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1. Zusammenfassung

Adaptive Veranderungen des kardialen Opioidsystems im Verlauf einer chronischen
kongestiven Herzinsuffizienz wurden bisher nur marginal erforscht. In dieser Arbeit soll-
te daher zunachst die exakte Lokalisation der Opioidrezeptoren § (DOR) und k (KOR)
im Myokard gesunder und herzinsuffizienter Ratten untersucht werden. Im linken
Ventrikel gesunder Ratten konnten  Opioidrezeptor-spezifische = Membran-
Bindungsstellen aller drei Opioidrezeptoren  mittels  Radioligand-Rezeptor-
Bindungsstudien nachgewiesen werden. Im nachsten Schritt wurden DOR und KOR auf
Kardiomyozyten des LV immunhistochemisch dargestellt. Es zeigte sich eine Kolokali-
sation der ORs mit dem plasmamembranstandigen Dihydropyridin-Rezeptor (Ca,1.2)
und dem intrazellularen sarkoplasmatischen Ryanodin-Rezeptor. Eine Erweiterung die-
ser Arbeit stellte die Untersuchung adaptiver Veranderungen des kardialen Opioidsys-
tems im Verlauf einer chronischen kongestiven Herzinsuffizienz dar. Dazu wurde mittels
einer infrarenalen, aortokavalen Fistel (ACF) eine biventrikuldre Volumenuberladung
induziert. 28 + 2 Tage nach der ACF-Induktion zeigten die Tiere eindeutige morpho-
metrische und hamodynamische Charakteristika einer CHF. AnschlieRend wurden die
linken Ventrikel der insuffizienten Herzen erneut immunhistochemisch auf Veranderun-
gen der Opioidrezeptor-Expression untersucht. Dabei konnte eine signifikante relative
Zunahme der optisch integrierten Dichte der DOR- und KOR-spezifischen Immunfluo-
reszenz festgestellt werden. Um eine Modulation des kardialen Opioidsystems im Ver-
lauf einer CHF zu bestatigen, wurden Western Blot Untersuchungen durchgefuhrt. Da-
rin stellte sich eine Hochregulation der DOR und KOR auf Proteinebene heraus. Aul3er-
dem kam es zu einer vermehrten Expression der endogenen Opioidvorlauferpeptide
Proenkephalin und Prodynorphin auf Proteinebene. Diese Ergebnisse lassen einen Ein-
fluss des kardialen Delta- und Kappa-Opioidsystems auf pathophysiologische Vorgange

im Rahmen der Progression einer CHF vermuten.



Abstract

Knowledge about changes in the cardiac opioid system in congestive heart failure
(CHF) is scarce. As such, this project investigated the cellular localization of the opioid
receptors § (DOR) and k (KOR) in left ventricular (LV) myocardium. Opioid receptor
(OR) binding sites were detected by radioligand binding. In addition, DOR and KOR
localization was determined by double immunofluorescence confocal analysis in the left
ventricle of male Wistar rats. DOR and KOR were colocalized with L-type Ca2+ -
channels (Cav 1.2) as well as with intracellular ryanodine receptors (RyR) of the sarco-
plasmic reticulum. In each rat an infrarenal aortocaval fistula (ACF) was created, and
28 + 2 days afterwards the extent of CHF was examined by hemodynamic and mor-
phometric measurements. Adaptive changes in DOR and KOR and its endogenous lig-
ands, the precursor peptides proenkephalin (PENK) and prodynorphin (PDYN) during
CHF were examined via RT-PCR and Western blot. Following the ACF severe con-
gestive heart failure developed in all rats and was accompanied by up-regulation of
DOR/ KOR and PENK/PDYN on mRNA as well as receptor proteins representing
consecutive adaptations. These findings may suggest that the cardiac opioid system
possesses the ability to play a regulatory role in the pathophysiological development of
heart failure.



2. Einleitung

2.1 Opioidrezeptoren und ihre Liganden

Die Behandlung mit Opium als Schmerz- und Schlafmittel reicht bis in vorchristliche
Zeiten zuruck (1). Dazu wurde bereits im Altertum mit der Gewinnung von Opium, dem
getrockneten Saft des Schlafmohns (Papaver somniferum), begonnen. Das Wort Opium
leitet sich von dem griechischen Wort fur Mohnsaft ,opion“ ab. Besonders die Isolierung
des Morphins aus dem Schlafmohn durch den Apotheker Sertlrner im Jahr 1804 brach-
te den Durchbruch der Opiate zur Nutzung in der modernen Medizin (2). Heutzutage
spielen die Opioide aufgrund lhrer analgetischen (= schmerzlindernden) Wirkung eine
wichtige Rolle in der Anasthesiologie, Intensivmedizin, Notfallmedizin und der
Schmerztherapie (3,4). Unter Opioiden versteht man halb- oder vollsynthetisch herge-
stellte Liganden von Opioid-Rezeptoren (OR). Als eines der altesten biologischen In-
formationsubertragungssysteme existieren ORs und ihre endogenen Liganden in Am-
phibien und Wirbeltieren bereits seit mehr als 400-500 Millionen Jahren (5).

Bisher konnten 3 OR-Haupttypen durch Klonierungsexperimente in ihrer Aminosaure-
sequenz eindeutig identifiziert werden (6-12). Sie werden unterteilt in y- (MOR), k-
(KOR) und §- (DOR) Rezeptoren. Diese Rezeptoren zeigen eine 57-62-prozentige Ho-
mologie ihrer Aminosauresequenzen (13). Unterschiede ergeben sich vor allem in den
extrazellularen Domanen. Daruber hinaus konnte in der Vergangenheit ein vierter OR
identifiziert werden. Dieser sogenannte OLR1 (engl. opiate-like receptor) ist zu 48-49%
mit den anderen ORs identisch (14,15). Allerdings zeigte sich nur eine geringe Affinitat
der endogenen Opioidpeptide zu diesem Rezeptor (16). Die Gene, die fir ORs kodie-
ren, liegen im Menschen auf verschiedenen Chromosomen: MOR auf Chromosom 6,
KOR auf Chromosom 8, DOR auf Chromosom 1 und ORL1 auf Chromosom 20 (17-20).

ORs sind membrangebundene G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren (G; oder Gp) mit sie-
ben transmembranaren helikalen Domanen (21). Sie bestehen aus einer mehrere hun-
dert Aminosauren enthaltenden Kette, mit einem extrazellularen Amino-Terminus und
einem intrazellularen Carboxy-Terminus. Die Bindung eines Liganden in der Bindungs-
tasche des OR fuhrt zu einer Konformationsanderung der dreidimensionalen Struktur.

Die Konformationsanderung bewirkt die Aktivierung eines intrazellularen heterotrimeren



G-Proteins, bestehend aus drei Untereinheiten (o, f, y) (22). Heterotrimere G-Proteine
konnen GDP oder GTP an der a-Untereinheit binden. Durch die Aktivierung des OR
kommt es zu einem Austausch von GDP gegen GTP an der a-Untereinheit des G-
Proteins. Dies fuhrt zu einer Instabilitat des G-Protein-Komplexes, wodurch sich die a-
Untereinheit mit dem GTP von der By-Untereinheit des G-Proteins und beide Unterein-
heiten vom Rezeptor abspalten. Sowohl die a-Untereinheit, als auch die py-Untereinheit
dienen als intrazelluldre Botenstoffe. Die Aktivierung eines OR bewirkt unter anderem
eine intrazellulare Inhibition der Adenylatzyklase mit konsekutiver Reduzierung des int-
razelluldren Botenstoffs cAMP. Dadurch kann es zu einer Verminderung der Ca?*-
Freisetzung und zur Steigerung des K*-Ausstroms kommen. Dies resultiert im Nerven-
system unter anderem in einer verminderten neuronalen Erregbarkeit und einer redu-

zierten Neurotransmittersekretion (23).

ORs befinden sich vor allem entlang der schmerzverarbeitenden Bahnen im Gehirn und
Rickenmark (24). Die Aktivierung von ORs bewirkt eine supraspinale und spinale Anal-
gesie. In der Medizin sind eine Vielzahl weiterer Wirkungen bekannt: Atemdepression,
Euphorie/Dysphorie, Obstipation, aber auch Hyperalgesie (25). Neben ihrer alltaglichen
medizinischen Verwendung, zeigen jungere Studien zahlreiche weitere Effekte von
Opioiden. Zum Bespiel schitzen sie den Organismus vor Stress, Tumorwachstum oder
Entziindungsvorgangen (26). Neben ihrem zentralnervdsen Vorkommen konnte die
Existenz von ORs auch im peripheren Nervensystem demonstriert werden (27,28).
Neuerdings hat sich gezeigt, dass ORs nicht nur im zentralen und peripheren Nerven-
system, sondern auch von verschiedenen weiteren Geweben exprimiert werden. Sie
konnten unter anderem lokal im Herzen (29), der Lunge (30) und dem Darm (31) nach-

gewiesen werden.

Opioidpeptide sind die endogenen Liganden der ORs. Diese koérpereigenen Peptide
wurden in den 70er und 80er Jahren des letzten Jahrhunderts aus dem Gehirn und der
Hypophyse von Schweinen isoliert (32). Die einzelnen Opioidpeptide stammen als
Spaltprodukte von Vorlauferpeptiden ab. Wie bei den ORs gibt es drei verschiedene
Haupttypen von Opioidpeptiden, die gewisse Bindungspraferenzen zeigen und aus den
Vorlauferpeptiden POMC (Proopiomelanocortin), PENK (Proenkephalin) bzw. PDYN
(Prodynorphin) abgespalten werden (33).



Das vor allem an MOR bindende Endorphin leitet sich von POMC ab. Das entspre-
chende Gen liegt auf Chromosom 2 (34). Enkephalin leitet sich von PENK und PDYN
ab und bindet an MOR und DOR. Aus Prodynorphin entsteht Dynorphin, welches be-
vorzugt an KOR bindet. Die Gene fur PENK und PDYN liegen auf den Chromosomen 8
und 20 (35). Des Weiteren gibt es ein Opioidpeptid mit einer Bindungspraferenz zu
ORL1. Dieses sogenannte Nociceptin leitet sich von Pronociceptin ab, dessen Gen auf
Chromosom 8 liegt (36,37). Die Aminosauresequenzen der endogenen Opioidpeptide
sind am N-Terminus identisch: Tyrosin-Glycin-Glycin-Phenylalanin-. In diesen Amino-
sauren liegt wahrscheinlich die biologische Wirksamkeit begrindet. Die darauffolgen-

den Aminosauren bestimmen die OR-Praferenz (38-41).

2.2 Das kardiale Opioidsystem

Bei der Untersuchung des lokalen Opioidsystems des Herzens wurden zunachst ORs in
kardialen Nervenendigungen (42) von Hunden und in intraatrialen Ganglien (43) von
Ratten identifiziert. Aulerdem konnte eine Modulation vagaler Reize auf den Sinuskno-
ten durch die Aktivierung kardialer ORs in Kaninchen und Hunden gezeigt werden
(44.,45).

Verschiedene Studien konnten dartiber hinaus zeigen, dass die Opioidrezeptoren KOR
und DOR neben ihrer neuronalen Lokalisation auch im ventrikularen Myokard verschie-
dener Saugetiere vorkommen (46). Die Expression von MOR wurde hingegen kontro-
vers diskutiert. Anfanglich wurde zwar die Bildung von MOR im neonatalen Herzen von
Ratten angenommen (47), durchgefihrte Rezeptor-Ligand-Bindungsstudien und PCR-
Untersuchungen deuten allerdings darauf hin, dass MOR im ventrikularen Myokard
nicht exprimiert wird (48,49). Die PET-Darstellung von ORs in menschlichen Ventrikeln
unterstutzt die bisher angenommene Expression von ORs im Herzen (50).

Kardiomyozyten sind neben der OR-Expression flir ihre endogene Opioidpeptidsynthe-
se bekannt. Sie produzieren hohe Mengen der Peptidvorstufen Proenkephalin, Prody-
norphin und Proopiomelanocortin (51,52). Ventrikulare Kardiomyozyten scheinen sogar
die hochste intrazellulare Menge von Praproenkephalin-mRNA im gesamten Korper der
Ratte zu bilden, allerdings wird nur ein geringer Anteil zum Peptid umgesetzt (53).



Die myokardiale Synthese und Expression von ORs und Opioidpeptiden scheint inte-
ressanterweise im Verlauf verschiedener Herzerkrankungen variabel zu sein®®. Im Ver-
lauf ischamischer Prozesse kam es zum Beispiel zu einer erhdohten Expression von
DOR und KOR mRNA in Schweinen (54). Zudem zeigte sich eine Assoziation zwischen
den Plasmaspiegeln der Opioidpeptide und einer Ischamie oder Hypoxie (55) im Kanin-
chen-Tiermodell an. Beim Menschen konnte ein ischamisch induzierter Anstieg von 13-
Endorphin im Verlauf einer Koronarangioplastie (56) festgestellt werden. Ebenso stie-
gen Dynorphin- und Enkephalin-Gewebespiegel im Kaninchenmyokard nach einer Is-

chamie an (57).

Das kardiale Opioidsystem scheint zudem eine kardioprotektive Rolle im Rahmen is-
chamischer Ereignisse inne zu haben (58). Dabei zeigte die Aktivierung von DOR, KOR
und MOR uUber verschiedene Modelle und Spezies hinweg kardioprotektive Effekte im
Sinne einer Pra- oder Postkonditionierung des Herzens. Unter Prakonditionierung ver-
steht man dabei eine Resistenzentwicklung des Herzens gegenuber ischamischen Er-
eignissen. Die Resistenz des Myokards wird durch transiente ischamische Reize er-
reicht und fuhrt bei einer fulminaten Ischamie zu einem verkleinerten Infarktareal
(59,60). Bei einer kardioprotektiven Resistenzentwicklung durch kurze ischamische
Reize nach einem bereits stattgehabten ischamischen Ereignis spricht man von Post-
konditionierung (61). In diesem Zusammenhang scheint das kardiale Opioidsystem zum
Beispiel Einfluss auf verschiedene Komplikationen nach ischamischen Ereignissen zu
haben, wie Arrhythmien, kontraktile Dysfunktion, Entziindung und Apoptose (46). Gross
et al. entdeckten beispielsweise einen Einfluss von Opioidrezeptoren auf die Prakondi-
tionierung in Herzen von Hunden (62). In einer Studie von Peart et al., 2006 zeigte sich
durch Aktivierung von DOR ein verringertes Infarktareal nach Okklusion des Ramus
interventricularis anterior der linken Koronararterie in Hunden (63). Auch die Aktivierung
von KOR zeigte kardioprotektive Effekte in neonatalen Rattenmyozyten (64). Eine Stu-
die von Wang et al ergab, dass sich sowohl die InfarktgrofRe, als auch Herzrhythmus-
stérungen durch die Aktivierung von KOR reduzieren lieRen (65). Eine weitere Studie
zeigte eine Reduktion der myokardialen Apoptose und des ischamischen Areals im Is-
chamie-Reperfusions-Experiment (I/R) in Ratten durch die Aktivierung von KOR (66).
AuBerdem lie3en sich kardioprotektive Effekte durch die Antagonisierung von DOR in
Ratten aufheben (67). Zatta et al. zeigten eine Erhéhung des kardialen Proenkephalin
im Rahmen der ischamischen Postkonditionierung in Ratten (68).
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2.2 Die Herzinsuffizienz

Unter einer Herzinsuffizienz (engl. heart failure; HF) versteht man eine abnormale kar-
diale Funktion oder Struktur, aufgrund derer das Herz nicht mehr in der Lage ist, den
Sauerstoffbedarf der metabolisierenden Gewebe adaquat zu decken (69). In Industrie-
landern leiden circa ein bis zwei Prozent der Bevolkerung an einer Herzinsuffizienz
(70). Die Pravalenz liegt bei 210% bei tber 70-jahrigen. Die Herzinsuffizienz ist ein kli-
nisches Syndrom unterschiedlicher Atiologie. Besonders haufig bilden die Volkskrank-
heiten Koronare Herzkrankheit, arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus die Grundla-

ge fur die Entwicklung einer Herzinsuffizienz (71).

Die Einteilung erfolgt anhand verschiedener Kriterien. Nach der betroffenen Herzkam-
mer kann eine Links-, Rechts- oder Globalherzinsuffizienz unterschieden werden. Des
Weiteren erfolgt eine Einteilung nach der betroffenen Phase der Herzaktion. Daher
konnen eine systolische, eine diastolische und eine kombinierte Herzinsuffizienz be-
schrieben werden. Nach dem Herz-Zeit-Volumen (HZV) kann in ein sogenanntes low-
output- und ein high-output-failure unterteilt werden. Unter einem low-output-failure ver-
steht man ein Vorwartsversagen mit Verminderung des HZV (72). Das high-output-
failure beschreibt eine mangelhafte Versorgung der Peripherie trotz erhohtem HZV,
zum Beispiel bei einer arterio-vendsen Fistel (73). Letztendlich enden alle Formen in
einem low-output-failure.

