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Abklrzungsverzeichnis

ACE »angiotensin converting enzyme*
ANOVA Varianzanalyse (,,analysis of variance®)
ATl Angiotensin Il1-Rezeptor, Subtyp 1

A. U. Larbitrary units*

Biso Bisoprolol

CAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat
Can Candesartan

DADL D-Ala2-D-Leu5-enkephalin

DAGO D-Ala2, MePhe4, Gly-ol5-enkephalin
DOR 6-Opioid-Rezeptor

DPDPE 3H-D-Pen2-D-Pen5-enkephalin

Ena Enalapril

GABA y-Aminobuttersaure

Gi-Protein Guaninnucleotid-bindendes Protein (inhibitorisch)
G-Protein Guaninnucleotid-bindendes Protein

HR Herzfrequenz (,,heart rate*)

Hyd Hydralazin

I.C.v. intracerebroventrikulér

kDa Kilodalton

KG Korpergewicht

KOR k-Opioid-Rezeptor

MOR p-Opioid-Rezeptor

Ncl. Nucleus

OR Opioid-Rezeptor

ORL “opioid receptor-like”

PBS phosphatgepufferte Salzlésung (“phosphate buffered saline™)
PKA Proteinkinase A

PNS Peripheres Nervensystem

POMC Proopiomelanocortin

Pro Propranolol

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
SBP Systolischer Blutdruck (“systolic blood pressure”)
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1 Einleitung

Die Regulation des Blutdrucks erfolgt durch ein recht komplexes Zusammenspiel
unterschiedlicher ~ Mechanismen. So sind endotheliale und hadmodynamische
Anpassungsvorgange an der Kreislaufregulation ebenso beteiligt wie die Niere,
unterschiedliche Botenstoffe und das zentrale Nervensystem (ZNS). In den letzten
Jahrzehnten legten Ergebnisse verschiedener Studien nahe, dass auch endogene Opioide
und ihre Rezeptoren im ZNS an der Blutdruckregulation und an der Pathogenese der
essentiellen Hypertonie beteiligt sein kdnnten (Feuerstein und Siren, 1987). Endogene
Opioide werden aus inaktiven Vorlaufermolekilen (Proopiomelanocortin, Proenkephalin,
Prodynorphin, Pronociceptin und Proendomorphin) gebildet und entfalten ihre Wirkung an
der Zielzelle sowohl tber Signalvermittlung durch sogenannte ,,second messenger™ als
auch durch Beeinflussung der Genexpression. Die Auswirkungen der endogenen Opioide
auf die Zielzelle und den Gesamtorganismus sind bis heute trotz intensiver
wissenschaftlicher Bemuhungen noch nicht vollstandig geklart. Die vorliegende Arbeit
beschéftigt sich mit der Expression von Opioid-Rezeptoren und deren Rolle in der
Pathogenese der essentiellen Hypertonie am Tiermodell der spontan hypertensiven Ratte
(SHR).

1.1 Das Opioidsystem

Die in Saugetieren vorkommenden endogenen aktiven Opioid-Peptide umfassen nach dem
heutigen Kenntnisstand Endorphine, Enkephaline, Dynorphine, Nociceptin und
Endomorphine. Alle Peptide werden aus inaktiven Vorldufermolekiilen abgespalten. So ist
das Proopiomelanocortin (POMC) Vorlaufermolekiil des B-Endorphins, Proenkephalin das
des (Met)enkephalins und (Leu)enkephalins. Aus Prodynorphin werden Dynorphin A,
Dynorphin A (1-8), Dynorphin B sowie o- und B-Neoendorphin abgespalten. Aus
Pronociceptin entsteht das aktive Nociceptin, aus Proendomorphin die aktiven Peptide
Endomorphin-1 und -2 (Khachaturian et al., 1985).



POMC » [B-Endorphin

(Met)enkephalin

Proenkephalin <
(Leu)enkephalin

Dynorphin A
Dynorphin A (1-8)
Prodynorphi Dynorphin B
a-Neoendorphin
B-Neoendorphin
Pronociceptin———— Nociceptin

Endomorphin-1

Proendomorphin<
Endomorphin-2

Abb. 1: Vorlaufermolekile und abgespaltene aktive Opioid-Peptide

Bis heute kennt man drei ,,klassische* Opioid-Rezeptoren: p-, 8- und k-Opioid-Rezeptoren
(Lord et al., 1977; Martin, 1979). Spater wurde weiterhin ein ORL (opioid receptor-like)-
Rezeptor entdeckt, der viele strukturelle Ahnlichkeiten mit den klassischen Opioid-
Rezeptoren aufweist (Mollereau et al., 1994). Gemeinsam sind allen Rezeptoren die
extrazelluldre N-terminale Region, sieben Transmembrandoménen und eine intrazellulére
C-terminale Region. Anhand ihrer pharmakologischen Eigenschaften lassen sich
verschiedene Subtypen der Rezeptoren unterscheiden. Fir den p-Opioid-Rezeptor haben
sich bis heute experimentell drei Subtypen zeigen lassen, M-, Ho- und p3-Rezeptoren
(Wolozin und Pasternak, 1981; Cadet et al., 2003). Weiterhin scheinen bisher zwei &-
Rezeptor-Subtypen zu existieren (61 und d;) (Jiang et al., 1991; Polastron et al., 1994).
Auch der k-Rezeptor ldsst sich pharmakologisch in k3-, ko- und k3-Subtypen unterteilen
(Attali et al., 1982). Vermutlich existieren auch Subtypen des ORL-Rezeptors; diese sind
jedoch bisher noch nicht ausreichend untersucht.

Die endogenen Opioide zeigen eine unterschiedliche Affinitdt zu den einzelnen
Rezeptoren. B-Endorphin zeigt die héchste Affinitat zu p- und x-Rezeptoren. Enkephaline
hingegen besitzen hohe Affinitit gegeniiber 6-Rezeptoren. Dynorphine binden bevorzugt

am k-Rezeptor. Nociceptin zeigt kaum Affinitat gegentber allen drei Opioid-Rezeptoren.

6



Endomorphin bindet hoch selektiv am p-Opioid-Rezeptor. Zusammenfassend l&sst sich
sagen, dass am p-Opioid-Rezeptor liberwiegend Endomorphin und B-Endorphin binden.
Am 05-Rezeptor zeigen Enkephaline eine hohe Affinitit. Der k-Opioid-Rezeptor ist
bevorzugter Bindungsort der Dynorphine (Akil et al., 1981; Kosterlitz und Paterson, 1985;
Corbett et al., 1993; Zadina et al, 1997).

1.1.1 Wirkmechanismus

Die Opioid-Rezeptoren gehdren zu den Pertussis-Toxin-sensitiven G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Die Aktivierung des Rezeptors erfolgt durch Bindung des jeweiligen Liganden
(Dhawan et al., 1996). Hieraus resultiert wiederum die Aktivierung eines G; —Proteins. Die
beteiligten G-Proteine sind heterotrimere Proteine, d. h. sie bestehen aus der
Dreierkombination der Untereinheiten aj,  und y. ES kommt an der Zielzelle zur Inhibition
der Adenylatcyclase, wodurch der intrazellulare cAMP-Spiegel sinkt und die Aktivitat der
Proteinkinase A (PKA) reduziert wird. Weiterhin kommt es zur Offnung von K*-Kanélen
mit Einstrom von K* in die Zelle sowie zur SchlieBung spannungsgesteuerter Ca®*-Kanle
mit nachfolgender VVerminderung der intrazellularen Ca®*-Konzentration. Es resultiert die
Hemmung der Transmitter-Freisetzung im peripheren Nervensystem (PNS) und ZNS. Dies
betrifft die Freisetzung der exzitatorischen Neurotransmitter Acetylcholin, Noradrenalin
und Glutamat ebenso wie die Freisetzung der inhibitorischen Transmitter v-
Aminobuttersédure (GABA) und Glycin.



Zellmembran + 2+
OR-Agonist (P K Ca

)
Adenylylcyclase Y OR

cAMP
\ Freisetzung von:
- Acetylcholin,
PKA | > :
Noradrenalin, Glutamat
Zytosol _ GABA, Glycin

Abb. 2. Wirkungsmechanismus der Opioid-Rezeptoren; Gi: guaninnucleotid-bindendes Protein mit
inhibitorischer Wirkung; cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat; PKA: Proteinkinase A; OR: Opioid-
Rezeptor; GABA: y-Amino-Buttersdure

1.2. Die Verteilung endogener Opioide und ihrer Rezeptoren im Gehirn der
Ratte

Khachaturian et al. fanden in immunozytochemischen Studien Hinweise auf die
Lokalisation der endogenen Opioide und ihrer Vorlaufer im Rattenhirn. So kam der
Vorldaufer des B-Endorphins, Proopiomelanocortin (POMC), hauptsachlich im Nucleus
arcuatus (zur mittleren Gruppe der Hypothalamuskerne gehérend) vor (Khachaturian et al.,
1985) Die mittlere Kerngruppe dient vor allem der Produktion von Releasinghormonen fur
die Adenohypophyse und wird auch als ,,Steuerzentrale* der Adenohypophyse bezeichnet.
Proenkephalin, aus dem die weiter oben beschriebenen Enkephaline entstehen, fand sich

gleichmaRig verteilt Gber das gesamte zentrale Nervensystem.

Das Vorlaufermolekil der Dynorphine, das Prodynorphin, zeigte sich ebenfalls tUber die

gesamte neuronale Achse verteilt.



Die erst spater entdeckten Vorlaufer Pronociceptin und Proendomorphin waren noch nicht
Gegenstand der Studie (Khachaturian et al., 1985).

