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1 Einleitung 

Vor 20 Jahren erschienen erste Studien über die körpereigene Synthese von 

Stickstoffmonoxid (NO). Seitdem ist das Interesse an NO und verwandten 

Stickstoffoxiden massiv gestiegen. Diesem Interesse an der Physiologie, Pa-

thophysiologie, Biochemie und Pharmakologie von NO und den verwandten 

Spezies wurde in den letzten Jahren durch die Forschung Rechnung getragen. 

NO verwandte Stickstoffoxide entstehen im Körper durch Reaktion mit moleku-

larem Sauerstoff oder mit aus Sauerstoffverbindungen hervorgegangenen Mo-

lekülen, wie z.B. O2
-. Auf Grund der oxidativen Umgebung in Säugetierzellen 

wurde den oxidierten Molekülen von NO, wie z.B. Stickstoffdioxid (NO2), Pero-

xynitrit (ONOO-) und Distickstofftrioxid (N2O3), das Hauptinteresse entgegen- 

gebracht. 

Bis vergleichende Studien mit Angeli's Salz, einem Nitroxyl-Donator, einzigarti-

ge Wirkungen auf das kardiovaskuläre System gezeigt haben (Wink DA et al., 

2003), wurde den reduzierten Stickstoffverbindungen, wie Nitroxyl, nur wenig 

Interesse geschenkt. In den letzten Jahren jedoch hat diese Stickstoffverbin-

dung mit der chemischen Formel HNO immer größeres Interesse erlangt. Dies 

liegt vor allem daran, dass mehrere Studien vermuten lassen, dass HNO endo-

gen produziert wird (Wong PS et al., 1998; Fukuto JM et al., 2005(a); Fukuto 

JM et al., 2005(b); Donzelli S et al., 2008), wobei ein direkter Nachweis bisher 

nicht möglich war. Dazu trägt auch bei, dass aus der Reihe der verschiedenen 

Stickstoff-Spezies HNO am wenigsten verstanden ist, da es durch seine hohe 

Reaktivität der Untersuchung schwer zugänglich ist. 

Vor allem die Wirkungen auf das Herzmuskelgewebe und das vaskuläre Sys-

tem, welche auf mögliche Alternativen zu bisherigen Therapieansätzen von z.B. 

der Herzinsuffizienz deuten, nähren das Interesse der Forschung. 
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1.1 Das Herz – Motor des kardiovaskulären Systems 

Das Herz sichert durch einen ständigen Zyklus aus Kontraktion und anschlie-

ßender Entspannung der Vorhöfe und Kammern den im Körper lebenswichtigen 

Blutfluss. Für die Erregung sind primäre Schrittmacherzellen im Sinusknoten 

verantwortlich, welche den autonomen Herzrhythmus vorgeben. Die Kardio-

myozyten sind durch Gap Junctions verbunden und bilden ein funktionelles 

Synzytium, welches bei überschwelligen Reizen einzelner Zellen mit einer „Al-

les oder Nichts“ - Antwort des gesamten Herzmuskels reagiert. Der normale 

Sinusrhythmus des Herzens beträgt 60 – 80 Schläge pro Minute.  

1.1.1 Mechanismus der elektromechanischen Kopplung 

In den Kardiomyozyten dient ebenso wie in den Zellen der Skelettmuskulatur 

das transversale Tubulus – System (T – System) der Weiterleitung der elektri-

schen Erregung von der Peripherie ins Zellinnere. Ein longitudinales System 

ergänzt das T - System und dient als Calcium – Ionen Speicher (Ca2+). Wäh-

rend der Ruhephase der Kardiomyozyten beträgt die intrazelluläre Ca2+ - Kon-

zentration nur 10-7 M. Nach einem initialen Einstrom von Natrium – Ionen in das 

Zellinnere gelangt eine kleine Menge Ca2+ - Ionen durch L – Typ Ca2+ - Kanäle 

aus dem T – System ins Zytoplasma. Diese Kanäle werden auch Dihydropyri-

dinrezeptoren (DHPR) genannt, da sie durch gleichnamige Pharmaka geblockt 

werden. Der extrazelluläre Ca2+ - Einstrom macht nur ein Fünftel der für eine 

Kontraktion intrazellulär benötigten Ca2+ - Ionen aus. Der Einstrom von extrazel-

lulär wirkt  jedoch stimulierend auf die Freisetzung größerer Mengen an Ca2+ - 

Ionen aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR). Dieser Vorgang ist die 

sog. kalziuminduzierte Kalziumfreisetzung (CICR). Hierbei binden Ca2+ - Ionen 

an die Ryanodin-Rezeptoren Typ 2 (RyR2) des SR, welche sich daraufhin öff-

nen und den Einstrom von intrazellulär gespeicherten Ca2+ - Ionen in das Zytop-

lasma ermöglichen. Die Konzentration der intrazellulär vorliegenden Ca2+ - Io-

nen beträgt nun 10-5 M, was die Auslösung einer Verkürzung der Myofibrillen 

zur Folge hat (Abb. 1.1).  
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Troponin C, I und T, interagiert mit Tropomyosin und dem filamentären Aktin 

und reguliert dadurch die Beziehung zwischen den dicken und dünnen Filamen-

ten. Troponin C besitzt eine Bindungsstelle für Ca2+-Ionen. Im Zustand der Ent-

spannung blockieren Troponin I und Tropomyosin die Bindungsstellen für die 

Myosinmoleküle.       

Um ein Myosinfilament sind jeweils sechs Aktinfilamente angeordnet, welche 

durch das Protein Nebulin in Position gehalten werden. Die durch eine Bindung 

eines Ca2+-Ions hervorgerufene Konformitätsänderung am Troponin C führt zu 

einer Aufhebung der Blockade der Myosin-Bindungsstellen am Aktinfilament. Es 

entstehen starke, kraftgenerierende Querbrücken zwischen den Myosin- und 

den Aktinfilamenten. Durch die ATPase-Aktivität des globulären Kopfes wird 

Energie für den repetetiv durchlaufenden Querbrückenzyklus bereitgestellt. 

Hierbei vollziehen die Kopfteile des Myosinmoleküls eine Drehbewegung, wo-

durch die Aktin- und Myosinfilamente aneinander vorbeigleiten, was einer Ver-

kürzung des Sarkomers entspricht. Die Filamente verkürzen sich bei diesem 

Vorgang jedoch nicht. Während die Myosinfilamente sich auf die Z-Streifen zu-

bewegen, dringen die Aktinfilamente tiefer in das Sarkomer hinein. Daher bleibt 

der A-Streifen konstant, während sich die I- und H-Banden verkürzen. Diese 

unter dem Mikroskop sichtbare zyklische Veränderung des Bandenmusters er-

möglicht die Auswertung der Kontraktilität in einer arbeitenden Herzmuskelzelle 

(s. 2.3.2). 

Bei gleichbleibender intrazellulärer Ca2+-Konzentration würde der Querbrücken-

zyklus weiterhin bestehen bleiben und die Verkürzung des Sarkomers aufrech-

terhalten. Durch die Entfernung der vorher freigesetzten Ca2+-Ionen aus dem 

Zytoplasma wird der Kontraktionsmechanismus gehemmt. Den überwiegenden 

Anteil bewältigt die Sarkoendoplasmatische Ca2+-ATPase (SERCA). Beim 

Menschen wird mit Hilfe dieser Pumpe 70% des freigesetzten Ca2+ wieder in 

das SR befördert – beim Kaninchen liegt der Anteil bei  72 %, bei der Ratte bei 

92% (Bers DM, 2002). Die SERCA wird über das Regulatorprotein Phospho-

lamban gesteuert, welches modulierend in die Funktionalität eingreift (s. 1.1.2).  

Der Rest des zuvor freigesetzten Ca2+ wird mit Hilfe des Na+-Ca2+- 
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Austauschers (NCX) aus der Zelle entfernt. Hierbei werden für ein ausströmen-

des Ca2+-Ion drei Na+-Ionen in die Zelle befördert. Je geringer jedoch das Na+-

Gefälle über der Zellmembran, desto langsamer geht der Abtransport von Ca2+-

Ionen von statten.     

1.1.2 Modulation der Kontraktion 

Der Herzmuskel besitzt zahlreiche Anpassungsmechanismen, um den schwan-

kenden Anforderungen des Organismus an die Blutversorgung gerecht zu wer-

den. Diese Möglichkeit zur Adaptation ist durch die kontraktile Reserve in Form 

von großen Ca2+-Speichermengen gegeben. Da nur eine geringe Menge des im 

SR vorhandenen Ca2+ für die Auslösung einer Kontraktion benötigt wird, steht 

immer eine genügend große Reserve für eine Modulation der Kraft und Fre-

quenz der Kontraktion und der Entspannung zur Verfügung. 

Das autonome Nervensystem erhält über den Sympathikus und den Parasym-

pathikus und deren entsprechenden Rezeptoren eine modulierende Eigenschaft 

auf den Herzmuskel. Der wichtigste Signalweg für eine Erhöhung der Kontrakti-

lität der Kardiomyozyten läuft über eine Stimulation der ß-adrenergen Rezepto-

ren. Im gesunden menschlichen Herz beträgt der Anteil an ß1-Rezeptoren ca. 

70%, der Anteil der ß2-Rezeptoren ca. 30% (Bristow MR, 2000). Nach Bindung 

von Adrenalin oder Noradrenalin an einen ß-Rezeptor wird die Adenylatcyclase 

über ein stimulierendes G-Protein aktiviert. Diese bildet zyklisches Adenosin-

monophosphat  (cAMP), welches wiederum die Proteinkinase A (PKA) aktiviert. 

Das cAMP ist ein starker Wachstumsfaktor. Die PKA besitzt die Fähigkeit Ca2+-

Kanäle zu phosphorylieren und ihre Offenwahrscheinlichkeit zu erhöhen. Dieser 

Aktivierung unterliegen die DHPR und die RyR2. Somit erhöht sich bei ß-

adrenerger Aktivierung des Kardiomyozyten die intrazelluläre Ca2+-

Konzentration. Die Regulation der SERCA unterliegt dem Molekül Phospho-

lamban, welches im phosphorylierten Zustand die Wiederaufnahme von Ca2+-

Ionen in das SR begünstigt (Bers DM, 2002). Zusätzlich senkt die Phosphorylie-

rung von Aktinfilamenten die Ca2+-Sensitivität (Cazorla O et al., 2006), was zu 

einer beschleunigten Entspannung des Kardiomyozyten führt (Kentish JC et al., 
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2001). Diese Veränderungen im Kardiomyozyten führen zu einer Erhöhung der 

Kontraktionskraft (positive Inotropie) und der Frequenz (positive Chronotropie). 

