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1 Einleitung

1.1  Einfuhrung

Stickstoffmonoxid (NO), dessen Wirkung in Blutgefélzen bereits 1980 entdeckt wurde (Furchgott et
al., 1980), is en gadformiger Transmitter welcher von dre NO-Synthase- Isoenzymen in einer
Vidzahl von Zdltypen synthetigert wird. Eine Betelligung von NO an unterschiedlichen Prozessen
wie Kredaufregulation, Herzfunktion, Immunabwetr, Knochenmetabolismus,
Stoffwechsdfunktionen, Blutgerinnung, Angiogenese und Signdibertragung im  zentrden und
peripheren Nervensystem gilt inzwischen as gesichert (Tab.1). Aufgrund dieser Vidschichtigkeit
selt die BEforschung der NO-Wirkungen und insbesondere die Untersuchung der Funktion einzelner

N O- Synthase-1soformen eine wesentliche Herausforderung dar.

Tab.1: Expressionsmuster der NO-Synthase-1soformen

nNOS bi- und multipolare Interneurone im ZNS, NANC-
» kongtitutiv*
(Typl) Nerven, Typll Skelettmuskelfasern, Macula densa, u.a.
iNOS indLzierbar Makrophagen, glatte Muskel zdllen, Kardiomyozyten,
Endothelzellen, Hepatozyten, Gliazellen, Chondrozyten
(Typll) (Cytokine, LPS, cAMP) UA
eNOS Endothdzdlen, Kardiomyozyten, Pyramidenzdlen
» kongtitutiv*
(Typlll) (Hippocampus, Cortex), Bronchidepithd, u.a

Ubersicht (ber die Expresson einzelner NO-Synthase-lsoformen. Entgegen der urspriinglichen
Nomenklatur it die Expresson der beiden konstitutiven NOSIsoformen nicht auf neuronale oder
endothelide Zellen beschrankt.



1.2 NO und Herzfunktion

Im Herzen werden adle NOS-Isoformen exprimiert. Dabei geht die Mehrzahl der Arbeiten davon
aus, dass die eNOS von Uberwiegender Bedeutung am Herzen ist. Immunhistochemisch konnte der
Nachwels einer Expresson dieser Isoform im endokardiden Endothe sowie im Endothd der
epikardiden Koronararterien bis hin zu den Kapillaren nachgewiesen werden (Belhassen e 4.,
1996, Bdligand et d., 1996). Allerdings variiert das Ausmal der Expresson stark innerhab des
Herzens mit dem hochsten Expressonsniveau in den Koronararterien und dem endokardialen
Endothel. Dartiber hinaus zeigen einige neuere Arbeten, dass die endothdide NO-Synthase auch in
Kardiomyozyten der Ratte und des Menschen exprimiert werden kann (Seki et d., 1996; Wieet d.,
1996). Weiterhin gelang der Nachweis der eNOS in den spezialiserten Kardiomyozyten des Sinus-
und AV- Knotens (Han et d., 1996). Gut charakterisert ist die Bedeutung der eNOS fir die
Regulation der Koronardurchblutung. NO ist an der Einstdllung des basden Koronarflusses betelligt
(Kelm et da., 1990) und wird dariiber hinaus in Antwort auf Agonisten wie Acetylcholin (ACh),
Bradykinin, Thrombin, ATP u.a. vermehrt vom Endothd freigesetzt. Entsprechend der Expression in
Kardiomyozyten wird aber auch vermehrt die Rolle der eNOS be der Modulation der
Kontraktionskraft diskutiert.

Die nNOS wird in kadiden Neven sowie in den pezidiseten Zdlen des
Erregungsfortleitungssystems exprimiert (Hasdl et d., 1992). Quantitativ ist diese 1soform jedoch
deutlich geringer exprimiet ds die eNOS. Untersuchungen an isolieten Herzen und in
K okulturexperimenten von Kardiomyozyten und peripheren kardialen Neuronen ergaben, dass NO,
das im Bereich der Nervenendigungen freigesetzt wird, die Freisetzung von Katecholaminen be
elektrischer Sympathikusstimulation steigert bzw. deren Rickbindung hemmt (Horackova et d.,
1995). Die nNOS scheint daher bel der sympathischen Erregung von Kardiomyozyten eine
modulatorische Rolle zu spiden.

Die iNOS wird unter normaen Bedingungen nicht oder nur in sehr geringem Umfang im Myokard
exprimiert. Eine Vidzahl experimenteller Studien ergab aber, dass Cytokine wie IL-1b und TNF-a
die iINOS-Expresson in Kardiomyozyten induzieren konnen (Finkd et d., 1992, Brady e 4d.,
1992). Unter Bedingungen erhohter lokader oder zirkulierender Cytokin-Spiegel kann demnach eine
gesteigerte NO-Synthese durch Induktion der iINOS erfolgen. Bel der TransplantatabstoRung gilt



eine Heraufregulation der kardiden INOS-Expression ds gesichert und Untersuchungen an iNOS-
defizienten Mausen belegen ene kausde Rolle der iNOS-Induktion be der Abstol3ung
transplantierter Herzen (Kibbe et d., 1999).

1.3 NO und kontraktile Funktion

Eine Vidzahl von Untersuchungen der letzten Jahre welst darauf hin, dass NO die kontraktile
Funktion des Herzens moduliert. Das Interesse fir die kardiden NO-Wirkungen wird vor dlem
durch die héufige Beobachtung stimuliert, dass bel Pdaienten mit Herzinsuffizienz verschiedener
Genese eine Stimulation der INOS- oder eNOS-Expresson im Myokard nachgewiesen wurde. Dies
wirft die interessante Frage auf, ob eine gesteigerte myokardide NO-Freisetzung die Entwicklung

ener Herzinauffizienz auddsen kann.

14 Basale Her zfunktion

Ergte Hinweise auf die Modulation der kontraktilen Funktion des Herzens durch NO kamen von
Smith et d. (1991). Am Papillarmuske des Frettchens zeigten diese Autoren, dass eine Stimulation
der NO-Freisetizung mit Substanz P zu einer beschleunigten Relaxation des Myokards fuhrte. Als
Folge der gesteigerten Relaxation kam es in isolierten Herzen zu einer geringgradigen Einschrénkung
des entwickdten linksventrikularen Druckes (-10 mmHg). Ahnliche Befunde wurden spater am
Meerschweinchenherzen bestétigt (Grocott-Mason et d., 1994). In Kokulturexperimenten von
Kardiomyozyten mit Endothezellen flhrte die Stimulation der endothdiden NO-Frasetzung mit
Bradykinin zu einer Abnahme der Verkirzungsamplitude der Kardiomyozyten, ein Effekt, der einer
negativ inotropen Wirkung entspricht (Brady et al.,1992).

Im Gegendsatz zu Befunden einer negativ inotropen Wirkung fiihrte eine Hemmung von endogener
NO-Fresstizung an isolieten Kardiomyozyten der Rate zu kener Verdnderung der
Verkirzungsamplitude. Ebenso konnte gezeigt werden, dass physiologische NO-Konzentrationen
keinen negativ inotropen Effekt auf die basale Druckentwicklung bewirkten (Weyrich et ., 1994).
Untersuchungen am isolierten Meerschweinchenherzen mit authentischemn NO fihrten erst bel Gabe
hoher Dosen von NO zu einer Einschrankung der Druckentwicklung, die mit einer Reduktion des
kardiden Energiestatus enher ging (Wyeth e d., 1996). Weiter wurde eine negativ inotrope



Wirkung hoher NO-Konzentrationen von mehreren Gruppen nachgewiesen. (Mohan et d., 1995;
Kojdaet d., 1996, Kelm et a., 1997).

Im Gegensatz zu den Befunden, dass die endogene NO-Freisetzung die basale Kontraktionskraft
des Herzens nicht oder eher negaiv beanfluld, gibt es auch Hinwelse auf eine podtiv inotrope
Wirkung von NO am Myokard. So fihrten niedrige Konzentrationen des NO-Donators SIN-1 zu
einer Steigerung des Caf*-Einstroms tber die L-Typ Cat*-Kande (Icay) in Kardiomyozyten des
humanen Atriums und Ventrikdmyokardzellen des Froschs (Kirstein et d., 1995), (Mery et al.,
1993). Hohere NO Konzentrationen reduzierten konsstent den lc, . Eine Steigerung des ka.
konnte sich am intakten Herzen in einer positiv inotropen Wirkung niederschlagen. Tatséchlich zeigen
einige Arbaten einen pogtiv inotropen Effekt endogenen NO’'s bzw. geringer Konzentrationen
exogener NO-Donatoren (Mohan et d., 1995), (Kojda et al., 1996). Interessanterweise weist eine
neue klinische Studie eine postiv inotrope Wirkung endogenen NO's nur bel gesunden Probanden
nach. Bel Patienten mit Kardiomyopathie war kein Effekt einer NOS-Hemmung auf kontraktile
Parameter nachweisbar (Cotton et al., 2001).

Diese Ubersicht zeigt, dass hinsichtlich der Wirkung von NO auf die kontraktile Funktion z.T.
widerspriichliche Ergebnisse publiziert wurden. Erschwert wird die Interpretation der Daten dadurch,
dass teilweise die endogene NO-Freisetzung, tellweise der Effekt von NO-Donaoren auf die
Kontraktionskraft des Herzens dudiert wurde. Dabel fand eine Vidzahl von Moddlsystemen
Anwendung, die vom isolierten Kardiomyozyten bis zum gesunden und insuffizienten humanen

Herzen in Stu reichten.

