1 Einleitung

1.1 Hintergrund der Arbeit

Funktionsstorungen des vegetativen Nervensystems spielen im klinischen Alltag aufgrund ihres
hiufigen Vorkommens eine aulerordentlich grof8e Rolle. Die Bedeutung dieses wichtigen Regu-
lationssystems unseres Korpers liegt vor allem darin begriindet, dass es nahezu alle Organe in-
nerviert und somit regulieren kann, um durch Anpassungsreaktionen eine Abstimmung zwischen
den verschiedenen Funktionssystemen herzustellen. Somit ist es auch leicht zu verstehen, dass
nahezu alle krankhaften Zustinde mit vegetativen Regulations- oder Innervationsstorungen ein-
hergehen. Das Spektrum reicht dabei von verhéltnismiBig harmlosen Leiden, wie dem leichten
Spannungskopfschmerz oder gastrointestinalen Verstimmungszustinden bis hin zum Zusam-
menbruch lebensnotwendiger Organfunktionen, wie denen des Herz-Kreislauf-Systems oder der

Nieren.

In den letzten 20 Jahren hat die Forschung auf dem Gebiet der vegetativen Funktionsdiagnostik
des Herz-Kreislauf-Systems einen starken Zuwachs erfahren. Die Entwicklung von nichtinvasi-
ven Blutdruckmessverfahren ' und von Methoden der quantitativen Signalanalyse >~ ermdglicht
eine Diagnostik vegetativer Funktionsstorungen bereits im Frithstadium. Daher finden diese
Analyseverfahren zunehmend héufiger klinischen Einsatz. So zum Beispiel bei der Diabetes-
Diagnostik zur Erfassung autonomer Neuropathien *°, bei der Verlaufskontrolle und Prognose-
einschitzung nach Myokardinfarkt *, bei der Diagnostik von Schlaganfiillen und Schiidel-Hirn-
Traumata *', bei der Erfassung von Schlafstorungen 12 sowie in der Kardiochirurgie als Parame-

ter bei der AbstoBungsdiagnostik 15

Einen wesentlichen Verlaufsparameter bei der Analyse von Blutdruckrhythmen im Zusammen-

hang mit kardiovaskulidren Erkrankungen stellen die sympathisch vermittelten Blutdruckoszilla-
tionen dar. Durch den Einsatz mikroneurografischer Techniken 1618 1 onnte gezeigt werden, dass
diese periodischen Schwankungen des arteriellen Blutdruckes durch rhythmische Kontraktionen
von Widerstandsgefden entstehen, die ihrerseits durch periodische Entladungen des sympathi-
schen Nervensystems verursacht werden. Diese als Mayer-Wellen bezeichneten Oszillationen
liegen beim Menschen im Frequenzbereich um 0,1 Hz '°, kénnen jedoch bei Erkrankungen wie
Diabetes mellitus °, Herzinsuffizienz *°, arterieller Hypertonie *' sowie orthostatischen Regulati-
onsstorungen 2223 i ihrer Amplitude und Frequenz verindert sein. Wihrend diese Verdnderun-

gen bei Diabetes mellitus der autonomen Neuropathie zugeschrieben werden, sind die Ursachen



abnormer Blutdruckrhythmik bei Erkrankungen, die nicht mit einer Degeneration sympathischer
Nervenfasern einhergehen, noch nicht geklirt. Eine Erkldrungsmoglichkeit fiir diese Frage bietet

eine verdnderte Ansprechbarkeit des GefidBBsystems gegeniiber sympathischen Reizen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht darin, den Einfluss der adrenergen Gefdansprechbar-
keit auf die Amplitude und die Frequenz von sympathisch vermittelten Blutdruckoszillationen zu
untersuchen. In diesem Zusammenhang sollen die Faktoren bestimmt werden, die die sympathi-
sche GefaBansprechbarkeit beeinflussen, wobei die Familie der a;-adrenergen Rezeptoren, die
eine dominierende Rolle bei der Vermittlung sympathischer Signale auf das Blutgefdsystem
spielt # besondere Beriicksichtigung findet. Die Komplexitit der autonomen Blutdruckregulati-
on erfordert neben Untersuchungen auf systemphysiologischer Ebene auch eine isolierte Be-
trachtung der an ihr beteiligten Mechanismen. Aus diesem Grund werden neben Versuchen am

wachen Tier auch Experimente auf zelluldrer und vaskulédrer Ebene durchgefiihrt.

