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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die neonatale sympathische Denervierung steigert die Agonist-induzierte GefalRkontraktion.
Dieser Effekt kommt mdglicherweise durch modifizierte Signaltransduktionsmechanismen
zustande. Dazu kénnten Veranderungen in Rho-Kinase(ROCK)- und L-Typ-Ca®*-Kanal-
abhangigen Signalwegen gehoéren, welche den Rezeptoren der vasoaktiven Agonisten
nachgeschaltet sind. In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob die verstarkte
Aktivierung der ROCK und/oder L-Typ-Ca**-Kanéle zur gesteigerten
Noradrenalin(NA)-induzierten Gefallkontraktion bei renalen Widerstandsgefallen neonatal
sympathektomierter Ratten beitragen. Flr die experimentellen Untersuchungen wurden
normotensive mannliche Wistar-Ratten (Crl:Wi) verwendet. Diese wurden neonatal
sympathektomiert oder scheinsympathektomiert. Es folgte die Untersuchung isolierter renaler
Widerstandsarterien 9 bis 12 Wochen alter Tiere mittels Small-Vessel-Myographie. Die
Expression der L-Typ-Ca*-Kanéle isolierter renaler WiderstandsgefaRe wurde mittels
Western-Blot untersucht. Zusatzlich wurde das Ruhemembranpotential der glatten
GefaBmuskelzellen mittels Mikroelektroden registriert. Die neonatale sympathische
Denervierung fiuhrte im Vergleich zur Scheinsympathektomie zu einer gesteigerten
NA-Sensitivitat bei Gefalken normotensiver Ratten. Sowohl die Inhibition der ROCK als auch
die Blockade von L-Typ-Ca®*-Kanalen fiihrte zur Rechtsverschiebung der NA-Konzentrations-
Wirkungs-Kurve. Diese Effekte waren bei Gefallen sympathektomierter Tiere im Vergleich zu
scheinbehandelten Kontrollen deutlicher ausgepragt. L-Typ-Ca*-Kanalaktivierung mittels
S-(-)-BayK8644  léste  bei  Nierenarterien  sympathektomierter  Ratten  starke
Gefallkontraktionen aus. Die GefalRe der Kontrollen reagierten hingegen nur schwach auf
S-(-)-BayK8644. Der Proteingehalt der o1-Untereinheit der L-Typ-Ca?-Kanale glatter
GefaBmuskelzellen  unterschied sich nicht zwischen beiden Gruppen. Das
Ruhemembranpotential glatter GefaBRmuskelzellen unterschied sich statistisch signifikant
zwischen beiden Gruppen (p < 0,05) und betrug -57,5+22mV bei renalen
Widerstandsgefallen sympathektomierter Tiere und —64,3 £ 0,3 mV bei Kontrollen. Die
Depolarisation der glattmuskuldren Zellmembran durch kaliumreiche Organbadldsung
steigerte die S-(-)-BayK8644-induzierte Kontraktion der GefalRe sympathektomierter Tiere und
I6ste Kontraktionen bei Gefalken der Kontrolltiere aus. Die Aktivierung von Karp-Kanalen fuhrte
zum vollstandigen Verschwinden der S-(-)-BayK8644-induzierten Kontraktion bei Gefalien
sympathektomierter Tiere. Diese Befunde zeigen, dass die sympathische Denervierung
renaler Gefale zu einer Depolarisation des Membranpotentials der GefaRmuskelzellen fihrt,

die zu einer gesteigerten Aktivierbarkeit L-Typ-Ca®*-Kanal-abhangiger Signalwege beitragt.






Einleitung

1 Einleitung
1.1 Arterielle Hypertonie

1.1.1 Definition, Epidemiologie, Einteilung, Ursachen

Der arterielle Bluthochdruck (arterielle Hypertonie) ist eines der gréfiten Gesundheitsprobleme
der heutigen Zeit und der grofdte Risikofaktor fur die weltweit steigende Krankheitslast
[155;219]. Das Auftreten erhohter Blutdruckwerte ist der wichtigste Risikofaktor fur die
Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie Schlaganfall, Myokardinfarkt und
Herzinsuffizienz sowie fur die Entwicklung einer terminalen Niereninsuffizienz [44]. Als
arterielle Hypertonie wird die dauerhafte Erhéhung des Blutdrucks auf durchschnittliche Werte
Uber 140 mmHg systolisch und/oder 90 mmHg diastolisch definiert [44;118;125]. Fur
Diabetiker und Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen liegt der Grenzwert bei
130/80 mmHg [44;133]. Der optimale Blutdruck wird als systolischer Druck unter 120 mmHg
und diastolischer Druck unter 80 mmHg angegeben [44]. Fir den Bereich zwischen den
optimalen Werten und der Definition als arterielle Hypertonie (130 — 139/85 — 89 mmHg)
wurde der Begriff des prahypertensiven Stadiums bzw. der Borderline-Hypertonie eingefuhrt
[44;242]. Werte in diesem Bereich gehen bereits mit einer individuellen Blutdruck-assoziierten
Risikoerhdhung fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen einher [242]. Das Risiko fur die Entwicklung
kardiovaskularer Ereignisse verdoppelt sich mit jeder Erhéhung des systolischen Blutdrucks
um 20 mmHg bzw. des diastolischen Drucks um 10 mmHg [151;219]. Im Jahr 2000 wurde die
weltweite Gesamtpravalenz der arteriellen Hypertonie auf 26,4 % geschatzt, wobei keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede registriert wurden [132]. In Deutschland haben nach
Ergebnissen der vom Robert-Koch-Institut (RKI) durchgefihrten Studie ,Gesundheit in
Deutschland aktuell 2010“ gut ein Viertel der Frauen (27 %) und Manner (26 %) einen
bekannten arteriellen Bluthochdruck. Nach Angaben der Welt-Gesundheits-Organisation
(WHO) ist die arterielle Hypertonie fur etwa 13 % der weltweiten Todesfalle verantwortlich.

Dies entspricht jahrlich circa 9,4 Millionen Todesfallen [155].

Es wird die essentielle Hypertonie (eH) von sekundaren Hypertonieformen unterschieden.
Mehr als 90 % aller diagnostizierten Hypertonien werden als essentielle (primare), 5 bis 10 %
als sekundare Formen eingestuft [168;185]. Die der eH zugrundeliegende Atiologie bleibt nach
wie vor nur unzureichend geklart [35;178]. In der Literatur werden fur ihre Entstehung
verschiedene pathophysiologische Mechanismen diskutiert und es gilt als sicher, dass multiple
Faktoren zur Pathogenese beitragen [24]. Aktuell existieren zahlreiche Hinweise fur die
Beteiligung genetischer, epigenetischer und verhaltens- bzw. umweltbezogener Faktoren an
der Pathogenese der eH [42;139;154]. Das sympathische Nervensystem (SNS) tragt

wesentlich zur Regulierung des arteriellen Blutdrucks bei. Eine pathologisch erhdhte Aktivitat



Einleitung

des SNS ist bei Menschen mit Bluthochdruck beispielsweise nachweisbar durch Messung der
Herzfrequenz oder durch Bestimmung der Plasmakonzentration von Adrenalin und
Noradrenalin [86]. Die Entwicklung neuartiger und sensitiver Techniken zur direkten und
indirekten Messung der Aktivitat sympathischer Nervenfasern hat zum besseren Verstandnis
der Rolle des SNS fur die langfristige Regulation des Blutdrucks beigetragen [170;245]. Aktuell
besteht eine hohe Evidenz fur die Beteiligung des SNS an der langfristigen Blutdruckregulation
und an der Entstehung, Aufrechterhaltung und Progression der eH [186;245]. Des Weiteren
tragt die langfristig erhdhte Aktivitdit des SNS zur Entstehung Hypertonie-assoziierter
Endorganschaden bei [92].

Die pathophysiologischen Mechanismen, welche den sekundaren Formen des arteriellen
Hypertonus zugrunde liegen, sind hingegen gut untersucht [185;203]. Eine der haufigsten
Ursachen flr die Entstehung der sekundaren Hypertonie ist das Vorliegen eines obstruktiven
Schlafapnoesyndroms (OSAS) [159;189]. Nachtliche Hypoxiephasen flhren zu einer erhdhten
Aktivitat des SNS und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS). Beides tragt zur
Etablierung erhdhter Blutdruckwerte bei [83;150]. Des Weiteren flhren Erkrankungen des
Nierenparenchyms (z. B. chronische Niereninsuffizienz, Glomerulonephritiden, zystische
Nierenerkrankungen, Nierenzellkarzinom u.a.) und eine Minderperfusion der Nieren (z. B. auf
Grund von Stenosen der A. renalis) zu einer verstarkten Aktivierung des RAAS mit konsekutiv
erhohten Blutdruckwerten [80]. Bei Patienten mit primarem Hyperaldosteronismus (Conn-
Syndrom) kommt es zur Angiotensin-unabhangigen Stimulation der Aldosteronsynthese. Die
exzessive Reabsorption von Natrium in distalen Nephronabschnitten fihrt zum Anstieg des
Plasmavolumens und zur Etablierung hypertensiver Blutdruckwerte [220]. Weitere Ursachen
sind Hypo- und Hyperthyreose, Glukokortikoidexzess (Cushing-Syndrom), das Katecholamin-

produzierende Phdochromozytom und Renin-sezernierende Tumore [203;262].

1.1.2 Essentielle Hypertonie — Uberfunktion des sympathischen Nervensystems und

Interaktion mit GefaR- und Nierenfunktionen

Die Innervation der arteriellen Gefalde erfolgt durch viszeroafferente und efferente
Nervenfasern [54;107;122). Die efferente Innervation des menschlichen Blutgefasystems
erfolgt hauptsachlich durch das SNS und ist nur zu einem kleinen Teil parasympathischen
Ursprungs [53;107]. Der sympathische Teil des vegetativen Nervensystems wird durch zwei
hintereinandergeschaltete Neurone gebildet. Die Umschaltung vom praganglionaren auf das
postganglionare Neuron erfolgt im thorakolumbalen sympathischen Grenzstrang und in den
pravertebralen Ganglien durch den Neurotransmitter Acetylcholin (Ach) [224]. In der

Peripherie am Endorgan setzen die postganglionaren sympathischen Neurone das
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Katecholamin Noradrenalin (NA) als Transmitter frei, welches seine Wirkung Uber die
Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Adrenorezeptoren vermittelt. Dazu zahlen as-, az-, B1-,
B2- und Bs-Rezeptoren. Neben NA werden die Kotransmitter Adenosintriphosphat (ATP) und
Neuropetid-Y (NPY) freigesetzt [224]. ATP aktiviert purinerge Rezeptoren, welche als
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (P2Y-R) bzw. Liganden-aktivierte lonenkanale (P2X-R)
agieren. NPY vermittelt seine Wirkung ebenfalls Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(NPY1-R, NPY2-R). Die Freisetzung von NA und der Kotransmitter wird durch prasynaptisch

lokalisierte a>-Adrenorezeptoren und purinerge Rezeptoren sowie den NPY2-R reguliert [254].

Das SNS beeinflusst den Blutdruck durch Effekte auf den peripheren Gefallwiderstand, die
GroRe des Herzzeitvolumens und die Nierenfunktion. Im physiologischen Bereich vermittelt
das SNS kurzfristige hdamodynamische Wirkungen durch Erhéhung des Herzzeitvolumens und
des arteriellen Gefafldtonus und hat langfristige Effekte auf die Struktur und Funktion arterieller
GefaRe [50;122;167;199]. Eine chronische Erhdéhung der Sympathikusaktivitat fordert
Remodellierungs- und Hypertrophieprozesse des Herzens und der GefalBwande [67]. Um die
Bedeutung der Wechselwirkungen zwischen dem SNS und der Nieren- bzw. Gefalifunktion
fur die Entstehung der arteriellen Hypertonie zu untersuchen, sind zuverlassige Methoden zur
Messung der Aktivitat sympathischer Nervenfasern notwendig. In Tierexperimenten kann mit
Hilfe extrazellularer Ableitelektroden direkt und organspezifisch die Aktivitat einzelner oder
mehrerer sympathischer Nerven untersucht werden (Single-Unit-Recording bzw.
Multifaserableitung). Beim Menschen sind die Mdglichkeiten der Bestimmung der Aktivitat des
SNS zu inneren Organen, wie Niere und Herz, limitiert. Es besteht jedoch die Option, die
Aktivitat subkutan gelegener sympathischer Nervenfasern, welche Haut und Skelett-
muskulatur innervieren, zu messen [89;252]. Mit Hilfe dieser Methodik kdnnen jedoch nur
indirekt Rickschlisse auf die organspezifische sympathische Aktivitat abgeleitet werden [88].
Durch den Einsatz von Tracer-Methoden (radioaktive Markierung von NA) kann die

organspezifische NA-Freisetzung in das Blutplasma (NA-Spillover) bestimmt werden [59-62].

Zur Erforschung der eH dient vor allem das Tiermodell der spontan-hypertensiven Ratte
(SHR), welches durch Zichtung aus Wistar-Kyoto-Ratten hervorgegangen ist [14]. SHR
werden weltweit am haufigsten zur Erforschung der eH eingesetzt, da sie Ahnlichkeiten zur

multifaktoriellen Pathogenese der eH in humanen Individuen aufweisen [93].

Die Resultate verschiedener tierexperimenteller Studien deuten darauf hin, dass die eH mit
einer verstarkten Aktivierung des SNS einhergeht. Es konnte gezeigt werden, dass die
NA-Konzentration im Blutplasma von SHR im Vergleich zu normotensiven Wistar-Kyoto-
Ratten (WKY) signifikant erhoht ist [30;146;246;251]. Ein Nachteil der Messung von

Katecholaminen im Blutplasma ist, dass nur die globale Aktivitat des SNS abgebildet wird,
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jedoch nicht die diskreten Beitrage der organspezifischen sympathischen Innervation. Im
Muskel- und Fettgewebe sowie in den Nieren der SHR konnten im Vergleich zu normotensiven
WKY ebenfalls erhéhte Katecholaminkonzentrationen registriert werden [30;103]. Darlber
hinaus konnte fir SHR im Vergleich zu WKY eine erhdhte Dichte der sympathischen
Innervation festgestellt werden [103]. Mikroneurographische Untersuchungen haben durch
direkte Registrierung der neuronalen Aktivitat mittels Multifaserableitung gezeigt, dass bei
SHR im Vergleich zu normotensiven WKY die Aktivitat renaler sympathischer Nervenfasern
erhoht ist [48;127;228;241]. Diese Ergebnisse konnten nicht in allen Studien reproduziert
werden. Als Ursache der bestehenden Diskrepanzen wurden methodische Unterschiede
aufgefuhrt [77;243]. Durch Entwicklung des Single-Unit-Recording wurde die Evidenz fur einen
bestehenden Unterschied hinsichtlich der renalen sympathischen Nervenaktivitat zwischen
spontan hypertensiven und normotensiven Ratten erneut gestarkt [165]. Diese
mikroneurographischen Aufnahmen liefern wertvolle Momentaufnahmen der neuronalen
Aktivitat, jedoch besteht keine Moglichkeit zur langfristigen Uberwachung der Nervenaktivitat.
Zuletzt wurde durch die Einfihrung der telemetrischen Messung der Aktivitat renaler
Nervenfasern bei Kaninchen ein wichtiger methodischer Fortschritt erlangt [16]. Der Einsatz
dieser Technologie bei kleineren Nagetieren und weiter verbreiteten Tiermodellen wird es in
Zukunft ermdglichen, telemetrische Langzeitaufzeichnungen der renalen Nervenaktivitat zu
registrieren und weitere Erkenntnisse Uber die Bedeutung des SNS fir die Pathogenese der

eH zu erlangen [213].

Mehrere experimentelle Studien haben gezeigt, dass die eH auch bei hypertensiven Patienten
mit einer verstarkten Aktivitdt des SNS assoziiert ist. In einer Metaanalyse konnte gezeigt
werden, dass die Konzentration der Katecholamine Adrenalin und NA im Blutplasma bei
Patienten mit eH im Vergleich zu Individuen mit normotensiven Blutdruckwerten erhéht ist
[82;85]. Mit Hilfe radioaktiver Markierung von NA ist es moglich, die Netto-Freisetzung des
Neurotransmitters aus adrenergen sympathischen Nervenendigungen zu quantifizieren und
die Clearance des Transmitters aus dem Blutplasma zu bestimmen [60-61]. Der regionale
renale und kardiale NA-Spillover war im Plasma hypertensiver Patienten im Vergleich zu
altersgleichen normotensiven Kontrollen erhdht [60;62;221-222]. Des Weiteren haben
mikroneurographische Untersuchungen bei Patienten im Ubergangsbereich von normo-
tensiven zu hypertensiven Blutdruckwerten und bei Patienten mit manifester arterieller
Hypertonie eine erhdhte Impulsfrequenz der muskularen sympathischen Nervenfasern
(MSNA) gezeigt [10;75;142]. Die Aktivitat muskularer sympathischer Nervenfasern steigt
kontinuierlich mit dem Schweregrad der Hypertonie [86-87].

Die Atiologie der verstarkten Aktivierung des SNS ist bisher nicht hinreichend geklart. Es

werden mehrere Mechanismen vorgeschlagen, um die Uberaktivitdt des SNS bei Patienten
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mit essentieller Hypertonie zu erklaren. Eine viel diskutierte Hypothese ist, dass die verstarkte
Aktivierung des SNS von der Konzentration des zirkulierenden Angiotensin Il (Angll) abhangig
ist. Es wurde wiederholt gezeigt, dass Angll eine stimulierende Wirkung auf die Aktivitat
sympathischer Nervenfasern auslbt, die Freisetzung von NA aus sympathischen
Nervenendigungen forciert und die Aktivierbarkeit adrenerger Rezeptoren erhdht [169]. Zudem
gibt es Hinweise darauf, dass die Uberaktivitdt des SNS durch eine verstarkte Aktivitat
zentraler Strukturen, insbesondere des Hypothalamus, zustande kommt [169]. Méglicherweise
tragt auch eine verminderte Sensitivitat arterieller Barorezeptoren zu einer verstarkten Aktivitat
des SNS bei [87;169].

Die grundlegende hamodynamische Veranderung bei Patienten mit eH ist ein erhdhter
peripherer Gefallwiderstand [177;204]. Der grofdte Teil des peripheren GefalRwiderstands
(45 bis 50 %) wird durch terminale Arterien (Widerstandsarterien, @ < 300 um) und Arteriolen
determiniert [144;177]. Nach dem Gesetz von Hagen-Poiseuille ist der Gefalkwiderstand
umgekehrt proportional zur vierten Potenz des inneren Gefafradius. Dadurch ergeben sich
signifikante Veranderungen des arteriellen Widerstands in Folge leichter Veranderungen des
Gefallumens. Sowohl die funktionellen als auch die strukturellen Eigenschaften der Gefalie
bestimmen die GroRe des inneren GefalRdurchmessers und damit deren Widerstand
[144;177]. Die arterielle Gefallwand ist eine aktive und dynamische Einheit, welche aus
zelluldaren  (Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Fibroblasten) und nichtzellularen
(extrazellulare Matrix) Komponenten besteht und die Fahigkeit besitzt, auf physiologische und
pathologische Reize mit der Reorganisation der einzelnen Komponenten zu reagieren.
Dadurch kann die Integritdt der GefaBwand auch unter wechselnden physiologischen
Bedingungen aufrechterhalten werden. Die Fahigkeit zur dynamischen Reorganisation der
GefaBwandkomponenten ist die Grundlage fur die auftretenden GefalRveranderungen bei

kardiovaskularen Erkrankungen wie Bluthochdruck und Arteriosklerose [56].

Zahlreiche Studien an humanen Widerstandsarterien haben gezeigt, dass die eH mit einem
reduzierten Gefaldlumen und einer Erhéhung des Verhaltnisses zwischen Mediadicke zu
Lumendurchmesser assoziiert ist [3;66;104]. Auch in tierexperimentellen Studien an SHR
konnten diese Veranderungen beobachtet werden [51]. Der arterielle Remodellierungsprozess
lauft dabei ohne VergrofRerung der Media-Querschnittsflache und bei gleichbleibender
GefaBmuskelmasse ab [105;144;177;205]. Diese Form der strukturellen GefalRwand-
veranderung wird als eutrophes Remodeling bezeichnet und ist spezifisch flr die primare bzw.
essentielle Form der arteriellen Hypertonie. Hingegen sind strukturelle Veranderungen
arterieller Widerstandsarterien bei Patienten mit sekundarer Hypertonie durch hypertrophes
Remodelling charakterisiert [207]. Die Faktoren, welche dem eutrophen Remodeling zugrunde

liegen, sind bisweilen nicht vollstdndig bekannt. Nach einer beschriebenen Hypothese flhrt
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die langfristig erhdhte Aktivitdt gefalBwirksamer neuraler und humoraler Faktoren zur
anhaltenden Vasokontraktion mit konsekutiver Erhéhung des arteriellen Blutdrucks [177]. Es
resultiert eine Abnahme des inneren Gefaliradius mit konsekutivem Anstieg des transmuralen
Drucks und einer Zunahme der GefaRwanddicke. Nach dem Gesetz von Laplace entsteht
hierbei keine Erhéhung der GefalRwandspannung und es kommt somit nicht zum hypertrophen
Remodeling, sondern zur Neuanordnung der vorhandenen Muskelzellen um ein kleineres
Gefallslumen [177]. Hinweise deuten darauf hin, dass die verstarkte Aktivierung des SNS in
den Prozess des eutrophen Remodeling eingebunden ist. Studien haben gezeigt, dass die
anhaltende Exposition von NA und Angll zum eutrophen Remodeling arterieller Gefalle fuhrt
[171-172]. An dem Prozess sind die Aktivierung von Matrix-Metalloproteasen und die Bildung

reaktiver Sauerstoffspezies (,reactive oxygen species”, ROS) beteiligt [172].

Die Nieren kontrollieren Uber den Mechanismus der Drucknatriurese das Plasmavolumen und
nehmen dadurch Einfluss auf die langfristige Hohe des arteriellen Blutdrucks. Ein Anstieg des
Blutdrucks fuhrt zu einer erhdhten renalen Wasser- und Elektrolytausscheidung. Dadurch
kommt es Uber die Abnahme des Blutvolumens zu einer Reduzierung des Herzzeitvolumens
und letztendlich zur Senkung des Blutdrucks. Senkungen des arteriellen Blutdrucks l6sen
entgegengesetzte Reaktionen aus. Durch diesen Regelkreis werden abweichende
Blutdruckwerte auf die Ausgangswerte zurlickgebracht [96]. Die Sensitivitat dieses renalen
Kontrollsystems wird durch nervale und hormonelle Einflisse moduliert, die an der Niere und
an der glatten Gefallmuskulatur angreifen. Die Aktivierung efferenter sympathischer
Nervenfasern in der Niere fluhrt durch Aktivierung von [+-Rezeptoren zur verstarkten
Freisetzung von Renin aus dem juxtaglomerularen Apparat und durch Aktivierung von
as-Rezeptoren zur Erhdhung des renalen GefaRwiderstands. Uber die Stimulation der
Reninfreisetzung ist das SNS direkt mit dem RAAS vernetzt. Des Weiteren steigt durch den
verstarkten Einfluss des SNS die Kochsalz- und Wasserreabsorption im renalen
Tubulussystem. Gemeinsam tragen diese Mechanismen bei chronischer Aktivierung des SNS
zur langfristigen Erhéhung des arteriellen Blutdrucks bei [54;121]. Uber afferente
Nervenfasern sind die Nieren mit Strukturen des zentralen Nervensystems verbunden. Die
Aktivierung afferenter Nerven Uber sensorische Nervenendigungen (Dehnungs-, Schmerz und
Chemorezeptoren) nimmt Einfluss auf die Aktivitat efferenter sympathischer Nervenfasern,
welche wiederum die GefalRmuskulatur, Herz und Niere innervieren und somit Einfluss auf die
Regulation des Blutdrucks nehmen [32;54]. Die sensorischen Nerven der Nieren kdnnen

sowohl sympathoexzitatorische als auch sympathinhibitorische Reflexe auslésen [54].

In der Nierenzirkulation wird der praglomerulare Gefallwiderstand vor allem durch die

terminalen Arterien (Aa. interlobares, Aa. arcuatae, Aa. interlobulares) und praglomerularen
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(afferenten) Arteriolen bestimmt. Der renale GefalRwiderstand ist bei SHR im Vergleich zu

normotensiven Kontrolltieren erhdht [182].

Die Forschungsergebnisse liefern Hinweise fur die Beteiligung des SNS an der Pathogenese
der eH. Auf Grund der weltweit steigenden Pravalenz der eH besteht grofies Interesse, die
Effekte des SNS auf das Kontraktionsverhalten arterieller Widerstandsgefalie und die
Nierenfunktion differenzierter zu untersuchen. Dies wird dazu beitragen, die Pathogenese der

eH besser zu verstehen und in der Zukunft optimierte Therapieoptionen anbieten zu kénnen.

1.2 Kontraktionsmechanismen der glatten GefaBmuskulatur

Der Tonus glatter GefaBmuskelzellen wird durch eine Vielzahl vasoaktiver Substanzen
reguliert. Dazu zahlen die Transmitter des vegetativen Nervensystems (u.a. NA, Ach, ATP,
NPY), zirkulierende Hormone (u.a. Angll, Endothelin-1), zahlreiche Gewebehormone (u.a.
Histamin, Serotonin, Eikosanoide), lokale Metabolite und Atemgase (u.a. Oz, CO,, H*, K%)
sowie vom Endothel freigesetzte Substanzen (u.a. NO, Endothlin-1). Weiterhin tragen
mechanische Dehnungsreize zur Veranderung des Gefalitonus bei (myogene Antwort). Die
postganglionaren sympathischen Neurone, welche die glatten Gefallmuskelzellen innervieren,
setzen NA als Transmitter frei. Die Kontraktion der Gefalde ist abhangig von der Erhdhung der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration in den glatten GefaBmuskelzellen (,vascular smooth
muscle cells, VSMC). Es wird zwischen extrazellularen und intrazellularen Wegen
unterschieden, die zum Anstieg der Ca?*-Konzentration fihren. Beide Mechanismen kénnen
sowohl durch Anderungen des Membranpotentials als auch unabhéngig von Anderungen des
Membranpotentials aktiviert werden (,receptor-operated channel“, ROC). Der relative Beitrag
beider Mechanismen variiert je nach Konzentration des Agonisten, Dauer des Stimulus und
Art des GefalRes [73;164;259].

Die Kontraktion der glatten Gefalmuskulatur wird durch den Status der Phosphorylierung
regulatorischer leichter Ketten des Myosins (,,20 kDa light-chain®, LC2) gesteuert. Der Prozess
der Myosinphosphorylierung wird vom dynamischen Gleichgewicht der Aktivitat der Myosin-
leichte-Ketten-Kinase (,myosin light chain kinase“, MLCK) und der Myosin-leichte-Ketten-
Phosphatase (,myosin light chain phosphatase®, MLCP) bestimmt [173]. Der entscheidende
Faktor fur die Entwicklung glattmuskularer Kontraktionen ist ein Anstieg der
Ca**-Konzentration im Zytoplasma glatter Muskelzellen, da die Aktivitat der MLCK von der
zytosolischen Ca?*-Konzentration abhéngig ist [78;173]. Ein Anstieg der intrazelluléren
Ca*-Konzentration fihrt zur Bildung von Ca*/Calmodulin-Komplexen [49;173]. Der
Ca*/Calmodulin-Komplex aktiviert die MLCK, welche eine Phosphatgruppe von ATP auf die
LCy Ubertragt [6]. Die phosphorylierte LCy bindet hochaffin an Aktinfilamente, welche die

7



Einleitung

ATPase-Aktivitat des Myosins aktivieren und dadurch den Querbriickenzyklus in Gang setzen
[6]. Die Aktivitaten der MLCP und MLCK werden dariber hinaus durch diverse Signalkaskaden
Ca*-unabhangig reguliert. Dadurch kann die Ca*-Sensitivitat der Myofilamente des

kontraktilen Apparats angepasst werden.

Der Anstieg der Ca®*-Konzentration im Zytoplasma glatter GefaRmuskelzellen erfolgt durch
Ca*-Freisetzung aus intrazellularen Ca?*-Speichern und durch Ca?-Einstrom aus dem
Extrazellularraum (EZR). Zu den intrazellularen Ca®*-Speichern gehéren das sarkoplasma-
tische Retikulum (SR) und die Mitochondrien, wobei letztere nicht wesentlich zur Regulierung
der intrazelluldaren Ca?*-Konzentration glatter GefaBmuskelzellen beitragen [214]. Der
Ca*-Einstrom aus dem EZR erfolgt Uber spannungsgesteuerte Ca*-Kanale (,voltage-
dependent calcium channels“, VDCCs), spannungsunabhangige nichtselektive Kationen-
kanale (v.a. TRP-Kanale) und Liganden-aktivierte lonenkanale [173]. Die relative Bedeutung
des Ca?*-Einstroms aus dem EZR gegeniiber der intrazelluldren Ca®*-Mobilisierung nach NA-
Stimulation variiert zwischen verschiedenen glattmuskularen Praparaten. Fur die Agonist-
induzierte Vasokontraktion kleiner arterieller WiderstandsgefalRe (,small arteries®) konnte im
Vergleich zu groBen arteriellen Gefallen nachgewiesen werden, dass der Anstieg der
intrazellularen Ca?*-Konzentration vor allem durch den Ca?*-Einstrom aus dem EZR und
weniger durch die Ca*-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern erfolgt [39;174]. Bei
afferenten Arteriolen der renalen Mikrozirkulation erfolgt der Ca®*-Einstrom vorwiegend Uber
L-Typ-Ca*-Kanéale [117;214]. Im Gegensatz dazu leistet die Mobilisierung von Ca* aus
intrazellularen Ca*-Speichern und/oder der Ca?*-Einstrom Uber Ca?*-Kanale, welche nicht
den L-Typ-Ca?*-Kanile entsprechen, den entscheidenden Beitrag fir die intrazellulére
Erhéhung der Ca?*-Konzentration im Zytoplasma efferenter Arteriolen der renalen
Mikrozirkulation [117;214]. Fir die Homdostase der intrazellularen Ca*-Konzentration sind

eine Vielzahl spezifischer lonenkanale und Membrantransportsysteme verantwortlich.

1.2.1 Noradrenalin-induzierte Vasokontraktion

Auf NA-Stimulation reagieren isolierte renale Gefalkisegmente mit einer Verringerung des
arteriellen GefaRdurchmessers und einem Anstieg der intrazellularen Ca®*-Konzentration
[57;136;214;260]. NA vermittelt seine kontraktilen Wirkungen auf der Zelloberflache glatter
Muskelzellen arterieller Nierengefalle vor allem Uber die Aktivierung von a1-Adrenorezeptoren
(a1-AR) [47;55;225;257]. Die Klassifizierung der a4-AR erfolgt nach pharmakologischen
Kriterien in drei Subtypen (a4, 18, 10-AR) [29;97;149;192]. Bei renalen Interlobararterien und
afferenten sowie efferenten glomerularen Arteriolen der Ratte wird die Wirkung von NA

hauptsachlich Uber a1a-AR vermittelt [21;41;216]. In Rezeptorbindungsstudien konnte der
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dominante Einfluss des a1a-AR fUr die Regulation der renalen Hamodynamik bestatigt werden
[217]. Eine Bedeutung der a4-AR fur die Entstehung der eH wird durch Beobachtungen
vermittelt, welche eine verstarkte Aktivierbarkeit dieser Rezeptoren bei Nierengefallen von
SHR im Vergleich zu normotensiven WKY zeigten [247]. Renale Widerstandsgefalle von SHR
zeigten zudem im Vergleich zu Kontrolltieren eine erhdhte Dichte des a1-AR [191;210]. Es wird
vermutet, dass sich in verschiedenen pathophysiologischen Zustanden der funktionelle
Beitrag der verschiedenen o-AR-Subtypen andert [114]. Bei genetisch hypertensiven

Tiermodellen wird eine zunehmende Bedeutung des a1p-AR diskutiert [114;217].

Bei der NA-vermittelten Vasokonstriktion nach Stimulation von a.i-Adrenorezeptoren lasst sich
nach beginnender schneller Gefalltonuszunahme (phasische Komponente) ein weiterer
langsamer und langanhaltender Anstieg des GefalBmuskeltonus beobachten (tonische
Komponente). Der anfangliche Anstieg des Gefaltonus ist im Wesentlichen Folge der
Inositoltrisphosphat  (IP3)-vermittelten Ca?®*-Freisetzung aus dem SR. Die tonische
Komponente der Kontraktion hangt vom zusatzlichen Ca®*-Einstrom aus dem EZR ab. In
Abwesenheit von extrazellularen Ca®* kann diese Phase der glattmuskuléren Kontraktion nicht

aufrechterhalten werden [188].

