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Einleitung

1. Einleitung

Die Herzinsuffizienz reprasentiert eine haufige internistische Erkrankung, von
der geschatzt mehr als 10 Mio. Menschen in Europa betroffen sind. Eine ver-
gleichbar grof3e Anzahl an Patienten hat eine systolische kardiale Dysfunktion
ohne Herzinsuffizienzsymptome (ESC-European Heart Clinical Practice Guide-
lines 2008). In der Todesursachenstatistik des statistischen Bundesamtes der
Bundesrepublik Deutschlands von 2010 liegt die Herzinsuffizienz auf Platz drei
noch vor den Krebserkrankungen. Auch weltweit stellt sie eine der haufigsten
Ursachen fur Morbiditat und Mortalitat dar.

Bisher hat es sich jedoch als schwierig erwiesen, eine effektive und vor allem
risikoarme Therapie zur Behandlung der abnehmenden Kontraktionsfahigkeit
des Herzen zu entwickeln. Viele Medikamente, die bisher zur Anwendung ka-
men, gingen mit einer erhdohten Mortalitat einher (Hasenfuss und Teerlink
2011). Eine Ursache konnte der darunter ansteigende cAMP/PKA-Spiegel sein.
Einen neuen therapeutischen Ansatz, um die Kontraktilitdt zu steigern und
gleichzeitig die 3-adrenerge Desensibilisierung sowie die cAMP-Signalkaskade
zu umgehen, konnte die inotrop wirkende Substanz Nitroxyl (HNO) darstellen.

HNO gehort wie das gasformige Signalmolekul Stickstoffmonoxid (NO) zu den
Spezies der Stickstoffoxide. Seit Jahrzehnten findet NO als Vasodilator in der
Therapie von kardiovaskularen Erkrankungen wie Angina pectoris und Herzin-
suffizienz Verwendung. Toleranzentwicklung und ein niedriges Ansprechen
unter oxidativem Stress schranken den Einsatz von NO allerdings ein. Interes-
santerweise sind die Effekte und Signalwege von HNO unterschiedlich und
unabhangig von der verwandten Spezies NO, wodurch HNO eine erhdhte Auf-
merksamkeit unter den Stickstoffoxiden erlangt hat. Seit einigen Jahren be-
muhen sich verschiedene Arbeitsgruppen die potentiell wichtigen biologischen
und pharmakologischen Eigenschaften von HNO zu beschreiben. Besonders
die glnstigen Wirkungen auf das kardiovaskulare System und dem damit ver-
bundenen therapeutischen Potential in der Therapie der Herzinsuffizienz

steigern das Interesse und den Wunsch, die Wege und Angriffspunkte von HNO
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genauer zu erforschen als auch neue therapeutische Strategien zu finden, mit
dem Ziel die Funktion des Herzen zu verbessern.

1.1 Physiologie der Herzaktion

Kalzium (Ca®") spielt eine wesentliche Rolle in der elektromechanischen Kopp-
lung. Damit eine Kontraktion auslosbar ist, muss die zytosolische Ca?*-Kon-
zentration reguliert ansteigen. Wahrend des Muskelaktionspotenzials gelangt
das Ca?* aus dem Extrazellularraum (iber spannungsgesteuerte Dihydropyridin-
empfindliche Ca®*-Kanile (DHPR= L-Typ-Ca**-Kanile) in das Zellinnere. Da-
durch steigt lokal die zytosolische Ca?*-Konzentration. Dieser Funke triggert
nun die Freisetzung von Ca®" aus dem - als Ca®"-Speicher fungierenden- Sar-
koplasmatischen Retikulum (SR). Es 6ffnen sich die Ryanodinrezeptoren des
SR und das ausstrdmende Ca?* fiihrt schlieRlich die elektromechanische Kopp-
lung der Herzkontraktion herbei. Die Ca?*-Konzentration im Zytosol steigt dabei
von circa 107 diastolisch auf 10 mol/l systolisch. Uber Diffusion gelangt das
Ca?* zu den Myofilamenten. Diese bestehen aus diinnen und dicken Fasern,
wobei die dicken Filamente aus Myosin und die dinnen aus Aktin, Tropomyosin
und dem Heterotrimer Troponin (TnT, Tnl, TnC) bestehen. Das Troponin und
das Tropomyosin regulieren die Interaktion von Aktin mit Myosin. Wahrend der
Diastole ist die Bindungsstelle des Aktins durch Troponin | und Tropomyosin
blockiert. In der Systole bindet das frei gewordenen Ca?* an das TnC. Wenn al-
le Ca*-Bindungsstellen besetzt sind, erfolgt eine Positionsanderung des
Tropomyosins, Tnl und TnT, sodass die Bindungsstellen an den Aktinfilamenten
frei werden und somit die Myosinkopfchen daran binden kdnnen. Das Myosin-
kopfchen setzt sich am Aktinfilament (Querbrickenbindung) fest und spaltet
ATP in ADP. Die daraus entstandene Energie wird genutzt, um das Filament zu
bewegen. Es kommt zur Verklrzung der Herzmuskelzellen und im Verband zu
einer Kontraktion des Muskels (Bers et al. 2002 und 2008).

Zur Relaxation der Herzmuskelzellen kommt es wiederum durch die Abnahme
der zytosolischen Ca®*-Konzentration. Dies erfolgt durch einen Ca®*-Riickstrom
in das SR mithilfe der Ca*-ATPase (SERCAZ2a) sowie in den Extrazel-

lularraum reguliert durch die sarkolemmale Ca®'-ATPase und den Na‘/Ca®'
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Austauschcarrier (NCX). Ein geringer Anteil flieRt (iber den Ca®*-Uniporter in die
Mitochondrien. Der NCX beférdert drei Na'-lonen nach intrazellular im Aus-
tausch mit einem Ca®*-lon nach extrazellular. Dieser Austausch ist jedoch
abhangig vom lonengradienten auf beiden Seiten der Membran und vom Mem-
branpotenzial. Wahrend eines Aktionspotenzials, also im erregten Myozyten,
wird Ca?* in die Zelle befdrdert. Im nicht erregten und ruhenden Myozyten (dia-
stolisch) fordert der NCX die Ca?*-lonen aus der Zelle heraus. Insgesamt iiber-
wiegt beim NCX der Netto-Auswartstransport (Bers et al. 2008).