Die Arbeit stellt Ergebnisse zu den Mechanismen, die die kontraktilen Eigenschaften von glatten
GefiBmuskelzellen gegeniiber a;-adrenergen Agonisten bestimmen, dar. Im Einzelnen wird der
Einfluss einer erhohten o;-Adrenozeptor-Dichte sowie der Expression der drei verschiedenen
Subtypen a4, oy und a;p auf die kontraktilen Eigenschaften genetisch transfizierter Muskelzel-
len untersucht. Frequenzanalysen von Blutdruck und sympathischer Nervenaktivitit verschiede-
ner Tiermodelle, die durch Unterschiede in ihrer vaskuldren a;-adrenergen Ansprechbarkeit ge-
kennzeichnet sind, gestatten es, dynamische Eigenschaften der Ubertragung der rhythmischen
Aktivitit des vegetativen Nervensystems auf systemischer Ebene zu analysieren. In funktionellen
Studien an isolierten mesenterialen Widerstandsgefdlen werden zudem die Mechanismen, die

die sympathische GefidBansprechbarkeit beeinflussen, untersucht.

1.2 Entstehung von Blutdruckoszillationen und deren Analyse

Das Herz-Kreislauf-System muss zu jeder Zeit eine bedarfsgerechte Gewebe- bzw. Organperfu-
sion gewihrleisten. Ein den Erfordernissen angepasster Blutdruck wird durch eine Reihe regula-
torischer Systeme eingestellt, zu denen neben dem autonomen Nervensystem, das NO-System
und das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 2 gehoren. Das vegetative Nervensystem ist
durch rhythmische Schwankungen seiner Aktivitdt gekennzeichnet. Solche periodischen Aktivi-
tiatsdnderungen finden sich auch in den Effektoren von Atmung, Herz und Kreislauf, z.B. als
Modulation der Herzfrequenz oder der Atmungstiefe. Fiir die Entstehung der rhythmischen Phi-

nomene werden zentralnervose Mechanismen in den Neuronen des kardiorespiatorischen Netz-



werkes der Medulla oblongata, reflektorische Verbindungen zwischen dem Atmungs- und dem
Herz-Kreislauf-System sowie nichtlineare Informationsiibertragungen innerhalb dieser Systeme

diskutiert 2%,

Die Entwicklung quantitativer Methoden der Signalanalyse ermoglicht es, die Rolle von Kon-
trollsystemen der Blutdruckregulation zu untersuchen ***. Die Grundidee ist, dass unterschied-
liche Regulationssysteme den arteriellen Blutdruck nur in sehr spezifischen Frequenzbereichen
modulieren kénnen ®**. So fiihrt zum Beispiel die pharmakologische Blockade des Kallikrinin-
Kinin-Systems und des Renin-Angiotensin-Systems bei Ratten zu einer Reduktion der Blut-
druckvariabilitit im Frequenzbereich unter 0,2 Hz 3! Eine weitere Quelle periodischer Fluktuati-
onen des arteriellen Blutdruckes stellen sympathisch vermittelte Oszillationen der arteriellen
WiderstandsgefiBe dar. Diese als Mayer-Wellen *° bezeichneten Blutdruckrhythmen sind beim
Menschen im Frequenzbereich um 0,1 Hz ' zu finden. Sie werden auch unter den Begriffen 10-
Sekunden-Rhythmus oder Blutdruckwellen III. Ordnung gefiihrt. Obwohl die Details zur Genese
der Mayer-Wellen derzeit noch diskutiert werden, wurde ihr enger Zusammenhang mit dem

sympathischen Nervensystem vielfach bestitigt '*'® .

Blutdruckoszillationen konnen mittels der Spektralanalyse untersucht werden. Dieses Analyse-
verfahren beruht auf der Fourier-Transformation, einem von Joseph Fourier (1768-1830) entwi-
ckelten Verfahren und einer in der Natur- und Ingenieurwissenschaft vielfach genutzten Technik,
mit der ein Signal in seine rthythmischen Komponenten, die durch ihre Frequenz und spektrale
Leistung (ein MaB fiir die Amplitude) gekennzeichnet sind, zerlegt werden kann. Dieses Verfah-
ren wird unter anderem bei der Untersuchung periodischer Komponenten der Herzfrequenzvari-
abilitét eingesetzt. Die Analyse gestattet Riickschliisse auf die Funktionen der an der Entstehung
der Herzfrequenzmodulation beteiligten Systeme **°>*. So kann man zum Beispiel eine soge-
nannte respiratorische Sinusarrhythmie in der Zeitreihe der Herzfrequenz identifizieren. Die Fre-
quenz dieser Komponente der Herzfrequenzvariabilitit korreliert mit der Atemfrequenz. Die
spektrale Leistung in diesem Frequenzbereich stellt ein Mal} fiir die Auspriagung der respiratori-
schen Sinusarrhythmie dar. Da diese durch die vagale Innervation der Herzens vermittelt wird,
konnen unter standardisierten Untersuchungsbedingungen Aussagen iiber die Aktivitit des para-
sympathischen Teils der vegetativen Herzsteuerung gemacht werden. Neben der Herzfrequenz
und dem Blutdruck kann man mit der Spektralanalyse auch den Frequenzgehalt und die Auspri-
gung von Nervensignalen analysieren und diese in Bezug zu den entsprechenden kardiovaskula-

ren Parametern setzen.



