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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Zentrales Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein gasformiges Molekiil, das viele Funktionen im Organismus
tibernimmt. Im Jahre 1980 wurde NO erstmals von Furchgott und Zawadzki als Endothelium-
derived-relaxing factor (EDRF) beschrieben. Beide stellten fest, dass die Endothelzellen der
Blutgefdfle eine mit den organischen Nitraten verwandte, gefilerweiternde Substanz freiset-
zen, die spéter von Moncada et al. (1988) als NO identifiziert wurde.

Das Enzym NO-Synthase (NOS) katalysiert unter Mitwirkung von Tetrahydrobiopterin (BH,),
O, und Kofaktoren wie NADPH die Umsetzung von L-Arginin zu L-Citrullin, bei der NO
entsteht. Abbildung 1 zeigt eine vereinfachte Darstellung der NO-Synthese.

NO-Synthase + O,
L-Arginin > L-Citrullin + NO

NADPH, BH,, Ca**

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der NO-Synthese.

NO kann nicht innerhalb der Zelle gespeichert werden. Es wird aus der Zelle, in der es produ-
ziert wird, freigesetzt und diffundiert zu umliegenden Gewebezellen. Es bindet an die 16sliche
Guanylatzyklase und 16st eine Kaskade von Effekten aus (Snyder und Bredt, 1991).

NO ist extrem kurzlebig. Seine Halbwertszeit betrdgt 5-30 Sekunden. Die Inaktivierung von
NO geschieht sehr schnell. Dabei entstehen Nitrit und Nitrat.

Die NOS ist ein ubiquitires Enzym, von dem drei Isoformen existieren: die neuronale NOS
(NOS-1 oder nNOS), die induzierbare NOS (NOS-2 oder iNOS) und die endotheliale NOS
(NOS-3 oder eNOS). nNOS liegt in neuronalen Zellen konstitutiv vor. Besonders im Gehirn,
im Riickenmark, in sympathischen Ganglien, in den Nebennieren und in peripheren nitroxi-
dergen Neuronen wurde nNOS nachgewiesen (Rodrigo et al., 1997; Vincent und Kimura,

1992). Auch in Astrozyten im Cortex von Ratten ist die Expression von nNOS nachgewiesen
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worden (Yuan et al., 2004). Unter unphysiologischen Bedingungen wie z.B. Dehydratation
oder Stress kann nNOS vermehrt produziert werden (Michel und Feron, 1997; Krukoff, 1999).
eNOS wurde im Endothel von Blutgefdflen nachgewiesen, wo das Enzym ebenfalls konstitutiv
vorliegt. Auch in glatten Muskelzellen, Herzmuskelzellen (Michel, 1999), Thrombozyten
sowie in der Lunge (Le Cras et al., 1996) und im Gehirn ist eNOS nachweisbar. Bei Scher-
stress durch den Blutfluss kann eNOS in GefdBen auch stirker exprimiert werden (Nishida et
al., 1992). Von eNOS sind zwei Formen durch molekulare Umlagerung moglich: eine mem-
brangebundene und eine zytosolische Form, wobei beide Formen ineinander iiberfiihrbar sind.
Die dritte Isoform iNOS erhielt ihren Namen durch die Beobachtung, dass sich dieses Enzym,
das im Gegensatz zu den oben genannten NOS-Isoformen nicht konstitutiv exprimiert ist,
durch Entziindungsmediatoren wie Zytokine oder durch LPS induzieren ldsst (Wong et al.,
1996). iNOS wurde zuerst in Makrophagen beschrieben, aber sie ist mittlerweile auch in glat-
ten Muskelzellen, Hepatozyten, Astrozyten und Microglia nachgewiesen (Busse und Mulsch,
1990; Charles et al., 1993).

Die physiologische Hemmung der NOS vollzieht sich vor allem durch einen negativen Feed-
back-Mechanismus. Dabei interagiert NO direkt mit funktionellen Gruppen der NOS, wie der
Ham-Gruppe, und fiihrt so zu einer Hemmung des Enzyms (Griscavage et al., 1994). Auch
andere Molekiile wie Cyanidionen oder CO, die Liganden des Him sind, hemmen die Aktivi-
tat der NOS (White und Marletta, 1992).

Iatrogen kann die NO-Synthese durch verschiedene Inhibitoren, die Analoga von L-Arginin
sind, kompetitiv gehemmt werden, wie z.B. durch die Behandlung mit N®*-Monomethyl-L-
Arginin (L-NMMA) und N®-Nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME). L-NAME ist ein
spezifischer Inhibitor fiir nNOS und eNOS, wihrend L-NMMA iiberwiegend selektiv eNOS
hemmt. Ein spezifischer Inhibitor fiir nNOS ist 7-Nitroindazol (7-NI). Der Inhibitor
N-’Iminoethyl-L-Ornithin (L-NIO) ist spezifisch fiir iNOS (Griffith und Kilbourn, 1996). Eine
Hemmung der NO-Synthese kann auch iiber Calmodulin-Antagonisten und iiber Kalzium-
bindende Proteine wie Neuromodulin und Neurogranin erfolgen (Bredt und Snyder, 1990;

Slemmon und Martzen, 1994).
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1.2. Zentrale Wirkungen von NO

1.2.1. Verteilung von NO-produzierenden Neuronen im ZNS

NO-produzierende Zellen wurden in verschiedenen Hirnarealen der Ratten lokalisiert. In den
vorderen Hirnarealen und im Hypothalamus wurden NO-produzierende Neurone in der media-
len préoptischen Area, auBerdem auch im medialen und lateralen Septum nachgewiesen. Es
handelt sich hierbei in erster Linie um den Nachweis von nNOS-positiven Zellen. nNOS konn-
te auch in cholinergen Neuronen im diagonalen Broca-Band und im medialen Septum
nachgewiesen werden (Sugaya und McKinney, 1994). Im Hypothalamus wurden NO-
produzierende Neurone besonders im Nucleus paraventricularis (PVN) und im Nucleus
supraopticus (SON) gefunden. Andere Regionen im Hypothalamus mit Nachweis einer nNOS
liegen dorsomedial, ventromedial und lateral (Swanson und Sawchenko, 1983). Auch in den
Nuclei corporis mamillaris konnte der Nachweis von NO-produzierenden Neuronen erbracht
werden. Ferner wurden NO-produzierende Neurone im periaquidduktalen Grau (PAG), im
Nucleus parabrachialis und in den Raphe-Kernen nachgewiesen. Im Bereich der dorsalen
Medulla wurde die grofite Dichte an NO-produzierenden Zellen im Nucleus tractus solitarii
(NTS) gefunden. Im Bereich der ventralen Medulla liegt sie in der als ,,depressorische
Region* bezeichneten kaudalen ventrolateralen Medulla (CVLM) und in der als ,,pressorische
Region® bezeichneten rostralen ventrolateralen Medulla (RVLM) (Vincent und Kimura, 1992;
Ohta et al., 1993).

1.2.2. Wirkungen von NO in der HHN-Achse und im Hirnstamm

Die Verteilung von NOS in verschiedenen Hirnarealen zeigt die Wichtigkeit von NO als
Neuromodulator in verschiedenen physiologischen Systemen, die zentral gesteuert werden. Es
wurde gezeigt, dass NO zentral depressiv auf den Sympathikotonus wirkt und dadurch den
peripheren arteriellen Blutdruck verringert (Sakuma et al., 1992; Plochocka-Zulinska und
Krukoff, 1997). In Studien iiber die Enzymaktivitdit von NOS in verschieden Hirnregionen
wurde im Hypothalamus, in der Hypophyse und im Mittelhirn (besonders im NTS) eine
besonders hohe Aktivitét festgestellt. Dabei handelt es sich in erster Linie um die nNOS, die in
den genannten Hirnregionen stark exprimiert wird (Qadri et al., 1999; 2003). Intraventrikulére

Infusion eines NO-Donators bei SHR fiihrte zu einem Blutdruckabfall und zu einer Brady-
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kardie, die Applikation eines NOS-Inhibitors fiihrte dagegen zu einem Blutdruckanstieg und
zu einer Tachykardie (Togashi et al., 1992; Cabrera und Bohr, 1995). Diese Ergebnisse zei-
gen, dass NO das sympathische Nervensystem als kardiovaskuldres Regulationszentrum
hemmt (Hirooka und Takeshita, 2001).

Im hypothalamischen PVN stimuliert Angiotensin II als exzitatorischer Neurotransmitter an
der postsynaptischen Membran die Produktion von NO, wihrend NO die prisynaptische Frei-
setzung von Angiotensin II im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismusses hemmt
(Bains und Ferguson, 1994). Horn et al. (1994) konnten nach Mikroinjektionen eines NO-
Donors in den PVN einen signifikanten Blutdruckabfall nachweisen. Der blutdrucksenkende
Effekt des zentralen NO im PVN scheint durch GABA vermittelt zu werden (Zhang und Patel,
1998).

Im Hirnstamm interagiert NO besonders mit dem PAG, dem NTS und Teilen der ventralen
Medulla. NO hemmt vermutlich das PAG im dorsolateralen Teil, so dass es dadurch zu einer
reduzierten sympathischen Aktivitit kommt, da es nach Mikroinjektionen von NOS-
Inhibitoren in das PAG zu einem Anstieg des arteriellen Blutdrucks kam, wéihrend Mikro-
injektionen von NO-Donatoren in das PAG zu einem Blutdruckabfall fiihrten (Hall und
Behbehani, 1997; 1998). Es ist bekannt, dass der NTS eine Schliisselrolle in der Steuerung des
Barorezeptor-Reflexes spielt (Lewis et al., 1991; Harada et al., 1993). Das im NTS gebildete
NO stimuliert die Freisetzung der exzitatorischen Aminosduren Glutamat und Aspartat aus der
dorsomedialen Medulla, umgekehrt scheinen diese Aminoséduren die Freisetzung von NO in
den NTS zu hemmen (Lawrence und Jarrott, 1993; Lo et al., 1997). Das im NTS freigesetzte
NO scheint auch mit Adenosin zu interagieren, da Mikroinjektionen von NOS-Inhibitoren
oder Adenosin-Rezeptor-Antagonisten in den NTS einen durch NO und Adenosin ausgeldsten
Blutdruckabfall autheben konnten (Lo et al., 1998). Mikroinjektionen von L-Arginin in den
NTS und in die RVLM bei SHR fiihrten zu starken Blutdruckabfillen und zur Bradykardie
(Tseng et al., 1996). Mikroinjektionen des NOS-Inhibitors L-NAME in die RVLM bewirkten
eine Steigerung des Blutdrucks und der Sympathikusaktivitit (Kagiyama et al., 1998).

Das zentrale NO-System befindet sich bei adulten SHR offenbar in einem Zustand groferer
Aktivitat als bei WKY-Ratten. Dies zeigte sich auch beim Vergleich der NOS-Aktivitdt zwi-
schen SHR und WKY im Hypothalamus und im Hirnstamm (Qadri et al., 2003).
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Nach intraventrikuldrer Gabe von NO-Donatoren bei SHR fiel die Blutdrucksenkung stirker
aus als bei WKY. Auch nach Applikation des NOS-Inhibitors L-NAME bei SHR war die
Blutdrucksteigerung geringer als bei WKY (Cabrera et al., 1996).