Die SERCA2a ist das Hauptprotein zur Erniedrigung des Ca**-Gehaltes. Die
Aktivitat der SERCA2a wird durch das inhibitorische Regulatorprotein Phospho-
lamban (PLB) reguliert. Dabei wirkt die Bindung des nicht-phosphorylierten PLB
hemmend. Eine Phosphorylierung des PLB beispielsweise durch das cyclische
AMP l6st diese Inhibition auf und veranlasst eine Relaxationssteigerung durch
einen schnellen Riicktransport der zytosolischen Ca?*-lonen in das SR. Eine
Erhéhung des cAMP-Spiegels erfolgt Uber eine Stimulierung der 3-Rezeptoren.
Dies bedeutet, dass eine sympathische Aktivierung des Myokards, neben der
Frequenz- und Inotropiesteigerung zu einer rascheren diastolischen Relaxation
fuhrt.
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Vorgénge der elektromechanischen Kopplung:
Der Kalziumeinstrom in die Zelle wahrend des Aktionspotentials und der Kalzium-
riickstrom nach Extrazelluldr und in die Mitochondrien wéhrend der Relaxation sind
durch Pfeile gekennzeichnet. RyR2: Ryanodinrezeptor 2, PLB: Phospholamban,
SERCAZ2a: Ca**-ATPase des Sarkoplasmatischen Retikulums, ATP: ATPase, NCX:
Na*/Ca®* Austauscher.

1.2 Physiologische Modulation der Herzaktion

Es gibt zwei Wege die Kontraktionskraft des Myokards zu verandern. Zum
einen durch die Anderung der Amplitude oder der Dauer des Ca?*-Transienten
sowie durch Modulation der Ca®*-Sensitivitat des kontraktilen Apparates. Die

verschiedenen Mechanismen werden im Folgenden beschrieben.

1.2.1 Kalzium- Sensitivitat der Myofilamente

Die Sensitivitat fir Ca** kann bis zu einem gewissen MaRe dynamisch (ber
eine Dehnung der Myofilamente gesteigert werden, was zu einer starkeren
Kontraktion fuhrt. In vivo erfolgt diese Dehnung uber die Fullung des Herzens
mit Blut. Eine vermehrte Flllung wahrend der Diastole flihrt damit zu einer

Volumenbelastung des Herzens und kompensatorisch zu einer Steigerung der
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Kontraktions- und Auswurfleistung. Dieser Vorgang wird als Frank-Starling-
Mechanismus bezeichnet. Doch auch weitere Faktoren konnen die Sensitivitat
der kontraktilen Proteine flr Kalzium beeinflussen. Eine Erniedrigung dieser
findet zum Beispiel durch Parameter, die bei einer Ischamie auftreten, wie einer
Azidose oder erhohten Phosphat- und Magnesiumkonzentrationen, statt.
Ebenso vermindert eine 3-adrenerge Stimulation die Kalzium-Sensitivitat der
Myofilamente. Eine Erhohung erfolgt durch Koffein, HNO und einige positiv

inotrope Substanzen.

1.2.2 Neurohumorale Aktivierung

Die Aktivierung der neurohumoralen Systeme ermdglicht eine Anpassung und
Stabilisierung des Organismus an verschiedene Belastungen. Analog zu der
Situation des akuten Blutverlustes mit daraus resultierendem Blutdruckabfall
kommt es auch bei der Herzinsuffizienz zu einer Aktivierung des Sympathikus
und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS). Dies fuhrt unter an-
derem Uber eine Vasokonstriktion zu einer Zentralisation des zirkulierenden

Blutvolumens und stellt damit die Perfusion lebenswichtiger Organe sicher.

1.2.2.1 Sympathische Aktivierung

Eines der wichtigsten Wege die Herzleistung dem Bedarf anzupassen, erfolgt
uber die sympathische Aktivierung. Die 3-adrenerge Signalkaskade wirkt dabei
unter anderem direkt auf das Arbeitsmyokard ein. Neben einer Erhdhung der
Herzfrequenz (positiv chronotrop) und der Erregungstberleitung (positiv dromo-
trop) kommt es zu einer Kontraktionssteigerung (positiv inotrop) und einer

Relaxationssteigerung (positiv lusitrop).

Die Wirkung des Sympathikus entfaltet sich tGber die Transmitter Adrenalin und
Noradrenalin, die zu einer Aktivierung von R1- und R2-Rezeptoren in der Mem-
bran der Herzmuskelzellen fuhren. Diese funktionieren Uber G-Proteine, welche
aus drei Untereinheiten (Ga, GB, Gy) bestehen. Die Stimulation der 3-Adreno-
zeptoren fuhrt unter Hydrolyse von GTP zu einer Abspaltung der Ga Unterein-

heit von der GB,y Untereinheit. Uber die stimulierende Ga Einheit (Gas) kommt

10
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es zu einer Aktivierung der Adenylatzyklase und damit zur vermehrten Bildung
von cAMP. Letzteres aktiviert die cAMP- abhangige Proteinkinase (PKA). Die
PKA wiederum phosphoryliert verschiedene Proteine, die an der Elektromecha-
nischen Kopplung beteiligt sind und hat somit einen groRen Einfluss auf die
Ca?*-Homdostase (Bers 2002, Lohse et al. 2003, Bers 2008, El-Armouche und
Eschenhagen 2008). Die Offenwahrscheinlichkeit der L-Typ Ca*-Kanale
(DHPR) und der RYR wird durch diese Phosphorylierung erhoht und somit
kommt es zu einer Erh6hung des intrazellularen Kalziumangebots. Dies geht

mit einem Anstieg des Ca**-Transienten einher.

Eine Phosphorylierung der kardialen Myofilamente, genauer des Tnl,
vermindert die Ca®*-Sensitivitat der Filamente und trégt zur beschleunigten
Relaxation bei. Ein weiteres Zielmolekul der PKA ist das PLB. Seine Phospho-
rylierung hat eine Enthemmung der SERCA zur Folge, wodurch die Kalzium-
konzentration im SR ansteigt und die Myokard-Relaxation herbeigeflihrt wird
(Bers et al. 2002). Beim nachsten Herzzyklus wird entsprechend mehr Kalzium
freigesetzt. Diese Veranderungen fuhren zu einer positiven Inotropie und
Lusitropie am Herzen. Eine Dampfung der 3-adrenergen Aktivitat erfolgt mit
Hilfe von Phosphodiesterasen (PDE), welche fur den Abbau des cAMP

verantwortlich sind.

