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1. Einleitung 
 

Sympathisches Nervensystem 

Zwei hintereinandergeschaltete Neurone, welche zum größten Teil in organfernen 

Ganglien im thorakolumbalen Grenzstrang umgeschaltet werden, bilden den 

sympathischen Teil des vegetativen Nervensystems [1]. Während in diesen Ganglien 

Acetylcholin als Transmitter dient, kommt in der Peripherie am Endorgan vor allem 

Noradrenalin mit seinen Cotransmittern Adenosin-Triphosphat (ATP) und Neuropeptid 

Y (NPY) vor. Noradrenalin als klassischer sympathischer Transmitter vermittelt seine 

Wirkung über α1-, α2-, β1-, β2- und β3-Adrenorezeptoren und reguliert verschiedenste 

Körperfunktionen wie Blutdruck, Herzfrequenz, Pupillenweite etc. [2, 3]. Die α2-

Adrenorezeptoren werden unter anderem präsynaptisch exprimiert und sorgen bei 

Aktivierung über die Hemmung der Adenylatcyclase für eine Autoinhibition der 

Noradrenalinfreisetzung und regulieren die Freisetzung der Cotransmitter ATP und 

NPY [3, 4]. ATP wird von perivaskulären sympathischen Nervenfasern freigesetzt und 

wirkt über ATP-gesteuerte Ionenkanäle, die als P2X–Rezeptoren bezeichnet werden, 

vasokonstriktorisch [5]. Das freigesetzte ATP wirkt hingegen durch Aktivierung von 

P2Y-Rezeptoren über eine G-Protein-gekoppelte Signalkaskade vasodilatierend [5]. 

Durch Freisetzung von NPY werden an Gefäßmuskelzellen vor allem die G-Protein- 

gekoppelten Rezeptoren vom Typ NPY1 und NPY2 aktiviert [6]. Durch Stimulation des 

postsynaptisch vorkommenden NPY1 kommt es zu lang anhaltender Vasokonstriktion 

durch eine intrazelluläre Calciummobilisation [7, 8]. Durch Aktivierung des 

präsynaptisch exprimierten NPY2-Rezeptor kommt es zur verminderten Freisetzung 

von Noradrenalin und der Cotransmitter [9]. 

Das sympathische Nervensystem steuert den arteriellen Blutdruck über die Anpassung 

des Herzzeitvolumens und des Tonus mittlerer und kleiner Arterien. Noradrenalin 

bindet im Bereich der Nieren- und Mesenterialgefäße an α1-, α2-, β1- und β2-

Adrenorezeptoren. Der Adrenorezeptor vom Typ α1 ließ sich an renalen und 

mesenterialen Widerstandsgefäßen nachweisen [10]. Die α2-Adrenorezeptoren 

kommen vermehrt im Tubulussystem des renalen Kortex vor und lassen sich nur in 

geringen Maßen an den Gefäßen der Niere nachweisen [11]. Neuere 
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Forschungsergebnisse zeigen jedoch eine Beteiligung der α2-Rezeptoren im Rahmen 

der Vasokonstriktion von Mesenterialvenen [12]. Der β1-Adrenorezeptor wird vor 

allem am Herzen exprimiert. Im Bereich der Niere lässt sich der β1-Adrenorezeptor an 

den reninproduzierenden Zellen nahe der afferenten Arteriole und an den großen 

Gefäßen und Widerstandsarterien nachweisen [13]. Adrenorezeptoren vom Typ β2 

konnten in der Niere am proximalen und distalen Tubulusepithel sowie im Bereich der 

Nierenarterien nachgewiesen werden [13]. Noradrenalin führt über eine Aktivierung 

des α1-Adrenorezeptors zu einer Vasokonstriktion [10, 14-16]. Das Ausmaß der 

Noradrenalin-induzierten Vasokonstriktion zeigt eine Abhängigkeit vom Gefäßbett. So 

zeigt sich eine größere Abschwächung der Vasokonstriktion unter Gabe von Prazosin, 

einem α1-Antagonisten, in den Mesenterialgefäßen im Vergleich zu Aorta. Dies legt 

eine Heterogenität in der Verteilung der α1-Adrenorezeptoren in unterschiedlichen 

Gefäßbetten nahe [17]. Es konnte bei Mesenterialarterien eine erhöhte 

Kontraktionskraft bei Stimulation mit Noradrenalin festgestellt werden. Das 

unterschiedliche Kontraktionsverhalten lässt sich dabei durch eine unterschiedliche α1-

Rezeptorendichte und das unterschiedliche Vorkommen von verschiedenen Subtypen 

des α1-Adrenorezeptores erklären [18]. Für die α1-adrenerge Vasokonstriktion haben 

die Subtypen α1A- und α1D-Adrenorezeptor die größte Bedeutung [19].  

 

Noradrenalin-induzierte Vasokonstriktion 

Bei Aktivierung der α1-Adrenorezeptoren kommt es zu einer Erhöhung der 

intrazellulären Calciumionen-Konzentration in den glatten Muskelzellen über 

verschiedene Mechanismen [20, 21]. Bei α1-adrenerger Aktivierung kommt es über Gq-

protein-abhängige Aktivierung der Phospholipase C (PLC) zur Bildung von 

Inositoltriphosphat (IP3) [22]. In der Wand des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) 

bindet IP3 an IP3-Rezeptoren und führt damit zu einem Ausstrom von Ca2+ aus dem SR 

[23-25]. Der Anstieg der lokalen Ca2+-Konzentration führt zur Ca2+-induzierten 

Aktivierung von Ryanodin-Rezeptoren und damit zum Ausstrom von Ca2+ aus dem 

benachbarten SR [26, 27]. Diesen sich selbst antreibenden Prozess bezeichnet man als 

„Calcium-Waves“ [21].  
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Der Ausstrom von Ca2+-Ionen führt zusätzlich zu einer lokalen Erhöhung der 

zytosolichen Ca2+-Konzentration in der Nähe des SR [28]. Im Zellaufbau zeigt sich an 

vielen Stellen nur ein geringer Abstand zwischen SR und Plasmamembran. Die lokalen 

Erhöhungen des Ca2+-Spiegels führen zu einer Aktivierung von Ca2+-abhängigen K+-

Kanälen und Cl--Kanälen in der Plasmamembran der glatten Gefäßmuskelzelle [29, 30]. 

Der Ausstrom von K+-Ionen führte zu einer Hyperpolarisation der Plasmamembran und 

damit geringer Aktivität der L-Typ-Ca2+-Kanälen. Der Ausstrom von Cl- -Ionen führt zu 

einer Depolarisation und vermehrter Aktivität der L-Typ-Ca2+-Kanäle. Diese 

sogenannten „Calcium sparks“ sind ein Teil der Regulation der Kontraktion der glatten 

Gefäßmuskelzelle [21]. 

Bei sympathischer Aktivierung kommt es zusätzlich zur Freisetzung von Noradrenalin 

auch zur Freisetzung von ATP, welches an postsynaptische P2X-Rezeptoren bindet [5]. 

Die P2X-Rezeptoren sind ligandengesteuerte nicht-selektive Kationenkanäle [31]. Bei 

Aktivierung kommt es zum Einstrom von Ca2+ und Na+-Ionen. Das einströmende 

Natrium führt zu einer Depolarisation der Zellmembran und konsekutiver Öffnung von 

spannungsabhängigen L-Typ-Ca2+-Kanälen[31, 32]. Der Einstrom von Ca2+-Ionen durch 

L-Typ-Ca2+-Kanäle und die P2X-Rezeptoren führt zu einer Kontraktion der glatten 

Muskelzelle und wird als „junctional calcium transients“ bezeichnet [21].  

Die Freisetzung von Noradrenalin bei sympathischer Aktivierung führt zusätzlich zu 

einer Depolarisation der Gefäßmuskelzelle [33]. Durch G-Protein-gekoppelte 

Aktivierung der PLC kommt es zur Bildung von Diacylglycerine (DAG) und 

Inositoltrisphosphat (IP3). Es wird vermutet, dass DAG unter anderem den „transient-

receptor-potential“-6-Kanal (TRP6) aktiviert, wodurch es zu einem unspezifischen 

Kationeneinstrom und damit Depolarisation der Zellmembran kommt [33, 34]. 

Zusätzlich kommt es durch IP3 zu einer Calciumfreisetzung, welche Ca2+-abhängige Cl--

Kanäle öffnet und durch den folgenden Cl--Ausstrom, zu einer weiteren Depolarisation 

der Membran führt [33, 34]. Diese Noradrenalin-induzierten Depolarisationen, die 

„Calcium sparks“ und „junctional calcium transients“ führen zu einer Depolarisation 

der Plasmamembran, welche zur Öffnung von spannungsabhängigen L-Typ-Ca2+-

Kanälen führt [29-31, 34]. Der Einstrom von Ca2+ aus dem Extrazellulärraum wird als 

„Calcium sparklets“ bezeichnet und trägt den quantitativ größeren Teil des 
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Calciumeinstroms während einer Kontraktion der glatten Gefäßmuskelzelle bei [20, 

35]. Ein weiterer Kanal der zu den „Calcium sparklets“ beiträgt, ist der sogenannte 

„transient receptor potential melastatin 4“ (TRPM4). Die Öffnung des TRPM4 wird 

durch IP3-Rezeptor-abhängige Ca2+-Konzentrationssteigerung ausgelöst und führt 

durch Na+-Einstrom zu einer Depolarisation der Membran und damit der Öffnung von 

spannungsabhängigen L-Typ-Ca2+-Kanälen [36, 37]. Dieser Vorgang wird als „Calcium 

puffs“ bezeichnet [21]. 

Quantitativ ist in der glatten Gefäßmuskelzelle der Einstrom aus dem Extrazellulärraum 

über die L-Typ-Ca2+-Kanäle bedeutender als der Einstrom über die verschiedenen 

Kanäle des sarkoplasmatischen Retikulums [20]. In der oben beschriebenen Weise 

wirken jedoch die Ca2+-Kanäle des SR regulierend auf die Aktivität der L-Typ-Ca2+-

Kanäle. 

Der spannungsabhängige transmembranöse Ca2+-Einstrom wird bei den in dieser 

Arbeit untersuchten Gefäßen hauptsächlich von L-Typ-und T-Typ-Ca2+-Kanälen 

getragen [38, 39]. In der gesamten Niere konnten L-Typ-Calciumkanäle des Typs 

Cav1.1, Cav1.2 und Cav1.3 [40], T-Typ-Calciumkanäle des Typs Cav3.1, Cav3.2 und Cav3.3 

[41-43] und P-/Q-Typ-Calciumkanäle des Typs Cav2.1 [40] nachgewiesen werden, 

wobei in den Gefäßmuskelzellen der Cav1.2-Kanal die größte Rolle spielt [44]. Auch in 

den Mesenterialarterien lassen sich L-Typ- und T-Typ-Ca2+-Kanäle nachweisen [45]. L-

Typ-, T-Typ- und P-/Q-Typ-Calciumkanäle bestehen jeweils aus einer α1-Untereinheit 

und zusätzlichen β- und α2δ-Untereinheiten [46]. Die α1-Untereinheit bildet die 

Kanalpore, den Spannungssensor und Bindungsstelle für Liganden. β- und α2δ-

Untereinheiten dienen der Regulation der α1-Untereinheit [46]. Der Cav1.2-Kanal kann 

mit dem Dihydropyridin S-(-)-BayK8644 aktiviert werden [47] und durch Nifedipin 

gehemmt werden [48]. In der Aorta kann eine durch α1-Adrenorezeptor-Agonisten 

ausgelöste Vasokonstriktion nur minimal durch Calciumkanal-Antagonisten wie 

Nifedipin beeinflusst werden [17]. In den Mesenterialarterien zeigt sich hingegen eine 

starke Inhibition der Vasokonstriktion durch Calciumkanal-Antagonisten [49]. Diese 

Ergebnisse weisen auf einen unterschiedlichen Beitrag der L-Typ-Calcium-Kanäle für 

die Noradrenalin-induzierte Vasokonstriktion in einzelnen Segmenten des arteriellen 

Systems hin. 
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Rho-Kinasen und Gefäßmuskelkontraktion 

Die Kontraktion glatter Muskelzellen ist vom oben beschriebenen Calciumeinstrom 

und von der Phosphorylierung und Dephosphorylierung der leichten Kette des Myosins 

(MLC) abhängig [50, 51]. Die MLC wird durch die Calcium-Calmodulin-aktivierte 

myosin-light-chain-kinase (MLCK) phosphoryliert. Die phosphorylierte MLC ist nun in 

der Lage, mit Aktin unter ATP-Spaltung zyklisch zu interagieren und damit eine 

Muskelkontraktion bzw. Vasokonstriktion auszulösen [52]. In den glatten Muskelzellen 

der Gefäße erhöht sich wie oben dargestellt der zytosolische Calciumgehalt durch 

Einstrom aus dem sarkoplasmatischen Retikulum und durch den quantitativ 

wichtigeren transmembranösen Einstrom aus dem Extrazellulärraum [20]. Die 

Kontraktilität der Gefäßmuskulatur ist nicht nur von den intrazellulären 

Calciumspiegeln abhängig, sondern auch von der Calciumsensitivität des kontraktilen 

Apparats [53, 54]. Wichtige Proteine zur Beeinflussung der Calciumsensitivität in der 

glatten Muskulatur der Gefäße stellen das G-Protein RhoA und ihre Ziel-Kinasen Rho-

Kinase I und II (ROCK) dar [55]. Zusammen regulieren RhoA und ROCK die 

Zellkontraktilität, -migration, -proliferation und -differenzierung [56]. Im Folgenden soll 

vor allem auf die Bedeutung der ROCK im Rahmen der Kontraktion der glatten 

Gefäßmuskelzelle eingegangen werden. 