Bei der Herzinsuffizienz liegt eine chronische Aktivierung des ß-adrenergen 

Systems vor, welche zu einer verminderten Genexpression und Entkopplung 

der ß-adrenergen Rezeptoren führt (Bristow MR, 2000), (El-Armouche A, 

Eschenhagen T, 2008). Dem Herz fehlt weitgehend die Möglichkeit sich an die 

veränderten Umstände bei Belastung anzupassen, da der PKA vermittelte Ein-

fluss auf das intrazelluläre Kalziummanagement vermindert ist. Durch ß-Blocker 

kann die Aktivierung der Rezeptoren durch das ß-adrenerge System kompetetiv 

gehemmt werden, was klinisch zu einer erniedrigten Sterblichkeitsrate und 

Morbiditätsrate führt (Bristow MR, 2000). ß-Blocker wirken negativ dromotrop, 

negativ inotrop und negativ chronotrop auf das Herz. Gleichzeitig erfolgt je nach 

Medikamentengeneration eine unterschiedlich stark ausgeprägte systemische 

Vasokonstriktion und eine Vasokonstriktion der Koronargefäße. Kontraindika-

tionen sind Asthma bronchiale, AV – Block II. und III. Grades, symptomatische 

Bradykardie/Hypotonie und Sinusknotensyndrom (Leitlinien Herzinsuffizienz der 

Deutschen Gesellschaft für Kardiologie- Herz- und Kreislaufforschung e.V.). 

1.2 Die Chemie von HNO 

HNO ist die durch ein Elektron reduzierte und protonierte Form von NO. Obwohl 

nur ein dreiatomiges Molekül, ist die Chemie von HNO sehr komplex. Die hohe 

Reaktivität des Moleküls gegenüber anderen Verbindungen oder sich selbst 

erschwert die Arbeit. Im Folgenden werden die wichtigsten chemischen Eigen-

schaften von HNO dargestellt, deren Kenntnis für Untersuchungen an diesem 

Molekül essentiell ist. Neuere Studien zeigen, dass HNO bei physiologischem 

pH-Wert, entgegen früherer Annahme, eine schwache Säure ist (pKa > 11) 

(Fukuto JM et al., 2005(a); Fukuto JM et al., 2005(b). Trotz dieser hohen Säu-

rekonstante müsste genügend NO- entstehen, um signifikante biochemische 

Reaktionen zu erwirken. Da die Säure und ihre konjugierte Base jedoch ver-

schiedene spin states besitzen, ist die hohe kinetische Barriere dafür verant-

wortlich, dass ein Protonentransfer sehr unwahrscheinlich ist (Paolocci N et al., 

2007; Fukuto JM et al., 2005(a); Fukuto JM et al., 2005(b)). Daraus folgt, dass 
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nahezu ausschließlich die biochemischen Effekte der Ausgangsspezies wirk-

sam werden. Die Entstehung von HNO durch Reduktion von NO ist auf Grund 

des schlechten Reduktionspotentials von < - 0,4 V (vs. NHE) (Fukuto JM et al., 

2005(a)) sehr unwahrscheinlich. Trotzdem wurde herausgefunden, dass unter 

anaeroben Umständen und in Anwesenheit von hohen NO - Konzentrationen 

HNO gebildet werden kann (Paolocci N et al., 2007).  

Das große Problem bei der Arbeit mit HNO ist seine  Metastabilität. HNO rea-

giert leicht mit sich selbst, dimerisiert unter gewissen Umständen und bildet 

H2N2O2, welches dann durch Zerfall N2O bildet (Paolocci N et al., 2007; Fukuto 

JM et al., 2005(a); Fukuto JM et al., 2005(b)). Da aus diesem Grund die Lage-

rung von HNO große Schwierigkeiten bereitet, werden bei Studien HNO-

Donatoren wie z.B. das schon erwähnte Angeli's Salz verwendet. Auch in biolo-

gischer Umgebung ist die Stabilität von HNO sehr gering, da es eine hohe 

Reaktivität gegenüber anderen Verbindungen aufweist. Hervorzuheben ist hier 

die sehr gute Reaktivität des elektrophilen HNO gegenüber nukleophilen Thio-

len oder Proteinen mit Thiol-Struktur und Metalloproteinen (Paolocci N et al., 

2007; Fukuto JM et al., 2005(a); Fukuto JM et al., 2005(b)), welchen wichtige 

Kontrollfunktionen innerhalb des Zellmilieus zugeschrieben werden und mögli-

cherweise für die pharmakologischen Wirkungen von HNO verantwortlich sind. 

Vor allem die Reaktion von HNO mit Glutathion (GSH) findet große Beachtung, 

da GSH innerhalb der Zelle in großen Mengen zur Verfügung steht (1-10 mM) 

(Donzelli S et al., 2006) und es gleichzeitig über eine hohe Reaktivität gegenü-

ber HNO verfügt (Paolocci N et al., 2007; Fukuto JM et al., 2005(b); Donzelli S 

et al., 2006). Außerdem wird der intrazellulären GSH-Konzentration eine wichti-

ge Rolle bei der Beeinflussung des Redoxstatus der Zelle zugeschrieben (Pao-

locci N et al., 2007). Auf Grund der großen Menge an GSH in der Zelle müsste 

HNO sofort nukleophil angegriffen werden und wäre nicht mehr verfügbar, um 

andere Reaktionen einzugehen. Offensichtlich ist die Reaktivität von HNO und 

Thiolaten (RS-) jedoch der Reaktivität zwischen HNO und Thiolen überlegen 

(Donzelli S et al., 2006). Daraus folgt, dass Proteine mit niedrigen Thiol pKa-

Werten wahrscheinlich sogar in Anwesenheit von großen Mengen GSH mit 

HNO interagieren (Paolocci N et al., 2007). 
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Der direkte Nachweis von HNO ist wegen der oben genannten Eigenschaften, 

nämlich der schnellen Autoreaktivität und der hohen Reaktivität gegenüber an-

deren intrazellulären Molekülen, nicht möglich. Das Produkt der Dimerisierung 

von HNO ist N2O (Paolocci N et al., 2007; Fukuto JM et al., 2005(a)). Es ist aus 

biologischer Umgebung jedoch schwierig zu quantifizieren. Hinzu kommt, dass 

die Bestimmung von N2O nicht genügend Aussagekraft über die Anwesenheit 

von freiem HNO besitzt, da die Autoreaktion in biologischer Umgebung nur eine 

untergeordnete Rolle spielt und N2O auch noch über den Zerfall von Stickstoff-

oxiden gebildet werden kann (Yoo J, Fukuto JM, 1995). Donzelli et al. zeigten, 

dass die Reaktion von HNO (Abb.1.3), freigesetzt von Angeli’s Salz, mit GSH 

unter anderem zur Bildung von Sulfinamid (GS(O)NH2) führt (Donzelli S et al., 

2006), welches ein Produkt von hoher Stabilität ist, selbst bei unterschiedlichen 

pH-Werten innerhalb der Zelle. Von bedeutender Wichtigkeit ist zudem, dass 

Sulfinamid nicht von anderen Stickstoffoxiden gebildet werden kann und somit 

als eindeutiger Marker für die Anwesenheit von freiem HNO dienen könnte 

(Donzelli S et al., 2006). Sulfinamid kann mittels HPLC (Hochleistungsflüssig-

keitschromatografie) oder Massenspektrometrie (MS) bestimmt werden. 

 

HNO + RSH R S NHOH

R'SSR + NH2OH

S
NH2

O

R
(Sulfinamid)

(Disulfid)
R'SH

(N-Hydroxysulfenamid)

 

Abb. 1.3  Reaktion von HNO mit Thiolstrukturen     

1.3 HNO - Donatoren  

Da es auf Grund der geringen Stabilität nicht möglich ist, HNO zu lagern, wird 

für experimentelle Studien auf HNO-Donatoren zurückgegriffen, die die Fähig-

keit besitzen, HNO freizusetzen. Das bereits oben genannte Angeli's Salz 

(Na2N2O2) wird am häufigsten eingesetzt und ist am besten erforscht (Abb. 1.4). 

Der Nachteil liegt in der sehr schnellen Freisetzung von HNO (Fukuto JM et al., 
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2005(a)) und dem alkalischen pH-Wert, hervorgerufen durch das Lösungsmittel 

NaOH. Somit ist die Aussagekraft von Experimenten in biologischen Systemen 

mit Angeli's Salz als HNO-Donator limitiert. Ein weiterer Donator ist das Cya-

namid, welches schon heute zur Therapie des Alkoholismus eingesetzt wird (s. 

1.3). Neue und bisher wenig erforschte Donatoren sind Hydroxylamin (NH2OH), 

bei dem es sich um die 2-fach reduzierte Form von HNO handelt, und NCA 

(Abb. 1.5). Die zweifache Oxidation von Hydroxylamin wird als ein möglicher 

Weg der endogenen Bildung von HNO angesehen, wodurch dieser HNO-

Donator besonders interessant ist (Paolocci N et al., 2007; Donzelli S et al., 

2006). Bei NCA handelt es sich um eine neue Verbindung aus der Klasse der 

Acyloxy Nitroso Compounds, welche durch Hydrolyse oder Esterase-Aktivität 

HNO freisetzen. Diese besitzen, im Vergleich zu Angeli's Salz, den Vorteil, dass 

HNO nur langsam und steuerbar abgegeben wird und sie außerdem unter phy-

siologischen Bedingungen wirksam sind (Paolocci N et al., 2007; Sha X et al., 

2006). 

N
+

O
-

O
- N

O
- H

+

pH 7,4

t1/2= 2,5 min

NO2
-

HNO+

 

 

Abb. 1.4  Donator Angeli’s Salz 

 

N

O

O

R R O

Hydrolyse
HNO + CH3CO2H + RCOR

 

 

Abb. 1.5  Donator NCA 
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1.4 Die Pharmakologie von HNO 

HNO besitzt ein großes Repertoire an pharmakologischen Wirkungen auf den 

Organismus, die zur Zeit noch nicht gänzlich verstanden sind, aber ein immen-

ses Potential vermuten lassen. Wie schon bei den HNO-Donatoren erwähnt, 

wird Cyanamid in der Therapie des Alkoholismus eingesetzt. Durch oxidative 

Bioaktivation des Cyanamids wird HNO gebildet (Paolocci N et al., 2007; Fuku-

to JM et al., 2005(a)). Dieses deaktiviert das Enzym Aldehyddehydrogenase 

durch eine Modifikation des Cystein-Thiolats im aktiven Zentrum (Paolocci N et 

al., 2007; DeMaster EG et al., 1998). Diese Wirkung zeigt die Thiophilie des 

HNO, besonders gegenüber Thiol-Proteinen. Obwohl ein riesiger Überschuss 

an GSH innerhalb der Zellen herrscht, reagiert das HNO offensichtlich bevor-

zugt mit bestimmten protein-assoziierten Thiolen (Paolocci N et al., 2007; Don-

zelli S et al., 2006). Selbst bei extrem kleinen Konzentrationen von HNO konnte 

die Hefe-Glykolyse gestoppt werden, ohne das GSH Level (1-10 mM) signifi-

kant zu ändern (Paolocci N et al., 2007; Donzelli S et al., 2006; Irvine JC et al., 

2008). Diese hohe Spezifität ist wahrscheinlich ein wichtiger Faktor für die Viel-

zahl von pharmakologischen Wirkungen. 

Die zur Zeit vielversprechendsten Wirkungen von HNO sind die Effekte auf das 

kardiovaskuläre System. Seit den 90er Jahren ist bekannt, dass HNO eine va-

sodilatatorische Wirkung auf das periphere System ausübt. Der genaue Me-

chanismus, wie die Wirkung zustande kommt, ist bisher nicht bekannt. Es wird 

vermutet, dass eine Aktivierung von spannungsabhängigen Kaliumkanälen 

(Paolocci N et al., 2007) zu einer Hyperpolarisation und somit zu einer Ent-

spannung der glatten Muskelzellen führt. Ein weiterer Signalweg ist die Aktivie-

rung von CGRP (calcitonin gene-related receptor), was zu einer Erhöhung des 

cAMP-Spiegels und der Phosphorylierung von L-Typ Kalziumkanälen führt. Au-

ßerdem wurde in Studien gezeigt, dass die Vasodilatation ohne eine  Erhöhung 

der cGMP Konzentration und unabhängig vom ß-adrenergen System erfolgt 

(Paolocci N et al., 2007; Fukuto JM et al., 2005(a); Paolocci N et al., 2001).  