1.2.2.2 Humorale Aktivierung

Eine Komponente der neurohumoralen Aktivierung ist das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System. Dabei wirkt das Angiotensin Il als Effektorpeptid. Neben
dem direkten Einfluss auf den Salz- und Wasserhaushalt regelt es vor allem
den peripheren Widerstand. Es sind auch positiv inotrope Effekte am mensch-

lichen Vorhofgewebe nachgewiesen worden (Holubarsch et al. 1993).

Ferner gibt es noch andere pharmakologisch bedeutsame Peptide, wie z.B. das
Vasopressin, Endothelin, Bradykinin oder Prostaglandine, deren Wirkungen sich
uberwiegend im Gefallsystem abspielen und somit indirekt Einfluss auf die

Herz- und Blutdruckfunktion haben.

11
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Insgesamt kdnnen viele andere Faktoren in vivo die Kontraktilitat beeinflussen.
Am bedeutsamsten fur die Modulation der Kontraktilitat sind die Einwirkungen

des cAMP/PKA-Signalweges auf die Ca®*-Homdostase.

1.3 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Die kurzfristige Aktivierung der neurohumoralen Systeme ist ein wichtiger
Mechanismus, um die Forderleistung des Herzen den taglichen Anforderungen
anzupassen. Eine chronische Aktivierung dieser Prozesse bei reduzierter Herz-
leistung fuhrt jedoch langerfristig zu einem nachteiligen Effekt und eher zu einer
progredienten Verschlechterung der Ventrikelfunktion. Es entsteht der so ge-
nannte Circulus vitiosus. Chronisch aktiviert rufen diese Mechanismen neben
funktionellen Veranderungen auch molekulare und strukturelle Veranderungen
hervor, beispielsweise die Entwicklung einer Herzhypertrophie und eines kar-
dialen Remodeling. Vor allem das Zusammenspiel dieser Veranderungen tragt

zur Progression einer Herzinsuffizienz bei.

Als eine bedeutende Ursache der Herzinsuffizienz ist die chronische Uber-
stimulation des Sympathikus anzusehen. Durch dauerhaft erhéhte Adrenalin-
und Noradrenalinkonzentrationen kommt es zu einer kompensatorischen Redu-
zierung der B1-Adrenozeptorendichte und infolge zu einer Desensibilisierung
der B-adrenergen Signalkaskade (Bristow et al. 1982, Kaye et al. 1995, Lohse
et al. 2003, EI-Armouche und Eschenhagen 2008). In gesunden menschlichen
Herzen betragt das Verhaltnis von R1/R2 Rezeptoren sowohl im rechten als
auch in dem linken Ventrikel 77/23. In insuffizienten Herzen hingegen liegt das
Verhaltnis bei 60/38 (Bristow et al.1986). Die Abnahme der 31-Rezeptoren und
der Anstieg der R2-Rezeptoren in den insuffizienten Herzen tritt infolge einer
selektiven Downregulation der [31-Rezeptoren ein (Bristow et al.1986). Auch die
MRNA Expression der 3-Rezeptoren ist reduziert (Engelhart et al. 1996). Zu-
dem wird die Desensibilisierung durch eine Entkopplung der 3-Rezeptoren von
ihren Signalwegen, genauer von den Gs-Proteinen und der erhdhten Expres-
sion von inhibierenden G-Proteinen beglnstigt. Dadurch erfolgt eine Abschir-

mung vor Katecholaminen und somit eine Abschwachung der positiv inotropen

12
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Wirkung des sympathikotonen Systems am Myokard.

Gegensinnig zur Herrunterregulation der B1-Adrenozeptoren erfolgt wahr-
scheinlich durch eine erhohte PKA-Aktivitat, eine Verschiebung des Gleich-
gewichts auf die Seite der Phosphorylierung. Marx et al. beobachteten eine
Hyperphosphorylierung der RYR in insuffizienten Herzen, welche (iber ein Ca?*-
Leck eine diastolische Ca®*-Freisetzung erméglichen. Es kommt zu einem Ver-
lust des Ca**-Gehaltes des SR und zur Ausbildung von niedrigen Ca**-Tran-
sienten. Dieses Ca**-Ungleichgewicht ist die Hauptursache sowohl fiir Kontrak-
tionsstérungen als auch fur Arrhythmien. Neben dem Problem des vermehrten
Ca?*-Verlustes aus dem SR ist die gestorte diastolische Ca?*-Aufnahme in das
SR eines der wichtigsten Kennzeichen der chronischen Herzinsuffizienz. Als
Ursache ist vor allem eine verringerte Expression der SERCA2a anzusehen.
Gleichzeitig ist die Expression von NCX gesteigert. Mdglicherweise handelt es
sich um einen kompensatorischen Mechanismus. Die Expression von PLB wird
von einigen Forschungsgruppen als unverandert gesehen (Schwinger et al.
1999). Hasenfuss (1994) und Meyer (1995) et al. hingegen konnten eine leicht
reduzierte Expression des PLB beobachten. Beim gesunden Herzen gelangt
der Uberwiegende Anteil des zytosolischen Kalziums zu circa 92% bei Mausen
und etwa 70% beim Menschen uber die SERCA2a zurlck in das SR. Der
Na*/Ca?* Austauschcarrier transportiert 7% bzw. 28% des Kalziums nach extra-
zellular. Ein geringer Teil (1%) wird (iber einen Ca?*-Uniporter in die Mitochon-
drien eingeschleust (Bers et al. 2002). Bei der Herzinsuffizienz hingegen
beférdert die SERCA2a nur 50% des Ca" in das SR. Gleichzeitig ist die Funk-
tion des NCX gesteigert und befdrdert circa 50% des Ca** nach extrazellular
(Pogwizd et al. 2001). Infolge des erhdhten Abtransportes nach extrazellular
steht dem SR weniger Ca®* zur Verfiigung, was mit einem niedrigen Ca®*-Tran-
sienten wahrend der Systole einhergeht. Dies stellt eine der zentralen Ursachen
der systolischen Auswurfschwache des insuffizienten Herzen dar (Bers et al.
2002). In diesem Kontext ist hervorzuheben, dass beide Systeme sowohl die
SERCA2a als auch der NCX im Gleichgewicht vorliegen sollten, da ein Un-
gleichgewicht entweder zu einem Ca?*-Verlust oder zu einer Ca**-Uberladung
der Zelle fuhren wurde.