1.5 b-adrenerge Stimulation

Waéhrend die Datenlage fir die basade Herzfunktion heterogen ist, weist die Mehrzahl der Arbeiten
auf einen negdiv-inotropen Effekt der endogenen NO-Freisetzung bel b-adrenerger Stimulation hin.
Erde Hinwelse auf einen negativen Feedback-Mechanismus durch eine autokrine NO-Freisetzung
wurden an Kadiomyozyten der Ratte erhoben. Bdligand et d. (1993) zeigten, dass NOS-
Hemmung die inotrope und chronotrope Antwort von Kardiomyozyten der Ratte auf Gabe von
Isoproterenol potenzierte. Diese Befunde wurden darauf an isolierten Vorhofen der Ratte und des

menschlichen Herzens bestétigt (Sterin-Borda et al., 1995). NOS-Hemmung steigerte richt nur die



Antwort auf exogen applizierte Katecholamine (Keaney et d., 1996), sondern steigerte auch die
Kontraktilitdt be eektrischer Reizung des linken Ganglion stelatum des Hundes (Takita et dl.,
1998), so dass auch die endogene Katecholamin-Stimulation des Herzens einer negativen Kontrolle
durch NO unterworfen ist.

Uber welche Mechanismen wird eine NO-Ausschiittung bei b-adrenerger Stimulation gesteigert und
welche nachgeschdteten Wege hemmen die Kraftentwicklung im Kardiomyozyten? Die Aktivierung
der eNOS in Kardiomyozyten kénnte durch eine gesteigerte mittlere Ca?*-Konzentration erfolgen,
die sch infolge der b-adrenergen Stimulation in den Kardiomyozyten eingtdlt. So wurde auch die
negative Kraft-Frequenz-Beziehung dektrisch simulierter Papillarmuskel auf eine Aktivierung der
eNOS in Kardiomyozyten auf eine Steigerung der mittleren Ca*-Konzentration zuriickgefuihrt
(Finkel et d., 1995). Ein welterer Mechanismus konnte aber auch in einer drekten Kopplung b-
adrenerger  Stimulation an den  NO/cGMP-Signdtransduktionsveg liegen. So wurde an
M uske préparaten aus humanem Myokard gezeigt, dass Stimulation myokardider b ;-Rezeptorenim
Gegensatz zu b;- und b,- Rezeptoren einen negativ inotropen Effekt ausiibte (Kohout et a., 2001).
Dieser Hfekt war auf Aktivierung der eNOS in Kardiomyozyten zuriickzufiihren. Neuere Befunde
besétigen, dass diesem Mechanismus eine wesentliche Rolle bel der Induktion des negativen
Feedback-Mechanismusbe b -Rezeptor-Stimulation zukommt, denn b ;- Rezeptor- defiziente Méuse
zeigen ene reduzierte NOS-Aktivierung und eine gesteigerte inotrope Antwort auf |soproterenol
(Vargese et d., 2000).

Generdl kennt man im Herzen verschiedene Ansatzpunkte, an denen NO saine antiadrenerge
Wirkung entfdten konnte. Stimulation der b;-Rezeptoren fuhrt in enem Ge-Protein-gesteuerten
Prozess zur Steigerung der Aktivitét der Adenylatzyklase. CAMP wiederum aktiviert die CAMP-
abhangige Proteinkinase, die u.a. die spannungsabhangigen L-type Ca*. K ande phosphoryliert und
damit zu einem verstérkten Ceaf*-Eingrom fihrt. NO, das in die Zelle gelangt oder intrazellulér
gebildet wird, aktiviert die l6diche Guanylat-Zyklase, wodurch es zu einem Angtieg von cGMP im
Kardiomyozyten kommt. Im Herzen wirkt cGMP im Wesentlichen auf zwel Effektoren: es aktiviert
die cGMP-abhdngigen Proteinkinasen und moduliet andererseits die  Aktivitde  von
Phosphodiesterasen. Im Herzen werden vor allem die cGMP-gimulierbare PDE2 und die cGMP-
hemmbare PDE3A exprimiert. Beide besitzen eine spezifische Aktivitét fir CAMP, so dass bel einer
Hemmung der PDE3A durch cGMP ein cAMP-Angtieg efolgt, bei Aktivierung der PDE2 (bel



hohen NO- bzw. cGMP-Konzentrationen) aber ein cAMP-Abfal efolgt. Offenschtlich ist esdurch
Regulation der PDE-Aktivitét moglich, das Ausmal3 der inotropen Antwort auf Noradrendin zu
modulieren. (Mery et d., 1993, Kojda et al., 1996, Paulus et al., 2001, Mohan et a., 1995).

Die cGMP-abhangige Proteinkinase phosphoryliert verschiedene zdlulére Zidmolekile, welche die
Kontraktionskraft modulieren. Gut charakterisiert ist die Phosphorylierung des L-type-Ca?*-Kandls,
die zu einer Hemmung des Ic,. fuhrt. Dies seht im Gegensatz zu der simulierenden Wirkung durch
die cAMP-abhéngige Phosphorylierung, so dass auf der Ebene der Kandphosphorylierung eine
antagonistische Wirkung des cGMP auf die CAMP-vermittdte Inotropiesteigerung induziert wird.
Dariiber hinaus reduziert eine cGK -abhéngige Phosphorylierung des Troponin | die Caf*- Sengtivitét
der Myofilamente (Shah et d., 1994). Vor dlem be hohen NO Konzentrationen soll dieser
Mechanismus wesentlich zur anti-adrenergen Wirkung von NO beitragen.

1.6 NO als Mediator der parasympathischen Hemmung der sympatischen Inotropie-
Steigerung

In einer ersen Arbeit an isolieten Kardiomyozyten der Ratte zeigten Bdligand et d., dass die
antiadrenerge Wirkung des parasympatischen Transmittermimetikums Carbachol durch den NO-
Synthase-Inhibitor L-NMMA aufgehoben wurde, (Bdligand et d., 1993). Dies betraf sowohl die
inotrope as auch die chronotrope Wirkung des Carbachols. Diese Befunde legten eine Betelligung
ene endogenen, in Kardiomyozyten exprimierten NO-Synthase nahe. In weterfihrenden
Untersuchungen zeigte dieselbe Arbeitsgruppe, dass in Kardiomyozyten der Ratte die endothdide
NO-Synthase exprimiert wird und dass die Hemmung der NOS eine Steigerung des Ic,. zur Folge
hate (Bdligand et d., 1995). Ahnliche Befunde wurden auch fir isolierte Myozyten aus Atrien,
Snus- und AV-Knoten sowie Ventrikelmyokard des Kaninchens berichtet (Han et d., 1996). Im
Gegensatz zu diesen Befunden standen dlerdings mehrere Untersuchungen, die keinen Effekt einer
NOS-Hemmung auf den ACh vermittdten antiadrenergen Effekt nachweisen konnten. Die
kontroverse Diskussion um die Betelligung der eNOS an der parasympathischen Modulation der b-
adrenergen inotropen Stimulierbarkeit konnte auch nicht durch die Verwendung eNOS-defizienter
Mause aufgel 6t werden, daauch hier Daten publiziert wurden, die eine wesentliche Rolle der eNOS
belegten oder ihr widersprachen. Han e d. zeigten an isolierten Kardiomyozyten, dass ene

parasympathisch ausgddste Hemmung des Ic, -Andiegs be b-adrenerger Stimulation in



Kardiomyozyten aus eNOS-defizienten Méausen ausblieb (Han et a., 1998). Demgegeniber
berichten Vandecastedle et d. von einem unveranderten k.. in Kardiomyozyten aus demselben
Stamm eNOS-defizienter Mause (Vandecasteele et ., 1999). Der Grund fir diese Diskrepanz ist
bisher nicht geklart.

Die Ubersicht tiber die Funktionen von NO bei der Modulation der Kontraktilitét weist eine Vielzahl
offener Fragen auf: Welche Ralle spielt die eNOS bel der Modulation der inotropen, b-adrenergen
Stimulierbarkeit des Herzens? Ist NO und spezidller die eNOS an der anti-adrenergen Wirkung von
Acetylcholin oder Adenosin betalligt? Diese Fragen wurden in der vorliegenden Arbeit an isoliert
perfundierten Herzen von Wildtyp- und eNOS-defizienten Mausen untersucht.



2 Material und M ethoden

2.1 M ause

Im Rahmen dieser Arbat wurden Wild-Typ C57BL/6 (WT)-Méuse und eNOS-defiziente (eNOS-
/-)-Méause verwendet, die flr Seben Generationen in den C57BL/6-Hintergrund eingekreuzt wurden
(Godecke et d., 1998). Es wurden Tiere mit einem Mindestgewicht von 19 Gramm fur die Versuche
auggewahit. Das durchschnittliche Gewicht betrug dabel fur die WT-Méuse 24,634 g und fir die
eNOS-/--Méause 23,5+2,7 g. Des durchschnittliche Verhdltnis von Herzgewicht zu Mausgewicht
betrug fur die WT-Mause 6,21+0,68 mg/g Mausgewicht und fur die eNOS-/--Mause 6,49+ 0,93

mg/g Mausgewicht.