Die Bindung des Liganden NA an den a.4-AR reguliert Uber die Aktivierung des heterotrimeren
Gg11-Protein die Aktivitat membranassoziierter Enzyme. Nach Rezeptorstimulierung kommt es
nach Aktivierung der Phospholipase C Subtyp p (PLCB) zur Bildung der sekundaren
Botenstoffe IP3; und Diacylglycerol (DAG) [64]. Diese werden durch die Hydrolaseaktivitat der
PLCB aus dem membrangebundenen Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) gebildet
[18;64]. Durch  Konzentrationsanderungen der Botenstoffe werden die auf
Adrenorezeptoraktivierung folgenden zellularen Reaktionen vermittelt. IPs stimuliert die
Ca*-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) durch Aktivierung von
Inositoltrisphosphat-Rezeptoren (IP3-R), einem ligandenaktivierten Ca?*-Kanal (Abb. 1-1)
[253]. Untersuchungen proximaler Interlobararterien haben gezeigt, dass durch Inhibition der
PLCB und der daraus resultierenden verminderten Bildung von IPs;, die myogene
Gefalkontraktion um bis zu 50 % abgeschwacht wird [237]. Die lokale Erhdhung der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration fihrt zur Aktivierung des Ryanodin-Rezeptors (RyR).
Hierbei handelt es sich ebenfalls um einen in der Plasmamembran des SR lokalisierten
Ca*"-Kanal [214]. In zahlreichen Studien konnte die funktionelle und strukturelle Kolokalisation
von IP3-R und RyR fir verschiedene Typen glatter Muskulatur bestatigt werden [158].
Simultane Messungen intrazelluldrer Ca®*-Konzentrationen und transmembranérer
lonenstrdéme haben gezeigt, dass auch der Ca*-Einstrom durch spannungsgesteuerte

L-Typ-Ca*-Kanéle die Freisetzung von Ca®* aus dem SR durch Aktivierung von RyR stimuliert
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[71;158;240]. Die Aktivierung der RyR durch lokale Erhéhung der intrazelluldren
Ca*-Konzentration wird als Ca*-induzierte Ca®*'-Freisetzung (,calcium-induced calcium
release“, CICR) bezeichnet und bildet die funktionelle Grundlage der ,Ca?*-Waves“. Der
Mechanismus dient als positives Feedback und verstarkt die Ca*-Freisetzung aus dem SR
kaskadenartig [71]. Die RyR werden zudem durch cyclische Adenosindiphosphat-Ribose
(,cyclic ADP ribose“, cADPR) stimuliert bzw. in ihrer Sensitivitat gegeniiber zytosolischen Ca?*-
lonen moduliert [71]. Durch die enge rdumliche Beziehung der zellularen Plasmamembran und
der Membran des SR fiihrt die lokale Erhéhung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration zur
Aktivierung membranstandiger Ca®*-abhangiger K*- und Cl-Kanéale. Die Aktivierung der
K*-Kanale fihrt Gber den Ausstrom von K*-lonen zur Hyperpolarisation der Zellmembran und
die Aktivierung der CI-Kanale Uber den Ausstrom von Cl-lonen zur Depolarisation der
Zellmembran. Die Veranderungen des Membranpotentials beeinflussen die Aktivitat der

L-Typ-Ca®*-Kanale und bilden die Grundlage der ,Calcium-Sparks* [143].

DAG ist fur die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) verantwortlich, welche wiederum die
Phosphorylierung vieler Zielproteine katalysiert [253]. Durch Phosphorylierung von
L-Typ-Ca*-Kanélen leistet die PKC einen Beitrag zu einem erhéhten Ca?*-Einstrom in glatte
Gefallmuskelzellen. Des Weiteren inaktiviert sie durch Substratphosphorylierung die
regulatorische Untereinheit (,myosin phosphatase target subunit 1, MYPT1) der MLCP,
sodass der Anteil der phosphorylierten LC2 zunimmt und die Ca?*-Sensitivitat des kontraktilen
Apparats ansteigt (Abb. 1-1) [253].
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Abb. 1-1 Noradrenalin(NA)-induzierte Kontraktionsmechanismen. NA vermittelt seine kontraktilen
Effekte in den renalen WiderstandsgefalRen vor allem Uber die Aktivierung von a¢-Adrenorezeptoren (as-
AR). Eine entscheidende Funktion fir den transmenbranidren Ca?*-Einstrom Ubernehmen die
spannungsgesteuerten L-Typ-Ca?*-Kanale (Cay1.2). Des Weiteren wird Ca?* aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum (SR) Uber IP3-Rezeptoren (IPs-R) und Ryanodin-Rezeptoren (RyR) freigesetzt. Beide Prozesse
erhohen die intrazelluldre Ca?*-Konzentration und stimulieren die Aktivitdt der MLCK. Die Aktivitat des
RhoA/Rho-Kinase(ROCK)-Signalweges leistet einen wesentlichen Beitrag zur Ca?*-Sensitivierung des
kontraktilen Apparates, durch Inhibition der MLCP. (,+“ stimulierender Effekt, ,-“ hemmender Effekt)
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Neben der Ca®"-abhangigen Aktivierung der MLCK wird vor allem bei neurohumoraler
Stimulation der glatten Muskulatur zuséatzlich die Ansprechbarkeit der Myofilamente fiir Ca®*
(sog. Ca?**-Sensitivitat) reguliert. Eine besondere Bedeutung fiir die Regulation der
Ca**-Sensitivitat hat die RhoA/Rho-Kinase(ROCK)-Signalkaskade [196]. Die NA-induzierte
Stimulation der as-Adrenozeptoren fuhrt neben der Aktivierung des heterotrimeren
Gg11-Protein auch zur Aktivierung des heterotrimeren Gi1/12-Protein [211]. Die aktive Form
beider G-Proteine ist in der Lage, durch Aktivierung der Guaninnukleotid-Austauschfaktoren
(,guanosine nucleotide exchange factor®, GEF) das kleine monomere G-Protein RhoA von der
inaktiven GDP-gebundenen Form in die aktive GTP-gebundene Form zu Uberflihren [196].
Aktiviertes RhoA aktiviert seinerseits die Rho-Kinase (ROCK). Diese phosphoryliert die
regulatorische Untereinheit (MYPT1) der MLCP, wodurch deren Aktivitat abnimmt und die
Ca?*-Sensitivitat des kontraktilen Apparats zunimmt (Abb. 1-1) [196]. Uber diese Prozesse l6st
NA nicht nur durch Ca®*-Freisetzung und Aktivierung der MLCK, sondern zusétzlich durch

Hemmung der MLCP eine Kontraktion der glatten Muskulatur aus.

Es existieren zwei Isoformen der ROCK, die als ROCK1 und ROCK2 bezeichnet werden. Die
glatten Muskelzellen der arteriellen Gefalle exprimieren beide Isoformen [94;256]. Neben der
Kontraktion glatter Muskelzellen ist die ROCK an der Regulation verschiedener Zellfunktionen
beteiligt, wie der Organisation des Aktin-Zytoskeletts, der Zellwanderung (Migration) und der
Zellvermehrung (Proliferation) [256]. Studien an menschlichen renalen Widerstandsarterien
haben gezeigt, dass die a1-Adrenorezeptor-induzierte Vasokontraktion stark von der Funktion
der ROCK abhangig ist und durch ROCK-Inhibition mittels Y-27632 stark abgeschwacht wird
[94]. Dariber hinaus haben Messungen an Widerstandsgefallen unter isotonen
Untersuchungsbedingungen ergeben, dass die RhoA/Rho-Kinase(ROCK)-Signalkaskade
auch in Abwesenheit von Vasokonstriktoren aktiv ist. Dies leistet mdglicherweise einen Beitrag
zur Aufrechterhaltung eines hohen basalen Gefalltonus und einer erhdhten
Ca**-Empfindlichkeit des kontraktilen Apparats [161]. Des Weiteren ist bekannt, dass die
ROCK bei glatten GefaRmuskelzellen an der Aktivierung des Ca?*-Einstroms nach
NA-induzierter Stimulierung von as-Adrenorezeptoren beteiligt ist. Dabei soll es sich um
Eintrittswege handeln, die sich von denen durch L-Typ-Ca?*-Kanéale und Speicher-operierter
Ca*-Kanéle unterscheiden [81]. Die Erhéhung der intrazellularen Ca*-Konzentration tragt
wiederum zur Aktivierung der ROCK bei [212]. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass
sich die Signalwege der RhoA/ROCK-abhéngigen Ca®*-Sensibilisierung und Ca**-Eintritts-

mechanismen wechselseitig beeinflussen.

Durch Studien an hypertensiven Ratten konnten Hinweise fur die Beteiligung des
RhoA/ROCK-Systems an der Pathophysiologie der arteriellen Hypertonie gewonnen werden.

Es zeigte sich, dass durch In-vivo-Applikation verschiedener ROCK-Inhibitoren (u.a. Y-27632,
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Fasudil, SAR407899) der arterielle Blutdruck bei diversen hypertensiven Tiermodellen
normalisiert werden konnte [52;131;160;248]. Direkte Messungen der Menge des aktiven
GTP-gebundenen RhoA legen nahe, dass eine erhdhte RhoA-Aktivitat fur die verstarkte
Aktivierung der ROCK verantwortlich ist [227]. Die systemische Gabe von ROCK-Inhibitoren
fuhrt zur Verminderung des peripheren GefalRwiderstands. Dies deutet darauf hin, dass die
Vasodilatation fur die akut blutdrucksenkende Wirkung der ROCK-Inhibitoren verantwortlich
ist [36;52]. Flir die Regulation der renalen Mikrozirkulation hat die ROCK ebenfalls eine
zentrale Bedeutung. Die pharmakologische Hemmung der ROCK fihrt in den renalen
Gefalen zur Abschwachung der Agonist-induzierten Vasokontraktion. Zudem kommt es nach
ROCK-Inhibition zur Reduzierung der myogenen Antwort und zur Abschwachung der

Vasokontraktion nach Membrandepolarisation [40;116;209].

In Vorversuchen zur vorliegenden Arbeit zeigten Gefalte sympathektomierter Tiere (SYX) im
Vergleich zu denen scheinsympathektomierter Kontrollen (CTR) nach ROCK-Inhibition durch
Y-27632 eine signifikant starkere Rechtsverschiebung der NA-Konzentrations-Wirkungs-
Kurve (AlogECso = 0,28 + 0,07 mol/l vs. 0,79 £ 0,14 mol/l, CTR vs. SYX, p <0,05). Diese
Daten deuten darauf hin, dass eine verstarkte Aktivierung der ROCK zur Entstehung der

NA-Supersensitivitat nach neonataler Sympathektomie beitragt.
1.2.2 Mechanismen des Calciumeinstroms aus dem Extrazellularraum

Durch Aktionspotentiale oder langer anhaltende Depolarisation der Zellmembran &ffnen sich
spannungsgesteuerte Ca®*-Kanale (VDCCs). Dieser Mechanismus wird als elektromecha-
nische Kopplung bezeichnet und verbindet die Depolarisation der Zellmembran mit der
Kontraktion glatter GefaBmuskelzellen. Eine Reihe von Agonisten sind in der Lage den
Prozess der elektromechanischen Kopplung zu aktivieren. Dazu zahlen u. a. die Transmitter
des SNS.

Bei vielen arteriellen Widerstandsgefalien, einschlieRlich denen der renalen Mikrozirkulation,
induziert NA neben der intrazelluldaren Ca®-Freisetzung aus dem SR auch einen
extrazelluldren Ca?*-Einstrom Uber die Zellmembran durch Depolarisations-induzierte
Aktivierung spannungsgesteuerter L-Typ-Ca?-Kanale [218]. Sowohl die NA-induzierte
Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration isolierter afferenter renaler Arteriolen als
auch deren Kontraktion wird durch die Applikation von Nifedipin in in-vivo-Experimenten um
circa 50 % abgeschwacht [214-215]. Diese Ergebnisse stitzen die Bedeutung
Dihydropyridin-sensitiver Ca®*-Kanale fir die GefalRkontraktion nach Stimulation mit NA. Die
Depolarisation der Zellmembran wird weiterhin durch Inhibition von K*-Kanalen, Aktivierung

von CI-Kanalen und/oder Aktivierung von TRP-Kanalen (,transient receptor potential
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channel®, TRP-channel) ausgelést [130]. TRP-C1/TRP-C5 kénnen durch PLCpB-gekoppelte
Rezeptoren aktiviert werden, wobei die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen noch
nicht vollstandig verstanden sind. Dariiber hinaus kénnen L-Typ-Ca*-Kanale direkt oder
indirekt durch GTP-bindende Proteine und/oder Proteinkinasen in Abwesenheit einer
Membrandepolarisation aktiviert werden [130]. Es besteht hohe Evidenz daflir, dass neben
den Dihydopyridin-sensitiven L-Typ-Ca?*-Kanalen weitere lonenkanale fiir den Ca?*-Einstrom
aus dem EZR verantwortlich sind. Dazu zahlen die ebenfalls spannungsgesteuerten T- und
P/Q-Typ-Ca*-Kanale und die spannungsunabhangigen nichtselektiven Kationenkanéle [98-
99;214]. Ex-vivo-Experimente haben gezeigt, dass isolierte renale Widerstandsgefalie nach
NA-Stimulation in nominell Ca*-freier Badldsung mit einer starkeren Abschwachung
(80 bis 90 %) des Anstiegs der intrazelluldaren Ca®'-Konzentration reagieren als bei
pharmakologischer ~ L-Typ-Ca*-Kanalblockade in Badlésung mit physiologischer
Ca*-Konzentration [214]. Diese Befunde sprechen fiir das Vorhandensein alternativer

Ca?*-Eintrittsmechanismen.

Die Klassifikation der VDCC erfolgt nach pharmakologischen und elektrophysiologischen
Eigenschaften in drei Gruppen Cav1 bis Cay3 [112]. Cav1 und Cay2 bilden die Familie der
hochspannungsaktivierten Ca*-Kanale (,high-voltage activated“ ,HVA) und unterscheiden
sich von der Familie der niedrigspannungsaktivierten Kanale (,low-voltage activated®, LVA),
zu denen die Gruppe der Cayv3 zahlt (Tab. 1-1) [112].

Tab. 1-1 Ubersicht der spannungsgesteuerten Calciumkanale - Nomenklatur und Vorkommen
(modifiziert nach: ,Hayashi et al. ,CircRes 100; 2007*)

Familie | Gruppe | Subgruppe B(:]rtzr;:ii:]dhzri\tde Gen Lokalisation
Cav1.1 (a1S) | CACNA1S | Skelettmuskel
Cav1.2 (a1C) | CACNA1C | Herz, ZNS, Niere, glatte Muskulatur
Cav1 L-Typ
Cav1.3 (a1D) | CACNA1D | ZNS, Niere, Pankreas
HVA Cav1.4 (a1F) | CACNA1F | Retina
P/Q-Typ Cav2.1 (a1A) | CACNA1A | ZNS, Niere, Hypophyse
Cav2 N-Typ Cav2.2 (a1B) | CACNA1B | ZNS
R-Typ Cav2.3 (a1E) | CACNA1E | Herz, ZNS, Hypophyse
Cav3.1 (a1G) | CACNA1G | ZNS, Niere
LVA Cav3 T-Typ Cav3.2 (a1H) | CACNA1H | Herz, ZNS, Niere, Leber
Cav3.3 (a1l) | CACNA1l | ZNS

Die VDCC der Familie der HVA bestehen aus einer porenbildenden, den Spannungssensor
enthaltenen o1-Untereinheit und den regulatorischen -, a25- und y-Untereinheiten. Im

Gegensatz dazu werden die T-Typ-Kanale aus der Familie der LVA funktionell als einzelne
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a1-Untereinheit betrachtet, wobei die Bedeutung zusatzlicher Untereinheiten fir die Funktion
der Kanale bisher nicht abschlief3end geklart werden konnte [112]. Menschliche Nierengefalle
und die der Ratten exprimieren die o1-Untereinheiten der L-Typ- (Cav1.2, Cav1.3),
T-Typ- (Cav3.1, Cav3.2) und P/Q-Typ-Kanale (Cayv2.1) [102]. Tierexperimentelle Studien
konnten fir glatte Muskelzellen der praglomerularen Gefalte sowohl VDCC vom L-Typ
(Cav1.2), T-Typ (Cav3.1, Cav3.2) als auch P/Q-Typ (Cav2.1) nachweisen. [11;98-99].
Postglomerulare GefalRe zeigen ein uneinheitliches Expressionsmuster der VDCC. Fur
efferente Arteriolen juxtamedullarer Glomeruli konnten VDCC vom L-Typ (Cav1.2) und T-Typ
(Cav3.1, Cay3.2) identifiziert werden. Hingegen konnten bei efferenten Arteriolen kortikaler

Glomeruli nur VDCC von T-Typ nachgewiesen werden [99;194].

Die heterogene Verteilung der VDCC innerhalb der renalen Mikrozirkulation besitzt grof3e
Relevanz fir die vasodilatorischen Effekte von Ca**-Kanalinhibitoren. Untersuchungen haben
gezeigt, dass L-Typ-spezifische Ca?-Kanalblocker (Nifedipin, Amlodipin, Nicardipin) die
NA- und ANGII-induzierte Vasokontraktion vornehmlich bei afferenten Arteriolen antago-
nisieren. Im Unterschied dazu vermitteln Ca**-Kanalblocker mit Selektivitat fur L- und T-Typ-
Ca*-Kanéale (Mibefradil, Efonidipin, Benidipin, Manidipin) sowohl bei vorkontrahierten
afferenten als auch efferenten Arteriolen eine konzentrationsabhangige Vasodilatation [100].
In in-vivo-Versuchen konnten diese Befunde bestatigt werden [113]. Zudem hat die inhomo-
gene Verteilung der VDCC in der renalen Mikrozirkulation klinische Relevanz. Aktuell wurde
in mehreren klinischen Studien gezeigt, dass Ca**-Kanalblocker mit hoher Selektivitat fiir
T-Typ-Ca*-Kanale im Vergleich zu herkdmmlichen L-Typ-Ca®*-Kanalblockern zusétzliche
positive Auswirkungen auf Nierenfunktion und arteriellen Blutdruck haben [184].
Experimentelle Studien haben gezeigt, dass arterielle Hypertonie mit Zunahme der Dichte und
Aktivitat von L-Typ-Ca?*-Kanalen bei renalen Widerstandsarterien assoziiert ist [190]. Fur
Mesenterial- und Femoralarterien adulter SHR konnte im Vergleich zu WKY ebenfalls eine
gesteigerte Expression von L-Typ-Ca®*-Kanalen des Subtyps Ca,1.2 nachgewiesen werden
[195]. Isolierte Mesenterialarterien von SHR reagierten mit signifikanter Vasokontraktion nach
Stimulation mit S-(-)-BayK8644, einem Aktivator von L-Typ-Ca®*-Kanalen [195].

Der Beitrag der Membrandepolarisation fir die Erhéhung der intrazellularen Ca®*-Konzentra-
tion afferenter und efferenter Arteriolen wurde in zahlreichen Studien untersucht [34;102;163].
Unter experimentellen Versuchsbedingungen wird die Depolarisation der Zellmembran durch
Einsatz von Kaliumchlorid (KCI) erreicht. Afferente Arteriolen zeigten unter
L-Typ-Ca®*-Kanalblockade mittels Nifedipin verglichen mit Kontrollversuchen ohne Kanal-
blockade eine Abschwéchung der KCl-induzierten intrazellularen Ca*-Erhdhung [34]. Im
Gegensatz dazu hatte die Inhibition der L-Typ-Ca**-Kanale bei efferenten Arteriolen keinen

Effekt auf die KCl-induzierte Erhdhung der intrazelluldren Ca**-Erhéhung [34]. Diese Daten

14



Einleitung

unterstiitzen die Hypothese, dass der Ca?*-Einstrom Uber L-Typ-Ca?*-Kanale vor allem fiir
praglomerulare Gefalte einen entscheidenden Beitrag zur glattmuskularen Kontraktion leistet.
Der Einstrom von Ca?* aus dem EZR durch L-Typ-Ca®*-Kanéale wird als ,L-Typ Calcium

Channel Sparklets® bezeichnet [9].

Uber die Integration der T-Typ-Ca?*-Kanile in intrazelluldre Signalkaskaden ist bisher wenig
bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass die a1-Untereinheit des T-Typ-Ca?*-Kanals durch
die Ca®'/Calmodulin-abhéngige Kinase |l (,Ca®*/calmodulin-dependent protein kinase*,
CAMK) phosphoryliert wird und so zur Modulation beitragt [255]. Weiterhin wird ein
Zusammenhang zwischen der Aktivierung von T-Typ-Ca?*-Kanalen und der Freisetzung von

Ca* aus intrazelluldren Ca?*-Speichern diskutiert [101].

Studien an vaskularen glatten Muskelzellen identifizierten einen weiteren Mechanismus,
welcher flr den transmembranadren Einstrom von Ca®*-lonen verantwortlich ist und durch
Ca**-Depletion des SR aktiviert wird [37;65]. Um den anhaltenden Ca**-Verlust der internen
Speicher zu kompensieren, werden im Anschluss an die Ca?-Freisetzung sogenannte
Speicher-operierte Ca?*-Kanéle (,store-operated channel‘, SOC) aktiviert [65]. Als SOC
wurden sowohl TRP-Kanale, als auch CRAC-Kanale (,Calcium release-activated channel®)
identifiziert [31]. Die Existenz dieser Speicher-operierten Regulationswege wurde auch fir
Gefalde der renalen Mikrozirkulation bestatigt [68-70]. Die intrazellularen Signalmechanismen,
welche die Ca**-Speicherentleerung mit der Aktivierung der SOC verbinden, sind bisher nur
unzureichend verstanden [65;111]. Neueste Studien weisen dem in der Membran des SR
lokalisierten Protein STIM1 eine grolRe Bedeutung zu. Es Ubernimmt die Funktion eines

Ca**-Sensors und vermittelt mdglicherweise den Ca?*-Status des SR an die SOC [31].

Der sekundare Botenstoff DAG vermittelt direkt die Offnung von TRP-C3/TRP-C6-Kanalen.
Nachfolgend kommt es zum Einstrom von Ca®*- bzw. Na*-lonen und zur Membran-
depolarisation. Beide Kanale werden auch als DAG-sensitive TRP-C-Kanale bezeichnet,
wodurch eine Rezeptor-operierte Kanaléffnung (,receptor-operated channel®, ROC)
ermdglicht wird [65]. Kurzlich konnte ein weiterer Mechanismus identifiziert werden, welcher
zur Aktivierung der ROC beitragt. Wahrscheinlich sind a1-Adrenorezeptoren Uber das Protein
Snapin mit intrazelluldren Vesikeln verbunden, in deren Membran TRP-C6-Kanale integriert
sind. Nach NA-induzierter Rezeptoraktivierung fusionieren diese Vesikel mit der Zellmembran,
wodurch die Zahl von Ca?*-Eintrittswegen in glatte Muskelzellen erhdht wird [236]. Isolierte
Interlobararterien zeigten, dass die Stimulation der a1-Adrenorezeptoren durch NA vor allem
zur Aktivierung von ROC fiihrt [65]. Der Ca®-Einstrom Uber SOC scheint nach
Rezeptorstimulation mit NA-Konzentrationen im physiologischen Bereich keinen wesentlichen

Beitrag fiir die Erhdhung der intrazelluldren Ca**-Konzentration zu leisten [65].
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1.3 Sympathische Denervierung in der Behandlung der arteriellen

Hypertonie

Auf Grund der hohen Mortalitat von Patienten mit schweren Formen der arteriellen Hypertonie
und dem Fehlen effektiver medikamentdser Therapiemdglichkeiten wurden schon zu Beginn
des 20. Jahrhunderts Operationen am SNS mit dem Ziel der Blutdrucksenkung vorgenommen
[187]. Bemerkenswerte Resultate erbrachte die radikale lumbodorsale Splanchniektomie,
welche 1938 von R.H. Smithwick entwickelt wurde. Die chirurgischen Eingriffe fuhrten sowohl
zur Senkung des arteriellen Blutdrucks als auch zur Senkung der Mortalitat aufgrund
kardiovaskularer Ereignisse. Die entscheidenden Nachteile dieser Methode waren jedoch
erhebliche, nicht kontrollierbare und damals nicht vorhersehbare Nebenwirkungen [230-231].
In der jungsten Vergangenheit erfolgte mit der Entwicklung von Techniken zur renalen
Denervierung (RDN) die Einflhrung einer neuen, innovativen Therapieoption fir die
Behandlung der therapieresistenten Hypertonie [63;138]. Laut Definition der European Society
of Hypertension (ESH) spricht man von einer therapieresistenten oder refraktaren Hypertonie,
wenn ein therapeutischer Plan, der die Beachtung von Lebensstilveranderungen und
Verordnung von mindestens drei Medikamenten in adaquater Dosis umfasst, nicht ausreicht,
um den systolischen und diastolischen Blutdruck zufriedenstellend zu senken [1]. Durch
experimentelle Untersuchungen ist gut belegt, dass die Denervierung der Nieren bei
atiologisch unterschiedlichen Hypertonieformen langfristig eine Blutdrucksenkung bewirkt.
Diese Effekte wurden im Wesentlichen auf eine Reduktion des sympathischen Einflusses auf
die Nieren zurlckgefuhrt [54;92]. Auf Grund dieser Beobachtungen und der Demonstration,
dass die Aktivitat renaler sympathischer Nerven bei der essentiellen Hypertonie verstarkt ist,

erfolgte die Einfuhrung der RDN als neue Behandlungsstrategie [60].

Die Methode der RDN ist eine minimal-invasive, Katheter-basierte Intervention, bei der
unselektiv afferente und efferente renale Nervenfasern der Tunica Adventitia der A. renalis
mittels Radiofrequenzablation zerstért werden [249]. Durch lokale Applikation energiereicher
elektromagnetischer Wellen wird die funktionelle Denervierung der Nieren erreicht [249]. Aus
bisherigen Ergebnissen geht hervor, dass die Eingriffe in 98 % der Falle ohne Komplikationen
durchgefuhrt werden konnten [2;63;138]. Mehrere klinische Studien konnten in Follow-up-
Untersuchungen eine Senkung des Blutdrucks nach erfolgter RDN nachweisen. In der
Symplicity HTN-1-Studie wurde eine mittlere Senkung des systolischen Blutdrucks von
27 mmHg (nach 12 Monaten) registriert [138]. Die Symplicity HTN-2-Studie zeigte nach 6
Monaten einen Vorteil von 32 mmHg [63]. Im Gegensatz dazu zeigte die 2014 prasentierte
Symplicity HTN-3 Studie (randomisierte Doppelblindstudie) keinen Effekt der
Nierendenervierung auf den arteriellen Druck, was den zuvor publizierten positiven

Ergebnissen widersprach [20].
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Zeitgleich mit der Einfuhrung der RDN entstand ein erneutes Interesse an der Forschung auf
dem Gebiet des sympathischen Nervensystems. Im Vordergrund standen dabei
Untersuchungen zu den Auswirkungen der perivaskularen sympathischen Denervierung auf
die Gefall- und Nierenfunktionen [53;76;166;199]. Die Auswirkungen der sympathischen
Denervierung kdnnen auf Grund von regionalen und geschlechtsspezifischen Unterschieden
der neuronalen Kontrolle der Gefal¥funktion zwischen verschiedenen Gefalbetten und
Gechlechtern variieren [33;50;126;129;135].

Die neonatale Sympathektomie verhindert bei SHR die Entwicklung der arteriellen Hypertonie
und fuhrt zur langfristigen Senkung des arteriellen Blutdrucks [93;148]. Es zeigte sich jedoch
auch bei SHR nach neonataler Sympathektomie ein signifikant erhdhter Blutdruck im Vergleich
zu gleichaltrigen WKY [148]. Studien, in denen die neonatale Sympathektomie mit der
bilateralen chirurgischen Entfernung des Nebennierenmarks kombiniert wurde (nachfolgend
bezeichnet als kombinierte neonatale Sympathektomie), haben eine Senkung des Blutdrucks
von behandelten SHR auf das Niveau der WKY gezeigt [147]. Im Gegensatz dazu kommt es
bei WKY sowohl durch die neonatale sympathische Denervation als auch bei Kombination
beider Verfahren zu keinem signifikanten Abfall des arteriellen Blutdrucks [147-148]. Des
Weiteren flhrte die kombinierte neonatale Sympathektomie sowohl bei SHR als auch bei WKY
zu einer Abnahme der Katecholaminkonzentration in vielen Geweben [147]. Die Herzfrequenz
unterschied sich bei WKY und SHR nicht zwischen sympathektomierten Ratten und schein-
sympathektomierten Kontrolltieren [147]. Neben den oben beschriebenen funktionellen Veran-
derungen nach sympathischer Denervierung kommt es auch zu strukturellen Veranderungen
an verschiedenen Strukturen des Herz-Kreislauf-Systems. Studien haben gezeigt, dass die
Nieren, das Herz und die Nebennieren von SHR ein hoheres Gewicht hatten als die der WKY.
Nach kombinierter neonataler Sympathektomie reduzierte sich das Gewicht der Organe von
SHR auf das Niveau von denen der WKY [147]. Dartiber hinaus haben Nierentransplan-
tationsstudien gezeigt, dass es nach kombinierter neonataler Sympathektomie zur Senkung
des renalen Gefallwiderstands kommt [223]. Im Bereich der mesenterialen Widerstands-
arterien haben Untersuchungen gezeigt, dass die Entstehung der Mediahypertrophie bei SHR

durch die neonatale Sympathektomie verhindert wird [148].

In Nierentransplantationsstudien konnte fur verschiedene Rattenstdmme registriert werden,
dass ein Zusammenhang zwischen der Blutdruckhdhe des Nierenspenders und der Hohe des
Blutdrucks nach Nierentransplantation beim Empfanger des transplantierten Organs besteht
[201-202]. Untersuchungen haben gezeigt, dass die Aktivitdt des SNS einen Einfluss auf die
Entwicklung der Posttransplatationshypertonie hat. Nierentransplantate von SHR fihrten zu
einer geringeren Erhdhung des Blutdrucks bei neonatal sympathektomierten Empfangemn

(F1H) verglichen mit scheinsympathektomierten Empfangern [93]. Des Weiteren konnte bei
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verschiedenen hypertensiven Rattenstdmmen, denen Organe aus dem jeweiligen
normotensiven Kontrollstamm transplantiert wurden, eine Senkung des Blutdrucks nach

Nierentransplantation beobachtet werden [90;201-202].

Untersuchungen isolierter renaler Interlobar- und Mesenterialarterien hypertensiver Ratten
haben gezeigt, dass nach neonataler sympathischer Denervation gehauft eine erhdhte
vaskulare Empfindlichkeit gegenuber NA besteht [91;110;148]. Eine erhdhte Sensitivitat der
Gefalkontraktion nach neonataler Sympathektomie gegeniber NA konnte auch fir
verschiedene GefalRbetten normotensiver WKY beobachtet werden [148;206;229]. Die
Mechanismen, welche zur NA-Supersensitivitdt nach neonataler Sympathektomie beitragen,
sind bisher jedoch nur unzureichend untersucht. Es ist bekannt, dass es nach Sympathektomie
zu einer gesteigerten Expression und Empfindlichkeit von Adrenorezeptoren kommt
[4,46;258]. Auf Grund von Befunden, welche eine verstarkte Vasokontraktion nach
Sympathektomie auch fur Nicht-Adrenorezeptor-Agonisten zeigen, lasst sich die erhdhte NA-
Sensitivitat nicht allein durch Veranderungen auf Rezeptorebene erklaren [206]. Es konnte
gezeigt werden, dass isolierte renale Widerstandsarterien neonatal sympathektomierter SHR
eine verstarkte Vasokontraktion nach L-Typ-Ca?*-Kanalaktivierung mittels S-(-)-BayK8644
entwickeln [91]. Des Weiteren zeigten isolierte GefalRpraparate der A. saphena normotensiver
Ratten nach sympathischer Denervation eine erhohte Ca?*-Empfindlichkeit [197].
Zusammengefasst deuten diese Befunde darauf hin, dass es nach neonataler
Sympathektomie zusétzlich zu Veranderungen in L-Typ-Ca?*-Kanal-abhéngigen Signalwegen
und/oder zur Modulation der RhoA/Rho-Kinase(ROCK)-Signalkaskade kommt.

Denkbar ist, dass die verstarkte Aktivierung der RhoA/Rho-Kinase(ROCK)-Signalkaskade die
Ca**-Empfindlichkeit der Myofilamente glatter GefaRmuskelzellen erhéht und so zu einer
gesteigerten Gefalkontraktion nach Aktivierung von L-Typ-Ca?*-Kanalen in denervierten
arteriellen Gefaflten fihrt [176]. Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass die fehlende sympa-
thische Innervation zu Veranderungen der Kanalexpression oder des glattmuskularen
Membranpotentials mit der Folge eines erhéhten Ca**-Einstroms durch L-Typ-Ca®*-Kanale
fuhrt [84;109]. Das Gewinnen neuer Erkenntnisse Uber die Auswirkungen der sensorischen
und sympathischen Denervierung auf die Funktionen der renalen Widerstandsgefal3e hat
einen hohen Stellenwert. Weiterfuhrende Grundlagenforschung auf diesem Gebiet kann einen
entscheidenden Beitrag zum besseren Verstandnis der langfristigen Effekte der RDN als

Therapieoption zur Behandlung der arteriellen Hypertonie leisten [115].
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1.4 Zielstellung und Arbeitshypothesen

Die detaillierte Untersuchung der Regulation der GefalRkontraktilitat renaler Widerstands-
gefalle durch das SNS ist von groflem Interesse, um dessen Beitrag zur Entwicklung und
Aufrechterhaltung der eH zu verstehen. Die praglomeruldaren Arteriolen — u.a. die
Interlobararterien — sind wichtige Regulatoren des renalen GefalRwiderstands und des
glomerularen Kapillardrucks. Dadurch sind diese Gefal3e in der Lage, grof3e Auswirkungen
auf den systemischen Blutdruck zu entfalten. Zurzeit sind die Beitrdge einer veranderten
ROCK-abhangigen Ca®*-Sensitivitat und eines mdglicherweise veranderten Ca*-Einstroms
Uber L-Typ-Ca?*-Kanale fiir die gesteigerte NA-Sensitivitat nach neonataler Sympathektomie
unbekannt. Zur Durchfiihrung der selektiven sympathischen Denervation wurde das Modell
der chemischen Sympathektomie, welches zur selektiven Entfernung von sympathischen

Nervenfasern flhrt, mit der chirurgischen Entfernung des Nebennierenmarks kombiniert.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Mechanismen, welche zur

NA-Supersensitivitat renaler Widerstandsarterien nach neonataler Sympathektomie beitragen.
Folgende Fragestellungen wurden mittels experimenteller Methoden untersucht:

1. Fihrt die sympathische Denervierung von Wistar-Ratten zu einer verstarkten
Aktivierung von L-Typ-Ca®*-Kanal-abhangigen Signalwegen in glatten Muskelzellen

renaler Widerstandsgefale?
2. Fuhrt die sympathische Denervierung von Wistar-Ratten zu einer verstarkten
Aktivierung der RhoA/Rho-Kinase(ROCK)-Signalkaskade in glatten Muskelzellen

renaler Widerstandsgefalle?