13
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1.4 Therapieansatze

Das Konzept der neurohumoralen Aktivierung bildet die Basis der medikamen-
tésen Therapie der Herzinsuffizienz. Mittel der Wahl sind ACE-Hemmer, da sie
die Prognose der chronischen Herzinsuffizienz verbessern. Die Gesamtmorta-
litat unter den ACE-Hemmern sinkt um ca. 25% (Consensus Studie). Zusatzlich
zur Standardtherapie mit ACE-Hemmern werden R3—Blocker ab NYHA Stadium
[I-IV eingesetzt. Bei Patienten mit Zustand nach Herzinfarkt und Hypertonie er-
folgt die Einnahme von 3—Blockern schon ab Stadium 1. Viele Studien haben
den nutzlichen Effekt von R-Blockern in der Behandlung von insuffizienten
Herzen nachgewiesen (Bristow et al. 2000). R—Blocker senken die Mortalitat bei
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz (Bristow et. al 2000, Satwani et al.
2004), fuhren zu einem Ruckgang des Remodeling (Mudd et al. 2007) und ver-
bessern Uber einen langeren Zeitraum die systolische Pumpfunktion (Hall et al.
1995). Trotz der bewiesenen Effizienz des Einsatzes der -Blocker bei Patien-
ten mit moderater Herzinsuffizienz und primarer oder sekundarer Kardiomyo-
pathien ist es wichtig, zu betonen, dass R-Blocker Limitationen aufweisen. Zum
einen sind die Kontraindikationen zu erwahnen, wie unter anderem das Asthma,
der AV-Block und die akute dekompensierte Herzinsuffizienz. Ein weiteres
Problem ist die zu Beginn eintretende Blutdrucksenkung und Bradykardie. Der
dritte Nachteil ist, dass neben der individuellen Anpassung der Medikamenten-
dosen fur die R-Blocker Metoprolol und Carvedilol bei Individuen mit CYP 2D6
Gen Polymorphismus (Rau et. al 2002), einige Patienten nicht auf die Therapie
mit 3-Blocker ansprechen und es somit zu keiner Besserung der myokardialen
Funktion und Mortalitdt kommt. Diese Individuen zeigten ein schlechteres
Outcome als Patienten, die mit einem Placebo behandelt wurden (Bristow et al.
2000 und Lechat et al. 1997).

Patienten mit einer Herzinsuffizienz haben trotz der neurohumoralen Aktivierung
eine erniedrigte myokardiale Pumpfunktion. Mit dem Ziel eine wesentliche Ver-
besserung der Kontraktilitdt zu erreichen, wurden im 18. Jahrhundert Inotropika
zur Behandlung der Herzinsuffizienz (Hasenfuss et al. 2011) eingefuhrt. Gelau-

fige inotrope Substanzen sind Herzglykoside, 3-Adrenozeptor Agonisten, PDE-

14
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Hemmer und Kalzium-Sensitizer. Laut den aktuellen Leitlinien der deutschen
Gesellschaft fur Kardiologie hat sich allerdings als einzige positiv inotrope Sub-
stanz der Einsatz von Herzglykoside (Digitalis) zur Therapie der Herzinsuffizi-
enz ab dem NYHA Stadium IIl bewahrt. Patienten mit Vorhofflimmern kénnen
zur Frequenzkontrolle bereits ab Stadium | eine Therapie mit Digitalis erhalten.
Insgesamt kommt es zu einer verringerten Hospitalisierungsrate (Radiance-
Studie) und einem verbesserten Wohlbefinden der Patienten unter einer Thera-

pie mit Digitalis, jedoch ohne Einfluss auf die Gesamtsterblichkeit.

Patienten mit einer akuten Herzinsuffizienz sollen entsprechend den Leitlinien
bei einem Blutdruck unter 90 mmHg und dem Nachweis eines reduzierten kar-
dialen Outputs mit Zeichen der Hypoperfusion der Organe eine Therapie mit
inotropen Medikamenten erhalten. In der Therapie der chronischen Herzinsuf-
fizienz wird der Einsatz aller anderen positiv inotropen Substanzen aulier der
Herzglykoside (siehe oben) als Standardtherapie nicht empfohlen, da sie mit
einer erhohten Mortalitat assoziiert sind. Katecholamine erweisen sich zudem
als ineffektiv aufgrund der R-adrenergen Desensibilisierung bzw. Herrunter-
regulierung (EI-Armouche und Eschenhagen 2008, Lohse et al. 2003). Sowohl
bei den 3—Agonisten als auch bei den PDE-Hemmern kommt es zu einem
Anstieg des cAMP-Spiegels und damit konsekutiv zu einer Anreicherung von
Ca*" im Zellinneren, welches gleichzeitig eine erhdhte Anfalligkeit fir Arrhyth-
mien bedingt. Hingegen erhdhen Kalzium-Sensitizer die Kontraktilitat ohne den
intrazelluldren Ca®*-Gehalt zu steigern. Der Wirkmechanismus beruht auf einer
starkeren Affinitdt des Troponin C fiir Ca?* (Hasenfuss et al. 2011). Leider
zeigten neue Klinische Studien eine erhohte Sterberate unter dem vielver-
sprechenden Kalzium-Sensitzer Levosimendan (Goldhaber und Hamilton et al.
2010). Obwohl die zunachst vielversprechenden positiv inotropen Substanzen
in der Therapie der chronischen Herzinsuffizienz erfolglos waren, scheint es
naheliegend zu sein, dass eine Zunahme der linksventrikularen Funktion eine
Progression der Erkrankung aufhalt und das klinische Outcome verbessert.
Verdeutlicht wird dies durch den Einsatz der kardialen Resynchronisations-
therapie mittels koordinierter elektrischer biventrikularer Stimulation, die die
Herzpumpfunktion und das Uberleben erhoht (Hasenfuss et al. 2011, Cleland et
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al. 2005). Es besteht somit ein Bedarf an inotropen Medikamenten, welche die
bisherigen Einschrankungen und Nebenwirkungen umgehen. Eine neue Heran-
gehensweise die kardiale Funktion zu verbessern, kdnnte durch den Einsatz

von HNO erfolgen.