2.2  Expressionsanalyse

Fur die Western Blot- und RT-PCR-Untersuchungen zur Vertellung der eNOS-Expresson im
Herzen wurden Kardiomyozyten nach dem Protokoll von Piper et d. prépariert (Piper et d., 1990).
Mause wurden mit Urethan (1,5 g/kg) anésthesert, die Aorta in Stu kanlliert und die Herzen
retrograd mit e@nem modifizierten, kaziumfreien Krebs-Hensdeit Puffer (NaCl 110, KCl 2.6,
KH.PO, 1.2, MgSO, 1.2, NaHCO; 25, Glukose 11 mMoal/l) perfundiert. Die Herzen wurden
entnommen und nach Zugabe von 0,1% Kollagenase, 0,5% Rinderserumabumin sowie 16 pmol/l
CaCl, rezirkulierend fir 30 Minuten perfundiert. Das Perfusonsmedium wurde kontinuierlich mit
95% O, und 5% CO, bei 37°C begast. AnschlieRend wurde das Gewebe zerkleinert (tissue mincer,
Bachofer, Deutschland) und mit dem Kollagenasepuffer fir weitere 15 Minuten unter Schiitteln
inkubiert. Nach Filtration der isolierten Zellen wurde die Caf*-Konzentration schrittweise bis zur
Endkonzentration von 0.5 mmol/l erhoht. Die erhatene Zdlsuspension wurde auf ein Kissen aus 4%
Rinderalbuminserum (ICN Flow, Meckenheim, Deutschland) geschichtet und 2 Minuten bei 10X G
zentrifugiert. Die 0 erhdtenen  Kardiomyozyten wurden dreimd in PBS gewaschen und in 1 ml
enes SDS-PAGE-Puffer aufgekocht. Die Quantifizierung der eNOS-Banden wurde nach
Westernanadyse wie beschrieben (Godecke et a., 1998) durch Scannen mit Hilfe enes

Denstometers (Molecular Dynamics) vorgenommen.
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Gesamt-RNA aus Herzen bzw. Kardiomyocyten wurden mittels der LiClHHarngtoff-Methode
(Auffray et d., 1980) isoliert. Finf pg der Gesamt-RNA wurden in eénem Gesamtvolumen von 50 pl
revers transkribiert (MMLV-Reverse Transkriptase, Life Technologies, Eggenstein, Deutschland).
Von den RT-Produkten wurde eine Verdinnungsreihe in Schritten von 1:3,1 hergestellt und je 5 pll
zur Amplifiketion der eNOS- bzw. ACE-pezifischen Transkripte mit folgenden Primern eingesetzt:
eNOS: 5¢CTG GAC ATC ACT TCC CCG-3¢und 5¢ GAGCTGGCTCATCCACGT-3¢ ACE:
5¢CAA TTA CCT GCT AAA GAT GGC C-3¢und 56 TAC TCC AGC AGT GCC TTG G 3¢
Die Amplifikation erfolgte Uber 40 Zyklen: 1” 94°C, 2" 55°C, 2" 72°C. Die RT-PCR-Produkte
wurden auf einem 1,5 % Agarose-Gd aufgetrennt und bel UV-Licht fotografiert.

2.3  Dasnach Langendorff isoliert perfundierte M &useherz

Funktionelle Untersuchungen wurden an retrograd, <din perfundierten Herzen durchgefihrt
(Langendorff, Abbildung 1). Zur Perfusion wurde ein modifizierter Krebs-Hensdet Puffer verwendet
(Tabelle 2), der bel 37°C temperiert wurde. Die Begasung des Puffers erfolgte mit Carbogengas,
(95% O, 5% CO,) das den pH-Waert des Puffers auf 7,4 eingdlte. Durch die Begasung im
geschlossenen Pufferreservoir wurde der Puffer durch den steigenden Druck in die Perfusionssaule
gedriickt. Die Flllungshthe in der Perfusonssaule konnte Uber das kommunizierende Steigrohr
eingestellt werden. Zwischen der Sdule und dem Herzen war herznah eine Flusssonde zur Messung
des Koronarflusses  eingebracht. Die so aufgebaute druckkonstante Perfusionsanordnung konnte
durch Zwischenschaten einer Rollerpumpe in eine volumenkonstante Perfusion Uberfiihrt werden.

1
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Abbildungl: Versuchsanordnung nach Langendorff fir isoliert perfundierte Herzen.




Tabelle 2: Zusammensetzung des modifizierten Krebs-Hensdeit-Puffers

Konzentration [mM] Menge

[9/1]

NaCl 116 6,78
KCI 4,63 0,35
MgS0,4.7H,0 1,1 0,27
KH,PO, 1,2 0,16
NaHCO; 24.9 4,09
Glukose.H,0 8,32 1,65
Pyruvat 2 0,22
CaCl, 2,5 0,37
EDTA 0,5 0,185

24  Organentnahme und Pr&paration von Mauseher zen flr funktionelle

Unter suchungen

Zur Herzentnahme wurden die Mause mit Urethan (1,5 mg/g Mausgewicht i.p.) narkotisert.
Gleichzetig wurde zur Vermeidung einer Thromboembolie Heparin (20 i.E./g Mausgewicht i.p)
verabreicht. Nach Fixierung der Maus auf einem OP-Tisch erfolgte die Eréffnung des Thorax und
die Entnahme des Herz/Lungenpaketes. Lungen und Thymusanteile wurden im oxygenierten
Pufferbad bel Raumtemperatur entfernt. Das Aufsuchen der Aorta und Absetzen des Aortenbogens
in Hohe des Abgangs des Truncus brachiocephdicus erfolgte unter dem Auflichtmikroskop bei 6,4-
facher Vergrol¥erung. Nach Einflihren einer Rerfusionskantile in die Aorta wurde das Herz mit einer
Ligatur befestigt. Der Zeitraum von der Thoraxeréffnung bis zur Fixierung der Aorta und Starten der
Perfusion betrug maxima 3 Minuten.

25  Messtechnik und Instrumentierung der Mauseher zen

Abbildung 2 zeigt die Instrumentierung des Herzens und die dadurch ermittelbaren Messparameter.
Zur Messung des Koronarflusses wurde eine Ultraschalflusssonde IN in Verbindung mit dem Small
Anima Blood Flow Meter T 206 der Firma Transonic Systems Inc verwendet, das bel einem zu
erwartenden Koronarfluss von 0.5-4.0 ml min™ auch kleinste Fliisse von 0.01 ml min™ ermittelt. Der

linksventrikulare Druck wurde Uber enen im linken Ventrikd befindlichen Balonkatheter und einem
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Druckwandler aufgenommen (Statham P23 XL). Aus den Drucksgnden wurden die
Druckanstiegsgeschwindigkeit dP/dt und die Herzfrequenz abgeleitet. Die Messwerte wurden
zusammen mit dem Koronarfluss und dem Perfusonsdruck mit einem Gould Recorder 2600 (Gould
Insruments Dividon, Clevdand, Ohio, USA) kontinuierlich aufgezeichnet. Zur dektrischen
Simulation diente ein Impulsgenerator T 215/T der Firma Hugo Sachs Elektronik. Die
Stimulationsdektroden wurden aus feinen Kupferdrahten hergestellt und jeweils am linken Herzohr
sowie an der Herzspitze angeklemmtt. Saitstandige, intrakoronare Pharmakaapplikationen wurden mit
Hilfe der Infusiongoumpen Precidor 5003 der Firma lnfors AG durchgefhrt, mit denen auch kleingte
Volumina stufenlos Uber drel Zehnerpotenzen gppliziert werden konnen. Fir eine volumenkonstante
Pefuson wurde ene Rollerpumpe Minipuls2 (Gilson, Villiers Le Bd, Frankreich) zwischen
Perfusionssaule und Perfusionskaniile eingeschaltet.

Flusssonde

A.pulmm
LvP

/ f dPydt

Schritmacher

Abbildung 2: Instrumentierung des Mé&useherzens

2.6  Druckkonstante Perfusonsanordnung
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Alle Herzen wurden zunéchst druckkongtant perfundiert. Nach ener Einschlagphase von ca. 20
Minuten erreichte der Koronarfluss nach initider Erhthung durch die wahrend der Prgparation
eingetretene Hypoxie einen dabilen Basdwert. Die Koronarfunktion wurde durch kurzzeitige
Ischamie mittdds Abklemmen der Perfuson fir 20 Sekunden Uberprift. Herzen, bel denen der
Maximafluss der anschliel¥enden resktiven Hyperamie unter einer Verdoppelung des Basdflusses
lagen, wurden verworfen. Der Perfusionsdruck betrug 70 cm H,O, entsprechend ca. 55 mmHg.

2.7  Volumenkongtante Perfusonsanordnung

Zur volumenkondtanten Perfuson wurden die Herzen bis zum Errdchen enes dabilen
Koronarflusses zunéchst druckkonstant perfundiert. Dann wurde zwischen die Perfusons-siule und
Pefusonkanile ene Rollepumpe geschdtet. Um  ene Hypoxie ba zB. hohen
Dobutaminkonzentrationen zu vermeiden, wurden die Hezen nach Umschdten auf die
volumenkongtante Perfuson mit dem 25 fachen des Basawertes Uberperfundiert. In dieser
Anordnung wurde a's Parameter fur die Gefa¥unktion der Perfusonsdruck kontinuierlich regigtriert.

2.8 Messung der antiadrenergen Wirkung von ACh und Adenosin

Die antiadrenerge Wirkung von ACh und Adenosin wéhrend ener 3-adrenergen Stimulation
(antiadrenerger Effekt) wurde an WT-Herzen und eNOS-/--Herzen sowie auch an WT-Herzen
unter Vorbehandlung mit L-NMMA Uberprift. Die Untersuchung wurde bei druckkonstanter
Perfuson mit eéinem Perfusionsdruck von 70 cm HO sowie unter Verwendung von L-NMMA bel
volumenkongtanter Perfuson durchgefiihrt. Nach der Einschlagphase wurde zunéchst mit der b-
adrenergen Stimulation durch eine 50 bzw. 100 nmolare Dobutaminlésung begonnen. Nach
Erreichen konganter Messwerte wurden dann zusétzlich jewells ACh (50nM) bzw. Adenosin
(10uM) Uber einen Zeitraum von 10 Minuten saitsténdig infundiert und die Veranderungen des LVP
und der dP/dt kontinuierlich regidtriert.

