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1 Zusammenfassung/Abstract

1.1 Zusammenfassung

Hintergrund und Ziele: Die katheterbasierte renale Denervation (RDN) ist eine

Behandlungsmethode, die den Blutdruck bei Patienten mit unkontrollierter Hypertonie
reduziert, unabhangig davon, ob sie blutdrucksenkende Medikamente einnehmen oder nicht.
Allerdings gibt es bisher kaum Daten darliber, ob es nach dem Eingriff Unterschiede
hinsichtlich der Effektivitdt von verschiedenen antihypertensiven Substanzen gibt. Wir
untersuchten die Auswirkungen der RDN auf den Blutdruck und den kardialen Phanotyp in
Kombination mit gangigen blutdrucksenkenden Mitteln bei spontan hypertensiven Ratten
(SHR).

Methoden: Bei insgesamt 64 mannlichen SHR wurde zu Beginn der Studie ein
katheterbasierter Radiotelemetrie-Sender zur kontinuierlichen Aufzeichnung des Blutdrucks
und der Herzfrequenz implantiert. Nach einer siebentégigen postoperativen Erholungsphase
wurde mit der Aufzeichnung des Blutdrucks und der Herzfrequenz begonnen und die Baseline-
Werte fur 14 Tage aufgezeichnet. Im Anschluss wurden die SHR in zwei Gruppen aufgeteilt.
32 Ratten wurden einer Scheinoperation (SHAM) unterzogen, die verbliebenen 32 Ratten
erhielten eine RDN. Nach einer zehntagigen Beobachtungszeit erhielten beide
Versuchsgruppen antihypertensive Medikamente, wie  zum Beispiel einen
Kalziumkanalblocker ~ (Amlodipin),  einen  AT-Antagonisten (Olmesartan), ein
Thiaziddiuretikum (Hydrochlorothiazid) oder einen Mineralokortikoidrezeptorantagonisten
(Eplerenon). Als jeweilige Kontrollen dienten SHAM (n=9) und RDN (n=9) Tiere, die keine
blutdrucksenkenden Medikamente erhielten. Die Effekte der antihypertensiven Behandlung
wurden Uber vier Wochen aufgezeichnet und miteinander verglichen. Am Studienende wurden
die Tiere euthanasiert und das Herz auf kardiale strukturelle Umbauprozesse histologisch und

biochemisch untersucht und zirkulierende neuroendokrine Marker gemessen.

Ergebnisse: Nach RDN wurde im Vergleich zur SHAM-Kontrolle der mittlere arterielle
Blutdruckruck (MAB) signifikant reduziert (RDN: -11.6+2.3 mmHg, SHAM: -0.1+1.3 mmHg,
p<0.05). In der SHAM-Gruppe zeigten die antihypertensiven Behandlungen mit Amlodipin und
Olmesartan eine signifikante Senkung des MAB im Vergleich zur SHAM-Kontrolle
(SHAM+Amlodipin: -15.8+2.1 mmHg, p<0.001 vs. SHAM; SHAM+Olmesartan: -17.1+£3.0
mmHg, p<0.001 vs. SHAM). Die Behandlung mit HCT oder Eplerenon zeigten keine
signifikanten Veranderungen des MAB im Vergleich zur SHAM-Kontrolle (SHAM+HCT:
-9.1+1.5 mmHg, p=0.36; SHAM+Eplerenon: 1.4+1.0 mmHg, p=0.99).



In Kombination mit RDN senkten alle Antihypertensiva, aulRer Eplerenon, den MAB signifikant
im Vergleich zur SHAM-Kontrolle (RDN+Amlodipin: -26.9+3.9 mmHg, p<0.0001 vs. SHAM,;
RDN+Olmesartan: -32.8£3.1 mmHg, p<0.0001 vs. SHAM; RDN+HCT: -20.5+2.7 mmHg,
p<0.0001 vs. SHAM; RDN+Eplerenon: -11.2+2.8 mmHg, p=0.12 vs. SHAM). Die Kombination
von RDN und Olmesartan erwies sich als die wirksamste Kombination zur Reduktion des MAB.
Nach RDN zeigte sich bei Tieren ohne begleitende medikamentose Therapie eine Abnahme
der Plasma-Renin-Aktivitdt im Vergleich zu SHAM (SHAM-Kontrolle: 9.17+0.12 ng/ml;
RDN-Kontrolle: 8.65+0.15 ng/ml, p<0.05) und der Aldosteron-Konzentration im Vergleich zu
SHAM (SHAM-Kontrolle: 283.7+43.9 pg/ml; RDN-Kontrolle: 133.2+16.3 pg/ml, p<0.01).

In der SHAM-Gruppe reduzierten alle Antihypertensiva den perivaskularen Fibrosegehalt im
linken Ventrikel im Vergleich zur SHAM-Gruppe ohne medikamentése Behandlung
(SHAM+Amlodipin: 39.341£1.9 %, p=0.0454 vs. SHAM; SHAM+Olmesartan: 35.96+1.0 %,
p=0.0062 vs. SHAM; SHAM+HCT: 29.90+4.7 %, p=0.0002 vs. SHAM; SHAM+Eplerenon:
39.34+1.9 %, p=0.0454 vs. SHAM). Diese Reduktion wurde in der Kombination von RDN und
Olmesartan weiter verstarkt (-31.9+1.2 %, p<0.05 im Vergleich zu SHAM+QOlmesartan).

Der Kollagengehalt im linksventrikuldaren Myokard war unter SHAM+Olmesartan signifikant
reduziert (SHAM-Kontrolle: 6.5+0.9 % vs. SHAM-Olmesartan: 2.8£0.1 %, p<0.05). Die
Kombination von RDN und Olmesartan zeigte keine zusatzliche Wirkung auf den

Kollagengehalt im linksventrikularen Myokard.

Schlussfolgerung: Die RDN in SHR fiihrte zu einer signifikanten Senkung des Blutdrucks. Die

antihypertensive medikamentése Therapie nach RDN fihrte zu einer weiteren
Blutdrucksenkung, wobei Olmesartan den starksten additiven Effekt zeigte. Die Auswirkungen
der RDN auf das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System und die maladaptiven kardialen
Umbauprozesse variierten erheblich, abhangig vom spezifischen Wirkungsmechanismus der

verwendeten Antihypertensiva.
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1.2 Abstract

Background and objectives: Catheter-based renal denervation (RDN) effectively reduces blood

pressure in patients with uncontrolled hypertension. Data regarding the most effective
combination of antihypertensive drug to be used following RDN are lacking. We investigated
the impact of RDN on blood pressure and cardiac phenotype when combined with commonly

used antihypertensive agents in spontaneously hypertensive rats (SHR).

Methods: A total of 64 male SHR underwent catheter-based radiotelemetry transmitter
implantation at baseline for continuous recording of blood pressure and heart rate. After a
seven-day postoperative recovery period, blood pressure and heart rate recordings were
started and baseline values were recorded for 14 days. Subsequently, the SHR were randomly
divided into two groups. Thirty-two rats underwent sham surgery (SHAM), and the remaining
32 rats received RDN, respectively. After a 10-day observation period, both experimental
groups received one of the antihypertensive medication, i.e. the calcium channel blocker
(amlodipine), angiotensin Il receptor blocker (olmesartan), thiazide diurectic
(hydrochlorothiazide) and mineralocorticoid receptor blocker (eplerenone). SHAM (n=9) and
RDN (n=9) animals that did not receive antihypertensive medication served as respective
controls. The effects of antihypertensive treatments were recorded and compared over four
weeks. At the end of the study, the animals were sacrificed painlessly, and the hearts were
examined histologically and biochemically for cardiac structural remodeling processes.

Circulating neuroendocrine markers were also measured.

Results: The mean arterial blood pressure (MAP) was significantly decreased after RDN
compared with the SHAM control group (-11.6+£2.3 versus -0.1£1.3 mmHg, p<0.05). In the
SHAM group, treatment with amlodipine and olmesartan, but not HCT or eplerenone,
significantly reduced MAP compared with SHAM (SHAM+amlodipine: -15.842.1 mmHg,
p<0.001 vs. SHAM; SHAM+olmesartan: -17.1£3.0 mmHg, p<0.001 vs. SHAM; SHAM+HCT:
-9.1+1.5 mmHg, p=0.36 vs. SHAM; SHAM+eplerenone: 1.4+1.0 mmHg, p=0.99 vs. SHAM).
When combined with RDN, all antihypertensive drugs except eplerenone significantly lowered
MAP compared with SHAM controls (RDN+amlodipine: -26.9+3.9 mmHg, p<0.0001 vs. SHAM,;
RDN+olmesartan: -32.843.1 mmHg, p<0.0001 vs. SHAM; RDN+HCT: -20.5+2.7 mmHg,
p<0.0001 vs. SHAM; RDN+eplerenone: -11.2+2.8 mmHg, p=0.12 vs. SHAM). The combination
of RDN and olmesartan was found to be the most effective in lowering blood pressure.

After RDN, animals without concomitant medication showed a decrease in plasma renin
activity compared with SHAM (SHAM control: 9.17£0.12 ng/ml; RDN without drug treatment:
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8.65+0.15 ng/ml, p<0.05) and a decrease in aldosterone concentration (SHAM control:
283.7143.9 pg/ml; RDN without drug treatment: 133.2+16.3 pg/ml, p<0.01).

All hypertensive drugs reduced left ventricular perivascular fibrosis content in contrast with
SHAM control (SHAM control: -52.614.6%; SHAM+amlodipine: -34.5+3.0%, p<0.05;
SHAM+olmesartan: -36+1.0%, p<0.05; SHAM-HCT: -29.914.7%, p<0.001). This inhibition was
further enhanced by the combination of RDN with olmesartan (-31.9+1.2 %, p<0.05 compared
to SHAM+olmesartan).

Left ventricular collagen content was significantly reduced in the SHAM+olmesartan group
(SHAM control: 6.5£0.9% vs. SHAM+olmesartan: 2.8+0.1%, p<0.05). However, the
combination of RDN and olmesartan had no additional effect on left ventricular collagen

content.

Conclusion: In SHR, RDN resulted in a significant reduction in blood pressure. When RDN was
combined with antihypertensive drugs there was an additional reduction in blood pressure,
with olmesartan demonstrating the most pronounced additive effect. The impact of RDN on
the activity of the renin-angiotensin-aldosterone system and maladaptive cardiac remodeling
varied significantly, contingent on the specific mechanism of action of the antihypertensive

drugs employed.
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Einleitung

2 Einleitung

2.1 Arterielle Hypertonie

Die arterielle Hypertonie ist der pravalenteste Risikofaktor fir die Entstehung von
kardiovaskularen Erkrankungen.'? Personen, die an arterieller Hypertonie leiden, haben ein
erhohtes Risiko fur das Entstehen von verschiedenen Erkrankungen, darunter koronare
Herzkrankheit (KHK), Niereninsuffizienz und Schlaganfall. Die Senkung des Blutdrucks durch
blutdrucksenkende Medikamente reduziert das Risiko kardiovaskularer Ereignisse.®> Obwohl
die Verbindung zwischen Bluthochdruck und kardiovaskularen Erkrankungen sowie
Todesfallen bekannt ist und es nachweislich wirksame blutdrucksenkende
Behandlungsmaéglichkeiten gibt,* besteht oft eine unzureichende Kontrolle des Blutdrucks. Oft
wird der Blutdruck nicht gemessen, die Behandlung ist suboptimal oder Medikamente werden
falsch bzw. unregelmaRig eingenommen.® Dariiber hinaus leiden einige Patienten unter einer
therapieresistenten Hypertonie, bei der der Blutdruck trotz regelmafRiger Einnahme der
Medikamente nicht optimal eingestellt werden kann.® Die renale Denervation (RDN) hat zum
Ziel, die afferenten und efferenten sympathischen Nervenfasern, lokalisiert in der Adventitia
und im perivaskularen Fett der Nierenarterien in ihrer Aktivitdt zu modulieren. In mehreren
randomisierten, SHAM-kontrollierten Studien konnte eine RDN den Blutdruck bei Patienten mit
und ohne blutdrucksenkende Medikamente wirksam senken.®” Da RDN in den meisten Fallen
zusammen mit blutdrucksenkenden Medikamenten zur Blutdruckkontrolle verwendet wird, ist
es wichtig zu verstehen, ob eine Medikamentenklasse einer anderen hinsichtlich ihrer

Wirksamkeit nach einer RDN Uberlegen ist.

2.1.1 Definition

Gemal den Leitlinien der European Society of Hypertension (ESH) und der European Society
of Cardiology (ESC) von 2018 liegt ein Bluthochdruck dann vor, wenn an mindestens zwei
verschiedenen Tagen bei einer Praxismessung der systolische Blutdruck 2140 mmHg

und/oder der diastolische Blutdruck 290 mmHg gemessen wird (s. Tabelle 1).°

13



Einleitung

Kategorie Systolischer Diastolischer
Blutdruck (mmHg) Blutdruck (mmHg)

Optimal <120 und <80

Normal 120-129 und/oder 80-84

Hoch-normal 130-139 und/oder 85-89

Hypertonie Grad 1 140-159 und/oder 90-99

Hypertonie Grad 2 160-179 und/oder 100-109

Hypertonie Grad 3 =180 und/oder 2110

Isolierte systolische 2140 <90

Hypertonie

Tabelle 1: Klassifikation des arteriellen Blutdrucks anhand der Praxismessung®
modifiziert nach Williams et al. (2018)

Ab einem Blutdruck von 2140/290 mmHg besteht eine Behandlungsindikation. Eine Ausnahme

bilden Patienten ab dem 80. Lebensjahr. Hier sollte gemaf Tabelle 2 eine Therapie initiiert

werden, wenn der systolische Blutdruck uber 160 mmHg und der diastolische Blutdruck tber

90 mmHg liegt.®

Praxismessung (mmHg)

Systolische Behandlungsschwelle bei einer

Diastolische

Behandlungs-

Altersgruppe + + + schwelle
Hypertonie | Diabetes | CKD | KHK | Schlaganfall/ = (mmHg)

TIA

18-65 Jahre 2140 2140 2140 | 2140 | 2140 =290

65-79 Jahre 2140 2140 2140 | 2140 | 2140 =290

2 80 Jahre 2160 =160 2160 | 2160 | 2160 =290

Diastolische | 290 290 200 | 290 290

Behandlungs-

schwelle

(mmHg)

Tabelle 2: Blutdruckgrenzwerte zur Therapieinitiierung®

(CKD: chronische Nirenerkrankung, KHK: koronare Herkrankheit, TIA: transitorische ischdmische

Attacke)

modifiziert nach Williams et al. (2018)
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Dies gilt insbesondere bei

Vorliegen anderer

kardiovaskularer

Einleitung

Risikofaktoren,

blutdruckbedingter Organschaden und anderer Komorbiditaten (s. Tabelle 3).° Therapiebeginn

und Zielblutdruck hangen von der Gesamtrisikokonstellation ab.®

Risikofaktoren fiir kardiovaskuldare Erkrankungen

Arterielle Hypertonie

Geschlecht (Manner>Frauen)

Hohes Alter

Rauchen

Hyperlipidamie

Diabetes mellitus

Adipositas

Familienanamnese

Psychosoziale Situation

Tabelle 3: Risikofaktoren fiir kardiovaskulére Erkrankungen®

modifiziert nach Williams et al. (2018)

Wenn bei wiederholter Praxismessung der Blutdruckwert 140/90 mmHg betragt, sollte die

Diagnose mittels ambulanter 24-h-Langzeitmessung und der hauslichen Messung bestéatigt

werden (s. Tabelle 4).°

Kategorie

Systolischer
Blutdruck (mmHg)

Diastolischer
Blutdruck (mmHg)

Mittelwert

Praxisblutdruck 2140 und/oder | 290
Langzeitblutdruck

Tagsuber Mittelwert =135 und/oder | 285
Nachts Mittelwert 2120 und/oder | 270
24-h-Mittelwert 2130 und/oder | 280
Hauslicher Blutdruck 2135 und/oder | 285

Tabelle 4: Diagnosestellung des Bluthochdrucks bei verschiedenen Messungen®

modifiziert nach Williams et al. (2018)
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2.1.2 Atiologie

Im Allgemeinen wird zwischen zwei Formen der Hypertonie unterschieden: die primare
(essenzielle) Hypertonie und die sekundare Hypertonie.'® Bei der primaren Hypertonie kann
keine klar definierbare zugrundeliegende Ursache identifiziert werden. Im Gegensatz dazu
wird die sekundare Hypertonie durch eine Grunderkrankung verursacht.'

Die priméare Hypertonie macht 90 % aller Bluthochdruckpatienten aus.'® Sie ist definiert als
essenzielle Hypertonie ohne sekundére Ursache.' Etwa 10 % der Bluthochdruckpatienten
haben eine sekundare Hypertonie.'® Sekundadrer Bluthochdruck wird zumeist durch
obstruktives Schlafapnoe-Syndrom, chronische Nierenerkrankung, primaren
Hyperaldosteronismus und Nierenarterienstenose verursacht und muss insbesondere bei

schwer einstellbaren und jiingeren Patienten beriicksichtigt werden.™

2.1.3 Pathophysiologie

Die arterielle Hypertonie lasst sich pathophysiologisch als Stérung der Regelkreise definieren,
die den Blutdruck unter normalen Bedingungen konstant halten.’® Nach dem Ohmschen
Gesetz leitet sich der Blutdruck aus dem Herzminutenvolumen und dem systemischen
GefaRwiderstand ab.'® Die Entwicklung einer arterieller Hypertonie kann durch eine Steigerung
des Herzzeitvolumens, einen erhdhten peripheren Widerstand oder eine Kombination beider
Faktoren verursacht werden.® Diese Mechanismen werden unterschiedlich Uber
hamodynamische, neurohumorale und renale Prozesse reguliert.’
Bei der Regulation des kardiovaskularen Systems spielt das autonome Nervensystem eine
zentrale Rolle. Eine sympathische Uberaktivitat ist eine wesentliche Ursache fiir die arterielle
Hypertonie. Stoffwechselveranderungen im Rahmen des metabolischen Syndroms stehen im
Zusammenhang mit einer erhdhten sympathischen Nervenaktivitat (s. Abbildung 1).°
Zusatzlich spielt das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) eine bedeutende Rolle
bei der Regulation des Blutdrucks sowie des Elektrolyt- und Fliissigkeitshaushalts." Ein Abfall
des Blutdrucks kann zu einer verminderten Nierendurchblutung fiihren. Sinkt der Druck in den
Nierenarterien um mehr als 10-15 mmHg, gibt der juxtaglomeruldre Apparat der Niere
reflektorisch das proteolytisch aktive Renin ab. Renin ist ein Enzym, das den Prozess der
Umwandlung von Angiotensinogen in Angiotensin | Kkatalysiert. Nachfolgend wird
Angiotensin | in das Hormon Angiotensin Il durch das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)
konvertiert." Angiotensin Il verursacht eine Vasokonstriktion und stimuliert die Ausschiittung
von Aldosteron, was zu einer erhohten Ruckhaltung von Wasser und Natrium in den Nieren

fihrt." Dies fihrt zu einer Zunahme des Blutvolumens, was wiederum zu einem Anstieg des
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Blutdrucks fiihrt."" Obwohl die Aktivierung des RAAS in den frilhen Stadien von Herz-Kreislauf-
und Nierenerkrankungen kompensatorisch wirken kann, ist eine langfristige Aktivierung
maladaptiv. Bei Patienten mit Herzinsuffizienz gelten relative Erhéhungen der
Plasmareninaktivitat und der Blutaldosteronkonzentration als Marker und Mitwirkende dieses

Systems."