RhoA wechselt zwischen einem inaktiven Guanosindiphosphat(GDP)-bindenden und 

einem aktiven Guanosintriphosphat(GTP)-bindenden Zustand [54, 57]. An den 

Gefäßmuskelzellen befinden sich G-Protein-gekoppelte Rezeptoren welche bei 

Bindung von zum Beispiel Noradrenalin, Endothelin oder Angiotensin-II die α-

Untereinheit des G12/13-Proteins aktivieren. Dies führt zu einer Aktivierung von Guanin- 

Nukleotid Austausch Faktoren und in der Folge entsteht der aktive RhoA-GTP-Komplex 

[54, 58]. Die Rho-Kinasen sind die am besten erforschten Zielmoleküle des aktivierten 

RhoA-GTP-Komplexes. Es existieren zwei Isoformen, die ROCK-I und ROCK-II, welche 

ubiquitär vorkommen. In den glatten Gefäßmuskeln werden ROCK-I und ROCK-II 

exprimiert [55]. Der Calcium-abhängigen Phosphorylierung der MLC durch die MLCK 

steht die myosin-light-chain-phosphatase (MLCP) gegenüber. Bei Aktivierung der MLCP 

kommt es zu einer Dephosphorylierung der MLC und nachfolgender verminderter 

Vasokonstriktion. Durch RhoA-GTP-Komplex aktivierte ROCK führen zu einer 
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Phosphorylierung der regulatorischen Untereinheit der MLCP (MYPT-1) und damit zu 

einer Inaktivierung der MLCP [51]. Eine verminderte Aktivität der MLCP führt bei 

gleichbleibendem Calciumspiegel durch verminderte Dephosphorylierung der MLC zu 

verstärkter Vasokonstriktion. Auf diesem Weg tragen RhoA und die ROCK zu einer 

Calcium-Sensitivierung der glatten Muskelzellen bei [54]. Aktivierung der ROCK führt 

weiterhin zu einer Polymerisation der Aktinfilamente, was zusätzlich eine verstärkte 

Kontraktion der Gefäßmuskelzellen ermöglicht [55]. Zusätzlich führen die aktivierten 

Rho-Kinasen zu einem Ca2+-Einstrom unabhängig vom spannungsabhängigen L-Typ-

Ca2+-Kanal und IP3-aktivierten Ca2+-Kanälen des Sarkoplasmatischen Retikulum [59].  

 

Methoden der sympathischen Denervierung 

Zur Erforschung des Einflusses des sympathischen Nervensystems auf die Funktion von 

Organen und Geweben stehen verschiedene Methoden der sympathischen 

Denervierung zur Verfügung. Eine Ausschaltung des sympathischen Nervensystems 

kann chirurgisch, pharmakologisch oder durch eine Kombination der Verfahren 

erreicht werden [60]. Eine chirurgische Denervierung kann zum Beispiel am Auge des 

Kaninchens durch bilaterale Entfernung der sympathischen Halsganglien erreicht 

werden [61]. Eine pharmakologische sympathische Denervation lässt sich durch die 

Gabe von 6-Hydroxydopamin erreichen, welche zu einer Zerstörung von zentralen und 

peripheren dopaminergen und noardrenergen Neuronen führt [62]. Eine 

pharmakologische Sympathektomie lässt sich weiterhin über Reserpin an zentralen 

und peripheren Neuronen [63] und per Guanethidin, welches nur an peripheren 

Neuronen wirkt, erreichen[64]. In unseren Untersuchungen wurde ein kombiniertes 

Verfahren mit Zerstörung der peripheren sympathischen Neurone mittels Guanethidin 

und einer anschließenden operativen Entfernung des Nebennierenmarks genutzt [64]. 

Studien haben eine signifikante Reduktion der renalen Noradrenalinkonzentration und 

des Katecholamingehalts der Nebenniere durch dieses Verfahren gezeigt [65]. Vorteil 

der Guanethidin-Behandlung ist die stärkere Inaktivierung des peripheren 

Nervensystems im Vergleich zur Immun-Sympathektomie mit Antikörpern gegen den 

Nerve-Growth-Factor [64]. Etwa gleiche Ergebnisse in Bezug auf die periphere 

sympathische Inaktivierung erzeugt 6-Hydroxydopamin. Im Vergleich zur Guanethidin-
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Behandlung kommt es jedoch zu einer zentralen Wirkung mit deutlicher 

Verminderungen der intrazerebralen Noradrenalinkonzentration [60, 64]. 

Eine renale sympathische Denervierung wird auch klinisch bei therapieresistenter 

arterieller Hypertonie eingesetzt. In anfänglichen Studien konnte gezeigt werden, dass 

bei Patienten, die trotz einer Medikation mit drei oder mehr  antihypertensiven 

Medikamenten einen systolischen Blutdruck über 160mmHg aufwiesen, eine renale 

Denervierung zu einer langfristigen Senkung des arteriellen Blutdrucks führt [66]. 

Aktuelle randomisierte Doppelblindstudien konnten hingegen keine signifikante 

Blutdrucksenkung nach renaler Denervation zeigen [67, 68]. Aufgrund dieser doch 

kontroversen Ergebnisse gilt es, die sympathische Innervation und deren Fehlen für die 

renale Gefäßfunktion weiter zu untersuchen. 

 

Arterielle Hypertonie 

In der Frühphase der essentiellen Hypertonie konnte bei Patienten ein erhöhter 

Sympathikotonus mit konsekutiver Erhöhung von Herzfrequenz, Herzminutenvolumen 

und peripherem Gefäßwiderstand nachgewiesen werden [69]. Der erhöhte 

Sympathikotonus ließ sich an Nieren, Herz- und Skelettmuskulatur nachweisen [70, 

71]. Im Bereich der Niere führt die Aktivierung von sympathischen Nerven zu einer 

erhöhten Rückresorption von Natrium, einer gesteigerten Freisetzung von Renin und 

einer Erhöhung des intrarenalen Gefäßwiderstands [72, 73]. Dadurch kommt es zu 

einer Langzeiterhöhung des arteriellen Drucks, da sich das Verhältnis zwischen 

arteriellem Druck und Natriurese hin zu höheren Drücken verschiebt [72, 74]. 

Langfristig kommt es zu einer Remodellierung der kleinen Arterien und Arteriolen mit 

Gefäßdurchmessern unter 300 µm [75]. Die Wandstärke nimmt im Vergleich zum 

Lumendurchmesser zu. Diese Erhöhung der „wall–to–lumen–ratio“ und die damit 

einhergehende Verkleinerung des inneren Gefäßlumen erklärt die Steigerung des 

peripheren Widerstands bei Bluthochdruckpatienten [76, 77]. Aufgrund der großen 

Bedeutung des sympathischen Nervensystems in der Pathogenese der arteriellen 

Hypertonie soll diese Arbeit den Einfluss des sympathischen Nervensystems auf 

proximale Widerstandsarterien weiterführend untersuchen. 
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Die spontan hypertensive Ratte (SHR) dient als Tiermodell zur Erforschung der 

arteriellen Hypertonie. Die SHR sind durch Züchtung aus Wistar-Ratten 

hervorgegangen und dienen als Tiermodell für die essentielle Hypertonie [78]. 

Menschen und SHR zeigen Ähnlichkeiten in der multifaktoriellen Pathogenese mit 

neuronalen, vaskulären und renalen Mechanismen und dem klinischen Verlauf der 

arteriellen Hypertonie. Bei Menschen und SHR kommt es zu ähnlichen sekundären 

Folgekrankheiten durch Anpassung des kardiovaskulären Systems an den langfristig 

erhöhten arteriellen Mitteldruck. Spontan hypertensive Ratten besitzen einen 

gesteigerten Sympathikotonus bei vermehrter noradrenerger Innervation ihrer Organe 

[65]. So zeigt sich eine Stressreaktion in einer stärkeren Aktivierung des sympathischen 

Nervensystems und der Entwicklung eines erhöhten Blutdruckes [79]. Die gesteigerte 

Noradrenalinkonzentration hat eine trophische Wirkung auf die glatten 

Gefäßmuskelzellen [75, 80, 81]. Der renale Gefäßwiderstand ist bei den SHR schon vor 

der Entwicklung einer Hypertonie erhöht [82].  

Bei SHR führt eine neonatale Sympathektomie zur langfristigen Senkung des arteriellen 

Drucks mit Abnahme des renalen und mesenterialen Gefäßwiderstands [65, 83]. 

Zusätzlich kommt es zu einer Rückbildung der hypertrophierten Mediaschichten der 

Mesenterial- und Extremitätenarterien und der Hypertrophie des linken Ventrikels[84, 

85]. Transplantationen von Nieren sympathektomierter SHR auf unbehandelte SHR 

führen zu einer langfristigen Senkung des arteriellen Drucks und einer verminderten 

Salzsensitivität des arteriellen Druckes. Der Einfluss der neonatalen Sympathektomie 

auf die Niere bleibt also auch nach Wiederherstellung des Sympathikotonus erhalten 

[86]. Im Bereich der renalen Interlobararterien haben Untersuchungen an SHR gezeigt, 

dass sich nach neonataler Sympathektomie eine gesteigerte Sensitivität für 

Noradrenalin entwickelt [87]. Bei maximaler Depolarisation zeigten sich jedoch gleiche 

maximale Gefäßspannungen im Vergleich von sympathektomierten und Kontrolltieren. 

Daher kann von einer etwa gleichen Anzahl an glatten Gefäßmuskelzellen in beiden 

Gruppen ausgegangen werden. 

Im Rahmen dieser Arbeit soll nun geklärt werden, ob renale Interlobararterien 

normotensiver Tiere nach neonataler Sympathektomie eine ähnliche Noradrenalin-

Supersensitivität entwickeln. Zusätzlich soll überprüft werden, ob diese 
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Supersensitivität auch an anderen Gefäßgebieten als den Nierengefäßen nachweisbar 

ist und ob sich eine Abhängigkeit vom Geschlecht nachweisen lässt.  

Eine Rolle in der Pathogenese der arteriellen Hypertonie konnte für die ROCK unter 

anderem in SHR nachgewiesen werden [88]. Eine Überaktivität des RhoA-ROCK 

Signalweges scheint an der Entstehung der arteriellen Hypertonie beteiligt zu sein [89]. 

Studien haben gezeigt, dass eine Blockade der ROCK zu einer Senkung des arteriellen 

Blutdrucks in SHR führt [51, 90, 91]. In mesenterialen und zerebralen Arterien zeigten  

SHR im Vergleich zu den normotensiven Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) eine signifikant 

größere Verminderung des Gefäßwiderstandes [92]. Vergleichende Untersuchungen 

zur vaskulären Expression der ROCK zeigten sowohl eine Erhöhung der ROCK-

Expression bei SHR im Vergleich zu WKY [93] oder keine signifikanten Unterschiede 

zwischen beiden Rattenstämmen [94]. Als gesichert gilt, dass eine Langzeithemmung 

der ROCK zu einer verminderten Media-Hypertrophie und Fibrose der Koronararterien 

in SHR führt [89, 95]. Inwiefern das sympathische Nervensystem langfristig das 

Reaktionsverhalten und die Expression der ROCK verändert ist weitgehend unklar. Im 

Rahmen dieser Arbeit soll geklärt werden, ob ROCK an den Mechanismen der 

Noradrenalin-Supersensitivität nach neonataler Sympathektomie beteiligt sind.  

Bei arterieller Hypertonie kommt es zur Veränderung der Calcium-abhängigen 

Signaltransduktion der Gefäßmuskelzellen. So konnte eine gesteigerte Expression von 

Cav1.2-Kanälen an Mesenterial- und Femoralarterien adulter SHR im Vergleich zu 

normotensiven Ratten nachgewiesen werden. Zusätzlich zeigten isolierte 

Mesenterialarterien von SHR auf die Gabe von S-(-)-BayK8644 eine deutliche 

Vasokonstriktion, welche bei WKY nicht nachgewiesen werden konnte [96]. An den 

intrarenalen Arterien von sympathektomierten SHR konnte eine gesteigerte 

Vasokonstriktion auf die Gabe von S-(-)-BayK8644 nachgewiesen werden [87]. Diese 

Ergebnisse deuten auf Veränderungen im Reaktionsverhalten und der Expression von 

Ca2+-Kanälen oder auf Veränderungen in der Ca2+-Empfindlichkeit nach neonataler 

Sympathektomie hin. Es ist unklar, ob neonatale Sympathektomie derartige 

Veränderungen auch bei normotensiven Ratten induziert. Weiterhin ist nicht bekannt, 

ob die erhöhte Reaktivität gegenüber L-Typ Ca2+-Kanal-Aktivatoren eine generalisierte 
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Reaktion von Widerstandsarterien auf sympathische Denervierung ist oder nur in 

renalen Gefäßen auftritt.  

 

Fragestellungen:  

 

1. Führt neonatale Sympathektomie bei normotensiven Ratten zu einer 

Noradrenalin-Supersensitivität der renalen und mesenterialen 

Widerstandsarterien und zeigt sich eine Abhängigkeit vom Gefäßbett oder 

Geschlecht der Tiere? 

 

2. Zeigen sich bei der Noradrenalin-Supersensitivität der renalen und 

mesenterialen Gefäße Unterschiede im Reaktionsverhalten der Gefäße auf 

pharmakologische Beeinflussung durch Nifedipin oder S-(-)-BayK8644 und 

kommt es zu einer veränderten Expression des Cav1.2-Kanals? 

 

3. Trägt der RhoA/ROCK-Signalweg zu der Noradrenalin-Supersensitivität infolge 

neonataler Sympathektomie bei? 

 

Zur Klärung dieser Fragestellungen wurden renale und mesenteriale 

Widerstandsgefäße normotensiver Wistar-Ratten beider Geschlechter untersucht. 

Es sollte geklärt werden, ob es bei normotensiven Ratten zu einer Supersensitivität 

der renalen Widerstandsarterien kommt und ob dieser Effekt auch in 

mesenterialen Gefäßen nachzuweisen ist. Es sollte weiterhin geklärt werden, ob 

Veränderung in der Expression der ROCK und des Cav1.2–Kanals an der 

Supersensitivität beteiligt sind. Getestet wurde zusätzlich auf 

geschlechtsspezifische Unterschiede. Dafür wurden renale und mesenteriale 

Gefäße beider Geschlechter in myographischen Experimenten und die mRNA 

Expression der -Untereinheit des Cav1.2 sowie der ROCK I und II mittels 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) untersucht. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1. Versuchstiere 

 

Als Versuchstiere wurden männliche und weibliche Wistar-Ratten im Alter von 12 

Wochen genutzt. Die Tiere wurden am Institut für Physiologie mit Zuchttieren, die von 

der Firma Charles River Deutschland GmbH bezogen wurden (Crl:WI), gezüchtet. Zucht 

und Haltung der Tiere erfolgten in Übereinstimmung mit den Vorgaben des 

Tierschutzgesetzes. Die Versuche wurden von der zuständigen Behörde genehmigt (Az. 

LALLF M-V/TSD/7221.3-2.3-024/09). Im Alter von 4 Wochen wurden die Jungtiere von 

der Mutter abgesetzt. Sie kamen in Gruppen zu 4 bis 6 Tieren in Kunststoffkäfige, 

welche mit Weichholzstreu gefüllt waren. In der Versuchstierhaltung herrschte ein 

konstanter Tag-Nacht-Rhythmus von jeweils zwölf Stunden bei einer Luftfeuchtigkeit 

von 60 % und einer Temperatur von 22° Celsius. Die Tiere erhielten 

Standardrattenfutter in Form von Pellets (Fa. Ssniff) und Leitungswasser aus 

Trinkflaschen, welches täglich erneuert wurde. Für die Versuche wurden adulte Tiere 

im Alter von 11-14 Wochen verwendet.  