29 Messung der cAMP/cGM P-Spiegel

Zur Bestimmung der Gewebsspiegel von cAMP und cGMP wurden Herzen von WT- und eNOS-/-
-Mausen nach kompletter Instrumentierung und nach efolgter Einschlagphase unter basden
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Bedingungen unmittelbar von der Perfusionsgpparatur genommen, mit einer Wollweberzange, die mit
flissgem Stickstoff vorgekihit wurde, schock-gefroren und be minus 80° C eingefroren. Um die
CAMP/cGMP-Konzentration unter [3-adrenerger Stimulation zu bestimmen, wurden Herzen in
vergleichbaren Versuchen mit 300 nM Dobutamin simuliert, bis der LVP enen Maximawert
ereicht hatte. Zur Isolation von cAMP und cGMP wurde das gefrorene Gewebe gewogen und in
einem 10 fachen Volumen einer 6% Trichlor- Essigsaure homogenisert. Prézipitierte Proteine wurden
bei 4 ° C abzentrifugiert (10 min, 7500 Upm). Die Uberstande wurden mit einem 5-fachen Volumen
enes wassargesdtigten Diethylethers extrahiet. Die wéssige Phase wurde in ener
Vakuumzentrifuge abgedampft (speed vac). Die Bestimmung der cAMP/cGMP-Konzentration
erfolgte mittels ELISA. Zur Erhéhung der Sengtivitét wurden die zyklischen Nukleotide gemél3 dem
Protokoll des Hergtdlers (Amersham, Braunschwelg) azetyliert.

210 Vewendete Chemikalien

Liquemin N 25000, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen

Urethan, Sgma Chemica Co., . Louis, USA

Dobutamin-Trockensubstanz, Firma Giulini Pharma GmbH, Hannover
L-NMMA (N®-Methyl-_-Arginin), Firma Sigma Chemicd Co., St. Louis, USA
Adenosin, Firma Boehringer Mannheim GmbH

ACh (Acetylcholin), Firma Sgma Chemicd Co., &. Louis, USA

MEP 11 (9-hydroxynonyl-Hypoxanthin, NPT 15392), Biolog GmbH, Bremen

16



3 Ergebnisse

3.1 Expressonsanalyseder eNOSin Mausekardiomyozyten

Die Vertellung der eNOS-Expresson im Herzen der Maus wurde mittds Western Andyse
untersucht. Dazu wurden gleiche Mengen eines Proteinextraktes aus WT-Herzen und gereinigten
WT-Kardiomyozyten auf ihren eNOS- Gehdt untersucht. Als Negativkontrolle diente ein Extrakt aus
eNOS-/--Herzen. Wie Abbildung 3 zeigt konnten eNOS- spezifische Banden in WT-Herzen und in
den gereinigten Kardiomyozyten, nicht jedoch in den eNOS-/--Herzen nachgewiesen werden. Die
denstometrische Anadyse von drei unabhdngigen Experimenten ergab, dass ca. 20% des kardiaden
eNOS-Proteinsin der Fraktion der Kardiomyozyten nachwel shar waren.

Co,
W SO
3 Herz CM

= 3

= p—
1 e co cQQ co 5 39
: il ’ ) O
g oS 3 o S 3

Abbildung 3: Expressionsanalyse der eNOS im Mausherzen. A: Western Analyse an Herzextrakten
von WT- und eNOS-/--Mausen sowie Wildtypkardiomyozyten (CM). B: RT-PCR-Anayse der eNOS
und ACE-Expression in WT-Herzen und isolierten Kardiomyozyten (CM). Unter den einzelnen Spuren
sind die Verdinnungsstufen angegeben. Stufe 1 entspricht der cDNA, die aus 125 ng Gesamt- RNA
revers transkribiert wurde.

17



Um auszuschlief3en, dass das eNOS-Sgnd in der Kardiomyozytenfraktion auf eine Kontamination
der Prparation mit Endothelzellen zurlickzufiihren war, wurde eine RT-PCR-Andyse an RNA aus
WT-Herzen und isolierten Kardiomyozyten durchgeftihrt.

Als Maker fur die Endothelfraktion wurde die mRNA des Angiotensn-Converting Enzyms
amplifiziert. Abbildung 3 zeigt, dass eNOS-spezifische Transkripte in der Gesamt-RNA aus Herz
und Kardiomyozyt nachweisbar sind. Die Signdintensté des eNOS-Fragments in Stufe 1 der
Kardiomyozytenfraktion liegt zwischen der Signdintengtét der HerzRNA von Stufe 0,31 und O,1.
Dies bedeutet, dass das Expressonsniveau in der Kardiomyozytenfraktion zwischen 10-30% der
gesamten kardiden Expresson betrdgt. Im Gegensatz dazu it ein deutliches ACE-Sgnd nur in der
RNA aus Gesamtherz detektierbar und in der Kardiomyozytenfraktion eine sehr schwache Bande
nur in der Stufe 1 erkennbar. Der Vergleich mit der Bandenintensitét der GesamtherzzRNA ergib,
dass ca. 3% der ACE-Expression in der Kardiomyozytenfraktion nachweisbar ist. Das Verhaten
des Endothdmarkers ACE belegt, dass die Kardiomyozytenfraktion mit maxima 3% Endothelzdllen
verunreinigt war. Die deutlich hthere Expresson der eNOS bestétigt daher die Ergebnisse aus der
Western Analyse, wonach ca. 20% der eNOS in Kardiomyozyten exprimiert werden.

3.2  Audegungder Versuchsanordnung fir M duseher zen

Da zu Beginn dieser Arbeit die Andyse der Herzfunktion bel Mausen mit Hlife der retrograden
Perfuson nach Langendorff noch nicht eabliet war, musste zunéchgt die Langendorff-
Perfusonsanordnung von der Audegung fir Herzen grol3erer Tiere (Ratten, Meerschweinchen) an
die Grolenverhdtnisse der Méuseherzen angepasst werden. Dies betraf vor dlem die Messung des
linksventrikul&en Drucks (LVP) sowie die Dimensonierung der Perfusonskenile  Als
Ausgangsmaterid  fur die Pefusonskanile wurden Stahlkanilen der GroRe 20 G
(AuRendurchmesser 0,9 mm; Innendurchmesser 0,5 mm) verwendet, in die nach Kirzung eine Nut
gefrést wurde, um der Aortabel der Fixierung grofieren Halt bieten zu kénnen. Fir die Messung des
LVP wurden drei verschiedene Systeme getestet, die nach Erdffnen des linken Vorhofs Uber die
Mitraklappe in den linken Ventrikel eingebracht werden konnten und Uber die neben der Messung
des LVP ach de Messung de Druckansiegsgeschwindigkeit  (dP/dty.), der
Druckabfalsgeschwindigkeit (dP/dty,in) Sowie die Bestimmung der Herzfrequenz maglich war:

| €n 2F Millar-Tip Katheter
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I kommerzidl erhdtliche vorgefertigtem Latexbalons der Grole 1 (Hugo Sachs Elektronik), die
nach Herstellerangaben fir die Messung des LV P in M&useherzen geeignet sind

| aus Latexmateria von Kondomen selbsthergestellte Ballonkatheter.

Die Grolenverndtnisse der einzelnen Systeme sind in Abbildung 4 dargestdt.

+

Abbildung 4: GroRenverhéltnisse der verwendeten Katheter zur Messung des LVP (x-Achse = cm).
Von links nach rechts. Millar-TIP-Katheter 2 F, Eigenbau Latexballonkatheter, Latexballons Grofie 1
und 2, Hugo Sachs Elektronik.

Versuche mit den im Hande erhdtlichen Latexballons fihrten zu keiner verwertbaren Druckmessung.
Da diese Bdlons eine reativ grole Wandgefe aufweisen, waren Se enersaits nicht in der Lage, Sich
der Ventrikelwand ausreichend anzupassen. Hinzu kam, dass der Flllungsdruck im Ballon wegen der
schlechten Dehnbarkeit des Materias weit Uber einem enddiastolischen Druck von 5 mmHg
eingestelt werden musste, damit es zu einer Anpassung des Balons an die Ventrikewand kam.

In welteren Versuchen mit dem Millar-Tip Katheter betrug der maximae systolische Druck lediglich
ca 60 mmHg. In der Regel lagen die Druckwerte bei 20-40 mmHg was auf eine unvollsténdige
Ventrikdftllung und einen unvallstdndigen Mitraklappenschiufd zurtick-zufihren sein kénnte (Abb.
5).

Die besten Ergebnisse lieferten selbstgebaute Katheter. Hierzu wurde das Latexmaterid so an einen
feinen PE-Schlauch mit ener Ligatur befestigt, dass sich ein ca. 3 mm langen und im Durchmesser 2
mm grof3er Balon ergab, der nach blasenfreier Flllung mit Wasser Uber den PE-Schlauch mit dem
Druckaufnehmer in Verbindung stand und so die Messung der linksventrikuléren Druckentwicklung

erlaubte.
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Abbildung 5 zeigt eine vergleichende Messung der linksventrikuldren Druckentwicklung mit eénem
Latexbdlonkatheter und einem Millar-Tip-Katheter, die dternierend in dassadbe Herz eingefihrt
wurden. Es wird deutlich, dass die Druckmessung mit dem Balonkatheter erheblich genauer ist as
mit dem Millar-Tip Katheter.

200

100

LVP [mmHQ]

— Millar-Tip Millar-Tip
Ballon Ballon

Abbildung 5: Messung der linksventrikulérer Druckentwicklung mit dem selbstgebautem
Latexbalonkatheter (—) und einem Millar-Tip-Katheter ¢---) im Vergleich bei druckkonstanter
Perfusion (70 cm H;0).

3.3 Stabilitat isolierter M auseher zen

Nach Optimierung des Druckmessverfahrens wurden zundchst Untersuchungen der Stabilitét der
Préparate durchgefinrt. Abbildung 6 zeigt exemplarisch die Originaregistrierung von Koronarfluss,
LVP und dP/dt in ener Untersuchung zur Langzatdabilitét. Die Experimente wurden unter
sandardiserten Versuchsbedingungen (Temperatur, Druck, Begasung, Herzfrequenz) durchgeftihrt.
Die aufgezeichneten Parameter zeigten Uber ein Zeitinterval von ca 25 Stunden praktisch keine
Anderungen.



15 -

Fluss ml/min]

dP/dt
[mmHg/s*10°
]

4 =
. 120 = |
jc:n 100 =
= 80 — .
é 60
0 40 —
3 20 =
0
Il 30 45 I 120 135 I
t [min]

Abbildung 6: Origindregistrierung zur Uberpriifung der Stabilitét der Versuchsanordnung: LV P, dP/dt
und Koronarfluss zeigen Uber ein Zeitintervall von ca. 2,5 Stunden keine wesentlichen Verdnderungen.