Gleichzeitig besitzt HNO die Eigenschaft, Wirkung auf die Kontraktiliät des 

Herzmuskels auszuüben. Unter Einfluss von HNO wird die Inotropie des Her-

zens positiv beeinflusst, bei gleichzeitig beschleunigter Entladung und Entspan-
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nung der Ventrikel (Paolocci N et al., 2007; Paolocci N et al., 2001; Paolocci N 

et al., 2003). Interessant ist, dass die Wirkung von HNO auf den Herzmuskel 

unabhängig vom Preload ist (Paolocci N et al., 2007). Die Kombination dieser 

Wirkungen auf das kardiovaskuläre System, nämlich die positive Inotropie, die 

beschleunigte Entladung des Ventrikels und die vasodilatatorische Wirkung auf 

das periphere System, bieten ein großes Potential in der Therapie der Herzin-

suffizienz. Als Wirkmechanismus wird eine Aktivierung der Ryanodinrezeptoren 

(RyR2) und eine Stimulation der Ca2+ - ATPase, welche die Wiederaufnahme 

des Calciums in das sarkoplasmatische Retikulum beschleunigt, vermutet 

(Paolocci N et al., 2007; Tocchetti CG et al., 2007). Die Inotropie wird in einer 

cAMP- und cGMP-unabhängigen Weise gesteigert. cAMP ist ein starker Wach-

stumspromotor (Bristow MR, 2000). Welche genauen Angriffpunkte, wahr-

scheinlich protein-assoziierte Thiole (Tocchetti CG et al., 2007), für diese Wir-

kungen zuständig sind, ist noch zu klären.  

Die Effektivität von ß-Blockern wird nicht beeinflusst und HNO wirkt additiv zu 

ß-Agonisten (Paolocci N et al., 2007; Tocchetti CG et al., 2007; Paolocci N et 

al., 2003). Ein möglicher Einsatz von HNO in der Therapie der Herzinsuffizienz 

könnte das bisherige Therapiespektrum erweitern.  

Eine weitere interessante pharmakologische Wirkung von HNO ist die Senkung 

der Gefahr von Reperfusionsschäden im Myokard nach einer Ischämie. Weiter-

hin wurde festgestellt, dass HNO eine Art protektive Wirkung gegenüber irre-

versiblen Verletzungen des Myokards und post-ischämischen Dysfunktionen 

aufweist (Paolocci N et al., 2007; Fukuto JM et al., 2005(a); Fukuto JM et al., 

2005(b); Donzelli S et al., 2006). Die genauen Mechanismen für diese Wirkun-

gen sind bisher unbekannt. Auf weitere pharmakologische Effekte soll an dieser 

Stelle nicht eingegangen werden, da sich das Thema dieser Promotion nur auf 

die kardiovaskulären Wirkungen beschränkt. 
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1.5 Fragestellung 

Das Ziel dieser Arbeit war es, die pharmakologischen Wirkungen von HNO am 

Herzmuskel mit Hilfe des neuartigen Donators NCA, welcher entscheidende 

Vorteile gegenüber den bisherigen Donatoren wie Angeli’s Salz besitzt, zu 

überprüfen.  

Hierzu wurden Kontraktilitätsmessungen an isolierten Herzmuskelzellen durch-

geführt und die Ergebnisse am intakten Herzmuskel überprüft. Mittels HPLC 

wurde versucht, die Pharmakokinetik von NCA zu überprüfen.  

Im Speziellen wurde Folgendes überprüft: 

- Erzielt NCA eine vergleichbare Steigerung der Kontraktilität an iso-

lierten Herzmuskelzellen und am intakten Herzmuskel?  

- Welche Konzentrationen des Donators werden benötigt? 

- Liegt der Wirkung, wie bei anderen Donatoren vermutet, eine Erhö-

hung der intrazellulären Kalziumzirkulation zu Grunde? 
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2 Material und Methoden 

2.1 MyBPC2 Maus 

Als Versuchstier für die folgenden Methoden (s. 2.2 und 2.3) wurde die Wildtyp-

Maus der Linie MyBPC2 mit C57/B6 Hintergrund verwendet. Die Tiere waren 

zum Zeitpunkt des Versuchs 12-15 Wochen alt. Versuchstiere beider Ge-

schlechter wurden verwendet. Für die Tierversuche liegt eine Genehmigung der 

Behörde für Wissenschaft und Gesundheit der Freien und Hansestadt Hamburg 

vor (G 21/1-46/04).  

2.2 Isolation von intakten Kardiomyozyten aus ventrikulärem 

Herzmuskelgewebe 

Die Isolation von adulten Maus-Kardiomyozyten wurde mit Hilfe einer enzymge-

stützten Perfusionsmethode nach einem modifizierten Protokoll von O’Connell 

u.a. (O'Connell T et al., 2003) durchgeführt.  Um die Bildung von gerinnungsbe-

dingten Thromben in den Herzkranzgefäßen zu verhindern, wurde den Mäusen 

ca. 10 Minuten vor der Tötung intraperitoneal Heparin injiziert (0,05 ml einer 

10.000 IU/ml Stammlösung = 500 IU). In der Zwischenzeit wurde der experi-

mentelle Aufbau vorbereitet. Nach der Anästhesie mit CO2 wurden die Mäuse 

durch Genickbruch und anschließender Enthauptung getötet. Der Thorax wurde 

durch einen horizontalen Schnitt kaudal des letzten Rippenpaares und zwei la-

teralen Entlastungsschnitten eröffnet. Die Aorta wurde dargestellt und 1-2 mm 

über ihrem Austritt aus dem Herzen durchtrennt. Anschließend wurde das Herz 

so schnell wie möglich aus dem Situs entfernt. Eine Kanüle wurde mit Hilfe von 

zwei sehr feinen curve-tip Pinzetten (Dumont #7 0,007 mm x 0,04 mm, Fine 

Science Tools, USA) in die übriggebliebenen 1-2 mm der Aorta eingeführt. Ein 

Faden fixierte die Aorta an der Kanüle. Das Herz wurde in ein temperiertes Per-

fusionssystem (Abb. 2.1) überführt. Um eine möglichst große Ausbeute an in-

takten Kardiomyozyten zu gewährleisten, muss die Zeitspanne zwischen der 
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Tötung des Versuchstieres und dem Zeitpunkt des Puffereintritts in die Koro-

nargefäße möglichst gering gehalten werden. Eine konstante Temperatur von 

37 °C am Kanülenaustritt und eine konstante Flussgeschwindigkeit von 3 

ml/min garantierten reproduzierbare Versuchsbedingungen. Das Herz wurde 

mit einem Kalzium freien Puffer (in mM: 113 NaCl, 4,7 KCl, 0,6 KH2PO4, 0,6 

Na2HPO4, 1,2 MgSO4, 12 NaHCO3, 10 KHCO3, 10 HEPES (pH 7,46), 30 Tau-

rin, 10 2,3-butandion monoxim (BDM), 5,5 Glukose) perfundiert. Auf 8 Minuten 

Perfusion mit diesem Puffer folgten 9 Minuten mit einem Verdauungspuffer, 

welcher zusätzlich 0,1 mg/ml von rekombinaten Kollagenasen/Proteasen (Libe-

rase Blendzyme 3, Roche Diagnostics) und 12,5 µM CaCl2
 enthielt. Anschlie-

ßend wurden die Herzkammern unterhalb der Vorhöfe abgetrennt und in 2,5 ml 

Verdauungspuffer überführt. Das Gewebe wurde nun mit Hilfe von Pinzetten 

und einer Pipette mit weiter Öffnung dissoziiert. Die Hinzugabe von Perfusions-

puffer, mit zusätzlich 10% fetalem bovinen Serum und 12,5 µM CaCl2, verhin-

derte eine weitere Verdauung durch die noch vorhandene Enzymaktivität. Das 

Debris wurde für einige Minuten der Sedimentation durch die Schwerkraft über-

lassen. Der Überstand, welcher die intakten Kardiomyozyten enthielt, wurde 

zentrifugiert (1 Minute bei 180 x g). Das entstandene Pellet wurde in frischem 

Perfusionspuffer resuspendiert, welcher zusätzlich 5% fetales bovines Serum 

und 12,5 µM CaCl2 enthielt.  

 

        

Abb. 2.1 Perfusionssystem im Tier-OP und adultes Mausherz im System 
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Die schrittweise Erhöhung der Kalziumkonzentration durch Hinzugabe von 

CaCl2 (12.5 µM → 62 µM → 112 µM → 212 µM → 500 µM → 1mM), gewähr-

leistete eine langsame und schonende Rekalzifizierung der Zellen.  

Anschließend wurden die Kardiomyozyten in mehreren Schritten gewaschen 

und im IonOptix Puffer (in mM: 135 NaCl, 4,7 KCl, 0,6 KH2PO4, 0,6 Na2HPO4, 

1,2 MgSO4, 10 HEPES (pH 7,46), 1,25 CaCl2, 20 Glukose) verdünnt. 

2.3 IonOptix System – Akquisition und Analyse 

Mit Hilfe des IonOptix Systems (IonOptix Corporation, Milton, MA, USA) (Abb. 

2.2) war es möglich die Kontraktilität und die Kalziumströme von stimulierten 

Kardiomyozyten simultan aufzuzeichnen. Die anschließende Analyse der Daten 

wurde mit der Software IonWizard 5.0 (IonOptix Corporation, Milton, MA, USA) 

durchgeführt, welche auch zur Aufzeichnung der Daten diente.  

 

  

Abb. 2.2 IonOptix: ein Mehr-Komponenten System zur simultanen Aufzeich-

nung von Kontraktilität und Kalziumströmen in stimulierten Kardiomyozyten 

 

2.3.1 Versuchsaufbau 

Bevor die eigentliche Messung im IonOptix System beginnen konnte, mussten 

die isolierten Kardiomyozyten in IonOptix Puffer auf ca. 10.000 - 15.000 Zellen 

pro ml verdünnt werden. Dieser Schritt war notwendig, damit sich die einzelnen 

Zellen in der Messzelle (Cell MicroControls, Norfolk, VA, USA) ohne gegensei-

tige Überlagerung verteilen konnten. Die Messzelle wurde mit 400 µl der Zell-
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suspension beladen und anschließend auf dem Objekttisch eines inverten Mik-

roskopes (Nikon Eclipse TS 100) befestigt. Die Stimulation der Kardiomyzyten 

wurde durch zwei Iridiumelektroden, welche mit einem Feldstimulator (MyoPa-

cer, IonOptix Corporation, Milton, MA, USA) verbunden waren, gewährleistet. 

Somit war es möglich, die Zellen mit einer Frequenz von 1 Hz bei 10 V und 4 

ms Pulsdauer zu erregen. Alle Versuche mit dem IonOptix System wurden bei 

Raumtemperatur durchgeführt. 