Stress | exzessive genetische Adipositas

Kochsalzzufuhr Determinanten

1
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[ Sympathikusaktivitat l Salz- und Wasser- RAAS-Aktivitat 1 Veranderungen
Retention 1 ANP/BNP | der Zellmembran

Hypen’nsulin'a'mﬂ

D
| Y VY Yy \ Y

Kontraktilitat t Vorlast 1 funktionelle strukturelle

Vasokonstriktion Hypertrophie
’ 1 Autoregulation

| |
Herzzeitvolumen 1 - peripherer Widerstand 1
I | | |

Bluthochdruck

Abbildung 1: Pathophysiologie der arteriellen Hypertonie °

(ANP: atriales natriuretisches Peptid, BNP: B-Typ natriuretisches Peptid, RAAS: Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System)

Verschiedene hamodynamische, nervale, humorale und renale Mechanismen fiihren zu einer
Steigerung von Herzzeitvolumen und/oder peripherem Widerstand. Das Produkt dieser beiden
hamodynamischen Variablen bestimmt die Hohe des Blutdrucks.
Sympathisches Nervensystem: Ein (beraktives sympathisches Nervensystem kann den Blutdruck
erhdhen. Stress, Angst und andere Faktoren konnen zu einer UbermafRigen Freisetzung von
Katecholaminen fiihren, die die BlutgefalBe verengen und den Herzschlag bzw. die Kontraktilitat
beschleunigen.

Natriumretention: Eine unangemessene Natriumretention in den Nieren kann zu einem erhdhten
Blutvolumen fiihren, was den Blutdruck erhéht. Dies kann durch gestorte Nierenfunktion oder durch
genetische Veranlagungen beeinflusst werden.

Genetische Veranlagung: Es gibt eine genetische Komponente bei der essenziellen Hypertonie, und
Personen mit einer Familienanamnese von Bluthochdruck haben ein erhdhtes Risiko, ebenfalls daran
zu erkranken.
Endotheldysfunktion: Die Endothelzellen, die die innerste Schicht der BlutgeféaRe auskleiden, spielen
eine entscheidende Rolle bei der Regulierung des Blutdrucks. Bei Hypertonie kann es zu einer
Beeintrachtigung der Endothelfunktion kommen, was zu GefaRverengung und erhdhtem Widerstand
fuhrt.

Dysregulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS): Das RAAS ist ein Hormonsystem,
das den Blutdruck reguliert. Bei Hypertonie kann es zu einer gesteigerten Aktivitdt des RAAS kommen,
was zu erhdhten Angiotensin-II-Spiegeln fuhrt. Angiotensin Il verengt die Blutgefafe und erhéht den
Blutdruck.

Lebensstilfaktoren: Faktoren wie eine unausgewogene Erndhrung, Bewegungsmangel, Ubergewicht,
UbermaRiger Alkoholkonsum und Rauchen kénnen das Risiko fir Hypertonie erhéhen.
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Familiare Haufung von Bluthochdruck ist auf genetische Veranlagung zurlickzufiihren.®
Wechselwirkungen mit Umweltfaktoren wie Salz- und Kalorienaufnahme und kérperlicher
Aktivitat bestimmen letztendlich, wie stark ein Blutdruckanstieg ist.®> Erhdhter Stress fiihrt zu
einer Erhéhung der Sympathikusaktivitat, welche wiederum die Kontraktilitit des Herzens
steigert, wodurch das Herzzeitvolumen steigt. Autoregulatorisch entwickelt sich dadurch ein
erhohter peripherer Widerstand und schliellich filhren diese Mechanismen zum
Bluthochdruck.® Auch eine exzessive Kochsalzzufuhr filhrt durch eine erhéhte Salz- und
Wasserretention zur Erhéhung der Vorlast und somit zum Bluthochdruck (s. Abbildung 1 links).
Adipositas dagegen fuhrt durch die Hyperinsulinamie einerseits Uber die funktionelle
Vasokonstriktion und andererseits durch die strukturelle Hypertrophie zur Erhéhung des
peripheren Widerstands. Durch die autoregulatorische Erhdéhung des Herzzeitvolumens

kommt es auch (iber diesen Weg zum Bluthochdruck (s. Abbildung 1 rechts).’

2.1.4 Therapie

Laut den Leitlinien der European Society of Hypertension (ESH) und der European Society of
Cardiology (ESC) von 2018 werden fur alle Patienten Blutdruckziele von weniger als 140/90
mmHg in der Praxis empfohlen.® Der Mehrheit der Patienten, bei denen die Therapie gut
vertraglich ist, wird geraten, den Blutdruck weiter zu senken. Dabei wird ein bestimmter unterer
Grenzwert fur den Blutdruck festgelegt, der nicht unterschritten werden sollte.® Es wird
empfohlen, dass der systolische Zielblutdruck fir Patienten im Alter von 18 bis 65 Jahren <130
mmHg, jedoch nicht weniger als 120 mmHg betragt.®> Dies gilt auch fiir Diabetiker.> Fir
Patienten mit Niereninsuffizienz wird ein hdherer Zielbereich des systolischen Blutdrucks
<130-140 mmHg vorgegeben. Alteren Patienten (iber 80 Jahren wird im Allgemeinen ein
Zielbereich des systolischen Blutdrucks von <130-140 mmHg empfohlen.® Unabhéngig von

der Altersgruppe liegt der diastolische Zielblutdruckbereich bei >70-<80 mmHg.°

Es wird nicht empfohlen, dass der systolische Blutdruck <120 mmHg gesenkt wird.® Der
angestrebte Zielwert fir den diastolischen Blutdruck liegt bei einem Wert unter 85 mmHg.
Allerdings wird kardiovaskularen Risikopatienten mit unklarem Koronarstatus empfohlen, den
diastolischen Blutdruck nicht unter 70 mmHg zu reduzieren.'> Das American College of
Cardiology hat in seinen aktualisierten Leitlinien einen Blutdruckwert von 130-139/85-89
mmHg als Hypertonie Grad | eingestuft, der zunachst nichtmedikamentds behandelt werden
sollte.’® Basierend auf den aktuellen Européischen Leitlinien sollte bei Patienten mit einem
Blutdruck im hochnormalen Bereich eine mogliche medikamentdse Behandlung in Betracht

gezogen werden, wenn diese Patienten ein sehr hohes kardiovaskulares Risiko aufweisen.®
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Nichtmedikamentbse Therapie

Die Behandlung von arterieller Hypertonie beinhaltet zwei Hauptansatze: nicht-
medikamentése MaRnahmen und medikamentdse Therapie.® Zunachst sollten Anderungen
des Lebensstils vorgenommen werden, um den Blutdruck zu senken.® Diese Veranderungen
sollten auch wahrend der medikamentésen Therapie fortgesetzt werden. Zu den
mafgeblichen Schritten der Lebensstilanderung gehdren die Reduzierung der Salzaufnahme,
die ausreichende Zufuhr von Kalium, die Beschrankung des Alkoholkonsums, der Verzicht auf
das Rauchen, eine ausgewogene und gesunde Ernahrung, regelmaRige korperliche Aktivitat
sowie gegebenenfalls die Férderung des Gewichtsverlusts.® Laut Empfehlungen der
ESH/ESC-Leitlinie sollte die Natriumzufuhr 5 g/Tag nicht Uberschreiten.® Randomisierte
kontrollierte Studien zeigten, dass durch regelmafiges Ausdauertraining der Blutdruck im
Mittel um 11/5 mmHg gesenkt werden konnte.' Dabei zeigt eine Dauer des Trainings von

50-60 Minuten mindestens zwei- bis dreimal wochentlich blutdrucksenkende Effekte.'®

Antihypertensive Pharmakotherapie

Als Erstlinientherapie werden hauptsachlich vier Gruppen von Medikamenten empfohlen:
ACE-Hemmer, AT-Rezeptorantagonisten (Sartane), langwirksame Kalziumkanalblocker vom
Dihydropyridin-Typ und Thiazid/Thiazid-ahnliche Diuretika. Diese Medikamente haben sich als
wirksam in der Behandlung der arteriellen Hypertonie erwiesen und werden oft als
Erstlinientherapie empfohlen.®'” Die ESH/ESC-Leitlinie empfiehlt schon zu Beginn ein
Kombinationspraparat aus zwei Antihypertensiva in einer Tablette.® Patienten, die an Angina
pectoris, einem vorherigen Myokardinfarkt, Herzinsuffizienz oder der Notwendigkeit einer
Herzfrequenzkontrolle leiden, erhalten B-Adrenozeptorblocker als Teil ihrer Behandlung,®
jedoch sind sie in der blutdrucksenkenden Wirkung anderen Antihypertensiva unterlegen.'® Es
wird davon abgeraten, Betablocker zusammen mit Verapamil oder Diltiazem einzunehmen, da
beide Medikamente ein mogliches Herabsetzen des Sinusrhythmus oder der atrioventrikularen
Uberleitung verursachen koénnen. Dennoch werden Betablocker aufgrund ihrer
nachgewiesenen positiven Auswirkungen auf die Prognose weiterhin bei Patienten, die unter
einem akuten Myokardinfarkt und chronischer Herzinsuffizienz leiden, unabhangig von ihrer
blutdrucksenkenden Wirkung eingesetzt.’

Kalziumkanalblocker vom Dihydropyridintyp sind effektive Mittel zur Senkung des Blutdrucks
und konnen in Kombination mit den oben genannten Erstlinien-Medikamenten eingesetzt
werden. Eine haufige Nebenwirkung dieser Medikamente sind periphere Odeme, die durch

eine Erweiterung der peripheren BlutgefaRe verursacht werden.®
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Kalziumantagonisten (beispielsweise Amlodipin):

Kalziumantagonisten koénnen in drei Gruppen unterteilt werden: Nifedipin-Typ
(Dihydropyridine), Verapamil-Typ und Diltiazem-Typ."® In der Bluthochdruck-Therapie werden

t.'° Sie wirken

Kalziumantagonisten vom Nifedipin-Typ (beispielsweise Amlodipin) eingesetz
vorwiegend durch periphere Vasodilatation. In der GefaBmuskelzelle kommt es durch den

verminderten Ca®*-Einstrom zur Relaxation und damit zur Verringerung des GefaRtonus.

AT-Rezeptorantagonisten (beispielsweise Olmesartan):

Angiotensin Il spielt eine entscheidende Rolle als Hormon im RAAS. Angiotensin Il wird durch
die enzymatische Spaltung von Angiotensin | unter Einwirkung des Angiotensin-Converting-
Enzyms gebildet."" Angiotensin Il bindet an die AT:-Rezeptoren und entfaltet diverse
Wirkungen, wie beispielsweise Vasokonstriktion, gesteigertes Durstempfinden sowie die
Riickresorption von Natrium und Wasser in den Nieren."' Dies filhrt zu einer Zunahme des
Blutvolumens und damit zu einem Anstieg des Blutdrucks (s. Abbildung 2)."" Zudem férdert
Angiotensin Il die Produktion von Aldosteron, einem Hormon, das ebenfalls zur
Wasserretention beitrdgt und den Blutdruck erhoht."" Durch die Antagonisierung des
Angiotensin-lI-Rezeptor Subtyps 1 hemmen AT:-Rezeptor-Antagonisten die Angiotensin-II-

Vasokonstriktion und die Aldosteronsekretion wird ebenfalls reduziert.'®

Thiaziddiuretika (beispielsweise Hydrochlorothiazid, HCT):

Diuretika der Thiazidgruppe werden hauptsachlich zur Behandlung von arterieller Hypertonie
und chronischer Herzinsuffizienz eingesetzt.'® Die blutdrucksenkende Wirkung ist mit einer
Abnahme des Natriumchloridspiegels im Korper verbunden. Diese Effekte werden durch die
Hemmung des Na*-Cl-Kotransporters in den distalen Nierentubuli erzielt. Eine erhohte

Natriumchloridausscheidung erhéht wiederum die Kalium- und Wasserausscheidung.®

Mineralokortikoidrezeptorantagonisten (beispielsweise Eplerenon):

Aldosteron ist das vorherrschende Mineralokortikoid im menschlichen Kérper und beeinflusst
spezifische Kanale in der Niere. Angiotensin Il bewirkt eine verstarkte Aufnahme von Natrium

und Wasser in den Nieren, wahrend dies gleichzeitig zu einer gesteigerten Ausscheidung von
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Kalium fuhrt. Die Wirkung von Angiotensin |l trégt dazu bei, den Wasser- und
Elektrolythaushalt im Korper aufrechtzuerhalten und ist entscheidend bei der Regulation des
Blutdrucks.®

Aldosteron-Antagonisten hemmen die Expression epithelialer Natriumkanale (ENaC) und der
basolateralen Na*-K*-ATPase durch Bindung an Aldosteron-Rezeptoren. Dies fiihrt zu einer
verringerten Natriumabsorption, einer verringerten Kaliumsekretion und einer geringen

diuretischen Wirkung.®

Angiotensinogen

@ LEBER

GLATT
GEFARMUSKULATUR

. - Angiotensin |
Kalziumantagonist
> ACE
LUNGE l

AT,R ﬁl Angiotensin Il I
AT;-Rezeptorantagonist l

NIERE ATZR
Thiaziddiuretikum

[ ) g MR | €= | Aldosteron | ¢e—

- , 1 NEBENNIERE
Mineralokortikoid- .
rezeptorantagonist Hypotonie

Natriumkon_zentration !
HERZ NIERE Dehydratation

Abbildung 2: Schema des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)"!

(ACE: Angiotensin-Converting-Enzym, AT1R: Angiotensin-II-Rezeptor Subtyp 1, AT2R: Angiotensin-II-
Rezeptor Subtyp 2, MR: Mineralokortikoidrezeptor)

modifiziert nach Ames et al. (2019)

In roter Schrift sind die oben aufgelisteten Antihypertensiva an ihrem jeweiligen Wirkort.

Die Behandlung wird mit wenigen Ausnahmen zur Initialbehandlung durch eine
Zweifachkombination begonnen, die in einem zweiten Schritt zu einer Dreifachkombination
erweitert wird (s. Abbildung 3).° In einer dritten Stufe kommen dann Antihypertensiva hinzu,
wobei Mineralokortikoidrezeptorantagonisten oder andere Diuretika bevorzugt werden
sollten.”® Die Zweifach- und Dreifachkombinationen sollten nach Méglichkeit als
Fixkombination gegeben werden, um sowohl die Tablettenlast der Patienten zu reduzieren als

auch die Adhdrenz mit der medikamentdsen Therapie zu verbessern.® Es wird darauf
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hingewiesen, dass die gleichzeitige Verwendung von zwei Antagonisten des Renin-

Angiotensin-Aldosteron-Systems nicht empfohlen wird.®

Monotherapie erwagen bei

Intialtherapie: P BN .
Zweifachkombination I ACE-Hemmer oder ARB + KKB oder Diuretikum | N|edr|gns|ko-Hypenon|e Grad 1
(systolischer Blutdruck <150
mmHg), bei alteren (=80 Jahre)
oder gebrechlichen Personen

ZSchitt, ACE-Hemmer oder ARB + KKB + Diuretikum |
Dreifachkombination

3. Schritt:

Dreifachkombination + therapieresistente Hypertonie Uberweisung an spezialisiertes
Spironolacton oder + Spironolacton (25-50 mg) oder anderes Zentrum zur weiteren
anderes Medikament Diuretikum, Alphablocker oder Betablocker Untersuchung erwégen

Betablocker bei jedem Behandlungsschritt in Betracht ziehen, wenn eine
spezifische Indikation fiir ihnre Anwendung besteht, z.B. Herzinsuffizienz, Angina
pectoris, nach einem Myokardinfarkt, Vorhoffimmern oder jlingere Frauen, die
schwanger sind oder eine Schwangerschaft planen

Abbildung 3: Medikamentenbehandlungsstrategie fiir unkomplizierte Hypertonie®

(ARB: Angiotensinrezeptorblocker, KKB: Kalziumkanalblocker)

modifiziert nach Williams et al. (2018)

Die angewandte Grundstrategie ist auch fiir die Mehrheit der Patienten mit zerebrovaskularen
Erkrankungen, Diabetes oder peripherer arterieller Verschlusskrankheit geeignet.®

2.2 Therapieresistente Hypertonie

Wenn trotz einer Behandlung mit drei antihypertensiven Medikamenten in optimaler
Dosierung, darunter auch ein Diuretikum, der Blutdruck die Zielwerte von 140/90 mmHg nicht
erreicht, wird dies als therapieresistente Hypertonie bezeichnet.® Bei ca. 10 % der Hypertoniker
lasst sich auch unter diesen MaRnahmen der Blutdruck nicht einstellen.'® Vor der Diagnose
einer therapieresistenten Hypertonie muss eine sekundare Hypertonie ausgeschlossen
werden. Dabei spielen die Uberaktivitat des Sympathikus und auch der Volumeniiberschuss
durch eine Niereninsuffizienz, ein Hyperaldosteronismus und eine Ubermalige

Natriumretention eine entscheidene Rolle bei den wesentlichen Pathomechanismen.®

2.3 Renale Denervation

Die renale Denervation zielt darauf ab, die periarteriellen afferenten und efferenten
sympathischen Nervenfasern, die die Nierenarterien umgeben, in ihrer Aktivitdt zu
modulieren.?® Da die sympathische Innervation der Niere eine wesentliche Rolle bei der

Blutdruckregulation spielt, ist die RDN unter anderem bei therapieresistenter Hypertonie
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entwickelt worden."?® Studien haben gezeigt, dass RDN insbesondere bei Patienten mit

schwer kontrollierbarem Bluthochdruck sicher und wirksam ist.?’

Die kathetergestutzte RDN wurde in den letzten 15 Jahren intensiv erforscht und hat sich als
vielversprechende Option zur Behandlung von Hypertonie etabliert. Fortschritte in der
Technologie und die Entwicklung neuer Kathetersysteme haben zu verbesserten
Behandlungsoptionen gefuhrt. Das Radiofrequenz-Verfahren, insbesondere mit dem
Symplicity Spyral-System von Medtronic, hat vielversprechende Ergebnisse in der Behandlung
von Hypertonie gezeigt.?? In der SPYRAL HTN-OFF MED Pivotal-Studie wurde die
Wirksamkeit von RDN bei Patienten ohne antihypertensive Medikation untersucht. Die
Ergebnisse zeigten eine signifikante Reduktion des Blutdrucks im Vergleich zur
Scheinbehandlung, wobei nach drei Monaten eine Senkung des 24-Stunden-Blutdrucks um
3,9 mmHg und des systolischen ambulanten Blutrucks um 6,5 mmHg festgestellt wurde.®

Die SPYRAL HTN-ON MED-Studie untersuchte die Wirkung von RDN bei Patienten, die
bereits antihypertensive Medikamente einnahmen. Auch hier wurde insbesondere nach sechs
Monaten eine signifikante Blutdrucksenkung beobachtet.?*?* Die RADIANCE HTN-TRIO-
Studie zeigte ebenfalls, dass die ultraschallbasierte RDN den Blutdruck bei Patienten mit
unkontrollierter  resistenter  Hypertonie unter einer standardisierten  Dreifach-
Kombinationstherapie senkt.?* Nach zwei Monaten betrug die mittlere Senkung des
systolischen ambulanten Tagesblutdrucks -8 mmHg in der Interventionsgruppe im Vergleich
zu -3 mmHg in der Scheinbehandlungsgruppe.®

Die Langzeiteffekte von RDN wurden in Studien wie der SPYRAL HTN-OFF MED Pivotal-
Studie und der SPYRAL HTN-ON MED-Studie untersucht, die eine blutdrucksenkende
Wirkung von bis zu drei Jahren zeigten.??® Langfristige Nachbeobachtungsdaten deuteten

ebenfalls auf eine anhaltende Blutdrucksenkung von bis zu zehn Jahren hin.?"2®

2.4 Kardiales Remodeling

Kardiales Remodeling bezieht sich auf strukturelle und funktionelle Veranderungen des
Herzens als Reaktion auf verschiedene Stimuli, wie zum Beispiel auf die arterielle Hypertonie.
Die Folgen sind Myokardschaden, insbesondere eine VergrofRerung des Herzmuskels
(Hypertrophie), fibrotische Veranderungen an der Wand der Herzkammern und diastolische
und systolische Dysfunktionen. Durch die andauernde Belastung der Herzkammer kommt es
trotz anfanglicher Anpassungsprozesse zu einer chronischen Uberlastung der Vorhéfe. Dies
auBert sich in einer VergréRerung und Dilatation der Vorhéfe.?® Sowohl der linke als auch der

rechte Vorhof kénnen eine VorhofvergréRerung erfahren.*
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Neben der VorhofvergréRerung spielt auch der Prozess des atrialen Umbaus eine bedeutende
Rolle. Dazu zahlen die VergréRerung der atrialen Herzmuskelzellen
(Kardiomyozytenhypertrophie) sowie eine erhdhte Bildung von interstitieller Fibrose und
extrazellularer Matrix.®' Wahrend dieses Prozesses werden genetische Programme, die
wahrend der fetalen Entwicklung aktiv und im adulten Herzen abgeschaltet sind, reaktiviert.®'
Die bedeutendsten natriuretischen Peptide umfassen das atriale natriuretische Peptid (ANP)
und das natriuretische Peptid vom Typ B (BNP). Diese Hormone werden hauptsachlich von
den Kardiomyozyten als Reaktion auf Dehnungsreize produziert und ausgeschieden. NT-
proBNP ist ein biologisch inaktives Spaltprodukt. Die Spiegel dieser Hormone koénnen

Riickschliisse auf die Schwere der Herzinsuffizienz ziehen.*?

