTN-Katheter eine mittlere Eindringtiefe von 2,32 + 0,02 bis 3,44 mm = 0,03 mm
festgestellt und fir den Symplicity Spyral-Katheter von 2,15 + 0,02 mm [122, 123]. Jedoch
zeigen andere Systeme wie der katheterbasierte Ultraschall eine Eindringtiefe von 7,5 mm, die
perkutane Ethanolapplikation im Schweinemodell wies Nervenschadigungen in 7,6 mm Tiefe
aufund die katheterbasierte transarterielle Injektion von Ethanol konnte Schaden in einer Tiefe
von 8,2 mm verursachen [22, 121, 155].

Eine mégliche Erklarung fir unser Ergebnis ware, dass die erzielten Schaden in grofieren
Tiefen so maximal waren, dass man sie nicht mehr darstellen konnte und daher nicht gesehen
hat. Eventuell hat man tiefere Veranderungen auch aufgrund der gewahlten Schnittabstéande
nicht gesehen. Bei feineren Abstanden ware dies moglicherweise nicht der Fall gewesen.

Bei der Untersuchung der Korrelation von Eindringtiefe und NA-Reduktion war in unserem Fall
nur eine geringgradig positive Korrelation nachweisbar. Fur die Belegung der These: je hoher
die Eindringtiefe, desto héher die NA-Reduktion, musste eine grof3ere Fallzahl vorhanden sein.

Nervenanzahl

Fir die Zahlung der vorhandenen Nerven wurden die Nerven pro Objekttrager gezahlt und
addiert. Im Schnitt waren dies ca. 5 Schnitte pro Nierenarterie. Die durchschnittliche Anzahl
von Nerven auf der unbehandelten Seite in unserer Arbeit war 56,2 + 23,1 und somit deutlich
weniger als die von Tellez et al. Diese zahlten bei gesunden Tieren rechts 190 + 10.39 und
links 138.6 + 7,49. Dies zeigt, dass die Anzahl der Nerven schon in gesunden Schweinen je
nach Seite sehr unterschiedlich sein kann. Eventuell ist die bei 2 Tieren hdherer Nervenanzahl
auf der behandelten Seite auf eine grundsatzlich héhere Nervenanzahl auf dieser Seite
zuruckzufuhren. Da die Nervenanzahl scheinbar sehr variabel ist, sollte man den Erfolg einer
RDN nicht allein an einer Reduktion der Nervenanzahl festmachen wie z.B. Stefanadis et al.
[112].

Unsere Anzahl der gezahlten Nerven war durchgangig bei allen Tieren weniger als bei Tellez
et al. und daher in sich schlussig. Obwohl keine Signifikanz bestand, konnte man dennoch
einen Unterschied zwischen durchschnittlich 56 Nerven auf der unbehandelten und 32 auf der
behandelten Seite erkennen.
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Analytische Beurteilung

Wenn man sich die NA-Reduktion im Vergleich zum Degenerationsgrad ansieht, kann man
keinen signifikanten Unterschied feststellen. Die Streuung der Werte war grof3 und die Anzahl
der Werte lag nur bei 6. Vergleicht man die NA-Reduktion mit der Zirkumferenz, zeigte sich
die Tendenz, dass der NA-Abfall in der Gruppe mit einer Zirkumferenz von 50 % oder mehr
hoher ist, als in der Gruppe, bei der die Zirkumferenz 0 % oder 25 % betrug. Doch dieser
Unterschied war nicht signifikant.

Die Differenz der Nervenanzahl zwischen behandelter und unbehandelter Seite schien nicht
in positiver Verbindung mit dem Degenerationsgrad zu stehen. Tendenziell war die Reduktion
der Nerven in der Gruppe der niedrigen Degenerationsgrade (0-1) sogar hoher, als in der
Gruppe der hoheren Degenerationsgrade (2-3). Man muss jedoch beachten, dass die Werte
sehr stark gestreut waren. Im Vergleich der Nervenzahlreduktion mit der Zirkumferenz sah
man die Tendenz, dass bei den Tieren, bei denen die zirkumferenzielle Verteilung 2 oder mehr
Quadranten betraf, auch die Nervenzahlreduktion hoher war.

