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Einleitung

1 Einleitung

In epidemiologischen  Studien konnte eine erhéhte Inzidenz an
Tumorerkrankungen unter Patienten mit arterieller Hypertonie gefunden werden
[1]. Insbesondere das Risiko ein Nierenzellkarzinom zu entwickeln ist um ca. das
Doppelte erhoht [1-4]. Auch bei anderen Krebsentititen wie dem
Endometriumkarzinom [5], Prostatakarzinom [6] oder Mammakarzinom [7, 8]
konnte die arterielle Hypertonie als Risikofaktor benannt werden. Die Aufklarung
der biologischen Mechanismen des Zusammenhanges zwischen arterieller
Hypertonie und Tumorerkrankungen ist Gegenstand aktueller Untersuchungen.
Hierbei wird dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS), welches als
hormoneller Mechanismus den Blutdruck reguliert, eine wichtige Rolle
zugeschrieben. Daten aus molekularen, tierexperimentellen und klinischen Studien
legen nahe, dass ein hochreguliertes RAAS unter anderem iiber die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) die Krebsentstehung und das Krebswachstum

beeinflusst [9].

1.1 Arterielle Hypertonie

2008 waren etwa 40% der weltweiten Bevolkerung iiber 25 Jahren von arterieller
Hypertonie betroffen [10], wobei die Pravalenz mit dem Lebensalter ansteigt. Sie
ist der wichtigste kardiovaskuladre Risikofaktor und ursachlich fiir jahrlich etwa 9,4
Mio. Tote [11]. In Tabelle 1.1 ist die Definition der arteriellen Hypertonie

dargestellt.

Tabelle 1.1: Definitionen der arteriellen Hypertonie. Modifiziert nach [12].

Art der Blutdruck- |Systolischer Blutdruck Diastolischer Blutdruck
Messung [mmHg] [mmHg]

Praxis >140 und/oder |290

24-h >130 und/oder |280

Die beiden den Blutdruck bestimmenden Grofien sind das Herzzeitvolumen und

der Gefafwiderstand. Eine arterielle Hypertonie ist Folge einer Erhohung eines
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der oder beider Faktoren. Zahlreiche Systeme im Koérper nehmen Einfluss auf die
Blutdruckregulation [13]. Fiir die kurzfristige Regulation sind vor allem vaskuldre
und kardiale Pressorezeptoren zustdandig, welche Blutdruckschwankungen
detektieren und diesen iiber das autonome Nervensystem als efferentem Schenkel
entgegenwirken. Die langfristige Blutdruckeinstellung erfolgt vor allem iiber die
Kontrolle des Fliissigkeitshaushaltes und ist somit Aufgabe der Niere und
endokriner Systeme wie des RAAS oder des antidiuretischen Hormons (ADH).

Bei nur ca. 10% aller Bluthochdruckpatienten lasst sich eine organische Ursache
fir die Blutdruckerh6hung finden (siehe 1.1.1). Bei 90% der Hypertoniker liegt
demnach eine primare/essentielle Hypertonie vor, bei der eine sekundare Ursache
nicht eruierbar ist. Sie ist eine multifaktorielle Erkrankung, welche aus einem
Zusammenspiel von genetischen, pathophysiologischen und Umweltfaktoren
entsteht [14]. Viele Hypertonie-begiinstigende Faktoren sind dem modernen
Lebensstil geschuldet. Erndhrungsgewohnheiten mit hoher Kochsalz- und
Kalorienzufuhr fithren zu Insulinresistenz und Ubergewicht. Stress, geringe
korperliche Aktivitat sowie hoher Alkohol- und Nikotinkonsum wirken sich
ebenfalls negativ auf den Blutdruck aus [15].

In der komplexen Pathophysiologie der Hypertonie spielen neben einem
hochregulierten RAAS [16], einem erhohten Sympathikotonus [17], renaler
Dysfunktion [18], Inflammation und Aktivierung der Immunabwehr [19], auch
Verdanderungen in der Gefafdstruktur und -funktion eine Rolle. Zu diesen auch in
anderen kardiovaskularen Erkrankungen ablaufenden Mechanismen gehoéren ein
strukturelles Remodelling der Gefifdwand mit endothelialer Dysfunktion und
Proliferation/Apoptose der glatten Gefafdmuskelzellen (VSMC), was zu Fibrose,
erhohter Steifigkeit und herabgesetzter Dehnbarkeit der Gefafde fiihrt [20]. All
diesen Prozessen liegt eine erh6htes Vorkommen an ROS zugrunde [21] (siehe
auch 1.3.4).

Die Erkrankung bleibt hdufig zunachst asymptomatisch, von Patienten genannte
Beschwerden konnen wunter anderem sein: Schwindel, Kopfschmerzen,
Palpitationen, Burstschmerzen, Belastungsdyspnoe [12]. Haufig wird eine
arterielle ~ Hypertonie erst durch Komplikationen klinisch auffallig.

Hypertoniebedingte Endorganschdden sind am Herzen eine linksventrikuldre
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Hypertrophie, eine koronare Herzkrankheit (KHK), ein Vorhofflimmern und eine
Herzinsuffizienz, am Gehirn ein Schlaganfall und eine intrazerebrale Blutung, am
Auge eine Retinopathie, an der Niere eine Proteinurie und Niereninsuffizienz, an
den Gefaflen schlief’lich atherosklerotische Verdanderungen mit Stenosen und
Aneurysmata [22].

Die diagnostische Evaluation eines Hypertonie-Patienten sollte neben der
Bestimmung des Schweregrades der Hypertonie eine mdogliche sekundire
Hypertonieform  sowie  weitere kardiovaskuldre Risikofaktoren  und
Endorganschdden aufdecken. Zur Messung des Blutdrucks kommt die Messung in
der Praxis, die ambulante 24-h-Blutdruckmessung (ABDM) und die hausliche
Messung in Frage [12]. Dabei ist das ABDM in seiner Aussagekraft der
Praxismessung lberlegen [23].

Allgemeinmafdnahmen der Hypertonietherapie, die allesamt mit hochstem
Evidenzgrad empfohlen werden, umfassen Veranderungen des Lebensstils [12,
24]. Dazu gehoren eine Gewichtsnormalisierung, eine salz- und fettarme sowie
obst- und gemiisereiche Diat, reduzierter Alkohol- und Nikotinkonsum sowie
dynamisches Ausdauertraining. In der medikamentdsen Therapie der Hypertonie
gehoren die folgenden fiinf Medikamentenklassen zur ersten Wahl: Thiazid-
Diuretika, Hemmer des Angiotensin-konvertierenden Enzyms (ACE), Angiotensin
[I-Typ-1-Rezeptor(AT1R)-Blocker, langwirksame Calciumantagonisten und
Betablocker [25]. Als Initiierungstherapie kommt eine fixe 2-fach-Kombination mit
jeweils der Moglichkeit zur stufenweisen Eskalation in Frage (siehe Abbildung

1.1).
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Initiale Therapie ACE-Hemmer oder AT;-Blocker +
2-fach-Kombination Calciumantagonist oder Diuretikum
2. Stufe ACE-Hemmer oder AT, -Blocker +
3-fach-Kombination Calciumantagonist + Diuretikum
3. Stufe

Therapieresistente Hypertonie
Zusatzlich: Spironolacton oder anderes
Diuretikum, Alpha-1-Blocker oder Betablocker

3-fach-Kombination
+ Spironolacton oder
anderes Medikament

Abbildung 1.1: Allgemeines Schema der medikamentosen Behandlung der
arteriellen Hypertonie.

Eine Monotherapie sollte nur bei Patienten mit Grad-1-Hypertonie und niedrigem
kardiovaskuldaren Risiko sowie bei Patienten = 80 Jahren erwogen werden. Betablocker
konnen bei bestimmten kardiologischen Indikationen (z.B. bei Zustand nach
Myokardinfarkt) auf jeder Stufe hinzugenommen werden. Modifiziert nach [12].

1.1.1 Sekundare Hypertonieformen

Wenn eine Hypertonie als Folge einer anderen Grunderkrankung entsteht, wird
diese zu den sekundaren Hypertonieformen gezahlt. Sie machen etwa 10 % aller
Hypertonien aus, unter den resistenten Hypertonien ist der Anteil noch hoher [26].
Eine Evaluation auf sekundire Hypertonieursachen sollte erfolgen bei klinischen
oder anamnestischen Hinweisen, jungen Patienten, resistenter Hypertonie,
plotzlichen Blutdruckverdanderungen und unverhaltnismafig hohen
Endorganschéden [27].

Die haufigsten Ursachen sind ein primarer Hyperaldosteronismus (PHA), eine
renoparenchymatose Erkrankung, eine Nierenarterienstenose und ein
obstruktives Schlafapnoe-Syndrom (OSAS). Seltener tritt eine Hypertonie im

Rahmen eines Phdochromozytoms oder eines Morbus Cushings auf [12].
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1.1.1.1 Primdrer Hyperaldosteronismus (PHA)

Beim PHA kommt es zu einer von Regelmechanismen entkoppelten, autonomen
Aldosteron-Sekretion aufgrund eines Aldosteron-produzierenden Adenoms der
Nebennierenrinde oder einer uni- oder bilateralen Hyperplasie der Zona
glomerulosa. Entgegen fritherer Annahmen ist ein PHA mit etwa 5-10 % die
haufigste Ursache einer sekundaren Hypertonie.

Nicht nur aufgrund der hohen Prdvalenz und der guten Therapiemdglichkeiten,
sondern auch wegen der im Vergleich zur essentiellen Hypertonie erhéhten
kardiovaskuldren Morbiditdt und Mortalitdit kommt der Erkennung eines PHA eine
besondere Bedeutung zu [28] (siehel.2.2).

Neben der Hypertonie tritt bei etwa 30 % der Patienten eine Hypokalidmie auf.
Patienten mit einem dreifach gemessenen Wert >150/100 mmHg, mit einer
resistenten Hypertonie, mit Hypertonie und spontaner Hypokalidmie, mit
Hypertonie und Schlafapnoe, oder mit positiver Familienanamnese sollten mit
Hilfe des Plasma-Aldosteron-Renin-Quotienten auf einen PHA gescreent werden.
Einer positiven Screening-Untersuchung sollte ein Bestatigungstest in Form eines
Kochsalzbelastungstests oder eines Fludrocortison-Hemmtests folgen. Die
Bestimmung des zugrunde liegenden Subtyps erfolgt durch eine CT-Abdomen-
und/oder Nebennierenvenenkatheter-Untersuchung.

Eine unilaterale Erkrankung kann mittels laparoskopischer Adrenalektomie, eine
bilaterale Hyperplasie durch Mineralkortikoid-Rezeptor(MR)-Blocker behandelt
werden [29].

1.1.1.2 Renale Hypertonie

Renale Ursachen einer Hypertonie sind zum einen renoparenchymatdse und zum
anderen renovaskuldre Erkrankungen.

Zahlreiche Krankheiten fiihren zu einer Schadigung des Nierenparenchyms.
Darunter fallen Glomerulonephritiden, polyzystische Nierenerkrankungen,
tubulointerstitielle Erkrankungen, und vor allem auch die hypertensive und
diabetische Nephropathie. Hinweise auf eine solche Erkrankung kénnen renale

Plasma- und Urin-Laborparameter geben. Bei Verdacht sollte eine renale
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Ultraschalluntersuchung durchgefiihrt werden und eine detaillierte Abklarung der
Nierenerkrankung erfolgen [12, 27].

Eine Nierenarterienstenose ist zumeist Folge arteriosklerotischer Veranderungen,
bei etwa 10 % ist aber eine fibromuskuldre Dysplasie ursachlich. Klinische
Hinweise konnen ein abrupter Beginn oder eine Verschlechterung einer
Hypertonie, ein  plotzlich  auftretendes Lungenddem, abdominelle
Stromungsgerdusche oder eine Verschlechterung der Nierenfunktion unter ACE-
Hemmer- oder ATiR-Blocker sein. Als Screening-Verfahren eignet sich die
Farbdopplersonographie. Die Diagnose kann mittels Spiral-CT, MRT-Angiographie
und/oder intraarterieller digitaler Subtratktionsangiographie (i.a.-DSA) gesichert
werden. Zur Behandlung wird vor allem Patienten mit fibromuskuldrer Stenose
eine perkutane transmurale Angioplastie (PTA) empfohlen, ansonsten erfolgt eine

medikamentose Einstellung [12, 30].

1.1.1.3 Obstruktives Schlafapnoe-Syndrom

Das OSAS stellt eine schlafbezogene Atmungsstérung dar, bei der es im Schlaf zu
einer Obstruktion der oberen Atemwege kommt, welche zu mindestens flinf langer
als 10 s andauernden Atempausen pro h fithrt. Das OSAS fiihrt zu Tagesmiidigkeit
sowie kognitiven und affektiven Stérungen und wird mit einem erhohten
kardiovaskuldren Risiko in Verbindung gebracht. So wird dem OSAS eine
unabhéangige Rolle in der Hypertonie-Pathogenese zugeschrieben. Etwa 40 % der
Hypertoniker haben ein OSAS und iiber 60 % der Patienten mit schwerem OSAS
haben eine Hypertonie.

Die chronische Sympathikus-Aktivierung und reduzierte Barorezeptor-Sensitivitat
gelten als Mechanismen, die zur Entstehung einer Hypertonie bei OSAS beitragen.
Zudem wird in gegenwartigen Studien die Rolle des RAAS, von Inflammation,
endothelialer Dysfunktion und oxidativem Stress untersucht.

Als Goldstandard der OSAS-Diagnostik zdhlt die Polysomnographie. Im ABDM
zeigen sich vor allem erhohte nachtliche systolische Blutdruckwerte [31].

Neben der Reduktion von Risikofaktoren wie Gewichtsnormalisierung und
Verzicht auf Alkohol, Schlafmittel sowie andere apnoeverstiarkende Medikamente

hat sich die Anwendung einer Continuous Positive Airway Pressure (CPAP)-
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Beatmung bei der Behandlung des OSAS als hilfreich erwiesen [32]. Inwiefern eine
CPAP-Behandlung Einfluss auf die Reduzierung des Blutdrucks hat, ist abhingig
von der Subgruppe und bedarf noch weiterer Studien. Bisher konnte gezeigt
werden, dass eine CPAP-Behandlung bei Patienten mit resistenter Hypertonie oder
unkontrollierten Blutdruckwerten eine moderate Blutdrucksenkung von 2-5
mmHg bewirkt. Ob das Risiko fiir die Entwicklung einer Hypertonie bei normo-
oder prahypertensiven Patienten mit OSAS durch eine CPAP-Beatmung gesenkt

werden kann, ist unklar [33].

1.1.2 Therapieresistente Hypertonie (TRH)

Eine Hypertonie wird als therapieresistent definiert, wenn ein Therapieregime aus
Lebensstil-verandernden Mafinahmen und drei oder mehr addquat dosierten
Antihypertensiva verschiedener Klassen, darunter ein Diuretikum, ACE-Hemmer-
oder ATiR-Blocker und Calciumantagonisten, den Blutdruck nicht unter 140/90
mmHg senkt [12]. Die TRH macht etwa 3-30 % der Hypertonien aus und ist mit
einem hohen kardiovaskuldren Risiko assoziiert [34].

Um eine TRH diagnostizieren zu konnen, miissen zum einen sogenannte
Pseudoresistenzen ausgeschlossen und zum anderen potenziell reversible

Lebensstil-assoziierte Ursachen identifiziert werden [35, 36].

Tabelle 1.2: Auffiihrung von Pseudoresistenz-Ursachen sowie Lebensstil-
assoziierten Hypertonie-Faktoren.

e Nicht-Adhadrenz bei der medikamentdsen Therapie

e Falsche Blutdruck-Messmodalitdten

o Weif3kittel-Hypertonie

Pseudoresistenzen | e Inaddquate antihypertensive Medikation

e Begleitmedikation mit blutdrucksteigender Wirkung (z.B.
NSAR, orale Kontrazeptiva)

e Pseudo-Hypertension bei Mediasklerose der Gefafde

Lebensstil- e Ubergewicht
assoziierte e Alkohol- und Nikotinkonsum
Faktoren e Erhohte diatische Salzzufuhr

Da bei Patienten mit TRH die Pravalenz einer sekundaren Hypertonie im Vergleich
zur allgemeinen Hypertoniegruppe deutlich erhoht ist [34], muss zudem die

Abklarung organischer Ursachen erfolgen (siehe 1.1.1). Z.B. lag in zwei Studien die
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Pravalenz eines OSAS bei Patienten mit TRH mit etwa 80 % [36] doppelt so hoch
wie bei kontrollierten Hypertonikern (siehe 1.1.1.3).

Lebensstil-verandernde Mafinahmen spielen auch in der Therapie der TRH eine
wichtige Rolle (siehe 1.1.). Medikamentés kann eine Eskalation auf MR-
Antagonisten, Alpha-1-Blocker, Schleifendiuretika sowie eine Dosissteigerung des
Diuretikums erwogen werden [12]. Bereits geringe Dosen des MR-Antagonisten
Spironolacton (25-50 mg/Tag) haben sich als wirksam erwiesen [37]. Alternative
Behandlungsmethoden fiir ausgewdhlte Patienten mit TRH stellen die
Barorezeptorstimulation und die minimal-invasive renale Denervation dar. Bei der
renalen Denervation werden durch einen tber die Arteria femoralis in die Arteria
renalis eingebrachten Katheter die dortigen sympathischen Nervenfasern verddet.
Die Barorezeptorstimulation, bei der durch einen chirurgischen Eingriff
Elektroden an den Karotissinus angebracht werden, fiihrt zu einer Senkung der
sympathischen Aktivitit und dadurch zu einer signifikanten Blutdrucksenkung.
Beide Methoden werden bislang nicht als routinemafdige Therapien empfohlen, da
es noch weiterer Kklinischer, insbesondere randomisierter kontrollierter Studien

bedarf, um deren Sicherheit und Effizienz beurteilen zu kénnen [12, 38].

1.2 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Das RAAS nimmt im menschlichen Organismus eine zentrale Rolle bei der
Regulation von arteriellem Blutdruck, Elektrolyt- und Fliissigkeitshaushalt ein
(siehe Abbildung 1.2).

Zu Beginn der hormonellen Kaskade steht die Produktion von Renin aus Prorenin.
Renin wird in den juxtaglomeruldren Nierenzellen gespeichert und bei Abfall des
Blutdrucks, Salzmangel oder B1-Adrenorezeptoren-vermittelter
Sympathikusaktivitit in den systemischen Kreislauf abgegeben [39]. Renin spaltet
Angiotensinogen, welches hauptsachlich von der Leber konstitutiv sekretiert wird
und somit mit stabilem Plasmaspiegel vorliegt, zu Angiotensin 1 [40]. Das
biologisch inaktive Angiotensin I wird durch das Angiotensin-konvertierende
Enzym (ACE) zu Angiotensin II gespalten. Das ACE kommt vor allem in den
endothelialen Zellen der Lunge vor und ist neben der Umwandlung von

Angiotensin [ zu Angiotensin II auch in der Lage die vasodilatatorisch wirksamen
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Peptide Bradykinin und Kallidin in inaktive Metabolite zu spalten [41]. Aus
Angiotensin II kdnnen weitere Peptide wie Angiotensin III, Angiotensin IV oder
Angiotensin (1-7) abgespalten werden, deren Effekte Bestandteil gegenwartiger

Untersuchungen sind [42].

Angiotensinogen

Erniedrigter RR
Erniedrigter NaCl-Gehalt -—>| Renin |——>
Sympathikusaktivierung - v

Angiotensin I
Bradykinin
Kallidin

v

: Ang lll
Inaktive o iiiieeo- Angiotensin Il —> AngIv
Metabolite Ang (1-7)
. . . Vasokonstriktion Vasodilatation
Na -uqd H,0-Riickresorption } <——— Aldosteron-Sekretion
Sekretion von K* und H* Na*-Retention
Proliferation Anti-Proliferation
Oxidativer Stress Apoptose

Abbildung 1.2: Vereinfachte Darstellung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems.

Angiotensinogen wird durch Renin zu Angiotensin I gespalten. Angiotensin I wird durch
das Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE) zu Angiotensin II umgewandelt.
Angiotensin II entfaltet seine Wirkung v.a. iiber die Bindung an den Angiotensin II-Typ-1-
Rezeptor (AT1R). Es kann auch mit anderen teils antagonistisch wirkenden Angiotensin II-
Rezeptoren interagieren und zu weiteren Angiotensin-Metaboliten umgesetzt werden.
Modifiziert nach [39].

Als Haupteffektor des RAAS wirkt Angiotensin II vor allem tiber den Angiotensin
[I-Typ-1-Rezeptor (AT1R). Vasokonstriktion, Stimulation der Aldosteron-Sekretion,
Erhohung der Natriumreabsorption sowie negative Riickkopplung beziiglich der
Renin-Sekretion sind physiologische AT1R-vermittelte Effekte von Angiotensin II

[39]. Pathologische, ebenfalls liber diesen Rezeptor vermittelte Prozesse sind
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Zellwachstum, Inflammation und oxidativer Stress [43]. Uber den Angiotensin II-
Typ-2-Rezeptor (AT2R) werden gegenregulierende Prozesse herbeigefiihrt [41].

Aldosteron ist ebenfalls an der Regulation des Blutdrucks beteiligt, indem es im
distalen Tubulus und Sammelrohr die Riickresorption von Natriumionen und

Wasser sowie die Ausscheidung von Kaliumionen und Protonen steigert [44].

Neben dem klassischen RAAS existieren auch lokale RAAS in z.B. der Niere, dem
Gehirn und dem Herzen [41, 45], sodass in diesen Organen Angiotensin II in
deutlich erhohter Konzentration vorliegen kann [46].

Ein im Ubermaf aktiviertes RAAS wird mit zahlreichen kardiovaskulidren und
renalen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Dies wird durch die protektive

Wirkung einer medikamentésen RAAS-Blockade deutlich [47-49].

1.2.1 Wirkungen von Angiotensin Il

Der ATiR gehort zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Die Bindung
von Angiotensin II aktiviert zahlreiche intrazellulare Signalwege [50], welche die
in Abbildung 1.2 dargestellten Effekte zur Folge haben.

Unter anderem wird die Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat-Oxidase
(Nox) durch Angiotensin II aktiviert, welche durch Bildung von ROS zur
Entstehung von oxidativem Stress beitragt. Die Nox wird zum einen auf einem
direkten Weg durch Vereinfachung der Komplexbildung der Untereinheiten, z.B.
durch Proteinkinase-C-vermittelte Phosphorylierung von p47prboX, zum anderen
liber die Expressionssteigerung von Untereinheiten wie p67prbox oder Nox1
aktiviert [51, 52].

In erhohten Konzentrationen tragt Angiotensin II zur Entstehung und
Aufrechterhaltung zahlreicher Erkrankungen wie arterieller Hypertonie,

linksventrikularer Hypertrophie, Arteriosklerose oder Diabetes mellitus bei [42].

1.2.2 Wirkungen von Aldosteron

Das Steroidhormon Aldosteron wird in der Nebennierenrinde produziert und bei
Stimulation durch Angiotensin II, Kaliumionen oder Adrenocorticotropin (ACTH)
ausgeschiittet [53]. Neben Angiotensin II ist es der Haupteffektor des RAAS (siehe
1.2).

10



Einleitung

Aldosteron bindet im Zytoplasma an den Mineralkortikoid-Rezeptor (MR) und
bildet den Aldosteron-Rezeptor-Komplex. Zum einen entfaltet dieser seine
Wirkung, indem er in den Zellkern transloziert und dort die Expression von
Proteinen wie dem epithelialen Natriumkanal (ENaC) oder der Natrium-Kalium-
ATPase initiiert. Zum anderen fiihrt der Aldosteron-Rezeptor-Komplex zu
schnellen, nicht-genomischen, liber sekundare Messenger vermittelten Reaktionen
[54]. Dazu gehoren Signalkaskaden, die oxidativen Stress, Inflammation, Fibrose
und Proliferation zur Folge haben [55]. Aldosteron-induzierter oxidativer Stress
wird u.a. wie bei Angiotensin II durch die Aktivierung der Nox verursacht [56].
Zudem sorgt Aldosteron fiir erhdhten oxidativen Stress, indem es die NO-Synthase
aktiviert und eine verminderte Expression von Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (G6PD), welche NADP+ zu NADPH reduziert, einleitet [44].

Die Folgen erhohter Aldosteron-Konzentrationen lassen sich an Patienten mit PHA
beobachten. Beim PHA lassen sich schwerwiegendere kardiovaskulare, renale und
metabolische Komplikationen feststellen als in Geschlechts-, Alter- und Blutdruck-
angepassten Vergleichsgruppen [57, 58]. Zum Beispiel liefen sich eine deutlich
starker ausgepragte linksventrikuldre Hypertrophie [59] und myokardiale Fibrose
[60] bei PHA-Patienten als bei Patienten mit essentieller Hypertonie mit
vergleichbar erhéhten Blutdruckwerten finden. Aus klinischen Studien, in denen
MR-Antagonisten zum Einsatz kamen, lassen sich weitere Hinweise fiir die direkte
Aldosteron-Wirkung ableiten. So konnte in der RALES-Studie eine Morbiditats-
und Mortalitdtssenkung bei Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz durch die

Einnahme von MR-Antagonisten beobachtet werden [61].

1.3 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress beschreibt den Zustand eines Systems, in dem Oxidantien im
Vergleich zu Antioxidantien im Uberschuss vorliegen. Dieses Ungleichgewicht ist
Folge von vermehrter Bildung von ROS und/oder reduzierten antioxidativen

Abwehrmechanismen [62].

1.3.1 Bildung von ROS
ROS bilden eine Einheit chemisch hochreaktiver Molekiile und lassen sich in zwei

Gruppen einteilen: freie Radikale, stark reaktiv und kurzlebig, wie das Hyperoxid-
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Anion (0z°*) oder das Hydroxyl-Radikal (*OH), und nicht-radikale Sauerstoff (03)-
Derivate, weniger reaktiv und stabiler, wie Wasserstoffperoxid (H202) oder
Peroxinitrit-Anionen (ONOO-). Sie entstehen als Redox-Zwischenprodukte auf dem
Weg von Oz zu Wasser (Hz0) [63] (siehe Abbildung 1.3). Neben Oz ist
Stickstoffmonoxid (NOe) das wichtigste Radikal in biologischen Prozessen. NOe®
gehort zu den reaktiven Stickstoffspezies (RNS) und wird vor allem durch die

Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) hergestellt [64].

Hypochlorid-Anion

(ocr)
+CI
Sauerstoff _* ¢ Hytperoxid; +02*"  Wasserstoffperoxid _F et Hydroxyl-Radikal
(0,) Nox > Anion (0,*) oD ? (H,0,) > (+OH)
Katalase
+NO- GPx

_ . Wasser und

Perogyntrt-Andon Wasser Saverstoff

2 (H,0 +0;)

Abbildung 1.3: Vereinfachte Darstellung der ROS-Bildung.

Ausgehend von Sauerstoff (0:) entstehen vermittelt durch Enzyme wie die NADPH-
Oxidase (Nox) durch Aufnahme von Elektronen (e-) Hyperoxid-Anionen, welche durch die
Superoxid-Dismutase (SOD) zu Wasserstoffperoxid (H»0,) abgebaut werden oder mit
Stickstoffmonoxid (NO®) zum Peroxynitrit-Anion weiterreagieren. H,0, kann mit einem
Chlor-lon (Cl) das Hypochlorid-Anion (OCl-) und in der Fenton-Reaktion mit einem
zweiwertigen Eisen-lon (Fe2+) das Hydroxyl-Radikal (*OH) bilden. Zudem kénnen die
Enzyme Gluthationperoxidase (GPx) und Katalase H;0; zu Wasser (H20) und O
konvertieren. Modifiziert nach [65].

Die ROS-Produktion wird durch endogene und exogene Prozesse verursacht. Zu
den exogenen Quellen gehdren u.a. ionisierende Strahlungen, UV-A-Strahlung und
Zytostatika. Endogene Quellen umfassen z.B. die mitochondriale Atmungskette und

diverse inter-und intrazelluldre Signalwege wie iiber die Nox [66].
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1.3.2 Antioxidantien

Zu den Abwehrmechanismen gegeniiber freien Radikalen gehdren zum einen
antioxidativ-wirkende Enzyme wie die Superoxid-Dismutase (SOD), die
Gluthation-Peroxidase (GPx), das Thioredoxin (Trx) und die Katalase, und zum
anderen nicht-enzymatische Antioxidantien wie Gluthation (GSH), Karotinoide und
Vitamin A und E [67].

GSH ist dabei der bedeutendste Regulator der intrazelluliren Redox-Homdoostase.
Es ist ein Tripeptid und bildet mit der Thiolgruppe des Cysteins den grofdten Thiol-
Pool im menschlichen Organismus. An dieser Thiolgruppe kann es reversibel
oxidiert werden, sodass es im reduzierten Zustand (GSH) als Monomer und im
oxidierten Zustand (GSSG) als Dimer vorliegt. Unter normalen Redox-Bedingungen
liegt GSH in deutlich hoheren Konzentrationen als GSSG vor, bei oxidativem Stress
kann sich dieses Verhaltnis schnell umkehren. GSH entfaltet seine protektive
Wirkung als 1. direkter Radikalfanger von *OH und Oz¢; 2. Substrat der GPx bei
der Entgiftung von H202 oder Lipid-Hydroperoxiden; 3. Regenerator der aktiven
Formen von Vitamin C und E [68].

Trx ist ein ubiquitdir vorkommendes antioxidativ-wirksames Enzym, welches als
Oxidoreduktase oxidierte Proteine reduziert. Trx verwendet sein u.a. aus Cystein
bestehendes aktives Zentrum, um die Disulfidbriicke im oxidierten Substrat zu
brechen. Das oxidierte Trx wird dann durch die Trx-Reduktase in die reduzierte
Form zurtickgefihrt [69].

Die freien Thiolgruppen in Proteinen (SHp) konnen als Mafd des antioxidativen

Potenzials mit Hilfe des SHp-Tests im Plasma bestimmt werden (siehe 2.8.2).

1.3.3 Wirkungen von ROS

ROS haben aufgrund ihres ungepaarten Valenzelektrons die Eigenschaft mit
umliegenden Molekiilen rege zu reagieren. ROS spielen eine entscheidende Rolle in
sowohl physiologischen als auch pathophysiologischen Prozessen. Langanhaltende
hohe ROS-Konzentrationen kénnen zu Schaden an Lipiden, Membranen, Proteinen,
RNA und DNA fiihren, niedrige oder intermedidare Konzentrationen entfalten ihre

Wirkung v.a. bei der Signaltransduktion [65].
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1.3.3.1 Physiologische Wirkung

ROS beteiligen sich bei der Redox-Regulation zahlreicher physiologischer
Prozesse. Sie iibernehmen eine  wichtige Funktion in diversen
Signaltransduktionskaskaden im Sinne eines sekundaren Botenstoffs. Z.B.
aktivieren ROS verschiedene Transkriptionsfaktoren wie den nukledren
Transkriptionsfaktor Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor), welcher die
Expression von zelluldren antioxidativen Proteinen fordert [70], oder NF-kB,
welcher Chemokine, Immunrezeptoren, Adhdsionsmolekiile, Regulatoren der
Apoptose und des Zellzyklus als Zielgene aktiviert [71].