Die Spektralanalyse des Blutdruckes beim Menschen hat zur Identifizierung dreier wesentlicher
Rhythmen gefiihrt: Im sogenannten Hochfrequenzbereich des Blutdruckes (0,15-0,5 Hz) findet
sich die atmungskorrelierte Komponente. Im Mittelfrequenzbereich (0,05-0,15 Hz) liegen die 10-
Sekunden-Rhythmen oder Mayer-Wellen. Es gibt zahlreiche Befunde dafiir, dass sie einen quan-
titativen Marker fiir die sympathische Aktivitit darstellen '’. Eine weitere prominente Leistung
wird dem niedrigen Frequenzbereich (0,01-0,05 Hz) zugeordnet. In Bezug auf diesen Bereich

3941 sowie von rhythmischen An-

gibt es Hinweise fiir eine Beteiligung myogener Rhythmizitét
derungen der GefiBweite im Dienste der Thermoregulation **. Dabei ist zu beachten, dass die fiir
den Menschen geltenden Frequenzbereiche bei kleineren Spezies zu hoheren Frequenzen hin
verschoben sind. So zeigt die Abbildung 1.1 ein Blutdruckleistungsspektrum einer Ratte des
Stammes Wistar Kyoto (WKY) mit Leistungen im Frequenzbereich von 0,6-2,5 Hz (Hochfre-

quenzbereich), 0,2-0,6 Hz (Mittelfrequenzbereich) und 0,02-0,2 Hz (Niedrigfrequenzbereich).
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Abbildung 1.1: Leistungsspektrum des arteriellen Mitteldruckes einer Wistar Kyoto-Ratte. Auf
der Ordinate ist die Leistung, auf der Abszisse die Frequenz abgetragen. Die roten Markierun-
gen kennzeichnen die Grenzen des mittleren Frequenzbereiches, in dem die sympathisch vermit-
telten Blutdruckoszillationen lokalisiert sind.



1.3 Baroreflex und Theorien zur Entstehung sympathisch vermittelter
Blutdruckoszillationen

Das autonome Nervensystem ist iiber den Baroreflexbogen entscheidend an der Blutdruckregula-
tion beteiligt. Einen wesentlichen Bestandteil dieses Reflexbogens bilden die Baro- oder Presso-
rezeptoren, die in den Winden des Karotissinus und des Aortenbogens lokalisiert sind. Sie sind
in der Lage, durch die Dehnung der GefdBBwand, indirekt Blutdruckverdnderungen zu registrie-
ren. Féllt zum Beispiel der arterielle systemische Blutdruck plotzlich ab, wird das von den Baro-
rezeptoren des Karotissinus iiber den Nervus glossopharyngeus, von denjenigen des Aortenbo-
gens iiber den Nervus vagus an den Nucleus tractus solitarius (NTS) gemeldet. Von dort aus be-
stehen polysynaptische Verbindungen zum Nucleus ambiguus und Nucleus dorsalis nervi vagi,
die die sogenannten kardiovagalen Nervenfasern entsenden und bei einem Blutdruckabfall eine
Zunahme der Herzfrequenz bewirken. Des Weiteren erfolgt iiber Verbindungen zur rostroventro-
lateralen Medulla oblongata (RVLM) eine Aktivierung der kardialen und peripheren sympathi-
schen Efferenz, was unter anderem zu einer Mobilisierung von Blutreserven in den Kapazititsge-
fdBen, einer Erhohung des systemischen GefdBwiderstandes sowie zu einer Erhthung der kardia-

len Inotropie, Chronotropie und Dromotropie fiihrt (sieche Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2: Vereinfachte schematische Darstellung des Baroreflexregelkreises. Die schwar-
zen Kreise symbolisieren zusammen mit den kontinuierlichen Linien exzitatorische Nervenbah-
nen. Die weiflen Kreise mit den unterbrochenen Linien stehen fiir inhibitorische Nervenbahnen.
NTS: Nucleus tractus solitarius; RVLM: rostroventrolaterale Medulla oblongata; IML: interme-
diolateraler Nucleus (Modifiziert nach Pilowsky und Goodchild, 2002).



Bereits 1951 stellten Guyton & Harris 3 die Theorie auf, dass es im Rahmen dieses autonomen
Regelkreises zu einem Resonanzphdnomen und somit zu kontinuierlichen Oszillationen des arte-
riellen Blutdruckes kommt. Spéter wurde die Hypothese durch den Einsatz von Computersimula-
tionsmodellen prizisiert. Dementsprechend wird die Resonanzfrequenz offensichtlich durch die
Latenzzeiten im Baroreflexbogen bestimmt ***°. Untersuchungen an sinoaortal denervierten Tie-
ren, die eine Reduktion der sympathisch vermittelten Blutdruckoszillationen aufwiesen 3 9;47'49,
stiitzen diese Hypothese. Obwohl viele Studien eine wichtige Rolle des Baroreflexbogens bei der

Synchronisation der Mayer-Wellen gezeigt haben, konnte keine von ihnen einen eindeutigen

Beweis dariiber liefern, dass die Oszillationen durch den Baroreflex per se entstehen.