 

Folgende Kriterien wurden für die Auswahl einer zu vermessenden Zelle festge-

legt: 

 

1) stabförmige Zellen mit einem klaren gestreiften Muster 

2) keine sichtbaren Membranschäden oder Bläschen in der Membran 

3) keine hyperkontraktilen Zonen oder Zonen mit Spontankontraktionen 

4) eine stabile Kontraktionsamplitude 

 

2.3.2 Funktionsweise der Sarkomerlängenmessung 

Die dünnen Aktinfilamente und die dicken Myosinfilamente sind im Skelett- und 

Herzmuskel so organisiert, dass sie auf Grund ihrer verschiedenen optischen 

Eigenschaften unter dem Lichtmikroskop eine charakteristische Bandenstrei-

fung aufweisen. Die aufeinanderfolgenden hellen und dunklen Banden mehre-

rer sog. Sarkomere ergeben bei der Analyse der optischen Dichte sinusförmige 

Kurven. Die Wellenlänge der Sinuskurve repräsentiert die Sarkomerlänge. Bei 

den Versuchen wurde diese optische Dichte von einer Kamera (IonOptix Myo-

CamTM, IonOptix Corporation, Milton, MA, USA) aufgezeichnet, welche an-

schließend durch die IonWizard 5.0 Software mit Hilfe eines sog. Fast Fourier 

Transform (FFT) in die entsprechende Sarkomerlänge umgerechnet wurde. Die 

Kamera erlaubte mit einer Bildfrequenz von 240 Hz die präzise Wahrnehmung 

der Kontraktion. Während der Aufzeichnung der Sarkomerlänge gegen die Zeit 

wurden die für die spätere Analyse notwendigen Stimulationsmarkierungen si-



22 

 

multan registriert. Für die Analyse der Daten wurde die IonWizard 5.0 Software 

genutzt, welche eine effiziente Auswertung von 20 - 40 Kontraktionen zu Mittel-

werten zahlreicher Kurvenparameter möglich machte. 

2.3.3 Kurvenparameter der Sarkomerlängenmessung  
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Abb. 2.4 Kurvenparameter der Sarkomerlängenmessung 
 
 
Basislinie (A):        Sarkomerlänge vor der Stimulation 
 

Amplitudenhöhe (B): Wert der maximalen Auslenkung der 

Kurve ausgehend von der basalen Sar-

komerlänge während einer Kontraktion 

% Amplitudenhöhe: Wert der Amplitudenhöhe in % der Ba-

sislinie ausgedrückt 

 

Geschwindigkeit der Kontraktion (C): Wert der größten Steigung während 

einer Kontraktionsphase. Da die Kon 

traktion eine Verkürzung der Sarkomer-
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länge mit sich bringt, ist dieser Wert 

immer negativ; Je kleiner der Wert, 

desto größer die Geschwindigkeit 

 

Zeit bis zur max. Kontraktion (D): Zeit bis zum Erreichen der maximalen 

Amplitude (X) während einer Kontrakti-

on, ausgehend von der Stimulation 

 

Geschwindigkeit der Entspannung (E): Wert der größten Steigung während 

einer Entspannungsphase. Da die Ent-

spannung eine Vergrößerung der Sar-

komerlänge mit sich zieht, ist dieser 

Wert immer positiv; Je größer der Wert, 

desto größer die Geschwindigkeit 

 

Zeit bis zur 50 % Entspannung (F):  Zeit während der Entspannungsphase 

bis zum Erreichen von 50 % der maxi-

malen Auslenkung, ausgehend vom 

Zeitpunkt der größten Kontraktion (X)  

 

 

2.3.4 Messung der intrazellulären Kalziumströme mit Fura-2 

Das IonOptix System ermöglichte eine gleichzeitige Messung der intrazellulären 

Kalziumströme, zusätzlich zu der Messung der Sarkomerlängen. Hierzu wurden 

die Zellen mit dem fluoreszierenden Kalziumchelator Fura-2 beladen. Da Fura-2 

nicht in der Lage ist, die Zellmembran zu durchdringen, wurde der Acetoxyme-

thylester von Fura-2, Fura-2 AM (Abb. 2.5) genutzt. Fura-2 AM kann jedoch 

keine Verbindung mit Kalziumionen eingehen, solange die lipophilen Gruppen 

anheften. Um diese zu entfernen, macht man sich die intrazellulär vorhandenen 

unspezifischen Phosphodiesterasen zu nutze. Die lipophilen Gruppen werden 



24 

 

entfernt und Fura-2 wird intrazellulär angereichert, da es nun nicht mehr mem 

brangängig ist. Die Zellen wurden für 30 Minuten 1 µM Fura-2 AM ausgesetzt 

und anschließend zwei Mal gewaschen, um extrazelluläre AM Ester zu entfer-

nen. Weitere 30 Minuten Inkubationszeit stellten eine vollständige Entfernung 

verbliebener lipophiler Gruppen sicher.  

 

 

 

Abb. 2.5 Fura-2 AM (Quelle: Invitrogen Website) 

 

Dieser spezifisch an Kalzium bindende Chelator fluoresziert unter Anregung 

durch UV-Licht. Je nach freiem oder an Kalzium gebundenen Vorliegen, verän-

dert sich das Maximum im Anregungsspektrum (Abb. 2.6). Im gebundenen Zu-

stand liegt das Maximum des Anregungsspektrums bei 340 nm, im freien Zu-

stand bei 380 nm. Das Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten zwischen der  

Anregung durch UV-Licht der Wellenlänge 340 nm oder 380 nm, spiegelt somit 

die intrazelluläre Kalziumkonzentration wieder. 

 



25 

 

 

Abb. 2.6 Maximum des Anregungsspektrum von Fura-2 bei (A) 340 nm und (B)                 

380 nm; Maximum des Emmisionsspektrums bei 510 nm (Quelle: Invitrogen 

Website) 

 

Um die für die Kalziumströme benötigte, hohe zeitliche Auflösung zu erreichen, 

wurde das IonOptix HyperSwitch Dual Excitation Light Source (IonOptix Corpo-

ration, Milton, MA, USA) als UV-Lichtquelle verwendet. Dieses ermöglicht einen 

Wellenlängenwechsel in einer Zeit von unter 400 µs und somit 250 Wellenlän-

genpaare pro Sekunde. Das Licht einer 75 W Xenonlampe wird von einem Pa-

rabolspiegel zu einem konvergierenden Strahl geformt. Ein weiterer Spiegel 

positioniert den Fokalpunkt des Strahls direkt hinter einem durch ein Galvano-

meter angetriebenen Spiegel, welcher in hoher Geschwindigkeit zwischen zwei 

Pfaden alterniert. Auf Pfad 2 (Abb. 2.7 grün) wird das nun divergierende Xenon-

licht von einer Quarzlinse gesammelt und in den “Vordereingang” des sog. Exci-

tation Dichroic Cube (EDC) geleitet. Auf Pfad 1 (Abb. 2.7 blau)  wird das Licht 

zusätzlich durch eine zweite Linse gesammelt und dann in den „Seiteneingang“ 

des EDC gesteuert. Für beide Eingänge existiert ein eigener Filter, welcher die 

jeweilige Wellenlänge des Xenonlichts bestimmt. Durch den Kaltlichtspiegel im 

EDC werden beide Strahlen durch den selben Ausgang geleitet. Der Ausgang 

wird am Ende eines Flüssiglichtleiters fokussiert.  Am anderen Ende dieses 
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Flüssiglichtleiters befindet sich eine Mikroskopkupplung, welche das UV-Licht in 

das mit dem zu untersuchenden Objekt bestückte Mikroskop leitet.  

 

 

Abb. 2.7 IonOptix HyperSwitch Dual Excitation Light Source (Quelle: Broschüre 

IonOptix Corp.) 

Um das von Fura-2 emitierte Licht zu messen, wurde ein Photo Multiplier Tube 

(PMT) genutzt, welcher jedes von einem Kaltlichtspiegel eingeleitete Photon in 

einen Strom umwandelt. Licht von längerer Wellenlänge durchquert den Kalt-

lichtspiegel und gelangt zur Kamera (MyoCam™, IonOptix Corporation, Milton, 

MA, USA). Dies ermöglichte die gleichzeitige Messung der Fluoreszenz-

intensitäten und Sarkomerlängen (Abb. 2.8). Die IonOptix Software errechnet 

das Verhältnis zwischen den Fluoreszenzintensitäten bei 340 nm und 380 nm 

Wellenlänge und stellt diese graphisch als eine Funktion gegen die Zeit dar. Die 

Stimulationsmarken für die spätere Analyse werden ebenfalls aufgezeichnet.  
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Für die Analyse der Daten wurde die IonWizard 5.0 Software genutzt, die eine 

effiziente Auswertung von 20 - 40 Kalziumströmen zu Mittelwerten zahlreicher 

Kurvenparameter möglich machte. 

 

         

 

Abb. 2.8 Aufbau des IonOptix Systems zur gleichzeitigen Messung von Sarko-

merlängen (rot) und Kalziumströmen (grün) (Quelle: Grafiken zum Teil aus Bro-

schüre IonOptix Corp.) 
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2.3.5 Kurvenparameter der Kalziumströme 
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Abb. 2.9 Kurvenparameter Kalziumstrommessung 

Diastolische Kalzium- 
konzentration (A):   Wert des Fluoreszenzverhältnisses vor  

      der Stimulation 

Amplitudenhöhe (B): Wert der maximalen Auslenkung der 

Kurve, ausgehend von der Basislinie 

während einer Kontraktion 

 

% Amplitudenhöhe: Wert der Amplitudenhöhe in % der Ba-

sislinie ausgedrückt 
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Geschwindigkeit des  

Kalziumanstiegs (C): Wert der größten Steigung während 

einer Kontraktionsphase. Da der Kont-

raktion des Herzmuskels eine Erhö-

hung der intrazellulären Kalziumkon-

zentration vorausgeht, ist dieser Wert 

immer positiv; Je größer der Wert, des-

to größer die Geschwindigkeit 

 

 

Zeit bis zur max. Kalzium- 

konzentration (D): Zeit bis zum Erreichen der maximalen 

Amplitude (X) während einer Kontrakti-

on des Herzmuskels, ausgehend von 

der  Stimulation 

 

Geschwindigkeit des Kalzium- 

Rückflusses (E): Wert der kleinsten Steigung während 

einer Entspannungsphase. Da der Ent-

spannung des Herzmuskels eine Er-

niedrigung der Kalziumkonzentration 

vorausgeht, ist dieser Wert immer ne-

gativ. Je kleiner der Wert, desto größer 

die Geschwindigkeit 

 

Zeit bis zu 50 % des Kalzium- 

rückflusses (F):  Zeit bis zum Erreichen von 50 % der 

maximalen Kalziumamplitude während 

der Entspannungsphase des Herzmus-

kels, ausgehend vom Zeitpunkt der 

größten Kalziumkonzentration (X)  
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2.4 Kontraktilitätsmessung am intakten Langendorff-

perfundierten Herz 

Die Herzen wurden entsprechend der Extraktion der Kardiomyozyten (s. 2.2) 

präpariert und durch die Aorta kanüliert. Bei der Präparation war darauf zu 

achten, die Strukturen, die für die Eigenerregung des Herzens verantwortlich 

sind, nicht zu zerstören. Das Herz wurde anschließend in ein temperiertes 

(37°C) Langendorff-Perfusionssystem integriert und mit einer Tyrode Lösung (in 

mM: 119,8 NaCl, 5,4 KCL, 1,8 CaCl
2
, 1,05 MgCl

2
, 0,42 NaH2PO4, 22.6 NaH-

CO3, 10 Glukose, 0,5 Ascorbinsäure, 0,05 Na2EDTA, 5 Pyruvatsäure) perfun-

diert. Die Lösung wurde vor Eintritt in das System kontinuierlich mit 95% O2 

und 5% CO2 begast und über eine 100 mm Wassersäule mit konstantem Druck 

in die Koronargefäße des Herzens geleitet. Die Herzspitze wurde mit einem Clip 

versehen, welcher über einen Kraftumwandler (Ingenieurbüro Jäckel, Hanau, 

Deutschland) die Messung (BMON Software, Ingenieurberü Jäckel, Hanau, 

Deutschland) der isometrischen Kontraktionskraft des Herzmuskels ermöglich-

te. Vor dem Start der Messung wurden die Herzen ca. 30 Minuten kontinuierlich 

perfundiert, bis sich eine konstante Amplitude eingestellt hatte. Die Qualität des 

Herzmuskels wurde durch Zugabe von 1 µM Isoprenalin überprüft. Nach einem 

anschließenden Waschvorgang wurde NCA in aufsteigenden Konzentrationen 

(2 µM → 7 µM → 15 µM) hinzugefügt.  