Durch Rezeptorautoradiographie gelang es, auch die Opioid-Rezeptoren im Gehirn der
Ratte zu lokalisieren (Mansour et al., 1986/87).

p-Opioid-Rezeptoren (MOR) fanden sich in hoher Dichte im Gyrus cinguli, Neocortex,
Amygdala, Hippocampus, Gyrus dentatus, Ncl. accumbens, Striatum, Thalamus, Habenula,
Ncl. interpeduncularis, Substantia nigra (Pars compacta), Colliculus superior und inferior

sowie in den Raphe-Kernen.

6-Opioid-Rezeptoren (DOR) zeigten sich fast ausschlielich in Gyrus cinguli sowie im
Neocortex, der Amygdala, im Tuberculum olfactorium, im Ncl. accumbens und im

Striatum.

K-Opioid-Rezeptoren (KOR) wurden schlieRlich in der Amygdala, im Tuberculum
olfactorium, Ncl. accumbens, Striatum, Ncl. preopticus, Hypothalamus, in der Eminentia

mediana, im Ncl. periventricularis und Ncl. interpeduncularis detektiert.

1.3 Die Rolle der Opioide in der Regulation der Kreislauffunktion

Seit langem ist bekannt, dass Opioide die Leitung nozizeptiver Signale auf
Rickenmarksebene hemmen und zentral die Schmerzwahrnehmung modulieren. Morphin
und synthetische Opioidagonisten finden daher Anwendung in der Therapie akuter und
chronischer starkerer Schmerzzustande. Diese wichtige Aufgabe scheint jedoch nicht die
einzige des Opioidsystems zu sein. Es gibt einige Hinweise darauf, dass endogene Opioide
ebenfalls an der Regulation des Blutdrucks und der Herzfrequenz beteiligt sind. So konnte
gezeigt werden, das p-Opioid-Rezeptoragonisten in den BlutgefaBen von SHR eine

Relaxation bewirken und somit den Blutdruck senken kénnen (Chen et al., 2011).

Im zentralen Nervensystem (ZNS) finden sich endogene Opioide und ihre Rezeptoren
unter anderem in den Kerngebieten, die an der Steuerung von Blutdruck und Herzfrequenz
beteiligt sind (Khachaturian et al., 1985). Zentrale, d. h. intracerebroventrikulare (i.c.v.-)
Applikation von p-Opioid-Rezeptoragonisten wie DAGO ([D-Ala2, MePhe4, Gly-



ol5]enkephalin) flihrt zu einer Vasokonstriktion mit konsekutivem Blutdruckanstieg
(Faden et al., 1982; Hassen et al., 1984 und 1985). Zuséatzlich scheinen p-Opioid-
Rezeptoren im Hypothalamus zu einer Aktivierung des Sympathikus und des
Nebennierenmarks zu fithren (Feuerstein et al., 1983). 3-Opoid-Rezeptoragonisten wie
DADL ([D-Ala2-D-Leu5)]Enkephalin zeigen ahnliche vasokonstriktorische Effekte wie pi-
Opioid-Rezeptoragonisten, sie besitzen jedoch eine 10fach geringere Potenz (Pfeiffer et al.,
1983). k-Opioid-Rezeptoragonisten fuhren im Gegensatz dazu zu einer Vasodilatation und
Blutdrucksenkung sowie zur Abnahme der Herzfrequenz (Faden et al., 1982; Feuerstein et
al., 1984; Hassen et al., 1984 und 1985).

Seit einiger Zeit nimmt man weiterhin an, dass das endogene Opioidsystem auch an der
Pathogenese der essentiellen Hypertonie beteiligt ist. So fand man im Gehirn acht Wochen
alter SHR (spontaneously hypertensive rats) eine erhdhte Dichte der Opioid-Rezeptoren im
Vergleich mit gleichaltrigen WKY (Wistar Kyoto)-Ratten (Martucci et al., 1979). Einen
Hinweis auf ein Zusammenspiel zwischen dem zentralen Opioidsystem und der
Kreislauffunktion gab es auch durch Untersuchungen, die eine erniedrigte
Schmerzempfindlichkeit bei Versuchstieren mit genetischer oder experimenteller
Hypertonie feststellten (Zamir et al., 1986). Zusatzlich zeigten Studien, dass SHR stérker
mit einem Blutdruckanstieg auf die i.c.v.-Applikation von Enkephalinen reagierten als
WKY -Ratten (Schaz et al., 1980; Rockhold et al., 1980; Yukimura et al., 1981). Auch die
Effekte von zentral wirksamen Antihypertensiva kénnen bei hypertensiven Versuchstieren
durch Opioide moduliert werden. So hebt der Opioidantagonist Naloxon die
blutdrucksenkende Wirkung von Clonidin und a-Methyldopa bei SHR, nicht jedoch bei
WKY-Ratten, auf (Farsang et al., 1979). B-Endorphin-Antikérper hemmen nach i.c.v.-
Applikation ebenfalls die Blutdrucksenkung durch Clonidin (Ramirez-Gonzalez et al.,
1983). Umgekehrt scheinen Clonidin und a-Methyldopa in SHR auch die Freisetzung und
die Plasmakonzentration von endogenen Opioiden zu erh6hen und die Dichte an
Opioidrezeptoren zu steigern (Kunos et al., 1981; Pettibone et al., 1981; Xie et al., 1986).
All diese Ergebnisse lassen vermuten, dass das endogene Opioidsystem eine Rolle bei der
essentiellen Hypertonie spielt und durch veranderte Konzentrationen der Opioid-Peptide
sowie der Opioid-Rezeptoren ein Bluthochdruck mit ausgel6st werden konnte. Die
Anderungen im zentralen Opioidsystem konnten weiterhin auch Folge der Hypertonie sein.

Gleichfalls scheinen Antihypertensiva Wirkungen auf das Opioidsystem zu haben.
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1.4 Hypothese und Fragestellung

In SHR sind die Spiegel von Dynorphin A(1-8), p-Endorphin und (Met)enkephalin im
Gehirn altersabhangig verandert im Vergleich zu normotensiven Versuchstieren (Li et al.,
1992). Durch antihypertensive Behandlung kénnen diese Veranderungen nur teilweise
aufgehoben werden (Li et al.,, 1992). Die bisherigen Ergebnisse zur Rolle des
Opioidsystems bei der Hypertonie sind jedoch oft widersprichlich. So konnte z. B. in
anderen Studien keine Wirkung der antihypertensiven Therapie auf Verdnderungen im
Opioidsystem der SHR nachgewiesen werden (Gaida et al., 1985). Zudem wurden in den
letzen Jahren zu diesem Thema nur noch wenige Daten publiziert. Unser Anliegen war es,
die Rezeptorendichte in Hypothalamus, Striatum und Cortex zum einen bei SHR in der
prahypertensiven Phase (3-4 Wochen alt) und zum anderen bei SHR im Stadium der
etablierten Hypertonie (12-13 Wochen alt) mittels Western Blot-Technik quantitativ zu
messen. Wir untersuchten hierbei den p-Opioid-Rezeptor 1 (MOR-1), den 6-Opioid-
Rezeptor 1 (DOR-1) sowie die k-Opioid-Rezeptoren 1 und 3 (KOR-1 und KOR-3).
Hierdurch wollten wir Aufschluss dartiber erhalten, ob und welche Verdnderungen bei den
Tieren bestehen, die auf eine Beteiligung des Opioidsystems (Khachaturian et al., 1985) an
der Pathogenese der essentiellen Hypertonie hinweisen. Durch weitere quantitative
Messung der Rezeptorendichte im Gehirn antihypertensiv behandelter SHR wollten wir
zudem herausfinden, ob das Opioidsystem durch die blutdrucksenkenden Medikamente
beeinflussbar ist. Hierzu verwendeten wir den P1-selektiven B-Blocker Bisoprolol, den
unselektiven B-Blocker Propranolol, den AT1-Rezeptor-Antagonisten Candesartan, den
ACE-Hemmer Enalapril sowie den peripheren Vasodilatator Dihydralazin. Durch die
Untersuchungen an behandelten SHR wollten wir weiterhin feststellen, ob die
Verénderungen des Rezeptorenstatus im Rahmen der essentiellen Hypertonie Ausldser des

Bluthochdrucks sind oder sekundar entstehen.
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Wir Uberpriften zusammengefasst folgende Fragen:
e Wie ist die basale Expression der Opioid-Rezeptoren in Hypothalamus, Striatum

und Cortex im Tiermodell der SHR?

e Beeinflusst die antihypertensive Therapie die Expression von Opioid-Rezeptoren?
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Aus Griunden der Ubersichtlichkeit sind die verwendeten Materialien im

Materialverzeichnis aufgelistet.

2.2 Methoden
2.2.1 Tiermodelle

Fur den tierexperimentellen Teil der vorliegenden Arbeit wurden Wistar-Kyoto-Ratten
(WKY-Ratten) und spontan hypertensive Ratten (SHR) eingesetzt. Bezogen wurden die
Versuchstiere von Charles River, Sulzfeld, Deutschland.

Alle Versuche wurden in Ubereinstimmung mit dem Tierschutzgesetz durchgefiihrt und
vom Ministerium fir Natur, Umwelt und Landesentwicklung des Landes Schleswig-
Holstein genehmigt. Die Experimente wurden unter den Tierversuchsprotokolinummern
9/A38/01; 9/1g/02 und 9/A46/03 registriert.

Die Tiere wurden in Ka&figen mit jeweils funf Tieren gehalten. Ihnen wurde eine
Eingewthnungsphase von mindestens drei Tagen zur Adaptation an die Bedingungen des
Tierstalles erlaubt. Die Unterbringung erfolgte im klimatisierten Tierstall bei 20 bis 24° C
und 65% Luftfeuchtigkeit sowie einem kiinstlichen Tag-Nacht-Rhythmus (7 bis 19 Uhr).
Die Tiere erhielten freien Zugang zu Futter (Altromin®-Standardfutter fir Méuse und
Ratten) und Wasser.