Neben dem HZV wird die linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) zur klinischen Be-
schreibung der kardialen systolischen Funktionseinschrankung herangezogen (74). Un-
ter der LVEF versteht man den prozentuellen Anteil des enddiastolischen Volumens
des linken Ventrikels (LV), der wahrend einer Herzaktion als Schlagvolumen (SV) aus-
geworfen wird. Aus klinischer Sicht werden Patienten mit einer LVEF < 35% (HF-REF =
Heart failure with reduced ejection fraction) von solchen mit einer LVEF > 35 — 50%
(HF-PEF = Heart failure with preserved ejection fraction) unterschieden (73,75). Als
Normalbefund bezeichnet man eine LVEF = 50%.

Das klinische Syndrom der Herzinsuffizienz auflert sich in verschiedenen Symptomen.
Durch das Vorwartsversagen kommt es zur einer Verminderung des HZV mit inadaqua-
tem Blutdruck, gesteigerter Ermudbarkeit und Synkopen. Das Ruckwartsversagen be-

wirkt eine Stauung des vendsen Blutes vor dem Herzen.
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Dies fiihrt bei einer Stauung vor dem rechten Herzen zu Odemen und zu einer Lun-
genstauung vor dem linken Herzen mit Entwicklung einer kongestiven Herzinsuffizienz

(engl. congestive heart failure, CHF) (76).

Im Verlauf einer chronischen Herzinsuffizienz kommt es zur Aktivierung verschiedener
Kompensationsmechanismen. Ein akuter Abfall des HZV kann kurzfristig mittels Frank-
Starling-Mechanismus durch Erhdhung des enddiastolischen Flllungsdrucks behoben
werden (77). Neben der kurzfristigen Erhéhung des HZV kommt es bei Fortbestehen
der Herzinsuffizienz zu verschiedenen mittel-/langfristigen Anpassungsvorgangen. Ei-
nerseits kommt es zur vermehrten Aktivierung des sympathischen Nervensystems mit
erhdhter Katecholaminausschittung (78). Dies resultiert in einer Erhéhung des syste-
mischen Widerstands (Nachlast) zur Sicherstellung eines ausreichenden Perfusions-
drucks (79). Zwar kommt es dadurch zu einer kurzfristigen Verbesserung der Sympto-
me, ein dauerhaft erhdhter Noradrenalinspiegel korreliert aber mit einer Prognosever-
schlechterung (80). Durch Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS) kommt es zu einer vermehrten Natrium- und Wasserretention mit Blutdruck-
steigerung sowie einer Erhéhung des systemischen Widerstands (81,82). Durch die
Ausschuttung von Vasopressin (ADH) kommt es ebenfalls zur Wasserretention (82).
Dies fuhrt gemeinsam zur Erhohung der Vorlast und der Nachlast.

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Veranderungen kommt es zum sogenannten
kardialen Remodeling (83). Dabei entstehen direkte zelluldre und molekulare Verande-
rungen des Myokards. Dadurch kann die Struktur und die Funktion des Herzmuskels
beeintrachtigt werden. Aullerdem kommt es im Rahmen einer chronischen Herzinsuffi-
zienz zu einer myokardialen Anpassungsreaktion auf eine erhdhte Volumen- oder
Druckbelastung (84). Das erhdhte zirkulierende Volumen fihrt zu einer exzentrischen
Hypertrophie des Herzens (Hypertrophie + Dilatation). Die konzentrische Hypertrophie
(Hypertrophie ohne Dilatation) entsteht als Antwort auf eine erhdhte Druckbelastung.

Diese zunachst sinnvollen Kompensationsmechanismen fuhren auf Dauer zu einer Ver-
schlechterung der Herzinsuffizienz und der hamodynamischen Situation (85). Durch die
Zunahme der kardialen Belastung und des kardialen Sauerstoffverbrauchs kommt es zu
einer rezidivierenden, selbstverstarkenden Aktivierung der Kompensationsmechanis-
men (,circulus vitiosus®) (86). Dies resultiert schlussendlich in einer Reduktion des

Schlagvolumens im Sinne einer Dekompensation.
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3. Fragestellung

OR-spezifische Membran-Bindungsstellen am Herzen wurden bisher kaum untersucht.
Nur vereinzelte Beitrage Uber ORs und ihre Liganden am Herzen wurden verdéffentlicht.
Trotzdem ist der aktuelle Wissenstand uber die exakte anatomische Lokalisation der
Opioidrezeptoren am Herzen gering. In dieser Arbeit sollten daher Opioid-
Bindungsstellen mittels Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien pharmakologisch cha-
rakterisiert und anschlieRend die exakte Lokalisation der ORs im Myokard der Ratte

immunhistochemisch ermittelt werden.

Die genaue Bedeutung des Opioidsystems im Rahmen einer kongestiven Herzinsuffizi-
enz ist ebenfalls bislang nur marginal erforscht. Deshalb sollten mogliche Veranderun-
gen des kardialen Opioidsystems im Verlauf einer chronischen kongestiven Herzinsuffi-
zienz induziert durch eine infrarenale, aortokavale Fistel mit einhergehender Volumen-

Uberladung in der Ratte analysiert werden.
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4. Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien
Acrylamid 40:1

Agarose

Albumin (Rinderserum)
Ammoniumpersulfat (APS)
Aprotinin

Bromophenol Blau

DAPI (4'-6-Diamidino-2-phenylindol)

Dextran 500
Dithiothreitol (DTT)
ECL detection reagent

Essigsaure

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Fixier und Entwickler Losung
Glycerol

Glycin

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Meerrettichperoxidase (HRP)
Mercaptoethanol

Metabisulfit

Methanol

Milchpuvler

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumphosphat (Na2HPO4)
Paraformaldehyd (PFA)

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Sigma, Taufkirchen, Germany

Sigma, Taufkirchen, Germany

Sigma, Taufkirchen, Germany

Sigma Taufkirchen, Germany

Sigma, Taufkirchen, Germany

Sigma, Taufkirchen, Germany

GE Healthcare, Freiburg, Germany
Cell Signaling Technology Inc., Danvers, USA
GE Healthcare, Freiburg, Germany
Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Sigma, Taufkirchen, Germany

AGFA Fischer Solution Medical Imaging
Sigma, Taufkirchen, Germany

Sigma, Taufkirchen, Germany

Sigma, Taufkirchen, Germany

Sigma, Taufkirchen, Germany

Sigma, Taufkirchen, Germany

Sigma, Taufkirchen, Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Sigma, Taufkirchen, Germany

Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Carl Roth, Karlsruhe Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Sigma, Taufkirchen, Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Sigma, Taufkirchen, Germany

Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland
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Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, Waltham, USA

Pikrinsaure Sigma, Taufkirchen, Germany
Ponceau S Sigma, Taufkirchen, Germany
Protein-Banden Marker Thermo Scientific, Waltham, USA
RIPA Lysis Buffer Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA
Sucrose Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Tetramethylethylenediamine (TEMED) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Thiorphan Sigma, Taufkirchen, Germany
Tissue-Tek compound OCT, Miles, Elkhart, Indiana, USA
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Sigma, Taufkirchen, Germany
Triton X-100 Sigma, Taufkirchen, Germany
Trypan blue Stain (0.4%) Invitrogen GmbH, Darmstadt, Germany
Tween-20 Sigma, Taufkirchen, Germany
Wasserstoffperoxid (H202) Sigma, Taufkirchen, Germany
Xylencyanol FF Sigma, Taufkirchen, Germany
Puffer
PBS NaCl 140 mM

KCI 30 mM

Na2HPO4 6.5 mM
KH2PO4 1.4 mM

TBE Tris 100 mM
Borsaure 100 mM
EDTA 2.5 mM

TBS-T NaCl 0.15 mM

Tris-HCI pH 8 10 mM
Tween 20 0.05% (v/v)

Tris-EDTA Tris-HCI pH 7.4 10 mM
EDTA pH 8.0 1 mM
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HBSS Calciumchloride 0.1396 g.L-1
Magnesiumsulfat 0.09767 g.L-1
Kaliumchlorid 0.4 g.L-1
Kaliumphosphat 0.06 g.L-1
Natriumchlorid 8 g.L-1
Natriumphosphat 0.04788 g. L-1

Tail buffer Tris pH 8.5 100 mM
EDTA pH 8.0 5 mM
SDS 2% (w/v)
NaCl 200 mM

Tris-EDTA Tris-HCI pH 7.4 10 mM
EDTApH 8.0 1 mM

Dimethylarsinsaure Puffer Dimethylarsinsaure-Natrium salt 85,6 g.L-1

Stripping Puffer Tris pH 6.7 62,6 mM
SDS 2% (w/v)

3-mercaptoethanol 100 mM

PBS 0.1 M (pH 7.4) NaCl 1.37 M
KCI 27 mM
Na2HPO4 100 mM
KH2PO4 20 mM

Medikamente

Forene Abbott, Abbott Park, USA
Naloxon Sigma, St. Louis, USA
Zoletil Virbac, Glattbrugg, Switzerland
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Radioaktiv markierte Substanzen

[*HIDAMGO

[*H]Naltrindole

[’H]-U69,593

4.1.2 Gerate

Fluostar Optima
Elektophorese-Set
Cryostat

Fluoreszenz Microskop

Gel casting trays

PHmeter MP220

Power Pac300
Spectrophotometer (UV 1601)
Thermomixer
Transilluminator

Ultrapure (Direct-QTM5)
UV-light (Macro Vue UV25)
Vacuum System

Sonicator 3000

Centrifuge Rotixa 50 RS
Ultra-Turrax T10

Zentrifuge (Sorvalll RC 5C Plus)

Vortex Genius 3
Zell-Filtergerat (M24R)
Flussigszintillationszahler
Vakuumpumpe MZ 2 NT

Perkin Elmer, Boston, USA

Perkin Elmer, Boston, USA

American Radiolabeled Chemicals, USA

BMG Labtech, Ortenberg, Germany
Bio-Rad Laboratories, Munchen, Germany
Microm International GmbH, Walldorf, Germany
Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Germany
Bio-Rad Laboratories, Munchen, Germany
Mettler-Toledo GmbH, Giessen, Germany
Bio-Rad Laboratories, Munchen, Germany
Shimadzu Europa GmbH, Duisburg, Germany
Eppendorf AG, Hamburg, Germany
Herolab GmbH, Wiesloch, Germany
Millipore GmbH, Schwalbach/Ts.,Germany
Hoefer, Inc. Holliston, MA, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Germany
Giltron, INC, Massachussetts, USA
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany
IKA, Staufen, Deutschland

Sorvall, Waltham, USA

IKA, Staufen, Germany

Brandel, Gaithersburg, USA

PerkinElmer, Turku, Finnland

VacuuBrand, Wertheim, Germany
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4.1.3 Verbrauchsmaterialien
Filter (microcon YM10)
Nitrocellulosemembran
Mini-Pumpe Model 2001
Pipetten (1-25 ml, one-way)
Polyethylen PE10 Katheter
Objekttrager
Reaktionsgefalle 0.5, 1.5, 2ml
Schwamm

Spritzen 1, 2,10 ml

Transfer Kassette

Transfer Tank

Roéhrchen (15 and 50 ml)
Gelatine-umhdullte Objekttrager
Skalpell

Microtest Tissue Kultur Platte
Rontgenfilme
Nitrocellulose-Membran 0,2 ym
Petrischale

Combitips

Multipette

4.1.4 Antikorper (87,88)

Primarantikorper

Western Blot
Kaninchen-Anti-DOR-AK

Kaninchen-Anti- KOR-AK

Maus-Anti-PENK-AK

Kaninchen-Anti-PDYN-AK

Millipore GmbH, Schwalbach, Germany
Bio-Rad Laboratories, Munchen, Germany
Alzet, Coopertino, CA, USA

SARSTEDT AG & Co. Nimbrecht, Germany
Portex Ltd, Hythe, UK

Menzel, Braunschweig, Germany
Eppendorf AG, Hamburg, Germany

Bio-Rad Laboratories, Munchen, Germany
Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany
Bio-Rad Laboratories, Munchen, Germany
Bio-Rad Laboratories, Munchen, Germany
Falkner GmbH,Grafelfing-Lochham, Germany
Tekdon, INC, Florida, USA

BD Bioscience, New Jersey, USA

Becton Dickinson, New Jersey, USA

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Carl Roth, Karlsruhe Deutschland

BD Bioscience, New Jersey, USA
Eppendorf, Hamburg, Germany

Eppendorf, Hamburg, Germany

Gramsch Laboratories, Germany; 1:1000

Acris Antibodies, Germany; 1:1000

LifeSpan Biosciences, USA; 1:1000

Abcam, UK; 1:1000
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Kaninchen-Anti-GAPDH-A

Immunhistochemie
Polyklonaler Kaninchen-Anti-DOR-AK

Polyklonaler Kaninchen-Anti-KOR-AK

Monoklonaler Maus-Anti-
Dihydropyridin-Rezeptor-AK

Monoklonaler Maus-Anti-Inositol-
1,4,5-Trisphosphat-Rezeptor-
Typlll-AK

Sekundarantikorper
Ziege-Anti-Kaninchen-Antikorper

(Texas Red konjugiert)

Affe-Anti-Maus-AK
(FITC konjugiert)

Anti-Kaninchen-AK

Anti-Maus-AK

Santa Cruz, Germany; 1:1000

Dr. R. Elde, USA; 1:2000

Dr. S.J. Watson, USA; 1:1000

Sigma, Germany; 1:1000

BD Biosciences, USA; 1:600

Vector Laboratories, UK, 1:200

Vector Laboratories, UK, 1:200

Jackson ImmunoResearch, USA; 1:2000

Abcam, United Kingdom; 1:7500
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4.2 Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien

Der Nachweis OR-spezifischer Membranbindungsstellen von DOR, KOR und MOR er-
folgte durch Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien (87,88). Unter Anwendung dieser
Methode lieRen sich Aussagen uber die Anzahl der Opioidrezeptoren und das Bin-
dungsverhalten der Liganden treffen. Durch mathematische Extrapolation der Satti-
gungskurve wurde die maximale Bindungskapazitat (Bmax) und die Gleichgewichtsdis-
soziationskonstante (Ky) bestimmt. Dabei dienten die in Tab. 1 dargestellten radioaktiv
markierten Agonisten bzw. Antagonisten als Liganden fur spezifische und unspezifische
Ligand-Rezeptor-Bindungen.

Die Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien wurden unter Supervision von Herrn Dr. rer.
nat. Mohammed Shaqura entsprechend der Arbeitsprotokolle von Mousa et al., 2010
und Shaqura et al., 2004 durchgefuhrt.

4.2.1 Aufbereitung des Gewebes

Das konservierte tiefgefrorene Gehirn oder Rattenmyokard wurde in eisgekuhlter Puf-
ferldsung (50 mM Tris/HCI, pH 7,4) fiir 3 x 20 Sekunden mit einem Ultra-Turrax® homo-
genisiert. Es wurde Myokard- oder Hirngewebe pro OR fur die Bindungsstudien ver-
wendet. Das Homogenisat wurde fur 20 Minuten bei 4°C und 48000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Die bodenstéandige Membranfraktion wurde in eisgekiihlter
Pufferlésung (50 mM Tris/HCI, pH 7,4) resuspendiert und fir 10 min bei 37°C in einem
Schuttelwasserbad inkubiert, um endogene Liganden zu entfernen. Unter den vorher
beschriebenen Bedingungen wurde die Gewebesuspension erneut zwei Mal bei 4°C
und 48000 g zentrifugiert und resuspendiert. Anschlielend wurde die Proteinmenge wie
unten beschrieben bestimmt, das Homogenisat aliquotiert und bei -80°C eingelagert.

4.2.2 Bestimmung der Proteinmenge

Fir die Berechnung der BezugsgrofRe fur die Anzahl der Bindungsstellen in fmol/mg
Protein, war die Bestimmung der Proteinmenge der Membransuspension erforderlich.
Zur Bestimmung der Proteinmenge wurde die Methode nach Bradford, 1976 verwendet.
Dazu wurden 200 ul BIO-RAD-Reagens, 790 pl Aqua bidest. und 10 yl der Membran-

fraktion flr 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
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Bei einer Wellenlange von 595 nm konnte nun der Proteingehalt photometrisch ermittelt
werden. Der Leerwert wurde mittels einer Losung bestehend aus 800 upl Aqua bidest.
und 200 ul BIO-RAD-Reagens bestimmt. Zur Kalibrierung des Standardwertes wurde
Rinderserumalbumin (BSA) eingesetzt. Die Proteinmenge wurde anhand einer linearen

Standardkurve bestimmt.