ROS sind auch an der Immunabwehr beteiligt. Beim oxidativen Burst der
neutrophilen Granulozyten und Makrophagen werden durch die Nox grofie
Mengen ROS produziert um phagozytierte Fremdkorper zu zerstoren. Weiterhin
sind ROS bei der Regulierung der NO-Produktion und des Vasotonus sowie bei der

intrazelluldren O;-Messung beteiligt [67, 72].

1.3.3.2 Pathophysiologische Wirkung
In erhohter Konzentration schadigen ROS =zahlreiche Biomolekiile (siehe
Abbildung 1.4) und tragen so zur Entstehung von vor allem altersbedingten

Krankheiten wie Arteriosklerose, Tumoren und Neurodegeneration bei [73].

Protein-Schaden entstehen entweder direkt durch ROS oder indirekt durch
oxidativ veranderte Molekiile wie Kohlenhydrate oder Aldehyde. Wenn ROS das
Protein-Riickgrat angreifen, kann es liber die Bildung von Hydroperoxiden zur
Protein-Fragmentierung kommen. Zudem kénnen ROS mit den Aminosduren-
Seitenketten reagieren. Die Aminosauren Histidin, Leucin, Methionin, Cystein,
Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan sind am empfanglichsten fiir oxidativen
Stress. Dabei sind nur die oxidativen Verdanderungen der schwefelhaltigen
Aminosdauren reversibel. Wenn der aromatische Ring freier oder Protein-
gebundener Tyrosine von RNS angegriffen wird, bildet sich 3-Nitrotyrosin, welches
im Plasma gemessen werden kann (siehe 2.8.3).

Die Proteinschaden fithren zu Funktionsverlust, veranderter Proteinexpression

und Aggregatbildung [74].
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Abbildung 1.4: Ubersicht iiber die Entstehung ausgew:ihlter Biomarker oxidativen
Stresses.

A: Nachweis im Urin. B: Nachweis im Plasma. Durch Nitrierung von Tyrosin entsteht 3-
Nitrotyrosin (3-NT). Als Antioxidantien-Marker werden die freien Thiolgruppen in
Proteinen (SHp) gemessen. Marker der Lipidperoxidation sind Malondialdehyd (MDA)
und Isoprostan (IsoP). ,Derivatives of reactive oxygen metabolites” (D-ROM) werden als
Nachweis von Hydroperoxiden in v.a. Lipiden herangezogen. Biomarker fiir oxidative
DNA-Modifikationen ist 8-0Oxo-7,8-Dihydro-2'-Deoxyguanosin (8-oxodG). Modifiziert nach
[75] und [76].

ROS mit der hochsten Lipid-schdadigenden Wirkung sind *OH und Oz-e. Sie greifen
Lipide mit Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindungen, vor allem also mehrfach
ungesattigte Fettsduren, an, indem sie diesen ein Proton entziehen und im Verlauf
Fettsdure-Radikale und -Hydroperoxide entstehen lassen. Dieser als
Lipidperoxidation bezeichnete Prozess verlauft in drei Schritten: 1. Initiation:
Oxidantien entziehen einer Fettsiure ein Proton, sodass ein Fettsiure-Radikal
entsteht. 2. Prolongation: das Fettsdure-Radikal reagiert mit Oz zum Fettsdure-

Peroxylradikal, welches ein Proton eines weiteren Fettsauremolekiils aufnimmt.
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Dadurch entsteht zum einen ein Fettsaure-Hydroperoxid und zum anderen ein
neues Fettsdaure-Radikal. Eine Kettenreaktion wird in Gang gesetzt. 3. Termination:
Wenn die Radikale durch Antioxidantien abgefangen werden, endet die Reaktion.
Das haufigste Endprodukt sind Fettsdure-Hydroperoxide. Diese induzieren weitere
oxidative Schaden und machen einen Grofdteil der im Plasma nachweisbaren
»derivatives of reactive oxygen metabolites“ (D-ROM) aus (siehe 2.8.1) [77].
Weitere Endprodukte der Lipidperoxidation sind die Isoprostane, welche im Urin
detektierbar sind (siehe 2.9.1).

Als sekundidre Produkte der Lipidperoxidation entstehen hochreaktive Aldehyde
wie das im Urin nachweisbare MDA (siehe 2.9.2) oder 4-Hydroxynonenal. Die
kontinuierliche oxidative Schiadigung von Fettsauren mit ihrer Fragmentierung
und Aldehyd-Bildung fiihrt zu Verlust der Membranintegritidt und begiinstigt so
zahlreiche pathophysiologische Prozesse [78].

Besonders weitreichende Folgen koénnen durch oxidativen Stress verursachte
DNA-Schdaden haben (siehe 1.4.1). Sie werden mit Altern, Karzinogenese und

kardiovaskuldren Erkrankungen in Verbindung gebracht [79, 80].

1.3.4 Oxidativer Stress und arterielle Hypertonie

Oxidativer Stress ist die Basis zahlreicher pathophysiologischer Ablaufe, welche
die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie begilinstigen. Umgekehrt fiihrt die
arterielle Hypertonie u.a. durch die direkte mechanische Beanspruchung der
Gefafde und Organe zu mehr oxidativem Stress. Diese wechselseitige Beeinflussung
wird durch inflammatorische Prozesse moduliert, indem ROS z.B. iber die
Aktivierung von NF-xB die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine induzieren,
welche die Einwanderung von Leukozyten hervorruft. Diese konnen den
oxidativen Stress wiederum durch eigene ROS-Produktion und Aktivierung des
lokalen RAAS mit Freisetzung von Angiotensin II verstirken [81]. Die durch
oxidativen Stress zu Hypertonie fithrenden Prozesse finden im Gehirn, den Nieren

und den Gefdfden statt und sind in Abbildung 1.5 dargestellt.
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Abbildung 1.5: Einfluss oxidativen Stresses auf die Entstehung von arterieller
Hypertonie.

ROS provozieren iiber eine direkte Inaktivierung von NO (NO + Oz*-> ONOO-) und einer
verminderten NO-Produktion durch Abbau des NOS-Kofaktors Tetrahydrobiopterin (BH4)
ein NO-Defizit. Dieses hat einen erhohten Gefafstonus zur Folge, welcher am Vas afferens
der Niere zur Reduktion der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) fiihrt. Auch die durch
Lipidperoxidation entstandenen Isoprostane tragen zur Vasokonstriktion bei. An der
Niere fithren ROS ftiber verschiedene Mechanismen wie z.B. der durch ROS verdanderten
Aktivitit von Na*/K+-ATPasen und Na*/H+*-Austauscher im proximalen Tubulus zur
Retention von Natrium und Wasser. In den Gefifen begiinstigen ROS das Remodeling
durch Induktion von Hypertrophie der glatten Gefafimuskelzellen (VSMC) und Fibrose.
Modifiziert nach [81] und [82].

1.4 DNA-Schidden und Krebs bei arterieller Hypertonie

DNA-Schdaden konnen die Folge erhdhten oxidativen Stresses sein und bei
Akkumulation Krebs hervorrufen. Einem hochaktiven RAAS wird dabei neben
anderen Mechanismen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von DNA-Schaden

bei arterieller Hypertonie zugeschrieben.

1.4.1 Oxidative Schaden der DNA
Es sind uber 100 oxidative DNA-Modifikationen bekannt. Dazu zahlen Einzel- und

Doppelstrangbriiche, DNA-Quervernetzungen sowie Verdnderungen von Purin-
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und Pyrimidin-Basen und der Desoxyribose [83]. Chronisch erhéhte ROS-Level
fiihren, wenn die Kapazitidt der DNA-Reparaturmechanismen tiberschritten wird,
zur Akkumulation von DNA-Schaden. Bleiben diese unrepariert, ist eine
genomische Instabilitdt mit der moéglichen Entwicklung von u.a. Karzinomen die
Folge [84].

Die haufigsten oxidativen DNA-Modifikationen betreffen die Nukleinbasen. Es sind
uber 20 verschiedene Basenmodifikationen bekannt, wobei das 8-0xo-7,8-
Dihydro-2'-Deoxyguanosin (8-0xodG) auch aufgrund seiner vergleichbar einfachen
Nachweisbarkeit am besten untersucht ist (siehe 2.9.3). Es entsteht durch Addition
eines *OH an der C8-Position des Guaninrings. Unter physiologischen Bedingungen
liegt die entstandene Sauerstoff-Kohlenstoff-Bindung tiberwiegend in ihrer Keto-
Form als 8-oxodG statt in ihrer Enol-Form als 8-Hydroxy-7,8-Dihydro-2'-
Deoxyguanosin (8-OHdG) vor. 8-0xodG ist hoch mutagen, da es mit Adenin statt
mit Cytosin eine Basenpaarung eingeht [85]. Wenn A:8-oxodG-Fehlpaarungen
nicht repariert werden, folgen G:C->T:A-Transversionen, welche auch haufig in
veranderten Genen von Tumoren gefunden werden [86].

Die Bildung von Einzelstrangbriichen (SSB) durch ROS erfolgt deutlich haufiger als
die von Doppelstrangbriichen (DSB). Ausgangspunkt ist zumeist der *OH-
vermittelte Protonenentzug an C3-, C4- oder C5-Position der 2’-Deoxyribose. Ein
SSB entsteht dann entweder direkt durch den Zerfall des oxidierten Zuckers oder
indirekt wahrend der Basenexzisionsreparatur (BER) von oxidierten oder
anderweitig geschadigten Basen [87, 88].

DSB sind die schwerwiegendste Form oxidativ induzierter DNA-Schdden, da sie
bereits in geringer Anzahl Zu schweren Mutationen und
Chromosomenaberrationen oder auch zum Zelltod fiihren kénnen. Ein DSB kann
z.B. entstehen, wenn sich zwei SSB nahe beieinander an gegeniiberliegenden
Strangen bilden, eine Topoisomerase an die gegeniiberliegende Seite eines SSB
bindet oder ein ROS-induzierter DNA-Schaden mit der DNA-Replikation oder -
Transkription interferiert. DSB lassen sich durch den immunzytochemischen
Nachweis von phosphoryliertem Histon H2AX (y-H2AX) quantifizieren (siehe 2.6)

[84]. Nicht reparierte DSB koénnen zur Bildung von Chromosomenfragmenten
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fiihren, welche als Mikrokerne (MK) in der Fluoreszenzmikroskopie sichtbar sind
(siehe 2.7) [89].

Weitere komplexe oxidative DNA-Ldsionen wie Tandem-Basen-Modifikationen,
DNA-Protein- und Intra- und Interstrang-Verkniipfungen werden von Cadet [90]

ausfiihrlich beschrieben.

1.4.2 Rolle des RAAS bei der Krebsentstehung

Es ist bekannt, dass die arterielle Hypertonie mit einem hochregulierten RAAS mit
dem Vorkommen von Tumorerkrankungen assoziiert ist. Neueste Erkenntnisse
legen nahe, dass das RAAS einen zugrundeliegenden Signalweg fir die
mechanistische Verkniipfung von arterieller Hypertonie und
Nierenzellkarzinomen darstellt [91]. So ergab die Analyse von Polymorphismen
von in die Blutdruckregulation involvierten Genen eine Assoziation von Varianten
des Angiotensinogen-Gens und des ATiR-Gens mit einem erhohten
Nierenzellkarzinom-Risiko. Dieses war bei Patienten mit arterieller Hypertonie
nochmals hoher [91, 92].

In den Zusammenfassungen von George et al. [9] und Ager et al. [93] werden
zudem tumorbegiinstigende Mechanismen des lokalen RAAS beschrieben, welche
vor allem auf die ATiR-vermittelte Wirkung von Angiotensin II beruhen. Dazu
zahlen die Forderung (1) der Angiogenese z.B. durch eine erhéhte Expression vom
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), (2) der Zellproliferation u.a. iiber die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und (3) inflammatorischer Prozesse
tiber die Bildung von ROS. Tierstudien an Madusen konnten eine von der
applizierten Angiotensin II-Dosis abhdngige DNA-Schadigung in Herz und Niere
nachweisen [94], wobei auch dem Aldosteron eine synergistische Wirkung

zugeschrieben werden konnte [95].

1.4.3 Andere Mechanismen der Krebsentstehung bei arterieller Hypertonie

Neben einem hochregulierten RAAS wurden auch andere biologische
Mechanismen beschrieben, um den Zusammenhang zwischen arterieller
Hypertonie und der Entstehung von Tumorerkrankungen zu erklaren. Hamet [96]
gibt an, dass Veranderungen im Apoptoseprozess, welche bei arterieller

Hypertonie beobachtet werden, zur Tumorentstehung beitragen kénnten, da eine
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reduzierte Apoptose zu einem Ubermafdigen Zellwachstum fiihren kann. Eine
antiapoptotische Wirkung kann zum Beispiel durch die Aktivierung vom AT;R
entfaltet werden [97].

Eine erhohte Zufuhr von Kochsalz mit der Nahrung fiihrt zu arterieller Hypertonie
[98] und konnte laut einer Kohortenstudie von Deckers et al. [99] eine Rolle bei
der Entstehung von Nierenzellkarzinomen spielen. Djamgoz [100] behauptet, dass
die erhohte extrazelluldare Natriumkonzentration nicht nur Einfluss auf die
Entwicklung von Nierenzellkarzinomen hat, sondern generell in Tumorzellen das
Metastasierungspotenzial fordert. Dies sei die Folge der in Tumorzellen
hochregulierten Expression von spannungsgesteuerten Natriumkanalen (VGSC),
welche einen erhohten Natriumeinstrom begiinstigen und damit die intrazelluldre
lonenhomdostase verdandern und die Zellmotilitat beeinflussen [101].

Der Lipidperoxidation (siehe auch 1.3.3.2) und ihrer DNA-schiadigenden
Endprodukte wird eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von
Tumorerkrankungen zugesprochen [102]. Sowohl in hypertensiven Patienten als
auch in Nierenzellkarzinomen bzw. geschddigten renalen Tubuli konnte eine
erhohte Lipidperoxidation nachgewiesen werden, sodass darin ein moglicher
Signalweg gesehen wird [103].

Risikofaktoren, welche konfundierend auf den Zusammenhang von arterieller
Hypertonie und Tumorerkrankungen einwirken koénnten, da sie beide
Erkrankungen begiinstigen, sind Rauchen, Alter, Ubergewicht, Diabetes mellitus
und Alkoholkonsum [1]. Auch wurde diskutiert, ob Antihypertensiva, insbesondere
Diuretika, selbst die Entwicklung von Nierenzellkarzinomen hervorrufen. Jiingste
Studien legen jedoch nahe, dass eher der erh6hte Blutdruck als die Medikation
verantwortlich ist [104-106].
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1.5 Zielsetzung
In dieser Studie wurde die Verbindung zwischen arterieller Hypertonie,
oxidativem Stress und DNA-Schiaden als Risikofaktor fiir Tumorerkrankungen
untersucht. Hierfiir wurden aus Blut- und Urinproben von Hypertonikern und
gesunden Kontrollpersonen folgende Biomarker quantifiziert:
Marker fiir systemischen oxidativen Stress:

¢ im Plasma: SHp, D-ROM und 3-Nitrotyrosin

e im Urin: 8-0xodG, 15-F2-Isoprostan und Malondialdehyd
Marker fiir DNA-Schdden in Lymphozyten:

o vy-H2AX

e Mikrokernfrequenztest
Es erfolgte der Vergleich beider Gruppen mit der Frage, ob Hypertoniker mehr
systemischen oxidativen Stress und DNA-Schiden als die Kontrollpersonen
aufweisen. Auch wurde untersucht, ob sich gut und schlecht eingestellte
Hypertoniker hinsichtlich der Auspragung der Biomarker unterscheiden.
Im Weiteren wurden mogliche klinische Einflussfaktoren auf die untersuchten

Biomarker und deren Entwicklung im zeitlichen Verlauf analysiert.

Die Ergebnisse der Studie dienen der Abschidtzung von systemischem oxidativen
Stress und DNA-Schéden, unter Berticksichtigung deren Beeinflussung durch eine
antihypertensive Therapie, in dieser speziellen Hypertoniker-Gruppe. Zudem soll
ein Beitrag zur weiteren Etablierung der verwendeten Biomarker geleistet

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Soweit nicht anders im Text erwdhnt, wurden alle Chemikalien von Sigma Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

2.2 Patientenrekrutierung

Die Patienten wurden zum einen iiber die Ambulanz-Sprechstunde fiir
therapieresistente Hypertonie des Universitatsklinikums Wiirzburg (UKW) und
zum anderen iiber die Myocardial Sodium Content In Cardiac Disease (MyStIC)-
Studie rekrutiert.

In der Sprechstunde fiir therapieresistente Hypertonie werden Patienten
behandelt, die trotz der Einnahme von (urspriinglich) mindestens drei
blutdrucksenkenden Medikamenten einen spontanen systolischen Blutdruck >160
mmHg oder im ABDM einen durchschnittlichen Blutdruck >135/85 mmHg
vorweisen. Als Baseline-Evaluation erfolgt dort der Ausschluss sekundirer
Hypertonieformen. Die in der Sprechstunde gewonnenen Daten wurden, bei
entsprechend vorliegender Einwilligungserklairung des Patienten, in das
Wiirzburger Register fiir therapieresistente Hypertonie eingetragen. Die Blut- und
Urinentnahme fiir die weitere Untersuchung auf Marker oxidativen Stresses und
auf Genomschaden erfolgte im Rahmen der Sprechstunde; die zum Patienten
gewonnenen klinischen Daten wurden aus dem Register bezogen. Eine
entsprechende Bewilligung durch die zustidndige Ethikkommission der
medizinischen Fakultit der Universitat Wiirzburg lag vor (Nr. 311/12).

Die MyStIC-Studie ist eine klinische Studie des Deutschen Zentrums fiir
Herzinsuffizienz (DZHI) des UKW zur Messung des Natriumgehaltes im Herz- und
Skelettmuskel. Es handelt sich um eine Beobachtungsstudie, die mittels Natrium-
MRT Unterschiede in der Natriumspeicherung bei drei verschiedenen Gruppen
feststellen will: (1) Patienten mit primaren Hyperaldosteronismus, (2) Patienten
mit essentieller Hypertonie, (3) gesunden Probanden. Es galten die folgenden Ein-

und Ausschlusskriterien.
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Allgemeine Einschlusskriterien:
e Alter > 18 Jahre

e Unterschriebene Einverstiandniserklarung

Allgemeine Ausschlusskriterien:

¢ Kontraindikationen fiir die Durchfiihrung eines MRT

e Kardiale Vorerkrankungen (z.B. Vorhofflimmern, Myokardinfarkt oder
koronare Herzkrankheit)

¢ Eingeschrankte Nierenfunktion (GFR<30 ml/min)

e Manifeste Lebererkrankung

e Systemische Erkrankungen mit kardialer oder pulmonaler Beteiligung (z.B.
Amyloidose, Lungenfibrose)

e Schwangerschaft/ Stillzeit

Spezifische Ausschlusskriterien fiir gesunde Probanden:
e Bekannte arterielle Hypertonie
e Einnahme eines blutdruckwirksamen Medikaments (z.B. ACE-
Hemmer/AT R-Blocker, Calciumantagonisten, Betablocker, Diuretikum,
Antisympathotonika, Alpha-1-Blocker)
e Behandlung mit einem Mineralkortikoid-Rezeptor(MR)-Antagonisten

innerhalb der letzten drei Wochen

Aus der MyStIC-Studie wurden also zum einen Patienten mit arterieller Hypertonie
und zum anderen die gesunden Probanden als Kontrollgruppe rekrutiert. Die
Blutentnahme fiir die weitere Untersuchung auf Marker oxidativen Stresses und
Genomschaden erfolgte im Rahmen der Baseline-Untersuchung der Patienten bzw.
Probanden, die dazu gewonnenen klinischen Daten wurden aus der
Studiendatenbank bezogen. Der entsprechende Ethikantrag (Nr. 220/13) lag

bewilligt vor.
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2.3 Datenerhebung

Die Datenerhebung erfolgte fiir die Patienten bzw. Probanden der Sprechstunde
fiir therapieresistenten Bluthochdruck und der MyStIC-Studie gleichermafen. Die
tiblichen Blut- und Urinparameter wurden vom Zentrallabor des UKW bestimmt

(siehe Tabelle 7.1 und

Tabelle 7.2). Die drztlich durchgefiihrte korperliche Untersuchung beinhaltete
neben der Bestimmung von Korpergrofde und -gewicht die Messung des
Blutdrucks am Oberarm mittels eines Standard-Sphygmomanometers. Nachdem
der Patient sich setzte, wurde die Blutdruckmanschette angelegt und 5 min Ruhe
eingehalten. Es erfolgten drei Messungen im Abstand von jeweils 2 min am
gleichen Arm nach folgendem Schema: 1. Messung im Sitzen, 2. Messung im Liegen,
3. Messung im Stehen.

Das Ambulante Blutdruck-Monitoring (ABDM) wurde entweder im DZHI oder
extern durchgefiihrt.

Informationen tber Vorerkrankungen, kardiovaskuldre Risikofaktoren und
aktuelle Medikation wurden anamnestisch und tiber vorherige Arztbriefe

ermittelt.

2.4 Blutentnahme und -aufbereitung

Die Entnahme peripheren vendsen Blutes erfolgte mit einer Einmalkaniile oder -
butterfly und einer 9 ml EDTA-Monovette. Mit der Aufbereitung des Blutes wurde
innerhalb von zwei Stunden nach Entnahme begonnen. Zunachst wurden 7 ml des
Mediums zur Auftrennung der Zellen nach Dichtegradient Histopaque-1077 in ein
15 ml Zentrifugenréhrchen mit konischem Boden (Sarstedt, Niimbrecht,
Deutschland) gegeben und auf Raumtemperatur erwiarmt. Histopaque-1077 wurde
vorsichtig im Verhéltnis von 1:1 mit 7 ml Vollblut tiberschichtet. Die anschlief3ende
Zentrifugation (Universal K25, Hettich, Tuttlingen, Deutschland) erfolgte bei
Raumtemperatur fiir 30 min mit 400 x g. Dies flihrte zu einer Aufteilung des
Gemisches in vier Schichten. Die oberste Schicht, dem Plasma entsprechend, wurde
mit einer Pasteurpipette bis etwa 0,5 cm oberhalb der undurchsichtigen

Interphase abgenommen, in Eppendorfcups (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
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aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Die undurchsichtige Schicht mit Lymphozyten
und anderen mononukledren Zellen wurde ebenfalls mit einer Pasteurpipette
aufgenommen und in ein neues konisches 15 ml Zentrifugenréhrchen gegeben. Es
wurden 10 ml des Lymphozytenmediums (RPMI-1640 Medium, 15 % FBS
(Biochrom, Berlin, Deutschland), 1 % L-Glutamin, 0,4 % Penicillin/Streptomycin,
0,1 % Tylosin, 1 % Natrium-Pyruvat, 1 % NEAA) hinzugefiigt und vorsichtig
gemischt. Die Suspension wurde bei Raumtemperatur fiir 10 min mit 250 x g
zentrifugiert (Rotanta RP, Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Der Uberstand wurde
aspiriert und verworfen. Das Zellpellet wurde mit 10 ml Lymphozytenmedium
resuspendiert und erneut bei oben genannten Einstellungen zentrifugiert. Der
Uberstand wurde aspiriert und verworfen. Das Pellet wurde mit 3 ml
Lymphozytenmedium resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl mittels
Zahlkammer (Neubauer improved, Hecht Assistent, Sondheim, Deutschland)
wurden die Lymphozyten fiir unterschiedliche Versuche weiterverwendet und

dementsprechend aufgeteilt.

2.5 Urinaufbereitung

Die von den Probanden abgegebene Urinprobe erreichte in 10 ml Monovetten
innerhalb von zwei Stunden das Labor und wurde dann stets auf Eis gelagert. Es
erfolgte zundchst eine Zentrifugation (Universal 16R, Hettich, Tuttlingen,
Deutschland) bei 4 °C fir 10 min mit 4100 x g. Das am Monovettenboden
verbleibende Sediment wurde verworfen, der Urin wurde in Eppendorfcups

aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

2.6 7 -H2AX-Bestimmung

Das H2A-Histon lagert sich mit Proteinen dreier anderer Histonklassen zusammen
um den Nukleosomenkern zu bilden. HZAX ist eine von vier Varianten des H2A-
Histons und besitzt ein verlangertes COOH-Ende mit der Aminosdure Serin an
Position 139. Als Reaktion auf DNA-Doppelstrangbriiche kann es dort
phosphoryliert werden und wird dann als y-H2AX bezeichnet. Die
Phosphorylierung dient u.a. der Rekrutierung von Reparaturproteinen, sodass es

innerhalb weniger Sekunden nach Doppelstrangbruch (DSB) zu einer
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Akkumulation von y-H2AX-Molekiilen und Reparaturenzymen um den Bruch
herum kommt [107]. Diese Anhdaufungen werden als Foci bezeichnet und kénnen
mit phosphospezifischen Antikérpern fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht
werden [108] (siehe Abbildung 2.1). Da die Anzahl der y-H2AX-Foci mit der
Anzahl der DSB korreliert [109], ist der y-H2AX-Assay eine sehr sensitive Methode
zur Detektion von DSB [110].

DSB entstehen zum einen im Rahmen von physiologischen Vorgiangen wie der
V(D)J-Rekombination des Immunsystems, der Meiose oder ROS-assoziiert, und
zum anderen durch dufiere Einfliisse wie z.B. UV-Strahlung oder
Chemotherapeutika [111]. Sie stellen eine schwerwiegende Form von DNA-
Schiaden dar, da ein Fehler in der Reparatur den Zelltod oder genomische
Verdanderungen wie Deletionen, Translokationen oder Chromosomenverluste zur
Folge haben kann [112]. Diese chromosomalen Verdnderungen koénnen zur

Tumorentstehung beitragen [113].

2.6.1 Probenaufbereitung

Direkt im Anschluss an die Isolierung der PBMC (siehe 2.4) wurden etwa je 20.000
Zellen mittels Zytozentrifugation (Cytospin 3, Thermo Scientific, Braunschweig,
Deutschland) auf vorgereinigte Objekttrager aufgebracht. Die Zentrifugation
wurde fiir 5 min mit 1129 x g und hoher Beschleunigung durchgefiihrt. Die
Objekttrager wurden dann bei -20 °C in Methanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

gelagert und die Zellen dadurch fixiert.

2.6.2 Farbung

Zunachst wurden die in Methanol fixierten Cytospinpraparate fiir 5 min mit PBS
gewaschen. Das Zellenfeld wurde mit einem Fettstift (ImmEdge™ Pen, Vector
Laboratories, Burlingame, USA) umrandet. Bei den folgenden Farbeschritten
waren je 60 pl Losung pro Objekttrager notig. Um die Zellen zu permeabilisieren
und unspezifische Protein-Protein-Interaktionen zu unterbinden, wurden diese
nun bei Raumtemperatur fiir 30 min mit der Blockierlosung (PBS, 5 % donkey
serum (Biochrom, Berlin, Deutschland), 1 % BSA, 0,3 % Triton X-100) inkubiert.
Die Blockierlosung wurde mit einer Pipette abgenommen und es folgte

unmittelbar die Inkubation mit dem Primdrantikérper (Rabbit monoclonal

26



Material und Methoden

(EP854(2)Y) to Histone H2AX (phospho S139) antibody, ab81299, Abcam,
Cambridge, UK) in einer Verdiinnung von 1:100 in Blockierlésung fiir 1 h bei 37 °C
im Dunkeln. Die ungebundenen Antikorper wurden daraufhin durch 3-mal 8-
minttiges Waschen mit PBS und 0,2 % Tween (PBST) entfernt. Die nachsten
Farbeschritte erfolgten im Dunkeln. Die Prdaparate wurden mit dem
korrespondierenden Sekundarantikorper (CF488A Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L),
#20015, Biotium, Hayward, USA) in einer Verdiinnung von 1:200 in Blockierlésung
fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Ein Waschen mit PBST fiir 3-mal 8 min
folgte. Nun wurden zur Zellkernfarbung die Zellen fiir 10 min mit DAPI
(Stammlésung 10 mg/ml) in einer Verdiinnung von 1:1000 in PBS inkubiert und
daraufhin 2-mal fiir 5 min mit PBS gewaschen. Zuletzt wurden die gefarbten Zellen
mit Confocal Matrix (Micro Tech Lab, Graz, Osterreich) eingedeckt, mit einem
Deckglas versehen, am Rand mit Nagellack abgedichtet und bis zur Visualisierung

am Mikroskop am nachsten Tag bei 4 °C gelagert.

X 1k

Sekundarantikorper

Primdrantikorper

7 N\

phosphoryliertes H2AX ﬁ’)

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der indirekten Immunfluoreszenz zur
Detektion von y-H2AX-Foci.

2.6.3 Auswertung
Die gefarbten Cytospinprdparate wurden am Mikroskop Eclipse 55i (Nikon,

Diisseldorf, Deutschland) mit der Kamera MP5000 Fluoro-Pro (Intas, Gottingen,
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Deutschland) bei 400-facher Vergrof3erung aufgenommen und tiber das Programm
Qcapture Pro (Version 5.0.1.26, Media Cybernetics, Rockville, USA) als TIFF-
Dateien gespeichert. Fiir jedes Bild mit FITC-Filter wurde ein korrespondierendes
Bild mit UV-2A-Filter aufgenommen.

Zur Quantifizierung des DNA-Schadens wurde die Anzahl der Foci pro Zelle
bestimmt. Um die Visualisierung der Foci zu verbessern wurden die FITC-Bilder
mit Image] (Version 1.47v, RSB Home, Bethesda, USA) bearbeitet. Zunachst wurde
das Bild in seine Kanile aufgetrennt und das neu erzeugte griine 8-bit
Graustufenbild invertiert. Die Kontrasteinstellungen wurden dann anhand der
Positivkontrolle des entsprechenden Versuchs gewahlt und fiir alle Bilder des
Versuchs iibernommen. Unterschiedliche Belichtungszeiten beim Fotografieren am
Mikroskop an verschiedenen Bearbeitungstagen konnten so ausgeglichen werden
(siehe Abbildung 2.2).

Die Positivkontrollen wurden an einem Versuchstag aus der Blutprobe einer
Person hergestellt. Nach der Probenaufbereitung (siehe 2.4) wurden die isolierten
Lymphozyten fiir 2 h mit 100 pM Genistein in Lymphozytenmedium bei 37 °C
inkubiert und anschlieffend durch Zytozentrifugation auf Objekttrager
aufgebracht. Bei jeder y-H2AX-Farbung wurden zwei dieser Objekttrager als
Positivkontrolle mitgefarbt.

Alle Bilder wurden vom selben Untersucher auf die gleiche Weise manuell
ausgewertet. Die Probenherkunft war wahrend des Zahlens fiir den Untersucher
verblindet. Fiir jede Probe wurden zwei Objekttrager gefarbt und jeweils in 50
Zellen die Anzahl der Foci bestimmt. Der daraus gebildete Mittelwert ergab den
Endpunkt Foci/Zelle. Unterschiedliche Proben des gleichen Patienten wurden an
einem Tag gefarbt.