Wahrend der Myokardfibrose reichert sich Kollagen in der extrazellularen Matrix an, die den
interstitiellen Raum im Herzgewebe bildet. Die resultierenden pathophysiologischen Zustédnde
verursachen eine beeintrachtigte Funktion der linken Herzkammer und tragen zur Entwicklung
einer Herzinsuffizienz bei.**3* Eine Stérung dieses sorgféltig regulierten Gleichgewichts kann
zu schwerwiegenden strukturellen und funktionellen Anomalien im Herzen fihren, indem die
myokardiale Erregung und Kontraktion beeintrachtigt werden. Dies kann zu einer schweren
systolischen und diastolischen Dysfunktion flhren, bei der sich eine Versteifung der
Herzkammern entwickelt. Chronischer Stress oder eine Volumeniberladung kdnnen sich als
Gewebefibrose manifestieren und eine Dehnung der Kardiomyozyten und Herzfibroblasten
verursachen, wodurch letztere direkt aktiviert werden. Die kardialen Fibroblasten sind die
Hauptzellen, die extrazellulare Matrix-Proteine wie Kollagen produzieren und somit zur

Entstehung der Fibrose beitragen.?®

Einige sogenannte profibrotische Proteine spielen eine bedeutende Rolle bei der Bildung von
fibrotischem Gewebe in der extrazellularen Matrix. Dazu gehért der ,Transforming Growth
Factor Beta" (TGF-Beta, TGF-B), der eine Vielzahl biologischer Aktivitaten, einschlielich
Zellwachstum, Zelltod, Zelldifferenzierung und Synthese der extrazellularen Matrix reguliert.>®
Dieser Faktor wird sowohl von Kardiomyozyten als auch von Fibroblasten produziert. Eine
ubermafige Expression von aktivem TGF-f3 im Herzen fuhrt zu Vorhoffibrose und beglnstigt
das Auftreten von Vorhofflimmern.*® Ein weiterer bedeutender Faktor, der an der Entwicklung
von Fibrose beteiligt ist, nennt sich ,Connective Tissue Growth Factor" (CTGF). TGF-( regt
Fibroblasten zur Produktion von extrazellularen Matrix-Proteinen an. CTGF aktiviert TGF-8
und tragt zur Stimulierung der extrazellularen Matrix-Synthese durch TGF-B bei.*®
Kollagen ist ein weiteres bedeutendes Protein. Die Chordae tendineae und die Kollagenmatrix
im Myokard bestehen aus den Kollagentypen | und Il und bilden ein strukturelles Kontinuum.

Der Grofteil des Herzkollagens besteht aus Typ | (Col1a2), das hauptsachlich mit groben
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Fasern assoziiert ist und fiir die Zugfestigkeit verantwortlich ist.*® Diese fibrillaren Kollagene
werden von Herzfibroblasten synthetisiert und unterstiitzen und verbinden die Muskelzellen.®
Im Verlauf des hypertrophen Prozesses, der mit einer Druckiberlastung einhergeht, sind
Fibroblastenproliferation, gesteigerte Kollagensynthese, sowie strukturelle und biochemische
Veranderungen der Matrix zu beobachten.® Diese charakteristischen Muster reparativer und
reaktiver Myokardfibrose flihren jeweils zu einer erhdhten Steifigkeit des Herzmuskels
wahrend der Entspannungsphase (diastolische Myokardsteifigkeit) und der Pumpphase
(systolische Mpyokardsteifigkeit) sowie zu einer pathologischen Hypertrophie des

Herzmuskels.3®

2.5 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Am Tiermodell der SHR soll der Einfluss der antihypertensiven Medikamente nach einer RDN
auf den Blutdruck, die sich daraus ergebenden kardialen Remodelingprozesse und die
Aktivitat des RAAS untersucht werden. Bislang ungeklart ist die Frage, ob eine Modulation des
vegetativen Nervensystems mittels RDN und eine parallel verordnete antihypertensive
Medikation synergistisch oder antagonistisch wirken. Ebenfalls unbekannt ist, ob bestimmte
antihypertensive Substanzklassen bei Patienten nach RDN aufgrund ihres Wirkmechanismus
besonders zu bevorzugen sind bzw. ob bestimmte Substanzen nach einer renalen
Denervation moglicherweise aufgrund einer fehlenden blutdrucksenkenden Wirkung
abgesetzt werden kénnen. Daher handelt es sich bei dieser Studie um klinisch relevante
Fragestellungen, welche als Grundlage zur Optimierung der medikamentdsen Therapie nach

RDN dienen kénnten. Die vorliegende Arbeit verfolgte unter anderem folgende Ziele:

1.) Untersuchung der Wirksamkeit von Kalziumantagonisten, Angiotensinrezeptorblockern,
Thiaziddiuretika und Mineralokortikoidrezeptorantagonisten nach einer Scheinoperation
(SHAM) bzw. RDN.

2.) Untersuchung der unterschiedlichen Effekte der RDN mit medikamentdser Behandlung auf

den Prozess des kardialen Remodelings.

In dieser Studie wurde die Wirkung mehrerer blutdrucksenkender Medikamente, die von
Leitlinien empfohlen werden, in Verbindung mit RDN auf den Blutdruck und das kardiale
Remodeling bei SHR untersucht. SHR ist ein etabliertes Tiermodell fir essenzielle Hypertonie

und bluthochdruckbedingte Herzschaden.?"%
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Es wurden zwei Gruppen untersucht, um die oben genannte Fragestellungen zu klaren: Die
Kontrollgruppe bestand aus SHR, bei denen die eine Halfte einer Scheinoperation unterzogen
wurde, wahrend bei der anderen Halfte die RDN durchgefiihrt wurde. Die Versuchsgruppen
wurden ebenso in zwei Untergruppen aufgeteilt. In der einen Untergruppe wurde bei der Halfte
der Tiere eine Scheinoperation durchgefuhrt, gefolgt von einer antihypertensiven
medikamentdsen Behandlung. Die Auswirkung der RDN auf den Blutdruck wurde Uber einen
Zeitraum von 28 Tagen verfolgt und die histologischen und biochemischen Analysen nach

Abschluss der Studie durchgefihrt (s. auch 3.2.1 Tiermodell).
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate

Materialien und Methoden

Abzug

Firma Arge Labore

Chemilumineszenz-lmaging-System

peglab Fusion SL VILBER LOURMAT

Gewebeeinbettautomat

Excelsior, Thermo Scientific, Schwerte

Heizblock

Eppendorf

Katheterbasierte Telemetrie

Data Sciences International (DSI), Saint
Paul, MN, USA

Kuhlzentrifuge

Eppendorf

Mikroskop Leica, Aperio Versa 8

Photometer DU 730 UV/Vis-Spectrophotometer
Beckmann Coulter

Schdttler Heidolph Polymax

Tischzentrifuge VWR

Uberkopfschiittler Tube rotator, VWR

Vortex Mixer SN 41119030, Labnet international

Waage Ohaus, CS

3.1.2 Sonstige Materialien

Filterpapier

Whatman 3MM CHR (CAT No. 3030-917)

Gelelektrophorese-Zubehor

Biorad Mini PROTEAN Tetra Cell

Pipetten

Ergonomic High Performance Pipetten
VWR

Tank Blot-System

Biorad Mini Trans-Blot Cell
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3.1.3 Software

Bildbearbeitung Gimp 2.0 (GNU Image Manipulation
Program)

Fibroseauswertung NIS Elements Nikon Instruments Europe
BV

Katheterbasierte Telemetrie DSI Analyse Software

Mikroskop Leica, Image Scope x64

Statistische Analysen GraphPad Prism Version 8.4.2, San Diego,
CA, USA

Western Blot FusionCapt Advance peglab

3.2 Methoden

3.2.1 Tiermodell

Um die Wirkung blutdrucksenkender Medikamente und deren Effekte nach der RDN zu
beurteilen, wurde ein experimentelles Tiermodell durchgefuhrt. Das Kleintiermodell der SHR
bietet hierbei die Mdglichkeit, die Effekte von blutdrucksenkenden Medikamenten und/oder der
sympathischen Denervation zu untersuchen. SHR sind ein haufig verwendetes Modell fir
Bluthochdruck. Bei SHR steigt der Blutdruck in den ersten zehn Wochen nach der Geburt.*
Wir haben SHR im Alter von 23 Wochen angewendet, nachdem die chronische Hypertonie bei

erwachsenen SHR vollstandig etabliert war.?"-3

Insgesamt wurden 64 mannliche Ratten untersucht (s. Abbildung 4). Die Ratten wurden im
Alter von sechs Wochen von Janvier Labs in Le Genest-Saint-Isle, Frankreich, erworben.
AnschlieRend wurden sie unter standardisierten Bedingungen im Institut fur klinisch-
experimentelle Chirurgie am Universitatsklinikum des Saarlandes gehalten. Die
Raumtemperatur betrug 24 °C und es gab einen 12-Stunden-Dunkel-/ Lichtzyklus. Sie hatten
freien Zugang zu einer Standarddiat (#V1534 mit 2.128 mg/kg NaCl und 8.797 mg/kg Kalium;
ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland) und Leitungswasser. Im Alter von 23 Wochen
wurde den Ratten Uber die Aorta abdominalis ein katheterbasiertes Telemetriesystem implantiert,
um den Blutdruck und die Herzfrequenz wochentlich aufzuzeichnen und Giberwachen zu kénnen.
Im Alter von 26 Wochen wurden die Ratten randomisiert in zwei Gruppen aufgeteilt. 32 Ratten
wurden einer Scheinoperation (SHAM) unterzogen und erhielten eine antihypertensive

Medikation; die restlichen 32 Ratten wurden einer RDN unterzogen und erhielten zusatzlich eine
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blutdrucksenkende Medikation. Die Auswirkungen der Behandlungen wurden tber vier Wochen
aufgezeichnet und miteinander verglichen. Alle Experimente wurden gemaf den Vorgaben des
deutschen Tierschutzgesetzes durchgefihrt und erhielten die Genehmigung der
Ethikkommission des Saarlandischen Landesamtes far Verbraucherschutz

(Genehmigungsnummer: #12/2016). Der experimentelle Zeitplan ist in Abbildung 4 dargestellt.

Tiergruppen

SHR-Kontrollen ohne medikamentdse Behandlung:

1. SHR-SHAM operierte Ratten (n=9)
2. SHR-RDN (n=9)

SHR-Gruppen nach SHAM mit medikamentdser Behandlung:

SHR-SHAM + Kalziumkanalblocker (n=6), Amlodipin 20 mg/kg KG

SHR-SHAM + Angiotensinrezeptorblocker (n=6), Olmesartan 5 mg/kg KG
SHR-SHAM + Thiaziddiuretikum (n=5), Hydrochlorothiazid 12.5 mg/kg KG
SHR-SHAM + Mineralokortikoidrezeptorantagonist (n=6), Eplerenon 100 mg/kg KG

Ao Ddh -

SHR-Gruppen nach RDN mit medikamentdser Behandlung:

SHR-RDN + Kalziumkanalblocker (n=6), Amlodipin 20 mg/kg KG

SHR-RDN + Angiotensinrezeptorblocker (n=6), Olmesartan 5 mg/kg KG
SHR-RDN + Thiaziddiuretikum (n=6), Hydrochlorothiazid 12.5 mg/kg KG
SHR-RDN + Mineralokortikoidrezeptorantagonist (n=5), Eplerenon 100 mg/kg KG

e D~
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31 Wochen alte
SHR-Ratten

23 Wochen alte Kontrolle (n=9)

ménnliche  Spontan
hypertensive Ratten
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Amlodipin (n=6)

:
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,| Olmesartan (n=6)
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Eplerenon (n=5)

7 Tage vor dem Baseline Phase | Phase Il
Start (14 Tage) (10 Tage) (28 Tage)

Abbildung 4: Experimenteller Zeitplan

Eine Woche vor Beginn der Studie: Im Alter von 23 Wochen wurde 64 mannlichen SHR ein
kathetergestiitzter Radiotelemetrie-Sender (DSI Systems) in die abdominelle Aorta implantiert, um den
mittleren arteriellen Druck, den systolischen und diastolischen Blutdruck sowie die Herzfrequenz
kontinuierlich aufzuzeichnen.

Baseline (14 Tage): Nach einer siebentagigen postoperativen Erholungsphase wurden zwei Wochen
lang telemetrische Grundlinienmessungen durchgefiihrt.

Phase | (10 Tage): AnschlieBend wurden SHR im Verhaltnis 1:1 einer renalen sympathischen
Denervierung (RDN n=32) oder einer Scheinoperation (SHAM n=32) unterzogen. In beiden Tiergruppen
gab es jeweils 9 Ratten, die keine antihypertensiven Medikamente bekamen und als Kontrolle dienten.
Phase Il (28 Tage): Zehn Tage nach der RDN, als der Blutdruck stabilisiert war, wurden die Tiere 28
Tage lang mit blutdrucksenkenden Medikamenten behandelt. Wahrend der 28-tdgigen Behandlung
erhielten die Ratten randomisiert entweder Futter ohne blutdrucksenkende Medikamente oder den
Kalziumkanalblocker Amlodipin, den Angiotensinrezeptorblocker Olmesartan, das Thiaziddiuretikum
Hydrochlorothiazid oder den Mineralokortikoidrezeptorantagonisten Eplerenon.

Im Alter von 31 Wochen wurden alle Tiere euthanasiert und Serum und Gewebe wurden fir
biochemische Untersuchungen aufbewahrt.

Implantation der Telemetrie-Sender in die Aorta abdominalis

Die Implantation der Telemetrie-Sender in die Aorta abdominalis wurde zwei Wochen vor dem
experimentellen Verfahren von der Biologielaborantin Nina Rebmann und der Medizinisch
Technischen Assistentin Jeannette Zimolong durchgefuhrt (s. Abbildung 5). Nach einer
Beobachtungszeit von einer Woche zur Uberwachung des Operationserfolges und einer
stabilen Ubertragung der Blutdruckwerte gingen die Tiere in den experimentellen Teil der
Studie uber.

Wahrend des Experiments ging bei zwei Ratten (1x SHAM+HCT, 1x RDN+Eplerenon) die

Kathetersignallbertragung aufgrund von Thrombusbildung an der Katheterspitze verloren.
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Abbildung 5: Telemetrie-Sender

Katheterbasierte Telemetrie

Die katheterbasierte Telemetrie ermdglicht eine durchgehende Blutdruckmessung mit
drahtloser Datenubertragung und elektronischer Speicherung. Im Alter von 23 Wochen wurden
Radiotelemetriesender zur Uberwachung von Blutdruck und Herzfrequenz implantiert. Die
Blutdruckmessung erfolgte einmal wdochentlich in den Raumlichkeiten der kardiologischen
Forschung des Universitatsklinikums des Saarlandes. Dazu wurden die Tiere einzeln in
Kéfigen auf die Telemetrie-Empfangerstationen gesetzt (s. Abbildung 6). Dabei hatten die
Tiere freien Zugang zu Futter und Leitungswasser. Der Sender wurde mittels eines Magneten
aktiviert und die Messdaten wurden elektronisch fir etwa 21 Stunden aufgezeichnet und
gespeichert.

Gegenuber herkdmmlicher Blutdruckmessmethoden bei Ratten, wie z.B. tail-cuff, bietet die
Telemetrie den Vorteil, dass eine stressinduzierte Verfalschung der Messwerte vermieden
werden kann, da sich die Tiere wahrend der Messung frei im Kafig bewegen kénnen und die
Messung ohne zusatzlich belastendes Handling der Tiere erfolgt.

Nach einer Woche postoperativer Erholung wurden zwei Wochen lang Basismessungen
durchgeflhrt.
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Abbildung 6: Telemetriestationen

Renale Denervation

Im Alter von 26 Wochen wurden die SHR-Ratten randomisiert. 32 Ratten wurden einer
bilateralen RDN unterzogen (s. Abbildung 7) und 32 Ratten wurden SHAM-operiert. Die
Operation wurde von der Biologielaborantin Nina Rebmann und der Medizinisch Technischen
Assistentin Jeannette Zimolong durchgeflhrt.
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Nierenarterie/ -vene

Nebennierenarterie/
-vene

\ Nebenniere

Abbildung 7: Renale Denervation

OP-Situs zur Durchfiihrung einer renalen Denervation. Dargestellt sind die Niere und Nebenniere mit
den dazugehorigen GefalRen. Die Darstellung der A. renalis erfolgt vom Ursprung an der Aorta bis zur
Niere. Sie wird freigelegt und die sympathischen Nervenfasern werden durch Anwendung einer Lésung
aus 20 % Phenol/Ethanol verddet (unpublizierte Daten Hohl et al.).

Medikamentenapplikation

Wahrend der zehn Tage post RDN (Phase I) wurden die Tiere auf einer Standarddiat ohne
antihypertensive Medikamente gehalten. Zehn Tage nach RDN erhielten die Ratten
randomisiert entweder keine blutdrucksenkenden Medikamente (Kontrollgruppe) oder eine der
folgenden blutdrucksenkenden Medikamente: Kalziumkanalblocker Amlodipin (HEXAL®,
Hersteller: Hexal AG in Holzkirchen, Deutschland 20 mg/kg KG/Tag im Standardfutter (ssniff)),
Angiotensinrezeptorblocker Olmesartan (#SML1391, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland,
5 mg/l Trinkwasser/Tag), Thiaziddiuretikum Hydrochlorothiazid (HCT) (#H2910, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland, 12.5 mg/| Trinkwasser/Tag) oder
Mineralokortikoidrezeptorantagonist Eplerenon (STADA®, Stadapharm GmbH, Bad Vilbel,
Deutschland, 100 mg/kg KG/Tag in Standardfutter (ssniff)) fir 28 Tage (Phase Il). Die
Dosierungen der Medikamente wurden anhand von Literaturberichten zu ihrer
blutdrucksenkenden Wirkung bei SHR bestimmt. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 8
dargestellt.
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Renale Denervation

(RDN/SHAM)
':!: 4 ‘ 52 Tage telemetrische Blutdruckaufzeichnung
\ \ J\ )
- ; : Y
~ Baseline Phase | Phase I
SHR-Ratte, mannlich, 14 Tage 10 Tage 28 Tage
ca. 23 Wochen alt Normalfutter =~ Normalfutter Antihypertensive Medikation
64 Tiere 32 Tiere RDN 9 Tiere RDN + Normalfutter Kontrollen
32 Tiere SHAM 9 Tiere SHAM + Normalfutter
23 Tiere RDN + Medikament
23 Tiere SHAM + Medikament

Abbildung 8: Versuchsaufbau

Die telemetrische Blutdruckaufzeichnung dauerte insgesamt 52 Tage. Fir 14 Tage erhielten insgesamt
64 Tiere Normalfutter. In der 10-tdgigen Phase | wurden randomisiert 32 Tiere einer RDN bzw. die
anderen 32 Tiere einer Scheinoperation unterzogen. Wahrend der 28-tagigen Behandlungsphase Il
erhielten die Tiere entweder Futter oder Trinkwasser ohne Medikamentenzusatz oder mit dem
Kalziumkanalblocker Amlodipin, dem Angiotensinrezeptorblocker Olmesartan, dem Thiaziddiuretikum
Hydrochlorothiazid oder dem Mineralokortikoidrezeptorantagonisten Eplerenon.