Eine weitere Hypothese besagt auf der Basis von Tierexperimenten, dass die Mayer-Wellen
durch einen zentralen Oszillator generiert werden. So konnten zum Beispiel in anisthesierten
Katzen spontane, langsame Fluktuationen der sympathischen Nervenaktivitidt in Abwesenheit
begleitender Blutdruckveridnderungen festgestellt werden . In einer weiteren Studie an
vagotomierten Hunden wurde gezeigt, dass der Blutfluss in der hinteren Extremitédt auch bei
konstant gehaltenem Karotissinusdruck selbsterhaltende Oszillationen aufweist >'. Obwohl beide
Studien die Beteiligung eines zentralen Oszillators an der Genese der Mayer-Wellen nahelegen,
ist zu beachten, dass die Periodendauer von 20-25 s der beobachteten Fluktuationen ldnger ist als
die der Mayer-Wellen in Katzen ¥ und Hunden”. Auch Experimente an Tieren mit
unterbrochenem afferenten Schenkel des Baroreflexbogens, bei denen die Fluktuationen im
Frequenzbereich der Mayer-Wellen nur um 30-50% reduziert waren >°*****? liefern Argumente
fir die Theorie eines zentralen Oszillators. Fiir die Beteiligung des sympathischen
Nervensystems an der Entstehung der Oszillationen sprechen Studien, in denen gezeigt wurde,
dass sie nach akuter und chronischer Blockade der sympathischen Ubertragung vollstindig
verschwinden *¥*

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die Genese der sympathisch vermittelten Blutdruckos-
zillationen noch nicht endgiiltig geklért ist, da es Argumente fiir beide Theorien gibt, die bisher
nicht eindeutig widerlegt werden konnten. Jedoch ist es weitestgehend akzeptiert, dass die Uber-
tragung sympathischer Nervensignale auf das Blutgefal3system eine wesentliche Komponente bei

der Entstehung der Mayer-Wellen darstellt.



1.4 Verinderungen der sympathisch vermittelten Blutdruckoszillationen bei
Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems

Verinderungen der Amplitude und Frequenz von sympathisch vermittelten Blutdruckoszillatio-
nen sind bei verschiedenen pathophysiologischen Zustinden im Bereich des Herz-Kreislauf-
Systems anzutreffen. So konnten bei Erkrankungen wie Diabetes mellitus ®°°°’, Herzinsuffi-
zienz 2%, Schlaganfall 60:61 " Bluthochdruck %% sowie im Zusammenhang mit orthostatischen
Regulationsstorungen ** Veriinderungen in den Parametern der Mayer-Wellen nachgewiesen
werden. Diese Erkenntnisse fiihrten zu einer zunehmenden Intensivierung der Bemiihungen, die
Ursachen bzw. die Mechanismen dieser Verdnderungen zu verstehen. Im Rahmen dieser Studien
wurde unter anderem eine negative Korrelation zwischen der Korpergroe einer Spezies und de-
ren Mayer-Wellen-Frequenz festgestellt. So liegt der 10-Sekunden-Rhythmus des Menschen bei
Hunden im Bereich um 0,14 Hz 36;64, bei Kaninchen um 0,3 Hz % und bei Ratten um 0,4 Hz 66,
Diese speziesspezifischen Frequenzunterschiede werden der durch die jeweilige Korpergrofie
bedingten unterschiedlichen Entfernung zwischen den Oszillationsgeneratoren und den Zielor-
ganen zugeschrieben ”’, die zu unterschiedlichen Latenzzeiten bei der sympathischen

Signaliibertragung fiihren.

Einer erhohten Latenzzeit bei der neuronalen Signaliibertragung wird auch die verringerte Fre-
quenz der Mayer-Wellen bei Diabetes mellitus zugeschrieben 668 bei dem es im Rahmen der au-
tonomen Neuropathie zur Verringerung der Leitungsgeschwindigkeit sympathischer Nervenfa-
sern kommt. Hiermit lassen sich jedoch nicht die Verdnderungen der Mayer-Wellen-Parameter
bei Erkrankungen, die nicht mit einer Neuropathie assoziiert sind, erkldren. Eine mogliche Ursa-
che fiir diese Verdnderungen wire in einer abnormen Reaktivitit des Gefdal3systems zu suchen,
die ebenfalls einen Verzogerungsfaktor in der Baroreflex-Schleife darstellen konnte. Erstaunli-
cherweise blieb der Einfluss der sympathischen Gefdansprechbarkeit auf die Amplitude und die

Frequenz der Mayer-Wellen iiber lange Zeit wissenschaftlich unberiicksichtigt.