Es wurden nur die Foci eines mit DAPI gefarbten Nucleus gezahlt. Der Nucleus
musste rund, unbeschadigt, scharf abfotografiert und komplett im Bild einsehbar
sein. Zellkerne mit Nuclear Buds (NBUD), Nuclear Blebs (NBLEB) oder Mikrokern
wurden inkludiert, andere deformierte oder fragmentierte Nuclei wurden nicht
gezahlt. Der y-H2AX-Focus musste zudem Kklar begrenzt sein, ineinander

verschmolzene Foci wurden als ein Focus gezahlt.
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Abbildung 2.2: Reprisentative Bilder der y-H2AX-Fluoreszenzfirbung, die zur
manuellen Zihlung der Foci verwendet wurden.

Die verschiedenen fiir die Auswertung notwendigen Schritte sind dargestellt. Der
deformierte U-formige Nucleus in der Bildmitte wurde nicht mitgezahlt. A: Bild von mit
Genistein behandelten Lymphozyten, aufgenommen bei FITC-Filter am Mikroskop. B:
Ausschnitt wie A, aufgenommen bei UV-2A-Filter. C: Durch Bearbeitung von Bild A in
Image] entstandenes Bild. Hierzu wurde das Originalbild in seine Graustufen-Kanile
geteilt, das Griinkanal-Bild invertiert und entsprechende Kontrasteinstellungen gewahlt.
D: Zeigt ein aus Bild C vergrofierten Bildausschnitt. Die gezahlten Foci wurden zur
Veranschaulichung mit roten Punkten besetzt.

2.7 Mikrokernfrequenztest

Der Mikrokernfrequenztest dient dem Nachweis verschiedener Arten
chromosomaler Schdaden [89]. Die dabei beobachteten Chromatin-haltigen
Strukturen, welche von einer Membran umgeben im Zytoplasma ohne Verbindung
zum Zellkern vorliegen, werden als Mikrokerne bezeichnet. Sie beinhalten
entweder gebrochene Chromosomenfragmente oder komplette Chromosomen
(siehe Abbildung 2.3). Zur Entstehung tragen also sowohl unreparierte DNA-

Doppelstrangbriiche als auch Schiaden des Spindelapparates bei. Diese
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schwerwiegenden Schiaden konnen wdahrend der Mitose auf Tochterzellen
libertragen werden.

Die Korrelation zwischen Mikrokernfrequenz in peripheren Lymphozyten und
Tumorrisiko wurde mehrfach aufgezeigt [114, 115], sodass die Bildung von

Mikrokernen ein durchaus relevantes Ereignis darstellt.

A B

SRS

Abbildung 2.3: Mikrokerne in einkernigen Zellen.

A: Bild von drei einkernigen Zellen. Im Zytoplasma der oberen rechten Zelle befindet sich
ein Mikrokern. B: Schematische Darstellung der Mikrokernentstehung in einer sich
teilenden Zelle. Mikrokerne enthalten gebrochene Chromosomenfragmente oder
komplette Chromosomen. Modifiziert nach [116].

Mit dem Mikrokernfrequenztest kénnen auch andere nukledre Anomalien, die auf
eine chromosomale Instabilitit hinweisen, detektiert werden [117] (siehe
Abbildung 2.4). NBUDs besitzen die gleichen morphologischen Eigenschaften wie
Mikrokerne, sind aber iiber eine Briicke mit dem Zellkern verbunden. Sie
entstehen, wenn wahrend der S-Phase des Zellzyklus tiberschiissige oder im
Zytoplasma verbliebene DNA von Zellkernmembran ummantelt wird [118].
Anders als Mikrokerne beinhalten NBUDs vor allem azentrische
Chromosomenfragmente [119]. Als NBLEBs werden Vorwdélbungen des Zellkerns
beschrieben, welche sich nicht durch eine klare Einschniirung vom Zellkern

abgrenzen. Ihre Entstehung und Rolle sind weitestgehend unbekannt [120].
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung und Bilder von weiteren im
Mikrokernfrequenztest detektierbaren chromosomalen Schiden nach GelGreen-
Farbung.

A: Schematische Darstellung eines NBUD in einer zweikernigen Zelle. B: Bild von zwei
einkernigen Zellen; der Zellkern der rechten Zelle zeigt einen NBUD, eine MK-dhnliche
Struktur, die mit dem Zellkern iiber eine Briicke verbunden ist. C: Schematische
Darstellung von NBLEBs in einer zweikernigen Zelle. D: Bild von zwei einkernigen Zellen;

der Zellkern der rechten Zelle zeigt einen NBLEB, eine Ausstiilpung Chromatin-haltigen
Materials aus dem Zellkern. Modifiziert nach [121].

2.7.1 Probenaufbereitung

Direkt im Anschluss an die Isolierung der PBMC (siehe 2.4) wurden 5 ml der
Lymphozytensuspension mit etwa 1 Mio. Zellen/ml in eine 25 cm?
Zellkulturflasche fiir Suspensionszellen (Greiner Bio-One, Kremsmiinster,
Osterreich) gegeben. Zur Stimulation der Mitose wurden 10 pg/ml
Phytohdamagglutinin hinzugeben. Die Zellkulturflaschen wurden dann stehend bei
37 °C und 5 % CO: fir 24 h im Brutschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland)
inkubiert [121]. Die Zellen wurden anschlieffend durch Zytozentrifugation (siehe
2.6.1) auf vorgereinigte Objekttrager aufgebracht und diese bei -20 °C in Methanol

gelagert und fixiert.

2.7.2 Farbung und Auswertung
Die Cytospinpraparate wurden nach Verdunstung des Methanols fiir 7 min mit 10

ul des Nukleinsdure-Farbstoffs GelGreen (Biotium, Hayward, USA) inkubiert und
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nach Abspiilen mit PBS mit DABCO und einem Deckglas eingedeckt. Die GelGreen-
Gebrauchslosung bestand aus 1 % Stammldsung in destilliertem Wasser.

Die Praparate wurden am Tag der Farbung, nachdem sie codiert wurden, bei 400-
facher Vergroflerung am Mikroskop Eclipse 55i (Nikon, Diisseldorf, Deutschland)
ausgewertet.

Alle Auswertungen wurden vom selben Untersucher durchgefiihrt. Pro Probe
wurden zwei Objekttrager gefarbt und jeweils mindestens 1000 Zellen
ausgewertet, sodass insgesamt mindestens 2000 Zellen pro Probe erfasst wurden.
Zum einen wurde der Anteil doppelkerniger und mehrkerniger (23 Nuclei) Zellen
sowie Apoptosen und Mitosen in 1000 einkernigen Zellen (EK) gezdhlt und zum
anderen nukleare Anomalien wie MK, NBUDs, NBLEBs und NPBs erfasst. Die
Auswertungskriterien orientierten sich an denen von Fenech [120] (siehe Tabelle
2.1). Da die Zellteilung nicht durch Cytochalasin B in der Anaphase arretiert

wurde, wurden die Anomalien in einkernigen Lymphozyten gezahlt.

Tabelle 2.1: Auswertungskriterien des Mikrokernfrequenztests.

e Zellmembran intakt und deutlich abgrenzbar von
Einkernige Nachbarzellen
Zelle e Zellkernmembran intakt und innerhalb der
Zellmembran befindlich
e Zellkern rund bis oval
e Morphologie und Farbung wie Hauptkern
e Lokalisation innerhalb des Zytoplasmas aber
Mikrokern aufderhalb des Hauptkerns
e Keine Verbindung oder Uberlappung mit dem
Hauptkern
o (Grofe (Flache) 1/256 bis 1/9 des Hauptkerns
e Morphologische und Farbeigenschaften wie MK
klassisch| ® Verbunden mitdem Zellkern tber eine Briicke, die
Nuclear Bud entweder wenig oder deutlich schmaler ist als der
Bud
spezial e wie Klassisch, aber Bud ist gréfer als ein MK
Nuclear Bleb e Keine Einschniirung zwischen Zellkern und
liberstandigem Zellkernmaterial erkennbar
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Die Chromosomenschiden NBUD, NBLEB und andere wie zum Beispiel
doppelkernige Zellen mit MK oder einkernige Zellen mit NBUD und MK (siehe
Abbildung 2.5) wurden als Summe zum Endpunkt ,Nukleire Anomalien“ (NA)

zusammengefasst.

Mikrokern

Abbildung 2.5: Nukleire Anomalien in Lymphozyten nach GelGreen-Farbung.

A: Bild von zweikerniger Zelle mit Mikrokern und NBLEB. B: Bild von einkerniger Zelle mit
Mikrokern und 2 NBUDs.

Wenn in einer Probe andere Leukozytenarten wie segmentkernige neutrophile
Granulozyten gehauft vorkamen, wurde dies ebenfalls erfasst.

In regelmafdigen Abstinden wurden Positiv- und Negativkontrollen gefarbt und
ausgewertet. Hierfiir dienten V79-Zellen, die in Zellkultur gehalten wurden. Diese
wurden zum einen mit 15 pg/ml MMS als Alkylanz und zum anderen mit DMSO fiir
4 h inkubiert. Nach Austausch des Mediums wurden sie entsprechend ihrer
Verdopplungszeit nach 20 h geerntet und durch Zytozentrifugation auf

Objekttrager aufgebracht.

2.8 Marker fur oxidativen/ nitrosativen Stress im Plasma

Die Plasmaproben wurden fiir den Nachweis drei verschiedener Marker fiir

oxidativen bzw. nitrosativen Stress verwendet (siehe B in Abbildung 1.4).
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2.8.1 D-ROM

Als Biomarker fiir oxidativen Stress wurde der D-ROM-Test herangezogen. Da ROS
eine sehr kurze Halbwertszeit haben [122], werden die stabileren D-ROM im
Plasma nachgewiesen. Dabei handelt es sich um den Nachweis von v.a.
Hydroperoxiden (chemische Struktur R—O—OH mit R als kohlenstoffthaltigen
Rest), welche u.a. in Lipiden, Glykosiden und Proteinen vorkommen. Sie entstehen
zum Beispiel bei der Reaktion zwischen Lipiden und Hydroxl-Radikalen und
werden von den Zellen in die Blutgefafie transportiert [77]. In zahlreichen Studien
wurde der D-ROM-Test bereits eingesetzt und es konnte eine Korrelation zu
kardiovaskuldren Erkrankungen [123, 124], Inflammation [125],
Tumorerkrankungen [126] sowie Mortalitdt und Alter [127, 128] gezeigt werden.
Die photometrische Methode zur Messung von Hydroperoxid-Leveln im Serum
wurde erstmals von Trotti und Carratelli beschrieben [129] und basiert auf
einfachen chemischen Reaktionen. Im sauren Milieu (pH=4,8) l6sen sich die zuvor
an Serumproteinen gebundenen Eisen-lonen und katalysieren die Umwandlung
von Hydroperoxiden zu Alkoxyl- und Peroxyl-Radikalen. Diese wiederum
oxidieren das Chromogen N,N-Diethyl-p-phenylendiamin, sodass ein rot gefarbtes
Kation entsteht, welches bei Wellenldnge 505 nm gemessen wird [130]. Das
Testergebnis wird in CARR U (Carratelli Units) angegeben, wobei 1 CARR U 0,08
mg H202/100 ml Plasma entspricht [131].

Die Messungen wurden von Herrn Eugéene Jansen des Centre for Health Protection,
National Institute for Public Health and the Environment, Bilthoven, Niederlande,
mit einem D-ROM-Assay-Kit (Diacron, Grosseto, Italien) und dem Autoanalyzer

LX20-Pro (Beckman-Coulter, Woerden, Niederlande) durchgefiihrt.

2.8.2 SHp

Der SHp-Assay ist ein photometrisches Verfahren zur Bestimmung der Thiol-
Konzentration im Plasma. Thiole sind organische Verbindungen, die an einem
Kohlenstoff-Atom eine Thiolgruppe (-SH) gebunden haben. Sie kommen im
menschlichen Organismus v.a. in Proteinen als Aminosdure Cystein oder in
Liponsdure vor. Thiolgruppen, z.B. von Glutathion oder Thioredoxin, kénnen

reversibel oxidiert werden und spielen daher als Antioxidantien eine wichtige

34



Material und Methoden

Rolle bei der Regulierung des Redox-Status [132]. Thiol-Level im Serum oder
Plasma wurden daher bereits als Biomarker eingesetzt [133], erniedrigte Werte
zeigten ein ungilinstiges Profil und korrelierten negativ mit Mortalitit und Alter
[127,128].

Die Messung der Thiol-Konzentration beruht auf ein Verfahren nach Ellman [134],
welches von Hu modifiziert wurde [135] und heutzutage automatisiert erfolgen
kann. Die Methode basiert auf die Reaktion zwischen Thiolgruppen mit 5,5'-
Dithiobis-2-nitrobenzoesdure (DTNB), bei der es durch Gelbfirbung zu einer
erhohten Absorption bei Wellenldnge 412 nm kommt [136, 137]. Die Messungen
wurden von Herrn Eugene Jansen des Centre for Health Protection, National
Institute for Public Health and the Environment, Bilthoven, Niederlande, mit einem
SHp-Assay-Kit (Diacron, Grosseto, Italien) und dem Autoanalyzer LX20-Pro
(Beckman-Coulter, Woerden, Niederlande) durchgefiihrt. Die Ergebnisse des
Assays wurden als pmol/] ausgegeben.

Zur Kontrolle der Plasmaproben-Qualitdat wurde das Ausmafd von Hamolyse und
hohen Gehalten an Bilirubin und Lipiden als H(amolytischer)-, I(kterischer)- und
L(ipamischer)-Index angegeben [138]. Fiir L-Index-Werte 24 wurde das SHp-

Ergebnis der entsprechenden Probe nicht fiir weitere Untersuchungen verwendet.

2.8.3 3-Nitrotyrosin

Als Marker fiir nitrosativen Stress wurde 3-Nitrotyrosin im Plasma bestimmt.
Tyrosin ist eine nicht-essentielle Aminosdure, welche in Proteinen haufig
oberflachennah liegt und daher leicht modifiziert werden kann. Fiir die Nitrierung
von freiem und proteingebundenem Tyrosin zu 3-Nitrotyrosin ist als Vertreter der
RNS vor allem Peroxynitrit verantwortlich [139]. 3-Nitrotyrosin stellt, vor allem
wenn es proteingebunden vorliegt, eine stabilere Verbindung dar als
beispielsweise Stickstoffmonoxid und eignet sich daher besser zum Nachweis von
nitrosativem Stress. Zahlreiche Studien zeigten erhoéhte 3-Nitrotyrosin-Level in
verschiedenen Erkrankungen wu.a. des vaskuldren, rheumatoiden und

neurologischen Formenkreises [140].
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Es wurde ein kompetitiver ELISA zur quantitativen Bestimmung der 3-
Nitrotyrosin-Level im Plasma verwendet. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte
kolorimetrisch bei einer Wellenldnge von A = 450 nm [141].

Die Messungen wurden in der Arbeitsgruppe von Frau Nicole Schupp, Institut fiir
Toxikologie der Universitatsklinik Diisseldorf, mit dem ,Nitrotyrosine ELISA Kit
(#SKT-126)“ (StressMarq Biosciences Inc., Victoria, Kanada) durchgefiihrt. Die

Ergebnisse wurden in nM angegeben.

2.9 Marker fiir oxidativen Stress im Urin
Im Spontanurin wurden drei verschiedene Marker fiir oxidativen Stress

nachgewiesen und jeweils auf die Kreatinin-Konzentration bezogen (siehe A in

Abbildung 1.4).

2.9.1 15-FIsoprostan

Zur Bestimmung eines weiteren Biomarkers oxidativen Stresses wurde die
[soprostan-Konzentration im Urin gemessen. Fz-Isoprostane sind Prostaglandin-
F2-dhnliche Verbindungen, welche in vivo durch ROS-induzierte Peroxidation von
Lipiden, v.a. von Arachidonsidure, ohne die enzymatische Wirkung der
Cyclooxygenasen (COX) entstehen [142, 143]. In reduzierter Form, dann Fzq-
[soprostan genannt, gibt es zahlreiche Isomere, unter denen das 15-F;¢-Isoprostan
(15-F2-IsoP) die meiste Beachtung findet [144]. Dies beruht darauf, dass 15-F-
IsoP zum einen biologische Aktivitiat, z.B. als Vasokonstriktor der renalen
glomeruldren Arteriolen, besitzt, und zum anderen als stabiler Biomarker fiir
Lipidperoxidation und oxidativen Stress in Plasma und Urin bereits etabliert ist.
Erhohte F»-IsoP-Level sind in zahlreichen Krankheiten wie Diabetes mellitus,
alkoholtoxischer Lebererkrankung oder Arteriosklerose zu finden [145].
15-Fz-IsoP-Level im  Urin konnen mittels Gaschromatographie mit
Massenspektrometrie-Kopplung (GC/MS) oder Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) bestimmt werden. In dieser Arbeit kam letzteres in Form eines
kompetitiven Immunassays zum Einsatz. Das 15-Fzi-IsoP der Probe und der
Standardreihe konkurriert mit an Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiertem 15-
F2t-IsoP um die Bindung an den auf die Mikrotiterplatte angebrachten spezifischen

15-F2-IsoP-Antikorpern. Wenn HRP mit dem hinzugegebenen Substrat reagiert,
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kommt es zu einem Farbumschlag. Dabei ist die Farbintensitiat proportional zum
am Antikorper gebundenen 15-Fz-IsoP-HRP und invers korreliert mit der Anzahl
an unkonjugiertem 15-F2¢-IsoP der Probe oder Standardreihe. Vor Verdiinnung des
Urins fiir den ELISA wurde dieser mit -Glucuronidase behandelt. Dadurch wurde
an Glucuronsaure gebundenes 15-Fz-Isoprostan freigesetzt, sodass letztlich nicht
das freie sondern das totale 15-Fz-Isoprostan gemessen werden konnte [146].

Die Messungen wurden in der Arbeitsgruppe von Frau Nicole Schupp, Institut fiir
Toxikologie der Universitatsklinik Diisseldorf, mit dem ,Urinary Isoprostane EIA
Kit (EA-85)" (Oxford Biomedical Research, Rochester Hills, USA) durchgefiihrt. Die
Ergebnisse wurden nach Normierung mit den Kreatininwerten in ng 15-Fz¢

IsoP/mg Kreatinin angegeben.

2.9.2 Malondialdehyd

Ein weiterer im Urin gemessener Biomarker fiir oxidativen Stress und
Lipidperoxidation ist MDA. MDA entsteht in vivo zum einen durch nicht-
enzymatische Prozesse als sekundares Endprodukt der Lipidperoxidation, v.a. aus
Arachidonsdure, und zum anderen durch enzymatische Prozesse als
Nebenprodukt der Thromboxan-Az-Herstellung. MDA kann die schadigende
Wirkung oxidativen Stresses verstirken, indem es selbst mit multiplen
Biomolekiilen reagiert und mit diesen Addukte bildet. Durch Bindung an Proteine
und freie Aminosduren konnen deren Funktion herabgesetzt oder verdndert
werden. Bei der Adduktbildung mit Nukleosiden entsteht u.a. Pyrimido[1,2-
a]purin-10(3H)-eins (M1G), welches Frameshift- und Punktmutationen
verursachen kann. Diese durch MDA induzierten Schiaden spielen eine Rolle bei
der Entstehung zahlreicher Krankheiten wie Karzinomen, Diabetes mellitus oder
des kardiovaskularen Formenkreises [78, 147].

Zur Detektion des MDA-Gehalts im Urin wurde der auf der Methode von Yagi [148]
basierende Thiobarbitursdaure (TBA)-Assay verwendet. Unter Hitze- und
Saureeinwirkung verbindet sich TBA mit den sogenannten TBA-reaktiven
Substanzen (TBARS), darunter v.a. MDA, und bildet ein rosafarbenes Produkt,

dessen Intensitit bei Wellenldnge Aex/em = 560 nm/585 nm fluorimetrisch
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bestimmt wird. Die Fluoreszenzintensitat ist direkt proportional zur TBARS-
Konzentration der Probe [149, 150].

Die Messungen wurden in der Arbeitsgruppe von Frau Nicole Schupp, Institut fiir
Toxikologie der Universitatsklinik Diisseldorf, mit dem , QuantiChrom™ TBARS
Assay Kit (DTBA-100)“ (BioAssay Systems LLC, Hayward, USA) durchgefiihrt. Bei
TBARS-Werten > 1,5 uM wurde die Probe verdiinnt, der Assay erneut durchgefiihrt
und das Ergebnis mit dem Verdiinnungsfaktor multipliziert. Die Ergebnisse

wurden im Verhaltnis zum Kreatinin als umol MDA /mol Kreatinin angegeben.

2.9.3 8-oxodG

Die Messung von 8-oxodG im Urin als Biomarker fiir oxidative DNA-Schaden und
oxidativen Stress ist eine weit verbreitete Methode. Die Oxidation von Guanin
findet zum einen direkt in der DNA und zum anderen am Vorlaufermolekiil dGTP
im Nukleotidpool, welches anschliefiend in die DNA eingebaut wird, statt. Durch
diverse Reparaturenzyme, z.B. die Oxoguanin-DNA-Glycosylase 1 (0OGG1), wird 8-
oxodG freigesetzt und gelangt iiber den Blutkreislauf zur Niere und in den Urin.
Unter der Annahme, dass sich die Guanin-Oxidationsrate ebenso wie die
Reparatur- und Exkretionsrate dieser oxidierten Basen im Menschen {iber
Tage/Wochen im Gleichgewicht befinden, reprasentiert die exkretierte Menge
oxidierter Nukleoside im Urin die Produktion oxidierter DNA im Kérper und damit
den oxidativen Stress. Erhohte Exkretionsraten wurden in verschiedenen
kardiovaskuldren und Tumorerkrankungen festgestellt [151-153].

Zur quantitativen Bestimmung der 8-oxodG-Level im Urin kam ein kompetitiver
ELISA zur Anwendung. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte kolorimetrisch bei
einer Wellenldnge von A = 450 nm [154].

Die Messungen wurden in der Arbeitsgruppe von Frau Nicole Schupp, Institut fiir
Toxikologie der Universitatsklinik Diisseldorf, mit dem ,DNA Damage (8-OHdG)
ELISA Kit (#SKT-120)“ (StressMarq Biosciences Inc., Victoria, Kanada)
durchgefiihrt. Bei den untersuchten Urinproben handelte es sich um Spontanurin.
Die Ergebnisse wurden auf das Urin-Kreatinin bezogen und in ng 8-oxodG / mg

Kreatinin angegeben.
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2.9.4 Kreatinin

Um die Ergebnisse der oben genannten Marker fiir oxidativen Stress aus dem
Spontanurin vergleichbar zu machen, wurden sie ins Verhdltnis zur Kreatinin-
Konzentration der jeweiligen Probe gesetzt. Kreatinin entsteht kontinuierlich als
Abbauprodukt des Kreatin-Stoffwechsels im Muskel und wird unverandert iiber
die Niere ausgeschieden.

Der zur Bestimmung der Kreatinin-Konzentration verwendete Assay beruht auf
einer erstmals von Jaffé beschriebene Reaktion, bei der in einem alkalischen Milieu
Pikrinsdure einer Urinprobe zugefiihrt wird und eine orangerote Verbindung mit
unter anderem Kreatinin entsteht [155]. Die Farbintensitat wurde kolorimetrisch
bei einer Wellenldnge von A = 500 nm gemessen. Eine erneute Messung erfolgte
nach 20-miniitiger Inkubation mit einer sauren Losung. Die Differenz der
Farbintensitaten vor und nach dem Ansduern ist proportional zur Kreatinin-
Konzentration [156].

Die Messungen wurden in der Arbeitsgruppe von Frau Nicole Schupp, Institut fiir
Toxikologie der Universititsklinik Diisseldorf, mit dem ,Creatinine (urinary)
Colorimetric Assay Kit (Item No. 500701)“ (Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, USA) durchgefiihrt.

2.10 Statistische Auswertung

Metrische Variablen wurden als Median mit dazugehorigen mit Tukey-
Angelpunkten berechneten 1. und 3. Quartil (Q1-Q3), kategoriale Variablen als
Prozent angegeben. Die Daten wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf ihre
Normalverteilung hin tlberpriift. Da grofdtenteils keine normalverteilten Daten
vorlagen, erfolgte die weitere Uberpriifung von Unterschieden und

Zusammenhangen mittels nicht-parametrischer Testverfahren.

Bei unabhingigen Stichproben erfolgte die Uberpriifung auf signifikante
Unterschiede zwischen mehreren (=23) Gruppen mittels Kruskal-Wallis-Test und
zwischen zwei Gruppen mittels Mann-Whitney-U-Test. Bei abhédngigen
Stichproben wurde hingegen bei mehreren (23) Gruppen der Friedman-Test und

bei zwei Gruppen der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewandt. Nach
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Anwendung des Kruskal-Wallis- bzw. Friedman-Test erfolgten Post-Hoc-Tests
mittels Bonferroni-Korrektur.

Korrelationen = zwischen  metrischen = Variablen = wurden mit dem
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman (r) angegeben. Orientierend an der
Einteilung von Cohen [157] wurde dieses Mafd der Effektstirke folgendermafden
interpretiert: r= .10 entspricht einem schwachen, r= .30 einem mittleren und r=
.50 einem starken Effekt. Bei nominalen Variablen wurden zur Uberpriifung des
Zusammenhangs der Chi-Quadrat bzw. Fisher-Exakt-Test angewandt. Wenn bei
einer nominalen Variable mehr als zwei Auspragungen moglich waren, kam als

exakter Test die Monte-Carlo-Methode zur Anwendung.

Zur  weiterfiihrenden  Betrachtung von  Gruppenunterschieden  und
Zusammenhangen wurden zudem Kovarianz (ANCOVA)- und Regressionsanalysen
durchgefiihrt. Um die Voraussetzungen fiir diese parametrischen Verfahren
erfiillen zu kénnen, war es notwendig die nicht-normalverteilten Variablen im
Sinne einer Datentransformation zu logarithmieren. Die mit dem dekadischen
Logarithmus transformierten Variablen erhielten das Prafix ,1g".

Um Zusammenhdnge zwischen mehreren erklarenden (unabhdngigen) Variablen
und einer abhdngigen Variable festzustellen, wurden Regressionsanalysen
durchgefiihrt. Die Modellgleichung des multiplen linearen Regressionsmodells

lautet:

y=Bo+PB1: X1+ .+ Pc- X+ €

Jeder abhangigen Variable y (z.B. SHp oder y-H2AX) wurden die unabhédngigen
Variablen x (z.B. Geschlecht oder Alter), welche in den zuvor durchgefiihrten
einfachen Zusammenhangsanalysen Signifikanz gezeigt hatten, zugeordnet. Der
Einfluss der unabhidngigen Variablen wird durch den standardisierten
Koeffizienten 3 ausgedriickt. Der nicht standardisierte Regressionskoeffizient B
lasst eine Aussage zur quantitativen Veranderung von y zu, wenn x sich um eine
Einheit dndert. € entspricht dem Residuum. Der Determinationskoeffizient R? gibt

an, wie viel Prozent der abhdngigen Variable durch die Regressionskoeffizienten
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der Modellschatzung erklart werden konnen. Beim korrigierten R? ist das R? in
Hinblick auf Fallzahl (n) und Anzahl der unabhdngigen Variablen adjustiert.

In dieser Arbeit wurden die Regressionsanalysen in einem explorativen Ansatz mit
der Methode der Rickwartsselektion durchgefiihrt. Dabei schloss das Statistik-
Programm nacheinander jeweils die unabhdngige Variable, welche die grofite
Insignifikanz (mit p > 0,1) aufwies, aus dem Modell aus, bis nur noch Variablen
verblieben, welche einen signifikanten Beitrag zur Varianzaufklarung leisteten. Die
Ergebnisse sind fiir jede abhdngige Variable als Tabelle dargestellt. Die
Voraussetzungen fiir die Anwendung eines multiplen linearen Regressionsmodells
wurden jeweils gepriift.

Um Gruppenunterschiede einer abhdngigen Variable genauer zu untersuchen,
wurde im Rahmen einer ANCOVA das Modell um eine Kovariate erganzt. Die Giite

des Modells wurde ebenfalls mit dem korrigierten R? angegeben.

Bei allen statistischen Verfahren wurde ein p < 0,05 als signifikant anerkannt.

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm SPSS Statistics (Version 25,

IBM, Armonk, USA) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienpopulation

3.1.1 Gruppendefinition

Die Studienteilnehmer wurde entsprechend ihrer Einnahme von Antihypertensiva
und ihrer durchschnittlichen systolischen Blutdruckwerte im ABDM bzw. ihrer
Praxis-Blutdruckwerte in 3 Gruppen eingeteilt (siehe Tabelle 3.1). Hierzu wurden
jeweils die Daten ihrer ersten Visite herangezogen.

Als gesunde Kontrolle wurden solche Personen definiert, welche keine
Antihypertensiva einnahmen und einen durchschnittlichen systolischen Blutdruck
im ABDM Kkleiner als 140 mmHg aufwiesen. Hierbei wurde sich an der
entsprechenden Einteilung der MyStIC-Studie orientiert. Als gut eingestellte
Hypertoniker (HypGut) galten Personen mit einem durchschnittlichen systolischen
Blutdruck im ABDM oder, wenn dieser nicht vorhanden war, einem systolischen
Praxis-Blutdruck im Sitzen kleiner als 140 mmHg unter laufender Therapie mit
mindestens einem Antihypertensivum. Zu den schlecht eingestellten
Hypertonikern (HypSch) wurden demensprechend Patienten gezdhlt, welche unter
laufender antihypertensiver Therapie einen durchschnittlichen systolischen
Blutdruck im ABDM oder, wenn dieser nicht vorhanden war, einen systolischen
Praxis-Blutdruck im Sitzen grofder/ gleich 140 mmHg zeigten. Ebenfalls in diese
Gruppen fielen Patienten, die keine Antihypertensiva einnahmen und einen
durchschnittlichen systolischen Blutdruck im ABDM grofier/ gleich 140 mmHg
aufwiesen. Zudem wurden die Gruppen der gut und schlecht eingestellten
Hypertoniker zu einer gemeinsamen Hypertoniker-Gruppe (HypAll)

zusammengefasst betrachtet.
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Tabelle 3.1: Definitionen zur Einteilung der Studienteilnehmer.

Diese erfolgte in 2 Haupt- und 3 Untergruppen anhand der Einnahme von
Antihypertensiva und gemessener Blutdruckwerte.

Durchschnittlicher
systolischer Blutdruck im
Gruppe Untergruppe Antihypertensiva
ABDM bzw. systolischer
Praxis-Blutdruck
Kontrolle 0 und <140 mmHg
Gut eingestellte
Hypertoniker >1und <140 mmHg
(HypGut)
Hypertoniker
Schlecht >1und > 140 mmHg
(HypAll)
eingestellte
Hypertoniker 0 und > 140 mmHg
(HypSch)

3.1.2 Merkmale der Studienteilnehmer

Von den insgesamt 72 rekrutierten Studienteilnehmern konnten 8 der Kontroll-
Gruppe und 64 der Hypertoniker-Gruppe zugeordnet werden, wobei 36 Patienten
einen gut eingestellten und 28 Patienten einen schlecht eingestellten Blutdruck
zeigten. Die folgenden Tabellen zeigen die klinischen Merkmale der

Studienteilnehmer.
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Tabelle 3.2: Basischarakteristika der Studienteilnehmer.