3. Induziert die neonatale Sympathektomie eine Erhdhung des Proteingehalts von

L-Typ Ca?*-Kanalen in glatten GefaRmuskelzellen renaler Widerstandsgefafie?

4. Induziert die neonatale Sympathektomie eine Veranderung des Membranpotentials in

Gefallmuskelzellen renaler Widerstandsgefalie?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate und Hilfsmittel

Tab. 2-1 Laborgerate und Hilfsmittel

Laborgerate / Hilfsmittel

Firma

Amplifier Elektrometer Intra 767

World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA

Breadboard (Luftfedertisch)

Newport Corporation, Irvine, CA, USA

Brutschrank Heraeus® Funktion Line B6/UB6

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Chemilumineszenz-System ChemiDoc™ XRS

BioRad, Miinchen, D

Flaming/Brown Micropipette Puller P-97

Sutter Instruments, Novato, CA, USA

Feinwaagen: BP110S / MC1/LC220S

Sartorius, Géttingen, D

Mikroplatten-Leser FLUOstar OPTIMA

BMG Labtech GmbH, Ortenberg, D

Fokusmotor EMS-2 flir Carl Zeiss Mikroskop

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, D

Kaltlichtquelle KL1500 electronic

Leica, Wetzlar, D

Magnetrihrgerate MR1000 / MR3001

Heidolph, Schwabach, D

Mikropraparierscheren (Spring Scissors)

Fine Science Tools (F-S-T), Heidelberg, D

Mikroskope:
Leica MZ6
Stemi 200-CS

Leica, Wetzlar, D
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, D

Mini-PROTEAN® Handcast Systems

BioRad, Miinchen, D

Dual Wire Myograph Model 410A
Single Wire Myograph Model 310A

Danish Myo Technology A/S (DMT), Aarhus, DK

Myo-Interface Model 410A
Myo-Interface Model 310A

Danish Myo Technology A/S (DMT), Aarhus, DK

Oszilloskop HAMEG HM507

HAMEG Instruments GmbH, Mainhausen, D

Perfusionspumpe Flocon 1003

Watson-Marlow GmbH, Rommerskirchen, D

pH-Meter MP220

Mettler Toledo, Gieflten, D

Piezo-Electronic Micromanipulator PM10

Marzhaus Wetzlar GmbH & Co. KG, Wetzlar, D

Power Pack P25

Biometra GmbH, Géttingen, D

Prazisionspinzetten

Manufactures D’Outils Dumont, Montignez, CH

Schittlel- und Schwenkplattformen:
The Belly Dancer
PMR-30 Compact Platform Rocker

Stovall Lifescience, Peosta, IA, USA
Grant Instruments, Cambridge, UK
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Laborgerate / Hilfsmittel

Firma

SDS-Page Elektrophoresekammern:
Mini-PROTEAN® Tetra Cell (2*12-
Taschen)

Criterion™ Cell (2*18-Taschenl)

BioRad, Miinchen, D

Thermomixer 5437

Eppendorf AG, Hamburg, D

Thermostate:
Einhangethermostat 6A
Umwalzthermostaat 6B

Julabo, Seelbach, D

Touch Down Hybaid Thermal Cycler

Ultraschallhomogenisator Sonoplus HD2070

Bandelin Electronic GmbH & Co.KG, Berlin, D

Vakuumpumpe Typ 2522C-02

Welch®, Niles, IL, USA

Vortexmischer REAX 2000

Heidolph, Schwabach, D

Wasserbad Julabo 6A

Julabo, Seelbach, D

Western-Blot-Kammern (Blotkammer):
Mini Trans-Blot® Cell (2*12-Taschen)
Criterion™ Blotter (2*18-Taschen)

BioRad, Miinchen, D

Zentrifugen:
Mikrozentrifuge Pico 21
Tischkuhlzentrifuge Sigma 3-18K
(Rotor: 12131-H)
Ultrazentrifuge Optima™ TLX

2.1.2 Verbrauchsmaterial
Tab. 2-2 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Sartorius, Géttingen, D

Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, D

Firma

Fiber Foam Pads

BioRad, Miinchen, D

Gelkammern:
Mini-PROTEAN® Empty Cassettes
Criterion Empty Cassettes

BioRad, Miinchen, D

Glaskapillaren

Sutter Instruments, Novato, CA, USA

Mullkompressen 5x5 cm, 12-fach

Fuhrmann GmbH, Much, D

Myopgraphiedraht @ 40 um

Danish Myo Technology (DMT), Aarhus, DK

Nitrocellulosemembranen 0,2 um

BioRad, Miinchen, D

RP New Medical X-Ray Screen Blue Sensitive

CEA GmbH, Hamburg, D

Whatman® Filterpapier

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
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2.1.3 Chemikalien und Substanzen

Tab. 2-3 Chemikalien und Substanzen
Chemikalie Firma
E_nt_wickler G153 Aund G153 B AGFA. Mortsel, BE
Fixierer

Bradford-L6sung

AppliChem GmbH, Darmstadt, D

Clarity Western ECL Substrate
Precision Plus Protein™ Dual Color Standards

Bio-Rad, Miinchen, D

Braunol®/ Softasept® N

Braun Melsungen AG, Melsungen, D

B-Mercaptoethanol
DMSO

EDTA

Ethanol

Glycerol

Glycin

Isopropanol (2-Propanol)
Methanol

Roti®-Block (TBST/ Stammldsung 10x)
SDS

TEMED

Tris

Tris-HCI

Tris-Ultra

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Prime Western Blotting Detection Reagent

GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK

Tween®20

Honeywell Specialty Chemicals GmbH, Seelze,D

Calciumchloriddihydrat
Kaliumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat

Merck, Darmstadt, D

Proteaseinhibitor (PI)

Merck Millipore, Darmstadt, D

Diethylether

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken, D

Terallin liquid

Schulke & Mayr GmbH, Norderstedt, D

Calciumchlorid, wasserfrei

SERVA, Heidelberg, D

Acrylamid

APS

S-(-)-BayK8644
Bromphenolblau

BSA

Coffein

EDTA

Glucose

Kaliumchlorid
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Milchpulver

Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat
Natriumphosphat

Nifedipin
Noradrenalin-Bitartat-Hydrat

Sigma Aldrich, Deisenhofen, D
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Firma

Phenylephrin-Hydrochlorid
PMSF

Ponceau S

Triton™ X-100
Trizma®-Base
Y-27632-Dihydrochlorid

Sigma Aldrich, Deisenhofen, D

Levcromakalim

Tocris Bioscience, Bristol, UK

Guanethidin-Monosulfat

Tropitzsch e.K., Marktredwitz, D

Stripping-Puffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Silicon-Kautschuk

2.1.4 Loésungen und Puffer

Wacker Chemie AG, Miinchen, D

Tab. 2-4 Lésungen und Puffer
Lésung / Puffer Zusammensetzung Konzentration
Ammoniumpersulfat 1 438 mmol/l
APS 710% (whv) A dest 26 10 mi
Lésung A/ Lésung B 4 m /0,4 mi
ECL H202 12l
NaCl 6,919 118,5 mmol/|
KCI 1,6 ml Stammlésung 4,7 mmol/l
. . MgSO4*7H20 10 ml Stammldsung 1,2 mmol/l
gz‘:ﬁ'ﬁ(‘gg;)“B'carb"”at KH2PO4 10 ml Stammlésung | 1.2 mmol/l
(pH 7.4) NaHCO3 40 ml Stammldsung 25 mmol/l
PR 7 CaCl2*2H,0 10 ml Stammlésung | 2,5 mmolll
Glucose 19 5,6 mmol/|
A. dest. ad 11
. . KRB ohne CaCl2*2H20
F'ﬁBﬁ’;'c'“m'ﬁe' EGTA 10 ml Stammiésung | 1 mmol/l
prf A. dest. ad 11
KCI 21,2 ml Stammldsung | 125 mmol/I
MgSO4*7H20 5 ml Stammldsung 1,2 mmol/l
K125 KH2PO4 5 ml Stammlésung 1,2 mmol/l
(pH 7.4) NaHCO3 20 ml Stammldsung 25 mmol/l
AR CaCly*2H20 5 ml Stammldsung 2,5 mmol/l
Glucose 0,59 5,6 mmol/|
A. dest. ad 500 ml
. . K125 ohne CaCl>*2H20
:“If? S?'C'“m'ﬁe' EGTA 10 ml Stammiésung | 1 mmol/l
prf A. dest. ad 11
Tris 3,039 250 mmol/l
i . SDS 8 % (w,v) (8 9) 277 mmol/l
(LQB”Q'F',E)EE? 3';‘fer) Glycerol 40 % (v/v) (40 ml) 5,5 mmol/l
P Bromphenolblau 0,05 % (w/v) (0,05g) | 0,72 mmol/l
B-Mercaptoethanol 2 % (viv) (2 ml) 285 mmol/l
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Lésung / Puffer Zusammensetzung Konzentration
A. dest. ad 100 ml
Tris-HCI 78,8 g 500 mmol/I
NaCl 87,79 1500 mmol/I
(Lyjeff)fer (10x) EDTA 29.2 g 100 mmol/
PR 7 Tween® 20 10 ml 9 mmol/l
A. dest. ad 11
Lysepuffer (10x) 500 pl
Lysepuffer (1x) Proteaseinhibitor (PI) 1% (v/v) 50 pl
(pH 7,4) PMSF 0,5 % (v/v) 25 pl
A. dest ad 5 mi
PMSF PMSF (200 mM) / A. dest | 200 mg / 5,74 ml 200 mmol/l
NasPOs (pH 7,2) 1,649 10 mmol/l
NaCl 8,779 150 mmol/|
Triton™ X-100 1% (w/v) (10 @) 15,5 mmol/l
RIPA-Lysepuffer Natriumdeoxycholat 1% (w/v) (10 g) 25,5 mmol/|
SDS 0,1 % (w/v) (1 g) 3,5 mmol/l
EDTA 0,58 g 2 mmol/l
A. dest ad 11
Sammelgelpuffer Tris-HCI 14,97 g 380 mmol/l
(pH 6,8) A.dest. ad 250 ml
Trizma®-Base 60,19 248 mmol/|
SDS-Laufpuffer (10x) Glycin 2252 ¢ 1,5 mol/l
(Tankpuffer) SDS 1 % (w/v) (10 g) 17,3 mmol/l
A. dest. ad 21
KCI 220 g 2,95 mol/l
A. dest. ad 11
MgSO4*7H20 269¢g 120 mmol/l
A. dest. ad 11
KH2PO4 16,3 g 120 mmol/l
Stammldsungen flr die A. dest. ad 11
Herstellung der
Pufferldsungen NaHCOs3 52,59 625 mmol/l
A. dest. ad 11
CaClz2*2H20 37,69 250 mmol/l
A. dest. ad 11
EGTA 38¢g 100 mmol/l
A. dest ad 11
. Tris Ultra 30,39 250 mmol/l
E";’:q‘;g‘;ﬁﬁr )(10") Glycin 144 g 1,92 mol/
9 A. dest. ad 11
Trenngelpuffer (pH 8,8) Tris-HCI / A.dest. 14,78 g/ ad 250 ml 375 mmol/l
Tris-HCI 3919 248 mmol/|
TBS (10x) NaCl 81,8 ¢ 1,4 mol/l
(pH 7,4) KCI 29 27 mmol/l
A.dest. ad 11
TBS (10x) 100 ml
TBST (1x) (0,1% Tween) Tween® 20 1 mi 0,9 mol/l
A.dest. ad 11
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2.1.5 Antikorper

Tab. 2-5 primare Antikérper
Primare Antikorper Spezies Hersteller Seriennummer
Anti-Aktin Maus Merck Millipore, Darmstadt, D MAB1501R
Anti-Cav1.2 Kaninchen NeuroMab, Davis, USA P15381
Anti-GAPDH Kaninchen Thermo Scientific, Waltham, USA PA1-988

Tab. 2-6 sekundare Antikorper
Sekundare Antikérper | Spezies Konjugat Hersteller Seriennummer
Anti-Kaninchen 1gG Ziege (goat) HRP Bio-Rad, Minchen, D 1706515
Anti-Maus IgG Ziege (goat) HRP Bio-Rad, Minchen, D 1706516

2.1.6 Protein-GroRenstandard

Zur quantitativen Bestimmung der Proteinmolekile bei der Natriumdodecylsulfat (SDS,
sodium dodecyl! sulfate)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) wurde ein GréRenmarker
verwendet, welcher die Zuordnung von Molekulargewichten in der Grélkenordnung von
10 kDa bis 250 kDa erlaubt (Abb. 2-1).

kDa

250

150

100
75

50
37

25
20
15
10

Abb. 2-1 Protein-GroRenstandard fiir die SDS-PAGE. Precision Plus ProteinTM Dual Color
Standards

25



Material und Methoden

2.1.7 Versuchstiere und Tierhaltung

Alle experimentellen Studien an den Versuchstieren wurden in Ubereinstimmung mit den
Regelungen und Vorschriffen des in der Bundesrepublik Deutschland geltenden
Tierschutzgesetzes durchgefihrt und durch die zustandigen Landesbehérden der
Bundeslander Mecklenburg-Vorpommern und Baden-Wirttemberg genehmigt. Die Versuche
wurden an mannlichen Wistar-Ratten (Nachkommen der ersten Generation, F+) durchgeflhrt,
welche der Zucht des Instituts flr Physiologie der Universitat Greifswald enthommen wurden.
Als Zuchtpaare dienten Wistar-Ratten (CD:Crl), welche von der Firma Charles River (Sulzfeld,
Deutschland) bezogen wurden. Die Versuchstiere wurden unter standardisierten Bedingungen
aufgezogen. Der Hell-Dunkel-Zyklus in der Tierhaltung betrug 12 Stunden/12 Stunden mit
einer Lichtphase von 06.00 bis 18.00 Uhr. Die Aufzucht bzw. Haltung der Tiere erfolgte bei
konstanter Raumtemperatur von 22 °C und Luftfeuchtigkeit von 60 %. Als standardisierter
Lebensraum dienten Kunststoffkafige mit Weichholzeinstreu. Je Kafig wurden zwei Tiere
gehalten, welche jederzeit freien Zugang zu Standardaufzuchtfutter (Ssniff Spezialdiaten
GmbH, Soest, Deutschland) und frischem Leitungswasser hatten. Fir die Versuche wurden

Ratten im Alter von 9 bis 12 Wochen verwendet.

Fir die externen Tierversuche am Centrum fir Biomedizin und Medizintechnik Mannheim
(CBTM) wurde ein Tiertransport organisiert, wodurch Tiere aus eigener Aufzucht untersucht
werden konnten. Die Tiere wurden zwei Wochen vor Versuchsbeginn in die Tierhaltung des

CBTM integriert und hatten ausreichend Zeit, sich an die neue Umgebung zu adaptieren.

Die Durchfuhrung der Experimente erfolgte nach einem Zwei-Gruppen-Versuchsdesign. Eine
Gruppe wurde neonatal sympathektomiert (SYX), die andere erhielt eine Scheinbehandlung
(CTR, scheinsympathektomiert). Die Zuordnung der Tiere zu den beiden Versuchsgruppen
erfolgte randomisiert. Das mittlere Alter der Tiere zum Zeitpunkt der Nierenentnahme
unterschied sich nicht zwischen beiden Versuchsgruppen. Die Kontrolltiere hatten gegenuber
den sympathektomierten Tieren ein signifikant h6heres Kdrpergewicht (Tab. 2-7). Dies wurde

auch in experimentellen Studien anderer Arbeitsgruppen beobachtet [124;193].

Tab. 2-7 Alter und Gewicht der Versuchstiere zum Zeitpunkt der Nierenentnahme

CTR (n=36) | SYX (n=39)

Alter (Wochen) 11,1+0,22 10,6 £ 0,19

Korpergewicht (g) | 422,6 £ 10,73 | 387,6 + 9,14 *

Mittelwerte + SEM; * p < 0,05 vs. CTR
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2.2 Methoden

2.2.1 Neonatale Sympathektomie und Scheinsympathektomie

In der vorliegenden Arbeit wurde die neonatale Sympathektomie an juvenilen Wistar-Ratten
durch eine Kombination aus pharmakologischer Behandlung mit Guanethidin-Monosulfat und
anschliellender bilateraler mikrochirurgischer Resektion des Nebennierenmarks durch-
geflhrt. Das Modell der Sympathektomie durch Guanethidin-Injektionen wurde erstmals 1968
von J. Jensen-Holm und P. Juul beschrieben [119]. Die chronische Guanethidin-Behandlung
fuhrt zur spezifischen und anhaltenden Destruktion des peripheren SNS. Sowohl die
somatoefferenten (motorischen), somato- und viszeroafferenten (sensorischen), parasym-
pathischen und zentralen sympathischen Nervenfasern bleiben in ihren Funktionen erhalten
[17;124].

Guanethidin ist ein Wirkstoff aus der Gruppe der Antihypertensiva und liegt in Arzneimitteln
als Guanethidin-Monosulfat vor. Chemisch handelt es sich um ein Guanidin-Derivat.
Guanethidin hat eine sehr hohe Affinitat zum NA-Transportsystem der prasynaptischen
axonalen Plasmamembran [175]. Des Weiteren interferiert Guanethidin mit den
Speichervesikeln adrenerger Neurone. Diese Eigenschaften fuhren dazu, dass Guanethidin in
den Vesikeln der synaptischen Endigung akkumuliert und weniger NA in den Synapsen
gespeichert bzw. exzitatorisch in den synaptischen Spalt freigesetzt werden kann [208].
Zudem sind immunologische Prozesse an dem durch Guanethidin-induzierten
Funktionsverlust der Neurone beteiligt [120]. Guanethidin kann die Blut-Hirn-Schranke auf
Grund seiner polaren Molekulstruktur nicht Gberwinden und somit nicht in das ZNS eindringen
und akkumulieren. Die zentralen adrenergen Neurone werden dadurch nicht affektiert und die
NA-Konzentration im Gewebe zentraler Strukturen bleibt unbeeinflusst [22;95]. Weiterhin
wurde beschrieben, dass die Nebennieren als kompensatorische Reaktion auf die
Sympathektomie vermehrt Katecholamine bilden und freisetzen [261]. Um die Plasma- und
Gewebekonzentrationen der Katecholamine dauerhaft zu senken, ist daher eine Kombination

aus Guanethidin-Injektion und Entfernung des Nebennierenmarks notwendig.

Die juvenilen Wistar-Ratten erhielten nach der Geburt vom funften bis zum 28. Lebenstag
taglich eine intraperitoneale Injektion Guanethidin-Monosulfat. Es wurden 50 pg/g Koérper-
gewicht appliziert. Der Wirkstoff wurde in isotoner Kochsalzlésung gel6st und auf einen
pH-Wert von 7,4 eingestellt. Im Anschluss an die Guanethidin-Injektionen erfolgte am 29.
postnatalen Tag die bilaterale Resektion des Nebennierenmarks. Vor dem mikrochirurgischen
Eingriff erhielten die Tiere eine tiefe Narkose. Anschlieffend wurde die Haut der Tiere im
Bereich der Flanken rasiert und mit Softasept® N desinfiziert. Die Fixierung der Tiere auf dem

Operationstisch erfolgte in Seitenlage. Die Eréffnung von Haut, Muskelfaszien und Muskulatur
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erfolgte mittels Mikropraparierscheren. Mit Hilfe von Wattestabchen wurde retroperitoneales
Binde- und Fettgewebe entfernt und ein Zugang zu den Nebennieren geschaffen. Nach
Darstellung der Nebennieren wurde die Nebennierenrinde mittels einer Kanule inzidiert. Im
Anschluss wurde das Nebennierenmark mit Hilfe einer Pinzette entfernt. Nach der Resektion
wurden die Muskel- und Hautschichten durch Nahtmaterial verschlossen und die
Operationswunde mit Braunol® desinfiziert. Das Nebennierenmark der kontralateralen
Nebenniere wurde analog dazu entfernt. Nach dem Ende des Eingriffs wurde die Narkose
ausgeschlichen und die Tiere zum Erwachen in die Kafige zurlickgesetzt. Zur Validierung des
Tiermodells wurden in verschiedenen Studien die Gewebekonzentrationen von NA und die
Aktivitat der Tyrosinhydroxylase nach neonataler Sympathektomie bestimmt [123-124]. Im
Nierengewebe wird die NA-konzentration im Vergleich zu scheinsympathektomierten
Kontrollen auf ca. 10 % gesenkt, in den Nebennieren auf ca. 1% [93;123;147]. Die
Herzfrequenz der Wistar-Ratten wird durch den Eingriff nicht signifikant beeinflusst [147].
Zudem fuhrt die neonatale Sympathektomie bei den Ratten zu einer leichten Reduktion des
mittleren arteriellen Blutdrucks (11043 mmHg vs. 105+2 mmHg, SYX vs. CTR, p < 0,05) [106].

Die Scheinsympathektomie der Kontrolltiere erfolgte analog zum Ablauf der neonatalen
Sympathektomie. Anstelle von Guanethidin-Monosulfat wurden Jungtieren vom flinften bis
zum 28. Lebenstag intraperitoneale Injektionen isotoner Kochsalzldsung appliziert. Am 29.
Tag postnatal erfolgte der chirurgische Eingriff. Nach der Eréffnung der Flankenregion durch
Inzision der Haut- und Muskelschichten erfolgte die Darstellung der Nebennieren unter
Schonung des Nebennierenmarks. Die Scheinsympathektomie wurde durch Verschluss der

Operationswunde mit Nahtmaterial und abschliefiender Wunddesinfektion beendet.

2.2.2 Gewebeentnahme

Die Entnahme der Nieren erfolgte in tiefer Narkose. Durch Anwendung des
Zwischenzehenreflexes erfolgte die Uberpriifung der Narkosetiefe. Im Anschluss wurden die
Tiere im Bereich der Abdominalregion rasiert und in Rickenlage auf dem Operationstisch
fixiert. Zur Desinfektion der rasierten Bauchhaut wurde Softasept® N genutzt. Durch einen
Medianschnitt entlang der Linea alba wurde die Bauchhaut sowie die darunterliegenden
Muskelfaszien samt Muskulatur eréffnet. Der Bauchsitus wurde durch vier Operationshacken
offengehalten und fixiert. Ein Entlastungschnitt in die laterale Bauchhaut sorgte fiir einen
besseren Zugang zu den intraabdominell gelegenen Organen. AnschlieRend wurde mit Hilfe
von Wattestabchen das Darmkonvolut mobilisiert, aus dem Abdomen entfernt und auf dem
Thorax gelagert. Die Nieren — jetzt gut einsehbar — im Retroperitonealraum liegend, wurden

stumpf prapariert und mit Hilfe von Prazisionspinzetten und Praparierscheren vom
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umliegenden Binde- und Fettgewebe getrennt. Es wurde darauf geachtet, die Capsula fibrosa
der Nieren bei der Gewebeentnahme nicht zu beschadigen. Zur Entnahme der Organe
mussten die linke und rechte A. und V. renalis sowie beidseitig die Ureteren durchtrennt

werden.

Die Tiere starben durch Verbluten in tiefer Narkose. Unmittelbar nach der Gewebeentnahme
wurde das Untersuchungsmaterial in ein Becherglas mit eisgekuhlter Pufferldsung
(KRB-L6sung) uberfuhrt. Die Enthahme der Nieren dauerte in der Regel 5 Minuten und erfolgte
immer am Morgen zwischen 08.00 und 10.00 Uhr. Bei der Gewebeentnahme konnte an keiner
der Nieren eine tumordse Struktur identifiziert werden, welche zum Ausschluss des Gewebes

aus der Versuchsreihe geflhrt hatte.

2.2.3 GefaBpraparation

In der vorliegenden Studie wurden ausschlielich Interlobararterien (Aa. interlobares), als
Vertreter der proximalen renalen Widerstandsgefalle, untersucht. Dabei handelt es sich um

Gefale der dritten Aufzweigungsgeneration der A. renalis.

Die Praparation der Gefale erfolgte bei 8 bis 40-facher Vergrélierung unter einem
Stereomikroskop mit Kaltlichtquelle. Zu Beginn wurde mit Hilfe einer spitzen, gebogenen
Pinzette die Capsula fibrosa der Niere abgezogen und das Fettgewebe am Nierenhilus
entfernt. AnschlieRend wurde das Organ mit einem Skalpell in zwei Halften geteilt. Der Schnitt
erfolgte vertikal durch den Nierenhilus. Beide Arbeitsschritte wurden, um das Organ vor dem
Austrocknen zu schitzen, auf mit eisgekihlter KRB-Pufferlésung getrankten Mullkompressen
durchgefihrt. Fur die weitere Praparation der GefalRe wurden die Nierenhalften mit Hilfe von
Kanilen (Microlance™ 3, BD, Heidelberg, Deutschland) auf dem Boden einer mit einem
Silikonpolymer ausgegossenen Petrischale fixiert (Abb. 2-2: A). Die Petrischale wurde mit
eisgekuhlter KRB-Pufferlosung gefillt, sodass die Nierenhalften komplett bedeckt waren. Ein
Wechsel der KRB-Losung erfolgte alle 5 Minuten. Mit Hilfe von Prazisionspinzetten und
Mikropraparierscheren wurde die freiliegende Nierenpapille entfernt (Abb. 2-2: B). Die in den
Bindegewebssepten verlaufenden Aufzweigungen der A. renalis waren jetzt gut sichtbar (Abb.
2-2: C). Fur die weitere Gefallpraparation wurde ein Gefaldabschnitt (ohne Abzweigungen) der
dritten Aufzweigungsgeneration der A. renalis aufgesucht und vom umliegenden Bindegewebe
und Nierenparechym auf einer Lange von 5 mm freiprapariert (Abb. 2-2: D). Um L&sionen an
der GefaRwand zu vermeiden wurde darauf geachtet, die Gefalde nicht direkt zu berihren.
Eine unbeschadigte und intakte Tunica Adventitia war Voraussetzung fur die anschlieRende

Untersuchung im Myographen.
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Aus der Literatur ist bekannt, dass renale Widerstandsgefalle mechanosensitive
Eigenschaften besitzen. Daher wurde sorgfaltig prapariert, um UbermaRige Zug- und

Scherkrafte auf die GefaRwand zu vermeiden.

AnschlieRend wurde die GefalRwand im proximalen Abschnitt der Arterie eingeschnitten.
Durch die entstandene Offnung wurde ein Edelstahldraht (Lédnge: 3 cm, @ 40 ym) eingefiihrt
und unter Vermeidung von Gefallwandberiihrungen 3 mm nach distal vorgeschoben. Bei
Perforation bzw. Beschadigung der GefalRwand wurde das Gefall nicht weiter prapariert und
von der weiteren experimentellen Untersuchung ausgeschlossen. Mit Hilfe der Okularmess-
platte des Stereomikroskops wurde 2 mm distal der initialen Gefalkwander6ffnung das Gefal
und der Fuhrungsdraht senkrecht zur GefalRwand mit einer Mikropraparierschere
durchgeschnitten. Jetzt konnte der Draht von proximal weiter vorgeschoben und das Gefaly
an der proximalen Eréffnungsstelle komplett durchtrennt werden. Im nachsten Schritt wurde
ein zweiter Fihrungsdraht durch das GefalRsegment geschoben. Beide Drahte sind fir die
Platzierung des Gefalisegments in den Myographen notwendig. Abschlieliend wurde das
GefalRlsegment an der Basis vom Bindegewebe getrennt, aus dem umgebenden
Nierengewebe entnommen und in eisgekuhlter KRB-Lésung bis zur myographischen

Untersuchung aufbewahrt.

Abb. 2-2 Darstellung der GefaBpraparation. A Nierenhalfte nach dem Vertikalschnitt durch den Nierenhilus
(* Nierenpapille). B In den Bindegewebssepten (#) verlaufende renale WiderstandsgefaRe nach Entfernung der
Nierenpapille. C Darstellung der Interlobararterien (=) nach Eréffnung der Bindegewebssepten, D Vom
umliegenden Bindegewebe freiprapariertes Interlobargefal}.
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Fir die Western-Blot-Versuche wurden die Gefélde ohne Flhrungsdraht und moglichst auf
ganzer Lange prapariert, um maoglichst viel Ausgangsmaterial flir die Proteinextraktion zu
gewinnen. Die Gefalke beider Nieren (8 bis 10 Gefale je Niere) wurden in Eppendorf-Gefallen

gesammelt und in flissigem Stickstoff bei —80 °C tiefgefroren.

2.2.4 Small-Vessel-Myographie (SVM)

Die Small-Vessel-Myographie — kurz Drahtmyographie — ist eine ex-vivo-Methode zur Unter-
suchung der Kontraktionseigenschaften von Blutgefallen unter isometrischen Umgebungs-
bedingungen. Sie ermdglicht die Untersuchung funktioneller Eigenschaften isolierter
Gefallsegmente durch Applikation gefallwirksamer Pharmaka oder Variation der
Elektrolytzusammensetzung des Organbads. Daruber hinaus sind Untersuchungen zur
GefaBwandmechanik mdglich. Das Ausmal der Vasokontraktion bzw. Vasodilatation wird als
Anderung der GefaRwandspannung registriert. Im Jahr 1961 wurde von D. F. Bohr, P L Goulet
und A. C Taquini erstmals eine Methode vorgestellt, welche die Anderung der Wandspannung
von kleinen WiderstandsgefaRen (@ 200 uym) registriert. Die eingesetzten Gefalpraparate
waren spiralfdrmig und entsprachen somit nicht der physiologischen GefalRorganisation [23].
Die Messung von Wandspannungsanderungen an intakten Gefallzylindern wurde erstmals im
Jahr 1972 von J. A. Bevan und J. V. Osher beschrieben. Sie nutzten einen Kraftwandler und
eine Mikrometerkontrolle zur Registrierung der Spannungsanderung [19]. Die Methode der
Drahtmyographie — wie sie in dieser Arbeit eingesetzt wird — wurde 1976 erstmalig von M. J.

Mulvany und W. Halpern publiziert [179].

2.2.41 Grundlagen und Versuchsaufbau

Fir die Untersuchung der kontraktilen Gefalleigenschaften wurde ein Zwei-Kanal-
Drahtmyograph (Dual-Wire-Myograph-System 410A) eingesetzt. Dieses System ermdglicht
die zeitgleiche Untersuchung von zwei GefalRsegmenten. Zentraler Bestandteil des
Myographen ist die Organbadkammer mit den beiden Vorrichtungen zur Fixierung der
Gefalkssegmente. Die Kammer verflgt Uber ein Fassungsvermdgen von 15 ml und kann
entsprechend den experimentellen Anforderungen Uber ein integriertes Thermostat beheizt
werden. Die Fixierung der Gefale erfolgt durch jeweils zwei Klemmbacken. Eine der
Klemmbacken ist mit einem elektromechanischen Kraftwandler, die andere mit einem
Mikrometer verbunden. Zusammen bilden sie die Messvorrichtung eines Kanals (Abb. 2-3).
Mit Hilfe des Kraftwandlers erfolgt die Registrierung der Wandspannung der Gefalsegmente.
Uber die Mikrometerschraube kann der Dehnungszustand der GefaRe verandert werden. Die

Vordehnung der GefalRsegmente erfolgte nach einem standardisierten Protokoll und wird im
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Anschluss separat beschrieben (siehe 2.2.4.4). In der vorliegenden Arbeit wurden 10 ml
KRB-Pufferlésung als Organbadvolumen und eine Organbadtemperatur von 37 °C als
Standard festgelegt. Die Temperatur wurde mit Hilfe einer Sonde fortlaufend Uberpriuft und
aufgezeichnet. Die Small-Vessel-Wire-Myographie ist ein sehr sensitives Untersuchungs-
verfahren. Um Vibrationen am Arbeitstisch zu neutralisieren, wurde der Myograph auf einer

dampfenden Unterlage platziert.

Kraftwandler 2 Kanal 2 Mikrometer 2
!
-—I———
S |1 9
B e e e e e e
Cile |
' 2
1 H
r%: = 1
i i
I 1
) ¢
Mikrometer 1 Kanal 1 Organbadkammer Kraftwandler 1

Abb. 2-3 Dual-Wire-Myograph-System 410A. (modifiziert nach: User Guide, Dual-Wire-Myograph-System 420A,
Version 1.0, S. 3, Danish Myo Technology A/S, Aarhus, Denmark)

Durch Spannungsentwicklung des Gefalisegments wird die Zugkraft auf den Kraftwandler
Ubertragen. Die Impulse des Kraftwandlers wurden Uber eine Schnittstelle (Myo-Interface
Model 410A) an einen Laptop (Lifebook C-Series, Fujitsu-Siemens, Minchen, Deutschland)
Ubermittelt. Auf diesem wurden die Daten mittels der Software Myodaq 2.01 (Universitat
Maastricht, Maastricht, Niederlande) registriert. Die Wandspannung K wurde in Abhangigkeit

von der Zeit aufgezeichnet und wie folgt berechnet:

Formel 1 Berechnung der Wandspannung K

Die am Kraftwandler registrierte Kraft F wird durch die zweifache Lange L des Gefalisegments
dividiert. Die Wandspannung K gibt die Kraft entlang des GefalRumfangs je Einheit Gefallange
wieder und tragt die Einheit mN/mm. Die Aufzeichnungsfrequenz kann im Menu der Software
festgelegt werden. Die Versuchsdaten in dieser Arbeit wurden mit einer Frequenz von 1 Hz

aufgezeichnet.
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Wahrend der Versuchsdurchfiihrung wurde das Organbad des Myographen durch eine
Kammerabdeckung verschlossen. In der Abdeckung sind flir die Applikation von Substanzen
bzw. das Nachfiillen und Wechseln der Organbadiésung zwei Offnungen vorhanden. Des
Weiteren sind fur beide Kanéle jeweils eine Absaug- und eine Begasungsmdglichkeit in die
Abdeckung integriert (Abb. 2-4). Uber die Absaugeinrichtung, welche mit einer Vakuumpumpe
verbunden ist, kdnnen das Organbad gewechselt und pharmakologisch wirksame Substanzen
ausgewaschen werden. Zudem kann die Zusammensetzung der Organbadlésung innerhalb
eines Versuchs verandert werden. Durch die anderen Offnungen wurde die Organbadlésung

wahrend der Versuche mit medizinischem Carbogen (95 % O/ 5 % CO.) begast.