21



3.4  Dosis-Wirkungskurven fur Katecholamine

In weteren Versuchen wurde die inotrope Stimulierbarkelt isolierter Mauseherzen durch
Katecholamingabe Uberprift. Dazu wurde die dossabhéngige Wirkung von Dobutamin untersucht,
indem eine Stammlésung von 10 pM Dobutamin satddndig mit geigenden Volumina infundiert
wurde, wobel das maximae Infusonsvolumen 3 % des Koronarflusses betrug, um Veranderungen
der Pufferzusammensetzung durch  Vedinnung zu vermeden. Insgesamt wurde en
Untersuchungszeitraum von 2 Stunden be der Verwendung von Dobutamin nicht Gberschritten.
Abbildung 7 zeigt in ener Origindregigrierung exemplarisch die dosisabhéngige Wirkungen von
Dobutamin in geigenden Konzentrationen bel einer volumenkongtanten Perfusionsanordnung. Es
wird deutlich, dass Dobutamin (10-100 nM) zu einem Angtieg der Kontraktilitét fuhrt (LVP, dP/dt).
Damit geht ene Erhohung des Koronaflusses einher um den vermehrten O,-Bedaf bei
isovolumetrischer Arbeit zu decken.

3.5  Frequenz- und Inotropiever halten unter Dobutamin bel druckkonstanten Perfusion

Die Untersuchungsreihen zum Vergleich der eNOS-/-- mit den WT-Herzen beziiglich ihres basalen
linksventrikuléren Druckes und ihres Inotropieverhdtens be 3-adrenerger Stimulation mit Dobutamin
wurden zunéchst bel druckkongtanter Perfuson mit 70 cm H,O ohne eekirische Stimulation
durchgefiihrt (Abb. 8). Der basde LVP war in eNOS-/--Herzen gegentiber WT-Herzen (66.3 +
14,4mmHg) um 33% erhéht. Dobutamin (10 - 300 nM) geigerte den LVP in WT-Herzen auf
maxima 105+58 mmHg. In eNOS-/--Herzen betrug der maximade LVP 125+12,6 mmHg (
100nM Dobutamin). Die Unterschiede zwischen WT und eNOS-/--Herzen waren fir dle
Dobutaminkonzentrationen datistisch  ggnifikant. Die maximade Druckangtiegsgeschwindigkelt
(dP/dtyax) War in eNOS-/--Herzen ebenfdls immer hoher ds die der WT-Herzen, doch erreichten
diese Werte nicht das Signifikanzniveau. Die positiv chronotrope Wirkung der Dobutamingtimulation
ist in Abbildung 9 zusammengefasst. Dobutamin steigerte die Herzfrequenz in WT-Herzen um 30 %
und in eNOS-/--Herzen um 35%. Die mittlere Herzfrequenz war bei den eNOS-/--Herzen ba dlen
eingesatzten Dobutaminkonzentrationen niedriger as bei den WT-Herzen, doch erreichten die
Mittelwerte aufgrund der hohen Standardabwei chung nicht das Signifikanzniveau.
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Abbildung 8: Inotropieverhaten unter [fadrenerger Stimulation mit Dobutamin bei druckkonstanter
Perfuson von WT-(? ) und eNOS/--Herzen (?). Datenpaare reprasentieren Mittelwerte +

Standardabweichung von n=6 Experimenten in jeder Gruppe ; * p< 0,05, ** p< 0,01.
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Abbildung 9: Frequenzverhalten unter Zadrenerger Stimulation mit Dobutamin bel druckkonstanter
Perfuson von WT-(? ) und eNOS/--Herzen (?). Datenpaare reprasentieren Mittelwerte +
Standardabweichung von n=6 Experimenten in jeder Gruppe.

3.6 K ontraktilitatsver halten unter Dobutamin an elektrisch stimulierten Herzen

bea druckkonstanter Perfusion

Um die Daten vergleichbar zu machen wurde in einer weteren Serie der chronotrope Einfluss von
Dobutamin durch dektrische Stimulation mit 600 SchHagevmin diminiert, da diese Frequenz
oberhab der maximaden Herzfrequenz liegt, die durch Dobutamingabe am Mauseherzen erreicht
werden konnte. Unter diesen Bedingungen zegte die basde linksventrikuléare Druckentwicklung
vergleichbare Werte fur WT-Herzen (74,2£10,7 mmHg ) und eNOS-/--Herzen (75,81 6,7 mmHg,
n=6, n.s.). Dobutamin steigerte in WT-Herzen dosisabhangig LVP um 48 %. In eNOS-/--Herzen
verlief der Druckangieg steller und erreichte Sgnifikant hdhere Maximawerte (Steigerung um 74 %
100 nM Dobutamin: 123+9,3mmHg vs. 104+86mmHg, p< 0,05; 300 nM Dobutamin:
125+ 3,5mmHg vs 102+ 7,6mmHg, p< 0,01). Gleiche Ergebnisse wurden fir die dP/dt.x erhdten
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(basa: WT 2633+599 mmHg/s, eNOS-/- 2667+301 mmHg/s, 300 nM Dobutamin: WT
5160+ 456 mmHg/s, eNOS-/- 6240+ 260 mmHg/s; p<0,01. Abb. 10).

Abbildung 11 zeigt, dass die [3-adrenerge Stimulation mit enem Angieg des Koronarflusses
verbunden war. Die Husszunahme war in WT-und eNOS-/--Herzen jedoch nicht dgnifikant
unterschiedlich (+60 %).
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Abbildung 10: Inotropieverhaten unter Radrenergen Stimulation bei druckkonstanter Perfusion und
elektrischer Stimulation (600bpm) von WT-(? ) und eNOS-/--Herzen (?). Datenpunkte reprasentieren
Mittelwerte + Standardabweichung von n=6 Experimenten in jeder Gruppe ; * p< 0,05, ** p< 0,01.
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Abbildung 11: Koronarfluss unter [3-adrenerger Stimulation bel druckkonstanter Perfusion und
elektrischer Stimulation (600bpm) von WT- (? ) und eNOS/--Herzen (?). Datenpaare reprasentieren
Mittelwerte + Standardabweichung von n=6 Experimenten in jeder Gruppe.

3.7  Kontraktilitatsver halten bel akuter Hemmung der eNOSdurch L-NMMA

Es wurde welterhin untersucht, welchen Effekt eine akute NOS-Hemmung auf die Kontraktionskraft
der Méuseherzen hat. Da die Applikation von NOS-Inhibitoren in WT-Herzen den Koronarflul3 um
ca 3% reduziet, wurden diese Versuche unter volumenkongtanten Perfusionsbedingungen
durchgefiihrt um Husseffekte auszuschliel¥en. Als Inhibitor wurde L-NMMA, ein kompetitiver, nicht
selektiver NOS-Inhibitor in einer Konzentration von 100 pmol/l verwendet. Wie Abbildung 12 zeigt
geigerte Dobutamin (0,3 pmoal/l) in WT-Herzen den LVP von basal 94+11,1 mmHg um 38,3% auf
13084 mmHg. Akute NOS-Inhibition mit L-NMMA hatte keinen Einfluss auf den basd
entwickelten Druck (WT+L-NMMA: 92+17 mmHg), fuhrte aber zu enem seilen Anstieg desLVP
und zu einem ggnifikant hdheren LVP (WT 1308 mmHg, WT+L-NMMA 152+8 mmHg, n=6, p<
0,05). Damit wurden durch akute NOS-Hemmung in WT-Herzen quditativ und quantitativ
vergleichbare Veranderungen des LVP ausge 6t wie durch chronische Inaktivierung der eNOS (
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basd: 110+10 mmHg; 0,3 uM: 160+11 mmHg). Prinzipidl gleiche Ergebnisse wurden fir die
abgel eiteten Grolien dP/dtys und die dP/dtyn erhalten (Abb.13).

* * * * A WT
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Abbildung 12: Effekt einer akuten NOS-Hemmung auf den Dobutamin-induzierten Anstieg des LVP
im Méauseherzen. WT-Herzen (? ) wurden mit steigenden Dobutaminkonzentrationen mit (?) und ohne
(? ) NOSInhibition gemessen. Zum Vergleich wurden eNOS/--Herzen (?) analysiert.
Volumenkonstante  Perfusionsanordnung, elektrische  Stimulation (600 bpm).  Datenpunkte
représentieren Mittelwerte + Standardabwei chung von n=6 Experimenten in jeder Gruppe ; * p< 0,05
vs. WT.
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Abbildung 13: Effekt einer akuten NOSHemmung auf die durch Dobutamin induzierten
Veranderungen der dP/dtma und dP/dt,in im Mauseherzen. WT-Herzen (? ) wurden mit steigenden
Dobutaminkonzentrationen mit (?) und ohne (? ) NOSInhibition gemessen. Zum Vergleich wurden
eNOS-/--Herzen @) analysiert. Volumenkonstante Perfusionsanordnung, elekrtische Stimulation (600
bpm). Datenpunkte représentieren Mittelwerte + Standardabweichung von n=6 Experimenten in jeder
Gruppe ; * p< 0,05, ** p< 0,005.