4.2.3 Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien

Zur Durchfuhrung der Sattigungsbindungsstudien wurden die Membranfraktion des
Herz- oder Hirngewebes aufgetaut und nochmals bei 4°C und 48000 g fur 20 Minuten
zentrifugiert, anschlielend homogenisiert und mit eisgekthltem Tris-Puffer (50 mM, pH
7,4) resuspendiert. 200 pl der Membransuspension (100 ug Protein) wurden mit 25pl
verschiedener Konzentrationen von 0,25nM bis 16nM eines [*H]-Opioidrezeptor-
Liganden (Tab. 1) und 25 pl Tris-Puffer in einem Volumen von 250 pl fir eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die rezeptorgebunden Liganden
mittels eines Zell-Filtergerats durch Filtration unter Vakuum auf GF/C-Filterpapiere
ubertragen, die ungebunden Liganden wurden ausgewaschen. Die Filterpapiere wurden
uber Nacht in 3 ml Szintillationsflussigkeit inkubiert. Die radioaktiv markierten Liganden
konnten nun im Fliissigszintillationszahler nachgewiesen werden. Uber die gemessene
Radioaktivitat der gebundenen Liganden konnten Ruckschlisse auf die Anzahl der Re-
zeptoren gezogen werden (siehe Kapitel Quantitative Analyse der Radioligand-
Bindungsstudien). Es wurden jeweils mindestens funf unabhangige Experimente in
Zweifachbestimmung durchgefuhrt. Zur Bestimmung des unspezifischen Bindungsver-
haltens des gewahlten radioaktiven Liganden wurde 10 uyM nicht-radioaktiv-markiertes
Naloxon, Naltrindole oder U-69,593, anstatt des Tris-Puffers zum Versuchsansatz zu-
gegeben und die Radioaktivitat gemessen. Auf diese Weise wurden alle drei oben be-
schriebenen Opioidrezeptoren im Gehirn oder Myokard der Ratten nachgewiesen.
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Tabelle 1: Radioaktiv und nicht-radioaktiv markierte Liganden der Bindungsstudien. Dar-
stellung der Liganden, die in den Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien zur Darstellung Opio-
id-spezifischer Membranbindungsstellen im Gehirn und Im Herzen von Ratten eingesetzt wur-
den, aufgeteilt nach Opioidrezeptoren.

Opioidrezeptor | Ligand Ligand
radioaktiv markiert nicht radioaktiv markiert
MOR *[HIDAMGO Naloxon
DOR °[H]Naltrindole Naltrindole
KOR °[H]U-69,593 U-69,593

4.3 Quantitative Analyse der Radioligand-Bindungsstudien

4.3.1 Grundlagen der Radioligand-Bindungsstudien

Die experimentell nachgewiesene Radioaktivitat stellt die Gesamtheit aller gebundenen
radioaktiv markierten Liganden dar. Diese Gesamtbindung bildet sich aus der spezifi-
schen und der unspezifischen Bindung. Von spezifischer Bindung spricht man, wenn
ein Ligand nur an bestimmte Rezeptoren bindet. Unspezifische Bindungen geht der
Ligand mit kiinstlichem Material oder rezeptorfremden biologischen Strukturen ein.

Die Gesamtbindung zeigt eine Sattigungskinetik. Das heil3t, dass mit zunehmender Lig-
andenkonzentration ein Maximalwert erreicht wird. Die unspezifische Bindung folgt hin-
gegen einem linearen Verlauf ohne Maximalwert. Um eine quantitative Aussage Uber
die Anzahl der Rezeptoren treffen zu kdnnen, muss die spezifische Bindung des Radi-
oliganden an die Rezeptoren ermittelt werden. Da die spezifische Bindung experimen-
tell nicht messbar ist, muss sie durch Subtraktion der unspezifischen Bindung von der
Gesamtbindung errechnet werden.

Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung wird ein Kompetitor des radioaktiv mar-

kierten Liganden in einer 100 bis 1000-facher Uberschusskonzentration eingesetzt.
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Dadurch werden vor allem die ligandenspezifischen Rezeptoren im Versuchsansatz
besetzt, beziehungsweise spezifische Liganden aus ihrer Bindung kompetitiv gelOst.
Der radioaktiv markierte Ligand geht daher die vorliegenden unspezifischen Bindungen
ein. Die gemessene Radioaktivitat entspricht in diesem Versuchsansatz folglich der un-
spezifischen Bindung. Die errechnete spezifische Bindung unterliegt ebenfalls einer
Sattigungskinetik. Sie erreicht bei zunehmender Konzentration des Radioliganden einen
Maximalwert (Abb. 1).

Bindung Bindung
A B

gesamt
spezifisch

unspezifisch

[Radioligand] [Radioligand]

Abb. 1: Spezifische und unspezifische Bindung. Darstellung des Bindungsverhaltens von
Liganden in Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien. A: Graphische Darstellung der Gesamtbin-
dung und der unspezifischen Bindung. Auf der x-Achse wird die Konzentration des freien Radi-
oliganden, auf der y-Achse die Menge des spezifisch gebundenen Radioliganden dargestellt. B:
Graphische Darstellung der spezifischen Bindung nach Subtraktion der unspezifischen Bindung
von der Gesamtbindung. Auf der x-Achse wird die Konzentration des freien Radioliganden, auf
der y-Achse die Menge des spezifisch gebundenen Radioliganden dargestellt. Modifiziert nach
User’s Guide GraphPad Prism 4.

4.3.2 Bestimmung der maximalen Bindungskapazitit und der Gleichgewichtsdis-
soziationskonstanten

Wie bereits erwahnt kann die Anzahl der Opioidrezeptoren und das Bindungsverhalten
der Liganden durch die Bestimmung der Bindungsparameter K4 und Bmax genauer cha-
rakterisiert werden. Die Dissoziationskonstante (Ky) stellt ein Maf} fur die Affinitat der

Bindungsstelle des Liganden zum entsprechenden Rezeptor dar.
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Die maximale Bindungskapazitat (Bmax) beschreibt die maximal durch Liganden zu be-
setzende Rezeptoranzahl.

Die folgende chemische Gleichung zeigt die Interaktion eines Liganden (L) mit der Bin-
dungsstelle einen Rezeptors (R) (89):

+1
L+R —2> gL
—

Die maximale Bindungskapazitat Bnax, auch totale Rezeptoranzahl (Rr) genannt, ergibt
sich aus der Anzahl der freien Rezeptoren (L) und der Anzahl der Rezeptor-Liganden-
Komplexe (RL).

RT = Bmax
[R;]=[R]+[RL]

Die Gleichgewichtsdissozationskonstante (Ky) leitet sich vom Massenwirkungsgesetz
ab.

[RI1x[L] K™
¢ [RL] K

Kombiniert man das Massenwirkungsgesetz mit der Interaktion zwischen Rezeptor und

Ligand und |6st diese nach [RL] auf, erhalt man folgende Gleichung:

RL) - Bun] XIL]
K, +[L]

Diese Gleichung zeigt die Abhangigkeit der Menge des Rezeptor-Liganden-Komplexes

[RL] von der Konzentration des Liganden [L]. Da die maximale Bindungskapazitat Bmax

und die Gleichgewichtsdissoziationskonstante Ky aus der Sattigungskurve nicht ermittelt

werden konnen, muss diese linearisiert gebracht werden. Dazu wird das Verfahren der

linearen Regression nach Scatchard (90) angewandt.
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Die Scatchard-Gleichung lautet:

RLI _Bo 1 iar
(L] K, K,

Die graphische Darstellung der Scatchard-Gleichung erfolgt in einem Koordinatensys-
tem mit folgenden Achsen: Die x-Achse stellt den gebundenen Liganden [RL] (Bound)
dar, wahrend auf der y-Achse der Quotient aus gebundenem und freiem Liganden
[RL)/L] (Bound/Free) aufgetragen wird. Aus dem Schnittpunkt der Geraden mit der x-
Achse ergibt sich die maximale Bindungskapazitat Bnax. Die Gleichgewichtsdissoziati-
onskonstante ermittelt man aus dem negativen reziproken Wert (-1/Kq) der Neigung der
Geraden (Abb. 2).

Steigung = -1/K,

[RL/L]

Kq [L] [RL] Brnax

Abb. 2: Ermittlung der maximalen Bindungskapazitiat (Bmax) und der Gleichgewichtsdis-
soziationskonstanten (Kd). A: Graphische Darstellung der Sattigungskurve. Auf der x-Achse
wird die Konzentration des freien Radioliganden (Free), auf der y-Achse die Menge des spezi-
fisch gebundenen Radioliganden (Bound) dargestellt. B: Graphische Darstellung der Scatchard-
Gleichung. Auf der x-Achse wird die Konzentration des gebundenen Radioliganden (Bound),
auf der y-Achse der Quotient aus gebundenem und freiem Radioliganden (Bound/Free) darge-
stellt. Modifiziert nach User’'s Guide GraphPad Prism 4.

Zur Ermittlung der Bindungsparameter Affinitatskonstante (Kyq) und maximale Rezep-
toranzahl (Bmax) Wurde das Programm Graph-Pad Prism (GraphPad® Software, San
Diego, CA) eingesetzt.
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4.4 Modell ,Infrarenale, aortokavale Fistel (ACF)“

Die folgenden Experimente wurden gemeinsam mit Herrn Dr. med. Sascha Treskatsch
aus der Klinik far Anasthesiologie mit Schwerpunkt operative Intensivmedizin der Cha-
rité - Universitatsmedizin Berlin durchgefuhrt.

4.4.1 Tiere

Die Experimente wurden an 280-300 g schweren mannlichen Wistar-Ratten (Harlan
Winkelmann, Borchen, Deutschland) durchgefuhrt. Die Haltung erfolgte in der Tierhal-
tung der Charité - Universitatsmedizin Berlin, Campus Virchow Klinikum, bei einem 12
Stunden Tag/Nacht-Rhythmus in einem klimatisierten Raum mit konstanter Luftfeuch-
tigkeit und einer Temperatur von 23 Grad Celsius (°C). Trinkwasser und Nahrung wurde
den Tieren zu jeder Zeit zur freien Verfugung gestellt. Die Experimente wurden von der
lokalen Tierschutzbehorde, dem Landesamt fur Gesundheit und Soziales, Berlin, ge-
nehmigt (Genehmigung des Tierantrags G 0144/12 vom 25.03.2012).

4.4.2 Experimentelles Modell

Zum Nachweis von qualitativen und quantitativen Veranderungen der Opioidrezeptoren
und ihrer endogenen Peptide im insuffizienten Herz der Ratte wurde ein etabliertes Mo-
dell nach Treskatsch et al. Angewandt (91). Dieses Modell diente zur reproduzierbaren
Entwicklung einer chronischen, kongestiven Herzinsuffizienz aufgrund einer biventriku-

laren Volumenuberladung, induziert durch eine infrarenale, aortokavale Fistel (ACF).

4.4.3 Operationstechnik der ACF-Induktion

Die ACF-Induktion wurde nach einer modifizierten Operationstechnik von Garcia und
Diebold (92) durchgefihrt. Dazu wurde in Isofluran-Narkose zunachst das Bauchfell der
Tiere rasiert und das Operationsgebiet mit einer 70%-igen Ethanollésung desinfiziert.
Die Bauchhohle wurde durch einen Medianschnitt eroffnet und die Aorta abdominalis
mit der Vena cava inferior in ihrer gemeinsamen Bindegewebsscheide dargestellt. An-
schlieBend wurde die Aorta abdominalis oberhalb der Nierengefallabgange kurzzeitig
mit einer Bulldock-Klemme abgeklemmt. Mittels einer 16G-Kanule (Durchmesser 1.291
mm) wurde die Aorta punktiert, und die Kanule anschlieRend in die Vena cava inferior
vorgeschoben (91).
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Dabei entstand eine reproduzierbare Kurzschlussverbindung (ACF) zwischen beiden
Gefallen analog der Kanulengréfie (Abb. 3). Um die Aorta und die Vena cava blutleer
zu halten, wurden die Gefalde vor dem Herausziehen der Kanule manuell komprimiert.
Im Anschluss wurde die Punktionsstelle mit einem Zyanoakrylkleber (Sekundenkleber,
UHU, Deutschland) verschlossen. Die proximal liegende Klemme wurde nach ungefahr

30 Sekunden (Trocknungszeit des Klebstoffes) geldst und die Perfusion der Aorta wie-

I
A %/\\

Abb. 3: Schematische Darstellung der Induktion einer infrarenalen, aortokavalen Fistel.
Links: Darstellung des Blutflusses (Pfeile) durch die Aorta und die Vena cava inferior vor der
Operation; Rechts: Darstellung des Blutflusses (Pfeile) durch die Aorta und die Vena cava inf.
nach der Operation.

der freigegeben.

Eine qualitative Beurteilung der Fistelgro3e konnte nun visuell durch ein pulsatiles An-
schwellen und eine hellrote Verfarbung der Vena cava inferior aufgrund der Zumi-
schung von arteriellem Blut vorgenommen werden. Danach wurde die Bauchhohle
schichtweise mit sterilen Einzelknopfnahten verschlossen. Die Kontrolltiere wurden bis
auf die Punktion der Aorta identisch operiert. Zur postoperativen Schmerztherapie wur-
de Metamizol 40mg/kg KG s.c. unmittelbar intraoperativ sowie an den ersten beiden

postoperativen Tagen verabreicht.
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4.4.4 Hamodynamische Vermessung

Der Nachweis einer volumenbedingten Herzinsuffizienz gelang anhand verschiedener
Parameter (siehe unten) (91). Diese Experimente wurden unter Tiletamin/Zolazepam-
Anésthesie (Zoletil®, 10mg/kg s.c. initial und anschlieRender Vertiefung durch 50mg/kg
i.m.) 28 + 2 Tage nach der ACF-Induktion durchgefihrt (93). Um eine Hypothermie der
Tiere zu verhindern, wurden diese wahrend der hamodynamischen Vermessung auf
eine Heizplatte gelegt. Das Elektrokardiogramm (EKG) wurde Uber externe Elektroden
mit Ableitung der Herzfrequenz erfasst. Nach Uberpriifung einer ausreichenden Narko-
setiefe durch duRere Reize wurde eine Tracheotomie (Kunststoff-Katheter, OD 2,42
mm) durchgefiihrt, Gber welche die Tiere spontan atmeten. AnschlieBend wurde zur
Messung des zentralvendsen Drucks (ZVD) ein PE-50-Katheter (OD 0,96 mm) in die
rechte Vena jugularis eingefihrt (Abb. 4). Zur Bestimmung des arteriellen Blutdruckes
wurde ein Druck-Volumen-Katheter (Mikro-Tip Pressure-Volume Catheter (SPR-838NR;
Millar® nach Darstellung und Inzision in die rechte Arteria carotis communis eingefiihrt
(Abb. 5). Im Anschluss wurde der Katheter vorsichtig durch die Aortenklappe in den
linken Ventrikel vorgeschoben. So konnten folgende Parameter gemessen werden: SV
= Schlagvolumen; LVEF = Linksventrikulare Ejektionsfraktion; LVEDP = Linksventrikula-
rer enddiastolischer Druck; SBD = Systolischer Blutdruck; DBD = Diastolischer Blut-
druck; ZVD = Zentralvenodser Druck; dP/dt max.= maximale systolische Druckverande-
rung pro Sekunde im linken Ventrikel; LVEDV= Linksventrikulares enddiastolisches Vo-
lumen; LVESV= Linksventrikulares endsystolisches Volumen. Auferdem konnten
Druck-Volumen-Kurven aufgezeichnet werden. Alle Messungen wurden mit dem
PowerlLab®-Programm (AD Instruments, New Zeeland) registriert®. Nach der vollstan-
digen Katheterisierung der Tiere wurde ein 10 minutige Ruhezeit eingehalten, bevor die
Messungen begonnen wurden. Nach Abschluss der Messungen erhielt jedes Tier bei
Bedarf eine Repetitionsdosis Zoletil® und die frihere OP-Narbe wurde erneut erdffnet,
um die Fistel visuell zu evaluieren. Zur Organentnahme wurde das Tier durch eine fina-
le Blutentnahme getotet und das Herzgewebe wie in den Kapiteln 2.4 und 2.6 beschrie-
ben zur Untersuchung des kardialen Opioidsystems verwendet.
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4.5 Immunhistochemie

Die Darstellung der Opioidrezeptoren (DOR, KOR) wurde mittels immunhistochemi-
scher Anfarbung mit fluoreszierenden Antikdrpern durchgefihrt (87,88). Zur Bestim-
mung der Lokalisation der Opioidrezeptoren im Myokard wurden die Calciumkanale
Dihydropyridin- (DiR,Ca,1.2) und Ryanodin-Rezeptor (RyR) angefarbt.