2.2.1.1 Tiermodell der essentiellen Hypertonie

SHR wurden 1963 von Okamoto und Aoki aus WKY -Ratten gezichtet und entwickeln

obligat eine essentielle arterielle Hypertonie.
Untersuchungen haben eindeutige Hinweise auf starke Ahnlichkeiten der essentiellen

Hypertonie bei SHR und Mensch gegeben, die SHR zu einem gut geeigneten Tiermodell

zur Erforschung der essentiellen Hypertonie machen.
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Besonders von Bedeutung sind hierbei die Parallelen in der Entwicklung und den Folgen
des Hypertonus. So verlauft die Entwicklung der Hypertonie sowohl bei SHR als auch
beim Menschen in charakteristischen Phasen (Zicha und Kunes, 1999). SHR in der
prahypertensiven Phase (Alter 0 bis 4 Wochen) zeigen hinsichtlich der systolischen
Blutdruckwerte mit etwa 120 bis 124 mmHg keine Unterschiede gegeniiber gleichaltrigen
normotensiven Kontrolltieren (WKY-Ratten). In der Entwicklungsphase der Hypertonie
(Alter ab 5 Wochen) steigt der Blutdruck deutlich an und erreicht im Alter von 12 Wochen
systolische Werte von circa 180 bis 200 mmHg oder hoéher. Anschlielend findet ein
weiterer Blutdruckanstieg um 10 bis 20 mmHg statt, bis im Alter von etwa 20 Wochen das

Stadium der etablierten Hypertonie (Plateauphase) erreicht ist.

Untersucht wurde die Expression von Opioid-Rezeptoren sowohl bei mannlichen SHR in
der prahypertensiven Phase (Alter 3 bis 4 Wochen) als auch bei méannlichen SHR im
Stadium der etablierten Hypertonie (Alter 12 bis 13 Wochen). Weiterhin wurde die
Opioid-Rezeptor-Expression bei 12 bis 13 Wochen alten SHR nach dreiwochiger

chronisch antihypertensiver Therapie ermittelt.

Als Kontrolltiere dienten bei allen Experimenten normotensive WKY -Ratten jeweils
gleichen Alters.

2.2.2 Expression von Opioid-Rezeptoren bei unbehandelten Versuchstieren

Zur Untersuchung der Expression von Opioid-Rezeptoren auf Proteinebene wurden SHR
in der prahypertensiven Phase sowie SHR im Stadium der etablierten Hypertonie und
gleichaltrige normotensive WKY-Ratten verwendet. Die Dekapitation der Tiere mit
anschlieBender Gewebeentnahme erfolgte zwischen 8.30 und 13 Uhr.

2.2.3 Expression von Opioid-Rezeptoren nach chronisch antihypertensiver Therapie

Die Untersuchung der Expression von Opioid-Rezeptoren auf Proteinebene nach chronisch
antihypertensiver Therapie wurde an mannlichen SHR und WKY-Ratten im Alter von 12
bis 13 Wochen vorgenommen. Zur Gewohnung wurde den Tieren sieben Tage lang

Leitungswasser (1 mL/kg KG) dber eine Schlundsonde appliziert. Im Anschluss wurden
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bei allen Tieren der systolische Blutdruck (SBP) und die Herzfrequenz (HR)
plethysmographisch ermittelt, wobei die Messungen zwischen 9 und 15 Uhr stattfanden.

Die Gruppen wurden alternierend gemessen.

Sieben Tage nach der basalen Blutdruckmessung erfolgte eine randomisierte Zuordnung

der SHR in sechs Gruppen:

1. SHR-Vehikel (Gummi arabicum 10 %) 1mL/kg KG/d; n=10
2. Bisoprolol (selektiver B1-Blocker) 10 mg/kg KG/d; n=10

3. Propranolol (unspezifischer B-Blocker) 50mg/kg KG/d; n=10
4. Candesartan (ATi-Blocker) 3mg/kg KG/d; n=10

5. Enalapril (ACE-Hemmer) 10 mg/kg KG/d; n=10

6. Hydralazin (peripherer Vasodilatator) 3mg/kg KG/d; n=10

Die Medikamente wurden téglich zwischen 9 und 11 Uhr Uber eine Schlundsonde
appliziert. Alle Substanzen wurden in Gummi arabicum Suspension (10 % m/v) geldst und
die Suspension wurde in der Kontrollgruppe verabreicht. Die Tiere wurden jeden Tag

gewogen.

Nach einer Behandlungsphase von 20 Tagen wurden wiederum SBP und HR
plethysmographisch gemessen. Am 28. Behandlungstag wurden die Tiere zwischen 8.30

und 13 Uhr dekapitiert und es wurden die Gewebe enthnommen.

2.2.4 Plethysmographische Blutdruckmessung

Die plethysmographische Blutdruckmessung wurde in Anlehnung an Raasch et al., 2002,
durchgefihrt. Die wachen Tiere wurden in einer Messbox mit Sauerstoff (0,5L/min.) und
Lachgas (2L/min.) sediert. Durch Bestrahlung mittels Rotlichtlampe wurden die
Schwanzarterien dilatiert. Der Messvorgang wurde begonnen, sobald mittels Piezo-Kristall
ein gleichméaRiges Pulssignal der Schwanzarterie erhalten wurde. Dann erfolgte das
Aufpumpen der Blutdruckmanschette, wobei beim Uberschreiten des systolischen
Blutdruckwertes kein Pulssignal mehr detektiert wurde und somit der systolische

Blutdruck ermittelt werden konnte.
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2.2.5 Gewebeentnahme

Nach der Dekapitation der Tiere wurde das Gehirn, einschlielRlich der Hypophyse aus der
Sella turcica, in toto entnommen. Die Schnittfiihrung am Gehirn erfolgte koronar durch das
Chiasma opticum (tangential zum Bulbus olfactorius) und hinter dem Infundibulum. Aus
dieser Gehirnscheibe wurde der Hypothalamus als Block entnommen. Hierfir wurden
Schnitte entlang der perihypothalamischen Sulci und horizontal unterhalb der Commisura
anterior gefuhrt. In diesem Block sind die wichtigsten hypothalamischen Kerngebiete
enthalten (Ncl. anterior, Ncl. paraventricularis, Ncl. supraopticus, Ncl. suprachiasmaticus,
Ncl. arcuatus und Teile des lateralen und posterioren Hypothalamus). Cerebrocortex und
Hippocampus wurden herausprépariert. Die erhaltenen Gewebeschnitte wurden in

Isopentan (- 40° C) eingefroren und bei - 80° C aufbewahrt.

2.2.6 Vorbereitung der Gewebe fur die Western Blot-Analyse
2.2.6.1 Homogenisation der Gewebe

Das zu untersuchende Gewebe wurde in einem 2 ml Glashomogenisator im Verhéltnis 1:5
mit Lysationspuffer versetzt und mithilfe des Glasstoliels fir 60 Sekunden lysiert. Das
Lysat wurde sodann 10 min. bei 4° C und 10000xg zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
klare Uberstand abpipettiert und mit 4-fachem Sodium-Dodecylsulfat-Puffer (SDS-Puffer)
und 0,1 mM B-Mercaptoethanol gemischt. Das Gemisch wurde daraufhin zur
Denaturierung der Proteine fur 10 min. bei 98° C auf dem Heizblock gekocht. Danach
wurden die Gewebeproben fiir 10 min. bei 10000xg zentrifugiert. Der Lipid-Uberstand
wurde entfernt und die Ubrig gebliebenen Proteinextrakte portioniert und bei - 80° C

gelagert.
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2.2.6.2 Bestimmung des Gesamtproteins

Der Gesamtproteingehalt der Proteinextrakte wurde quantitativ mit dem Verfahren von
Lowry et al., 1951, bestimmt. Hierzu werden die Extrakte mit alkalischer Cu**-Lésung
versetzt. AnschlieRend wird Folin-Reagenz hinzugesetzt, welches durch die Verbindung
aus Proteinen und Cu®*-Losung reduziert wird. Hierbei kommt es zur Blaufarbung der

Losung.

2.2.7 Western Blot-Analyse
2.2.7.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um die Proteine sichtbar und quantifizierbar zu machen, wurde eine SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese nach Laemmli et al., 1970, durchgefihrt. Durch Zugabe von SDS zu
den Proben wurden die darin enthaltenen Proteine denaturiert und unabhéngig von ihrer
Eigenladung eine hohe negative Nettoladung bewirkt. Dies ermdglicht eine Auftrennung
der Proteine einzig nach molarer Masse. Das diskontinuierliche Gelsystem bestand aus
einer oberen Schicht 7,5 %igen Sammelgels, in den die Proteinproben konzentriert wurden,
was eine héhere Bandenschérfe erlaubte. Die untere Schicht 5%igen Trenngels diente der
Auftrennung der Proteine. Die Elektrophorese erfolgte mit konstanter Spannung von 200 V
Uber einen Zeitraum von 30 min., wobei hier eine Auftrennung der SDS-Protein-
Verbindungen anndhernd nach Molekulargewicht resultierte. Ein gleichzeitig
aufgetragener Proteinstandard (Protein-Molecular-Weight-Marker) diente der Abschétzung
der Proteinmasse anhand standardisierter Proteinbanden.

Es wurde darauf geachtet, dass der Proteingehalt der aufgetragenen Proben jeweils gleich
war.

Als ,,housekeeping gene* wurde in allen Versuchsgruppen B-Actin (Molekulargewicht 42

kDa) verwendet, welches konstant und nicht-reguliert exprimiert wird.

42 kDa 42 kDa

WKY (4 Wo.) SHR (4 Wo.) WKY (12 Wo.) SHR (12 Wo)
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Abb. 3: Expression von -Actin (,,housekeeping gene) im Hypothalamus von 4 bzw. 12 Wochen alten WKY
und SHR (Western Blot).