Die Korrelation zwischen der Eindringtiefe und dem NA-Abfall war nur geringgradig positiv. Ob
also eine groRere Eindringtiefe auch eine héhere NA-Reduktion bedingt, war nicht deutlich
sichtbar.

Es werden noch mehr Studien mit hoheren Fallzahlen und mit einer eingehenden
histopathologischen Untersuchung und deren Kategorisierung nach dem Vorbild von Sakakura
et al. bendtigt, um eventuelle Beziehungen zwischen den einzelnen Parametern besser
evaluieren zu kénnen [133].

5.3.4. Noradrenalin

Wie bereits erwahnt war die Messung der Noradrenalinwerte einer der primaren Outcome
Parameter dieser Arbeit. Seitenvergleichend wurden die Werte miteinander verglichen um
einen eventuellen Abfall zu erkennen.

Bei allen Tieren, bei denen die Ethanolinjektion planmaRig durchgefuhrt wurde, war ein NA-
Abfall sichtbar. Im Durchschnitt lag dieser bei -32,64 %. Dies ist etwas geringer als in anderen
Studien. So betrug der NA-Abfall bei der perkutanen Ethanol-Sympathikolyse im
Schweinemodell von Streitparth et al. bei einer Teilgruppe 53 % [22]. Die cRDN mittels
perkutaner Ethanolinjektion im Schafsmodell bei Firouznia et al. konnte einen NA-Abfall von
40 % aufzeigen [156]. Bei der katheterbasierten cRDN mit Ethanol von Fischell et al. wurde je
nach Menge des injizierten Ethanols eine 54 - 88%-ige Reduktion des Noradrenalins
beobachtet [155]. Alle 3 Studien nutzten die HPLC zur Messung des Noradrenalins. Jedoch
verwendeten Fischell et al. und Firouznia et al. einen elektrochemischen Detektor. Streitparth
et al. setzten zum einen den elektrochemischen Detektor und zum anderen ein Tandem-
Massenspektrometer mit einer Abweichung beider Systeme von 12,5 % ein [149]. Eine
Vergleichbarkeit der NA-Reduktion verschiedener Studien ist folglich nur eingeschrankt
moglich.

Ein Grund far den geringeren NA-Abfall, kénnte die geringere Eindringtiefe sein. Die
durchschnittliche Tiefe in der geschadigte Nerven bei der histologischen Auswertung zu finden
waren, betrug in dieser Arbeit 2,7 mm. Dies ist vergleichbar mit den gangigen RFA-Kathetern
[122, 123]. Sympathische Nervenfasern sind jedoch in bis zu 10 mm Abstand zum
Nierenarterienlumen zu finden [28]. In der bereits erwdhnten Studie der MRT-gesteuerten
perkutanen Sympathikolyse mittels Ethanol konnte eine Eindringtiefe von 7,6 mm erreicht
werden [22]. Die Versuchsreihe mit dem 3-Nadel-Katheter (Peregrine™) um Fischell erzielte
eine Eindringtiefe von bis zu 8 mm [142]. Das bedeutet es kdnnten eine hohere Zahl intakter
Nervenfaszikel in der Tiefe verblieben sein.
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Eine weitere Uberlegung ist der Messzeitpunkt des NA-Gehaltes in den Nieren. Studien haben
gezeigt, dass 2 bzw. 3 Stunden nach der Intervention noch kein messbarer NA-Abfall
stattfindet, obwohl es histologisch darstellbare Nervendegenerationen gibt [22, 157]. In der
Studie mit 18 Mausen von Bello-Reuss et al., in welcher 12 Mause einseitig mit 10%-igen
Phenol denerviert wurden und 6 Mause eine Scheinprozedur mit Kochsalzldsung erhielten,
wurde erst 3 - 6 Tage nach der Intervention ein signifikanter NA-Abfall in den behandelten
Nieren festgestellt [157]. Eine weitere Untersuchung an 12 Ratten zeigte 3 Tage nach cRDN
mittels 10%-igen Phenol einen signifikant grofleren NA-Abfall als nach 7 Tagen [158]. Die
Autoren erklaren dies mit einer einsetzenden Regeneration der Nerven. Ebenso zeigt eine
Studie mit 16 adulten Schweinen Abstufungen in der NA-Reduktion. Diese war nach 7 Tagen
mit 66 % am gréflten, nach 14 Tagen lag sie bei 59 % und nach 30 Tagen nur noch bei 46 %
[159]. Da in der vorliegenden Arbeit der renale NA-Gehalt nur zu einem Zeitpunkt gemessen
wurde, kénnte man eventuell groRere Unterschiede im NA-Gehalt verpasst haben. Ein
moglicher Grund dafiir kénnte die einsetzende neuronale Regeneration sein.