3.8  Inotrope Stimulation durch Ca**

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob die gesteigerte inotrope Stimulierbarkeit in eNOS-/-
-Herzen die Folge éner verénderten Ca*-Empfindichkeit ist. Zur Kl&rung dieser Frage wurden die
WT- und eNOS-/--Herzen mit steigenden extrazdluléren Ca*-Konzentrationen (1,5-4,5 mM)
perfundiert. Abbildung 14 zeigt, dass eine Erhdhung der extrazelluléren Ce?*-Konzentration in WT-

29



Herzen zu einem dosisabhangigen Angtieg des LVP von 85+18 mmHg (1,5 mM C&*) auf 175 %

fihrte. Die Ca*-induzierte Steigerung des LVP in eNOS-/--Herzen war im Vergleich zu den WT-

Herzen nicht verschieden. Gleiche Ergebnisse wurden auch fir die Druckanstiegsgeschwindigkeit

amittdt.
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Abbildung 14: Inotropieverhalten unter steigender extrazelluldren Ca*-Konzentration bei druck-
konstanter Perfusion und elektrischer Stimulation ( 600bpm) von WT-(? ) und eNOS/--Herzen (?).
Datenpaare reprasentieren Mittelwerte + Standardabwel chung von n=6 Experimenten in jeder Gruppe.



3.9 CcAMP/cGMP-Verhdltnisunter 3-adrenerger Stimulation

Eine mdgliche Erkldrung fir die NO-abhangige Modulation der (3-adrenergen Stimulierbarkeit konnte

in ener Abnahme der CAMP-Spiegd durch Aktivierung der cGMP-gtimulierten Phosphodiesterase
(PDE 11) liegen. Deshdb wurden cCAMP-und cGM P-Konzentrationen in WT- und eNOS-/--Herzen

unter basden Bedingungen und nach maximader Stimulation mit Dobutamin (300 nM) mit Hilfe eines

ELISA gemessen. Die Ergebnisse gnd in Tabelle 3 wiedergegeben. In WT-Herzen kam es dabel zu

einem dgnifikanten Angieg des CAMP ba maximder Stimulation mit Dobutamin (P<0.01; n=6). In

den eNOS-/--Herzen dieg die cAMP-Konzentration ohne dgnifikanten Unterschied an (n=6).

Sgnifikante Unterschiede in der cGMP-Konzentration konnten in keinem der Experimente

nachgewiesen werden.

Tabelle 3: Einfluss einer Dobutaminstimulation auf die kardiden cCAMP und cGMP-Spiegel

CAMP [fmol/mg Protein]

cGMP [fmol/mg Protein]

basdl (6) Dobutamin (6) basal (6) Dobutamin (6)
WT 403+103 772+97 275457 306+111
eNOS-/- 476193 663101 256114 244+91

3.10 Kontraktilitdtsverhalten unter Zadrenerger Stimulation nach Inhibition der cGMP-

induzierten PDE ||

Die Bedeutung der PDE |l fUr den negativ inotropen Effekt von NO in Mauseherzen wurde in sdin

perfundierten Herzen untersucht. Dazu wurden der LVP unter basden Bedingungen und nach

maximaer Dobutamingimulation in WT- und eNOS-/--Herzen gemessen. Zur Hemmung der PDE [

wurde MEP II (1 hydroxynonyl-hypoxanthin, 20 uM) ds Dauerinfuson saitsténdig gppliziert. Eine

Verdnderung von LVP und dP/dt konnte dabel weder unter Basa bedingungen noch unter maximaler

Dobutamingtimul ation nachgewiesen werden.
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3.11 Antiadrenerge Wirkung von ACh und Adenosin bei (3-adrenerger Stimulation

In weiteren Experimenten wurde in sdin-perfundierten Herzen von WT und eNOS-/--Mausen
untersucht, ob die antiadrenerge Wirkung von Adenosin und Acetylcholin (ACh) durch eine
Aktivierung der eNOS erfolgt. Dazu wurden WT- und eNOS-/--Herzen mit 50 nM Dobutamin Uber
ca. 75 Minuten simuliert und der Einfluss von 10uM Adenosin und 50 nM ACh Uber jewells 15
Minuten untersucht. Diese Dobutaminkonzentration fuhrte in WT und eNOS-/--Herzen zu einer
submaximaen Steigerung von LVP und dP/dt, die im Gegensatz zur maximaen Dobutamingimulation
in beiden Gruppen nicht unterschiedlich war. Dadurch sollten die beobachteten Effekte von Adenosin
und ACh quantitativ direkt miteinander vergleichbar sain.

Abbildung 15 zeigt exemplarisch den Verlauf enes solchen Experiments. In WT-Herzen geigerte
eine kontinuierliche Dobutamingabe LVP und dP/dt. Zusétzliche Appliketionen von Adenosin bzw.
ACh hemmten den dobutamininduzierten Druckangtieg nahezu vollsténdig. Die Wirkung beider
Agonisten war reversbel. Ein gleiches Bild ergabt sich fur die eNOS-defizienten Herzen: Auch hier
fihrten Adenosn und ACh zu eng vollgdndigen und reversblen Hemmung des
Kontraktilitdtsangtieg.

Abb. 16 zeigt die quantitativen Daten aus je 6 Experimenten an WT und eNOS-/--Herzen. Bel
einem basden LVP be den WT-Herzen von 699 mmHg kommt es nach Gabe von Dobutamin
(50nM) zu einer Steigerung des LVP auf 135,4% (97+8 mmHg; n=6, p<0,05). Nach zusdtzlicher
Gabe von Adenosin (10uM) wird der LVP auf 112,8% (798 mmHg) reduziert. ACh (50nM)
reduzierte LVP auf 103,3% (70+9 mmHg). Fur die eNOS-/--Herzen ergaben sch nahezu gleiche
Messwerte (n.s. vs. WT).
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Abbildung 15: Originaregistrierungen (WT und eNOS/-) zur Untersuchung der antiadrenergen
Wirkungen von Adenosin und ACh.
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Abbildung 16: Antiadrenerge Wirkung von Adenosin und ACh bei druckkonstanter Perfusion und
elektrischer Stimulation (600 bpm). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen WT (?)- und eNOS
/-(} )-Herzen ergaben sich nicht. Datenpunkte repréasentieren Mittelwerte + Standardabweichung von
n=6 Experimenten in jeder Gruppe; * p< 0,01.

Um zu Uberprifen, ob die beschriebene antiadrenerge Wirkung von ACh und Adenosin durch
andere NOS-Isoformen (NNOS, iNOS) vermittelt wird, wurden Untersuchungen unter akuter
Hemmung aler NOS-1soformen mit L-NMMA  durchgefiihrt. Um Husseffekte durch die akute
NOS-Hemmung auszuschlielfen wurden die Versuche unter volumenkonganter Perfuson
durchgefihrt. Abbildung 17 zeigt, dass Simulation mit 200 nM Dobutamin in WT-Herzen zu einer



sgnifikanten Steigerung (148%) des LV P fihrte. Zusétzliche Gabe von 100 nM ACh fihrte zu einer
sgnifikanten Reduktion des Druckangtiegs. Ebenso zeigte Sich eine Verminderung des LVP durch 10
MM Adenosn. Be akuter eNOS-Hemmung durch L-NMMA flhrte die Dobutamingabe zu einer
signifikanten Steigerung des LVP auf 152%, welche sgnifikant héher war as ohne NOS-Hemmung
und das gleiche Ausma3 wie in eNOS-/--Herzen erreichte. Diese postiv-inotrope Antwort auf
Dobutamin wurde durch Gabe von ACh oder Adenosin in dlen Gruppen auf dassdbe Mal3
reduziert. Ahnliche Ergebnisse ergaben sich bei der Auswertung der dP/dt (nicht gezeig).
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Abbildung 17: Antiadrenerge Wirkung von Adenosin und ACh bei druckkonstanter Perfusion und
elektrische Stimulation (600 bpm). Datenpaare représentieren Mittelwerte + Standardabweichung von
n=6 Experimenten in jeder Gruppe; * p< 0,02 (vs basal).



4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde an retrograd sdin perfundierten Mauseherzen (Langendorff-
Prgparat) aus Wildtyp- und eNOS-knockout-Mé&usen die Rolle der endothdiden NO- Synthase bel
der Modulation der inotropen Antwort auf [3-adrenerge Stimulation untersucht. Die wesentlichen
Ergebnisse dieser Arbeit sind:
1) Die endothdide NO-Synthase antagonisert die inotrope Antwort auf R-adrenerge
Simulation.
2) Diese Hemmung kann sowohl parakrin as auch autokrin erfolgen, da etwa 20% der eNOS-
Expresson in Kardiomyozyten lokaisert snd.
3) Die antiadrenerge Wirkung von ACh und Adenosin wird in Mauseherzen nicht durch eine
eNOS-Aktivierung vermittelt.

Eine wesentliche Voraussetzung fur die hier durchgefiihrten Untersuchungen war die Optimierung der
Druckmessung am Langendorff-Herzen der Maus. Dabel stdllte sich heraus, dass die Messung mit
selbstigefertigten Latexballons die besten Resultate ergab. Im Gegensatz dazu fuhrte die Messung mit
enem Milla-Tip Katheter kondstent zu sehr niedrigen Druckwerten, was vermutlich auf die nicht
ausreichende Fiilung des linken Ventrikes zurtickzufiihren war. Ebenso e'wiesen Sch kommerzidll
erhdtliche Latexbdlons, die fur die Druckmessung an Maéuseherzen vertricben werden, ds
ungeeignet. Die vorgefertigten Ballons passten sich nicht der Form des linken Ventrikels an, so dass
es ba unterschiedlich grofRen Mauseherzen zu einem unterschiedlichen Grad an Vordehnung kam.
Die genaue Eingdlung des end-diastolischen Druckes, as kongstantes Mal3 fir den Grad der
Vordehnung war bel diesen Balons aufgrund der Steifheit des Materias nicht maglich.

Zur Untersuchung der Funktion der eNOS bel der Modulation der Herzfunktion wurde zunéchst
untersucht, in welchen ZdItypen des Herzens die eNOS exprimiert wird. Es konnte gezeigt werden,
dass im Méuseherzen die eNOS nicht nur im Endothe exprimiert wird, sondern auch in
Kardiomyozyten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch eine Kombination aus Western-Blot
Andyse und RT-PCR erg¢madig ein quantitaves Mal3 fur die zellulére Vertallung der eNOS ermiittelt:
Es zeigte dch, dass etwa 20 % der gesamten kardiden eNOS in den Kardiomyozyten lokaisert



sind. Eine kardiomyozytére Expresson der eNOS wurde quditativ bereits fir die Ratte und den
Menschen beschrieben (Baligand et d., 1995; Seki et d., 1996; We et ., 1996). Man kann aso
davon ausgehen, dass die eNOS generdl die Kontraktilitét sowohl autokrin as auch parakrin

modulieren kann.