Neben Alter, Geschlecht und Body Mass Index (BMI) sind Vorerkrankungen und
Lebensstilfaktoren nach Gruppe geordnet dargestellt. Gezeigt ist jeweils der Median (Q1-
Q3) oder die Anzahl mit prozentualem Anteil. *p < 0,05 verglichen zur Kontrolle. °p < 0,05
verglichen zu HypGut.

Kontrolle HypGut HypSch HypAll
Anzahl 8 36 28 64
Alter [Jahre] |56 (47,5-63,5) |69,5(62-76)* 65 (59-73) 66,5 (60,5-73,5)*

Mainnliches

Geschlecht

6 von 8 (75%)

16 von 36 (44,4%)

18 von 28 (64,3%)

34 von 64 (53,1%)

BMI [kg/m?]

27,8 (25,2-28,9)

29,0 (26,4-33,1)

30,4 (28,0-34,0)

29,6 (26,8-33,8)*p=007

Raucher 0 von 8 (0%) 3von 33 (9,1%) 4 von 26 (15,4%) 7 von 59 (11,9%)
Ovon8 12 von 36 13 von 28 25von 64
Diabetes
(0%) (33,3%)*p=0.08 (46,4%)* (39,1%)*
Chronisch-
entziindliche |0 von 8 (0%) 3 von 36 (8,3%) 4 von 28 (14,3%) 7 von 64 (10,9%)
Erkrankung
Tumor-
0 von 8 (0%) 6 von 34 (17,6%) 0 von 24 (0%)° 6 von 58 (10,3%)
erkrankung

In Tabelle 3.2 ist festzustellen, dass das mediane Alter der Kontrollgruppe zum
Zeitpunkt der Untersuchung signifikant niedriger war als das mediane Alter der
Hypertoniker und der HypGut. Die Gruppen zeigten keine signifikanten
Unterschiede in ihrer Zusammensetzung beziiglich Geschlecht, Body Mass Index
(BMI), Rauchgewohnheiten und dem vorliegen chronisch-inflammatorischer
Erkrankungen wie z.B. einer chronischen Virushepatitis oder Erkrankungen des
rheumatoiden Formenkreises. Sowohl bei der Kontrolle als auch bei den
Hypertonikern lag der mediane BMI zwischen 25 und 30 kg/m?, sodass beide
Patientengruppen nach WHO-Definition iibergewichtig waren. 17,6 % der HypGut-
Gruppe und damit signifikant mehr als in der HypSch-Gruppe hatten in einem
Zeitraum von 16 Jahren bis 11 Monaten vor dem Untersuchungszeitpunkt die
Erstdiagnose einer malignen Tumorerkrankung und wurden bereits operativ,
chemotherapeutisch und/ oder strahlentherapeutisch behandelt. Gutartige
Tumoren wurden nicht beriicksichtigt. In der HypAll-Gruppe waren signifikant

mehr Patienten an Diabetes mellitus erkrankt als in der Kontrollgruppe. Trotz der
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hohen Diabetes mellitus-Pravalenz von 39,1 % unter den Hypertonikern betrug

der mediane HbA1.5,9 % (siehe Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: Laborparameter der Studienteilnehmer.

Diese sind nach funktionellen Systemen unterteilt dargestellt. Die Werte sind alle mit
Ausnahme von den zwei Werten des Sammelurins aus dem Blut bestimmt worden. Die fett
gedruckten Werte liegen tiber den Labor-Referenzwerten fiir den jeweiligen Wert (siehe
Anhang). eGFR = abgeschatzte glomeruladre Filtrationsrate nach CKD-EPI-Formel. HbAi.=
Glykohdmoglobin, NT-proBNP = N-terminales Propeptid des Brain Natiuretic Peptide.
Gezeigt ist jeweils der Median (Q1-Q3) und die Fallzahl (n) oder die Anzahl mit
prozentualem Anteil. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 verglichen zur Kontrolle. °*°p <

0,001 verglichen zu HypGut.

Kontrolle HypGut HypSch HypAll
Nierenfunktion:
eGFR 82 (77-88) 75 (56-86) 77 (57-89) 75 (57-87)
[ml/min/1,73m?] [n=8 n=35 n=28 n=63
Harnstoff 23 (23-25) 38 (28-48)** 35 (28-41)** 36 (28-46)***
[mg/dl] n=38 n=236 n=28 n =64
Kreatinin 1,01 (0,78-1,06) |0,89 (0,8-1,15) 0,99 (0,77-1,20) 0,96 (0,79-1,17)
[mg/dl] n=38 n=236 n=28 n =64

Cystatin C [mg/]]

1,06 (0,93-1,27)
n=22

0,99 (0,86-1,29)
n=22

1,00 (0,88-1,28)
n=44

Sammelurin:
10 von 19 14 von 40
Proteinurie 0 von 8 (0%) 4 von 21 (19%)
(52,6%) *° (35%)*p=0.09
12 von 18 14 von 39
Albuminurie 0 von 8 (0%) 2von 21 (9,5%)
[66,7%)**'000 [35’9%)*13:0,08
RAAS:
8 (7-27) 27 (8-37) 18 (7-33)
ACE [U/1]
n=15 n=20 n =35
7,8 (6,9-10,1) 11,6 (6,5-39,8) 6,2 (2,5-15,4) 9,2 (4,2-28,4)
Renin [ng/1]
n=8 n=31 n =25 n=>56
45 (38-66) 66 (39-119) 52 (36-101) 58 (37-117)
Aldosteron [ng/l1]
n=38 n=31 n=25 n=56
Aldosteron- 5,6 (4,9-8,5) 4,2 (1,2-12,9) 12,0 (2,3-16,4) 7,4 (1,5-16,4)
Renin-Quotient |n=8 n=31 n=25 n=>56
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Kontrolle HypGut HypSch HypAll
Stoffwechsel:

5,6 (5,5-5,7) 5,9 (5,6-6,4) 6,0 (5,5-6,6) 5,9 (5,5-6,5)
HbAlc [%]

n=5 n =34 n=28 n=62
Cholesterin 236 (210-256) |194 (160-221)* 182 (146-224)* 187 (158-221)**
[mg/dl] n=38 n =34 n=28 n=62
Triglyceride 142 (114-193) |126(104-217) 122 (94-205) 124 (98-214)
[mg/dl] n=38 n=35 n=28 n=63
Harnsaure 59 (5,1-7,8) 5,8(5,1-7,5) 5,8(5,1-7,8)
[mg/dl] n=25 n=24 n=49

7,2 (6,9-7,5) 7,1(6,8-7,3) 7,0 (6,8-7,3) 7,0 (6,8-7,3)
Protein [g/dl]

n=8 n=36 n=27 n=63
Weitere:
NT-proBNP 41 (30-62) 103 (48-434)*p=0.08 | 154 (75-413)* 109 (59-433)**
[pg/ml] n=38 n=32 n=27 n=>59

0,08 (0,06-0,23) |0,27 (0,07-0,50) 0,22 (0,16-0,71) 0,25 (0,10-0,50)
CRP [mg/dl]

n=38 n=9 n=5 n=14

Die Harnstoffwerte betrachtend zeigten die Hypertoniker-Gruppen eine signifikant
schlechtere Nierenfunktion. Im Sammelurin tiber 24 Stunden wiesen Patienten der
HypSch-Gruppe signifikant haufiger eine Protein- und Albuminurie auf als die der
Kontroll- und HypGut-Gruppe. Im RAAS ergaben sich keine signifikanten
Gruppenunterschiede. Die Kontrollen hatten einen signifikant erh6hten
Cholesterinwert im Vergleich zu den Hypertonikern bei jedoch seltenerer
Einnahme von Statinen (siehe Tabelle 3.6). Andere Stoffwechsel-Parameter waren
tiber die Gruppen dhnlich ausgepragt. Als Marker der Herzinsuffizienz war das NT-
proBNP bei den HypSch und HypAll im Vergleich zu den Kontrollen signifikant
erhoht messbar. Der Entziindungsmarker C-reaktives Protein (CRP) lag in den
Hypertoniker-Gruppen tendenziell erh6ht vor, wurde jedoch nur bei insgesamt 22

Studienteilnehmern bestimmt.
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Tabelle 3.4: Systolische Blutdruckwerte der Studienteilnehmer.

Zum einen sind die Messungen wahrend der koérperlichen Untersuchung im Sitzen und
zum anderen wahrend des ABDM dargestellt. Als Dipping wird ein néachtlicher
Blutdruckabfall > 10 % des Tagesmittelwertes bezeichnet. Gezeigt ist jeweils der Median
(Q1-Q3) oder die Anzahl mit prozentualem Anteil. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001

verglichen zur Kontrolle. °p < 0,05, °°p < 0,01, °°°p < 0,001 verglichen zu HypGut.

Kontrolle HypGut HypSch HypAll
Praxis-Messung:
Anzahl 8 34 27 61

Systole im Sitzen

[mmHg]

138 (129-140)

143 (127-152)

154 (148-172)*°°

149 (136-162)*p=0.09

ABDM:

Anzahl

32

22

54

Systole Gesamt

126 (123-132)

129 (121-134)

154 (146-160)***°0°

136 (128-151)*

[mmHg]
Systole Tag
133 (125-137) |132(124-137) |158 (151-166)***°°° | 140 (129-154)*p=0.07
[mmHg]
Systole Nacht
118 (114-124) |120(115-127) |142 (134-157)***°°° |131 (119-138)*
[mmHg]
11 von 32
Dipper 5von 8 (62,5%) 10 von 22 (45,5%) 21 von 54 (38,9%)
(34,4%)

Tabelle 3.4 zeigt die wahrend der korperlichen Untersuchung am sitzenden
Patienten und die wahrend des ABDM gemessenen systolischen Blutdruckwerte.
Der Gruppeneinteilung entsprechend fanden sich bei den HypSch signifikant
hohere systolische Blutdruckwerte als bei der Kontrolle und den HypGut. Unter

den HypAll waren erwartungsgemaf, wenn auch nicht signifikant, weniger Dipper.
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Tabelle 3.5: Sekundire Hypertonieformen bei den Studienteilnehmern.
Gezeigt ist jeweils die Anzahl mit prozentualem Anteil. *p < 0,05 verglichen zur Kontrolle.

Kontrolle HypGut HypSch HypAll
Priméarer Ovon8 2von 33 3von 26 5von 59
Hyperaldosteronismus (0%) (6,1%) (11,5%) (8,5%)

Ovon8 11 von 26 9 von 20 20 von 46
OSAS

(0%) (42,3%)* (45%)* (43,5%)*

Ovon8 0 von 33 0 von 25 0 von 58
Phaochromozytom

(0%) (0%) (0%) (0%)

Ovon8 0O von 31 0 von 24 0 von 55
Nierenarterienstenose

(0%) (0%) (0%) (0%)

Es gab keine signifikanten Unterschiede unter den Hypertoniker-Gruppen
bezlglich der Pravalenz sekundarer Hypertonieformen. Die mit Abstand haufigste
Ursache einer sekundiaren Hypertonie war das OSAS. Insgesamt 5
Studienteilnehmer hatten einen nachgewiesenen primaren Hyperaldosteronismus.
Ein Phaochromozytom oder eine Nierenarterienstenose lag bei keinem der

Studienteilnehmer vor.

Tabelle 3.6: Medikation der Studienteilnehmer.

Neben der detaillierten Auflistung der eingenommenen Antihypertensiva ist die Einnahme
von Statinen dargestellt. Gezeigt ist jeweils die Anzahl mit prozentualem Anteil oder der
Median (Q1-Q3). *p < 0,05, ***p < 0,001 verglichen zur Kontrolle. °p < 0,05 verglichen zu
HypGut.

Kontrolle HypGut HypSch HypAll
Anzahl 8 36 28 64
ACE-Hemmer 0 (0%) 18 (50%)* 11 (39,3%)*P=008 |29 (45,3%)*
AT1R-Blocker 0 (0%) 15 (41,7%)* 12 (42,9%)* 27 (42,2%)*
Aldosteronantagonist 0 (0%) 9 (25%) 7 (25%) 16 (25%)
Renininhibitor 0 (0%) 1(2,8%) 1 (3,6%) 2 (3,1%)
Diuretikum 0 (0%) 28 (77,8%)** |21 (75%)*** 49 (76,6%)***
Calciumantagonist 0 (0%) 32 (88,9%)*** |19 (67,9%)***.°p=0.06 | 51 (79,7%)***
Betablocker 0 (0%) 29 (80,6%)*** |20 (71,4%)*** 49 (76,6%)***
Alpha-1-Blocker 0 (0%) 11 (30,6%) 14 (50%)* 25(39,1%)*
Antisympathotonikum 0 (0%) 14 (38,9%)* 9 (32,1%) 23 (35,9%)*
Direkter Vasodilatator 0 (0%) 2 (5,6%) 4 (14,3%) 6 (9,4%)
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Kontrolle HypGut HypSch HypAll
Anzahl Antihypertensiva |0 5(3,5-6)*** 5(2,5-6)*** 5 (3-6)***
Statine 1(12,5%) 16 (44,4%) 10 (35,7%) 26 (40,6%)

Gemafd der Gruppeneinteilung zeigten sich signifikante Unterschiede bei der
Einnahme von Antihypertensiva zwischen der Kontroll- und den
Hypertonikergruppen. Patienten sowohl der HypGut- als auch der HypSch-Gruppe
nahmen im Median 5 Antihypertensiva ein. Die 3 in beiden Gruppen am haufigsten
eingenommene Substanzklassen waren Calciumantagonisten, Diuretika und
Betablocker. Auch wurden ACE-Hemmer und AT R-Blocker in beiden Gruppen in
ahnlicher Haufigkeit eingenommen. Aldosteronantagonisten wurden sowohl in der
HypGut- als auch in der HypSch-Gruppe von 25 % eingenommen. Renininhibitoren
waren mit Abstand die am seltensten angewandten RAAS-wirksamen
Antihypertensiva. Antihypertensiva der zweiten Wahl wie Alpha-1-Blocker

wurden tendenziell haufiger von den HypSch eingenommen.

3.2 Marker fiir oxidativen Stress

Zur Ermittlung der Level oxidativen Stresses in den Studienteilnehmern wurden
mehrere Biomarker sowohl in ihrem Urin als auch in ihrem Blutplasma bestimmt.
Hierbei ist in Abbildung 3.1 und Abbildung 3.2 zu sehen, dass die HypAll-Gruppe
verglichen zur Kontroll-Gruppe fiir alle Marker mit Ausnahme von MDA hdhere
Stresslevel aufwies. Fir SHp (p < 0,01), 3-Nitrotyrosin (p < 0,001) und 15-Fz¢
Isoprostan (p < 0,05) waren diese Unterschiede signifikant, wohingegen 8-oxodG
und D-ROM lediglich nicht-signifikante Unterschiede zeigten. Nach Korrektur der
Gruppenunterschiede fiir das Alter, verblieb dieser signifikante Unterschied fiir
SHp und 3-Nitrotyrosin, wobei das Alter bei SHp auch einen signifikanten Einfluss
zeigte. Flr 15-Fai-Isoprostan wurde der Gruppenunterschied durch den Einfluss

des Alters nicht-signifikant (siehe Tabelle 3.7).
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Tabelle 3.7: ANCOVA einzelner Marker fiir oxidativen Stress.

Flr die 3 Marker, welche einen signifikanten Gruppenunterschied zwischen Kontrolle und
HypAll zeigten, wurde eine ANCOVA durchgefiihrt. Angegeben sind der korrigierte
Determinationskoeffizient (R2), die Fallzahl (n) und Signifikanz (p) des Modells sowie die
Signifikanz des Faktors Gruppe (Kontrolle vs. HypAll) und der Kovariate Alter.

Kor. R2 n p (Modell) p (Gruppe) p (Alter)
SHp 31 57 <0,001 0,043 <0,001
3-NT .35 65 <0,001 <0,001 0,148
15-Fat-IsoP .26 34 0,003 0,087 0,008

Beim Vergleich der Hypertoniker-Untergruppen mit der Kontrollgruppe waren
weniger signifikante Unterschiede auszumachen. SHp lag bei den HypSch
signifikant (p < 0,05) und bei den HypGut knapp nicht-signifikant (p = 0,06)
niedriger vor als bei den Kontrollen. Dabei sprechen hohe SHp-Level fiir weniger
oxidativen Stress und ein hoheres antioxidatives Potenzial. 3-Nitrotyrosin war
sowohl bei HypGut (p < 0,001) als auch HypSch (p < 0,01) signifikant erhoht. Es
fallt zudem auf, dass die HypGut-Gruppe fiir alle Marker tendenziell hohere Level

an oxidativem Stress als die HypSch-Gruppe zeigte.
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Abbildung 3.1: Marker fiir oxidativen Stress gemessen im Plasma.

A: Boxplot der freien Thiolgruppen in Proteinen (SHp) als Marker des antioxidativen
Potenzials (n = 57). B: Boxplot der D-ROM (n = 69). C: Boxplot des 3-Nitrotyrosin (n = 65).
Gezeigt wird jeweils der Vergleich zwischen der Kontrollgruppe, HypGut und HypSch. Die
Klammern geben den Vergleich HypAll zur Kontrolle an mit n.s. = nicht-signifikant, **p <
0,01 und ***p < 0,001.
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Abbildung 3.2: Marker fiir oxidativen Stress gemessen im Urin.

A: Boxplot des 8-oxodG (n = 34). B: Boxplot des Malondialdehyd (n = 34). C: Boxplot des
15-Fz-Isoprostan (n = 34). Gezeigt wird jeweils der Vergleich zwischen der
Kontrollgruppe, HypGut und HypSch. Die Klammern geben den Vergleich HypAll zur
Kontrolle an mit n.s. = nicht-signifikant und *p < 0,05.
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3.3 Marker fiir DNA-Schaden

Zur Detektion von DNA-Schiaden wurden in Lymphozyten des peripheren Blutes
der Studienteilnehmer y-H2AX als Marker fiir DNA-Doppelstrangbriiche und
Mikrokerne als Marker fiir chromosomale Aberrationen bestimmt.

Aufgrund der sehr geringen Auspragung der im Mikrokernfrequenztest neben den
Mikrokernen detektierbaren Anomalien wie NBUDs und NBLEBs wurden diese
hier nicht einzeln graphisch dargestellt, sondern als nukleire Anomalien
zusammengefasst. Mittels der Marker konnten keine signifikanten Unterschiede an
DNA-Schaden zwischen den Gruppen festgestellt werden (siehe Abbildung 3.3).

Tendenziell waren die DNA-Schaden bei den Hypertonikern sogar erniedrigt.

53



Ergebnisse

n.s.
A 5,5 | l
K] 5,077 { \
o
N
‘S 457
$ N
= 4,0-
N
T
I .
3,07
| | |
Kontrolle HypGut HypSch
B >
- n.s.
' \
o
o 3 [ \
=]
o
i
2 2
S
1 —r
1 T
| | |
Kontrolle HypGut HypSch
n.s.
4_
C [ l
- ( \
~
wl
o
=]
g 2
\
< T
2
) -
0—
| |

|
Kontrolle HypGut HypSch

Abbildung 3.3: Marker fiir DNA-Schiden in Lymphozyten.

A: Boxplot der y-H2AX-Foci/Zelle (n = 51). B: Boxplot der Mikrokerne/1000 einkernige
Zellen (n = 32). C: Boxplot der Nukledren Anomalien/1000 einkernige Zellen (n = 32).
Gezeigt wird jeweils der Vergleich zwischen der Kontrollgruppe, HypGut und HypSch. Die
Klammern geben den Vergleich HypAll zur Kontrolle an mit n.s. = nicht-signifikant.
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3.4 Korrelationsanalyse

Es erfolgte eine Korrelationsanalyse mit den Markern fiir oxidativen Stress und
DNA-Schdden anhand der zur ersten Visite erhobenen klinischen Parameter. Da
keine normalverteilten Daten vorlagen, wurde der Rangkorrelationskoeffizient

nach Spearman angewandt.

3.4.1 Korrelation mit Blutdruckwerten

Ausgenommen einer negativen Korrelation zwischen D-ROM und dem systolischen
Gesamt-Blutdruck im ABDM (r = -.27, p < 0,05) konnten keine Korrelationen mit
ausreichender Effektstarke und Signifikanz zwischen den Markern fiir oxidativen
Stress bzw. DNA-Schiden mit den systolischen Blutdruckwerten festgestellt

werden.

3.4.2 Korrelation unter den Markern

Unter den Markern fiir oxidativen Stress korrelierte lediglich SHp mit 3-
Nitrotyrosin signifikant (r= -.63, p < 0,01). Die Marker fiir DNA-Schiaden wiesen
untereinander keine Korrelationen auf. Die einzige Korrelation zwischen Markern
fir oxidativen Stress und DNA-Schidden war zwischen 3-Nitrotyrosin und
nukledren Anomalien zu sehen, welche iiberraschenderweise negativ war (r= -.49,

p <0,01).

3.4.3 Korrelation mit anderen klinischen Parametern

Bei der Korrelationsanalyse zwischen den Markern fiir oxidativen Stress bzw.
DNA-Schaden mit den anderen metrisch skalierten klinischen Parametern aus
Abschnitt 3.1.2 wiesen vor allem SHp, 3-Nitrotyrosin und 15-Fz-Isoprostan
effektstarke und signifikante Korrelationen auf. Alle 3 korrelierten signifikant mit
dem Alter (fiir SHp siehe Abbildung 3.4), dem Herzinsuffizienzmarker NT-proBNP
und dem Serumprotein (siehe Tabelle 3.8). SHp und 3-Nitrotyrosin korrelierten
dariiber hinaus mit Nierenfunktionsparametern (fiir 3-Nitrotyrosin siehe
Abbildung 3.5), Cholesterin und Renin. Bei 8-0xodG fielen Korrelationen mit
metabolischen Parametern wie BMI oder Harnsdure auf. D-ROM und MDA wiesen

keine relevanten Korrelationen auf.
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Abbildung 3.4: Korrelationsanalyse von SHp bezogen auf das Alter.
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Abbildung 3.5: Korrelationsanalyse von 3-Nitrotyrosin bezogen auf den
Nierenfunktionsparameter eGFR.
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Tabelle 3.8: Korrelationsanalyse der Marker fiir oxidativen Stress und klinische
Parameter.

Dargestellt sind alle Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman 2 .20 mit jeweiliger
Fallzahl (n) und Signifikanzniveau: *p < 0,05, **p < 0,01. Stellvertretend fiir die
Nierenfunktion wurde die eGFR gezeigt, wobei die anderen hier nicht gezeigten Parameter
der Nierenfunktion aus Blut und Sammelurin ebenfalls signifikant korrelierten.

NT- Serum- Harn-
Alter eGFR BMI Cholesterin | CRP Renin
proBNP | protein saure

-.64** 49** -.52%** 3% -29 30* -.28*
SHp

n=>59 n=>58 n=>55 n=57 n=37 n=>56 n=>55

31
D-ROM
n=22

37** - 45%* 3%k -.28* 36* -40** 22 31*
3-NT

n==67 n==66 n==61 n=64 n=44 n=64 n=18 n=>59

-52** |- 61%* -21
8-o0xo0dG
n=34 |n=20 n=33

15-Fz¢-  |.44** .35* -39* -27 .39
IsoP n=234 n=234 n=234 n=20 n=18

26 33 -26 -20 24
MDA

n=234 n=234 n=34 |[n=20 n=3

Bei der Korrelationsanalyse der Marker fiir DNA-Schaden hob sich der Marker y-
H2AX durch eine starke positive Korrelation mit CRP (siehe Abbildung 3.6) und
negative Korrelationen mit dem Gesamteiweifd und Cholesterin hervor. Die

Mikrokerne korrelierten negativ mit Renin (siehe Tabelle 3.9).
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Abbildung 3.6: Korrelationsanalyse von y-H2AX bezogen auf das Akute-Phase-
Protein CRP.

Tabelle 3.9: Korrelationsanalyse der Marker fiir DNA-Schiden und Kklinische
Parameter.

Dargestellt sind alle Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman 2 .20 mit jeweiliger
Fallzahl (n) und Signifikanzniveau: **p < 0,01.

NT- Serum- Harn-
Alter eGFR BMI Cholesterin | CRP Renin
proBNP | protein saure
21 -40** -32* 70%*
v-H2AX
n=>51 n=>51 n=>50 n=18
-22 - 47**
MK
n=21 n=232
-27 -24 -31 25
NA
n=232 n=32 |n=21 n=232

3.5 Einflussfaktoren auf die Marker fiir oxidativen Stress und DNA-Schaden

Bekannte klassische Einflussfaktoren auf Zielgréf3en in medizinischen Studien sind
das Alter, das Geschlecht und der BMI. Hinweise fiir deren Einfluss auf die hier
untersuchten Studiengruppen hinsichtlich der Auspriagung von oxidativem Stress

und DNA-Schaden ergaben sich bereits in der Korrelationsanalyse. Im Folgenden
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wurden neben den klassischen demographischen Einflussfaktoren weitere wie das
Rauchverhalten oder Begleiterkrankungen untersucht. Metrische Variablen, fiir
welche bereits in Abschnitt 3.4.3 signifikante und teils starke Korrelationen mit
den Markern fiir oxidativen Stress und DNA-Schdden festgestellt wurden, wurden
im Folgenden auf ihre Korrelationen untereinander untersucht (siehe Tabelle
3.10). Fiir kategoriale Variablen erfolgte eine Einteilung in entsprechende Gruppen
mit anschliefender Priifung auf signifikante Unterschiede mittels Mann-Whitney-

U-Test.

Tabelle 3.10: Interkorrelationsanalyse verschiedener klinischer Parameter.

Dargestellt ist der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman mit jeweiliger Fallzahl (n)
und Signifikanzniveau: *p < 0,05, **p < 0,01.

NT- Serum- Harn- Chole-
Alter eGFR BMI CRP
proBNP | protein saure sterin
Alter
-46**
eGFR
n=73
48** -46**
NT-proBNP
n=68 n==67
-.24* .19 -.28*
Serumprotein
n=71 n=70 n==66
-11 -.08 .04 -.04
BMI
n=73 n="72 n=67 n=71
11 - 42%* .06 .15 30*
Harnsaure
n =49 n =48 n=45 n =48 n =49
20 -13 21 -17 43* 33
CRP
n=22 n=22 n=22 n=21 n=22 n=8
-.05 21 -21 .25* -48** -16 -30
Cholesterin
n=71 n=61 n==66 n==69 n=71 n=48 n=22
12 -25* -14 04 .20 A0** -.38 -22
Renin
n=64 n==63 n==62 n=64 n=64 n=43 n=21 n==63
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3.5.1 Alter

Die Altersstruktur der Hypertoniker- bzw. Kontroll-Gruppen konnte als signifikant
unterschiedlich beschrieben werden (siehe Tabelle 3.2). Es war zudem
festzustellen, dass das Alter dhnlich wie die Stressmarker fiir oxidativen Stress
(siehe Tabelle 3.8) mit der eGFR, dem NT-proBNP und dem Serumprotein
korrelierte (siehe Tabelle 3.10).

3.5.2 Nierenfunktion
Flr die weiteren Auswertungen wurde stellvertretend fiir die Nierenfunktion die
eGFR verwendet. Diese zeigte addquate Korrelationen mit den anderen

Parametern der Nierenfunktion (siehe Tabelle 3.11).

Tabelle 3.11: Korrelationsanalyse der eGFR und anderen Parametern der
Nierenfunktion.

Dargestellt ist der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman mit jeweiliger Fallzahl (n)
und Signifikanzniveau: **p < 0,01

Kreatinin Harnstoff Cystatin C

-.83%* -67** - 79%*
eGFR

n=73 n=72 n=43

In Tabelle 3.10 ist zu sehen, dass sich die Korrelationen der Nierenfunktion ahnlich
zu denen des Alters und damit auch zu denen der Marker fiir oxidativen Stress
(siehe Tabelle 3.8) verhielten. Zusatzlich korrelierte sie negativ mit der Harnsaure.
Patienten mit einer Albuminurie waren tlber alle Studienteilnehmer gesehen
tendenziell dlter und hatten signifikant weniger SHp (p < 0,05, n = 39). Innerhalb
der HypSch-Gruppe war y-H2AX bei Albuminurie-Patienten signifikant erhoht (p <
0,05,n=13).

3.5.3 Geschlecht

Nach zusatzlicher Unterteilung der Studienteilnehmer nach Geschlecht zeigten sich
bei den Markern fiir DNA-Schaden keine und bei den Markern fiir oxidativen Stress
deutliche Verdnderungen. D-ROM lag iiber alle Studienteilnehmer hinweg bei
Frauen signifikant erhoht vor (p < 0,001, n = 69) (siehe Abbildung 3.7). Fiir 3-

Nitrotyrosin konnte nur bei Frauen der HypGut-Gruppe gesteigerte Werte
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festgestellt werden (p < 0,05, n = 31). Hingegen hatten Frauen in der HypSch-
Gruppe in Bezug auf 15-F;¢-Isoprostan niedrigere Werte (p < 0,01, n = 10).
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Abbildung 3.7: Marker fiir oxidativen Stress D-ROM getrennt nach Blutdruck-
Gruppen und Geschlecht.

Gezeigt wird ein Boxplot mit dem Vergleich zwischen der Kontrollgruppe (n = 8), HypGut
(n =34) und HypSch (n = 27) mit zusatzlicher Unterteilung nach dem Geschlecht.

3.5.4 Stoffwechselparameter

Der BMI zeigte bei der Korrelationsanalyse mit den Markern fiir oxidativen Stress
und DNA-Schidden eine negative Korrelation mit 8-oxodG (r = -.52, p < 0,01).
Positiv korrelierte er mit der Harnsdure und dem CRP, iiberraschenderweise
negativ hingegen mit dem Cholesterin (siehe Tabelle 3.10).

Das Serumprotein und das Cholesterin zeigten Korrelationen mit Markern fiir
sowohl oxidativen Stress als auch Genomschaden. Niedrige Level an Serumprotein
und Cholesterin waren demnach mit hoheren Leveln an oxidativem Stress und vy-

H2AX assoziiert (siehe Tabelle 3.8 und Tabelle 3.9).

3.5.5 Begleiterkrankungen
Bei Tumorkranken lag tber alle Studienteilnehmer gesehen ein signifikant
erhohtes 3-Nitrotyrosin vor (p < 0,05). Die niedrige Fallzahl der Tumorkranken (n

= 6) ist zu berticksichtigen.
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Diabetiker wiesen keine erhéhten Marker fiir oxidativen Stress auf. Jedoch war der
Marker fiir DNA-Doppelstrangbriiche, y-H2AX, tber alle Studienteilnehmer
gesehen bei Diabetikern signifikant erhéht (p < 0,001, n = 51) (siehe Abbildung
3.8).

Der Herzinsuffizienzmarker NT-proBNP zeigte Korrelationen zu erhohtem
oxidativen Stress in Form einer negativen Korrelation mit SHp und positiven

Korrelation mit 3-Nitrotyrosin (siehe Tabelle 3.8).
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Abbildung 3.8: Marker fiir DNA-Doppelstrangbriiche y-H2AX getrennt nach
Blutdruck-Gruppen und Diabetes mellitus.

Gezeigt wird ein Boxplot mit dem Vergleich zwischen der Kontrollgruppe (n = 8), HypGut
(n = 22) und HypSch (n = 21) mit zusatzlicher Unterteilung nach der Begleiterkrankung
Diabetes mellitus.