 

2.2.  Sympathektomie und Scheinsympathektomie 

 

Neugeborene Tiere wurden randomisiert einer neonatalen Sympathektomie bzw. einer 

Scheinbehandlung unterzogen. Zur selektiven Ausschaltung des sympathischen 

Nervensystems wurden die Tiere vom 5. bis zum 28. Lebenstag mit Guanethidin 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) in einer Dosierung von 50 µg/g 

Körpergewicht behandelt. Die Applikation der Substanz erfolgte durch intraperitoneale 

Injektion[64]. Guanethidin wurde in isotoner Kochsalzlösung gelöst und der pH-Wert 

der Lösung auf 7,4 eingestellt. Am 29. Lebenstag wurde den Tieren das 

Nebennierenmark bilateral operativ entfernt [65]. In Ethertropfnarkose (Diethylether, 

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrücken) wurden die Tiere in Seitenlage auf dem 
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Tisch fixiert und beidseits im Bereich der Flanken rasiert. Das Operationsfeld wurde 

desinfiziert (Softasept® N, B. Braun Melsungen AG, Deutschland) und eine Inzision der 

Haut durchgeführt. Die Haut wurde gegenüber den Muskelfaszien mobilisiert, bevor 

die Muskulatur durchtrennt wurde. Die Nebenniere ließ sich nun mit Wattestäbchen 

von der Niere trennen und einzeln darstellen. Mit Hilfe einer Kanüle konnte die 

Nebennierenrinde minimal inzidiert werden. Durch die geschaffene Öffnung ließ sich 

nun das Nebennierenmark durch sanften Druck von außen entfernen. Muskelschichten 

und Haut wurden durch Nähte verschlossen. Anschließend wurde die Wunde mit 

Braunol® (B. Braun Melsungen AG, Deutschland) desinfiziert. Die Ratte wurde nun auf 

die andere Seite gedreht und das Nebennierenmark der Gegenseite in gleicher Weise 

entfernt. Bevor die Ratten aus der Narkose erwachten, wurden sie in ihre Käfige 

zurückgesetzt. 

Diese Behandlung führt zu einer Verminderung der renalen Noradrenalinkonzentration 

auf ca. 10% und der Katecholaminkonzentration in den Nebennieren auf ca. 1% im 

Vergleich zu den entsprechenden Gewebe-Katecholaminkonzentrationen 

scheinbehandelter Kontrolltiere [65]. Die Kontrolltiere wurden einer 

Scheinsympathektomie unterzogen. Vom 5. bis zum 28. Lebenstag wurden die Tiere 

intraperitoneal mit isotoner Kochsalzlösung gespritzt. Am Tag 29 erfolgte eine Schein-

Operation, bei der nach der Darstellung der Nebennieren ohne Entfernung des 

Nebennierenmarkes die Muskulatur und die Haut wieder vernäht und die Wunden 

desinfiziert wurden. 

 

2.3. Gewinnung des Untersuchungsmaterials 

 

Organentnahme 

 

Im Alter von 12 Wochen wurden den Tieren in tiefer Allgemeinanästhesie die Nieren 

und der Dünndarm mit Mesenterium entnommen. Die Tiere wurden in Rückenlage auf 

dem Operationstisch gelagert. Die Bauchhöhle wurde durch einen Medianschnitt 

entlang der Linea alba eröffnet. Mit Hilfe zweier Wattestäbchen wurde der Darm 
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mobilisiert und freigelegt. Jejunum und Ileum wurden entnommen und  sofort in ein 

Gefäß mit eisgekühlter Krebs-Ringer-Bikarbonat-Lösung (KRB-Lösung) überführt. Der 

eröffnete Bauchraum wurde dann seitlich mit Hacken offen gehalten und die Nieren 

wurden bilateral entnommen und ebenfalls in eisgekühlte KRB-Lösung überführt. 

 

Präparation der Gefäße 

 

Für die Myographie-Experimente wurden distale Interlobararterien der Niere und 

Arterien der dritten Aufzweigungsgeneration der A. mesenterica sup. verwendet, 

welche die proximalen Widerstandsgefäße darstellen. Die entnommen Nieren wurden 

in eine Petrischale gelegt, welche mit Krebs-Ringer-Bikarbonat (KRB)-Lösung gefüllt 

wurde. Die Nierenkapsel wurde vorsichtig mittels Pinzetten abgezogen, bevor die 

Niere mit einem Skalpell gespalten wurde. Die Nierenhälften wurden nun mittels 

Kanülen im Silikongel der Petrischalen befestigt. Mit Hilfe eines Stereomikroskops 

wurden in beiden Nierenhälften mittels Pinzette und Schere die Nierenpapille und das 

Nierenbecken entfernt. Die nun sichtbaren Interlobararterien wurden, ohne das Gefäß 

zu irritieren, freipräperiert. Im Bereich der distalen Interlobararterien wurde nun nach 

einem abzweigungsfreien etwa 5 mm langen Gefäßsegment gesucht, welches dann 

weiter vorsichtig vom umgebenden Gewebe getrennt wurde. Um den 40µm Draht  

einzuführen wurde nun mit einer Schere ein kleines Loch in die Gefäßwand 

geschnitten. Durch dieses Loch konnte nun ohne Berührung der Gefäßwand der 

Myographie-Draht eingeführt werden. Der Draht wurde so weit wie möglich in das 

Gefäß vorgeschoben. Nach einer Abschätzung der gewünschten Gefäßlänge von 2 mm 

wurde distal mit einliegendem Draht senkrecht zur Verlaufsrichtung das Gefäß 

durchtrennt. Nun wurde weiter vorgeschoben, bis die Arterie ungefähr mittig auf 

einem etwa 4 cm langen Drahtstück aufgefädelt war. Nach proximaler Abtrennung 

konnte der Draht mit der Arterie entnommen und bis zum Experiment in gekühlter 

KRB-Lösung aufbewahrt werden. 

Der entnommene Dünndarm wurde kreisförmig mittels Kanülen in einer mit KRB-

Lösung gefüllten Petrischale befestigt. Die Gefäßwurzel der Mesenterialarterien wurde 

nun mittig fixiert, so dass sich die Gefäße wie Speichen in Richtung Mitte darstellten. 
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Mit Schere und Pinzette wurde das Peritoneum zwischen den einzelnen Gefäßästen 

entfernt. In derselben Weise wurden Arterie und Vene von umgebendem Fettgewebe 

freipräpariert. Durch Fließeigenschaften bei leichter Kompression, Morphologie der 

Aufzweigungen und Wanddicke wurde nun die Vene identifiziert und entfernt. In die 

nun freiliegende Mesenterialarterie wurde mit einer Schere ein kleines Loch 

geschnitten, durch welches der Myographie-Draht eingebracht wurde. In gleicher 

Weise wie bei den Nierenarterien wurde der Edelstahldraht nun vorgeschoben, distal 

Gefäß und Draht durchtrennt und nach proximaler Durchtrennung des Gefäßes die auf 

dem Draht fixierte Arterie entnommen und in gekühlter KRB-Lösung aufbewahrt.  

 

2.4. Small-Vessel-Myographie 

 

Funktionsweise des Myographen 

 

Die Experimente zur Spannungsentwicklung von Nieren- und Mesenterialgefäßen 

wurden in einem Small-Vessel-Drahtmyographen (Model 410A, Danish Myo 

Technology A/S, Aarhus, Dänemark) durchgeführt. Der Gefäßabschnitt wird hierbei 

mittels zweier Edelstahldrähte aufgespannt. Diese Drähte sind auf der einen Seite mit 

einem elektromechanischen Signalwandler und auf der anderen Seite mit 

Mikrometerschrauben verbunden [76] Der Myograph besitzt mittig eine große 

Kammer, die für die Experimente dieser Studie mit 10 ml KRB-Lösung gefüllt wurde. 

Die mit Flüssigkeit gefüllte Kammer lässt sich durch den Myographen auf konstante 37 

°C erwärmen und zusätzlich noch mit Carbogen (95% Sauerstoff, 5 % Kohlendioxid) 

begasen. Durch Öffnungen im Deckel der Kammer ist die Badlösung komplett 

austauschbar. So kann nach Gabe von Pharmaka der Ausgangszustand wieder 

hergestellt werden. In der Kammer befinden sich zwei identische Messvorrichtungen, 

was die parallele Untersuchung von jeweils zwei Gefäßen ermöglicht. Die 

Messvorrichtungen des Myographen bestehen aus zwei Backen. 
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Abbildung 1: Schemazeichnung eines Small-Vessel-Drahtmyographen 

 

Wie in Abbildung 1 dargestellt ist die erste Backe mit einer Mikrometerschraube 

verbunden, welche sich seitlich verschieben lässt, wodurch das aufgespannte Gefäß in 

eine Vorspannung gebracht werden kann. Die zweite Backe bildet der Kraftmesser, 

welcher im Inneren des Gerätes über eine Feder mit einer Membran verbunden ist. 

Über diese Membran erfolgt die Messung von Zug- bzw. Druckkräften, die über einen 

elektromechanischen Signalwandler an ein Datenerfassungsprogramm übermittelt 

werden. Das Gefäß ist während der Messung mit einem ersten Draht über 2 Schrauben 

am Kraftmesser und mit einem zweiten Draht über 2 Schrauben an der 

Mikrometerschraube befestigt. Kommt es zur Spannungsentwicklung des Gefäßes, 

wird die Zugkraft auf den Kraftmesser übertragen und der Ausschlag im 

Datenerfassungsprogramm Myodaq version 2.01 (Universität Maastricht, Maastricht, 

Niederlande) am PC sichtbar. Dieses auf LabViewTM (National Instruments, Austin, 

Texas, USA) basierende Programm zeichnet die entwickelte Wandspannung (aktive 

wall tension) in Abhängigkeit der Zeit auf. Diese Spannung in mN/mm ergibt sich aus 

der gemessene Kraftänderung dividiert durch die zweifache Segmentlänge [76]. 
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Vorbereitung der Myographie 

 

In regelmäßigen Abständen wurde der Myograph kalibriert. Vorher auf 37 °C 

erwärmtes destilliertes Wasser wurde in die Kammer eingebracht, und an beiden 

Kraftmessern wurde ein Draht befestigt. Zur Kalibrierung diente eine spezielle Waage, 

welche über einen freischwingenden Hebelarm zwischen Draht und Backe des 

Kraftmessers befestigt wurde. Im Anschluss wurde der Kraftarm der 

Kalibrierungswaage mit einem Gewicht von 2 Gramm belastet, was einer Kraft von 

9,81 mN entspricht. 

Nach Erwärmung des Myographen auf 37 °C wurden die auf einen Draht aufgefädelten 

Gefäße in das mit KRB gefüllte Bad eingebracht und unter dem Stereomikroskop mit 

der Backe des Signalwandlers verbunden. Anschließend wurde ein zweiter 40 µm 

dicker Edelstahldraht mittels Pinzette vorsichtig in das Gefäßlumen vorgeschoben. Das 

Gefäß wurde über den zweiten Draht an der Mikrometerschraube befestigt und 

befand sich jetzt entspannt auf zwei Drähte aufgefädelt zwischen beiden Backen. 

Mittels einer geeichten Okularmessplatte wurde die Länge des Gefäßes ausgemessen. 

Die Experimente begannen nach einer 30-minütigen Äquilibrierungszeit, in welcher die 

Badlösung nach 15 min gewechselt wurde. 

 

Einstellung auf optimale Vordehnung 

 

Um die Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Gefäßen herzustellen, wurde jedes 

Gefäß auf seine optimale Vordehnung eingestellt. Hierbei wurde die größte 

Kontraktionsantwort der glatten Muskelzellen auf eine Depolarisation des 

Membranpotenzials bestimmt. Mit Hilfe der Mikrometerschraube wurden die Drähte 

anfangs so eingestellt, dass die Gefäßwand kaum berührt wurde. Die Badlösung wurde 

nun durch kaliumreiche Pufferlösung (125 mmol/l Kaliumchlorid) ersetzt, was zu einer 

Depolarisation und Kraftentwicklung führte. Nachdem für jede Vordehnung die 

maximale Kontraktionskraft erreicht war, wurde die Lösung dreimalig gegen KRB–

Lösung ausgetauscht und jeweils eine 5-minütige Pause eingehalten. Dieses Procedere 
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wurde fünf- bis sechsmal wiederholt, bis die Vordehnung mit der höchsten 

Kraftentwicklung gefunden wurde. Nach Einstellung der optimalen Vordehnung wurde 

dem Gefäß wieder eine Äquilibrierungszeit von 30 min gegeben, bevor die 

Experimente begannen. Die maximal gemessene Wandspannung diente als 

Bezugswert für alle folgenden Experimente und sorgte für eine Vergleichbarkeit aller 

Tiere. Die Reaktion auf die kaliumreiche Lösung diente zusätzlich als Vitalitätsnachweis 

für die Gefäße. 

 

2.5. Ablauf der Myographie-Versuche 

 

Noradrenalin-induzierte Vasokonstriktion 

 

Das erste Experiment sollte die Sensitivität der Gefäße gegenüber Noradrenalin 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) belegen. Hierfür wurde nach 

oben beschriebener Vorbereitung für jeweils ein Mesenterial- und Nierengefäß eine 

Konzentrations-Wirkungs-Kurve erstellt. Noradrenalin wurde hierfür mittels Pipette 

kumulativ in die Badlösung eingebracht. In sieben halblogarithmischen Schritten wurde 

die zugegebene Konzentration an Noradrenalin von 10-8 auf 10-5 gesteigert und die 

jeweils entwickelte Spannung registriert. Die Applikation erfolgte in zweiminütigen 

Abständen. 

 

L- Typ Ca2+-Kanalaktivierung mittels S-(-)-BayK8644 

 

Im dritten Experiment wurde eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve für den L-Typ-Ca2+-

Kanalöffner S-(-)-BayK8644 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) 

angefertigt. Nach Vorbereitung der Gefäße wurde kumulativ in fünf 

halblogarithmischen Schritten S-(-)-BayK8644 in das Organbad pipettiert. In 5-

minütigen Intervallen wurden Konzentrationen von 10-8 bis 10-6 mol/l appliziert. 
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Wegen der praktisch irreversiblen Wirkung von S-(-)-BayK8644 wurden nach diesem 

Experiment die Badlösung und die Gefäße komplett ausgetauscht. 

L-Typ Ca2+-Kanalinhibition mittels Nifedipin 

 

Im vierten Experiment wurde eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve mit Noradrenalin 

unter L-Typ-Ca2+ -Kanalinhibition mittels Nifedipin angefertigt. Hierfür wurde 5 min vor 

der ersten Gabe von Noradrenalin Nifedipin (Sigma–Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland) in einer Konzentration von 1 x 10-6 mol/l in die Badlösung pipettiert. Die 

Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin wurde wie oben beschrieben erstellt. 