— —
42 kDa 42 kDa
. .

WKY (4 Wo.) SHR (4 Wo.) WKY (12 Wo.) SHR (12 Wo.)

Abb. 4: Expression von B-Actin (,,housekeeping gene*) im Striatum von 4 bzw. 12 Wochen alten WKY und
SHR (Western Blot).

a,
42 kDa 42 kDa

WKY (4 Wo.) SHR (4 Wo.) WKY (12 Wo.) SHR (12 Wo.)

Abb. 5: Expression von B-Actin (,,housekeeping gene*) im Cortex von 4 bzw. 12 Wochen alten WKY und
SHR (Western Blot).

42 kDa

WKY Veh Biso Pro Ena Can Hyd

Abb. 6: Expression von B-Actin (,,houckeeping gene*) im Hypothalamus nach antihypertensiver Therapie der
12-13 Wochen alten Tiere (Western Blot). Veh: Vehikel; Biso: Bisoprolol; Pro: Propranolol; Ena: Enalapril;
Can: Candesartan; Hyd: Hydralazin
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WKY Veh Biso Pro Ena Can Hyd
Abb. 7: Expression von B-Actin (,,housekeeping gene*) im Striatum nach antihypertensiver Therapie der 12-

13 Wochen alten Tiere (Western Blot). Veh: Vehikel; Biso: Bisoprolol; Pro: Propranolol, Ena: Enalapril;
Can: Candesartan; Hyd: Hydralazin

42 kDa

WKY Veh Biso Pro Ena Can Hyd

Abb. 8: Expression von B-Actin (,,housekeeping gene) im Cortex nach antihypertensiver Therapie der 12-13
Wochen alten Tiere (Western Blot). Veh: Vehikel; Biso: Bisoprolol; Pro: Propranolol; Ena: Enalapril; Can:

Candesartan; Hyd: Hydralazin

2.2.7.2 Protein-Transfer und Immunodetektion

Nach Auftrennung der Probenproteine fand der Elektrotransfer (2h, 50V, 50mA, 5W) auf
eine Nitrozellulose-Membran (5 x 8 cm) im Semi-Dry-Verfahren statt. Die Proteine

wurden somit auf der Membran immobilisiert.

Um unspezifische Antikdrper-Bindungen weitgehend zu verhindern, wurden anschlieRend
irrelevante Bindungsstellen auf der Nitrozellulose-Membran mit fettfreiem 5 %igem
Milchpuffer geblockt. Zur Immunodetektion der Proteinbanden wurden die
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immobilisierten Proteine ber Nacht bei 4° C mit den priméaren Antikorpern (anti-MOR-1,
-DOR-1, KOR-1, KOR-3) inkubiert. Die verwendeten Konzentrationen des 1. und 2.
Antikorpers sind in Tabelle 2 dargelegt. Die jeweils optimale Konzentration wurde zuvor
ermittelt. Nach 4x10-mindtigem Waschen mit PBS und 0,1 % Tween wurden die
Membranen mit einem Peroxidase-gekoppelten sekundéren Antikdrper fiir 1,5 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden die Membranen zur Entfernung

uberschiissigen Antikorpers wiederum 4x10 min. mit PBS und Tween 20 gewaschen.

Zum Nachweis der spezifischen Antikérper-Bindung wurde Super Signal® West Femto
Maximum  Sensitivity ~ Substrate  (Pierce  Biotechnology)  verwendet. Das
Lumineszenzsignal wurde mithilfe eines Rontgenfilmes detektiert, der zwischen 2 Sek. und
10 min. belichtet und anschlieRend entwickelt wurde. Die Dichte der Proteinbanden wurde
am PC mit dem Programm Scion Image (Scion Imaging Software, Scion Corporation,

Maryland, USA) als Integral ermittelt.
2.2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung sowie die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte
mithilfe des Programmes ,,GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, USA).
Bei jedem Versuch wurde aus den Einzelwerten das arithmetische Mittel bestimmt und der
Standardfehler berechnet. Beide Werte sowie der Stichprobenumfang n werden in den
Tabellen angegeben. Zur Berechnung der Unterschiede zwischen WKY-Ratten und SHR
in der préhypertensiven Phase wurde nach erfolgter Varianzanalyse ein t-Test fur
unverbundene Stichproben (nach Student) durchgefiihrt. In der Versuchsreihe WKY -
Ratten vs. SHR im Stadium der etablierten Hypertonie erfolgte ebenfalls nach der
Varianzanalyse ein t-Test flr unverbundene Stichproben nach Student.

Die Berechnung der Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen nach erfolgter
antihypertensiver Therapie (Veh-Biso-Pro sowie Veh-Ena-Can-Hyd) erfolgte jeweils
mittels One-Way-ANOVA und wurde anschlieend mit Tukey’s Post-Hoc-Test uberprift.
P-Werte <0,05 bedeuten, dass die Nullhypothese mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von

5 % verworfen werden kann. Unterschiede mit p-Werten <0,05 werden daher als statistisch

signifikant bewertet.
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Tab. 2: Verwendete Antikdrper und deren verwendete Konzentrationen im Western Blot

1:3.000

DOR-1 SC, Kat. H-60 1:1.000 1:3000 42
KOR-1 SC, Kat. H-70 1:10.000 1:3.000 50
KOR-3 SC, Kat. H-85 1:1.000 1:3.000 55
MOR-1 SC, Kat. H-80 1:3.000 1:3.000 55
DOR-1 SC, Kat. H-60 1:5.000 1:3000 42
KOR-1 SC, Kat. H-70 1:10000 1:3.000 50
KOR-3 SC, Kat. H-85 1:1000 1:3.000 55
MOR-1 SC, Kat. H-80 1:3.000 1:3.000 55
DOR-1 SC, Kat. H-60 1:1.000 1:3000 42
KOR-1 SC, Kat. H-70 1:10.000 1:3.000 50
KOR-3 SC, Kat. H-85 1:1000 1:3.000 55

Alle Antikorper wurden bei Santa Cruz (SC) erworben.

21




3 Ergebnisse

3.1 Opioid-Rezeptor-Expression bei SHR vs. WKY-Ratten
3.1.1 Periphere Parameter
3.1.1.1 Korpergewicht

Im Alter von 3 bis 4 Wochen konnte hinsichtlich des Korpergewichtes kein signifikanter
Unterschied zwischen SHR und WKY -Ratten festgestellt werden. Im Verlauf zeigte sich
eine signifikant geringere Zunahme des Kdrpergewichtes der SHR. Im Alter von 12 bis 13
Wochen betrug das Gewicht der SHR 261 + 3 g, die WKY-Ratten wogen im Vergleich
dazu 334 + 2 g (p<0,001; Tab. 3).

3.1.1.2 Systolischer Blutdruck und Herzfrequenz

Die 3 bis 4 Wochen alten SHR in der prahypertensiven Phase zeigten im Vergleich zu
gleichaltrigen WKY-Ratten keine signifikante Erhdéhung des systolischen Blutdrucks
(SBP). Im Alter von 12 bis 13 Wochen (Phase der etablierten Hypertonie) war der SBP bei
SHR gegeniber gleichaltrigen WKY -Ratten signifikant erhéht (p<0,001; Tab. 3).

Die Herzfrequenz (HR) unterschied sich bei 12 bis 13 Wochen alten SHR signifikant von
der HR der WKY-Ratten gleichen Alters (p<0,05; Tab. 3).

Tab. 3: Periphere Parameter der Versuchstiere

Alter Korpergewicht SBP HR
(Wochen) (@) (mmHg) (min™)

WKY SHR WKY SHR WKY | SHR
3-4% 73+1 74 +£2 1204 | 1246 426 +4 | 438+6
12-13 334+2 | 261+37 |125+1 |184+4 |353+7 |327+3

Kdorpergewicht in Gramm (g), systolischer Blutdruck (SBP) in mmHg und Herzfrequenz (HR) in
Herzschlagen pro Minute (min™) bei 3-4 und 12-13 Wochen alten SHR gegenilber gleichaltrigen WKY -
Ratten. Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM angegeben (n=4 bis 6 pro Gruppe und Alter). *p<0,05;
***p<0,001 vs. WKY-Ratten

“Die Daten fiir 3 bis 4 Wochen alte SHR und WKY -Ratten wurden dankenswerterweise von Charles River,

Deutschland, zur Verfiigung gestellt.
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3.1.2 Die basale Opioid-Rezeptorexpression auf Proteinebene in zentralen Geweben
3.1.2.1 Hypothalamus

Im Hypothalamus zeigte sich bei 3 bis 4 Wochen alten SHR auf Proteinebene eine
signifikante Erhéhung der MOR-1-Expression im Vergleich zu gleichaltrigen WKY-Ratten
(p<0,01). Im Alter von 12 bis 13 Waochen hingegen waren keine signifikanten
Unterschiede der MOR-1-Expression zwischen den beiden Versuchsgruppen festzustellen.
(Abb. 9A und Abb. 10A)

Die DOR-1 Expression war sowohl bei 3 bis 4 Wochen alten SHR als auch 12 bis 13
Wochen alten SHR gegeniber gleichaltrigen WKY -Ratten signifikant erniedrigt (p<0,05).
(Abb. 9B und Abb. 10B)

Bei 12 bis 13 Wochen alten SHR zeigte sich eine signifikante Erhéhung der KOR-1-
Expression gegenuber WKY-Ratten gleichen Alters (p<0,01). Im Alter von 3 bis 4
Wochen waren keine Unterschiede in der KOR-1-Expression zwischen SHR und WKY-
Ratten auszumachen. (Abb. 9C und Abb. 10C)