3.5.6 Entziindung

Patienten mit chronisch-entziindlicher Erkrankung wiesen, bei allerdings auch
geringer Fallzahl (n = 7), keine erhohten Marker fiir oxidativen Stress oder DNA-
Schaden auf.

3-Nitrotyrosin und 8-oxodG zeigten entgegengesetzte Korrelationen mit der
potenziell entziindliche Krankheitsverlaufe verursachenden Harnsaure.

Das Akute-Phase-Protein CRP korrelierte positiv mit y-H2AX (siehe Tabelle 3.9).
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3.5.7 Rauchen
Raucher zeigten weder erhohte Marker fiir oxidativen Stress noch fiir DNA-
Schaden auf. Auch hier war die Fallzahl der untersuchten Untergruppe sehr gering

(n=7).

3.5.8 Dipping

Dipper wiesen iiber alle Studienteilnehmer gesehen ein jlingeres Alter auf (p <
0,05, n = 62), sodass bei der weiteren Betrachtung ein Alterseffekt anzunehmen
war. Sie zeigten iliber alle Studienteilnehmer gesehen tendenziell weniger

oxidativen Stress mit hoheren SHp- und niedrigeren 3-Nitrotyrosin-Werten.

3.5.9 Statine

Studienteilnehmer, die keine Statine einnahmen, hatten ein signifikant héheres
SHp (p = 0,05, n = 57), wobei diese Patientengruppe auch signifikant jiinger war (p
<0,001,n="72).

3.5.10 Sekundare Hypertonie
Patienten mit einem OSAS hatten iliber alle Studienteilnehmer gesehen signifikant
erhohtes 3-Nitrotyrosin (p < 0,05, n = 48) (siehe Abbildung 3.9) und tendenziell

erhohtes 15-Fz-Isoprostan.
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Abbildung 3.9: Marker fiir oxidativen Stress 3-Nitrotyrosin getrennt nach
Blutdruck-Gruppen und OSAS.

Gezeigt wird ein Boxplot mit dem Vergleich zwischen der Kontrollgruppe (n = 8), HypGut
(n = 22) und HypSch (n = 18) mit zusatzlicher Unterteilung nach der sekundiren
Hypertonieursache OSAS.

Bei der Betrachtung der Patienten mit nachgewiesenem primaren
Hyperaldosteronismus konnten keine signifikant veranderten Marker festgestellt
werden, wobei jedoch die Fallzahl (n = 5) sehr gering war.

Renin zeigte Korrelationen mit Markern fiir sowohl oxidativen Stress als auch
DNA-Schaden. Hohe Level an Renin waren demnach mit mehr oxidativem Stress
und weniger Mikrokernen assoziiert (siehe Tabelle 3.8 und Tabelle 3.9). In Tabelle

3.10 fiel zudem eine positive Korrelation mit der Harnsaure auf.

3.5.11 Antihypertensiva

Patienten, welche RAAS-wirksame Medikamente einnahmen, waren signifikant
alter (p < 0,05, n = 72) und wiesen tiber alle Studienteilnehmer gesehen signifikant
hohere Level oxidativen Stresses, gemessen an SHp (p < 0,05, n = 57) und 3-
Nitrotyrosin (p <0,001, n = 65), auf. 15-Fz-Isoprostan war unter RAAS-wirksame
Medikamente einnehmenden Patienten der HypSch-Gruppe erhéht (p < 0,05, n =
10). Ahnlich verhielt es sich fiir Patienten, welche Alpha-Rezeptor-wirksame

Medikamente (Alpha-1-Blocker und/oder Antisympathotonika) einnahmen. Diese
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waren signifikant dlter (p < 0,05, n = 72) und hatten iiber alle Studienteilnehmer
gesehen weniger SHp (p < 0,05, n = 57), mehr 3-Nitrotyrosin (p < 0,01, n = 65) und
15-Fz-Isoprostan (p < 0,05, n = 34), wiesen aber weniger D-ROM (p < 0,05, n = 69)
und Nukledre Anomalien (p < 0,01, n = 32) auf. Fiir Calciumantagonisten lief3en
sich dhnliche, aber weniger signifikante Ergebnisse erzielen.

Die Ergebnisse dieser Antihypertensiva-Betrachtung lief3en auf eine relevante
Beeinflussung durch das Alter schlieflen. Die Ursache der tendenziell
unterschiedlichen Auspragung der Marker fiir oxidativen Stress zwischen HypGut
und HypSch (siehe Abschnitt 3.2) liefs sich daher, zumal keine signifikanten
Gruppenunterschiede bei der Einnahme dieser Medikamente vorlag (siehe Tabelle
3.6), weniger in den Antihypertensiva selbst als im Alter sehen. Hierfiir sprach

ebenso das hohere Alter der HypGut-Gruppe.

3.6 Regressionsanalysen

Im Folgenden wurden die in Abschnitt 3.5 beschriebenen Einflussfaktoren und die
einzelnen Marker fiir oxidativen Stress/ DNA-Schiaden anhand von multiplen
linearen Regressionsanalysen auf ihre Beziehungen hin untersucht. Hierfir
wurden alle in Spalte 1 in Tabelle 3.12 aufgefiihrten Einflussvariablen, teilweise
nach Transformation, eingeschlossen. Fiir jeden Marker erfolgte eine multiple
lineare Regressionsanalyse mit der Methode der Riickwartsselektion. Die durch
dieses Verfahren ermittelten Rergressionsmodelle mit ihren darin
aufgenommenen Einflussvariablen sind Tabelle 3.13 bis Tabelle 3.15 zu
entnehmen.

Harnsidure wurde, obwohl zuvor signifikante Korrelationen mit verschiedenen
Markern gezeigt worden waren, von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen, da
fir die Kontroll-Gruppe keine Werte vorlagen. CRP und Tumorerkrankungen
wurden aufgrund ihrer niedrigen Fallzahlen ebenfalls nicht in die

Regressionsanalyse aufgenommen.
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Tabelle 3.12: Ubersicht iiber signifikante Interaktionen zwischen Marker fiir
oxidativen Stress/ DNA-Schiden und klinischen Parametern.

SHp |D-ROM |3-NT |8-oxodG BFe s |V MK  |NA

IsoP H2AX

Alter X X X

Systole Gesamt X

BMI X

eGFR X X

Serumprotein X X X X

NT-proBNP X X X

Cholesterin X X X

Renin X X X

Geschlecht X X X

Diabetes X

0SAS X

3.6.1 Regressionsanalysen der Marker fiir oxidativen Stress im Plasma

Bei der multiplen linearen Regressionsanalyse von SHp verblieben nach
Riickwartsselektion das Alter, die eGFR, das Serumprotein und das OSAS als
signifikante Einflussvariablen im Modell (siehe Tabelle 3.13). Dieses wies eine
hohe Modellgiite auf (kor. R? =.60). Patienten mit einem OSAS hatten weniger SHp.
Wie bereits in den vorherigen Untersuchungen, zeigte sich bei der
Regressionsanalyse von D-ROM das Geschlecht als der dominanteste
Einflussfaktor. Frauen hatten dabei mehr D-ROM als Ménner.

In der Riickwartsregressionsanalyse von 3-Nitrotyrosin wurden das Alter, die
eGFR und das OSAS als signifikante Einflussfaktoren in das Modell aufgenommen,

wobei Patienten mit einem OSAS mehr 3-Nitrotyrosin hatten.
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Tabelle 3.13: Multiple lineare Regressionsanalysen der Marker fiir oxidativen Stress
im Plasma.

Eigenschaften des jeweiligen Modells mit korrigiertem Determinationskoeffizienten (R2),
Fallzahl (n) und Signifikanz (p) sind jeweils der ersten Zeile zu entnehmen. Weiterhin sind
pro im Modell aufgenommenen Einflussfaktor der ermittelte Regressionskoeffizient (B),
Standardfehler von B (SE), standardisierter Koeffizient (3), T-Statistik (T) und Signifikanz
(p) angegeben.

SHp Kor.R2=.60,n=36,p <0,001

B SE B T p
Alter -4,32 1,26 -0,45 -3,44 0,002
eGFR 1,73 0,76 0,29 -2,57 0,029
lgSerumprotein 903,42 309,91 0,34 2,92 0,007
0SAS -57,94 22,58 -0,29 -2,57 0,015
D-ROM Kor.R2=.32,n=41,p<0,001

B SE B T p
Geschlecht -20,81 4,69 -0,58 -4,43 <0,001
1g3-NT Kor.R2=.57,n=38,p <0,001

B SE B T p
Alter 0,013 0,01 0,40 3,40 0,002
eGFR -0,01 0,003 -0,33 -2,87 0,007
IgRenin 0,14 0,07 0,22 1,95 0,06
OSAS 0,37 0,09 0,49 4,39 <0,001

3.6.2 Regressionsanalysen der Marker fiir oxidativen Stress im Urin

Bei der Regressionsanalyse mittels Riickwartsselektion ging fiir 8-oxodG der BMI
und fiir 15-Fz-Isoprostan das Alter als der einzige signifikante Einflussfaktor
hervor (siehe Tabelle 3.14).

In der Regressionsanalyse von Malondialdehyd zeigten sich das Serumprotein und
Diabetes als signifikante Einflussfaktoren, wobei Diabetiker mehr MDA aufwiesen

als Nicht-Diabetiker.
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Tabelle 3.14: Multiple lineare Regressionsanalysen der Marker fiir oxidativen Stress
im Urin.

Eigenschaften des jeweiligen Modells mit korrigiertem Determinationskoeffizienten (R2),
Fallzahl (n) und Signifikanz (p) sind jeweils der ersten Zeile zu entnehmen. Weiterhin sind
pro im Modell aufgenommenen Einflussfaktor der ermittelte Regressionskoeffizient (B),
Standardfehler von B (SE), standardisierter Koeffizient (3), T-Statistik (T) und Signifikanz
(p) angegeben.

1g8-0x0dG Kor.R2=.32,n=26,p =0,002

B SE B T p
BMI -0,04 0,01 -0,59 -3,54 0,002
IglsoP Kor.R2=.22,n=26,p =0,023

B SE B T p
Alter 0,01 0,01 0,46 2,57 0,017
0SAS 0,20 0,11 0,33 1,86 0,075
IgMDA Kor.R2=.21,n=26,p =0,041

B SE B T p
BMI -0,02 0,10 -0,37 -2,00 0,058
lgSerumprotein 3,92 1,71 0,47 2,3 0,032
Diabetes 0,27 0,10 0,54 2,64 0,015

3.6.3 Regressionsanalysen der Marker fiir DNA-Schiaden

In der Regressionsanalyse im Riickwartsselektion-Verfahren von y-H2AX konnte
Diabetes als signifikanter Einflussfaktor identifiziert werden. Diabetes fiihrte
demnach zur Ausbildung von mehr y-H2AX-Foci (siehe Tabelle 3.15).

Bei der Regressionsanalyse der Mikrokerne konnte der systolische Blutdruck im
ABDM, das NT-proBNP und das Renin als signifikante Einflussfaktor ausgemacht
werden. Fir den systolischen Blutdruck und das Renin zeigte sich dabei ein
negativer Zusammenhang.

Mittels Rickwartsregression konnte fiir Nukledre Anomalien kein signifikantes

Modell generiert werden.
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Tabelle 3.15: Multiple lineare Regressionsanalysen der Marker fiir DNA-Schaden.

Eigenschaften des Modells mit korrigiertem Determinationskoeffizienten (R2), Fallzahl (n)
und Signifikanz (p) sind der ersten Zeile zu entnehmen. Weiterhin sind pro im Modell
aufgenommenen Einflussfaktor der ermittelte Regressionskoeffizient (B), Standardfehler
von B (SE), standardisierter Koeffizient (), T-Statistik (T) und Signifikanz (p) angegeben.

v-H2AX Kor.R2=.34,n=34,p<0,001

B SE B T p
eGFR -0,01 0,01 -0,26 -1,79 0,083
Diabetes 0,55 0,16 0,50 3,48 0,002
Mikrokerne Kor.R2=.36,n=26,p=0,014

B SE B T p
Systole Gesamt -0,03 0,01 -0,52 -2,78 0,012
eGFR 0,02 0,01 0,33 1,79 0,089
IgNT-proBNP 0,81 0,38 0,41 2,11 0,048
lgRenin -0,95 0,30 -0,51 -3,12 0,006
Geschlecht 0,62 0,31 0,35 2,01 0,058
Nukleidre Anomalien Kor.R2=.17,n=26,p = 0,069

B SE B T p
Alter -0,03 0,02 -0,42 -2,23 0,036
BMI -0,06 0,03 -0,34 -1,81 0,085
lgRenin 0,59 0,32 0,35 1,82 0,083

3.7 Langsschnittanalyse

Bisher wurden die Daten im Querschnitt zum Zeitpunkt der ersten Visite
betrachtet. Bei 17 Studienteilnehmern, allesamt der Gruppe HypAll angehorig,
erfolgte die Datenerhebung und -auswertung zusatzlich im zeitlichen Verlauf. Die
Zeitspanne zwischen der ersten Visite (V1) und dem 1. Follow-up (FUP1) betrug 7
+ 2 Monate und zwischen V1 und dem 2. Follow-up (FUP2) 14 + 2 Monate (siehe
Abbildung 3.10). Dabei zdhlte die FUP1 nur 16 Patienten, da ein Patient
(Fallnummer 17) diese nicht wahrgenommen hatte. Zur FUP2 waren 11 Patienten

erschienen.
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Abbildung 3.10: Ubersicht iiber die Lingsschnittstudie.

Gezeigt sind die Daten von V1, FUP1 und FUP2 fiir jeden einzelnen Fall. Der Abstand
zwischen V1 und FUP1 betrug 7 + 2 Monate und zwischen V1 und FUP2 14 + 2 Monate.

Der Umfang der erhobenen klinischen Parameter zu FUP1 und FUP2 entsprach
dem zu V1 (siehe 3.1.2). Die Unterschiede der metrisch skalierten Merkmale zu
den 3 verschiedenen Zeitpunkten wurden mittels Friedman-Test auf ihre
Signifikanz Uberprift. Der Post-hoc-Test erfolgte mittels Bonferroni-Korrektur.
Flir nominale Variablen wurde ein konstantes Verhalten postuliert, sodass diese

nicht im zeitlichen Verlauf betrachtet wurden.

3.7.1 Entwicklung der Marker im zeitlichen Verlauf

Das antioxidative Potenzial, gemessen an SHp, stieg im Verlauf signifikant an.
Dieser Anstieg erfolgte von V1 zu FUP1. Von FUP1 zu FUP2 blieb SHp konstant. Im
Gegensatz dazu steht der Anstieg der beiden Marker fiir oxidativen Stress. D-ROM
sank zundchst von V1 zu FUP1 ab und stieg dann von FUP1 zu FUP2 iiber den
Ausgangswert von V1 hinaus an. 3-Nitrotyrosin zeigte einen signifikanten Anstieg
sowohl von V1 zu FUP1 als auch von V1 zu FUP2, wobei der grofiere Anstieg von
V1 zu FUP1 erfolgte (siehe Tabelle 3.16). Zu beachten sind die niedrigen Fallzahlen

zu FUP2 und von 3-Nitrotyrosin.
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Die Marker fiir oxidativen Stress im Urin wurden nur zu einem Zeitpunkt
bestimmt, sodass diese bei der Auswertung im Langsschnitt keine

Beriicksichtigung fanden.

Tabelle 3.16: Veranderungen der Marker fiir oxidativen Stress im Blut im zeitlichen
Verlauf.

FUP1 nach 7 = 2 Monaten, FUP2 nach 14 + 2 Monaten. Gezeigt ist jeweils der Median (Q1-
Q3) und die Fallzahl (n). *p < 0,05 verglichen mit V1, °°p < 0,01 verglichen zu FUP1.

V1 FUP1 FUP2

294 (260-370) 379 (295-478) 379 (347-457)*
SHp [umol/1]

n=11 n=16 n=9

64 (55-70) 59 (46-69) 70 (61-80)*p=0,07,°°
D-ROM [CARR U]

n=16 n=16 n=9

966 (671-1311) 1032 (699-2061)* 1072 (685-1452)*
3-NT [nM]

n=14 n=>5 n=9

Flr y-H2AX ergaben sich im zeitlichen Verlauf keine signifikanten Veranderungen
(siehe Tabelle 3.17). Nukledre Anomalien stiegen von FUP1 zu FUP2 signifikant an.
Hier war die niedrige Fallzahl bei den Parametern des Mikrokernfrequenztests zu

V1 zu beachten, welche einen Vergleich mit diesem Zeitpunkt nicht zulief3.

Tabelle 3.17: Veranderungen der Marker fiir DNA-Schaden im zeitlichen Verlauf.

FUP1 nach 7 = 2 Monaten, FUP2 nach 14 + 2 Monaten. Gezeigt ist jeweils der Median (Q1-
Q3) und die Fallzahl (n). °p < 0,05 verglichen zu FUP1.

Vi FUP1 FUP2

3,81 (3,69-4,20) 3,90 (3,73-4,13) 4,23 (3,90-4,38)
y-H2AX-Foci/Zelle

n=11 n=15 n=10

0,75 (0,00-1,50) 1,00 (0,50-1,75) 1,00 (0,50-1,50)
MK/1000 EK

n=2 n=12 n=9

1,00 (0,00-2,00) 0,50 (0,00-1,75) 1,50 (0,50-2,00)°
NA/1000 EK

n=2 n=12 n=9

3.7.2 Entwicklung klinischer Parameter im zeitlichen Verlauf
Unter allen erhobenen klinischen Parametern konnte lediglich fiir den systolischen

Praxis-Blutdruck im Sitzen eine signifikante Verdnderung im zeitlichen Verlauf
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festgestellt werden (Friedman-Test mit p < 0,05), wobei auch die systolischen
Blutdruckwerte im ABDM tendenziell riicklaufig waren (siehe Tabelle 3.18). Die

Werte der anderen Parameter sind in Tabelle 7.3 des Anhangs aufgefiihrt.

Tabelle 3.18: Veranderungen des systolischen Blutdrucks im zeitlichen Verlauf.

FUP1 nach 7 * 2 Monaten, FUP2 nach 14 + 2 Monaten. Gezeigt ist der Median (Q1-Q3) und
die Fallzahl (n). *p < 0,05 verglichen mit V1.

V1 FUP1 FUP2
Praxis-Messung:
Anzahl 16 15 11
Systole im Sitzen

152 (144-161) 133 (131-150) 135 (122-148)*
[mmHg]
ABDM:
Anzahl 15 12 9
Systole Gesamt [mmHg] | 137 (130-157) 136 (128-142) 130 (128-149)
Systole Tag [mmHg] 146 (134-162) 140 (131-147) 135 (133-154)
Systole Nacht [mmHg] |[129 (120-146) 125 (120-129) 119 (115-128)

3.7.3 Korrelationsanalyse der Veranderungen im zeitlichen Verlauf

Um die Messwiederholungsdaten einer Korrelationsanalyse unterziehen zu
konnen, war es notwendig die Differenzwerte zwischen den verschiedenen
Messzeitpunkten zu ermitteln. In Tabelle 3.19 sind die im Folgenden verwendeten

Definitionen beschrieben.

Tabelle 3.19: Berechnung der Variablen A1 bis A3 als Differenz der Werte der
verschiedenen Messzeitpunkte.

Bezeichnung Berechnung
Al FUP1-V1
A2 FUP2 - V1
A3 FUP2 - FUP1

Fir die Parameter des Mikrokernfrequenztests konnten aufgrund niedriger

Fallzahlen mit n < 2 keine Analysen zu A1 und A2 durchgefiihrt werden.
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Zu A1l zeigte lediglich A1(D-ROM) signifikante Korrelationen bei ausreichend
hohen Fallzahlen > 10. A1(D-ROM) korrelierte mit hoher Effektstiarke positiv mit
dem Anstieg vom systolischen Blutdruck (siehe Tabelle 3.20).

Tabelle 3.20: Korrelationsanalysen der Differenzwerte von FUP1 zu V1 (A1) von
Markern fiir oxidativen Stress/ DNA-Schiden und Blutrdruckwerten.

Dargestellt sind alle Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman 2 .20 mit jeweiliger
Fallzahl (n) und Signifikanzniveau: *p < 0,05, **p < 0,01.

jeweils A1l Systole Sitzen Systole Gesamt Systole Tag Systole Nacht
.28
SHp heo
T4** .38 .68* .33
P-ROM n=13 n=10 n=10 n=10
.80 .50
3-NT
n=4 n=3
y-H2AX

Bei den Korrelationsanalysen der Differenzwerte zu A2 und A3 lagen die
Fallzahlen unter 10, sodass diese aufgrund mangelnder Aussagekraft hier nicht
aufgefiihrt werden. Weiterfilhrende Untersuchungen wie eine Regressionsanalyse

waren aufgrund der niedrigen Fallzahlen ebenfalls nicht sinnvoll.

3.8 Ergebnissynopsis

Hypertoniker wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe mehr oxidativen Stress auf.
Dies konnte anhand unterschiedlicher Auspragungen der Biomarker in den zwei
Gruppen festgestellt werden, wobei dieser Gruppenunterschied fiir die Marker
SHp, 3-Nitrotyrosin und 15-FIsoprostan signifikant und fiir die Marker D-ROM
und 8-oxodG nicht-signifikant war. Unter Berticksichtigung der unterschiedlichen
Altersstruktur der beiden Gruppen konnte letztlich nur fiir die beiden
Proteinstressmarker SHp und 3-Nitrotyrosin ein signifikanter Gruppenunterschied
gezeigt werden.

Bei Betrachtung der Marker fiir DNA-Schaden, y-H2AX und Mikrokerne/Nukledre
Anomalien, konnte kein Unterschied zwischen Hypertonikern und Kontrollen

gefunden werden.
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Im Weiteren konnten mittels Korrelations- und Untergruppenanalysen Faktoren
ausgemacht werden, welche moglicherweise die Biomarker beeinflussen. Diese
wurden dann im Rahmen von Regressionsanalysen untersucht. In Tabelle 3.21 ist
die Zusammenfassung dieser Untersuchungen in Anlehnung an Tabelle 3.12 zu

sehen.

Tabelle 3.21: Zusammenfassung der Ergebnisse der Einflussfaktoren auf die Marker
von oxidativen Stress und DNA-Schaden.

Fir jeden Marker ist an erster Stelle das Ergebnis der Korrelations- bzw.
Untergruppenanalyse und an zweiter Stelle das Ergebnis der Regressionsanalyse
angegeben. ,x“ beschreibt einen signifikanten und ,0“ keinen bzw. nicht-signifikanten
Zusammenhang. In Klammern ist die Richtung des Zusammenhangs gezeigt.

8- 15-Far-
SHp D-ROM |3-NT MDA |y-H2AX|MK NA

oxodG |IsoP

Alter x/x (-) x/x (+) x/X (+) 0/x(-)

Systole Gesamt x/0 (-) 0/x(-)

BMI x/x (-)

eGFR x/X (+) x/x (-)

Serumprotein x/x (+) x/0 (-) x/0(-) | 0/x(+) | x/0 (-)

NT-proBNP x/0 (-) x/0 (+) x/0 (+) 0/x (+)

Cholesterin x/0 (+) x/0 (-) x/0 (-)

Renin x/0 (-) x/0 (+) x/x (-)

Geschlecht x/X x/0 x/0

Diabetes 0/x (+) | x/x (+)

0SAS 0/x(-) x/x (+)

Zuletzt konnte im Rahmen der Langsschnittstudie ein Zusammenhang zwischen
der Entwicklung des Blutdrucks und einzelner Marker fiir oxidativen Stress
beobachtet werden. Zum einen sank der systolische Blutdruck wahrend SHp
anstieg und zum anderen korrelierte die Veranderung des systolischen Blutdrucks

mit der Veranderung von D-ROM.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Studiendesign

Die  Rekrutierung der  Studienteilnehmer  fiir die  durchgefiihrte
Beobachtungsstudie erfolgte liber die Sprechstunde fiir TRH des UKW und die
MyStIC-Studie. Die dabei gewonnenen umfangreichen klinischen Daten lief3en eine
detaillierte Beschreibung der untersuchten Kohorte zu. Die Gewinnung der
Patienten aus der Sprechstunde fiir TRH fiir diese Studie war sinnvoll, da zum
einen bei den Patienten eine bereits gut untersuchte, gesicherte und langer
andauernde arterielle Hypertonie vorlag und zum anderen Patienten mit sowohl
gut als auch schlecht eingestelltem Bluthochdruck untersucht werden konnten.
Aus der MyStIC-Studie sollten initial nur gesunde Kontrollen rekrutiert werden.
Vier vermeintliche Kontrollen mussten allerdings nach der Baseline-Evaluation in
die Hypertoniker-Gruppe tiiberfiihrt werden, da zwei bereits blutdruckwirksame
Medikamente einnahmen und zwei einen bislang unbekannten und im ABDM
detektierten arteriellen Hypertonus hatten. Dadurch und durch zeitliche
Limitationen konnte eine im Vergleich zur Hypertoniker-Gruppe (n = 64) nur sehr
kleine Kontroll-Gruppe (n = 8) generiert werden, obwohl mindestens ein 1:1-
Matching von Erkrankten zu Kontrollen anzustreben wéare [158]. In anderen
vergleichbaren Studien, welche in der Pubmed-Literaturrecherche am 14.11.2019
die Begriffe ,oxidative stress, ,DNA damage“ und ,hypertension” oder
Jhypertensive“ im Titel oder Abstract fiihrten, war dieses Verhiltnis, mit
Ausnahme der Studie von Fandos et al. [159], zumindest anndhrend gegeben. Die
Anzahl der untersuchten Hypertoniker war dhnlich zu denen der anderen Studien.
Die Vorteile dieser Arbeit sind jedoch zu sehen in: (1) dem gut umschriebenen
Patientengut mit sowohl gut als auch schlecht eingestellten TRH-Patienten, (2) der
breiten Auswahl der Marker fiir oxidativen Stress und DNA-Schiden (siehe 4.1.3)

und (3) dem zusatzlich zum Quer- auch im Langsschnitt angelegten Studiendesign,

75



Diskussion

mit der Moglichkeit auch unabhdngig von der kleinen Kontrollgruppe,
intraindividuelle Veranderungen bei den Hypertonikern festzustellen.

Die in der Studie angewandten Messverfahren sind als reproduzierbar und
nachvollziehbar anzusehen, da die Untersuchungen standardisiert nach einem
Protokoll durchgefiihrt wurden. Gegebenenfalls zu kritisieren waren die an
unterschiedlichen Geraten durchgefiihrten ABDMs. Der Unterschied zwischen den
aus dem UKW-Pool stammenden und den von einweisenden Arzten verwendeten
Geraten sollte aber vernachlassigbar gering sein. Hervorzuheben ist, dass in allen
vergleichbaren Studien mit Ausnahme derer, die das Dipping-Verhalten oder die
Weifdkittelhypertonie untersuchten, Praxis-Blutdruckwerte verwendet wurden,
ABDM-Werte jedoch aufgrund ihrer starkeren prognostischen Aussagekraft und
realititsndheren Messbedingungen vorzuziehen sind, insofern die 6konomischen
Moglichkeiten bestehen [12].

Eine Besonderheit dieser Studie lag auch in der Unterteilung der Hypertoniker in
gut und schlecht eingestellte, da in der Literaturrecherche keine dhnliche Studie zu
finden war beziiglich des Vergleichs von Markern fiir DNA-Schdden in diesen
Patientengruppen. Auch bei der Betrachtung von Markern fiir oxidativen Stress

war dies zuvor nur von de Faria et al. [160] fiir [soprostane erfolgt.

4.1.2 Statistische Verfahren

Bei der Auswertung dieser Arbeit kamen {bliche statistische Methoden zur
Anwendung. Auf die in Abschnitt 3.6 durchgefiihrten Regressionsanalysen muss an
dieser Stelle ein besonderes Augenmerk gerichtet werden. Um die theoretischen
Voraussetzungen zu erfiillen, war zum Teil eine Datentransformation notwendig.
Um ein stabiles und reproduzierbares Regressionsmodell zu erhalten, sollte die
Stichprobengrofie mindestens 5-mal und optimalerweise 20-mal héher sein als die
Anzahl der unabhangigen Variablen. Auch Faustregeln wie n > 50 + 8k oder n >
104 + k mit k als Anzahl der unabhidngigen Variablen finden Anwendung [161,
162]. Das minimal empfohlene Stichprobengréfien-unabhidngige Variablen-
Verhéltnis wird in dieser Studie fiir kein Modell erreicht (siehe Tabelle 3.13 bis
Tabelle 3.15).
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Zusatzlich konnten die in Tabelle 3.10 gezeigten Korrelationen unter den
unabhéngigen Variablen zu instabilen Ergebnissen der Regressionsanalyse flihren.
Hierfir spricht auch die Beobachtung, dass sich durch Hinzunahme bzw. Entfernen
einzelner unabhangiger Variablen die Signifikanzwerte der anderen unabhangigen
Variablen stark verdnderten. Der Varianzinflationsfaktor (VIF) als Mafd der
Multikollinearitat war jedoch fiir jedes Modell normwertig.

Eine weitere Moglichkeit das Regressionsmodell auf seine Robustheit zu
Uberpriifen, ist sowohl eine Vorwarts- als auch eine Riickwartsselektion
durchzufiihren. Dabei sollten beide Verfahren die gleiche Variablenkombination
hervorbringen [163]. In der hier durchgefiihrten Analyse war das fiir SHp, D-ROM,
3-Nitrotyrosin, 8-oxodG und y-H2AX der Fall. Fir 15-Fz-Isoprostan und
Mikrokerne wurden durch die Vorwartsselektion andere unabhdngige Variablen
ins Modell aufgenommen, fiir MDA und Nukledre Anomalien konnte erst gar kein
signifikantes Modell generiert werden.

Insgesamt sollten daher die Ergebnisse der Regressionsanalysen, insbesondere
von 15-Fz-Isoprostan, MDA, Mikrokernen und Nukledren Anomalien, kritisch
betrachtet und den in Abschnitt 3.5 beschriebenen Einflussfaktoren mehr

Bedeutung zugemessen werden.

4.1.3 Wahl der Biomarker

In dieser Studie zur Detektion von oxidativem Stress und DNA-Schiaden bei
hypertensiven Patienten kamen eine Reihe verschiedener, bereits etablierter
Biomarker zur Anwendung. Marker des Redox-Status umfassten vor allem solche,
die durch unmittelbare ROS-Einwirkung und damit als direkte Folge des
oxidativen Stresses entstehen (siehe Abbildung 1.4). Nur der Marker SHp steht fiir
das antioxidative Potenzial. Mit den anderen fiinf Markern konnte ein breites
Spektrum an ROS-vermittelten Molekiilschaden abgedeckt werden. In
vergleichbaren Studien wurde das Augenmerk vor allem auf die Bestimmung von
Antioxidantien wie SOD oder GSH gelegt.