2.5 HNO Donator „NCA“ 

Um die pharmakologischen Eigenschaften von Nitroxyl im Versuch überprüfen 

zu können, wurde ein Donator benötigt, welcher das gering metastabile Molekül 

in einer physiologischen Umgebung zur Verfügung stellt. Das „NCA“ wird von 

den King Laboratories in den USA synthetisiert und gehört zur Gruppe der Acy-

loxy Nitroso Compounds. Das Molekulargewicht ist 171,19 g/mol. Die Bildung 

von HNO läuft über eine Hydrolyse des Moleküls (Abb. 2.10) und produziert als 

Nebenprodukt Essigsäure und einen Ketonrest. In DMSO gelöst, ist der Dona-

tor stabil und setzt kein HNO frei.  Im Gegensatz zu Angeli‘s Salz geht die Frei-

setzung von HNO unter Phosphatpufferumgebung kontinuierlich vonstatten. 
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Die Freisetzungsrate hängt streng von der Pufferumgebung ab. In Phosphatpuf-

fer (pH 7,4) gelöst, gibt der Donator bei Raumtemperatur und zwei Stunden In-

kubationszeit 28 % des freizusetzenden HNO ab (22). Die freigesetzte Menge 

wird bei gleichen Versuchsbedingungen auf mehr als das Doppelte gesteigert, 

wenn als Lösungsmittel Methanol plus 0,1 M NaOH genutzt wird.  

 

N O

O

O

 

 

Abb. 2.10 Strukturformel von NCA  

 

NCA ist lichtempfindlich und muss bei -20°C gelagert werden. Die tiefblaue 

Farbe und der stechende Geruch sind wichtige Indikatoren für die Unversehrt-

heit des Donators. Wiederholtes Auftauen und Einfrieren der Stammlösung führt 

zu Qualitätseinbußen und wurde durch Aliquotieren vermieden. 5 µL der gelie-

ferten Stammlösung wurden in 15 µL DMSO gelöst und bis zum Versuch bei  

-20 ° gelagert. Aus dieser 500 mM Lösung wurden vor Beginn des Versuchs die 

entsprechenden Verdünnungen vorgenommen, um die gewünschte Konzentra-

tion während des Versuchs erreichen zu können. Während des gesamten Ver-

suchs wurde der Donator auf Eis gelagert und vor Licht geschützt. Wegen der 

langsamen Freisetzungskinetik war es möglich, die weiteren Verdünnungen in 

dem für den Versuch benötigten Phosphatpuffer durchzuführen. Somit konnte 

die endgültige Konzentration von DMSO, im Hinblick auf die Aussagekraft des 

Experiments, deutlich gesenkt werden (Endkonzentration DMSO: 0,2 mM).  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2.6 HPLC Analyse der Reaktion von NCA mit Glutathion 

Mit Hilfe der High Performance Liquid Chromatography (HPLC) konnte die Ki-

netik der Reaktion von NCA mit dem Thiol Glutathion (GSH) in vitro untersucht 

werden. Hierzu wurden Standards von den Einzelkomponenten, sowie Proben 

verschiedener Zusammensetzungen und mit unterschiedlichen Inkubationszei-

ten in ein HPLC System injiziert. Die Proben wurden auf Basis eines Phosphat-

puffers (PBS: 138 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, 8,1 mM 

Na2HPO4x2H2O; pH 7,4) hergestellt. Das System besteht aus einem Pumpen-

aggregat (P680 HPLC Pump, Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA) mit 

zwei Pumpen, einem externen Degasser (Degasys DG-1210, Dionex Corpora-

tion, Sunnyvale, CA, USA), einem temperaturkontrollierten Autosampler (ASI-

100 Automated Sample Injector, Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA), 

einem Temperatur-kontrollierten Säulenofen (STH 585, Dionex Corporation, 

Sunnyvale, CA, USA) und einer UV-Messanlage (UVD340U, Dionex Corporati-

on, Sunnyvale, CA, USA). Dazu gehört ein PC-System mit der Chromeleon 

Software (Chromeloen Client 6.60, Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA), 

welche eine genaue Überwachung des Systemzustandes, die Aufzeichnung der 

Daten und die Remotesteuerung der Anlage ermöglicht. Im Autosampler wur-

den die Proben während des gesamten Versuchs auf 4°C temperiert, um eine 

über die Inkubationszeit andauernde Reaktivität der Probenbestandteile weit-

gehend zu verhindern. Die Proben wurden mit einer Kromasil C-18 Säule (250 x 

4,6 mm, 5 µm Partikelgröße; Phenomenex, St.Torrance, CA, USA) und einem 

Stufengradienten von Puffer A (10 mM Tetrabutylammoniumhydroxid, 10 mM 

KH2PO4 und 0,25% Methanol, pH 7,00) zu Puffer B (2,8 mM Tetrabutylammo-

niumhydroxid, 100 mM KH2PO4 und 30% Methanol, pH 5,50) wie folgend frak-

tioniert: 10 Minuten 100% Puffer A, 3 Minuten Gradient auf 80% Puffer A, 10 

min Gradient auf 70% Puffer  A, 12 Minuten Gradient auf 55% Puffer A. Die 

Flussrate betrug 1,2 ml pro Minute. Der Säulenofen wurde während des Ver-

suchs auf 18°C temperiert. Das Injektionsvolumen betrug 250 µL pro Probe. 

Die Probe wurde mit Hilfe der UV-Lampe und des UV-Detektorsystems bei 206 

und 208 nm für 40 Minuten gemessen. Die anschließende Analyse der aufge-

zeichneten Daten wurde ebenfalls mit der Chromeleon Software durchgeführt. 
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2.7 Statistische Analyse 

Die statistische Analyse der aufgezeichneten Daten wurde mit Hilfe der Graph-

Pad Prism 5.0 Software durchgeführt. Bei einem Vergleich von Messergebnis-

sen vor und nach der Zugabe der zu untersuchenden Substanz wurde der Stu-

dent t-test herangezogen. Ein P Wert von <0.05 wurde als statistisch signifikant 

angesehen. Alle angegebenen Messwerte sind Mittelwerte ± SEM.  

 

2.8 Liste der Chemikalien 

Angeli’s Salz, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA 

Aqua ad injectabilia, Baxter, Unterschleißheim 

L-Ascorbinsäure, Merck, Darmstadt 

2,3-Butandionmonoxim (BDM), Sigma-Aldrich, Steinheim 

Kalziumchlorid Dihydrat (CaCl2 × 2 H2O), Sigma-Aldrich, Steinheim 

Dimethylsulfoxid (DMSO), Merck, Darmstadt 

Ethanol (96%), denaturiert, Merck, Darmstadt 

Fetal calf serum (FCS), Invitrogen/Gibco®, Karlsruhe 

Fura-2 AM, Invitrogen/Molecular Probes™, Karlsruhe 

D-(+)-Glukose Monohydrat, Merck, Darmstadt 

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethanschwefelsäure (HEPES), Carl Roth, Karls-

ruhe 

Salzsäure, 37% solution, Merck, Darmstadt 

Liberase Blendzyme 3, Roche Diagnostics, Mannheim 

Magnesiumchlorid Hexahydrat (MgCl2 × 6 H2O), Merck, Darmstadt 

Magnesiumsulfat Heptahydrat (MgSO4 × 7 H2O), Merck, Darmstadt 
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Methanol, Merck, Darmstadt 

NCA, hergestellt von Prof. S. Bruce King, Wake Forest University, Winston-

Salem, NC, USA  

Kaliumchlorid (KCl), Merck, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4), Merck, Darmstadt 

Kaliumhydrogenkarbonat (KHCO3), Merck, Darmstadt 

Phosphat-gepufferte Saline (PBS), Biochrom AG, Berlin  

Pyruvatsäure, Sigma-Aldrich, Steinheim 

Natriumhydrogenkarbonat (NaHCO3), Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid (NaCl), Mallinckrodt Baker, Deventer, Niederlande 

Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat (Na2HPO4 × 2 H2O), Merck, Darmstadt 

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4), Merck, Darmstadt 

Natriumhydroxid (NaOH), Merck, Darmstadt 

Taurin, Merck, Darmstadt 

Tetrabutylammoniumhydroxid, Nova Chimica, Mailand, Italien  

2.9 Liste der Laborgeräte 

Accu jet® Pipettierhilfe, Brand, Wertheim 

Analytische Waage, Sartorius, Göttingen 

Arc lamp power supply, Cairn Research, Faversham, Kent, UK 

Autosampler ASI-100, Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA 

Degasser Degasys DG-1210, Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA 

Kühlzentrifuge 5415 R, Eppendorf, Hamburg 

Kühlzentrifuge Universal 30 RF, Hettich, Tuttlingen 

Fluorescence System Interface, IonOptix Corporation, Milton, MA, USA 

HyperSwitch high intensity arc lamp, IonOptix Corporation, Milton, MA, USA 
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Kraftumwandler, Ingenieurbüro Jäckel, Hanau 

Langendorff-Perfusionssystem, Eigenproduktion 

Magnetrührer, Heidolph, Schwabach 

Milli-Q Plus Reinstwasseranlage, Millipore, Schwalbach 

MyoCam, IonOptix Corporation, Milton, MA, USA 

MyoPacer field simulator, IonOptix Corporation, Milton, MA, USA 

Nikon Eclipse TS 100 inverse microscope, Nikon, Düsseldorf 

Peristaltische Pumpe, Pharmacia, Freiburg i.Br. 