1.5 Chemie von HNO

HNO ist die durch ein Elektron reduzierte und protonierte Form von NO. In
Folge der Modulation dieses einen Elektrons resultieren Effekte die unter-
schiedlich sind, zu denen von NO. Im Folgenden Abschnitt werden die wichtig-
sten chemischen Eigenschaften von HNO dargestellt, die fur die Erforschung

des Molekuls bedeutsam sind.

Eine Reihe neuer Studien haben gezeigt, dass HNO eine schwache Saure mit
einem pKa-Wert von grofier 11 ist (Wink et al. 2003, Fukuto et al. 2008, Paoloc-
ci et al. 2007). Daher wird angenommen, dass HNO und nicht die konjugierte
Base NO™ im physiologischen pH-Bereich vorliegt. Die Einstellung eines
Saue/Basen Gleichgewichts ist unwahrscheinlich, da die Saure und ihre korres-
pondierende Base unterschiedliche spin states besitzen. Dies bildet eine kine-
tische Barriere flr einen mdglichen Protonentransfer, denn es ist fir HNO im
Hinblick auf die Quantenmechanik ungunstig in den NO™ Status Uberzugehen
(Triplettzustand vs. Singulettzustand). Daraus folgt, dass nahezu ausschlief3lich
die biochemischen Effekte der Ausgangsspezies wirksam werden (Fukuto et. al
2008).

HNO zeigt eine hohe Reaktivitat. Es reagiert zum einen mit sich selbst in einer
sogenannten Dimerisierungsreaktion bei der Distickstoffmonooxid (N2O) und
Wasser (H20) entstehen, aber auch im biologischen System gibt es viele

Angriffspunkte.

HNO + HNO —> HON=NOH — N,O +H;0

Abb. 1.2: Dimerisierungsreaktion von HNO.
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Die zwei Hauptangriffsziele sind Metalle und Thiole, welche in zahlreichen Pro-
teinen vorkommen. Die Modulation von thiolhaltigen Enzymen mittels HNO ist
von Studien Uber Cyanamid bekannt (siehe 1.4). HNO wirkt auch hemmend auf
andere thiolhaltige Enzyme, darunter die mitochondrialen Komplexe | und II.
Daruber hinaus interagiert es mit Thiol-Resten auf Rezeptoren oder lonen-
kanalen wie beispielsweise dem RYR1 und RYR2 (Tocchetti et al. 2011). Dies
scheint der hauptsachliche Mechanismus fur die pharmakologische Wirkung
von HNO zu sein und ermdglicht eine Unterscheidung zwischen den Effekten

von HNO und NO, da dieses keine direkte Reaktion mit Thiolen zeigt.

Die Reaktion von HNO mit Thiolen kann zu zwei unterschiedlichen Produkten
fuhren. In Gegenwart von hohen Thiolkonzentrationen bilden sich die reversi-
blen Produkte Disulfid und Hydroxylamin. In der Abwesenheit von anderen
Thiolen entsteht das irreversible Produkt Sulfinamid. Unter allen Stickstoff-
oxiden wird Sulfinamid nur durch HNO generiert. Dies konnte als maoglicher
Marker fur die Reaktivitat von HNO dienen (Donzelli et al. 2006).

R'SSR +NH,OH
Disulfid
HNO + R-SH — R-S-NHOH
N-Hydroxysulfenamid \ 0O
S
R NH;
Sulfinamid

Abb. 1.3: Reaktion von HNO mit Thiolen.

Ein wichtiges metallhaltiges Protein, mit dem HNO hochstwahrscheinlich inter-
agiert, ist die hamhaltige 16sliche Guanylylcyclase (sGC), welches in Folge die
Bildung von cGMP stimuliert (Irvine et al. 2008). HNO wirkt dabei reduzierend

auf das das dreiwertige Eisen (Fe*") im Ham. Ebenso reduziert werden die Me-
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talle Kupfer und Mangan.

NO ist ein endogen produziertes Signalmolekul hingegen ist die endogene
Produktion von HNO in Saugetieren derzeit unklar (Irvine et al. 2008, Tocchetti
et al. 2011). Erschwert wird dies durch den Mangel an direkten Detektionsme-
thoden flir HNO unter anderem aufgrund seiner Metastabilitdt und hohen Reak-
tionsfreudigkeit. Indirekte Methoden zur Erfassung von HNO sind bereits ent-
wickelt worden wie beispielsweise die Messung von N,O, dem Dimerisierungs-
produkt von HNO. Verschiedene in vitro Ergebnisse weisen auf mdgliche Zu-
sténde hin, unter denen es zur Generation von HNO kommen kann. Es wird
angenommen, dass HNO sowohl direkt durch die NO-Synthase (NOS) als auch
NOS unabhangig gebildet werden kann (Irvine et al. 2008). Dies ist jedoch
spekulativ und es bleibt weiterhin zu klaren, ob HNO endogen gebildet wird
(Irvine et al. 2008, Fukuto et al. 2008, Paolocci et al. 2007).

1.6 HNO-Donatoren

Aufgrund seiner fluchtigen Natur und der haufig auftretenden Dimerisierungs-
reaktion (s. Abb. 1.2) ist der Gebrauch von HNO-Donatoren erforderlich (Fukuto
et al 2008). Es gibt unterschiedliche Klassen von HNO-Donator Molekulen. Bis
heute ist der meist verwendete Donator das Dinatriumtrioxodinitrat (Naz;N20Os3),
welches auch unter dem Namen Angeli’s Salz (AS) bekannt ist. Die Kenntnisse
der biologischen Aktivitat von HNO sind grotenteils Uber die Freisetzung aus

AS ermittelt worden.