Die Immunhistochemie beschreibt eine Methode mit der bestimmte proteinartige Ziel-
strukturen in histologischen Schnitten auf zellularer und subzellularer Ebene mit Hilfe
von Antikorpern unter dem Mikroskop sichtbar gemacht werden.

Die Darstellung erfolgt in einer Antigen-Antikorper-Reaktion durch Antikorper, die spezi-
fisch fur bestimmte Bereiche, sogenannte Epitope, sind. Nach der Anzahl der verwen-
deten Antikorper werden verschiedene Formen der Immunhistochemie unterschieden.
Bei der direkten Methode sind die spezifischen Antikorper direkt mit einem Enzym kon-
jugiert. Dieses setzt ein hinzugeflgtes chromogenes Substrat in einer immunchemi-
schen Reaktion um und die gewunschte Zielregion wird deutlich hervorgehoben. Bei
Erweiterung der Methode um fluoreszierende Antikorper spricht man von Immunfluo-
reszenz. Fir die Detektion mit Hilfe der in dieser Arbeit angewandten indirekten Metho-
de sind zwei Antikorper notwendig. Zunachst bindet der immunogenspezifische Pri-
marantikorper an der Zielregion. Nun wird ein Sekundarantikorper verwendet der wiede-
rum spezifisch fur das Fc-Segment des Primarantikorpers ist. Der Sekundarantikorper
ist mit einem fluoreszierenden Farbstoff konjugiert, der die mikroskopische Darstellung

der Zielregion ermaoglicht.

Der immunhistochemische Nachweis der Opioidrezeptoren DOR und KOR und der Cal-
ciumkanale DiR und RyR erfolgte unter Supervision von Herrn Dr. Shaaban Mousa ent-
sprechend der Arbeitsprotokolle von Treskatsch et al., 2014 und Mousa et al., 2011.

4.5.1 Aufbereitung des Gewebes
Zur Gewinnung des ACF- und Kontrollmyokards des linken Ventrikels wurden die
mannlichen Wistar-Ratten (siehe unten) in tiefer Tiletamin/Zolazepam (Zoletil®)-Narkose

zunachst mit 100ml warmer NaCl-Lésung (pH 7,4) transkardial perfundiert.
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Anschliefiend wurde die transkardiale Perfusion mit einer Fixationslésung (300 ml 4%-
Paraformaldehyd in 0,16 M Phosphat-Puffer, pH 7,4) fortgeflihrt. Nach der Perfusion
wurden die Herzen entnommen und erneut in der oben genannten Fixationslosung fur
90 Minuten inkubiert. Die Konservierung erfolgte bei 4° Celsius Uuber Nacht mit einer
Konservierungslésung (PBS: Phosphat-Puffer, NaC,I pH 7,4 10% Sucrose). Zur Her-
stellung histologischer Gewebeschnitte wurde das Myokard zunachst in einer Tissue-
Tek-Lésung (OCT; Miles, Elkhart, USA) eingebettet und bei -80°C tiefgefroren.

Mittels eines Cryostat (Microm International GmbH, Walldorf, Germany) lieBen sich 10
Mikrometer dinne Schnitte herstellen, die in PBS gelagert wurden. Anschliel3end wur-
den die Gewebeschnitte auf Objekttragern in Gelatine eingefasst.

4.5.2 Immunfluoreszenz-Farbung

Die in Gelatine gefassten Gewebeschnitte wurden zum Schutz vor unspezifischen Bin-
dungen der Antikdrper fur 60 Minuten in einer Lésung (PBS, 0.3% Triton X-100, 1%
BSA, 10% Ziegen-Serum, Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA) inkubiert. Die
Schnitte wurden dann Gber Nacht den folgenden spezifischen Primarantikbrpern (Tab.
2) ausgesetzt: polyklonaler Kaninchen-Anti-DOR-Antikorper oder polyklonaler Kanin-
chen-Anti-KOR-Antikdrper. Zur Identifizierung des spannungsabhangigen L-Typ-
Calciumkanals  Dihydropyridin-Rezeptor wurde ein  monoklonaler Maus-Anti-
Dihydropyridin-Rezeptor-Antikérper (Anti-Ca,1.2) hinzugeflgt. Der Ryanodin-Rezeptor
im Sarkoplasmatischen Retikulum wurde mittels eines monoklonalen Maus-Anti-
Inositol-1,4,5-Trisphosphat-Rezeptor-Antikorpers Typ Il dargestellt. Anschliefend wur-
den die uberschussigen Primarantikorper wie unten beschrieben mit PBS ausgewa-
schen. Die Gewebeschnitte wurden nun mit folgenden Sekundarantikérpern (Tab. 3)
inkubiert: Texas Red konjugierte Ziege-Anti-Kaninchen-Antikorper: spezifisch fur die
Anti-OR-Antikdrper oder FITC konjugierte  Affe-Anti-Maus-Sekundarantikdrper:
spezifisch fur die Anti-Calciumkanal-Antikorper. Das Auswaschen der Uberschissigen
Sekundarantikorper erfolgte ebenfalls mit PBS. Die blaue Anfarbung der Kerne erfolgte
mit 4’-6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI, 0,1ug/ml in PBS) (Sigma, USA). Es folgte ein
erneuter Auswaschvorgang mit PBS. Alle Antikorperreaktionen fanden bei Raumtempe-
ratur statt. Die Waschvorgange mit PBS erfolgten jeweils drei Mal fur 10 Minuten. Die
Gewebeschnitte wurden anschlielfend mittels Vectashield Mounting Medium (Vector
Laboratories) auf Objekttragern befestigt.

30



Schlussendlich konnten die Zielstrukturen mit Hilfe eines konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskops Zeiss LSM 510 (Carl Zeiss, Goéttingen, Germany) sichtbar gemacht werden.
Zur Sicherstellung der Spezifitat der Primarantikorper-Reaktion wurden Kontrollversu-
che mittels Inkubation mit 5lg/ml des synthetischen Peptides fir DOR (Gramsch Labo-
ratories) und KOR (Dr. S.J. Watson) durchgefuhrt.

Die quantitative densitometrische Auswertung der spezifischen Immunfluoreszenz er-
folgte mit Hilfe des Programms Image J (Wayne Rasband, National Institutes of Health).
Zunachst wurde der Hintergrund des Bildes gleich 0 gesetzt und zur Erzeugung der
gegenteiligen Farbe des jeweiligen Farbraumes das Bild invertiert. AnschlieRend wur-
den das Areal und die Dichte der Pixel der spezifischen Immunfluoreszenz gemessen.
Daraus wurde die optisch integrierte Dichte (OID) mit Hilfe des Programms errechnet.

Zur Bearbeitung der Bilder wurde das Programm Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Sys-

tems, San Jose, USA) verwendet.

Tabelle 2: Priméarantikorper zur immunhistochemischen Anfarbung von Opioidrezeptoren
und Calciumkanélen. Auflistung der Primarantikbrper zur immunhistochemischen Anfarbung
der Opioidrezeptoren (DOR,KOR) und der Calciumkanale (DiR,RyR) im Myokard von Ratten
28 + 2 Tage nach Induktion einer infrarenalen, aortokavalen Fistel mit konsekutiver chronischer
kongestiver Herzinsuffizienz, sowie im Myokard gesunder Ratten.

Zielstruktur | Inmunogen Primarantikorper

DOR Aminosaure 3-17 ab N-Terminus | Polyklonaler  Kaninchen-Anti-DOR-
des DOR der Ratte Antikorper

KOR Aminosaure 384-398 ab N- | Polyklonaler = Kaninchen-Anti-KOR-
Terminus des KOR der Ratte Antikorper

DiR a2 Untereinheit des DiR des | Monoklonaler Maus-Anti-
Kaninchens Dihydropyridin-Rezeptor-Antikdrper

RyR Inositol-1,4,5-Trisphosphat- Monoklonaler Maus-Anti-Inositol-
Rezeptor Typ Il des Menschen, | 1,4,5-Trisphosphat- Typ Il -
Aminosaure 22-230 Rezeptor-Antikorper
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Tabelle 3: Sekundérantikérper zur immunhistochemischen Darstellung der spezifischen
Primarantikorper. Auflistung der Sekundarantikérper zur immunhistochemischen Darstellung
der Opioidrezeptor- und Calciumkanal-spezifischen Primarantikérper im Myokard von Ratten.

Zielstruktur

Sekundarantikorper

Polyklonaler Kaninchen-Anti-DOR Texas Red konjugierte Ziege-Anti-
Kaninchen-Antikorper
Polyklonaler Kaninchen-Anti-KOR Texas Red konjugierte Ziege-Anti-

Kaninchen-Antikorper

Monoklonaler
Rezeptor

Maus-Anti-Dihydropyridin-

FITC konjugierte
Sekundarantikorper

Affe-Anti-Maus-

Monoklonaler
Trisphosphat-Rezeptor Typ Il

Maus-Anti-Inositol-1,4,5-

FITC konjugierte
Sekundarantikorper

Affe-Anti-Maus-
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4.6 Western Blot

Der semiquantitative Nachweis der Opioidrezeptoren (DOR, KOR) und ihrer endogenen
Liganden erfolgte durch die Western Blot-Methode mit Hilfe von markierten Antikérpern
(87,88,94). Zuerst wurden die Rezeptor- und Ligandenproteine unter Einwirkung von
SDS denaturiert und erhielten eine einheitlich negative Ladung. Zur Linearisierung
durch Auflosung der Disulfidbricken wurde eine Reduktion mit b-Mercaptoethanol
durchgefuhrt. Im Anschluss wurden die Proteine mittels Elektrophorese der Grofde nach
aufgetrennt und anschliel3end durch ,Blotten® auf eine Nitrozellulosemembran ubertra-

gen.

Die Detektion der Proteine gelang mit Hilfe spezifischer Antikorper. Die Methode wurde
erstmals 1979 im Labor von George R. Stark an der Universitat Stanford entwickelt
(95). Zur Detektion wurden zwei unterschiedliche Antikérper verwendet. Der erste Anti-
korper ging eine spezifische Bindung mit den Epitopen der zu detektierenden Proteine
ein. Der Sekundarantikérper konnte nun die Primarantikorper Gber eine HRP (Meerret-
tich-Peroxidase) Reaktion darstellen. Das zugesetzte Peroxidase-Substrat ermdglichte
die Reduktion von H202 zu H20, katalysiert durch die HRP. Das Substrat setzte sich
aus 2 Lésungen zusammen, welche erst kurz vor dem Gebrauch gemischt wurden (ca.
24h stabil): eine Peroxid-L6sung und eine Luminol-Lésung. Das Luminol wurde oxidiert
und setzte dadurch Energie in Form von Licht frei (=Chemilumineszenz). Dieses Chemi-

lumineszenzsignal konnte nun detektiert werden.

Die Erstellung der Western Blots wurde entsprechend der Arbeitsprotokolle von Mousa
et al., 2015 unter Supervision von Frau Petra von Kwiatkowski durchgefuhrt.

4.6.1 Aufbereitung des Gewebes

Das bei -80° Celsius gelagerte Herzgewebe wurde zunachst mit einem Skalpell zerklei-
nert. Anschliellend wurde es in ca. 300 pl Pufferldsung bestehend aus RIPA-Puffer
(Santa Cruz) und Protease-Inhibitoren aufgenommen und mittels des Ultra-Turrax—
homogenisiert. Die Gewebesuspension wurde nun bei 4° Celsius ca. 30 Minuten inku-
biert und schlieB3lich bei 16000 G und 4° Celsius fur 20 Minuten zentrifugiert.
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Das Pellet wurde verworfen und der Uberstand verwendet oder alternativ zum spéteren

Gebrauch bei -80° Celsius Grad eingefroren.

4.6.2 Bestimmung der Proteinmenge

Zur Vergleichbarkeit verschiedener Western Blots ist es notig, stets gleiche Protein-
mengen auf das Gel aufzutragen. Deshalb wurde zunachst die genaue Bestimmung der
Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben durchgefuhrt. Im Vorfeld aller Western
Blot Experimente wurden die Proteinkonzentrationen nach Pierce bestimmt. Hierbei
handelt es sich um eine colorimetrische Bestimmung und Quantifizierung der Gesamt-
proteinmenge durch Komplexbildung von Proteinen mit Kupfer. Das Kupfer-lon cu®*
reagiert in alkalischem Milieu mit Proteinen zu Cu'*. AnschlieRend entsteht durch Kom-
plexbildung von zwei BCA-Molekiilen (Bichinonsaure) mit einem Cu'*-lon ein wasser-
I6sliches, violettes Reaktionsprodukt. Das Absorptionsmaximum dieses Komplexes liegt
bei 562 nm. Da der Anteil des Reaktionskomplexes direkt proportional zur Proteinmen-
ge ist, konnte durch photometrische Quantifizierung auf die Proteinmenge geschlossen
werden. Die Wells der Mikrotiterplatte wurden mit jeweils 10 yl des Proteinstandards
bzw. der unbekannten Probe befiillt. Dazu wurden 200 pl Reaktionslésung (siehe Kapi-
tel Material) hinzugegeben, die sich aus dem alkalischen Reagenz A (enthalt Bichinon-
saure), und dem Reagenz B (enthalt Kupfersulfat) im Verhaltnis 50:1 zusammensetzte.
Jeder Wert wurde doppelt bestimmt. Die Mikrotiterplatte wurde zunachst ca. 30 Minuten
bei 37°C im Brutschrank inkubiert, dann auf Raumtemperatur abgekuhlt. Schlielich
wurde die Extinktion gemessen, wodurch die Proteinkonzentration berechnet werden
konnte. Als Referenz zu den Proben wurde eine Eichkurve mit Rinderalbumin in den
Konzentrationen von Oug/ml bis 2000pug/ml hergestellt. Mit dem im Kit enthaltenen Rin-
deralbuminstandard mit der Konzentration 2mg/ml wurde eine Verdinnungsreihe mit
RIPA-Puffer in den oben angegebenen Konzentrationen angefertigt. Die Proben wurden
doppelt bestimmt und aus den ermittelten eine Eichkurve berechnet. Durch die Lineari-
tat (Extinktionskoeffizient/ Proteinmenge) konnte die effektive Proteinmenge der unbe-

kannten Proben quantifiziert werden.

4.6.3 Vorbereitung der Gelelektrophorese

Die Losungen der einzelnen Gele sind im Materialteil aufgelistet. Die Komponenten flr
das Trenngel wurden gemischt und in eine vorbereitete Gelkassette gegeben. Diese
besteht aus zwei Glasplatten, von denen eine einen integrierten Abstandhalter enthalt.
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AnschlieRend wurde die Trenngel-Losung bis 10mm unterhalb der Probentaschen ge-
gossen und mit ca. 1 ml Isopropanol zur Glattung Uberschichtet. Daraufhin wurde das
Gel zur Polymerisation fur 30 Minuten stehen gelassen.

Mit einem Filterpapier wurden die Isopropanolreste aufgenommen, dann die Sammel-
gellésung bis zum oberen Rand der Glasplatten dazugegeben. Der Kamm wurde |uft-
blasenfrei eingesteckt und das Gel schliel3lich tber einige Stunden (Uber Nacht) ausge-
hartet. Aus den Konzentrationsbestimmungen der Proteinsuspensionen wurde die Gro-
Re des einzusetzenden Probenvolumens ermittelt, sodass 20-80 ug Protein (abhangig
vom Vorhandensein des gesuchten Proteins) eingesetzt wurden. Die Probensuspensi-
on wurde mit RIPA-Puffer und einer SDS-L6sung vermischt (5x Laemmli-Puffer: 0,5 mM
Tris, pH 6,8, 10% SDS, 20% Glycerol, 10% Mercaptoethanol, 0,05% Bromphenolblau).
Pro Geltasche ergab sich ein Auftragevolumen von 20 pul. Die Proben wurden homoge-
nisiert, kurz zentrifugiert und schlie8lich fir 10 Minuten bei 95°C denaturiert. Dann wur-
den die Proben vollstandig in die Taschen des Gels gegeben. Zusatzlich zu den Proben
wurde ein Standardproteinmarker zur GroRenbestimmung in eine separate Tasche pi-
pettiert.

4.6.4 Auftrennung der Proteine und Blotting

Die Auftrennung der Proteine im Gel erfolgte in einem vertikalen Elektrophorese-
System, das mit Laufpuffer geflllt wurde. Unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes
wanderten die vorbehandelten Proteine von der Kathode zur Anode und wurden so
nach ihrer Grofe aufgetrennt. An das Gel wurde daher zunachst eine Stromspannung
von 70V angelegt, um die Proteine im Sammelgel ca. 20 Minuten zu konzentrieren. Da-
nach wurde die Spannung auf 120-160 V erhoht, bis die Proteinbanden ausreichend
getrennt waren. Das Gel wurde nun vorsichtig von den Glasplatten abgenommen und
das Sammelgel vom Trenngel abgetrennt. Es wurde eine Nitrocellulosemembran in der
GroRe des Gels zugeschnitten. Fur den Blotting-Vorgang wurde ein sogenanntes
Sandwich hergestellt. Dieses bestand aus einem Streifen Filterpapier aus Zellstoff, ei-
ner Nitrocellulosemembran, dem Gel und einem weiteren Filterpapierstreifen. Dieses
Sandwich wurde zwischen zwei dinnen Schwammen in einer gitterformigen Kunststoff-
vorrichtung eingeklemmt und mit der Membranseite zur Anode in die mit Blotting Puffer

gefullte Blot-Kammer eingehangt.
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Somit konnten die Proteinbanden vom Gel auf die Nitrocellulosemembran transferiert

werden. Der Transfer erfolgte bei 350 mA fur ca. 90 Minuten.