Auch die nicht ganz optimale Verteilung des Injektats bei Schwein 10 kdnnte zu einem
niedrigeren NA-Abfall (-26 %) gefuhrt haben. Bei diesem Tier wurde die Verteilung nur mit 2
von 3 bewertet. Allerdings war auch die Verteilung bei Schwein 9 mit 2 von 3 nicht
ausgezeichnet und trotzdem zeigte sich ein relativ hoher NA-Abfall mit 40 %. Auf der anderen
Seite zeigte sich trotz optimaler Verteilung bei allen anderen Tieren auch kein signifikanter NA-
Abfall. Es gilt zu beachten, dass zwischen der Injektion und somit dem Erstkontakt des
Ethanols und der CT-Aufnahme eine gewisse Zeit vergangen war. Eventuell war der
Erstkontakt mit dem Gewebe nicht ideal. Durch die Diffusion des Ethanol in das umliegende
Gewebe erscheint die Verteilung auf den CT-Scans gut, jedoch nimmt mit zunehmender
Ausbreitung auch die Verdinnung des Injektats zu.

Bei der Fehlinjektion von Tier 3, bei der eine geringe Menge Ethanol intraarteriell appliziert
wurde, kam es zu einem starken NA-Abfall von 68 %. Da die behandelte Niere extrem
geschrumpft war und so kaum noch physiologisches Nierenparenchym erkennbar war, liegt
die Vermutung nahe, dass auch der messbare NA-Gehalt stark abgenommen hat.

Eine Ubertragbarkeit auf den Menschen ist aufgrund der verschiedenen Messtechniken
differenziert zu sehen. Zu beachten ist, dass in klinischen Studien der NA-Gehalt immer mittels
Spillover-Methode gemessen wird, da eine Entnahme der Organe fir die HPLC keine Option
ist. Krum et al. untersuchten die Machbarkeit der RDN mittels Radiofrequenzablation [15]. In
praklinischen Studien mit juvenilen Schweinen konnten sie einen NA-Abfall von > 85 %
erzielen. In der klinischen Studie im Menschen zeigte sich hingegen ein NA-Abfall von 47 %.
Trotzdem flhrte die Intervention zu einem Blutdruckabfall von durchschnittlich 22/12 mmHg
[15].

5.3.5. Limitationen

Bei der Beurteilung der erhobenen Daten und fiir die Ubertragbarkeit auf den humanen
Patienten mit refraktarer aHT gibt es einige Limitationen zu beachten.