9 - ---o Offnung fiir Substanzapplikation 1
1

& --==@ Leitungen flr Begasung

& —--== Leitungen flr Absaugung

& - - —-¢ Offnung fir Substanzapplikation 2

Abb. 2-4 Kammerabdeckung fiir das Dual-Wire-Myograph-System 410A. (modifiziert nach: User Manual,
Dual-Wire-Myograph-System 420A, Version 1.0, S. 9, Danish Myo Technology A/S, Aarhus, Denmark)

Die Begasung ist fur die Konstanz des pH-Werts von zentraler Bedeutung. Als Puffersubstanz
fur die Aufrechterhaltung des pH-Werts wurde NaHCOs; eingesetzt, welches ein
Bicarbonat-Puffer-System bildet. Bicarbonat-lonen und Protonen stehen Uber folgende

Gleichung mit dem Kohlenstoffdioxid im Gleichgewicht:

HCO3 + H* & H,C0; < CO, + H,0

Gleichung 1 chemisches Gleichgewicht des Bicarbonat-Puffer-Systems

Da der Kohlenstoffdioxid-Partialdruck (Pco2) in der Luft um ein vielfaches geringer ist als in der
Organbadlésung, wird CO2 an die umgebende Raumluft abgegeben. Die externe Begasung
ist notwendig, um den Pco2 und das Gleichgewicht des Bicarbonat-Puffer-Systems zu

stabilisieren.
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2.2.4.2 Vorbereitung der Myographie-Versuche

Die mechanoelektrischen Signalwandler im Dual-Wire-Myograph-System 410A sind im
Inneren des Metallgehduses verbaut. Um eine Verbindung der Kraftwandler mit den
Klemmbacken herzustellen, befinden sich zwei (")ffnungen in den seitlichen Wanden. Zum
Schutz der Kraftwandler vor der aggressiven Pufferldsung des Organbads wurden diese mit
Dichtungssilikon verschlossen. Vor jeder Benutzung wurde kontrolliert, ob die Silikon-

dichtungen unversehrt und dicht sind.

Um zuverlassig reproduzierbare Daten zu erhalten, wurde der Myograph in regelmafigen
Abstanden mit Hilfe einer Waage kalibriert. Dafur wurde die Organbadkammer zunachst mit
A. dest befullt und auf 37 °C erwarmt. AnschlieRend wurde an den Kraftwandlern jeweils ein
Edelstahldraht (g 40 um) gespannt. Die Waage wurde mit dem Hebelarm (HA) zwischen Draht
und Klemmbacke platziert (Abb. 2-5). Die Kalibrierung des Systems erfolgte durch ein Gewicht
bekannter Masse (mka = 2 g), mit welchem der Kraftarm (KA) der Waage belastet wurde. Am
Kraftwandler erzeugte das Gewicht eine Kraft (Fua) von 9,81 mN. Nachdem die Kraft von
9,81 mN = 0,01 mN fur eine Zeitspanne von 10 s konstant bestand, wurde die Kalibrierung

beendet und die gleichen Einstellungen am zweiten Kanal vorgenommen.

N

-

Kraft F .

Hebelarm (HA)

w2

RO >
-

Abb. 2-5 Kalibrierungswaage fiir das Dual-Wire-Myograph-System 410A. (modifiziert nach: User Manual,
Dual-Wire-Myograph-System 420A, Version 1.0, S. 15, Danish Myo Technology A/S, Aarhus, Denmark)
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Die am Myo-Interface 410A angezeigte Kraft (Fua) wird wie folgt nach dem Hebelgesetz

berechnet:

FHA X lHA = FKA X lKA g = 9,81 m/32
lua =4 cm
FHA:FKAXIKA:mKAXgXlKA lka = 2 cM
lga lHA
; 0,002kg x 981 & X 0,02m ooty 10 XM _ o
= = X —_—
HA 0,04m ’ 52 o

Formel 2 Kalibrierung des Myographen

Die verschiedenen Pufferldsungen (KRB, KRB-Ca?*-frei, K125 und K125-Ca®*-frei) wurden
taglich aus vorbereiteten Stammldésungen (KCI, MgSO4*7 H,O, KH:PO4, NaHCOs;,
CaCly*2 H20) frisch angesetzt. Zur Herstellung der Lésungen wurde destilliertes Wasser aus
einer Aufbereitungsanlage verwendet. Mit Hilfe eines Magnetrihrgerates wurden die
Bestandteile geldst und vermischt. Eine Ubersicht tiber die Substanzkonzentrationen in den
Pufferldsungen ist Tab. 2-4 zu entnehmen. Die Stammldsungen wurden bei 4 °C aufbewahrt.
Die Natriumhydrogencarbonat-Stammldsung wurde vor dem Gebrauch fir 1 h mit Carbogen
(95 % O2 /5 % CO,) begast. Nach Ansetzen der Pufferlosungen wurde durch Titration mit 1-
molarer Salzsaure ein pH-Wert von 7,4 £ 0,01 eingestellt. Die Pufferldsungen wurden im
Anschluss durch ein Wasserbad mit Einhangethermostat auf eine Temperatur von 37 °C
erwarmt. Dadurch sollten Temperaturschwankungen beim Wechsel der Organbadlésung

verhindert werden.
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2.2.4.3 Einbau der GefaRe

Vor Einbau der GefalRe wurde der Myograph auf 37 °C erwarmt und das Organbad mit 10 ml
KRB-L&sung befullt. Die praparierten Gefale wurden unter einem Stereomikroskop eingebaut.
Mit Hilfe der bei der Praparation in die GefdlRe eingefuhrten Drahte wurden die
Gefalisegmente zwischen Kraftwandler und Mikrometerschraube eingespannt. Dazu wurden
die Drahte an den Klemmbacken durch Schrauben fixiert (Abb. 2-6).

Organbad

| : :

|
Kraft- | | Mikro- E Draht E
meter- : \ '
e : ' schraube : :
: : : |
___________ | '
Mikro- ! :
sl wl;r:c:};r : :
schraube : |
‘ |
' |
' .. '
‘ |
: |

Abb. 2-6 Schematische Darstellung der GefaRfixierung zwischen den Klemmbacken. Mit Hilfe der Schrauben
wurde der Draht eingeklemmt und das Gefal zischen Kraftwandler und Mikrometerschraube gespannt.

Die Drahte wurden im Anschluss gespannt und parallel ausgerichtet, sodass sie in der
gleichen Ebene lagen. Die Klemmbacken wurden anschlielend mit Hilfe der
Mikrometerschrauben so positioniert, dass die Drahte maximal dicht beieinander sind, sich
jedoch nicht beriihren. Nach dem Einbau begann eine 15-miniitige Aquilibrierungsphase, in

welcher die Gefalkisegmente den Grundtonus ihrer GefaRwandspannung aufbauen konnten.
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2.2.4.4 Vordehnung und Vitalitatspriifung

Der Durchmesser der praparierten GefalRsegmente variierte zwischen 120 und 160 ym. Far
jedes Gefallsegment existiert ein innerer Gefallumfang L4, bei dem es die grélten
Wandspannungen erzeugt und die Kontraktilitat der glatten GefalRmuskelzellen am grofdten
ist. Um die GefalRsegmente untereinander hinsichtlich der erbrachten Wandspannungen
vergleichen zu kdnnen, wurden sie auf den inneren Gefallumfang L1 normalisiert. Der optimale
Umfang L4 wird in Relation zu Ligo angegeben, wobei Ligo dem inneren Gefallumfang
entspricht, welchen das Gefald In-situ bei transmuralem Druck von 100 mmHg (13,3 kPa)
annimmt [179]. Es konnte gezeigt werden, dass arterielle Widerstandsgefal’e bei einem
inneren Umfang, der 90 % von L1 entspricht, die grote Gefallwandspannung entwickeln
(L1=0,9 x L10o) [179;181]. FUr die Segmente anderer GefalRbetten oder GefalRarten kann sich

der Faktor fur die Berechnung von L4 unterscheiden.

Der optimale Gefallumfang L+ wurde in der vorliegenden Arbeit durch schrittweise Vordehnung
der GefalRsegmente bestimmt. Die Vordehnung begann 15 Minuten nach Einbau der Gefalie
mit dem Zurlcksetzen der ,Force“ am Myo-Interface 410A (Abb. 2-7). In Intervallen von zwei
Minuten wurde die Mikrometerschraube an beiden Kanalen um je 20 Einheiten weitergedreht,
sodass sich die Klemmbacken voneinander entfernten und das Gefal} schrittweise gespannt
wurde. Dieser Vorgang wurde an jedem Kanal bis zum Erreichen eines transmuralen Drucks
von 13,3 kPa wiederholt. In der Regel wurde dieser Druck nach 6 bis 10 Intervallen erreicht
(Abb. 2-7). Anhand der registrierten Kraft, der Lange des GefalRsegments, dem Durchmesser
des Drahts und der Stellung der Mikrometerschrauben wurde durch die Software Myodaq
Version 2.01 (Universitat Maastricht, Maastricht, NL) die Mikrometerstellung ermittelt, in der
die GefalRsegmente den optimalen inneren GefalBumfang L1 annehmen. Das Mikrometer
wurde anschlieBend um die entsprechenden Einheiten zurlckgedreht. Nach einer
10-minttigen Aquilibrierungsphase wurde die KRB-Lésung gegen kaliumreiche Pufferlésung
(K125-Lésung) getauscht. Dadurch kam es zur Depolarisation der glatten Gefallimuskelzellen
und zur Kontraktion der isolierten GefalRsegmente (Abb. 2-7). Die Depolarisations-induzierte
Kontraktion besteht aus einer initialen phasischen und einer anhaltenden tonischen
Komponente. Das Maximum der initialen phasischen Antwort wurde als Bezugswert fur alle
nachfolgend registrierten GefalRwandspannungen im Verlauf des Versuchs genutzt. Dariber
hinaus diente dieser Wert der Kontrolle der Gefaldvitalitdt. Im Anschluss wurde die K125-
Lésung durch dreimaliges Waschen mit KRB-Pufferldsung ausgewechselt. Vor der
Fortfihrung des Versuchsprotokolls wurde eine 10-minltige Aquilibrierungszeit abgewartet.
Die Vordehnung der Gefallsegmente und die anschlieBende Depolarisations-induzierte

Gefalkontraktion waren in jedem Experiment Bestandteil des Versuchsprotokolls.
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Abb. 2-7 Originalaufzeichnung von Vordehnung und Vitalitatspriifung eines isolierten InterlobargefaRes.
Dargestellt ist die schrittweise Vordehnung der Gefalle, die Rickstellung des Mikrometers auf die optimale
GefalBwandspannung (1) und die Depolarisations-induzierte Vasokontraktion. Die Depolarisations-induzierte
Kontraktion (K125-Kontraktion) besteht aus einer schnellen, initialen phasischen Komponente (2) und einer
nachfolgenden tonischen Kontraktionskomponente (3). (aufgezeichnet mit Myodaq 2.01)

Die absolute Zunahme der Wandspannung nach Applikation vasoaktiver Substanzen (NA,
S-(-)-BayK8644, Coffein) wurde auf das Maximum der K*-induzierten GefaBwandspannung

normalisiert.

2.2.4.5 Waschvorgang

Um pharmakologisch wirksame Substanzen aus dem Organbad zu entfernen, wurde die
Organbadkammer dreimal mit 10 ml KRB-Pufferlésung gespult. Im Anschluss wurde eine 15-
mindtige Aquilibrierungszeit abgewartet, in der die Wandspannung der GefaRe auf ihren

Ruhetonus zurlickgefiuhrt werden konnte.
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2.2.4.6 Versuchsprotokolle

Protokoll 1 Effekt von Nifedipin und Beitrag des Rho-Kinase(ROCK)-Signalweges

zur Noradrenalin(NA)-induzierten Vasokontraktion

Im ersten Teil des Versuchs sollte die in Vorversuchen beobachtete erhdhte Sensitivitat
renaler Widerstandsgefalle sympathektomierter Tiere gegentiber NA reproduziert werden.
Dazu wurden kumulative NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurven erstellt. Um den Beitrag
spannungsgesteuerter L-Typ-Ca®*-Kanéle zur gesteigerten NA-induzierten GefaRkontraktion
zu untersuchen, wurde im zweiten Teil des Versuchs eine weitere NA-Konzentrations-
Wirkungs-Kurve erstellt, jedoch unter L-Typ-Ca®*-Kanalblockade mittels Nifedipin. Zur
Differenzierung zwischen einer verstarkten Abhangigkeit der NA-induzierten Kontraktion vom
extrazelluldarem Ca?*-Einstrom durch L-Typ-Ca®*-Kanadle und/oder einer erhdhten
Ca**-Sensitivitat wurde getestet, welchen Einfluss die simultane Hemmung der ROCK und
L-Typ-Ca*-Kanéle auf die NA-induzierte Vasokonstriktion hat. Hierfir wurde eine dritte NA-
Konzentrations-Wirkungs-Kurve nach Applikation von Y-27632 und Nifedipin erstellt.
Zusatzlich wurde untersucht, ob die in den Vorversuchen gezeigte erhdhte Sensitivitat der
NA-induzierten  Kontraktion gegenuber ROCK-Inhibition, auch nach simultaner

L-Typ-Kanalblockade, besteht.

Tab. 2-8 Ubersicht Protokoll 1
Intervention im Anschluss
1 | Vordehnung (Normalisierung) 10 min Aquilibrierung
2 | Depolarisations-induzierte Kontraktion Waschen + 10 min Aquilibrierung

kumulative NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve (10 mol/l

31 2105 molll, halblogarithmisch, Intervall: 3 min) Waschen + 15 min Aquilibrierung
4 | Einzelapplikation Nifedipin (10-5 mol/l) Einwirkzeit: 15 min

: ] Y _ s j
5 kumulative NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve (10 mol/| Waschen + 15 min Aquilibrierung

— 10 mol/l, halblogarithmisch, Intervall: 3 min)

6 | Applikation Nifedipin (10-% mol/l) + Y-27632 (3x10¢ mol/l) Einwirkzeit: 15 min

kumulative NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve (10 mol/l

— 10 mol/l, halblogarithmisch, Intervall: 3 min) Ende des Protokolls
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Protokoll 2 Effekt des L-Typ-Ca**-Kanaléffners S-(—)-BayK8644

Fir die weiterfiihrende Untersuchung des Einflusses von extrazellularen Ca**-lonen fiir die
GefaRkontraktion wurden kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurven mit dem L-Typ-Ca*'-
Kanaloffner S-(-)-BayK8644 erstellt. Der aktivierende Effekt von S-(-)-BayK8644 wird durch
hochspezifische Bindung an die Dihydropyridin-Bindungsstelle der L-Typ-Ca®*-Kanale
vermittelt [183]. Es konnte kein Effekt von S-(-)-BayK8644 auf die Offnung von
T-Typ-Ca®*-Kanalen nachgewiesen werden [250]. Um die Beteiligung Ca®*-sensitivierender
Mechanismen zu testen, wurde der Versuch unter simultaner ROCK-Hemmung wiederholt.
Fir den zweiten Teil des Protokolls mussten die Gefalle ausgetauscht werden, da sich die
Wirkung von S-(-)-BayK8644 durch mehrmaliges Waschen nicht in hinreichend kurzer Zeit

beenden lasst.

Tab. 2-9 Ubersicht Protokoll 2
Intervention im Anschluss
1 | Vordehnung (Normalisierung) 10 min Aquilibrierung
2 | Depolarisations-induzierte Kontraktion Waschen + 10 min Aquilibrierung

3 kumulative NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve (10 mol/l

— 10 mol/l, halblogarithmisch, Intervall: 3 min) Waschen + 15 min Aquilibrierung

kumulative S-(-)-BayK8644-Konzentrations-Wirkungs-
4 | Kurve (10° mol/l — 10® mol/l, halblogarithmisch, Wechsel der Gefalte
Intervall: 3 min)

5 | Vordehnung (Normalisierung) 10 min Aquilibrierung

6 | Depolarisations-induzierte Kontraktion Waschen + 10 min Aquilibrierung

kumulative NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve (10 mol/l

— 10 mol/l, halblogarithmisch, Intervall: 3 min) Waschen + 15 min Aquilibrierung

8 | Einzelapplikation Y-27632 (3x10°® mol/l) Einwirkzeit: 15 min

kumulative S-(-)-BayK8644-Konzentrations-Wirkungs-
9 | Kurve (10° mol/l — 10°® mol/l, halblogarithmisch, Ende des Protokolls
Intervall: 3 min)

Protokolle 3 und 4 Beitrag der Ca**-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern

Der Beitrag der Ca®'-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern zur NA-induzierten
Vasokontraktion wurde durch pharmakologische Aktivierung der IP3-R und RyR untersucht.
Mit Hilfe dieser Versuche sollte untersucht werden, ob differentielle Antworten nach
IPs-R- bzw. RyR-Stimulation zur gesteigerten NA-induzierten Vasokontraktion nach

neonataler Sympathektomie beitragen.
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Die Wandspannung der renalen Widerstandsgefalie nach Stimulation mit NA wurde zunachst
in KRB-L&sung (physiologische Ca**-Konzentration = 2,5 mM) und anschlielend in Ca®*-freier
Organbadldsung bestimmt. In KRB-L&sung mit physiologischer Ca?*-Konzentration wurde der
Beitrag von extra- und intrazelluldren Ca** fiir die NA-induzierte GefaRkontraktion untersucht.
Hingegen wurde in der Ca**-freien KRB-L&sung die IPs-abhangige Freisetzung von Ca** aus
intrazellularen Speichern nach NA-vermittelter a+-Rezeptoraktivierung untersucht. Im
Anschluss wurde unter ROCK-Inhibition Uberprtift, ob zwischen beiden Versuchsgruppen eine

differentielle ROCK-Abhangigkeit bezliglich der IP;-abhangigen Ca?*-Freisetzung besteht.

Tab. 2-10 Ubersicht Protokoll 3
Intervention im Anschluss
1 | Vordehnung (Normalisierung) 10 min Aquilibrierung
2 | Depolarisations-induzierte Kontraktion Waschen + 10 min Aquilibrierung
3 | Einzelapplikation Noradrenalin (105 mol/l) Waschen + 15 min Aquilibrierung
4 | Organbadwechsel auf KRB-Ca?*-frei 2 min warten
5 | Einzelapplikation Noradrenalin (105 mol/l) Waschen + 15 min Aquilibrierung
6 | Einzelapplikation Y-27632 (3x10 mol/l) Einwirkzeit: 15 min
7 | Einzelapplikation Noradrenalin (10-5 mol/l) Waschen + 15 min Aquilibrierung
8 | Einzelapplikation Y-27632 (3x10 mol/l) Einwirkzeit: 15 min
9 s_ré:]?ggg?gv)zc(;\_gilq ;L;If) KRB-Ca?*-frei und Einzelapplikation 2 min warten
10 | Einzelapplikation Noradrenalin (10% mol/l) Ende des Protokolls

Um die Aktivierbarkeit der Ryanodinrezeptoren zu Uberprifen, wurde die Wandspannung der
renalen WiderstandsgefalRe in Coffein-haltiger KRB-L&sung (2x102 mol/l Coffein) registriert.
Ab einer Konzentration vom 10 mM besitzt Coffein die Eigenschaft, Ca?*-lonen aus dem SR

durch Bindung an RyR freizusetzen.

Tab. 2-11 Ubersicht Protokoll 4
Intervention im Anschluss
1 | Vordehnung (Normalisierung) 10 min Aquilibrierung
2 | Depolarisations-induzierte Kontraktion Waschen + 10 min Aquilibrierung

kumulative NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve (10 mol/l

— 10 mol/l, halblogarithmisch, Intervall: 3 min) Waschen + 15 min Aquilibrierung

4 | Organbadwechsel auf KRB + 2x102 mol/l Coffein Ende des Protokolls
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Protokoll 5 Einfluss der extrazelluldren K*-Konzentration

Die Aktivierbarkeit der L-Typ-Ca*-Kandle ist vom Membranpotential glatter
GefaRmuskelzellen abhangig. Da der Ca®*-Einstrom durch L-Typ-Kanale einen groRen Beitrag
zur NA-induzierten Vasokontraktion leistet wurde getestet, ob Unterschiede bezlglich der
Depolarisations-induzierten Vasokontraktion zwischen beiden Versuchsgruppen bestehen.
Die isolierten GefalRe wurden Organbadldésungen mit ansteigenden extrazellularen
K*-Konzentrationen ausgesetzt und jeweils Gber einen Zeitraum von 4 Minuten registriert. Die
K*-Konzentrations-Wirkungs-Kurve wurde distributiv erstellt. Im Anschluss wurde der Effekt
der ROCK-Inhibition untersucht.

Tab. 2-12 Ubersicht der Zusammensetzung der Organbadlésung fiir die verschiedenen
K*-Konzentrationen (c in mmol/l)

Nr. ?mmol n Zusammensetzung Nr. ?mmol n Zusammensetzung

1 10 4,4 ml K125/ 95,6 ml KRB 6 60 46 ml K125/ 54 ml KRB

2 20 12,7 ml K125/ 87,3 ml KRB 7 70 54,3 ml K125/ 45,7 ml KRB

3 30 21 ml K125/ 79 ml KRB 8 80 62,6 ml K125/ 37,4 ml KRB

4 40 29,3 ml K125/71,7 ml KRB 9 100 79,2 ml K125 /20,8 ml KRB

5 50 37,7 ml K125 /62,3 ml KRB 10 | 120 95,8 ml K125 /4,2 ml KRB
Tab. 2-13 Ubersicht Protokoll 5

Intervention im Anschluss
1 | Vordehnung (Normalisierung) 10 min Aquilibrierung
2 | Depolarisations-induzierte Kontraktion Waschen + 10 min Aquilibrierung

3 distributive K*-Konzentrations-Wirkungs-Kurve

(Organbadwechsel auf K*-Konzentration Nr. 1) Waschen + 15 min Aquilibrierung

4 distributive K*-Konzentrations-Wirkungs-Kurve

(Wiederholen von Schritt 3 fir K*-Konzentration Nr. 2-10) Wechsel der Gefalte

5 | Vordehnung (Normalisierung) 10 min Aquilibrierung
6 | Depolarisations-induzierte Kontraktion Waschen + 10 min Aquilibrierung
7 | Einzelapplikation Y-27632 (3x10® mol/l) Einwirkzeit: 15 min

Waschen + 15 min Aquilibrierung
(Aquilibrierung unter Zusatz von
Y-27632 (3x10° mol/l))

8 distributive K*-Konzentrations-Wirkungs-Kurve
(Organbadwechsel auf K*-Konzentration Nr. 1)

9 distributive K*-Konzentrations-Wirkungs-Kurve

(Wiederholen von Schritt 8 fir K*-Konzentration Nr. 2-10) Ende des Protokolls
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Protokoll 6 Einfluss des Membranpotentials auf die S-(-)-BayK8644 induzierte

Vasokontraktion
Um den Einfluss des Membranpotentials auf die Aktivierbarkeit der L-Typ-Ca?*-Kanale zu
bestimmen, wurde die S-(-)-BayK8644-Konzentrations-Wirkungs-Kurve zum einen nach
Depolarisation und zum anderen nach Hyperpolarisation glatter Gefallmuskelzellen registriert.
Als Depolarisationsstimulus wurde KRB-Pufferldsung mit einer K*-Konzentration von 20 mM
(K20) eingesetzt. Studien zeigten flir Gefalle von normotensiven Ratten ein Ruhemembran-
potential im Bereich von -60 mV [180].

Die Hyperpolarisation der Zellmembran erfolgte durch Behandlung der GefalRsegmente mit
Levcromakalim (10 mol/l), einem Aktivator ATP-sensitiver K*-Kanéle. Das Offnen der Karp-
Kanale fiihrt zum Ausstrom von K*-lonen in die Zelle mit konsekutiver Hyperpolarisation der

Zellmembran.

Tab. 2-14 Ubersicht Protokoll 6
Intervention im Anschluss
1 | Vordehnung (Normalisierung) 10 min Aquilibrierung
2 | Depolarisations-induzierte Kontraktion Waschen + 10 min Aquilibrierung
kumulative S-(-)-BayK8644-Konzentrations-Wirkungs-
3 | Kurve (10° mol/l — 10 mol/l, halblogarithmisch, Wechsel der Gefalte
Intervall: 3 min)
4 | Vordehnung (Normalisierung) 10 min Aquilibrierung
5 | Depolarisations-induzierte Kontraktion Waschen + 10 min Aquilibrierung
6 | Organbadwechsel auf K20 5 min warten
kumulative S-(-)-BayK8644-Konzentrations-Wirkungs-
7 | Kurve (10° mol/l — 10 mol/l, halblogarithmisch, Wechsel der Gefalte
Intervall: 3 min)
8 | Vordehnung (Normalisierung) 10 min Aquilibrierung
9 | Depolarisations-induzierte Kontraktion Waschen + 10 min Aquilibrierung
10 | Einzelapplikation Levcromakalim (106 mol/l) 15 min warten
kumulative S-(-)-BayK8644-Konzentrations-Wirkungs-
11 | Kurve (10°° mol/l — 106 mol/l, halblogarithmisch, Ende des Protokolls
Intervall: 3 min)
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2.2.4.7 Ubersicht Pharmaka

Die bendtigten Stoffmengenkonzentrationen der Pharmaka wurden taglich aus tiefgefrorenen

Aliquots hergestellt. Als Losungsvermittler fur die Pharmaka wurden folgende Substanzen

verwendet:
Tab. 2-15 Ubersicht (iber Pharmaka und Lésungsmittel
Wirkstoff Lésungsmittel
Noradrel_r|1alin—Bitartat— Isotone NaCl-Lésung
ydrat
D":;_ c%riiﬁc;ri q Isotone NaCl-Lésung
Coffein KRB-Lésung
Levcromakalim DMSO'
Nifedipin DMSO'
S-(-)-BayK8644 DMSO'

" Konzentration von DMSO im Organbad nie gréRer 0,1%

Vor Applikation der Pharmaka in den Myographen wurden die Eppendorfcups mit einem

Vortexmischer grindlich durchmischt.

Als Lésungsmittelkontrolle (LM) wurde ein aquivalentes Volumen Natriumchlorid (NaCl)

mitgefuhrt.
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2.2.5 Western-Blot

Das Western-Blot-Verfahren, auch Immunoblot bezeichnet, dient der Auftrennung von
Proteingemischen und der anschlieRenden Analyse der einzelnen Proteinfraktionen. Die
Bestandteile des Proteingemischs werden nach ihrem Molekulargewicht getrennt, auf eine
Tragermembran Ubertragen und die Zielproteine durch Antikoérperreaktionen bzw. Chemie-
lumineszenz nachgewiesen. Die Methode des Western-Blot wurde 1979 erstmals von
W.N. Burnette und J. Renart beschrieben [28;200]. Der Einsatz der heute Ublichen Nitro-

cellulosemembranen wurde im selben Jahr erstmals von H. Towbin publiziert [244].

2.2.51 Gewebeaufarbeitung

Die isolierten renalen WiderstandsgefaRe wurden nach Praparation in Eppendorfcups bei
-80 °C kryokonserviert. Fur die Aufarbeitung der Probe wurde das Gewebepellet aufgetaut
und 100 ul Lysepuffer zugesetzt. Der Puffer enthielt einen Proteaseinhibitor (P1) im Verhaltnis
1:100 und Phenylmethylsulfonylflourid (PMSF) im Verhaltnis 1:200. Beide Substanzen dienten
als Proteaseinhibitoren zur Vermeidung der Proteinedegradation. Das im Lysepuffer
enthaltene Tween® 20 diente der Zelllysation. Fiir die weitere Aufarbeitung wurde das Gewebe
erneut in flussigem Stickstoff tiefgefroren und anschlielfend mit Hilfe von Mérser und StoRel
zerkleinert. Um das vorzeitige Auftauen des feinen Gewebepulvers zu verhindern wurden
Mérser und Stoélel durch flissigen Stickstoff gekuhlt. Das Gewebepulver wurde mit Hilfe eines
Spatels (N2-gekihlt) in ein neues Eppendorfcup Uberfihrt, mit 100 ul Lysepuffer resuspendiert
und zum kontinuierlichen Auftauen auf Eis gestellt. Im Anschluss erfolgte das Vortexen der
Probe. Das aufbereitete Gewebe stand jetzt flr die Proteinextraktion zur Verfligung oder

wurde bis zur Weiterverarbeitung bei —80 °C konserviert.

2.2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Quantifizierung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch nach der Methode von
Bradford [25]. Das Nachweisverfahren basiert auf der chemischen Reaktion des
Triphenylmethanfarbstoffs Coomassie-Brillant-Blau G-250 (CBBG) mit den Aminosduren der
Proteine. In saurer Losung bildet der Farbstoff mit den kationischen und unpolaren Seiten-
ketten der Proteine Komplexe. Daraus ergeben sich zwei verschiedene Absorptionsmaxima.
Fir die ungebundene (protonierte) Form besteht ein Absorptionsmaxiumum bei 470 nm (rot)
und flr die gebundene (unprotonierte) Form ein Absorptionsmaximum bei 595 nm (blau). Die
Zunahme der Absorption bei 595 nm wurde mit Hilfe eines Mikrotiterplatten-Scanners
(FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech GmbH, Ortenberg, Deutschland) photometrisch bestimmt
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und ist ein Mal fir die Proteinkonzentration in der Probe. Fur die Messung wurden 10 ul der
Proteinlysate (unverdunnt, 1:10 bzw. 1:20 verdunnt) jeweils in Doppelbestimmung in eine
Mikrotiterplatte pipettiert. AnschlieRend wurden 200 ul Bradford-Reagenz hinzugeflgt und die
Mikrotiterplatte zum Schutz vor elektromagnetischer Strahlung mit Aluminiumfolie abgedeckt.
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde parallel eine Verdinnungsreihe von
Rinderserumalbumin (BSA, bovine serum albumin) mit den Konzentrationen 0, 10, 20, 30, 40
und 50 mg/ml mitgefiihrt. Die Berechnung des Proteingehalts anhand der Eichreihe erfolgte

mit Hilfe der linearen Regressionsanalyse.

2.2.5.3 Proteinextraktion

Die mechanische Lyse der Proteinlysate erfolgte durch Applikation von Ultraschallwellen.
Dazu wurden die aufgetauten Proben zweimal fir die Dauer von 15 Sekunden mit einem
Ultraschallhomogenisator behandelt. Zur Kontrolle der Temperatur wurden die Proben mit Eis
gekuhlt, da ein Teil der Energie in Warme umgesetzt wird. Im Anschluss wurden die Proben
fur weitere 10 Minuten auf Eis gestellt. Durch Zentrifugation wurde die Probe fur 10 Minuten
bei 4 °C und 2.000 g von den Zelltrimmern gereinigt und der Uberstand (Gesamtprotein-
fraktion) durch Pipettieren in ein neues Eppendorfcup Uberfihrt. Von den 200 ul der
Gesamtproteinfraktion wurden 60 ul bei -80 °C tiefgefroren und 140 ul in ein Zentrifugen-
rohrchen fur den weiteren Aufschluss der Membranproteinfraktion Uberfihrt. Durch
Zentrifugation fr eine Stunde bei 4 °C und 100.000 g wurde die Gesamtproteinfraktion in ihre
Bestandteile aufgetrennt. Der Uberstand enthielt die cytosolische Fraktion und wurde zur
Konservierung bei —80 °C tiefgefroren. Das Pellet enthielt die Membranproteinfraktion und
wurde mit 70 yl Lysepuffer resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei —-80 °C

aufbewahrt.

2.2.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Mit Hilfe der Natriumdodecylsulfat (SDS, sodium dodecyl sulfate)-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) wurden die Proteine der Proben elektrophoretisch nach dem
Molekulargewicht aufgetrennt. Die Grundlagen der diskontinuierlichen Gelelektrophorese
wurden 1970 erstmals von U. Laemmli beschrieben [141]. Die Separierung der geladenen
Proteinmolekile wurde dabei durch das Anlegen eines elektrischen Feldes erreicht. Als
Trennmedium bei dieser Art der Elektrophorese dient ein diskontinuierliches Gel auf
Polyacrylamidbasis. Im nativen Zustand wandern die Proteine im elektrischen Feld
entsprechend ihrer Ladung durch die unterschiedliche Aminosauresequenz sowohl zur Anode

als auch zur Kathode. Fur die SDS-Page nutzt man die Eigenschaft des anionischen
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Detergenz SDS. Durch die Bindung von SDS an die hydrophoben Bereiche der
Aminosaureseitenketten und durch B-Mercaptoethanol, welches Disulfidbriicken reduziert,
werden chemische Bindungen beeinflusst, welche die Sekundar- und Tertiarstruktur der
Proteine bilden. Dies flhrt zur vollstandigen Denaturierung der Proteine und zum Verlust der
Faltungsstruktur (Linearisierung). Zudem erhalten alle Proteine einen negativen
Ladungscharakter, da die Eigenladung der Proteine durch das mehrfach negativ geladene
SDS uberlagert wird. Dadurch wandern die Proteine im elektrischen Feld unabhangig von ihrer
Aminosauresequenz und ihrem isoelektrischen Punkt zur Anode. Dies erlaubt eine
Auftrennung der Proteine nach Kettenlange, proportional zum Molekulargewicht, da langere
Proteine im Trennmedium (Gelmatrix) starker zurlickgehalten werden als kirzere Proteine.
Der Hauptbestandteil des Trennmediums ist ein Gemisch aus Acrylamid und Bisacrylamid.
Die Konzentration beider Stoffe bestimmt die Transporteigenschaften (PorengréfRe, Dichte,
Elastizitat) des Gels. Acrylamid ist ein Gelbildner und fiir die Lange der Polyacrylamidketten
verantwortlich. Bisacrylamid dient als Quervernetzer und nimmt tber den Vernetzungsgrad
der Polyacrylamidketten Einfluss auf die Porengréf3e. Die Polymerisation von Acrylamid und
Bisacrylamid wird durch Zugabe des Radikalstarters APS (radikalische Polymerisation)
gestartet. Das aliphatische Amin TEMED dient als Polymerisationskatalysator. Durch die
diskontinuierliche Gelstruktur wird eine hohe Trennleistung und Bandenscharfe erreicht. Die
Proteine werden zunachst im Sammelgel konzentriert. Somit haben alle Molekule den gleichen
Ausgangspunkt fur die darauffolgende Auftrennung durch den Siebeffekt des Trenngels. In der
vorliegenden Arbeit wurden fiir die Proteinbestimmung der o.1C-Untereinheit des L-Typ-Ca?*-
Kanals Sammelgele mit 5 % Acrylamid und Trenngele mit 7,5 % Acrylamid gewahlt (Tab.
2-16).

