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Einleitung

1. Einleitung

Die arterielle Hypertonie gehoért zu den Hauptrisikofaktoren von Herz-
Kreislauferkrankungen sowie der kardiovaskularen Mortalitdat. Weltweit sind laut den
Zahlen der WHO von 2013 eine Milliarde Menschen betroffen (WHO 2013). In
Deutschland meldet das Robert Koch-Institut eine Prévalenz von tiber 30 % bei tber 45-
Jahrigen, wahrend in der Altersgruppe Uber 65 Jahren bereits tber die Halfte der
Ménner und Frauen betroffen sind mit deutlichem Anstieg mit fortschreitendem
Lebensalter (RKI 2012). Steigende Blutdruckwerte stehen in nahezu linearem
Zusammenhang mit einem Anstieg des kardiovaskuldren Risikos. Jeder Anstieg um
20 mmHg systolisch bzw. 10 mmHg diastolisch Uber die Zielblutdruckwerte hinaus
verdoppelt das Risiko, an einem Herzinfarkt oder Schlaganfall zu versterben
(Chobanian et al. 2003).

1.1 Definition Arterieller Hypertonie

Die WHO wie auch die deutsche und europdische Leitlinie definieren die arterielle
Hypertonie als Blutdruck von systolisch gleich oder hoher 140 mmHg, bei gleichzeitig
oder isoliert erhbhtem diastolischen Wert von groRer oder gleich 90 mmHg.

Unterschieden werden Hypertonie-Grade 1-3:

Hypertonie Grad 1:  systolischer Blutdruck 140-159 mmHg oder
diastolischer Blutdruck 90-99 mmHg

Hypertonie Grad 2:  systolischer Blutdruck 160-179 mmHg oder
diastolischer Blutdruck 100-109 mmHg

Hypertonie Grad 3:  systolischer Blutdruck >180 mmHg oder
diastolischer Blutdruck >110 mmHg

Entsprechend dem vorliegenden Hypertoniegrad und dem kardiovaskulédren

Gesamtrisiko eines Patienten wird eine Behandlung in Form von Lebensstilanderungen
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sowie eine medikamentdse Therapie mit dem Ziel einer Senkung des arteriellen
Blutdrucks auf Werte kleiner 140/90 mmHg empfohlen. Bei Diabetikern sollte ein
diastolischer Blutdruck zwischen 80 mmHg und 85 mmHg angestrebt werden (Mancia
et al. 2013).

1.2 Pharmakologische Therapie

Zur pharmakologischen Therapie der arteriellen Hypertonie sind die finf
Substanzklassen der ACE-Hemmer, Angiotensinrezeptorblocker, Diuretika, Betablocker
und Calciumantagonisten in gleicher Weise fir eine Initial- und Dauerbehandlung
geeignet (Mancia et al. 2013). Eine Behandlung ist unter Berlicksichtigung der
absoluten  oder relativen  Kontraindikationen  jeweils in  Mono-  oder
Kombinationstherapie méglich. Die Auswahl sollte entsprechend patienteneigenen

spezifischen Indikationen erfolgen (Mancia et al. 2013).

1.3  Therapieresistente Hypertonie

Die therapieresistente Hypertonie ist definiert als nicht leitliniengerecht eingestellter
arterieller Blutdruck trotz einer adaquaten Behandlung mit drei oder mehr
Antihypertensiva oder entsprechend bei Behandlung mit vier oder mehr
blutdrucksenkenden Medikamenten unabhdngig davon, ob die Blutdruckwerte im
Zielbereich liegen oder nicht. Unter den Antihypertensiva sollte mindestens ein
Diuretikum sein (Fagard 2012).

Betrachtet man die hohe Pravalenz der arteriellen Hypertonie, so ist von
Therapieresistenz ein durchaus betréchtlicher Anteil von Menschen betroffen. Grolie
Studien beschrieben eine Prévalenz unter Patienten mit bekanntem Bluthochdruck von
etwa 10-30 % (vgl. Persell 2011, de la Sierra et al. 2011). Diese Zahl mag jedoch je
nach Patientenkollektiv variieren. Prévalenzstudienergebnisse reichen von Angaben
unter 5 % (vgl. Weitzman et al. 2014) bis hin zu mdglicherweise deutlich vermehrtem

Vorkommen in spezialisierten Zentren, was darin mitbegrindet liegen mag, dass bei
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Patienten mit ausgepragterer arterieller Hypertonie h&ufiger eine Therapieresistenz
beobachtet wird (Alper Jr. und Calhoun 1999).

1.4 Endorganschaden

Das Patientenkollektiv der therapierefraktdren Hypertoniker ist durch den chronisch
erhohten Blutdruck in besonderer Weise durch Endorganschaden geféhrdet. Patienten
mit therapierefraktarer Hypertonie weisen haufiger und schwerere Endorganschaden im
Vergleich zu Patienten mit kontrollierter Hypertonie auf (Cuspidi et al. 2001).
Unabhéngig von der Auspragung der Hypertonie kommen relevante Cofaktoren zum
Tragen, welche die Schwere der Endorganschaden mit bedingen. Als solche gelten zum
Beispiel Storungen im Renin-Aldosteron-System, Ubergewicht sowie erhéhter
Salzkonsum (Schmieder 2010).

Als Endorganschaden der arteriellen Hypertonie werden im Allgemeinen folgende

angesehen:
Endorganschéaden

Vaskulopathie Zerebrovaskulare Schaden
- Endotheliale Dysfunktion - Akute hypertensive Enzephalopathie
- Remodeling - Schlaganfall
- Arteriosklerose - Intrazereblare Blutung
- Aortenaneurysma - Lacunar-Infarkt
- Thrombose - Vaskulare Demenz

- Hypertensive Retinopathie
Herzerkrankungen

Nephropathie - Linksventrikulare Hypertophie
- Albuminurie - Herzrhythmusstérungen
- Proteinurie - Koronare Herzerkrankung
- Chronische Niereninsuffizienz - Myokardinfarkt
- Nierenversagen - Systolische und diastolische

Herzinsuffizienz

Abbildung 1: Endorganschéden; Abbildung in Anlehnung an Schmieder (2010)
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1.41 Vaskulopathie

Chronisch erhohter arterieller Blutdruck flhrt zu Schaden im GefaBRsystem. Diese
manifestieren sich in Form endothelialer Dysfunktion sowie Umbauprozessen der
kleinen und grofRen Arterien, wodurch die Vasodilatationsfahigkeit der glatten
Gefalmuskulatur beeintrachtigt wird. Die Entstehung von Plaques, Stenosen und
Aneurysmen wird beginstigt (Schmieder 2010). Klinisch manifest werden diese
Verénderungen in Form von Angina pectoris, koronarer Herzkrankheit sowie weiter
steigenden  Blutdruckwerten  aufgrund  der  sinkenden  Volumen-  und
Anpassungskapazitaten im  Gefdlsystem. Auch sé&mtliche oben gelistete
Endorganschéden werden in ihrem Prozess begunstigt. Entscheidend ist deshalb, die
Entstehung von Endorganschédden in einem maglichst frihen Stadium zu erkennen, um
entsprechend friihzeitig im Sinne einer Sekundarprophylaxe intervenieren zu kénnen. Es
ist jedoch unklar, ob eine Absenkung des arteriellen Blutdrucks endogene

Reparaturprozesse der Gefaliendothelien verbessert.

1.4.1.1 Endotheliale Progenitorzellen (EPCs)

14111 Quantitat der EPCs

Endotheliale Progenitorzellen (endothelial progenitor cells - EPCs) bilden eine im Blut
zirkulierende Zellpopulation, welche mit der vaskuldren Homoostase sowie der
endogenen Fahigkeit zur Reparatur vaskuldrer Endothelschaden in Verbindung gebracht
werden (Asahara et al. 1999). Eine Reihe von Zusammenhangen zwischen der Anzahl
zirkulierender EPCs sowie klinischen Parametern konnte gezeigt werden. Patienten mit
kardiovaskuldren Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus,
Nikotinabusus, Hypercholesterindmie, Alter und positiver Familienanamnese flr die
koronare Herzkrankheit zeigen verminderte Zahlen von EPCs (Werner et al. 2005).
Dariiber hinaus fand die Arbeitsgruppe um De Groot et al. bei Patienten mit
Hyperurikdmie im Rahmen fortgeschrittener Niereninsuffizienz eine verringerte Anzahl
EPCs (De Groot et al. 2004), ebenso wie die Gruppe um Patschan et al. bei Patienten
mit therapierefraktarer Hyperlipidamie (Patschan et al. 2009). Prognostisch werden
niedrige Zahlen EPCs relationiert mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit des
Fortschreitens atherosklerotischer Prozesse (Schmidt-Lucke 2005) sowie einem

erhdhten Risiko kardiovaskulédrer Ereignisse (Perticone et al. 2001). Eine erhohte
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Anzahl zirkulierender EPCs konnte bei akutem Myokardinfarkt (Shintani et al. 2001),
akuter Ischdmie (Takahashi et al. 1999), sowie Therapie mit Statinen (Llevadot et al.

2001) nachgewiesen werden.

141.1.2 Proliferationsfahigkeit der EPCs

Die Proliferationsfahigkeit der EPCs konnte in verschiedenen Studien in signifikantem
Zusammenhang mit dem Kkardiovaskularen Risiko, entsprechend dem klinisch
bestimmten Framingham Risiko, gebracht werden (Perticone et al. 2001, Hill et al.
2003). Ebenso zeigte die Arbeitsgruppe um Hill et al. eine negative Korrelation
zwischen dem GefaRstatus und der Fahigkeit der EPCs, Kolonien, sogenannte colony
forming units (CFUs), zu bilden (Hill et al. 2003). In verschiedenen Arbeiten konnten
bereits Zusammenhdnge zwischen der Bildung von CFUs, und vaskuldren
Erkrankungen, wie der koronaren Herzkrankheit (Vasa et al. 2001), Diabetes Mellitus
Typ Il (Tepper et al. 2002) sowie Hypercholesterinamie und Hypertonie (Hill et al.
2003), dargestellt werden.

14.1.1.3 Funktionalitat der EPCs

Neben der Quantitdt sowie der Proliferationsfahigkeit ist die Funktionsfahigkeit der
EPCs entscheidend. Die Bestimmung der Expression der endothelialen
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) auf der Oberflache der EPCs ermdglicht es
Rickschlisse auf ihre Funktionalitat und ihren Beitrag zur GefaRhomdoostase zu ziehen.
Das Enzym, das hauptsdchlich von Endothelzellen exprimiert wird, katalysiert die
Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) aus der Aminosdure L-Arginin mit Hilfe
verschiedener Kofaktoren und Sauerstoff. NO trégt auf verschiedene Weise dem Erhalt
der vaskuldren Homd@ostase, und einer normalen Endothelfunktion bei. Durch seine
vasodilatatorische Wirkung an den glatten Muskelzellen ist es maRgeblich an der
Regulation des Gefalitonus beteiligt (Tousoulis et al. 2012). Aber auch der endotheliale
Zellverband selbst wird durch NO vor freien Sauerstoffradikalen geschutzt (Cai und
Harrison 2000). Bei Patienten mit essentieller Hypertonie wurde eine endotheliale
Dysfunktion im Sinne einer verminderten Freisetzung von NO sowohl in der basalen
Rate als auch nach Stimulation mit Acetylcholin beschrieben (Panza et al. 1993, Taddei
et al. 1998). Eine verringerte Bioverfugbarkeit von NO wiederum fiihrt zu einer

verminderten Mobilisation EPCs, wodurch die Fahigkeit zur Reparatur von
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GeféalRschaden herabgesetzt ist (Aicher et al. 2003). Die Funktion der EPCs selbst steht
ebenfalls im Zusammenhang mit der Expression von eNOS. So wurde gezeigt, dass bei
einer hohen eNOS-Expression apoptotische Zellvorgange gehemmt, Proliferation und

Differenzierung hingegen gefordert werden (Gao et al. 2014, Lemarié et al. 2011).

1.4.2  Hypertensive Nephropathie

Eine hypertensive Nephropathie ist eine hdufige Folge der mit der arteriellen
Hypertonie einhergehenden Vaskulopathie. Mit langerer Krankheitsdauer, etwa nach
zehn bis flnfzehn Jahren, steigt das Risiko der Nierenschadigung - selbst bei nur
moderat erhéhten Blutdruckwerten - deutlich an (Marin et al. 2005). Je hoher das
kardiovaskulare Risikoprofil der Patienten ist, desto ausgepragter erscheint eine
chronische Nierenschadigung. Bis zu 35 % der Hypertoniker mit zusétzlich hohen
kardiovaskuldren Risikofaktoren weisen eine berechnete glomeruldre Filtrationsrate
(eGFR) kleiner 60 ml/min/1,73 m2 auf (Ruilope und Bakris 2011). Es handelt sich um
einen Prozess, der von Betroffenen meist unbemerkt vonstattengeht. Eine groRe Studie
konnte zeigen, dass eine langjéhrige arterielle Hypertonie nach dem Diabetes mellitus
die zweithdufigste Ursache fir eine Dialysepflichtigkeit oder Nierentransplantation
darstellt (Klag et al. 1996). Besteht ein dauerhaft erhdhter Blutdruck und somit ein
erhdhter glomerulédrer Kapillardruck, reagieren die Zellen des Mesangiums auf die
gesteigerte mechanische Belastung mit einer vermehrten Synthese von extrazellulérer
Matrix (Riser et al. 1992, Peng et al. 2007). Es kommt zur Nephrosklerose, welche
charakterisiert ist durch histopathologische Veradnderungen wie die Verbreiterung der
Intima von Arterien, der Hyalinose von Arteriolen sowie dem ischdmischen Untergang
von Glomeruli, welche zur Glomerulosklerose, interstitieller Fibrosierung und Atrophie
der Nierentubuli fiihrt (Sumida et al. 2016). In der Folge ist die hypertensive
Nephrosklerose ein hdufiger Grund terminaler Niereninsuffizienz in den sogenannten

entwickelten L&ndern (Liang et al. 2016).
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1.4.3 Proteinurie

Ein wichtiger klinischer Faktor auf den bei Patienten mit arterieller Hypertonie ein
Augenmerk zu richten ist, ist das Auftreten einer Proteinurie. Sie findet sich bei
Hypertonikern etwa dreimal hdufiger als bei Gesunden (Kannel et al. 1984).
Proteinurie zeigt eine endotheliale Dysfunktion an, welche mit einer gesteigerten
vaskuldren Permeabilitdt fir Eiweille einhergeht (Schmieder et al. 2006). In
verschiedenen Studien wurde zudem gezeigt, dass das Auftreten sowie das Ausmal}
einer Proteinurie in signifikantem Zusammenhang mit der Kkardiovaskuldren
Gesamtmorbiditat und —mortalitét steht (Kannel et al. 1984, Ruilope 2002, Schmieder et
al. 2006). Der klinisch als erstes erfassbare Schaden der Niere ist der Nachweis einer

Mikroalbuminurie.

Jedoch ist das Vorliegen einer Proteinurie nicht nur ein Parameter zur Einschatzung
eines bestehenden Nierenschadens, sondern bedingt selbst eine direkte pathogene
Wirkung im Fortschreiten einer chronischen Nierenerkrankung. Dabei ist der
nephrotoxische Effekt umso groRRer je unselektiver und ausgepragter die Proteinurie ist
(Cravedi und Remuzzi 2013). Pathophysiologisch fuhrt eine arterielle Hypertonie wie
oben beschrieben zur Nephrosklerose und dauerhafter Schéadigung des
Nierenparenchyms sowie Verlust von Glomeruli. Hierbei entwickelt sich ein Circulus
vitiosus mit weiter steigendem glomeruldrem Filtrationsdruck tiber den verbleibenden
Glomeruli. Es kommt zur Dysfunktion bzw. Untergang der Podozyten und somit einer
gesteigerten Permeabilitat fur Makromolekdle. Die Folge ist eine vermehrte Filtration
von Plasmaproteinen und das Auftreten einer Proteinurie. Gleichzeitig kommt es zu
einer exzessiven Reabsorption dieser Plasmaproteine, welche die Ausschittung von
vasoaktiven und inflammatorischen Proteinen bedingt. Es resultiert die Apoptose
tubulérer Zellen, die Infiltration mit mononukleéren Zellen sowie die Akkumulation von
Extrazellularmatrix im Interstitium. Es kommt somit zur Progression der

Nephrosklerose und zu einer Reduktion der GFR (vgl. Cravedi und Remuzzi 2013).