Als erstes ist die geringe Anzahl der Versuchstiere zu nennen. Insgesamt wurde bei 11 Tieren
die Intervention durchgefiihrt. Ein Tier verstarb perakut an Kreislaufversagen, was nicht in
Verbindung mit dem Eingriff zu sehen ist. Bei den 10 verbliebenen Tieren waren die
Ergebnisse von 6 optimal verlaufenen Interventionen gut auswertbar. Zu diesen wurden jene
Tiere gezahlt bei denen das Ethanolgemisch wie geplant transaortal kurz oberhalb der zu
behandelnden Nierenarterie injiziert wurde, ohne dass eine Verteilung auch auf der
kontralateralen Seite stattfand. Jedoch fallen ,Ausreil’er® einzelner Messwerte mehr ins
Gewicht, als bei einer groReren Anzahl. Fiir bessere Riickschliisse und eventuell signifikante
Ergebnisse, waren gréRere Fallzahlen notwendig. Aus ethischer Sicht versucht man jedoch
nur die Zahl der minimal notwendigen Versuchstiere zu nutzen.
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Der Zeitpunkt der Euthanasie wurde 4 Wochen post interventionem gewahlt. Fur eine erste
Evaluation der Machbarkeit und Sicherheit ein guter Zeitrahmen. Jedoch haben einige Studien
gezeigt, dass der NA-Abfall gegebenenfalls schon zeitiger am grof3ten ist und dann wieder
nachlasst [158,159]. So zeigte sich bei Consigny et al., welche im Rattenmodel eine cRDN
durch topische Applikation verschiedener Substanzen durchfiihrten, dass die NA-Reduktion
nach 3 Tagen grofer war als nach 7 Tagen [158]. Heuser et al. fihrte bei 16 Schweinen eine
RDN mittels RFA Uber das Nierenbecken durch. Der gemessene NA-Abfall lag nach 7 Tagen
bei durchschnittlich -66 %, nach 14 Tagen bei -59 % und nach 30 Tagen nur noch bei -46 %
[159]. Da in der vorliegenden Arbeit nur ein Zeitpunkt nach der Euthanasie untersucht wurde,
kann Uber den chronologischen Verlauf der NA-Konzentration und einen eventuell gréReren
NA-Unterschied zu einem zeitigeren Zeitpunkt keine Aussage getroffen werden. Dies gilt auch
fur die histopathologischen Ergebnisse. Die Frage ob zu einem zeitigeren Zeitpunkt die
Nervenschadigungen schwerwiegender waren, kann nicht beantwortet werden. Auch ob ein
kompletter Abbau degenerierter Nerven oder eine eventuelle Regeneration von
Nervengewebe stattgefunden hat, konnte nicht beurteilt werden. Alle Tiere zeigten, bis auf
eine leichte Lahmheit, keine Auffalligkeiten in der 4-wdchigen Standzeit. hr Habitus und ihre
Futteraufnahme waren gut und auch die CT-Scans am Finalisierungstag waren, bis auf eine
Ausnahme, ohne pathologischen Befund. So ist es dennoch nicht moéglich, etwas Uber das
Risiko von Langzeitschdden zu sagen. Beispielsweise wurde auch erst innerhalb des
mehrjahrigen Beobachtungszeitraums der HTN-1 Studie eine neue Nierenarterienstenose
diagnostiziert [95].

Ferner ist die Messung der Aktivitdt sympathischer Nervenfasern schwierig. Als wichtigster
Parameter dabei gilt die NA-Konzentration im Nierenparenchym, welche mittels HPLC
beidseits vergleichend gemessen wurde. Doch haben Studien gezeigt, dass die NA-
Konzentration sehr anfallig fir Schwankungen ist. So kénnen, wie unter 5.2.5. erortert,
Schmerzen, Stress oder die Narkosetiefe den NA-Wert deutlich verandern. AuRerdem sind die
NA-Werte bei jedem Individuum leicht verschieden. Dies macht einen Vergleich verschiedener
Tiere miteinander nicht sinnvoll. Eher kann man die Werte seitenvergleichend betrachten.
Doch auch da kann es bei gesunden, unbehandelten Tieren zu einem Konzentrationsgefalle
der NA-Werte kommen. Dies alles kann teilweise zu Maskierungen von den gemessenen
Werten geflihrt haben.