Pumpensystem P680, Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA 

pH Meter, Knick, Berlin 

SmartSpec Spectrophotometer, Bio-Rad, München 

Pipetten Reference, 0.5-10 µL, 10-100 µL, 100-1000 µL, Eppendorf, Hamburg 

Präzisionswaage CP225D, Sartorius, Göttingen 

Säulenofen STH 585, Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA 

Stimulation/Thermistor assay, CellMicroControls, Norfolk, VA, USA 

Stimulationszelle für Myozyten, CellMicroControls, Norfolk, VA, USA 

Stimulationzellenhalterung, CellMicroControls, Norfolk, VA, USA 

Thermostat, CellMicroControls, Norfolk, VA, USA 

Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg 

UV-Messanlage UVD340U, Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA 

Videopower, IonOptix Corporation, Milton, MA, USA 

Vortex Reax top, Heidolph, Schwabach 

Wasserbad, GFL, Burgwedel 
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2.10 Liste der Verbrauchsmaterialien 

Zentrifugierröhrchen, 15 ml, 50 ml, Sarstedt, Nümbrecht 

Sterican® Einwegkanülen, B. Braun, Melsungen 

Einwegspritzen, B. Braun, Melsungen 

Insulinspritzen, Becton Dickinson, Heidelberg 

Petrischalen, 10 mm, Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen, 10 µl, 100 µl, 1000 µl, Sarstedt, Nümbrecht 

Küvetten, Sarstedt, Nümbrecht 

Reaktionsgefäße, 1.5 ml, 2ml, Eppendorf, Hamburg 

Serologische Pipetten, 5 ml, 10 ml, 10 ml mit weiter Öffnung, 25 ml, Sarstedt, 

Nümbrecht 



 

3 Ergebnisse 

3.1 Wirkung von NCA

Zu Beginn wurden die Auswirkungen

ge der isolierten Kardiomyo

1 Hz und 10 mV die Sarkomerlängen einer Zelle aufgezeichnet. Nach kurzer 

Zeit wurde der Donator in verschiedenen Konzentrationen hinzugegeben. A

bildung 3.1 zeigt die Messkurve

rellen Ablauf einer HNO-bedingten positive

sich eine nur moderate Verkürzung der Sarkomere. Auf die Hinzugabe von 

µM Donator folgt nach kurzer Zeit eine geringe negative Inotropie, gefolg

einem starken Anstieg der Kontraktilität.

sche Sarkomerlänge, was einer gesteigerten Vorspannung entspricht, bzw. eine 

verminderte Fähigkeit zur Entspannung darstellt.

der Effekt nach einiger Zeit wieder ab und kehrt auf eine moderate Kontraktilität 

zurück. Allerdings bleibt die diastolische Vorspannung 

ist nach unten verschoben. 

 

Abb. 3.1  Messkurve einer Sarkomerlägenmessung

mV) Herzmuskelzelle unter Einfluß von 45

quisition Software) 

 

NCA auf die Sarkomerlänge 

Zu Beginn wurden die Auswirkungen des Donators NCA  auf die Sarkomerlä

ge der isolierten Kardiomyozyten untersucht. Hierzu wurden bei Stimulation mit 

die Sarkomerlängen einer Zelle aufgezeichnet. Nach kurzer 

Zeit wurde der Donator in verschiedenen Konzentrationen hinzugegeben. A

Messkurve einer Sarkomerlängenmessung, die den gen

bedingten positiven Inotropie darstellt. Ohne 

moderate Verkürzung der Sarkomere. Auf die Hinzugabe von 

µM Donator folgt nach kurzer Zeit eine geringe negative Inotropie, gefolg

einem starken Anstieg der Kontraktilität. Gleichzeitig sinkt häufig die 

sche Sarkomerlänge, was einer gesteigerten Vorspannung entspricht, bzw. eine 

verminderte Fähigkeit zur Entspannung darstellt. Ohne Waschen schwächt sich 

iniger Zeit wieder ab und kehrt auf eine moderate Kontraktilität 

zurück. Allerdings bleibt die diastolische Vorspannung meist erhalten, die Kurve 

ist nach unten verschoben.  

einer Sarkomerlägenmessung einer stimulierten (1 Hz / 10 

muskelzelle unter Einfluß von 45 µM NCA (Screenshot SarcLen A
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darstellt. Ohne NCA zeigt 

moderate Verkürzung der Sarkomere. Auf die Hinzugabe von 45 

µM Donator folgt nach kurzer Zeit eine geringe negative Inotropie, gefolgt von 

die diastoli-

sche Sarkomerlänge, was einer gesteigerten Vorspannung entspricht, bzw. eine 

Ohne Waschen schwächt sich 

iniger Zeit wieder ab und kehrt auf eine moderate Kontraktilität 

erhalten, die Kurve 
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(Screenshot SarcLen Ac-
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3.1.1 Herstellung einer Dosis-Wirkungs-Beziehung 

Da für den Donator NCA im Einsatz an isolierten Kardiomyozyten keine Kon-

zentrationsangaben vorlagen, musste zuerst eine Dosis-Wirkungs-Kurve erstellt 

werden. Bei einer Konzentration von 7,5 µM des Donators konnte eine erste 

minimale positive Inotropie festgestellt werden. Anschließend wurde von 7,5 µM 

ausgehend die Konzentration in Schritten, bis zur toxischen Wirkung für die Zel-

le, erhöht. Abbildung 3.2 zeigt die Dosis-Wirkungs-Beziehung von NCA an iso-

lierten Kardiomyozyten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.2  Dosis-Wirkungs-Beziehung von NCA auf die Sarkomerlänge von sti-

mulierten (1 Hz / 10 mV) Kardiomyozyten. Werte sind als  Mittelwerte ± SEM 

angegeben. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 vs. basal; Student’s t-test. 

 

Eine Konzentration von 45 µM wurde als Standardkonzentration für die folgen-

den Versuche gewählt. Es konnten mit anderen Konzentrationen etwas größere 

Werte für die Sarkomerlängenverkürzung gemessen werden, allerdings war die 

Anzahl der Zellen, die eine zuverlässige Antwort auf den Donator gaben, zu 

niedrig. Die Kozentration 45 µM stellt somit einen Kompromiss zwischen maxi-

maler Antwort der Zelle und maximaler Verträglichkeit und Zuverlässigkeit dar. 
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A 
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B 
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3.1.2 Veränderung der Kontraktionskurvenparameter 

Mit 45 µM NCA verlängerte sich die Zeitspanne zwischen Stimulation der Zelle 

und der maximalen Amplitude einer Kontraktion von basal 21,13±1,35 ms auf 

30,08±2,09 ms (p=0,0015). Dies entspricht einer Verlängerung von 42 %. 

Gleichzeitig erhöhte sich die Geschwindigkeit der Kontraktion von  

-2,00±0,49 µm/s auf -3,61±0,53 µm/s (p=0,0001), entsprechend einer Steige-

rung von 80 %. 

 

 

 

 

 

…. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.3 Zusammenfassung veränderter Kurvenparameter der Sarkomerlän-

genmessung  von stimulierten (1 Hz / 10 mV) Kardiomyozyten: (A) Zeit zwi-

schen Zellstimulation und maximaler Kontraktion; (B) Zeit zwischen maximaler 

Kontraktion und halbmaximaler Kontraktion; (C) Geschwindigkeit der Kontrakti-

on; (D) Geschwindigkeit der Entspannung.  Werte sind als Mittelwerte ± SEM 

angegeben. **P<0,01; ***P<0,001 vs. basal; Student’s t-test. 

 

Die Zeit zwischen zwei Kontraktionen blieb jedoch unverändert, da sich die 

Zeitspanne zwischen maximaler Amplitude und halbmaximaler Entspannung 
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von 82,39±7,09 ms auf 57,06±5,71 ms verringerte (p=0,0008). Dies entspricht 

einer Verringerung der Zeitspanne um 69 %. Die Geschwindigkeit der Entspan-

nung verdreifacht sich von 1,16±0,36 µm/s auf 3,13±0,41 µm/s (P<0.0001). Ab-

bildung 3.3 zeigt zusammengefasst die Veränderungen der Parameter der 

Kontraktionskurven unter Einfluss von NCA. 

3.2 Wirkungen von NCA auf die intrazelluläre 

Kalziumionenzirkulation 

Die Kalziumtransientenmessungen wurden an isolierten Kardiomyozyten mit 

Hilfe des Kalziumionenmarkers Fura-2 AM simultan zu den Sarkomerlängen-

messungen durchgeführt. Auf ein intrazelluläres Kalziummaximum folgt mit kur-

zer Verzögerung ein Kontraktionsmaximum der Sarkomere. Eine Erhöhung der 

Kontraktilität ging mit einer Erhöhung der Kalziumionenzirkulation einher. Abbil-

dung 3.4 zeigt diese Abhängigkeit. Nach Hinzugabe von NCA verschob sich die 

gesamte Kurve der Kalziumströme nach oben. Dies entspricht einer erhöhten 

basalen Konzentration von Kalziumionen im Zytoplasma. 

3.2.1 Veränderung der Kurvenparameter der Kalziumtransienten 

Die F340/380 ratio stellt die sich außerhalb des Sarkoplasmatischen Retikulums 

befindende Kalziumionenmenge dar. Diese erhöhte sich, wie in Abbildung 3.5 

deutlich wird, unter Einfluss von 45 µM NCA von 0,052±0,019 auf 0,082±0,029 

(p=0,0427), entsprechend 58 %. Gleichzeitig wurde die Zeitspanne zwischen 

der Stimulation und dem Erreichen des Amplitudenmaximums von 50,18±8,17 

ms auf 68,22±9,48 ms verlängert (p=0,0270) – eine Steigerung von 36 %. 
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Abb. 3.4 Zeitliche Relation der Sarkomerlänge und des Kalziumtransienten 

unter  Einfluß von 45 µM NCA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.5  Zusammenfassung veränderter Kurvenparameter der Kalziumtran-

sientenmessung  von stimulierten (1 Hz / 10 mV) Kardiomyozyten: (A) maxima-

le Amplitude des Kalziumtransienten; (B) Zeit zwischen Zellstimulation und ma-

ximaler Amplitude. Werte sind als Mittelwerte ± SEM angegeben. *P<0,05 vs. 

basal; Student’s t-test. 
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3.3 Überprüfung der pharmakologisch wirksamen Substanz 

Da bei dieser Untersuchung ein Donator eingesetzt wurde und somit nicht nur 

HNO als singuläres Molekül vorlag, war es nötig die eigentlich wirksame Subs-

tanz zu überprüfen. Hierzu wurde ein veränderter Donator (NCA*) eingesetzt, 

dessen Bindung zum HNO-Molekül derart stark ist, dass eine Abspaltung un-

wahrscheinlich ist. Es konnte unter Einfluß von 45 µM NCA* kein signifikanter 

Unterschied der Sarkomerlängenverkürzung festgestellt werden (Abb. 3.6). 

Abb. 3.6  Keine Veränderung der Sarkomerlängenverkürzung von stimulierten 

(1 Hz / 10 mV) Kardiomyozyten unter Einfluß von 45 µM NCA*. Werte sind als 

Mittelwerte ± SEM angegeben. Nicht signifikant; P>0,05 vs. basal; Student’s t-

test. 

 

3.4 Wirkung von NCA auf die Kontraktionskraft von intakten 

Langendorff-perfundierten Mausherzen 

Zur Überprüfung der Ergebnisse an isolierten Kardiomyozyten wurde die Kont-

raktionskraft von Langendorff-perfundierten, im Zellverbund intakten Mausher-

zen gemessen. Unter Einfluss von 45 µM NCA konnte auch unter diesen Ver-

suchsbedingungen eine Steigerung der Kontraktionskraft von 1,82±0,52 mN auf 

2,37±0,55 mM gemessen werden (p=0,0016). Abbildung 3.7 zeigt diese Steige-

rung der Kontraktionskraft. 
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Abb. 3.7 Kontraktionskraft von Langendorff-perfundierten Mausherzen unter 

Einfluß von 45 µM NCA. Werte sind als Mittelwerte ± SEM angegeben. 