4.6.5 Farbungen

Die auf die Nitrocellulosemembran transferierten Proteinbanden wurden mit dem Farb-
stoff Ponceau angefarbt um die Effizienz der Ubertragung zu Uberprifen. Wenn alle
Banden vorhanden und vor allem gleichmalig zu sehen waren, wurde der Farbstoff mit

TBST ausgewaschen.

4.6.6 Blocken

Vor der Reaktion zwischen den fixierten Proteinen auf der Nitrocellulosemembran und
den spezifischen Antikdrpern mussen unspezifische Proteinbindungsstellen der Blot-
membran blockiert werden. Zu diesem Zweck wurde die Membran 90 Minuten bei
Raumtemperatur je nach Antikdrper entweder in 3% BSA-TBST-Lésung oder 5% Ma-
germilch-TBST-Losung inkubiert.

4.6.7 Detektion

Direkt nach dem Blocken wurde die Nitrocellulosemembran tUber Nacht bei 4° Celsius
auf dem Kippschattler mit dem Primarantikdrper (Tab. 4) inkubiert. Zum Vergleich wur-
de GAPDH verwendet (Kaninchen-Anti-GAPDH-Antikorper, Aminosaure 1-335 des
Menschen). Es folgte dreimaliges Waschen mit TBST jeweils 10 Minuten und die an-
schlielende 90-minatige Inkubation mit dem jeweiligen HRP-konjugierten Sekundaran-
tikdrper (Tab. 5) im jeweiligen Blocking-Buffer auf dem Kippschuttler. Daraufhin wurden
drei weitere Waschvorgange der Membranen mit TBST fur 10 Minuten durchgefthrt.
Als Substrat fur die HRP wurde eine ECL-L6sung (SuperSignal West Pico; Thermo Sci-
entific, USA) verwendet. Die Membranen wurden ca. 2 Minuten mit dem ECL-Reagenz
inkubiert. Daraufhin wurden die Membranen zur Detektion des Chemilumineszenzsig-
nals zwischen 30 Sekunden und 20 Minuten mit Rontgenfilmen in einer Rontgenkasset-
te exponiert. In einer automatischen Entwicklermaschine wurden die Banden sichtbar
gemacht. Die quantitative densitometrische Auswertung der Banden erfolgte mit Hilfe
des Programms Image J (Wayne Rasband, National Institutes of Health).
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Zunachst wurde der Hintergrund des Bildes gleich 0 gesetzt und zur Erzeugung der
gegenteiligen Farbe des jeweiligen Farbraumes das Bild invertiert. Anschlieend wur-
den das Areal und die Dichte der Pixel der spezifischen Banden gemessen. Daraus
wurde die optisch integrierte Dichte (OID) mit Hilfe des Programms errechnet.

Tabelle 4: Primarantikorper zu Darstellung von Opioidrezeptoren und ihren endogenen
Liganden im Western Blot. Auflistung der Primarantikdrper zur Darstellung der Opioidrezepto-
ren (DOR,KOR) und Opioidpeptide (PENK,PDYN) im Myokard einer Ratte 28 + 2 Tage nach
der Induktion einer infrarenalen, aortokavalen Fistel mit einhergehender chronischer kongesti-
ver Herzinsuffizienz.

Zielstruktur Immunogen Primarantikorper

DOR Peptid: METWPF- | Kaninchen Anti-DOR
GELL

KOR Aminosauren 350-400 | Kaninchen Anti-KOR

ab N-Terminus des
KOR des Menschen

PENK Leu5-enkephalin (Rat- | Maus Anti-PENK
te)

PDYN Peptid: Kaninchen Anti-PDYN
RSQENPNTYSEDLDV
(Ratte)

Tabelle 5: Sekundarantikorper zur Detektion der Primarantikorper im Western Blot. Auflis-
tung der benutzten Sekundarantikérper zur Darstellung der fiir das Fc-Segement der Opioidre-
zeptor- und Opioidpeptid-spezifischen Primarantikdrper im Myokard einer Ratte 28 + 2 Tage
nach der Induktion einer infrarenalen, aortokavalen Fistel mit einhergehender chronischer kon-
gestiver Herzinsuffizienz.

Zielstruktur Sekundarantikorper
Kaninchen Anti-DOR Anti-Kaninchen-Antikorper
Kaninchen Anti- KOR Anti-Kaninchen-Antikorper
Maus Anti-PENK Anti-Maus-Antikorper
Kaninchen Anti-PDYN Anti-Kaninchen-Antikorper
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4.7 Statistik

Die Berechnungen und graphischen Darstellungen wurden mit SPSS erstellt. Alle Daten
werden als Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Die statistischen Signifikanzen
zwischen zwei Gruppen wurden bei Normalverteilung der Daten mittels Student-t-Test
ermittelt (Kolmogorov—Smirnov-Test), andernfalls mittels Mann—-Whitney-U-Test durch-

gefuhrt. P<0.05 wurde als statistisch signifikant angenommen.
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5. Ergebnisse

5.1 Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien

5.1.1 Nachweis von Opioidrezeptoren im Gehirn

Zunachst konnten zum Vergleich der ORs zwischen Gehirn, Rickenmark und Herz
spezifische Bindungsstellen von DOR, KOR und MOR nachgewiesen werden. Dazu
wurden Sattigungs-Bindungsstudien mit Hilfe der radioaktiv markierten Liganden
[*H]Naltrindole, [°H]U-69,593 und [°H]DAMGO mit jeweils 5 gesunden Ratten (n=5
durchgefuhrt.

Es zeigte sich, dass der Ligand [*H]Naltrindole in den Séattigungs-Bindungsstudien von
DOR an die Gehirn-Membranfraktionen gebunden wurde. Die Ermittlung der maximalen
Bindungskapazitat und der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten ergab Bmax= 373,1
32,1 fmol/mg und Kq= 1,5 £ 0,4 nM (Abb. 4).

Die Ergebnisse der Sattigungs-Bindungsstudien von KOR im Gehirn und im Rucken-
mark zeigten, dass der Ligand [*H]U-69,593 an die Membranfraktionen gebunden wur-
de. Die maximale Bindungskapazitat und die Gleichgewichtsdissoziationskonstante der
Bindungsstudien im Gehirn betrugen Bnax= 72,03 + 5,7 fmol/mg und Kq= 0,4 £ 0,14 nM
(Abb. 5). Im Rickenmark wurde eine maximale Bindungskapazitat Byax= 22,7 + 1,7 und
eine Gleichgewichtsdissoziationskonstante K4 = 1,8 £ 0,38 nM ermittelt (Abb. 6).

MOR liel3 sich in Sattigungs-Bindungsstudien im Gehirn und im Ruckenmark mittels
[PHIDAMGO darstellen. Die Berechnung der maximalen Bindungskapazitit und der
Gleichgewichtsdissoziationskonstante im Gehirn ergab Bmax= 404,7 £ 18,83 fmol/mg
und Kg= 0,70 £ 0,1 nM (Abb. 7), im Rickenmark Bnax= 138.8 £ 9,4 fmol/mg und Kq4 =
0.43 £ 0.1 nM (Abb. 8).
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Abb. 4: Nachweis von DOR-spezifischen Bindungsstellen im Gehirn. A: DOR-spezifische
Bindungskurve von [°H]Naltrindole im Rattengehirn. Auf der x-Achse ist die Konzentration von
radioaktiv markiertem [*H]Naltrindole, einem DOR-Agonisten, in nM angegeben, auf der y-
Achse die Proteinmenge, an die der Ligand spezifisch gebunden hatte, in fmol/milligramm. B:
Scatchard-Plot der DOR- spezifischen Bindungskurve von [°H]Naltrindole im Ratten-
Hypothalamus. Auf der x-Achse ist die Konzentration des Rezeptor-Liganden-Komplexes, auf
der y-Achse die Konzentration des Rezeptor-Liganden-Komplexes/Ligand angegeben. Die
Auswertung ergab Bnax= 373,1 £32,1 fmol/mg und K4= 1,5 = 0,4 nM. Angegebene Werte stel-
len Mittelwerte + Standardfehler von 5 Ratten (n=5) dar.
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Abb. 5: Nachweis von KOR-spezifischen Bindungsstellen im Gehirn. A: KOR-spezifische
Bindungskurve von [3H]U-69,593 im Rattengehirn. Auf der x-Achse ist die Konzentration von
radioaktiv markiertem [°H]U-69,593, einem KOR-Agonisten, in nM angegeben, auf der y-Achse
die Proteinmenge, an die der Ligand spezifisch gebunden hatte, in fmol/milligramm. B:
Scatchard-Plot der KOR- spezifischen Bindungskurve von [*H]U-69,593 im Ratten-
Mesencephalon. Auf der x-Achse ist die Konzentration des Rezeptor-Liganden-Komplexes, auf
der y-Achse die Konzentration des Rezeptor-Liganden-Komplexes/Ligand angegeben. Die
Auswertung ergab Bn.= 72,03 = 5,7 fmol/mg und Kq= 0,4 = 0,14 nM. Angegebene Werte stel-
len Mittelwerte + Standardfehler von 5 Ratten (n=5) dar.
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Abb. 6: Nachweis von KOR-spezifischen Bindungsstellen im Riickenmark. A: KOR-
spezifische Bindungskurve von [°H]U-69,593 im Riickenmark von Ratten. Auf der x-Achse ist
die Konzentration von radioaktiv markiertem [°H]U-69,593, einem KOR-Agonisten, in nM ange-
geben, auf der y-Achse die Proteinmenge, an die der Ligand spezifisch gebunden hatte, in
fmol/milligramm. B: Scatchard-Plot der KOR- spezifischen Bindungskurve von [PH]U-69,593 im
Ratten-Mesencephalon. Auf der x-Achse ist die Konzentration des Rezeptor-Liganden-
Komplexes, auf der y-Achse die Konzentration des Rezeptor-Liganden-Komplexes/Ligand an-
gegeben. Die Auswertung ergab Bmax= 22,7 £ 1,7 fmol/mg und Kys= 1,8 + 0,38 nM. Angegebene
Werte stellen Mittelwerte + Standardfehler von 5 Ratten (n=5) dar.
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Abb. 7: Nachweis von MOR-spezifischen Bindungsstellen im Gehirn. A: MOR-spezifische
Bindungskurve von [PH]IDAMGO im Rattengehirn. Auf der x-Achse ist die Konzentration von
radioaktiv markiertem [°’HIDAMGO, einem MOR-Agonisten, in nM angegeben, auf der y-Achse
die Proteinmenge, an die der Ligand spezifisch gebunden hatte, in fmol/milligramm. B:
Scatchard-Plot der MOR- spezifischen Bindungskurve von [PHIDAMGO im Ratten-
Hypothalamus. Auf der x-Achse ist die Konzentration des Rezeptor-Liganden-Komplexes, auf
der y-Achse die Konzentration des Rezeptor-Liganden-Komplexes/Ligand angegeben. Die
Auswertung ergab Bnax= 404,7 £ 18,83 fmol/mg und Kyq= 0,70 = 0,1 nM. Angegebene Werte
stellen Mittelwerte + Standardfehler von 5 Ratten (n=5) dar.
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Abb. 8: Nachweis von MOR-spezifischen Bindungsstellen im Riickenmark. A: MOR-
spezifische Bindungskurve von [PH]IDAMGO im Riickenmark von Ratten. Auf der x-Achse ist die
Konzentration von radioaktiv markiertem [3H]DAMGO, einem MOR-Agonisten, in nM angege-
ben, auf der y-Achse die Proteinmenge, an die der Ligand spezifisch gebunden hatte, in
fmol/milligramm. B: Scatchard-Plot der MOR- spezifischen Bindungskurve von [PHIDAMGO im
Ratten-Hypothalamus. Auf der x-Achse ist die Konzentration des Rezeptor-Liganden-
Komplexes, auf der y-Achse die Konzentration des Rezeptor-Liganden-Komplexes/Ligand an-
gegeben. Die Auswertung ergab By.= 138.8 + 9,4 fmol/mg und Ky= 0.43 £ 0.1 nM. Angegebe-
ne Werte stellen Mittelwerte + Standardfehler von 5 Ratten (n=5) dar.

5.1.2 Nachweis von Opioidrezeptoren im Herzen

Im nachsten Schritt konnten DOR-, KOR- und MOR-spezifische Membran-
Bindungsstellen im LV nachgewiesen werden. Wie in Gehirn und Ruckenmark liel sich
auch im linken Ventrikel gesunder Ratten eine Sattigungskinetik der DOR-spezifischen
Bindungsstellen zeigen. [®H]Naltrindole wurde an die LV-Membranfraktionen gebunden.
Die maximale Bindungskapazitat und die Gleichgewichtsdissoziationskonstante betrug
Bmax= 456 fmol/mg und K4 = 6,3 nM (Abb. 9).

Die Ergebnisse der Sattigungs-Bindungsstudien von KOR im LV zeigten, dass [*H]U-
69,593 an die LV-Membranfraktionen gebunden wurde. Die Berechnung der maximalen
Bindungskapazitat und der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten mittels Scatchard-
Plot ergab Bnax= 33,5 £ 6,2 fmol/mg und K4 = 5,1 £ 1,8 nM (Abb. 10).

MOR-spezifische Membran-Bindungsstellen im linken Ventrikel zeigten keine Satti-
gungskinetik in den Bindungsstudien mit [*H]DAMGO.
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Abb. 9: Nachweis von DOR-spezifischen Bindungsstellen im LV gesunder Rattenherzen.
A: DOR-spezifische Bindungskurve von [°H]Naltrindole im LV von gesundem Rattenmyokard.
Auf der x-Achse ist die Konzentration von radioaktiv markiertem [°H]Naltrindole, einem DOR-
Agonisten, in nM angegeben, auf der y-Achse die Proteinmenge, an die der Ligand spezifisch
gebunden hatte, in fmol/milligramm. B: Scatchard-Plot der DOR- spezifischen Bindungskurve
von *[H]Naltrindole im LV. Auf der x-Achse ist die Konzentration des Rezeptor-Liganden-
Komplexes, auf der y-Achse die Konzentration des Rezeptor-Liganden-Komplexes/Ligand an-
gegeben. Die Auswertung ergab B,.x= 455,6 60,9 fmol/mg und Ky= 6,3 nM +=1,9. Angegebe-
ne Werte stellen Mittelwerte + Standardfehler von 5 Ratten (n=5) dar. (Abbildung modifiziert
nach Treskatsch, Dehe et al., 2015)
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Abb. 10: Nachweis von KOR-spezifischen Bindungsstellen im LV gesunder Rattenherzen.
A: KOR-spezifische Bindungskurve von [°H]U-69,593 im LV von gesundem Rattenmyokard. Auf
der x-Achse ist die Konzentration von radioaktiv markiertem [*H]U-69,593, einem KOR-
Agonisten, in nM angegeben, auf der y-Achse die Proteinmenge, an die der Ligand spezifisch
gebunden hatte, in fmol/milligramm. B: Scatchard-Plot der KOR- spezifischen Bindungskurve
von [’H]U-69,593 im LV. Auf der x-Achse ist die Konzentration des Rezeptor-Liganden-
Komplexes, auf der y-Achse die Konzentration des Rezeptor-Liganden-Komplexes/Ligand an-
gegeben. Die Auswertung ergab ergab Bnax= 33,5 + 6,2 fmol/mg und Ky= 5,1 = 1,8 nM. Ange-
gebene Werte stellen Mittelwerte + Standardfehler von 5 Ratten (n=5) dar. (Abbildung modifi-
ziert nach Treskatsch, Dehe et al., 2015)
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Abb. 10: Nachweis MOR-spezifischer Bindungsstellen im LV gesunder Rattenherzen.

A: MOR-spezifische Bindungskurve von [?HIDAMGO im LV von gesundem Rattenmyokard. Auf
der x-Achse ist die Konzentration von radioaktiv markiertem [PH]DAMGO, einem MOR-
Agonisten, in nM angegeben, auf der y-Achse die Proteinmenge, an die der Ligand spezifisch
gebunden hatte, in fmol/milligramm.
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5.2 Ergebnisse ACF-Modell

5.2.1 Morphometrie

Zum Zeitpunkt der hamodynamischen Vermessung und Organentnahme zeigten sich
nach Eroffnung des Thorax ein stark dilatiertes Herz und stark vergroRerte Lungen. Die
Patentheit der ACF wurde durch erneute visuelle Inspektion evaluiert. Teilweise konnte

eine deutliche Dilatation der Vena cava inferior gesehen werden.