Die Lokalisation von Blutdruckoszillationen im Frequenzbereich zwischen 0,1 und 0,4 Hz setzt
voraus, dass die Umwandlung des sympathischen Reizes in eine Gefidlreaktion schnell genug ist,
um Fluktuationen dieses Frequenzniveaus aufrechterhalten zu konnen. Erste Experimente zu die-
sem Thema fiihrten 1968 Rosenbaum und Race  durch, die den sympathischen Truncus lumba-
lis in der priparierten hinteren Extremitdt von Hunden elektrisch stimuliert haben. In der Studie
reagierte das Gefallsystem auf periodisch applizierte Reize duBlerst langsam. Die Frequenz der

resultierenden Blutdruckoszillationen lag dabei im Bereich um 0,017 Hz, was einer Perioden-



dauer von etwa 60 s entspricht. Bei solch einer langsamen Ansprechbarkeit wire das
BlutgefdaBsystem jedoch nicht in der Lage, sympathische Stimuli, die im Frequenzbereich der
Mayer-Wellen liegen, in Blutdruckoszillationen umzuwandeln. Vielmehr wire eine Dauerkon-
traktion des jeweiligen Gefidlbereiches zu erwarten. In aktuelleren Studien am Menschen konnte
mittels periodischer elektrischer Stimulation von sympathischen Nervenfasern gezeigt werden,
dass das GefdBsystem Reizfrequenzen von etwa 0,1 Hz folgen kann. Bei Ratten konnten sogar,
in Abhéngigkeit vom stimulierten Gefdl3gebiet, Reizfrequenzen zwischen 0,1 und 0,5 Hz in

70'73, womit entscheidende Hinweise fiir eine Rolle der

GefiBoszillationen iibertragen werden
sympathischen Ansprechbarkeit des vasomotorischen Systems bei der Generierung von Mayer-
Wellen geliefert wurden. Gleichzeitig weisen diese Untersuchungen darauf hin, dass die Ge-
schwindigkeit der sympathischen GefdBansprechbarkeit die Frequenz der Mayer-Wellen limi-
tiert °. Mit dieser Einschrinkung ist auch die verhiltnismiBig niedrige Frequenz der sympa-
thisch vermittelten Blutdruckoszillationen und somit ihre Lage im mittelfrequenten Bereich des
Blutdruckspektrums zu erkldren. Eine pathologisch verinderte GefdBansprechbarkeit konnte
dementsprechend auch eine Rolle bei der Verdnderung der Mayer-Wellen-Parameter im Rahmen
von diversen kardiovaskuldren Erkrankungen spielen. So weisen Untersuchungen an Menschen
und Tieren darauf hin, dass eine erhohte sympathische Nervenaktivitit, wie sie im fortgeschritte-

577 vorkommt, mit einer verminderten Ge-

nen Alter '* oder im Rahmen einer Herzinsuffizienz
faBansprechbarkeit gegeniiber o;-adrenergen Agonisten einhergeht ™ Dies lisst einen negativen
Riickkopplungsmechanismus zwischen dem sympathischen Nervensystem und den ;-
adrenergen Rezeptoren vermuten. Denkbar wire in diesem Zusammenhang eine agonistenver-
mittelte Verminderung der Anzahl vaskulédrer o;-adrenerger Rezeptoren, wie sie beispeilsweise

fiir die B-Adrenozeptoren beschrieben wurde ',

1.5 Rolle der a;-adrenergen Rezeptoren bei der Herz-Kreislauf-Regulation
und der Mayer-Wellen-Genese

Zu den adrenergen Rezeptoren werden neun verschiedene Genprodukte (oA, 0B, 0p, 024, 02B,
oz, P, B2, B3) gezdhlt, die alle die physiologischen Effekte der Katecholamine Adrenalin und
Noradrenalin vermitteln. Sie gehoren gemeinsam der Superfamilie der G-Protein-gekoppelten

Rezeptoren an und weisen viele strukturelle Ahnlichkeiten auf.

Der Familie der o;-adrenergen Rezeptoren kommt neben der Steuerung metabolischer Prozes-
se , der renalen Natrium- und Wasserreabsorption ** und der Kontraktilitit des Urogenitaltrak-

tes ®! eine bedeutende Rolle bei der Regulation des arteriellen Blutdruckes zu, was insbesondere
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beim klinischen Einsatz von a;-Adrenozeptor-Antagonisten zum Ausdruck kommt ***. Die Be-
deutung dieser Rezeptorfamilie liegt dabei in der Vermittlung positiv-inotroper und chronotroper
Effekte am Herzen sowie in der Regulation der sympathisch vermittelten Gefid3kontraktilitit be-

griindet.

Ihre Effekte vermitteln die o;-Adrenozeptoren durch ihre Kopplung an ein Pertussistoxin-
insensitives G-Protein der Gq/11-Familie *, das bei Aktivierung in der Zellmembran Phospholi-
pase C (PLC) stimuliert. PLC bewirkt die Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat
(PIP,) in die beiden Second-Messenger Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3
erhht die intrazellulire Konzentration an Ca**-Ionen durch deren Freisetzung aus intrazelluliren
Speichern, wie dem endoplasmatischen Retikulum (ER). DAG aktiviert dagegen die Proteinki-
nase C (PKC), die ihrerseits die Phosphorylierung von Proteinen und Membrankanilen bewirkt
und auf diesem Weg zur weiteren Erhdhung der intrazelluliren Ca®*-Ionenkonzentration **™

beitrdgt. Sowohl IP3 als auch DAG wirken nur kurzzeitig, werden in einem komplexen Zyklus

metabolisiert und zur Synthese von PIP, wiederverwendet.