AS setzt HNO mit einer kurzen Halbwertzeit von 2-3 min bei einem physio-
logischen pH-Wert und einer physiologischen Korpertemperatur von 37°C frei.
Der pH-Bereich liegt dabei zwischen 4-8. Ein Nachteil bewirkt die schnelle
Freisetzung von HNO, welche eher einem Bolus als einer kontinuierlichen
Abgabe entspricht. Die Dekompensation von AS flhrt neben der Bildung von
HNO zu einer aquivalenten Menge an Nitrit (NOy"). Die gleichzeitige Nitritfrei-
setzung ist ein Storfaktor bei der Erforschung der HNO-Effekte (Switzer et al.
2009, Gladwin et al. 2005), jedoch konnten Kohr et al. (2010) beweisen, dass

Nitrit zumindest auf die Sarkomerlangenverklirzung und auf die Kalziumtran-
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sienten keine Wirkung zeigte. Bei einem pH-Wert unter 4 wird AS zu einem NO-
Donator. Im alkalischen Milieu ist AS stabil, deshalb wird es meist in NaOH
gelagert. Bedenklich ist der Einsatz von AS im biologischen System unter
anderem auch aufgrund des stark alkalischen pH-Wertes des Ldsungsmittels
NaOH (Fukuto et al. 2008, Paolocci et al. 2007).

H+
N,O5% > NO, + HNO
pH 7.4
t1/2= 2.5 min

Abb. 1.4: HNO-Donatator Angeli’s Salz.

Ein in der Klinik gebrauchter HNO-Donator ist Cyanamid, das zur Therapie der
Alkoholabhangigkeit eingesetzt wird. Das dabei freigesetzte HNO greift die
Thiolgruppen des alkoholabbauenden Enzyms (Aldehyd-Dehydrogenase) an
und wirkt dadurch hemmend (DeMaster EG et al. 1998, Paolocci et al. 2007).
Cyanamid zeigt die mdgliche Durchfihrbarkeit des klinischen Gebrauches von
HNO-Donatoren.

Eine neue Klasse von HNO-Donatoren stellen die Acyloxy-Nitroso-Compounds
dar, darunter das 1-Nitrosocyclohexyl Acetat (NCA). NCA setzt HNO kontinuier-
lich bei einem physiologischen pH-Wert frei. Die Dekompensation erfolgt dabei
entweder spontan Uber Hydrolyse oder mittels Esterase-Aktivitat. Vorteilhafter-
weise kann die Abgaberate durch eine Modifizierung der organischen Gruppen
am Molekul variiert und gesteuert werden. Im Gegensatz zu AS kommt es bei
den Reaktionen zu keiner Nitrit-Freisetzung. Charakteristisch fir NCA ist die
tiefblaue Farbe, daher auch als Blue Compound bezeichnet, welche beim Moni-
toring hilfreich sein kann (Sha X et al. 2006, Irvine et al. 2008, Paolocci et al.
2007). Diese gunstigen Eigenschaften bieten eine gute Grundlage fur die in vivo

Applikation als auch einen potentiell klinischen Gebrauch dar.
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\[( Hydrolyse
0 3 2

Abb. 1.5: HNO-Donator 1-Nitrosocyclohexyl Acetat.

1.7 HNO Effekte auf das kardiovaskuare System

HNO zeigt vielfaltige Effekte unter anderem auf die neuronale Funktion, auf die
Herzkreislauffunktion, in der Tumortherapie und in der Alkoholtherapie. Ange-
sichts des Themas der Dissertation wird auf weitere Wirkungen von HNO, ne-

ben den kardiovaskularen Effekten, an dieser Stelle nicht naher eingegangen.

HNO-Donatoren sind ahnlich wie NO-Donatoren potente Vasodilatoren in vitro
und in vivo. HNO induziert eine Relaxation in den Kapazitatsgefallen und in den
Widerstandsgefallen von Hunden und Nagetieren (Fukuto et al. 1992 und
Paolocci et al. 2003). Es wirkt somit auf das venose und das arterielle System
(Bullen et al. 2011). Als molekularer Mechanismus der Vasodilatation von HNO
wird eine cGMP-Aktivierung sowie eine Modulation von spannungsabhangigen
Kalium-Kanalen vermutet (Favaloro et al. 2009 und Irvine et al. 2003). Im Ge-
gensatz zu NO beobachteten Irvine et al. (2007) unter chronischer Hinzugabe
von HNO an isolierten Aorten von Ratten keine Toleranzentwicklung. Zusatzlich
interessante HNO-Effekte sind eine Inhibition der Plattchenaggregation (Ber-
mejo et al. 2005).

Gleichzeitig zeigt HNO vor allem vielversprechende Wirkungen auf die Herz-
funktion. Neben den oben genannten Eigenschaften kommt es zu einer erhoh-
ten Kontraktilitat und Erschlaffung des Herzen. Als erstes wurde dies von
Paolocci et al. (2001) mit dem HNO-Donator AS erforscht. Sie Uberpruften die
Wirkung von HNO an einem in vivo Hundeherzinsuffizienzmodell, welches
mittels chronisch tachykarder Stimulation induziert wurde. HNO zeigte einen
Kontraktilitatsanstieg sowohl in normalen als auch insuffizienten Herzen trotz

der dabei bestehenden R-adrenergen Desensibilisierung und der Herunter-
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regulation des Kalzium Signalweges (Paolocci et al. 2003). Es zeigte sich auch,
dass die positiv inotrope und gleichzeitig lusitrope Wirkung von HNO unab-
hangig vom Preload und Afterload war (Paolocci et al. 2001 und 2007). Zudem
wurde aus den Experimenten deutlich, dass die Kontraktilitat von HNO nach
Verabreichung von [3-Blockern nicht abgeschwacht wurde. Interessanterweise
beobachtete man sogar einen additiven Effekt hinsichtlich der Steigerung der
myokardialen Inotropie bei der simultanen Gabe von HNO und R-Agonisten wie
Dobutamin. Im Gegensatz dazu bewirkte NO, in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von anderen Arbeitsgruppen, eine Abschwachung der Dobutamin
induzierten Kontraktionssteigerung (Paolocci et al. 2003, Massion et al. 2005).