Anhand der Korper- und Organgewichte von Herz und Lunge konnten Herz- und Lun-
gen-Gewichtsindices ermittelt werden (Abb. 12). ACF-operierte Ratten zeigten 28 + 2
Tage nach der Operation eine signifikante Zunahme der Herz- und Lungen-

Gewichtsindices.

10- 3 Kontrolle
@ ACF

p < 0.001 p < 0.001

Index Organ- /Kérpergewicht
(mg/g)

Herz Lunge

Abb. 12: Herz- und Lungen-/Kérpergewicht-Indices. 28 + 2 Tage nach Induktion einer infra-
renalen, aortokavalen Fistel oder von Kontrolltieren wurden Herz und Lunge entnommen und
deren Feuchtgewichte bestimmt und in Relation zum Kdérpergewicht gesetzt (Index). Dargestellt
ist die Veranderung der Herz- und Lungen-Indices von Kontrolltieren und 28 + 2 Tage nach
ACF-Induktion (p<0,001). Angegebene Werte stellen Mittelwerte + Standardfehler von 6 Ratten
pro Gruppe dar (ACF: n=6; Kontrolle: n=6).
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5.2.2 Hamodynamische Vermessung

In der hamodynamischen Vermessung der Ratten 28 + 2 Tage nach ACF-Induktion
zeigte sich eine schwere systolische Dysfunktion aufgrund einer biventrikularen Volu-
menuberladung (Tab. 7). Es liefen sich eine signifikante Erhéhung des Linksventrikula-
ren enddiastolischen Drucks (LVEDP) und des Zentralvenésen Drucks (ZVD), sowie
des Linksventrikularen endsystolischen Volumens (LVEDV) und des Linksventrikularen
enddiastolischen Volumens (LVEDV) nachweisen. Auch der Systolische Blutdruck
(SBD) und der Diastolische Blutdruck (DBD) verringerten sich signifikant. Die maximale
systolische Druckveranderung pro Sekunde im linken Ventrikel (dP/dt max.) nahm hin-
gegen signifikant ab. Die Bestimmung der Herzfrequenz (HF) zeigte keine signifikante
Anderung. Trotz eines nahezu verdoppelten Schlagvolumens (SV) zeigte sich 28 + 2
Tage nach ACF-Induktion eine signifikante Reduktion der Linksventrikularen Ejektions-
fraktion (LVEF).

Tabelle 6: Ergebnisse der hamodynamischen Vermessung 28 * 2 Tage nach ACF-
Induktion. Angegebene Werte stellen Mittelwerte + Standardfehler von 6 Ratten pro Gruppe
dar. SV = Schlagvolumen; LVEF = Linksventrikulare Ejektionsfraktion; LVEDP = Linksventriku-
larer enddiastolischer Druck; SBD = Systolischer Blutdruck; DBD = Diastolischer Blutdruck;
ZVD = Zentralvendser Druck; dP/dt max.= maximale systolische Druckveranderung pro Sekun-
de im linken Ventrikel; HF = Herzfrequenz, LVESV = Linksventrikuldres endsystolisches Volu-
men; LVEDV = Linksventrikuladres enddiastolisches Volumen. * = p<0,05. *= p=0,717.

Kontrolle (n=6) ACF (n=6)
SV (ul) 13443 2981+40*
LVEF (%) 74+2* 45+4*
LVEDP (mmHg) 5,1+0,3* 12,1+1*
SBD (mmHg) 150+5* 95+4*
DBD (mmHg) 11449* 71+£3*
ZVD (mmHg) 0,1+0,1* 5,6+1*
dP/dt max. 14955+929* 9442+266*
(mmHg/s)
HF (min™) 340,41+10" 316,98+10"
LVESV (ul) 359,71+36* 48,18+5*
LVEDV (ul) 658,04+61* 181,86+8*
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Anhand der aufgezeichneten Druck-Volumen-Kurven konnte die erhohte Herzarbeit der
herzinsuffizienten Tiere dargestellt werden. Bei ACF-operierten Tieren zeigten sich cha-
rakteristische Druck-Volumen-Kurven, die mit erhohten Schlagvolumina und erhdhten
linksventrikularen enddiastolischen Drucken, aber niedrigeren linksventrikularer Ejekti-
onsfraktion, niedrigerem systolischen und diastolischen Blutdruck und niedrigeren ma-
ximalen systolischen Druckveranderungen pro Sekunde im linken Ventrikel einhergin-
gen (Abb. 13).
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Abb. 13: Druck-Volumen-Kurven nach hamodynamischer Vermessung. Zur hamodynami-
schen Vermessung der ACF- und der Kontrolltiere wurde ein Druck-Volumen-Katheters (Mikro-
Tip Pressure-Volume Catheter; SPR-838NR; Millar®) {iber die Arteria carotis communis in den
LV eingeflihrt. Dabei zeigten sich unter anderem charakteristische Druck-Volumen-Kurven A:
Druck-Volumen-Kurve eines Kontrolltieres B: Druck-Volumen-Kurve einer Ratte 28 + 2 Tage
nach Induktion einer CHF, induziert durch eine infrarenale, aortokavale Fistel.
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5.3 Ergebnisse der immunhistochemischen Anfarbung

In der immunhistochemischen Anfarbung von ORs in den Kardiomyozyten des linken
Ventrikels von insuffizienten (ACF) und gesunden Rattenherzen (Kontrolle) lieRen sich
die Opioidrezeptoren DOR und KOR mit Hilfe des konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskops visuell nachweisen. Zur genauen Lokalisationsbestimmung der ORs konnte
die Kolokalisation mit dem plasmamembranstandigen spannungsabhangigen L-Typ
Dihydropyridin-Rezeptor (Cay1.2) und dem intrazelluldren sarkoplasmatischen Rya-

nodin-Rezeptor (RyR) gezeigt werden.

5.3.1 Kolokalisation von OR und Ca,1.2

Zunachst wurden ORs auf der Plasmamembran von Kardiomyozyten nachgewiesen. In
der mikroskopischen Untersuchung des LV aus gesunden Rattenherzen liel3 sich DOR
zeigen. Die Lokalisationsbestimmung ergab eine Kolokalisation des DOR mit dem
Dihydropyridin-Rezeptor (Ca,1.2) auf der Zellmembran und in T-Tubuli der Kardiomy-
ozyten (Abb. 14).

Kontrolle

Abb. 14: Immunhistochemische Anfarbung von DOR und Dihydropyridin-Rezeptor
(Ca,1.2) im Myokard des LV gesunder Rattenherzen. Zur immunhistochemischen Anfarbung
wurden die Rattenherzen in vivo transkardial mit einer Fixationslésung perfundiert und darauf-
hin entnommen. Anschlielend erfolgte zur Herstellung histologischer Gewebeschnitte die Ein-
bettung des Myokards in einer Tissue-Tek-L&sung. SchlieBlich wurden die Gewebeschnitte auf
Objekttragern in Gelatine eingefasst. Die Anfarbung der Zielstrukturen erfolgte mittels spezifi-
scher Antikérper. Rezeptoranfarbung: DOR rot (Texas red Immunfluoreszenz); Dihydropyridin-
Rezeptor (Ca,1.2) grin (FITC green Immunfluoreszenz); Kolokalisation auf der Zellmembran
(gelb); Zellkerne blau (DAPI); Balken=10um. A-C Immunhistochemische Darstellung von DOR
und Dihydropyridin-Rezeptor auf der Zellmembran und in T-Tubuli von Kardiomyozyten des
gesunden LV. (Abbildung modifiziert nach Treskatsch, Dehe et al., 2015)
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Die KOR-spezifische Anfarbung des LV aus gesunden Rattenherzen erbrachte in der
mikroskopischen Untersuchung den Nachweis des KOR-Proteins im Kardiomyozyten.
Es zeigte sich eine Kolokalisation des KOR mit dem Dihydropyridin-Rezeptor (Ca,1.2)
auf der Zellmembran und in T-Tubuli. (Abb. 15).

Kontrolle

Abb. 15: Immunhistochemische Anfarbung von KOR und Dihydropyridin-Rezeptor
(Ca,1.2) im Myokard des LV gesunder Rattenherzen. Zur immunhistochemischen Anfarbung
wurden die Rattenherzen in vivo transkardial mit einer Fixationslésung perfundiert und darauf-
hin entnommen. Anschlielend erfolgte zur Herstellung histologischer Gewebeschnitte die Ein-
bettung des Myokards in einer Tissue-Tek-L&sung. SchlieBlich wurden die Gewebeschnitte auf
Objekttragern in Gelatine eingefasst. Die Anfarbung der Zielstrukturen erfolgte mittels spezifi-
scher Antikdrper. Rezeptoranfarbung: KOR (Texas red Immunfluoreszenz); Dihydropyridin-
Rezeptor (FITC green Immunfluoreszenz); Kolokalisation auf der Zellmembran (gelb); Zellkerne
blau (DAPI); Balken=10pm. A-C Immunhistochemische Darstellung von KOR und Dihydropyri-
din-Rezeptor auf der Zellmembran und in T-Tubuli von Kardiomyozyten des gesunden LV.

Die mikroskopische Untersuchung des Myokards aus dem LV 28 + 2 Tage nach ACF-
Induktion zeigte die Existenz von DOR auf Kardiomyozyten. Die Lokalisationsbestim-
mung ergab eine Kolokalisation des DOR mit dem Dihydropyridin-Rezeptor auf der
Zellmembran und in T-Tubuli (Abb. 16).

28 + 2 Tage nach ACF-Induktion konnte der KOR auf Kardiomyozyten des LV nachge-
wiesen werden. Es zeigte sich eine Kolokalisation des KOR mit dem zellmembranstan-
digen Dihydropyridin-Rezeptor auf der Plasmamembran und in T-Tubuli des Kardiomy-
ozyten (Abb. 17).
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Abb. 16: Immunhistochemische Anfarbung von DOR und Dihydropyridin-Rezeptor
(Cay1.2) im LV 28 * 2 Tage nach ACF-Induktion. Zur immunhistochemischen Anfarbung wur-
den die Rattenherzen in vivo transkardial mit einer Fixationslésung perfundiert und daraufhin
entnommen. AnschlieBend erfolgte zur Herstellung histologischer Gewebeschnitte die Einbet-
tung des Myokards in einer Tissue-Tek-Losung. SchlieRBlich wurden die Gewebeschnitte auf
Objekttragern in Gelatine eingefasst. Die Anfarbung der Zielstrukturen erfolgte mittels spezifi-
scher Antikorper. Rezeptoranfarbung: DOR (Texas red Immunfluoreszenz); Dihydropyridin-
Rezeptor (FITC green Immunfluoreszenz); Kolokalisation auf der Zellmembran (gelb); Zellkerne
blau (DAPI); Balken=10um. A-C Immunhistochemische Darstellung von DOR und Dihydropyri-
din-Rezeptor im insuffizienten Rattenmyokard 28 + 2 Tage nach ACF-Induktion auf der Zell-
membran und in T-Tubuli von Kardiomyozyten aus dem LV. (Abbildung modifiziert nach Tre-
skatsch, Dehe et al., 2015)

ACF

Abb. 17: Immunhistochemische Anfarbung von KOR und Dihydropyridin-Rezeptor
(Ca,1.2) 28 * 2 Tage nach ACF-Induktion. Zur immunhistochemischen Anfarbung wurden die
Rattenherzen in vivo transkardial mit einer Fixationslésung perfundiert und daraufhin entnom-
men. AnschlieRend erfolgte zur Herstellung histologischer Gewebeschnitte die Einbettung des
Myokards in einer Tissue-Tek-Losung. Schlieldlich wurden die Gewebeschnitte auf Objekttra-
gern in Gelatine eingefasst. Die Anfarbung der Zielstrukturen erfolgte mittels spezifischer Anti-
korper. Rezeptoranfarbung: KOR (Texas red Immunfluoreszenz); Dihdydropyridin-Rezeptor
(FITC green Immunfluoreszenz); Kolokalisation gelb dargestellt; Zellkerne blau (DAPI); Bal-
ken=10um. A-C Immunhistochemische Darstellung von KOR und Dihydropyridin-Rezeptor im
insuffizienten Rattenmyokard 28 + 2 Tage nach ACF-Induktion auf der Zellmembran und in T-
Tubuli von Kardiomyozyten aus dem LV.
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5.3.2 Immunhistochemische Anfarbung OR und RyR

Des Weiteren konnten intrazellulare ORs auf der Membran des Sarkoplasmatischen
Retikulums gezeigt werden. DOR liel3 sich mikroskopisch in Kardiomyozyten des LV
aus gesunden Rattenherzen nachweisen. Es zeigte sich eine Kolokalisation von DOR
mit dem intrazellularen Ryanodin-Rezeptor auf der Membran des Sarkoplasmatischen
Retikulums (Abb. 18).

KOR lief3 sich intrazelluléar in Kardiomyzyten des LV gesunder Rattenherzen zeigen. Es
ergab sich eine Kolokalisation von KOR mit dem Ryanodin-Rezeptor in der Membran

des Sarkoplasmatischen Retikulums im gesunden Rattenmyokard (Abb. 19).

Kontrolle

Abb. 18: Immunhistochemische Anfarbung von DOR und Ryanodin-Rezeptor (RyR) in
Kardiomyozyten des LV gesunder Rattenherzen. Zur immunhistochemischen Anfarbung
wurden die Rattenherzen in vivo transkardial mit einer Fixationsldsung perfundiert und darauf-
hin entnommen. Anschlielend erfolgte zur Herstellung histologischer Gewebeschnitte die Ein-
bettung des Myokards in einer Tissue-Tek-L&sung. SchlieBlich wurden die Gewebeschnitte auf
Objekttragern in Gelatine eingefasst. Die Anfarbung der Zielstrukturen erfolgte mittels spezifi-
scher Antikdrper. Rezeptoranfarbung: DOR (Texas red Immunfluoreszenz); Ryanodin-Rezeptor
(FITC green Immunfluoreszenz); Kolokalisation auf der Membran des Sarkoplasmatischen Re-
tikulums (gelb); Zellkerne blau (DAPI); Balken=10um. A-C Immunhistochemische Darstellung
von DOR und Ryanodin-Rezeptor im gesunden Rattenmyokard auf der Membran des Sarko-
plasmatischen Retikulums von Kardiomyozyten des gesunden LV. (Abbildung modifiziert nach
Treskatsch, Dehe et al., 2015)
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Abb. 19: Immunhistochemische Anfarbung von KOR und Ryanodin-Rezeptor (RyR) in
Kardiomyozyten des LV gesunder Rattenherzen. Zur immunhistochemischen Anfarbung
wurden die Rattenherzen in vivo transkardial mit einer Fixationslésung perfundiert und darauf-
hin entnommen. Anschlielend erfolgte zur Herstellung histologischer Gewebeschnitte die Ein-
bettung des Myokards in einer Tissue-Tek-L&sung. SchlieBlich wurden die Gewebeschnitte auf
Objekttragern in Gelatine eingefasst. Die Anfarbung der Zielstrukturen erfolgte mittels spezifi-
scher Antikdrper.Rezeptoranfarbung: KOR (Texas red Immunfluoreszenz); Ryanodin-Rezeptor
(FITC green Immunfluoreszenz); Kolokalisation auf der Membran des Sarkoplasmatischen Re-
tikulums (gelb); Zellkerne blau (DAPI); Balken=10um. A-C Immunhistochemische Darstellung
von KOR und Ryanodin-Rezeptor im gesunden Rattenmyokard auf der Membran des Sarko-
plasmatischen Retikulums von Kardiomyozyten des gesunden LV.

Zusatzlich konnten DOR und der Ryanodin-Rezeptor in der Membran des Sarkoplas-
matischen Retikulums in Kardiomyozyten des LV 28 + 2 Tage nach ACF-Induktion ge-
zeigt werden (Abb. 20).