Terminierung der Studie

Nach Versuchsende wurden die Tiere aller Versuchsgruppen zur Organentnahme fir
biochemische Analysen schmerzlos unter tiefster Narkose euthanasiert. Dazu wurden die
Ratten zuerst mittels Isofluran Anasthesiegas (5 %) betdubt und dann umgehend mittels einer
Injektionsnarkose bestehend aus einem Gemisch aus Rompun (6 mg/kg KG) und Ketavet
(80 mg/kg KG) in Tiefschlaf versetzt, der Brustkorb eréffnet und eine Blutprobe direkt aus dem
Herzen entnommen. Anschlieend wurde das Herz herausgenommen und das Tier entblutet.
Nach Entnahme der Nieren und Herzen wurden die Vorhofe und Ventrikel separiert und fir

biochemische Analysen aufbereitet.

3.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Genexpressionsanalyse wurde durch PCR durchgefiihrt. Die Gesamt-RNA wurde aus dem
linksventrikularen Gewebe der Ratte mit dem Extraktionsreagenz peqGold Trifast (#30-2010;
PeqglLab, Erlangen, Deutschland) nach Herstellerprotokoll extrahiert. Genomische DNA-
Verunreinigungen wurden mittels DNase-Verdau eliminiert, und die cDNA (kopierte DNA)
wurde durch die Umkehrtranskription der isolierten RNA unter Verwendung des HighCap
cDNA RT-Kits (#4368814; Applied Biosystems, Waltham, USA) gemaf den Anweisungen des

Herstellers synthetisiert. Die TagMan-PCR wurde in einem StepOnePlus Thermocycler
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(Applied Biosystems, Waltham, USA) mit dem TagMan GenEx Mastermix (#4369016, Applied
Biosystems, Waltham, USA) durchgefiihrt. Die Signale wurden auf entsprechende
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)- Kontrollen normalisiert. Der ACt

wurde fir die statistische Analyse und 2-AACt fir die Datenprasentation verwendet.

RNA-Isolation

Zur Extraktion von RNA wurde einem kleinen Stick Gewebe 500 ul PegGold Trifast
hinzugefigt. Nachdem dieses Gemisch homogenisiert wurde, wurden nochmal 500 pl
PeqGold Trifast hinzugegeben und das Reagiergefal® wurde fiir 5 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Im Anschluss wurden 200 pl Chloroform hinzugegeben und fiir 15 Sekunden
gut durchmischt. Nach einer 15-minltigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Mischung fir 10 min bei 13000 U/min bei 4 °C zentrifugiert. Im letzten Schritt der
Phasentrennung wurde die wassrige Phase vorsichtig entnommen und behutsam in ein
frisches Reaktionsgefal} transferiert. Daraufhin wurde die entnommene Phase auf Eis gestellt.
Zur RNA-Prazipitation wurden 500 ul Isopropanol zugegeben, durchmischt und fir 15 min auf
Eis gestellt. Anfanglich wurde die Probe fir eine Dauer von 60 min bei einer
Zentrifugationsgeschwindigkeit von 13000 U/min und einer Temperatur von 4 °C bearbeitet.
Nachdem der Uberstehende Isopropanol-Anteil entfernt wurde, wurde das Pellet mit 1 ml
75%igem Ethanol erneut einer funfminutigen Zentrifugation bei 13000 U/min und einer
Temperatur von 4 °C unterzogen. Nach der Zentrifugation wurde die gesamte Flissigkeit
behutsam abgesaugt, und das Pellet an der Luft getrocknet. Abschliefiend wurden 50 pl
RNAse-freies H2O hinzugefliigt und das Gemisch fir 5 min bei 60 °C im Thermoschuttler
inkubiert, um das Pellet zu resuspendieren. Im Anschluss wurde die RNA-Messung unter
Verwendung des Programms NanoDrop durchgefiihrt. Die RNA-Menge wurde auf 2 ug/ul
umgerechnet, das entsprechende Volumen in ein neues Reagiergefal Ubergefihrt und auf 10
bl mit RNAse freiem-H.O aufgefillt. Die Proben wurden bis zu ihrem Einsatz bei einer

Temperatur von -80 °C gelagert.

DNase-Verdau

Der DNase-Verdau ist ein molekularbiologisches Verfahren, bei dem die genomische DNA,
die in einer Probe vorhanden ist, durch die Zugabe des Enzyms DNase in kleinere Fragmente

zerlegt wird. Hierfur wurde zunachst ein Mastermix zusammengestellt.
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Mastermix fiir eine Probe:

o 5.5 yl RNAse-freies H,O

e 2 ul DNase | (Peglab, peqGOLD DNase, Artikelnummer: PEQL04-1180)

e 2 ul DNase | + MgCl,-Puffer

e 0.5 pl RNAse-Inhibitor (Applied Biosystems von Thermo Fisher Scientific,
Chargennummer: 00759850)

10 pl Mastermix wurden pro Probe aus 10 pl RNA, die 2 pg entsprechen, hinzugegeben, um
auf ein Gesamtvolumen von 20 ul zu kommen. Aus den nun entstandenen Proben wurden im
PCR Cycler (Peqglab Primus 96 Erlangen, Deutschland) 40 min lang die chromosomalen

Verunreinigungen entfernt.

Programm DNAse-Verdau:

1.) Geratedeckel wird auf 110 °C erhitzt

2.) Pause bei 37 °C fir 10 min

3.) Probe bei 75 °C fur 10 min

4.) Aufbewahren der Probe bei 8 °C fir 10 min

Reverse-Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)/ cDNA-Synthese

Die Reverse-Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) ist eine
molekularbiologische Technik, die verwendet wird, um RNA in DNA umzuwandeln und dann
spezifische DNA-Sequenzen zu vervielfaltigen.

Zuerst wird RNA aus einer Probe extrahiert. Dann wird die Reverse Transkriptase eingesetzt,
um diese RNA in komplementare DNA (cDNA) umzuschreiben. Die erzeugte cDNA dient als
Vorlage fur die PCR, bei der spezifische DNA-Regionen durch wiederholte Amplifikation
vervielfaltigt werden. Die RT-PCR wird haufig verwendet, um die Expression von Genen zu
quantifizieren oder RNA-Molekiile zu analysieren, insbesondere in der Genexpression und bei
der Untersuchung von RNA-Viren. Die folgenden Komponenten wurden miteinander

vermengt, um die gewlinschte Reaktionsmischung herzustellen.

Mastermix fiir eine Probe:

e 2 ul 10-facher Reverse-Transkriptase-Puffer (RT-Puffer)
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e 0.8 pl 25-facher dNTP-Mix (100 mM)

e 2 ul 10-facher RT Random Primer (zufalliger Primer)

e 1 pl Multiscribe Reverse Transkriptase (Applied Biosystems von Thermo Fisher
Scientific, Chargennummer: 00364690)

¢ 0.5 pl RNAse-Inhibitor

e 3.2 yl Reinstwasser Aqua ad-H2O (Firma Braun)

10 ul dieses Mastermixes wurden mit 10 yl RNA nach dem DNAse Verdau durchmischt und
kurz abzentrifugiert. Danach wurde die RT-PCR im Peglab Primus 96 durchgefihrt. Bis zur
Durchflihrung der Real-Time PCR wurden die Proben auf Eis gestellt bzw. bei -80 °C

eingefroren.

Programm Reverse-Transkription:

1.) Erhitzen des Geratedeckels auf 110 °C
2.) Probe bei 25 °C fur 10 min

3.) Probe bei 37 °C fir 2 h

4.) Probe bei 85 °C fir 5 min

5.) Aufbewahren der Probe bei 4 °C

Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (Tagman-PCR)

Die Real-Time PCR ist eine Nukleinsaure-Amplifikationsmethode, bei der die Vervielfaltigung
der DNA-Sequenz in Echtzeit beobachtet wird. Diese Technik erméglicht die kontinuierliche
und direkte Messung der resultierenden Amplifikationsprodukte wahrend der Reaktion,
welches eine schnelle und prazise Quantifizierung der DNA ermdglicht. Dabei werden
TagMan-Sonden, eine Art von molekularen Sonden genutzt, um spezifische DNA-Sequenzen
zu erkennen und zu quantifizieren. TagMan-Sonden bestehen aus einer kurzen
einzelstrangigen DNA, die spezifisch zur Ziel-DNA-Sequenz passt. An beiden Enden der
Sonde sind spezifische Marker: ein Fluoreszenzfarbstoff und ein Quencher (Absorber des
Fluoreszenzsignals). Wahrend der PCR bindet sich die TagMan-Sonde an die Ziel-DNA, wenn
die Temperaturbedingungen flr die Hybridisierung erreicht sind. Die Sonde bindet an den
passenden DNA-Strang in der Nahe der Region, die der DNA-Polymerase als Vorlage fuir die
Synthese dient. Die Tag-DNA-Polymerase, die die PCR durchflihrt, beginnt mit der Synthese
eines neuen DNA-Strangs der Vorlage. Wenn die DNA-Polymerase die Stelle erreicht, an der

die TagMan-Sonde gebunden ist, wird sie durch die Polymerase abgebaut und der Quencher
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wird freigesetzt. Da der Quencher freigesetzt wird, gibt es keinen Absorber mehr in
unmittelbarer Nahe des Fluoreszenzfarbstoffs auf der Sonde. Dies ermoglicht es dem
Fluoreszenzfarbstoff, Licht zu emittieren und zu fluoreszieren. Das ausgesendete Licht wird
von einem Detektor erfasst. Die Intensitat des Fluoreszenzsignals korreliert mit der Menge an
PCR-Produkt, das wahrend der Reaktion gebildet wird.

Zunachst wurde die Plattenbelegung geplant. Danach wurde die cDNA in neuen 1.5 ml
Reagiergefallen im Verhaltnis 1:5 verdiinnt (8 ul cDNA und 32 yl DEPC-H,0). Auch hier wurde

ein Mastermix angesetzt.

Ansatz fliir TagMan-Sonden Mastermix (20 yl pro Well):

e 14.5 pl Reinstwasser Aqua ad (Braun)-H.O

e 5 ul TagMan MasterMix (Applied Biosystems von Fisher Scientific, Chargennummer:
2737514)

e 0.5 yl Gene Expression Assay (Sonde)

In jedem Well (Vertiefung) wurden zunachst 19 ul Flissigkeit platziert. Danach wurde 1 pl
zuvor verdinnte cDNA in jedes Well hinzugefugt. Die Platte wurde nach Belegung mit einer
Folie versiegelt und fiir 5 min bei 500 U/min zentrifugiert. AbschlieRend wurde die TagMan-
PCR in einem StepOnePlus Thermocycler durchgefiihrt.

Die folgenden Sonden (Applied Biosystems Life Technologies in Waltham, USA) wurden

verwendet, um die Transkripte zu amplifizieren:

e Sonde fir das B-Typ natriuretische Peptid (Nppb; Rn00580641_m1)

e Sonde fir das Zytokin Transforming growth factor beta (TGF-; Rn00572010_m1)

e Sonde fur den Connective tissue growth factor (CTGF; Rn01537279_g1)

e Sonde fir das Alpha-1-Typ-I-Kollagen (Col1a1; Rn01463848 m1)

e Sonde fir das Alpha-2-Typ-I-Kollagen (Col1a2; Rn00670286_m1)

e Sonde far die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH;
Rn01775763_g1)
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3.2.3 Western Blot

Als Nachweisverfahren fur Proteine dient der Western Blot. Zu Beginn werden die Proteine
aus dem Gewebe durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt. Im nachsten
Schritt werden die Proteine auf eine Nitrocellulosmembran Ubertragen (Blotten). Die Blots
werden mit Antikdrpern versehen, sodass man anschlieend die Antigen-Antikdrperreaktion

Uber einen zweiten Antikorper enzymimmunologisch sichtbar machen und analysieren kann.

Proteinisolation

Zuerst wurden die 1.5 ml grof3en Reagiergefalte mit 400 yl Homogenisierungspuffer gefillt.
Von dem zu untersuchenden Gewebe wurden jeweils 40 mg enthommen und in ein 1.5 ml
groRes Reagiergefal® Gberfuhrt. Dabei wurden alle Schritte auf Eis ausgefuhrt. Mit Hilfe des
Ultraschalls wurden die Proben homogenisiert und anschlieRend 30 min lang bei 13000 rpm
und 4 °C in der Kuhlzentrifuge zentrifugiert. Im nachsten Schritt wurde die obere
Flissigkeitsphase schonend in ein frisches 1.5 ml grolRes Reagiergefal} Ubertragen,
wohingegen das Pellet, resultierend aus den aufgeschlossenen Zellbestandteilen, nicht
weiterverwendet wurde. Die Proben wurden vor ihrer Verwendung in einem Tiefklhlschrank
bei einer Temperatur von -80 °C aufbewahrt.

Die Stammlésung des Homogenisierungspuffers (250 ml) wurde wie folgt hergestellt:

e 465.3 mg Ethylenediaminetetraacetat (EDTA, 0.00255 mol/l)
e 262.4 mg Natriumfluorid (NAF, 0.00625 mol/l)

e 25.67 g Saccharose (Sucrose, 0.075 mol/l)

e 1.02 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4, 0.00586 mol/l)

Fiar die Herstellung von 10 ml Homogenisierungspuffer wurden folgende Komponenten

verwendet:

e 100 pyl PMSF (100 pmol/l)

e 1 Tablette Phosphatase-Inhibitor (PhosStop, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland)

e 1/4 Tablette Mini cOmplete Proteaseinhibitor (EDTA-frei, Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Deutschland)
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Proteinbestimmung

Um die Proteinkonzentration fir den nachfolgenden Western Blot anzupassen, musste
zunachst der Gesamtproteingehalt bestimmt werden. Durch darauffolgende Hinzugabe von
destilliertem Wasser konnten die Proben vereinheitlicht werden. Der Gesamtproteingehalt

wurde photometrisch durch ein Protein Assay bestimmit.

Zur Proteinbestimmung wurden 18 pl Aqua dest. mit 2 pl der jeweiligen Probe gemischt. Zur
Erzeugung des Leerwerts wurden 18 pl destilliertes Wasser mit 2 yl Homogenisierungspuffer
vermengt. AnschlieBend wurden jeweils 100 yl Reagenz A (BioRad Laboratories Inc, USA)
hinzugeflgt und es entstand ein blau-violetter Komplex. Im nachsten Schritt wurden jeweils
800 ul Reagenz B (BioRad Laboratories Inc, USA) hinzugefiigt und es entstand Molybdanblau,
welches man photometrisch messen konnte.

Jeder Ansatz wurde im Vortexer durchmischt und danach fir 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach zweifacher photometrischer Messung wurde der Mittelwert der
Probenkonzentration mittels einer Standardkurve berechnet. AnschlieRend wurde das
Probenvolumen in mg/ml ermittelt, so dass jedes Probenvolumen 100 ug Protein enthielt. Um
eine einheitliche Proteinkonzentration in allen Proben sicherzustellen, wurden die Proben mit
destilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 20 pl aufgefillt. Danach wurden die Proben
fur die Elektrophorese vorbereitet. Dazu wurden jedem Ansatz 20 pl Ladepuffer hinzugefugt
und die Mischung auf einem Heizblock bei 95 °C fir 5 min gekocht. Anschliefend wurden sie
auf Eis gekuhlt.

Der Ladepuffer wurde durch die Vereinigung von 950 ul Stammlésung des Ladepuffers mit 50
ul Dithiothreitol (DTT) in einer Konzentration von 1 mol/l hergestellit.

Die Ladepuffer-Stammldsung wurde wie folgt zusammengesetzt:

e 2 ml Glycerol (100 %)

e 2 ml 10%iges SDS (Natriumdodecylsulfat)
e 2.5 ml Tris-Puffer pH 6.8 (0.625 mol/l)

e 10 ml destilliertes Wasser

e eine Spatelspitze Bromphenolblau

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE werden Proteine basierend auf ihrer Molekilmasse aufgetrennt. Ein

Polyacrylamidgel dient dabei als Tragermaterial und wird zwischen zwei Glasplatten
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aufgegossen. Der Puffer, in dem die Proteine aufgetragen werden, enthalt das negativ
geladene Detergens SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) und das Reduktionsmittel DTT.*® Das
SDS bewirkt, dass die Proteine durch die Wechselwirkung ihrer hydrophoben Alkanketten mit
den hydrophoben Bereichen der Proteine denaturiert werden, wodurch der hydrophobe Kern
der Proteine aufgeldst wird.*® Gleichzeitig werden Protein-Protein-Interaktionen geschwécht.
Das DTT reduziert mdgliche Disulfidbriicken, wodurch sich die Proteine entfalten und
Polymere dissoziieren kénnen. Die SDS-Protein-Komplexe, die eine negative Ladung tragen,
bewegen sich aufgrund ihrer elektrischen Ladung in Richtung der positiv geladenen Anode.
Die Wanderungsgeschwindigkeit hangt nun nur noch von der Gré3e der Proteine ab und ist
nahezu proportional zu ihrer molekularen Masse. Dadurch werden die Proteine entsprechend

ihrer Moleklimasse getrennt und auf dem Gel visualisiert.

Das Gel fur die SDS-PAGE bestand aus zwei verschiedenen Teilen: dem Sammelgel und dem
Trenngel. Die Proteine durchwanderten diese beiden Gelbereiche wahrend der
Elektrophorese. Die Proben wurden in die gleichmaRig verteilten Wells des Sammelgels
pipettiert, wodurch nach der Elektrophorese parallele Proteinspuren entstanden. Zur
Bestimmung der Molekilmassen wurde in eine Tasche des Sammelgels eine Referenzprobe
gegeben, die Proteine mit bekannten Molekilmassen enthielt. Das Trenngel trennte die
Proteine voneinander und ermdglichte eine klare Detektion der entstehenden Proteinbanden.
Die genaue Zusammensetzung des Trenngels war entscheidend fur die effektive Trennung
der Proteine. Der Anteil an Bis-Acrylamid im Trenngel beeinflusste die Grolke des
entstehenden Gitternetzes. Um die Gele herzustellen, wurden sie zwischen zwei Glasplatten
eingespannt und in einem Giel3stand nacheinander gegossen. Die Inhalte der Gele wurden
zuvor in einem separaten Reaktionsgefall gemischt. Bevor das flissige Sammelgel
aushartete, wurde ein Probenkamm mit 10 Wells mit jeweils 1.5 mm Dicke in das Gel
eingefuhrt. Nachdem das Gel vollstdndig ausgehartet war, konnte der Probenkamm entfernt

werden.