Die ins Zytoplasma freigesetzten Ca**-Ionen bilden mit dem Protein Calmodulin einen Komplex
(Ca-M), der eine Interaktion mit dem Enzym Myosinleichtkettenkinase eingeht. Dadurch wird
die Myosinleichtkettenkinase aktiviert, wodurch sie ihrerseits die Phosphorylierung der 20 kDa
leichten Ketten der Myosinkopfchen katalysiert. Hierdurch wird eine Interaktion zwischen Aktin
und Myosin ermoglicht. Sinkt die intrazellulire Konzentration an Ca**-Ionen wieder ab, so ver-
mindert sich die Aktivitit dieser Proteinkinase und die leichten Ketten des Myosins werden
durch die Myosinphosphatase dephosphoryliert, was zu einer Unterbrechung der Aktin-Myosin-
Wechselwirkung fiihrt.

Die Kontraktilitit von glatten Muskelzellen wird zusitzlich durch von der Ca®*-
Ionenkonzentration unabhingige Mechanismen reguliert. Diese spielen unter anderem bei der
sympathischen Modulation des GefiBtonus *” und bei der Vermittlung myogener GefiBantwor-
ten *® eine bedeutende Rolle. Bei diesem sogenannten Ca”*-Sensitivierungsprozess fiihren akti-
vierte G-Proteine ihrerseits zu einer Aktivierung der Rho-Kinase, einer Serin-Threonin-Kinase,
die eine Phosphorylierung der Myosinphosphatase und somit die Hemmung ihrer Aktivitit be-
wirkt. Uber diesen Mechanismus kommt es zu einer Kontraktionszunahme von Muskelzellen,
ohne eine gleichzeitige Erhhung der intrazelluliren Ca®*-Ionenkonzentration. Die Signalme-

chanismen sind in Abbildung 1.3 schematisch dargestellt.
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der intrazelluldren Signalprozesse glatter GefdfSmus-
kelzellen. Die Stimulation der o;-Adrenozeptoren bewirkt eine Aktivierung der Phospholipase C
(PLC), die eine Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP;) in die beiden Second-
Messenger Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) katalysiert. Dadurch kommt es
Zu einer Ca2+—Freisetzung aus intrazelluldren Speichern sowie zu einer Aktivierung diverser
Zellproteine, wie der Myosinleichtkettenkinase und rezeptorgesteuerter Kalziumkandle durch
Phosphorylierung. Die Aktivierung der Rho-Kinase fiihrt zu einer Sensitivierung des kontraktilen
Apparates gegeniiber Ca**-lonen.

Die Forschung an o;-Adrenozeptoren erfuhr Anfang der 90er Jahre einen Schub als es gelang,
die Subtypen dieser Rezeptorfamilie zu identifizieren, zu klonieren und zu charakterisieren **,
Damit konnte das bestitigt werden, was aufgrund pharmakologischer Studienergebnisse bereits
lange vermutet wurde, namlich dass es sich bei dem a;-adrenergen Rezeptor um verschiedene
Genprodukte handelt % Bisher wurden drei verschiedene Subtypen dieser Rezeptorfamilie iso-
liert, wobei spezies- und organspezifische Unterschiede bei der Expression der einzelnen Rezep-

torsubtypen festgestellt werden konnten *>+°.

Nach einer ausgeprigten Diskussion iiber die Nomenklatur der Subtypen, hat man sich auf die
Bezeichnungen a4, o g und ap fiir das jeweilige Genprodukt sowie o, 0 und a4 fiir die ent-

sprechende cDNA geeinigt °’. Dieser langwierige Einigungsprozess fiihrte zur allgemeinen Kon-
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fusion, die sich insbesondere in der wissenschaftlichen Literatur der 90er Jahre widerspiegelt. So
ist der aja-Subtyp oftmals auch unter den Bezeichnungen a,;c oder a;a,c zu finden. Hingegen

wurde der a;p-Subtyp iliber lange Zeit als a4 bezeichnet.

Nach ihrer Klonierung standen die drei a;-Adrenozeptor-Subtypen im zunehmenden Interesse
der Herz-Kreislauf-Forschung. Dies liegt in erster Linie darin begriindet, dass sie von da an in
Zellen, die keinen endogenen Besatz dieser Rezeptoren aufwiesen, exprimiert werden konnten,
wodurch die Untersuchung des Zusammenspiels individueller Subtypen mit zelluldren Signal-
kaskaden moglich wurde. In diesen Studien wurde beobachtet, dass es signifikante Unterschiede
im Kopplungsvermodgen der a;-Adrenozeptor-Subtypen an intrazelluldre Signalmolekiile
gibt %99 Des Weiteren wurden die Rezeptoren mit der Pathogenese diverser Erkrankungen in

102-105

Verbindung gebracht, zu denen die Multisystematrophie '**'*!, Herzhypertrophie , ischa-

98;106 108;109

misch induzierte kardiale Arrhythmien , pulmonale Hypertonie '/, Arteriosklerose

94;96;110

sowie arterielle Hypertonie und mit dieser Erkrankung assoziierte Gefdlverdnderun-

gen ' zihlen.