Eine intrazellulare Kolokalisation von KOR mit dem Ryanodin-Rezeptor in der Membran
des Sarkoplasmatischen Retikulums lie sich in Kardiomyozyten des LV 28 + 2 Tage
nach ACF-Induktion zeigen. (Abb. 21).
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ACF

Abb. 20: Immunhistochemische Anfarbung von DOR und Ryanodin-Rezeptor (RyR) im LV
28 * 2 Tage nach ACF-Induktion. Zur immunhistochemischen Anfarbung wurden die Ratten-
herzen in vivo transkardial mit einer Fixationslésung perfundiert und daraufhin enthommen. An-
schlielRend erfolgte zur Herstellung histologischer Gewebeschnitte die Einbettung des Myokards
in einer Tissue-Tek-Losung. Schliellich wurden die Gewebeschnitte auf Objekttragern in Gela-
tine eingefasst. Die Anfarbung der Zielstrukturen erfolgte mittels spezifischer Antikérper. Rezep-
toranfarbung: DOR (Texas red Immunfluoreszenz); Dihydropyridin-Rezeptor (FITC green Im-
munfluoreszenz); Kolokalisation auf der Zellmembran (gelb); Zellkerne blau (DAPI); Bal-
ken=10um. A-C Immunhistochemische Darstellung von DOR und Ryanodin-Rezeptor im insuf-
fizienten Rattenmyokard 28 + 2 Tage nach ACF-Induktion auf der Membran des Sarkoplasmati-
schen Retikulums von Kardiomyozyten aus dem LV. (Abbildung modifiziert nach Treskatsch,
Dehe et al., 2015)

ACF

Abb. 21: Immunhistochemische Anfarbung von KOR und Ryanodin-Rezeptor (RyR) im LV
28 * 2 Tage nach ACF-Induktion. Zur immunhistochemischen Anfarbung wurden die Ratten-
herzen in vivo transkardial mit einer Fixationslésung perfundiert und daraufhin enthommen. An-
schlieRend erfolgte zur Herstellung histologischer Gewebeschnitte die Einbettung des Myokards
in einer Tissue-Tek-Losung. SchlieBlich wurden die Gewebeschnitte auf Objekttragern in Gela-
tine eingefasst. Die Anfarbung der Zielstrukturen erfolgte mittels spezifischer Antikérper. Rezep-
toranfarbung: KOR (Texas red Immunfluoreszenz); Dihydropyridin-Rezeptor (FITC green Im-
munfluoreszenz); Kolokalisation auf der Zellmembran (gelb); Zellkerne blau (DAPI); Bal-
ken=10um. A-C Immunhistochemische Darstellung von KOR und Ryanodin-Rezeptor im insuffi-
zienten Rattenmyokard 28 + 2 Tage nach ACF-Induktion auf der Membran des Sarkoplasmati-
schen Retikulums von Kardiomyozyten aus dem LV.
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5.3.3 Densitometrische Auswertung der OR-spezifischen Immunfluoreszenz

Die densitometrische Untersuchung der DOR-spezifischen Immunfluoreszenz im linken
Ventrikel ergab einen signifikanten 1,5-fachen Anstieg der OID in herzinsuffizienten
Ratten (ACF) im Vergleich mit gesunden Ratten (Abb. 22).
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Abb. 22: Quantitative Bestimmung der DOR-spezifischen Immunfluoreszenz. Zur immun-
histochemischen Anfarbung wurden die Rattenherzen in vivo transkardial mit einer Fixationsl6-
sung perfundiert und daraufhin entnommen. Anschlielfend erfolgte zur Herstellung histologi-
scher Gewebeschnitte die Einbettung des Myokards in einer Tissue-Tek-Losung. SchlieRlich
wurden die Gewebeschnitte auf Objekttragern in Gelatine eingefasst. Die Anfarbung der Ziel-
strukturen erfolgte mittels spezifischer Antikérper. Zur quantitativen Bestimmung der OR-
spezifischen Immunfluoreszenz wurde die optisch integrierte Dichte (OID) bestimmt. Die OID
der DOR-spezifischen Immunfluoreszenz zeigte einen signifikanten 1,5-fachen Anstieg im LV
der ACF-Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren (Kontrolle=1, ACF=1,5; p<0,01). Angegebene
Werte stellen Mittelwerte + Standardfehler von 5 Ratten pro Gruppe dar (ACF: n=5; Kontrolle:
n=5). (Abbildung modifiziert nach Treskatsch, Dehe et al., 2015)

In der densitometrischen Untersuchung der KOR-spezifischen Immunfluoreszenz im
linken Ventrikel zeigte sich ein signifikanter 1,35-facher Anstieg der OID in herzinsuffi-
zienten Ratten (ACF) im Vergleich zu gesunden Ratten (Abb. 23).
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Abb. 23: Densitometrische Darstellung der KOR-spezifischen Immunfluoreszenz. Zur im-
munhistochemischen Anfarbung wurden die Rattenherzen in vivo transkardial mit einer Fixati-
onslésung perfundiert und daraufhin enthommen. AnschlieRend erfolgte zur Herstellung histo-
logischer Gewebeschnitte die Einbettung des Myokards in einer Tissue-Tek-Ldsung. Schlielilich
wurden die Gewebeschnitte auf Objekttragern in Gelatine eingefasst. Die Anfarbung der Ziel-
strukturen erfolgte mittels spezifischer Antikérper. Zur quantitativen Bestimmung der OR-
spezifischen Immunfluoreszenz wurde die optisch integrierte Dichte (OID) bestimmt. Die OID
der KOR-spezifischen Immunfluoreszenz zeigte einen signifikanten 1,35-fachen Anstieg im LV
der ACF-Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren (Kontrolle=1, ACF=1,35; p<0,05). Angegebe-
ne Werte stellen Mittelwerte + Standardfehler von 5 Ratten pro Gruppe dar (ACF: n=5; Kontrol-
le: n=5).
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5.4 Ergebnisse Western Blot

Der quantitative Nachweis der Opioidrezeptoren (DOR, KOR) und ihrer endogenen Lig-
anden (PENK, PDYN) erfolgte mittels Western Blot.

5.4.1 DOR

Mit Hilfe der Western Blot Methode konnten DOR-spezifische immunreaktive Banden
(48 kDa) im linken Ventrikel (LV) des Rattenmyokards detektiert werden. Diese zeigten
sich sowohl in operierten ACF-, als auch in Kontrolltieren (Abb. 24 A). Die densitometri-
sche Auswertung der DOR-spezifischen Banden ergab einen signifikanten Anstieg der
optisch integrierten Dichtemessung (OID) des DOR-Proteins im linken Ventrikel bei
ACF-Tieren von 1,49+0,14 im Gegensatz zu den Kontrolltieren (p=0,025) (Abb. 24 B).
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Abb. 24: Nachweis DOR-spezifischer Banden im Western Blot. Der quantitative Nachweis
von DOR erfolgte durch die Western-Blot-Methode mit Hilfe von markierten Antikdrpern. Dazu
wurden die Proteine des Myokards nach Homogenisation zunachst mittels Gelelektrophorese
ihrer GroRe nach aufgetrennt und anschlieRend auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen.
Daraufhin erfolgte die Anfarbung der Zielstrukturen mittels spezifischer Antikdrper. A: Western
Blot mit DOR-spezifischer Bande (48 kDa) und intrinsischer Kontrolle mittels GAPDH (37 kDa)
im LV von ACF- und Kontrolltieren B: Die OID der DOR-spezifischen Banden zeigte einen signi-
fikanten Anstieg im LV der ACF-Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren (Kontrolle=1,
ACF=1,49+0,14; p<0,05). Angegebene Werte stellen Mittelwerte + Standardfehler von 3 Rat-
ten pro Gruppe dar (ACF: n=3; Kontrolle: n=3). (Abbildung modifiziert nach Treskatsch, Dehe et
al., 2015)
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5.4.2 PENK
Die immunreaktiven PENK-spezifischen Banden (28 kDa) liel3en sich im LV von ACF-
und Kontrolltieren darstellen (Abb. 25 A). Die densitometrische Auswertung der PENK-
spezifischen Banden ergab einen signifikanten Anstieg der OID von PENK im linken
Ventrikel bei ACF-Tieren von 1,45+0,17 im Gegensatz zu den Kontrolltieren (p=0,025)
(Abb. 25 B).
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Abb. 25: Nachweis PENK-spezifischer Banden im Western Blot. Der quantitative Nachweis
von PENK erfolgte durch die Western-Blot-Methode mit Hilfe von markierten Antikérpern. Dazu
wurden die Proteine des Myokards nach Homogenisation zunachst mittels Gelelektrophorese
ihrer GroRe nach aufgetrennt und anschlieRend auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen.
Daraufhin erfolgte die Anfarbung der Zielstrukturen mittels spezifischer Antikdrper. A: Western
Blot mit PENK-spezifischer Bande (28 kDa) und intrinsischer Kontrolle mittels GAPDH (37 kDa)
im LV von ACF- und Kontrolltieren B: Die OID der PENK-spezifischen Banden zeigte einen sig-
nifikanten Anstieg im LV der ACF-Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren (Kontrolle=1,
ACF=1,45+0,17; p<0,05). Angegebene Werte stellen Mittelwerte + Standardfehler von 3 Rat-
ten pro Gruppe dar (ACF: n=3; Kontrolle: n=3). (Abbildung modifiziert nach Treskatsch, Dehe et
al., 2015)
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5.4.3 KOR

KOR-spezifische immunreaktive Banden stellten sich bei einem Molekulargewicht von
48 kDa im LV von ACF- und Kontrolltieren dar (Abb. 26 A). Die densitometrische Aus-
wertung der KOR-spezifischen Banden ergab einen signifikanten Anstieg der OID von

KOR im linken Ventrikel bei ACF-Tieren von 1,68 +0,21 im Gegensatz zu den Kontroll-
tieren (p=0,016) (Abb. 26 B).
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Abb. 26: Nachweis KOR-spezifischer Banden im Western Blot. Der quantitative Nachweis
von KOR erfolgte durch die Western-Blot-Methode mit Hilfe von markierten Antikérpern. Dazu
wurden die Proteine des Myokards nach Homogenisation zunachst mittels Gelelektrophorese
ihrer GroRe nach aufgetrennt und anschlieRend auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen.
Daraufhin erfolgte die Anfarbung der Zielstrukturen mittels spezifischer Antikdrper. A: Western
Blot mit KOR-spezifischer Bande (48 kDa) und intrinsischer Kontrolle mittels GAPDH (37 kDa)
im LV von ACF- und Kontrolltieren B: Die OID der KOR-spezifischen Banden zeigte einen signi-
fikanten Anstieg im LV der ACF-Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren (Kontrolle=1,
ACF=1,68 £0,21; p<0,05). Angegebene Werte stellen Mittelwerte + Standardfehler von 3 Rat-
ten pro Gruppe dar (ACF: n=3; Kontrolle: n=3). (Abbildung modifiziert nach Treskatsch, Dehe et
al., 2015)

58



5.4.4 PDYN

Abschliefend wurden PDYN-spezifische immunreaktive Banden (36 kDa) im linken
Ventrikel des Rattenmyokards detektiert. Diese stellten sich sowohl in operierten ACF-,
als auch in Kontrolltieren dar (Abb. 27 A). Die densitometrische Auswertung der PDYN-
spezifischen Banden ergab einen signifikanten Anstieg der OID des PDYN-Proteins im
linken Ventrikel bei ACF-Tieren von 3,14 = 0,72 im Gegensatz zu den Kontrolltieren
(p<0,05) (Abb.27 B).
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Abb. 27: Nachweis PDYN-spezifischer Banden im Western Blot. Der quantitative Nachweis
von PDYN erfolgte durch die Western-Blot-Methode mit Hilfe von markierten Antikérpern. Dazu
wurden die Proteine des Myokards nach Homogenisation zunachst mittels Gelelektrophorese
ihrer GroéRe nach aufgetrennt und anschlieRend auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen.
Daraufhin erfolgte die Anfarbung der Zielstrukturen mittels spezifischer Antikdrper. A: Western
Blot mit PDYN-spezifischer Bande (36 kDa) und intrinsischer Kontrolle mittels GAPDH (37 kDa)
im LV von ACF- und Kontrolltieren B: Die OID der PDYN-spezifischen Banden zeigte einen sig-
nifikanten Anstieg im LV der ACF-Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren (Kontrolle=1,
ACF=3,14 =0,72; p<0,05). Angegebene Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test erhoben
und stellen Mittelwerte + Standardfehler von 3 Ratten pro Gruppe dar (ACF: n=3; Kontrolle:
n=3). (Abbildung modifiziert nach Treskatsch, Dehe et al., 2015)
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6. Diskussion

In dieser Arbeit konnten OR-spezifische Membran-Bindungsstellen aller drei ORs
(6, k, u) im linken Ventrikel gesunder Ratten mittels Radioligand-Rezeptor-
Bindungsstudien nachgewiesen werden. Dies wurde durch die immunhistochemische
Anfarbung von DOR und KOR auf Kardiomyozyten des LV bestatigt. Zusatzlich konnte
der Nachweis einer Kolokalisation der ORs mit dem plasmamembranstandigen Dihyd-
ropyridin-Rezeptor (Ca,1.2) und dem intrazelluldren sarkoplasmatischen Ryanodin-
Rezeptor erbracht werden. Im nachsten Schritt wurden adaptive Veranderungen des
kardialen Opioidsystems im Verlauf einer chronischen kongestiven Herzinsuffizienz,
induziert durch eine infrarenale, aortokavale Fistel untersucht. 28 + 2 Tage nach der
ACF-Induktion zeigte sich eine relative Zunahme der DOR- und KOR-spezifischen Im-
munfluoreszenz. Western Blot Untersuchungen ergaben eine Hochregulation der DOR
und KOR auf Proteinebene, sowie eine vermehrte Bildung der endogenen Opioidpepti-
de PENK und PDYN im Verlauf einer CHF. Diese Ergebnisse lassen auf eine Beein-
flussung der pathophysiologischen Vorgange durch das Delta- und Kappa-
Opioidsystem im Verlauf einer kongestiven Herzinsuffizienz schlieen.

Der Nachweis membrangebundener ORs (DOR, KOR, MOR) gelang mit Hilfe von Ra-
dioligand-Rezeptor-Bindungsstudien. In dieser Arbeit konnten zur Komplettierung bishe-
riger Studien DOR-, KOR-, und MOR- spezifische Membran-Bindungsstellen im LV mit-
tels [*H]Naltrindole, [°H]U69,593, [°’HIDAMGO nachgewiesen werden. Bisherige Studien
haben bereits DOR-spezifische Bindungsstellen in den Vorhéfen neonataler Rattenher-
zen (26) sowie KOR-spezifische Bindungsstellen in atrialem und ventrikularem Myokard
(96) gezeigt. Im Gegensatz zur bisherigen Annahme konnten in dieser Arbeit MOR-
spezifische Bindungsstellen nachgewiesen werden (48,49). Im Vergleich mit DOR und
KOR erreichten sie allerdings nicht deren Bmax- und Ky-Werte.

Zum Vergleich wurden die Opioidrezeptoren in Gehirn und Rickenmark der Ratte
pharmakologisch charakterisiert. Das Vorkommen von MOR, KOR und DOR in Gehirn
und Rickenmark der Ratte ist seit langem gut dokumentiert (97,98). Da diese Gewebe
bekanntermalen eine hohe Dichte an Opioidrezeptoren haben, konnte mit geringerem
Aufwand die Menge und die Affinitdt der ORs bestimmt werden (99).
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Wir konnten zeigen, dass der Ligand [*H]Naltrindole mit einer hohen Affinitét (Kq) an die
DOR-spezifischen Bindungsstellen der Gehirn-Membranfraktionen gebunden wurde.
Vorherige Studien unterstreichen unsere Ergebnisse im Hinblick auf die Affinitat von
[*H]Naltrindole zu DOR im gesamten Hirngewebe (100). KOR wurde mittels des radio-
aktiven Liganden [°H]U69,593 nachgewiesen (101) und pharmakologisch charakteri-
siert. Zur Untersuchung von MOR-spezifischen Bindungsstellen in den Gehirn-
Membranfraktionen wurde [PH]DAMGO eingesetzt. Bekanntermallen eignete sich
[PHIDAMGO fiir die Ermittlung MOR-spezifischer Bindungsstellen (102). Die maximale
Anzahl der OR-spezifischen Bindungsstellen im LV war im Vergleich mit den OR-
spezifischen Bindungsstellen in Gehirn und Ruckenmark deutlich erniedrigt. Ebenso
zeigte sich eine verringerte Rezeptoraffinitat der ORs im LV im nanomolaren Bereich.