Als letzte Limitation dieser Arbeit ist der Durchmesser der Aorta zu sehen. Fir eine optimale
Auslenkung der Katheterspitze, so dass diese im 90°-Winkel an der Aortenwand anliegen
kann, ist ein gewisser Platz nétig. Ist die Aorta in ihrem Durchmesser zu klein, wie es bei
Schwein 2 der Fall war, kann die Nadelspitze nicht im optimalen Winkel ausgefahren werden.
Idealerweise sollte sie plan zur Nierenarterie liegen. Schon eine geringe Abweichung des
Winkels, fihrt zu einem suboptimalen Erstkontakt des Injektats mit dem Zielgewebe. Bei
adulten Schweinen, ware dieses Problem wahrscheinlich nicht vorhanden, jedoch ist ihre
Haltung aufwendiger. In einem optimalen Setting hatte man Schleusen mit verschiedenen
Kurvenradien und Biegungsgraden zur Verfugung.

Weiterhin sollte man bedenken, dass es sich bei dem Grofteil der Hypertoniepatienten um
altere Menschen handelt, bei denen eine hohe Wahrscheinlichkeit besteht Kalzifizierungen
oder atherosklerotischen Plaques an der Intima der Aorta vor zu finden [160]. Diese koénnten
die Platzierung des Katheters erschweren und den Durchmesser der Aorta zusatzlich
verkleinern oder die Penetration der Nadel durch die Aortenwand erschweren bzw. gar
unmoglich machen. Fir zukinftige Patienten koénnte die Definierung eines
Mindestdurchmessers der Aorta abdominalis nétig sein bzw. mussten Mindestanforderungen
an einen weiterentwickelten, flir die klinische Anwendung optimierten, transaortalen
Injektionskatheter gestellt werden.
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5.3.6. Schlussfolgerung

Die chemische renale Denervation mittels katheterbasierter transaortaler Ethanolinjektion
erwies sich im Tierversuch mit einem Uberschaubaren Kollektiv als technisch machbares und
sicher durchfiihrbares Verfahren. Eine NA-Reduktion im Nierenparenchym auf der
behandelten Seite konnte bei allen 6 Tieren, bei denen die Intervention technisch optimal
verlaufen ist, nachgewiesen werden. Diese war jedoch nicht signifikant. Pathohistologisch
konnten entsprechende Nervendegenerationen auf der behandelten Seite vorgefunden
werden. Auch bei einem der 3 Tiere, bei denen das Injektat auf die kontralaterale Seite
gelaufen ist, konnte eine NA-Reduktion gemessen werden. Jedoch gab es histologisch
nachweisbare Degenerationen nur auf der kontralateralen Seite und nicht auf der behandelten.
Schwein 3, bei welchem es zur Fehlinjektion in die Nierenarterie gekommen ist, zeigte
ebenfalls eine starke NA-Reduktion und degenerierte Nerven auf der behandelten Seite.

Der grofite Vorteil des Verfahrens besteht in der Schonung der Nierenarterie. So besteht eine
Unabhangigkeit von deren Grofie, Verlauf und eventuellen Vorerkrankungen. Auch ist die
Anzahl der versorgenden Nierenarterien unerheblich. Ferner ist die Gefahr einer Stenosierung
durch Manipulation in der groReren Aorta abdominalis viel kleiner, als in der A. renalis mit
geringerem Durchmesser. Es sind weitere praklinische und klinische Studien notwendig um
eine Aussage darlber treffen zu kénnen, in wie weit das getestete Kathetersystem und der
neue transaortale Zugang eine Alternative zu den bestehenden Verfahren, wie die RDN mittels
Radiofrequenzenergie oder die cRDN mittels perkutaner Ethanolapplikation, bilden kann.