Auch fiir die Betrachtung von DNA-Schdaden kamen zwei verschiedene Marker zum
Einsatz. Sowohl y-H2AX als auch die im Mikrokernfrequenztest detektierbaren

Mikrokerne stehen fiir schwerwiegendste DNA-Schiaden. 8-oxodG nimmt als
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Marker fiir oxidative Basenmodifikation eine Zwischenrolle zwischen den Markern
fir oxidativen Stress und Markern fiir DNA-Schiaden ein. Der Unterschied der
verwendeten Biomarker zu anderen Humanstudien, welche den Zusammenhang
von oxidativem Stress, DNA-Schaden und arterieller Hypertonie untersuchten, lag
vor allem in den Markern fiir DNA-Schaden. Dort fand bisher der Comet Assay,
welcher in seiner alkalischen Form SSB, DSB, alkalilabile Stellen und Crosslinks
erfasst [164], eine breite Anwendung. Der Mikrokernfrequenztest wurde bislang
nur von Toljic et al. [165] in einer speziellen Hypertonie-Subgruppe, der
Gestationshypertonie, verwendet. Neben der Studie von Schurman et al. [166], in
der 37 Patienten der Baltimore Longitudinal Study of Aging auf y-H2AX in
Verbindung mit altersassoziierten Erkrankungen untersucht wurden, konnte keine
weitere Studie gefunden werden, welche y-H2AX in diesem Zusammenhang
bestimmte.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass sich die verwendeten Biomarker zum einen
aufgrund ihres weiten Spektrums an abgebildeten oxidativen Schiaden und zum
anderen aufgrund der teilweise erstmaligen Anwendung im Gebiet der Hypertonie

gut eigneten.

4.2 Oxidativer Stress und arterielle Hypertonie

Im Folgenden werden zunachst die Ergebnisse der einzelnen verwendeten Marker
fir oxidativen Stress, auch vor dem Hintergrund ihrer Nachweisverfahren,
besprochen und dann im letzten Unterpunkt in ihrer Gesamtheit als Redox-Status

mit der arteriellen Hypertonie zusammengefiihrt.

4.2.1 SHp

Als Mafs des Redox-Status wurden in Plasmaproben die freien Thiolgruppen in
Proteinen mittels SHp-Assay photometrisch bestimmt. HypAll wies signifikant
weniger SHp auf als die Kontrollen. Nach Korrektur fiir das Alter blieb dieser
Unterschied als signifikant bestehen, obwohl das Alter ebenfalls einen
signifikanten Einfluss zeigte. Ahnlich wie fiir die Marker fiir oxidativen Stress
zeigte die HypGut-Gruppe mit weniger SHp als die HypSch-Gruppe (370 vs. 384
umol/1) einen tendenziell schlechteren Redox-Status. In der Regressionsanalyse

konnten neben dem Alter auch die GFR, das Serumprotein und das OSAS als
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Einflussfaktoren gefunden werden. Auch wenn in der Langsschnittstudie keine
Korrelation zwischen der Veranderung von SHp und der Verdnderung des
systolischen Blutdrucks zu finden war, so konnte ein SHp-Anstieg bei

gleichzeitigem Blutdruck-Absinken beobachtet werden.

Thiole stellen als funktionelle Gruppen von Peptiden eine wichtige antioxidative
Kraft im Redox-Haushalt dar [132]. Als Biomarker fiir den Redox-Status findet die
Thiol-Messung im Serum oder Plasma daher bereits breite Anwendung [136]. In
dieser Studie erfolgte der Nachweis mittels der verbreiteten und auch in anderen
Hypertoniestudien verwendeten DTNB-Methode wund mit Hilfe eines
Autoanalyzers. Hervorzuheben gegeniiber anderen Studien ist, dass neben der
Bestimmung der Thiole auch eine Kontrolle der Plasmaqualitat erfolgte. Hierfiir
wurde unter anderem der Gehalt an Lipiden bestimmt. Insgesamt wurden 12 SHp-
Proben mit einem hohen Lipidanteil (L-Index = 4) von den weiteren
Untersuchungen ausgeschlossen, um falsch niedrige Werte zu vermeiden. Dass der
SHp-Assay generell weniger anfallig gegeniiber hohem Lipidgehalt ist als andere
ahnliche Assays, konnte in einer Untersuchung von Jansen et al. [167] gezeigt
werden. Dabei wurden Proben dieser Studie verwendet, um den SHp-Assay mit
dem TTL-Assay (RelAssay, Gaziantep, Tiirkei) zu vergleichen. Da die Ergebnisse
der beiden Assays mit einem r? von .942 korrelierten, lasst sich zudem feststellen,
dass die hier verwendete Methode durchaus valide Ergebnisse hervorbringt. Die
ermittelten Thiol-Konzentrationen lassen sich zudem gut mit denen der Literatur
vergleichen. Sie lag bei den Kontrollen mit 460 pmol/l innerhalb des Normbereichs

von 450 bis 650 umol/1 [136]. Die HypAll lagen mit 377 pumol/] darunter.

Auch andere Studien kamen zu dem Schluss, dass Hypertoniker niedrigere Thiol-
Level aufweisen als vergleichbare gesunde Kontrollen [168-173]. Diese
Untersuchungen wurden jedoch stets mit therapienaiven Hypertonikern
durchgefiihrt. In der Studie von Bandeira et al. [174] konnten hingegen zwischen
Hypertonikern, deren Mehrheit bereits Antihypertensiva einnahm, und Nicht-
Hypertonikern keine signifikant unterschiedlichen Thiol-Level festgestellt werden.

Allerdings handelte es sich dabei um eine Studie, die ihren Fokus auf Diabetes
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mellitus richtete. Es bleibt unklar, nach welchen Kriterien eine arterielle
Hypertonie festgelegt wurde und wie hoch die Blutdruckwerte der Hypertoniker
und der Nicht-Hypertoniker waren, sodass die Ergebnisse der Studie die
Hypertonie betreffend nur unzureichend nachvollzogen werden konnten.

Entgegen der Erwartung wiesen die HypSch, wenn auch nicht signifikant, hohere
Thiolkonzentrationen auf als die HypGut. Die gleichen Ergebnisse erzielte eine
vom Aufbau her adhnliche Studie von Tse et al. [175]. Da dort die schlecht
eingestellten Hypertoniker sogar signifikant alter als die gut eingestellten
Hypertoniker waren, fiihrte man ebenfalls eine Altersadjustierung durch.
Allerdings nahmen die schlecht eingestellten Hypertoniker deutlich mehr
Antihypertensiva ein als die gut eingestellten, sodass womadglich der antioxidative
Effekt der Antihypertensiva fiir die unterschiedlichen Thiol-Level verantwortlich
war. In der vorliegenden Studie ist jedoch weniger von einem Medikamenten- als
von einem Alterseffekt auszugehen, da zum einen die HypGut und die HypSch
gleich viele Antihypertensiva einnahmen und zum anderen die HypGut im Median
4,5 Jahre alter waren als die HypSch. Untermauert wird der Einfluss des Alters
durch das Ergebnis der ANCOVA, in welcher das Alter mit einem p von < 0,001 ein
deutlich hoéheres Signifikanzniveau und damit stirkeren Einfluss als die
Gruppenzugehorigkeit mit einem p von 0,043 aufwies. Eine gesonderte ANCOVA
mit dem Gruppenvergleich von HypGut und HypSch wurde aufgrund mangelnder
signifikanter Unterschiede hinsichtlich der Ausprdagung von SHp jedoch nicht

unternommen.

In den Korrelations- und Regressionsanalysen sowie den Gruppenvergleichen
konnten zahlreiche Einflussfaktoren auf die SHp-Level ausgemacht werden. Der
positive Zusammenhang mit dem Serumprotein ergibt sich bereits aus der
Methodik heraus, da der SHp-Assay die Thiolgruppen insbesondere in Proteinen
misst. In wenigen Veroéffentlichungen wird daher die Thiol-Konzentration auf den
Protein- bzw. Albuminspiegel genormt.

Der gefundene negative Zusammenhang von Alter und freien Thiolen im Plasma
reiht sich ein in die Ergebnisse der Kohortenstudien von Yavuzer et al. [172] und

von Schottker et al. [128]. Letztere umfasste eine Kohorte von 2932 Teilnehmern
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und zeigte sogar eine vom initialen Gesundheitszustand unabhingige Assoziation
von Thiolen mit der Mortalitat im Alter.

Weiterhin zeigte SHp eine positive Korrelation (r = .49) mit der GFR. In der
Regressionsanalyse blieb die GFR mit einem geringen 3 von 0,29 weiterhin als
Einflussfaktor bestehen, obwohl sich zuvor eine mafiig starke Korrelation (r = -.46)
auch mit dem Alter gezeigt hatte. Somit ist eine verfialschende Multikollinearitat
der Regressionsanalyse anzunehmen, auch wenn entsprechende Parameter wie
Toleranz und Varianzinflationsfaktor (VIF) normwertig waren. Dennoch deckt sich
das Ergebnis mit dem anderer Studien. Diese betrachteten zwar Patienten mit
deutlich eingeschrankterer Nierenfunktion, konnten aber auch fiir freie Thiole im
Plasma eine positive Korrelation mit der GFR [176] oder deutlich reduzierte Thiol-
Level bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung im Vergleich zu
Nierengesunden [177] finden.

Erhohte Level an oxidativem Stress bzw. ein verringertes antioxidatives Potenzial
beim OSAS konnten ebenfalls bereits gezeigt werden [178]. Hinsichtlich der
Bestimmung von Thiolen im Zusammenhang mit dem OSAS gibt es weniger Daten.
Mit Ausnahme von Passali et al. [179] konnten in Ubereinstimmung mit dieser

Studie erniedrigte Thiol-Konzentrationen beim OSAS gefunden werden [180-182].

SHp nimmt, da er als einziger Marker nicht als Maf3 fiir den oxidativen Stress,
sondern fiir das antioxidative Potenzial herangezogen wird, eine besondere Rolle
in dieser Studie ein. Fiir die hier untersuchten Hypertoniker konnte ein signifikant
niedrigeres SHp und damit auch niedrigeres antioxidatives Potenzial im Vergleich
zur  Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Die Beobachtungen der
Langsschnittstudie unterstiitzen dieses Ergebnis, da es im zeitlichen Verlauf unter
gebesserten Blutdruckwerten zu einem Anstieg der Thiol-Level kam. Der SHp-
Assay bietet sich, unter Bertcksichtigung der veschiedenen Einflussfaktoren, auch
fir zukiinftige Studien als geeigneter Marker zur Einschitzung des Redox-Status

an.
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4.2.2 D-ROM

Der Nachweis von Hydroperoxiden erfolgte durch spektrophotometrische
Bestimmung von D-ROM im Plasma. D-ROM zeigte sich in der HypAll-Gruppe im
Vergleich zur Kontroll-Gruppe nicht-signifikant erhéht. Dabei waren die Werte fiir
HypGut tendenziell hoher als fiir HypSch. In der Regressionsanalyse fiel der
systolische Blutdruck, welcher in der Korrelationsanalyse einen negativen
Zusammenhang gezeigt hatte, aus dem Modell heraus und das Geschlecht war als
wichtigster Einflussfaktor auf D-ROM zu identifizieren. In der Lingsschnittstudie
zeigte die Verdnderung von D-ROM eine positive Korrelation mit der Verdnderung

des systolischen Blutdrucks.

Der D-ROM-Test, insbesondere wenn er durch einen Autoanalyzer durchgefiihrt
wird, ist eine etablierte Methode, um oxidativen Stress in vivo zu messen [183,
184]. Obwohl iiblicherweise Serum oder Heparin-Plasma zur D-ROM-Bestimmung
verwendet wird, erfolgte diese in dieser Studie aus EDTA-Plasma. Die dadurch
resultierenden deutlich niedrigeren D-ROM-Werte lassen sich daher nicht mit
denen anderer Studien vergleichen. Normale Serumlevel liegen bei 250 bis 300
CARR U [131], hier lagen sie bei 50 bis 80 CARR U. Bei korrekter Fiillhéhe der
EDTA-Monovetten ist von gleichen EDTA-Konzentrationen in den verschiedenen
Proben auszugehen, sodass die D-ROM-Ergebnisse unter den Studienteilnehmern

dennoch vergleichbar sind.

Es gibt bisher nur wenige Studien, welche D-ROM in Zusammenhang mit
arterieller Hypertonie bestimmt haben. Dabei konnten anders als in dieser Studie
erhohte D-ROM-Level in Hypertonikern verglichen zu Nicht-Hypertonikern bzw.
eine positive Korrelation zwischen D-ROM und systolischem Blutdruck festgestellt
werden. Die Betrachtung von TRH-Patienten und der Vergleich zwischen gut und
schlecht eingestellten Hypertonikern spielte in diesen Studien keine Rolle.
Vielmehr wurden bei Shiraishi et al. [185] eine zu 97 % mannliche Gruppe von
Katastrophenhelfern ohne Berticksichtigung vom Raucherstatus und Alter oder bei
Digiesi et al. [186] Hypertoniker zum Zeitpunkt der Erstdiagnose, d.h. ohne

vorherige Therapie mit Antihypertensiva, untersucht.
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Der mangelnde Unterschied in den D-ROM-Leveln zwischen HypAll und Kontrollen
konnte durch die Medikation der HypAll-Gruppe begriindet sein. So kénnten die
Antihypertensiva bereits zu einem Absinken der D-ROM-Level der HypAll-Gruppe
gefiihrt haben. Taguchi et al. [187] beschreiben einen solchen antioxidativen Effekt
unabhéngig vom Blutdruck fiir den AT{R-Blocker Irbesartan. Zudem koénnte das
erhohte Cholesterin die D-ROM-Level der Kontroll-Gruppe erh6ht haben. Eine
entsprechende positive Korrelation zwischen D-ROM und Cholesterin,
insbesondere dem ,low density“ Lipoprotein (LDL), konnte in einer anderen Studie
festgestellt werden [124].

Die tendenziell hoheren D-ROM-Werte in der HypGut-Gruppe verglichen zur
HypSch-Gruppe kénnten wiederum dem tendenziell hoheren Alter dieser Gruppe
zugeschrieben werden. Auch zwischen D-ROM und dem Alter konnte in anderen
Studien eine positive Korrelation gesehen werden [188, 189].

Bei den im Rahmen der Langsschnittstudie betrachteten Hypertonikern liefd sich
eine positive Korrelation von A1(D-ROM) und A1(Systole Sitzen) bzw. A1(Systole
Tag) feststellen. Diese Beobachtung steht im Einklang mit der gefundenen
positiven Korrelation von D-ROM und systolischem Blutdruck [124, 190]. Anders
als Taguchi et al. [187], welche unter einem Wechsel verschiedener AT R-Blocker
auf Irbesartan bei gleichbleibendem Blutdruck eine Absenkung der D-ROM-Level
beobachteten, konnte hier unter nicht-signifikanter Steigerung der Anzahl der
Antihypertensiva (siehe Tabelle 7.4 im Anhang) sowohl eine Senkung des

Blutdrucks als auch der D-ROM-Werte erreicht werden.

Das weibliche Geschlecht zeigte sich in dieser Studie mit h6heren D-ROM-Leveln
assoziiert. Dieser Zusammenhang konnte bereits in anderen Studien beobachtet
werden [123, 124, 190, 191]. Eigentlich waren niedrigere Level oxidativen Stresses
bei Frauen zu erwarten. Da es sich jedoch mit einem medianen Alter von 67 Jahren
um grofdtenteils postmenopausale Studienteilnehmerinnen handelte, entfallt
womoéglich der antioxidative Effekt des Ostrogens [192]. Der mediane
Altersunterschied von einem Jahr zwischen mannlichen und weiblichen
Studienteilnehmern war nicht-signifikant, sodass der Alterseffekt hier keine Rolle

spielt.
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Mittels D-ROM-Test als etabliertes Verfahren zur Messung oxidativen Stresses
konnten keine erhohten Level fiir Hypertoniker festgestellt werden. In dieser
Studie kommt den D-ROMs eine besondere Bedeutung bei der
Langsschnittuntersuchung zu, da sie dort zum einen aufgrund der hdchsten
Fallzahlen die grofdte Aussagekraft unter den Markern fiir oxidativen Stress haben
und zum anderen ihre Verdanderung positiv mit der Veranderung des systolischen
Blutdrucks korreliert. Zur besseren Vergleichbarkeit mit anderen Studien sollte

zukiinftig der D-ROM-Test aus Serum statt aus Plasma durchgefiihrt werden.

4.2.3 3-Nitrotyrosin

3-Nitrotyrosin wurde als Marker fiir nitrosativen Stress mittels kompetitivem
ELISA im Plasma der Studienteilnehmer bestimmt. Dabei zeigten HypAll und
jeweils die beiden Subgruppen HypGut und HypSch signifikant hohere 3-
Nitrotyrosin-Level als die Kontrollen. Dieser Unterschied blieb auch nach
Adjustierung fiir das Alter erhalten. Auffallig war, wie auch bei den anderen
Markern, dass HypGut nicht-signifikant héhere Werte hatten als HypSch (1037 vs.
654 nM). In der Regressionsanalyse verblieben von den zahlreichen zuvor
ermittelten Einflussfaktoren lediglich das Alter, die GFR und das OSAS. In der
Langsschnittstudie war ein steigendes 3-Nitrotyrosin bei gleichzeitig sinkendem

Blutdruck zu beobachten.

3-Nitrotyrosin gilt als der etablierteste Biomarker um nitrosativen Stress zu
detektieren. Der Nachweis ist dabei sowohl aus Gewebe als auch verschiedensten
Korperfliissigkeiten moglich. Aufgrund der héchsten Sensitivitdt und Spezifitat
sind massenspektrometrische  Verfahren gekoppelt mit Gas- oder
Fliissigkeitschromatographie als Goldstandard der 3-Nitrotyrosin-Bestimmung im
Plasma anzusehen. Da diese aber sehr teuer und schwer durchfithrbar sind, stehen
verschiedene immunchemische Methoden zur Verfiigung [75, 140]. ELISA zur 3-
Nitrotyrosin-Bestimmung sollten aufgrund teilweise mangelnder Spezifitit
kritisch beurteilt werden [193]. So verglichen Safinowski et al. [194] verschiedene

Immunassays und kamen zu dem Schluss, dass keiner verlassliche Ergebnisse
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generieren wiirde. Dabei schnitten Sandwich-basierte ELISA am schlechtesten ab
und es wurden kompetitive Verfahren als Mittel der Wahl empfohlen. Letztlich ist
der in dieser Studie verwendete ELISA, auch wenn er an sich eher semiquantitative
Ergebnisse liefert [195], ausreichend um festzustellen, dass HypAll deutlich mehr
3-Nitrotyrosin aufweisen als die Kontrollen (946 vs. 188 nM). Die Wertebereiche

sind dabei mit denen anderer ELISA-Ergebnisse vergleichbar [140].

Obwohl bereits eine Assoziation zwischen zahlreichen Kkardiovaskuldren
Erkrankungen, insbesondere der Arteriosklerose und der koronaren
Herzkrankheit [196], und erhéhtem 3-Nitrotyrosin festgestellt wurde, liegen nur
wenige Humanstudien in Bezug auf arterielle Hypertonie vor. Bruno et al. [197]
und Zhou et al. [198] wiesen erh6hte 3-Nitrotyrosin-Level bei Hypertonikern nach,
wobei beide ein addquates Verhaltnis von Hypertonikern zu Kontrollen sowie eine
immunchemische Nachweismethode verwendeten und erstere therapienaive
Hypertoniker untersuchten.

In dieser Studie konnte somit erstmalig fiir therapieresistente Hypertoniker ein
erhohter systemischer nitrosativer Stress nachgewiesen werden. Dieser war
sowohl in den HypSch als auch in den HypGut im Vergleich zu den Kontrollen
signifikant héher (654 bzw. 1037 vs. 188 nM). 3-Nitrotyrosin scheint also zunachst
unabhéngig von der Einstellung des Blutdrucks bei TRH-Patienten erhdht zu sein.
Der erstaunliche, aber wohl aufgrund der breiten Streuung nicht-signifikante
Unterschied zwischen HypGut und HypSch kann nicht allein auf das tendenziell
hohere Alter der HypGut zuriickgefiihrt werden, da die ANCOVA dem Alter
zumindest fiir den Gruppenunterschied von HypAll und Kontrollen keinen
signifikanten Einfluss einraumt. Moglicherweise hdangen die hohen 3-Nitrotyrosin-
Werte bei den HypGut mit einer Akkumulation von 3-Nitrotyrosin im Plasma
zusammen. Fir einen solchen Effekt wiirden auch die Ergebnisse der
Langsschnittstudie sprechen, in welcher trotz sinkenden Blutdrucks das 3-
Nitrotyrosin anstieg. Uber den genauen Abbau und die Elimination von 3-
Nitrotyrosin ist bislang wenig bekannt [199]. Tsikas et al. [200] beschreiben eine
nur zogerliche Veranderung der 3-Nitrotyrosin-Konzentrationen im Plasma. So

kann angenommen werden, dass die HypGut in ihrer Vergangenheit Phasen hohen
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Blutdrucks durchgemacht haben und sich in dieser Zeit vermehrt 3-Nitrotyrosin
gebildet hatte. In der Studie von Zimnol et al. [201] zur Wirkung von Angiotensin II
auf AT1aR-Knockout-Mause konnte nach 28 Tagen zwar lokaler oxidativer Stress
im Gewebe von Herz und Nieren aber kein systemischer oxidativer Stress in Form
von erhohtem 3-Nitrotyrosin im Plasma nachgewiesen werden. In einer
Folgestudie [202] =zeigten sich jedoch nach 20-wdéchiger Behandlung mit
Angiotensin II bereits tendenziell erhéhte 3-Nitrotyrosin-Werte im Plasma, was fiir
einen zeitverzogerten Anstieg des Markers spricht. Zur besseren Beurteilung der
3-Nitrotyrosin-Dynamik waren daher noch weitere Verlaufskontrollen der

untersuchten Patienten in dieser Studie interessant.

Der Marker 3-Nitrotyrosin zeigte mit dem Alter, der GFR und dem OSAS ein
dhnliches Profil an Einflussfaktoren wie zuvor SHp. Einige Einflussfaktoren, vor
allem solche die auch mit anderen korrelierten, wurden in der Regressionsanalyse
eliminiert.

RNS verdndern oder schranken durch Nitrierung die Funktion von Proteinen ein.
Wenn im Rahmen des Alterungsprozesses die Proteolyse zunehmend ineffizient
wird, kommt es zur Akkumulation solch veranderter Proteine und die Entstehung
altersassoziierter Erkrankungen wird begiinstigt [203]. Die Akkumulation von 3-
Nitrotyrosin im Alter wird in einer Ubersichtsarbeit von Peluffo et al. [204]
beschrieben. Der Einfluss des Alters auf die Auspragung von 3-Nitrotyrosin in
dieser Arbeit ist demnach nicht verwunderlich.

Der negative Zusammenhang von Nierenfunktion und 3-Nitrotyrosin ist bereits
bekannt, wenn auch nicht ausfiihrlich untersucht. Es konnten zum einen im Plasma
von Patienten mit praterminaler und terminaler Nierenerkrankung [205] und zum
anderen im Plasma von 5/6-nephrektomierten Ratten [206] erhohte 3-
Nitrotyrosin-Werte festgestellt werden. Bei letztgenannten war interessanterweise
nach Gabe des Antioxidans Tempol das 3-Nitrotyrosin wieder riicklaufig.

Fir das OSAS konnte in Abschnitt 4.2.1 bereits ein reduziertes antioxidatives
Potenzial beschrieben werden. Zudem zeigten die Patienten in dieser Studie
erhohten nitrosativen Stress im Sinne von erhéhten 3-Nitrotyrosin-Werten im

Plasma. Bisweilen war 3-Nitrotyrosin nicht im Blut jedoch in vendsen
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Endothelzellen von OSAS-Patienten erhoht nachgewiesen worden [207]. Nach
einmonatiger CPAP-Behandlung zeigten sich die 3-Nitrotyrosin-Werte bereits
fallend. Von Interesse wire, inwiefern die OSAS-Patienten dieser Studie bereits
ausreichend mit CPAP behandelt waren, da sich in Abbildung 3.9 zeigt, dass es vor
allem die OSAS-Patienten der HypSch-Gruppe waren, die mit ihren 3-Nitrotyrosin-
Leveln fiir die signifikant hoheren 3-Nitrotyrosin-Werte der OSAS-Patienten tliber
alle Gruppen hinweg sorgten. Trotz ihrer engen Verzahnung ist das OSAS eine

haufig unterschatzter Einflussfaktor der TRH [208].

In dieser Studie ist 3-Nitrotyrosin insbesondere von Belang, da es als einziger
Marker den nitrosativen Stress wiederspiegelt und zudem den eindeutigsten
Unterschied zwischen Kontrollen und Hypertonikern aufweist. Wiinschenswert fiir
zukiinftige  Studien ist sicherlich die als Goldstandard geltende
massenspektrometrische Nachweismethode zu verwenden, um prazisere Werte zu

erhalten.

4.2.4 8-oxodG

Im Spontanurin der Studienteilnehmer wurde mit einem kompetitiven ELISA 8-
oxodG als Marker oxidativer Nukleinbasenmodifikationen bestimmt. Dabei fanden
sich in der HypAll-Gruppe tendenziell hdhere Werte als in der Kontroll-Gruppe
(109 vs. 83 ng/mg Kreatinin). Innerhalb der HypAll-Gruppe wiesen die HypGut
nicht-signifikant hohere 8-oxodG-Level auf als die HypSch (110 vs. 91 ng/mg
Kreatinin). Als Einflussfaktor konnte lediglich der BMI ausgemacht werden, mit

welchem sich eine negative Assoziation zeigte.

Die arterielle Hypertonie bietet sich als eine den ganzen Korper betreffende
Systemerkrankung an, um mit dem Marker 8-oxodG im Urin untersucht zu werden,
da es den globalen oxidativen Stress des Organismus wiederspiegelt und als
wichtigster Marker oxidativer Nukleinbasenmodifikationen bereits etabliert ist.
Das Nachweismedium der Wahl ist der Urin, welcher neben dem Vorteil der nicht-
invasiven Gewinnung auch verlasslichere Ergebnis liefert als zum Beispiel das

Plasma. Bei der Messung von 8-oxodG im Spontanurin ist eine Korrektur fiir das
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Kreatinin notwendig. Dies beinhaltet jedoch die Annahme, dass die Kreatinin-
Exkretion konstant ist. Zudem unterliegt die Messung im Spontanurin starker
akuten Einfliissen auf das Fliefdgleichgewicht der Guanin-Exkretion und
tageszeitlichen Schwankungen, sodass das Ergebnis eher verzerrt werden kann.
Als Goldstandard gilt daher die Messung im 24-Stunden-Sammelurin [153]. Zur
Bestimmung von 8-oxodG im Urin kommen immunchemische und
chromatographische Verfahren zur Anwendung. Das European Standards
Committee on Urinary (DNA) Lesion Analysis (ESCULA) sieht die Verwendung von
ELISAs kritisch [209]. ELISA-Messungen zeigen grofde Schwankungen und neigen
durch Unspezifitit und Kreuzreaktivitit zu liberschatzten Werten [210]. Die
Nachteile sind auch in dieser Studie zu beobachten, da die erzielten 8-oxodG-Werte
selbst den vom Hersteller des verwendeten ELISA Kits angegebenen Bereich um

ein Vielfaches libersteigen.

Der mangelnde signifikante Unterschied in der Auspragung von 8-oxodG zwischen
HypAll und Kontrollen ist somit womoglich rein methodisch bedingt. Hierfiir
spricht auch das erstaunliche Ergebnis der Korrelations- und Regressionsanalyse,
in welcher sich lediglich ein relativ starker negativer Zusammenhang mit dem BMI
zeigte. Bisherige Studien an grofderen Patientenzahlen, auch unter Verwendung
chromatographischer = Verfahren, weisen jedoch auf einen positiven
Zusammenhang zwischen Adipositas und 8-oxodG [211, 212] bzw. dem Marker fiir
RNA-Oxidation 8-oxoGuo [213] hin.

Von Tierstudien geht die Annahme aus, dass arterielle Hypertonie zu erh6hten 8-
oxodG-Werten in verschiedenen Geweben [94, 214] und im Urin fihrt [215].
Allerdings lassen sich in Humanstudien, welche zumeist mit dem Nachweis mittels
ELISA im Spontanurin eine zu dieser Studie dhnliche Methodik anwandten, keine
einheitlichen Ergebnisse finden. Eine vergleichbare Studie von Subash et al. [216]
fand signifikant erhohte 8-oxodG-Level in Hypertonikern, wobei zudem
unbehandelte Patienten bei Diagnosestellung signifikant hohere Level aufwiesen
als Patienten, die bereits seit 1 Jahr eine antihypertensive Medikation einnahmen.
Dieses Ergebnis zusammen mit denen zahlreicher klinischer Studien, welche eine

Reduktion von unter anderem 8-oxodG unter vor allem ATiR-Blocker-Therapie
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beobachteten [217, 218], verdeutlicht den antioxidativen Effekt von
Antihypertensiva. Dieser antioxidative Effekt ist, wie in Abschnitt 4.2.7 naher
erldautert, zum einen direkt durch die Blutdrucksenkung an sich und zum anderen
indirekt durch blutdruckunabhidngige Mechanismen, wie zum Beispiel der
Reduktion der in Abschnitt 1.2 aufgefiihrten oxidativen Wirkung von Angiotensin
II und Aldosteron, begriindet. Demensprechend kénnten sich die 8-oxodG-Werte
der HypAll bereits unter antihypertensiver Therapie abgesenkt und denen der
Kontrollen angendhert haben. Andere Studien, die auch therapierte Patienten,
wenn auch keine TRH-Patienten, untersuchten, konnten ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied im Vergleich zu gesunden Kontrollen finden [219, 220].
Neben der Wirkung der Antihypertensiva konnte mdglicherweise der
Harnstoffgehalt im Urin die 8-oxodG-Werte beeinflusst haben. Laut Song et al.
[221] kommt es bei der Anwendung des Antikérpers N45.1 im Rahmen des 8-
0x0dG-ELISAs zu einer ausgeprdgten Kreuzreaktion mit Harnstoff im Urin,
wodurch falsch zu hohe Werte gemessen werden. Unter der Annahme, dass unter
erhohter Retention von Harnstoff im Blut die Harnstoffkonzentration im Urin
sinkt, konnten die Kontrollen, die signifikant weniger Harnstoff im Blut hatten als
die HypAll, mehr Harnstoff im Urin und damit auch mehr falsch hohe 8-oxodG-
Werte haben. Die 8-oxodG-Werte der Kontrollen und der HypAll wiirden sich so
zusatzlich annahern. Da allerdings weder bekannt ist, welcher Antikérper genau
von Stressmarq Biosciences zum Einsatz kam, noch der Harnstoffgehalt im
Spontanurin gemessen wurde, bleibt diese These vage.

Die tendenziell hoheren 8-oxodG-Werte der HypGut im Vergleich zu den HypSch
konnten, wie auch bei den anderen Markern, durch das nicht-signifikant héhere
Alter dieser Gruppe verursacht sein. Eine Assoziation zwischen oxidativen DNA-
Schiaden und Alter wurde bereits beobachtet [222], konnte in der vorliegenden

Studie aber nicht statistisch nachgewiesen werden.

Die Bestimmung der oxidativ verdanderten Nukleinbase 8-oxodG, welche als
Bindeglied der Marker fiir oxidativen Stress und DNA-Schaden fungiert, ergab
nicht-signifikant erhohte Level fiir Hypertoniker. Die genaue Beurteilung des

Markers wird jedoch durch methodische Defizite erschwert. Zur besseren
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Einordnung des Markers ware zum einen die Bestimmung aus Sammelurin und

zum anderen die Anwendung chromatographischer Verfahren wiinschenswert.