1.3. Zusammenspiel zwischen NO, dem Renin-Angiotensin-System und dem

Sympathikus

Von vielen Autoren wurde mehrfach bestitigt, dass NO iiber das Renin-Angiotensin-System
(RAS) den Sympathikotonus beeinflusst. Es besteht ein konkordanter Mechanismus zwischen
der Renin-Aktivitidt und der Expression der nNOS-mRNA in der Niere bei Ratten (Schricker
et al., 1996). Angiotensinogen an sich hat keine vasokonstriktorische Wirkung und beeinflusst
auch nicht direkt die Produktion von NO. Die Applikation von NO-Donatoren fiihrt zu einer
reduzierten enzymatischen Aktivitit des Angiotensin-Konversionsenzyms (ACE) im Plasma
bei Sprague-Dawley Ratten im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismusses (Ackermann
et al., 1998). Es ist unklar, ob dieser Effekt direkt auf NO zuriickzufiihren ist oder auf einen
seiner Metaboliten. NO* induziert eine Dysfunktion von ACE (Chen und Catravas, 1993),
auch der Metabolit Peroxynitrit konnte dafiir verantwortlich sein (Ackermann et al., 1998).
Uber eine Stimulation der Angiotensin-AT,-Rezeptoren kommt es zu einer erhohten Produk-
tion von NO in den Blutgefden bei Kaninchen durch die Aktivierung von lokalen Kininen
(Seyedi et al., 1995). Cahill et al. (1995) konnten umgekehrt zeigen, dass es in vitro nach
Applikation von NO zu einer Herunterregulation von AT;-Rezeptoren in glatten GefaBBmus-
kelzellen bei Ratten kam.

Daher wird vermutet, dass die basale NO-Synthese in der Nebenniere {iber den Einfluss auf

das RAS und den Sympathikus hinaus den systemischen Blutdruck modulieren kann.

1.4. SHR als Modell fiir die Untersuchung der essentiellen Hypertonie

Bei der Erforschung der essentiellen Hypertonie hat sich das Tiermodell der SHR bewihrt.
Dieses Rattenmodell geht auf Okamoto und Aoki zuriick, die 1960 ausgehend von normo-
tensiven WKY-Ratten {iber mehrere Generationen einen Stamm ziichteten, dessen Tiere einen

systolischen Blutdruck von mehr als 180 mmHg systolisch entwickeln (Stadium der etablier-

10
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ten Hypertonie: Zicha und Kunes, 1999). Die Entwicklung der Hypertonie vollzicht sich in
drei Phasen. In der ,,prahypertensiven Phase®, die bis zu 4-5 Wochen postnatal anhélt, sind die
Tiere normotensiv. In der so genannten ,,Entwicklungsphase® ab der 6. Woche entwickelt sich
die Hypertonie, die im Alter von 10 bis 11 Wochen Blutdruckwerte von iiber 180 mmHg
systolisch erreicht. Ab diesem Zeitpunkt befindet sich die Ratte in der sog. ,,Erhaltungsphase®,
in der der Blutdruck bis zur 20. Lebenswoche langsam um noch weitere 10 bis 20 mmHg
systolisch steigt. Die Hauptursache fiir die Entwicklung der genetischen Hypertonie ist noch
unklar. Es werden verschiedene Ursachen fiir die Hypertonieentwicklung in Betracht gezogen.
Eine der wichtigsten Ursachen ist der erhohte periphere GefiaBwiderstand, der bereits bei jun-
gen noch normotensiven SHR zu beobachten ist. Dies flihrt zundchst zu einer neurogenen
funktionalen Vasokonstriktion, spiter zu einem strukturellen Umbau des Gewebes mit einem
verdanderten Media-Lumen-Verhiltnis zu Ungunsten des Lumens (Yamori und Lovenberg,
1987).

Dieses Rattenmodell entspricht am ehesten dem essentiellen Hypertonus des Menschen
(Tobian, 1991; Yamori, 1991). Durch den Bluthochdruck bedingt entwickeln die Tiere
typische Komplikationen, die auch bei Menschen auftreten, wie z.B. zerebrale Infarkte, Blut-
ungen, Herzinfarkte oder Nephrosklerose (Udenfriend, 1976; Ganten, 1987; Zicha und Kunes,
1999). Der Zeitverlauf der Entwicklung der Hypertonie bei SHR ist dem beim Menschen dhn-

lich ist und eine effiziente Therapie kann in beiden Fallen Folgeschdden verringern.

1.5. Hypothesen und Fragestellung

Alle oben genannten Studien deuten auf eine wichtige Rolle von NO in der Regulation der
arteriellen Hypertonie hin. So zeigten Untersuchungen von Qadri et al. (1999), dass die
Blockade von nNOS mit 7-Nitroindazol im Gehirn bei SHR den mittleren arteriellen Blut-
druck noch weiter erhoht, nicht jedoch bei WKY-Ratten. Sie folgerten daraus, dass es durch
den erhohten Blutdruck zu einer kompensatorisch gesteigerten Synthese von NO kommt. Neu-
lich konnte nachgewiesen werden, dass im Vergleich zu gleichaltrigen WKY-Ratten die
nNOS-Expression sowie die nNOS-Proteinmenge im Hypothalamus von SHR erhoht war

(Hauser et al., 2005). Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde in der vorliegenden Arbeit

11
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der Blutdruck medikamentos gesenkt. Hier sollte untersucht werden, ob eine chronische anti-
hypertensive Behandlung besonders mit Betablockern, RAS-Inhibitoren und einem Vasodila-
tator die Genexpression von NOS im Gehirn veréndert.

Die HHN-Achse ist eines der wichtigsten Systeme, die an der Pathogenese der essentiellen
Hypertonie beteiligt sind. SHR weisen eine erhohte Aktivitdt der HHN-Achse auf (Hashimoto
et al., 1989). Fiir eine Beteiligung der Hypophysen- und Nebennierenhormone an der Patho-
genese der essentiellen Hypertonie spricht weiterhin, dass eine Hypophysen- oder Adrenal-
ektomie in der prahypertensiven Phase bei SHR einen Anstieg des Blutdrucks verhinderte
(Ardekani et al., 1989; Hashimoto et al., 1989).

Fiir den Nachweis der Hypothese wurden in der vorliegenden Arbeit folgende Fragen bearbei-

tet:

1) Gibt es Unterschiede bei der mRNA-Menge der NOS-Isoformen in der HHN-
Achse (Hypothalamus, Hypophyse und den Nebennieren) und im Hirnstamm (dor-
sale und ventrale Medulla) nach Blutdrucksenkung durch 4-wochige antihyperten-

sive Behandlung im Vergleich zu einer Kontroll-Behandlung?

2) Ubt diese 4-wochige antihypertensive Behandlung auch einen Einfluss auf die

NOS-Proteinmenge in den verschiedenen oben genannten Arealen aus?

Zur Blutdrucksenkung wurden fiinf sehr hdufig verschriebene Pharmaka mit unterschiedlichen
Wirkmechanismen eingesetzt. Es wurden die zwei f-Adrenorezeptor-Antagonisten Bisoprolol
(Bi-selektiver Adrenorezeptor-Antagonist), DL-Propranolol (unspezifischer f-Adrenorezeptor-
Antagonist), die zwei Hemmstoffe des RAS Enalapril maleat (ACE-Hemmer) und Candesar-
tan cilexetil (AT;-Rezeptor-Antagonist) sowie Hydralazin (peripherer Vasodilatator) einge-

setzt.

12
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Tiere

Als Versuchstiere wurden SHR verwendet, die von der Firma Charles River (Sulzfeld) bezo-
gen wurden. Bei den Tieren handelte es sich um minnliche Ratten im Alter von 11 bis 12
Wochen, die in Gruppen zu fiinf Tieren in Kéfigen in einem klimatisierten Raum bei
24 °C gehalten wurden. Es lag ein normaler Tag-Nacht-Rhythmus vor (12/12 Stunden). Stan-
dardfutter der Firma Atromin International und Leitungswasser standen frei zur Verfligung.
Die Experimente wurden gemél den Leitlinien fiir den Umgang und Gebrauch von Labor-

tieren des Ministeriums fiir Natur und Umwelt des Landes Schleswig-Holstein durchgefiihrt

und genehmigt (Nummer des internen Tierversuchsantrags 9/A38/01).

2.1.2. Gerate

Gerat

Blood Pressure Monitor 8002 Dual Channel
Blotkammer: Hoefer Semi Phor
Chromatographiepapier
Elektrophoresekammer

Electrophoresis Power Supply

Film: Hyperfilm

Filmkassette: Hypercassette

Gelwanne: Sub-Cell GT

Glasplatten fiir die Western-Blot-Analyse
GlaspottergefaBe: Homogenisator Potters, 2 ml
Halterungen fiir die Glasplatten
Inkubationsofen: OV2

Firma

TSE

Amersham Pharmacia Biotech
Whatman

BioRAD

Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Life Science
BioRAD

BioRAD

B. Braun Biotech Int.
BioRAD

Biometra
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Kiivetten fiir Photometer

Membran: Immobilon™ Transfer Membranes
Mikrowelle: M817

Recomed fiir die Blutdruckmessung
Safe-Twist-Gefalle

Schiittler: WT 17
Stabhomogenisator: Ultra-Turrax T8
Thermocycler: T-Gradient
Tischzentrifuge: Centrifuge 5415 D
Ultrospec Plus Spectrophotometer
UV-Kamera: Cell Cam
UV-Spektrometer: Smart Spect 3000
Vortexer: REAX top

Zentrifuge fiir die Western-Blot-Analyse: Centrifuge 5402

2.1.3. Substanzen

Substanz

1-Butanol

2-Mercaptoethanol

Acrylamid (Rotiphorese® Gel 30)
Agarose fiir die Elektrophorese
Antikorper:

- Primérantikorper: Goat-Anti-nNOS, Goat-Anti-eNOS,

Goat-Anti-iINOS
- Sekundédrantikorper: Goat Anti-Rabbit IgG
Aprotinin (Trasylol®)
Ammoniumpersulfat (APS)
Bisoprolol

Bromphenolblau

Sarstedt
Millipore
Cortina
Hellige
Eppendorf
Biometra
IKA-Werke
Biometra
Eppendorf
Pharmacia LKB
Phase
BioRAD
Heidolph
Eppendorf

Firma

Merck
Merck
Carl Roth GmbH

Sigma

Transduction Laboratories

Jackson Immuno Research
Bayer Vital

Life Technologies

Merck

PlusOne
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BSA, Albumin Bovine, Protease-frei

Candesartan cilexetil

Chloroform

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPOy,)

Dithiothreitol (DTT)

DL-Propranolol

DyNAzyme II DNA Polymerase (2 units/pl) 500 pl

ECL™ (Western Blotting Detection System)

Enalapril maleat

Ethanol absolut

Ethidiumbromid

Ethylendiamid Tetraessigsdaure (EDTA)

Fixierer GBX

Folin Ciocalteus Phenolreagenz

Glycerol

Glycin

Gummi arabicum pulv.