**P<0,005 vs. basal; Student’s t-test. 

 

3.5 Vergleich der Pharmakokinetik der HNO Donatoren 

Angeli’s Salz und NCA mittels HPLC 

Um die Reaktivität der beiden HNO Donatoren Angeli’s Salz und NCA gegen-

über deren bervorzugten Thiolen zu vergleichen, wurde die HPLC genutzt. Als 

Reaktionspartner wurde das Thiol Glutathion (GSH) in einer Konzentration von 

100 µM benutzt. Die HNO Donatoren wurden in aufsteigenden Konzentrationen 

mit GSH inkubiert und dann vermessen. Auf Grund von technisch bedingt gro-

ßen Schwankungen zwischen den in sich und untereinander plausiblen Mess-

reihen werden hier als Abbildungen exemplarisch die Ergebnisse zweier einzel-

ner Messreihen dargestellt. Diese Methode galt lediglich dem Nachweis, dass 

die Reaktion zwischen NCA und GSH keine Produktion von Sulfinamid nach 

sich zieht und somit, im Vergleich zu Angeli’s Salz, einen anderen Reaktions-

weg bevorzugt.  

3.5.1 Produkte der Reaktion zwischen Angeli’s Salz und Glutathion 

Bei Angeli’s Salz-Konzentrationen zwischen 1 nM und 100 nM konnte keine 

Abnahme der GSH-Konzentration festgestellt werden. Ab einer Konzentration 

von 1 µM nahm die GSH Konzentration, mit zunehmendem Reaktionspartner 
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Angeli’s Salz, ab. Wie Abbildung 3.8 zeigt, verhielten sich die beiden Reakti-

onsprodukte GSSG, das GSH-Dimer und Sulfinamid gegenläufig. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.8 HPLC-Analyse der Proben, bestehend aus aufsteigenden Konzentra-

tionen von Angeli’s Salz und 100 µM Glutathion, nach 1 h Inkubation bei 37°C 

 

3.5.2 Produkte der Reaktion zwischen NCA  und Glutathion 

Bei NCA Konzentrationen zwischen 200 nM und 2 µM  konnte keine Abnahme 

der GSH Konzentration festgestellt werden. Ab einer Konzentration von 2 µM 

NCA nahm die GSH Konzentration ab. Wie Abbildung 3.9 zeigt, verhielt sich 

das Reaktionsprodukt GSSG, ebenso wie bei der Reaktion von GSH mit Ange-

li’s Salz, gegenläufig. Das zweite mögliche Reaktionsprodukt Sulfinamid konnte 

mit NCA jedoch unter keinen Bedingungen nachgewiesen werden. 

 

 

 

 

           

 

 

Abb. 3.9 HPLC-Analyse der Proben, bestehend aus aufsteigenden Konzentra-

tionen von NCA und 100 µM Glutathion,  nach 1 h Inkubationszeit bei 37°C 
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4 Diskussion 

Seit die vielfältigen und vielversprechenden Wirkungen der Stickstoffspezies 

HNO bekannt sind, erfährt dieses Molekül gesteigertes Interesse der For-

schung. Die in der Einleitung beschriebene Reaktivität von HNO erfordert den 

Gebrauch von Donatoren. Bisherige Studien benutzten fast ausschließlich den 

altbewährten Donator Angeli’s Salz. Dieser über 100 Jahre alte Donator besitzt 

entscheidende Nachteile bei der Planung von Experimenten in vivo. Angeli’s 

Salz wird in NaOH gelöst und ist somit lagerfähig. Bei biologischen Systemen 

mit geringer Pufferkapazität kann der hervorgerufene Effekt auch Ausdruck ei-

ner für die Zellen dramatischen Veränderung des pH-Wertes durch den stark 

basischen Donator sein (Fukuto JM et al., 2008). Ein weiteres Problem ergibt 

sich durch die sehr kurze Halbwertszeit des Angeli’s Salz von 2,5 Minuten bei 

37 °C. Die Abgabe von HNO entspricht eher einem Bolus als einer kontinuierli-

che Freisetzung (Fukuto JM et al., 2008). 

Ein Donator mit einer kontinuierlicheren Abgabe von HNO bei physiologischem 

pH von 7,4 könnte diese Unsicherheiten bei der Interpretation von Versuchser-

gebnissen unterbinden. Gleichzeitig würde die Reproduzierbarkeit vorherge-

hender Versuchsergebnisse mit Hilfe eines neuartigen Donators zusätzliche 

Sicherheit über die Wirkung von HNO geben. Ziel dieser Studie war es, mit Hilfe 

des Donators NCA, welcher die oben geforderten Eigenschaften erfüllt, bisheri-

ge Ergebnisse zu überprüfen und die Grundlage für Experimente in vivo zu 

schaffen. Zuerst wurde die Wirkung von NCA an isolierten Kardiomyozyten un-

tersucht. Anschließend wurden die auf Zellebene gewonnen Ergebnisse am 

intakten isolierten Herzen überprüft. Zusätzlich wurde die Reaktivität von NCA 

mit der von Angeli’s Salz auf molekularer Ebene verglichen.     
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4.1 Wirkung von NCA  auf die Sarkomerlänge   

Bei der Untersuchung der Sarkomerlänge von isolierten Kardiomyozyten unter 

Einfluß von NCA konnte eine starke Zunahme der Kontraktilität beobachtet 

werden. Diese war abhängig von der hinzugegebenen Konzentration. Bei einem 

Wert von 45 µM NCA wurde ein Kompromiss zwischen zuverlässiger Antwort 

und maximaler Kontraktilität gefunden. Bei niedrigeren oder höheren Konzent-

rationen konnte weniger häufig eine Reaktion auf NCA beobachtet werden. 

Dass einige Zellen keine Antwort zeigten, lag möglicherweise an ihrem Zustand 

zum Zeitpunkt der Messung. Obwohl die Zellen nach den in 2.3.1 genannten 

Qualitätskriterien selektiert wurden, können Zellen mit nicht offensichtlichen 

Schädigungen in die Messgruppe gelangt sein. Ein weiterer Schwachpunkt 

könnte in der Applikation des NCA liegen. Da aus Kostengründen der Donator 

in Kleinstmengen mit Hilfe einer Pipette in die Messkammer des IonOptix Sys-

tems überführt wurde, lag direkt nach Hinzugabe eine ungleiche Verteilung des 

NCA vor. Eine manuelle Durchmischung wurde durch die bereits gestartete 

Messung verhindert. Jedoch sollte, anders als bei Angeli’s Salz, durch die kon-

tinuierliche und langsame Freisetzung von HNO aus NCA genügend Zeit für 

eine gleichmäßige Verteilung des Donators vor dem Wirkeintritt sein.   

Neben dem positiv inotropen Effekt konnte häufig, anders als bei Angeli’s Salz, 

ein Absinken der diastolischen Sarkomerlänge beobachtet werden. Dies ent-

spricht einer gesteigerten Vorspannung der Myofilamente, bzw. einer vermin-

derten Fähigkeit zur vollständigen Entspannung. Der positiv inotrope Effekt ist 

vermutlich auf die direkte Wirkung von HNO auf den RyR2 und die SERCA zu-

rückzuführen (Paolocci N et al., 2007; Tocchetti CG et al., 2007). Die erhöhte 

Kalziumionenzirkulation innerhalb der Zelle führt zu einer verstärkten Kontrakti-

on. Durch ein erhöhtes basales Kalziumionenangebot innerhalb der Zelle würde 

sich das Absinken der diastolischen Sarkomerlänge erklären (s.u.). Jedoch 

bleibt nach Abklingen der positiven Inotropie und der Rückkehr der systolischen 

Sarkomerlänge auf ihr ursprüngliches Niveau die diastolische Vorspannung er-

halten. Eine mögliche Erklärung wäre eine bleibende strukturelle Veränderung 

der Rezeptormoleküle durch HNO. Dies scheint jedoch wenig wahrscheinlich, 

da Angeli’s Salz keine ähnliche Reaktion hervorruft.  
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Während sich die Kontraktilität massiv verbessert, wird die Dauer einer einzel-

nen Kontraktion nicht tangiert. Obwohl sich die Zeitspanne bis zur maximalen 

Kontraktion um 42 % verlängert, ist die Geschwindigkeit der Kontraktion um 80 

% erhöht. Ein Teil der längeren Dauer bis zur maximalen Verkürzung wird also 

durch eine stark erhöhte Kontraktionsgeschwindigkeit kompensiert. Die Zeit-

spanne zwischen maximaler Verkürzung und halbmaximaler Entspannung wird 

um 69 % verringert und kompensiert damit die zuvor benötigte Zeit zum Errei-

chen einer stärkeren Kontraktion. Da die Auslösung einer Kontraktion an die 

intrazelluläre Kalziumionenkonzentration gebunden ist, muss das durch NCA 

freigesetzte HNO stimulierend auf die Freisetzung und den Rücktransport von 

Kalziumionen wirken.       

4.2 Wirkungen von NCA auf die intrazelluläre 

Kalziumionenzirkulation 

Bisherige Studien konnten belegen, dass die erhöhte Kontraktilität bei Anwe-

senheit von HNO durch eine verstärkte Kalziumionenzirkulation innerhalb der 

Zelle verursacht wird (Paolocci N et al., 2007; Tocchetti CG et al., 2007). Offen-

bar beeinflusst HNO direkt, ohne Aktivierung des ß-adrenergen Systems, den 

RyR2 und die SERCA (Paolocci N et al., 2003; Tocchetti CG et al., 2007). Die-

se Umgehung der cAMP-modulierten Aktivierung der  Kalziumionenzirkulation 

ist wahrscheinlich nicht von den typischen Begleiterscheinungen chronisch er-

höhter ß-Agonisten betroffen (Bristow MR, 2000;  El-Armouche A, Eschenha-

gen T, 2008).  

Unter Einfluß von 45 µM NCA wurde eine um 58 % erhöhte intrazelluläre Kal-

ziumionenkonzentration gemessen. Die positive Inotropie scheint  direkt mit 

einer erhöhten Ausfuhr von Kalziumionen aus dem SR zusammenzuhängen. 

Die Zeitspanne eines Kalziumionenmaximums wurde nicht verändert, was für 

eine ebenso erhöhte Elimination der Kalziumionen aus dem Zytoplasma spricht. 

Eine Wirkung auf den RyR2 und die SERCA ist als wahrscheinlich anzusehen. 

Zusätzlich wurde die Kurve der Kalziumströme nach Hinzugabe von NCA in 

ihrer Gesamtheit nach oben verschoben. Die basale oder „diastolische“ Kon-

zentration der intrazellulär vorliegenden Kalziumionen war erhöht. Möglicher-
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weise erklärt dies die oben beschriebene basale Vorspannung der Herzmuskel-

zelle.    