Als Wirkmechanismus dieser Effekte wird eine Aktivierung des RYR2 und der
SERCA2a vermutet, woraus eine erhdhte Ca®'-Abgabe bei gleichzeitiger
Beschleunigung der Ca*-Aufnahme in das SR resultiert (siche Abb. 1.6). Zu
betonen ist, dass der Kontraktionsablauf dabei ohne netto Anstieg des diasto-
lischen Ca®* erfolgt (Tocchetti et al. 2007). Ferner wirkt HNO auch auf die ske-
lettalen Ca**-Kanale (RYR1) stimulierend (Cheong et al. 2005). Studien von
Tocchetti et al. (2007) verdeutlichen, dass HNO Uber eine direkte Interaktion mit
den Thiolgruppen des RYR2 zu einer erhdhten Offenwahrscheinlichkeit flhrt
und in Folge dessen zu einer Ca?*-Freisetzung aus dem SR. Das extrazellulare
Ca*, welches iiber die L-Typ Kanale ins Zytosol einstrdmt, scheint keine Rolle
zu spielen (Kohr et al. 2010). Letztendlich verhalt sich HNO vor allem in den
Tierexperimenten als Verstarker der Ca?*-Zirkulation, indem es vorzugsweise
einen Einfluss auf den Ca?*-Gehalt des SR hat (Tocchetti et al. 2011). Die Ca**-
Wiederaufnahme wird durch Stimulierung des ATP abhangigen Ca?**-Trans-
portes in das SR beschleunigt. Mechanistisch wird dies mit der Modulation des
Cysteinrestes auf der SERCA (Cystein 674) in Zusammenhang gebracht, wo-
raus eine gesteigerte Aktivitat resultiert (Lancel et al. 2009). Daruber hinaus
kann die SERCAZ2a Aktivitdt durch Modulation des PLB beeinflusst werden.
Froehlich et al. (2008) befassten sich mit der Frage, ob HNO auch hier ein
Angriffsziel hat und fanden heraus, dass es uber eine Interaktion mit Thiolen in
der Struktur des PLB den inhibierenden Einfluss auf die SERCAZ2a regulieren
bzw. diese enthemmen kann. Zusétzlich zu den Effekten auf die Ca?*-Zirku-
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lation, moduliert HNO den Kontraktilititsanstieg durch eine Anderung der Ca?*-
Sensitivitat der Myofilamente (Dai et al.2007).

Caz+ :-Illluuunuuuucid:'

ca A +
! =
4............{@ ............... r

Myofilament

Abb. 1.6: Effekte von HNO auf die elektromechanische Koppplung: Die Modifikation
der Ca**-Zirkulation iiber HNO erfolgt via Interaktion mit den Komponenten der elektro-
mechanischen Kopplung wie z.B. Ryanodin-Rezeptoren (RYRZ2), Phospholamban
(PLB), Ca*-ATPase des Sarkoplasmatischen Retikulums (SERCAZ2a) und den Myo-
filamenten (Myosin Leichtketten 1 (MLC1) und Myosin schwere Ketten (MHC)).

In Ubereinstimmung zu den in vivo Versuchen zeigen viele Messungen an iso-
lierten Kardiomyozyten von Mausen und Ratten unter Zugabe von HNO eine
gesteigerte Verklrzungsrate und eine beschleunigte Entspannung sowie einen
insgesamt vergroflerten Ca?*-Transienten ohne einen Anstieg des diastolischen
Ca**-Gehaltes (Kohr et al. 2010, Lancel et al. 2009, Tocchetti et al. 2007). Die
Effekte von HNO sind vollkommen reversibel durch die Zugabe von reduzierend
wirkenden Mitteln wie Dithiothreitol (DTT) und steigern die Inotropie unabhangig
vom cAMP/PKA und cGMP/PKG Signalweg (Tocchetti et al. 2007, Tocchetti et
al. 2011, Paolocci et al. 2007). Vielmehr unterstreichen viele Daten und Ergeb-
nisse, dass Thiole und darunter eher Thiolate Angriffspunkte zu sein scheinen,
welche in Cysteinresten von diversen Proteinen vorkommen, die entscheidend

fur die elektromechanische Kopplung sind (Tocchetti et al. 2011, Flores-Santana
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et al. 2011). Forschungsgruppen erforschen weiterhin welches die ausschlag-
gebenden HNO/Thiolat Interaktionen oder hot spots sind, um den Mechanismus

der HNO Wirkung besser zu verstehen.

1.8 Fragestellung

Bisherige Studien mit HNO-Donatoren haben gulnstige pharmakologische
Wirkungen von HNO aufgezeigt. Ein vielversprechendes Potenzial offenbart
HNO im Hinblick auf die Therapie der Herzinsuffizienz. Viele HNO-Donatoren
zeigen allerdings Limitationen fur den in vivo Einsatz, sodass ein Bedarf an

neuen Donatoren besteht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Wirkungen von HNO an einem normalen
und an einem pathologischen Herzmodell der Maus mit dem neuen HNO-
Donator NCA zu erforschen. Im Mittelpunkt der Herzinsuffizienzforschung
stehen die Veranderungen der elektromechanischen Kopplung und der
Kalzium-Homoostase, welche zu Funktionseinschrankungen fuhren konnen.
Die Effekte von HNO werden deshalb hinsichtlich der kontraktilen Funktion und

der intrazellularen Kalziumtransienten aufgezeigt.

Hierzu wurden folgende Fragen liberpriift:

Hat der neue HNO-Donator NCA das Potenzial zur Steigerung der Kontraktilitat
in hypertrophierten, 3-adrenerg desensibilisierten Kardiomyozyten?

Welchen Effekt zeigt Isoprenalin auf die Kontraktilitat ventrikularer Kardio-
myozyten aus chronisch [3-adrenerg stimulierten Herzen?

Welche Wirkung hat NCA auf die Ca*-Zirkulation?

Kommt es zu einer Veranderung des SR Ca**-Gehaltes unter dem Einfluss von
NCA?
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2. Material und Methoden

2.1 Mauslinie

Als Versuchstiere wurden mannliche Wildtyp-Mause der Linie C57BI/6J verwen-
det, die zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfuhrung 12-16 Wochen alt waren. Fur
die Tierversuche liegt eine Genehmigung der Behorde der Freien und Hanse-
stadt Hamburg vor (Amt fur Gesundheit und Verbraucherschutz G21-46/04).