Einleitung

1.5 Rolle des sympathischen Nervensystems in der Pathogenese der

arteriellen Hypertonie

Ein Zusammenhang zwischen dem sympathischen Nervensystem und arterieller
Hypertonie ist seit langem bekannt. In der ersten Hélfte des 20. Jahrhunderts, als
medikamenttse Therapiemdglichkeiten noch sehr eingeschrankt bestanden, fihrten
Adson und Brown im Jahre 1934 erstmals eine operative subdiaphragmale
Sympathektomie durch (Page und Heuer 1935). Diese Therapie der Ultima Ratio
erzielte eine eindriickliche und dauerhafte Senkung des arteriellen Blutdrucks sowie
eine Reduktion der Mortalitat. Jedoch mussten betrachtliche Nebenwirkungen in Kauf
genommen werden, wie eine ausgepragte orthostatische Hypotonie, Gangunsicherheit,
Tachykardien bzw. Palpitationen, gastrointestinale Beschwerden sowie Impotenz
(Sudano et al. 2011). Mit der Entwicklung wirksamer antihypertensiver Medikamente
rickten interventionelle Malnahmen in den Hintergrund. Doch auch die moderne
Medizin sieht sich mit dem Problem konfrontiert, dass ein gewisses Patientenkollektiv
mit arterieller Hypertonie unter medikamentdser Therapie keine addquate Senkung des
Blutdrucks innerhalb des Zielbereiches erreicht. In diesem Zusammenhang riickte in
den letzten Jahrzehnten erneut das sympathische Nervensystem in den Fokus der
Forschung. Wissenschaftlich etablierte Untersuchungsmethoden zur Bestimmung der
Aktivitat sympathischer Nerven sind die Bestimmung der regionalen Norepinephrin-
Freisetzung, dem dominierenden Neurotransmitter dieses Nervensystems, sowie die
Aufzeichnung mikroneurographischer Signale einzelner oder gebiindelter sympathischer
Nerven in Gefalwanden Haut und Skelettmuskeln versorgender GefaRe (Parati und
Esler 2012). Es konnte so ein eindeutiger gleichsinniger Zusammenhang zwischen dem
MaR der Uberaktivitat des sympathischen Nervensystems und der Auspragung einer
essentiellen arteriellen Hypertonie detektiert werden (Grassi 2009). Es wird davon
ausgegangen, dass es bei der Entwicklung einer arteriellen Hypertonie zu einer Stérung
des Natrium- und Wasserhaushaltes kommt, sodass ein erhohter arterieller Druck nétig
ist, um ein Gleichgewicht im Natrium- und Wasserhaushalt wiederherzustellen und
aufrechtzuerhalten (Kopp 2011). Ein im besonderen Malie beteiligtes Organ sind die
Nieren. Eine vermehrte Aktivitat in efferenten sympathischen Nervenfasern flhrt zu
einer Verringerung des renalen Blutflusses und der Natriumausscheidung Gber den Harn

sowie zur Steigerung der Sekretion von Renin (Kopp 2015). Physiologischerweise
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besteht ein inhibitorischer renorenaler Reflex zwischen sympathischen Efferenzen und
mechanosensorischen Afferenzen in dem Male, dass die Aktivierung solcher
Afferenzen zur Abschwéchung der sympathischen Aktivitdt fuhrt und es so zur
gesteigerten  Natriumexkretion (dber den Urin kommt (Kopp 2015). Unter
pathophysiologischen Bedingungen mit erhohter Natriumretention, wie bei der
arteriellen Hypertonie oder Erkrankungen, welche mit der Ausbildung renaler Odeme
einhergehen, wie der dekompensierten Herzinsuffizienz und dem nephrotischen
Syndrom, kommt es zur Uberaktivitit des efferenten sympathischen Nervensystems.
Begrundet findet sich dies in einer Schwachung der aortalen und arteriellen Baroreflexe.
Zudem ergeben sich in neueren Studien Hinweise, dass eine Schadigung der Nieren zu
einer Umkehr der inhibitorischen zu exzitatorischen renorenalen Reflexe fuhrt, sodass
eine Aktivierung mechanosensorischer Afferenzen die Uberaktivitit des sympathischen
Nervensystems zusatzlich verstarkt, und es so zur vermehrten Natriumretention und

Steigerung des arteriellen Blutdrucks kommt (Kopp 2015).

1.6 Interventionelle Therapieoptionen

Fur Patienten, die die Kriterien einer therapierefraktéren arteriellen Hypertonie erfillen,
empfehlen die Leitlinien der ,European Society of Hypertension“ (ESH)
(I1b-Empfehlung) den Einsatz interventioneller Verfahren wie der renalen Denervation

bzw. der Barorzeptorenstimulation (Mancia et al. 2013).

1.6.1 Barorezeptorenstimulation (BAT)

Die Barorezeptorenstimulation ist eine Therapieoption, deren Ziel in der Senkung der
Uberaktivitat im sympathischen Nervensystem liegt. Im Sinus caroticus und dem
Aortenbogen nehmen arterielle Barorezeptoren Dehnungsreize wahr, welche durch
Steigerung des arteriellen Blutdrucks wahrend der Systole entstehen. Dies hat zur Folge,
dass afferente Nervenimpulse in den Nucleus tractus solitarii im zentralen
Nervensystem abgegeben werden, und so reflexhaft die Aktivitat efferenter
sympathischer Nerven gesenkt wird. Resultierend sind eine negative Inotropie am
Herzen, eine periphere Vasodilatation sowie eine verminderte Reninsekretion.

Weiterhin flhrt dies zur Stimulation parasympathischer Nerven, und somit zur



10
Einleitung

Reduktion der Herzfrequenz. Die externe Barorezeptorenstimulation erfolgt durch die
Implantation einer unipolaren Elektrode, welche operativ an den rechten Karotissinus
angelegt wird. Diese ist mit einem Pulsgenerator verbunden, der subkutan im Bereich
der Arteria subclavia zu liegen kommt (Ng et al. 2016). Eine dauerhafte Senkung des
Blutdrucks von im Mittel 30 mmHg Uber 22 bis 52 Monate konnte in der
Langzeitauswertung des ,,Rheos Pivotal Trial“ gezeigt werden (Bakris et al. 2012).
Derzeit wird eine Weiterentwicklung dieser Technologie, das ,,Barostim neoTM-SyStem“
verwendet. Die hypertensiologische Studiengruppe an der Universitdtsmedizin
Gottingen, konnte bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung zusétzlich einen
nephroprotektiver Effekt durch Senkung des arteriellen Blutdrucks, Reduktion der
Proteinurie sowie Stabilisierung der berechneten glomeruldren Filtrationsrate
nachweisen (Wallbach et al. 2014).

1.6.2 Renale Denervation (RD)

Das interventionelle Therapieverfahren, das zur Therapie der therapierefraktéren
arteriellen Hypertonie eingesetzt wird, mit der bisher dichtesten Studienlage ist die
renale Denervation. Auch hier wird einer sympathischen Uberaktivitat entgegengewirkt
(Ewen et al. 2013). Mittels Kathetersystemen wird tber Punktion der Arteria femoralis
die Nierenarterie erreicht, und dort Radiofrequenz- oder Ultraschall-Energie abgegeben.
Hierdurch kommt es zur fokalen Erwdarmung der arteriellen Gefalwand, und zur
Zerstorung der in der Adventitia gelegenen efferenten und afferenten renalen Nerven.
Der Verlust efferenter sympathischer Nerven resultiert in einer verringerten
Reninsekretion, renaler Geféalidilatation sowie vermehrter Natriumexkretion (Ng et al.
2016). Durch die zusatzliche Destruktion afferenter mechanosensorischer Nerven
werden exzitatorische renorenale Reflexe gemindert. Diese entstehen unter
pathologischen Bedingungen, die mit einer Schadigung der Nieren einhergehen, wie die
arterielle Hypertonie, Herzinsuffizienz, chronischem Nierenversagen, Diabetes und
Ubergewicht. Die hierbei haufig bestehende chronische Entziindung der Nieren fiihrt zu
einer Stimulation chemosensitiver Nerven und zur Verstdrkung der sympathischen
Nervenaktivitdt (Kopp 2015). Die erste SYMPLICITY HTN-1-Studie im Jahr 20009,
konnte bei 45 eingeschlossenen Patienten eine mittlere Blutdruckreduktion um
-22/-11 mmHg nach sechs Monaten und um -27/-17 mmHg nach zwolf Monaten
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dokumentieren. Weiterhin zeigte sich eine verminderte Noradrenalinausschittung um
47 % (Krum et al. 2009). In die nachfolgende SYMPLICITY HTN-2-Studie ein Jahr
darauf wurden 106 Patienten eingeschlossen. An 52 Patienten wurde interventionell die
renale Denervation durchgefiihrt, wéahrend 54 Patienten der Kontrollgruppe ihre
medikamenttse antihypertensie Therapie fortfihrten. Nach sechs Monaten konnten
je 94 % beider Gruppen nachuntersucht werden. Hier zeigte sich eine Reduktion
arterieller Blutdruckwerte im Mittel um -32/-12 mmHg in der interventionell
behandelten Gruppe. 84 % dieser Patienten erreichten eine Blutdruckreduktion um
10 mmHg oder mehr, wahrend dies in der Kontrollgruppe bei lediglich 35 % der
Patienten der Fall war. Die Blutdruckmittelwerte zeigten sich in der nicht-
interventionell behandelten Gruppe vom Ausgangspunkt unveréndert (Simplicity
HTN-2 Investigators et al. 2010). Bis zum Jahr 2014 waren alle Studien zur renalen
Denervation als offene nicht-verblindete Studien durchgefiihrt worden, sodass die Kritik
eines moglichen Placeboeffektes bestand, insbesondere begriindet durch die Invasivitat
des Eingriffes. Die SYMPLICITY HTN-3-Studie welche im Fruhjahr 2014 publiziert
wurde, wandte erstmalig ein randomisiertes placebokontrolliertes Design an. Es wurden
535 Patienten im Verhaltnis 2:1 randomisiert, und einfachverblindet zwei Gruppen
zugeteilt. In einer Gruppe wurde die renale Denervation angewandt, wahrend in der
anderen lediglich eine Nierenarteriographie durchgefiihrt wurde. Nach sechs Monaten
zeigten sich bei Patienten nach renaler Denervation die Blutdruckwerte um
-14,13 (x23,93) mmHg systolisch und -6,6 (£11,9) mmHg diastolisch reduziert. In der
Gruppe von Patienten in der das Placebo-Verfahren angewendet worden war, ergab sich
ebenfall eine Blutdrucksenkung um -11,74 (£25,95) mmHg systolisch und
-4,6 (£13,6) mmHg diastolisch. Mit der Differenz von -2,39 mmHg zwischen den
gemittelten systolischen Blutdruckwerten bestand somit kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen. Auch im Vergleich der 24-Stunden-Blutdruckmessung
ergab sich lediglich eine Differenz von -1,96 mmHg der renal denervierten Gruppe
gegentber der placebobehandelten Gruppe. Die Blutdrucksenkung belief sich hier auf
-6,75 (£15,11) mmHg systolisch und -4,1 (£9,2) mmHg diastolisch nach renaler
Denervation, und -4,79 (x17,25) mmHg systolisch und -3,1 (£10,1) mmHg diastolisch
in der Vergleichsgruppe. Die primaren Effektivitatsendpunkte konnten in dieser Studie
somit nicht erreicht werden. Der primére Sicherheitsendpunkt der Studie wurde erzielt.
Dieser wurde definiert als das Auftreten in weniger als 9,8 % behandelter Patienten von

Todesféllen jeglicher Ursache, terminales Nierenversagen, embolische Ereignisse mit
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Organversagen, Nierenarterien- oder andere vaskulare Komplikationen, hypertensive
Krisen innerhalb von 30 Tagen oder Nierenarterienstenosen von tber 70 % innerhalb
von 6 Monaten. Lediglich bei funf Patienten (1,4 %) kam es zu unerwiinschten
Ereignissen nach renaler Denervation. In der Kontrollgruppe kam es bei einem
Patienten (0,6 %) zu einem solchen Ereignis (Bhatt et al. 2014). Dieses berraschende
und fruheren Studien entgegenstehende Ergebnis fiihrte zu wissenschaftlichen
Diskussionen und bedarf weiterer Forschung. Stellungnahmen der deutschen
Hochdruckliga zusammen mit den deutschen Gesellschaften fir Kardiologie,
Angiologie, Nephrologie und Radiologie empfehlen die Anwendung invasiver
Verfahren wie der renalen Denervation nur bei gesichtertem therapierestistentem
Bluthochdruck bei Werten von systolisch > 160 mmHg oder diastolisch > 110 mmHg
und nach Ausschluss einer Pseudoresistenz durch Langzeitblutdruckmessung. Zudem
sollte die Diagnostik und Nachverfolgung auf spezialisierte Zentren beschrankt bleiben
sowie die Durchfihrung invasiver Verfahren erfahrenen Interventionalisten vorbehalten
bleiben. Die renale Denervation ist bei konservativ therapieresistenten Patienten im

Einzelfall als zusétzliches Verfahren zu sehen (Vonend et al. 2015).

1.6.3  Weitere interventionelle Therapieverfahren

Zu weiteren interventionellen Therapieverfahren zur Behandlung therapieresistenter
Hypertonie besteht derzeit zu geringe Evidenz bei noch limitierter Datenlage um eine
breitere klinische Anwendung zu ermdglichen. Sie sollen an dieser Stelle lediglich
genannt werden. Die Ablation des Glomus caroticum soll erhéhte efferente Signale
dieser Paraganglien verhindern. Die Anlage einer proximalen Anastomose zwischen der
Arteria iliaca externa und der Vena iliaca interna zielt darauf ab, das effektive
systolische Blutvolumen und den systemischen Gefalwiderstand zu reduzieren.
Diskutiert werden weiterhin eine tiefe Hirnstimulation, eine Stimulation des Nervus

medianus und des Nervus vagus (Ng et al. 2016).

1.7  Fragestellung

Die renale Denervation konnte tGiber Hemmung des sympathischen Nervensystems zu

einer Reduktion des arteriellen Blutdrucks beitragen, was eine ausgesprochen grofRe
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Bedeutung fir die Vermeidung von Endorganschdden bei Patienten mit

therpierefraktarer arterieller Hypertonie darstellen kénnte.

Die im folgenden préasentierte Studie wurde im April 2013 initiiert, noch vor der
Publikation der SYMPLICITY HTN-3-Studie. Die renale Denervation war zu diesem
Zeitpunkt bereits, nach erfolgtem Wirksamkeitsnachweis in grof3en Studien, in der
klinischen Routine der interdisziplinaren Behandlung therapieresistenter Hypertonie in
Deutschland integriert. Primares Ziel der vorliegenden Studie ist es, das kardio-reno-
vaskulare Risiko von Patienten mit therapierefraktarer arterieller Hypertonie
einzuschétzen und potentielle organoprotektive Effekte der renalen Denervation zu
evaluieren. Als sekundares Ziel sollte die Effektivitdt der renalen Denervation
hinsichtlich der Blutdruckregulation untersucht werden. Es ist derzeit noch unklar,
welche Patienten von der renalen Denervation profitieren, so dass Pradiktoren fur ein
maogliches Nicht-Ansprechen auf die Therapie (sogenannte Non-Responder) identifiziert

werden sollen.

Die vorliegende Dissertationsarbeit befasst sich insbesondere mit nephrologischen
Endpunkten. Mittels klinischer und experimenteller Methoden sollen Marker reno-
vaskuldrer Schadigung bei therapierefraktaren Hypertonikern erfasst werden sowie
deren Beeinflussung durch eine renale Denervation untersucht werden. Laborchemische
Untersuchungen dienen der Einschatzung der Nierenfunktion. Eine glomeruldre
Schrankenstorung soll durch Urinanalysen erfasst werden. Weiterhin soll durch die
Untersuchung der Quantitdt und Funktionalitdt zirkulierender endothelialer
Progenitorzellen die Fahigkeit der Gefalendothelien zur Regeneration ermittelt werden,
um mdogliche Zusammenhange zwischen Veranderungen des Blutdruckniveaus und der

endogenen Regenerationsfahigkeit zu eruieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1  Antikorper

USA

Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer
CD133 Antibody EMELCA 1009-25 MBS462020
(Rabbit anti CD133 Bioscience
antibody) Breda
Niederlande
FIk-1, R&D Systems LWSO08 FAB357F
Carboxyfluorescein- Minneapolis,
conjugated Mouse Ig USA
G1 Monoclonal Anti-
human VEGF, KDR-
Fluorescein;
Clone # 89106
c-Kit (Ab81) Mouse Cell Signaling 6 3310S
monoclonal Anibody, Technology
Alexa Fluor ® 488 Danvers
Conjugate USA
Sekundérer PE-
Antikorper fir CD
133:
R-Phycoerythrin- Dianova 109337 111-116-144
conjugated (Jackson
AffiniPure F(ab‘), Immuno
Fragment Goat Anti- Research)
Rabbit 1gG (H+L) West Grove
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Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer
Isotypkontrolle:
IgG1-FITC / 1IgG2a- Immunotech 16 PN A10974
PE SAS Beckman

Coulter

Marseille

France
FcR Blocking MACS 120 000 442 130-059-901
Reagent (human) Miltenyi

Biotec

Auburn

USA
Anti-eNOS ; BD Bioscience 610296
Purified Mouse Anti- San Diego
eNOS/NOS Type Il USA
Northern Light 637 R&D Systems LZ006 NL 008
Anti Mouse Ig G Minneapolis,

USA
DAPI: 4’ 6-diamdino- | Molecular D1306
2-phenylindole, Probes
dihydrochloride Thermo Fisher

Scientific

Waltham

USA

2.1.2  Biologisches Material

Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer
Fibronektin (from Sigma-Aldrich | 081M7033 F0895-1MG
human plasma) 0,1% Chemie
solution GmbH

Schnelldorf

Deutschland
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Deutschland

Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer
Bovine Serum PAA G16113-622 K41-001-500
Albumin (BSA) Laboratories
GmbH
Pasching
Osterreich
2.1.3  Losungen, Medien, Chemikalien
Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer
PBS Dulbeco Biochrom AG 0943 B L1825
Berlin
Deutschland
Nuclease Free Water Thermo Fisher | 1211109 AM9932
Scientific
Waltham
USA
Biocoll Separating Biochrom AG 0512 B L6115
Solution Berlin
Deutschland
CFU-Hill Medium Stemcell 12A42659 05902
Supplements Technologies
Kdln
Deutschland
CFU-Hill Basal Stemcell 13G50734 05901
Medium Technologies
Kdln
Deutschland
Formaldehydlésung Carl Roth 141167943 49792
37 % GmbH & Co
Karlsruhe
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Name Hersteller Chargennummer Artikelnummer
Triton-X 100 Sigma-Aldrich 9002-93-1
Chemie
GmbH
Steinheim
Deutschland
2.1.4  Gebrauchswaren
Name Hersteller Artikelnummer
Pipetten:
Eppendorf Research Eppendorf AG 0,5-10 pl: 3120000020
® Hamburg 10-100 pl: 3120000046
(0,5-10 l, Deutschland 30-300 pl: 3120000100
10-100 pl, 100-1000 pl: 3120000909
30-300 pl,
100-1000 pl)

Pipettenspitzen:
Biosphere Filter
Tips

Sarstedt AG&Co
Nimbrecht
Deutschland

2,5 ul: 70.760.212
100 pl: 70.1130.212
1000 pl: 70.762.211

Sterile Pipetten flr
elekrische
Pipettierhilfen:

Sterile Serological

2 ml: 05020301
5ml: 13041171

Pipette ) ] 10 ml: 14020551
Greiner Bio-One GmbH

(2ml, 5ml, 10 ml, . 25 ml: 14070741
Frickenhausen

25 ml)
Deutschland

E-cups:

Eppendorf Tubes Eppendorf AG 1,5 ml: 0030125.150

(1,5ml, 2,0 ml) Hamburg 2,0 ml: 0030 120.094

Deutschland
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Name

Hersteller

Artikelnummer

Cellstar Tubes

(15 ml,20 ml) Greiner Bio-One GmbH 15 ml: 188271
Frickenhausen 20 ml: 227261
Deutschland

LeucosepTM

Rdéhrchen Greiner Bio-One GmbH 227290

(50 ml) Frickenhausen
Deutschland

FACS-Ro6hrchen

(5,0 ml) Sarstedt AG&Co 55.476
Nimbrecht
Deutschland

Steriler Filter:

Biosphere Filter Sarstedt AG&Co 83.1826.001

Tips NUmbrecht
Deutschland

6-Well Cluture Plate
Greiner Bio-One GmbH 657 160
Frickenhausen
Deutschland

24-Well Cluture

Plate Greiner Bio-One GmbH 662 160

Frickenhausen

Deutschland

2.15

Gerate und Software

Name

Bezeichnung/Hersteller

Sterilbank: Hera Safe

Typ HS 12/2
Heraeus Instruments

Hanau, Deutschland
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Name Bezeichnung/Hersteller
Zentrifuge Sigma 3-18K
Sigma Laborzentrifugen GmbH
Osterode am Harz, Deutschland
Mikroskop Diavert; Serien Nr.: 043641
Leica Service Benzheim, Deutschland
Kontrast-Fluoreszenz Axiovert S100 TV
Mikroskop Carl Zeiss AG
Oberkochen, Deutschland
Computer Optiplex 780, DELL GmbH

Frankfurt am Main, Deutschland

Software: Cell D 5.1

Olympus Europe
Hamburg, Deutschland

CO,-Inkubator

Modell-Nr.: MCO-19AICUV-PE
Panasonic Healthcare Co., Ltd.