4.2.5 Malondialdehyd

MDA wurde als Marker der Lipidperoxidation mittels Fluorimetrie im Urin der
Studienteilnehmer bestimmt. Dabei konnten keine unterschiedlichen Level
zwischen Hypertonikern und Kontrollen festgestellt werden. Einflussfaktoren
konnten zunachst keine eruiert werden. Die Regressionsanalyse brachte dann aber
Diabetes mellitus und das Serumprotein als Einflussfaktoren hervor, wobei diese
Ergebnisse unter den in 4.1.2 aufgefiihrten Gesichtspunkten dufderst kritisch

beurteilt werden miissen.

In dieser Studie wurde der TBARS-Assay im fluorimetrischen Verfahren
durchgefiihrt, welches deutlich sensitiver und spezifischer ist als das
kolorimetrische. Obwohl der TBARS-Assay insgesamt aufgrund seiner Unspezifitat
gegeniiber MDA stark kritisiert wurde, ist er weiterhin die am weitesten
verbreitete = Nachweismethode. Spezifischere = Nachweise gelingen mit
entsprechenden  ELISA Kits oder in der Kombination mit der
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) [223]. Der Nachweis erfolgt am
haufigsten aus dem Plasma, ist aber auch aus anderen Korperfliissigkeiten
moglich. Die Untersuchung von MDA im Urin war in der Vergangenheit aufgrund
von moglichen tiberschatzten Leveln durch diatetische Aufnahme von Peroxiden
[224] und vermuteten Wechselwirkung mit Harnstoff [147] weniger empfohlen.
Dabei bietet der Nachweis im Urin den Vorteil weniger durch praanalytische
Vorgdnge, z.B. durch die Wahl des Antikoagulans, beeinflusst zu werden [225].
Zudem zeigt eine 2018 von Cui et al. veroffentlichten Studie [226], dass das im
Urin nachgewiesene MDA durchaus das in vivo gebildete MDA wiederspiegelt. Ob
fir die Untersuchung im Urin Spontanurin oder 24-Stunden-Sammelurin besser
geeignet ist, konnte anders als fiir die anderen hier im Urin untersuchten
Stressmarker noch nicht gezeigt werden. Es ist jedoch anzunehmen, dass die

Bestimmung von MDA im 24-Stunden-Sammelurin verlasslichere Ergebnisse
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bringt, da zirkadiane Schwankungen oder akute Ereignisse keinen Einfluss haben

und zudem keine Normierung auf Kreatinin erfolgen muss.

Erhohte MDA-Level bei Hypertonikern konnten bereits in zahlreichen Studien
nachgewiesen werden [227-229]. Dabei erfolgte der Nachweis unter Anwendung
verschiedener Methoden stets im Blut. Eine Ausnahme stellt die
Gestationshypertonie-Studie von Babu et al. [230] dar, in welcher MDA im Urin
bestimmt wurde. Ein Vergleich mit der Studie ist allerdings nicht méglich, da keine
Normierung der MDA-Werte auf Kreatinin erfolgte. Der Nachweis von MDA im
Urin bei TRH stellt daher eine Neuigkeit dar. Der gemessene Wertebereich ist
dabei vergleichbar mit anderen Studien, die MDA im Urin bestimmt haben [231].
Neben dem gewdhlten Untersuchungsmedium konnte die kleine Kontroll-Gruppe
den mangelnden MDA-Unterschied zwischen den Hypertonikern und den
Kontrollen erklaren. Ein Unterschied ware bei einer grofderen Kontrollgruppe
eventuell sichtbar geworden.

Auch konnten korpereigene Substanzen, welche in dieser Studie nicht bestimmt
wurden und moglicherweise in den beiden Gruppen in unterschiedlicher
Auspragung vorliegen, einen Einfluss auf den Metabolismus von MDA haben. So
machen Vasconcelos et al. [232] ein in der Hypertoniker-Gruppe signifikant
hoheres Ceruloplasmin, welches sein antioxidatives Potenzial z.B. im
Eisenstoffwechsel entfaltet, mitverantwortlich fiir sogar signifikant niedrigere
MDA-Werte in dieser Gruppe.

Ein entscheidender Einfluss auf die MDA-Level in den verschiedenen Gruppen ist
wohl in der Selektion der Hypertoniker zu sehen. Als Patienten mit TRH nahmen
diese zum Untersuchungszeitpunkt bereits zahlreiche Antihypertensiva ein. Die
antioxidative Wirkung von Antihypertensiva im Zusammenhang mit den hier
verwendeten Markern flr oxidativen Stress wird in Abschnitt 4.2.7 ndher
beleuchtet.

Der in der Regressionsanalyse gefundene Zusammenhang zwischen MDA und
Diabetes mellitus steht im Einklang mit anderen Studienergebnissen. So konnten
in den Reviews von Piconi et al. [233] und Marjani [234] erh6hte MDA-Level bei

Typ 1 und Typ 2 Diabetes mellitus gezeigt werden. Jedoch konnte in der

91



Diskussion

vorliegenden Arbeit beim Vergleich von Diabetikern und Nicht-Diabetikern kein
signifikanter Unterschied der MDA-Level festgestellt werden, eventuell da die
Diabetiker, mit einem medianen HbAlc von 6,65 %, gut eingestellt im
therapeutischen Zielkorridor zwischen 6,5 und 7,0 % lagen.

Zudem brachte die Regressionsanalyse einen positiven Zusammenhang zwischen
dem im Urin gemessenen MDA und dem Serumprotein hervor. Eine negative
Korrelation, wie sie bereits zwischen dem im Plasma gemessenen MDA und
Albumin beschrieben wurde [230, 235], ware hingegen besser nachvollziehbar. So
ist davon auszugehen, dass durch eine erhohte Protein-Clearance und damit
verbundenem Entzug von Serumproteinen das im Urin gemessene MDA steigt. Der
Grund hierfiir ist darin zu sehen, dass im Urin v.a. konjungiertes, d.h. an Proteinen
gebundenes MDA vorliegt [226] und zudem der TBARS-Assay das totale, d.h. die
Summe aus konjungiertem und freien MDA misst [147]. Um jedoch valide
Aussagen beziiglich dieses Zusammenhangs in dieser Studie treffen zu konnen,
wire ein groflerer Stichprobenumfang nétig und eine parallele Bestimmung des

MDA im Plasma sinnvoll.

MDA zeigte als einziger Marker in dieser Studie keine unterschiedlichen Level an
oxidativem Stress an. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die MDA-Bestimmung
zum einen im Urin und zum anderen bei TRH-Patienten erfolgte. Fiir zukiinftige
Studien an TRH-Patienten ware die Verwendung spezifischerer Methoden und

auch die parallele Bestimmung im Plasma wiinschenswert.

4.2.6 15-Fx-Isoprostan

Als weiteres Endprodukt der Lipidperoxidation wurde 15-Fz-Isoprostan im Urin
der Studienteilnehmer untersucht. Daflir wurde ein kompetitiver ELISA
verwendet. Die Hypertoniker wiesen im Vergleich zu den Kontrollen signifikant
mehr 15-Fz-Isoprostan auf. Nach Adjustierung fiir das Alter war dieser
Unterschied allerdings nicht mehr signifikant. Auch die Korrelationen mit dem NT-
proBNP und Serumprotein sowie der Einfluss des Geschlechts wurden in der

Regressionsanalyse durch das Alter als grofsten Einflussfaktor relativiert.
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15-Fz-Isoprostan gilt als verlasslicher Biomarker oxidativen Stresses in vivo [236].
In den meisten Studien wird es im Urin nachgewiesen, da es dort anders als im
Plasma nicht ex vivo durch Autooxidation entstehen kann und zudem mit einer
nicht-invasiven Probengewinnung einhergeht [237]. Auch die Verwendung von
Spontanurin anstelle von Sammelurin ist fiir eine addaquate Messung von 15-Fz¢-
[soprostan geeignet [144]. Die Bestimmung von 15-Fz-Isoprostan mittels GC/MS
gilt als die genauere Methode, da beim ELISA durch Kreuzreaktivitit womoglich
auch andere Isoprostan-Isoformen mitgemessen werden [238]. Das hier
verwendete ELISA Kit wurde jedoch laut Herstellerangaben validiert, indem fiir die
gleichen Proben sowohl ein ELISA als auch eine GC/MS durchgefiihrt wurden. Es
ergab sich eine Korrelation der beiden Nachweisverfahren mit einem r? von > .80
[146]. Zudem wurde in einer zuletzt veroffentlichten Metaanalyse von van 't Erve
et al. [239], in welcher 15-F2-Isoprostan-Daten aus 242 Publikationen in Bezug auf
verschiedene Erkrankungen untersucht wurden, festgestellt, dass unterschiedliche
Nachweismethoden nicht zu signifikant unterschiedlichen 15-Fz-Isoprostan-
Werten fiihren. In den meisten Studien wurde das freie 15-Fz-Isoprostan
bestimmt, sodass die in dieser Studie ermittelten Werte fir das totale 15-Fy-
[soprostan erwartungsgemafd hoher lagen. Da 15-Fz-Isoprostan moglicherweise
doch nicht nur durch oxidativen Stress sondern auch iiber einen COX-abhangigen
Weg entsteht und die veresterte Arachidonsdure kein Substrat fiir die COX
darstellt [239], ist die Bestimmung des totalen 15-Fz-Isoprostan im Vergleich zum

freien 15-F2-Isoprostan mit weniger falsch positiven Werten verbunden.

Vergleichbare Studien zeigten kein einheitliches Bild beziiglich der 15-Fz-
[soprostan-Level von Hypertonikern im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Die
Metaanalyse von van 't Erve et al. [239], bei der insgesamt 335 Hypertoniker gegen
455 Kontrollen betrachtet wurden, konnte nur einen, verglichen zu anderen
Erkrankungen, milden Effekt der arteriellen Hypertonie auf 15-Fz--Isoprostan-
Level ausmachen. Andere nicht in die Metaanalyse inkludierte Studien mit
grofderem Stichprobenumfang konnten nach Altersadjustierung keine Assoziation
von 15-F-Isoprostan-Leveln und Hypertonie herausfinden [240, 241]. Von

besonderem Interesse ist die Studie von de Faria et al. [160], da diese ebenso
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Patienten mit TRH untersuchte. Der Vergleich der 15-Fz-Isoprostan-Werte
erfolgte dabei zwischen gleichaltrigen schlecht eingestellten TRH-Patienten und
gut eingestellten gewohnlichen Hypertonikern ohne gesunde Kontrollgruppe. Die
TRH-Patienten wiesen, gemessen mittels ELISA im Plasma, signifikant erhéhte 15-
Foi-Isoprostan-Level auf, obwohl sie mehr Antihypertensiva einnahmen
(Mittelwerte: 4,3 vs. 2,3). Beim Vergleich von HypGut und HypSch, welche beide
die gleiche Menge an Antihypertensiva einnahmen (Mediane: 5 vs. 5), kénnte
allerdings der angenommene antioxidative Effekt von Antihypertensiva zu gleich
hohen 15-Fz-Isoprostan-Leveln gefiihrt haben. Dies wird vom Ergebnis der Studie
von Horbal et al. [242] untermauert, welche zwischen gut und schlecht
eingestellten Hypertonikern ebenfalls keinen 15-Fz-Isoprostan-Unterschied
feststellen konnten. Anders als in der vorliegenden Studie zeigten sich bei Horbal
et al,, jedoch nach Adjustierung fiir verschiedene Einflussfaktoren, hohere 15-Fz-
[soprostan-Werte mit einer arteriellen Hypertonie assoziiert, wenn auch keine
positive Korrelation zwischen 15-Fz-Isoprostan und den Blutdruckwerten vorlag.

Moglicherweise wird zudem die Exkretion von 15-Fz-Isoprostan und damit dessen
Nachweis im Urin durch die Nierenfunktion beeinflusst, auch wenn sich hierfiir in
dieser Studie keine signifikanten Ergebnisse zeigten. So wire denkbar, dass es bei
einer hypertensiven Nephropathie zu einer geringeren Ausscheidung von 15-Fp-
Isoprostan mit dem Urin kommt. Hierfiir sprechen die Ergebnisse verschiedener
Studien, in welchen mit sinkender GFR bzw. steigender Albuminurie die 15-Fz¢-
[soprostan-Werte im Plasma steigen und im Urin sinken [243, 244]. So konnten
sich auch in der vorliegenden Studie die 15-Fz-Isoprostan-Werte von HypAll und
Kontrollen angendhert haben, da unter den HypAll tendenziell mehr
Studienteilnehmer Zeichen eines initialen Nierenschadens mit normaler GFR und

Albuminurie aufwiesen.

Sowohl beim Gruppenvergleich als auch bei der Korrelations- und
Regressionsanalyse zeigte sich das Alter als wichtiger Einflussfaktor auf die 15-Fz¢-
[soprostan-Level. In Studien in Verbindung mit arterieller Hypertonie lasst sich
kein einheitliches Bild beim Zusammenhang von Alter und 15-F;-Isoprostan

finden. Korrelationen werden als nicht vorhanden [245], positiv [246] oder sogar
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negativ [241] beschrieben. Losgelost vom Kontext der arteriellen Hypertonie
konnten einige Studien, zusammengefasst von Voss et al. [247], erhohte
[soprostane im Alter feststellen. Den Einfluss des Alters bei der Untersuchung von

Isoprostanen gilt es daher auch weiter zu beriicksichtigen.

15-Fz-Isoprostan stellt im Vergleich zum MDA den besser validierten Marker fiir
Lipidperoxidation dar. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass unter
Beriicksichtigung des Alters keine erhohte Lipidperoxidation bei TRH-Patienten
vorliegt. Zur Einschitzung des Einflusses COX-abhingiger Wege bei der 15-F-
[soprostan-Entstehung ware eine zeitgleiche Bestimmung der freien und totalen

15-Fz-Isoprostan-Level interessant.

4.2.7 Erhohter oxidativer Stress bei arterieller Hypertonie

Zusammenfassend ldsst sich anhand der untersuchten Marker ein erhohter
oxidativer Stress in der HypAll-Gruppe feststellen. Der einzige Marker, welcher
keinen Gruppenunterschied vorweist, ist das MDA. Dieses ist, zumal mit dem
TBARS-Assay gemessen, als Marker der Lipidperoxidation ohnehin schwacher
einzuschatzen als das 15-F2-Isoprostan [248].

Alle verwendeten Marker wurden mittels etablierter immunologischer oder
photometrischer Verfahren bestimmt, welche, wenn auch in ihrer Sensitivitat und
Spezifitat nicht an die chromatographischer heranreichend, fiir die Menge an
Proben gut umsetzbar waren. Anders als in vergleichbaren Studien kamen
mehrere Marker fiir oxidativen Stress aus sowohl Blut als auch Urin gleichzeitig
zur Anwendung, sodass eine Vielfalt verschiedener ROS-induzierter
Molekiilschdaden abgebildet werden konnte.

Fir einen Teil der Marker, 8-oxodG und 15-F¢-Isoprostan, zeigte sich bislang in
der Literatur ein uneinheitliches Bild beziiglich ihrer Auspragung bei arterieller
Hypertonie. Fiir die anderen Marker konnten bereits Werte im Sinne eines
erhohten oxidativen Stresses bei arterieller Hypertonie nachgewiesen werden.
Patienten mit TRH haben dabei bisher kaum Bertcksichtigung gefunden und
stehen in dieser Studie im Vordergrund. Dieses besondere Patientengut zeichnet

sich durch eine lange Hypertonie-Historie sowie die Einnahme zahlreicher
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Antihypertensiva aus und unterscheidet sich darin wesentlich von den sonst
untersuchten therapienaiven Hypertonikern. Bei der Behandlung der Frage,
weshalb nur 2 der 6 Marker fiir oxidativen Stress einen signifikanten Unterschied
zwischen den Kontrollen und HypAll hervorbrachten, sind diese Besonderheiten
mit einzubeziehen. So berichten Rodrigo et al. [249], dass oxidativer Stress und
damit auch seine Messung mittels Marker vor allem in der Frithphase der
arteriellen Hypertonie, wenn das vaskuldre Remodeling induziert wird, erhoht
bzw. relevant ist und nicht im Krankheitsverlauf, wenn die endotheliale
Dysfunktion bereits irreversibel ist und sich die ROS-Produktion im Rahmen von
Riickkopplungsmechanismen selbst aufrechterhalt.

Die entscheidendere Rolle spielen jedoch die antihypertensiven Medikamente der
Studienteilnehmer, welche womdglich nicht nur fiir den teils nicht-signifikanten
Unterschied zwischen den Kontrollen und HypAll, sondern auch fiir den
mangelnden Unterschied zwischen HypGut und HypSch verantwortlich sind.
Zahlreiche  Antihypertensiva-Klassen entfalten eine iiber die blofe
Blutdrucksenkung hinausgehende, antioxidative Wirkung, indem sie unter
anderem in den NO-Stoffwechsel eingreifen [250]. Unter den Betablockern konnte
fir Nebivolol ein antioxidativer Effekt nachgewiesen werden. Durch Aktivierung
der endothelialen NOS erhoht es die NO-Bioverfiigbarkeit [251]. Der
Calciumantagonist Nifedipin fiihrt ebenso zu einer Erhohung der NO-
Konzentration in Endothelzellen [252]. In der HypAll-Gruppe dieser Studie
nahmen 79,7 % einen Calciumantagonisten und 76,6 % einen Betablocker ein,
wobei keine weitere Wirkstoff-Differenzierung innerhalb der Substanzklassen
erfolgte und somit unklar bleibt, inwiefern sie Einfluss auf den oxidativen Stress
ausgetiibt haben kénnten. Wesentlich wichtiger sind die ACE-Hemmer und AT:R-
Blocker, da sie von 87,5 % der HypAll-Gruppe eingenommen wurden. Diese
Substanzklassen unterbinden die in Abschnitt 1.2 und 1.4.2 aufgefiihrten Effekte
des RAAS und besitzen eine starkere liber die Blutdruck-Senkung hinausgehende
Wirkung als andere Antihypertensiva-Klassen, indem sie Entziindung, oxidativen
Stress und vaskuldres Remodeling reduzieren und einen nachgewiesenen
kardiovaskuldren Schutz bieten [42]. Auch in anderen vergleichbaren Studien

konnte der antioxidative Einfluss von Antihypertensiva beobachtet werden. So
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wiesen Hypertoniker unter antihypertensiver Therapie zum einen gleiche [220,
242, 253] und zum anderen sogar niedrigere [232] Level oxidativen Stresses auf
als ihre gesunden Kontrollen.

In diesem Zusammenhang gilt es auch den mangelnden Unterschied von
oxidativem Stress zwischen HypGut und HypSch zu betrachten. In zahlreichen
Studien konnte eine blutdruckunabhéngige Senkung des oxidativen Stresses durch
Antihypertensiva, insbesondere ATiR-Blocker, nachgewiesen werden [187, 217,
254]. Daher konnten sich die Level oxidativen Stresses beider Gruppen, auch wenn
ihre Blutdruckwerte per definitionem unterschiedlich sind, bereits angeglichen
haben, zumal sowohl HypGut als auch HypSch im Median 5 Antihypertensiva mit
gleichen Anteilen an RAAS-wirksamen Medikamenten einnahmen (siehe Tabelle
3.6). Einen zusatzlichen Einfluss kénnte die Dauer der Medikamenteneinnahme
spielen. Saez et al. [255] beschreiben diesbeziiglich eine steigende antioxidative
Wirkung von Antihypertensiva mit der Lange der Anwendung. Da es sich bei den
Studienteilnehmern der HypAll-Gruppe um TRH-Patienten handelt, ist von einer
langen Einnahmedauer auszugehen.

Auch fiir Statine konnte in zahlreichen experimentellen und klinischen Studien
eine lber die reine Fettsenkung hinausgehende antioxidative Wirkung
nachgewiesen werden [256]. Dies konnte ebenfalls fiir diese Studie von Relevanz
sein und zu den nicht-signifikant unterschiedlichen bzw. dhnlichen Leveln der
Marker fiir oxidativen Stress zwischen Kontrollen und HypAll bzw. HypGut und
HypSch beigetragen haben, da Statine sowohl von den HypGut als auch von den
HypSch haufiger als von den Kontrollen eingenommen wurden (44,4 % vs. 35,7 %
vs. 12,5 %).

Weiterhin muss beim Vergleich der Marker fiir oxidativen Stress zwischen HypGut
und HypSch das Alter als Einflussfaktor berticksichtigt werden, da die HypGut im
Median 4,5 Jahre alter waren als die HypSch und damit die altesten
Studienteilnehmer stellten. Dabei stehen die Ergebnisse aus Abschnitt 3.5.11 in
scheinbarem Widerspruch mit dem bislang in diesem Abschnitt beziiglich der
antioxidativen Wirkung von Antihypertensiva Beschriebenen. Dort konnte fiir
Studienteilnehmer, welche RAAS- oder Alpha-Rezeptor-wirksame Medikamente

einnahmen, ein erhohter oxidativer Stress festgestellt werden. Dieses Ergebnis ist
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jedoch dem verzerrenden Effekt des Alters zuzuschreiben, da zum einen die
Studienteilnehmer, die diese Medikamente einnahmen, auch signifikant alter
waren und zum anderen die auffilligen Marker SHp, 3-Nitrotyrosin und 15-Fz-
[soprostan in der Korrelations- und Regressionsanalyse eine signifikante und
bereits in der Literatur vorbeschriebene Beeinflussung durch das Alter zeigten. Die
tendenziell hoheren Level an oxidativem Stress in der HypGut-Gruppe lassen sich
daher am ehesten durch deren hoheres Alter erklaren.

Unterschiede in den Gruppencharakteristika zwischen HypGut und HypSch
ergaben sich zudem beim Auftreten von Tumorerkrankungen und Albuminurie.
Unter den HypGut befanden sich signifikant mehr Studienteilnehmer mit einer
malignen Tumorerkrankung in ihrer Vorgeschichte (17,6 % vs. 0 %) und fiir diese
konnten erhohte 3-Nitrotyrosin-Level gefunden werden (siehe Abschnitt 3.5.5).
Erhohte Level an oxidativem Stress sind bei diesen Studienteilnehmern vielmehr
als Folge der Tumorbehandlung durch Chemo- oder Radiotherapie und nicht als
Ursache der Erkrankung, wie in Abschnitt 1.4.1 erldutert, anzusehen. Die Induktion
von ROS durch diese therapeutischen Verfahren ist bekannt [257, 258]. Da zum
einen der Zeitraum von Erstdiagnose zum Untersuchungszeitpunkt um bis zu 15
Jahre differiert und zum anderen nur 6 der insgesamt 72 Studienteilnehmer
betroffen waren, handelt es sich bei den Tumorerkrankten der HypGut um eine
ausgesprochen heterogene und kleine Gruppe. Deren Einfluss auf die tendenziell
hoheren Level an oxidativem Stress der HypGut ist daher als gering einzuschatzen.
Des Weiteren weisen unter den HypGut signifikant weniger Studienteilnehmer
eine Albuminurie auf als unter den HypSch (9,5 % vs. 66,7%). Denkbar ware, dass
es durch einen glomeruldaren Schaden zu einem renalen Verlust von Markern fiir
oxidativen Stress kommt und die HypGut entsprechend ihres besser
funktionierenden glomerulédren Filters weniger tiber den Urin ausscheiden. Unter
der Annahme, dass eine Albuminurie Ausdruck einer eingeschrankten
Nierenfunktion ist, sprechen die Ergebnisse der Korrelationsanalyse gegen einen
solchen Zusammenhang. Dort korrelierte oxidativer Stress in Form von SHp und 3-
Nitrotyrosin invers mit der Nierenfunktion (siehe Tabelle 3.8). Zudem wire bei
obiger Hypothese zu erwarten, dass sich die Stressmarker im Blut und im Urin

entgegengesetzt verhielten und die HypGut zwar erhohte Marker fiir oxidativen
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Stress im Blut, jedoch nicht im Urin hatten. Ein genereller Einfluss der
Nierenfunktion auf die Ausscheidungseigenschaften der unterschiedlichen Marker
fir oxidativen Stress lasst sich aus den Daten dieser Arbeit nicht ableiten. Vielmehr
gilt es, wie in den obigen Abschnitten ansatzweise erfolgt, jeden Marker individuell
auf seinen Stoffwechsel bezogen zu betrachten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die antioxidative Wirkung der
Antihypertensiva und die unterschiedliche Altersstruktur mafdgeblich zum
mangelnden Unterschied an oxidativen Stress zwischen HypGut und HypSch
beigetragen haben. Ein Einfluss von Tumorerkrankung oder Proteinurie ist

hingegen nicht zu erkennen.

Bei Betrachtung der Ergebnisse der Stressmarker von Kontrollen und HypAll fallt
weiterhin auf, dass nur die Marker, die einen Proteinschaden anzeigen,
signifikante Unterschiede liefern. Werden Marker fiir oxidativen Stress bei
chronischen Erkrankungen untersucht, wird ein Flief3gleichgewicht aus deren
Entstehung und Elimination postuliert. Fiir bestimmte Marker, wie dem aus der
Lipidperoxidation hervorgehende MDA oder 15-Fz-Isoprostan, ist bekannt, dass
sie kurzlebig sind, weiterreagieren oder schnell abgebaut werden [236, 248].
Moglicherweise spielt aber bei oxidativ verdnderten Proteinen ein
Akkumulationseffekt eine Rolle. Hierfiir sprechen Erkenntnisse, die bei
Untersuchungen von oxidativ geschddigten Proteinen im Zusammenhang mit
Alterungsprozessen erlangt wurden. Demnach erfolgt der Abbau im Proteasom in
der Regel erst, wenn das Protein an mehreren Stellen oxidiert wurde. Zudem wird
eine Akkumulation von oxidierten Proteinen dadurch begiinstigt, dass geschadigte
Proteine Aggregate bilden, welche wiederum den proteasomalen Abbau dieser und
anderer Proteine behindern [74]. Dies konnte auch auf die TRH-Patienten dieser
Studie Ubertragen werden, bei welchen eine lang anhaltende arterielle Hypertonie
bereits zu zahlreichen oxidativen Proteinschaden gefiihrt hat, sodass die zelluldren
Abbaukapazitdten tiberschritten wurden. Weiterhin kénnte die Lebensdauer von
Proteinen zur Akkumulation beitragen. Einige Publikationen weisen darauf hin,
dass die durchschnittliche Halbwertszeit von Proteinen zwar unter 2 Tagen liegt,

es jedoch auch losliche Proteine gibt, welche teils tiber Jahre stabil bleiben [259].
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Eine Akkumulation ist insbesondere auch fiir 3-Nitrotyrosin anzunehmen, da die
Aminosaure Tyrosin als sehr empfanglich fiir oxidative Modifikationen gilt und
diese irreversibel sind. Die oxidativen Veranderungen an schwefelhaltigen
Aminosauren sind hingegen reversibel, sodass die Mechanismen fiir SHp weniger
ersichtlich sind. Denkbar ware, dass die SHp-Level nicht nur durch die Oxidation
der Thiolgruppen erniedrigt sind, sondern auch durch irreversible oxidative
Modifikationen an anderen Stellen des Proteins. Zum Beispiel konnte dadurch die
dreidimensionale Struktur des Proteins so verandert werden, dass es sekundar zu
einer Beeintrachtigung der Funktion des thiolhaltigen aktiven Zentrums, wie es sie
bei verschiedenen antioxidativ-wirkenden Enzymen gibt, kommt.

Zur besseren Einordnung von moglichen Akkumulationseffekten ware es
interessant zum einen die Erkrankungsdauer der Studienteilnehmer und zum

anderen die Langsschnittstudie liber einen noch langeren Zeitraum zu erheben.

4.3 DNA-Schaden und arterielle Hypertonie

Im Folgenden werden zunachst die Ergebnisse der einzelnen verwendeten Marker
fir DNA-Schiden, auch vor dem Hintergrund ihrer Nachweisverfahren,
besprochen und dann im letzten Unterpunkt in ihrer Gesamtheit als DNA-Schiaden

mit der arteriellen Hypertonie zusammengefiihrt.

4.3.1 y-H2AX

Als Marker fiir DSB  wurden y-H2AX-Foci in PBMC  mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie bestimmt. HypAll wiesen keine hoheren y-H2AX-
Werte auf als die Kontrollen. In der Korrelations- und Regressionsanalyse stellte
sich der Diabetes mellitus als Einflussfaktor dar. In der Langsschnittstudie zeigten
sich die y-H2AX-Werte bei gleichzeitig sinkenden Blutdruckwerten tendenziell

steigend, die Verdnderungen korrelierten jedoch nicht.

Zum Nachweis in vivo entstandener DSB steht neben dem Comet Assay oder der
Pulsed-Field-Gelelektrophorese die y-H2AX-Bestimmung zur Verfligung, wobei
letztere als sensitivstes Verfahren gilt [260]. Die in dieser Studie angewandte
mikroskopische y-H2AX-Nachweismethode mit Zahlung der Foci wird wiederum

als sensitiver angesehen als die Durchflusszytometrie oder das Immunoblotting.
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PBMC stellen dabei das Nachweismedium der Wahl dar, da diese zum einen eine
geringe y-H2AX-Hintergrundaktivitat aufweisen und zum anderen aufgrund ihrer
Arretierung in der GO-Phase keiner Beeinflussung der y-H2AX-Level durch den
Zellzyklus unterliegen [261]. Manuelles Auszdhlen der y-H2AX-Foci bietet sich, im
Gegensatz zum (semi-)automatischen, vor allem bei geringer Foci-Dichte wie in
dieser Studie an [262]. In dieser Studie kritisch zu bewerten ist, dass die
Aufnahmen am Mikroskop, da die Farbungen tiber mehrere Wochen durchgefiihrt
wurden, mit unterschiedlichen Belichtungszeiten angefertigt werden mussten. Die
daraus moglicherweise resultierenden Schwankungen der y-H2AX-Detektion
wurden jedoch durch die Anpassung der Kontrasteinstellung anhand der
Positivkontrollen wahrend der Bearbeitung mit Image] minimiert.

Die Level an y-H2AX-Foci/Zelle in PBMC lagen in dieser Studie und der von
Schurman et al. [166] um etwa ein 10-Faches hoher als in anderen Studien, welche
vor allem Tumorpatienten unter Chemo- oder Radiotherapie untersuchten [110].
Schurman et al. beschreiben steigende y-H2AX-Foci/Zelle mit steigender relativer
Zentrifugalbeschleunigung (RZB) wahrend des Aufbringens der PBMC auf die
Objekttrager durch Zytozentrifugation. In anderen Studien sind die methodischen
Beschreibungen hierzu mangelhaft, da entweder nur die Drehzahl genannt wird
oder keine weiteren Angaben hierzu gemacht werden. Die hoheren y-H2AX-Werte
in dieser Studie kdnnten also durch eine hohere RZB bedingt sein. Gegen einen
solchen Einfluss spricht jedoch, dass Schurman et al. unter Verwendung des
gleichen Zytozentrifugationsgerdats mit 200 rpm den gleichen y-H2AX-
Wertebereich wie diese Studie mit 1000 rpm erzielte. Vielmehr scheint die
Auszdhlmethodik die Ursache fiir den hoheren y-H2AX-Wertebereich zu sein
[166]. Da die zum einen mit FITC- und zum anderen mit UV-2A-Filter angefertigten
Bilder bei der Foci-Auszdhlung nicht iibereinandergelegt wurden, verbesserte sich
die Auflésung der y-H2AX-Foci, sodass mehr gezdhlt werden konnten.