 

ROCK-Inhibition mittels Y27632 

 

Im zweiten Experiment wurde eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve mit Noradrenalin 

unter ROCK-Inhibition angefertigt. Hierfür wurde 15 min vor der ersten Gabe von 

Noradrenalin der ROCK-Inhibitor Y27632 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland) in einer Konzentration von 3 x 10-6 mol/l in die Badlösung pipettiert. Die 

Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin wurde wie oben beschrieben erstellt. 

Wegen der anhaltenden Wirkung von Y27632 wurden nach diesem Experiment die 

Badlösung und die Gefäße ausgetauscht. 
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Protokolle der Myographie-Experimente  

 

Experiment 1: 

- Depolarisation mit kaliumreicher Badlösung 

- Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin 

- Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin nach 

vorrausgegangener Gabe von Y27632 

Experiment 2: 

- Depolarisation mit kaliumreicher Badlösung 

- Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin 

- Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin nach 

vorrausgegangener Gabe von Nifedipin 

Experiment 3: 

- Depolarisation mit kaliumreicher Badlösung 

- Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für S-(-)- BayK8644 

- Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin nach 

vorrausgegangener Gabe von Y27632 

 

Pufferlösungen  

 

Die Pufferlösungen (siehe Tab. 1 und 2) wurden täglich aus Stammlösungen hergestellt 

und eine Stunde vor Gebrauch mit Carbogen (95% Sauerstoff, 5% Kohlendioxid) 

begast. Die Pufferlösungen wurden vor Versuchsbeginn auf einen pH-Wert von 7,4 

eingestellt und auf 37°Celsius erwärmt. 
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Tabelle 1: Krebs – Ringer – Hydrogenkarbonat – Lösung 

Substanz Konzentration 

NaCl 118,5 mmol/l 

KCl 4,7 mmol/l 

MgSO4 1,2 mmol/l 

KH2PO4 1,2 mmol/l 

NaHCO3 25,0 mmol/l 

CaCl2 2,5 mmol/l 

Glucose 5,6 mmol/l 

 

 

Tabelle 2: Kaliumreiche Pufferlösung (Kalium - 125) 

Substanz Konzentration 

KCl 125 mmol/l 

MgSO4 1,20 mmol/l 

KH2PO4 1,20 mmol/l 

NaHCO3 25,00 mmol/l 

CaCl2 2,50 mmol/l 

Glucose 5,60 mmol/l 
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Chemikalien 

 

Tabelle 3: Inhaltstoffe der Pufferlösungen 

Bezeichnung Hersteller 

NaCl Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

KCl Serva Feinbiochemie GmbH, Heidelberg 

MgSO4 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

KH2PO4 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

NaHCO3 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

CaCl2 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Glucose Serva Feinbiochemie GmbH, Heidelberg 

 

 

Tabelle 4: Pharmaka 

Bezeichnung Hersteller 

Noradrenalin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

Y27632 Firma Merck Bioscience, Nottingham, 

Großbritannien 

Nifedipin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

S-(-)-BayK8644 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 
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2.6. Real – time RT – Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

Zur Erfassung der Transkriptmenge der Rho-Kinase-Isoenzyme ROCK-I und ROCK-II 

sowie der 1-Untereinheit des L-Typ-Ca2+-Kanals (Cav1.21C) in distalen 

Interlobararterien der Niere und Mesenterialarterien der 3. Aufteilungsgeneration  

wurde eine real-time RT-PCR durchgeführt. Dies ermöglicht eine quantitative 

Bestimmung der mRNA-Gehalte für die einzelnen Zielgene. Gemäß dem hausinternen 

Standard wurden zusätzlich Glyceraldehydphosphat-Dehydrogenase (GAPDH), Tyrosin 

3-Monooxygenase/Tryptophan 5-monooxygenase Aktivierungsprotein zeta (YWHAZ), 

β-Actin und Porphobilinogen-Deaminase (PBGD) als Referenzgenprodukte bestimmt, 

welche später zur statistischen Auswertung herangezogen wurden. 

 

Isolierung der RNA 

 

Die Isolierung der RNA erfolgte in Anlehnung an die Methode von Chomcynski und 

Sacchi [97]. Die RNA-Isolation erfolgte mittels RNAquenous® - 4PCR Kit (Ambion Ltd., 

Huntingdon, UK).  

Prinzip: Das RNAquenous® - 4PCR Kit wird vor allem für die Aufarbeitung von kleinen 

Gewebsproben (0,5mg – 75mg) verwendet. Dabei wird das tiefgefrorene Gewebe in 

eine Lösung mit Guanidiniumthiocyanat-Phenol gegeben. Dies führt zu einer 

Proteindenaturierung bei gleichzeitigem Schutz der RNA vor dem Abbau durch 

Ribonukleasen. Zur Entfernung der ungelösten Zellbestandteile (Zellmembranen, DNA) 

wird die Lösung nun per Vortex getrennt. Das gewonnene Lysat wird nun mit Ethanol 

versetzt und auf einen Filter gegeben welcher mRNA und größere Teile ribosomaler 

RNA bindet. Der Filter wird nun gewaschen, was zum Ausspülen der DNA- und 

Proteinreste führt. Der Filter wird in ein RNA-freies Röhrchen überführt und mit 

Waschlösung zentrifugiert, was zu einem Freiwerden der RNA führt. 

Durchführung: Es wurden jeweils 8 Proben zufällig aus beiden Versuchsgruppen 

ausgewählt und bearbeitet. Dabei wurde das Gewebe gewogen und in einem 
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Verhältnis von 20 μl Lysis-Binding-Lösung (RNAquenous®-4PCR Kit, Ambion Ltd., 

Huntingdon, UK) je Gramm Gewebe mittels Pistill homogenisiert. Nach weiterer 

Zugabe von 20 μl Lysis-Binding-Lösung (RNAquenous® - 4PCR Kit, Ambion Ltd., 

Huntingdon, UK) je Gramm Gewebe wurde die Lösung 10 min bei Raumtemperatur 

inkubiert und mit 1 μl Ethanol (64%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland) je 1 μl  Probe versetzt. Bei 4° Celsius erfolgte eine Zentrifugation mit 200-

facher relativer Zentrifugalbeschleunigung (RZB) für 5 min. Das entstandene 

Homogenat wurde in den zum Set gehörenden Filter/Collection-Tube überführt und 

bei 13000 RZB wiederholt für 1 min zentrifugiert, bis die Lösung komplett durch den 

Filter getreten war. Nach Verwurf des Durchlaufs wurde 700 μl Waschlösung 

(RNAquenous®-4PCR Kit, Ambion Ltd., Huntingdon, UK) auf den Filter gegeben und 

erneut bis zum vollständigen Durchtritt bei 13000 RZB zentrifugiert. Dieser 

Waschschritt wurde mit 500 μl Waschlösung und folgender Zentrifugation für 1 min 

zweimal wiederholt. Der entstandene Durchlauf wurde verworfen. Anschließend 

erfolgte die letzte Zentrifugation des Filter/Collection-Tubes mit 13000 RZB für 1 min 

ohne Waschlösung und Verwerfen des Durchlaufs. Die folgende Elution wurde mittels 

auf 75° Celsius erhitzter Elutionlösung (RNAquenous®-4PCR Kit, Ambion Ltd., 

Huntingdon, UK) durchgeführt. Dafür wurden erst 40 μl Elutionlösung auf den Filter 

gegeben und nach Durchfluss der Lösung erneut 10 μl Elutionlösung appliziert. 

Anschließend erfolgten eine Zentrifugation bei 13000 RZB und die erneute Zugabe von 

30 μl Elutionlösung sowie Wiederholung des Zentrifugiervorgangs. Als Ergebnis 

entstand 80 μl Eluat, welches nach dem DNAse Verdau der cDNA-Synthese zugeführt 

wurden. 
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DNAse – Behandlung und Fällung der RNA 

 

Prinzip: Zur Entfernung von DNA-Kontaminationen aus den RNA-Proben wurde ein 

DNAse-Verdau mittels des DNA-freeTM -Kit (Ambion, Kassel, Deutschland) nach den 

Vorgaben des Herstellers durchgeführt.  

Durchführung: Die gewonnen 80 μl Eluat wurden bei 37° Celsius mit 8 μl DNAse-I-

Puffer und 1 μl DNAse I versetzt. Zur Inaktivierung der DNAse I wurden nach 30 min 9 

μl DNAse-Inactivation-Reagent hinzugegeben und vorsichtig für 2 min bei 

Raumtemperatur gemischt und anschließend bei 10000 RZB für 1 min zentrifugiert. Zur 

Konzentrierung der RNA wurde das entstandene Eluat einer Fällung für 18 h bei – 20° 

Celsius mit Ammoniumacetat und Acrylamid nach Herstellerangaben des 

RNAquenous®-4PCR Kit (Ambion Ltd., Huntingdon, UK) zugeführt. Die Proben wurden 

dann bei 18000 RZB für 20 min bei 4°C zentrifugiert. Nach Lösung der Proben in RNAse-

freiem Wasser wurde für 10 min bei 60° Celsius im Wasserbad inkubiert und 

anschließend die cDNA-Synthese begonnen. 

 

cDNA - Synthese 

 

Prinzip: Die Reverse Transkriptase ist ein in Retroviren entdecktes Enzym [98], welches 

die Fähigkeit besitzt RNA in DNA umzuschreiben. Diese Fähigkeit als RNA-abhängige 

DNA-Polymerase ermöglicht die isolierte RNA in komplementäre DNA (cDNA) 

umzuschreiben. Diese cDNA dient als Ausgangsmaterial für die Polymerase-

Kettenreaktion. Zur Herstellung der cDNA wird die Sekundärstruktur der RNA durch 

Erhitzen zerstört. Zur denaturierten RNA werden nun die Reverse Transkriptase, Puffer 

und Nucleotide hinzugefügt. An verschiedenen Stellen des gebildeten RNA-

Einzelstranges bindet nun ein sogenannter Primer, welcher aus 6 Nukleotiden mit 

zufälliger DNA-Sequenz gebildet wird. Diese Primer dienen als Startpunkt für die 

Reverse Transkriptase, die nun in 3`-Richtung einen komplementären DNA-Strang an 

den RNA-Einzelstrang synthetisiert. Vom entstandenen RNA-DNA-Hybridstrang wird 
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durch die Ribonuklease, welche ein Bestandteil der Reversen Transkriptase ist, nun der 

RNA-Anteil hydrolysiert.  

Durchführung: Die cDNA-Synthese wurde mit Hilfe des High-Capacity cDNA reverse 

Transcription Kits (Applied Biosystems, Foster City, USA) nach Angaben des Herstellers 

durchgeführt. Hierbei wurden zu 10 μl des RNA-Ansatzes 10 μl des in Tabelle 5 

aufgeführten Mixes hinzu gegeben. Danach wurden die Proben im Thermocycler 

inkubiert, zur Anlagerung der Primer für 10 min bei 25° Celsius und anschließend für 

die cDNA- Synthese 120 min bei 37° Celsius. Die Proben wurden im Verhältnis 1:18 mit 

RNAse-freiem Wasser verdünnt und der real-time RT-PCR zugeführt.  

 

Tabelle 5: Zusammensetzung des Mixes für die cDNA – Synthese, alle Substanzen aus 
dem „High Capacity cDNA Transcription Kit“ 

Substanz Menge pro Ansatz [μl] 

10 x RT Puffer 

25 x dNTP - Mix 

10 x RT Random Primers 

RNAse Inhibitor 

Nuclease – freies Wasser 

Multiscribe rev. Transcriptase 

2,0 

0,8 

2,0 

1,0 

3,2 

1,0 

 

 

Polymerasen-Kettenreaktion 

 

Prinzip: Die 1986 von K. B. Mullis entwickelte PCR [99] ermöglicht die millionenfache 

Vervielfältigung einer DNA-Sequenz mit Hilfe spezifischer Primer. Zur Detektion der 

PCR-Produkte dienen Floureszenzfarbstoffe, welche in Echtzeit detektiert werden 

können. Die verdünnte cDNA wird hierfür mit genspezifischen Primern (Firma TIB 

MolBiol, Tab. 5) und einer DNA-Polymerase (TaqMan® Universal PCR Master Mix von 

Applied Biosystems, Foster City, USA oder Brillant SYBR® Green Mix von Stratagene, 

Amsterdam, Niederlande) vervielfältigt. Die Messung der Floureszenzsignale erfolgte 
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mittels GeneAmp® 5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA). Die hier genutzten zwei Detektionsmechanismen sollen hier kurz erläutert 

werden.  

Bei der Taq–DNA–Polymerase wird die 5´-3´-Exonukelaseaktivität der Taq-DNA-

Polymerase ausgenutzt. Bei Temperaturen größer 50° Celsius hybridisieren Primer 

sequenzspezifisch am Ziel-DNA-Strang. Zusätzlich lagern sich einzelsträngige 

Oligonukleotide (Sonden), welche an ihren Enden mit Floureszenzfarbstoffen markiert 

sind, an die DNA an. Am 5´-Ende der TaqMan-Sonde befindet sich der Reporter–

Farbstoff FAMTM und am 3´-Ende der Quencher-Farbstoff TAMRATM. Ein Phosphatrest 

verhindert am 3´-Ende der DNA die Verlängerung während der PCR. In der 

Annealingphase der PCR unterdrückt die räumliche Nähe des Quenchers die 

Floureszenz des Reporters. In der Elongationsphase wird durch Taq-DNA-

Polymeraseaktivität die Sonde hydrolysiert. Durch den entstehenden Abstand 

zwischen dem Reporterfarbstoff und dem Quencher erhöht sich das Floureszenzsignal 

entsprechend der vorhandenen Amplifikation. Die Signalhöhe, die vom Thermocycler 

gemessen wird, ist der amplifizierten DNA proportional. 

Das zweite Verfahren, dass für die PCR angewendet wurde, basiert auf dem 

Floureszenzfarbstoff SYBR Green I. Dieser Floureszenzfarbstoff fügt sich interkalierend 

in die Doppelhelix der DNA ein und emittiert Licht mit einer Wellenlänge von 521 nm. 