Tokyo, Japan

Wasserbad Schitt Labortechnik
Gottingen, Deutschland
Vortexer Typ VF2

Janke&Kunkel IKA Labortechnik

Staufen Deutschland

Elektrische Pipettierhilfe:
Pipetus®

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co.

KG
Eberstadt, Deutschland

Neubauer Zahlkammer

Tiefe 0,200mm:; 0,0025mm?,
0,0625mm2

Durchflusszytometer

FACS Calibur™
Becton Dickinson
New Jersey, USA

Software: BD Cell Quest'™

Becton Dickinson
New Jersey, USA

ICYS Laserscanning Zytometer

Compucyte / Beckman Coulter
Indianapolis, USA
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Name Bezeichnung/Hersteller

Software: iICYS 3.4.12.92 Compucyte / Beckman Coulter
Indianapolis, USA

MTS Oberarm Medisana AG

Blutdruckmessgerat Neuss, Deutschland

Blutdruckmonitor Modell 90207

Spacelabs Medical Healthcare

Snoqualmie, USA

Ultraschall-Doppler Acuson S2000™ Ultrasound System
Modell Nr.: 10041461
Siemens Medical Solutions USA

Malvern, USA

2.2 Formale Kriterien

2.2.1  Studiendesign

Es handelte sich um eine monozentrische, prospektive, klinisch-experimentelle
Beobachtungsstudie mit nicht-randomisiertem Design. Die Studie wurde von den
Kliniken fiir Nephrologie und Rheumatologie sowie Kardiologie und Pneumologie
durchgefuhrt. Die gemeinschaftlich und getrennt erhobenen Endpunkte sind unter 2.2.5

aufgelistet sowie im Detail unter 6.0 beschrieben.

Die kardiologischen Endpunkte werden in der Dissertationsarbeit von Paul Schulze-
Brock dargestellt.

2.2.2 Ethik

Die Durchfiihrung der Studie wurde von der ortlichen Ethik-Kommission der
Universitatsmedizin Gottingen anerkannt (Ethikvotumnummer: 14/1/13). Alle Patienten
erklarten nach Aufklarung schriftlich ihr Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie.
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2.2.3 Patienten

Die Patienten wurden (ber ihren ambulanten oder stationdren Kontakt mit den
Abteilungen Nephrologie/Rheumatologie bzw. Kardiologie/Pneumonologie in die
Studie eingeschlossen. Nach den erlauterten gultigen Kriterien bestand eine
therapierefraktére arterielle Hypertonie mit nicht leitliniengerechter
Blutdruckeinstellung. Die Indikation zur renalen Denervation wurde durch die

behandelnden Arzte gestellt.
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2.2.4  Ein- und Ausschlusskriterien der Studie
Folgende Kriterien mussten zum Einschluss in die Studie gegeben sein:

e Therapierefraktare arterielle Hypertonie bestatigt
e Indikation zur renalen Denervation besteht

e Alter Gber 18 Jahre

e Einwilligungsfahigkeit gegeben

e Einverstandniserklarung vorliegend

Folgende Kriterien widersprachen einer Aufnahme in die Studie:

e Ablehnung der Studienteilnahme

e Volljahrigkeit noch nicht erreicht

e Schwangerschaft , Stillzeit, Kinderwunsch

e Unbehandelte sekundare Hypertonie

e Umstédnde, die die Durchfiihrung oder Interpretation der MessgroRen stéren, wie z.B.
Gehbehinderung, Querschnittslahmung, stark einschrankende Atemwegserkrankung,
stark schwankende Blutdruckwerte usw.

e Gleichzeitige Teilnahme an einer anderen Klinischen Prifung innerhalb von vier
Wochen bzw. vier Halbwertszeiten eines zu untersuchenden Medikamentes (aul3er
Teilnahme am deutschlandweiten GREAT (German Renal Denervation Register) —
Register

e Suchtkranke

e Begleiterkrankungen, die eine Nachverfolgung tiber einen Zeitraum von mehr als drei

Jahren nicht erwarten lassen
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2.2.5  Studienverlauf und Studienendpunkte

Der Studienverlauf sah die folgende VVorgehensweise vor:

A 4

Ll | | |
T1
Zeitpunkt 0 6 Monate 12 Monate 24 Monate

Visit 1

. o Visit 4 %
Am Folgetag RD Visit 2 Visit 3 isi

Tabelle 1: Studienverlauf und erhobene Studienparameter

Renale Denervation Vor Nach Nach Nach
Visite 1 2 3* 4%
Monat bis -1 61 12+2 24 £2
Aufkléarung X

Einwilligung X

Einschluss-/Ausschluss- X

Kriterien

Demographie/ X

Eigenanamnese

Zwischenanamnese X X X
Vitalzeichen X X X X
Komplette kérperliche X X X
Untersuchung

Kurze korperliche X

Untersuchung

Grolke/Gewicht X X X X

Vor-/Begleitmedikation X X X X
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Renale Denervation Vor Nach Nach Nach
Labor * X X X X
Schwangerschaftstest X

Biomarker ° X X

Endotheliale Progenitor X X

Zellen (EPCs) *

EKG und LZ-EKG Y X X X X
LZ-RR X X X X
Echokardiographie ¥ X X X X
Nierenarteriendoppler X X

6-Minuten-Gehtest ¥ X X X X
Schlafapnoe-Screening X X X X
(ambulant) ¥

Lebensqualitat, Angst X X X X

(Fragebogen) ¥

! Routine: kleines Blutbild, Quick, pTT, GOT, GPT, AP, y-GT, CRP, Na, K,
Calcium gesamt, CK,
eGFR, Kreatinin (nephrologisch erhobene Parameter)

Urinanalytik: Protein ges., Albumin, IgG, a-1-Mikroglobulin, Kreatinin, Natrium

(nephrologisch erhobene Parameter)

2 bei Frauen im gebarfahigen Alter

¥ BNP, ANP, Plasmareninaktivitat, Aldosteron, Serum fir Adipokine, TNF-o, IL-6

(kardiologisch erhobene Parameter)

* PBMCs, EPC-Proliferation und Quantifizierung (nephrolog. erhobene Parameter)

> wird nur durchfiihrt, falls initial pathologisch

* Visit 3 und Visit 4 sind nicht mehr Teil dieser Arbeit

¥'im Rahmen des kardiologischen Studienteils erhobene Untersuchungen
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2.2.6  Renale Denervation

Die renale Denervation erfolgte mit Hilfe des vom Hersteller Medtronic bereitgestellten
,Symplicity™ renal denervation system“. Dieses besteht aus einem steuerbaren
Ablationsskatheter sowie einem Generator, der die Abgabe von Radiofrequenz-Energie
uber die Katheterspitze automatisch kontrolliert und regelt. Uber die Arteria femoralis
wurde der Katheter in die Nierengefdlle eingebracht. Dort konnten unter Sicht in der
Durchleuchtung mit Kontrastmittel finf bis sieben Ablationspunkte in beiden
Nierenarterien spiralformig gesetzt werden. Uber Elektroden in der Spitze des Katheters
wurde Radiofrequenz-Energie appliziert, welche zu einer fokalen Erwéarmung von 45
bis maximal 70 °C fihrte mit dem Ziel in der Adventitia gelegene sympathische
Nervenfasern zu verdden. Durch den hohen intraluminalen Blutfluss wurde das Gefal}
gleichzeitig gekuhlt. Der Eingriff dauerte etwa 40 bis 60 Minuten. Eine adaquate
Schmerzmedikation mit einem Opioid wurde fiir die Prozedur verabreicht. Die
Punktionsstelle wurde anschliefend mit einem Druckverband fir mindestens sechs

Stunden versorgt.

2.3 Klinische Methoden

2.3.1 Eigenanamnese

Bei jeder Vorstellung der Patienten erfolgte ein ausfiihrliches Anamnesegespréch, in
dem mdogliche Symptome und Zeichen der Hypertonie erfragt wurden. Kardiovaskulére
Risikofaktoren, bisherige bzw. im Studienverlauf durchgefihrte kardiovaskulare
Interventionen, kardiale Diagnosen sowie insbesondere vaskuldre und zerebrovaskulare
Nebendiagnosen, aber auch Befunde wie die chronisch obstruktive Lungenerkrankung
(COPD), Depression oder Malignome wurden erfasst. Der Genussmittelkonsum von

Nikotin und Alkohol wurde erfragt.
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2.3.2  Korperliche Untersuchung

Die Patienten wurden hinsichtlich folgender klinischer Parameter untersucht:
KorpergroBe und Gewicht sowie Umfang der Taille und Hufte wurden gemessen.
Blutdruck und Herzfrequenz wurden nach 10-min(tiger Ruhe im Sitzen dreimalig mit
einem automatischem Blutdruckmessgerdt des Herstellers Medisana gemessen und
daraus der Mittelwert errechnet. Eine Auskultation der Lunge sowie eine Inspektion auf

periphere Odeme wurden durchgefiinrt.

2.3.3  Technische Untersuchungen

2.3.3.1 Langzeit-Blutdruckmessung

Bei allen Patienten wurde vor der renalen Denervation eine Langzeit-Blutdruckmessung
Uber 24 Stunden erhoben. Diese sah automatisierte Messungen wie folgt vor: in der Zeit
von 6-22 Uhr alle 15 Minuten, von 22-24 Uhr alle 20 Minuten sowie von 0-6 Uhr alle
30 Minuten. Kam es zu Fehlmessungen, wurde die Messung nach zwei Minuten
wiederholt. Die Armmanschettengrofie wurde entsprechend des Oberarmumfanges der
Patienten ausgewahlt. Erfolgte die Langzeitblutdruckmessung tber die nephrologische
Ambulanz der Universitatsmedizin Gottingen, wurde der ambulante Blutdruckmonitor
(Modell 90207) von Spacelabs Medical Healthcare verwendet, in der Kombination mit
der entsprechenden Software, dem Berichtmanagementsystem fur ambulante
Blutdruckmonitore. Zur Kontrolluntersuchung nach sechs Monaten nach erfolgter
renaler Denervation, brachte die Mehrheit der Patienten eine hausarztlich durchgeftihrte
Langzeitblutdruckaufzeichnung mit. War dies nicht der Fall, erhielten die Patienten
erneut einen Blutdruckmonitor der hauseigenen Ambulanz Gber 24 Stunden mit nach

Hause.

2.3.3.2 Nierenarteriendopplersonographie

Zum Ausschluss einer Nierenarterienstenose oder anatomischen Besonderheiten, welche
eine Kontraindikation fur eine renale Denervation ergeben hétten, erhielten alle

Patienten vor Einschluss in die Studie eine beidseitige dopplersonographische
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Untersuchung der Nierenarterien. Diese wurde mit dem Gerat Acuson S2000™ der

Firma Siemens Medical Solutions USA durchgefiihrt.

2.3.3.3 Laborparameter

Den Patienten wurden etwa 60 ml Blut abgenommen, sowie eine Urinprobe von etwa
50-100 ml. Die Analytik der oben aufgefiihrten Parameter fand in zertifizierten UMG-
Laboren sowie im nephrologischen Speziallabor statt. Eine Teilmenge der Proben
wurde flir weitere Messungen asserviert. Etwa 6 ml Serum wurden in 12 E-cups a
500 pl bei -20 °C eingefroren, und etwa 50 ml Urin wurden nach Zentrifugation bei

-80 °C konserviert.

2.3.3.3.1 Berechnete glomeruldre Filtrationsrate - Estimated Glomerular
Filtration Rate (eGFR)

Die Stadieneinteilung der Niereninsuffizienz erfolgt meist auf Grundlage der eGFR. Es
handelt sich dabei um einen Wert, der aus einfach zu erhebenden GroRen errechnet wird
und eine Einschédtzung der Funktionsfahigkeit der Nieren erlaubt. Die Berechnung der
eGFR im Rahmen dieser Studie erfolgte auf der Grundlage der MDRD-Formel
(Modification of Diet in Renal Disease). Diese erlaubt bei moderaten bis schweren
Funktionseinschrankungen eine relativ genaue Bestimmung der glomeruléren

Filtrationsrate, standardisiert auf eine Korperoberflache von 1,73 m2,

MDRD-Formel:

eGFR (mannlich) = 186 x P-Kreatinin ~**** x Alter in Jahren ~%%

eGFR (weiblich) = 186 x P-Kreatinin ~**** xAlter in Jahren "% x 0.742

(Levey et al. (2003)

2.3.3.3.2 Protein im Urin

Bei allen Patienten wurde der Urin laborchemisch auf das Vorliegen einer Proteinurie
untersucht. Dabei wurde die Menge des Gesamtproteins im Spontanurin bestimmt sowie

die Anteile an Albumin, Immunglobulin G und alpha-1-Mikroglobulin. Um die



28
Material und Methoden

Spezifitat der Messung zu erhdhen, wurde zudem der Protein-Kreatinin-Quotient sowie
der Albumin-Kreatinin-Quotient errechnet. Es l&sst sich hierdurch, durch Ausschaltung
von Verdinnungseffekten, eine hohe Korrelation zu der quantitativen Bestimmung von

Protein bzw. Albumin aus dem 24h-Sammelurin erreichen.

2.3.3.3.3 Laborchemische Beurteilung der Nierenfunktion

Zur weiteren laborchemischen Beurteilung der Nierenfunktion erfolgte die Bestimmung
von Kreatinin und Cystatin C aus dem Serum. Im Urin wurden die Konzentrationen von

Natrium und Kreatinin bestimmt, und die fraktionierte Natriumexkretion berechnet.

Formel zur Berechnug der fraktionierten Natriumexkretion (FE) [%]:

Natrium (Urin) mr;tol X Kreatinin (Serum) %

FE (Natrium) = x 100

Natrium (Serum) mr;zol X Kreatinin (Urin) %

(Kawasaki et al. (1993)

2.3.3.34 Aldosteron-Renin-Quotient

Zum Screening der Patienten auf das Vorliegen eines primarem Hyperaldosteronismus
und somit sekundérer Hypertonie, wurde der Aldosteron-Renin-Quotient mit etablierten
Standardmethoden im zertifizierten nephrologischen Routinelabor der Universitats-

medizin Gottingen ermittelt.

2.4 Experimentelle Methoden

2.4.1  Isolation von PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells)

Zur lIsolation der mononukleédren Zellen des Blutes (PBMC) wurden etwa 10 ml Blut
aus einer peripheren Vene verwendet. Die PBMCs wurden mithilfe von Leukosep©

entsprechend ihrem Dichtegradienten durch Zentrifugation separiert. Durch




29
Material und Methoden

Zentrifugation wurde das Biocoll-Separationsmedium unterhalb von der porosen
Polyethylen-Trennmembran gebracht. Anschlielend erfolgte die Zugabe des in
Lithium-Heparinat gelésten Vollblutes auf die Membran sowie die Zentrifugation ohne
Abbremsung. Es entstand eine Schichtung aus Plasma, der Zellfraktion aus PBMC und
Lymphozyten und dem Separationsmedium. Unterhalb der Trennscheibe sammelte sich
das Pellet aus Erythrozyten und Granulozyten. Die Schicht aus zu gewinnenden PBMCs
und Leukozyten konnte nun abpipettiert werden. Es folgte ein zweimaliger Waschgang
mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS). Zur Quantifizierung der kernhaltigen Zellen
wurden diese mit Hilfe einer Neubauer-Z&hlkammer ausgezahlt.