Die Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchung zeigten das Vorkommen von DOR
und KOR auf Myozyten des linken Ventrikels von gesunden Ratten durch eine immun-
histochemische Anfarbung. Der erste immunhistochemische Nachweis von DOR im
Myokard gelang auf synaptischen Nervenendigungen im rechten Atrium und Sinuskno-
ten von Hunden (42). Des Weiteren liel} sich eine Kolokalisation von DOR und KOR mit
dem zellmembranstandigen Dihydropyridin-Rezeptor (Ca,1.2) auf der aufl3eren Kardio-
myozytenmembran und der T-Tubuli feststellen. Diese Ergebnisse werden von voran-
gegangenen Studien gestutzt. In diesen konnte bereits gezeigt werden, dass G-Protein-
gekoppelte-Rezeptoren in T-Tubuli in der Nahe des Sarkoplasmatischen Retikulums im
Myozyten vorkommen'®. Vor kurzem gelang zudem der immunhistochemische Nach-
weis von DOR und KOR auf der Kardiomyozytenoberflache des LV von Schweinen
(104) und Menschen (105). Der Dihydropyridin-Rezeptor kommt sowohl in der Zell-
membran auf der Myozytenoberflache, als auch in Membraneinstulpungen, den soge-
nannten T-Tubuli (106,107) vor. T-Tubuli sind Einstllpungen des Sarkolemms, die als
anastomosierendes Kanalsystem die Muskelfaser durchsetzen (108). Die Kontakte zwi-
schen Sarkoplasmatischem Retikulum und den T-Tubuli bilden kurze Diaden (ein SR-
Schlauch + ein T-Tubulus). Die T-Tubuli leiten ein eingehendes Aktionspotenzial zum
SR weiter und initiieren die Ca**-Freisetzung (iber den DiR. Die erhdhte Calciumkon-
zentration fuhrt dann wiederum zur Offnung des sarkoplasmatischen Ryanodin-
Rezeptors und es kommt zu einem starken Ca?*-Anstieg innerhalb weniger Millisekun-
den und zur Muskelkontraktion (109).
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Die zur Detektion mittels Antikorper benutzte a 2-Untereinheit des Dihydropyridin-
Rezeptors ist ein grof3es Glykoprotein, das sich besonders im Herzmuskel gut darstel-
len lasst (110).

Zusatzlich zeigte sich interessanterweise die Kolokalisation von DOR und KOR mit dem
intrazellularen Ryanodin-Rezeptor. Der Ryanodin-Rezeptor ist bekannt fur seine intra-
zelluldre Lage in der Membran des Sarkoplasmatischen Retikulums (111). Dort kom-
men RyR in der diadischen Spalte zwischen SR und T-Tubulus vor. Gemeinsam dienen
der DiR und der RyR wie bereits beschrieben zur Erhohung der intrazellularen Calci-
umkonzentration mit einhergehender Muskelkontraktion. Der intrazellulare Nachweis
von ORs konnte aul3erdem bereits auf der Membran des Zellkerns von Kardiomyozyten
gezeigt werden (112). Die hier dargestellten Ergebnisse stellen eine Erweiterung bishe-
rigen Wissens uUber die exakte Lokalisation der ORs durch die Kolokalisation mit DiR
und RyR auf und in Myozyten dar. Zur Verdeutlichung der Kolokalisation von DOR/KOR
und Dihydropyridin-Rezeptor in der Zellmembran und der Kolokalisation von DOR/KOR
und Ryanodin-Rezeptor in der Membran des Sarkoplasmatischen Retikulums in einer
Herzmuskelzelle soll die folgende Abbildung dienen (Abb. 28).

Um Veranderungen des kardialen Opioidsystems im Verlauf einer chronischen kon-
gestiven Herzinsuffizienz zu erkennen, wurde ein experimentelles Modell zur reprodu-
zierbaren Entwicklung einer biventrikularen Volumenuberladung, induziert durch eine
infrarenale, aortokavale Fistel angewendet. Mit Hilfe dieses zuverlassigen Verfahrens,
lie® sich die zugige Entwicklung einer chronischen kongestiven Herzinsuffizienz inner-
halb von 28 + 2 Tagen nach ACF-Induktion mittels einer 16G-Nadel sicherstellen. Die-
ses Modell steht im Gegensatz zu einer alteren Technik von Garcia und Diebold, bei
dem eine 18G-Nadel zur Erzeugung einer volumen-induzierten Herzinsuffizienz benutzt
wurde (92). Bei einer ACF-Induktion mit einer 18G-Nadel zeigte sich in verschiedenen
Studien allerdings eine unregelmafige Entwicklung einer CHF nach 8-10 Wochen (113-
115). Durch Verwendung der 16G-Nadel konnte ein deutlich héherer Blutfluss durch die
ACF erreicht werden. Mit dem erhohten Blutfluss ging eine Geschwindigkeitszunahme
der pathophysiologischen Prozesse einher, die in eine chronische kongestive Herzin-

suffizienz mundeten (91).
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Abb. 28: Schematische Darstellung der Lokalisation von Opioidrezeptoren, Dihydropyri-
din- und Ryanodin-Rezeptor im Rattenmyozyt. Dargestellt ist eine Kolokalisation von
DOR/KOR und Dihydropyridin-Rezeptor in der Zellmembran und eine Kolokalisation von
DOR/KOR und Ryanodin-Rezeptor in der Membran des Sarkoplasmatischen Retikulums in ei-
ner Herzmuskelzelle. Zeichnung: Christine Voigts, Zentrale Mediendienstleistungen, Charité
Universitatsmedizin Berlin. (Abbildung modifiziert nach Treskatsch, Dehe et al., 2015)

Bei der Eroffnung des Thorax und der Bauchhohle zeigte sich ein deutlich vergroRertes
Herz, sowie deutlich vergroRerte Lungenfliigel. Die Herz- und Lungen-/Kdrpergewicht-
Indices zeigten dartiber hinaus nahezu eine Verdopplung in der Gruppe der ACF-Tiere
(87). Dies wies auf die Entwicklung einer schweren chronischen kongestiven Herzinsuf-
fizienz mit pulmonaler Beteiligung hin. Diese Ergebnisse wurden von bisherigen Studien
gestltzt, in denen unter anderem ein Lungengewicht von >2500 mg (114,116), sowie
ein Herz-Index >5,0 mg/g KG (116,117) zur Charakterisierung einer chronischen kon-

gestiven Herzinsuffizienz herangezogen wurden.
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Zum Zeitpunkt der Organentnahme wurden mittels Druck-Volumen-Katheter zusatzlich
hamodynamische Daten erhoben. Wie bereits oben beschrieben handelt sich bei der

Herzinsuffizienz um eine dynamische, fortschreitende Erkrankung.

Deshalb war die detaillierte Bestimmung kardialer Funktionsparameter zur Charakteri-
sierung des Grades der Herzinsuffizienz ein wichtiges Kriterium zur korrekten Interpre-
tation der resultierenden Daten. Zum Beweis, dass der definierte Endpunkt ,chronische
kongestive Herzinsuffizienz® 28 + 2 Tagen nach ACF-Induktion erreicht wurde, musste
der Ubergang von einer kompensierten Herzinsuffizienz mit exzentrischer Hypertrophie
und erhaltener Pumpfunktion in eine dekompensierte kongestive Herzinsuffizienz mit
dilatativer Hypertrophie und verminderter Pumpfunktion dokumentiert werden
(113,115,118,119).

Der Druck-Volumen-Katheter gilt als der aktuelle Goldstandard zur hamodynamischen
Vermessung kardialer Veranderungsprozesse. In einigen Studien wurden bereits ha-
modynamische Parameter mittels des Druck-Volumen-Katheters erhoben, um adaptive
Veranderungen des Herzen aufgrund eines Myokardinfarkts (120) oder einer Volumen-
Uberlastung (121) zu zeigen. Hamodynamische Kriterien zur Definition der chronischen
kongestiven Herzinsuffizienz konnten bereits in vorherigen Studien definiert werden:
LVEDV>550 pl (113), ZVD>4 mmHg (117). Zusatzlich wurden die fir das Modell etab-
lierten hdamodynamischen Parameter zur Evaluation herangezogen (91).

Neben der Darstellung der ORs im linken Ventrikel gesunder Ratten konnten in dieser
Arbeit dariber hinaus DOR und KOR auf Myozyten von herzinsuffizienten Ratten ge-
zeigt werden. Hinsichtlich Veranderungen der ORs 28 + 2 Tage nach ACF-Induktion
zeigte sich eine signifikante Zunahme der OID der DOR- und KOR-spezifischen Immun-

fluoreszenz im linken Ventrikel.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Anfarbung wurden mittels Western Blot
weiter untersucht. Dabei zeigte sich, dass immunreaktive OR-spezifische Banden im
Rattenmyokard nachgewiesen werden konnten. In vorangegangenen Studien konnten
so bereits DOR und KOR im Myokard von Schweinen (104) und Hamstern (122) detek-
tiert werden. Im linken Ventrikel des Rattenmyokards 28 + 2 Tage nach ACF-Induktion
ergab die densitometrische Auswertung einen signifikanten Anstieg der OID der DOR-

spezifischen Banden im Vergleich zu den Kontrolltieren.

64



Die Auswertung der PENK-spezifischen Banden stellte einen signifikanten Anstieg der
OID des PENK-Proteins im LV der ACF-Tiere 28 + 2 Tage nach ACF-Induktion gegen-

Uber den Kontrolltieren heraus.

Dies wird von weiteren Studien bestatigt, in denen Enkephalin im Myokard von Men-
schen, Ratten und Mausen nachgewiesen wurde (123,124). In diesem Zusammenhang
wurden bereits Untersuchungen zur mRNA-Bildung mittels RT-PCR durchgefuhrt. Es
konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Expression sowohl von DOR, als auch von
dessen endogenen Liganden PENK, in dem verwendeten Modell zur Erzeugung einer
chronischen kongestiven Herzinsuffizienz signifikant ansteigt (87). Dies wird von einer
Studie unterstutzt, die eine erhohte Bildung von Met-Enkephalin in herzinsuffizienten
Hunden zeigt (125). Des Weiteren wird von einer Erhdhung des ventrikularen Methio-
nin-Enkephalins in einer Studie mit einer Herzhypertrophie aufgrund einer Angiotensin
lI-Uberexpression berichtet (126). Zusatzlich zeigte sich eine Erhéhung des Plasma-
Spiegels von 3-Endorphin bei Patienten mit einer chronischen kongestiven Herzinsuffi-
zienz (127). KOR-spezifische Banden zeigten einen signifikanten Anstieg der OID des
KOR-Proteins im LV 28 + 2 Tage nach ACF-Induktion gegenuber den Kontrolltieren
(Abb. 25). Ebenso zeigte sich 28 + 2 Tage nach ACF-Induktion ein signifikanter Anstieg
der PDYN-spezifischen-Banden (Abb. 26). Eine Studie zeigte bereits, dass Kappa-OR-
MRNA- und Proteinlevel im Rahmen eines Ischamie-Reperfusion-Tiermodells im Her-
zen von Ratten hochreguliert wurden (128). Im Rahmen einer Kardiomyopathie zeigte
sich ebenfalls eine Zunahme der PDYN-mRNA und des PDYN-Peptids in ventrikularen
Myozyten von Hamstern (129,130).

Die Aktivierung des kardialen Opioidsystems wird durch diese Arbeit im Verlauf einer
CHF untermauert. Die immunhistochemische Untersuchung zeigte eine relative Erho-
hung der Expression von DOR und KOR. Dies wurde durch die Ergebnisse der Western
Blots bestatigt. Erganzend konnte eine verstarkte Bildung der endogenen Opioidligan-
den PENK und PDyn im Verlauf einer CHF gezeigt werden.

Liang et al. konnten zeigen, dass eine erhohte Aktivitat des endogenen Opioidsystems

in einem Tiermodell zur chronischen kongestiven Herzinsuffizienz in Hunden die sym-

pathische Aktivierung limitiert und die kardiale Funktion verbessert (131).
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Interessanterweise wurden diese kardialen Effekte durch Blockade des adrenergen
Systems aufgehoben. Dies deutet auf eine Interaktion des adrenergen Systems und
des Opioidsystems hin. Eine weitere Studie konnte dartber hinaus eine Verbesserung
der linksventrikularen Kontraktilitat nach Applikation eines OR-Antagonisten in einem
Herzinsuffizienz-Modell mit Hunden zeigen (125). Dies wurde dadurch unterstitzt, dass
der OR-Antagonist Naloxon die hamodynamische Situation und die myokardiale Kon-
traktilitat in einem Modell der pacing-induzierten kongestiven Herzinsuffizienz in Hun-
den verbesserte (132). Die Blockade des Opioidsystems mit dem OR-Antagonisten
Naltrexone fuhrte ebenfalls zu einer reduzierten adrenergen Antwort in Bezug auf eine

Studie zur chronischen kongestiven Herzinsuffizienz bei Hunden (133).

Die hier dargestellten Ergebnisse lassen vermuten, dass eine funktionelle Verknlpfung
zwischen dem kardialen Opioidsystem und der calcium-induzierten Kontraktion des
Herzens besteht. Die enge Kolokalisation von DOR und KOR mit dem zellmembran-
standigen DIR und dem sarkoplasmatischen RyR stellt einen Hinweis auf eine G-
Protein-gekoppelte Modulation der Calciumhomoostase der Kardiomyozyten durch das
Opioidsystem dar. Eine neue Studie hat in diesem Zusammenhang gezeigt, dass es im
Verlauf einer CHF zu einer Dysfunktion der Kardiomyozyten durch eine Veranderung
der Ca®*-Homdostase kommt (134). Die kardiale Kontraktilitat war 10 Wochen nach der
Induktion der CHF stark vermindert. Zusatzlich zeigte sich eine verminderte zytosoli-

2*]; und eine verminder-

sche Ca?*-Konzentration im Verlauf eines Aktionspotenzials [Ca
ter Ca**-Gehalt des Sarkoplasmatischen Retikulums. Interessanterweise kam es zu
einer reduzierten Expression des RyR 10 Wochen nach Induktion der CHF, eine Re-
duktion der DiR Expression zeigte sich hingegen nicht. Weitere Studien konnten eine
verminderte Expression von L-Typ-Calciumkanéalen oder eine Anderung der Kanaliso-
form im insuffizienten menschlichen Myokard zeigen. Diese Veranderungen gingen
wiederum mit einer Reduzierung der zytosolischen Calcium-Konzentration [Ca®*];einher
(135,136). Auch die Regulation des Calciumgehalts des Sarkoplasmatischen Retiku-
lums war bereits Gegenstand der Forschung. Beispielsweise zeigte sich eine reduzierte
Calciumkonzentration [Ca®]; in insuffizienten Rattenkardiomyozyten auf Grund einer
verminderten Ca?*-Freisetzung aus dem SR (137). Auswirkungen einer Aktivierung von
Opioidrezeptoren auf die Calcium-Homdostase konnten bereits in verschiedenen friihe-

ren Studien gezeigt werden.
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Zum Beispiel fuhrte die Aktivierung von DOR durch Leucin-Enkephalin in isolierten Rat-

"], und Kontrakti-

tenkardiomyozyten zu einer verminderten Calciumkonzentration [Ca
onsfahigkeit durch Inhibition des DiR (138). AuRerdem zeigte sich eine Beeinflussung
des Calciumgehalts des Sarkoplasmatischen Retikulums (48), sowie ein Verminderung
der Calcium-induzierten Stimulierbarkeit der Myofilamete durch Aktivierung des DOR
(139).

Auch die Aktivierung von KOR zeigt inhibitorische Effekte auf die Kontraktilitat des My-
okards durch Abbau der zytosolischen Calciumkonzentration durch das SR (140). Des
Weiteren fuhrte die Aktivierung von KOR zu einer verminderten [Ca?"];

LV von Hamstern (122).

in Myozyten des

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit OR-spezifische Membranbindungsstellen
von DOR, KOR, und MOR im Myokard des LV von Ratten gezeigt werden. Des Weite-
ren wurde mittels immunhistochemischer Anfarbung eine Kolokalisation von DOR und
KOR mit dem L-Typ Calciumkanal Dihydropyridin-Rezeptor auf der dufleren Zellmemb-
ran und den T-Tubuli von Kardiomyozyten nachgewiesen. Daruber hinaus zeigte sich
eine Kolokalisation von DOR und KOR mit dem intrazelluldaren Ryanodin-Rezeptor auf
der Membran des Sarcoplasmatischen Retikulums. Im Verlauf einer kongestiven Herz-
insuffizienz kam es zu einer Hochregulierung des kardialen Opioidsystems. Dies auler-
te sich durch eine vermehrte Expression der Opioidrezeptoren DOR und KOR und ihren
endogenen Liganden PENK und PDYN. Dies legt die Vermutung nahe, dass das kar-
diale Opioidsystem eine wichtige Rolle in der Regulation der Zellfunktion und der Calci-
umhomoostase, besonders im Rahmen einer Herzinsuffizienz, spielt. In Erweiterung
dieser Arbeit soll die funktionelle Bedeutung der Hochregulation des kardialen Opiatsys-
tems untersucht werden. Dazu soll die Auswirkung einer chronischen Naltrexon-
Therapie auf die kardiale Funktion in diesem experimentellen Herzinsuffizienzmodell
evaluiert werden. Praliminare Ergebnisse lassen bereits auf eine verbesserte kardiale
Funktion durch Blockade des endogenen Opiatsystems im Verlauf einer chronischen

kongestiven Herzinsuffizienz schliel3en.
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