Die Expression des KOR-3 zeigte bei beiden Versuchsgruppen im Alter von 3 bis 4
Wochen und 12 bis 13 Wochen keine signifikanten Unterschiede. (Abb. 9D und Abb. 10D)
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Abb. 9A-9D: Expression von MOR-1, DOR-1, KOR-1 und KOR-3 im Hypothalamus bei 4 bzw. 12 Wochen
alten SHR vs. Kontrolle (Western Blot).
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Abb. 10A-10D: Bestimmung der basalen Opioid-Rezeptor-Proteinexpression im Hypothalamus von SHR
und WKY-Ratten im Alter von 3 bis 4 bzw. 12 bis 13 Wochen. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM
dargestellt (n=4 bis 6 Ratten pro Versuchsgruppe und Alter). *p<0,05; **p<0,01 vs. gleichaltrige WKY-
Ratten; A.U. arbitrary unit

3.1.2.2 Striatum

Im Striatum (Ncl. caudatus und Putamen) fand sich eine signifikant erhdéhte MOR-1-
Expression bei 3 bis 4 Wochen sowie 12 bis 13 Wochen alten SHR gegeniiber WKY -
Ratten (p<0,01). (Abb. 11A und Abb. 12A)

Hinsichtlich der DOR-1-Expression gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen
SHR und WKY-Ratten in beiden Altersgruppen. (Abb. 11B und Abb. 12B)
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Die KOR-1-Levels waren bei SHR in beiden Altersgruppen gegenlber WKY -Ratten
gleichen Alters signifikant erhoht (3 bis 4 Wochen p<0,01; 12 bis 13 Wochen p<0,05).
(Abb. 11C und Abb. 12C)

Die Bestimmung der KOR-3-Expression zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen
SHR und WKY-Ratten beider Altersstufen. (Abb. 11D und Abb. 12D).
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Abb. 11A-11D: Expression von MOR-1, DOR-1, KOR1 und KOR-3 im Striatum bei 4 bzw. 12 Wochen
alten SHR vs. Kontrolle (Western Blot).
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Abb. 12A-12D: Bestimmung der basalen Opioid-Rezeptor-Proteinexpression im Striatum von 3 bis 4 bzw.

12 bis 13 Wochen alten SHR und WKY -Ratten. Die Ergebnisse sind als Mittelwert £+ SEM dargestellt (n=4
bis 6 Ratten pro Versuchsgruppe und Alter). *p<0,05; **p<0,01 vs. gleichaltrige WKY-Ratten; A.U.

arbitrary unit
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3.1.2.3 Cerebrocortex

Im Cortex zeigte sich eine signifikante Erhohung der MOR-1-Expression bei 12-13
Wochen alten SHR gegeniiber WKY -Ratten (p<0,01). (Abb. 13A und Abb. 14A)

Die DOR-1-Expression war in SHR nicht signifikant gegeniiber WKY-Ratten verandert.
(Abb. 13B und Abb. 14B)

In SHR zeigte sich in beiden Altersstufen eine signifikante Erniedrigung der KOR-1-
Expression im Vergleich zu WKY-Ratten (p<0,01). (Abb. 13C und Abb. 14C)

Die KOR-3-Expression zeigte sich nicht signifikant veréndert bei SHR gegenlber WKY -
Ratten in beiden Altersgruppen. (Abb. 13D und Abb. 14D).
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Abb. 13A-13D: Expression des MOR-1, DOR-1, KOR-1 und KOR-3 im Cortex bei 4 bzw. 12 Wochen alten
SHR vs. Kontrolle (Western Blot).
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Abb. 14A-14D: Bestimmung der basalen Opioid-Rezeptor-Proteinexpression im Cortex von 3 bis 4 bzw. 12
bis 13 Wochen alten SHR und WKY -Ratten. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n=4 bis 6
Ratten pro Versuchsgruppe und Alter). **p<0,01 vs. gleichaltrige WKY -Ratten; A.U. arbitrary unit

3.2 Opioid-Rezeptor-Expression nach chronisch antihypertensiver Behandlung
3.2.1 Periphere Parameter

3.2.1.1 Korpergewicht

Das Korpergewicht der SHR wurde am 7. Tag vor Beginn der antihypertensiven Therapie
sowie am 20. Tag der Therapie bestimmt. VVor Therapiebeginn unterschieden sich die SHR
hinsichtlich des Korpergewichtes nicht signifikant voneinander, sodass alle Versuchstiere
mit ahnlichem Gewicht die Therapie begannen. Die Messung des Kdrpergewichtes am 20.
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Behandlungstag zeigte eine é&hnliche Gewichtszunahme aller SHR. Es gab keine

signifikanten Unterschiede zwischen den SHR unterschiedlicher Behandlungsgruppen.

3.2.1.2 Systolischer Blutdruck und Herzfrequenz

SBP und HR wurden ebenfalls am 7. Tag vor Therapiebeginn und am 20. Tag der Therapie

gemessen.

Vor Beginn der antihypertensiven Therapie zeigten sich bei den SHR der verschiedenen
Behandlungsgruppen keine signifikanten Unterschiede beziglich des SBP. Am 20. Tag der
Therapie war der SBP in allen Behandlungsgruppen (Bisoprolol, Propranolol, Enalapril,
Candesartan, Hydralazin) signifikant gesunken (p<0,001), wahrend sich in der

Vehikelgruppe keine signifikante Anderung des SBP ergab.

Die HR der einzelnen Versuchstiere unterschieden sich in den sieben Tagen vor
Therapiebeginn nicht signifikant voneinander. Am 20. Tag der Behandlung war die HR der
Tiere, die Bisoprolol und Propranolol erhielten, signifikant gesunken (p<0,0001). In den
ubrigen Behandlungsgruppen sowie in der Vehikelgruppe zeigten sich keine signifikanten
Anderungen der HR (Tab. 4).

32



Tab. 4: Periphere Parameter der VVersuchstiere vor und nach antihypertensiver Behandlung

Korpergewicht (g) | SBP (mmHg) HR (min™)
Behandlung

vor nach vor nach vor nach
Vehikel 264+3 28614 184+3 | 19443 327+3 | 34816
(ImL/kg KG/d)
Bisoprolol 260+2 287+2 182+2 | 164427 | 3365 | 296+4***
(10mg/kgKG/d)
Propranolol 258+3 281+3 188+2 | 17142*** | 35047 | 304+5***
(50mg/kgKG/d)
Enalapril 261+4 2774 180+3 152+2*** | 334+4 | 3457
(10mg/kgKG/d)
Candesartan 259+4 28015 182+3 | 148+1*** | 326415 | 339+7
(3mg/kg KG/d)
Hydralazin 260+4 280+4 179+3 | 148+2*** | 331+5 | 372+8
(3mg/kg KG/d)

Korpergewicht in Gramm (g), systolischer Blutdruck (SBP) in mmHg und Herzfrequenz (HR) in Herzschlagen
pro Minute (min'). Die Daten wurden jeweils sieben Tage (d) vor Beginn der antihypertensiven Therapie (vor)
und am 20. Tag der Therapie (nach) ermittelt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM angegeben (n= 10
Ratten pro Gruppe). ***p<0,001 vs. Vehikel

3.2.2 Opioid-Rezeptor-Expression auf Proteinebene in zentralen Geweben nach

antihypertensiver Behandlung

3.2.2.1 Hypothalamus

Nach Applikation des Bi-selektiven Blockers Bisoprolol zeigte sich im Hypothalamus eine
unverénderte Expression des MOR-1 sowie des KOR-1 und KOR-3. Eine signifikante
Erhéhung (p<0,001) zeigte sich hingegen bei der DOR-1-Expression.

Nach Behandlung mit dem nicht-selektiven B-Blocker Propranolol zeigte sich ebenfalls
eine signifikante Erhéhung der DOR-1-Expression (p<0,001) bei unverénderter Expression
des MOR-1, KOR-1 und KOR-3.
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In der mit Enalapril therapierten Gruppe zeigte sich eine signifikante Erhéhung der DOR-
1-Expression (p<0,01) und KOR-1-Expression (p<0,01). Auch nach Candesartan-Therapie
zeigte sich eine signifikante DOR-1-Erhéhung (p<0,001) und KOR-1-Erhéhung (p<0,01).
Unverandert zeigte sich die Expression des MOR-1 und KOR-3 nach antihypertensiver
Therapie mit beiden RAAS-Blockern.

Der periphere Vasodilatator Hydralazin bewirkte einen Anstieg der DOR-1-Expression

(p<0,001) sowie der KOR-1-Expression (p<0,01). Eine Auswirkung auf die Expression des
MOR-1 sowie KOR-3 war nicht zu zeigen (Abb. 15A-15D und Abb. 16A-16D).
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WKY SHR Biso Pro Ena Can Hyd

WKY SHR Biso Pro Ena Can Hyd

WKY Veh Biso Pro Ena Can Hyd

Abb. 15A-15D: Expression des MOR-1, DOR-1, KOR-1 und KOR-3 im Hypothalamus nach
antihypertensiver Behandlung der 12-13 Wochen alten Tiere (Western Blot). Veh: Vehikel; Biso: Bisoprolol;
Pro: Propranolol; Ena: Enalapril; Can: Candesartan; Hyd: Hydralazin
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Abb. 16A-16D: Opioid-Rezeptor-Expression im Hypothalamus von 12 bis 13 Wochen alten SHR nach 4-
waochiger antihypertensiver Therapie mit Bisoprolol (Biso), Propranolol (Pro), Enalapril (Ena), Candesartan
(Can) und Hydralazin (Hyd). Die Ergebnisse sind als Mittelwert £+ SEM angegeben (n=10 Ratten pro
Versuchsgruppe). ***p<0,001 vs. Vehikel (Veh), A. U. arbitrary units

36



3.2.2.2 Striatum

Im Striatum zeigte sich bei allen untersuchten Opioid-Rezeptoren (MOR-1, DOR-1, KOR-
1, KOR-3) keine signifikant veranderte Expression durch die verschiedenen chronisch
verabreichten Antihypertensiva (Abb. 17A-17D und Abb. 18A-18D).