2.4.2  Durchflusszytometrie

2.4.2.1 Durchflusszytometrische Quantifizierung endothelialer Progenitorzellen
(EPCs)

Die Durchflusszytometrie dient der Quantifizierung und Analyse von Zellpopulationen.
Mit Hilfe der FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting) lassen sich
fluoreszenzfarbstoff-markierte Antikorper gegen spezifische Oberflachenantigene
detektieren und entsprechend charakterisierte Zellen zahlen. Das Prinzip beruht darauf,
dass die markierten Zellen einzeln einen fokussierten Laserstrahl passieren und das
dabei erzeugte Streu- und Fluoreszenszlicht separat detektiert wird. Das Streulicht wird
unterschieden in das Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter), welches entsteht
durch die Beugung des Lichts im flachen Winkel und Riickschlisse auf das Volumen
der Zelle schliel3en lasst, sowie in das Seitwartsstreulicht (SSC = Sidewards Scatter),
welches durch die Brechung des Lichts im rechten Winkel entsteht und von der
Granularitat, GroRe und Struktur des Zellkerns sowie der Menge der Vesikel in der
Zelle bestimmt wird. So lassen sich die nativen Zellen des Blutes Dbereits

charakteristisch auftrennen.
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>

Granulozyten

Monozyten

SSC - Seitwartsstreulicht Granularitat

FSC - Vorwartsstreulicht GroRe

Abbildung 2: Charakteristische Auftrennung ungefarbter Zellen in der
Durchflusszytometrie. Veranderungen der Lichtstreuung fiihren im Dot Plot zu einer
Sortierung anhand der Merkmale Gré3e und Granularitét.

©Johannes Erzberger (2017); Abbildung modifiziert nach: http://www.antikoerper-

online.de/resources/17/1247/durchflusszytometrie-facs-messprinzip-aufbau/ (07.01.2017)
Werden die Zellen zusatzlich mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern markiert, lassen
sie sich anhand ihrer Oberflachenmarker nadher charakterisieren. Mithilfe
verschiedenfarbiger Laser und Filter werden die Fluoreszenzen angeregt und die
emittierten Signale detektiert.
(Val. http://www.antikoerper-online.de/resources/17/1247/Durchflusszytometrie+FACS
+Messprinzip++Aufbau/ (05.02.2017))

Zur ldentifizierung der EPCs wurde als standardisierte Methode die Kombination des
Oberflachenmarkers CD133 und Flk-1, auch vascular endothelial growth factor
receptor 2 - VEGFR2 bzw. kinase insert domain receptor KDR verwendet (Lenk et al.
2011). CD133 gilt als Marker unreifer Progenitorzellen, FIk-1 als Marker endothelialer
Zellen (Urbich und Dimmeler 2004). Ein weiteres Oberfdchenantigen hdmatopoetischer
Stammzellen ist die Rezeptor-Tyrosinkinase c-Kit, auch bezeichnet als CD117. Nahezu
alle Zellen, die FIk-1 exprimieren, zeigen eine Coexpression des c-Kit-Antigens, sodass
uber die Kombination von CD133 mit beiden Oberflachenmarker ein sinnvoller

Vergleichswert gewonnen werden konnte (Hibbert et al. 2011).


http://www.antikoerper-online.de/resources/17/1247/durchflusszytometrie-facs-messprinzip-aufbau/
http://www.antikoerper-online.de/resources/17/1247/durchflusszytometrie-facs-messprinzip-aufbau/
http://www.antikoerperonline.de/resources/17/1247/Durchflusszytometrie+FACS+Messprinzip++Aufbau/
http://www.antikoerperonline.de/resources/17/1247/Durchflusszytometrie+FACS+Messprinzip++Aufbau/
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Tabelle 2: Oberflachenmarker endothelialer Progenitorzellen und deren Chrakteristika in der

Durchflusszytometrie

Oberflachen Fluoreszenz- Max.
marker Emissions-Farbe Emissions-
Wellenléange
[nm]
CD133 + Marker Sekundéar PE 578
hamatopoetischer gekoppelt: gelb
Stammzellen
Flk-1 + Marker endothelialer FITC: grun 520
Zellen
CD133 Flk-1 Doppelt positive
++ Zellen zur
Charakterisierung
EPCs
c-Kit + Marker AlexaFluor® 488: 519
hamatopoetischer grun
Stammzellen
CD133 c-Kit Doppelt positive
++ Zellen zur
Charakterisierung
EPCs

2.4.2.2 Antikorperfarbungen

Zur Vorbereitung von funf FACS-Messungen wurden 7,5 Millionen Zellen
(1,5 Millionen Zellen pro Messung) gewonnen, wie unter 2.4.1. beschrieben. Nach
Zentrifugation der in PBS gel6sten Zellen wurden zum Pellet 500 ul 1 %ige PBS-BSA
(BSA: Bovines Serumalbumin) Losung zugegeben. Je 100 pl wurden in die finf FACS-
Rohrchen verteilt. Je 1 pl Blocking Peptid (FCR Blocking Reagent (human), MACS
Miltenyi Biotec, Auburn, USA) wurde hinzugefugt, und fir 10 min bei 4 °C inkubiert.
Es folgte ein Waschgang mit je 2 ml PBS-BSA L&sung, die Zentrifugation tber 5 min
sowie die Entfernung des Uberstandes durch Dekantieren. Im nachsten Schritt erfolgte
die Zugabe der Priméarantikorper zu den entstandenen Pellets: 100 pl Rabbit anti CD133
(CD133 antibody, EMELCA Bioscience; Breda, Niederlande) in der Verdinnung 1:100
wurde in zwei Rohrchen gegeben, einmal kombiniert mit 3 pul mouse anti human Flk-1

(RD Systems, Minneapolis, USA), sowie einmal mit 2 pl mouse anti c-Kit (Cell
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Signaling Technologies, Danvers, USA). Diese wurden anschlieBend fiir 30 min bei
4 °C inkubiert. Nach einem erneuten Waschvorgang mit 2 ml PBS-BSA sowie
Zentrifugation und Entfernen des Uberstandes wurde je 1 pl des sekundiren PE-
Antikdrpers fur CD133 (Goat Anti-Rabbit IgG, Dianova/Jackson Immuno Research,
West Grove, USA) in beide Rohrchen mit CD133 markierten Zellen gegeben, sowie in
ein weiteres Rohrchen zu einer der Kontrolle dienenden, ungefarbten Zelllésung. In ein
Réhrchen unbehandelter Zellen wurde 1 pl der Isotypkontrolle (IgG1-FITC / IgG2a-PE,
Immunotech SAS Beckman Coulter, Marseille, France) zugegeben. Ein Rohrchen blieb
nativ. Es folgte die erneute Inkubation fiir 10 min bei 4 °C. AnschlieBend wurden alle
Losungen mit 2 ml PBS-BSA gewaschen und zentrifugiert. Der Uberstand wurde

abgenommen und 450 ul PBS zugeben.

2.4.2.3 FACS-Analyse

Die FACS-Analyse erfolgte mithilfe des Gerates FACS Calibur™ der Firma Becton
Dickinson. Mit der Datenerfassungs- und Analysesoftware BD Cell Quest wurden im
Dot Plot (Punktwolkendarstellung) die Signale des Forward Scatters (FSC) auf der
x-Achse, und die des Sideward Scatters (SSC) auf der y-Achse aufgetragen, sodass die
ubliche Zellverteilung nach Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten entstand. Die
Population der Monozyten konnte nun mithilfe eines Gates markiert werden, und
die darin enthaltenen Zellen auf ihre Fluoreszenzsignale untersucht werden. Durch
Selektion eines Gates kdnnen neue Dot-Plot-Darstellungen generiert werden, wodurch
es moglich ist verschiedene Merkmale miteinander zu verknupfen. Um unspezifische
Bindungen zu eruieren, wurden Dot Plots der Isotypkontrolle, sowie des sekundéren
PE-Antikorpers erstellt. In einem Dot Plot erfolgte die Darstellung von CD133 und
Flk-1 (VEGFR2/KDR) positiven, sowie doppelt positiven Zellen. Diese Merkmale
wurden zur Charakterisierung EPCs herangezogen. Um unspezifische Bindungen nicht
mitzuzahlen, wurde die Anzahl der vorher ermittelten Adhédsionen des sekundéren PE-
Antikdrpers von der Anzahl der doppelt positiven Zellen subtrahiert. Ein vergleichender
Wert wurde in einem weiteren Dot Plot gewonnen, in dem CD133- und c-Kit (CD117)-
doppelt positive Zellen abgebildet wurden (Vgl. Weigand 2013).
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2.4.3  Zellkultur von Colony Forming Units (CFU) endothelialer
Progenitorzellen (EPCs)

Die Isolation der PBMCs erfolgte wie oben beschrieben unter Punkt 2.2.1.3 Die

Blutproben wurden am Tag der Abnahme verarbeitet.

Um die Proliferationsfahigkeit der EPCs zu bestimmen, wurde eine von STEMCELL
Technologies standardisierte Methode einer Zellkultur uber funf Tage mit dem
EndoCult Kit aus Zellndhrlésungen angewandt, die es erlaubt, die von EPCs gebildeten

Colony Forming Units (CFUSs) zu quantifizieren.

Funf Millionen Zellen pro Well wurden in Stammzellndhrmedium resuspendiert. Um
die Kontamination mit reifen Endothelzellen zu minimieren, wurden die Zellen
zundchst auf einer mit humanem Fibronektin beschichteten 6-Well-Platte aufgebracht,
und 48 Stunden inkubiert, bei 37 °C in 5 % CO, und tber 95 %iger Luftfeuchtigkeit.
AnschlieRend wurden nicht adhédrente Zellen wieder aufgenommen, auf einer mit
Fibronektin beschichteten 24-Well-Platte aufgebracht und erneut bei gleichen
Bedingungen flr weitere 72 Stunden inkubiert. Nach Ende der Kultur wurde das
Medium entfernt, die Wells mit PBS gewaschen, und die CFUs unter dem
Lichtmikroskop ausgezahlt. Ab einer Gruppierung von drei lanzettformigen EPCs um
einen Kern aus runden Zellen wurde diese als Kolonie gezahlt. Im Anschluss erfolgte
die Fixierung mit 2 %igem Formaldehyd.

2.4.4  Immunfluoreszenzmikroskopische Analyse

2.4.4.1 Laserscanning-Zytometrie (iCYS)

Die eNOS-Expression der EPCs wurde mithilfe der Laserscanning-Zytometrie
detektiert, welche es ermdoglicht, mikroskopische Bildgebung mit den statistischen
Moglichkeiten eines Durchflusszytometers zu kombinieren. Es wurde das iCYS
Laserscanning Zytometer der Firma Compucyte (USA) mit der entsprechenden
Software ICYS 3.4.12.92 genutzt. Zur Anregung der fluoreszenzmarkierten Antikorper
werden ein blauer Argon-Laser der Wellenldnge 488 nm, ein roter Helium-Neon-Laser
der Wellenldange 633 nm sowie ein violetter Diodenlaser der Wellenlange 405 nm

verwendet. Die Probe wird mit der beweglichen Trégerplatte durch die Anregungslaser
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gefiihrt. Mithilfe eines dichromatischen Spiegels wird das Anregungs- und
Emissionslicht voneinander getrennt. Das durch die angeregten Fluorochrome der
Antikdrper entstehende Emissionslicht wird mit einer Linse fokussiert, wahrend das
Anregungslicht mithilfe des dichromatischen Spiegels reflektiert wird. Das
Emissionslicht wird auf Filterwirfel gelenkt, welche aus einem dichroischen Spiegel
zur Trennung der verschiedenen Wellenldangen und einem Bandpass-Filter bestehen. Die
Fluoreszenzsignale werden auf einen Photomultiplier (PMT) gespiegelt, wo sie separat
detektiert werden und ein digitales Signal generiert wird. Somit kénnen verschiedene
Spektralbereiche simultan gemessen und verrechnet werden. Dies ermdglichte die
Kontrolle der Zellen auf die Expression von eNOS, sowie gleichzeitig auf das
Vorhandensein eines Zellkerns.

(Vgl.: http://www.bostonind.com/laboratory/microscopes-and-imaging/confocal-
microscopes/compucyte-icys-laser-scanning-cytometer-with-olympus-ix71-microscope
(26.01.2017); Hoffschulte 2009)


http://www.bostonind.com/laboratory/microscopes-and-imaging/confocal-microscopes/compucyte-icys-laser-scanning-cytometer-with-olympus-ix71-microscope
http://www.bostonind.com/laboratory/microscopes-and-imaging/confocal-microscopes/compucyte-icys-laser-scanning-cytometer-with-olympus-ix71-microscope

35
Material und Methoden

Optical path Scatter sensor
(emission and extinction light) |
@ = oo o l% ;
1 - !
@- - @ PMTs : '
1 v : -
: - :
i @ ‘- : !
- 1 : v Objective
J— 405nm Violett-Laser o8 <3) @- 0-- - ! [Ej lenses
1 ] 1
1 1 -
g e H A —— Computer
¥~ 633nm HeNe-Laser -(:-‘:7 Q) ' i s ke
i - ' stage
6~ 488nm Argon-Laser SEECY) .--- (CEEREEEE b-@
Emission filter cubes |
(dichroic mirrors and band-pass filters) Inverse fluorescence microscope

Abbildung 3: Modell eines iCYS Laserscanning-Zytometers
© Johannes Erzberger (2017);

Abbildung modifiziert nach: https://www.researchgate.net/figure/Figure-2-Block-diagram-
of-a-Laser-Scanning-Cytometer 240630243 fig2 (07.01.2017), mit Darstellung eines
Blockdiagrams der Firma CompuCyte Corporation, Cambridge, MA

2.4.4.2 Immunologische Identifizierung

Die 24-Well Platten mit den fixierten EPC-CFUs (siehe Punkt 2.3.2.2.) wurden mithilfe
von Antikdrpern immunologisch auf die Expression von eNOS untersucht. Zur
Vorbereitung wurden die Wells mit PBS gespllt, welches anschlieBend entfernt wurde.
Es erfolgte die Permeabilisierung der Zellmembranen mit Triton-X-100 0,1 % in PBS,
mit welchem die Wells fur 10 min bedeckt und inkubiert wurden. Es folgte ein
Waschgang mit 1 %igem PBS-BSA, welches ebenfalls 10 min inkubierte und
anschlieBend abgesaugt wurde. Im nédchsten Schritt wurden die Wells bedeckt mit
300 ul der Anti-eNOS Antikorperlosung (BD Bioscience, San Diego, USA) in der
Verdinnung mit PBS 1:100, und fur 24 Stunden bei 4 °C inkubiert. Die Losung wurde
entfernt, die Wells mit PBS gewaschen, und 300 pl des sekundiren Antikorpers
Northern Light Anti-Mouse IgG-NL637 (R&D Systems, Minneapolis, USA) in der
Verdinnung mit PBS 1:500 in die Wells gegeben. Es folgte eine Inkubation tber eine
Stunde bei Raumtemperatur unter Lichtschutz. Anschliefend wurde die Ldsung
abgesaugt, ein Waschgang mit PBS durchgefuhrt und die Zellkernfarbung mit DAPI


https://www.researchgate.net/figure/Figure-2-Block-diagram-of-a-Laser-Scanning-Cytometer_240630243_fig2
https://www.researchgate.net/figure/Figure-2-Block-diagram-of-a-Laser-Scanning-Cytometer_240630243_fig2
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(4',6-Diamidin-2-phenylindol) vorgenommen. 300 ul DAPI (Konzentration 5 ™/y) in
Verdinnung mit Aqua 1:1000 wurde in die Wells gegeben und fir 10 min inkubiert.
Nach Entfernen dieser Lésung wurden die Wells erneut mit PBS gewaschen und

bedeckt. AnschlieRend erfolgte die Messung mit dem iCY S-Laserscanning-Zytometer.

2.4.4.3 Software-Analyse

Die verwendeten Antikorper wiesen die folgenden Merkmale auf

Tabelle 3: Oberflachenmarker endothelialer Progenitorzellen und deren Charakteristika in der
Laserscanning-Zytometrie

Oberflachen Fluoreszenz- Max.

marker Emissions-Farbe Emissions-
Wellenlange
[nm]

Anti eNOS Marker der NL637: rot 658

+ endothelialen

Sekundérer Stickstoffmonoxid-

Antikorper: Synthase

Northern Light

Anti-Mouse

IgG-NL637

DAPI Marker von blau 461

(4',6- DNA/Zellkernen

Diamidin-2-

phenylindol)

Mithilfe der ICYS-Software konnten Dot-Plots generiert werden. Auf der x-Achse
wurden die blauen Signale der DAPI-Kernfarbung aufgetragen, auf der y-Achse die des
roten sekundaren Antikorpers gegen eNOS. Im rechten oberen Quadranten fanden sich
die Zellen, welche fur beide Signale positiv waren. Das System speicherte alle
festgelegten Einstellungen fiir samtliche durchgefiihrten Messungen.
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2.5  Statistische Auswertung

2.5.1  Statistische Analysen

Alle erhobenen Daten waren im Verlauf der Studie in Tabellen des Progamms
Microsoft Exel 2007 gesammelt worden. Ebenso erfolgte hier die Berechnung der
Differenzen der Werte von Visit | und Visit Il. Die weiteren statistischen Analysen der
gewonnen Grofen erfolgten mithilfe der Datenanalyse-Software STATISTICA 12.7 des
Unternehmens StatSoft®. Alle ermittelten Parameter wurden auf ihre Normalverteilung
getestet. Lag diese vor, so wurde zum Testen auf einen statistischen Unterschied
zwischen den Zeitpunkten vor renaler Denervation sowie sechs Monate danach ein
verbundener t-Test mit Bestimmung des Mittelwertes, der Standardabweichung sowie
des Signifikanzniveaus p durchgefiihrt. Konnte keine Normalverteilung bestatigt
werden, wurde der Wilcoxon-Rangsummen-Test angewendet. Das Signifikanzniveau
fiir einen statistischen Unterschied wurde mit p=0,05 definiert.

Aufgrund der geringen Anzahl an in die Studie eingeschlossenen Patienten wurde
bezliglich einiger Parameter eine Poweranalyse mit einer festgelegten Teststarke von
80 % durchgefiihrt, um statistisch eine Aussage zu treffen, mit welcher Anzahl von
Werten das Signifikanzniveau erreicht worden wére. Weiterhin erfolgte eine Spearman-
Korrelation, um die Entwicklung des Blutdrucks unter der Beriicksichtigung der
Reduktion der Antihypertensiva zu betrachten.