Hydralazin

Kits:

- fiir die RNA-Isolierung:
RNase-Free DNase Set,
RNeasy®™ Mini Kit

- fiir die Reverse-Transkriptase-Reaktion:
Reverse Transcription System

- fiir die Restriktionsanalyse:
Restriktionsendonukleasen BsmA I, Dpn II, Sac I,
Restriktionspuffer

Kodak® developer and replenisher

Kodak® fixer and replenisher

Kupfersulfat (II)-Pentahydrat (40 mM)

Sigma

AstraZeneca

Sigma

Sigma

Merck

Pharmacia Biotech
Sigma

Finnzymes

Amersham Pharmacia Biotech
Sigma

Merck

BioRAD

Sigma

Kodak

Merck

Life Technologies
PlusOne

Caesar & Loretz GmbH

Sigma

Qiagen

Promega

New England Biolabs

Sigma

Sigma

Merck
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Lachgas (fiir medizinische Zwecke)

Marker fiir die Western-Blot-Analyse:

Precision Plus Protein™ Standards
Methanol

Milchpulver: Skim Milk Powder
Natrium-Carbonat (20 mM)
Natrium-Kalium-Tatrat (100 mM)

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,POy)

Natronlauge-Pldtzchen
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Primer eNOS, Sense und Antisense
Primer iNOS, Sense und Antisense
Primer nNOS, Sense und Antisense
Primer B-Actin, Sense und Antisense
Sauerstoff (fiir medizinische Zwecke)
Sodium-dodecyl-sulfat (SDS)
Supersignal® West Femto
TAE-Puffer (10x)

TEMED

Tris (Trizma Base®)

Tris-HCI (pH 7,4)

TrisHCI-Puffer (pH 6,8)
TrisHCI-Puffer (pH 8,8)

Triton®™ X-100

Tween" 20

Xylen-Cyanol

Messer

BioRAD

J. T. Baker

Fluka BioChemika

Sigma

Merck

Berlin-Chemie

Merck

Fluka Chemika
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
GibcoBRL

GibcoBRL

GibcoBRL

GibcoBRL

Messer

Pharmacia Biotech

Pierce Biotechnology
Invitrogen life technologies
Amersham Pharmacia Biotech
Sigma

Sigma

BioRAD

BioRAD

Promega Corporation

Carl Roth GmbH

Merck

16



2. Material und Methoden

2.1.4. L8sungen

fiir die PCR:

2% Agarosegel:
Agarose 2 g
TAE-Puffer 100 ml
Ethidiumbromid 2 pl

DEPC-Wasser (500 ml):
Aqua bidest. 500 ml
0,1% Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Autoklavieren bei 100 °C fiir 15 min

Ladepuffer:
Glycerol 600 pl
DEPC-Wasser 1200 pl
2,5% Xylencyanol (91 mg Xylen in 200 ml DEPC-Wasser) 200 pl

fiir die Western-Blot-Analyse:

10% APS (5 ml):
APS0,5¢
Auffiillen mit Aqua bidest.

Elektrophorese-Puffer (3 1):
Tris 9,08 g
Glycin43,2 g
SDS3¢g
Auffiillen mit Aqua dest.
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Homogenisationspuffer (500 ml):
Tris-HCI (pH 7,4) 3,025 g
EDTA 186,1 mg
NaCl 4,383 g
Triton X-100 5 ml
Auffiillen mit Aqua dest.
Vor Gebrauch zugeben: PMSF 50 mM
Aprotinin 28 mg/10 ml

Milchpuffer (50 ml):
Milchpulver 2,5 g
Waschpuffer 50 ml

7,5% Sammelgelpuffer (fur zwei Membranen):
H,0 3,05 ml
TrisHCI-Puffer (pH 6,8) 1,25 ml
SDS (10%) 50 pul
Acrylamid 0,67 ml
APS (10%) 25 pl
Temed 7,5 pl

10% SDS (100 ml):
SDS 10 g
Auffiillen mit Aqua dest.

Towbin-Blot-Puffer (pH 8,2-8,4) (1 1):
Tris 3,03 g
Glycin 1441 g
SDS1g8,2
Auffiillen mit Aqua dest. auf 800 ml
Zugabe von Methanol 200 ml
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4% SDS-Page (10 ml):
Tris-HCI (pH 6,8) 5ml
SDS 0,8 g
Glycerol 4 ml
DTT 0,62 g
Bromphenolblau 4 mg
Auffiillen mit Aqua dest.

7,5% Trenngelpuffer (fir zwei Membranen):
H,0 4,85 ml
TrisHCI-Puffer (pH 8,8) 2,5 ml
SDS (10%) 100 pul
Acrylamid 2,5 ml
APS (10%) 50 pl
Temed 10 pl

Waschpuffer PBS-Tween (pH 7,5) (5 I):
Na,HPO4 57,5 g
NaH,PO4 14,8 g
NaCl 29,2 g
18 Platzchen NaOH
Auffiillen mit Aqua dest.

Zugabe von 5 ml Tween 20
fiir die Proteinbestimmung:
Folin-Reagenz (9 ml):

Folin 3 ml
NaCl 6 ml
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Lowry-Mix (100 ml):
Na-Carbonat (20 mM) 98 ml
Na-K-Tatrat (100 mM) 1 ml
Kupfersulfat (40 mM) 1 ml

2.2. Methoden

2.2.1. Behandlung der Versuchstiere

Die SHR wurden in 6 Gruppen zu je 15 Tieren randomisiert. Eine Gruppe wurde mit 10%
Gummi arabicum in Wasser (Vehikel-Losung) (1 ml/kg KG/Tag) behandelt und diente als
Kontrollgruppe. Die verbleibenden Gruppen wurden iiber 4 Wochen jeweils mit Bisoprolol
(10 mg/kg KG/Tag), DL-Propranolol (50 mg/kg KG/Tag), Enalapril maleat (10 mg/kg
KG/Tag), Candesartan cilexetil (3 mg/kg KG/Tag) und Hydralazin (3 mg/kg KG/Tag) in

Vehikel gelost per os behandelt. Die Behandlung jeweils zur gleichen Uhrzeit morgens.

2.2.2. Blutdruckmessung

Eine Woche vor Beginn der Behandlung und in der letzten Behandlungswoche erfolgte eine
plethysmographische Blutdruckmessung (Raasch et al., 2002). Dazu wurden die Tiere mit
einer Mischung aus N,O und O; (80/20 vol%) sediert. Der Schwanz wurde mit Infrarotlicht
(100 W) bestrahlt, so dass es zu einer Dilatation der Schwanzarterie kam. Ein Piezo-Element
auf dem Schwanz registrierte, ob ein Pulssignal auf einem angeschlossenen Rekorder nach-
weisbar war. Als dieses nachweisbar war, konnte die Manschette auf der Schwanzarterie mit
einem Druck von 310 mmHg aufgepumpt werden und der systolische Blutdruck (SBP) und

die Herzfrequenz (HF) wurden bestimmt.
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2.2.3. Gewebeentnahme

Die Versuchstiere wurden zur Gewebeentnahme dekapitiert. Nach dem Entbluten wurden das
Gehirn, die Hypophyse und die Nebennieren entnommen.

Durch das Gehirn wurden zwei koronare Schnitte gefiihrt, einer auf der Ebene des Chiasma
opticums, der andere hinter dem Infundibulum. Der Hypothalamus wurde als Block entnom-
men und enthielt die wichtigen kreislaufregulierenden Kerngebiete wie z.B. PVN, SON,
Nucleus suprachiasmaticus, Nucleus periventricularis, Nucleus anterior, Nucleus arcuatus und
einen Teil des lateralen und posterioren Hypothalamus (Abbildung 2, linke schraffierte
Flache). Der Hirnstamm wurde unter dem posterioren Cerebellum prépariert und en bloc
entnommen. Durch einen Schnitt wurde dieser in die ventrale und die dorsale Medulla geteilt.
Der dorsale Teil enthielt die Area postrema, den NTS und das Kerngebiet des Nervus vagus.
Der ventrale Teil enthielt CVLM und RVLM sowie den Nucleus ambiguus (Abbildung 2,
rechte schraffierte Fliache). Die Hypophyse wurde aus der Sella turcica pripariert. Die ent-
nommenen Gewebe wurden in -30 °C kalten Isopentan schockgefroren und bei -80 °C zur
weiteren Verwendung gelagert. Eine schematische Darstellung in Abb. 2 zeigt die Lage der

entnommenen Gewebe.

Cortex ‘ g ) '

cCc—*

AC —

Gewebeblock Hypophyse
Hypothalamus

Abbildung 2: Sagittalschnitt durch ein Rattengehirn (Qadri et al., 2003). Die schraffierten
Regionen zeigen die Orte der Gewebeentnahme. Abk.: DM = Dorsale Medulla,
VM = Ventrale Medulla, CC = Corpus callosum, AC = vordere Kommissur,
3V =3. Ventrikel, 4V = 4. Ventrikel, 1-10 = Windungen des Cerebellum.
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2.2.4. RT-PCR-Analyse

2.2.4.1. Isolierung und Bestimmung der Gesamt-RNA-Konzentration

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen) nach dem im folgenden
beschriebenen Protokoll. Die entnommenen Gewebe (ca. 30 mg) wurden in toto ca. 1 Minute
in 700 ul RLT-Puffer, der Guanidin-Isothiocyanat enthielt, homogenisiert. Danach erfolgte
eine Chloroform-Extraktion. Dazu wurden 700 pl des Homogenats mit 700 ul Chloroform
vermischt und zentrifugiert. Die Chloroform-Extraktion entfiel bei der Hypophyse und bei der
Nebenniere. AnschlieBend wurden 550-650 ul des entstandenen Uberstandes mit gleichem
Volumen Ethanol versetzt, vermischt und komplett auf die ,,Spin Column“ RNA-
Isolationssédule (Kieselgelsdule) aufgetragen, wonach eine erneute Zentrifugation erfolgte. Im
néchsten Schritt wurde 350 pul RW1-Puffer auf die ,,Spin Column* gegeben und erneut zentri-
fugiert. Aus dem RNase-Free DNase Set (Qiagen) wurde nach Anleitung der DNase-I-
Inkubationsmix hergestellt und 80 pl zugegeben, anschlieend erfolgte ein 30-miniitiger
DNA-Verdau im Umluftofen bei 25 °C. Nach Zugabe von 350 ul RW1-Puffer und anschlie-
Bender Zentrifugation wurde zweimalig 500 pl RPE-Puffer zugegeben mit abermaliger
Zentrifugation. Dabei wurde die ,,Spin Column® auf ein neues Eppendorf-Gefal3 gesetzt. Nach
dem Zusetzen von 50 pul RNAse-freiem Wasser und 10-mintitiger Einwirkdauer erfolgte eine
erneute Zentrifugation.

Die Bestimmung der RNA-Konzentration wurde mit dem UV-Spektrometer vorgenommen.
Dabei wurde zuerst der Leerwert bestimmt, danach wurde bei 260 nm und bei 280 nm die
Absorption der Probe gemessen, um die Reinheit der RNA zu bestimmen. Ein MaB fiir die
Reinheit der isolierten RNA gibt der Quotient der Absorption A260/A280 an, der zwischen
1,7 und 2,1 liegen sollte (Herstellerempfehlungen). Alle verwendeten Isolationsprodukte ent-

sprachen diesen Anforderungen.

2.2.4.2. Reverse-Transkriptase-Reaktion

Mit der reversen Transkriptase-Reaktion (RT-Reaktion) wird die gewonnene RNA durch das
Enzym Reverse Transkriptase in komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben.

Die folgenden RT-Reaktionskomponenten wurden fiir einen Ansatz von 20 pl verwendet:

4 ul MgCl, (25 mM), 2 ul RT-Puffer (10x), 2 ul ANTP-Mix (10 mM), 0,5 pl Recombinant
RNasin Ribonuclease Inhibitor (40 units/ul), 0,75 ul AMV Reverse Transcriptase (20 units/pl),
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1 pl Oligo(dT)-Primer (0,5 pg/pl) und 1 pg der gewonnenen RNA. Mit Nuklease-freiem
Wasser wurde auf 20 pl ergénzt.

Die Inkubation des Gemisches erfolgte bei 70 °C fiir 10 Minuten, anschliefend wurde die
Probe auf 2 °C abgekiihlt. Nach Zufiigen der iibrigen Reaktionskomponenten in den angege-
benen Mengen erfolgte im Thermocycler die RT-Reaktion fiir 15 Minuten bei 42 °C, danach
fiir 5 Minuten bei 99 °C und anschlieBend fiir 5 Minuten bei 2 °C.

2.2.4.3. Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde die aus der RT-Reaktion resultierende
cDNA qualitativ und semiquantitativ auf das Vorhandensein von nNOS-, eNOS-, iNOS- und
B-Actin-mRNA untersucht und selektiv vervielfaltigt.