A

MOR-1

WKY Veh Biso Pro Ena Can Hyd

DOR-1

WKY Veh Biso Pro Ena Can Hyd

—
— — — S— — S— —

KOR-1

WKY Veh Biso Pro Ena Can Hyd

KOR-3

WKY Veh Biso Pro Ena Can Hyd

Abb. 17A-17D: Expression des MOR-1, DOR-1, KOR-1 und KOR-3 im Striatum nach antihypertensiver
Therapie der 12-13 Wochen alten Tiere (Western Blot). Veh: Vehikel; Biso: Bisoprolol; Pro: Propranolol;
Ena: Enalapril; Can: Candesartan; Hyd: Hydralazin
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Abb. 18A-18D: Opioid-Rezeptor-Expression im Striatum von 12 bis 13 Wochen alten SHR nach 4-wdéchiger
antihypertensiver Therapie mit Bisoprolol (Biso), Propranolol (Pro), Enalapril (Ena), Candesartan (Can) und

Hydralazin (Hyd). Die Ergebnisse sind als Mittelwert £ SEM angegeben (n=10 Ratten pro Versuchsgruppe).
A. U. arbitrary units

3.2.2.3 Cerebrocortex

Die PB-Blocker Bisoprolol und Propranolol fuhrten in der Therapiegruppe zu einer

vermehrten Expression von DOR-1 (Bisoprolol p<0,001 vs. Vehikel; Propranolol p<0,001
vs. Vehikel).

In der mit dem peripheren Vasodilatator Hydralazin behandelten Gruppe zeigte sich eine
verminderte Expression des MOR-1 (P<0,001 vs. Vehikel).
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Alle anderen eingesetzten Antihypertensiva fiihrten zu keiner signifikanten Anderung der
Expression von MOR-1, DOR-1, KOR-1 oder KOR-3 (Abb. 19A-19D und Abb. 20A-
20D).

A

— -
MOR-1
II WKY Veh Biso Pro Ena Can Hyd

WKY Veh Biso Pro Ena Can Hyd

KOR-1

WKY Veh Biso Pro Ena Can Hyd

WKY Biso Pro Ena Can Hyd
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Abb. 19A-19D: Expression des MOR-1, DOR-1, KOR-1 und KOR-3 im Cortex nach antihypertensiver
Therapie der 12-13 Wochen alten Tiere (Western Blot). Veh: Vehikel, Biso: Bisoprolol; Pro: Propranolol;
Ena: Enalapril; Can: Candesartan; Hyd: Hydralazin
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Abb. 20A-20D: Opioid-Rezeptor-Expression im Cerebrocortex von 12 bis 13 Wochen alten SHR nach 4-
wachiger antihypertensiver Therapie mit Bisoprolol (Biso), Propranolol (Pro), Enalapril (Ena), Candesartan
(Can) und Hydralazin (Hyd). Die Ergebnisse sind als Mittelwert £+ SEM angegeben (n=10 Ratten pro
Versuchsgruppe). ***p<0,001 vs. Vehikel, A. U. arbitrary units
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Zusammenfassung der Ergebnisse:

1.

4.

SHR zeigen sowohl in der préahypertensiven als auch in der hypertensiven Phase

eine geringere Gewichtszunahme als gleichaltrige WKY -Ratten.

SHR zeigen im Alter von 12-13 Wochen eine etablierte Hypertonie sowie eine

erhéhte Herzfrequenz im Vergleich zu WKY -Ratten.

Die basale Expression von MOR-1, DOR-1 und KOR-1 ist in zentralen Geweben
(Hypothalamus, Striatum, Cortex) der SHR verandert. In der préhypertensiven
Phase ist die basale Expression des MOR-1 in Hypothalamus und Striatum
signifikant erhéht. Die DOR-1-Expression zeigte sich in der prahypertensiven
Phase im Hypothalamus erniedrigt. Die KOR-1-Expression ist in der
prahypertensiven Phase im Striatum signifikant erhoht, im Cortex hingegen
signifikant erniedrigt. Die Expression von KOR-3 zeigte keine signifikanten

Unterschiede in beiden Tiermodellen. (Tab. 5)

In der hypertensiven Phase ist die basale MOR-1-Expression im Striatum sowie im
Cortex signifikant erhéht. Die DOR-1-Expression ist im Hypothalamus signifikant
erniedrigt. Die Expression des KOR-1 ist im Hypothalamus sowie im Striatum
signifikant erhoht, im Cortex signifikant erniedrigt. Die KOR-3-Expression zeigte

auch im hypertensiven Stadium keine signifikanten Unterschiede. (Tab. 6)

Alle eingesetzten  Antihypertensiva  (Propranolol, Bisoprolol, Enalapril,
Candesartan und Hydralazin) senkten den systolischen Blutdruck der SHR
signifikant zwischen minimal 17 mmH und maximal 34 mmHg. Unter Behandlung
mit Propranolol und Bisoprolol lie sich zudem die Herzfrequenz der SHR

signifikant senken.

In antihypertensiv behandelten SHR zeigte sich im Hypothalamus eine signifikante
Erhéhung der DOR-1-Expression in allen Behandlungsgruppen. Zudem ist die

KOR-1-Expression bei den mit Enalapril, Candesartan und Hydralazin behandelten
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Tieren signifikant erhoht (Tab. 7). Im Cortex fanden wir nach Behandlung mit
Bisoprolol und Propranolol eine erhohte Expression des DOR-1 sowie eine
verminderte Expression von MOR-1 (Tab. 9).

Im Striatum trat in keiner Behandlungsgruppe eine signifikante Anderung der

Rezeptorexpression auf (Tab. 8).

Tab. 5: OR-Expression in der prahypertensiven Phase

Prahypertensive Hypothalamus Striatum Cortex
Phase

MOR-1 1 1 :
DOR-1 l = =
KOR-1 = 1 l
KOR-3 — — —

Expression der untersuchten Opioid-Rezeptoren in Hypothalamus, Striatum und Cortex 3 bis 4 Wochen alter
SHR (prahypertensive Phase) verglichen mit gleichaltrigen WKY -Ratten.

Tab. 6: OR-Expression in der Phase der etablierten Hypertonie

Hypertensive Hypothalamus Striatum Cortex
Phase

MOR-1 x 1 1
DOR-1 l = =
KOR-1 1 1 |
KOR-3 — — —

Expression der untersuchten Opioid-Rezeptoren in Hypothalamus, Striatum und Cortex 12 bis 13 Wochen

alter SHR (Phase der etablierten Hypertonie) verglichen mit gleichaltrigen WKY -Ratten.
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Tab. 7: OR-Expression im Hypothalamus nach antihypertensiver Therapie

Hypothalamus Bisoprolol  Propranolol Enalapril  Candesartan Hydralazin
MOR-1 - - - - -

DOR-1 1 1 1 1 1

KOR-1 - 1 1 1

KOR-3 - - - -

Tab. 8: OR-Expression im Striatum nach antihypertensiver Therapie

Striatum  Bisoprolol  Propranolol Enalapril Candesartan Hydralazin

MOR-1 - — — — —
DOR-1 - — _ _ _
KOR-1 - - _ _ _
KOR-3 - — — — —

Tab. 9: OR-Expression im Cortex nach antihypertensiver Therapie

Cortex Bisoprolol Propranolol Enalapril Candesartan Hydralazin
MOR-1 — — — — |
DOR-1 1 1 x x E
KOR-1 — — — — —
KOR-3 — — — — —
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4 Diskussion

4.1 Die basale Opioid-Rezeptor-Expression im Gehirn der SHR ist verandert

Die Ergebnisse aus der vorliegenden Studie zeigen signifikante Anderungen der Menge der
Opioid-Rezeptoren insbesondere im Hypothalamus, aber ebenfalls in Striatum und Cortex

der SHR im Vergleich mit WKY-Ratten, die zum Teil altersabhangig zu sein scheinen.

So fanden wir im Hypothalamus eine Erhdhung der MOR-1-Menge bei 3 bis 4 Wochen
alten SHR im prahypertensiven Stadium, wahrend im Alter von 12 bis 13 Wochen bei
etablierter Hypertonie keine signifikanten Unterschiede zwischen SHR und normotensiven
WKY-Ratten festgestellt werden konnten. Im Striatum war die basale Expression des
MOR-1 sowohl bei SHR im préhypertensiven Stadium als auch im Stadium der etablierten
Hypertonie erhoht; im Cortex wiederum konnten wir eine signifikante Erhéhung der
MOR-1-Menge bei 12 bis 13 Wochen alten, hypertensiven Ratten nachweisen. Zu einem
ahnlichen Ergebnis kamen auch Gulati et al., 1990, die bei zehn Wochen alten SHR eine
hohere Dichte an MOR im Hypothalamus sowie im Mittelhirn fanden.

Besonders interessant ist hierbei sicherlich die signifikante Erhéhung der MOR-1-Menge
im Hypothalamus bei prahypertensiven SHR, da der Hypothalamus eine wichtige Rolle in
der Regulation des Blutdrucks spielt (Adair et al., 1975; Akine et al. 2003; Buijs et al.,
2014).