Ein weiterer moglicher verfialschender Faktor auf die y-H2AX-Foci-Anzahl kénnte
die unterschiedliche Neigung zur Ausbildung dieser unter den durch
Zentrifugation gewonnenen Zellarten der PBMC-Schicht, darunter Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten, sein [263]. Da in dieser Studie durch das manuelle

Auszdhlen Zellen mit nicht-rundem Zellkern, also Granulozyten, nicht
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bertiicksichtigt wurden, ist dieser Effekt jedoch als nicht ausschlaggebend

anzusehen.

Versuchstiere, bei denen durch Aldosteron- [264] oder Angiotensin II-Infusion
[94] eine arterielle Hypertonie induziert wurde, wiesen in ihren Herz- und
Nierengeweben vermehrt DSB, gemessen u.a. anhand von y-H2AX, auf. Diese
Ergebnisse liefen auch erhohte y-H2AX-Werte bei hypertensiven Menschen
vermuten. Neben der Studie von Schurman et al. [166] ist diese Studie bislang die
einzige, die diesen Marker in einem solchen Zusammenhang in einer Humanstudie
untersucht. Schurman et al. konnten bei Betrachtung ihres kompletten
Studienkollektivs nach Alters- und Geschlechtsadjustierung ebenfalls keine
erhohten y-H2AX-Werte bei Hypertonikern finden. Allerdings wiesen in der
Subgruppe der tiber 57-Jahrigen hypertone Studienteilnehmer signifikant mehr y-
H2AX-Foci/Zelle auf als normotone. In der vorliegenden Studie scheint ein solcher
Vergleich nur schwer moglich, da die Kontrollgruppe mit einem medianen Alter
von 56 Jahren etwa 10 Jahre jiinger ist als die HypAll-Gruppe. Sowohl Schurman et
al. [166] als auch Sedelnikova et al. [265] beobachteten jedoch eine Stagnation der
y-H2AX-Werte ab einem bestimmten Alter (57 bzw. 50 Jahre). Auch unter
Beriicksichtigung dieser Feststellung lassen sich in dieser Studie keine
signifikanten Unterschiede finden, sodass doch abzuleiten ist, dass die Ergebnisse
der beiden Studien erheblich differieren. Trotz des besseren Verhaltnisses
zwischen Kontrollen und Hypertonikern bei Schurman et al. im Vergleich zu dieser
Studie (25 zu 15 vs. 8 zu 64), bleiben wichtige Charakteristika der
Studienteilnehmer wie die Definition der Hypertoniker-Gruppe und deren
medikamentose Therapie unklar. Moglicherweise waren die Hypertoniker der
Schurman-Studie, wie bei den meisten Studien in diesem Bereich, im Gegensatz zu
den HypAll dieser Studie therapienaiv. Die gleichen Level an DSB in dieser Studie
konnten daher, wie bereits fiir die Marker fiir oxidativen Stress in Abschnitt 4.2.7
diskutiert, durch den antioxidativen Effekt der eingenommenen Antihypertensiva
erklart werden. So konnte in einer Tierstudie gezeigt werden, dass bei mit DOCA
(Deoxycorticosteron-Acetat) und Salz behandelten Ratten zum einen DNA-Schaden

in Form von DSB induziert und zum anderen diese Schiaden durch einen
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Aldosteronantagonisten auch unabhdngig vom Blutdruck reduziert werden
konnen [214]. Ahnliches zeigte sich in einer anderen Studie mit Angiotensin II,
wobei ein antigenotoxischer Effekt des AT:R-Blockers zu sehen war [201].
Interessant fiir diese Studie ware sicherlich die Bestimmung von Angiotensin II,
um, neben den erhobenen Parametern (siehe Tabelle 3.3), das RAAS komplett
abzubilden.

Als Ursache fiir die ansteigenden y-H2AX-Werte lber die Zeitspanne von V1 bis
FUP2 ist eine Akkumulation der DNA-Schdden denkbar, da Lymphozyten, die den
Grofdteil der PBMC ausmachen, eine Lebensdauer von Tagen bis mehreren Jahren
aufweisen. Dagegen spricht die kurze Halbwertszeit der y-H2AX-Foci von etwa 2
bis 7 Stunden. Es ist daher bei der Bestimmung der y-H2AX-Level im Rahmen einer
chronischen Erkrankung, wie der arteriellen Hypertonie, von einem
Flief3gleichgewicht aus DSB-Entstehung und -Reparatur auszugehen [110]. In
diesem Zusammenhang ware es fiir diese Studie zum Beispiel interessant gewesen,
das ABDM unmittelbar bis zur Blutentnahme durchzufiihren, um den Einfluss
hypertensiver Krisen abbilden zu kénnen. Dies war aus organisatorischen Griinden
nicht zu realisieren. Letztlich ist die Wertigkeit der Langsschnittstudie aufgrund
der niedrigen Fallzahl nur eingeschrankt.

Als Einflussfaktor auf die y-H2AX-Werte konnte in dieser Studie lediglich die
Begleiterkrankung Diabetes mellitus gefunden werden. Sowohl fiir Diabetes
mellitus Typ 1 [266] als auch Typ 2 [267] konnten bereits erhohte y-H2AX-Level
beobachtet werden. Weitere Untersuchungen des Diabetes mellitus in Bezug auf
DNA-Schaden sind fur die Zukunft sicherlich interessant, zumal Diabetes mellitus
und arterielle Hypertonie im Rahmen des metabolischen Syndroms haufig

zusammen auftreten.

Als einer von zwei Markern fiir DNA-Schiaden in dieser Studie, neben den
Mikrokernen, nimmt y-H2AX eine zentrale Rolle ein. Es kam dabei die derzeit
sensitivste Methode zum Nachweis von DSB zur Anwendung. Es konnten bei den
hier untersuchten Hypertonikern keine erh6hten y-H2AX-Werte nachgewiesen
werden, wodurch das Ergebnis nicht in Ubereinstimmung mit der bislang einzigen

vergleichbaren Studie von Schurman et al. [166] steht. Die gleichzeitige
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Untersuchung von Kontrollen, therapienaiven und vorbehandelten Hypertonikern
ist flr zukiinftige Studien interessant, um einen moéglichen DNA-protektiven Effekt

der Antihypertensiva herausarbeiten zu kénnen.

4.3.2 Mikrokernfrequenztest

Mittels Mikrokernfrequenztest wurden verschiedene chromosomale Schiaden in
Form von Mikrokernen und anderen nukledren Anomalien in PBMC nachgewiesen.
Hierzu kam die Immunfluoreszenzmikroskopie zum Einsatz. Zwischen HypAll und
Kontrollen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Frequenz
an Mikrokernen oder nukledaren Anomalien. Als Einflussfaktoren fiir Mikrokerne
wurde das Renin, der systolische Blutdruck und das NT-proBNP ausfindig
gemacht. Fiir nukledre Anomalien konnte kein Einflussfaktor gefunden bzw. kein
signifikantes Modell erstellt werden. In der Langsschnittstudie zeigte sich ein

signifikanter Anstieg nuklearer Anomalien von FUP1 zu FUP2.

Der Nachweis von Mikrokernen ist eine etablierte Methode, um den genotoxischen
Effekt verschiedener Stoffe im Rahmen von in vitro Genotoxizitatstests [268] oder
Biomonitoring [269] zu messen. Dazu findet der ,cytokinesis-block micronucleus”
(CBMN) Assay, beschrieben von Fenech [120], bei welchem durch Gabe von
Cytochalasin B die Zytokinese verhindert und damit Mikrokerne in zweikernigen
Zellen gezdhlt werden, die meiste Anwendung. In dieser Studie wich die
Probenaufbereitung insofern vom CBMN Assay ab, dass 24 Stunden nach Beginn
der Phytohdmagglutinin-Stimulation die Zellen fixiert wurden und keine
Inkubation mit Cytochalasin B erfolgte. Die Mikrokerne wurden demnach, anders
als beim CBMN Assay, in einkernigen Zellen bestimmt. Die dabei nachgewiesenen
Mikrokerne sind, da sie zu einem frithen Zeitpunkt der Lymphozytenkultur und
damit vor ihrer ersten in vitro Zellteilung gemessen wurden, mit hoher Sicherheit
in vivo entstanden. Dahingegen sind viele der in zweikernigen Zellen nach ihrer
ersten in vitro Zellteilung nachgewiesenen Mikrokerne hdchstwahrscheinlich erst
in vitro entstanden [270]. Ohne die Behandlung von Cytochalasin B besteht das
Risiko falsch negative Ergebnisse zu erzielen, da erst durch die Zellteilung

vorhandene DNA-Schaden in Form von Mikrokernen demaskiert werden konnen
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[121]. Die Verwendung von Cytochalasin B hingegen birgt das Risiko falsch
positive Ergebnisse zu generieren, da unklar ist inwiefern Lymphozyten in vitro in
der Lage sind in vivo entstandene DNA-Schiaden zu reparieren [271]. Welches der
beiden Risiken letztlich liberwiegt, ist Bestandteil aktueller Diskussionen [270,
272]. In diesem Zusammenhang wurde die Sensitivitat des Tests infrage gestellt,
da durch die lange Inkubation von 44 Stunden bis zur Cytochalasin B-Gabe
womoglich Zellen mit in vivo entstandenen Mikrokernen bereits durch Apoptose
wahrend der in vitro Kultivierung zugrunde gehen und DNA-Schiaden bereits vor
der Ausbildung von Mikrokernen in vitro repariert werden [270]. Es bleibt daher
offen, ob relativ gering genotoxische Prozesse, verglichen zu zum Beispiel strahlen-
oder chemotherapeutischen Mafdnahmen, iberhaupt mit diesem Test detektiert
werden kdnnen. Um die genauen Mechanismen der in vitro Reparatur von DNA-
Schaden und Mikrokern-Bildung zu verstehen, benétigt es daher weiterer

Untersuchungen.

Derweil gibt es bereits zahlreiche Studien, in welchen der Mikrokernfrequenztest
auch fiir endogene Erkrankungen angewandt wurde. Neben Tumor- [114] und
chronischer Nierenerkrankung [273] zeigten auch kardiovaskuldre Krankheiten
[274] eine Assoziation mit erhohten Leveln an Mikrokernen. Neben dieser Studie
liegen keine Humanstudien vor, welche explizit den Zusammenhang von arterieller
Hypertonie und Mikrokernen untersuchen. Zwar fanden Toljic et al. [165] eine
hoéhere Mikrokernfrequenz bei Patientinnen mit Gestationshypertonie verglichen
zu gesunden Schwangeren, jedoch ist ein Vergleich mit dieser speziellen
Patientengruppe nicht geeignet. Moglicherweise ist fiir den mangelnden
Unterschied an Mikrokernen zwischen den Kontrollen und HypAll, wie auch schon
fir y-H2AX angefiihrt, die antihypertensive Medikation der HypAll-Gruppe
verantwortlich. In einer Zellkultur-Studie konnten die durch Aldosteron
induzierten Mikrokerne durch einen Aldosteronantagonisten verhindert werden
[275]. ACE-Hemmer und ATiR-Blocker sind fiir diese Studie jedoch relevanter, da
87,5 % der HypAll-Gruppe ein Medikament dieser Substanzklassen einnahmen. So
stellten  Schupp et al. [276] bei Hamodialyse-Patienten einen

blutdruckunabhdngigen antigenotoxischen Effekt von Candesartan, gemessen
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anhand von Mikrokernen, fest. Die Mikrokern-Level von HypGut und HypSch
einerseits und von Kontrollen und HypAll andererseits konnten sich daher bereits
angeglichen haben.

Bei der Interpretation der Ergebnisse der Langsschnittstudie stehen statistische
Uberlegungen im Vordergrund, auch wenn denkbar wire, dass eine Akkumulation
von DNA-Schiaden bei Lymphozyten wahrend ihrer Zirkulation im Blut zu einer
Erhohung der nukledren Anomalien von FUP1 zu FUP2 gefiihrt hat. Bei der
Auswertung sind zum einen die niedrigen Fallzahlen mit einem n = 9 zu FUP2 und
zum anderen die Streuungsmafle zu beriicksichtigen. Obwohl sich die
Interquartilbereiche der Messungen der nukledren Anomalien zu FUP1 und FUP2
nahezu iiberlappen, sind die Mediane signifikant unterschiedlich, da zudem eine
ausgepragte entgegengesetzte schiefe Verteilung vorliegt.

Sowohl in der Korrelations- als auch in der Regressionsanalyse konnte ein
negativer Zusammenhang zwischen der Reninkonzentration und der
Mikrokernfrequenz gesehen werden. Diese Beobachtung zeigt, dass die von der
Mehrzahl der Studienteilnehmer eingenommenen ACE-Hemmer bzw. ATiR-
Blocker ihre Wirkung entfalten, da zum einen durch die Hemmung des negativen
Riickkopplungsmechanismus erhéhte Reninkonzentrationen zu erwarten sind und
zum anderen gleichzeitig die Mikrokernfrequenz durch die oben erwahnte
antigenotoxische Wirkung reduziert wird. Ohne die Einnahme von ACE-Hemmern
oder ATiR-Blockern wire jedoch ein positiver Zusammenhang zwischen
Reninkonzentration und Mikrokernen zu erwarten, da eine hohe
Reninkonzentration Ausdruck eines hochregulierten RAAS ist und dieses
wiederum Mikrokerne induziert [277]. Korrelationen zwischen Mikrokernen und
anderen Bestandteilen des RAAS hatten geholfen den gefundenen Zusammenhang
zwischen Mikrokernen und Renin besser einordnen zu kénnen.

Nicht in der Korrelations- jedoch in der Regressionsanalyse zeigte sich zudem ein
Zusammenhang zwischen Mikrokernen und NT-proBNP bzw. dem systolischen
Blutdruck. Bislang liegen keine Studien vor, welche Mikrokerne und NT-pro BNP,
ein Marker der Herzinsuffizienz, zusammen untersuchten. Indes konnte fiir andere
Marker fiir DNA-Schiaden eine Assoziation mit der Herzinsuffizienz festgestellt

werden [80]. Fiir weitere Untersuchungen der Marker fiir oxidativen Stress und
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DNA-Schdaden im Zusammenhang mit der Herzinsuffizienz miissten Daten der
Echokardiographie oder NYHA-Klassifikation, welche bei den Studienteilnehmern
diese Studie erhoben, aber nicht verwertet wurden, herangezogen werden.

Ein negativer Zusammenhang von Mikrokernen und Systole Gesamt war nicht zu
erwarten. Jedoch sollten, unter Berticksichtigung der statistischen Bedenken aus
4.1.2, die Ergebnisse der Regressionsanalyse fiir die Werte des

Mikrokernfrequenztests keiner weiteren Interpretation zugefiihrt werden.

In dieser Studie wurde erstmalig bei Patienten mit arterieller Hypertonie die
Mikrokernfrequenz bestimmt. Dabei konnten, anders als Tier- und Zellkultur-
Versuche es erwarten liefden, keine erhohten Mikrokern-Level bei Hypertonikern
festgestellt werden. Um methodische Griinde hierfiir auszuschlief3en, sollten die
Mikrokerne in Folgestudien zum einen sowohl in einkernigen als auch in
zweikernigen Zellen und zum anderen zusatzlich in therapienaiven Hypertonikern

bestimmt werden.

4.3.3 Keine erhhten DNA-Schdden bei arterieller Hypertonie

In dieser Studie lief3en sich anhand der Marker y-H2AX und Mikrokerne/Nukledre
Anomalien keine erhéhten Level an DNA-Schaden bei Hypertonikern nachweisen.
Ebenso ergaben sich keine Unterschiede beziiglich der untersuchten Marker fiir
DNA-Schidden unter den Hypertoniker-Subgruppen.

Ergebnisse aus Zellkultur- und Tierversuchen (siehe 4.3.1 und 4.3.2) sowie aus
anderen Humanstudien liefden erhohte Level an DNA-Schaden bei Hypertonikern
erwarten. In anderen Humanstudien kamen, die Studie von Schurman et al. [166]
ausgenommen, stets andere Methoden zum Nachweis von DNA-Schaden,
insbesondere der Comet-Assay [278-280], zum Einsatz. Die Ursache der
unterschiedlichen Ergebnisse ist zum einen in der Methode und zum anderen im
Patientenkollektiv zu suchen.

Beim Vergleich verschiedener Methoden zur Detektion oxidativer DNA-Schaden
fand sich eine breite Ubereinstimmung der Ergebnisse zwischen dem Comet Assay
und anderen Tests, wie dem Mikrokernfrequenztest [281]. Dabei werden mit dem

Comet Assay neben DSB auch weniger schwerwiegende und haufiger auftretende
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DNA-Schdaden wie SSB und alkalilabile Stellen nachgewiesen [164]. Womdglich
hatte der Comet Assay daher in dieser Studie einen signifikanten Unterschied
zwischen den Kontrollen und HypAll hervorgebracht und wire eine sinnvolle
erganzende Methode gewesen. Der Vorteil dieser Studie liegt jedoch gerade in der
Tatsache, dass bereits, anders als in vergleichbaren Studien, zwei verschiedene
etablierte Methoden zum Nachweis von DNA-Schdden zur Anwendung kamen. Mit
dem Mikrokernfrequenztest wurde zudem der einzige etablierte Marker, fiir den
bislang eine prognostische Relevanz beziiglich des Tumorrisikos nachgewiesen
werden konnte [114, 115], verwendet. In in vitro Genotoxizitatstests zeigten der y-
H2AX-Assay und der Mikrokernfrequenztest eine gute Korrelation [282]. Unter
den Humanstudien fand sich nur eine, welche beide Tests anwandte, wobei
erhohte Level an y-H2AX-Foci mit erh6hten Leveln an Mikrokernen einhergingen
[283]. Da in dieser Studie beide Tests keine erhohten Level an DNA-Schaden bei
Hypertonikern hervorbrachten, erscheint das Ergebnis umso valider. Um die hier
erlangten Resultate zu bestdtigen, sind weitere Untersuchungen, zum Beispiel
anhand eines besseren Verhaltnisses an Kontrollen zu Erkrankten, sinnvoll. Diese
Studie bietet als die erste, welche die beiden Marker im Rahmen der arteriellen
Hypertonie bestimmt, eine gute Grundlage.

Zudem unterscheidet sich das in dieser Studie untersuchte Patientengut deutlich
von dem anderer Studien. Da es sich bei den Patienten der HypAll-Gruppe um
Patienten mit TRH handelt, ging dieser Studie eine langjahrige Einnahme
verschiedener Antihypertensiva voraus. So ist zusatzlich zu der in Abschnitt 4.2.7
beschriebenen antioxidativen Wirkung der Antihypertensiva auch eine
antigenotoxische Wirkung anzunehmen, welche zu einem Absinken der Marker fiir
DNA-Schdden in der HypAll-Gruppe gefiihrt haben konnte. Unterstiitzt wird diese
Vermutung durch eine Beobachtung in einer Studie von Subash [279], in welcher
es nach einjdhriger antihypertensiver Therapie - ein genaues therapeutisches
Regime wurde nicht angegeben - zu einer Reduktion von DNA-Schaden, gemessen
mit dem Comet Assay, kam. Dabei spielen die AT:R-Blocker und
Aldosteronantagonisten eine besondere Rolle. In einigen Studien unserer

Arbeitsgruppe (siehe 4.3.1 und 4.3.2) konnte gezeigt werden, dass diese Stoffe,
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uber die Reduktion des oxidativen Stresses, auch zu einer Reduktion des oxidativ
induzierten DNA-Schadens fiihren.

In diesem Zusammenhang kommt die Frage auf, weshalb in dieser Studie zwar ein
erhohter oxidativer Stress, jedoch keine erh6hten DNA-Schdden bei Hypertonikern
nachgewiesen werden konnten. Moglicherweise besitzen Antihypertensiva,
insbesondere die RAAS-wirksamen, eine direkte DNA-protektive Wirkung, welche
unabhdngig vom Redox-Status ist. Bisherige Untersuchungen des AT:R und MR
zeigten pleiotrope, auch nicht ROS-abhidngige Effekte [50, 55], zum Beispiel liber
den MAP-Kinase- oder JAK-STAT-Signalweg. Die weitere Erforschung der
mannigfaltigen Signaltransduktion von u.a. AT1R und MR sowie deren Blockierung
ist im Gange.

Weiterhin kénnte der oxidative Stress durch die Antihypertensiva bereits so
reduziert worden sein, dass dieser zwar noch erhoht messbar ist, aber keine
relevante Menge an komplexen DNA-Schiden wie DSB oder Chromosomenschaden
mehr generieren kann. Weniger komplexe DNA-Schiden konnten nach wie vor
erhoht vorliegen, was sich auch an den tendenziell und nicht-signifikant erh6hten

8-oxodG-Werten zeigt.

Letztlich lasst sich postulieren, dass die Einnahme von insbesondere RAAS-
wirksamen Antihypertensiva essenziell ist, um langfristig DNA-Schaden bei
Hypertonikern zu vermeiden. Dieser antigenotoxische Effekt scheint, wenn man
den Vergleich zwischen HypGut und HypSch betrachtet, auch unabhingig von der

eigentlichen Blutdruckeinstellung zu sein.

4.4 Ausblick

In dieser Studie konnten mittels einer breiten Auswahl an Biomarkern sowohl im
Quer- als auch im Langsschnitt eine gut umschriebene, besondere Hypertoniker-
Gruppe beziiglich oxidativem Stress und DNA-Schaden untersucht werden. Fir
eine bessere Aussagekraft der Ergebnisse ware zum einen ein verbessertes
Studiendesign mit addquaterem Matching und zum anderen eine Optimierung der

Nachweismethoden wie in den Abschnitten 4.2 und 4.3 angegeben notwendig.
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Um den Circulus vitiosus aus oxidativem Stress und arterieller Hypertonie zu
beeinflussen, wurden bereits zahlreiche Versuche unternommen, Antioxidantien
als Antihypertensiva einzusetzen. Die in Studien am Menschen gewonnenen
Ergebnisse zeigten kein einheitliches Bild beziiglich deren Wirksamkeit [249]. Aus
dieser Studie sowie zahlreichen vorherigen geht hervor, dass Antihypertensiva
auch tber die Blutdrucksenkung hinaus eine antioxidative Wirkung besitzen. Es
erscheint daher sinnvoll bei der Priifung neuer antihypertensiver Substanzen auch
deren antioxidativen und antigenotoxischen Effekt mittels Biomarker zu
evaluieren, um fiir den Patienten den optimalen Nutzen aus der antihypertensiven
Therapie zu erzielen.

Ebenso ist vorstellbar, dass Biomarker im klinischen Alltag Verwendung finden,
um das individuelle Risiko eines Patienten fiir Folgeerkrankungen zu kalkulieren
oder eine individuelle Therapie mit einer entsprechenden Auswahl der
Antihypertensiva und individuellem Blutdruck-Zielbereich festzulegen. Hierfiir
miissten jedoch die in dieser Studie angewandten Verfahren an grofden
Patientenzahlen validiert und zur massentauglichen Anwendung automatisiert

werden.

Zuletzt gilt es, das Augenmerk auf die in dieser Studie nur einen geringen Umfang
einnehmende  Langsschnittanalyse zu richten. Die Nachteile dieses
Studienabschnitts mit geringen Fallzahlen und unbekannter Krankheitsdauer der
Patienten sind offensichtlich. Dennoch geben die Ergebnisse, insbesondere die
Korrelation von A1(D-ROM) mit A1(Systole Sitzen) und A1(Systole Tag), Anlass zur
Planung  weiterfiihrender = Untersuchungen, um den Einfluss einer
antihypertensiven Therapie auf den Redox- und DNA-Status ndher zu verstehen.
Dabei waire interessant zum einen die Patienten iiber einen deutlich langeren
Zeitraum von Jahren zu beobachten und zum anderen auch therapienaive
Patienten von Diagnosestellung an zu begleiten und mit den TRH-Patienten zu

vergleichen.
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5 Zusammenfassung

Patienten mit arterieller Hypertonie haben ein erhdhtes Risiko eine
Tumorerkrankung, insbesondere Nierenzellkarzinome, zu entwickeln. Die
arterielle Hypertonie ist liber die Entstehung von oxidativem Stress mit der
Entwicklung von DNA-Schaden verkniipft, wobei ein hochreguliertes Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) eine entscheidende Rolle einnimmt. Das
Ziel dieser Arbeit war es zum einen Hypertoniker (HypAll) und gesunde
Kontrollen und zum anderen gut (HypGut) und schlecht (HypSch) eingestellte
Hypertoniker unter Berilicksichtigung der eingenommenen Antihypertensiva
bezlglich ihrer Level an oxidativem Stress und DNA-Schdaden zu vergleichen.
Zusatzlich erfolgte im Rahmen einer Langsschnittanalyse der intraindividuelle
Vergleich unter den Hypertonikern. Hierfiir erfolgte die Bestimmung von SHp, D-
ROM und 3-Nitrotyrosin als Marker fiir oxidativen Stress im Plasma, von 8-oxodG,
15-Fz-Isoprostan und Malondialdehyd als Marker fiir oxidativen Stress im Urin
und von y-H2AX und Mikrokernen als Marker fiir DNA-Schaden in Lymphozyten.
Dabei konnte ein erhohter oxidativer Stress in der HypAll-Gruppe verglichen zu
den Kontrollen anhand aller Marker fiir oxidativen Stress mit Ausnahme von
Malondialdehyd festgestellt werden. Nach Altersadjustierung zeigte sich dieser
Gruppenunterschied nur noch fiir die Proteinstressmarker SHp und 3-Nitrotyrosin
signifikant. Beziiglich der Marker fiir DNA-Schaden ergab sich kein Unterschied
zwischen HypAll und Kontrollen. Ebenso zeigte sich kein signifikanter Unterschied
in den Leveln fir oxidativen Stress und DNA-Schaden zwischen der HypGut- und
HypSch-Gruppe. Zuletzt konnte im Rahmen der Langsschnittstudie ein positiver
Zusammenhang zwischen der Entwicklung des Blutdrucks und des oxidativen
Stresses anhand der Verdanderung von D-ROM und des systolischen Blutdrucks
beobachtet werden.

Die teils nicht-signifikanten und teils mangelnden Unterschiede zwischen HypAll
und Kontrollen sowie zwischen HypGut und HypSch sind am ehesten durch das
besondere Patientengut, welches sich auch grundlegend von dem anderer

vergleichbarer = Studien unterscheidet, erklarbar. Die Patienten mit
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therapieresistenter Hypertonie (TRH) zeichnen sich durch eine langjahrige
Einnahme zahlreicher Antihypertensiva aus. Diese, insbesondere die RAAS-
wirksamen, besitzen eine iliber die reine Blutdrucksenkung hinausgehende
antioxidative und antigenotoxische Wirkung, welche vermutlich zu einer
Angleichung der Level fiir oxidativen Stress und DNA-Schaden gefiihrt hat.

Um die Dynamik der Biomarker und den Einfluss der Antihypertensiva auf
oxidativen Stress und DNA-Schaden besser zu verstehen, sind weitere Studien
liber einen ldngeren Beobachtungszeitraum sowie mit zusatzlich therapienaiven
Hypertonikern sinnvoll. Die weitere Erforschung von Biomarkern, um sie im
klinischen Alltag zur Verbesserung der Patientenbehandlung einsetzen zu kénnen,

ist notwendig.
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7 Anhang
Tabelle 7.1: Referenzbereiche und Einheiten der im Zentrallabor des UKW
gemessenen Blutwerte.

Referenzbereich Einheit
eGFR (CKD-EPI) ml/min/1,73m?
Kreatinin 0-1,17 (weiblich: 0-0,95) mg/dl
Harnstoff 10-50 mg/dl
Harnsaure 3,4-7 (weiblich: 2,4 - 5,7) mg/dl
Cholesterin 130-220 mg/dl
Triglyceride 74-172 mg/dl
Gesamt-Eiweifd 6,6-8,7 g/dl
Cystatin C 0,61-0,95 mg/1
ACE 20-70 U/l
HbAlc 4,3-6,1 %

<50].:0-88
NT-proBNP pg/ml

> 50].: Bedarf noch Studien
Renin 2,7-27,8 (vor dem 14.10.14: 3-57) ng/l
Aldosteron 30-353 (vor dem 14.10.14: 38-313) |ng/]

Aldosteron/Renin-Quotient

0-25

Tabelle 7.2: Referenzbereiche und Einheiten der im Zentrallabor des UKW
gemessenen Werte des Sammelurins.
Referenzbereich Einheit
Protein <150 mg/d
Albumin <30 mg/d
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Tabelle 7.3: Labor- und Kklinische Parameter der Studienteilnehmer im zeitlichen

Verlauf.

V1 = 1. Visite, FUP1 = 1. Follow-up nach 7+2 Monaten, FUP2 = 2. Follow-up nach 14+2
Monaten. Gezeigt ist jeweils der Median (Q1-Q3) oder die Anzahl mit prozentualem Anteil.

V1 FUP1 FUP2
Anzahl 17 16 11
BMI [kg/m?] 31,7 (28,4-33,9) 30,9 (28,2-34,9) 30,5 (29,4-33,2)
Nierenfunktion:
eGFR [ml/min/1,73m?2] |75 (48-87) 68 (51-75) 67 (53-72)
Harnstoff [mg/dl] 37 (29-49) 40 (38-44) 41 (39-52)
Cystatin C [mg/1] 1,07 (0,94-1,42) 1,13 (0,97-1,21) 1,12 (0,98-1,23)
Sammelurin:
Proteinurie (%) 7 von 13 (53,8) 3von9 (33,3) 1von 5 (20)
Albuminurie (%) 7 von 12 (58,3) 5von 9 (55,6) 1von 5 (20)
RAAS:
ACE [U/]] 23,7 (7,0-32,5) 26,8 (7,0-43,8) 8,4 (7,0-26,4)
Renin [ng/1] 9,2 (6,8-30,1) 20,3 (8,5-46,5) 23,4 (13,6-113,4)
Aldosteron [ng/]] 73 (48-130) 84 (70-125) 66 (40-111)
Aldosteron-Renin-

7,4 (1,7-14,2) 4,6 (2,3-8,8) 1,9 (0,8-5,1)
Quotient
Stoffwechsel:
HbA1c[%] 5,9 (5,5-6,6) 6,2 (5,6-6,4) 6,3 (5,7-7,5)

Cholesterin [mg/dl]

189 (169-209)

190 (154-223)

173 (153-204)

Triglyceride [mg/dl]

133 (88-282)

161 (93-215)

213 (115-298)

Protein [g/dl]

7,2 (6,8-7,3)

7,1 (6,8-7,3)

7,0 (6,7-7,3)

Weitere:

NT-proBNP [pg/ml]

106 (59-266)

133 (79-223)

100 (72-288)

CRP [mg/dl]

0,07

Tabelle 7.4: Anzahl der Antihypertensiva der Studienteilnehmer im zeitlichen

Verlauf.

V1 = 1. Visite, FUP1 = 1. Follow-up nach 7+2 Monaten, FUP2 = 2. Follow-up nach 14+2

Monaten. Gezeigt ist der Median (Q1-Q3).

Vi1 FUP1 FUP2
Anzahl 17 16 11
Anzahl Antihypertensiva |5 (5-6) 6 (5-6) 6 (6-6,5)
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