An jedem Ende der Elongationsphase, wenn die maximale Menge an amplifizierter 

doppelsträngiger DNA vorliegt, wird das Floureszenzsignal vom Thermocycler 

gemessen. Während der anschließenden Denaturierung löst sich der SYBR Green I - 

Farbstoff wieder und die dabei frei werdenden Farbstoffmoleküle senden eine 

Hintergrundfloureszenz aus. Dieses Hintergrundsignal wird vom eigentlichen Signal 

subtrahiert. 
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Tabelle 6: Primersequenzen 

 

Name Primer und 

Sonde 

Konzentrationen  

Primer und Sonde 

Basensequenzen in 5´-3´-Richtung 

ROCK-I vorwärts 

Primer 

rückwärts  

300 nmol/l 

900 nmol/l 

100 nmol/l 

GGTACCATGTCGACTGGGGACAGTTTTG 

CGCGAGCTATTCTAGATTTTCTTCTTTGATTTCC 

GATAAGGTACCAATGTCGACTGG 

ROCK-II vorwärts 

Primer 

rückwärts  

300 nmol/l 

300 nmol/l 

100 nmol/l 

GGTACCATGAGCCGGCCCCCGC 

CTCGAGCTATTCTAGGCGAGTATTAACAG 

GATAAGGACCAATGAGCCGGCC 

Cav1.21C vorwärts 

Primer 

rückwärts  

900 nmol/l 

900 nmol/l 

50 nmol/l 

CAGGAGGTGATGGAGAAGCCA 

CTGCAGGCGGAACCTGTTGTT 

GGCTCACAGAAGTCCAAACACGGC 

PBGD vorwärts 

Primer 

rückwärts  

300 nmol/l 

900 nmol/l 

50 nmol/l 

TGGGCACCCGGAAGAGT 

CCTGTGGTGGACATAGCAATGAT 

CAGACCGACACTGTGGTAGCGATGCT 

YWHAZ vorwärts 

Primer 

rückwärts 

300 nmol/l 

300 nmol/l 

50 nmol/l 

CATCTGCAACGACGTACTGTCTCT 

GACTGGTCCACAATTCCTTTCTTG 

ACTACTACCGCTACTTGGCTGAGGTTGCTG 

ß - ACTIN vorwärts 

Primer 

rückwärts  

50 nmol/l 

900 nmol/l 

50 nmol/l 

ACCCACACTGTGCCCATCTA 

GCCACAGGATTCCATACCCA 

TTACGCGCTCCCTCATGCCATCCTT  

GAPDH vorwärts 

Primer 

rückwärts  

300 nmol/l 

900 nmol/l 

50 nmol/l 

TTGTCAGCAATGCATCCTGC 

CGGCATGTCAGATCCACAAC 

TGGCCCCTCTGGAAAGCTGTGGCG 

A: Adenin, T: Thymin, G: Guanin, C: Cytosin, ROCK-I: Rho–Kinase I, ROCK-II: Rho–Kinase 

II, PBGD: Porphobilinogen–Deaminase, GAPDH: Glyceraldehyd–3–Phosphat–

Dehydrogenase, Cav1.21C: -Untereinheit des L-Typ-Calcium-Kanals 

Durchführung: Die Primer und Sonden wurden bis zur Verwendung bei –20° Celsius 

gelagert, der TaqMan und SYBR Green Premix bei –4° Celsius. Aus den in Tabelle 6 

gezeigten Konzentrationen an Sonden und Primern wurde ein Premix hergestellt. 

Danach wurden 48 µl des Premixes mit 27 µl aus dem DNA–Pool vermischt und je 

Probe in 22 µl Ansätzen als dreifache Bestimmung in 96-Well-Platten aufgeteilt. Als 
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Qualitätskontrolle wurden eine Wasserprobe und eine RT-Probe zum Ausschluss von 

Verunreinigung und unspezifischen Amplifikationen mitgeführt. Nach kompletter 

Belegung der Mikrotiterplatte wurde diese mit einer Folie (Optical Adhesive Covers, 

Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA) überklebt um Verdunstungsprozesse 

zu minimieren. Die Well-Platte wurde nun für 2 min bei 2000 RZB zentrifugiert und 

anschließend in den Thermocycler eingelegt und mit einer 96-Well-Lochmaske zur 

Streulichtreduktion bedeckt. Die Reaktionszyklen für beide Sonden stellt Tabelle 7 dar.  

 

Tabelle 7: Temperaturprofil der PCR, Phase 1: Denaturierung, Phase 2: Annealing und 
Elongation 

 Dauer  Temperatur [°C] 

Phase 1 10 min 95 °C 

Phase 2 15 s 

1 min 

95 °C 

60 °C 

 

Bei den PCR-Ansätzen mit SYBR Green I schloss sich an die Vervielfältigung der cDNA 

noch die Aufnahme eines Dissoziationsprofils an. Das PCR-Produkt wurde dabei 

schrittweise von 60 ° Celsius auf 90 ° Celsius erwärmt. Dabei ändert sich mit 

zunehmender Trennung der Doppelstränge das Floureszenzsignal in Abhängigkeit von 

der Temperatur.  

Die Berechnung des RNA-Äquivalents für jede einzelne cDNA-Probe wurde unter Bezug 

auf das geometrische Mittel der Referenzgene YWHAZ, PBGD, GAPDH und ß-Actin mit 

Hilfe der GeneAmp® 5700 SDS Software bestimmt. Dabei wurde das arithmetische 

Mittel aus den Parallel-Ansätzen der einzelnen Proben gebildet. 
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2.7. Statistische Auswertung 

 

Die Erfassung der Myographiedaten erfolgte mit dem Programm Myodaq Version 2.01 

(Universität Maastricht, Maastricht, Niederlande). 

Zur Berechnung des RNA-Äquivalents jeder einzelnen cDNA-Probe in der PCR wurde 

die Software GeneAmp® 5700 SDS genutzt. In die Auswertung ging das arithmetische 

Mittel aus den Parallel-Ansätzen der einzelnen Proben ein. 

Für die statistischen Auswertungen wurde das Programme SPSS V19 (SPSS Inc., 

Chicago, USA), für die Kurvenanpassungen und die Erstellung der Diagramme das 

Programm SigmaStat 11.0 (Systat Software, Washington, USA) verwendet. 

Alle Parameter sind als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes angegeben.  

Den beobachteten kumulativen Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden 4-

parametrige Hill-Kurven nach der der Methode der kleinsten Quadrate angepasst. 

Diese Kurven werden durch folgende Funktionsgleichung beschrieben: 

 

( )
1 10

logC x H

T B
y B




 


 , 

y relative Wandspannung 

x Konzentration des Agonisten 

B Bottom, minimale Wandspannung 

T Top, maximale Wandspannung 

H Hill Slope, Anstieg der linearisierten Kurve 

C Konzentration, bei der der Median der Wandspannung erreicht wurde 

Bei zufriedenstellender Anpassungsgüte kann der Vergleich der Konzentrations-

Wirkungs-Kurven mittels der Parameter dieser Hill-Kurven erfolgen. Insbesondere 

erkennt man eine unterschiedliche Sensitivität der relativen Wandspannung y 

gegenüber dem Agonisten, die durch in x-Richtung verschobene Kurven abgebildet 
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wird, an Unterschieden im Parameter C bzw. seinem dekadischen Logarithmus, 

bezeichnet als logEC50. 

Neben der Größe logEC50 wurde die maximale relative Wandspannung Emax analysiert, 

die dem Parameter T der Hill-Kurve entspricht. 

Wenn keine Anpassung einer Hill-Kurve möglich war, wurden die Konzentrations-

Wirkungs-Kurven mittels ANOVA mit Messwiederholungen verglichen. Bei 

signifikantem Ergebnis erfolgte der anschließende Gruppenvergleich mit post-hoc Test 

nach Tukey. 

Mittelwertvergleiche zwischen zwei Gruppen wurden mittels T-Test gerechnet. Zur 

gleichzeitigen Untersuchung von zwei potentiellen Einflussfaktoren wurde eine Zwei-

Weg-ANOVA herangezogen. Bei Vorliegen von signifikanten Wechselwirkungen 

wurden die Untergruppen mit dem post-hoc Test nach Tukey verglichen.  

Statistische Signifikanz wurde bei allen Tests bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p 

< 0,05 akzeptiert. 
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3. Ergebnisse 
 

3.1.  Maximale Kalium-induzierte Wandspannung 

 

Die maximale K+-induzierte Wandspannung zeigte signifikante Unterschiede bezüglich 

des Geschlechts, des Gefäßbettes und der Vorbehandlung. Es zeigte sich eine 

signifikant erhöhte maximale K+-induzierte Wandspannung bei den Männchen im 

Vergleich zu den Weibchen, bei den Mesenterial- im Vergleich zu den Nierengefäßen 

und bei den Kontrollen gegenüber den sympathektomierten Tieren (Tabelle 8).  

Tabelle 8: maximale Depolarisations-induzierte absolute Wandspannung nach 
Geschlecht, Gefäßbett und Gruppe 

Gruppe Wandspannung 

mN/mm 

Gruppe Wandspannung 

mN/mm 

Gruppe Wandspannung 

mN/mm 

Männlich 2,22 ± 0,19 * Niere 1,52 ± 0,19 Kontrollen 2,36 ± 0,20 * 

Weiblich 1,73 ± 0,19 Mesenterium 2,43 ± 0,17 * Sympath. 1,59 ± 0,17 

          * signifikant höhere maximale Wandspannung bei den männlichen Tieren         

          (p < 0,05, n=10), bei den Mesenterialgefäßen (p < 0,05, n=10) und bei den  

          Kontrolltieren (p < 0,05, n=10) 
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3.2. Noradrenalin–induzierte Vasokonstriktion 

 

 

Abbildung 2:  Originalaufnahme einer kumulativen Konzentrations-Wirkungs-Kurve für        

Noradrenalin. Darstellung der Kontraktionsantworten renaler Arterien eines  

Kontroll- (links) und eines sympathektomierten (rechts) Männchens. 

 

 

Die Nieren- und Mesenterialgefäße beider Geschlechter reagierten in der Kontroll- und 

sympathektomierten Gruppe mit konzentrationsabhängiger Vasokonstriktion auf die 

Gabe von Noradrenalin (Abbildung 2).  

Die Noradrenalinsensitivität war bei Nieren- und Mesenterialarterien der 

sympathektomierten Tiere statistisch signifikant höher als in den Kontrollgruppen, was 

sich in einer Verschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven zu niedrigeren 

Noradrenalinkonzentrationen äußerte. Dieser Effekt konnte bei beiden Geschlechtern 

beobachtet werden. Damit konnten wurde gezeigt, dass das Geschlecht der Tiere 

keinen statistisch signifikanten Effekt auf das Ausmaß der durch die Sympathektomie 

erzeugten Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven hatte. Die logEC50–

und Emax-Werte zeigt Tabelle 9.  



 37 

Tabelle 9: logEC50– und Emax-Werte der NA- Konzentrations-Wirkungs-Kurve nach 
Gruppen und Geschlecht 

Geschlecht Gefäßbett Sympathektomie Kontrolle 

logEC50 

Männlich 

(n =7) 

Nierengefäße 

Mesenterialgefäße 

-6,96 ± 0,24 * 

-6,21 ± 0,31 * 

-5,95 ± 0,12  

-6,06 ± 0,15 

Weiblich 

(n =7) 

Nierengefäße 

Mesenterialgefäße 

-6,88 ± 0,18 * 

-6,15 ± 0,09 * 

-6,03 ± 0,17 

-5,75 ± 0,1 

Emax 

Männlich 

(n =7) 

Nierengefäße 

Mesenterialgefäße 

1,62 ± 0,10 

1,46 ± 0,12 

1,33 ± 0,08 

1,11 ± 0,03 

Weiblich 

(n =7) 

Nierengefäße 

Mesenterialgefäße 

1,72 ± 0,09 

1,36 ± 0,12 

1,34 ± 0,12 

1,05 ± 0,08 

* p < 0.05 vs. Kontrollen 

 

Die folgenden Abbildungen 3-6 zeigen die Noradrenalin-Konzentrations-Wirkungs-

Kurven zusammen mit den angepassten Hill-Kurven für Nieren- und 

Mesenterialgefäße, separat für männliche und weibliche Tiere differenziert nach 

Kontrollen und sympathektomierten Tieren. 
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Abbildung 3:   Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin.   

 * signifikant niedrigere logEC50 für sympathektomierte (SX), p < 0,05, 

Kontrollen n= 7, sympathektomierte n = 7 

 

 

Abbildung 4:  Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin.     

* signifikant niedrigere logEC50 für sympathektomierte (SX), p < 0,05,  

Kontrollen n= 7, sympathektomierte n=7 

  

 

Nierengefäße männlicher Tiere 

Mesenterialgefäße männlicher Tiere 



 39 

 

 

Abbildung 5:   Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin.                                                                               

* signifikant niedrigere logEC50 für sympathektomierte (SX), p < 0,05,  

Kontrollen n= 7, sympathektomierte n=7 

 

 

Abbildung 6:   Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin.   

 * signifikant kleinere logEC50 für sympathektomierte (SX), p < 0,05, 

 Kontrollen n= 7, sympathektomierte n=7 

 

Nierengefäße weiblicher Tiere 

Mesenterialgefäße weiblicher Tiere 
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3.3. L – Typ Ca2+- Kanalinhibition mittels Nifedipin 

 

Der Effekt der Hemmung der L-Typ-Ca2+-Kanäle auf Noradrenalin-induzierte 

Kontraktion renaler und mesenterialer Widerstandsarterien wurde durch Inkubation 

der Gefäße mit Nifedipin, einem Hemmstoff der L-Typ-Ca2+-Kanäle, untersucht. Zuerst 

wurde erneut auf eine Abhängigkeit vom Geschlecht getestet. Dabei wurde kein 

signifikanter Zusammenhang zwischen Geschlecht und Emax oder logEC50 in beiden 

Gefäßgebieten festgestellt. Daher wurden für die folgenden Tests beide Geschlechter 

zusammen betrachtet. 

 

Nierengefäße 

 

Nifedipin führte bei den Nierengefäßen zu einer signifikanten Reduktion von Emax der 

Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin (p < 0,01) wobei es keine statistisch 

signifikanten Interaktionen zwischen den Faktoren Sympathektomie und Nifedipin-

Behandlung gab (Tab. 10, Abb. 7). Für den Parameter logEC50 ergab sich eine statistisch 

signifikante Interaktion zwischen den Faktoren Sympathektomie und Nifedipin-

Behandlung (p < 0,01). Während sich bei den Gefäßen der Kontrollen die Differenz der 

logEC50-Werte der Noradrenalin-Konzentrations-Wirkungs -Kurven ohne und mit L-Typ-

Ca2+-Kanalhemmung nicht statistisch signifikant unterschieden, führte die Nifedipin-

Behandlung bei den Gefäßen sympathektomierter Tiere zu einer statistisch 

signifikanten Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin 

(p < 0,05) (Tabelle 10, Abb. 7) 
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Tabelle 10: Emax, logEC50– Werte und Differenzen der NA- Konzentrations-Wirkungs-
Kurve bei Zugabe von Nifedipin nach Gruppen 

Gruppe logEC50 Differenzen Emax 

Kontrollen    NA 

(n=10)           NA + Nifedipin 

-5,96 ± 0,15 

-5,86 ± 0,11 

 0,10 ± 0,16 1,27 ± 0,01 

0,79 ± 0,06 

Sympath.      NA 

(n=13)           NA + Nifedipin 

-6,64 ± 0,13 

-5,78 ± 0,10 

0,86 ± 0,11*   1,68 ± 0,10* 

1,53 ± 0,14 

 

 

Abbildung 7:  Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin und für 

Noradrenalin unter Hemmung mittels Nifedipin.         