In Western Andysen von Proteinextrakten aus Gesamt-Herz oder isolierten Kardiomyozyten
konnten andere NOS-1soformen (nNOS, iINOS) nicht nachgewiesen werden. Diese Daten zeigen
enersats, dass die Expresson dieser soformen im Herzen erheblich niedriger ist as die der eNOS.
Darlber hinaus zeigen de, dass es im Fale der eNOS-/--Herzen nicht zu ener massven
Heraufregulation der iNOS bzw. nNOS im Sinne einer Kompensation der eNOS- Defizienz kommt.
Zu ener vergleichbaren Schlussfolgerung kamen auch Vandecastedle et d. (1999), die mittels semi-
guantitativer PCR ebenfdls keine vermehrte Expression der anderen NOS-Isoformen nachweisen
konnten. Phanotypische Verdnderungen der NO-Wirkung an eNOS-/--Herzen konnen daher im
wesentlichen auf die eNOS-Defizienz zuriickgeftihrt werden.

Die Untersuchung der myokardiden Kontraktilitét ergab unter basalen Bedingungen dhnliche Werte
fur LVP, dP/dtys und dP/dtm, in WT und eNOS-/--Herzen. Im Gegensatz dazu war die inotrope
Antwort auf Katecholamingabe in eNOS-/--Herzen gesteigert. Dies &ul¥erte sich in ener signifikant
hoheren Kontraktilitst und auch Relaxation bel eNOS-/--Herzen. Interessanterweise fuhrte akute
NOS-Hemmung mit dem nicht-sdektiven Inhibitor L-NMMA zu quartitativ = dhnlichen
Veranderungen wie die genetische Inaktivierung der eNOS, ein Argument dafir, dass die
myokardide Kontraktilitdt im wesentlichen durch die eNOS moduliert wird. Diese Befunde sind mit
Daten von Gyurko et d. (2000) konsstent. Diese Autoren fanden bei der Untersuchung enes
unabhangig erzeugten Stammes von eNOS-/-- Mausen (Huang et d., 1995) ebenfdls keine
Veranderungen der kardiden Kontraktilitét unter basden Bedingungen, aber ebenfdls deutlich
héhere Werte bel maximaer R-adrenerger Stimulation. Bel Zadrenerger Stimulation wird mit der
eNOS-Aktivierung also ein endogener Mechanismus aktiviert, der das Ausmal3 der positiv inotropen
Wirkung baanciert.

Uber welche Mechanismen wird eine NO-Ausschiittung durch Katecholamine gesteigert? Infolge
der b-adrenergen Stimulation stellt sich in den Kardiomyozyten eine gesteigerte mittlere Caf*-
Konzentration ein, die ber die bekannte Ca?*-Abhéngigkeit die eNOS aktivieren konnte. Ein
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solcher Mechaniamus wére in Andogie zu Befunden von Finkd et d. (1995) zu sehen, die die
negative Kraft-Frequenz-Beziehung dektrisch  dimulierter  Papillarmuskelprdparate auf  ene
Aktivierung der eNOS in Kardiomyozyten Uber eine Steigerung der mittleren Ga2*-Konzentration
zurlckfihrten. Da b-adrenerge Stimulation Uber eine Steigerung der intrazellul&ren cAMP-
Konzentration wirkt, wéare es ebenfalls denkbar, dass eine Erhdhung der NOS-Aktivitét Uber eine
PKA-abhdngige Phosphorylierung erfolgt, die zur Steigerung der NOS-Aktivitét fihrt. Dieser
Regulationsmechanismus wirde sowohl zu einer gesteigerten endothdialen NO-Freisetzung dsauch
zu ener erhdhten kardiomyozytéren NO-Synthese flhren, denn in beiden Zdltypen wurde eine
CAMP-Erhthung bel b-adrenerger Stimulation nachgewiesen (Kdly et d., 1996). NO konnte dso
in autokriner und parakriner Weise die Kontraktionskraft des Myokards bel b-adrenerger
Stimulation beeinflussen. Neuere Befunde deuten darauf hin, dass eine direkte Kopplung b-
adrenerger  Stimulation an den  NO/cGMP-Signdtransduktionsveg bestent. So wurde an
M uskel préparaten aus humanem Myokard gezeigt, dass Stimulation myokardiaer b 3-Rezeptoren
Uber eine eNOS-Aktivierung einen negativ inotropen Effekt ausiibt (Kohout et d., 2001). Dass
diessm Mechanismus eine wesentliche Rolle be der Induktion des negativen Feed-Back-
Mechanismus bel b-Rezeptor- Stimulation zukommt, zeigen b 3-Rezeptor-defiziente Mause, die eine
reduzierte NOS-Aktivierung und eine gesteigerte inotrope Antwort der Herzen auf 1soproterenol
aufweisen (Varghese et d., 2000).

Simulation der b-Rezeptoren fuhrt in einem Gs-Protein-gesteuerten Prozess zur Steigerung der
Aktivitét der Adenylatzyklase. CAMP wiederum aktiviert die cAMP-abhangige Proteinkinase, die
u.a die spannungsabhéngigen L-type Caf*-Kanéde phogphoryliert und damit zu einem verstérkten
Ca*-Eingtrom fuihrt. NO wiederum, das in die Zelle eingetreten ist oder intrazellulér gebildet wird,
aktiviert die [6diche Guanylat-Zyklase, wodurch das cGMP im Kardiomyozyten ansteigt. cGMP
aktiviert enersaits die cGM P-abhéngigen Proteinkinasen und moduliert anderersaits die Aktivitét von
Phosphodiesterasen. Im Herzen werden vor dlem die cGMP-dimulierbare PDE2 und die cGMP-
hemmbare PDE3A exprimiert. Beide bedtzen eine spezifische Aktivitét fir CAMP, so dass bel einer
Hemmung der PDE3A durch cGMP en cAMP-Andgtieg, bel Aktivierung der PDE2 aber ein cAMP-
Abfdl efolgt. Die Aktivierung der PDE2 kdnnte demnach ein Mechanismus sein, Uber den NO die
Steigerung der Kontraktionskraft reduziert. Untersuchungen mit dem PDE2-Inhibitor MEP2 (Coffey
et d., 1984) fuhrten in dieser Arbeit zu keiner Verdnderung der Kontraktilitdt bel (3-adrenerger



Stimulation. Damit ist eine Betelligung der PDE2 an dem beobachteten negativ inotropen Effekt der
eNOS eher unwahrschenlich.

Es wurde verschiedentlich berichtet, dass NO die Ca*-Sendtivitdt von Kardiomyozyten
beainflussen kann, indem es direkt oder indirekt die Funktion von Proteinen moduliert, die zusammen
das Ausmal der Ca?*- Trangenten bestimmen (z.B. Phospholamban, Ryanodin-Rezeptor), (Bartel et
d., 1995). Darilber hinaus kénnte auch die Ca’*-abhangige Funktion der Myofilamente z.B. durch
cGKI-vermittelte Phosphorylierung des Troponin | eingeschrankt sein (Shah et d., 1994). In der
vorliegenden Arbdt léste die Rezeptoren-unsbhdngige Erhthung der intrazdlulé&ren Ce-
Konzentretion eine Steigerung der Kontraktilitét aus, die in WT- und eNOS-/--Herzen en gleiches

Ausmall erreichte,

Diese Ergebnisse fuhren zu der Schlussfolgerung, dass das Zid der NO-Wirkung zwischen dem (3
Rezeptor und den Ca?*-Kanden liegt. Der genaue Mechanismus der Hemmwirkung ist bisher
dlerdings nicht geklart.

Weiterfilhrende Untersuchungen tber diese Arbeit hinaus ergaben, dass im Gegensatz zu dem klaren
antiadrenergen Effekt der eNOS auf der Ebene des Herzens, keine Veranderung des Ca'-
Eingtroms Uber den L-type Ca*-Kand an isolierten Kardiomyozyten nachweisbar war (Godecke et
a., 2001). Sowohl der basale as auch der dosisabhangige Angtieg des k.. bei Gabe des 3
Agonisten Isoproterenol war in WT-und eNOS-/--Zdlen nicht unterschiedlich. Diese deutet darauf
hin, dass zur Modulation der (3-adrenergen inotropen Wirkung die eNOS-Aktivitd in den
Kardiomyozyten nicht ausreicht. Vielmehr scheint die eNOS vor dlem auf parakrinem Wege die
Kontraktilitdt durch NO zu modulieren, das vom Endothd freigesetzt wird. Diese Annahme konnte
auch die Ergebnisse von Vandecastede et d. (1999) erklaren, die eine unveranderte inotrope
Antwort an Papillarmuskeln von WT- und eNOS-/--Mé&usen nachgewiesen teben. Da die Fluss-
abhdngige Zunahme der Wandschubspannung bekanntermalien ein wesentlicher Aktivator der
eNOS-Aktivitét ist, kann man davon ausgehen, dass dieser wichtige Stimulus im Gegensatz zu den
Langendorff-Herzen be den nicht perfundierten Papillarmuskeln fehlt. Darliber hinaus it es mdglich,
dass die Papillarmuskd-Priparate ene limitiete Sauerstoffversorgung aufwiesen, da se nur

maximae Stimulationsraten von 240 min® ertrugen. Dieser Wert liegt weit unter der basden



Herzfrequenz einer Maus (ca 550 min®) und unter der in dieser Arbeit verwendeten

Stimul ationsfrequenz von 600 min'™.