Das Sammelgel wurde mit einer Konzentration von 5 % hergestellt, welches einem Volumen

von 4 ml entspricht. Die folgenden Komponenten wurden verwendet:

e 2.7 ml destilliertes Wasser (H20)

e 0.67 ml 30 % Acryl-Bisacrylamid-Mix (BioRad Laboratories, Inc., China)

e 0.5 ml 1.5 mol/l Tris (pH 6.8) (VWR International, Leuven, Belgien)

e 0.04 ml 10 % SDS (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

e 0.04 m 10 % Ammoniumpersulfat (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland)

41



Materialien und Methoden

e 0.004 ml TEMED (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Das Trenngel wurde mit einer Konzentration von 10 % hergestellt, welches einem Volumen

von 20 ml entspricht. Die folgenden Komponenten wurden verwendet:

e 7.9 ml destilliertes Wasser (H20)

e 6.7 ml 30 % Acryl-Bisacrylamid-Mix
e 5.0ml 1.5 mol/l Tris (pH 8.8)

e 0.2ml10 % SDS

e 0.2ml 10 % Ammoniumpersulfat

e 0.008 ml TEMED

Das vorbereitete und bereits polymerisierte Gel wurde in die Elektrodeneinheit eingefiigt und
dann senkrecht in die zuvor mit 1x Elektrophoresepuffer gefiillite Elektrophoresekammer
platziert. In die erste Tasche des Gels wurden 5 ul eines Proteinmarkers pipettiert, der gefarbte
Proteine mit bekannten Molekllmassen enthielt. Die restlichen Taschen des Gels wurden mit
jeweils 18 pl der Proben beladen, wodurch insgesamt eine Proteinmenge von 50 pg geladen
wurde. Die Elektrophorese wurde bei einer anfanglichen Spannung von 80 V fir 15 min
gestartet. Danach wurde sie fir die nachsten 60-90 min bei einer Spannung von 100 V

fortgesetzt.

Der 10x Elektrophoresepuffer wurde aus den folgenden Komponenten hergestellt:

e 50 g SDS (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
e 720 g Glycin (VWR International, Leuven, Belgien)

e 151.5 g Tris (VWR International, Leuven, Belgien)

e 5] destilliertes Wasser (Aqua dest.)

Um den 1x Elektrophoresepuffer herzustellen, wurde der 10x Elektrophoresepuffer in einer

1:10-Verdunnung mit Wasser gemischt.

Transferblot

Die zuvor durch Elektrophorese getrennten Proteinbanden wurden sichtbar gemacht, indem
sie durch einen Transferprozess vom Gel auf eine Nitrozellulosemembran mit einer

Porengrofle von 0.2 um Ubertragen wurden. Dieser Transfer wurde durch ein sogenanntes
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Nass-Blotting in einem Tank-Blot-System durchgefihrt. Das Tank-Blot-System besteht aus
einer Kammer, einem Kihlakku, einer Gelkassette mit zwei Schwammen und Elektroden, die
eine Kathode und eine Anode umfassen. Diese Elektroden werden mit einer Stromquelle
verbunden. Die Proteine wanderten in dieser Methode durch die Spannung im System entlang
eines elektrischen Gradienten. Der Transfer ermdglichte es, die Proteinbanden von der
Gelmatrix auf die Nitrozellulosemembran zu Ubertragen, wodurch die Banden auf der
Membran sichtbar gemacht wurden.

Zu Beginn wurde eine 10x Towbin-Losung hergestellt, indem die folgenden Komponenten

vermengt wurden:

e 60.56 g Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) fir eine Konzentration von 250 mmol/l

e 288.26 g Glycin fiir eine Konzentration von 1.92 mol/l

Die Lésung wurde dann mit Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von 2 Litern aufgefiillt.

Die endgultige Transferpuffer-Lésung wurde hergestellt, indem 160 ml der zuvor hergestellten
10x Towbin-Lésung mit 1440 ml Aqua dest. und 400 ml Methanol (von VWR, Darmstadt,
Deutschland) vermischt wurden.

Es wurde eine 1:10 Verdiinnung des Transferpuffers in das System gegeben. Dann wurde die
Gelkassette vorbereitet. Dazu wurde auf die eine Seite der Gelkassette einer der zwei
Schwamme gelegt. AnschlieBend wurden der Reihe nach drei Filterpapiere, das Gel, die
Membran, drei weitere Filterpapiere und zum Abschluss der zweite Schwamm daraufgelegt.
Damit keine Luftblasen bei der Ubertragung der Proteinbanden vom Gel auf die Membran
entstehen, wurden alle Bestandteile der Gelkassette vorher mit dem Transferpuffer befeuchtet.
Die Gelkassette wurde nun vorsichtig verschlossen und in die Elektrodeneinheit geschoben.
Diese wurde senkrecht in die Kammer gestellt und war vollkommen vom Puffer umgeben. Zum
Abschluss wurde ein Kihlakku eingesetzt und das Tank-Blot-System an die Stromquelle
angeschlossen. Bei 300 mA wurde fur 90 min geblottet.

Nachdem der Transfer auf die Membran vollbracht war, konnte die Gelkassette wieder
auseinandergebaut werden. Die Membran wurde vorsichtig mit Aqua dest. abgespdilt, um die
Reste vom Transferpuffer zu entfernen. Das Gel und die Filterpapiere wurden verworfen. Dann
konnte eine Kontrolle mit dem 0.2 % Farbstoff Ponceau Rot (SERVA Elektrophoresis GmbH,
Heidelberg) durchgefiihrt werden, da dieser Farbstoff reversibel an die Aminogruppe der
Proteine bindet und die Banden sich somit rot farben (s. Abbildung 9). Mit diesem Test konnte
man erkennen, ob die Proben bzw. Banden gleichermalien Proteine enthalten haben. Der
Farbstoff wurde daflr fir ca. eine Minute auf die Membran aufgetragen. Um die Farbung nach

der Kontrolle zu entfernen, wurde die Membran mit 1x PBS-T beschichtet und kurz gewaschen.

43



Materialien und Methoden

Abbildung 9: Kontrolle der Membran mit Ponceau Rot

Das Ponceau Rot-Farbeprotokoll ist eine nitzliche Methode, um die Effizienz und Genauigkeit der
Western-Blot-Analyse zu Uberpriifen, insbesondere in Bezug auf die Ubertragung der Proteine von
einem Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran und auf den Proteinabbau im Western Blot.
Wenn Proteine degradiert wurden, erscheinen die Banden auf der Ponceau-Rot-gefarbten Membran
schwacher oder fragmentiert im Vergleich zu nicht degradierten Proteinen.

Bevor es mit der Immundetektion weiterging, wurde die Membran fur ca. 2 h bei
Raumtemperatur in 5%iger 1x PBS-T Milch langsam geschwenkt und inkubiert. Die Proteine
der Milch banden an die freien unspezifischen Proteinbindungsstellen und somit waren sie fur
unspezifische Antikdrperbindung blockiert. Die Membran konnte danach mit einem
Primarantikorper inkubiert werden (s. Tabelle 5).

Zur Herstellung von 10x PBS-T wurden die folgenden Bestandteile vermengt:

e 80 g NaCl (Natriumchlorid, 1.37 mol/l)

e 2 g KCI (Kaliumchlorid, 0.027 mol/l)

e 2.4 g KH2PO, (Kaliumdihydrogenphosphat, 0.0176 mol/l)

e 14.4 g Na;HPO, (Dinatriumhydrogenphosphat, 0.101 mol/l)

e Aqua dest. (destilliertes Wasser) wurde hinzugefligt, um ein Gesamtvolumen von 1000
ml zu erreichen

e der pH-Wert der L6sung wurde auf 7.4 eingestellt
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e 10 ml Tween®-20 (von Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Um 1x PBS-T herzustellen, wurden 100 ml der zuvor hergestellten 10x PBS-T-Losung mit 900

ml Aqua dest. gemischt.

Detektion

Fir die ldentifizierung der Proteine wurde die Antigen-Antikérper-Reaktion angewendet.
Zunachst erfolgte die Inkubation der Membran mit einem Primarantikérper. Es wurden
verschiedene Primarantikorper verwendet, die aus unterschiedlichen Wirtsorganismen
stammten. Der Primarantikdrper band spezifisch an die entsprechenden Proteinbanden. Nach
mehreren Waschschritten wurden nicht spezifisch gebundene Primarantikdrper entfernt.
AnschlieRend wurde ein Sekundarantikdrper hinzugefiigt, der spezifisch an den Fc-Teil
(schwere Kette) des Primarantikdrpers band. Der Sekundarantikbrper war mit dem Enzym
Meerrettichperoxidase als Konjugat versehen. Durch Zugabe der entsprechenden Substrate
wurde eine Chemilumineszenzreaktion ausgeldst, wodurch die Proteinbanden durch eine
spezielle Kamera sichtbar wurden.

Die Nitrozellulosemembran wurde in einem 50 ml Reagiergefal® mit 7 ml 5%iger 1x PBS-T
Milch und der entsprechend verdinnten Primarantikérpermenge inkubiert (s. Tabelle 5). Am
folgenden Tag erfolgten zwei Waschschritte der Membran mit 1x PBS-T, um ungebundenen
Primarantikorper zu eliminieren. Dann wurde die Membran mit dem Sekundarantikdrper (s.
Tabelle 6) in einer Verdinnung von 1:10000 in 0.5%iger 1x PBS-T Milch fir eine Stunde bei
Raumtemperatur im Schiittler inkubiert. Nach diesem Schritt wurde die Membran zweimal mit
1x PBS-T gewaschen. Die Membran wurde mit Aqua dest. abgesplult, um jegliche Riickstande
zu entfernen. Die Detektion wurde mit ECL (Enhanced Chemiluminescence) durchgefihrt.
Dafir wurden Reagenz 1 und Reagenz 2 auf die Membran gegeben, um die
Chemilumineszenzreaktion auszulésen. Die Membran wurde in die Detektionsplatte einer
Detektionskamera gelegt und eine Aufnahme der Proteinbanden erstellt. Die entstandene
Abbildung der Proteinbanden wurde digital gespeichert und mittels Computersoftware

ausgewertet, um spezifische Proteine zu quantifizieren.

Als Primarantikdrper wurden verwendet:
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Antikorper Herkunft | Verdiinnung | Hersteller

Anti-CD10 Kaninchen | 1:5000 abcam, ab79423
Anti-GAPDH Maus 1:5000 Millipore, MAB374
Anti-NET Kaninchen | 1:500 abcam, ab41559
Anti-Renin Maus 1:250 Santa Cruz, sc-133145
Anti-Tyrosinhydroxylase Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling, #58844

Tabelle 5: Western Blot Primé&rantikbrper
(TH:  Tyrosinhydroxylase, =~ CD10: Neprilysin, NET:  Norepinephrin-Transporter, ~ GAPDH:
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)

Neprilysin, auch als CD10 bezeichnet, ist ein Enzym, das den Abbau und die Inaktivierung von
Peptidhormonen und anderen bioaktiven Substanzen im Korper fordert. Es spielt eine Rolle
bei der Regulation des Blutdrucks durch den Abbau von Vasodilatatoren.

Die Tyrosinhydroxylase ist in den Nervenfasern und sympathischen Nervenenden der Niere
vorhanden. Sie spielt eine Rolle bei der Regulation des Blutflusses in den Nierenarterien und
beeinflusst damit die Nierenfunktion und den Blutdruck.

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, das von Renin ausgelost wird, ist ein
entscheidender Mechanismus zur Regulation des Blutdrucks. Durch die Freisetzung von
Renin kann der Koérper den Blutdruck erhéhen, wenn dies erforderlich ist, um die ausreichende
Durchblutung von Organen und Geweben sicherzustellen.

Norepinephrin (NE) ist ein Neurotransmitter mit einer zentralen Rolle bei der Regulation des
Blutdrucks. NE bindet spezifisch an a1-Adrenozeptoren in den glatten Muskelzellen der
Arterien, was zu einer Vasokonstriktion der Blutgefal3e flhrt. Als Ergebnis steigt der periphere
Widerstand, der den Blutdruck erhéht. Der Norepinephrin-Transporter (NET) spielt eine
entscheidende Rolle bei der Regulierung der Menge an Norepinephrin im synaptischen Spalt
und somit bei der Intensitat und Dauer der durch Norepinephrin mediierten Vasokonstriktion
der Arterien.

Die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde als Referenzprotein
verwendet. Es wurde zur Quantifizierung verwendet, da es als ein Enzym der Glykolyse in

allen Zellen nahezu gleichmaRig exprimiert wird.

Als Sekundarantikdrper wurden verwendet:

Antikorper Hersteller
Anti-mouse-Antikérper Biorad, Kat.Nr.: 170-6516
Anti-rabbit-Antikorper Biorad, Kat.Nr.: 172-1019

Tabelle 6: Western Blot Sekundérantikbérper
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3.2.4 Histologie

Mithilfe der Histologie konnte man das Gewebe mikroskopisch naher untersuchen und
strukturelle Veranderungen sichtbar machen. Es wurden die interstitielle Fibrose und die
Hypertrophie der Kardiomyozyten im linken Ventrikel beurteilt. Zur Beurteilung der
interstitiellen Fibrose wurde der Gewebeschnitt mit Pikro-Siriusrot gefarbt. Um die
Hypertrophie genauer abgrenzen zu kdnnen, wurde der Gewebeschnitt mit Himatoxylin-Eosin

gefarbt.

Préparation des Gewebes fir die histologische Untersuchung:

Nach Entnahme der Herzen aus den Ratten, wurden sie fur einen Zeitraum von 24 h in einer
4%igen Formaldehydlésung (Hersteller: Otto Fischer GmbH, Saarbriicken, Deutschland; PZN:
02653048) fixiert. Durch diesen Schritt &hnelt das Gewebe mdglichst seiner lebendigen Form
und die Zellen gehen nicht zugrunde. Die anschliefende Entwasserung des Gewebes erfolgt
in Einbettautomaten (Excelsior, Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland) mittels einer
aufsteigenden Ethanolreihe (70 %, 80 %, 95 %, 3x 100 %). Danach wird das mit Xylol
(Morphisto, Offenbach, Deutschland) entfettete und entwasserte Gewebe in Paraffin
(Engelbrecht GmbH, Edermiinde (Besse), Deutschland) eingebettet. Die entstandenen
Paraffinblécke wurden mithilfe eines Mikrotoms (Leica, Modell RM155) in 5 ym dicke Schnitte
geschnitten. Anschliefend wurden die Schnitte auf einen Objekttrager aufgelegt und Uber

Nacht bei einer Temperatur von 56 °C getrocknet.

Héamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)

Mit Hilfe dieser Farbemethode lassen sich saure Zellbestandteile mit Hamatoxylin (Morphisto,
Frankfurt, Deutschland; #12662.01000) blau und basische Strukturen mit Eosin rot farben.
Nach der Hamatoxylin-Eosin-Farbung erscheinen die sauren Zellkerne zunachst rétlich-braun.
Der typische blauviolette Farbton entsteht durch die Erhéhung des pH-Wertes. AnschlieRend
folgt die Farbung des basischen Zytoplasmas mittels des sauren Farbstoffs Eosin (Microscopy,
Darmstadt, Deutschland; #1.15935.0025) und es erscheint aufgrund der darin enthaltenen
Zytoplasmaproteine rot.

Zunachst wurden die Gewebeschnitte dreimal fur je 10 min mit Xylol entparaffiniert. Im
Anschluss wurden die Gewebeschnitte in eine absteigende Isopropanolreihe (100 %, 90 %,
70 %, Merck, EMSURE 2-Propanol, Darmstadt, Deutschland; #1.09634.2511) und in Aqua
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dest. fir jeweils 5 min eingetaucht. Anschlieend wurde fiir 12 min mit Hamotoxylin (Morphisto,
Frankfurt, Deutschland; #12662.01000) gefarbt und danach mindestens zweimal mit Aqua
dest. gespult, um Farbrickstande vollstandig zu entfernen. Die Differenzierung erfolgte durch
ein kurzes Eintauchen der Objekttrager in HCI-Alkohol, gefolgt von einer erneuten Spulung mit
destilliertem Wasser. Danach wurden sie fir 15 min unter flieBendem Leitungswasser geblaut
und erneut mit destilliertem Wasser gesplilt. AnschlieBend wurden die Objekttrager fur 15
Sekunden in Eosin getaucht und erneut mit destillietem Wasser gewaschen. Nach diesen
Farbeschritten wurden die Objekttrager durch eine aufsteigende Reihe von Isopropanol (70 %,
90 %, 100 %) dreimal fur jeweils 2 min entwassert und danach dreimal fur jeweils 3 min in
Xylol getaucht. Zum Abschluss wurden die Schnittproben mit Entellan® (hergestellt von Merck,
Darmstadt, Deutschland; Artikelnummer: 1.07961.0100) eingedeckt und sorgfaltig mit einem
Deckglas versehen, um jegliche Luftblasen zu vermeiden. Fir die Auswertung wurden
zunachst digitale Bilder der Praparate erstellt, um sie anschlieBend mit spezieller Software zu
analysieren. Die histologischen Praparate wurden unter einem Mikroskop betrachtet, gescannt
und gespeichert. Die Beurteilung der Vergroflerung des linken Ventrikels wurde unter
Verwendung der Software Image Scope (Aperio) durchgefiihrt (s. Abbildung 10). Dabei
wurden die durchschnittliche Querschnittsflache und der Durchmesser der Kardiomyozyten
gemessen. Es wurden nur Zellen ausgewahlt, die bestimmte morphologische Kriterien
erfullten, wie ein zentral gelegener Zellkern und eine annahernd runde Zellform. Die Zellen
wurden manuell konturiert, damit das Programm anschlie@end den Flacheninhalt der
umrissenen Zellen automatisch berechnen konnte. Fur jedes Tier wurde die durchschnittliche
Querschnittsflache der Kardiomyozyten berechnet, und daraufhin der Mittelwert fir jede

Gruppe ermittelt. Die einzelnen Gruppen wurden anschlieend miteinander verglichen.

48



Materialien und Methoden

Abbildung 10: Bestimmung der Querschnittsfldche der Kardiomyozyten

(Computerprogramm Image Scope (Aperio))

Nach Kalibrierung des Malstabes wurden pro Praparat ca. 100 Kardiomyozyten mit zentralem Zellkern
und annahernd runder Zellform manuell umkreist (griine Markierung). Die Software Image Scope
(Aperio) berechnete die Flache der Kardiomyozyten automatisch (tabellarisch oben links).

Pikro-Siriusrot-Féarbung

Far die Darstellung von Fibrose wird die Pikro-Siriusrot-Farbung verwendet. Kollagenfasern
lassen sich bei dieser Farbung rot anfarben, Muskel und Zytoplasma gelb. Durch die rote
Farbung der Kollagenfasern lasst sich mit dieser Methode die Fibrose der linken Ventrikel gut
darstellen.

Die Gewebeschnitte wurden einer bestimmten Bearbeitung unterzogen, um die interstitielle
Fibrose zu beurteilen. Zunachst wurden sie dreimal fir jeweils 10 min in Xylol getaucht, um
sie zu entwachsen. Anschlielend wurden die Gewebeschnitte in absteigender Reihenfolge
von Isopropanol-Lésungen (100 %, 90 %, 70 %) fir jeweils 5 min eingetaucht und danach
grindlich mit destillietem Wasser fir weitere 5 min gespult. Daraufhin wurden die
Gewebeschnitte mit einer 0.1%ige Lésung von Pikro-Siriusrot gefarbt und fir eine Stunde
inkubiert. Nach einer weiteren Spllung mit destilliertem Wasser wurden die Objekttrager in
einer aufsteigenden Isopropanol-Reihe (90 %, 100 %) entwassert. SchlieRlich wurden die
Gewebeschnitte dreimal fur jeweils 2 min in Xylol eingelegt, bevor sie mit Entellan® eingedeckt
wurden, um Luftblasen zu vermeiden.