5.3.7. Ausblick

Die Zahl der Menschen, die an aHT erkranken, wird in den kommenden Jahren steigen und
damit auch der Prozentsatz der therapierefraktdren Hypertoniker. Da alle
Bluthochdruckpatienten ein erhdhtes Risiko fiir kardiovaskulare Erkrankungen wie einen
myokardialen Infarkt oder cerebrovaskular wie einen ischamischen Schlaganfall aufweisen, ist
es elementar wichtig, den Blutdruck effektiv und sicher zu senken und die Zielrichtwerte von
unter 140/90mmHg zu erreichen. Neben der medikamentosen Therapie ist die renale
Denervation mittels minimalinvasiver Technik eine sehr vielversprechende Alternative. Alle
bisherigen katheterbasierten Verfahren wirken endoluminal an der A.renalis oder durch
Penetration der Nierenarterienwand. Diese Arbeit mit ihren bestehenden Limitationen und
potentiellen Komplikationen hat gezeigt, dass eine Applikation von chemischen Stoffen um die
Nierenarterie auch durch einen transaortalen Zugang mdoglich ist. Die katheterbasierte
transaortale Applikation von Ethanol um die Nierenarterie hatte einen NA-Abfall und
Nervendegenerationen zirkular um die Nierenarterie zur Folge. Es gilt weitere praklinische und
klinische Studien mit grofleren Fallzahlen und langeren Beobachtungszeitrdumen
durchzufuhren. Anhand solcher Studien kdnnte man die Langzeitwirkung und eventuelle
Langzeitschaden adaquat evaluieren. Auch ob und wann es zu neuralen Regenerationen
kommt ist noch nicht umfassend bekannt. Die Durchfiihrung vergleichender Studien mit der
Zielsetzung, eine Energieform oder eine chemische Substanz mit dem besten Sicherheits-
Wirksamkeits-Profil zu finden, ist notwendig. Dies gilt ebenso fir die Vergleichbarkeit von
katheterbasierten oder nicht-katheterbasierten Verfahren und auch fir endovasklulare oder
perkutane Zugange. Aullerdem muss das Preis-Leistungs-Verhaltnis mitkalkuliert werden, da
die Anzahl der Betroffenen sehr grof} ist und es sich um ein globales Gesundheitsproblem
handelt. Eventuell ist es noétig, fur verschiedene Verfahren gewisse Ein- und
Ausschlusskriterien zu definieren, um so die Patientenauswahl zu optimieren. Ist bei
bestehenden Vorerkrankungen wie zum Beispiel einer Nierenarterienstenose ein
endovaskulares Katheterverfahren in der Nierenarterie nicht realisierbar, sollte ein
transaortaler oder perkutaner Zugang als Alternative gewahlt werden. |dealerweise sollte also
individuell entschieden werden, welches Verfahren indiziert ist.
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Diskussion

Studien sollten auch untersuchen ob die RDN, neben einer effektiven BD-Senkung, eventuell
auch einen protektiven bzw. positiven Einfluss auf kardiale Erkrankungen hat, welche
ebenfalls mit einer erhéhten Sympathikusaktivitat einhergehen.
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6. Zusammenfassung

Bluthochdruckpatienten haben ein deutlich erhdhtes Risiko einen Schlaganfall oder Herzinfarkt
zu erleiden. Aber auch andere Endorgane wie die Nieren oder die Augen kénnen durch den
langanhaltend erhdhten Blutdruck schwerwiegende Schaden davon tragen. Seit den 50er
Jahren stehen als Therapie sehr potente orale Medikamente zur Verfligung. Jedoch sind bis
zu einem Drittel der Menschen mit arterieller Hypertonie therapierefraktar. Fir diese
Patientengruppe ist es dringend notwendig, dass neue effektive und sichere Therapieansatze
entwickelt werden. In den letzten Jahren hat man daher das Konzept der renalen Denervierung
wieder entdeckt und mit den neuen minimalinvasiven Techniken weiterentwickelt. Sie basiert
auf dem Hintergrundwissen, dass die sympathischen Nervenfasern, welche periarteriell in der
Adventitia der Nierenarterie verlaufen, mafigeblich an der Regulation des Blutdrucks beteiligt
sind. Diese so zu schadigen, dass sie ihre Funktion verlieren, ist das Ziel der renalen
sympathischen Denervation. 2009 schien man mit der Einflhrung des Symplicity-Katheters
dieses Ziel erreicht zu haben. Dieser Katheter wird iber einen femoralen Zugang bis in die
Nierenarterie vorgeschoben um mittels einer Elektrode punktuell Radiofrequenzenergie an das
umliegende Gewebe abzugeben. So werden die dort verlaufenden Nerven durch die
Warmeentwicklung deaktiviert. Die Symplicity HTN-3-Studie, welche erstmals randomisiert
und verblindet war, konnte keine Uberzeugenden Ergebnisse hinsichtlich der Effektivitat des
Verfahrens liefern. Daher folgten diverse Studien, um neue Methoden zur renalen
Denervierung zu erproben. Neben den thermischen Verfahren wie die RFA oder HIFU, ist auch
die Verwendung neurotoxischer Substanzen erfolgreich in praklinischen sowie klinischen
Studien getestet worden.