Der MOR-1 kommt nahezu ausschlieBlich im Gehirn vor (Pasternak, 1986). In Studien lie3
sich zeigen, dass Uber MOR-Agonisten eine Zunahme des Blutdrucks sowie der
Herzfrequenz vermittelt wird. Auffallig ist hierbei, dass der Blutdruck bei zentraler
Applikation von MOR-Agonisten bei SHR deutlicher stieg als bei den WKY-
Kontrolltieren (Feuerstein et al., 1983; Jin et al., 1991). Zudem konnten Feuerstein et al.,
1983, zeigen, dass die Plasmakonzentration der blutdruckerhéhenden Katecholamine
Adrenalin sowie Noradrenalin nach zentraler Applikation des MOR-Agonisten DAGO
anstieg. In einer Studie von Jin et al., 1991, fand sich sogar auch eine signifikant ernéhte
Plasmakonzentration von Adrenalin und Noradrenalin nach zentraler Applikation des
MOR-Agonisten f-Endorphin bei SHR gegeniiber WKY -Ratten.
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Eine Beteiligung der hypothalamischen MOR an der Pathogenese der essentiellen
Hypertonie ist durch die erhdhte Expression der Rezeptoren mit konsekutiv erhohter
Plasmakonzentration der Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin und starkerer
sympathikusvermittelter Blutdrucksteigerung bei SHR gegenuber WKY-Ratten zu

erklaren.

Signifikant erniedrigt hingegen zeigten sich bei unserer Untersuchung die DOR-1-Spiegel
im Hypothalamus der SHR, und zwar sowohl bei jungen Ratten in der prahypertensiven
Phase als auch bei élteren Ratten mit manifester Hypertonie. DOR-Agonisten wie DADL
rufen nach zentraler Gabe ebenfalls einen Blutdruck- und Frequenzanstieg hervor (Pfeiffer
et al., 1983). Die Abnahme der Rezeptorendichte konnte daher kompensatorisch erfolgen,
d. h., durch die Down-Regulation der DOR im Hypothalamus wird dem erhéhten
Blutdruck versucht entgegenzuwirken. Eine Down-Regulation von DOR bei gleichzeitiger
Erh6hung des hauptsdchlichen Liganden am DOR, dem (Leu)Enkephalin, im Herzen der
SHR wurde von Dumont et al. 1988 bereits beschrieben. Hierzu passen auch die
Studienergebnisse von Hoegler et al., 1989, sowie Boone et al.,, 1994, die erhohte
Preproenkephalin- bzw. Proenkephalin-mRNA-Spiegel im Hypothalamus der SHR
zeigten. Ahnlich wie beim MOR-1 fand sich auch bei zentraler Gabe von Enkephalinen in
einer experimentellen Studie von Schaz et al., 1980, eine starkere Zunahme des Blutdrucks
bei SHR im Vergleich zu WKY-Ratten.

Gegensétzlich zu unseren Untersuchungen zeigten sich Ergebnisse von Yin et al., 1996,
welche bei SHR in der hypertensiven Phase (Alter 16 Wochen) eine hohere Dichte an
DOR im Hypothalamus im Vergleich mit normotensiven WKY -Ratten nachwiesen.

Bhargava et al. fanden 1993 experimentell keine signifikanten Unterschiede im
Bindungsverhalten des selektiven DOR-Agonisten 3H-D-Pen2-D-Pen5-enkephalin
(DPDPE) im Hypothalamus sowie auch in Cortex und Striatum von SHR und WKY -
Ratten. Hier ist die Datenlage sicherlich widerspriichlich und eine Beteiligung v. a.

hypothalamischer DOR an der Pathogenese der essentiellen Hypertonie bleibt ungewiss.

Keine signifikanten Unterschiede konnten wir bei der Expression striataler und kortikaler
DOR-1 zeigen. Bedacht werden sollte hierbei jedoch, dass gerade die Expression von
DOR-1, ebenso wie von MOR-1, im Hypothalamus deutlich weniger ausgepragt ist, als in
Striatum und Cortex, wie sich durch autoradiographische Studien zeigen lieR (Mansour et
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al., 1986/87). Bei niedrigerer Rezeptorendichte fallen sicherlich kleinere Unterschiede
starker ins Gewicht als bei der Untersuchung von Hirnregionen mit deutlich hoherer
Rezeptorendichte.

Auf der anderen Seite ist dem Hypothalamus mit seinen Kerngebieten, insbesondere dem
Ncl. paraventricularis (Freisetzung von Noradrenalin) sowie dem Ncl. supraopticus
(Freisetzung von Vasopressin), in der Bedeutung der Blutdruckregulation eine
mafRgebliche Rolle zuzuschreiben. Somit ist hier sicherlich eher mit Unterschieden
zwischen hyper- und normotensiven Ratten hinsichtlich der Verteilung der Opioid-

Rezeptoren zu rechnen.

Die KOR-1-Expression zeigte sich in der vorliegenden Studie im Hypothalamus von 12 bis
13 Wochen alten SHR sowie im Striatum der SHR jeden Alters erhoht. Im Gegensatz
hierzu fand sich im Cortex der SHR eine geringere Expression an KOR-1 verglichen mit
gleichaltrigen WKY-Ratten. Diese Ergebnisse dhneln teilweise den Beobachtungen von
Bhargava et al., 1986, die im Hypothalamus und allerdings auch im Cortex der SHR eine
signifikant erhéhte Dichte an KOR, verglichen mit gleichaltrigen normotensiven WKY -
Ratten, fanden. Bhargava et al. konnten 1988 weiterhin zeigen, dass auch die Uber
selektive KOR-Agonisten vermittelte analgetische und diuretische Wirkung bei SHR im
Vergleich zu WKY-Ratten starker ausgepragt ist. Der hauptséchliche Ligand am KOR,
Dynorphin, war in entsprechenden Studien im Hypothalamus der SHR verringert
(Feuerstein et al., 1983). Weiterhin lie sich durch introhippocampale Applikation von
Dynorphinen eine anxiolytische sowie blutdrucksenkende Wirkung bei SHR zeigen
(Wright und Ingenito, 2001). Somit wére eine indirekte Beteiligung des KOR an der
Pathogenese der essentiellen Hypertonie mdglich. Durch Studien weill man, dass uber
KOR eine Blutdrucksenkung und Abnahme der Herzfrequenz vermittelt wird (Faden et al.,
1982; Feuerstein et al., 1984; Hassen et al., 1984; Hassen, 1985). So liel3e sich einerseits
ein moglicher Zusammenhang im Sinne einer kompensatorischen Up-Regulation der KOR
bei essentieller Hypertonie herstellen; andererseits konnte die erhdohte Expression der KOR
jedoch auch als Folge einer niedrigeren Dynorphin-Konzentration bei SHR mit essentieller
Hypertonie auftreten. Insgesamt scheint der KOR nach der vorliegenden sowie weiteren
Studien nicht direkt an der Pathogenese der essentiellen Hypertonie beteiligt zu sein,
allenfalls indirekt durch erhéhte Expression bei mdglicherweise ursachlicher Dynoprhin-
Erniedrigung. Erkléarbar ware auch, dass durch Up-Regulation von KOR eine - zumindest
teilweise - Kompensationsmoglichkeit bei essentieller Hypertonie zur Verfiigung steht.
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Hinsichtlich der KOR-3-Expression konnten wir in unserer Studie keine signifikanten
Unterschiede zwischen SHR und WKY-Ratten zeigen. In der Literatur lassen sich bisher
keine Studien finden, in denen speziell der KOR-3 im ZNS von SHR und WKY-Ratten
untersucht wurde. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit l&sst sich nicht auf eine

Beteiligung an der Pathogenese der essentiellen Hypertonie schliel3en.

4.2 Auswirkungen der chronischen antihypertensiven Behandlung auf die

Expression zentraler Opioid-Rezeptoren

Wie erwartet, fand sich nach der 4-wochigen antihypertensiven Therapie in allen
Behandlungsgruppen  eine  signifikante  Blutdrucksenkung im  Gegensatz  zur
Vehikelgruppe.

Im Hypothalamus der SHR zeigte sich eine signifikante Zunahme der Expression von
DOR-1 unabhdngig von dem eingesetzten antihypertensiven Wirkstoff. Auch im
Cerebrocortex zeigte sich nach erfolgter antihypertensiver Therapie mit den -Blockern
Propranolol und Bisoprolol ein signifikanter Anstieg der DOR-1-Konzentration.

Der unselektive p-Rezeptorenblocker Propranolol zeigte in einem Experiment von Neil-
Dwyer et al., 1981, aufgrund seiner Lipophilitat und damit guter Penetration der Blut-Hirn-
Schranke eine hohe Konzentration im Hirngewebe. Gegeniliber dem unselektiven B-
Blocker Propranolol zeigt Bisoprolol nur eine geringe Penetranz der Blut-Hirn-Schranke
(Buhring et al., 1986).

Fur die Inhibitoren des Renin-Angiotensin-Systems, Enalapril und Candesartan, gibt es
Hinweise, dass sie die Blut-Hirn-Schranke durchdringen und somit auch zentrale
Wirkungen verursachen kdnnen (Fanciullacci et al., 1993; Gohlke et al., 2002). Auch eine
Interaktion von Angiotensin Il mit dem zentralen Opioidsystem wurde bereits 1996 von
Takai et al. diskutiert, da einige ACE-Hemmer eine antinozizeptive Wirkung zeigten,
welche sich durch Naloxon aufheben lieR. Moglich ware hier also ein Antagonismus zum

endogenen Opioidsystem im ZNS.
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Das Antihypertensivum Dihydralazin entfaltet seine Hauptwirkung peripher an der glatten
Muskulatur der Arteriolen und fihrt zur Vasodilatation. Neben dieser peripheren Wirkung
gibt es weiterhin Hinweise auf eine zentrale Wirkung des Dihydralazins. Schmitt et al.
konnten 1993 einen Anstieg der Tyrosinhydroxylase im Hirnstamm der Ratte nach s.c.-
Gabe von Dihydralazin nachweisen. Beteiligt hieran sind vermutlich Barorezeptoren im
Bereich des Hirnstammes. Eine direkte Interaktion mit metenkephalinergen Neuronen
sowie  Metenkephalin-Rezeptoren in an der Blutdruckregulation beteiligten
Hirnnervenkernen der Ratte lieR sich fiir Hydralazin von Nakamura et al., 1985, zeigen.
Eine alleinige periphere Wirkung des Vasodilatators erscheint unsicher. Fir eine
zusétzliche zentrale Wirkung des Hydralazins sprechen auch unsere Ergebnisse, welche
eine signifikante Erhohung der KOR-1-Expression im Hypothalamus der SHR nach

antihypertensiver Therapie mit Hydralazin zeigen.