Um die interstitielle Fibrose zu bewerten, wurden die Gewebeschnitte zunachst mikroskopisch
erfasst und digitalisiert. Dies ermoglichte es, sie mit dem Computerprogramm GIMP 2.10 (GNU

Image Manipulation Program) zu bearbeiten (s. Abbildung 11). Die Bereiche der digitalen
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Bilder, die fur die Auswertung der Fibrose nicht relevant waren, wurden entfernt. Im Zuge der
Untersuchung wurde der rechte Ventrikel nicht berucksichtigt, da das Hauptinteresse
ausschlieBlich der linksventrikularen Fibrose galt. Deshalb wurde der rechte Ventrikel von den
weiteren Schritten der Analyse ausgeschlossen und entfernt. Die Mengen an interstitieller
Fibrose wurden gemal vordefinierten Kriterien unter Anwendung von der Software NIS
Elements Analysis (Nikon Instruments Europe BV) analysiert. Nach vorheriger Rotfarbung der
Kollagenfasern konnten diese leicht erkannt werden, indem alle roten Pixel identifiziert wurden.
Daraufhin wurde der Prozentsatz der markierten Regionen im Gesamtschnittbild berechnet,
um den Anteil der interstitiellen Fibrose am Gesamtgewebe zu bestimmen. Diese Methode
ermaoglichte eine prazise quantitative Analyse des Fibrosegehalts im Gewebe. Die errechneten

Durchschnittswerte der verschiedenen Gruppen wurden anschlieRend miteinander verglichen.
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5mm

5mm

Abbildung 11: Histologischer Gewebeschnitt des linken Ventrikels in Pikro-Siriusrot-Férbung

(A) unbearbeiteter linker Ventrikel mit rechtsventrikuldrem Anteil und perivaskulérer Fibrose.

(B) bearbeiteter linker Ventrikel.

Im Rahmen der Untersuchung wurde der rechte Ventrikel nicht bertcksichtigt und nicht in die Analyse

einbezogen. Die endo- und epikardiale Fibrose wurde mittels Computerprogramm GIMP 2.10
ausradiert.
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Tyrosinhydroxylase-Férbung

Die Tyrosinhydroxylase-Farbung wird verwendet, um sympathische Strukturen sichtbar zu
machen. Daflir werden Gewebeschnitte mit primaren Antikdrpern inkubiert, die spezifisch fur
die Tyrosinhydroxylase und an der Synthese sympathischer Neurotransmitter beteiligt sind.
AnschlieBend werden Sekundarantikdrper hinzugefigt, die bei Anregung mit einer
bestimmten Lichtwellenlange Licht einer anderen Wellenlange emittieren, was unter einem
Fluoreszenzmikroskop sichtbar wird. Dadurch erscheinen nur die Bereiche, in denen die
primaren und sekundaren Antikdrper gebunden sind, hell gefarbt, wahrend der Rest des
Praparats schwarz bleibt.

Die Vorbereitung der Gewebeschnitte erfolgte durch mehrere Schritte: Zu Beginn wurden
die Objekttrager fir 30 min auf einer Heizplatte platziert, um eine effektive Entparaffinierung
zu ermdglichen. AnschlieRend wurden sie dreimal fur jeweils 10 min in Xylol eingetaucht, um
die Paraffinschichten zu entfernen. Danach erfolgte eine Tauchabfolge in absteigenden
Ethanol-Konzentrationen (100 %, 80 % und 70 %). AbschlieBend wurden sie zweimal in PBS
gewaschen. Die Gewebeschnitte wurden dann in einem Citraconsaurepuffer fur 60 min bei
95 °C gekocht, um die Proteine zu renaturieren und fir die Antikérperbindung in ihre
naturliche Konformation zurtickzufuhren. Nachdem die Objekttrager 20 min lang abgekunhlt
waren, wurden sie zweimal fur jeweils 5 min griindlich mit PBS gewaschen. Im Anschluss
wurden die Objekttrager tber Nacht bei einer Temperatur von 4 °C in einer feuchten Kammer
belassen, wobei der primare Antikdrper (Anti-Tyrosinhydroxylase, Abcam, ab112) in einer
1:100 Verdinnung in PBS verwendet wurde. Am folgenden Tag erfolgte eine zweistliindige
Inkubation der Proben in einem Wasserbad bei einer Temperatur von 37 °C. Danach folgten
zwei aufeinanderfolgende Waschschritte von jeweils 5 min mit PBS-T und abschlieRend eine
weitere funfminutige Waschung mit PBS bei Raumtemperatur. Nach der Entwasserung der
Schnitte wurde ein sekundarer Antikdrper (Anti-Kaninchen-FITC, Dianova) in einer
Verdinnung von 1:50 in PBS zugefiigt und anschlieRend fir zwei Stunden in einem
Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Der sekundare Antikorper ist mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Fluoresceinisothiocyanat versehen, das bei Anregung im blauen Spektralbereich griines
Licht emittiert. AnschlieBend erfolgte zweimal eine funfminutige Spulung der Zellen mit
PBS-T und einmal eine finfminutige Spulung mit PBS. Zur Markierung der Zellkerne wurde
4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) verwendet, ein Fluoreszenzfarbstoff, der an die DNA
bindet und unter ultraviolettem Licht eine blau fluoreszierende Eigenschaft aufweist. Die
Auswertung erfolgte, indem die vorbereiteten Gewebeschnitte unter einem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet, gescannt und digital archiviert wurden. Die Software Nis

Elements (Nikon Instruments Europe BV) wurde genutzt, um den Gehalt an
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Tyrosinhydroxylase zu quantifizieren. Hierbei wurden sadmtliche Gewebebereiche mit griiner

Fluoreszenz gekennzeichnet und ihr Anteil an der gesamten Gewebeflache ermittelt.

3.2.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein Verfahren zur Bestimmung von
Proteinen oder Peptiden in einer Probe. Im Rahmen des Sandwich-ELISA wurde die
Konzentration von verschiedenen Substanzen, wie Aldosteron und die Plasma Renin Aktivitat
von Ratten gemessen.

Fir das Sandwich-ELISA wurde eine Mikrotiterplatte verwendet, auf der ein spezifischer
primarer Antikorper inkubiert wurde. Die zu messenden Substanzen im Plasma
(Plasmakonzentrationen von Ratten-Aldosteron (R&D Systems; Abington, UK; #KGE016),
Ratten-Plasma-Renin-Aktivitat (MyBioSource; San Diego, US, #MBS3808279) und BNP der
Ratte (MyBioSource; #MBS2700198) banden an den primaren Antikdrper. Nachdem nicht
gebundene Antigene durch Waschschritte entfernt wurden, erfolgte die Zugabe eines
sekundaren Antikorpers. Dieser war spezifisch gegen den konstanten Teil des zuvor
verwendeten Antikdrpers gerichtet und mit einem Indikatorenzym gekoppelt. Der sekundare
Antikdrper band an den bereits gebildeten Antigen-Antikdrper-Komplex. Durch eine geeignete
Enzymreaktion konnte die Konzentration des Peptids bestimmt werden. Hierzu wurde ein
Substrat hinzugegeben, das durch das Indikatorenzym in eine Farbreaktion umgewandelt
wurde, die photometrisch gemessen werden konnte. Die photometrisch gemessene

Konzentration der Farbreaktion stand in proportionaler Beziehung zur Antigen-Konzentration.

3.2.6 Statistische Analyse

Die Ergebnisse wurden in Form des MittelwertstStandardfehler des Mittelwerts (SEM)
prasentiert. Um statistische Analysen und den Vergleich zweier Gruppen durchzufihren,
wurde ein ungepaarter t-Test (zweiseitig) verwendet. Zur Untersuchung der Unterschiede
zwischen den Gruppen flr kontinuierliche Variablen wurde eine Oneway-ANOVA mit einem
Mehrfachvergleichstest nach Tukey angewendet. Um die Genauigkeit der statistischen
Aussagen sicherzustellen, wurden die p-Werte flir Mehrfachvergleiche angepasst, wobei ein
p-Wert von unter 0.05 als statistisch signifikant betrachtet wurde.

Die statistischen Analysen erfolgten unter Einsatz von STATA, Version 16.1 von StataCorp
LLC aus College Station, TX, USA, sowie mit GraphPad Prism Version 8.4.2 von GraphPad
Software aus San Diego, CA, USA.
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4 Ergebnisse

4 1 Versuchsaufbau

Im Alter von 23 Wochen wurden 64 mannlichen spontan hypertensiven Ratten ein
kathetergestitzter Radiotelemetriesender in die abdominelle Aorta implantiert, um den MAB,
den systolischen und diastolischen Blutdruck sowie die Herzfrequenz kontinuierlich
aufzuzeichnen. Nach einer siebentagigen postoperativen Erholungsphase wurden zwei
Wochen lang telemetrische Grundlinienmessungen durchgefihrt (Baseline). Anschlielend
wurden die Ratten im Verhaltnis 1:1 einer renalen sympathischen Denervation (RDN n=32)
oder einer Scheinoperation (SHAM n=32) unterzogen (Phase I). Dabei gab es jeweils 9 Ratten,
die keine antihypertensiven Medikamente bekamen und als Kontrolle dienten. Zehn Tage nach
der RDN, als der Blutdruck stabilisiert war, wurden die Tiere 28 Tage lang mit
blutdrucksenkenden Medikamenten behandelt. Wahrend der 28-tadgigen Behandlung (Phase
II) erhielten die Ratten randomisiert keine blutdrucksenkenden Medikamente oder den
Kalziumkanalblocker ~ Amlodipin, den Angiotensinrezeptorblocker Olmesartan, das
Thiaziddiuretikum Hydrochlorothiazid oder den Mineralokortikoidrezeptorantagonisten
Eplerenon. Nach 28 Tagen antihypertensiver Behandlung wurde bei den nun 31 Wochen alten

Ratten die Analysen auf die gewuinschten Parameter durchgefihrt (s. Abbildung 4).

4.2 Auswirkungen auf die Hdmodynamik

4.2.1 Auswirkungen auf den mittleren arteriellen Druck

In Abbildung 12 sind die wahrend des gesamten Versuchszeitraums mittels Telemetrie
gemessenen mittleren arteriellen Blutdriicke aller Gruppen dargestellt.

Vor der Phase | war der Ausgangswert des MAB in allen Behandlungsgruppen ahnlich (SHAM:
143.5+1.4 mmHg, RDN: 146.7+2.0, p=0.21). Am Ende der Phase | anderte sich der MAB in
den SHAM-Gruppen im Vergleich zu den Ausgangswerten nicht (SHAM: 1.5£1.2 mmHg;
SHAM+Amlodipin: 2.4+1.4 mmHg; SHAM+Olmesartan: 0.9+1.5 mmHg; SHAM+Eplerenon:
0.2+0.3 mmHg). In der RDN-Gruppe nahm der MAB zwischen den Ausgangswerten und der
zehntagigen Nachbeobachtung signifikant ab (RDN: -11.9+1.6 mmHg; p<0.0001 vs. SHAM;
RDN+Amlodipin: -10.9£1.6 mmHg, p=0.0001 vs. SHAM+Amlodipin; RDN+Olmesartan:
-16.4+2.1 mmHg, p<0.0001 vs. SHAM+Olmesartan; RDN+HCT: -16.1£3.4 mmHg, p=0.013 vs.
SHAM+HCT; RDN+Eplerenon: -11.1+1.2 mmHg, p<0.0001 vs. SHAM+Eplerenon).
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Mit der Behandlungsphase Il begann die 28-tagige antihypertensive Behandlung in den SHAM
und den RDN behandelten Gruppen. In der SHAM-Gruppe senkte Amlodipin den MAB um
-156.7£2.1 mmHg (p<0.001 vs. Baseline), Olmesartan um -17.0£3.0 mmHg (p<0.001 vs.
Baseline) und HCT um -9.1+1.5 mmHg (p=0.008 vs. Baseline). Eplerenon senkte den MAB
nicht (+1.4+1.0 mmHg, p=0.37 vs. Baseline, s. Abbildung 12 F).

Am Ende der Phase Il (Studienende) war der mittlere arterielle Druck in den RDN-behandelten
Tieren der unbehandelten Kontrollgruppe im Vergleich zu deren SHAM signifikant reduziert
(SHAM: -0.13+1.3 mmHg, RDN: -11.5 + 2.3 mmHg, p=0.0006, s. Abbildung 12).

Nach Beginn der antihypertensiven Behandlung konnte der MAB bei den Tieren mit RDN im
Vergleich zur ihrer jeweiligen SHAM-Gruppe signifikant stark gesenkt werden. So flhrte die
Behandlung mit Amlodipin nach RDN zu einer Blutdrucksenkung von -26.8+3.9 mmHg
(p=0.032 vs. SHAM+Amlodipin). Olmesartan senkte den MAB nach RDN um -32.8+3.1 mmHg
(p=0.030 vs. SHAM+Olmesartan). HCT senkte den MAB nach RDN um -20.5+2.7 mmHg
(p=0.009 vs. SHAM+HCT) und Eplerenon um -11.242.8 mmHg (p=0.009 vs.
SHAM+Eplerenon). In der Abbildung 12 F sind die mittleren arteriellen Blutdriicke als Differenz
zur Baseline (gestrichelte Linie) bei SHAM und RDN dargestellt, um die Veranderungen bzw.

Unterschiede zwischen SHAM und RDN zu veranschaulichen.
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Abbildung 12: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAB) bei SHR nach SHAM und RDN mit/ohne
medikamentbése Behandlung

Der MAB wurde 28 Tage lang bei (A) SHR ohne blutdrucksenkende Behandlung (Kontrollgruppe; n=9
pro Gruppe), bei mit (B) Amlodipin (n=6 pro Gruppe), (C) Olmesartan (n=6 pro Gruppe), (D)
Hydrochlorothiazid (HCT; n=5 fur SHAM, n=5 fiir RDN) und (E) Eplerenon (n=6 fir SHAM und n=5 fiur
RDN) behandelten Tieren aufgezeichnet. In (F) ist der MAB als Delta am Studienende im Vergleich zur
Baseline bei SHAM und RDN dargestellt. Die Werte sind als MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts
dargestellt. Die p-Werte wurden anhand eines ANCOVA-Modells unter Beriicksichtigung des
Ausgangsblutdrucks ermittelt, wobei die RDN-Gruppen mit der entsprechenden SHAM-Gruppe
verglichen wurden.

*p<0.05

**p<0.01

***p<0.001
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4.2.2 Auswirkungen auf die Herzfrequenz

Die Herzfrequenz der RDN-Gruppen anderte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht
signifikant. Bei RDN+HCT war eine dezente Reduktion der Herzfrequenz zu verzeichnen (s.
Abbildung 13 D). In der Abbildung 13 F ist die Herzfrequenz als Differenz zur Baseline
(gestrichelte Linie) bei SHAM und RDN dargestellt, um die Veranderungen bzw. Unterschiede

zwischen SHAM und RDN zu veranschaulichen.
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Abbildung 13: Herzfrequenz bei SHR nach SHAM und RDN mit/ohne medikamentése Behandlung

Die Herzfrequenz wurde 38 Tage lang bei (A) SHR ohne blutdrucksenkende Behandlung
(Kontrollgruppe; n=9 pro Gruppe), bei mit (B) Amlodipin (n=6 pro Gruppe), (C) Olmesartan (n=6 pro
Gruppe), (D) Hydrochlorothiazid (HCT; n=5 fir SHAM, n=6 fir RDN) und (E) Eplerenon (n=6 fiir SHAM
und n=5 fir RDN) behandelten Tieren aufgezeichnet. In (F) ist die Herzfrequenz als Delta am
Studienende im Vergleich zur Baseline bei SHAM und RDN dargestellt. Die Werte sind als
MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellt. Die p-Werte wurden anhand eines ANCOVA-
Modells ermittelt, das den Ausgangsblutdruck berlcksichtigt und die RDN-Gruppen mit der
entsprechenden SHAM-Gruppe vergleicht.
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4.3 Physiologische Parameter (Gewichtsanalyse)

Am Ende des Experiments unterschied sich das Kérpergewicht zwischen SHAM und RDN
nicht signifikant und wurde auch durch die antihypertensive medikamentése Behandlung nicht
beeinflusst (s. Tabelle 7). Das Verhaltnis von Herzgewicht zu Kérpergewicht war nur bei RDN
mit anschlieBender Olmesartan-Behandlung signifikant reduziert (SHAM+Olmesartan:
3.1840.07 vs. RDN+Olmesartan: 2.89+0.07 mg/g, p=0.018).

4 4 Serumchemie und Gewebeanalyse zur Expression der renalen Tyrosinhydroxylase und

des renalen Norepinephrin-Gehaltes

Die Natrium-, Kalium- und Calciumkonzentrationen im Serum wurden fir diese Arbeit im
Zentrallabor des Universitatsklinikums des Saarlandes bestimmt. Die Ergebnisse in Tabelle 7
zeigen, dass es in allen Gruppen im Vergleich zu den entsprechenden Tieren in der SHAM-
Gruppe keine statistisch signifikanten Veranderungen gab. Der Serumharnstoff war bei
RDN+Amlodipin im Vergleich zu SHAM+Amlodipin signifikant niedriger (SHAM+Amlodipin:
41.04£1.6 vs. RDN+Amlodipin: 35.3+1.6, p=0.027).

Das Albumin/Kreatinin-Verhaltnis im Urin, ein Marker fir eine Schadigung der Niere, war

zwischen den Gruppen nicht signifikant unterschiedlich (s. Tabelle 7).

Norepinephrin ist ein Neurotransmitter, der an der Regulation des Blutdrucks durch
Vasokonstriktion in den Nieren beteiligt ist. Wie die Tabelle 7 darstellt, war die Norepinephrin-
Konzentration nach RDN im Vergleich zu SHAM signifikant reduziert, womit auch
nachgewiesen wird, dass die RDN effektiv war und ihre Wirksamkeit Uber die gesamte Dauer
des Experiments erhalten blieb. Der renale Gehalt von Norepinephrin wurde von Herrn Dr.
med. Ulrich Hibner mittels HPLC ermittelt und die Daten zur weiteren Analyse zur Verfligung

gestellt.
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SHR (ohne SHR+Amlodipin SHR+Olmesartan SHR+HCT SHR+Eplerenon
medikamentose
Behandlung)

SHAM RDN SHAM RDN SHAM RDN SHAM RDN SHAM RDN

(n=9) (n=9) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=5) (n=6) (n=6) (n=5)
Korper- 444 1+ 433.1% 469.1+ 459.6+ 441.3+ 431.6x 457.8+ 463.0+ 455.5+ 4246+
gewicht 9.4 8.3 9.6 5.3 6.5 10.4 16.8 12.2 15.2 8.4
(9)
Herz- 1.51% 1.56+ 1.51+ 1.48+ 1.40+ 1.25+ 1.45¢ 1.41% 1.53+% 1.39%
gewicht 0.05 0.04 0.03 0.04 0.03 0.04 0.03 0.04 0.04 0.03
(9)
HG/KG 3.43+ 3.46+ 3.24+ 3.23+ 3.18% 2.89+ 2.65+ 3.05+ 3.37+ 3.28+
(mg) 0.15 0.07 0.10 0.04 0.07 0.07* 0.53 0.11 0.07 0.14
Calcium 2.46+ 2.40+ 2.40+ 2.38+ 2.36+ 2.33% 2.38+ 2.23+ 2.38+ 2.42+
(mmol/l) 0.06 0.04 0.03 0.03 0.14 0.02 0.05 0.14 0.02 0.04
Natrium 141.4+ 140.8+ 139.3+ 140.0+ 139.6x 139.8+ 140.8+ 139.0+ 139.5+ 140.2+
(mmol/l) 2.2 1.3 0.8 0.7 0.9 0.4 1.5 0.8 0.5 0.7
Kalium 5.64+ 5.06+ 5.37% 5.79+ 5.82+ 5.28+ 4.46+ 5.83% 4.60+ 5.08+
(mmol/l) 0.2 0.2 0.5 0.4 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.4
Harnstoff 43.6+ 44 1+ 41.0¢ 35.3¢ 42.0+ 40.0+ 52.2+ 45.3% 42.8+ 44 4+
(mg/dl) 3.0 3.2 1.6 1.6* 1.4 2.2 2.9 23 1.7 2.7
Albumin/ 40.52+ 26.00+ 40.48+ 77.74+ 33.03+ 2423+ 31.90+ 22.80+ 45.95+ 25.20+
Kreatinin- 18.2 2.9 23.0 39.6 13.1 7.9 7.5 12.8 18.6 9.2
Verhaltnis
im Urin
(mglg)
Renaler 171.6% 13.8% 137.7+ 20.3+ 204.3+ 51.5+ 134.6+ 36.0+ 132.1% 24.3+
Norepi- 271 2.3* 8.8 8.3** 234 20.0** 20.6 17.9* 9.8 11.5*
nephrin-
gehalt
(pg/mi)

Tabelle 7: Physiologische Parameter, Serumchemie und Gewebeanalyse
(HG: Herzgewicht, KG: Kbrpergewicht)

Fir den Vergleich innerhalb der Gruppe wurde ein ungepaarter Student’s t-Test verwendet. Die Werte

sind als Mittelwert+Standardfehler des Mittelwerts dargestellt.
*p<0.05
**p<0.001
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4.5 Proteinexpressionsanalyse

Die Niere ist mal3geblich an der Regulation des Blutdrucks beteiligt. Deshalb ist das
Verstandnis der Proteinexpression regulatorischer Proteine in der Niere bei Bluthochdruck
wichtig fur die Entstehung und Behandlung dieser Erkrankung. In dieser Arbeit sollte die
Auswirkung verschiedener blutdrucksenkender Medikamente auf die Regulation renaler

Proteine untersucht werden, die an der Regulation des Blutdrucks beteiligt sind.