2.5.2  Graphische Darstellung der Ergebnisse

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte ebenfalls mithilfe der Datenanalyse-
Software STATISTICA 12.7. Es wurden 2D-Whiskers-Box-Plots generiert, sowie ein
2D-Balkenplot.
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3. Ergebnisse

3.1  Auswertung der Patientendaten

Die demographischen Daten des untersuchten Patientenkollektivs werden in den
nachfolgenden Tabellen dargestellt. Weiterhin wird die Medikation zur Senkung des
arteriellen Blutdrucks der Patienten beschrieben, und Veranderungen der Therapie nach

erfolgter renaler Denervation aufgezeigt.

Tabelle 4: Stichprobengrde und Geschlechterverteilung

Ménnlich 5 (41,7 %)
Weiblich 7 (58,3 %)

Tabelle 5: Demographische Daten des untersuchten Patientenkollektivs

Alter [a] 63,92 (£11,21)
BMI [kg/m?] 31,09 (+4,11)
Umfang Huifte [cm] 111,92 (+13,51)
Umfang Taille [cm] 108,92 (+11,07)
Anzahl
Raucher 1(8,3 %)
Diabetes mellitus 2 (16,6 %)
Hyperlipidamie 6 (50 %)
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Tabelle 6: Anzahl und Typ antihypertensiver Medikation vor und sechs Monate nach renaler
Denervation

ACE-Hemmer
AT-1 Rezeptor- 8 (66,67 %) 6 (50,00 %)
Antagonisten

Beta-Blocker 11 (91,67 %) 11 (91,67 %)
Thiazide 7 (58,33 %) 6 (50,00 %)
Schleifendiuretika 6 (50,00 %) 6 (50,00 %)
Calcium-Antagonisten 8 (66,67 %) 9 (75,00 %)
Aldosteron- 3 (25,00 %) 3 (25,00 %)
Antagonisten

Alphablocker 4 (33,33 %) 2 (16,67 %)
Nitrate 1 (8,33 %) 0 (0 %)
Alpha-2-Rezeptor- 8 (66,67 %) 5 (41,67 %)
Antagonisten

Direkte Vasodilatatoren 2 (16,67 %) 1 (8,33 %)
Mittelwert * 5,18 (+0,75) * 4,45 (+0,82) *
e

von zvei Medikamenten

Differenz der Anzahl

antihypertensiver -0,67 (x0,98) p=0,038

Medikamente Visit |

zu Visit 11
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Abbildung 4: Box-Whiskers-Plot der Anzahl antihypertensiver Medikamente vor und
sechs Monate nach renaler Denervation

3.2 Auswertung der Blutdruckmessungen vor und nach renaler

Denervation

3.21 Einzelmessungen

Die folgende Tabelle gibt die klinisch erhobenen Einzelmessungen des arteriellen
Blutdrucks wieder. Es ergibt sich keine Anderung des systolischen und diastolischen
Wertes (vgl. Tabelle 7). Da jedoch eine signifikante Reduktion der Anzahl
antihypertensiver Medikamente stattgefunden hatte, wurde zuséatzlich eine Spearman-
Rangkorrelation durchgefiihrt. Hierbei ergab sich im Bereich der systolischen
Blutdruckwerte ein Korrelationskoeffizient R= -0,48 (p=0,11) und somit keine
signifikante Korrelation. Bei der Betrachtung des diastolischen Blutdrucks hingegen,
ergab sich zwischen der Reduktion der antihypertensiven Medikation und der
Steigerung des diastolischen Blutdrucks eine signifikante gegensinnige Korrelation mit
Spearman R=-0,62 (p=0,03).
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Tabelle 7: Mittelwerte des arteriellen Blutdrucks in der klinischen Einzelmessung vor und sechs
Monate nach renaler Denervation

Arterieller Blutdruck Visit | Visit 11

(RR) Mittelwert (xSA) Mittelwert (xSA)
[mmHg]

RR systolisch 148,08 (x27,67) 146,25 (+16,87)
RR diastolisch 85,75 (x15,69) 87,75 (£13,40)
Entwicklung Visit | zu RR systolisch: - 1,83 (x19,07)p=0,75

Visit 11 RR diastolisch: 2,00 (£8,15) p=0,41

3.2.2  24-Stunden-Blutdruckmessung

Zusétzlich wurde stets eine ambulante Aufzeichnung des Blutdrucks Uber 24 Stunden
durchgefuhrt und ausgewertet. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied bei den
Messungen sechs Monate nach renaler Denervation. So war bei den iber 24 Stunden
gemittelten systolischen Werten eine tendenzielle Erhhung um 8,58 (+14,74) mmHg
zu beobachten sowie um 1,58 (x7,56) mmHg bei den diastolischen Werten bei jeweils
fehlender Signifikanz. In der weiteren Aufschlisselung der Aufzeichnungen zeigte sich
der mittlere arterielle Druck (MAD) uber 24 Stunden um 7,0 (¥11,52) mmHg
tendenziell erhoht (p=0,06). Wéhrend des Tages zeigte sich eine signifikante Differenz
des MAD von 7,33 (£10,59) mmHg mit p=0,04, in den Stunden der Nacht betrug die
Differenz  des MAD 3,93 (£14,46) mmHg (p=0,37) ohne Erreichen eines
Signifikanzniveaus. Die gemittelten Werte des systolischen arteriellen Blutdrucks
wéhrend des Tages ergaben eine nicht-signifikante Tendenz zur Erh6hung um
9,58 (£15,61) mmHg (p=0,06), wahrend der Nacht um 6,92 (£21,06) mmHg (p=0,28)
zum Zeitpunkt der Visit Il. Die diastolischen Werte waren am Tag sowie in der Nacht
unverdndert (Tabelle 8). Die maximalen gemessenen systolischen Blutdruckwerte lagen
sechs Monate nach renaler Denervation im Mittel 12,67 (£x26,06) mmHg hoher.
Maximale diastolische Werte waren ebenfalls um 12,58 (£13,02) mmHg gesteigert zu
verzeichnen mit p=0,007. Der minimal erhobene systolische Blutdruck war um
9,75 (x11,03) mmHg (p=0,01) erhoht. Wenn nicht gesondert erwahnt, lagen die

ermittelten Differenzen Uber dem Signifikanzniveau von 0,05.
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Tabelle 8: Auswertung der Langzeitblutdruckaufzeichungen Uber 24 Stunden vor und sechs
Monate nach renaler Denervation

24-h RR systolisch
24-h RR diastolisch 75,50 (x12,25) 77,08 (x12,32)
Entwicklung Visit | zu RR systolisch: 8,58 (+14,74)p=0,07
Visit 11 RR diastolisch: 1,58 (7,56) p=0,48
Mittlerer arterieller 92,67 (x11,43) 99,67 (+14,61)
Druck (MAD) ber 24-h
MAD Tag 94,33 (+11,99) 101,67 (+14,75)
MAD Nacht 88,92 (+12,75) 92,83 (+11,63)
Entwicklung Visit | zu MAD 24-h: 7,00 (x11,52) p=0,06
Visit 11 MAD Tag: 7,33 (+10,59) p=0,04
MAD Nacht: 3,92 (+14,46) p=0,37
Tag RR systolisch 132,17 (x17,75) 141,75 (x20,68)
Tag RR diastolisch 77,33 (+13,52) 78,92 (+13,61)
Nacht RR sytolisch 128,42 (x20,91) 135,33 (x18,00)
Nacht RR diastolisch 71,17 (x12,13) 70,92 (+11,92)
Entwicklung Visit | zu Tag RR syst.: 9,58 (+15,61) p=0,06
Visit 11 Tag RR diast.: 1,58 (+9,06) p=0,56
Nacht RR syst: 6,92 (+21,06) p=0,28
Nacht RR diast: - 0,25 (x10,08) p=0,93




43
Ergebnisse

Max. RR systolisch 180,83 (+22,47)
Max. RR diastolisch 97,50 (x12,02) 110,08 (+18,33)
Min. RR sytolisch 95,75 (+21,29) 105,50 (+19,71)
Min. RR diastolisch 50,00 (x13,02) 52,58 (x13,37)
Entwicklung Visit | zu Max. RR syst.: 12,67 (£26,06) p=0,12
Visit 11 Max. RR diast.: 12,58 (+13,02) p=0,007

Min. RR syst: 9,75 (£11,03) p=0,01

Min. RR diast: 2,58 (+5,05) p=0,10

3.3  Auswertung von Laborparametern vor und nach renaler

Denervation

3.3.1 Beurteilung der Nierenfunktion

Die Nierenfunktion wurde mittels laborchemischer Parameter jeweils vor und nach
renaler Denervation beurteilt. Hierbei ergab sich eine Tendenz zur Verbesserung der
Nierenfunktion. Die berechnete glomeruldre Filtrationsrate lag bei Studienbeginn im
Mittel bei 86,46 (£25,40) ml/min, und zeigte sechs Monate nach renaler Denervation
eine Tendenz zur Steigerung auf 91,61 (+30,62) ml/min, ohne Erreichen einer
statistischen  Signifikanz. Dies entspricht einer mittleren Differenz  von
5,15 (+14,84) ml/min. Auf der Grundlage dieser Daten ware zum Erreichen eines
Signifikanzniveaus der Einschluss von 68 Patienten erforderlich gewesen (Berechnung

mittels Powerananalyse/Statistical2.7 bei einer Teststérke von 80 %).
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Abbildung 5: Box-Whiskers-Plot der Veranderung der berechneten glomeruléren

Filtrationsrate vor und sechs Monate nach renaler Denervation

Bei der Bestimmung des Kreatinins und des Cystatin C ergaben sich keine signifikanten

Anderungen vor und sechs Monate nach renaler Denervation. Es gingen bei der

Berechnung der Differenz des Cystatin C jedoch nur neun Patienten ein, da bei drei

Patienten kein Vergleichswert vorlag.

Tabelle 9: Laborchemische Beurteilung der Nierenfunktion vor und sechs Monate nach renaler
Denervation

Filtrationsrate (eGFR)

Berechnete glomerulare

86,46 (+25,40)

91,61 (+30,62)

[mI/min]
Kreatinin [mg/dl] 0,89 (x0,26) 0,86 (x0,27)
Cystatin C [mg/l] 1,11 (x0,18) 1,12 (x0,32)
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Tabelle 10 (Fortsetzung): Laborchemische Beurteilung der Nierenfunktion vor und sechs
Monate nach renaler Denervation

Entwicklung Visit | zu eGFR: 5,15 (+14,84) p=0,25
Visit 11 Kreatinin: - 0,03 (x0,14) p=0,52
Cystatin C: 0,01 (+0,22) p=0,94

3.3.2 Laborchemische Marker einer Proteinurie

Eine laborchemische Analyse des Urins wurde bei allen Patienten vor und nach renaler
Denervation durchgefiihrt. Die Gesamtmenge des Proteins im Urin zeigte sich
unverandert, die Differenz betrug nach sechs Monaten 0,23 (x133,21) mg/l. Die
Bestimmung des Albumins ergab einen nicht signifikanten Trend zu einer Reduktion
um -8,30 (x£71,28) mg/l nach sechs Monaten. Das Alpha-1-Mikroglobulin zeigte einen
ebenfalls nicht signifikanten Trend zu einem leichten Anstieg um 1,99 (£16,98) mg/l.
Immunglobulin G wurde bei der Erstuntersuchung bei zwei Patienten detektiert und lag
gemittelt bei 20,05 (x12,65) mg/l. Nach sechs Monaten war Immunglobulin G bei vier

Patienten nachweisbar mit Werten von 12,85 (x7,41) mg/l.

Bei der Auswertung des Kreatinins im Urin ergab sich keine Anderung. Die
Berechnung des Protein-Kreatinin-Quotienten blieb nahezu unveréndert mit einer
Differenz von 0,08 (+0,24) mg/mg Kreatinin. Ahnlich war bei der Berechnung des
Albumin-Kreatinin-Quotienten kein Unterschied zu ermitteln.

Die fraktionierte Natrium-Exkretion erreichte sechs Monate nach renaler Denervation
keine signifikante Anderung (-0,17 (x1,07) %).

Das Signifikanzniveau wurde bei keiner der Auswertungen erreicht.

Tabelle 11: Laborchemische Beurteilung einer Proteinurie vor und sechs Monate nach renaler
Denervation

Visit | Visit 11
Mittelwert (xSA) Mittelwert (xSA)
Protein gesamt [mg/l] 133,88 (+190,50) 134,10 (x111,97)

Albumin [mg/1] 50,08 (*132,94)° 41,78 (x72,01)°
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Alpha-1- Mikroglobulin
[ma/l]

6,16 (+7,57)

8,15 (+13,93)

Immunglobulin G (Ig G)
[ma/l]

20,05 (+12,65) " 12,85 (x7,41)°

+ +

Entwicklung Visit | zu
Visit 11

n=2 n=4
Protein gesamt: 0,23 (£133,21) p=0,10
Albumin: - 8,30 (£71,28) p=0,59 *

Alpha-1- Mikroglobulin: 1,99 (+16,98)p=0,87 *
Ig G: 1,03 (£8,52) p=0,18 *

Kreatinin im Urin
[mg/dl]

80,99 (+61,95) 79,35 (£56,82)

Protein-Kreatinin- 0,17 (x0,16) 0,24 (x0,30)
Quotient [mg/mg

Kreatinin]

Albumin-Kreatinin- 0,05 (£0,10) 0,09 (x0,18)

Quotient

[mg/mg Kreatinin]

Entwicklung Visit | zu
Visit 11

Kreatinin im Urin: - 1,46 (+78,82) p=0,53 *
Prot.-Krea.-Quotient: 0,08 (x0,24) p=0,75*
Albumin-Krea.-Quotient: 0,05 (x0,11) p=0,35 *

Fraktionierte Natrium-
Exkretion [%]

1,07 (x0,76) 0,90 (+0,65)

Entwicklung Visit | zu
Visit 11

Frakt. Na.-Exkretion: - 0,17 (£1,07) p=0,64*

* Berechnung mittels Wilcoxon-Rangsummentest

@ Aufgrund der Sensitivitat des Tests konnte Albumin erst ab einer Konzentration von 5 mg/I

detektiert werden; Werte <5 mg/l gingen in die Berechnung mit 5 mg/l ein

® Aufgrund der Sensitivitat des Tests konnte Alpha-1-Mikroglobulin erst ab einer Konzentration von

2 mg/l detektiert werden; Werte < 2 mg/l gingen in die Berechnung mit 2 mg/l ein



47
Ergebnisse

3.4  Auswertung der Quantifizierung endothelialer Progenitorzellen

mittels Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Mithilfe der Durchflusszytometrie erfolgte die Bestimmung der Oberflaichenmarker
endothelialer Progenitorzellen. Sechs Monate nach renaler Denervation zeigte sich ein
Trend fur eine Zunahme CD133/FIk-1-doppelt positiver Zellen um 0,68 (£1,28) %,
ohne Erreichen einer statistischen Signifikanz (p=0,25).

CD133/ Flk-1 doppelt positive Zellen [%)]
3,0 ; .
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2,4
2,2
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Abbildung 6: Box-Whiskers-Plot der Quantitat endothelialer Progenitorzellen
(CD133/FIk-1 doppelt positiv) vor und sechs Monate nach renaler Denervation

Sechs Monate nach renaler Denervation zeigte sich ein nicht-signifikanter Trend fur
eine Zunahme der CD133/cKit-doppelt positiven Zellen um 0,9 (£1,29) % (bezogen auf

die Gesamtzahl der mononukleédren Zellen) (p=0,07).
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Abbildung 7: Box-Whiskers-Plot der Quantitat endothelialer Progenitorzellen
(CD133/cKit doppelt positiv) vor und sechs Monate nach renaler Denervation

Die Ergebnisse zeigen einen Trend fir eine Zunahme endothelialer Progenitorzellen
nach renaler Denervation, ohne dass eine statistische Signifikanz erreicht werden
konnte. Die FACS-Analytik konnte aufgrund der Koloniezahlen nur bei sechs von zwolf
Patienten durchgefiihrt werden. Bei dieser geringen Patientenzahl konnte das
Signifikanzniveau nicht erreicht werden. Unter Bericksichtigung der vorliegenden
Daten ergibt die Berechnung mittels Poweranalyse auf der Basis einer Teststarke von
80 %, dass zum Erreichen einer statistischen Signifikanz n=30 bei CD133/FIk-1-doppelt
positiven Zellen sowie n=19 bei CD133/cKit-doppelt positiven Zellen ndtig gewesen

waren.
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Tabelle 12: Auswertung der Quantitat der in der Durchflusszytometrie detektierten
endothelialen Progenitorzellen

CD133/FIk-1-positive 1,21 (z0,67) 1,79 (z0,94)
Zellen
[%]
CD133/cKit-positive 0,79 (%0,70) 1,68 (+0,90)
Zellen
[%]
Entwicklung Visit | zu CD133/Flk-1-positive Zellen [%6]:
Visit 11 0,68 (x1,28) p=0,25
CD133/cKit-positive Zellen [%0]:
0,90 (+1,29) p=0,07

3.5 Auswertung der  Proliferationsfahigkeit  endothelialer
Progenitorzellen (EPCs) tber Quantifizierung von Colony Forming
Units (CFUs) in Zellkultur

Die Proliferationsfahigkeit der endothelialen Progenitorzellen wurde in Zellkultur tber
die Quantifizierung von Zellkolonien (colony forming units) bestimmt.
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Abbildung 8: Zellkolonien EPCs Abbildung 9: Zellkolonien EPCs
(lanzettformige Zellen) (lanzettformige Zellen)

Pat. 004 Visit 11 (08.04.2014) Pat. 005 Visit 11 (30.07.2014)
VergroBerung 20x; Belichtungszeit 2000 ms VergroBerung 20x; Belichtungszeit 2,87 ms
Eigenes Bild Eigenes Bild

Es erfolgte die Zuordung zu den Gruppen eins bis funf entsprechend der Anzahl der
Kolonien (siehe Grafik). Flinf Patienten (41,67 %) wurden bei Visit Il, sechs Monate
nach erfolgter renaler Denervation, einer héheren Gruppe zugeordnet, entsprechend
einer Zunahme der Ausbildung von Kolonien endothelialer Progenitorzellen. Bei drei
Patienten (25,00 %) ergab sich keine Veranderung der Zuordnung der Gruppe. Vier