 * signifikante Differenz der logEC50 zwischen den Gruppen, p < 0,05.   

* signifikante Steigerung der Emax bei den sympathektomierten Tiere Tieren 

ohne Hemmung mittels Nifedipin, p<0,05; Kontrollen n= 10, 

Sympathektomierte n=13  

 

* 

* 
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Mesenterialgefäße 

 

L-Typ-Ca2+-Kanalhemmung mit Nifedipin führte bei den Mesenterialgefäßen zu einer 

statistisch signifikanten Reduktion der maximalen Kontraktionsantwort auf 

Noradrenalin (p < 0.01), wobei es keine statistisch signifikanten Interaktionen zwischen 

den Faktoren Sympathektomie und Nifedipin-Behandlung gab (Tabelle 11, Abb. 8). 

Für den Parameter logEC50 ergab sich bei den Kontrollen eine mittlerer Differenz von 

0,09 zwischen Noradrenalin-Wirkungs-Kurve und Untersuchung nach Zugabe von 

Nifedipin. Bei den Gefäßen sympathektomierter Tiere betrug diese Differenz 0,312. 

Diese Differenz ist statistisch nicht signifikant mit p = 0,269. (siehe Tabelle 11 und 

Abbildung 8).  
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Tabelle 11: Emax, logEC50 – Werte und Differenzen der NA- Konzentrations-Wirkungs-
Kurven bei Zugabe von Nifedipin nach Gruppen 

Gruppe logEC50 Differenzen Emax 

Kontrollen    NA 

(n=10)           NA + Nifedipin 

-5,82 ± 0,14 

-5,73 ± 0,13 

0,09 ± 0,19 1,02 ± 0,03 

0,75 ± 0,24 

Sympath.      NA 

(n=12)           NA + Nifedipin 

-6,23 ± 0,12 

-5,92 ± 0,12 

0,312 ± 0,09   1,27 ± 0,06 

0,73 ± 0,10 

 

 

Abbildung 8:  Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin und für 

Noradrenalin unter Hemmung mittels Nifedipin. Keine signifikante Differenz 

der  logEC50 zwischen den Gruppen, p=0,269. Keine signifikante Änderung der 

Emax zwischen den Gruppen, p=0,51; Kontrollen n= 11, Sympathektomierte 

n=13 
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3.4. L – Typ Ca2+-Kanalaktivierung mittels S-(-)-BayK8644 

 

Der Aktivator der L-Typ Ca2+-Kanäle führte bei den Nierengefäßen sympathektomierter 

Tiere zu einer statistisch signifikant stärkeren Kontraktionsantwort als bei den 

Kontrollen (p < 0,05). Die Mesenterialarterien zeigten keine statistisch signifikanten 

Spannungsänderungen auf die Applikation von S-(-)-BayK8644. Es bestand kein 

statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Geschlecht und 

Spannungsentwicklung und die Gefäßantworten beide Geschlechter wurden 

zusammen ausgewertet (Abb. 9 und 10). 
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Abbildung 9:  Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für S-(-)-BayK8644.    

* signifikante Änderungen der relativen Wandspannung im Vergleich zu den 

Kontrollen  p < 0,05; Kontrollen n=10, sympathektomierte Tiere n=14 

 

 

Abbildung 10: Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für S-(-)-BayK8644.  

  Keine signifikant verschiedenen Kurvenverläufe,  

  Kontrollen n= 10, Sympathektomierte n=14 

* 
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3.5. ROCK-Inhibition mittels Y27632 

 

Der Einfluss der ROCK-Hemmung auf die Gefäßwandspannung von Nieren- und  

Mesenterialgefäßen wurde durch Inkubation der Gefäße mit dem ROCK-Hemmer 

Y27632 untersucht. Zuerst wurde auf eine Abhängigkeit der Kurvenparameter vom 

Geschlecht getestet. Dabei wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen 

Geschlecht und maximaler Noradrenalin-induzierter-Spannungsentwicklung (Emax) oder 

logEC50 in beiden Gefäßgebieten festgestellt. Daher wurden für die folgenden Tests 

beide Geschlechter zusammen betrachtet. 

 

 

Nierengefäße 

 

Bei den Nierengefäßen führte die Inkubation mit 3 x 10-6 mol/l Y27632 zu einer 

statistisch signifikanten Reduktion der maximalen Noradrenalin-Effekte (Emax) (p < 

0,01), die unabhängig von der Sympathektomie waren (Tabelle 12, Abb.11). 

Für den Parameter logEC50 ergab sich eine statistisch signifikante Interaktion zwischen 

den Faktoren Sympathektomie und ROCK-Hemmung (p < 0,05). Während sich bei den 

Gefäßen der Kontrolltiere die Differenzen der logEC50-Werte der Noradrenalin- 

Konzentrations-Wirkungs-Kurve ohne und mit ROCK-Hemmung nicht statistisch 

signifikant unterschieden, führte die ROCK-Hemmung bei den Gefäßen 

sympathektomierter Tiere zu einer statistisch signifikanten Rechtsverschiebung der 

Konzentrations-Wirkungskurve für Noradrenalin (p < 0,05) (Tabelle 12, Abb. 11) 
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Tabelle 12: Emax, logEC50-Werte und Differenzen der NA- Konzentrations-Wirkungs-
Kurven bezogen auf Kurven bei Zugabe von Y27632 nach Gruppen 

Gruppe logEC50 Differenzen Emax 

Kontrollen    NA  

(n=12)           NA + Y27632 

-6,06 ± 0,14 

-5,78 ± 0,16 

0,28 ± 0,07 1,32 ± 0,07 

1,14 ± 0,11 

Sympath.      NA 

 (n=15)          NA + Y27632 

-6,92 ± 0,13 

-6,13 ± 0,14 

0,79 ± 0,14* 1,57 ± 0,12 

1,35 ± 0,08 

 

 

Abbildung 11:  Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin und für 

Noradrenalin unter Rho-Kinase-Hemmung mittels Y27632.     

 * signifikante Differenz der logEC50 zwischen den Gruppen, p<0,05;  

 * signifikante Reduktion der Emax bei den Gefäßen sympathektomierten Tieren 

durch ROCK-Hemmung, p<0,05; Kontrolle n=12, Sympathektomierte n=15 

 

* 
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Mesenterialgefäße 

 

Bei den Mesenterialgefäßen führte die Rho-Kinase-Hemmung zu einer statistisch 

signifikanten Reduktion der maximalen Kontraktionsantworten (Emax) auf Noradrenalin 

(p < 0.01) wobei es keine statistisch signifikanten Interaktionen zwischen den Faktoren 

Sympathektomie und Rho-Kinase-Hemmung gab (Tabelle 13, Abb. 12). 

Für den Parameter logEC50 ergab sich bei den Kontrollen eine mittlere Differenz von 

0,06 zwischen Noradrenalin-Wirkungs-Kurve und Wiederholung nach Zugabe von 

Y27632. Diese Differenz ist statistisch nicht signifikant. Bei den sympathektomierten 

Tieren betrug diese Differenz 0,28. Diese Differenz ist statistisch nicht signifikant mit p 

= 0,103. (Tabelle 13, Abb. 12). 
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Tabelle 13: Emax, logEC50-Werte und Differenzen der NA- Konzentrations-Wirkungs-
Kurven bezogen auf Kurven bei Zugabe von Y27632 nach Gruppen 

Gruppe logEC50 Differenz Emax 

Kontrollen    NA 

(n=13)           NA + Y27632 

-5,88 ± 0,11 

-5,94 ± 0,15 

0,06 ± 0,07 1,09 ± 0,04 

0,77 ± 0,08 

Sympath.      NA 

(n=14)           NA + Y27632 

-6,28 ± 0,10 

-6,00 ± 0,15 

0,28 ± 0,17 1,41 ± 0,08 

1,22 ± 0,21 

 

 

Abbildung 12:  Kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Noradrenalin und für  

Noradrenalin  unter Rho-Kinase-Hemmung mittels Y27632. Keine signifikante 

Differenz der  logEC50 zwischen den Gruppen, p=0,103.* signifikante 

Verminderung der Emax bei den Gefäßen sympathektomierter Tiere durch 

ROCK-Hemmung, p<0,05; Kontrollen n= 13, Sympathektomierte n=14 
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3.6. Vaskuläre ROCK-I-, ROCK-II- und Cav1.21c-mRNA-Gehalte 

 

Nierengefäße 

 

Bei Interlobararterien sympathektomierter Weibchen zeigte sich ein statistisch 

signifikant höherer mRNA-Gehalt für Cav1.2 im Vergleich zu den Kontrollweibchen. Der 

mRNA-Gehalt der ROCK-I und ROCK-II wurde weder durch das Geschlecht noch durch 

die Sympathektomie statistisch signifikant beeinflusst. Der mRNA-Gehalt der ROCK-I 

zeigte einen Trend zu einem höheren mRNA-Gehalt bei den sympathektomierten im 

Vergleich zu den Kontrolltieren ohne eine statistische Signifikanz zu erreichen. Die 

Werte sind in den Tabellen 14 bis 16 zusammengefasst.  
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Tabelle 14: Normierter mRNA – Gehalt Cav1.21C  nach Gruppen 

Gruppe mRNA – Gehalt (normiert) p – Wert  

männlich   Kontrollen 

                    Sympathektomierte 

1,00 ± 0,07 

0,87 ± 0,07 

0,258 

weiblich     Kontrollen 

                    Sympathektomierte 

0,82 ± 0,11 

1,24 ± 0,11 

0,025 

 

 

Abbildung 13: Normierte Expression des Cav1.2.       

* Signifikanter Unterschied des mRNA–Gehalts zwischen den weiblichen 

Versuchstiergruppen, p < 0,05.       

 keine Signifikanz bei männlichen Versuchstieren, p = 0.258, Kontrollen n= 6, 

Sympathektomierte n=6 für beide Geschlechter 

 

* 
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Tabelle 15:Normierter mRNA – Gehalt ROCK-I nach Gruppen 

Gruppe mRNA – Gehalt (normiert) p – Wert  

männlich   Kontrollen 

                    Sympathektomierte 

1,00 ± 0,17 

1,12 ± 0,17 

0,590 

weiblich     Kontrollen 

                    Sympathektomierte 

1,25 ± 0,24 

2,03 ± 0,28 

0,071 

 

 

Abbildung 14: Normierte Expression der ROCK-I.  Kontrollen n= 6, sympathektomierte n=6 für 

beide Geschlechter 
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Tabelle 16: Normierter mRNA – Gehalt ROCK-II nach Gruppen 

Gruppe mRNA – Gehalt (normiert) p – Wert  

männlich   Kontrollen 

                    Sympathektomierte 

1,00 ± 0,21 

0,76 ± 0,09 

0,337 

weiblich     Kontrollen 

                    Sympathektomierte 

1,05 ± 0,19 

1,49 ± 0,30 

0,250 

 

 

Abbildung 15: Normierte Expression der ROCK-II., Kontrollen n= 6, sympathektomierte n=6 

für beide Geschlechter 
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Mesenterialgefäße 

 

In den Mesenterialarterien beider Geschlechter konnte bei keinem der untersuchten 

Gene ein Unterschied des mRNA–Gehaltes festgestellt werden. Die ermittelten Werte 

zeigen die Tabellen 17-19. 

 

Tabelle 17: Normierter mRNA – Gehalt Cav1.21C nach Gruppen 

Gruppe mRNA – Gehalt (normiert) p – Wert  

männlich   Kontrollen 

                    Sympathektomierte 

0,99 ± 0,05 

0,79 ± 0,20 

0,395 

weiblich     Kontrollen 

                    Sympathektomierte 

1,30 ± 0,12 

1,28 ± 0,38 

0,979 

 

 

Abbildung 16: Normierte Expression der Cav1.2. Kontrollen n= 6, sympathektomierte n=6 für 

beide Geschlechter 
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Tabelle 18: Normierter mRNA – Gehalt ROCK-I nach Gruppen 

Gruppe mRNA – Gehalt (normiert) p – Wert  

männlich   Kontrollen 

                    Sympathektomierte 

1,18 ± 0,20 

1,00 ± 0,09 

0,447 

weiblich     Kontrollen 

                    Sympathektomierte 

1,13 ± 0,15 

1,13 ± 0,18 

0,994 

 

 

Abbildung 17: Normierte Expression der ROCK-I. Kontrollen n= 6, sympathektomierte n=6 für 

beide Geschlechter 
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Tabelle 19: Normierter mRNA – Gehalt ROCK-II nach Gruppen 

Gruppe mRNA – Gehalt (normiert) p – Wert  

männlich   Kontrollen 

                    Sympathektomierte 

0,86 ± 0,09 

1,09 ± 0,17 

0,257 

weiblich     Kontrollen 

                    Sympathektomierte 

1,10 ± 0,05 

1,17 ± 0,28 

0,830 

 

 

Abbildung 18:  Normierte Expression der ROCK-II. Kontrollen n= 6, sympathektomierte n=6 für 

beide Geschlechter 
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4. Diskussion 
 

Der Einfluss der neonatalen Sympathektomie auf die proximalen Widerstandsarterien 

von Wistar-Ratten ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Dabei wurde die 

Vasokonstriktion auf die Gabe von Noradrenalin an sympathektomierten und schein-

sympathektomierten Tieren als Kontrollen untersucht. Die Untersuchungen wurden ex 

vivo unter den Bedingungen der Small-Vessel-Myographie an distalen 

Interlobararterien der Niere und Segmenten der dritten Aufzweigungsgeneration der 

Arteria mesenterica superior beider Geschlechter durchgeführt. 

In der ersten Fragestellung der vorliegenden Arbeit sollte geklärt werden, ob 

neonatale Sympathektomie bei normotensiven Ratten zu einer Noradrenalin-

Supersensitivität der renalen und mesenterialen Gefäße führt und ob sich eine 

Abhängigkeit vom Gefäßbett oder Geschlecht der Tiere nachweisen lässt. Die 

neonatale Sympathektomie erfolgte durch die Zerstörung der peripheren 

sympathischen Neurone mittels Guanethidin und einer anschließenden operativen 

Entfernung des Nebennierenmarks [64]. Wir konnten nachweisen, dass es nach 

neonataler Sympathektomie bei den von uns verwendeten normotensiven Wistar-

Ratten zu einer Noradrenalin-Supersensitivität der Gefäße kommt. Diese 

Supersensitivität zeigte sich gleichermaßen bei männlichen und weiblichen Tieren im 

renalen und mesenterialen Gefäßbett. 