Der folgende PCR-Reaktionsansatz fiir 30 ul wurde mit den Komponenten aus dem RT
Promega Kit hergestellt: 0,3 ul ANTP Mix, 1,2 ul MgCl,, 2,7 ul RT-Puffer, jeweils 1,5 pl des
Sense- und des Antisense-Primers, 0,38 ul DNazyme DNA-Polymerase und 3 ul der zu unter-
suchenden cDNA. Mit Nuklease-freiem Wasser wurde auf 30 pl ergédnzt. Fiir die PCR von
B-Actin wurde zuvor die cDNA mit DEPC-Wasser im Verhéltnis 1:100 verdiinnt, da B-Actin
im Gewebe sehr stark exprimiert ist. Danach erfolgte die Inkubation im Thermocycler fiir 1
Minute bei 95 °C, anschliefend fiir 1 Minute bei der ,,Annealing Temperatur* des verwende-
ten Primers. Hierauf erfolgte die Inkubation fiir 30 Sekunden bei 72 °C. Diese Schleife wurde
in Abhdngigkeit vom verwendeten Gewebe unterschiedlich oft wiederholt (Tabelle 2).
Anschlielend erfolgte nach 10 Minuten Erhitzen bei 72 °C die Abkiihlung auf 2 °C.

12,5 pl des PCR-Produkts wurden mit 2,5 pl Ladepuffer vermischt und auf ein 2%-iges
Agarosegel aufgetragen. Danach erfolgte ein 30-miniitiger Gellauf bei 120 V und 400 mA.
Das Gel wurde auf dem UV-Schirm aufgenommen und mit den Programmen CellCam Video
Control 1.4 bearbeitet. Mit dem Programm Scionlmage Beta 4.02 (NIH, USA) wurde die
Fluoreszenz der registrierten Banden gemessen und ausgewertet. Um quantifizierbare Ergeb-
nisse zu erhalten, wurden die erhaltenen Werte ins Verhéltnis zu den entsprechenden Werten
von -Actin gesetzt.

Die verwendeten Sense- und Antisense-Primer-Sequenzen sind in Tabelle 1 dargestellt. Die

optimierten PCR-Bedingungen sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

23



2. Material und Methoden

nNOS Primer Sense 5"-TAGACTCACCCCGTCCTTTG-3’
Primer Antisense 5-CCAGGTGCACGATGTCATAC-3’
PCR ProduktgroBe | 296 bp
Genbank Acc. No. | U67309

eNOS Primer Sense 5'-TGGCAGCCCTAAGACCTATG-3’
Primer Antisense 5"-CGCTCCTGCAAAGAAAAACT-3’
PCR Produktgrofle | 306 bp
Genbank Acc. No. | AJO11116

INOS Primer Sense 5'-CAGAGGACCCAGAGACAAGC-3’
Primer Antisense 5-TGCTGGAACATTTCTGATGC-3’
PCR ProduktgroBe | 300 bp
Genbank Acc. No. | D14051

[-Actin | Primer Sense 5-GTGGGTATGGGTCAGAAGGA-3’

Primer Antisense
PCR Produktgrofle
Genbank Acc. No.

5'-AGCGCGTAACCCTCATAGAT-3’
308 bp
NM-031144

Tabelle 1:

Darstellung der Sequenzen der verwendeten Sense- und Antisense-Primer, die
GroBBe des PCR-Produktes sowie die Nummer in der Genbank. Abk.: bp = Ba-
senpaare, Acc. No. = accession number.
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nNOS | eNOS | iNOS | p-Actin
Hypothalamus Zyklenanzahl 32 28 30 28
MgCl,-Konzentration (mM) 1,5 1,5 1,0 1,5
Annealing Temperatur (°C) 60 58 56 56
Hypophyse Zyklenanzahl 29 27 30 28
MgCl,-Konzentration (mM) 1,5 1,5 1,0 1,5
Annealing Temperatur (°C) 60 58 56 56
Nebenniere Zyklenanzahl 27 27 27 28
MgCl,-Konzentration (mM) 1,5 1,5 1,0 1,5
Annealing Temperatur (°C) 60 58 56 56
Ventrale Medulla | Zyklenanzahl 31 28 33 28
MgCl,-Konzentration (mM) 1,5 1,5 1,0 1,5
Annealing Temperatur (°C) 60 58 56 56
Dorsale Medulla Zyklenanzahl 31 28 33 28
MgCl,-Konzentration (mM) 1,5 1,5 1,0 1,5
Annealing Temperatur (°C) 60 58 56 56

Tabelle 2: Optimierte Zyklenanzahl, MgCl,-Konzentration und ,,Annealing Temperatur*
der verwendeten Primer in Abhéngigkeit von den untersuchten Geweben.

2.2.4.4. Restriktionsanalyse

Um die Spezifitit der Primer zu iiberpriifen, wurden Restriktionsanalysen durchgefiihrt. Dazu
wurden die drei Restriktionsendonukleasen BsmA I, Dpn II und Sac I verwendet, die die PCR-
Produkte der NOS-Isoformen innerhalb der Erkennungssequenz in zwei Fragmente schneiden
(Cerritelli et al., 1989; Kong et al., 1990). BsmA 1 verdaut das PCR-Produkt von nNOS in
zweil Fragmente von 195 und 101 bp, Dpn II verdaut das PCR-Produkt von eNOS in zwei
Fragmente von 208 und 98 bp und Sac I verdaut das PCR-Produkt von iNOS in zwei Frag-
mente von 180 und 120 bp.

Zu 16 pl des jeweiligen PCR-Produkts wurden bei nNOS 2 pl BsmA und 2 pl von Puffer 3
zugefiigt, bei eNOS 1 ul Dpn II und 3 pl Puffer 3, bei iNOS wurden 0,5 pl Sac I und
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3,5 ul von Puffer 3 zugefiigt. AnschlieBend wurde das Gemisch fiir nNOS bei 55 °C, fiir
eNOS bei 37 °C und fiir iNOS bei 37 °C fiir eine Stunde inkubiert. Das Gemisch wurde
anschlieBend auf ein 2,5%-iges Agarosegel aufgetragen. Nach einem 30-miniitigen Gellauf bei
120 V und 400 mA wurde das Gel auf dem UV-Schirm aufgenommen. Eine repridsentative

Restriktionsanalyse ist in Abbildung 3 dargestellt.

nNOS eNOS iNOS

300 bp ——

100 bp ——

M - + - + - +

[BsmA I| ‘Dpn II‘ ‘Sac I|

Abbildung 3: Restriktionsanalyse von PCR-Produkten des Hypothalamus nach dem Verdau
mit BsmA I, Dpn II und Sac I (+) und ohne Zugabe des Restriktionsenzyms (-)
nach elektophoretischer Trennung. Abk.: M = Marker, bp = Basenpaare.

2.2.5. Western-Blot-Analyse

2.2.5.1. Vorbereitung der Proben

Die Gewebe wurden gewogen, das Fiinffache des Gewichts an Homogenisationspuffer zuge-
geben, im Glaspottergefil fiir etwa eine Minute manuell homogenisiert und in ein Safe-Twist-
GefaB iiberfithrt. Nach 5-miniitiger Zentrifugation bei 8000 U und 4 °C wurde der Uberstand
in ein neues Safe-Twist-Gefal} iiberfiihrt und wie folgt proportioniert: 50 ul waren fiir die
Gesamtproteinbestimmung vorgesehen, 200 pl fiir die Western-Blot-Analyse.

Dem Gewebehomogenat fiir die Western-Blot-Analyse wurde 37,6 ul SDS-Page (4%) und
2,4 pl B-Mercaptoethanol zugegeben und vermischt. AnschlieBend wurde die Probe fiir 10
Minuten bei 98 °C inkubiert und danach auf Eis gekiihlt. Hiernach erfolgte eine 10-miniitige
Zentrifugation bei 14000 U und 4 °C. Nach erfolgter Fettentfernung wurde die erhaltene Probe
fiir die Gelektrophorese verwendet. Die hier zu untersuchenden Proben mit bekannter Protein-
konzentration wurden mit SDS-Page-Losung auf 3 pg/ul Protein verdiinnt und in Aliquots zu

15 pl aufgeteilt und bis zur Analyse auf -20 °C gefroren.
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2.2.5.2. Gesamtproteinbestimmung nach Lowry

Bei der Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry et al., 1951) bildet das Protein mit einem
alkalischen kupferhaltigen Reagenz eine Verbindung. Danach erfolgt die Reduktion des Folin-
Ciocalteus-Phenol-Reagenz durch das komplexierte Protein. Dabei erfahrt das Folin-Reagenz
einen Farbumschlag von gelb nach blau. Die Extinktion des entstandenen blauen Farbstoffs
kann photometrisch bestimmt werden.

Zuerst wurde eine Rinderalbumin-Verdiinnungsreihe hergestellt. Dabei wurden jeweils 0, 20,
60, 100, 140, 180, 200, 250 und 300 pl Rinderalbumin-Stammldsung (1 mg/ml) mit NaCl
(0,9%) auf 1000 pl ergénzt. Von dieser Verdiinnung wurden zweimal jeweils 200 pl in weitere
Cups pipettiert, so dass zwei Standard-Verdiinnungsreihen entstanden. Die Homogenate wur-
den im Verhéltnis 1:150 mit NaCl (0,9%) verdiinnt. Anschlieend wurde in ein Cup jeweils
800 ul Lowry-Mix vorgelegt und 200 pl der Standard-Verdiinnungsreihe bzw. der verdiinnten
Probe zugegeben und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 100 pl
Folin-Reagenz folgte eine Inkubationsdauer von 30 Minuten bei Raumtemperatur. Mit dem
Photometer wurde beim Leerwert und bei den Proben die Extinktion bei 750 nm gemessen.
Durch die zwei Standard-Verdiinnungsreihen wurde eine Eichkurve errechnet, anhand derer
mit Hilfe des Lambert-Beer-Gesetzes der Gesamtproteingehalt der zu untersuchenden Probe

bestimmt wurde.

2.2.5.3. Western-Blot-Technik

Bei der Western-Blot-Methode erfolgt die elektrophoretische Auftrennung eines Proteingemi-
sches nach seinem Molekulargewicht, so dass bestimmte Proteine mit Hilfe eines spezifischen
Antikorpers identifiziert werden konnen. Die Komplexe aus Antikdrper und Antigen kdnnen
mittels Chemolumineszenz sichtbar gemacht und quantitativ ausgewertet werden.

Es wurden 7,5%-ige Polyacrylamidgele verwendet, die aus einem unteren Trenngel und einem
darauf liegenden Sammelgel bestanden. Zuerst wurde das Trenngel zwischen zwei Glasplatten
gegossen und mit 150 pl Butanol versetzt. Nach 30-miniitiger Aushartung konnte dariiber das
Sammelgel gegossen werden, das ebenfalls nach 30 Minuten ausgehértet war. Anschlieend
wurden jeweils 10 pl der Proben sowie eine Positivkontrolle (5 pl Positivkontrolle mit 5 pl
SDS (1x)) auf das Gel aufgetragen. Danach erfolgte fiir 30 Minuten die Elektrophorese bei
200 V, 100 mA und 30 W in einer mit Elektrophorese-Puffer gefiillten Kammer.
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Der Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte im ,,Semi-
Dry-Verfahren®. In die Blotkammer wurde auf vier Lagen Chromatographiepapier, das 5
Minuten im Towbin-Blot-Puffer getrinkt worden war, die Nitrozellulosemembran gelegt, die
30 Sekunden in 70% Methanol und 5 Minuten im Towbin-Blot-Puffer getrankt worden war.
Darauf wurden erneut vier Lagen im Puffer getrdnktes Chromatographiepapier gelegt.
Anschlielend erfolgte der 3-stiindige Transfer bei 50 V, 50 mA und 5 W.

Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemembran wurden die unspezifischen
Antikorper-Bindungen mit einer 5%-igen Milchpufferlosung fiir 90 Minuten bei Raumtempe-
ratur blockiert. Der Primdrantikorper gegen nNOS, eNOS und iNOS (Transduction Laborato-
ries) wurde in einer Konzentration von 1:3000 im Blockpuffer auf die Membran gegeben und
tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nichsten Tag wurde nach vier Waschschritten von jeweils
10 Minuten Dauer mit dem PBS-Tween-Waschpuffer der Horseradish Peroxidase (HRP)-
gekoppelte Sekundérantikorper (Jackson Immuno Research) in der vorliegenden Arbeit in
einer Konzentration von 1:5000 im Blockpuffer aufgetragen und die Membran fiir 90 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgten erneut vier jeweils 10-miniitige
Waschschritte mit dem Waschpuffer. Die Detektion der Peroxidase-markierten Proteinbanden
erfolgte nun mit dem ,,Enhanced Chemiluminescence*“-Kit (ECL), das das Substrat H,O, fiir
die HRP enthilt. 2 ml Detektionslosung wurde pro Membran aufgetragen und wirkte fiir zwei
Minuten ein. Hierauf erfolgte die Detektion des Signals auf einem Fotofilm. Nach Entwick-
lung und Fixierung des Films erfolgte die Auswertung der Proteinbanden mit Hilfe des
Programms Scionlmage Beta 4.02 (NIH, USA). Tabelle 3 zeigt das Protokoll der Western-

Blot-Analyse zusammengefasst.
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2. Material und Methoden

Western-Blot-Analyse

1. Vorbereitung der Proben

Verdiinnen der Proben mit SDS-Page-Losung auf 3 pg/ul
Aufteilen in Aliquots zu 15 pl

2. Herstellen der 7,5%-igen Polyacrylamidgele

Giellen des Trenngels, mit 150 ul Butanol versetzt, 30 Minuten aushédrten lassen
GieBen des Sammelgels, 30 Minuten aushérten lassen

3. Auftragen der Proben auf das Gel
Auftragen von jeweils 10 pl der Proben und einer Positivkontrolle auf das Gel

4.  Gelektrophorese
Elektrophorese bei 200 V, 100 mA, 30 W fiir 30 Minuten

5. Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemembran
Transfer in der Blotkammer bei 50 V, 50 mA, 5 W fiir 3 Stunden

6. Blockade von unspezifischen Antikdrperbindungen
Inkubation der Membran mit 5%-igem Milchpuffer fiir 90 Minuten

7. Inkubation des Priméarantikorpers

Auftragen des Primirantikorpers in einer Konzentration von 1:3000
Inkubation liber Nacht bei 4 °C

8. Waschen der Membran
4 Waschschritte a 10 Minuten mit PBS-Tween-Waschpuffer

9. Inkubation des Sekundarantikorpers

Auftragen des Sekunddrantikorpers in einer Konzentration von 1:5000
Inkubation bei Raumtemperatur fiir 90 Minuten

10.  Waschen der Membran
4 Waschschritte a 10 Minuten mit PBS-Tween-Waschpuffer

11.  Detektion der Proteinbanden
Auftragen von 2 ml ECL-Detektionslosung auf die Membran

Inkubation fiir 2 Minuten
Detektion des Signals auf einem Fotofilm

12.  Semiquantitative Auswertung
Auswertung mit Hilfe des Programms Scionlmage Beta 4.02

Tabelle 3: Kurzgefasstes Protokoll der Western-Blot-Analyse.



2. Material und Methoden

SHR1 SHR2 SHR3 SHR4 SHRS Bisol Biso2 Biso3 Biso4 Biso5 Kontrolle

Abbildung 4: Représentative Aufnahme einer Western-Blot-Analyse (Hypothalamus).
Die Proteinmengen von 5 Proben der SHR sowie 5 Proben der mit Bisoprolol
behandelten SHR werden mit Hilfe des Antikdrpers gegen nNOS untersucht.
Die nNOS-Positivkontrolle ist rechts aufgetragen. Abk.: Biso = Bisoprolol.

2.2.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm Prism (Graph Pad Software Inc.)
durchgefiihrt. Die Daten sind in der vorliegenden Arbeit als Mittelwerte + mittlerer Fehler des
Mittelwerts (SEM) dargestellt. Die ermittelten Werte in den Behandlungsgruppen wurden ins
Verhéltnis zum Mittelwert der Kontroll-SHR gesetzt und nach der Ein-Weg-ANOVA
evaluiert, gefolgt von einem Tukey-Posttest. Die Unterschiede zwischen zwei Gruppen mit

einem p < 0,05 wurden als signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. Einfluss der chronischen antihypertensiven Therapie auf

3.1.1. Korpergewicht
Die randomisierten Gruppen der SHR zeigten vor und nach der Behandlung keine signifikan-
ten Unterschiede bei ihrem Kdrpergewicht im Vergleich untereinander. Das Kdrpergewicht

der Tiere hat sich wachstumsbedingt in allen Gruppen gleichmaRig erhoht (Tabelle 4).

3.1.2. Systolischen Blutdruck

Vor der Behandlung zeigten sich keine signifikanten Unterschiede beim systolischen Blut-
druck (SBP) im Vergleich der Gruppen untereinander. Im Verlauf der vierwdchigen Therapie
wurde der SBP bei den behandelten SHR durch die verwendeten Pharmaka signifikant um
17-34 mmHg systolisch gesenkt. Bei der Kontrollgruppe zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich vor und nach der Behandlung (Tabelle 4).

3.1.3. Herzfrequenz

Vor der Behandlung zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei der Herzfrequenz (HF)
im Vergleich der Gruppen untereinander. Nach der Behandlung kam es bei den mit Beta-
blockern (Bisoprolol und Propranolol) behandelten SHR wie erwartet zu einem signifikanten
Abfall der Herzfrequenz. Bei den Hemmstoffen des RAS (Enalapril und Candesartan) liel3en
sich keine signifikanten Unterschiede nachweisen. Bei Hydralazin kam es zu einem signifi-
kanten Anstieg der Herzfrequenz. Bei der Kontrollgruppe zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede beim Vergleich der Herzfrequenz vor und nach der Behandlung (Tabelle 4).
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3. Ergebnisse

Gruppe Korpergewicht SBP HF n
[d] [mmHg] [bpm]
(a) (b) (a) (b) () (b)

Vehikel 255+3 280+4* 184+3 192+2 330+3 344+6 15
Bisoprolol 254+2 283+2* 182+2 164+2* 336+5 296+4* |15
Propranolol | 252+3 286+7* 188+2 171+2* 350+7 304+5* |15
Enalapril 255+4 276+4* 180+3 152+2* 334+4 3457 15
Candesartan | 251+4 277+4* 182+3 148+1* 3265 3397 15

Hydralazin | 255+3 276+4* 178+3 148+2* 3315 372+8* |15

Tabelle 4: Kdérpergewicht [g], SBP [mmHg] und HF [bpm] der SHR vor (a) und nach (b)
der 4-wdchigen Behandlung (mg/kg KG/Tag per os) mit Bisoprolol (10 mg),
Propranolol (50 mg), Enalapril maleat (10 mg), Candesartan cilexetil (3 mg)
und Hydralazin (3 mg). SBP = systolischer arterieller Blutdruck, HF = Herz-
frequenz. Die Werte sind Mittelwerte + SEM. * p < 0,05 (b) vs. (a).

3.2. nNOS-mRNA- und Proteinmenge nach antihypertensiver Behandlung

3.2.1. Hypothalamus

Bei den mit Betablockern (Bisoprolol und Propranolol) behandelten SHR zeigte sich eine um
56% bzw. 52% signifikant hohere mMRNA-Menge als bei der Kontrolle (p < 0,01). Bei der
Proteinmenge zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Die Behandlung mit Enalapril
und Candesartan hatte keinen Einfluss auf die mRNA-Ebene. Allerdings war nach Cande-
sartan-Behandlung die Proteinmenge um 107% signifikant hoéher als bei der Kontrolle
(p < 0,05), nach Enalapril-Behandlung zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Auch bei
der Hydralazin-Behandlung blieb die mMRNA-Menge unverandert, aber die Proteinmenge von
nNOS stieg um 170% im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,01) [Abb. 5A und 5B].
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Abbildung 5: nNOS-mRNA- [A] und nNOS-Proteinmenge [B] im Hypothalamus bei SHR
nach 4-wdchiger Behandlung (mg/kg KG/Tag per os) mit Bisoprolol (10 mg),
Propranolol (50 mg), Enalapril maleat (10 mg), Candesartan cilexetil (3 mg)
und Hydralazin (3 mg) im Vergleich mit Vehikel-behandelten SHR. n = 10 [A]
bzw. 4 [B] pro Gruppe. Die Werte sind Mittelwerte £ SEM. * p < 0,05 und
**p < 0,01 vs. Vehikel.
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3. Ergebnisse

3.2.2. Hypophyse

Bei den mit Betablockern behandelten SHR zeigten sich im Vergleich zu den Vehikel-
behandelten SHR keine Unterschiede auf mRNA- und auf Proteinebene. Die Enalapril- und
Candesartan-Behandlung hatte auf die mMRNA-Ebene auch keinen Einfluss. Nur nach Cande-
sartan-Behandlung war die Proteinmenge von nNOS um 50% signifikant erhoht (p < 0,01),
wahrend sich nach Enalapril-Behandlung keine Unterschiede nachweisen lieBen. Nach Hydra-
lazin-Behandlung zeigten sich auch keine Unterschiede auf mRNA- und auf Proteinebene im
Vergleich zu den Vehikel-behandelten SHR [Abb. 6A und 6B].
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Abbildung 6: nNOS-mRNA- [A] und nNOS-Proteinmenge [B] in der Hypophyse bei SHR
nach 4-wdchiger Behandlung (mg/kg KG/Tag per os) mit Bisoprolol (10 mg),
Propranolol (50 mg), Enalapril maleat (10 mg), Candesartan cilexetil (3 mg)
und Hydralazin (3 mg) im Vergleich mit Vehikel-behandelten SHR. n = 10 [A]
bzw. 4 [B] pro Gruppe. Die Werte sind Mittelwerte £+ SEM. ** p < 0,01 vs.
Vehikel.
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3. Ergebnisse

3.2.3. Nebenniere

Bei den mit Betablockern behandelten SHR zeigten sich keine Unterschiede zur Kontroll-
gruppe auf mRNA-Ebene. Nur nach Bisoprolol-Behandlung zeigte sich eine um 88% signifi-
kant hohere Proteinmenge (p < 0,05) als bei der Kontrolle, wéhrend sich nach Propranolol-
Behandlung keine Unterschiede zeigten. Die Behandlung mit Enalapril, Candesartan und
Hydralazin hatte auf die nNOS-mRNA- und Proteinebene keinen Einfluss [Abb. 7A und 7B].
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Abbildung 7: nNOS-mRNA- [A] und nNOS-Proteinmenge [B] in der Nebenniere bei SHR
nach 4-wdchiger Behandlung (mg/kg KG/Tag per os) mit Bisoprolol (10 mg),
Propranolol (50 mg), Enalapril maleat (10 mg), Candesartan cilexetil (3 mg)
und Hydralazin (3 mg) im Vergleich mit Vehikel-behandelten SHR. n = 10 [A]
bzw. 4 [B] pro Gruppe. Die Werte sind Mittelwerte £ SEM. * p < 0,05 vs.
Vehikel.
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3. Ergebnisse