Die Maglichkelt, dass [3-adrenerge Stimulation der eNOS in Kardiomyozyten bel Belastung eine
erhéhte NO- Freisetzung aus Kardiomyozyten aud 6sen konnte, legt das interessante Konzept nahe,
dass auf diesem Wege vom Kardiomyozyten ein NO-vermittetes Signd zur Rdaxation auf die
glatten Gefaimuskelzdlen und damit zur Vasodilatation ausgehen konnte. Nach dieser Uberlegung
konnte die Aktivierung der kardiomyozytéren eNOS durch eine Husserhdhung dazu beitragen, den
erhohten Sauerdtoffbedarf des Herzens zu decken. Die Untersuchung der Steigerung des
Koronarflusses infolge eines Dobutamin vermittelten Angtieges der Kontraktionskraft ergab keinen
Unterschied zwischen WT- und eNOS-/--Herzen. Ein entsprechender parakriner Effekt der eNOS
auf den Koronarfluss ist nicht nachweisbar.

Zusammengenommen bestétigen die Untersuchungen dieser Arbeit, dass die eNOS ein wesentlicher
Modulator der 13-adrenergen inotropen Stimulierbarkeit des Herzens darstd|t. Damit bestétigen diese
Daten die Ralle von NO, die bereits mit Hilfe nicht selektiver NOS- Inhibitoren an Kardiomyozyten
der Ratte sowie am Herzen des Menschen und des Hundes in Situ erhaten worden waren. Dartiber
hinaus weist der Befund, dass die spezifische genetische Inaktivierung der eNOS und die nicht
selektive pharmakologische Hemmung aler NOS-1soformen zu Veranderungen quantitativ dhnlichen
Ausmalies fihren, darauf hin, dass die eNOS die entscheidende NOS-1soform darstellt, die diese
Effekte ausibt.

Die Rolle der eNOS ds Mediator des antiadrenergen Effekts von NO wurde in der Vergangenheit in
ener Vidzahl experimenteler Moddle wie isolierten Kardiomyozyten und Peapillarmuskeln bis hin
zum Hundeherzen in Stu untersucht. Dabel wurden Ergebnisse erzidt, die eine Funktion der eNOS
as nachgeschalteten Effektor muskarinischer Signaltransduktion entweder belegten (Baligand et d.,
1993; Hare et d., 1995; Han et a., 1996) oder ihr widersprachen (MacDondl et d., 1995; Kilter et
a., 1995; Vandecagtede et d., 1999). Ein starkes Argument fur eine Rolle der eNOS schien 1998
durch Han et d. gdiefert worden zu sain. Die Autoren zeigten, dass die antiadrenerge Wirkung von
Acetylchalin be isolierten Kardiomyozyten aus eNOS-knockout-Mausen vollsténdig aufgehoben
war (Han et a., 1998). Uberraschenderweise zeigten Vandecastede et d., dass in isolierten
Kardiomyozyten aus eNOS-knockout-Mausen der antiadrenerge Effekt von Carbachol vollsténdig



intakt war (Vandecastede et a., 1999). Generdl konnten derartig ausgeprégte phanotypische
Unterschiede in der Strategie zur Erzeugung der knockout-Maus oder auf einen unterschiedlichen
genetischen Hintergrund zurlickzufiihren sein. Allerdings entfdlen in diesem spezidlen Fal beide
Maoglichketen, da die Zdlen, die Han et d . bzw. Vandecastede et d. verwendet haben aus
demselben Stamm von eNOS-knockout-Méusen (Huang et d. 1995) gewonnen worden waren.
Meine Ergebnisse zeigen an eénem unabhangig erzeugten Stamm von eNOS-/--Mausen (Godecke et
al. 1998), dass der antiadrenerge Effekt von Acetylcholin auf der Ebene des intakten Herzens weder
bel genetischer Inaktivierung der eNOS noch bel pharmakologischer NOS Blockade verandert ist.
Ebenso war die antiadrenerge Wirkung von Adenosin unverandert. In die gleiche Richtung deuten
Experimente zur Messung des Ic,. an isolierten Kardiomyozyten des in dieser Arbeit verwendeten
eNOS-/--Stammes. Auch auf zelulé&rer Ebene zeigten sch keine Unterschiede hingchtlich der

Carbachol-vermittelten antiadrenergen Wirkung auf den | soproterenol-induzietren Ic, .

Neuere Arbeiten weisen ebenfals daraufhin, dass der NO-cGMP-Weg am adulten Herzen keine
wesentliche Rolle bel der parasympathischen Modulation der 3-adrenergen Inotropiesteigerung
sidt. So zeigen Langendorff-Herzen aus Mausen mit herzspezifischer Uberexpression der eNOS
eine quantitativ gleiche antiadrenerge Wirkung von Acetylcholin wie die WT-Kontrollen (Brunner et
a., 2001). Dies zeigt, dass unter Bedingungen einer stark gesteigerten eNOS Aktivitat Acetylcholin
in derselben Weise wirkt wie in WT-Herzen und macht dadurch die Betelligung der eNOS an der
ACh-vermittelten Sgndtransduktion zur Senkung der [3-adrenergen  Inotropie- Steigerung
unwahrscheinlich. Die Sichiweise, dass die eNOS kene Rolle be der Vermittlung des
antiadrenergen Effekts von ACh spidt, wird auch durch Untersuchungen von Wegener e 4.
untersttzt: In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass in knockout-Mausen mit defekter cGKI der
antiadrenerge Effekt von ACh in Kardiomyozyten vollstandig erhdten ist (Wegener et a., 2001).
Auch auf der Ebene des nachgeschdteten Effektors des NO-cGMP-Weges konnte so keine
Bestétigung flr das Konzept erhaten werden, dass NO bei der parasympathischen Modulation der
sympethischen Inotropiesteigerung eine Rolle spidt.

Wie lassen sch die diskrepanten Ergebnisse erkl&ren? Ein moglicher Grund fur die unterschiedlichen
Ergebnisse von Han et d. enersats und Vandecastede und dieser Arbeit anderersaits konnte auf
dterssbhangige Veranderungen des muskarinischen Signatransduktionsveges liegen. So benutzten
Han et al. 2-3 Monate ate Mause, wéhrend von Vandecastede et d. und in dieser Arbeit M&useim
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Alter von 36 Monaten benutzt wurden. So vermuteten Hare und Stamler (1999), dass eine mit
fortschreitendem Alter zunehmende Kompensation des eNOS-Defekts fur die unterschiedlichen
Ergebnisse verantwortlich sein konnte. Eine weitere Erkl&rung kdnnte sich aus den Befunden von J
e d. (1999 ergeben. Diese Autoren zegten, dass die Sgndtransduktionswege zur
parasympathischen Modulation des kardiden Ic,,. wahrend der fortschreitenden Differenzierung von
Kadiomyozyten aus embryonden Sammzdlen umgeschdtet werden: In frihen
Differenzierungsstadien wurde die 3-adrenerge Signdtransduktion Uberwiegend Uber den NO-
cGM P-Phosphodiesterase-Weg moduliert. Im Gegensatiz dazu efolgte in spédteren Stadien, die
adulten Kardiomyozyten dhneln, eine eindeutige Hemmung der cAMP-Bildung durch Aktivierung der
G-Proteine. Der Vergleich von Kardiomyozyten aus jungen bzw. adulten eNOS-/--Mé&usen konnte
Aufschluss dartiber geben, ob dieses Prinzip, das be der in vitro Differenzierung nachgewiesen
wurde, sich auch auf das sich entwickelnde Mausherz tbertragen |&8sst.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen deser Arbeit wurde die Bedeutung der endothelialen NO-Synthase fir die [3-adrenerge
inotrope Stimulierbarkeit und die antiadrenerge Wirkung von Adenosin und Acetylcholin untersucht.
Zur Analyse der eNOS-Funktionen wurden knockout-Mause mit spezifischen Defekt der endothelialen
NO-Synthase (eNOS/-) im Vergleich mit Wildtyp-Mausen (WT) untersucht.

Western Blot und PCR-Analysen ergaben, dass die eNOS nicht nur im kardialen Endothel exprimiert
wird, sondern auch in Kardiomyozyten nachgewiesen werden kann. Dabei betrug der Anteil der eNOS
in den Herzmuskel zellen etwa 20% der gesamten kardialen eNOS-Expression.

Funktionelle Untersuchungen wurden in retrograd perfundierten Mauseherzen durchgefiihrt. Diese
Untersuchungen ergaben, dass die R3-adrenerge inotrope Stimulierbarkeit eNOS-defizienter Herzen
ausgehend von einem gleichen Basalniveau fir den LVP bzw. die dP/dtn Sgnifikant gesteigert ist.
Die genauen Mechanismen fur die eNOS-vermittelte Hemmung sind bisher ungeklart, doch konnte hier
eine veranderte Ca’*-Empfindlichkeit des kontraktilen Apparats und eine Beteiligung der
Phosphodiesterase |1 ausgeschlossen werden.

Weiterhin wurde untersucht, ob NO und speziell eine eNOS-Aktivierung ein essentielles Element flr
die antiadrenerge Wirkung von Adenosin und Acetylcholin darstellt. Untersuchungen an eNOS
defizienten Herzen zeigten keine Verdnderung der antiadrenergen Wirkungen von Adenosin und
Acetylcholin. Prinzipiell gleiche Ergebnisse wurden an WT-Herzen unter NOS-Hemmung mit L-
NMMA erhalten.

Diese Daten lassen die Schlussfolgerung zu, dass die endotheliale NO Synthase bel [3adrenerger
Stimulation im Herzen aktiviert wird und die inotrope Antwort des Herzen auf Katecholamine
balanciert. Dieser Effekt kann sowohl parakrin durch endothelia gebildetes NO a's auch autokrin durch
die eNOS in Kardiomyozyten vermittelt werden. Es besteht aber keine Beteiligung von NO bzw. der
eNOS an dem antiadrenergen Effekt von Adenosin und Acetylcholin.
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