Aus anatomischen Griinden sind jedoch nicht alle refraktaren Hypertoniker flir den Einsatz des
Symplicity-Katheters geeignet. Die Nierenarterie muss flr diesen Eingriff z. B. eine
vorgeschriebene Grofie und Lange aufweisen. Zudem sind auch bestimmte Vorerkrankungen
der Nierenarterien ein Ausschlusskriterium. Um diese Limitationen der Nierenarterie zu
umgehen und den potentiellen zuklinftigen Patientenkreis zu erweitern, untersuchten wir in
dieser Arbeit einen neuartigen Zugangsweg zur Applikation der neurotoxischen Substanz. Ziel
dieser Arbeit war es die Machbarkeit der renalen Denervation mittels katheterbasierter
transaortaler Ethanolapplikation im Schweinemodell zu evaluieren. Dafir wurden 11
normotensive Tiere in Allgemeinnarkose behandelt. Uber die A. femoralis wurde unter
Fluoroskopie ein Katheter mit steuerbarer Spitze und einer experimentellen ein- und
ausfahrbaren Injektionsnadel bis in die Aorta vorgeflihrt. Nach Penetration der Aortenwand
knapp oberhalb des Ostium renalis wurde ein Gemisch aus Kontrastmittel, Lokalanasthetikum
und Ethanol injiziert. Die unbehandelte Seite diente als Kontrolle. Nach 4 Wochen Standzeit
wurden die Tiere euthanasiert und der NA-Gehalt im Nierenparenchym gemessen, sowie die
Nierenarterie und ihre umliegenden Strukturen histologisch untersucht. Aul3erdem wurde der
Blutdruck unmittelbar vor und nach der Intervention sowie am Tag der Euthanasie nichtinvasiv
am narkotisierten Tier gemessen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das Verfahren bei 10 von 11 Tieren technisch
durchfihrbar war. Ein Tier verstarb aufgrund von Kreislaufversagen in der Aufwachphase, was
aber nicht in Verbindung mit der Intervention zu sehen ist. Bei einem anderen Tier kam es
infolge einer versehentlichen intraarteriellen Ethanolinjektion zur Thrombosierung und
Infarzierung der behandelten Niere. Bei 3 Schweinen ist das Injektat auch auf die
kontralaterale Seite geflossen. Betrachtet man die technisch optimal durchgefihrten Eingriffe,
gab es einen messbaren NA-Abfall auf der behandelten Seite, jedoch war dieser nicht
signifikant. Histologisch waren auf der behandelten Seite deutlich degenerierte Nerven
nachweisbar. Der Blutdruck hat sich, wie bei einer einseitigen Denervation zu erwarten war,
Uber die Zeit nicht verandert. Es sind weitere Studien nétig, um festzustellen ob die
Ethanolinjektion Uber einen transaortalen Zugang eine Alternative zu der perkutanen oder
transarteriellen Applikation darstellen kann.

71



7. Summary

Renal denervation by transaortic periarterial ethanol injection: an experimental study in
porcines