Obwohl die bedeutende Rolle der a;-adrenergen Rezeptoren bei der Blutdruckregulation seit
langem bekannt ist, konnte die Beteiligung der einzelnen Subtypen an diesem Regulationspro-
zess noch nicht aufgeklirt werden. Dies liegt in erster Linie an dem Mangel ausreichend selekti-
ver Agonisten- und Antagonisten sowie der unterschiedlichen Expression der einzelnen o;-
Adrenozeptor-Subtypen innerhalb des Herz-Kreislauf-Systems. Ebenfalls ungelost ist die Frage,
inwiefern die vaskulére a;-Adrenozeptor-Expression die Parameter der sympathisch vermittelten
Blutdruckoszillationen beeinflusst. Mehrfach konnte bereits gezeigt werden, dass eine Blockade
des a;-adrenergen Rezeptorsystems zu einer starken Verminderung der Blutdruckvariabilitit im
Frequenzbereich der Mayer-Wellen fiihrt >>''2. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Rezeptor-
familie wesentlich an der Genese dieser Oszillationen beteiligt ist, indem sie die Umwandlung
des sympathischen Reizes durch die Bindung des Transmitters Noradrenalin in eine GefdBmus-
kelkontraktion vermittelt. Bisher wurde jedoch noch bei keiner Erkrankung ein direkter Zusam-
menhang zwischen der vaskuldren a;-adrenergen Ansprechbarkeit und Veridnderungen der May-

er-Wellen-Parameter gezeigt.
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1.6 Hypothesen

1.)

2.)

3)

4.)

5.)

Das Ausmal3 und die Geschwindigkeit der a;-adrenerg vermittelten Kontraktion glatter

GefidBmuskelzellen hingen von der Dichte der exprimierten a;-Adrenozeptoren ab.

Die kontraktilen Eigenschaften glatter GefidBmuskelzellen unterscheiden sich in Abhin-

gigkeit vom exprimierten o;-Adrenozeptor-Subtyp.

Die sympathische GefdBansprechbarkeit von arteriellen Widerstandsgefdaen héngt von

der a;-Adrenozeptor-Expression ab.

Eine erhohte a;-Adrenozeptor-Expression im Herz-Kreislauf-System fiihrt zu einer ver-

starkten Blutdruckansprechbarkeit gegeniiber spezifischen Agonisten.

Eine verstirkte Ansprechbarkeit des Gefdl3systems auf sympathische Stimuli fiihrt zu ei-

ner erhohten Frequenz und Amplitude sympathisch vermittelter Blutdruckoszillationen.
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1.7 Experimentelle Uberlegungen

Ein Grof3teil des bisherigen Wissens iiber die a;-Adrenozeptor-Subtypen stammt aus Experimen-
ten an genetisch modifizierten Zellkulturen, in denen unter anderem COS-7- %5 oder HEK293-
Zellen ' bzw. Fibroblasten ''* verwendet wurden. Diese Studien konnten zwar wichtige mole-
kularbiologische Eigenschaften der einzelnen o;-Adrenozeptoren aufdecken, sie lassen jedoch
keinen Schluss iiber ihren Einfluss auf das Kontraktionsverhalten glatter GefaBmuskelzellen zu,
da diese als hoch spezialisierte Zellen einerseits iiber eine spezifische Ausstattung an kontrakti-
len Proteinen, Signalkaskadenmolekiilen und Ionenkanilen verfiigen 13 , andererseits eine einfa-
che Extrapolation der molekularbiologischen Befunde nicht ausreicht, um Aussagen iiber die
kontraktilen Eigenschaften von GefdBmuskelzellen zu treffen. Wiirde man dies tun, miisste man
einen linearen Zusammenhang zwischen der Menge an gebildeten Signalmolekiilen und dem
Ausmall der Muskelkontraktion voraussetzen, was jedoch in Anbetracht der grolen Anzahl an
potentiellen Interaktionsmechanismen der zum Teil neu entdeckten Signalwege die Gefahr fal-

scher Schlussfolgerungen in sich birgt.