Es sollte weiterhin geklärt werden, in wie weit Veränderungen von Mechanismen, die 

den Ca2+-Einstrom und die Ca2+-Empfindlichkeit der Gefäßmuskelzellen regeln, zur 

Noradrenalin-Supersensitivität der renalen und mesenterialen Gefäße nach 

sympathischer Denervierung beitragen. Zu diesem Zweck erfolgten pharmakologische 

Interventionen zur Hemmung und Aktivierung von L-Typ-Ca2+-Kanälen sowie zur 

Hemmung der ROCK. Weiterhin wurden die mRNA-Gehalte der -Untereinheit des 

Cav1.2-Kanals und der ROCK Isoenzyme ROCK I und II in den renalen und mesenterialen 

Widerstandsarterien untersucht. 

Es zeigte sich ein differente Effekte der L-Typ-Ca2+-Kanal-Blockade auf die 

Noradrenalin-induzierte Vasokonstriktion bei Nierengefäßen der sympathektomierten 
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Männchen und Weibchen im Vergleich zu den Kontrollen. Bei den Nierengefäßen der 

Weibchen konnte ein erhöhter mRNA – Gehalt für den Cav1.21C nachgewiesen 

werden. Weiterhin konnte eine Erhöhung der ROCK-Abhängigkeit der Noradrenalin-

induzierten Vasokonstriktion renaler Widerstandsgefäße sympathektomierter Tiere 

nachgewiesen werden, wobei eine keine signifikante Erhöhung des mRNA-Gehaltes 

mittels real-time-PCR nachgewiesen werden konnte. 

 

4.1. Noradrenalin-induzierte Vasokonstriktion 

 

Das Phänomen der Denervierungssupersensitivität von Geweben gegenüber 

Neurotransmittern und anderen Botenstoffen - Cannon’s „Law of Denervation“ [100], 

ist seit langem bekannt. Ob sich dieses Gesetz auch uneingeschränkt auf das 

Gefäßsystem anwenden lässt, ist bisher unklar. Studien haben gezeigt, dass es nach 

neonataler Sympathektomie zu einer gesteigerten Vasokonstriktion nach Gabe von 

Noradrenalin in isolierten mesenterialen Gefäßen von Wistar-Ratten kommt [101]. In 

der gleichen Studie konnte gezeigt werden, dass zerebrale Arterien nach 

Sympathektomie keine erhöhte Sensitivität auf Noradrenalin zeigten, was eine 

Abhängigkeit der Noradrenalin-Supersensitivität vom Gefäßbett nahe legt [101]. Eine 

gesteigerte Vasokonstriktion auf Noradrenalin nach sympathischer Denervierung 

konnte auch an Gefäßen der Choroidea von Kaninchen [61], in plantaren Arterien der 

Ratte [102], den glatten Muskelzellen der Iris von Kaninchen [103], intrarenalen 

Arterien der Ratte [87, 104], dem vas deferens von Ratten [105] und den Arterien des 

Schwanzes von Ratten [106] nachgewiesen werden. In klinischen Studien konnte nach 

renaler Denervierung eine langfristige Senkung des arteriellen Blutdrucks 

nachgewiesen werden [66]. Aktuelle randomisierte Doppelblindstudien konnten 

hingegen keine signifikante Blutdrucksenkung nach renaler Denervation zeigen [67, 

68]. Eine renale Denervierung scheint den Blutdruck vor allem bei Patienten mit 

gesteigerter Freisetzung sympathischer Transmitter in den afferenten Arteriolen der 

Niere erfolgreich zu senken [107]. Zum besseren Verständnis des langfristigen 

Einflusses der sympathischen Innervation auf die Funktion von Widerstandsarterien 

führten wir eine neonatale Sympathektomie mit bilateraler Entfernung des 
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Nebennierenmarks durch. Dies führt nachweislich zu einer selektiven Destruktion der 

peripheren sympathischen Innervation und einer Verminderung der zirkulierenden 

Katecholamine [60, 65]. Nach „Cannon’s Law“ müsste es daraufhin zu einer 

gesteigerten Sensitivität der glatten Muskulatur der Gefäße kommen.  

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir das Kontraktionsverhalten von proximalen 

renalen und mesenterialen Widerstandsgefäßen nach Gabe von Noradrenalin. In 

Übereinstimmung mit Voruntersuchung von distalen Interlobararterien von SHR [87] 

zeigte sich eine gesteigerte Noradrenalinsensitivität der distalen Interlobararterien in 

der sympathektomierten Gruppe. Diese gesteigerte Sensitivität konnte auch an den 

mesenterialen Arterien der sympathektomierten Tiere nachgewiesen werden. An 

beiden Gefäßbetten kommt es zu einer Verschiebung der Konzentrations-Wirkungs-

Kurven zu niedrigeren Noradrenalinkonzentrationen.  

Die nachgewiesene „Supersensitivität“ könnte eine Ursache des gesteigerten 

Blutdruckanstieges bei in-vivo Gabe von α-Adrenorezeptor-Agonisten bei 

sympathektomierten Ratten darstellen [101]. Lee et al. konnten eine Verminderung 

der maximalen Spannungsentwicklung in den mesenterialen Arterien nach 

Sympathektomie auf die Gabe von Noradrenalin nachweisen [85]. In unseren 

Ergebnissen zeigte sich in beiden Gefäßgebieten nach neonataler Sympathektomie 

eine Verminderung der maximalen K+-induzierten Wandspannung. Eine signifikante 

Verminderung der relativen Wandspannung nach neonataler Sympathektomie und 

Gabe von Noradrenalin ließ sich jedoch nicht nachweisen. Die unterschiedlichen 

Ergebnisse lassen sich am ehesten durch unterschiedliche Verfahren der 

Sympathektomie erklären. Die von Lee et al. [85] durchgeführte Sympathektomie 

erfolgte mittels Guanethidin und der Hemmung des „nerve growth factors“. Eine 

Entfernung des Nierenmarkes erfolgte in diesen Voruntersuchungen nicht [85]. 

Inwiefern die gesteigerte Expression von α1- und α2-Rezeptoren nach Entfernung des 

Nebennierenmarkes auf dem renalen Kortex [108] auf Mesenterialarterien 

übertragbar ist und damit als Erklärung für die von uns gefundenen unveränderten 

Spannungsentwicklungen gesehen werden kann, gilt es noch zu untersuchen. 

Zusätzlich verwendeten Lee et al. [85] perfundierte Gefäße, während in der Draht-

Myographie kein Fluss durch das Lumen besteht. 
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Während die „Noradrenalin-Supersensitivität“ nach sympathischer Denervierung in 

verschiedensten Geweben nachgewiesen wurde [61, 87, 102-106], sind die beteiligten 

zellulären Mechanismen nur unzureichend erforscht. In plantaren Arterien von Ratten 

zeigte sich nach chirurgischer Denervierung zusätzlich zur gesteigerten Sensitivität auf 

α-adrenerge Agonisten auch eine erhöhte Sensitivität auf die extrazellulären 

Calciumspiegel bei Depolarisation durch kaliumreiche Lösungen [102]. Die Autoren 

schlussfolgerten daraus, dass die gesteigerte Sensitivität nicht nur von Veränderungen 

in der Affinität und Anzahl der adrenergen Rezeptoren verursacht werden kann. In 

Bezug auf die Veränderungen der adrenergen Rezeptoren gibt es unterschiedliche 

Studienergebnisse. Nach Denervierung des vas deferens der Ratte kommt es zu einer 

gesteigerten Sensitivität gegenüber Noradrenalin ohne eine Veränderung der Dichte 

der α1-adrenergen-Rezeptoren [105]. Andere Studien beschreiben am vas deferens 

eine gesteigerte Noradrenalin-Sensitivität mit begleitender Abnahme der 

Rezeptoranzahl, aber gesteigerter Affinität zu Noradrenalin [109].  

Die unterschiedlichen Ergebnisse der genannten Studien können erneut zum Teil mit 

den unterschiedlichen Arten der Denervierung erklärt werden. In den genannten 

Studien wurde die Sympathektomie durch chirurgische oder chemische Denervierung 

mittels 6-Hydroxydopamine erreicht. Im Vergleich zu der in der vorliegenden Arbeit 

durchgeführten neonatalen Sympathektomie mit anschließender bilateraler 

Entfernung des Nebennierenmarks kommt es bei chemischer und chirurgischer 

Denervierung nicht zu einer Absenkung der vom Nebennierenmark freigesetzten 

Katecholamine [84]. Die zusätzliche Entfernung des Nebennierenmarks führt bei 

Sprague-Dawley-Ratten zu einer erhöhten Anzahl an adrenergen Rezeptoren im 

Nierenkortex [108]. Ob eine vermehrte Anzahl an α-Rezeptoren die Ursache für die für 

uns gefundene Noradrenalin-Supersensitivität der Nieren und Mesenterialgefäße 

darstellt, gilt es in nachfolgenden Untersuchungen weiter zu klären.  

Unabhängig von den Veränderungen der α-Rezeptoren könnten die Ursachen für die 

gesteigerte Noradrenalin-Sensitivität der renalen und mesenterialen 

Widerstandsgefäße auch in der Calcium-abhängigen und Calcium-unabhängigen 

Signalkaskade der glatten Muskelzelle der Gefäße liegen. Ursächlich für die 

Noradrenalin-Supersensitivität könnte somit ein erhöhter Calciumeinstrom über die L-



 61 

Typ-Ca2+-Kanäle, eine erhöhte ROCK-Aktivität oder eine verstärkte ROCK-Abhängigkeit 

der Noradrenalin-induzierten Vasokonstriktion sein. 

4.2. Veränderungen in der Calcium-Signalkaskade  

 

Entscheidend für die Aktivierung der glatten Muskulatur ist ein Anstieg des Ca2+-

Gehaltes im Myoplasma. Nach Ansteigen der Ca2+-Konzentration bindet das Ca2+ 

Calmodulin [110]. Der entstandene Ca2+-Calmodulin-Komplex aktiviert die MLCK, 

welche eine Phosphatgruppe vom ATP auf die MLC überträgt und damit den 

Querbrückenzyklus der glatten Muskulatur ermöglicht [111]. Die Kontraktion hängt 

dabei vom Phosphorylierungszustand der MLC ab, welche wiederum abhängig vom 

intrazellulären Calciumgehalt ist. In den glatten Muskelzellen der Gefäße erhöht sich 

der myoplasmatische Calciumgehalt hauptsächlich durch den transmembranösen 

Einstrom aus dem Extrazellulärraum und den quantitativ weniger bedeutsamen 

Einstrom aus dem sarkoplasmatischen Retikulum [110]. Der transmembranöse Ca2+-

Einstrom erfolgt in proximalen Widerstandsgefäßen durch T-Typ-und L-Typ-Ca2+-

Kanäle [38, 39]. An der Zellmembran der glatten Muskulatur befinden sich spannungs- 

und ligandengesteuerte Ca2+-Kanäle [112]. Die sympathischen Axone an der glatten 

Muskulatur der Gefäße setzen neben Noradrenalin auch ATP frei. Das freigesetzte ATP 

aktiviert ionotrope P2X-Rezeptoren, und es kommt zu einem Ca2+ und Na+ Einstrom in 

die glatte Muskelzelle, welche daraufhin depolarisiert [112]. Die Freisetzung von 

Noradrenalin führt zu einer Aktivierung des Gq-Proteins und damit zur Aktivierung der 

PLC und damit der Bildung von DAG und IP3. DAG aktiviert unter anderem TRP6-

Kanäle, wodurch es zu einem unspezifischen Kationeneinstrom und damit einer  

Depolarisation der Zellmembran kommt. Zusätzlich kommt es durch IP3 zu einer Ca2+-

Freisetzung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum, welche Ca2+-abhängige Cl--Kanäle 

öffnet und durch den folgenden Cl--Ausstrom, zu einer weiteren Depolarisation der 

Membran führt [33, 34]. Diese Depolarisationen führen zur einer Öffnung 

spannungsgesteuerter L-Typ-Ca2+-Kanäle. Der Einstrom durch die L-Typ-Ca2+-Kanäle 

und die IP3-induzierte Öffnung von Ca2+-Kanälen im sarkoplasmatischen Retikulum 

führen zu einem Anstieg des intrazellulären Calciums [58, 112]. Neuere Studien zeigen 

einen zusätzlichen Beitrag einiger Proteine des SNARE-Komplexes wie VAMP [113], 
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SNAP-25[114] und Snapin[115] in der Kopplung zwischen dem α1A –Adrenorezeptor 

und der Öffnung von Ca2+-Kanälen [116, 117].  Insgesamt kommt es bei Aktivierung des 

α1A–Adrenorezeptor zu einer  Steigerung des intrazellulären Calciumgehalts und damit 

zu einer Kontraktion der Gefäßmuskulatur. 

Die entstandenen Membranpotenzialänderungen werden über gap junctions von 

glatter Muskelzelle zu glatter Muskelzelle weitergegeben. Diese gap junctions werden 

aus Connexinen gebildet [118]. Nach sympathischer Denervierung mit Reserpin konnte 

bei Ratten eine Expressionszunahme von Connexin43 nachgewiesen werden [119]. Die 

Zunahme der Leitfähigkeit unter den glatten Muskelzellen könnte eine weitere 

Erklärung der gesteigerten Noradrenalinsensitivität nach sympathischer Denervierung 

darstellen. Die Veränderungen in der Calcium-Signalkaskade bei α-adrenerger 

Aktivierung nach neonataler Sympathektomie sind nur unzureichend bekannt. Nach 

Reserpin-Behandlung, einer Substanz, die zu einer Abnahme sympathischer 

Transmitter in peripheren und zentralen Nerven führt, konnte eine gesteigerte Dichte 

an L-Typ-Ca2+-Kanälen in verschiedenen Geweben der Ratte festgestellt werden [120]. 

Der Effekt der neonatalen Sympathektomie auf proximale Widerstandsgefäße ist am 

Gefäßbett der SHR untersucht worden [86, 87]. Im Vergleich sympathektomierter mit 

scheinbehandelten SHR zeigte sich keine Abhängigkeit der maximalen 

Spannungsentwicklung nach Gabe von Noradrenalin von der extrazellulären 

Calciumkonzentration [87]. Es konnte jedoch eine vermehrte Sensitivität der distalen 

Interlobararterien sympathektomierter SHR auf S-(-)-BayK8644, einem spezifischen 

Aktivator der L-Typ-Ca2+-Kanäle, festgestellt werden [87]. Diese Befunde legten die 

Vermutung nahe, dass die Supersensitivität der SHR nach neonataler Sympathektomie 

unter anderem durch eine gesteigerte Expression der L-Typ-Ca2+-Kanäle verursacht 

seien könnte. Allerdings fand sich die gesteigerte Sensitivität gegenüber S-(-)-BayK8644 

auch bei Hydralazin-behandelten SHR, wodurch ein niedriger Blutdruck als Auslöser 

der gesteigerten Sensitivität nicht ausgeschlossen werden konnte [87].  