Im Folgenden sieht man die Western Blots der Kontrollgruppe (s. Abbildung 14) und der
verschiedenen Versuchsgruppen (s. Abbildungen 15-18). Die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) wurde als Referenzprotein verwendet, um die Expression des
Proteins Neprilysin (CD10), des Norepinephrin-Transporters (NET), der Tyrosinhydroxylase
(TH) und des Renins zu normieren. Die Expression von GAPDH war in allen Gruppen nahezu
identisch und diente daher als geeigneter Kontrollfaktor fir die Analyse. Wahrend die
Proteinexpression der renalen Metallo-Endopeptidase Neprilysin, des Norepinephrin-
Transporters und des Renins nach RDN in allen Gruppen unverandert blieb, war die
Expression der renalen Tyrosinhydroxylase in allen RDN-Gruppen im Vergleich zu SHAM
operierten SHR signifikant verringert (s. Abbildungen 14-18). Um dieses Ergebnis zu
verifizieren, wurde zusatzlich eine histologische TH-Farbung der Niere durchgefihrt. Die
Analyse der Immunfluoreszenzfarbung zeigte ebenfalls eine stark verringerte TH-Expression
rund um die Nierengefalle (s. Abbildungen 14 G-18 G). Die Herunterregulation der TH in der
Niere war verbunden mit einem hochsignifikanten verringerten renalen NE-Gehalt in allen
RDN-Gruppen im Vergleich zu SHAM, wodurch eine effektive renale Denervation am
Studienende bestatigt wird (s. Abbildungen 14 D-18 D).
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Abbildung 14: Auswirkungen der RDN auf die Expression Blutdruck-regulierender Proteine der Niere in
der Kontrollgruppe ohne medikamentése Behandlung

(A) Reprasentativer Western Blot zum Nachweis der Tyrosinhydroxylase (TH), CD10 (Neprilysin), NET
(Norepinephrin-Transporter), Renin und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) als
Referenzprotein in unbehandelten SHAM und RDN.

(B) Quantifizierung der CD10-Proteinanalyse.

(C) Quantifizierung der NET-Proteinanalyse.

(D) Quantifizierung der TH-Proteinanalyse.

(E) Quantifizierung der Renin-Proteinanalyse.

(F) Reprasentatives Bild der Immunfluoreszenzfarbung der renalen TH (hellgriin) bei medikamentts
unbehandelten SHAM.

(G) Reprasentatives Bild der Immunfluoreszenzfarbung der verminderten renalen TH nach RDN.

Ein ungepaarter Student’s t-Test wurde fiir den Vergleich zwischen den Gruppen verwendet. Die Werte
sind als MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellit.
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Abbildung 15: Auswirkungen der RDN und Amlodipin auf die Expression Blutdruck-regulierender
Proteine der Niere

(A) Reprasentativer Western Blot zum Nachweis der TH (Tyrosinhydroxylase), CD10 (Neprilysin), NET
(Norepinephrin-Transporter), Renin und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) als
Referenzprotein bei SHAM+Amlodipin und RDN+Amlodipin.

(B) Quantifizierung der CD10-Proteinanalyse.

(C) Quantifizierung der NET-Proteinanalyse.

(D) Quantifizierung der TH-Proteinanalyse.

(E) Quantifizierung der Renin-Proteinanalyse.

(F) Reprasentatives Bild der Immunfluoreszenzfarbung der renalen TH (hellgriin) bei SHAM+Amlodipin.
(G) Reprasentatives Bild der Immunfluoreszenzfarbung der verminderten renalen TH nach
RDN-+Amlodipin.

Ein ungepaarter Student’s t-Test wurde fiir den Vergleich zwischen den Gruppen verwendet. Die Werte
sind als MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellit.
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Abbildung 16: Auswirkungen der RDN und Olmesartan auf die Expression Blutdruck-regulierender
Proteine der Niere

(A) Reprasentativer Western Blot zum Nachweis der TH (Tyrosinhydroxylase), CD10 (Neprilysin), NET
(Norepinephrin-Transporter), Renin und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) als
Referenzprotein bei SHAM+Olmesartan und RDN+QOlmesartan.

(B) Quantifizierung der CD10-Proteinanalyse.

(C) Quantifizierung der NET-Proteinanalyse.

(D) Quantifizierung der TH-Proteinanalyse.

(E) Quantifizierung der Renin-Proteinanalyse.

(F) Reprasentatives Bild der Immunfluoreszenzfarbung der renalen TH (hellgriin) bei
SHAM+OQOlmesartan.

(G) Reprasentatives Bild der Immunfluoreszenzfarbung der verminderten renalen TH nach
RDN+OQOlmesartan.

Ein ungepaarter Student’s t-Test wurde fiir den Vergleich zwischen den Gruppen verwendet. Die Werte
sind als MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellit.
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Abbildung 17: Auswirkungen der RDN und HCT auf die Expression Blutdruck-regulierender Proteine
der Niere

(A) Reprasentativer Western Blot zum Nachweis der TH (Tyrosinhydroxylase), CD10 (Neprilysin), NET
(Norepinephrin-Transporter), Renin und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) als
Referenzprotein bei SHAM+HCT und RDN+HCT.

(B) Quantifizierung der CD10-Proteinanalyse.

(C) Quantifizierung der NET-Proteinanalyse.

(D) Quantifizierung der TH-Proteinanalyse.

(E) Quantifizierung der Renin-Proteinanalyse.

(F) Reprasentatives Bild der Immunfluoreszenzfarbung der renalen TH (hellgriin) bei SHAM+HCT.

(G) Reprasentatives Bild der Immunfluoreszenzfarbung der verminderten renalen TH nach RDN+HCT.
Ein ungepaarter Student’s t-Test wurde fiir den Vergleich zwischen den Gruppen verwendet. Die Werte
sind als MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellit.
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Abbildung 18: Auswirkungen der RDN und Eplerenon auf die Expression Blutdruck-regulierender
Proteine der Niere

(A) Reprasentativer Western Blot zum Nachweis der TH (Tyrosinhydroxylase), CD10 (Neprilysin), NET
(Norepinephrin-Transporter), Renin und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) als
Referenzprotein bei SHAM+Eplerenon und RDN+Eplerenon.

(B) Quantifizierung der CD10-Proteinanalyse.

C) Quantifizierung der NET-Proteinanalyse.

D) Quantifizierung der TH-Proteinanalyse.

E) Quantifizierung der Renin-Proteinanalyse.

F) Reprasentatives Bild der Immunfluoreszenzfarbung der renalen TH (hellgriin) bei SHAM+Eplerenon.
(G) Reprasentatives Bild der Immunfluoreszenzfarbung der verminderten renalen TH nach
RDN+Eplerenon.

Ein ungepaarter Student’s t-Test wurde fiir den Vergleich zwischen den Gruppen verwendet. Die Werte
sind als MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellit.
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4.6 Auswirkung der Blutdrucksenkung auf die Plasma-Renin-Aktivitat, die Plasma- Aldosteron-

Konzentration und die linksventrikulare Expression pro-hypertropher Markergene

In den medikamentds unbehandelten Kontrollgruppen war die Plasma-Renin-Aktivitat durch
RDN im Vergleich zu SHAM signifikant reduziert (SHAM: 9.17+£0.1 ng/ml; RDN: 8.65+0.1
ng/ml; p=0.0272, s. Abbildung 19 A). Olmesartan und HCT fiihrten sowohl bei den SHAM-
Gruppen als auch bei den RDN-Gruppen zu einer Reduktion der Plasma Renin-Aktivitat (s.
Abbildung 19 A).

Ein Vergleich der jeweiligen RDN-Gruppen mit ihrer entsprechenden SHAM-Gruppe zeigte,
dass bei der unbehandelten Kontrollgruppe das Plasma-Aldosteron durch RDN im Vergleich
zu SHAM signifikant reduziert wurde (SHAM: 302144 pg/ml; RDN: 129+17 pg/ml; p=0.0049,
s. Abbildung 19 B). Amlodipin flhrte zu einer signifikanten Senkung des Plasma-Aldosterons
sowohl bei SHAM als auch bei RDN.

A Plasma B Plasma
Renin-Aktivitat Aldosteron
109 , 6007
O A.I.
8 E* 2 400 v "
27 it £ 20009 g é v
Bf o
6-.
ol 0
O SHAM+Amlodipin (n=6) ¥V SHAM+HCT (n=5)
O SHAM (n=9) RDN+Amlodipin (n=6) RDN+HCT (n=6)
© RDN(n=9) o SHAM+QOlmesartan (n=6) A SHAM-+Eplerenon (n=6)
RDN+Olmesartan (n=6) RDN+Eplerenon (n=5)

Abbildung 19: Auswirkung der RDN auf die (A) Plasma-Renin-Aktivitét und (B) das Plasma-Aldosteron
bei SHR nach SHAM und RDN mit/ohne medikamentése Behandlung

Ein ungepaarter Student’s t-Test wurde fiir den Vergleich zwischen den Gruppen verwendet. Die Werte
sind als MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellt.

*p<0.05

**p<0.01

Die TagMan-Analyse ergab, dass die BNP-mRNA-Expression im linken Ventrikel zwischen

allen Gruppen vergleichbar war und weder durch RDN noch durch eine antihypertensive
67



Ergebnisse

Behandlung beeinflusst wurde (s. Tabelle 8). Auch das Plasma-BNP war zwischen allen

Gruppen vergleichbar und blieb durch die antihypertensive Therapie unbeeinflusst.

Pro-hypertrophe Markergene

SHR (ohne | SHR+Amlodipin SHR+Olmesartan SHR+HCT SHR+Eplerenon
medikamentose
Behandlung)

SHAM RDN SHAM RDN SHAM RDN SHAM RDN SHAM RDN

Plasma-BNP 58.3+ 48.6+ 48.1% 46.5+ 40.0+ 45.8+ 34.6+ 35.9+ 45.0 41.4x

(pg/ml) 6.0 27 29 23 4.9 4.2 1.9 2.9 3.3 54
LV BNP mRNA | 1.21% 1.09+ 0.96+ 1.22+ 1.41% 1.29+ 0.81% 1.93+ 1.64+ 1.74%
(Relative Gen- | 0.3 0.2 0.1 0.2 0.7 0.1 0.3 0.7 0.5 0.3
expression

GAPDH)

Tabelle 8: Pro-hypertrophe Markergene

(BNP: B-Typ natriuretisches Peptid, LV: linksventrikuldr, GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase)

Die Werte sind als MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellt.

4.7 Untersuchung des strukturellen kardialen Remodelings

4.7 .1 Linksventrikulare interstitielle Fibrose

Bei medikamentds unbehandelten SHAM und RDN war die interstitielle linksventrikulare
Fibrose am Studienende nicht signifikant verandert (SHAM: 6.05+0.9 % vs. RDN: 5.09+0.5 %;
p=0.4126, s. Abbildung 20). Die Bildung von linksventrikularer Fibrose war bei
SHAM+Olmesartan im Vergleich zu SHAM signifikant abgeschwacht (SHAM+Olmesartan:
2.84+0.1 %, p=0.0051 vs. SHAM, s. Abbildung 22). Bei RDN wurde die interstitielle
linksventrikulare Fibrose durch die HCT-Behandlung signifikant reduziert (RDN+HCT:
2.33+0.3 %, p=0.0224 vs. RDN, s. Abbildung 23). Die linksventrikulare interstititelle Fibrose
war bei SHAM+Amlodipin und SHAM+Eplerenon nicht signifikant verandert.

4.7.2 Linksventrikulare perivaskulare Fibrose

Die Analyseergebnisse zur perivaskularen linksventrikularen Fibrose zeigten eine signifikante

Wirkung der antihypertensiven Therapie (p<0.0001), aber keine signifikante Wirkung der RDN

im Vergleich zur SHAM-Gruppe (p=0.5099).

Bei den Tieren ohne medikamentdse Behandlung gab es keinen signifikanten Unterschied in

der Veranderung des perivaskularen linksventrikularen Fibrosegehalts zwischen RDN und

SHAM (SHAM: 52.6414.6 %; RDN: 50.03+2.8 %; p=0.6390, s. Abbildung 20 C). In der SHAM-
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Gruppe reduzierten alle Antihypertensiva den linksventrikularen perivaskularen Fibrosegehalt
im Vergleich zur SHAM-Gruppe ohne medikamentdse Behandlung (SHAM-+Amlodipin:
39.34+1.9 %, p=0.0454 vs. SHAM; SHAM+Olmesartan: 35.96+1.0 %, p=0.0062 vs. SHAM,;
SHAM+HCT: 29.90+ 4.7 %, p=0.0002 vs. SHAM; SHAM+Eplerenon: 39.34+1.9 %, p=0.0454
vs. SHAM, s. Abbildungen 20 C-24 C).

In der RDN-Gruppe verringerten alle Medikamente mit Ausnahme von Amlodipin den
linksventrikularen perivaskularen Fibrosegehalt im Vergleich zur RDN-Gruppe ohne
medikamentdse Behandlung (RDN+Olmesartan: 31.91+1.2 %, p=0.0024 vs. RDN; RDN+HCT:
27.55+3.7 %, p=0.0003 vs. RDN; RDN+Eplerenon: 39.34+1.9 %, p=0.0250 vs. RDN, s.
Abbildungen 20 C-24 C).

In Abbildung 25 ist der Intragruppenvergleich der linksventrikularen interstitiellen Fibrose und
der linksventrikularen perivaskuldaren Fibrose bei SHAM und RDN dargestellt, um die

Veranderungen bzw. Unterschiede zwischen SHAM und RDN zu verdeutlichen.
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Abbildung 20: Bestimmung der linksventrikuldren (LV) interstitiellen und perivaskuldren Fibrose bei
medikamentés unbehandelten SHR nach SHAM und RDN

A) Reprasentative Bilder Pikro-Siriusrot gefarbter linker Ventrikel von SHAM (n=9) und RDN (n=9) zur
Bestimmung der linksventrikuldren kardialen interstitiellen Fibrose und der linksventrikuldren
perivaskularen Fibrose.

B) Quantifizierung der linksventrikularen interstitiellen Fibrose.

C) Quantifizierung der linksventrikuldren perivaskularen Fibrose.

Zur statistischen Auswertung wurde ein ungepaarter Student’s t-Test verwendet. Die Werte sind als
MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellit.
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Abbildung 21: Bestimmung der linksventrikuldren (LV) interstitiellen und perivaskuldren Fibrose bei
SHAM+Amlodipin und RDN+Amlodipin

A) Reprasentative Bilder Pikro-Siriusrot gefarbter linker Ventrikel SHAM+Amlodipin (n=6) und
RDN+Amlodipin (n=6) zur Bestimmung der linksventrikularen kardialen interstitiellen Fibrose und der
linksventrikularen perivaskularen Fibrose.

B) Quantifizierung der linksventrikularen interstitiellen Fibrose.

C) Quantifizierung der linksventrikuldren perivaskularen Fibrose.

Zur statistischen Auswertung wurde ein ungepaarter Student’s t-Test verwendet. Die Werte sind als
MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellit.
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Abbildung 22: Bestimmung der linksventrikuldren (LV) interstitiellen und perivaskuldren Fibrose bei

SHAM+QOImesartan und RDN+OIlmesartan

A) Reprasentative Bilder Pikro-Siriusrot gefarbter linker Ventrikel SHAM+Olmesartan (n=6) und
RDN+Olmesartan (n=6) zur Bestimmung der linksventrikularen kardialen interstitiellen Fibrose und der

linksventrikularen perivaskularen Fibrose.

B) Quantifizierung der linksventrikularen interstitiellen Fibrose.
C) Quantifizierung der linksventrikularen perivaskularen Fibrose.

Zur statistischen Auswertung wurde ein ungepaarter Student’s t-Test verwendet. Die Werte sind als

MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellit.
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Abbildung 23: Bestimmung der linksventrikuldren (LV) interstitiellen und perivaskuldren Fibrose bei
SHAM+HCT und RDN+HCT

A) Reprasentative Bilder Pikro-Siriusrot gefarbter linker Ventrikel SHAM+HCT (n=5) und RDN+HCT
(n=6) zur Bestimmung der linksventrikularen kardialen interstitiellen Fibrose und der linksventrikuldren
perivaskularen Fibrose.

B) Quantifizierung der linksventrikularen interstitiellen Fibrose.

C) Quantifizierung der linksventrikuldren perivaskularen Fibrose.

Zur statistischen Auswertung wurde ein ungepaarter Student’s t-Test verwendet. Die Werte sind als
MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellt.
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Abbildung 24: Bestimmung der linksventrikuldren (LV) interstitiellen und perivaskuldren Fibrose bei
SHAM+Eplerenon und RDN+Eplerenon

A) Reprasentative Bilder Pikro-Siriusrot gefarbter linker Ventrikel SHAM+Eplerenon (n=6) und
RDN-+Eplerenon (n=5) zur Bestimmung der linksventrikuldren kardialen interstitiellen Fibrose und der
linksventrikularen perivaskularen Fibrose.

B) Quantifizierung der linksventrikularen interstitiellen Fibrose.

C) Quantifizierung der linksventrikuldren perivaskularen Fibrose.

Zur statistischen Auswertung wurde ein ungepaarter Student’s t-Test verwendet. Die Werte sind als
MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellit.
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Abbildung 25: Intragruppenvergleich der linksventrikuldren (LV) (A) interstitiellen Fibrose und (B)
perivaskuldren Fibrose bei SHR nach SHAM und RDN mit/ohne medikamentése Behandlung

Die Werte sind als Mittelwert+Standardfehler des Mittelwerts dargestellt.

*p<0.05

**p<0.01

***p<0.001
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4.7.3 Linksventrikulare profibrotische Genexpression

Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der Expression der profibrotischen Gene CTGF,
Col1a1 und Col1a2 in der linksventrikularen mRNA zwischen den Gruppen festgestellt (s.
Tabelle 9).

Linksventrikuldre Genexpression

Gen SHR (ohne SHR+Amlodipin | SHR+Olmesartan SHR+HCT SHR+Eplerenon
medikamentose
Behandlung)
SHAM RDN SHAM | RDN SHAM | RDN SHAM | RDN SHAM | RDN

Col1a1 | 1.01+ 0.68+ 1.73% 1.63% 3.09+ 1.78% 1.22+ 2.00+ 2.68+ 0.37+

mRNA | 0.06 0.03 0.3 0.2 0.3 04 0.3 0.6 15 0.2
Col1a2 | 1.02+ 0.85+ 234+ 2.58+ 1.23% 0.98+ 1.06+ 1.96% 0.73+ 0.49+
mRNA | 0.1 0.1 1.1* 0.2* 0.1 0.1 0.2 0.5"* 0.2 0.1
CTGF | 1.17+ 0.93+ 0.45+ 0.44+ 3.31+ 1.50+ 1.08+ 211+ 219+ 0.44+
mRNA | 0.2 0.2 0.05 0.05 15 0.3 04 0.7 13 0.3

Tabelle 9: Linksventrikuldre profibrotische Genexpression

(Real-Time PCR mit TagMan-Proben, Col1al: Alpha-1-Typ-I-Kollagen, Col1a2: Alpha-2-Typ-I-
Kollagen, CTGF: Connective tissue growth factor)

Die Werte sind als Mittelwert+tStandardfehler des Mittelwerts dargestellt.