Alle eingesetzten Antihypertensiva scheinen — wenn auch im Falle des [;-selektiven
Bisoprolols nur in geringem Ausmal — die Blut-Hirn-Schranke zu durchdringen und

kdnnten somit auch direkt mit zentralen Opioid-Rezeptoren interagieren.

Uber DOR-1 wird eine Vasokonstriktion vermittelt, die als Folge zum Blutdruckanstieg
fuhrt. Wir vermuten, dass der Anstieg der DOR-1 im Hypothalamus der SHR nach
antihypertensiver Behandlung als Folge der niedrigeren Blutdruckwerte zu sehen ist; die
bei den SHR auffallige Down-Regulation der DOR wird aufgehoben. Da im
Hypothalamusgewebe in allen Behandlungsgruppen die DOR-1-Konzentration anstieg -
bei den ZNS-géngigen Antihypertensiva wie bei den cher ,,peripher wirksamen -
erscheint eine direkte Interaktion mit zentralen DOR-1 unwahrscheinlich. Vielmehr

handelt es sich wohl um einen indirekten Effekt durch die ausgeltste Blutdrucksenkung.

Die KOR-1-Expression im Hypothalamus der SHR zeigte sich signifikant erhdht nach
chronischer Behandlung mit dem ACE-Inhibitor Enalapril und dem AT;-Blocker
Candesartan sowie dem Vasodilatator Dihydralazin. Die Gabe der -Rezeptorenblocker
Propranolol und Bisoprolol hingegen fiihrte zu keiner nachweisbaren Verdnderung der
KOR-1-Expression. Uber den «-Opioid-Rezeptor wird eine Vasodilatation mit
resultierender Senkung des Blutdrucks vermittelt, ebenso wie die Abnahme der
Herzfrequenz. Eine gesteigerte Expression der k-Rezeptoren im Hypothalamus fiel bereits,

wie oben beschrieben, bei SHR im Stadium der etablierten Hypertonie auf. Die mdgliche
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kompensatorische Up-Regulation wurde bereits diskutiert. Unter antihypertensiver
Therapie hatte man folglich eine Down-Regulation der k-Rezeptoren erwartet. Hier sind
die Ergebnisse widersprichlich. Eine direkte Interaktion mit dem Opioidsystem durch die
Inhibitoren des RAS und Dihydralazin ware denkbar, zumal unter diesen Substanzen auch

eine stérkere Blutdrucksenkung erreicht wurde.

Die Bestimmung der KOR-3-Expression im Hypothalamus nach antihypertensiver
Behandlung ergab in allen Behandlungsgruppen keine signifikanten Unterschiede. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit den bereits vorbeschriebenen Resultaten und scheint auf
eine fehlende Beteiligung des KOR-3 an der Pathogenese der essentiellen Hypertonie

hinzuweisen.
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5 Zusammenfassung

Die essentielle Hypertonie ist eine multifaktorielle Erkrankung, die neben beglnstigenden
duBeren Einflissen, wie zum Beispiel Ubergewicht oder kochsalzreiche Ernahrung, auch
endogene Ursachen zu haben scheint. Es gibt Hinweise auf eine Beteiligung des
endogenen Opioidsystems im ZNS an der Pathogenese der essentiellen Hypertonie.

Die vorliegende Arbeit untersuchte am Tiermodell der spontan hypertensiven Ratte die
Expression vier verschiedener Opioid-Rezeptoren (MOR-1, DOR-1, KOR-1 und KOR-3)
in Hypothalamus, Striatum und Cortex mittels Western Blot-Analyse. Als Kontrolltiere
dienten gleichaltrige normotensive Wistar Kyoto-Ratten. Weiterhin wurde die Expression
zentraler Opioid-Rezeptoren nach 4-wdéchiger antihypertensiver Therapie ebenfalls mittels
Western Blot-Analyse untersucht. Eingesetzt wurden die Antihypertensiva Propranolol,
Bisoprolol, Enalapril, Candesartan und Hydralazin.

Bei den SHR zeigte sich eine vermehrte Expression des MOR-1 sowohl in Hypothalamus
als auch in Cortex und Striatum. Uber diesen Opioid-Rezeptor erfolgt eine Aktivierung des
Sympathikus mit konsekutiver Erhéhung des Blutdrucks. Somit scheint die erhohte MOR-
1-Expression in der prahypertensiven Phase zur Entstehung der essentiellen Hypertonie
beizutragen.

Im Hypothalamus konnten wir zudem eine Erniedrigung der DOR-1-Expression
feststellen. Da iiber 5-Opioid-Rezeptoren ein Blutdruckanstieg vermittelt wird, erfolgt
moglicherweise bei essentieller Hypertonie eine kompensatorische Down-Regulation der
d-Rezeptoren im Hypothalamus.

Die KOR-1-Expression war im Hypothalamus sowie im Striatum der SHR erhoht.
Aktivierung dieses Rezeptors bewirkt eine Blutdrucksenkung, somit waére eine
kompensatorische Up-Regulation der k-Rezeptoren bei Hypertonie moglich.

Nach erfolgter, 4-wdchiger antihypertensiver Therapie konnte im Hypothalamus in allen
Behandlungsgruppen und auch im Cortex nach Gabe der B-Blocker Propranolol und
Bisoprolol eine Zunahme der DOR-1-Expression beobachtet werden. Unter Therapie
scheint die kompensatorische Down-Regulation also rucklaufig zu sein.

Die KOR-1-Expression nahm unter Therapie mit RAAS-Blockern und Hydralazin im
Hypothalamus der SHR weiterhin zu. Eine mdgliche Erklarung hierfir wére eine direkte

Interaktion der Antihypertensiva mit dem KOR-1.
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Fur eine Beteiligung des KOR-3 an der Pathogenese der essentiellen Hypertonie ergaben
sich keine Hinweise.

Zusammenfassend lasst sich eine mogliche Beteiligung der zentralen Opioid-Rezeptoren
an der Entstehung der Hypertonie anhand der vorliegenden Daten vermuten. Durch
verdnderte Expressionsmuster nach antihypertensiver Behandlung wird diese Vermutung
zusétzlich erhéartet. Hauptsachlich findet man die verdnderten Expressionsmuster im
Hypothalamus.

So ist in der préhypertensiven Phase insbesondere im Hypothalamus eine signifikante
Erhohung der basalen Expression des MOR-1 sowie des DOR-1 bei 3-4 Wochen alten
SHR zu beobachten.

In der hypertensiven Phase ist im Hypothalamus der SHR (Alter 12-13 Wochen) die basale
DOR-1-Expression erniedrigt sowie die basale KOR-1-Expression erhoht.

Nach antihypertensiver Therapie ist im Hypothalamus der SHR in allen
Behandlungsgruppen (Bisoprolol, Propranolol, Enalapril, Candesartan, Hydralazin) ein
signifikanter Anstieg der DOR-1-Expression zu beobachten. Zusatzlich findet man eine
signifikante Erhéhung der Expression des KOR-1 im Hypothalamus der SHR nach
antihypertensiver Therapie mit Enalapril, Candesartan und Hydralazin.

In Cortex und Striatum hingegen lassen sich nach antihypertensiver Therapie keine
spezifischen Veranderungen der Opioid-Rezeptorexpression nachweisen.
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7 Anhange
7.1 Alphabetische Auflistung der verwendeten Puffer

Blockpuffer 5 %:
5g Milchpulver ad 100 mL Waschpuffer

Elektrophorese-Puffer:

25 mM Tris-HCI

0,5 mM Glycin

SDS (0,1 %), ad 5 L Aqua dest.

Homogenisationspuffer (Western Blot):
50 mM Tris-HCI, pH 7,4

0,1 mM EDTA

150 mM NaCl

Triton-X (1 %)

0,1 uM Aprotinin

B-Mercaptoethanol (0,1 %)

0,1 mM PMSF, ad 100 mL Aqua dest.

Sammelgelpuffer:
0,5 mM Tris-HCI, pH 6,8 mit HCI einstellen, ad 50 mL Aqua dest.

SDS-PAGE-Puffer:

100 mM Tris-HCI, pH 6,8

SDS (4 %)

Glycerin (20 %)

200mM DTT

Bromphenolblau (0,2 %), ad 10 mL Aqua dest.

Trenngelpuffer (1,5 M, pH 8,8):
36,3 g Tris-HCI, ad 150 mL Aqua dest., pH 8,8 mit HCI einstellen, ad 200 mL Aqua dest.
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Towbin Blot Puffer:

50 mM Tris-HCI

0,2 M Glycin

SDS (0,037 %), ad 0,8 L Aqua dest., pH 8,2-8,4
MeOH (20 %)

PBS-Waschpuffer:

Na,HPO, 5759
Na H,PO, 14,8 ¢
NaCl 29,29
Tween 20 5,0mL

ad 5 L Aqua dest., mit NaOH pH 7,5 einstellen

7.2 Gel

Tab.10: Angaben zur Herstellung eines 7,5%igen SDS-Gels

Sammelgel Trenngel
(mL) (mL)
Aqua dest. 3,05 4,85
Tris-Puffer, 1,5 M, pH 8,8 2,5
Tris-Puffer, 0,5 M, pH 6,8 1,25
SDS (Sodium-Dodecylsulfat) |50 100
Acrylamid 0,67 2,5
APS (Ammoniumpersulfat) 25 50
TEMED
(Tetramethylethylendiamid) 10 5
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