(33,33 %) Patienten wurden bei Visit Il einer niedrigeren Guppe zugeordnet.
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Anzahl der Kolonien nach Gruppe

Gruppe 1: 0 Kolonien
Gruppe 2: 1 - 10 Kolonien
Gruppe 3: 11 - 20 Kolonien
Gruppe 4: 21 - 30 Kolonien
Gruppe 5: >30 Kolonien

Gruppe

L B visit |
Patient B visit 11

Abbildung 10: Balkendiagramm nach Gruppen entsprechend der Anzahl von Kolonien EPCs in
der Zellkultur vor (Visit I) und sechs Monate nach renaler Denervation (Visit 11)

3.6  Auswertung der mittels Laserscanning-Zytometrie (iCys)

bestimmten eNOS-Expression endothelialer Progenitorzellen (EPCs)

Die Bestimmung der Expression der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)
erfolgte mittels Laserscanning-Zytometrie. Hierbei ergaben sich keine Anderungen des
Anteils an eNOS exprimierenden Zellen von den gesamt detektierten kernhaltigen
Zellen (vgl. Tabelle 12). Die weitere Analytik des Aktivitdtsmarkers eNOS konnte
aufgrund der Kolonienzahlen nur bei sechs von zwolf Patienten durchgefiihrt werden.
Das Ergebnis ist nicht signifikant.
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Tabelle 13: Auswertung der Expression der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase
endothelialer Progenitorzellen vor und sechs Monate nach renaler Denervation

eNOS-positive Zellen
[%]

36,08 (+37,97)

31,08 (+32,50)

Entwicklung Visit 1 zu
Visit 11

eNOS-positive Zellen [%]:

-5,0 (+48,61)

p=0,81
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4. Diskussion

4.1 Renale Denervation nach der SYMPLICITY HTN-3-Studie

4.1.1  Wissenschaftliche Diskussionen und Betrachtungen

Die Publikation der Studie SYMPLICITY HTN-3 im Friihjahr 2014 (Bhatt et al. 2014),
in der die primdren Effektivitatsendpunkte, die Senkung des systolischen Blutdrucks in
der Kklinischen Einzelmessung sowie der ambulanten 24-h-Blutdruckmessung sechs
Monate nach renaler Denervation nicht erreicht worden waren, flhrte zu intensiven
wissenschaftlichen Diskussionen. Die Ergebnisse der SYMPLICITY HTN-3-Studie
standen einer Vielzahl vorangegangener Studien gegentber, welche eine deutliche und
langanhaltende Senkung des arteriellen Blutdrucks dokumentiert hatten. Hierzu zahlen
unter anderem die SYMPLICITY HTN-1 (Krum et al. 2009) und SYMPLICITY
HTN-2 (Simplicity HTN-2 Investigators et al. 2010) Studien. Da die hier présentierte
Studie vor dem Hintergrund des aktuellen wissenschaftlichen Konsens entworfen
wurde, sind die SYMPLICITY HTN-Studien als bisher grofite und représentativste
Studien von wichtiger Bedeutung. Zum Zeitpunkt der Initiierung der hier préasentierten
Studie im April 2013 galt die Effektivitat der renalen Denervation bezlglich der
Blutdrucksenkung als Uberwiegend anerkannt, sodass der Schwerpunkt unserer
Studiengruppe auf der Untersuchung weiterer organoprotektiver Effekte im
Zusammenhang mit der Durchfiihrung der Intervention gelegt wurde. Das Verfehlen der
primdren  Effektivitatsendpunkte der SYMPLICITY HTN-3-Studie sowie die
nachfolgende wissenschaftliche und o6ffentliche Diskussion der renalen Denervation
hatte auch fir den Verlauf der hier beschriebenen Studie eine entscheidende Bedeutung,
insbesondere bezuglich der weiteren Rekrutierung von Patienten. Es soll im folgenden
daher zunachst ein Uberblick (iber die SYMPLICITY HTN-Studien, weitere
Studienhintergriinde sowie aktuelle wissenschaftliche Betrachtungen, Kritikpunkte und

Diskussionen gegeben werden.

4.1.1.1 Uberblick tiber die SYMPLICITY HTN-Studien

Die folgende Tabelle stellt einen Uberblick tiber die SYMPLICITY HTN-Studien dar,

welche als groRte Studien zur renalen Denervation eine zentrale Stellung in der
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Forschung einnehmen. Alle Studien wurden von Medtronic mitfinanziert, dem
Unternehmen welches weltweit das Kathersystem, ,,Symplicity”™ RDN System®, zur
renalen Denervation vertreibt.

Tabelle 14: Uberblick tiber die SYMPLICITY HTN-Studien

n 45 106 535

Renale Denervation: Renale Denervation: n=364
n=52 Nierenarteriographie:

Kontrollgruppe ohne n=171

Intervention: n=54

Studien- | Prospektiv Prospektiv Prospektiv
design Offen Offen Einseitig verblindet
Randomisiert Randomisiert

Placebokontrolliert

Primare | Veranderung Verénderung des Veranderung des

End- des Blutdrucks | Blutdrucks in der Blutdrucks in der

punkte | inder klinischen klinischen Einzelmessung
klinischen Einzelmessung und
Einzelmessung ambulanten 24-h-

Langzeitmessung
Sicherheit der Sicherheit der

Intervention Intervention Sicherheit der Intervention
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Ergeb-
nisse
nach
sechs
Mona-

ten:

SYMPLICITY
HTN-1 (2009)

Reduktion des

SYMPLICITY
HTN-2 (2010)

Reduktion des

SYMPLICITY HTN-3 (2014)

Reduktion des Blutdrucks:

Blutdrucks:

Einzelmessung:

Blutdrucks:

Einzelmessung:

Einzelmessungq:
Nach RD:

Nach RD:

-22 (£10)
mmHg
systolisch;

-11 (£5) mmHg
diastolisch

Signifikant
(p<0,001)

Primérer
Sicherheitsend-

punkt erreicht

Nach RD:

-32 (£23) mmHg
systolisch;

-12 (£11) mmHg
diastolisch
Kontrollgruppe:
-1 (x21) mmHg
systolisch;

-0 (x10) mmHg
diastolisch

Differenz
-33/11 mmHg;
Signifikant
(p<0,0001)

Primarer
Sicherheitsend-

punkt erreicht

-14,13 (£23,93) mmHg
systolisch;

-6,6 (x11,9) mmHg diastolisch
Nach Nierenarteriographie:
-11,74 (£25,95) mmHg
systolisch;

-4,6 (x13,6) mmHg diastolisch

Differenz -2,39 mmHg
systolisch;
Nicht signifikant (p=0,26)

24-h-Messung:
Nach RD:

-6,75 (x15,11) mmHg systolisch;
-4,1 (£9,2) mmHg diastolisch

Nach Nierenarteriographie:
-4,79 (£17,25) mmHg systolisch;
-3,1 (x10,1) mmHg diastolisch

Differenz -1,96 mmHg
systolisch; nicht signifikant
(p=0,98)

Primadrer Sicherheitsendpunkt

erreicht
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4.1.1.2 Weiterer Studienhintergrund zur renalen Denervation

Eine Vielzahl Kkleinerer Studien erbrachte ebenfalls vielversprechende Ergebnisse. So
zeigte beispielsweise die Arbeitsgruppe um Ott et al. eine Senkung des Blutdrucks um
-13/7 mmHg (p<0,001) in der Einzelmessung, sowie um -14/7 mmHg (p<0,001) in der
Langzeitblutdruckmessung Uber 24 h. In 51 % der 54 eingeschlossenen Patienten konnte
eine Reduktion des arteriellen Blutdrucks auf Werte Kkleiner 140/90 mmHg erzielt
werden (Ott et al. 2013). Weiterhin konnte in Follow-up-Studien eine Reduktion der
Blutdruckwerte um im Mittel -28/10 mmHg (p<0,001) nach 12 Monaten (Esler et al.
2012) und -32/14 mmHg (systolischer Wert p<0,0001, diastolischer Wert p<0,002) nach
24 Monaten verzeichnet werden (Investigators 2011). Im Jahr 2013 publizierte ein
internationales Expertenkomitee in Zusammenschau bisheriger Studienergebnisse eine
Stellungnahme, in der die renale Denervation, angewandt an Patienten mit
therapieresistenter Hypertonie, in der Nachverfolgung Uber drei Jahre ein
Sicherheitsprofil aufweist, welches zum Grad und der Verlésslichkeit einer Senkung des
Blutdrucks als akzeptabel eingestuft wird. Weiterhin wird erldutert, dass
maoglicherweise ein Effekt Gber die Kontrolle des arteriellen Blutdrucks hinaus besteht
(Schlaich et al. 2013).

In Europa und anderen Léandern wurde die renale Denervation aufgrund der
vielversprechenden Datenlage an spezialisierten Zentren, so auch an der
Universitatsmedizin ~ Gottingen, zu einem von gesetzlichen Krankenkassen
ubernommenen Routineeingriff. In den USA hingegen war eine Zulassung durch die
FDA (Food and Drug Administration) ohne vorherige Durchfihrung einer Sham-
kontrollierten, doppel-blinden randomisierten Studie nicht mdoglich, sodass die
Durchfuhrung einer renalen Denervation wissenschaftlichen Studien vorbehalten blieb.
Aus diesem Grund wurde die SYMPLICITY HTN-3-Studie initiiert, welche erstmalig
ein doppeltverblindetes Konzept anwandte und mithilfe einer Kontrollgruppe die
Intervention auf einen mdglichen Placeboeffekt untersuchte. Da weiterhin eine grof3e
Anzahl von Patienten (n=535) eingeschlossen wurde, erfiillte die Studie hohe
wissenschaftliche Anspriiche. Das Verfehlen der priméaren Effektivitatsendpunkte dieser
Studie erregte entsprechend groRes wissenschaftliches Interesse und Kontroversen tber
die Einordnung der Ergebnisse sowie den zukiinftigen Umgang mit der Therapieoption

einer renalen Denervation.
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4.1.1.3 Kiritik am Design friherer Studien

Die Autoren der SYMPLICITY HTN-3-Studie selbst beschreiben Erklarungsmodelle,
wie es zu den bisherigen Publikationen entgegenstehenden Ergebnissen gekommen sein
mag. Zum einen wurde in friheren Studien meist die Blutdruckentwicklung im
Vergleich zu den Werten bei Studieneinschluss dokumentiert, ohne eine Kontrollgruppe
zu bilden und auszuwerten. Hierbei mag das Phanomen der Regression zur Mitte einen
falschlicherweise zu hoch eingeschétzen Therapieeffekt begunstigt haben. Ebensowenig
konnte der Hawthorne-Effekt ausgeschlossen werden, sodass moéglicherweise bereits
die Studienteilnahme zu einer verbesserten Compliance der Patienten bezlglich
antihypertensiver Therapien fiihrte. Ein weiterer entscheidender Punkt, welcher im
Studiendesign ohne Verblindung und Kontrollgruppe nicht zu eruieren war, besteht in
der Wirkung eines Placeboeffektes. Dieser wird zudem insbesondere durch die
Invasivitat der Intervention beginstigt. Somit besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit,
dass die Placebowirkung félschlicherweise dem Therapieerfolg zugeschrieben wurde
(Bhatt et al. 2014). Bereits vor Publikation der SYMPLICITY HTN-3-Studie wurde
entsprechende Kritik am Design der Vorlauferstudien vorgebracht. Diese bezog sich
vornehmlich auf das nicht verblindete VVorgehen sowie die alleinige Erhebung klinischer
Einzelmessungen des arteriellen Blutdrucks. Untersucher-, Erwartungs- und
Auswertungs-Bias sind demnach mdgliche Faktoren, welche die Ergebnisse beeinflusst
haben konnten. Auch in der SYMPLICITY HTN-2-Studie konnten die oben genannten
Kritikpunkte nicht ausgeschlossen werden, da kein standardisiertes antihypertensives
Therapiekonzept angewandt wurde, die Compliance beziliglich der medikamentdsen
Therapie nicht Gberprift wurde und keine verblindeten Messungen erhoben wurden.
Zudem wussten Patienten der Kontrollgruppe, dass ihnen die Behandlung der renalen
Denervation nur dann zuteil werden wirde, wenn ihre Blutdruckwerte weiterhin hoch
blieben, weshalb diese Patienten moglicherweise eine verminderte Compliance
bezuglich ihrer Medikation und Lebensstilverdnderungen aufwiesen. Wahrend in der
Gruppe nach erfolgter renaler Denervation ein gegenteiliger Effekt denkbar ist, wobei
durch hohe Erwartungen an die neue und vielversprechende Intervention sowie durch
den Hawthorne-Effekt eine verbesserte Compliance zur verzeichneten Reduktion des
arteriellen Blutdrucks beitrugen (Azizi et al. 2012). Kritiker der renalen Denervation
sahen sich nach der Publikation der SYMPLICITY HTN-3-Studie darin bestéatigt, dass

der echte therapeutische Effekt der renalen Denervation aufgrund all dieser Faktoren
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und Méngel im Studiendesign deutlich Uberschatzt worden war (Fadl Elmula et al.
2015). Dies scheint sich auch in der Differenz der erzielten Blutdrucksenkung im
Vergleich der klinischen Einzelmessung mit der ambulanten 24-h-Messung
wiederzuspiegeln. Die ambulante 24-h-Langzeitmessung des Blutdrucks reduziert die
Untersucher-Bias, Messfehler, den Weilkitteleffekt, und weillt eine hohere
Reproduzierbarkeit auf (Fadl Elmula et al. 2015). Eine spater durchgefuhrte
Metaanalyse, welche Blutdruckwerte von Patienten nach renaler Denervation aus zehn
europaischen Zentren auswertete, beschrieb eine deutlich starker ausgeprégte Senkung
des arteriellen Blutdrucks in der klinischen Einzelmessung (-17,6/7,1 mmHg; p<0,03)
im Vergleich zur 24-h-Langzeitmessung (-5,9/3,5 mmHg; p<0,03). Weiterhin wurde
eine deutliche interindividuelle Varianz des Ansprechens auf die Intervention
beschrieben, und zum Teil auch eine Steigerung des Blutdrucks verzeichnet (Persu et al.
2014).

4.1.1.4 Kritik an der SYMPLICITY HTN-3-Studie

Die Publikation der SYMPLICITY HTN-3-Studie eroffnete viele wissenschaftliche
Diskussions- und Ansatzpunkte, welche eine Verstarkung von Dringlichkeit und
Interesse erfuhren. Eine Entwicklung, welche zweifelsohne im Interesse von Patienten

ist.

Obwohl das Studiendesign der SYMPLICITY HTN-3-Studie im Vergleich mit
vorangegangenen Studien die bisher hochsten wissenschaftlichen Kriterien erfillt,
ergeben sich in spezifischen Analysen auch hier Kritikpunkte, welche in der Beurteilung

der Ergebnisse zu berticksichtigen sind.

41141 Konsistenz im medikamentdsen Therapieregime, Monitoring und

Besonderheiten von Subgruppen

Anderungen der pharmakologischen antihypertensiven Therapie der in die Studie
eingeschlossenen Patienten waren laut dem Studienprotokoll in zwei Wochen vor dem
endgultigem Studieneinschluss und Randomisierung nicht erlaubt. Patienten wurden
angewiesen ein Tagebuch tber Blutdruckwerte und Medikamenteneinnahme zu fiihren.
Da jedoch aus vielen Studien bekannt ist, dass der maximale therapeutische Effekt

vieler Antihypertensiva erst nach acht Wochen erreicht wird, nachdem Anderungen der
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Dosierung vorgenommen oder neue Medikamente kombiniert wurden, ist es moglich,
dass viele Patienten bei Studieneinschluss noch keine addquate Stabilisierung ihres
Therapieregimes erfahren hatten. Diese Hypothese wird insbesondere auch durch die
deutliche Reduktion der Blutdruckwerte in der scheinbehandelten Kontrollgruppe
bestarkt (Luscher und Mahfoud 2014). Weiterhin wurden bei 39 % der Patienten im
Zeitraum zwischen Studieneinschluss und Erhebung der primdren Endpunkte nach
sechs Monaten Anderungen der Dosierung oder Medikamentenklasse vorgenommen
(Kandzari et al. 2015). Ein objektives Messverfahren zur Ermittlung der Compliance
bezuglich der pharmakologischen Therapie, z. B. tiber Bestimmung der Urinmetabolite,
war im Studiendesign nicht vorgesehen. Es fanden jedoch acht Arzt-Patienten-Kontakte
im Verlauf der Studie statt, sodass moglicherweise auch hier der Hawthorne-Effekt zum
Tragen kam, und die Compliance der Patienten beziglich der Medikamenteneinnahme
hierdurch verstarkt wurde (Lobo et al. 2015).

Subgruppenanalysen ergaben auflerdem eine Besonderheit in der Medikation mit
direkten Vasodilatatoren. Diese erwiesen sich als negativer prédiktiver Faktor in Bezug
auf eine Senkung des arteriellen Blutdrucks nach sechs Monaten (Kandzari et al. 2015).
26,2 % der in die Studie eingeschlossenen Patienten waren Afroamerikaner, und es
zeigte sich, dass diese praferenziell mit direkten Vasodilatatoren therapiert wurden. In
der Kontrollgruppe erhielten 56 % der Afroamerikaner, und 40,5 % der weiRen
Amerikaner Vasodilatatoren, wahrend in der renal denervierten Gruppe 46,7 % der
Afroamerikaner und 33,7 % der weillen Amerikaner Vasodilatatoren einnahmen.
Genauere Analysen hierzu ergaben, dass in der Kontrollgruppe Afroamerikaner unter
Medikation mit direkten Vasodilatatoren eine deutlich grofRere Reduktion des arteriellen
Blutdrucks erfuhren (-21,9 £29,1 mmHg) als Afroamerikaner ohne Vasodilatatoren oder
weille Amerikaner, unabhdngig davon, ob sie Vasodilatatoren einnahmen oder nicht. In
der Gruppe renal denervierter Patienten ergab sich bei weillen Amerikanern ohne
Therapie mit Vasodilatatoren eine signifikant grofiere Senkung des Blutdrucks in der
klinischen Einzelmessung nach renaler Denervation (-17,6 mmHg) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (-10,4 mmHg; p=0,03). In der 24-h-Langzeitmessung ergab sich ein
gleichsinniger Trend, erreichte jedoch keine Signifikanz (Kandzari et al. 2015).
Schlussfolgernd aus ebensolchen Analysen muss im Design nachfolgender Studien die

Maglichkeit unterschiedlichen therapeutischen Ansprechens auf pharmakologische
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Therapien und die renale Denervation entsprechend der Zugehorigkeit verschiedener

Ethnien berlcksichtigt werden.