Tab. 2-16 Zusammensetzung von Trenn-und Sammelgel
Komponente Trenngel (7,5 %) Sammelgel (5 %)
klein grof} klein grof
A. dest. 3,6 ml 7,2ml 3ml 6 ml
Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 1,9 ml 3,8 mi 650 pl 1,3 ml
Tris pH 6,8 (Sammelgel-Puffer) | ----- | ----- 1,23 ml 2,46 ml
Tris pH 8,8 (Trenngel-Puffer) 1,9 ml 38ml | ----- | -----
10 % SDS 75l 150 pl 50 l 100 pl
10 % APS 75l 150 pl 50 l 100 pl
TEMED 7,5 pl 15 ul 5 ul 10
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Vor dem Ansetzen von Trenn- und Sammelgel wurden die Gelkammern zusammengesetzt.
Um die bestmdgliche Auftrennung der Proteine zu erreichen, wurde das Migrationsverhalten
der Proteine in kleinen und groRen Gelen untersucht. Die kleinen Gelkammern wurden mit
Hilfe eines Gelkammerbausatzes (Mini-PROTEAN® Handcast Systems 12 Taschen, BioRad,
Minchen, Deutschland) zusammengesetzt. Dazu wurden zwei Glasplatten — mit Abstands-
haltern zwischen den Glasplatten — in einen Stander eingespannt, welcher die sonst offene
Unterseite der Glasplatten vorubergehend abdichtet. Die groflen Gelkammern (Criterion
Empty Cassettes 18 Taschen, BioRad, Miinchen, Deutschland) wurden gebrauchsfertig direkt

vom Hersteller bezogen.

Zunachst wurde das Trenngel angesetzt, der Kunststoffkamm aus der Gelkammer entfernt
und % des Gesamtvolumens der Kammer luftblasenfrei mit dem Trenngel gefillt. Das Trenngel
wurde anschlieflend mit Isopropanol Uberschichtet, um einen luftblasenfreien Abschluss zu
erhalten. Nach der Polymerisation des Gels (ca. 30 Minuten) wurde das Isopropanol
abgegossen, das Restvolumen der Gelkammer mit dem Sammelgel aufgeflllt und der
Kunststoffkamm luftblasenfrei eingesetzt. Nach der Polymerisation wurde der Kamm entfernt,
die Taschen des Gels auf Defekte Uberprift und die Gelkammer vertikal und luftblasenfrei in
die mit Tank-Puffer (1x) befullte SDS-Page Elektrophoresekammer eingebaut. Im Anschluss
wurden die Proben in einem Thermocycler fir finf Minuten bei 95 °C und der Protein-
GroRenstandard fur funf Minuten bei 37 °C denaturiert. Der Protein-GréRenstandard diente
zur spateren Bestimmung des Molekulargewichts der Proteine. Mit Hilfe einer Hamilton-Spritze
wurden jeweils 30 pl der Probe pro Geltasche aufgetragen. Das Probenvolumen von 30 ul
setze sich zusammen aus 22,5 pl des aufbereiteten Proteins und 7,5 yl Laemmli-Puffer (4 x).
Pro Geltasche wurden 40 ug Protein aufgetragen. In jeweils zwei Taschen des Gels wurden
7,5 ul Proteinmarker aufgetragen. Zum Einlaufen der Proben in das Sammelgel wurde eine
Spannung von 90 V angelegt. Nach ca. 45 Minuten erreichten die Proben das Trenngel und
die Elektrophorese wurde fiir ca. 2,5 Stunden bei konstanter Spannung von 130 V fortgesetzt

bis die untersten drei Banden des Proteinmarkers aus dem Gel herausgelaufen waren.

2.2.5.5 Proteintransfer auf die Nitrozellulose-Membran (Tank-Blot-Verfahren)

Nach der Auftrennung der Proteine wurden diese durch ein senkrecht zur Gelmatrix
angelegtes elektrisches Feld (Elektroblotting) bei konstant 120 mA tber Nacht auf Eis aus dem
Trenngel immobilisiert und auf eine Nitrozellulose-Membran (NZ-Membran) transferiert. Auf
Grund von hydrophoben und elektrostatischen Wechselwirkungen binden die Proteine an die
NZ-Membran, welche eine hohe Proteinbindungskapazitat besitzt. Der Proteintransfer erfolgte

im Tank-Blot-Verfahren nach der Methode von Towbin et. al [244]. Im Anschluss an die
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SDS-Gelelektrophorese wurde das Sammelgel mit einem Skalpell vom Trenngel entfernt und
verworfen. Das Trenngel wurde in eisgekuhlten Transferpuffer (Towbinpuffer mit 20 %
Methanol) Uberflhrt. Das Methanol in der Pufferlésung unterstitzt dabei die Proteinbindung
an die NZ-Membran. Fir den Sandwich-Blot nach Towbin wurden je Gel vier Whatman-
Filterpapiere und eine Nitrozellulosemembran in GrolRe des Trenngels zugeschnitten und
zusammen mit den Schwammen (Fiber-Pads) fir 15 Minuten in eiskaltem Transferpuffer
aquilibriert. Der Blot wurde nach folgendem Schema luftblasenfrei zusammengebaut und in
die Blotkammer eingesetzt (Abb. 2-8).

Kathode ]

e g — s ] 1=

RRRRRRIIIRRIIKRRKY—— Schwamm

FALSIAISIIIIII IS TII ST I IS IS IIIIIIS

3x Filterpapier
| J——— Gel

[ e NZ-Membran

3x Filterpapier
Schwamm
Lochplatte

Anode

Abb. 2-8 Schematischer Aufbau eines Western-Blot Sandwiches nach Towbin. (modifiziert nach: Protein
Blotting Guide - A Guide to Transfer an Detection, Edition 3, S. 48, BioRad, Minchen)

Im Anschluss wurden die Proteine auf der NZ-Membran zur Kontrolle des Proteintransfers mit
einer Ponceau S-L6sung angefarbt. Die Farbung ist unspezifisch und reversibel. Nach dem
Entfarben mit A. dest. wurden unspezifische Proteinbindungsstellen auf der NZ-Membran
durch Inkubation mit 50 ml Rothi®-Block bzw. MilcheiweiRlésung auf einem Schiittler fiir eine
Stunde bei RT geséttigt. Fir die Detektion der o1C-Untereinheit der L-Typ-Ca?*-Kanale
erfolgte die Sattigung der NZ-Membran mit Rothi®-Block und fiir den Nachweis von p-Aktin mit
Milchpulver. Im Anschluss konnten die Proteine auf der NZ-Membran mit Hilfe der indirekten
Immundetektion sichtbar gemacht werden. Das Verfahren beruht darauf, dass zunachst ein
antigenspezifischer Antikorper verwendet wird, welcher dann mit einem Enzym-konjugierten

Sekundar-Antikdrper detektiert werden kann.
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2.2.5.6 Immundetektion der a1-Untereinheit des L-Typ-Ca?*-Kanals

Nach Inkubation mit Rothi®-Blockierldsung wurde diese abgeschiittet, der primare
antigenspezifische Ca\1.2-Antikdrper verdinnt (siehe Tab. 2-17) und die Membran Gber Nacht
bei 4 °C mit dem Antikdrper unter standiger Bewegung auf einer Schwenkplattform inkubiert.
Danach wurden die ungebundenen Antikdrper durch dreimal 10-minitiges Waschen mit TBST
(1x) entfernt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation der Membran mit einem Enzym-konjugierten
Sekundarantikdrper (Anti-Kaninchen 1gG, Meerrettichperoxidase-konjugiert (,horseradish
peroxidase“, HRP)). Der sekundare Antikdrper wurde in Rothi®-Block verdiinnt (siehe Tab.
2-17) und die Membran fur zwei Stunden bei RT durch Schwenken inkubiert. Danach wurde
dreimal mit TBST (1x) und einmal mit TBS gewaschen, bevor die Detektion Uber eine verstarke

Chemilumineszenz-Reaktion (ECL, enhanced chemiluminescence) erfolgte.

Tab. 2-17 Verdinnung der Antikérper zur Immundetektion der porenbildenden o1C-Untereinheit (Cay1.2)
Primarer Antikdrper Gelgroflie Konzentration | Verdlinnungsmittel Volumen
Anti-Cav1.2 (mouse) klein 12 Taschen | 1:10 Rothi®-Block (1x) 25 ml

grofd 18 Taschen | 1:10 Rothi®-Block (1x) 50 ml
Sekundarer Antikdrper | Gelgrole Konzentration | Verdlinnungsmittel Volumen
Anti-Maus 1gG (goat) klein 12 Taschen | 1:2.000 Rothi®-Block (1x) 25 ml

grofd 18 Taschen | 1:2.000 Rothi®-Block (1x) 50 ml

Der eingesetzte Antikdrper detektiert die a1-Untereinheit des Typs C, welche durch das Gen
CACNA1C kodiert wird. Das Epitop des Antikdrpers besteht aus 227 Aminosauren und bindet
an die Aminosaurepositionen 1507 bis 1733 des intrazellularen C-Terminus der Ca**-Kanéle

vom L-Typ.

2.2.5.7 Immundetektion des Strukturproteins p-Aktin

Zunachst wurde die NZ-Membran fir 20 Minuten bei 37 °C mit einem Stripping-Puffer
inkubiert. Die Inkubation erfolgte in einem Brutschrank auf einer Schittelplattform. Durch den
Stripping-Puffer wurden die hoch-affinen Anti-Cay1.2-Antikérper und die Sekundarantikdrper
sowie die Chemolumineszenz-Farbung entfernt und die Proteine auf der NZ-Membran flr eine
erneute Antikdrperreaktion zuganglich gemacht. Der Stripping-Puffer wurde im Anschluss
unter standigem Schwenken fur dreimal 8 Minuten mit TBST (1x) ausgewaschen. Zur
Bestimmung des B-Aktin-Protein-Gehalts wurde die Membran fir eine Stunde bei RT mit
einem Aktin-Antikdrper inkubiert. Dieser wurde in TBST (1x) verdinnt (siehe Tab. 2-18) und
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im Anschluss durch dreimaliges Waschen fur 8 Minuten mit TBST (1x) entfernt. Der Enzym-
konjugierte Sekundarantikdrper wurde ebenfalls in TBST (1x) verdiinnt (siehe Tab. 2-18) und
fur eine Stunde bei RT durch Schwenken inkubiert. Nach weiteren drei 8-minutigen
Waschvorgangen mit TBST (1x) und einem abschlieRenden Waschvorgang mit TBS erfolgte

die Detektion Uber eine Chemilumineszenz-Reaktion.

Tab. 2-18 Verdinnung der Antikdrper zur Immundetektion von 3-Aktin
Primarer Antikérper Gelgroflie Konzentration | Verdliinnungsmittel Volumen
Anti-B-Aktin (rabbit) klein 12 Taschen 1:25.000 TBST 25 ml
grof 18 Taschen 1:25.000 TBST 50 mi
Sekundarer Antikorper Gelgroflie Konzentration | Verdliinnungsmittel Volumen
Anti-Kaninchen 1gG (goat) | klein 12 Taschen 1:40.000 TBST 25 ml
grol 18 Taschen 1:40.000 TBST 50 mi

2.2.5.8 Messung der Chemilumineszenz

In allen Western-Blots wurden die immunoreaktiven Banden durch Verwendung eines
Chemilumineszenz-Kit (ECL Plus, Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK)
nachgewiesen und durch Densitometrie (GelScan Standard V5.02; BioSciTec, Frankfurt am
Main, D) quantifiziert. Zur Messung der Chemilumineszenz wurde die Membran fur drei
Minuten bei Dunkelheit mit dem ECL-Substrat inkubiert. Das ECL-Substrat setzt sich zu
gleichen Teilen aus Lésung A (Luminol) und Lésung B (H20., Wasserstoffperoxid) zusammen.
Wasserstoffperoxid dient als Substrat des an den Sekundarantikdrper konjugierten Enzyms.
In der vorliegenden Arbeit handelte es sich um die Meerrettichperoxidase (HRP, horse radish
peroxidase). Wasserstoffperoxid wird durch die HRP oxidiert, wobei Luminol durch den

entstehen Sauerstoff oxidiert wird. Diese Reaktion flihrt zur Emission von Photonen.
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2.2.6 Membranpotentialmessung

Die Membranpotentialmessung ist eine Methode zur Bestimmung der Spannungsdifferenz
zwischen der extrazellularen Matrix und dem intrazellularen Milieu einer Zelle. Der
Ladungsunterschied zwischen Innen- und AuRenseite der Zelle wird mit Hilfe einer
Referenzelektrode und einer Messelektrode bestimmt. Im Jahr 1791 erbrachte Luigi Galvani
in seiner Schrift ,De viribus electricitatis in motu musculari commentarius® (Ubersetzt:
»<Abhandlung Uber die Krafte der Elektrizitat bei der Muskelbewegung®) einen ersten Hinweis
darauf, dass auch in Organen von tierischen Lebewesen ein elektrischer Strom flief3t [79]. Im
Jahr 1939 gelang K. S. Cole und H. J. Curtis die erste Messung von Transmembranpotentialen
im Riesenaxon des Tintenfisches [45]. Zeitgleich und Unabhangig registrierten auch A. L.
Hodgkin und A. F. Huxley die Membranpotentiale am Riesenaxon mit Hilfe einer Glaselektrode
[108]. Die ersten Membranpotentiale an der quergestreiften Muskulatur wurden 1949 von Ling
und Gerard abgeleitet [156-157]. E. Bulbering und |. N. Hooton gelang im Jahr 1954 die

Messung von Membranpotentialen an Zellen der glatten Muskulatur [26-27].

2.2.6.1 Grundlagen und Versuchsaufbau

Die praparierten Interlobararterien wurden in einen Myographen (Single Wire Myograph
System 310A) eingebaut. Dieser wurde Uber eine Schnittstelle (Myo Interface 310A) mit der
Datenerfassungshardware PowerLab 4136 (ADInstruments Ltd, Oxford, UK) verbunden. Das
PowerLab-Modul wurde mit einem Computer verbunden, auf welchem mit Hilfe der Software
LabChart® 7 (ADInstruments Ltd, Oxford, UK) die Wandspannung der GefaRe aufgezeichnet
wurde (Kanal 1). Die Potentialdifferenz zwischen Referenz- und Messelektrode wurde mit
einem Verstarker (Elektrometer Intra 767) registriert. Der Verstarker war ebenfalls mit dem
PowerLab-Modul verbunden. Das Membranpotential wurde Uber Kanal 2 des PowerlLab-
Moduls registriert und in LabChart® 7 aufgezeichnet. Diese Versuchsanordnung erméglichte
eine simultane Erfassung von GefalRwandspannung und Membran-potential (Abb. 2-9). Die
Messelektrode wurde in ein Stativ mit Halterung eingespannt und konnte mit Hilfe eines
Piezomanipulators in allen drei Ebenen frei bewegt werden. Die Referenzelektrode wurde im
Organbad platziert. Ein Stereomikroskop mit Kaltlichtquelle diente als Sichtkontrolle zur
groben Platzierung der Elektrode am Gefals. Des Weiteren wurde zur Visualisierung der
elektrischen Spannung ein Oszilloskop in die Versuchsanordnung integriert. Da die
Potenzialdifferenzen durch das Oszilloskop nahezu in Echtzeit dargestellt wurden, diente es
als wichtige Orientierung bei der Elektrodenplatzierung. Der gesamte Versuchsaufbau wurde

von einem Faraday-Kéafig gegenuber der Umgebung elektromagnetisch abgeschirmt. Des
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Weiteren standen alle Gerate auf einem Luftfedertisch, welcher Vibrationen am Arbeitsplatz

abdampfte.

Kanal 1

Kanal 2
PowerLab 4136

Oszillograph HAMEG 507

- Amplifier Elektrometer Intra 767
Myo-Interface 310A

Referenzelektrode

Messelektrode
Myograph-System 310A

- 4 L mmmeme- -

o .'?_3 ]

.-d' 3 ------------- =
e s

L) -
rTan

Abb. 2-9 Versuchsaufbau zur Registrierung von Membranpotential und GefaBwandspannung. Die
GefaBwandspannung der Interlobararterien wurde mit einen Einkanal-Myographie-System registriert. Das
Membranpotential wurde mit Hilfe eines Verstarkers aufgezeichnet und durch einen Oszilloskop visualisiert.

2.2.6.2 Vorbereitung der Versuche

Vor Beginn der Versuche wurden die registrierten Krafte am Myo-Interface 310A mit denen
der Datenerfassungssoftware LabChart® 7 abgeglichen. Die Mikropipetten wurden 24 Stunden
vor dem geplanten Versuch mit Hilfe eines Mikropipetten-Puller hergestellt. Die verwendeten

Glaskapillaren hatten folgende Eigenschaften:

1 Hersteller: Sutter Instruments, Novato, CA, USA
2 Material: Aluminiumsilicat Glas

3 AuRendurchmesser: 1T mm

4 Innendurchmesser: 0,64 mm

5 Lange: 10 cm

6 Filament: Trough Filaments
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Die Mikropipetten wurden mit den Programmen 6 und 7 hergestellt (Tab. 2-19). Folgende

Parameter waren flr die Programme hinterlegt. Die Zahlen reprasentieren relative Einheiten.

Tab. 2-19 Ubersicht Programmparameter fiir Programm 6 und 7
Parameter Beschreibung Programm 6 | Programm 7
Heat steuert den Pegel des elektrischen Stroms, welcher 520 530

den Filamenten zugefihrt wird

steuert die Kraft des Zuges; je starker der Zug,
Pull desto kleiner der Durchmesser und desto langer die | 150 125
Verjungung der Spitze

Velocity Geschwindigkeit des Systems 110 75
Time regelt die Zeit der Abklhlung 110 200
Heating Time | regelt die Zeit des Erhitzens 6,9-7,2 6,9-7,2
Ramp Test 516 516

Nach der Herstellung der Mikropipetten wurden diese in einer Box (Storage-Box - Bx20, Sutter
Instruments) aufbewahrt. Das Gefall wurde mit 3 M KCI-Losung gefiillt und die Mikropipetten
mit der Spitze nach oben in die Losung gehangen. Durch die wirkenden Kapillarkrafte wurden
die Spitzen der ausgezogenen Glaskapillaren mit der KCI-Lésung luftblasenfrei gefllt. Da
dieser Prozess Zeit beansprucht, wurde die Mikropipetten mindestens einen Tag vor der

Benutzung hergestellt.

2.2.6.3 Einbau der GefaRe

Der Einbau der Gefalde in den Myographen erfolgte analog zur Vorgehensweise in den zuvor

beschriebenen Myographie-Versuchen (siehe 2.2.4.3).

2.2.6.4 Durchfiihrung

Um die Gefalisegmente miteinander vergleichen zu koénnen, wurde mit Hilfe des
Normalisierungsmoduls der Datenerfassungssoftware LabChart® 7 der optimale innere
GefaBumfang L4 (siehe 2.2.4.4) ermittelt. Die standardisierte Vordehnung ist fur die
Reproduzierbarkeit der nachfolgenden Membranpotentialmessung von grofier Bedeutung, da
sich das Membranpotential mit steigender Vordehnung der GefalRsegmente andert. Zur
Vitalitatsprifung wurde der os-Rezeptoragonist Methoxamin appliziert (¢ = 10 mol/l). Der
Wirkstoff wurde nach zwei bis drei Minuten durch Einschalten der Perfusionspumpe

ausgewaschen.
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Der Myograph wurde zu Beginn mit 5 ml KRB-Pufferldsung gefullt. Eine Perfusionspumpe
forderte die Losung mit einer Geschwindigkeit von 2,8 ml/min und sorgte so fiir einen
kontinuierlichen Wechsel. Die Begasung mit medizinischem Carbogen erfolgte direkt Uber das
Vorratsgefall der Pufferlésung. Die Temperatur der Pufferlésung im Vorratsgefald wurde durch

ein Umwalzthermostat auf konstant 37 °C eingestellt.

Eine halbe Stunde vor Beginn der Messung wurden Oszilloskop und Amplifier eingeschaltet.
Unmittelbar vor der ersten Messung wurde die Referenzelektrode in die Badlésung des
Myographen eingetaucht. Im Anschluss wurden der Elektrodenhalter und eine ausgezogene
Glaskapillare luftblasenfrei mit gesattigter KCI-Lésung (c =3 M) beflllt. Luftblasen in den
Glaskapillaren bzw. im Elektrodenhalter lassen den Widerstand der Elektrode extrem
ansteigen, womit die Elektrode flr die Messung unbrauchbar ist. Die ausgezogene
Glaskapillare wurde im Anschluss in den Elektrodenhalter gesteckt. Anschlieffend wurde der
Elektrodenhalter Gber den Proben-Amplifier (Verbindung von Elektrodenhalter und Amplifier)
mit dem Amplifier verbunden. Darauf wurde der Proben-Amplifier in die Halterung eines Stativs
eingespannt und die Messelektrode (Glaskapillare) Uber die Stellschrauben des Stativs im

Organbad platziert.

Zum Start der Messung wurden am Amplifier der Schalter ,Breakaway“ auf Position ,Normal*
gestellt und die Aufzeichnung in LabChart® 7 gestartet. Am Oszilloskop waren zwei Linien
sichtbar. Die obere Linie zeigte das Signal der Messelektrode und die untere ein
Stimulationssignal. Das rechteckférmige repetitive Stimulationssignal in Héhe von 20 mV
wurde Uber die PowerLab-Schnittstelle an den Amplifier geleitet, welcher fur die gleiche Zeit
ein Stromimpuls von 1 nA generierte und an das Oszilloskop weiterreichte. Im nachsten Schritt
wurden mit dem Regler ,Position“ am Amplifier der Spannungsabfall der Messelektrode —
Produkt aus Stromimpuls und Widerstand der Elektrode — abgeglichen und die Position des
oberen Signals auf 0 mV korrigiert. Das Signal der Messelektrode war keine durchgehende
Linie, sondern bildete ein rechteckiges Signal, welches den Widerstand der Elektrode
reprasentierte. Durch den Regler ,Bridge am Amplifier wurde der Widerstand der
Messelektrode kompensiert, sodass eine durchgehende Linie auf dem Oszilloskop sichtbar
war. Durch den Abgleich des Ausgangswiderstands der Messelektrode konnten weitere
Anderungen des Widerstands z.B. beim Durchdringen von Gewebe mit sehr hoher Sensitivitat
detektiert werden. Es wurden nur Elektroden mit einem Widerstand zwischen 40 und 120 MQ
benutzt. Die Messelektrode wurde zunachst unter Sichtkontrolle mit Hilfe des
Stereomikroskops sehr dicht am GefalRsegment platziert, ohne jedoch das Gefal zu berihren.
Mit Hilfe des Piezomanipulators erfolgte in 5 bis 7 um Schritten die schrittweise Annaherung
an das GefalRsegment. Sobald sich das Signal der Messelektrode am Oszilloskop und der

Widerstand der Elektrode veranderte, wurden die Intervalle des Piezomanipulators (,Step-
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Size") auf 2 bis 3 uym verringert. Im Anschluss wurde die Elektrode weiter in Richtung Gefaly
bewegt bis die Elektrodenspitze die glatten Muskelzellen penetrierte. Dies wurde durch einen
schlagartigen Abfall des Ruhesignals der Messelektrode sichtbar. Nachdem das Signal 2
Minuten stabil registriert wurde, konnte die Elektrode in grof3en Intervallen und mit schneller
Geschwindigkeit aus dem Gewebe entfernt werden. Das Signal der Messelektrode kehrte bei

erfolgreicher Messung auf das Ruhesignal zurlck.

Die Penetration der Tunica Adventitia der glatten Gefallmuskelzellen mit der Messelektrode
erwies sich in einigen GefalRen als sehr kompliziert. Bei etwas dickeren Bindegewebs-
schichten kam es zum Abknicken der Messelektroden. Dies wurde durch verschiedene

Einstellung am Piezomanipulator und Amplifier versucht zu verhindern.

,Capacity* Die Erhdéhung der Kapazitat fihrt zu einer gréfReren Eigenschwingung
der Elektrode. Bei Problemen mit der Durchdringung des Bindegewebes
konnte durch eine starke Eigenschwingung der Elektrode die

Penetration der Zellmembran erleichtert werden.

~otep-Size® Das Intervall des Piezomanipulators konnte zwischen 0,5 und 10 ym

gewahlt werden.

».Motor-Speed* Eine erhdhte Geschwindigkeit der Elektrode beim Vordringen bzw. eine
erhdhte Aktivitat des Piezoelements erleichterte in einigen Fallen das

Vordringen der Elektrode, wenn es zur Abbiegung der Elektrode kam.

2.2.6.5 Auswertungskriterien

Es wurden drei Kriterien fir die Charakterisierung eines stabilen Membranpotentials

festgelegt:

1. eine abrupte Anderung des Membranpotentials nach Penetrierung der Zellmembran
2. eine stabile Ableitung des Membranpotentials fir mindestens eine Minute

3. keine Veranderung der Basislinie wenn die Elektrode aus dem Gewebe gezogen wird
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2.3 Statistik und Datenanalyse

Die Messdaten der Myographieversuche wurden mit der Software Myodaq 2.01 (Universitat
Maastricht, Maastricht, Niederlande) erfasst. Fur die Auswertung wurde die Analysesoftware

Myodata 2.02 (Universitat Maastricht, Maastricht, Niederlande) verwendet.

Die Kurvenanpassung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven und die Erstellung der
Diagramme erfolgte mit dem Programm SigmaPlot Version 9.0 (SPSS Inc. Chicago, lllinois,
USA). Den kumulativen Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden 4-parametrige Hill-Kurven
nach der Methode der kleinsten Quadrate (Levenberg-Marquardt-Algorithmus) angepasst.

Diese sigmoidalen Kurven werden durch folgende Funktionsgleichung beschrieben:

T—B

Y=B+ 1+ 10(1gEC50—X)><H

Formel 3: Funktionsgleichung der 4-parametrigen Hill-Kurve

X Konzentration des verwendeten Pharmakons

Y Anderung der Wandspannung

EC50 Konzentration des Pharmakons, um den halbmaximalen Effekt zu erreichen
H Hill Slope

T maximale Wandspannung

B minimale Wandspannung

Zur Bestimmung der Sensitivitat der Gefallsegmente gegenlber den verwendeten Agonisten
diente der Vergleich der logECso-Werte der verschiedenen kumulativen Konzentrations-
Wirkungs-Kurven. Zudem wurde anhand des Parameters T der Hill-Kurve die maximale

relative Wandspannung Emax ermittelt.

Wenn der kumulativen Konzentrations-Wirkungs-Kurve keine sigmoidale Kurve angepasst
werden konnte, wurden die Daten durch eine Zwei-Weg-Varianzanalyse (ANOVA) fur

wiederholte Messungen analysiert.

Der Vergleich von zwei Gruppenmittelwerten wurde mittels t-Test durchgefuhrt. Far
Experimente mit einem 2x2-faktoriellen Versuchsdesign wurden die Daten durch eine Zwei-
Weg-Varianzanalyse (ANOVA) oder eine Zwei-Weg-Varianzanalyse fur wiederholte
Messungen analysiert. Bei Vorliegen von signifikanten Wechselwirkungen wurden die

Untergruppen mit dem post-hoc Test nach Student-Newman-Keuls verglichen.
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Alle Parameter sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (Mean + SEM) angegeben.
Die Anzahl der getesteten Tiere wird durch ,n“ beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wurde die statistische Signifikanz bei einer Irtumswahrscheinlich-
keit von p < 0,05 akzeptiert.

Die deskriptive und analytische Statistik wurden mit der Software SigmaStat (SPSS Inc.
Chicago, lllinois, USA) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse
3.1 Small-Vessel-Myographie (SVM)

3.1.1 Effekt der neonatalen Sympathektomie auf die Noradrenalin-Sensitivitat

In beiden Gruppen zeigten die isolierten renalen GefalRsegmente als Reaktion auf die
kumulativ applizierte NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve eine konzentrationsabhangige
Zunahme der Wandspannung (Abb. 3-1). Die neonatale Sympathektomie flhrte zu einer
statistisch signifikanten Linksverschiebung der NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Abb. 3-1,
Tab. 3-1). Die renalen Widerstandsgefalie neonatal sympathektomierter Ratten (SYX) zeigten
eine statistisch signifikante Erhéhung der maximalen NA-induzierten Wandspannung (Emax)
und der NA-Sensitivitat (logECso) im Vergleich zu scheinsympathektomierten Kontrolltieren
(CTR).

2.0 1 - CTR,n=8

—A— SYX,n=8
1.8 1

1.4 1

1.0 1

0.6 1 -

relative Wandspannung

0.2

1e-8 1e-7 1e-6 1e-5
Noradrenalin, mol/l

Abb. 3-1 Kumulative NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve renaler WiderstandsgefiBe der dritten
Aufzweigungsgeneration. Gefalisegmente wurden aus Nieren von scheinsympathektomierten Tieren (CTR)
und neonatal sympathektomierten Tieren (SYX) prapariert. Die neonatale Sympathektomie fiihrte zum Anstieg
des Emax-Werts und zur Senkung des logECso-Werts. (Mittelwerte £ SE; * p < 0,05 signifikanter Unterschied der
maximalen relativen Wandspannung (Emax): SYX vs. CTR; # p < 0,05 signifikanter Unterschied der logECso-
Werte: SYX vs. CTR)
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Tab. 3-1 LogECso und Emax der NA-induzierten Vasokontraktion, Ruhewandspannung, K*-induzierte
Wandspannung und Gefaflidurchmesser renaler Widerstandsgefalle

CTR (n=8) SYX (n = 8)
Ruhewandspannung (mN/mm) 0,35+ 0,02 0,34 £ 0,02
K*-induzierte Wandspannung (mN/mm) 2,16 + 0,35 1,69 + 0,35
Gefalkdurchmesser (um) 149+ 4 146 + 3
Emax (relative Wandspannung) 1,47 £ 0,05 1,73+0,08 *
LogECso (molll) -6,12 + 0,08 -6,61+0,16 %

Mittelwerte + SEM; * p < 0,05 vs. CTR, # p < 0,05 vs. CTR

Fir die Ruhewandspannung der Gefalle, die maximale K*-induzierte Wandspannung
(125mmol/l K*) und den Gefaldurchmesser zeigten sich keine statistisch signifikanten
Gruppenunterschiede (Tab. 3-1).
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3.1.2 Effekt der L-Typ-Ca**-Kanalblockade auf die Noradrenalin-induzierte

Kontraktion

Der konzentrationsabhangige Anstieg der GefalRwandspannung nach Stimulation mit NA
konnte auch unter L-Typ-Ca®**-Kanalblockade beobachtet werden (Abb. 3-2 A/B). Nifedipin
verursachte bei Gefallsegmenten beider Gruppen eine statistisch signifikante Reduktion der
maximalen NA-induzierten GefalRwandspannung (Emax) und fihrte zur Rechtsverschiebung

der jeweiligen NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Tab. 3-2, A/B).

Tab. 3-2 Effekt von Nifedipin auf logECso und Emax der NA-induzierten Vasokontraktion

CTR(n=8) |CTR(n=8)+ SYX(n=8) |SYX(nh=8)+
LM Nifedipin LM Nifedipin

Emax (relative Spannung) | 1,47 £ 0,05 1,19 £ 0,05 *** 1,73 £0,08 1,36 £ 0,07 **

LogECso (molll) -6,12+0,08 | -5,76+0,07 % -6,61+0,16 -5,90 £ 0,09 #

Mittelwerte + SEM
**p <0,01, ™ p < 0,001 vs. Emax unter Kontrollbedingung (LM (Losungsmittel), keine Blockade)
#p < 0,05 vs. logECsp unter Kontrollbedingung (LM, keine Blockade)

Der Effekt der L-Typ-Ca®*-Kanalblockade auf die Rechtsverschiebung der kumulativ
applizierten NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve unterschied sich statistisch signifikant
zwischen beiden Gruppen und war deutlich starker bei Gefal3en der sympathektomierten Tiere
(Tab. 3-2). Die neonatale Sympathektomie fiihrte somit zu einer gesteigerten Sensitivitat
renaler Widerstandsgefafe gegenlber der Nifedipin-vermittelten L-Typ-Ca®*-Kanalblockade
(AlogECso = 0,35 + 0,05 mol/l vs. 0,69 + 0,10 mol/l, CTR vs. SYX, p <0,05). Die Reduktion
von Emax war in beiden Gruppen ahnlich (Tab. 3-2). Es konnte keine Interaktion zwischen
Sympathektomie und Nifedipin-Behandlung bezlglich der Reduktion von Emax nach
L-Typ-Ca*-Kanalblockade nachgewiesen werden. Die differentielle NA-Sensitivitat der
renalen Widerstandsgefalle, welche vor der Behandlung mit Nifedipin beobachtet wurde,
konnte nach Blockade der L-Typ-Ca®-Kanale nicht mehr beobachtet werden. Die
logECso-Werte fur die kumulativen NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurven unterschieden sich
nach L-Typ-Ca*-Kanalblockade nicht mehr statistisch signifikant zwischen den GeféalRen
beider Gruppen. Des Weiteren verschwand nach L-Typ-Ca?*-Kanalblockade der statistisch

signifikante Unterschied zwischen beiden Gruppen fur Emax (Tab. 3-2).