3.2.4. Dorsale Medulla
Die Behandlung mit den Betablockern sowie mit Enalapril, Candesartan und Hydralazin hatte

keinen Einfluss auf die nNOS-mRNA- und Proteinebene [Abb. 8A und 8B].
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Abbildung 8: nNOS-mRNA- [A] und nNOS-Proteinmenge [B] in der dorsalen Medulla bei
SHR nach 4-wdchiger Behandlung (mg/kg KG/Tag per os) mit Bisoprolol
(10 mg), Propranolol (50 mg), Enalapril maleat (10 mg), Candesartan cilexetil
(3 mg) und Hydralazin (3 mg) im Vergleich mit Vehikel-behandelten SHR.
n =10 [A] bzw. 4 [B] pro Gruppe. Die Werte sind Mittelwerte + SEM.
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3. Ergebnisse

3.2.5. Ventrale Medulla
Die Behandlung mit den Betablockern sowie mit Enalapril, Candesartan und Hydralazin hatte

keinen Einfluss auf die nNOS-mRNA- und Proteinebene [Abb. 9A und 9B].
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Abbildung 9: nNOS-mRNA- [A] und nNOS-Proteinmenge [B] in der ventralen Medulla bei
SHR nach 4-wdchiger Behandlung (mg/kg KG/Tag per os) mit Bisoprolol
(10 mg), Propranolol (50 mg), Enalapril maleat (10 mg), Candesartan cilexetil
(3 mg) und Hydralazin (3 mg) im Vergleich mit Vehikel-behandelten SHR.
n =10 [A] bzw. 4 [B] pro Gruppe. Die Werte sind Mittelwerte + SEM.
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3. Ergebnisse

3.3. eNOS-mRNA- und Proteinmenge nach antihypertensiver Behandlung

3.3.1. HHN-Achse

Hypothalamus

Bei den mit Betablockern behandelten SHR zeigten sich im Vergleich mit der Kontrolle keine
signifikanten Unterschiede auf mRNA-Ebene. Nach Enalapril-Behandlung war die eNOS-
MRNA-Menge um 19% signifikant niedriger (p < 0,05) als bei der Kontrollgruppe, wahrend
sich nach Candesartan- und Hydralazin-Behandlung keine signifikanten Unterschiede nach-
weisen lieRen [Abb. 10A].

Hypophyse
Nach antihypertensiver Behandlung zeigten sich in keiner Behandlungsgruppe signifikante
Unterschiede im Vergleich mit den Kontroll-SHR [Abb. 10B].

Nebenniere

Bei den mit Betablockern behandelten SHR war die mRNA-Menge nach Propranolol-
Behandlung um 61% hdéher als bei den Kontroll-SHR (p < 0,001), wéhrend sich nach Bisopro-
lol-Behandlung keine Unterschiede zeigten. Nach Behandlung mit Enalapril, Candesartan und
Hydralazin lieRen sich keine signifikanten statistischen Unterschiede im Vergleich mit der
Kontrollgruppe nachweisen [Abb. 10C].

Die eNOS-Proteinmenge war in den untersuchten Geweben nicht nachweisbar.
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3. Ergebnisse
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Abbildung 10:eNOS-mRNA-Menge in Hypothalamus [A], Hypophyse [B] und Nebenniere
[C] bei SHR nach 4-wdchiger Behandlung (mg/kg KG/Tag per 0s) mit Bisopro-
lol (10 mg), Propranolol (50 mg), Enalapril maleat (10 mg), Candesartan cilexe-
til (3 mg) und Hydralazin (3 mg) im Vergleich mit Vehikel-behandelten SHR.
n = 10 pro Gruppe. Die Werte sind Mittelwerte + SEM. * p < 0,05 und
**p <0,01 vs. Vehikel.
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3. Ergebnisse

3.3.2. Hirnstamm-Regionen

Dorsale Medulla

Nach Bisoprolol-Behandlung war die eNOS-mRNA-Menge 96% hdoher als bei der Kontrolle
(p < 0,01), wéhrend die Propranolol-Behandlung keinen Einfluss auf die mRNA-Ebene hatte.
Nach Behandlung mit Enalapril, Candesartan und Hydralazin lieBen sich keine signifikanten

statistischen Unterschiede im Vergleich mit der Kontrollgruppe nachweisen [Abb. 11A].

Ventrale Medulla

Bei den mit Betablockern behandelten SHR zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich mit der Kontrolle. Nach Enalapril-Behandlung zeigte sich eine um 35% erhohte
MRNA-Menge gegenuber der Kontrolle (p < 0,05), wéhrend die Candesartan- und Hydralazin-
Behandlung keinen Einfluss auf die mMRNA-Ebene hatte [Abb. 11B].

Die eNOS-Proteinmenge war in den untersuchten Geweben nicht nachweisbar.
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Abbildung 11:eNOS-mRNA-Menge in der dorsalen [A] und der ventralen Medulla [B] bei
SHR nach 4-wdchiger Behandlung (mg/kg KG/Tag per os) mit Bisoprolol
(10 mg), Propranolol (50 mg), Enalapril maleat (10 mg), Candesartan cilexetil
(3 mg) und Hydralazin (3 mg) im Vergleich mit Vehikel-behandelten SHR.
n = 10 pro Gruppe. Die Werte sind Mittelwerte £ SEM. * p < 0,05 und
**p < 0,01 vs. Vehikel.
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3. Ergebnisse

3.4. INOS-mRNA- und Proteinmenge nach antihypertensiver Behandlung

3.4.1. HHN-Achse

Hypothalamus

Bei den mit Betablockern behandelten SHR war die iINOS-mRNA-Menge nicht nachweisbar.
Enalapril- und Candesartan-Behandlung hatte keinen Einfluss auf die mRNA-Ebene, wahrend
die Behandlung mit Hydralazin die mRNA-Menge gegenuber den Vehikel-behandelten SHR
um 160% erhohte (p < 0,05) [Abb. 12A].

Hypophyse
Bisoprolol-Behandlung hatte keinen Einfluss auf die iNOS-mRNA-Menge, wéhrend Propra-
nolol-Behandlung die mRNA-Menge um 135% erhohte (p < 0,05). Nach Behandlung mit
Enalapril, Candesartan und Hydralazin war die mMRNA-Menge von iNOS nicht nachweisbar
[Abb. 12B].

Nebenniere
Die Behandlung mit den Betablockern sowie mit Enalapril, Candesartan und Hydralazin hatte
keinen Einfluss auf die INOS-mRNA-Menge [Abb. 12C].

Die iNOS-Proteinmenge war in den untersuchten Geweben nicht nachweisbar.
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3. Ergebnisse
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Abbildung 12:iNOS-mRNA-Menge in Hypothalamus [A], Hypophyse [B] und Nebenniere
[C] bei SHR nach 4-wdchiger Behandlung (mg/kg KG/Tag per os) mit Bisopro-
lol (10 mg), Propranolol (50 mg), Enalapril maleat (10 mg), Candesartan cilexe-
til (3 mg) und Hydralazin (3 mg) im Vergleich mit Vehikel-behandelten SHR.
n = 10 pro Gruppe. Die Werte sind Mittelwerte + SEM. * p < 0,05 vs. Vehikel.
n. d. = nicht detektierbar.
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3. Ergebnisse

3.4.2. Hirnstamm-Regionen
Dorsale Medulla

Die Behandlung mit den Betablockern sowie mit Enalapril, Candesartan und Hydralazin hatte
keinen Einfluss auf die INOS-mRNA-Menge [Abb. 13A].

Ventrale Medulla

Die Behandlung mit den Betablockern, sowie mit Enalapril und Candesartan hatte keinen Ein-
fluss auf die mRNA-Ebene. Nach Hydralazin-Behandlung zeigte sich jedoch eine um 87%
niedrigere mMRNA-Menge (p < 0,05) als bei den Kontrolltieren [Abb. 13B].

Die iNOS-Proteinmenge war in den untersuchten Geweben nicht nachweisbar.
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3. Ergebnisse
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Abbildung 13:iNOS-mRNA-Menge in der dorsalen [A] und der ventralen Medulla [B] bei
SHR nach 4-wochiger Behandlung (mg/kg KG/Tag per os) mit Bisoprolol
(10 mg), Propranolol (50 mg), Enalapril maleat (10 mg), Candesartan cilexetil
(3 mg) und Hydralazin (3 mg) im Vergleich mit Vehikel-behandelten SHR.
n = 10 pro Gruppe. Die Werte sind Mittelwerte + SEM. * p < 0,05 vs. Vehikel.

3.5. Zusammenfassung

Die Tabellen 5 und 6 zeigen eine Zusammenfassung der Ergebnisse.
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3. Ergebnisse

[Al nNOS

Behandlung | Hypothalamus Hypophyse Nebenniere
MRNA | Protein | mRNA | Protein | mRNA | Protein

Bisoprolol A %) %) %) %) )\
Propranolol A ) %) & %) %)
Enalapril %) %) %) %) %) %)
Candesartan | & ) %] N %) %)
Hydralazin %) () %] %) %) %)

[B] eNOS

Behandlung | Hypothalamus | Hypophyse Nebenniere

MRNA | Protein | mMRNA | Protein | mRNA | Protein
Bisoprolol %) %) %) %) %) %)
Propranolol | & %) %] %) N %)
Enalapril v %) %) %) ) @
Candesartan | @ %) %) %) %) )
Hydralazin %) %) %) %) ) )
[C] iINOS

Behandlung | Hypothalamus | Hypophyse Nebenniere
MRNA | Protein | mMRNA | Protein | mRNA | Protein

Bisoprolol %) %) %) %) %) %)
Propranolol %)

Enalapril %)
Candesartan | &
Hydralazin )

QL Q Q Q
Q>
QQ Q
QL Q Q Q
Q QY Q

Tabelle 5:  Ubersicht uiber die signifikanten Anderungen der mRNA- und Proteinmenge von
nNOS [A], eNOS [B] und iNOS [C] bei SHR in der HHN-Achse nach 4-wdchiger
Behandlung (mg/kg KG/Tag per os) mit Bisoprolol (10 mg), Propranolol (50 mg),
Enalapril maleat (10 mg), Candesartan cilexetil (3 mg) und Hydralazin (3 mg).
A =signifikante Erhéhung, = signifikante Erniedrigung, & = kein signifikanter
Unterschied.
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3. Ergebnisse

[A]

[B]

[C]

Tabelle 6:

nNOS
Behandlung Dorsale Medulla | Ventrale Medulla
mRNA | Protein | mMRNA | Protein
Bisoprolol %) %) %) )
Propranolol %) %) %) %)
Enalapril %) %) ) )
Candesartan %) %) %) %)
Hydralazin %) %) %) %)
eNOS
Behandlung Dorsale Medulla | Ventrale Medulla
mRNA | Protein | mRNA | Protein
Bisoprolol () %) %) %)
Propranolol %) %) %) %)
Enalapril %) %) 0\ %)
Candesartan %) %) %) %)
Hydralazin %) %) %) )
iINOS
Behandlung Dorsale Medulla | Ventrale Medulla
MRNA | Protein | mRNA | Protein
Bisoprolol %) %) %) %)
Propranolol %) %) %) %)
Enalapril %) %) %) %)
Candesartan %) %) %) )
Hydralazin %) %) v %)

Ubersicht Gber die signifikanten Anderungen der mRNA- und Proteinmenge von
nNNOS [A], eNOS [B] und iNOS [C] bei SHR in der dorsalen und ventralen
Medulla nach 4-wdéchiger Behandlung (mg/kg KG/Tag per os) mit Bisoprolol
(10 mg), Propranolol (50 mg), Enalapril maleat (10 mg), Candesartan cilexetil
(3 mg) und Hydralazin (3 mg). g+ = signifikante Erhohung, ¥ = signifikante Er-
niedrigung, & = kein signifikanter Unterschied.
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4. Diskussion