Weitere  statistische  Post-hoc-Analysen  ergaben  eine  Medikation  mit
Aldosteronantagonisten als positivem préadiktivem Faktor zur Reduktion des Blutdrucks
nach sechs Monaten, sowohl in der klinischen Einzelmessung, als auch in der
ambulanten 24-h-Aufzeichnung (Kandzari et al. 2015).

41.1.4.2 Durchfiihrung der renalen Denervation

Ein weiterer Kritikpunkt an der SYMPLICITY HTN-3-Studie betrifft die Ausfiihrung
der renalen Denervation. Bemerkenswert hierbei ist, dass die in die Studie
eingeschlossenen 535 Patienten an 88 Zentren rekrutiert worden waren. Die insgesamt
364 renalen Denervationen wurden von 111 Interventionalisten durchgefihrt. Von
diesen fluhrten 34 % nicht mehr als eine Intervention durch, und lediglich 26
Interventionalisten kam die Ausfuhrung von mehr als flinf renalen Denervationen zu
(Lobo et al. 2015). Da in den USA die renale Denervation noch nicht als Routineeingriff
etabliert war, ist anzunehmen, dass ohne vorherige Erfahrungen die Lernkurve der
ausfihrenden Interventionalisten einen Einfluss auf die erzielten Ergebnisse hatte. Dies
ist insbesondere von Bedeutung, da bisher kein Test zur Verfligung steht, welcher den
Nachweis addquaten Kontakts zur Arterienwand sowie eine effektive Zerstérung renaler
Nerven erlaubt (Ldscher und Mahfoud 2014).

In statistischen Post-hoc-Kohortenanalysen der SYMPLICITY HTN-3-Studie zeigte
sich zudem, dass das Setzen von Ablationspunkten in allen vier Quadranten beider
Nierenarterien mit einer grofReren Reduktion des systolischen Blutdrucks in Verbindung
steht, sowohl in der der klinischen Messung (-24,3 mmHg) als auch in der ambulanten
Messung (-10,3 mmHg). Jedoch wurde eine solche Durchfuhrung nur bei 19 von 364
renal denervierten Patienten protokolliert. Weiterhin zeigte sich, dass auch die Anzahl
der Ablationpunkte mit dem AusmafR der Senkung des Blutdrucks korreliert. In 40
Patienten mit mehr als 13 Ablationsversuchen zeigte sich eine Reduktion des
systolischen Blutdrucks in der ambulanten Messung um -10,3 mmHg. Dies entspricht
der im ,,Global Symplicity Registry* verzeichneten Effektivitdt, bei entsprechender
Anzahl von Ablationspunkten. Durchschnittlich wurden wéhrend der SYMPLICITY
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HTN-3-Studie jedoch nur 11,2 +2,8 Ablationsversuche unternommen, und 9,2 +2,0
Ablationspunkte protokolliert (Lobo et al. 2015).

4.1.2  Auswirkungen der Publikation der SYMPLICITY HTN-3-Studie auf die

vorliegende Studie

Die hier préasentierte Studie wurde im April 2013 initiiert und von der ortlichen
Ethikkommission anerkannt. Bis zur Publikation der SYMPLICITY HTN-3-Studie im
Frihjahr 2014 waren acht Patienten bereits in die Studie eingeschlossen worden. Da
diese wie bereits beschrieben, zu groRen wissenschaftlichen und auch 6ffentlichen
Diskussionen fhrte, galt es selbstverstandlich auch fur unsere Studiengruppe den fiir
Patienten bestmdglichen Umgang mit den Studienergebnissen zu eruieren. In einer
Stellungnahme der Deutschen Gesellschaft fur Kardiologie — Herz- und Kreislauf-
forschung e.V. zur SYMPLICITY HTN-3-Studie empfahl diese, die Durchfihrung der
renalen Denervation auf ausgewiesene Zentren zu beschréanken, sowie moglichst den
Einschluss der Patienten in ein Register oder Studien anzustreben (Bohm 2014). Da
diese Empfehlungen der im Rahmen der an der Universitaitsmedizin Gottingen
durchgefuhrten Studie entsprachen, die priméren Sicherheitsendpunkte der
SYMPLICITY HTN-3-Studie eindeutig erreicht worden waren, vorangegangene
Studien hoher wissenschaftlicher Qualitat fir das Verfahren der renalen Denervation
sprachen und eine standardisierte sorgfaltige klinische Untersuchung der Patienten auf
deren Eignung zur renalen Denervation im Studiendesign verankert war, wurde die
Studie fortgefiihrt. Alle im Folgenden eingeschlossenen Patienten wurden jedoch
sorgfaltig Uber das Verfahren sowie die Ergebnisse der SYMPLICITY HTN-3-Studie
aufgeklart. Da bis zum Erzielen weiterer differenzierter wissenschaftlicher Erkenntnisse
bezuglich der Effektivitit der renalen Denervation jedoch eine gewisse Zuriickhaltung
in der Anwendung des Verfahrens sowohl von den Patienten als auch von den
behandelnden Arzten angezeigt war, konnten nur deutlich weniger Patienten in die
Studie eingeschlossen werden als urspriinglich angestrebt. Schwierigkeiten ergaben sich
weiterhin dadurch, dass die Finanzierung der Prozedur durch die Kostentréger durch die
Ergebnisse der SYMPLICITY HTN-3-Studie beeinflusst wurde. Die fehlende
Kostenlibernahme schrankte die Rekrutierung zuséatzlich ein. Die endgultige Zahl der
Studienteilnehmer belief sich schlieflich auf zwdlf Patienten, im Vergleich zu der

urspringlich kalkulierten Anzahl von 30 Patienten. Hierdurch resultierte eine geringe
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Power der statistischen Analysen, so dass die im Vorfeld definierten Endpunkte zum
Erfassen potentieller organoprotektiver Effekte verfehlt wurden. Dennoch ergaben sich
aus der Verknipfung der experimentellen Fragestellung mit der klinischen Studie einige
interessante  Entwicklungen, insbesondere bezlglich der Anzahl endothelialer
Progenitorzellen (EPCs) sowie der Nierenfunktion, die Grundlage fir weitere
wissenschaftliche Arbeiten darstellen konnte. Von besonderem Interesse fur die
Evaluation von potentiell vasoprotektiven Effekten durch die renale Denervation ist
dabei die Analyse von endothelialen Progenitorzellen. Bei Bestimmung der
Oberflachenmarker CD133/Flk-1 ergab sich eine tendenzielle Zunahme der Anzahl
EPCs um 0,68 (x1,28) % mit p=0,25 nach sechs Monaten. Um hier das
Signifikanzniveau zu erreichen, ware, laut Berechnung mittels einer Poweranalyse, die
Auswertung von Daten von 30 Patienten nétig gewesen. Die Kreuzkontrolle mit
Bestimmung der Oberflachenmarkerkombination CD133/cKit ergab eine tendenzielle
Steigerung der Zahl EPCs um 0,90 (£1,29) % mit p=0,07. Auf der Basis einer Power
Analyse mit einem Signifikanzniveau von 0,05 und einer statischen Power von 80 %
waére das Signifikanzniveau bei Einschluss von 19 Patienten erreicht worden. Auch bei
der Entwicklung der eGFR lieR sich eine tendenzielle Steigerung um
5,15 (x14,84) ml/min dokumentieren (p=0,25). Zum Erreichen einer statischen
Signifikanz hatte auf dem Boden dieser Daten bei einem Signifikanzniveau von 0,05
sowie einer statischen Power von 80 % ein Kollektiv von 68 Patienten rekrutiert werden
mussen. Trotz fehlendem Effektivitatsnachweis der renalen Denervation auf die
untersuchten Variablen bei sehr kleiner Fallzahl, liefert die vorliegende Studie
innovative Ansatzpunkte, um reno- und vaskuloprotektiver Effekte der renalen

Denervation zu untersuchen.

4.2 Interpretation und Einordnung der Ergebnisse

4.2.1  Entwicklung des arteriellen Blutdrucks

Die Entwicklung des arteriellen Blutdrucks muss in Zusammenschau mit der Einnahme
antihypertensiver Medikamente betrachtet werden. Hier ist auffallig, dass bei 50 % der
Patienten eine Reduktion der Anzahl der Medikamente nach renaler Denervation erfolgt

war. Dies war ausdricklich nicht die Intention der Studie beziehungsweise der
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Intervention, jedoch war bei klinischer Notwendigkeit eine Anpassung der Medikation
zulassig. Der Mittelwert der Anzahl antihypertensiver Medikamente betrug Dbei
Studienbeginn 5,18 (£0,75), und lag sechs Monate nach renaler Denervation bei 4,45
(x0,82). Die Differenz von -0,67 (£0,98) erreichte mit p=0,038 statistische Signifikanz.
Maoglicherweise wurde hierdurch einem potentiellen Effekt der renalen Denervation
entgegengewirkt, so dass tendenziell angestiegene Blutdruckwerte sechs Monate nach
renaler Denervation dokumentiert wurden. Hier ergab sich statistisch eine signifikante
gegensinnige Spearman-Korrelation zwischen dem Anstieg des diastolischen
Blutdrucks und der Reduktion der Antihypertensiva (R=-0,62; p=0,03). Dies vermag
die Hypothese einer Beeinflussung der Studienergebnisse durch verfriihte Umstellung
der blutdrucksenkenden Medikation zu stiitzen. Ebenso war in der ambulanten 24-h-
Langzeitblutdruckmessung keine Anderung der systolischen und diastolischen
Blutdruckwerte festgestellt worden. Aufféllig jedoch ist die ausgebliebene Absenkung
des arteriellen Blutdrucks in jedem Fall dahingehend, dass offensichtlich abgesehen von
der Effektivitat des Verfahrens an sich, auch Effekte wie der Placebo- und Hawthorne-
effekt nicht in ebensolchem Male zum Tragen kamen wie in anderen Studien
beschrieben. Dies ist gegebenenfalls tatsachlich als Hinweis einer Verschleierung der
blutdrucksenkenden Effekte durch eine zu frihe Reduktion antihypertensiver
Medikamente zu werten. Alle Patienten waren zwar dariber aufgeklart worden, dass
Verdnderungen der Medikation nicht Ziel der Intervention seien, jedoch besteht bei
vielen Patienten ein dringlicher Wunsch, weniger Medikamente einzunehmen. Zudem
ist es maglich, dass bei hauslichen Selbstmessungen der Patienten félschlicherweise
niedrigere Werte dokumentiert wurden, sodass sich betreuende Hausérzte veranlasst
sahen eine Reduktion der Antihypertensiva durchzufthren. Eine Ricksprache mit
unserer Studienambulanz erfolgte hierbei nicht. Um den Grad der Adhérenz bei den
Patieneten abzuschétzen, sollten Adh&renzmessungen bei der Durchfiihrung von

Folgestudien implementiert werden.

4.2.2 Renoprotektive Effekte

Die Nieren sind ein im besonderem MaRe an der sympathischen Uberaktivitat sowohl
beteiligtes wie auch betroffenes Organ. Da die arterielle Hypertonie mit einer erh6hten
Natriumretention einhergeht, kommt es zur Uberaktivitat des efferenten sympathischen
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Nervensystems (Kopp 2015). Zusétzlich fuhrt eine Schadigung der Nieren, wie sie bei
Hypertonikern haufig vorliegt, zu einer Umkehr der inhibitorischen renorenalen Reflexe
zu exzitatorischen Signalen. Hieraus resultiert eine weitere Verstarkung der
sympathischen Uberaktivitdt und eine zusétzlich vermehrte Natriumretention und
Steigerung des arteriellen Blutdrucks (Kopp 2015). Da eine renale Denervation an dem
sympathischen Nervengeflecht um die Nierenarterien interveniert und somit den
Versuch reprasentiert, den sich entwickelnden Circulos vitiosus zu durchbrechen, liegt
es nahe, dass ruckwirkend eine Verbesserung im Natrium- und Wasserhaushalt,
hierdurch eine verbesserte Regulation des Blutdrucks und somit auch ein Fortschreiten
einer Nephrosklerose vermindert werden kann bzw. es sogar zu einer Verbesserung der
Nierenfunktion kommen konnte. Mit der vorliegenden Studie wurden Kklinische,
laborchemische und experimentelle Parameter eruiert, welche zur Uberpriifung einer
solchen Hypothese dienlich sein sollen. Das Fortschreiten der histologisch erkennbaren
Nephrosklerose resultiert in einer Reduktion der berechneten glomeruléren
Filtrationsrate (eGFR). Da in der prospektiv klinischen Studie die histologische
Untersuchung aus ethischen Griinden nicht mdglich war, wurde zur Beurteilung der
Nierenfunktion, wie im klinischen Alltag (blich, die eGFR herangezogen. Sechs
Monate nach renaler Denervation war ein tendenzieller, jedoch nicht signifikanter
Anstieg zu verzeichnen gewesen. Weiterhin erfolgte, wie ebenfalls klinisch tblich, die
Bestimmung des Kreatinins. Auch hier wurde eine leichte, jedoch in dieser Studie
ebenfalls nicht signifikante Reduktion ermittelt. Als zusétzlicher Kontrollparameter
wurde aullerdem das sensitivere und von anderen Faktoren wie Muskelmasse oder
Erndhrung unabh&ngigere und moglicherweise fiir &ltere Patienten besser geeignete
Cystatin C bestimmt (Fan et al. 2015). Der Referenzbereich wird vom Zentrallabor der
Universitatsmedizin mit 0,4 —0,99 mg/l angegeben (http://www.clinchem.med.uni-
goettingen.de/media/projekt/Hinweisheft_  20151015.pdf. (02.03.2017)). Bei
Studieneinschluss lag der mittlere Wert des Cystatin C mit 1,11 (£0,18) mg/l somit Gber
diesem Referenzbereich. Sechs Monate nach renaler Denervation war dieser um
0,01 (£0,22) mg/l angestiegen auf 1,12 (£0,32) mg/l (p=0,94). Da jedoch nur bei neun
Patienten ein Vergleichswert vorlag und die Differenz sehr klein ist, lasst sich aus
diesem Ergebnis kein Ruckschluss auf eine mogliche Verénderung ziehen. Generell
bleibt zu diskutieren, ob die erzielten Ergebnisse durch die fehlende postinterventionelle
Absenkung des Blutdrucks beeinflusst sind und hierdurch andernfalls womdglich

deutlichere positive Effekte abgeschwacht wurden. Andererseits ist aufgrund der
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trotzdem verzeichneten tendenziellen Verénderungen die Hypothese zu prifen, ob eine
Verbesserung der Nierenfunktion nach renaler Denervation unabhéngig von der
erzielten Reduktion des arteriellen Blutdrucks eintritt. Um eine wissenschaftliche
Evidenz zu erlangen, ist eine groRere Anzahl an Studienteilnehmern sowie eine langere
Nachverfolgung unabdingbar. Jedoch beobachtete die Arbeitsgruppe um Kiuchi et al.
uber 24 Monate nach erfolgter renaler Denervation bei insgesamt 30 Patienten einen
signifikanten Abfall des Serumkreatinins im Vergleich zum Ausgangswert sowie
gleichsinnig einen signifikanten Anstieg der eGFR. Diese stieg von initial
61,9 (= 23,9) ml/min auf 88,0 (£ 39,8) ml/min nach 24 Monaten (p<0,0001), was eine
Verbesserung um 42 % bedeutet. In dieser Studie war es ebenfalls zu einer signifikanten
Senkung des Blutdrucks sowohl in der Einzelmessung als auch in der 24-h-
Aufzeichnung gekommen (Kiuchi et al. 2016). Eine weitere Studie mit 27 Patienten
beschreibt eine Umkehr der generellen Entwicklung der eGFR. Vor renaler Denervation
war es zu einer jahrlichen Verschlechterung um durchschnittlich -4,8 (x 3,8) ml/min
gekommen, wahrend 12 Monate nach der Intervention eine Verbesserung um
1,5 (£ 10) ml/min verzeichnet wurde (p=0,009) (Ott et al. 2015). Des Weiteren
schlieBen Hering et al. aus ihren Beobachtungen von 46 Patienten (iber 24 Monate, dass
die renale Denervation das Fortschreiten einer Verschlechterung der Nierenfunktion
verlangsamt, unabhangig von der Blutdrucksenkung (Hering et al. 2016). Entsprechend
der statistischen Poweranalyse wére in der hier beschriebenen Studie zum Erreichen des
Signifikanzniveaus der Verénderung der eGFR ein Kollektiv von 68 Patienten notig
gewesen, also eine etwas groRere Anzahl als in den beschriebenen Studien. Dies mag
auf die geringe statistische Aussagekraft der limitierten Daten zurtickzufiihren sein bzw.
darauf, dass der Nachverfolgungszeitraum kurzer angesetzt war oder mdglicherweise

tatsachlich geringere Veranderungen auftraten.