4.3 Überprüfung der pharmakologisch wirksamen Substanz 

Arbeiten anderer Arbeitsgruppen mit NCA ließen im Verlauf der Studie den 

Verdacht aufkommen, dass die beobachteten Effekte nicht ausschließlich durch 

HNO ausgelöst wurden. Die Möglichkeit einer zusätzlichen Wirkung des Dona-

tormoleküls konnte nicht ausgeschlossen werden. Hierbei wird deutlich, dass 

die Arbeit mit Donatoren zu einer erschwerten Interpretation der Versuchser-

gebnisse führt  (Fukuto JM et al., 2008). Neben HNO werden bei allen Donato-

ren Nebenprodukte freigesetzt, welche teilweise ebenso einen biologischen Ef-

fekt erzielen können. Die Überprüfung von bereits publizierten Ergebnissen mit 

einem neuartigen Donator, wie z.B. NCA, geben somit zusätzliche Sicherheit 

über die Richtigkeit der Daten.   

Mit Hilfe eines leicht veränderten NCA*, welches eine derart starke Verbindung 

zu seinem HNO-Molekül aufweist, dass dieses nicht abgegeben wird, wurden 

die Versuchsergebnisse überprüft. Unter Einfluß von 45 µM NCA* konnte keine 

signifikante Änderung der Kontraktilität festgestellt werden.  

4.4 Wirkung von NCA auf die Kontraktionskraft von intakten 

Langendorff-perfundierten Mausherzen 

Auf Ebene der isolierten Herzmuskelzelle konnte eine positive Inotropie, verur-

sacht durch NCA, nachgewiesen werden. Da die Zellen bei diesem Versuchs-

aufbau nicht gebunden in Lösung vorliegen, ist berechtigte Kritik an der Über-

tragbarkeit der Ergebnisse auf eine, sich im Zellverbund befindliche Herzmus-

kelzelle, zu äußern. Zur Überprüfung der im IonOptix System gewonnenen Da-

ten, wurde die Methode des Langendorff-perfundierten Mausherzes gewählt. 

Das Herz bleibt nach der Entnahme aus dem Tier intakt und kontrahiert durch 

seine Eigenerregung im Sinusknoten ohne externe Stimulation. Durch Hinzuga-

be von 45 µM NCA ergab sich eine leichte Zunahme der Kontraktionskraft. Die-

se Übertragung der Versuchsergebnisse von der Zellebene auf die des intakten 



49 

 

Herzmuskelgewebes konnte zum ersten Mal gezeigt werden. Die Standardfeh-

ler deuten jedoch auf eine bisher geringe Aussagekraft hin. Weitere Experimen-

te mit dieser Methode sollten zu größerer Sicherheit bei der Prüfung der oben 

genannten Übertragbarkeit führen.     

4.5 Möglichkeiten des therapeutischen Einsatzes bei 

Herzinsuffizienz 

Zusätzlich zur Standardtherapie mit ACE-Hemmern wird heute bei chronischer 

Herzinsuffizienz der NYHA-Stadien II - IV der Einsatz von ß-Blockern empfoh-

len (Paolocci N et al., 2007), um den Folgen des dauerhaft aktivierten ß-

adrenergen Systems entgegenzuwirken. Trotz der daraus folgenden Bradykar-

die und Blutdruckminderung erhöht sich die Überlebensrate der Patienten unter 

ß-Blocker-Therapie. Alle positiv inotropen Substanzen (außer Herzglykoside) 

führen laut aktueller Leitlinie der Deutschen Gesellschaft für Kardiologie zu ei-

ner erhöhten Sterblichkeitsrate und sind somit in der Standardtherapie nicht 

einzusetzen (Leitlinien Herzinsuffizienz der Deutschen Gesellschaft für Kardio-

logie- Herz- und Kreislaufforschung e.V.). Die erhöhte Anfälligkeit für Arrhyth-

mien bei Therapie mit den bisher genutzten positiv inotropen Substanzen erklärt 

diese Tatsache. Bisher ist nicht bekannt, dass HNO ähnlich negative Auswir-

kungen hat. 

Um eine wesentliche Verbesserung der Kontraktilität des Herzmuskels zu errei-

chen, könnte HNO als positiv inotrope Substanz die bisherige Therapie ergän-

zen. Dies ist nur möglich, da eine direkte Aktivierung der Kalziumzirkulation un-

ter Umgehung eines cAMP-Anstieges wahrscheinlich ist. Eine Beeinflußung der 

ß-Blocker-Therapie ist ebenso nicht zu erwarten. Hinzu kommt der vasodilatori-

sche Effekt von HNO, welcher zusammen mit den oben beschriebenen Wirkun-

gen eine Möglichkeit der sinnvollen Ergänzung heutiger Therapiestandards bie-

ten könnte. Bei der chronischen Herzinsuffizienz kommt es durch die erhöhte 

Aktivität des Sympathikus und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems zu 

einer Vasokonstriktion. HNO könnte somit trotz seiner positiv inotropen Wirkung 

einer systemischen arteriellen Hypertonie entgegenwirken. Um einer ausge- 
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prägten Hypotension vorzubeugen, sollte der kombinierte Einsatz von HNO und 

ACE-Hemmern im Vorfeld gründlich überprüft werden.  

4.6 Vergleich der Pharmakokinetik der HNO Donatoren 

Angeli’s Salz und NCA mittels HPLC 

Während der Erprobung von NCA an isolierten Kardiomyozyten fiel auf, dass 

die für einen ähnlichen Effekt in der Literatur angegebene Konzentration von 

Angeli’s Salz um ein Vielfaches höher lag (Tocchetti CG et al., 2007). Eine 

mögliche Erklärung für diese Tatsache wären die unterschiedlichen Freiset-

zungsraten der beiden Donatoren (s.o.). Donzelli et. al. beschrieben 2006 das 

Sulfinamid als Indikator für das Vorhandensein von HNO in biologischen Sys-

temen (Donzelli S et al., 2006). Mittels HPLC konnte in dieser Studie ein ver-

gleichbares Ergebnis mit dem Donator Angeli’s Salz reproduziert werden. Eine 

Übertragung auf NCA war unter keinen Umständen möglich. Es konnte kein 

Sulfinamid nachgewiesen werden.  

Eine Erklärung könnte die wesentlich langsamere Freisetzung von HNO durch 

NCA sein. Wie oben beschrieben reagiert HNO mit Glutathion (GSH) unter Bil-

dung eines Zwischenproduktes entweder zu Disulfid (GSSG) oder Sulfinamid. 

Zur Bildung von GSSG ist wiederum GSH notwendig. Bei Angeli’s Salz findet 

innerhalb kürzester Zeit eine massive Freisetzung von HNO statt. Möglicher-

weise sind zu diesem Zeitpunkt nicht überall genügend freie GSH-Moleküle 

vorhanden und eine Umstrukturierung zu Sulfinamid kann erfolgen. Die lang-

same Freisetzung durch NCA lässt eine ständige Überzahl von GSH zu und 

favorisiert somit die Bildung von GSSG.  

Da die Produktion von Sulfinamid irreversibel ist, könnte ein großer Teil des 

durch Angeli’s Salz produzierten HNO bereits in einer inaktiven Form vorliegen, 

bevor es seine Wirkung an der Herzmuskelzelle entfalten darf. Um den Grund 

des Bedarfs der wesentlich höheren Konzentration von Angeli’s Salz in Gänze 

zu verstehen, bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen.  
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5 Zusammenfassung 

 

Die Stickstoffspezies HNO (Nitroxyl) erfährt seit einiger Zeit erhöhte Aufmerk-

samkeit der Forschung, begründet durch die vielfältigen und vielversprechen-

den Wirkungen insbesondere auf das kardiovaskuläre System. Der Effekt einer 

systemischen Vasodilatation und gleichzeitig positiven Inotropie des Herzens 

lässt eine potentielle Alternative zur bisherigen Therapie der Herzinsuffizienz 

erhoffen. Bestärkend ist der cAMP- und ß-adrenerg-unabhängige Wirkungsweg, 

der vermutlich durch einen direkten Angriff an Thiolstrukturen von Schlüsselpro-

teinen wie SERCA und RyR2 seine Effekte zeigt. 

Die hohe Reaktivität von HNO erfordert den Gebrauch von Donatoren. Der 

Standard ist der über 100 Jahre alte Donator Angeli’s Salz. Die Lagerung in 

NaOH unter stark basischen Bedingungen, sowie die kurze Halbwertszeit wir-

ken limitierend auf den Einsatz in biologischen Systemen. Aus diesem Grund 

wurde in dieser Arbeit der neuartige Donator NCA verwendet. Dieser Donator 

zeigt bei physiologischem pH-Wert eine kontinuierliche Abgabe von HNO und 

ist in der Lage  Unsicherheiten bei der Interpretation von Versuchsergebnissen 

zu verringern.  

Ziel dieser Studie war es, mit Hilfe des Donators NCA, bisherige Ergebnisse zu 

überprüfen und die Grundlage für Experimente in vivo zu schaffen. Zuerst wur-

de die Wirkung von NCA an isolierten Kardiomyozyten untersucht. Anschlie-

ßend wurden die auf Zellebene gewonnen Ergebnisse am intakten isolierten 

Herzen überprüft. 

Es konnte sowohl an den isolierten Kardiomyozyten als auch am intakten 

Herzmuskelgewebe eine positiv inotrope Reaktion festgestellt werden. Gleich-

zeitig konnte gezeigt werden, dass die Leistungssteigerung durch eine erhöhte 

intrazelluläre Kalziumionenzirkulation begleitet wird und die These der direkten 

Wirkung von HNO auf die an dem Kontraktionsmechanismus beteiligten Pro-

teinstrukturen unterstützt.     
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6 Abkürzungsverzeichnis 

 

Vorsätze für SI-Einheiten 

k  Kilo (10³) 

m  Milli (10-3) 

µ  Mikro (10-6) 

n  Nano (10-9) 

 

% 

Prozent  

°C 

Grad Celsius  

NCA 

Donator der Gruppe der Acyloxy Nitroso Compounds  

Angeli's Salz 

Na2N2O3 (Donator)  

ATP 

Adenosintriphosphat   

BDM 

2,3-butandion monoxim  

cAMP 

zyklisches Adenosinmonophosphat  

cGMP 

zyklisches Guanosinmonophosphat  

CGRP 

calcitonin gene-related receptor  

CICR 

kalziuminduzierte Kalziumfreisetzung  

DHPR 

Dihydropyridinrezeptor  
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DMSO 

Dimethylsulfoxid  

EDC 

Excitation Dichronic Cube  

EDTA 

Ethylendiamintetraacetat  

F340/380 

   Floureszenzintensitätenverhältnis bei 340 und 380 nm Wellenlänge 

g 

   Gramm 

g 

   Erdbeschleunigung (9,8 m/s²) 

GSH 

   Glutathion  

GSSG 

Dimer von GSH (Glutathion)  

h 

Stunde  

HEPES 

   4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsäure 

HNO 

   Nitroxyl  

HPLC 

Hochleistungsflüssigkeitschromatografie  

Hz 

Hertz (1/s)  

IU 

   Internationale Einheiten 

m 

   Meter  

M 

Molar  
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MS 

Massenspektrometrie  

N 

   Newton 

NCX 

Natrium-Kalzium-Austauscher  

NHE 

Normalwasserstoffelektrode  

pKa 

Säurekonstante  

PKA 

Proteinkinase A  

PMT 

Photo Multiplier Tube  

RyR2 

Ryanodinrezeptor Typ 2  

s 

Sekunde  

SERCA 

Sarkoendoplasmatisches-Retikulum-Kalzium-ATPase  

SR 

Sarcoplasmatisches Retikulum  

UV 

ultraviolett  

V 

Volt  

W 

Watt  
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