Das Verschwinden der differentiellen NA-Sensitivitat nach L-Typ-Ca?*-Kanal-Blockade bzw.
die erhdhte Sensitivitat der renalen Widerstandsgefalie sympathektomierter Tiere gegenuber
der L-Typ-Ca®*-Kanal-Blockade deuten darauf hin, dass der Einstrom von Ca®*-lonen durch
L-Typ-Ca®**-Kanale einen groBen Beitrag zur NA-Supersenitivitit nach neonataler

Sympathektomie leistet.
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Abb. 3-2 Kumulative NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurven vor und nach Nifedipin-vermittelter
L-Typ-Ca?*-Kanalblockade von renalen WiderstandsgefiBen. A: Kontrolltiere (CTR) B: Sympathektomierte
Tiere (SYX). NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurven mit und ohne Nifedipin wurden in den selben GefalRen registriert.
Nifedipin fihrte in beiden Gruppen zu einer statistisch signifikanten Reduktion des Ema-Werts und zu einer
Erhéhung des logECso-Werts. (Mittelwerte + SE; ** p < 0,01, *** p < 0,001 signifikanter Unterschied der maximalen
relativen Wandspannung (Emax): Nifedipin-Behandlung vs. Kontrollbedingung (LM); ## p < 0,05 signifikanter
Unterschied der logECso-Werte fiir NA: Nifedipin-Behandlung vs. Kontrollbedingung (LM))
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3.1.3 Effekt der simultanen L-Typ-Ca*-Kanalblockade auf die Y-27632 vermittelte

Rechtsverschiebung der Noradrenalin-Konzentrations-Wirkungs-Kurve

Es wurde untersucht, ob wahrend L-Typ-Ca®*-Kanalblockade eine differentielle Sensitivitat der
isolierten Interlobararterien in Bezug auf ROCK-Inhibition besteht. Hierzu wurde dem
Organbad im Anschluss an die NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve unter L-Typ-Ca®*-
Kanalblockade (siehe 3.1.2) erneut Nifedipin und zusatzlich der ROCK-Inhibitor Y-27632
zugesetzt und nach einer 15-minutigen Einwirkzeit eine weitere NA-Konzentrations-Wirkungs-

Kurve erstellt.

Der konzentrationsabhangige Anstieg der Wandspannung nach Gefal3stimulation mit NA
konnte auch wéhrend simultaner Blockade der L-Typ-Ca?*-Kanale und ROCK-Hemmung in
beiden Gruppen beobachtet werden (Abb. 3-3 A/B). In Gegenwart des L-Typ-Ca**-Kanal-
blockers flhrte die zusatzliche Hemmung der ROCK nicht zu einer weiteren Rechts-
verschiebung der NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Es konnte jedoch in beiden Gruppen
im Vergleich zur alleinigen L-Typ-Ca*-Kanalblockade eine statistisch signifikante zusatzliche
Abnahme der maximalen relativen Wandspannung (Emax) beobachtet werden (Tab. 3-3, Abb.
3-3 A/B). Fur das Maximum der relativen Wandspannung (Emax) konnte auch nach
L-Typ-Ca*-Kanalblockade und ROCK-Inhibition ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Gefallen sympathektomierter und scheinsympathektomierter Tiere beobachtet
werden (* p <0,05).

Tab. 3-3 Effekt von Y-27632 auf logECso und Emax der NA-induzierten Vasokontraktion unter simultaner
L-Typ-Ca?*-Kanalblockade
_ CTR (n=8) + _ SYX (n=8)+
CTR(N=8) | y.o7632 SYX(n=8) | y.27632
LogECso (mol/l) -5,76 + 0,07 -5,74 + 0,06 -5,90 + 0,09 -5,83 £ 0,08

Emax (relative Spannung) | 1,19 £ 0,05 0,79 +0,05** | 1,36 + 0,07 0,95+ 0,05 ***/#

Mittelwerte £ SEM
*** p < 0,001 vs. Emax unter Kontrollbedingung (nur Nifedipin)
#p<0,05vs. CTR +Y-27632

Der Effekt der zusatzlichen ROCK-Inhibition auf die NA-Sensitivitdt und Emax renaler
Interlobararterien unterschied sich nicht zwischen Gefalien beider Gruppen (AEmax = 0,40 *
0,05vs.0,40 £0,05; CTR vs. SYX, n.s./ AlogECso = 0,03 £ 0,06 vs. 0,06 £ 0,03; CTR vs. SYX,

n.s).
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Abb. 3-3 Kumulative NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurven von mit Nifedipin vorbehandelten renalen
WiderstandsgefaBen. A Kontrolltiere (CTR) B Sympathektomierte Tiere (SYX). NA-Konzentrations-Wirkungs-
Kurven mit und ohne Y-27632 wurden in den selben Gefalien registriert. Nach zusatzlicher ROCK-Inhibition wurde
in beiden Gruppen eine statistische signifikante Reduktion von Enax beobachtet. (Mittelwerte £+ SE; *** p < 0,001
signifikanter Unterschied der relativen Wandspannung: simultane Blockade vs. Kontrollbedingung (nur Nifedipin))
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Zusammengefasst zeigen die Daten, dass keine starkere ROCK-Abhangigkeit der
Kontraktionsantwort nach L-Typ-Ca?*-Kanal-Blockade bei GefaRen sympathektomierter Tiere
besteht. Des Weiteren suggerieren die Daten, dass die in Vorversuchen beobachtete erhdhte
Sensitivitat der neonatal sympathektomierten Tiere gegentiber ROCK-Inhibition vermutlich
nicht primar durch eine erhdhte ROCK-Aktivitdt zustande kommt, sondern mdglicherweise

durch Effekte L-Type-Ca**-Kanal-abhangiger Signalwege auf die Aktivierung der ROCK.
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3.1.4 S-(-)-BayK8644-induzierte L-Typ-Ca**-Kanal-Aktivierung

Nach pharmakologischer Aktivierung der L-Typ-Ca*-Kanale durch Applikation von
S-(-)-BayK8644 konnte eine konzentrationsabhangige Zunahme der Wandspannung
beobachtet werden (Abb. 3-4). Die Gefalle sympathektomierter Tiere (SYX) zeigten im
Vergleich zu den Kontrollen (CTR) eine signifikant starkere Kontraktion und einen kleineren
logECso-Wert hinsichtlich der S-(-)-BayK8644-induzierten Vasokontraktion. ROCK-Inhibition
verhinderte die GefalRkontraktion in beiden Gruppen vollstandig (Tab. 3-4, Abb. 3-4). Die
Daten deuten darauf hin, dass die Vasokonstriktion durch Aktivierung von L-Typ-Ca?*-Kanalen
ROCK-abhangig ist. Zudem geben die Daten einen Hinweis darauf, dass eine verstarkte
Aktivierung L-Type-Ca*'-Kanal-abhangiger Signalwege zur NA-Supersensitivitdt nach

neonataler Sympathektomie beitragt.

Tab. 3-4 LogECso und Emax der S-(-)-BayK8644-induzierten Vasokontraktion
TR (n=7 YX(n=7 Mittelwerte £+ SEM
CTR(n=7) SYX(n=7) *p<0,05vs. CTR
#
Emax (relative Spannung) | 0,12 + 0,04 0,35 + 0,08 * p<005vs. CTR
LogECso (mol/l) —7,06 + 0,15 —7,57 £ 0,09 #
0.5 7 - CTR,n=7
-O- + 3 umol/l Y-27632,n=4
—A— SYX,n=7
0.4 - - - + 3 umol/l Y-27632,n=4
o
c
=
c 0.3 1
©
Q
n
°
C *
S 021
o
=
©
2 0.1 1
0.0 1

1e-9 1e-8 1e-7 1e-6
S-(-)-BayK8644, mol/l
Abb. 3-4 Kumulative S-(-)-BayK8644-Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir renale WiderstandsgefaBe von
sympathektomierten Tieren (SYX) und Kontrollen (CTR). Konzentrations-Wirkungs-Kurven mit und ohne Y-

27632 wurden in den selben GefalRsegmenten registriert. (Mittelwerte + SE; * p < 0,05 signifikanter Unterschied
der maximalen relativen Wandspannung (Emax): SYX vs. CTR)
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3.1.5 Beitrag der Ca**-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum

Um den Beitrag Ca®*-abhéngiger Signalmechanismen fiir die NA-Supersensitivitat genauer zu
untersuchen, wurde in weiteren Versuchen sowohl der Beitrag der IPs-vermittelten
Ca*-Freisetzung als auch der Beitrag der Ryanodin-Rezeptor(RyR)-vermittelten

Ca**-Freisetzung aus dem SR fir die NA-induzierte Vasokontraktion ermittelt.

Fir die Untersuchung der IPs-vermittelten Ca®-Freisetzung aus dem SR wurden die
Gefallkontraktionen nach Applikation von NA in Organbadlésung mit physiologischer
Ca*"-Konzentration und zusatzlich in Ca?*-freier Badlésung registriert. Durch den Einsatz von
Ca*'-freier Badlésung wurde der Ca®-Einstrom aus dem extrazelluldren Medium nach
NA-Stimulation verhindert. Das Maximum der relativen GefalBwandspannung (Emax) war fur
beide Gruppen in Ca*-freier Lésung im Vergleich zur Kontraktion in Ldsung mit
physiologischer Ca®*-Konzentration statistisch signifikant geringer. Die relative Abnahme der

Wandspannung unterschied sich nicht zwischen beiden Gruppen (Tab. 3-5, Abb. 3-5).

Tab. 3-5 Emax der NA-induzierten Vasokontraktion in Ca?*-haltiger und Ca?*-freier Organbadldsung
CTR (n=8) CTR (n=8) SYX (n=8) SYX (n=8)
Ca?*-haltig Ca?*frei Ca?*-haltig Ca?*frei

relative Wandspannung ‘ 1,29 £ 0,04 ‘ 0,67 £0,05 *** 1,77 £ 0,17 0,92 £0,13 ***

Mittelwerte £ SEM (relative Wandspannung normalisiert auf Wandspannung nach Stimulation mit kaliumreicher
Lésung (K125)), *** p < 0,001 vs. Emax unter Kontrollbedingungen (Ca?*-haltige Badldsung)

[] CTR,n=38
147 [ syx,n=8

kK F*kk

1.2- —_—

I T

1.0 7

0.8 7

0.6 1 - T

0.4

relative Wandspannung

0.2 1

0.0
+ Ca2t - Caz* + Caz* - Caz*

Abb. 3-5 Kontraktionsantwort renaler WiderstandsgefaBe nach Stimulation mit NA in An- und
Abwesenheit von extrazellulirem Ca?*. Die maximalen NA-induzierten Wandspannungen in Ca?-
haltiger L6sung wurden jeweils als 100 % gesetzt. Die Kontraktionsantworten in Ca?*-freier Lésung sind in
Relation zu den NA-induzierten GefaRkontraktionen in Organbadlésung mit physiologischer Ca?
Konzentration angegeben. (Mittelwerte + SE; *** p <0,001 signifikanter Unterschied der relativen
Wandspannung: —Ca?* vs. +Ca?*)
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Der Beitrag der RyR-vermittelten Ca**-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum
(SR) wurde mit dem RyR-Agonisten Coffein (20mM) untersucht. Die Kontraktionskraft nach
Stimulation mit Coffein wurde auf die GefalRwandspannung nach Stimulation mit kaliumreicher
Organbadlésung (K125) normalisiert. Die relative Zunahme der Wandspannung nach
Applikation von Coffein unterschied sich nicht zwischen beiden Gruppen. Die Gefale der
Kontrolltiere (CTR) entwickelten eine relative GefalRwandspannung von 0,34 + 0,03 nach
Stimulation mit Coffein. In den GefalRsegmenten der sympathektomierten Tiere (SYX) wurde
eine Wandspannung von 0,38 + 0,03 registriert (Abb. 3-6).

0.7 1
[1 CTR,n=5

] SYX,n=6

o
»
1

o
()]
1

_|

relative Wandspannung
©
w
-

o
N
1

0.1 1

0.0

Abb. 3-6 GefaBkontraktion renaler WiderstandsgefaBe nach RyR-Stimulation mit 20mM Coffein. Die
registrierte Wandspannung nach Stimulation mit Coffein wurde auf die maximale GefaRkontraktion in Anwesenheit
kaliumreicher Organbadlésung normalisiert. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrolltieren
und sympathektomierten Tieren. (Mittelwerte + SE)

Diese Daten deuten darauf hin, dass zwischen Gefalten sympathektomierter und
scheinsympathektomierter Tiere keine Unterschiede hinsichtlich der Ca**-Freisetzung aus
intrazellularen Speichern nach NA-induzierter GefalRkontraktion bestehen. Es zeigten sich
keine Unterschiede beziglich der IP3-Rezeptor-Aktivierung nach NA-stimulation bzw. der
RyR-vermittelten Ca?*'-Freisetzung nach Coffein-Stimulation zwischen isolierten GefaR-

segmenten beider Gruppen.
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3.1.6 Effekt der neonatalen Sympathektomie auf die Depolarisations-induzierte

Vasokontraktion

Zur weiteren Untersuchung von Mechanismen, welche die Aktivierung von
L-Typ-Ca*-Kanélen in intrarenalen GefaRen nach neonataler Sympathektomie beeinflussen,
wurden beide Gruppen auf differentielle Gefallantworten bezlglich der Depolarisations-
induzierten Vasokontraktion getestet. Die Depolarisation der Gefalle erfolgte durch eine
ansteigende K*-Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Die GefaRantwort auf den Depolarisations-
stimulus bestand aus einer schnellen, phasischen Komponente und einer lang anhaltenden,
tonischen Komponente. Die absoluten Gefalantworten wurden auf die maximale Gefal3-

kontraktion nach Stimulation mit kaliumreicher Pufferldsung (125 mmol/l K*) normalisiert.

Die GefalRe der sympathektomierten Tiere (SYX) zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe
(CTR) sowohl fir die phasische als auch fir die tonische Komponente der Depolarisations-
induzierten Vasokontraktion eine statistisch signifikant hdhere Sensitivitat (Tab. 3-6, Abb. 3-7,
nur phasische Komponente graphisch dargestellt). Die maximal nach Depolarisation
entwickelte Wandspannung (Emax) zeigte flr beide Phasen der GefalRkontraktion keinen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen sympathektomierten Tieren und Kontrollgruppe

(Tab. 3-6, Abb. 3-7, nur phasische Komponente graphisch dargestellt).

Diese Daten deuten darauf hin, dass zwischen den Gefalien beider Gruppen Unterschiede
Quantitat
L-Typ-Ca®*-Kanéalen bestehen.

bezlglich der und/oder der spannungsabhangigen Aktivierbarkeit von

Tab. 3-6 LogECso und Emax der Depolarisations-induzierten Vasokontraktion ohne / mit ROCK-Inhibition
CTR (n=4) CTR (n=4) SYX (n=4) SYX (n=4)

ohne ROCK-Inhibition

Kontraktion phasisch tonisch phasisch tonisch

Emax (relative Spannung) | 1,30 + 0,08 0,86 + 0,10 1,20 + 0,06 0,94 + 0,03

LogECso (mol/l) 1,61+ 0,01 1,58 + 0,02 1,51 £ 0,00 ## 1,48 £ 0,01 #

mit ROCK-Inhibition

Emax (relative Spannung) | 1,16 + 0,04 0,45+ 0,04 * 0,92 + 0,02 ** 0,30 £ 0,02 ***

LogECso (mol/l) 1,68 £ 0,00 ** 1,74 £0,03 * 1,63 +£0,01 1,63 +0,01

Mittelwerte + SEM
# p < 0,01 vs. CTR (tonisch)

## p < 0,001 vs. CTR (phasisch)
*p<0,05 " p<0,01, ** p <0,001 vs. LogECso unter Kontrollbedingung (ohne ROCK-Inhibtion)

*p<0,05 **p<0,01, ** p <0,001 vs. Emax unter Kontrollbedingung (ohne ROCK-Inhibtion)
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Abb. 3-7 K*-induzierte GefaBkontraktion der renalen WiderstandsgefaBe von sympathektomierten Tieren
(SYX) und Kontrollen (CTR). Dargestellt ist das Maximum der phasischen Komponente der Depolarisations-
induzierten Kontraktion. SYX zeigten eine Linksverschiebung der kumulativen K*-Konzentrations-Wirkungs-Kurve
mit einem statistisch signifikant geringeren logECso-Wert, im Vergleich zu den Kontrollen. (Mittelwerte + SE; ## p <
0,001: signifikanter Unterschied der logECso-Werte: SYX vs. CTR)

Um den Beitrag der Rho-Kinase (ROCK) zur Depolarisations-induzierten Kontraktion zu
bestimmen, wurden zusatzlich K*-Konzentrations-Wirkungs-Kurven in Anwesenheit des
ROCK-Hemmer Y-27632 registriert. ROCK-Inhibition fihrte sowohl in Gefallen scheinsym-
pathektomierter Kontrolltiere (Tab. 3-6, Abb. 3-8) als auch in GefalRsegmenten neonatal
sympathektomierter Tiere (Tab. 3-6, Abb. 3-9) zu einer statistisch signifikanten Rechts-
verschiebung der K*-Konzentration-Wirkungs-Kurve. Die statistisch signifikante Erhéhung des
logECso-Werts konnte sowohl fiir die phasische Komponente als auch fir die tonische
Komponente (nicht graphisch dargestellt) der Kontraktion beobachtet werden (Tab. 3-6). Der
Effekt der zusatzlichen ROCK-Inhibition auf die Sensitivitat der renalen Interlobararterien fur
die Depolarisations-induzierte Kontraktion unterschied sich statistisch signifikant zwischen den
GefalRen beider Gruppen (AlogECso = 0,06 + 0,01 vs. 0,11 + 0,01; CTR vs. SYX, p < 0,05)
(Abb. 3-8Abb. 3-9).
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Fir die phasische Komponente der Kontraktion isolierter Gefalde sympathektomierter Tiere

verringerte sich das Maximum der relativen Wandspannung (Emax) statistisch signifikant durch
Inhibition der ROCK (Tab. 3-6, Abb. 3-9). Im Gegensatz dazu anderte sich Emax der phasischen
Kontraktionskomponente scheinbehandelter Kontrollen durch die ROCK-Inhibition nicht
statistisch signifikant (Tab. 3-6, Abb. 3-8).
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Abb. 3-8 K*-Konzentrations-Wirkungs-Kurve renaler WiderstandsgefaBe scheinsympathektomierter
Kontrolltiere in An- und Abwesenheit von Y-27632. Kurven mit und ohne Y-27632 wurden in verschiedenen
Gefalen registriert. ROCK-Inhibition fuhrte zur Rechtsverschiebung der K*-Konzentrations-Wirkungs-Kurve.
(Mittelwerte £ SE; ™ p < 0,01 signifikanter Unterschied der logECso-Werte fir K*: Y-27632-Behandlung vs.

Kontrollbedingung)
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Abb. 3-9 K*-Konzentrations-Wirkungs-Kurve renaler WiderstandsgefaBe sympathektomierter Tiere in An-
und Abwesenheit von Y-27632. Kurven mit und ohne Y-27632 wurden in verschiedenen Gefallen registriert.
ROCK-Inhibition fiihrte zur Rechtsverschiebung der K+-Konzentrations-Wirkungs-Kurve. (Mittelwerte £ SE; *** p <
0,001 signifikanter Unterschied der logEC50-Werte flr K+: Y-27632-Behandlung vs. Kontrollbedingung)
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3.1.7 Effekt des Membranpotentials auf die Aktivierbarkeit der L-Typ-Ca?*-Kanile

Zur Uberprifung, ob die differentielle Sensitivitat renaler Gefale gegeniiber S-(-)-BayK8644-
induzierter L-Typ-Ca®*-Kanal-Aktivierung vom Membranpotential der glatten Muskelzellen
abhangig ist, wurde der Effekt der Membrandepolarisation bzw. Membranhyperpolarisation auf
die S-(-)-BayK8644-induzierte Kontraktion untersucht. Die absoluten GefalRantworten auf die
Applikation von S-(-)-BayK8644 wurden auf die maximale GefalRkontraktion nach Stimulation

mit kaliumreicher Pufferldsung (125 mmol/l K*) normalisiert.

Die Applikation des Depolarisationsstimulus (20 mmol/l K*) fiihrte bei Gefalen
sympathektomierter Tiere zu einer verstarkten S-(-)-BayK8644-induzierten Vasokontraktion.
Es zeigte sich ein statistisch signifikant erhdhter Wert fur die maximal entwickelte
Gefallwandspannung (Emax) und eine signifikante Reduktion des logECso-Werts der
kumulativen S-(-)-BayK8644-Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Tab. 3-7; ). Nach Aktivierung
der Katp-Kanale mittels Levcromakalim verschwand die S-(-)-BayK8644-induzierte Vaso-
kontraktion in den GefalRen der sympathektomierten Tiere. Die Applikation von Levcromakalim
hatte keinen Effekt auf den basalen Gefafdtonus (Tab. 3-7; Abb. 3-10, B).

Die GefalRe scheinsympathektomierter Tiere reagierten unter Kontrollbedingungen nicht mit
einer GefalRkontraktion nach Applikation von S-(-)-BayK8644. Nach Erhdhung der
extrazellularen K*-Konzentration auf 20 mmol/l zeigten auch die GefaRe der Kontrolltiere eine
konzentrationsabhéngige Kontraktion als Antwort auf die L-Typ-Ca?*-Kanal-Aktivierung mittels
S-(-)-BayK8644. Levcromakalim hatte keinen Effekt auf die S-(-)-BayK8644-induzierte
Kontraktion der GefalRe scheinsympathektomierter Kontrolltiere (Tab. 3-7; Abb. 3-10, A).

Tab. 3-7 LogECso und Emax der S-(-)-Bayk8644-induzierten Vasokontraktion vor und nach
Membrandepolarisation

Kontrollbedingung Depolarisation Hyperpolarisation
CTR (n=4) CTR (n=4) CTR (n=4)

Emax (relative

Spannung) 0,01 £0,01 0,26 £ 0,02 0,01 £0,01

LogECso (mol/l) nicht bestimmbar -7,80 £ 0,04 nicht bestimmbar
SYX (n=4) SYX (n=4) SYX (n=4)

Emax (relative *

Spannung) 0,22 + 0,03 0,35+0,04 0,01 £0,01

LogECso (mol/l) -7,25 +0,08 -7,96 + 0,06 ## nicht bestimmbar

Mittelwerte £+ SEM
* p < 0,05 vs. Emax unter Kontrollbedingung
### p < 0,001 vs. logECso unter Kontrollbedingung
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Abb. 3-10 Kumulative S-(-)-BayK8644-Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir renale Widerstandsgefafe unter
Kontrollbedingungen (KRB-L6sung), Membrandepolarisation (20 mmol/l K*) und
Membranhyperpolarisation (Lev, 1 pmol/l). A Kontrolitiere (CTR) B sympathektomierte Tiere (SYX). In
Anwesenheit von 20 mmol/l K* zeigte sich fiir die sympathektomierten Tiere ein signifikant geringerer logECso-Wert
fur S-(-)-BayK8644 und eine signifikante Erhdhung der relativen Wandspannung (Emax) im Vergleich zu den
Kontrollbedingungen. Gefalle der Kontrolltiere zeigten eine ausgepragte Kontraktion in Anwesenheit von 20 mmol/I
K*. (Mittelwerte £ SE; *p < 0,05 signifikanter Unterschied der relativen Wandspannung: 20 mmol/l K* vs.
Kontrollbedingung; ### p < 0,001 signifikanter Unterschied der logECso-Werte fiir S-(-)-BayK8644: 20 mmol/l K*
vs. Kontrollbedingung)
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3.2 Western-Blot

Zur Bestimmung des L-Typ-Ca®*-Kanal-Proteingehalts glatter GefaRmuskelzellen renaler
Widerstandsgefalle wurde die Fraktion der Membranproteine aus dem Probenmaterial

aufgearbeitet und schliel3lich mittels Western-Blot-Techniken untersucht.

Mit Hilfe des Anti-Cay1.2-Antikdrpers wurde der Proteingehalt der a1-Untereinheit des Typ C
detektiert (porenbildende Untereinheit, Gen: CACNA1C). Es zeigte sich kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen beziglich der Menge an L-Typ-Ca®*-

Kanal-Protein in den renalen Widerstandsgefal3en (Abb. 3-11).

Ca,1.2 al-Untereinheit 240kDa W SEEE e

B- Aktin 43 kDa

[1 CTR,n=8

14 ] SYX.n=8

1.0 - [ T

0.8

0.6

0.4

relativer Proteingehalt
normalisiert auf den Aktingehalt

0.2

0.0

Abb. 3-11 Relativer Proteingehalt der a1-Untereinheit (Typ C) des L-Typ-Ca?*-Kanals (Ca,1.2). Untersucht
wurden renale Widerstandsgefalien, welche aus Kontrolltieren und neonatal sympathektomierten Tieren isoliert
wurden. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied bezliglich des Proteingehalts der porenbildenden Untereinheit
des L-Typ-Ca?*-Kanals in den Gefalen beider Gruppen. (Mittelwerte + SE)
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3.3 Membranpotentialmessung

Fir die Messung des Membranpotentials der Gefallmuskelzellen wurden renale
Widerstandsgefalle sympathektomierter und scheinsympathektomierter mannlicher Wistar-
Ratten isoliert und vom umliegenden Bindegewebe (Tunica Adventitia) befreit. Nach Prufung

der Gefalvitalitat erfolgte die Registrierung der Membranpotentiale mittels Mikroelektroden.

Die glatten Gefalhmuskelzellen sympathektomierter Tiere zeigten ein statistisch signifikant
depolarisiertes Ruhemembranpotential im Vergleich zu denen scheinsympathektomierter
Kontrollen (-64,31 + 0,32 mV vs. -57,52 + 2,02 mV, CTR vs. SYX, *p < 0,01, n = 5-6) (Abb.
3-12). Die durchschnittliche Zeit bis zur Registrierung eines stabilen Membranpotentials
unterschied sich dabei nicht zwischen den Gefallen beider Gruppen, sodass Ermidungs-
effekte der Muskulatur, welche fir den Unterschied bezlglich des Ruhemembranpotentials

verantwortlich sein kénnten, zu vernachlassigen sind.

] CTR,n=6
3 SYX,n=5
0
51

54—
>
E -56 1
©
z
o
S 58 - J
C
©
o]
§ -60 -
E *
(7]
(0]
:®
S -62 -
X
[72]
>
£
& -64 -
[)} i

-66 -

Abb. 3-12 Membranpotential der glatten GefaBmuskelzellen von isolierten renalen Widerstandsgefafen
neonatal sympathektomierter und scheinsympathektomierter Tiere. Fir die glatten GefalBmuskelzellen der
sympathektomierten Tiere zeigte sich ein signifikant geringeres Ruhemembranpotential. (Mittelwerte + SE; * p <
0,01 signifikanter Unterschied des Ruhemembranpotentials: SYX vs. CTR)

76



Diskussion

4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass es nach neonataler Sympathektomie zu einer erhdhten
Sensitivitat proximaler renaler Widerstandsgefalie gegenliber NA-induzierter Vasokontraktion
kommt. Des Weiteren konnte flr Gefalte sympathektomierter Tiere eine verstarkte
Empfindlichkeit gegeniiber L-Typ-Ca?*-Kanalblockade und ROCK-Inhibtion beobachtet
werden. Dies zeigte sich, im Vergleich zu scheinsympathektomierten Kontrollen, an einer
starkeren Rechtsverschiebung der NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurven nach pharmakolo-
gischer Inhibtion der L-Typ-Ca®*-Kanale bzw. der ROCK. Nach renaler Sympathektomie zeigte
sich eine erhdhte Sensitivitat beziglich der L-Typ-Ca*'-Kanalaktivierbarkeit und ein

depolarisiertes Membranpotential glatter GefalRmuskelzellen renaler Widerstandsgefalle.

In vorangegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede bzgl. der NA-Sensitivitat renaler Widerstandsgefalle
bestehen. Das Geschlecht der Tiere hatte keinen statistisch signifikanten Effekt auf das
Ausmaly der durch die neonatale Sympathektomie verursachten Linksverschiebung der
NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve [106;226]. Diese Befunde konnten auch in experimen-
tellen Studien anderer Arbeitsgruppen gezeigt werden [153;162]. Zudem zeigten sich keine
geschlechtsspezifischen Wirkungen der Sympathektomie auf die L-Typ-Ca®**-Kanalblockade
bzw. ROCK-Inhibition der renalen Gefale [106]. Diese Befunde deuten darauf hin, dass sich
die langfristigen Wirkungen der sympathischen Innervation auf renale BlutgefalRe von
mannlichen und weiblichen Ratten dhneln. Daher haben wir uns dazu entschieden, in den

Experimenten dieser Arbeit ausschliellich mannliche Wistar-Ratten zu betrachten.

Das gesteigerte Kontraktionsverhalten arterieller Gefal3e nach pharmakologisch-induzierter
Degeneration des sympathischen Nervensystems (SNS) ist ein bekanntes Phanomen und
wurde von diversen Autoren flr verschiedene GefalRgebiete und Tiermodelle beschrieben.
Slovut et al. zeigten fur Schwanzarterien von WKY eine erhdhte Sensitivitat gegeniber NA
nach kurzfristiger Sympathektomie mittels Reserpin [229]. In Studien von Rizzoni et al. wurden
die GefaRantworten auf eine Vielzahl vasoaktiver Substanzen nach kurzfristiger Sympathek-
tomie durch 6-Hydroxydopamin untersucht [206]. Sie konnten in in-vitro-Versuchen zeigen,
dass isolierte arterielle MesenterialgefalRe sympathektomierter WKY im Vergleich zu
Kontrollen mit einer verstarkten Vasokontraktion nach Applikation von NA, Vasopressin und
Phenylephrin reagierten. Fir isolierte zerebrale GefalRsegmente konnte dies hingegen nicht
bestatigt werden [206]. Lee et al. konnten flr Mesenterialarterien und fir Schwanzarterien von
chronisch sympathektomierten WKY und SHR im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen
ebenfalls eine erhdhte NA-Sensitivitat nachweisen [148]. Die Ratten wurden in diesen Studien

durch Guanethidin-Injektionen und Antikérper gegen den Nervenwachstumsfaktor
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sympathektomiert [148]. Neben arteriellen Gefallen konnte die verstarkte NA-Sensitivitat nach
sympathischer Denervierung auch im vendsen Gefallsystem nachgewiesen werden [12].
Weitere Studien zeigten auch bei isolierten renalen Widerstandsgefaen eine erhohte
Sensitivitat gegentiber NA nach neonataler Sympathektomie [91;110]. In Ubereinstimmung mit
diesen Befunden konnte auch in der vorliegenden Studie eine verstarkte NA-Sensitivitat
renaler Widerstandsgefalie nach neonataler Sympathektomie beobachtet werden (siehe
3.1.1).

Im Gegensatz dazu stehen die Befunde einer Studie von Ralevic und Burnstock [198]. Hier
zeigte sich eine verstarkte Sensitivitdt mesenterialer Gefalke gegeniber NA lediglich nach
akuter Sympathektomie mittels 6-Hydroxydopamin. Nach chronischer, Guanethidin-
induzierter Sympathektomie konnte keine Linksverschiebung der NA-Konzentrations-
Wirkungs-Kurve beobachtet werden [198]. Die unterschiedlichen Befunde lassen sich
mdglicherweise durch unterschiedliche Verfahren der Sympathektomie erklaren. Bei der von
Ralevic und Burnstock durchgefihrten Sympathektomie erfolgte keine Entfernung des

Nebennierenmarks [198].

Die renale sympathische Innervation der Ratte entwickelt sich im Verlauf der ersten drei
Wochen nach der Geburt. Die Kombination aus chemischer Sympathektomie mittels
Guanethidin-Injektionen und anschlieender chirurgischer Entfernung des Nebennierenmarks
in den ersten vier Lebenswochen fiuhrt nachweislich zur Zerstérung der peripheren
sympathischen Nerven und zur Absenkung der Katecholaminkonzentrationen im Blut und in
verschiedenen Geweben [93;147;193]. Die beteiligten zellularen Mechanismen, welche zur
verstarkten NA-Sensitivitdt nach neonataler Sympathektomie beitragen, sind aktuell noch

unzureichend erforscht.

Eine mdgliche Ursache fur den beobachteten Anstieg der Sensitivitdt gegenuber NA nach
sympathischer Denervierung sind Veranderungen auf Ebene der o-Adrenorezeptoren.
Vorstellbar ware eine gesteigerte Affinitat der Rezeptoren fiir ihre Agonisten oder eine
Heraufregulierung der Rezeptordichte. Nach In-vivo-Applikation von a-Adrenorezeptor-
Agonisten konnte bei sympathektomierten Ratten im Vergleich zu scheinsympathektomierten
Kontrollen ein erhdhter Anstieg des Blutdrucks registriert werden [206]. Stassen et al. zeigten
in den Ergebnissen ihrer Studie eine positive Korrelation zwischen dem Vorhandensein von
adrenergen Nerven und aa-Adrenorezeptoren in Mesenterialarterien der Ratte. Nach akuter
Sympathektomie mittels 6-Hydroxydopamin zeigte sich eine verminderte Dichte von
a1a-Adrenorezeptoren [235]. Colucci et al. konnten fir isolierte Mesenterialgefalle von
Sprague-Dawley Ratten eine Heraufregulierung von a4-Adrenorezeptoren beobachten,

nachdem sie mittels Reserpin eine Verarmung des Neurotransmitters NA im postgangliondren
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Teil des SNS herbeigefihrt hatten [46]. Die unilaterale chirurgische Denervierung von Nieren
fuhrte in tierexperimentellen Studien zu erhéhter Konzentration von a4-Adrenorezeptoren im

Nierengewebe, verglichen mit dem Gewebe der intakten kontralateralen Niere [258].