4. Diskussion

4.1. Einfluss von Antihypertensiva auf die nNOS-Genexpression

4.1.1. in der HHN-Achse

Im Hypothalamus wird durch verschiedene Mediatoren die endokrine und autonome Regula-
tion von kardiovaskuldren Funktionen moduliert. NO reduziert die Freisetzung von Vaso-
pressin in den Blutkreislauf (Yasin et al., 1993, Goyer et al., 1994). Krukoff (1999) konnte
ebenfalls eine Erhohung der nNOS-Genexpression nachweisen und lokalisierte die betroffenen
Neurone im PVN und SON. NO hat im PVN iiber GABA-Stimulation einen inhibitorischen
Effekt auf den Sympathikotonus (Horn et al., 1994; Gerova et al., 1995; Zhang und Patel,
1998). Die Koexistenz von NO und anderen Neurotransmittern fiihrt also zu einer wechselsei-
tigen Beeinflussung im Hypothalamus. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass es
durch antihypertensive Behandlung zu Interaktionen mit diesem wichtigen kreislaufregulie-
renden Zentrum kommt. Dabei scheint der Einfluss der Betablocker am stirksten zu sein, da
sowohl nach unspezifischer B-Blockade als auch nach spezifischer ;-Blockade die nNOS-
mRNA-Menge erhoht ist. Dies scheint jedoch interessanterweise keine Auswirkung auf die
nNOS-Proteinmenge zu haben. Umgekehrt zeigte sich nach Behandlung mit Candesartan und
Hydralazin lediglich die nNOS-Proteinmenge erhoht, wihrend die nNOS-Genexpression ge-
geniiber der Kontrollgruppe unverdndert war. Das ebenfalls mit dem RAS interagierende Ena-
lapril iibte keinen Einfluss auf mRNA- oder Proteinebene aus. Dass substanzspezifische Un-
terschiede bei RAS-Inhibitoren vorliegen, konnte auch in anderen Untersuchungen vermutet
werden. So zeigte sich in Untersuchungen von Qadri et al. (2003) nach Behandlung mit Lo-
sartan und Enalapril nach 10-tdgiger Behandlung eine reduzierte NOS-Aktivitdt im Vergleich
zur Kontroll-SHR. Es wurde jedoch mit der Gesamt-NOS-Aktivitdt ein anderer Parameter
gemessen als bei der semiquantitativen PCR und der Western-Blot-Analyse in der vorliegen-
den Untersuchung. Proteinmenge und Aktivitit eines Enzyms miissen nicht notwendigerweise
korrelieren, da die Enzymaktivitit auch durch andere Co-Faktoren bestimmt wird. Es scheint,

dass es trotz erhohter nNOS-Proteinmenge zu einem Aktivitdtsabfall von nNOS kommt.
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In der Hypophyse finden sich NO-produzierende Zellen im posterioren Teil, wéhrend im
intermedidren und im anterioren Lappen keine Aktivitdt nachweisbar war (Bredt et al., 1990).
Vermutlich hat jedoch die Hypophyse bei der Homoostase des Blutdrucks im Vergleich mit
dem Hypothalamus eine untergeordnete Bedeutung, da sich nach antihypertensiver Behand-
lung in den Behandlungsgruppen keine Unterschiede auf mRNA-Ebene im Vergleich mit
Kontrollgruppe zeigten. Dem Hypothalamus als iibergeordnetem Zentrum kommt somit
scheinbar eine Kontrolle des Sympathikotonus zu. Die genaue Bedeutung der NO-
produzierenden Zellen in der Hypophyse ist bis jetzt noch unklar.

Lediglich nach AT;-Blockade mit Candesartan zeigte sich in der Hypophyse die nNOS-
Proteinmenge signifikant erh6ht. Ob Candesartan die Neurohormonfreisetzung direkt oder nur
indirekt beeinflusst, ist unbekannt, da in der Literatur keine vergleichbaren Untersuchungen

mit dieser Fragestellung vorliegen.

Auch die medikamentdse Beeinflussung der Nebenniere scheint bei den in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Pharmaka gering zu sein. Nach antihypertensiver Behandlung zeigte sich
lediglich nach Behandlung mit Bisoprolol eine Erhohung der nNOS-Proteinmenge, wihrend
in den tbrigen Gruppen keine signifikanten Unterschiede vorlagen. Scheinbar gibt es hier
auch substanzspezifische Unterschiede bei den zwei verwendeten unspezifischen und -
spezifischen Betablockern. Der genaue Mechanismus bedarf weiterer Untersuchungen. Die
komplexen Interaktionen des NO-Systems mit dem RAS wurden bereits mehrfach untersucht.
Dabei zeigten sich zum Teil widerspriichliche Resultate. Ackermann et al. (1998) konnten
zeigen, dass NO und NO-Donatoren eine kompetitive Hemmung der Hydrolyse von ACE-
Substraten bewirken konnen. Cahill et al. (1995) konnten zeigen, dass NO AT);-Rezeptoren
herunterreguliert. Vermutlich kommt es umgekehrt nach AT;-Rezeptorhemmung zu einer ver-
starkten NO-Produktion. Hier liegen jedoch zum Teil kontroverse Daten vor, die auf eine In-
teraktion von NO und dem RAS hinweisen, die offenbar auch substanzspezifisch unterschied-
lich stark ausfillt. So wurde vermutet, dass zwischen NO und Angiotensin II im Sinne zweier
Gegenspieler eine Balance besteht (Millat et al., 1999; Nishiyama et al., 2001). Andere Stu-
dien hingegen liefern Hinweise, dass Angiotensin II die Barorezeptor-Sensitivitit steigern

kann (Dominiak et al., 1989). Auch zeigten Michel et al. (1996), dass die ACE-Aktivitit er-
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hoht ist, wenn die NOS-Aktivitit gering ist, und umgekehrt. Andererseits stimulieren sowohl
Angiotensin II als auch und Angiotensin-(1-7) die Synthese von NO und dessen Freisetzung.
Qadri et al. (2003) vermuteten allerdings, dass es zu einer Interaktion von RAS-Inhibitoren
mit NO auf hypothalamischer Ebene kommt. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der vorlie-
genden Arbeit, bei denen sich keine Unterschiede zur Kontrollgruppe bei Interaktion mit dem
RAS in Bezug auf die ACE-Hemmung oder AT;-Blockade zeigten. Moglicherweise kann die
mRNA nur am Anfang einer antihypertensiven Behandlung geéndert werden, wéhrend hier
Daten nach 4-wochiger Behandlung gezeigt werden. In den Untersuchungen von Sallstrom et
al. (2008) wurde gezeigt, dass nNOS-Knockout-Mause normotensiv sein konnen. Ein signifi-
kanter Blutdruckunterschied zwischen Miusen mit und ohne nNOS lie} sich in der Studie
nicht nachweisen.

In der Untersuchung von Qadri et al. (2001) lieB sich in der Nebenniere nach 10-tdgiger anti-
hypertensiver Behandlung mit Captopril, Enalapril und Losartan eine erhohte Gesamt-NOS-
Aktivitdt nachweisen, wobei die Proteinmenge nicht bestimmt wurde. Inwieweit eine gestei-

gerte NOS-Aktivitdt mit einer erhdhten NOS-Proteinmenge einher gehen muss, bleibt unklar.

Nach Behandlung mit dem peripheren Vasodilatator Hydralazin zeigten sich in der HHN-
Achse bis auf eine Erhohung der nNOS-Proteinmenge im Hypothalamus gegeniiber der
Kontrollgruppe keine Unterschiede auf mRNA- und Proteinebene. Ob dies mit dem peripheren
Gefillsystem als Angriffspunkt des Medikaments zu erkldren ist, kann nicht gesagt werden.
Vermutlich spielt auch die applizierte Dosis von Hydralazin eine entscheidende Rolle bei der
Beeinflussung der NO-Synthase. lwai et al. (1995) fiihrten mit der mehr als dreifachen Hydra-
lazin-Dosis bei SHR eine Blutdrucksenkung von ungefihr 50 mm Hg systolisch durch und
wiesen eine erhohte mRNA-Menge nach. Die in der vorliegenden Arbeit applizierte Dosis des
peripheren Vasodilatators scheint noch nicht die nNOS-Transkription zu beeinflussen, obwohl

es zu einer signifikanten Blutdrucksenkung kam.

4.1.2. im Hirnstamm
Nach antihypertensiver Behandlung zeigten sich im Hirnstamm keine signifikanten Unter-
schiede im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Dies scheint sich auch in der Aktivitidt von NOS

auszuwirken. Qadri et al. (2003) konnten zeigen, dass es nach Gabe eines ACE-Hemmers,
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eines AT;-Antagonisten und eines peripheren Vasodilatators zu keiner Anderung der NOS-
Aktivitdit im Hirnstamm kam. Wahrscheinlich spielt nach chronischer antihypertensiver
Behandlung die nNOS-Signaltransduktion in Teilen der HHN eine wichtigere Rolle in der
Blutdrucksenkung. Hojna et al. (2007) wiesen ebenfalls im Hirnstamm keine Anderung der
Expression von nNOS und auch von eNOS gegeniiber WKY-Ratten nach. Die NOS-Aktivitit
war in diesem Gewebe ebenfalls unverindert im Vergleich zu normotensiven Kontrolltieren.
Es konnte gezeigt werden, dass NO im NTS und in der RVLM die Sympathikusaktivitét redu-
ziert und den arteriellen Blutdruck senkt (Shapoval et al., 1991; Togashi, 1992; Tseng et al.,
1996; Chan et al., 2001). Im NTS scheint NO mit anderen Neurotransmittern zu interagieren
und deren Freisetzung zu modulieren. So kam es nach Stimulation von NMDA-Rezeptoren zu
einer gesteigerten Bildung von NO (Dipaola et al., 1991). Auch in der CVLM konnte ein
Nachweis fiir die Beteiligung von NO an der NMDA-induzierten Blutdrucksenkung erbracht
werden (Wu et al., 2003). Da NO die Freisetzung von exzitatorischen Aminosauren stimuliert,
kann vermutet werden, dass NO und die Aminosduren gegenseitig die Freisetzung steuern
(Lo et al., 1997). In der RVLM ist der inhibierende Effekt von NO auf den ausgehenden
Sympathikotonus durch GABA vermittelt. Bei SHR kann die RVLM einen veridnderten L-
Arginin-NO-Reaktionsweg aufweisen (Kagiyama et al., 1998). Dabei ist die NO-Bildung im
Vergleich mit WKY vermutlich reduziert. Der iiber GABA vermittelte herabgesetzte Reakti-
onsweg konnte einen Beitrag zur Hypertension bei SHR leisten. In der Untersuchung von Fer-
rari und Fior-Chadi (2005) wurde vermutet, dass Unterschiede bei der mRNA- und Protein-
menge von nNOS bei SHR im NTS im Vergleich zu normotensiven WKY-Ratten nur in den
ersten 15 Lebenstagen bis zu einem Alter von maximal 16 Wochen nachgewiesen werden
konnten.