Um den Einfluss der a;-Adrenozeptoren auf die kontraktilen Eigenschaften von Blutgefi3en zu
untersuchen, wurden in den letzten Jahren viele Studien an isolierten BlutgefiB3en verschiedener
GefilBregionen durchgefiihrt. Einschrankungen dieser Experimente ergeben sich aus der unter-
schiedlichen Verteilung der Rezeptoren im BlutgefiBsystem ''® sowie aus dem Mangel an ent-
sprechenden, hochselektiven Agonisten und Antagonisten. Der Vergleich unterschiedlicher Ge-
falgebiete mit einem individuellen a,;-Adrenozeptor-Besatz sowie Unterschieden in der Ausstat-
tung an intrazelluldren Signalmolekiilen und Membrankanilen ist fiir die Beantwortung der Fra-
ge nach der Funktion von a;-Adrenozeptor-Subtypen nur bedingt geeignet. Aus den genannten
Griinden wurden in der vorliegenden Arbeit Transfektionsexperimente an isolierten Muskelzel-
len einer GefiBregion durchgefiihrt. Ziel der Studien war es dabei, die zellulire Uberexpression
eines einzelnen o;-Adrenozeptor-Subtyps herbeizufiihren, um anschlieBend dessen Einfluss auf
den Kontraktionsprozess zu untersuchen. Bei den Versuchen wurde sowohl die Intensitit als
auch die Geschwindigkeit der Zellkontraktion bestimmt, da beide Parameter einen potentiellen
Einfluss auf die Amplitude und Frequenz sympathisch vermittelter Blutdruckoszillationen haben

koOnnen.

Fiir die Erstellung eines Zusammenhanges zwischen der a;-adrenerg vermittelten Blutdruckan-

sprechbarkeit und den Parametern der sympathisch vermittelten Blutdruckoszillationen, wurden

117;118

Ratten, bei denen bereits Unterschiede in der vaskuldren a;-Adrenozeptor-Dichte und in
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der katecholaminvermittelten Gefd3ansprechbarkeit 19120 heschrieben wurden, verwendet. In die
Versuche wurden spontan hypertensive Ratten (SHR), renal hypertensive Ratten (2K-1C) sowie
der normotensive Kontrollstamm Wistar Kyoto eingeschlossen. SHR weisen eine erbliche Form
der Hypertonie auf, die durch eine sympathoadrenale Hyperaktivitit gekennzeichnet ist '2'"'%,
Mehrere Studien haben zudem eine erhohte Expression vaskuldrer a;-Adrenozeptoren sowie er-
hohte Plasmakatecholaminspiegel in diesem Tiermodell gezeigt, bei dem eine genetisch bedingte
Regulationsstdrung zwischen Agonist und Rezeptor vermutet wird '>*. Demgegeniiber stellen die
2K-1C ein Modell fiir eine sekundire Hypertonieform dar, die durch eine kiinstlich herbeigefiihr-
te Nierenarterienstenose und eine dadurch bedingte Aktivierung des Endothelin- sowie des Re-

124,125
d

nin-Angiotensin-Aldosteron-Systems hervorgerufen wir . Da Angiotensin II eine verstérk-

126 .
und somit zu

te Katecholaminfreisetzung aus peripheren sympathischen Neuronen bewirkt
einer vermehrten Transmitterexposition vaskulédrer o;-Adrenozeptoren fiihrt, konnte die Vermin-

derung der Rezeptorzahl durch einen negativen Riickkopplungsmechanismus bedingt sein.

Alle in vivo-Experimente wurden an wachen Tieren durchgefiihrt, um einen Einfluss des Narko-
semittels auf die Untersuchungen auszuschlieen. Dabei wurde der Blutdruck mittels eines arte-
riellen Katheters direkt gemessen, da dies eine genaue und reproduzierbare Methode fiir die Be-
urteilung des Blutdruckes und der Herzfrequenz darstellt. Die sympathische Nervenaktivitit
wurde am Nervus splanchnicus major mittels einer bipolaren Ableitelektrode einen Tag nach der
operativen Instrumentierung gemessen, da bei Ratten bereits am zweiten postoperativen Tag De-
generationserscheinungen am préparierten Nerven auftreten. Zu Beginn der Studie wurden die
Ruhewerte von Blutdruck, Herzfrequenz und sympathischer Nervenaktivitit als Grundlage fiir
die Leistungsspektralanalyse bestimmt. Bei der Bewertung dieser Basalwerte ist zu beachten,
dass die wachen Ratten neben einem vendsen und arteriellen Katheter mit einer Nervenelektrode
instrumentiert waren, deren kontinuierliche Irritation eventuell Auswirkungen auf die Ruhewerte

haben konnte.

An die Ruheregistierungen schlossen sich funktionelle Experimente mit adrenergen und nich-
tadrenergen gefiBaktiven Substanzen an. Dabei sollte festgestellt werden, ob es gruppenabhin-
gige Unterschiede in der o;-Adrenozeptor-vermittelten Blutdruckansprechbarkeit gibt und ob
diese spezifisch fiir die Gruppe der a;-Adrenozeptoren sind. Zusétzlich wurden die zugrundelie-
genden vaskuldren Mechanismen an isolierten mesenterialen Widerstandsgefid3en untersucht, in
denen im Vergleich zu in vivo-Studien eine Vielzahl an systemischen Einflussfaktoren ausge-

schlossen wird.
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