Die unterschiedlichen Ergebnisse lassen sich am besten durch unterschiedliche Verfahren der
Sympathektomie erklaren. Aktuell existieren keine Rezeptorbindungsstudien bzw. quantitative
Erfassungen der a4-Adrenorezeptoren in Nierengefal3en von Ratten, welche durch Injektion
von Guanethidin und Entfernung des Nebennierenmarks neonatal sympathektomiert wurden.
Ob eine verstarkte Affinitdt und/oder erhdhte Dichte der a+-Adrenorezeptoren fir
Katecholamine — insbesondere NA — die Ursache flr die ,Supersensitivitat der Nierengefalie
nach neonataler Sympathektomie darstellt, gilt es in nachfolgenden Untersuchungen zu

klaren.

Die erhdhte Sensitivitat besteht nicht nur gegenitiber Adrenorezeptoragonisten, sondern auch
gegenuber Vasokonstriktoren, welche keine Adrenorezeptoragonisten sind [91;110;197].
Diese Befunde zeigen, dass neben Veranderungen auf Ebene der Adrenorezeptoren auch
Modifikationen in Ca®*-abhangigen und Ca®*-unabhéngigen Signalwegen einen Beitrag zur
gesteigerten NA-Sensitivitat nach neonataler sympathischer Denervierung leisten. Eine
mogliche Ursache wére ein erhdhter Ca?*-Einstrom Uber L-Typ-Ca®*-Kanale durch z.B.
erhohte Anzahl von L-Typ-Ca®*-Kanalen in der Membran der glatten Gefalmuskelzellen oder
durch verstarkte Aktivierbarkeit dieser Kanale. Denkbar ware auch eine erhdhte Aktivitat der
ROCK bzw. verstarkte Aktivierbarkeit der ROCK nach Stimulation mit NA in den renalen

WiderstandsgefaRen sympathektomierter Tiere.

In den vorliegenden Experimenten zeigten die renalen Widerstandsarterien der schein-
sympathektomierten Kontrolltiere nur eine geringfligige Kontraktion nach Stimulation mit
S-(-)-BayK8644. Diese Befunde decken sich mit den Ergebnissen aus einer Studie von
Hansen et al. [99]. Im Gegensatz zur ausbleibenden Wirkung bei renalen Widerstandsarterien
scheinsympathektomierter Tiere verursachte die L-Typ-Ca?-Kanalaktivierung mittels
S-(-)-BayK8644 bei Nierenarterien sympathektomierter Tiere eine deutliche Vasokontraktion.
In Ubereinstimmung mit der unterschiedlichen Wirkung der pharmakologischen
L-Typ-Ca*-Kanalaktivierung auf das Kontraktionsverhalten der GefafRe sympathektomierter
und scheinsympathektomierter Tiere zeigten die renalen Widerstandsgefalle sympathek-
tomierter Tiere im Vergleich zu den Gefallen scheinsympathektomierter Kontrollen eine
starkere Rechtsverschiebung der NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve nach Nifedipin-
vermittelter L-Typ-Ca®*-Kanalblockade. Das unterschiedliche Kontraktionsverhalten renaler
Widerstandsgefale sympathektomierter und scheinsympathektomierter Versuchstiere nach

spezifischer Offnung von L-Typ-Ca*-Kanélen mittels S-(-)-BayK8644 bzw. die differentielle
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Empfindlichkeit der NA-induzierten Kontraktion gegeniber L-Typ-Ca?*-Kanalblockade mittels
Nifedipin stitzen die Vermutung, dass Veranderungen in Ca®*-abhangigen Signalwegen fiir

die NA-Supersensitivitdt nach neonataler Sympathektomie von Bedeutung sind.

Um diese aktuellen Forschungsergebnisse auf molekularer Ebene zu erklaren, wurde in der
vorliegenden Arbeit der Einfluss der neonatalen Sympathektomie auf die Proteinexpression
der porenbildenden o1C-Untereinheit der L-Typ-Ca®*-Kanale (Cav1.2, Gen: CACNA1C)
getestet. Die al-Untereinheit des Typ C ist dominierender Subtyp bei glatten Gefal-
muskelzellen und tragt die Bindungsstelle flr Dihydropyridine [109]. Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen, dass zwischen glatten Muskelzellen renaler Widerstandsgefalle sympathek-
tomierter und scheinsympathektomierter Ratten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
des Proteingehalts der a1C-Untereinheit bestehen. Dies deutet darauf hin, dass die gestei-
gerte Reaktion renaler Widerstandsarterien sympathektomierter Ratten auf Nifedipin bzw. S-
(-)-BayK8644 nicht allein durch unterschiedliche Expressionsniveaus der Dihydropyridin-

Bindungsstellen zu erklaren ist.

Auf Grund fehlender Unterschiede hinsichtlich des Proteingehalts der a.1c-Untereinheit des
L-Typ-Ca®*-Kanals zwischen Gefalen beider Gruppen wurden zuséatzliche Experimente
durchgefiihrt, um weitere Ca* -freisetzende Mechanismen zu untersuchen. Mdglicherweise
fuhrt die verstarkte Freisetzung von Ca®" aus intrazelluldren Speichern zu gesteigerten
Gefalkantworten bei GefalRen sympathektomierter Tiere. Die Ergebnisse der pharmakolo-
gischen Experimente in Ca*'-freier Organbadlésung und nach Aktivierung der Ryanodin-
Rezeptoren zeigen, dass die neonatale Sympathektomie keinen Einfluss auf die Abhangigkeit
der NA-induzierten GefaRkontraktion von der Ca®'-Freisetzung aus intrazellularen Ca?*-
Speichern hat. Weiterflhrend gilt es in nachfolgenden Studien zu untersuchen, welchen
Beitrag spannungsabhangige Ca?*-Kanale anderer Subgruppen (L-Typ-Ca®*-Kanal, P/Q-Typ-
Ca?*-Kanal) und unselektive Kationenkanale (TRP-Kanéle) fir das gesteigerte Kontraktions-

verhalten renaler Widerstandsgefale nach neonataler Sympathektomie leisten.

In den letzten Jahren erbrachten experimentelle Studien zunehmend Hinweise, wonach die
posttranskriptionelle Kontrolle von Genen eine wichtige Rolle fur die Funktion der
L-Typ-Ca*-Kanale spielt. Die spannungsabhéngigen L-Typ-Ca?*-Kanale sind hetero-
oligomere Proteinkomplexe, welche aus einer porenbildenden o1-Untereinheit und den
regulatorischen a6-, B-, und y-Untereinheiten bestehen [13;38]. Das Gen der porenbildenden
a1-Untereinheit Typ C (Ca,1.2-Kanale, Gen: CACNA1C) unterliegt dem Vorgang des
alternativen SpleiRens. Dadurch besteht die Moglichkeit, aus einer DNA-Sequenz mehrere
verschiedene reife mRNA-Molekule und durch deren Translation mehrere unterschiedliche

Proteine zu bilden [5]. Im menschlichen Gen der a.1C-Untereinheit unterliegen 19 der 55 Exons
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dem Prozess des alternativen Splei’ens. Durch die Variationen in der Aminosauresequenz
der kanalbildenden Untereinheit ergeben sich Modifikationen hinsichtlich  der
elektrophysiologischen Eigenschaften der L-Typ-Ca?*-Kanale [128;232;239]. Cheng et al.
konnten zeigen, dass es durch alternatives Spleiken zu einer Verschiebung der
Spannungsempfindlichkeit von Ca,1.2-Kanalen kommt [43]. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass Spleilvarianten des N-Terminus der Ca,1.2-Kandle die Oberflachenexpression der
Kanale auf der glattmuskularen Zellmembran modulieren [15]. Da L-Typ-Ca?*-Kanale vom
Subtyp Ca,1.2 einen wichtigen Regulator der Kontraktilitat arterieller GefaRen darstellen und
diesen Kanalen eine Bedeutung fur die Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen
zugeschrieben wird, ist es von Bedeutung, die physiologischen Funktionen von Spleil3-
varianten zu untersuchen. Ob der Vorgang des alternativen Spleildens einen entscheidenden
Beitrag fur das veranderte Kontraktionsverhalten renaler Widerstandsarterien sympathek-
tomierter Ratten nach pharmakologischer L-Typ-Ca**-Kanalblockade bzw.-aktivierung leistet,

gilt es in nachfolgenden Studien noch herauszufinden.

In Vorversuchen im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die neonatale
Sympathektomie zu einer erhdhten ROCK-Abhangigkeit der NA-induzierten Kontraktionen bei
renalen Widerstandsarterien flhrt. Analysen auf molekularer Ebene ergaben jedoch keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich des mMRNA-Gehalts der ROCK-Isoformen (ROCK | und
II) und dem basalen Phosphorylierungsstatus von ROCK-Substraten zwischen Gefallen
sympathektomierter Tiere und scheinsympathektomierter Kontrollen [106;226]. Weiterhin
zeigte sich in diesen Versuchen kein NA-induzierter Anstieg des Phosphorylierungsstatus von
ROCK-Substraten (pMYPT1/MYPT1, pERM/ERM) [106]. Die erhéhte ROCK-Abhangigkeit der
NA-induzierten Vasokontraktion renaler Widerstandsarterien sympathektomierter Tiere konnte
demnach ein Resultat sekundarer Effekte sein. Denkbar ware eine verstarkte Adrenorezeptor-
abhangige bzw. L-Typ-Ca®*-Kanal-abhéngige Aktivierung des RhoA/ROCK-Signalweges
[72;256]. In dieser Arbeit wurde in weiteren Experimenten untersucht, ob Veranderungen
in ROCK-abhangigen Signalkaskaden eine Bedeutung fur die NA-Supersensitivitat nach
neonataler Sympathektomie haben. Die Ergebnisse der Myographie-Versuche in der
vorliegenden Arbeit zeigen, dass Nifedipin einen grofReren Anstieg des logECso der NA-
induzierten Gefallkontraktion bei Gefallen sympathektomierter Tiere im Vergleich zu
scheinsympathektomierten Kontrollen verursacht. In Gegenwart des L-Typ-Ca?-Kanal-
blockers flhrte die zusatzliche Inhibition der ROCK mittels Y-27632 zu keiner weiteren
Rechtsverschiebung der NA-Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Die maximal entwickelte
relative GefalBwandspannung (Emax) verringerte sich bei GefalRen sympathektomierter Tiere
und scheinsympathektomierter Kontrollen in ahnlichem Ausmall. Diese Befunde deuten

darauf hin, dass die Aktivierung des RhoA/ROCK-Signalweges unter anderem durch
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L-Typ-Ca*-Kanal-abhangige Signalwege beeinflusst wird. Zusammengefasst zeigen die
Daten, dass eine verstarkte ROCK-Aktivitat nicht fur die erhdhte NA-Sensitivitat bei
Nierenarterien sympathektomierter Ratten verantwortlich ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit
korrespondieren mit den Befunden aus Studien anderer Arbeitsgruppen. Fir glatte
GefaBmuskelzellen mesenterialer Gefalle und der A. saphena von Ratten konnten nach
neonataler Sympathektomie keine Veranderungen hinsichtlich des mRNA-Gehalts der ROCK
oder des ROCK-Proteingehalts nachgewiesen werden [197;199].

Die gesteigerte ROCK-Abhangigkeit der NA-induzierten Gefal3kontraktion renaler
WiderstandsgefalRe neonatal sympathektomierter Ratten ist moglicherweise durch
Veranderungen in Funktionen von ROCK-abhangigen Bestandteilen des kontraktilen Apparats
bedingt. Der RhoA/ROCK-Signalweg ist nicht nur ein wichtiger Regulator der glattmuskularen
Zellkontraktion, sondern auch an der Migration, Proliferation und Differenzierung glatter
Muskelzellen beteiligt [256]. Es sind zahlreiche ROCK-Substrate bekannt, welche Einfluss auf
die Organisation des Zytoskeletts und der Intermediarfilamente nehmen [256]. DarUber hinaus
ist bekannt, dass die ROCK durch Phosphorylierung des MLCP-inhibierenden Protein CPI-17
direkten Einfluss auf die Kontraktilitat der glatten Gefalmuskelzellen nimmt [134]. Die
Phosphorylierung von CPI-17 durch die ROCK induziert eine Konformationsanderung,
wodurch sich die inhibitorische Wirkung von CPI-17 auf die Aktivitat der MLCP erhoht [137].
Der relative Beitrag der ROCK-abhangigen Phosphorylierung von CPI-17 fur die Kontraktion
der glatten Muskulatur ist bisher nicht im Detail untersucht. Ein weiteres ROCK-Substrat,
welches fiir die Ca®*-unabhangige Aktivierung des kontraktilen Apparats eine Rolle spielt, ist
die Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK). Studien von Puzdrova et al. zeigten bei
sympathektomierten Tieren im Vergleich zum normotensiven Kontrollen eine verstarkte
Expression der MAPK in den glatten Muskelzellen arterieller GefalRe [197]. Eine weitere
Erklarung fur die gesteigerte ROCK-Abhangigkeit der NA-induzierten Gefal3kontraktion
renaler WiderstandsgefaRe sympathektomierter Tiere ware eine konstitutive Aktivitat der
ROCK. Kontraktionsstimuli, welche zu einer Erhéhung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration
fuhren kénnten demnach einen variablen Anteil der konstitutiven ROCK-Aktivitat rekrutieren,
um den arteriellen Gefaltonus aufrechtzuerhalten [8]. Zusammengefasst lasst sich
schlussfolgern, dass die verstarkte Sensitivitat gegentiber ROCK-Inhibition bei Nierenarterien
sympathektomierter Ratten mdglicherweise die Konsequenz einer verstarkten Aktivierung von
L-Typ-Ca*-Kanal-abhangigen Signalwegen ist, wodurch die konstitutiv aktive ROCK verstarkt

in die Aufrechterhaltung der GefalRmuskelkontraktion involviert wird.

Die Aktivierung der L-Typ-Ca*-Kanile erfordert eine starke Depolarisation der
glattmuskularen Zellmembran [109]. Daher muss in Betracht gezogen werden, dass die

verstarkte Reaktion isolierter Nierenarterien sympathektomierter Ratten auf S-(-)-BayK8644-
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induzierte L-Typ-Ca**-Kanalaktivierung die Folge eines depolarisierten Ruhemembran-
potential darstellt. In der vorliegenden Studie zeigten isolierte Nierenarterien sympathekto-
mierter Ratten im Vergleich zu isolierten Gefalken scheinsympathektomierter Tieren eine
hohere Empfindlichkeit gegeniiber der K*-induzierten GefaRkontraktion. Diese Befunde
deuten darauf hin, dass das Ruhemembranpotential glatter GefalRmuskelzellen renaler
Widerstandsarterien sympathektomierter Ratten in Bezug auf das Membranpotential glatte
Muskelzellen scheinsympathektomierter Tieren in Richtung Depolarisation verschoben ist.
Durch direkte Messungen des Membranpotentials mittels Mikroelektroden konnte gezeigt
werden, dass das Ruhemembranpotential glatter GefalRmuskelzellen sympathektomierter
Ratten im Vergleich zu scheinsympathektomierten Kontrolltieren statistisch signifikant in
Richtung Depolarisation verschoben ist. Die Datenlage Uber die Auswirkungen der sympa-
thischen Denervierung auf das Ruhemembranpotential glatter Muskelzellen ist sparlich. In
Ubereinstimmung mit den vorliegenden Daten haben Messungen am Vas deferens von
Meerschweinchen gezeigt, dass es nach sympathischer Denervierung zur Depolarisation des
Ruhemembranpotentials glatter Gefallmuskelzellen kommt [74]. Fur afferente Arteriolen der
renalen Mikrozirkulation konnte in Studien ein Ruhemembranpotential im Bereich von —55 bis
—40 mV und in efferenten Arteriolen ein Potential von —-40 mV registriert werden. Im Vergleich
dazu sind die in dieser Studie an Widerstandsarterien der dritten Aufzweigungsgeneration
gemessenen Membranpotentiale im Bereich um —60 mV. Dies deutet darauf hin, dass das
Ruhemembranpotential glatter GefaRmuskelzellen innerhalb des renalen GefalRbetts von den

Widerstandsarterien (proximal) hin zu den Arteriolen (distal) abnimmt.

Die durch transmembranéare lonenstrome ausgelésten Anderungen des Membranpotentials
werden Uber Gap Junctions (interzellularer lonenkanal), welche die Zellmembranen zweier
benachbarter Zellen durchqueren, von einer Muskelzelle auf die folgenden Muskelzellen
Ubertragen. Gap Junctions bestehen aus zwei Halbkanalen (Connexone), welche wiederum
aus sechs Connexinen bestehen. Je nach Aufbau der Connexone kann die Permeabilitat des
Kanals fur bestimmte lonen und somit dessen elektrische Leitfahigkeit variieren [140]. In
Studien konnte gezeigt werden, dass es bei Ratten nach sympathischer Denervierung zu einer
Zunahme der Expression von Connexind3 und zu einer gesteigerten NA-induzierten
GefaRkontraktilitat kommt [229]. Anderungen der Leitfahigkeit zwischen glatten Muskelzellen
durch Modifikation der Zusammensetzung von Gap Junctions kénnten demnach eine weitere

Ursache flr die gesteigerte NA-Sensitivitat nach sympathischer Denervierung darstellen.

Um zu testen, ob die erhdohte Kontraktionsbereitschaft renaler Widerstandarterien
sympathektomierter Ratten nach S-(-)-BayK8644-induzierter L-Typ-Ca**-Kanalaktivierung auf
ein depolarisiertes Membranpotential glatter Gefalimuskelzellen zurtickzuflhren ist, wurde die

S-(-)-BayK8644-induzierte Gefaltkontraktion in Anwesenheit depolarisierender und hyper-
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polarisierender Reize untersucht. Die Erhohung der extrazellularen K*-Konzentration auf
20 mmol/l depolarisiert das Membranpotential glatter Muskelzellen, ohne dabei einen
signifikanten Einfluss auf den Tonus arterieller Gefalie zu nehmen [180]. In der vorliegenden
Arbeit zeigte sich in Gegenwart dieses depolarisierenden Stimulus eine deutlich erhdhte
S-(-)-BayK8644 induzierte Kontraktion isolierter Nierengefalle sympathektomierter Tiere. Als
Reiz zur Hyperpolarisation der Zellmembran haben wir Levcromakalim eingesetzt. Hierbei
handelt es sich um einen Aktivator von ATP-sensitiven K*-Kanalen (Kare-Kanal) [145]. In
Anwesenheit des Hyperpolarisationsstimulus kam es zum vollstandigen Verschwinden der
S-(-)-BayK8644 induzierten Kontraktion bei Nierenarterien sympathektomierter Ratten.
Isolierte Nierenarterien scheinsympathektomierter Ratten zeigten in Organbadlésung mit
physiologischer extrazellularer K*-Konzentration von 4,7 mmol/l kaum eine Reaktion auf die
pharmakologische Aktivierung der L-Typ-Ca®-Kandle mittels S-(-)-BayK8644. Nach
Applikation des depolarisierenden Stimulus entwickelten auch Gefalle scheinsympa-
thektomierter Tiere eine klare Gefalikontraktion als Reaktion auf die pharmakologische
Aktivierung der L-Typ-Ca®*-Kanale. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein
depolarisiertes Membranpotential in glatten Gefallmuskelzellen sympathektomierter Tiere die
pharmakologische Aktivierung von L-Typ-Ca**-Kanélen erleichtert. Dies scheint wiederum die
Grundlage fir die verstarkte Sensitivitdt renaler Widerstandsgefalie sympathektomierter

Ratten gegentber der NA-induzierten GefalRkontraktion zu sein.

Zur Héhe des Membranpotentials glatter GefalRmuskelzellen tragt die Aktivitat multipler
Membrantransportsysteme und lonenkanédle bei. Einen entscheidenden Beitrag leisten
lonenkanale aus der Familie der Kaliumkanale. Die Zellmembran glatter Muskelzellen ist in
Ruhe vor allem fiir K*-lonen permeabel. Die genaue Funktion und Bedeutung der einzelnen
K*-Kanale ist derzeit nicht genau geklart und variiert moglicherweise zwischen den
verschiedenen Segmenten des renalen Gefallsystems [233]. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit deuten darauf hin, dass Karp-Kandle zur Aufrechterhaltung des Ruhemembran-
potentials glatter Gefallmuskelzellen renaler Widerstandsarterien beitragen. ATP-abhangige
K*-Kanale zeigen eine tetradimere Stdchiometrie. Die Pore der Karp-Kanale wird aus vier
einwarts-gleichrichtenden K*-Kanal-Untereinheiten (Ki6.1 oder K;6.2) gebildet. Jede dieser
porenbildenden a-Untereinheiten ist an einen als regulatorische B-Untereinheit wirkenden
Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR1 oder SUR2) gekoppelt, sodass sich ein aus vier Dimeren
bestehender Komplex bildet [7]. Bei glatten GefaBmuskelzellen renaler Widerstandsarterien
der Ratte konnte die Expression der a-Untereinheit Ki6.1 und der B-Untereinheit SUR2B
nachgewiesen werden [152]. In In-vivo-Studien zeigte sich eine Zunahme des renalen
Blutflusses nach pharmakologischer Aktivierung der ATP-abhangigen K*-Kanale [234]. Des
Weiteren ist bekannt, dass ATP-abhangige K*-Kanale in a»- und B-Rezeptor-abhangige

Signaltransduktionsmechanismen integriert sind [58;84;238]. In nachfolgenden Arbeiten gilt es
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zu Uberprifen, ob das SNS langfristig an der Aufrechterhaltung von hyperpolarisierenden

Membranstromen in den Zellen glatter Gefallmuskelzellen beteiligt ist.

Aus den erhobenen Daten schliefen wir, dass renale Widerstandsarterien nach neonataler
Sympathektomie eine verstarkte Empfindlichkeit gegentiber NA-induzierter GefalRkontraktion
entwickeln. Durch Entfernung der sympathischen Innervation kommt es zur Depolarisation des
Ruhemembranpotentials glatter GefaBmuskelzellen. Das depolarisierte Membranpotential
erleichtert die Aktivierung spannungsabhéangiger L-Typ-Ca*-Kanalen nach NA-induzierter
Gefalkontraktion (moglicherweise Uber rezeptorgesteuerte lonenkanale, welche die Membran
weiter depolarisieren) und die L-Typ-Ca**-Kanalaktivierung mittels S-(-)-BayK8644. Der
anschlieBende Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration aktiviert die MLCK und fiihrt zu
einer Steigerung der Phosphorylierung der regulatorischen leichten Kette des Myosins mit
konsekutiver Erhdhung des arteriellen Gefaltonus. Gleichzeitig wird durch die Aktivitat der
ROCK ein basaler Phosphorylierungsstatus der regulatorischen leichten Kette des Myosins
aufrechterhalten. Die Hemmung der ROCK fuhrt demzufolge zu einer reduzierten basalen
Phosphorylierung der regulatorischen leichten Ketten. In Abhangigkeit der aktivierten
Signalmechanismen kommt es zu einer Blockade bzw. Reduzierung der GefaRantwort nach
S-(-)-BayK8644 vermittelter L-Typ-Ca**-Kanaloffnung bzw. der NA-induzierten GefaR-
kontraktion. In zukinftigen Studien muss die Frage geklart werden, ob die regionale
Denervierung renaler GefalRe zu ahnlichen Veranderungen in der Funktion renaler

Widerstandsarterien flhrt wie die systemische Sympathektomie.
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Original Article

Sympathetic denervation facilitates L-type Ca™"
channel activation in renal but not in mesenteric
resistance arteries

Philipp Heumann?, Anna Koenen?, Olga Zavaritskaya®, Konrad Schiitze®, André Ramm?,

Torsten Schliiter?, Antje Steinbach?, Rainer Rettig?, Rudolf Schubert®, and Olaf Grisk®

Objectives: Sympathetic denervation enhances agonist-
induced vasoconstriction. This effect may involve altered
function of signaling mechanisms such as Rho kinase
(Rock) and L-type Ca®* channels downstream from
vasoconstrictor receptors. We tested if enhanced Rock and
L-type calcium channel activation contribute to
exaggerated norepinephrine-induced vasoconstrictions in
renal and mesenteric resistance arteries after
sympathectomy.

Methods: Rats underwent neonatal sympathectomy or
sham sympathectomy. Resistance arteries were
investigated by small vessel myography. Vascular Rock
and L-type Ca®" channel expression as well as Rock
activation were investigated by quantitative real-time
PCR and Western blot. Vascular smooth muscle cell
(VSMC) membrane potential was recorded with
microelectrodes.

Results: Sympathetic denervation enhanced
norepinephrine sensitivity in renal and mesenteric arteries.
Both, Rock inhibition or L-type Ca®* inhibition shifted the
norepinephrine concentration—response curve to the right.
This effect was more pronounced in renal than in
mesenteric arteries from sympathectomized vs. sham-
sympathectomized animals. The L-type Ca?* channel
activator S-(-)-BayK8644 elicited strong vasoconstrictions
only in renal arteries from sympathectomized rats. Rock
activity and L-type Ca®* channel a-subunit expression
were similar in renal arteries from sympathectomized and
sham-sympathectomized animals. VSMC membrane
potential was —57.5+2.0 and —64.3+0.3mV (P<0.01),
respectively, in renal arteries from sympathectomized and
from sham-sympathectomized rats. Depolarization
enhanced and Karp channel activation abolished S-(-)-
BayK8644-induced contractions in renal arteries from
sympathectomized rats.

Conclusion: Sympathetic denervation enhances L-type
Ca** channel-dependent signaling in renal but not in
mesenteric arteries. This effect may be partly explained by
the decreased VSMC membrane potential in denervated
renal arteries.

Keywords: blood vessels, Ca2™ channels, kidney, rats,
Rho kinase, sympathetic nervous system
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Abbreviations: ECsg, half maximal effective
concentration; Enmax, maximal effect; ERM, ezrin, radixin,
moesin; IC, internal circumference; MYPT1, myosin
phosphatase target subunit 1; PSS, physiological salt
solution; Rock, Rho kinase; VSMC, vascular smooth muscle
cells

INTRODUCTION
D evelopmental, mechanic, endocrine, paracrine,

and neuronal factors cause functional heterogen-

eity of blood vessels that are in part because of
variations in vascular smooth muscle cell (VSMC) pheno-
type [1-5]. Arteries possess afferent and efferent inner-
vation [3,6,7]. Their efferent innervation is mainly of
sympathetic and to a lesser and more variable extent of
parasympathetic origin [3]. Physiologically, sympathetic
innervation mediates rapid changes in vascular tone and
has long-term effects on arterial structure and function
including the maintenance of a mature contractile VSMC
phenotype [1,5,6,8—12]. Chronic sympathetic overactivity
induces arterial remodeling and increased peripheral vas-
cular resistance that contribute to the pathogenesis of
arterial hypertension [6,8,9]. Prompted by the introduction
of renal denervation techniques for the treatment of arterial
hypertension, there is renewed interest in basic and clinical
research on the effects of perivascular denervation on
vascular and renal function [10,13,14]. The effects of sym-
pathetic denervation may differ between vascular beds and
sexes because of regional [1,12] and sex-related [5,15-18]
differences in the neural control of the circulation.
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Dissection of the physiological long-term effects of
sympathetic and sensory denervation on resistance artery
function may help to better understand the chronic effects
of perivascular renal denervation in the treatment of
hypertension [19].

Local and generalized sympathetic denervation fre-
quently enhances the vascular sensitivity to the contractile
effects of adrenoceptor agonists as well as nonadrenocep-
tor agonists [11,20-22]. We have previously shown that
constrictions to pharmacological L-type Ca** channel acti-
vation were enhanced in renal resistance arteries of spon-
taneously hypertensive rats that underwent neonatal
sympathectomy [22]. Recently, it has been shown that
sympathetic denervation increased myofilament Ca** sen-
sitivity in rat saphenous arteries [11]. Together, these find-
ings [11,20-22] suggest that alterations in signaling
mechanisms on which different signal transduction path-
ways converge contribute to increased sensitivity of sym-
pathetically denervated arteries to vasoconstrictors in
addition to the well established adrenoceptor upregulation
and sensitization [23,24]. RhoA/Rho kinase (Rock) and
L-type Ca*" channel-dependent signaling are central for
the generation of vascular tone and activated by many
vasoconstrictor stimuli [25-27]. The Rock pathway sensi-
tizes VSMC myofilaments to Ca*" [25] and may thereby
enhance the responsiveness to L-type Ca*" channel acti-
vation in sympathetically denervated arteries. Alternatively,
the lack of sympathetic innervation could facilitate Ca**
entry into VSMCs via L-type Ca*" channels because of
effects on L-type Ca®' channel expression or on VSMC
membrane potential [26,28].

Currently, the roles of altered Rock-dependent Ca**
sensitization and Ca*" entry via L-type Ca®" channels for
the sympathetic denervation-induced increase in norepi-
nephrine sensitivity in small arteries are unknown. To
perform selective sympathetic denervation, we chose a
model of chemical sympathectomy, which leads to selective
removal of sympathetic nerve fibers onto adulthood [29]
combined with removal of the adrenal medulla. We tested
the hypotheses that enhanced Rock and L-type Ca*" chan-
nel-dependent signaling contribute to the increased sensi-
tivity to the contractile effects of norepinephrine in small
resistance arteries from sympathectomized animals.
Because neural control of arterial function may differ
between vascular beds and sexes, we further tested if the
contribution of these mechanisms to enhanced norepi-
nephrine-induced vasoconstriction following sympathec-
tomy differs between renal and mesenteric resistance
arteries as well as between males and females.

MATERIAL AND METHODS

Experimental animals

All studies involving experimental animals were performed
in accordance with the German Animal Protection Act.
Permission to perform the animal experiments reported
herein was obtained from the authorities for animal welfare
of the federal states Mecklenburg-Vorpommern and Baden-
Wiirttemberg, Germany. The animals were kept at constant
humidity (60%) and temperature (22°C) with lights on from
0600 to 1800 h. Food (ssniff R-Z extrudate containing 0.26%

Journal of Hypertension
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Na™, Ssniff Spezial Diiten, Soest, Germany) and fresh tap
water were available ad libitum. The experiments were
performed in male and female Wistar rats, which were first
generation offspring of breeding pairs obtained from
Charles River, Sulzfeld, Germany. Litters were randomized
to neonatal sympathectomy or sham treatment [30]. Briefly,
neonatal sympathectomy was performed by daily intraper-
itoneal injections of guanethidine monosulfate (O. Tro-
pitzsch eK., Marktredwitz, Germany) at 50 png/g body
weight beginning on postnatal day 5 and ending on post-
natal day 28. Animals were weaned on postnatal day 28
followed by surgical removal of the adrenal medulla on
postnatal day 29. This procedure leads to a permanent,
extensive sympathectomy with renal and mesenteric nor-
epinephrine concentrations reduced by 90% in young adult
rats [29-32], indicating similar efficiency of this procedure
in both tissues. Control animals received daily intraperito-
neal isotonic saline injections and underwent sham surgery
on postnatal day 29 without removal of the adrenal
medulla. Organs for in-vitro studies (kidneys, mesentery,
and aorta) were harvested from 9-12-week-old animals
under deep anesthesia and immediately placed in ice cold
physiological salt solution (PSS) (composition see below)
for further dissection.

Arterial pressure recordings

To test for the effect of neonatal sympathectomy on arterial
pressure prior to the vessel myograph studies, a subset of
sham-sympathectomized and sympathectomized animals
was implanted with catheters into the femoral artery, which
were exteriorized at the back of the neck under pentobar-
bital anesthesia (50mg/kg) at the age of 9-10 weeks.
Thereafter, the animals were placed into individual cages
with food and water available ad libitum. One day later, the
animals were transferred to the lab and the catheter was
connected to a pressure transducer (Hugo Sachs Elektronik,
March-Hugstetten, Germany). After a 1-h adaptation
period, arterial pressure and heart rate were recorded for
30min with the animals resting or moving within their
home cages as described previously [30].

Small vessel myography

Segments from third-order renal artery branches (distal
interlobar artery) and from distal third-order mesenteric
artery branches were dissected and mounted in a model
410A small vessel wire myograph (Danish Myotechnology,
Aarhus, Denmark). Passive length-tension curves were
obtained by stretching the vessels in 20-um steps each
lasting 2min after which the corresponding wall tension
was recorded. The relationship between internal circum-
ference (IC) and corresponding wall tension (7) was fitted
to a two-parametric exponential curve T'=Tyexp
[b(IC — ICy)/ICy] where T;, (mN/mm) is the wall tension
at the transmural pressure corresponding to the animals’
mean arterial pressure and b is a measure of vascular
stiffness. Experiments were performed with the vessels
stretched to an IC corresponding to 90% of the IC at the
respective mean arterial pressure values (IC,) based on the
arterial pressure data obtained at the beginning of the study.
Cumulative concentration—response curves or responses to
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single concentrations of substances were recorded depend-
ing on the design of the experiments. Time control exper-
iments confirmed that repeated recordings of cumulative
norepinephrine concentration—response curve were not
associated with a significant decline of vasoconstrictor
responses in renal or mesenteric arteries from sympathec-
tomized or control animals (72 =4/group, data not shown).
Pretreatment of vessels with the Rock inhibitor Y27632 and
the L-type Ca*" channel blocker nifedipine lasted 15 min.
Viability of isolated vessels prior to experimentation was
assessed by stimulating vasoconstriction with 125 mmol/l
K™, If not stated otherwise, drug-induced increases in wall
tension were normalized to maximum wall tension in
response to 125 mmol/l K and given as relative tension.