Zwar stellt der Hirnstamm ein wichtiges blutdruckregulierendes Zentrum dar, anscheinend
sind aber die Moglichkeiten der Einflussnahme der verschiedenen Medikamente im Vergleich
mit der HHN-Achse geringer. Denkbar wéren auch Gegenregulationsmechanismen auf lokaler
Ebene, z.B. die Freisetzung endothelialer Vasodilatatoren oder die Modulation des Barorezep-
tors, wie in Untersuchungen postuliert (Qadri et al., 1999). Inwieweit Hypothalamus,
Hypophyse und der Hirnstamm isoliert arbeiten oder sogar synergistisch wirken, bedarf wei-

terer Untersuchungen.
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4.2. Einfluss von Antihypertensiva auf die eNOS-Genexpression

in der HHN-Achse und im Hirnstamm

Bisher liegen wenig vergleichbare Untersuchungen iiber Verdnderungen der eNOS-
Genexpression und der eNOS-Proteinmenge in der Entwicklung der Hypertonie vor. In den
Untersuchungen von Hauser et al. (2005) waren keine signifikanten Unterschiede der eNOS-
mRNA- und -Proteinmenge zwischen WKY und SHR nachzuweisen. In der vorliegenden Ar-
beit war die eNOS-Proteinmenge mit dem verwendeten Assay nicht nachweisbar. Vermutlich
lag sie in den untersuchten Geweben unterhalb der Nachweisgrenze, weil sich nach Inkubation
des rekombinanten eNOS-Proteins mit dem Anti-eNOS-Antikdrper in der Western-Blot-
Analyse eine Bande an der richtigen Stelle zeigte.

Es scheint, als ob die chronische antihypertensive Behandlung bei SHR keinen einheitlichen
Einfluss auf die eNOS-Genexpression hat. In der HHN-Achse kommt es nach Behandlung mit
Enalapril zu einer signifikanten Erniedrigung der eNOS-mRNA-Menge im Hypothalamus,
wiéhrend es nach Behandlung mit Propranolol zu einer Erhéhung der eNOS-mRNA-Menge in
der Nebenniere kommt. Kompensationsmechanismen von endothelialer Seite scheinen im
kreislaufregulierenden Hypothalamus bei SHR von untergeordneter Bedeutung zu sein, da es
zu einer Herunterregulation nach ACE-Blockade statt zu einer Steigerung der eNOS-
Genexpression kommt, wie man erwarten wiirde.

Vermutlich ist der Einfluss auf eNOS im Hirnstamm von geringerer Bedeutung als in der
HHN-Achse, da die komplexe Rolle des Hirnstamms bei der Blutdruckregulation bereits be-
tont wurde. Es ldsst sich vermuten, dass diesem System eher eine modulierende Funktion von
iibergeordneten Zentren zukommt, als dass dieses Zentrum direkt von anderen Faktoren beein-
flusst werden konnte. Ein Unterschied zu Gegenregulationen, die bei nNOS gezeigt wurden,
konnte darin liegen, dass NO (durch eNOS) im Gefdendothel produziert wird, wihrend das
von nNOS produzierte NO direkt sympathische Zentren beeinflusst. Der Einfluss von eNOS
konnte also von geringerer Bedeutung sein als im Falle von nNOS.

In den vorliegenden Untersuchungen zeigte sich nach Gabe des ACE-Hemmers Enalapril in
der ventralen Medulla eine signifikante eNOS-mRNA-Erhohung, wihrend sich dorsal ledig-
lich nach B;-selektiver Blockade eine Erhohung der mRNA-Menge zeigte. Vermutlich ldsst
sich die Erhohung der mRNA-Menge durch eine Steigerung der eNOS-Transkription erkléren.

52



4. Diskussion

Da die eNOS-Proteinmenge im Western-Blot nicht zu bestimmen war, konnen keine Vermu-
tungen iiber Verdnderungen der eNOS-Aktivitdt getroffen werden. Inwieweit es zu einer Inter-
aktion des NO-Systems mit den RAS-Inhibitoren oder den Betablockern kommt, bleibt wei-
terhin unklar. Offenbar sind die Interaktionen von NO und dem RAS sehr komplex und in
einzelnen Geweben unterschiedlich. Mehrere Studien zeigten, dass Angiotensin Il die Freiset-
zung von NO iiber AT;-Rezeptoren in Arterien stimuliert (Olson et al., 1997; Thorup et al.,
1998). Ob es auch bei einer Hemmung des AT;-Rezeptors zu einem signifikanten Abfall der
eNOS-mRNA-Menge in der Nebenniere kommt, ldsst sich aus den vorliegenden Ergebnissen
nicht schlussfolgern. Brandes et al. (2000) vermuteten umgekehrt sogar inhibitorische Funkti-
onen von eNOS, da bei eNOS-defizienten Mausen die Sensitivitit fiir Nitro-Vasodilatatoren
erhoht war gegeniiber Tieren mit gesteigerter Aktivitdt sowohl von eNOS, als auch von iNOS.
Ahnliche Ergebnisse zeigten auch Ohashi et al. (1998). Verschiedene Autoren haben kontro-
verse Meinungen {iber eine entgegen gesetzte Wechselbeziehung zwischen der Aktivitdt von
ACE und eNOS in den Blutgefdlen im Sinne eines Regelkreises postuliert, wie von Fernan-
dez-Alfonso und Gonzalez (1999) beschrieben. Zwar zeigten Wiemer et al. (1997) eine dosis-
abhingige Steigerung der NO-Freisetzung in der Aorta nach Behandlung mit Ramipril und
machten dafiir eNOS verantwortlich, aber es scheint demnach keine Verallgemeinerung mog-
lich zu sein. Auch Linz et al. (1999) wiesen darauf hin, dass Verdnderungen in der eNOS-

Expression offenbar nicht regelmifBig mit einer verdnderten NO-Menge verbunden sind.

4.3. Einfluss von Antihypertensiva auf die iNOS-Genexpression

in der HHN-Achse und im Hirnstamm

Die Bedeutung von iNOS bei der Entwicklung der Hypertonie ist ebenfalls noch nicht héufig
untersucht worden. Es konnte nachgewiesen werden, dass in den Neutrophilen von SHR die
Expression von iNOS gegeniiber der Expression von nNOS gesteigert ist. Man folgerte daraus,
dass iNOS bei oxidativem Stress wie Hypertonus vermehrt gebildet wird (Chatterjee et al.,
2007).

Mit der PCR gelang der Nachweis der iNOS-mRNA, allerdings ist durch die starke Streuung
der Werte und die schlechte Detektierbarkeit keine verldssliche Aussage moglich. Mit der
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Western-Blot-Analyse ist mit den verwendeten AntikOérpern kein Nachweis der iNOS-
Proteinmenge gelungen. Vermutlich lag sie in den untersuchten Geweben unterhalb der
Nachweisgrenze oder die Spezifitit des verwendeten Antikorpers ist nicht hoch genug. In der
Literatur ist nur selten der Nachweis der iNOS-Proteinmenge in einem Gewebe mit Hilfe der
Western-Blot-Analyse gelungen. Nach der antihypertensiven Behandlung konnte sowohl in
der HHN-Achse, aber auch im Hirnstamm iNOS-mRNA nachgewiesen werden, allerdings war
bei einigen Gruppen die mRNA-Menge zur Detektion zu gering. In der HHN-Achse kam es
dabei im Hypothalamus zu einem Anstieg nach Applikation des peripheren Vasodilatators,
wihrend es in der Hypophyse zu einem Anstieg der iNOS-mRNA-Menge nach fi-
Rezeptorblockade kam.

Im Hirnstamm fiel nur in der ventralen Medulla die iNOS-Expression nach Hydralazin-Gabe
signifikant. In der dorsalen Medulla zeigten sich nach antihypertensiver Behandlung keine
Unterschiede. Aufgrund der starken Streuung der mRNA-Werte ist eine Interpretation nur
bedingt moglich. Man kann vermuten, dass die hohe iNOS-Expression den pathologischen
Gefilistatus reflektiert, allerdings liegen bislang keine Untersuchungen von anderen Arbeits-
gruppen vor, die zeigen, wie stark der Stimulus sein muss, um eine stirkere Aktivierung von
iNOS herbeizufiihren. Ahnlich wie bei eNOS liegen keine einheitlichen Veriinderungen vor,
so dass vermutlich die Bedeutung von iNOS gegeniiber nNOS deutlicher geringer ist in Bezug
auf endogene Mechanismen zur Gegenregulation bei der etablierten Hypertonie oder auch

nach Behandlung mit Antihypertensiva.

4.4. Schlussfolgerung

Die NO-Synthese ist in wichtigen kardiovaskulédr regulierenden Kerngebieten in der HHN-
Achse und im Hirnstamm bei mit Antihypertensiva behandelten SHR gegentiber der Kontrolle
verdndert. Blutdrucksenkung als solche mit verschiedenen Antihypertensiva hat nicht den
gleichen Einfluss auf die nNOS-, eNOS- und iNOS-Genexpression, sondern einzelne Anti-

hypertensiva iiben einen spezifischen Einfluss auf die NOS-Expression aus.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von NO bei der Blutdruckregulation in der
HHN-Achse und im Hirnstamm untersucht. Es wurde untersucht, inwieweit Unterschiede in
Bezug auf die mRNA- und die Proteinmenge der drei Isoformen des Enzyms NO-Synthase
(NOS) nach chronischer antihypertensiver Behandlung im Vergleich mit einer Kontroll-
behandlung vorliegen. SHR wurden mit Bisoprolol (10 mg/kg KG), Propranolol (50 mg/kg
KG), Enalapril (10 mg/kg KG), Candesartan (3 mg/kg KG), Hydralazin (3 mg/kg KG) oder
Vehikellosung (1 ml/kg KG) vier Wochen lang taglich behandelt. Hypothalamus, Hypophyse,
Nebennieren, dorsale und ventrale Medulla wurden mit der RT-PCR auf die mRNA-Menge
der NOS-Isoformen untersucht und mit der Western-Blot-Technik die NOS-Proteinmenge
bestimmt. Bei nNOS zeigten sich auf hypothalamischer Ebene Verénderungen im Vergleich
zu den Kontroll-SHR. Nach Behandlung mit beiden Betablockern kam es zu einer Erh6hung
der mMRNA-Menge, wéhrend sich nach Behandlung mit Candesartan und Hydralazin eine er-
hohte NNOS-Proteinmenge zeigte, die mMRNA-Menge aber unverdndert blieb. Es zeigte sich
eine erhohte nNOS-Proteinmenge nach Behandlung mit Candesartan in der Hypophyse sowie
nach Behandlung mit Bisoprolol in der Nebenniere. Im Hirnstamm hat die chronische antihy-
pertensive Behandlung keine Auswirkung auf nNOS-mRNA- und Proteinebene. Vermutlich
kann besonders im Hypothalamus die mMRNA-Menge und -Proteinmenge von nNOS beein-
flusst werden, wahrend dem Hirnstamm eher modulierende Funktionen der HHN-Achse zu-
kommen, aber keine medikamenttse Beeinflussung maoglich ist. Der Einfluss von eNOS bei
der zentralen Blutdruckregulation scheint geringer zu sein als der von nNOS, da es vermutlich
eher zu substanzspezifischen uneinheitlichen Verédnderungen in den Gehirnarealen kommt.
Die eNOS-Proteinmenge war nicht detektierbar. Bei iNOS ist bisher selten in der Literatur ein
Nachweis der Proteinmenge gelungen. Auf mRNA-Ebene zeigten sich in der vorliegenden
Arbeit im Hypothalamus, in der Hypophyse und der ventralen Medulla Anderungen gegentiber
der Kontrollgruppe, die als Gegenregulation zum erhohten Blutdruck gedeutet werden kdénn-
ten. Die mRNA-Menge und -Proteinmenge der Isoformen der NO-Synthase scheinen durch
chronische antihypertensive Behandlung bei SHR in zentralen Geweben verandert zu werden.

Ob die Enzymaktivitat mit der Proteinmenge korreliert, kann nicht abgeleitet werden.
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