In unseren Experimenten an normotensiven Wistar-Ratten zeigte sich in den 

Nierenarterien eine stärkere Hemmung der Noradrenalin-induzierten Vasokonstriktion 

nach Gabe von Nifedipin bei den sympathektomierten Tieren im Vergleich zu den 

Kontrollen. Nach spezifischer L-Typ-Ca2+-Kanalöffnung mittels S-(-)-BayK8644 zeigte 

sich in den Nierenarterien der sympathektomierten Tiere eine Vasokonstriktion. Die in 
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Vorstudien gefundene gesteigerte Vasokonstriktion nach selektiver L-Typ-Ca2+-

Kanalaktivierung der SHR [87] lässt sich demnach auch bei normotensiven Wistar-

Ratten nachweisen.  

In Vorexperimenten konnten wir zeigen, dass sympathektomierte nur um wenige 

mmHg niedrigere arterielle Blutdruckwerte als scheinbehandelte Wistar-Ratten 

aufweisen. Daher kann davon ausgegangen werden, dass die vermehrte 

Abschwächung der Vasokonstriktion durch Nifedipin und die Vasokonstriktion nach 

Kanalöffnung mittels S-(-)-BayK8644, kaum eine Folge eines abgesenkten Blutdruckes 

darstellt, sondern durch die neonatale Sympathektomie verursacht wurde. Die 

beobachtete Noradrenalin-Supersensitivität nach neonataler Sympathektomie könnte 

auf einer Veränderung der Ca2+-Sensitivität der glatten Muskulatur oder einem 

verstärkten Ca2+-Einstrom in die Gefäßmuskelzellen beruhen. 

Um zu testen, ob eine erhöhte L-Typ-Ca2+-Kanalexpression zu den hier erhobenen 

pharmakologischen Befunden beiträgt, untersuchten wir die mRNA-Expression der -

Untereinheit des Cav1.2-Kanals, welche die Kanalpore bildet und die Bindungsstelle für 

Dihydropyridine trägt [121]. Es wurde bei den Nierenarterien der weiblichen 

sympathektomierten Tiere ein signifikant höherer mRNA-Gehalt für Cav1.2-Kanäle 

nachgewiesen. Daher vermuten wir, dass die Supersensitivität nach neonataler 

Sympathektomie in den weiblichen Wistar-Ratten unter anderem auf einer 

vermehrten Dichte von Ca2+-Kanälen beruhen könnte. Ähnlich Ergebnisse konnten 

nach Reserpin-Behandlung auch in anderen Geweben der Ratte festgestellt werden 

[120]. Eine erhöhte Dichte an Ca2+-Kanälen würde die vermehrte Sensitivität auf S-(-)-

BayK8644 und die verstärkte Hemmung der Noradrenalin-induzierten Vasokonstriktion 

nach Gabe von Nifedipine erklären. Die fehlende Erhöhung des mRNA-Gehaltes bei 

den sympathektomierten männlichen Wistar-Ratten lässt, bei gleichen 

Gefäßantworten auf Nifedipin und S-(-)-BayK8644, eine zusätzliche Veränderungen der 

Ca2+-Sensitivität der Zellen vermuten. Weiterführend gilt es in nachfolgenden Studien 

die Proteinexpression der Cav1.2-Kanäle zu untersuchen. 

Im Bereich der Mesenterialarterien konnte bei den sympathektomierten Tieren keine 

vermehrte Hemmung der Noradrenalin-induzierten Vasokonstriktion nach Gabe von 

Nifedipin im Vergleich zu den Kontrolltieren festgestellt werden. Eine Vasokonstriktion 

nach Gabe von S-(-)-BayK8644 konnte im Vergleich zu den Kontrollen nicht 
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nachgewiesen werden. Auch zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der mRNA-

Gehalte der -Untereinheit des Cav1.2-Kanals zwischen den Gefäßen der 

sympathektomierten Tiere und der Kontrollen. Da im Bereich der Mesenterialarterien 

eine Supersensitivität auf Noradrenalin nach neonataler Sympathektomie 

nachgewiesen konnte, scheinen die Mechanismen, die zu dieser gesteigerten 

Sensitivität führen, vom Gefäßbett abzuhängen. Bei signifikant gesteigerter 

Noradrenalin-Sensitivität in renalen und mesenterialen Gefäßen scheinen sich die 

Mechanismen, die zur Supersensitivität führen, grundlegend zu unterscheiden. 

Der ausschließlich bei den weiblichen sympathektomierten Tieren gefundene 

gesteigerte mRNA-Gehalt für Cav1.2-Kanäle deutet auf eine zusätzliche Abhängigkeit 

der Mechanismen der Noradrenalin-Supersensitivität  vom Geschlecht der Tiere hin. In 

den Experimenten der L-Typ-Ca2+-Kanal-Inhibition mittels Nifedipin und der 

Aktivierung mittels S-(-)-BayK8644 konnten jedoch keine geschlechtsspezifischen 

signifikanten Unterschiede gefunden werden.  

 

4.3. Veränderung im RhoA/Rock-Signalweg 

 

Eine Aktivierung der ROCK führt über die Phosphorylierung und damit Inaktivierung 

der MLCP zu gesteigerter Sensitivität der glatten Gefäßmuskelzellen gegenüber Ca2+. 

Die Bedeutung der ROCK für die Kontraktion der glatten Muskulatur [54] und 

gesteigerten Gefäßantworten nach Agonist-induzierten Vasokonstriktionen beider 

arteriellen Hypertonie [122] wurden vielfach nachgewiesen. Mögliche Veränderungen 

der ROCK-abhängigen Gefäßfunktion nach sympathischer Denervierung sind bis heute 

wenig untersucht. In der vorliegenden Arbeit sollte die Hypothese getestet werden, 

dass neonatale Sympathektomie mit einer gesteigerten ROCK-Abhängigkeit der 

Noradrenalin-induzierten Vasokonstriktion und mit Veränderungen der ROCK 

Expression einhergehen. Zur Untersuchung des Kontraktionsverhaltens unter ROCK-

Inhibition wurde Y27632 als Hemmstoff verwendet. Die spezifischen hemmenden 

Eigenschaften von Y27632 sind mehrfach nachgewiesen worden [51, 123]. 

Im Alter von zwei Wochen besitzen Ratten noch keine vollständig ausgebildete 

sympathische Innervierung der Gefäße [124]. In diesem Zustand konnte eine 
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vermehrte Hemmung der Vasokonstriktion durch den ROCK-Inhibitor Y27632 

nachgewiesen werden [124]. Diese Ergebnisse legen eine Abhängigkeit der ROCK von 

der Aktivität des sympathischen Nervensystems nahe. In der gleichen Arbeit konnte 

nach chirurgischer Denervierung der Arteria saphena zwar eine gesteigerte 

Noradrenalinsensitivität festgestellt werden, jedoch ließ sich keine Veränderung im 

Kontraktionsverhalten nach Y27632 Gabe nachweisen [124]. 

In unseren Untersuchungen zeigten die Nierenarterien der sympathektomierten Tiere 

eine stärkere Hemmung der Noradrenalin-induzierten Vasokonstriktion unter ROCK-

Hemmung mittels Y27632. Es zeigte sich eine signifikante Rechtsverschiebung der 

Noradrenalin-Konzentrations-Wirkungs-Kurve bei den sympathektomierten Tieren im 

Vergleich zu den Kontrollen. Eine vermehrte Abhängigkeit der Vasokonstriktion von 

der ROCK, nach neonataler Sympathektomie in den proximalen Widerstandsgefäßen 

der Niere, ließ sich damit nachweisen. Bei den Nierenarterien sympathektomierter 

Männchen und Weibchen ließ sich keine signifikante Erhöhung der mRNA-Gehalte von 

ROCK-I und ROCK-II im Vergleich zu den Gefäßen der Kontrolltiere nachweisen. Die 

vermehrte Abschwächung der Vasokonstriktion unter Hemmung mit Y27632 lässt sich 

daher vermutlich nicht auf eine Expressionssteigerung der ROCK-I oder ROCK-II 

zurückführen. Inwieweit nachgeschaltete Signalkaskaden wie die MLCP und MLC durch 

neonatale Sympathektomie verändert werden und damit die stärkere Hemmung der 

Noradrenalin-induzierten Vasokonstriktion unter ROCK-Hemmung mittels Y27632 

erklären, gilt es in Zukunft weiter zu untersuchen. Kürzlich wurde gezeigt, das 

chemische Sympathektomie Veränderungen der Gehalte von mRNA Splice-Varianten in 

Mesenterialarterien und eine Reduktion der Expression der MLCP-Untereinheit MYPT1 

auslösen können [125]. 

Diese gesteigerte Abschwächung der Noradrenalin-induzierten Vasokonstriktion nach 

Hemmung der ROCK mittels Y27632 ließ sich bei den Mesenterialarterien nicht 

nachweisen. Auch die entsprechenden mRNA-Gehalte der ROCK-I und ROCK-II zeigten 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den sympathektomierten Tieren und den 

Kontrollen. Damit zeigt sich auch im Rahmen des RhoA/ROCK-Signalweges eine 

Abhängigkeit der Veränderungen durch neonatale Sympathektomie vom Gefäßbett. 
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Ein signifikanter Geschlechtsunterschied der Vasokonstriktion nach ROCK-Inhibition 

mittels Y27632 zwischen den Gruppen konnte nicht nachgewiesen werden. 

4.4. Zusammenfassung 

 

In vorrausgegangen Studien konnte gezeigt werden, dass neonatale Sympathektomie 

bei SHR eine Senkung des arteriellen Mitteldrucks hervorruft [126]. Es zeigte sich bei 

renalen Widerstandsgefäßen sympathektomierter SHR eine gesteigerte Noradrenalin-

Sensitivität und eine vermehrte Vasokonstriktion nach spezifischer L-Typ-Ca2+-

Kanalaktivierung [87]. Die Mechanismen der Noradrenalin-Supersensitivität nach 

neonataler Sympathektomie sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Ziel der 

durchgeführten Experimente war es, mögliche Veränderungen nach neonataler 

Sympathektomie in renalen und mesenterialen Widerstandsgefäßen zu 

charakterisieren und dabei auf eine Abhängigkeit vom Gefäßbett und Geschlecht zu 

untersuchen.  

Es wurden normotensive Wistar-Ratten verwendet, welche per Guanethidin-

Injektionen und bilateralen Entfernung des Nebennierenmarks sympathisch denerviert 

worden [64, 65] und schein-sympathektomierte Kontrollen. Im Alter von 11-14 

Wochen erfolgte die myographische Untersuchung der proximalen 

Widerstandsarterien von Niere und Mesenterium. Dafür wurden die distalen 

Interlobararterien der Niere und die 3. Generation von Aufzweigungen der Arteria 

mesenterica superior beider Geschlechter verwendet. Zusätzlich wurden diese Gefäße 

per real-time PCR auf die Expression verschiedener Gene untersucht. 

Die entnommenen isolierten Segmente der renalen und mesenterialen 

Widerstandsgefäße wurden zunächst hinsichtlich ihres Kontraktionsverhaltens 

myographisch untersucht. Dafür erstellten wir kumulative Konzentrations-Wirkungs-

Kurven unter Gabe von Noradrenalin. Es zeigte sich bei renalen und mesenterialen 

Arterien der sympathektomierten Tiere eine signifikante Linksverschiebung der 

Konzentrations-Wirkungs-Kurve als Ausdruck einer gesteigerten Sensitivität der Gefäße 

auf Noradrenalin nach neonataler Sympathektomie. In einem zweiten myographischen 

Experiment untersuchten wir die Veränderungen der Gefäßantwort auf kumulative 
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Stimulation mittels Noradrenalin unter L-Typ-Ca2+-Hemmung mittels Nifedipin. In 

diesem Experiment zeigte sich bei den renalen Arterien der sympathektomierten Tiere 

eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven. Dieser Effekt war an 

den mesenterialen Arterien nicht nachzuweisen. Im dritten Experiment untersuchten 

wir die Gefäße auf ihr Kontraktionsverhalten nach selektiver L-Typ-Ca2+-Aktivierung 

mittels S-(-)-BayK8644. Wir konnten dabei bei den renalen, aber nicht in den 

mesenterialen Arterien eine signifikante Vasokonstriktion bei den sympathektomierten 

Tieren nachweisen. Zur weiteren Untersuchung der Mechanismen, die zu dieser 

Noradrenalin-Supersensitivität führen, wurden im letzten Experiment Konzentrations-

Wirkungs-Kurven für Noradrenalin unter ROCK-Inhibition mittels Y27632 erstellt. Es 

zeigte sich bei den renalen Arterien der sympathektomierten Gruppe eine signifikante 

Rechtsverschiebung der NA Konzentrations-Wirkungs-Kurven durch die Inhibition der 

ROCK. Dieser Effekt konnte für die mesenterialen Arterien nicht nachgewiesen werden. 

In den beschriebenen myographischen Experimenten ließen sich keine 

geschlechtsspezifische Unterschiede feststellen. Die renalen und mesenterialen 

Gefäße wurden anschließend noch in einer real-time PCR auf die Expression der ROCK-

I, ROCK-II und der Cav1.2-Kanäle hin untersucht und auf die Haushaltsgene β-Actin und 

PBGD normiert. Es zeigte sich in der Gruppe der weiblichen sympathektomierten Tiere 

eine signifikant gesteigerte Expression der Cav1.2-Kanäle in den untersuchten 

Nierenarterien. In der Gruppe der männlich-sympathektomierten und den 

Mesenterialarterien beider Geschlechter zeigten sich keine Veränderungen in der 

Expression der ROCK oder der Cav1.2-Kanäle. 

Aus den Ergebnissen lässt sich schlussfolgern, dass neonatale Sympathektomie bei 

normotensiven Ratten zu einer gesteigerten Noradrenalin-Sensitivität der glatten 

Muskelzellen von renalen und mesenterialen Widerstandsarterien führt. Diese 

Noradrenalin-Supersensitivität zeigt eine Abhängigkeit vom Gefäßbett. In den renalen 

Arterien der sympathektomierten Tiere ließ sich eine gesteigerte Abhängigkeit der 

Noradrenalin-induzierten Vasokonstriktion von der ROCK und der Funktion der Cav1.2-

Kanäle nachweisen. Hinweise auf geschlechtsspezifische Unterschiede nach neonataler 

Sympathektomie zeigten sich in der Expression der Cav1.2-Kanäle, welche in der 

Gruppe der weiblich sympathektomierten Tiere gesteigert waren.  
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