Solutions and drugs for myography

All myograph experiments were performed in bicarbonate-
buffered PSS containing 4.7 mmol/l K™ and 2.5 mmol/I Ca**
at 37°C aerated with carbogen [22]. When higher K* con-
centrations were required, the respective amounts of Na™
were substituted by K*. When experiments required the
absence of Ca*" from the bathing solution for a certain
period, nominally Ca*"-free solution containing 1 mmol/l
ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ethoxy)N,N,N’ N’-tetra-
acetic acid was used. Norepinephrine bitartrate, methox-
amine hydrochloride, and Y27632 dihydrochloride were
dissolved in isotonic NaCl solution. Caffeine was dissolved
in PSS. Nifedipine, S-(-)-BayK8644, and levcromakalim
were dissolved in dimethyl sulfoxide. The dimethyl sulf-
oxide concentration never exceeded 0.1% in the organ
bath. Levcromakalim was obtained from Tocris Bioscience,
Bristol, UK. All other drugs were from Sigma-Aldrich,
Munich, Germany.

Vascular rock and L-type Ca?" channel mRNA
abundances

The mRNA abundances for Rock 1, Rock 2, and the a-
subunit of the L-type Ca*" channel (Ca,1.2) were deter-
mined by quantitative real-time PCR. For this purpose, six to
eight third-order renal or mesenteric arteries were collected
per animal and put into prechilled test tubes. Samples were
rapidly frozen in liquid nitrogen and stored at —70°C until
further analysis. RNA extraction, reverse transcription, and
PCRs were performed as described in detail previously [33].
PCRs were carried out using Brilliant II SYBR Green QPCR
Master Mix (Agilent Technologies, Boblingen, Germany)
according to the manufacturer’s instructions. Quantitative
real-time PCR data were analyzed with the analysis for real-
time PCR MS Excel (Microsoft Corporation, Redmond,
Washington, USA) workbook developed by Peirson et al.
[34]. The vascular mRNA abundances for Rock 1, Rock 2,

TABLE 1. Primer sequences

and the a-subunit of Ca,1.2 were normalized to the geo-
metric means of B-actin and porphobilinogen deaminase
mRNA abundances. Primer sequences are given in Table 1.

Norepinephrine-induced Rock activation

Third-order intrarenal arteries (2= 12/animal) or aortic
rings (4—5/animal) were dissected, collected into a test
tube and incubated in PSS at 37°C for 10 min. Thereafter,
the vessels were treated with 10 pmol/l norepinephrine at
37°C for 2min. Controls remained untreated. After incu-
bation with norepinephrine, renal arteries or aortic rings
were rapidly shock frozen in acetone on dry ice for 10 min.
Then, the vessels were fixed in a dry ice acetone slurry
containing 15% trichloroacetic acid and 10 mmol/l dithio-
threitol for 1h. The tissue was washed four times with
acetone (10 min) to remove trichloroacetic acid and dithio-
threitol and stored at —70°C until western blot analysis.
Prior to western blot analyses, renal arteries or aortic rings
were transferred to 150 wl or 300 pl lysis buffer (pH 7.4)
containing 150 mmol/l NaCl, 50 mmol/1 Tris HCIl, 10 mmol/I
ethylene diamine tetraacetate, 0.1% Tween 20, 0.1% B-
mercaptoethanol, 0.1 mmol/1 phenylmethylsulfonyl
fluoride, 1pumol/l okadaic acid, and 10 pl/ml protease
inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, Munich, Germany), fro-
zen in liquid nitrogen and ground (mortar). Thereafter, the
homogenate was treated with ultrasonic waves twice for
15s at 4°C. Protein concentrations were determined by the
Biuret reaction (Carl Roth, Karlsruhe, Germany).

The phosphorylation of the Rock substrates myosin
phosphatase target subunit 1 (MYPT1), ezrin, radixin,
and moesin (ERM) served as a measure of Rock activation.
For measurements of MYPT1 phosphorylation, intrarenal
artery proteins (5—10 pg/sample) were electrophoretically
separated on XT-Criterion XT Bis-Tris Precast Gels
(Bio-Rad, Munich, Germany) and transferred to nitrocellu-
lose. Membranes were blocked with 5% nonfat dry milk in
tris-buffered saline with 0.1% Tween 20 and incubated with
an anti-MYPT1 antibody (1:1000) (Millipore, Billerica,
Massachusetts, USA). Alternatively, membranes were incu-
bated with an antiphospho-MYPT1 (T850) antibody
(1:1000) (Millipore). Thereafter, membranes were incu-
bated with a peroxidase-labeled secondary antibody
(1:10000, goat antirabbit, Bio-Rad). For measurements
of ERM phosphorylation, intrarenal artery or aortic
proteins  (10—15 pg/sample) were electrophoretically
separated on a 10% SDS-PAGE with a 5% stacking
gel and transferred to nitrocellulose. Membranes were
blocked with 5% nonfat dry milk in tris-buffered saline
with 0.1% Tween 20 and incubated with a polyclonal rabbit
anti-ERM antibody (1 : 1000, Chemicon, Temecula, Canada)
and a polyclonal rabbit antiphospo-ERM antibody

Gene GenBank accession Forward primer, 5'-3’ Reverse primer, 5'-3’

Cay1.2 a-subunit NM_012517.2 AGACGTTCCCTCAGGCTGTGCT TTCCGTGCTGTTGCTGGGCT
Rock 1 NM_031098 CTGGATGGATTGGATGCTTT GCATTAACCTTCCTGGTGGA
Rock 2 NM_013022 AGATCAGTGCAGCGGCTATT ACCACGCTTGACAGGTTCTT
B-Actin NM_031144 ACCCACACTGTGCCCATCTA GCCACAGGATTCCATACCCA
Pbgd NM_X06827 TGGGCACCCGGAAGAGT CCTGTGGTGGACATAGCAATGAT

Pbgd, porphobilinogen deaminase; Rock, Rho kinase.
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(1:1000-1:2000, Chemicon) that binds to T567 phos-
phorylated ezrin, T564 phosphorylated radixin, and T558
phosphorylated moesin. This procedure was followed by
incubation with a peroxidase-labeled secondary antibody
(goat antirabbit, 1:10000, Chemicon).

L-type Ca™ channel «-1C-subunit (Ca,1.2)
protein abundance

Third-order renal arteries (7=8-10/kidney) were dis-
sected from male Wistar rats (eight sham-sympathectom-
ized and eight sympathectomized animals), collected into
cooled test tubes, rapidly shock frozen in liquid nitrogen
and stored at —70°C until western blot analysis. Renal
arteries from both kidneys were pooled to yield a sufficient
amount of protein. Samples were ground in lysis buffer
(as described above without okadaic acid) and thawed on
ice. The homogenates were treated with ultrasonic waves
twice for 15s at 4°C. After clearing the homogenates from
cell debris by centrifugation (2000g for 10 min at 4°C),
samples were further centrifuged at 100000g for 1h at
4°C. Thereafter, the pellet containing the membrane
proteins was resuspended in an appropriate amount of
lysis buffer. Protein concentrations were determined with
a bicinchoninic acid assay (Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, Germany). Membrane proteins (40 pg/sample)
were electrophoretically separated on a 7.5% SDS-PAGE gel
with a 5% stacking gel and transferred to nitrocellulose.
Membranes were blocked with 1x Roti-Block (Carl Roth,
Karlsruhe, Germany) and incubated with a mouse anti-
Ca,1.2 antibody (1:10, NeuroMab, UC Davis/NIH Neuro-
Mab Facility, USA) at 4°C overnight. This procedure was
followed by incubation with a peroxidase-labeled secon-
dary antibody (1:2000, goat antimouse, Bio-Rad).

In all western blots, immunoreactive bands were
detected using an enhanced chemiluminescence kit (ECL
Plus, Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK)
and quantified by densitometry (GelScan Standard V5.02;
BioSciTec, Frankfurt am Main, Germany). Equal loading
was confirmed by stripping the membrane and reprobing it
with an antibody against B-actin (1:25000, Chemicon).

Membrane potential recordings

For measurements of VSMC membrane potential, intrarenal
arteries were dissected and mounted in the organ chamber
of a single channel wire myograph (Danish Myotechnol-
ogy, Aarhus, Denmark) filled with PSS as described above.
After the normalization procedure, viability of the dissected
vessels was confirmed by testing the contractile response to
the ay-adrenoceptor agonist methoxamine (10 pumol/D.
Microelectrodes pulled from aluminosilicate glass and filled

Sham sympathectomized

TABLE 2. Effects of neonatal sympathectomy on mean arterial pressure, heart rate, and body weight in 9-10-week-old rats

Sympathetic nerves and vascular function

with 3 mol/l KCI were used to perform intracellular record-
ings of membrane potential in smooth muscle cells of intact
arteries. The membrane potential was recorded with an
M-767 amplifier (World Precision Instruments, Sarasota,
Florida, USA). Impalements of the smooth muscle cells,
made from the adventitial side, were facilitated employing a
Piezo stepper (PM-20; World Precision Instruments).
Several criteria were used for acceptance of membrane
potential recordings: an abrupt change in membrane poten-
tial upon cell penetration; a constant electrode resistance
when compared before, during and after the measurement;
a stable reading of the membrane potential lasting longer
than 1 min; no change in baseline when the electrode was
removed.

Statistics

Sigmoidal curve fitting of concentration—response curves to
a four-parameter logistic function to calculate 1ogECs, (half
maximal effective concentration) and maximal effect (£,
was performed with SigmaPlot graphical Software (SPSS
Inc. Chicago, Illinois, USA). When no sigmoidal curve could
be fitted to concentration—response curves, the data were
analyzed by two-way analysis of variance for repeated
measurements. When experiments had a 2 x 2 factorial
design, data were analyzed by two-way analysis of variance
or two-way analysis of variance for repeated measure-
ments. Posthoc pairwise multiple comparisons were per-
formed by the Student—Newman—Keuls method.
Comparisons of two group means were performed by
Student’s ¢ test. Data are given as means+ SEM; # is the
number of animals tested. Descriptive and analytical stat-
istics were performed with SigmaStat statistical software
(SPSS Inc. Chicago, Illinois, USA).

RESULTS

Effects of sympathectomy on arterial pressure

and norepinephrine sensitivity of small arteries
Neonatal sympathectomy caused a slight reduction in mean
arterial pressure (Table 2). Heart rate was not significantly
different between groups. Renal and mesenteric arteries
from sympathectomized animals showed lower logECsq
and higher E,,x (£<0.05) for norepinephrine-induced
contractions than the respective vessels from sham-sympa-
thectomized animals (Table 3). The differences in E,,, for
norepinephrine-induced contractions in renal and mesen-
teric arteries did not reach statistical significance for indi-
vidual group comparisons. Potassium (125 mmol/l K*)-
induced increases in wall tension and lumen diameters
of renal and mesenteric arteries corresponding to a wall

Sympathectomized

Male, n=3 Female, n=4 Male, n=4 Female, n=5
MAP (mmHg) 11043 110+2 105+2° 104 +2°
HR (bpm) 374425 424419 409 +22 424422
Body weight (g) 378+31 280+24* 381445 259+ 124
There was a sex-independent effect of sympathectomy on MAP. HR, heart rate; MAP, mean arterial pressure.
*P<0.05 vs. sham sympathectomized.
P <0.05 vs. male animals.
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TABLE 3. LogECs, and E,.x for norepinephrine-induced contractions, 125 mmol/l K*-induced wall tension and lumen diameters in renal

and mesenteric arteries

Sham sympathectomized

Male, n=7

Sympathectomized

Third-order renal arteries

LogEC50 (mol/l) —5.95+0.12
Emax (relative tension) 1.3340.08
K*-induced wall tension (mN/mm) 214037
Lumen diameter (.m) 13845
Third-order mesenteric arteries
LogECso (mol/l) —6.06+0.15
Emax (relative tension) 1.1140.03
K*-induced wall tension (mN/mm) 2.984+0.23
Lumen diameter (p.m) 123+4
Body weight (g) 401+23

Female, n=7 Male, n=7 Female, n=7

—6.034+0.17 —6.96+0.24" —6.88+0.18"
1.34+0.12 1.62+0.10 1.72+0.09
1.16+0.28 1.18+0.41 1.66+0.24
128+4 12946 13147

—5.7540.10 —6.4140.22" —6.15+0.09"
1.05+0.08 1.46+0.12 1.36+0.12
1.8740.42° 3314062 1.7140.30%
115+2 12942 12249
283+ 15" 409+ 31 267+ 91

Lumen diameters were estimated from length-tension curves and correspond to a wall tension at 90% of mean arterial pressure.

*P<0.05 vs. vessels from sham-sympathectomized animals.
"P<0.05 vs. male animals.
'P<0.05 vs. vessels from male animals.

tension at 90% of mean arterial pressure were not signifi-
cantly affected by sympathectomy (Table 3). With the
exception of potassium-induced wall tension in mesenteric
arteries, the data presented in Table 3 were not affected by
the sex of the animals.

Effects of sympathectomy on Rock and L-type
Ca?* channel-dependence of norepinephrine-
induced vasoconstrictions in renal and
mesenteric arteries

Rock inhibition increased the logECs, for norepinephrine-
induced vasoconstrictions in renal arteries, but had no
significant effects on logECsy in mesenteric arteries
(Fig. 1. The Y27623-induced rightward shift of the norepi-
nephrine concentration—response curve was significantly
greater in renal arteries from sympathectomized than from
sham-sympathectomized rats (AlogECs, 0.79+0.14 vs.
0.28 +0.07 mol/l; P < 0.05). Rock inhibition reduced FE,.x
for norepinephrine-induced vasoconstrictions in both renal
and mesenteric arteries regardless whether the vessels had
been obtain from sympathectomized or sham-sympathec-
tomized animals (2<0.05, Fig. 1). Nifedipine caused a
rightward shift of the norepinephrine concentration
response curve in renal arteries from sympathectomized
rats (AlogECsy 0.87+0.11 vs. 0.08 £0.13mol/l; P<0.05)
but not in renal arteries from sham-sympathectomized rats
and reduced E,,x of norepinephrine-induced vasoconstric-
tions to a similar extent in renal arteries from both groups
(Fig. 2a). In mesenteric arteries, nifedipine did not affect
logECsp and reduced E,, of norepinephrine-induced vaso-
constrictions to a similar degree in both groups (Fig. 2b).
The effects of Rock inhibition or L-type Ca*" channel
blockade on norepinephrine-induced vasoconstrictions
were not sex dependent (Tables S1 and S2, online data
supplement, http://links.lww.com/HJH/A579). Therefore,
the data from males and females were pooled and analyzed
together. The L-type Ca*" channel activator S-(-)-BayK8644
increased wall tension in renal arteries from sympathec-
tomized animals but not in renal arteries from sham-sym-
pathectomized animals and not in mesenteric arteries from
both groups (Fig. 3). Neonatal sympathectomy enhanced
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the effects of Rock inhibition as well as of L-type Ca*"
channel blockade or activation on norepinephrine-induced
vasoconstriction in renal but not in mesenteric arteries
(Table 4). Therefore, the consecutive experiments were
performed in renal arteries only.

We tested if the greater rightward shift of the norepi-
nephrine concentration—response curve in response to
Rock inhibition in renal arteries of sympathectomized
animals depends on L-type Ca®* channel function. There-
fore, we repeated the experiment shown in Figure 2a and
confirmed that nifedipine caused a greater rise in logECs in
vessels from sympathectomized animals than in vessels
from control animals (AlogECso=0.69£0.10 vs.
0.35+0.05mol/l; P<0.05). Subsequently, these vessels
were treated with Y27623 in the presence of nifedipine.
In the presence of the L-type Ca*" channel blocker, Rock
inhibition did not shift the norepinephrine concentration—
response curves further to the right and reduced Ep,«
(P <0.001) for norepinephrine to a similar extent in vessels
from sympathectomized and sham-sympathectomized
animals (Fig. 4a). Conversely, Rock inhibition completely
abolished the S-(-)-BayK8644-induced contractions in renal
arteries from sympathectomized rats (Fig. 4b).

Effects of sympathectomy on rock activity,
L-type-Ca®" channel expression and VSMC
membrane potential in small renal arteries

Rock isoenzyme mRNA abundances were similar in renal
arteries from sympathectomized and sham-treated animals
and norepinephrine did not increase Rock-dependent
MYPT1 T850 phosphorylation in small renal arteries
(Fig. 5). Furthermore, norepinephrine failed to change
the phosphorylation status of the Rock substrates ERM in
small renal arteries, whereas it significantly increased ERM
phosphorylation in aortic rings (Fig. 0).

The mRNA and protein abundances of the pore-forming
a-subunit of Ca,1.2 were similar in renal vessels from
sympathectomized and control animals (Fig., online data
supplement, http://links.lww.com/HJH/A579). To test if
inositol triphosphate-dependent Ca*" release was affected
by sympathectomy, renal arteries were constricted with
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FIGURE 1 Cumulative norepinephrine concentration—response curves in segments
of third-order branches of renal (a) and superior mesenteric arteries (b) (seven
males and seven females per group). The concentration-response curves without
and with the Rho kinase inhibitor Y27632 were obtained in the same vessels.
Y27632 increased logECs, values only in renal arteries from sympathectomized
rats. o Sham sympathectomized; e +3 pmol/l Y27632, n=14; [] sympathectom-
ized; ® +3 umol/l Y27632, n=14; *P<0.05 vs. respective values during vehicle
treatment; P < 0.05 vs. respective values from sham-sympathectomized animals.

norepinephrine in the presence or absence of Ca**. The
removal of Ca*" from the organ bath decreased the nor-
epinephrine-induced constrictions of renal arteries from
sympathectomized and sham-treated animals to a similar
extent (Fig. 7a). The ryanodine receptor activator caffeine
increased wall tension similarly in small renal arteries from
both groups (Fig. 7b).

The sensitivity to K™-induced contractions was higher in
renal arteries from sympathectomized rats than in renal
arteries from sham-sympathectomized animals as indicated
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FIGURE 2 Cumulative norepinephrine concentration—response curves in segments
of third-order branches of renal (a) and superior mesenteric arteries (b) (six to
seven males and females per group, equally distributed within groups). Concen-
tration response curves without and with nifedipine were obtained in the same
vessels. Nifedipine increased logECsq values only in renal arteries from sympathec-
tomized rats. o Sham sympathectomized; e +10 umol/| nifedipine, n=13 renal,

n =14 mesenteric; [] sympathectomized; ® +10 wmol/l nifedipine, n=13;
*P<0.05 vs. respective values during vehicle treatment; *P < 0.05 vs. respective
values from sham-sympathectomized animals.

by lower ECs, values in the former (32.6+£1.0 vs.
41.7+£1.0mmol/l, P<0.001) (Fig. 8a). Direct measure-
ments showed that VSMC resting potential was significantly
lower in vessels from sympathectomized than in vessels
from sham-sympathectomized animals (Fig. 8b). Appli-
cation of a depolarizing stimulus (20 mmol/] extracellular
K" concentration) enhanced S-(-)-BayK8644-induced con-
tractions in renal arteries from sympathectomized animals.
LogECs, decreased from —7.25+0.08 to —7.96 + 0.06 mol/1
and E,.y increased from 0.2140.03 to 0.34+0.04 (both
P <0.001). Kypp-channel activation with levcromakalim
abolished the S-(-)-BayK8644-induced contractions in
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FIGURE 3 Cumulative concentration—response curves to the L-type Ca?* channel
activator S-(-)-BayK8644 in third-order renal (a) and mesenteric (b) arteries (five
male sham-sympathectomized rats and seven male sympathectomized rats).
*P<0.05 vs. sham sympathectomized.

vessels from sympathectomized animals without effects on
basal vascular tone (Fig. 9a). Elevating extracellular K*
concentration to 20mmol/l also led to concentration-
dependent contractions in renal arteries from sham-sym-
pathectomized animals in response to S-(-)-BayK8644,
whereas pretreatment with levcromakalim had no effect
on vascular tone in response to S-(-)-BayK8644 (Fig. 9b).

TABLE 4. Effects of neonatal sympathectomy on pharmacological
characteristics of small renal and mesenteric arteries

Renal Mesenteric

NE log ECsg

NE Emax

NE logECsp during Rock inhibition

NE Emax during Rock inhibition

NE logECs during L-type Ca>* channel blockade
NE Epmax during to L-type Ca** channel blockade

!
T
-
!
-
!
Vasoconstriction in response to S-(-)-BayK8644 —

N T

NE, norepinephrine, Rock, Rho kinase.
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FIGURE 4 (a) Cumulative norepinephrine concentration—response curves in nifedi-
pine-pretreated third-order branches of renal arteries from male rats. Concen-
tration—response curves without and with Y27632 were obtained in the same
vessels. o Sham sympathectomized + 10 pmol/l nif; ¢ 10 pmol/l nif + 3 wmol/I
Y27632, n=8; [0 sympathectomized + 10 wmol/l nif; @ 10 pmol/I nif -+ 3 wmol/l
Y27632, n=38; * P<0.05 vs. respective values during treatment with nifedipine
only. (b) Cumulative S-(-)-BayK8644 concentration—response curves in intrarenal
arteries from male rats. Concentration—response curves without and with Y27632
were obtained in the same vessels. o sham sympathectomized; e +3 pumol/I
Y27632, n=8; [J sympathectomized; ® +3 pmol/l Y27632, n=8; *P<0.01 vs.
sham sympathectomized with or without Y27632 or vs. sympathectomized with
Y27632. nif, nifedipine.

DISCUSSION

The present study shows that neonatal sympathectomy
increases the sensitivity of small renal and mesenteric
arteries to norepinephrine-induced vasoconstrictions,
enhances the rightward shifts of norepinephrine concen-
tration—response curves during Rock and L-type Ca*"
channel inhibition in renal but not in mesenteric arteries,
and facilitates L-type Ca®** channel activation in renal but
not in mesenteric arteries because of a depolarized
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FIGURE 5 (a) Rho kinase 1 and Rho kinase 2 mRNA abundances in small renal
arteries from male sham-sympathectomized and sympathectomized animals.
mRNA abundances were normalized to the geometric mean of B-actin and por-
phobilinogen deaminase mRNA abundances. (b) Effects of norepinephrine on the
phosphorylation status (T850) of myosin phosphatase target subunit 1 in small
renal arteries. PMYPT1, phosphorylated myosin phosphatase target subunit 1.
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membrane potential in renal arterial VSMCs. These findings
indicate that the dependence of molecular mechanisms
regulating vascular tone on sympathetic innervation differs
between renal and mesenteric arteries. In agreement with
other studies [35,36], our experiments did not reveal sex-
specific differences of norepinephrine sensitivity in small
arteries. We did not observe sex-specific effects of sym-
pathectomy on the pharmacological characteristics of the
arteries investigated suggesting that long-term effects of
sympathetic innervation on these blood vessels are similar
in male and female rats.

Neonatal sympathectomy increased the Rock-depend-
ence of norepinephrine-induced contractions in renal
arteries. However, we did not find differences in Rock
mRNA abundances and basal Rock substrate phosphoryl-
ation between renal arteries from sympathectomized and
sham-sympathectomized rats. Thus, the greater Rock
dependence of norepinephrine-induced vasoconstrictions
in renal arteries from sympathectomized vs. sham-sympa-
thectomized animals may have been secondary to
enhanced adrenoceptor-dependent or L-type Ca** chan-
nel-dependent activation of the RhoA/Rock pathway
[25,27]. Our data on the effects of Rock inhibition on
norepinephrine-induced contraction in renal arteries
pretreated with nifedipine are consistent with this
notion, but we did not find a rise in norepinephrine-
induced Rock substrate phosphorylation in small renal
arteries from sham-sympathectomized and sympathectom-
ized rats. Together, these data indicate that enhanced Rock
activity does not contribute to increased norepinephrine
sensitivity in renal arteries from sympathectomized animals.
Our data correspond well with recent findings in mesen-
teric and saphenous arteries where sympathectomy was
not associated with alterations in Rock mRNA or protein
abundances [10,11]. The enhanced Rock dependence of
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FIGURE 6 Effects of norepinephrine on the phosphorylation status of the Rock substrates ezrin (at T567), radixin (at T564), and moesin (at T558) in small renal arteries (a)

and in aortic rings (b) from male rats. *P<0.05.
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norepinephrine-induced vasoconstrictions may have been
because of denervation-induced changes in the function of
Rock-dependent constituents of the contractile apparatus or
the activation of signaling molecules involved in Ca*™-inde-
pendent activation of the contractile apparatus, such as
mitogen-activated protein kinases [11]. Alternatively, consti-
tutively active Rock may play a permissive role for the
development of vascular tone in response to stimuli that
increase intracellular Ca** in VSMCs [37). The greater respon-
siveness of renal arteries from sympathectomized vs. sham-
sympathectomized animals to Rock inhibition may thus be a
consequence of enhanced L-type Ca** channel-dependent
signaling mechanisms that require constitutively active Rock
for the development of vascular tone (Fig. 10).

Renal vessels obtained from sham-sympathectomized
rats hardly responded with a constriction to S-(-)-BayK8644,
which corresponds with findings by Hansen et al. [38] in
rabbit afferent arterioles which did not contract in response
to S-(-)-BayK8644. In contrast to the lack of effect in renal
arteries from sham-sympathectomized animals, L-type Ca*"
channel activation with S-(-)-BayK8644 caused a clear vaso-
constriction in renal arteries from sympathectomized
animals. In accordance with the differential effects of
L-type Ca*" channel activation in sympathectomized vs.
sham-sympathectomized rats, L-type Ca** channel block-
ade with nifedipine caused a greater rightward shift of the
norepinephrine concentration—response curve in renal
arteries from sympathectomized animals than in renal
arteries from sham-sympathectomized controls. Searching
for an explanation of these results on the molecular level,
we tested if sympathectomy increased the expression of the
pore-forming a;-subunit of the L-type Ca®" channel, which
contains the dihydropyridine binding site [26]. There were
no significant differences in Ca,1.2 o;-subunit mRNA or
protein abundances between small renal arteries from
sympathectomized rats and from control rats, indicating
that the enhanced responses of renal arteries from sympa-
thectomized rats to nifedipine or to S-(-)-BayK8644 are not
because of different expression levels of the dihydropyr-
idine-binding structures.

As we did not find evidence for altered L-type Ca*"
channel abundance in renal arteries from neonatally
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FIGURE 9 (a) Cumulative concentration—response curves to S-(-)-BayK8644 in
small renal arteries from male sympathectomized animals in physiological salt
solution (0, n=9), in the presence of 20mmol/l K* (n=28) and in the presence of
the Karp channel activator levcromakalim (e, n=8). The graphs depict the active
tension development in response to S-(-)-BayK8644 related to the active tension
developed in response to 125mmol/l K*. High extracellular K* decreased logECsq
and increased E,x, Whereas levcromakalim completely abolished the contractile
responses to S-(-)-BayK8644. (b) Cumulative concentration—response curves to S-(-
)-BayK8644 in small renal arteries from male sham-sympathectomized animals in
physiological salt solution (0, n=09), in the presence of 20 mmol/l K* (n=8) and
in the presence of the Karp channel activator levcromakalim (e, n=8). The two
curves obtained in physiological salt solution and in the presence of levcromakalim
were almost totally superimposed. “P < 0.001 vs. respective value obtained in
physiological salt solution.

sympathectomized rats, we performed additional exper-
iments to test whether neonatal sympathectomy may have
affected Ca*" release from intracellular stores. The results of
our pharmacological experiments in Ca*™-free solution and
on ryanodine receptor activation indicate that sympathec-
tomy did not affect the dependence of norepinephrine-
induced vasoconstriction on intracellular Ca*" release in
small renal arteries.

L-type Ca** channels require a strong depolarization
stimulus for activation [26] raising the question whether
the enhanced response of isolated renal arteries from
sympathectomized vs. sham-sympathectomized rats to
L-type Ca** channel activation may have been because
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FIGURE 10 Working model illustrating how a depolarized vascular smooth muscle
cell membrane potential, L-type Ca?* channels and Rock may interact to increase
the sensitivity of renal resistance arteries from sympathectomized rats to norepi-
nephrine-induced vasoconstrictions: removal of sympathetic innervation depolar-
izes vascular smooth muscle cell membrane potential. The depolarized membrane
potential facilitates activation of voltage-dependent L-type Ca®* channels by nor-
epinephrine (possibly via receptor-operated ion channels that depolarize the mem-
brane potential further) or by the L-type Ca®" activator S-(-)-Bayk8644. The
subsequent rise in intracellular [Ca®*] activates the myosin light chain kinase,
which in turn increases MLC phosphorylation and vascular tone. In parallel, Rock
activity maintains a basal MLC phosphorylation state that is required for the facili-
tated Ca?*-dependent myosin light chain kinase activation to become effective.
Rock inhibition is associated with reduced basal MLC phosphorylation leading to
reduced or blocked (S-(-)-BayK8644) agonist-induced vasoconstrictor responses
depending on the signaling mechanisms activated. MLC, myosin light chain; Rock,
Rho kinase.

of alower resting VSMC membrane potential. In the present
study, renal arteries from sympathectomized rats showed a
higher sensitivity to K™-induced contractions than renal
arteries from sham-treated animals suggesting that the
resting potential of VSMCs in renal resistance arteries of
sympathectomized rats was depolarized relative to the
VSMC membrane potential in renal arteries from sham-
sympathectomized rats. Direct measurements showed that
the VSMC membrane potential was less in renal arteries
from sympathectomized animals than in renal arteries from
sham-sympathectomized controls.
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Data on the effects of sympathetic denervation on
smooth muscle resting potential are sparse. In agreement
with the present data, measurements in the guinea pig vas
deferens showed that sympathetic denervation was accom-
panied by a depolarized smooth muscle membrane poten-
tial [28]. The VSMC membrane potentials in renal arteries
from sham-treated animals as obtained here were similar to
those reported for small mesenteric arteries [39,40]. In
afferent and efferent arterioles, VSMC resting potentials
have been reported to be somewhat lower than in the
third-order renal artery segments investigated here, that
is, —=55mV to —40mV [41], suggesting that VSMC resting
potential decreases in the renal vascular bed from proximal
resistance arteries toward arterioles.

To test if the enhanced responsiveness of renal
resistance arteries from sympathectomized rats to L-type
Ca®" channel activation is because of the depolarized
membrane potential, we applied depolarizing and
hyperpolarizing stimuli. Elevation of the extracellular
K" concentration to 20 mmol/l does not elicit a significant
rise in vascular tone but depolarizes VSMC membrane
potential by approximately 10mV [39]. In the presence
of this depolarizing stimulus, S-(-)-BayK8644-induced
contractions were significantly increased in renal vessels
from sympathectomized animals. As a hyperpolarizing
stimulus we used the K,p channel activator levcromaka-
lim, which abolished the constrictor response to S-(-)-
BayK8044 in renal arteries from sympathectomized
animals. Renal arteries from sham-sympathectomized
animals that hardly contracted in response to pharmaco-
logical L-type Ca*" channel activation at an extracellular
K" concentration of 4.7mmol/l also developed a clear
vasoconstriction in response to S-(-)-BayK8644. These
findings indicate that the depolarized membrane potential
in renal arteries from sym;)athectomized rats facilitates
pharmacological L-type Ca*" channel activation thereby
contributing to the increased sensitivity to norepinephrine-
induced contractions (Fig. 10).

Multiple transporters and ion channels, including several
families of potassium channels, contribute to VSMC mem-
brane potential and the regulation of renal vascular resist-
ance. The precise role of individual potassium channels is
currently not well defined and may vary between different
segments of the renal vasculature [41]. Some data of the
present study point to the ATP-sensitive potassium chan-
nels. These channels consist of pore-forming units that
belong to the inward rectifier (K;) family of potassium
channels and sulfonyl urea receptors. Rat small renal
arteries express K;0.1 and sulfonyl urea receptor 2B in
the vascular smooth muscle layer [42]. In vivo, pharmaco-
logical activation of Karp channels causes a rise in renal
blood flow [43] and K,pp channels are part of o, and
B-adrenoceptor-dependent  signaling mechanisms in
VSMCs [40,44,45]. It remains to be investigated, if sympath-
etic innervation chronically supports hyperpolarizing cur-
rents in renal VSMCs thereby contributing to a mature VSMC
phenotype and if the regulation of K1p channel function by
sympathetic nerves is part of these mechanisms.

We conclude that rat renal and mesenteric resistance
arteries develop enhanced sensitivity to norepinephrine-
induced vasoconstrictions after generalized neonatal
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sympathectomy. The underlying mechanisms differ
between both vessels types and are not affected by sex.
Renal arteries from sympathectomized rats show a depolar-
ized VSMC membrane potential that facilitates L-type Ca*"
channel activation and agonist-induced vasoconstrictions.
Future studies may address the issues whether regional
renal denervation that also affects afferent nerve fibers
causes similar alterations in renal resistance artery function
than systemic sympathectomy and whether these altera-
tions blunt the blood pressure lowering effects of
renal denervation.
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Strengths: Elegant studies showed peripheral adrenergic
sympathectomy resulted in compensatory mechanisms
to seemingly maintain arterial tonicity in both renal
and mesenteric arteries. These mechanisms involved
increased L-type calcium channel signaling dependent on
decreased VSMC membrane potential in renal but not
mesenteric arteries.

Weaknesses: Mechanisms of sympathectomy to increase
constriction in mesenteric arteries nor reasons for differ-
ences in this response between arterial beds was examined.
What role such mechanisms have on venous constriction,
mean circulatory filling pressure and blood pressure regu-
lation during normotensive and hypertensive states, and the
vascular tone mechanisms affected specifically by renal
denervation during hypertension, are not clear.
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