Arterial hypertension is a serious world wide health problem. Hypertension is a major risk factor
for cardiovascular morbidity and mortality like stroke or heart failure. Furthermore it increases
the risk for the progression of chronic kidney disease and vision loss. Life style changes and
oral medications are prescriped to lower the blood pressure < 140/90 mmHg. Unfortunately
there are estimated 10 - 30 % of patients whose blood pressure is uncontrolled despite taking
antihypertensive drugs. Such therapy-resistant hypertension is defined as high blood pressure
> 140/90 mmHg in spite of taking 3 or more antihypertensive agents at optimal dose, with at
least one beeing a diuretic. To find a safe and effective therapy for people with resistant
hypertension is essential because of the severe consequences of this iliness. The concept of
renal denervation with minimal invasive techniques seems a viable option since 2009. The
backround is the knowledge of the sympathetic nervous system and its effect on blood
pressure regulation in the body. To destroy the afferent and efferent nerves laying in the
adventitial space around the renal arteries is the aim of renal denervation. 2010 the first study
of the Simplicity catheter was published and seemed promising. A catheter applies
radiofrequency energy to the intima of the renal artery. Multiple ablations lead to severe
sympathetic nerve damage and drop of blood pressure. 2014 this system suffered a major set
back with puplishing the disappointing results of the HTN-3 trial. So scientists were looking for
different catheter and non-catheter-based methods to accomplish renal denervation. Next to
heat, cold and ultrasound the use of neurotoxic substances seemed promising. Especially
ethanol was sucessfully used in preclinical animal studies.

Using the Symplicity-catheter inside the renal artery has several anatomical limitations like the
length and the diameter of the vessel. To bypass these limitations we are using a new access
path to inject the ethanol. This might help to broaden the spectrum of future patients. The aim
of this study is to evaluate the safety, feasibility and efficancy of endoluminal transaortal
ethanol injektion to denervate renal sympathetic nerves in a porcine model. 11 normotensive
pigs underwent general anesthesia. A 7 F steerable sheath was inserted via the femoral arteria
and advanced within in the aorta. Then the tip was flexed so it was pointed against the aortal
wall just above the origin oft he renal artery. An experimental 21 G needle with an extandable
and retractable tip punctured the aortic wall and injected the ethanol into the periarterial space
of the renal artery. After 4 weeks the pigs were euthanized and the norepinephrine
concentration in the renal parenchyma was determined. Furthermore the renal arteries and the
sourrounding tissue were pathohistologically examined to find potential nerve damage. The
blood pressure was messured noninvasively straight before and after the procedure as well as
after 4 weeks on the day of euthanasia.

Our findings were that in 10 of 11 pigs the intervention was technical successfully feasible.
One pig got a major complication since a little amount of the ethanol got injected into the renal
artery. It caused formation of a thrombus and subsequent infarction of the kidney. Pig 4 died
of cardiac arrest while waking up from anesthesia not related to the intervention. Within 3
animals the ethanol mixture ran also onto the contralateral side.

Looking at the optimal treated pigs the efficiency was shown by the nerve damage found
histologically on the treated side. While the norepinephrine concentration was lower on the
treated side, the difference was not significantly. Further preclinical and clinical studies are
necessary to discuss whether the transaortic ethanol injection is a reasonable alternative to
the percutan or transarterial approach.
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Anhang

Tabelle 10: Erhobene Daten der Tiere, bei denen die Intervention technisch nicht wie geplant verlaufen ist. () - Werte der kontralateralen Seite

Tier- NA-Konzen- | NA-Konzen- NA- Injektat- Nerven- | Nerven- Grad der Eindring- Anzahl der BD pra BD post BD final
nummer tration tration Differ- distri- anzahl anzahl max. tiefe Quadranten inter- inter- in mmHg
behandelte kontra- enzin % bution behan- kontra- Degener- behan- mit ventionem | ventionem

Seite in ng/g laterale delte laterale ation delte Seite | geschadig- in mmHg in mmHg
Seite in Seite Seite in mm ten Nerven
ng/g
1 640,5 513 19,91 3 (2-3) 22 30 2(2) 1,8 2(1) 85/33 69/24 100/47
2 654 423 35,32 2(2) 27 17 3(1) 1,7 3(2) 94/38 104/47 96/46
3 75,9 235,5 -67,77 3 31 31 3 3,4 3 94/24 75/52 104/21
4 X X X 3 X X X X X 76/33 97/39 X
11 504 678 -25,68 3(1) 26 61 0 (3) 1,3 1(1) 103/39 135/32 87/38
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