*p<0.05

**p<0.01

***p<0.001

4.7.4 Linksventrikulare Kardiomyozytenhypertrophie

In Bezug auf den linksventrikularen (LV) Kardiomyozytendurchmesser zeigen die Analysen
keine Wechselwirkung zwischen RDN und Medikamenten (p=0.4259, s. Abbildungen 27-31).
In der unbehandelten Kontrollgruppe war der Kardiomyozytendurchmesser nach RDN im
Vergleich zu SHAM unverandert (SHAM: 21.3£0.6um; RDN: 19.28+1.1uym; p=0.1585, s.
Abbildung 26). Nach blutdrucksenkender medikamentéser Behandlung blieb der
Kardiomyozytendurchmesser sowohl bei SHAM als auch bei RDN unverandert (s.
Abbildungen 27-31).

In Abbildung 31 ist der Intragruppenvergleich der linksventrikularen
Kardiomyozytenhypertrophie bei SHAM und RDN dargestellt, um die Veranderungen bzw.

Unterschiede zwischen SHAM und RDN zu verdeutlichen.
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Abbildung 26: Bestimmung des linksventrikuldren (LV) Kardiomyozytendurchmessers bei SHR nach
SHAM und RDN ohne medikamentése Behandlung

A) Reprasentative Bilder Himatoxylin&Eosin gefarbter linker Ventrikel von SHAM (n=9) und RDN (n=9)
zur Bestimmung des Kardiomyozytendurchmessers im linken Ventrikel.

B) Quantifizierung des linksventrikularen Kardiomyozytendurchmessers.

Zur statistischen Auswertung wurde ein ungepaarter Student’s t-Test verwendet. Die Werte sind als
MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellit.
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Abbildung 27: Bestimmung des linksventrikuldren (LV) Kardiomyozytendurchmessers bei
SHAM+Amlodipin und RDN+Amlodipin

A) Reprasentative Bilder Hamatoxylin&Eosin gefarbter linker Ventrikel von SHAM+Amlodipin (n=6) und
RDN-+Amlodipin (n=6) zur Bestimmung des Kardiomyozytendurchmessers im linken Ventrikel.

B) Quantifizierung des linksventrikularen Kardiomyozytendurchmessers.

Zur statistischen Auswertung wurde ein ungepaarter Student’s t-Test verwendet. Die Werte sind als
MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellit.
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Abbildung 28: Bestimmung des linksventrikuldren (LV) Kardiomyozytendurchmessers bei
SHAM+QImesartan und RDN+Olmesartan

A) Reprasentative Bilder Hamatoxylin&Eosin gefarbter linker Ventrikel von SHAM+Olmesartan (n=6)
und RDN+Olmesartan (n=6) zur Bestimmung des Kardiomyozytendurchmessers im linken Ventrikel.
B) Quantifizierung des linksventrikularen Kardiomyozytendurchmessers.

Zur statistischen Auswertung wurde ein ungepaarter Student’s t-Test verwendet. Die Werte sind als
MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellit.
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Abbildung 29: Bestimmung des linksventrikuldren (LV) Kardiomyozytendurchmessers bei SHAM+HCT
und RDN+HCT

A) Reprasentative Bilder Hamatoxylin&Eosin gefarbter linker Ventrikel von SHAM+HCT (n=5) und
RDN+HCT (n=6) zur Bestimmung des Kardiomyozytendurchmessers im linken Ventrikel.

B) Quantifizierung des linksventrikularen Kardiomyozytendurchmessers.

Zur statistischen Auswertung wurde ein ungepaarter Student’s t-Test verwendet. Die Werte sind als
MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellit.
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Abbildung 30: Bestimmung des linksventrikuldren (LV) Kardiomyozytendurchmessers bei
SHAM+Eplerenon und RDN+Eplerenon

A) Reprasentative Bilder Hdmatoxylin&Eosin gefarbter linker Ventrikel von SHAM+Eplerenon (n=6) und
RDN+Eplerenon (n=5) zur Bestimmung des Kardiomyozytendurchmessers im linken Ventrikel.

B) Quantifizierung des linksventrikularen Kardiomyozytendurchmessers.

Zur statistischen Auswertung wurde ein ungepaarter Student’s t-Test verwendet. Die Werte sind als
MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellit.
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Abbildung 31: Intragruppenvergleich der linksventrikuldren (LV) Kardiomyozytenhypertrophie bei SHR
nach SHAM und RDN mit/ohne medikamentése Behandlung

Die Werte sind als MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts dargestellt.

*p<0.05
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5 Diskussion

Die katheterbasierte RDN stellt eine zusatzliche, katheterbasierte antihypertensive
Behandlungsoption bei unkontrollierter Hypertonie dar.° Bei den meisten Patienten ist jedoch
nach RDN eine zusatzliche Behandlung mit Antihypertensiva erforderlich, um eine
Blutdruckkontrolle zu erreichen.?® Es ist nicht bekannt, ob eine Wirkstoffklasse bevorzugt
werden sollte, um die blutdrucksenkende Wirkung nach RDN zu maximieren. In der
vorliegenden Studie wurden daher vier Erstlinien-blutdrucksenkende Arzneimittelklassen
untersucht. Dazu gehdren Kalziumantagonisten (Amlodipin), AT;-Rezeptorantagonisten
(Olmesartan), Thiaziddiuretika (HCT) und Mineralokortikoidrezeptorantagonisten (Eplerenon).
Die vorliegende Studie hatte zum Ziel, die Auswirkungen von diesen Medikamenten auf den
Blutdruck und die kardialen strukturellen Umbauprozesse nach RDN in einem hypertensiven

Rattenmodell zu untersuchen.

Die wichtigsten Ergebnisse der Studie kénnen wie folgt zusammengefasst werden:

1.) RDN flhrte zu einer signifikanten Senkung des Blutdrucks, der Plasma-Renin-Aktivitat und

der Aldosteronkonzentration im Modell der SHR.

2.) Die Behandlung mit Amlodipin und Olmesartan fiihrte zu einer zusatzlichen, additiven
Senkung des Blutdrucks, wobei RDN+Olmesartan die wirksamste Kombination im Modell der
SHR war.

Das SHR-Modell wurde gewahlt, da es gut bewahrt ist und auf RDN mit einer signifikanten
Senkung des Blutdrucks reagiert.*'** Sobald sich bei SHR eine Hypertonie etabliert hat, erfolgt
ein kardialer Umbau, der sich mit zunehmendem Alter weiterentwickelt und eine Aktivierung
des RAAS, eine Kardiomyozytenhypertrophie und die Bildung einer myokardialen Fibrose

umfasst 37,38,44,45,46

In Anlehnung an die klinische Frage, welches Medikament vorzugsweise nach einer RDN bei
arterieller Hypertonie eingesetzt werden sollte, wurden erwachsene SHR im Alter von 26
Wochen einer RDN unterzogen. Zehn Tage danach wurde eine antihypertensive
medikamentdse Behandlung eingeleitet, entweder mit Amlodipin, Olmesartan, HCT oder
Eplerenon. Die Modulation der renalen sympathischen Aktivitdt mittels RDN war in der
Kontrollgruppe, das heillt in Abwesenheit von antihypertensiven Substanzen, neben einer
signifikanten Reduktion des Blutdrucks auch mit einer Abnahme der Plasma-Renin-Aktivitat

und der Aldosteron-Konzentration verbunden. Diese Beobachtungen stimmen mit friheren
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praklinischen Studien und aktuellen klinischen Daten (berein, die auf reduzierte Plasma-
Renin-Aktivitat, Aldosteron-Spiegel und Blutdruck nach RDN bei Patienten ohne

antihypertensive medikamentdse Behandlung hindeuten.*!4247:48

Es ist gut bekannt, dass die gangigen antihypertensiven Substanzen, mit wenigen
Ausnahmen, einen Einfluss auf die Plasma-Renin-Aktivitdt und Aldosteronkonzentration
haben. Auch in unserer Studie war die Wirkung von RDN auf die RAAS-Aktivitat durch die
Behandlung mit blutdrucksenkenden Arzneimitteln beeinflusst, was die Herausforderungen
der Verwendung dieser Parameter zur potenziellen Direktion von klinischen
Behandlungsentscheidungen hervorhebt. Die Senkung des Blutdrucks hat signifikante
Auswirkungen auf das RAAS sowie auf die Expression von Genen, die die kardiale
Hypertrophie und die Bildung von Fibrose im Herzen beeinflussen. Die Konzentration an
zirkulierendem Angiotensin Il und Aldosteron, sowohl im Blut als auch im Gewebe, fliihren zu
einem profibrotischen, entziindlichen und hypertrophen Umbau in den kardiovaskularen und
renalen Geweben.** Eine Blutdrucksenkung verringert die Aktivitit des RAAS, indem sie die
Freisetzung von Renin und die Umwandlung von Angiotensin | in Angiotensin Il reduziert. Dies

fihrt zu einer Abnahme der Vasokonstriktion und verringerten Ausschiittung von Aldosteron.

Frihere Studien zeigten, dass eine langfristige Blockade des AT1-Rezeptors mit Olmesartan
bei SHR den Blutdruck senkt und die interstitielle und perivaskulare Fibrose im linken Ventrikel
reduziert.**° In dieser Studie war die Behandlung mit Olmesartan am wirksamsten bei der
Senkung des Blutdrucks, der Plasma-Renin-Aktivitat und des interstitiellen linksventrikularen
Kollagengehalts sowie der perivaskularen Fibrose. RDN in Kombination mit Olmesartan war
bei der Senkung des Blutdrucks im Vergleich zu allen anderen Gruppen uberlegen und
vermittelte additive Wirkungen auf die Reduktion der Plasma-Renin-Aktivitdt und eine weitere
Verringerung der perivaskuldren Fibrosebildung. Dies stitzt die Hypothese, dass AT;-

Rezeptorantagonisten ein wirksames kardioprotektives Medikament sind.*®*’

Das Thiaziddiuretikum HCT induziert Natriurese, verringert das Plasmavolumen und senkt den
Blutdruck bei SHR.*?% Die Verabreichung eines Diuretikums aktiviert das RAAS, wodurch der
Blutdruck abhangiger von der Reninkonzentration wird und folglich besser auf seine Blockade
anspricht.®? Durch HCT-induzierte Diurese verringert sich das Plasmavolumen, was sekundar
die Renin- und Aldosteron-Sekretion erhoht; beides Hauptregulatoren des Blutdrucks.*® In
dieser Studie hatte HCT eine moderate Wirkung auf den Blutdruck, die auch in Kombination
mit RDN nicht signifikant verstarkt wurde. Bei SHR, die mit HCT behandelt wurden, war die
Neprilysin-Aktivitat verringert, was mit einer Verringerung des Plasma-BNP und erhohten NT-

proBNP-Spiegeln einherging. Parallel dazu beobachteten wir auch eine Reduktion der
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perivaskularen Fibrose nach HCT, ein Effekt, der durch RDN verstarkt wurde und die

perivaskulare und ventrikulare interstitielle Fibrose abschwachte.

Bei SHR reduzierte die Langzeitbehandlung mit dem Kalziumkanalblocker Amlodipin Uber
einen Zeitraum von sechs Monaten dosisabhangig den systolischen Blutdruck, die Herzfibrose
und die linksventrikulare Hypertrophie.>* Dabei flinrte die vierwdchige Verabreichung von
Amlodipin zu einer effektiven Senkung des Blutdrucks und zu einer signifikanten Senkung der
Plasma-Aldosteronspiegel und der renalen Neprilysin-Aktivitat, ohne jedoch die zirkulierenden
natriuretischen Peptide zu erhdhen. Interessanterweise wurden trotz der verstarkten
Blutdrucksenkung durch die Kombinationstherapie die vorteilhaften Effekte der RDN auf
perivaskuldre Fibrose und zirkulierendes Aldosteron reduziert.®® In unserer Studie scheint
Amlodipin den Aldosteron-Spiegel sowohl bei den SHAM-Gruppen als auch bei den RDN-
Gruppen gesenkt zu haben, so dass ein zusatzlicher Effekt durch RDN hier nicht mehr zu

detektieren war.

In einer Studie, in der SHR mit normaler Kochsalzdiat gefiittert wurden, zeigte eine
funfwdchige Kurzzeitbehandlung mit Eplerenon keine Auswirkungen auf den Blutdruck oder
die linksventrikulare Myokardfibrose.*® Allerdings zeigte sich in unserer Studie, dass Eplerenon
allein oder in Kombination mit RDN keinen signifikanten Einfluss auf den Blutdruck hatte.
Jedoch wurde die durch RDN vermittelte Abnahme des Plasma-Aldosterons bei SHR, die
keine antihypertensiven Medikamente erhielten, durch die Kombination von RDN und
Eplerenon abgeschwacht. Trotz der fehlenden Blutdrucksenkung wurde eine bedeutende
Reduktion der perivaskularen Fibrose durch die Behandlung mit Eplerenon festgestellt. Dies
legt die Vermutung nahe, dass Eplerenon mdglicherweise zusatzliche protektive Wirkungen
auf das Herz-Kreislauf-System entfaltet, die unabhangig von der Blutdrucksenkung sind. In
diesem Zusammenhang koénnte die Verringerung der perivaskularen Fibrose als Indikator fur
kardiovaskulare Schutzwirkungen des Aldosteronrezeptor-Antagonismus interpretiert werden,
auch wenn diese nicht mit einer Abnahme des Blutdrucks einherging. Insgesamt deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass Eplerenon, trotz fehlender unmittelbarer Blutdrucksenkung,
positive Effekte auf das kardiovaskulare System hat, insbesondere durch die Reduzierung der

perivaskularen Fibrose.

Frihere Studien an einem Tiermodell fir Myokardinfarkt mit Ischdmie-Reperfusion zeigten,
dass RDN die renale Neprilysin-Aktivitat signifikant hemmt und somit das Fortschreiten der
Herzinsuffizienz verhindern kann.*®*’ Die positive Wirkung von RDN war mit der Hemmung der
enzymatischen Aktivitat von renalem Neprilysin verbunden, wodurch ein verstarkter Abbau von

kardioprotektiven zirkulierenden natriuretischen Peptiden verhindert wurde.®®*” In der Studie
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von Polhemus et al. (2017) wurden die Auswirkungen einer RDN bei SHR und Wistar-Kyoto
Ratten auf die Pathophysiologie der Herzinsuffizienz und die Wechselwirkung zwischen den
renalen sympathischen Nerven und dem Stoffwechsel von natriuretischem Peptid untersucht.
Dabei kam es zu der Schlussfolgerung, dass RDN zu einer Abschwachung der renalen
Neprilysin-Aktivitat fuhrt, mit einer gleichzeitigen Erhéhung der zirkulierenden natriuretischen
Peptide. Dieser Effekt ging mit einer Reduzierung der Myokardfibrose und einer Verbesserung
der linksventrikuléaren Funktion im Rahmen der Herzinsuffizienz einher.% Interessanterweise
hatte RDN in dieser Studie keine Auswirkungen auf die zirkulierenden Spiegel von ANP und

BNP oder auf die Neprilysin-Aktivitat im Nierengewebe.

Eine Post-hoc-Analyse der SPYRAL HTN-OFF MED-PIVOTAL-Studie untersuchte die
Plasma-Renin-Aktivitat sowie die Plasma-Aldosteron-Konzentrationen bei 226 Patienten, die
sich einer hochfrequenten RDN (n=115) oder einem Scheinverfahren (n=111) unterzogen.®
Alle Patienten waren zu Beginn der Studie und bei der dreimonatigen Nachuntersuchung frei
von Medikamenten, was durch toxikologische Analysen bestatigt wurde. Nach drei Monaten
waren die Plasma-Renin-Aktivitdt und die Aldosteron-Konzentrationen in der RDN-Gruppe
signifikant niedriger als in der Scheingruppe. Daruber hinaus wurde festgestellt, dass ein
hoéherer Ausgangswert der Plasma-Renin-Aktivitat mit einer stéarkeren Senkung des Blutdrucks
nach der RDN verbunden war.*® Diese Ergebnisse bestatigen die Interaktion zwischen der
Aktivitat des Nierensympathikus und dem RAAS. Eine anhaltende Aktivierung des
sympathischen Nervensystems tragt zur myokardialen Schadigung, kardialer Fibrose und

linksventrikularer Dysfunktion bei Herzinsuffizienz bei.*®

Das Ausmall der Blutdrucksenkung bei unbehandelten SHR &hnelt der beobachteten
Blutdruckreduktion bei Patienten mit unkontrolliertem Bluthochdruck, die keine
blutdrucksenkenden Medikamente einnehmen.® Studien, wie die Spyral HTN-ON MED-Studie
und die RADIANCE-HTN-Solo-Studie belegten die anhaltende blutdrucksenkende Wirkung
von RDN unabhangig von der gleichzeitigen Einnahme von blutdrucksenkenden

Medikamenten (iber einen Zeitraum von bis zu 36 Monaten.?>%°

In Bezug auf Patienten mit unkontrollierter Hypertonie war RDN mit einer signifikanten
Senkung des Blutdrucks verbunden.®® Insbesondere bei Personen mit resistenter Hypertonie
erwies sich die Kombination aus RDN und einer standardisierten antihypertensiven Therapie
als effektiver in der Blutdrucksenkung im Vergleich zur alleinigen Anwendung der gleichen

standardisierten antihypertensiven Therapie.®
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Limitationen

Die in dieser Studie gewahlten Arzneimitteldosierungen basierten auf friheren Studien zu SHR
und die Arzneimittelabsorption wurde durch toxikologische Analysen verifiziert. Es kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden, dass die Dosierungen zu niedrig waren, um ihre volle
blutdrucksenkende Wirkung zu entfalten. Dartber hinaus war eine vierwdchige Behandlung
mit blutdrucksenkenden Medikamenten moglicherweise zu kurz, um ihre Wirkung auf
strukturelle Veranderungen des Herzens zu beurteilen. Wir untersuchten nicht die
Auswirkungen der Kombinationstherapien, die in den aktuellen Leitlinien fur die
Erstbehandlung der meisten Patienten empfohlen werden.® Die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse mit friheren experimentellen Studien an hypertensiven Ratten kann aufgrund von
Unterschieden im Alter der Tiere, der angewendeten Medikamentendosierung, der
Behandlungsdauer und der Methode der hamodynamischen Uberwachung eingeschrankt
sein. Zu beachten ist, dass der Blutdruck in dieser Studie, im Vergleich zu friheren Studien,
nicht durch Schwanzmanschettenmessungen, sondern durch invasive Messung erfolgte. 38430
In der aktuellen Studie wurden weibliche Ratten nicht untersucht, da die Hypertension bei

diesen Ratten weniger ausgepragt ist.®'

Schlussfolgerungen

Die RDN fiihrte zu deutlichen Senkungen des Blutdrucks sowie zu signifikanten Reduktionen
der Plasma-Renin-Aktivitat und der Aldosteron-Konzentration. Die Behandlung mit Amlodipin
und Olmesartan nach RDN resultierte in einer zusatzlichen Senkung des Blutdrucks, wobei
RDN in Kombination mit Olmesartan die wirksamste Kombination war. Diese Ergebnisse
sollten das Vorgehen zukiinftiger klinischer Studien beeinflussen, in denen eine zielgerichtete
Kombinationstherapie bestehend aus RDN mit blutdrucksenkender Behandlung untersucht

wird.
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