Unverzichtbar bei der Beurteilung eines glomeruldren oder tubuldren Schadens ist
aullerdem die Differenzierung einer Proteinurie. Die Gesamtmenge der detektierten
Proteine im Urin war sechs Monate nach renaler Denervation unverandert. Auffallig in
der Betrachtung der Verlaufe einzelner Patienten ist hierbei jedoch, dass Patienten mit
hohen Werten einer Proteinurie im Studienverlauf h&ufig eine Verbesserung der
Proteinurie erfuhren. Hieraus lasst sich vermuten, dass die Durchfiihrung einer renalen
Denervation keinen negativen Effekt auf den Verlauf einer Proteinurie hat. Zur

abschlieBenden Beurteilung ware eine deutlich groRere Fallzahl notwendig. Bei
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Betrachtung der Studie von Wallbach et al., welche Patienten nach Erhalt eines weiteren
sympathikoinhibitorischen ~ Verfahrens, der Barorezeptoren-Stimulationstherapie
untersuchte, liel} sich eine signifikante Senkung der Proteinurie beobachten (Wallbach
et al. 2014), so dass auch ein mdoglicher therapeutischer Effekt im Rahmen der renalen
Denervation diskutiert werden konnte.

Das Hauptmarkerprotein einer glomeruldren Schadigung des Nierenparenchyms, das
Albumin, lag bei Studienbeginn im Mittel bei 50,08 (£132,94) mg/l. Sechs Monate nach
renaler Denervation lag dieser Wert bei 41,78 (£72,01) mg/l (p=0,59). Bei fehlender
Signifikanz lasst sich auch hier keine direkte Schlussfolgerung bezuglich eines
therapeutischen Nutzens ziehen. Die erzielte Reduktion der Albuminurie bleibt jedoch
ein interessanter Aspekt, der in nachfolgenden Studien weiterer eruiert werden sollte.
Bei der Berechnung der Quotienten Protein zu Kreatinin sowie Albumin zu Kreatinin
im Urin ergaben sich keine Verénderungen im Verlauf der Studie. Zu bemerken ist
jedoch, dass aktuelle Studien signifikante Verbesserungen des Albumin-Kreatinin-
Quotienten nach renaler Denervation verzeichnen konnten. So beschreiben Sousa et al.
in einer Studie mit 31 Patienten eine durchschnittliche Verbesserung des Albumin-
Kreatinin-Quotienten von 25,8 (9,0-574,0) mg/g zu 14,8 (4,5-61,0) mg/g nach zwolf
Monaten (p=0,007). Die Veranderungen des Quotienten waren zudem unabhangig
davon, ob es sich um sogenannte Responder oder Non-Responder beziglich einer
Verbesserung des Blutdruckniveaus handelte (Sousa et al. 2017). Ahnlich beobachteten
Kiuchi et al. bei 30 Patienten U(ber 24 Monate eine Verbesserung von
99,8 (38,0-192,1) mg/g zu 11,0 (4,1-28,1) mg/g, was einer graduellen Reduktion tber
diesen Zeitraum um 87 % entspricht (Kiuchi et al. 2016). Diese Ergebnisse
unterstreichen die Bedeutsamkeit der Ausrichtung weiterer Studien auf die Eruierung
organoprotektiver  Effekte der renalen Denervation sowie einer langen
Nachverfolgungszeit der Patienten.

Ob die fraktionierte Natriumexkretion, welche auf Grundlage der Kawasaki-Formel in
unserer Studie ebenfalls berechnet wurde und keine signifikante Anderung zeigte, im
Verlauf grofRerer Studien mit hoherer statistischer Power zu einer signifikanten

Anderung fiihrt, sollte in weiteren Forschungsanstregungen beriicksichtigt werden.
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4.2.3 Vaskuloprotektive Effekte

Patienten mit langjahriger arterieller Hypertonie sind insbesondere geféhrdet durch die
Entwicklung von Endorganschaden welche durch vaskuldre Defekte hervorgerufen
werden. Therapieresistente Hypertoniker sind somit einem besonderen Risiko
ausgesetzt von einer Vielzahl kardialer, renaler, vaskuldrer und zerebrovaskulérer
Erkrankungen betroffen zu sein, und somit auch einem héheren Risiko von Morbiditét
und Mortalitdt. Aus diesem Grund ist es von speziellem Interesse, ob eine
interventionelle MalRnahme wie die renale Denervation, es vermag, positiv auf
ebendiese Aspekte einzuwirken. Die Untersuchung endothelialer Progenitorzellen
(EPCs) auf deren Quantitat, Proliferationsfahigkeit und Funktionalitat erlaubt es,
Ruckschlisse, auf das kardiovaskuldre Risiko, die Wahrscheinlichkeit des
Fortschreitens artherosklerotischer Prozesse, den GefaRstatus sowie die endogene
Fahigkeit zur Reparatur endothelialer GefaRschaden zu ziehen (Perticone et al. 2001,
Schmidt-Lucke 2005, Asahara et al. 1999).

Prinzipiell zeigten Studien, wie die der Arbeitsgruppe um Hill et al., dass eine
bestehende arterielle Hypertonie mit einer signifikanten Reduktion der Anzahl an
Kolonien EPCs einhergeht (p=0,04) (Hill et al. 2003). Ebenso wie die von Vasa et al.
publizierte Studie Bluthochdruck als den individuellen Risikofaktor beschreibt, welcher
am stérksten die Migrationsfahigkeit von EPCs reduziert (Vasa et al. 2001).
Entsprechend ist riickschlieBend zu erwarten, dass eine Blutdruckabsenkung zu einer
Milderung dieser Effekte und somit zu einer Verbesserung des individuellen
kardiovaskularen Risikos fuhrt.

In der FACS-Analyse wurden typische Oberflachenmarker endothelialer
Progenitorzellen mittels Antikorperfarbung bestimmt. Uber die Kombinationen von
CD133 mit sowohl Flk-1 als auch cKit konnte zudem eine doppelte Kontrolimoglichkeit
generiert werden, da bekannt ist, dass nahezu alle Zellen, welche Flk-1 exprimieren eine
Coexpression von cKit aufweisen (Hibbert et al. 2011). In der Auswertung zeigten sich
sechs Monate nach renaler Denervation CD133/Flk-1-positive Zellen und CD133/cKit-
positive Zellen ohne signifikante Anderung, jedoch mit einer tendenziellen Zunahme.
Der gleichsinnig ermittelte Trend zur Steigerung der Anzahl endothelialer
Progenitorzellen vermag jedoch mdglicherweise als Hinweis auf einen positiven

Einfluss der renalen Denervation interpretiert werden. Dies sollte in Studien eines
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grolleren Patientenkollektivs mit langerer Nachverfolgungszeit Gberprift werden. Die
Proliferationsfahigkeit der EPCs wurde in Zellkultur tber die Ausbildung von
Zellkolonien (colony forming units — CFUSs) ermittelt. Bei 41,67 % der Patienten konnte
sechs Monate nach erfolgter renaler Denervation eine grofRere Anzahl an Kolonien
gezahlt werden. 25 % der Patienten zeigten keine deutlichen Verénderungen, und bei
33,33 % der Patienten bildeten sich weniger CFUs. Ob sich ein Trend zur Steigerung
der Proliferationsfahigkeit und somit Ausbildung von CFUs bei der Erfassung einer
groleren Anzahl von Patienten sowie gegebenenfalls langerer Nachverfolgung
verstarken wirde, bleibt zu Uberprifen.

Die endothelialen Progenitorzellen wurden des Weiteren mittels Laserscanning-
Zytometrie (iICYS) bezlglich ihrer Funktionalitdt untersucht. Die Expression der
endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) auf der Oberflache der EPCs lasst
Rickschlisse auf deren Beitrag zur Gefalhomoostase zu. Bereits seit langerem ist
bekannt, dass bei Patienten mit essentieller Hypertonie die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid herabgesetzt ist (Panza et al. 1993). In der préasentierten Studie
konnten entsprechende Daten von sechs Patienten gewonnen werden, welche im Mittel
zum Zeitpunkt der Visit Il eine tendenzielle Verringerung der eNOS-Expression um
-5,0 (x48,61) % ergaben (p=0,81). Zur Verringerung der Fehlerwahrscheinlichkeit bei
der Bestimmung von prozentualen Anteilen musste jedoch die Auswertung eines
deutlich groReren Kollektivs erfolgen. Eine valide Aussage beziglich einer
Veranderung lasst sich somit nicht stellen. Zudem bleibt die Frage zu erdrtern, ob die
nicht erzielte Absenkung des arteriellen Blutdrucks in dieser Studie einen Einfluss auf
das Ergebnis gehabt haben konnte, oder ob die renale Denervation unabhangig vom
Erfolg der Blutdrucksenkung positive oder negative Auswirkungen hat. Zum jetzigen
Zeitpunkt lasst sich dies nicht beantworten, sollte jedoch Bestandteil zukinftiger
Forschung sein. Die vorliegende Studie stellt zum jetzigen Zeitpunkt vorrangig heraus,
dass das experimentelle Design wichtige weiterfiihrende Erkenntnissen erbringen
konnte, welche in weiteren wissenschaftlichen Erhebungen beriicksichtigt werden

sollten.
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4.3 Limitationen der Studie

Die Limitationen der Studie sind hauptséachlich in der geringen Anzahl eingeschlossener
Patienten begriindet. Eine statistische Signifikanz konnte so in den meisten zu
untersuchenden Parametern nicht erzielt werden, sodass die Fragestellungen Teil
weiterer  wissenschaftlicher Forschung bleiben sollten. Auch eine langere
Nachverfolgungszeit sollte angestrebt werden, um langfristige Effekte und
maoglicherweise deutlichere Entwicklungen Uber die Zeit zu erfassen. Zu beachten ist
auBerdem, dass in der Konstellation dieser Studie die primdare Intention der renalen
Denervation, im Sinne einer Reduktion des arteriellen Blutdrucks, nicht erzielt wurde.
Obwohl die Patienten vor Einschluss in die Studie keine kurzfristigen Anderungen des
medikamenttsen Therapieregimes erfuhren, kam es im Verlauf der Studie zu haufigen
hausarztlich durchgefilhrten Anpassungen der Medikation. Auch eine Uberpriifung der
Adhdranz der Patienten mittels objektiver Mallnahmen war im Rahmen dieser Studie
nicht vorgesehen. Weitere Limitationen ergeben sich durch die fehlende
Kontrollgruppe, weshalb ein Hawthorne Effekt, ein Placeboeffekt sowie das Phdnomen
der Regression zur Mitte nicht ausgeschlossen werden kénnen. Da das Hauptaugenmerk
dieser Studie jedoch auf laborchemisch sowie experimentell erhobenen Parametern
liegt, ist davon auszugehen, dass die angesprochenen Effekte einen geringeren Einfluss
auf die Ergebnisse haben als bei klinisch erhobenen GroRen. Durch die Erhebung einer
ambulanten Langzeitblutdruckmessung tber 24 Stunden, war es zudem mdglich die
Untersucher-Bias, Messfehler und den WeiBkitteleffekt zu minimieren, sowie eine
héhere Reproduzierbarkeit zu erzielen.Die Starke der Studie liegt vordergrindig darin,
dass weitere Aspekte der renalen Denervation beziiglich des kardio-reno-vaskuldren
Risikos beleuchtet werden, Mdglichkeiten zu dessen Beurteilung aufgezeigt werden,
und somit ein zusétzlicher Beitrag in der Diskussion zur Beurteilung der Effektivitat der

renalen Denervation geleistet wird.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund: Die Effektivitdt der renalen Denervation bezuglich der arteriellen
Blutdrucksenkung konnte bereits in vorherigen Studien demonstriert werden. Da die
Intervention an der sympathischen Uberaktivitit, einem entscheidenden Punkt der
Kreislaufregulation, ansetzt, sind weitere positive kardio-reno-vaskulére Effekte zu

erwarten.

Zielsetzung: Mittels klinischer und experimenteller Methoden sollen Marker reno-
vaskuldrer Schadigung bei Patienten mit therapierefraktéarer arterieller Hypertonie
erfasst werden sowie deren Beeinflussung durch eine renale Denervation untersucht

werden.

Material und Methoden: Ein Patientenkollektiv (n=12) mit nachgewiesener

therapieresistenter Hypertonie wurde in die Studie nach grindlicher Prufung der
Eignung zur renalen Denervation eingeschlossen. Klinische Untersuchungen und
Anamnese dienten der Einschatzung des Allgemeinzustandes der Patienten sowie der
Ermittlung des allgemeinen kardiovaskuldren Risikos. Zusatzlich wurde der arterielle
Blutdruck in klinischen Einzelmessungen sowie in der 24-h-Langzeitmessung ermittelt.
Laborchemische Parameter wurden aus Blut- und Urinproben zur Beurteilung der
Nierenfunktion sowie einer glomerularen Schrankenstérung jeweils vor und sechs
Monate nach renaler Denervation mit standardisierten Methoden erhoben.

Zur Beurteilung des Gefél3status sowie des endogenen Regenerationspotentials erfolgte
die Untersuchung endothelialer Progenitorzellen (EPCs) auf deren Quantitat,

Proliferationsfahigkeit sowie Funktionalitét.

Ergebnisse: Ein Patientenkollektiv. von 12 Patienten mit nachgewiesener
therapieresistenter Hypertonie konnte in die vorliegende Studie eingeschlossen werden.
In der ambulanten 24-h-Langzeitblutdruckmessung war ein Trend zum Anstieg des
systolischen Blutdrucks um 8,58 (x14,74) mmHg (p=0,07) sowie des diastolischen
Blutdrucks um 1,58 (£7,56) mmHg (p=0,48) verzeichnet worden. Die Anzahl
antihypertensiver Medikamente hatte sich sechs Monate nach renaler Denervation im
Mittel von 5,18 (+0,75) auf 4,45 (+£0,82) reduziert (p=0,038).

Die Nierenfunktion zeigte einen nicht signifikanten Trend zur Steigerung der eGFR um

5,15 (£14,84) ml/min (p=0,25). Ebenso wie sich bei der Untersuchung einer
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Albuminurie eine nicht signifikante Tendenz zur Verringerung um -8,30 (+71,28) mg/l
(p=0,59) zeigte, bei sonst nahezu unveranderter Gesamtmenge des Proteins im Urin.
Sechs Monate nach renaler Denervation konnte eine tendenzielle Zunahme von EPCs
verzeichnet werden. Bei CD133/Flk-1-markierten Zellen um 0,68 (+1,28) % (p=0,25;
n=6), bei CD133/cKit-markierten Zellen um 0,9 (x1,29) % (p=0,07;n=6). Die
Proliferationsfahigkeit der EPCs zeigte sich unverdndert. Die eNOS-Expression als
Marker der Funktionalitat der EPCs ergab keine Anderung (p=0,81; n=6).

Schlussfolgerung: Aufgrund der limitierten Anzahl an Studienteilnehmern konnten

keine signifikanten Ergebnisse erzielt werden. Es ergaben sich jedoch -einige
Entwicklungen, welche als Ausgangspunkte fur weitere wissenschaftliche Forschung
dienen konnen. Zudem werden reno-vaskuldre Aspekte, welche mdglichweise in
Zusammenhang mit der renalen Denervation stehen, beleuchtet und klinische sowie
experimentelle Mdglichkeiten zu deren Beurteilung aufgezeigt. Das Studiendesign
eignet sich somit gut zur weitergehenden Forschung organoprotektiver Effekte der

renalen Denervation.
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6. Abgrenzung der vorliegenden Dissertation mit
Prasentation der nephrologischen Endpunkte von der

Dissertation Schulze-Brock mit kardiologischen Endpunkten

Die Studie erfolgte in Kooperation der Kliniken fiir Nephrologie und Rheumatologie
sowie Kardiologie und Pneumologie. Wahrend die nephrologischen Endpunkte Teil
dieser Arbeit sind, werden die kardiologischen Endpunkte in der Dissertationsarbeit von
Paul Schulze-Brock dargestellt.

An dieser Stelle sollen gemeinsam und getrennt erhobene Parameter detailliert

dargestellt werden.

6.1 Gemeinsam erhobene Parameter

Die Klinische korperliche Untersuchung und Anamnese der Patienten sowie die
Messungen des arteriellen Blutdrucks, sowohl der klinischen Einzelmessung als auch
der 24-Stunden-Langzeitmessung, wurden gemeinsam erhoben und ausgewertet. Auch
die Standardlaborparameter wie Quick, pTT, kleines Blutbild, GOT, GPT, AP, yGT,
CRP, Na, K, Calcium gesamt und Kreatinkinase wurden im Rahmen der allgemeinen
Untersuchung bestimmt.

Die sorgféltige Untersuchung der Patienten auf deren Eignung zur renalen Denervation
durch Ausschluss einer sekundaren Hypertonie, unter anderem durch Bestimmung des
Renin-Aldosteron-Quotienten, Schlafapnoe-Screening sowie Doppler-Untersuchung der

Nierenarterien, fand ebenfalls in Kooperation beider Kliniken statt.

6.2 Nephrologische Parameter

Spezielle nephrologische Parameter beinhalten die Einschatzung der Nierenfunktion
mittels eGFR, Kreatinin, Cystatin C sowie die Analytik des Urins auf die Proteine

Albumin, Immunglobulin G, alpha-1-Mikroglobulin sowie Natrium und Kreatinin.
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Die experimentellen Methoden zur Beurteilung des reno-vaskuldren Risikos und
endogenen Regenerationspotenials erfolgten im Rahmen der hier présentierten
Dissertation in der Klinik fir Nephrologie und Rheumatologie. Hierzu zéhlen die
Isolation der PBMCs und die Untersuchung zirkulierender endothelialer
Progenitorzellen beziiglich Quantitat, Proliferationspotential und Funktionalitat mittels
FACS-Analyse, Zellkultur und Laserscanning-Zytometrie.

6.3 Kardiologische Parameter

In die Dissertationsarbeit von Paul Schulze-Brock gingen die kardio-vaskuldren
Parameter ein, insbesondere die Laborparameter BNP, TNF-a, IL-6, Aldosteron, Renin
und Leptin. Aullerdem erfolgte die Auswertung des 6-Minuten-Gehtests, der
echokardiographischen und elektrokardiographischen Untersuchungen sowie der
Fragebdgen zum subjektiven Gesundheits- und Wohlbefinden der Patienten zum

Zeitpunkt der Baseline und im Vergleich zur Kontrollvisite nach 61 Monaten.
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