2.2 Implantation osmotischer Minipumpen

In den durchgefuhrten Versuchsreihen wurde eine durch Isoprenalin induzierte
kardiale Hypertrophie als Herzinsuffizienzmodell verwendet. Zur chronischen
Applikation von Isoprenalin (Sigma; 30 mg/kg*Tag) in der Maus, wurden osmo-
tische Minipumpen mit einer Abgaberate von 0,5 pl/h verwendet (Alzet, Modell
1007d). Isoprenalin wurde in 0,9% NaCl mit 0,2 mM HCI bei Raumtemperatur
geldst. Anschlieliend wurde jede Pumpe individuell, dem Gewicht des Tieres
entsprechend, befillt. Die Pumpen der Kontrollmause wurden hingegen nur mit
0,9% NaCl und 0,2 mM HCI beflllt. Um vor der Implantation eine konstante
Abgaberate zu erzielen, wurden die Pumpen nach der Beflllung fur 10-14
Stunden bei 37 °C in 0,9% NaCl vorinkubiert.

Nach Anasthesie der Mause mit Isofluran (3 vol%) wurden die Minipumpen
subkutan Uber eine Hautinzision (0,7 cm) im Nacken in den Lendenwirbel-
bereich implantiert. AnschlieRend erfolgte der Verschluss der Haut mit 2-3
Michel-Klammern. Zur Analgesie erhielten die Tiere Uber zwei Tage lang 5,4 mg
Metamizol (Novaminsulfon-ratiopharm®, Ratiopharm) pro Tag. Nach Ablauf der
Behandlungsdauer wurden die Tiere zunachst sonographisch untersucht und

anschlielend wurde das Herz entnommen (siehe 2.4).
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2.3 Echokardiographie

Alle echokardiographischen Untersuchungen

wurden von Herrn Thomas Schulze (Institut fur
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Abb. 2.1: Maus im Echokardiographie-Raum.

Die Ultraschalluntersuchungen wurden mit dem Vevo 770® System (Visual
Sonics, Toronto) mit einem 30 MHz Schallkopf durchgeflhrt. Zur Einleitung der
Narkose wurde die Maus in eine Induktionskammer mit Isofluran (3 vol%)
gesetzt. AnschlieBend wurde die anasthesierte Maus in Ruckenlage auf eine
Warmeplatte gelegt und mit den Pfoten auf EKG-Elektroden fixiert. Die
Messungen erfolgten bei einer Herzfrequenz von 450-550 Schlagen/min und
die Korpertemperatur wurde konstant bei 37 °C gehalten. Die Aufrechterhaltung
der Narkose wurde mit Hilfe einer Gesichtsmaske (1-2 vol% Isofluran, 1,5 I/min
Carbogen) gewahrleistet. Der Brustkorb wurde enthaart und mit vorgewarmtem
Ultraschallgel (Sonogel, Bad Camberg) bedeckt. Mit einer Frame rate von 60
Hz wurde zunachst im B-Mode die parasternale lange Achse des Herzens
dargestellt. Sichtbare Strukturen waren hierbei die Herzspitze, der linke
Ventrikel und dessen Ubergang in die Aorta, das interventrikuldre Septum und
der rechte bzw. linke Vorhof. AnschlieRend wurde der linke Ventrikel in der
parasternalen kurzen Achse auf der mittleren Ebene der Papillarmuskeln
aufgenommen. Die Ebene diente auch der Erstellung von M-Mode Aufnahmen.
Zusatzlich wurden Kurz- und Langachse als EKV®-Mode aufgenommen. Bei
dem EKV handelt es sich um eine Technik, bei der eine hohe Anzahl von
Schlagen zu einem summiert wird. Gemessen wurden verschiedene Parameter
sowohl in der Systole als auch in der Diastole. Die Messungen erfolgten mit
dem Vevo 770 V2.2.3 Messprogramm.
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2.4 Isolation von intakten Kardiomyozyten der Maus

Die Isolation von Kardiomyozyten aus ventrikularem Herzmuskelgewebe der
Maus wurde mit Hilfe einer enzymgesteuerten Perfusion entsprechend einem
modifizierten Protokoll von O’Connell (O’Connell T et al. 2003) vorgenommen.
Dem Versuchstier wurde 5-10 Minuten vor der Totung intraperitoneal Heparin
(0,05 ml einer 10.000 IU/ml Stammlésung = 5001U) injiziert, um die Bildung von
Blutgerinnseln in den Koronararterien zu verhindern und eine verbesserte
Perfusion der Herzen zu ermdglichen. Eine Anasthesie mit Kohlendioxid (CO5)
wurde durchgefuhrt und anschlieBend erfolgte die Totung der Tiere mittels
Genickbruch. Der Thorax wurde nach Fixierung des Sternums durch einen
horizontalen Schnitt im xyphoido-sternocostalen Winkel eréffnet und der Zu-
gang durch zwei laterale Entlastungsschnitte erweitert. Nach Auffinden der
Aorta wurde diese 2mm oberhalb der Aortenwurzel im Bereich der aufsteigen-
den Aorta durchtrennt und aus dem Mediastinum entnommen. Mit Hilfe von
zwei feinen curve-tip Pinzetten (Dumont #7 0,007 mm x 0,04 mm, Fine Science
Tools, USA) wurde eine Kanule in das Lumen der Ubrig gebliebenen Aorta
eingefihrt und diese mit einem Faden fixiert. Das Herz wurde anschliel3end in

ein temperiertes Perfusionssystem uberfuhrt (Abb. 2.2 und 2.3).
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Abb. 2.2: Perfusionssystem zur Isolation von ventrikuldren Kardiomyozyten. (A)Sche-
matische Darstellung der Anlage: 1 und 2 Pufferbehélter mit AuBenwandgaswasser-
heizer; 3 Peristaltische Pumpe; 4 Spule mit AulRenwandgaswasserheizer; 5 adultes
Méauseherz; 6 Wasserbad,; 7 Becherglas (B)Fotographische Aufnahme der Perfusions-

anlage.

Der Erhalt von mdglichst vielen intakten Kardiomyozyten flr die nachfolgenden
Versuche setzte eine vorzugsweise geringe Zeitspanne (2-3 Minuten) zwischen
der Totung des Versuchstieres und den Zeitpunkt des Puffereintritts in die
Koronargefalte voraus. Eine konstante Temperatur von 37 °C am Kanilen-
austritt und eine konstante Flussgeschwindigkeit von 3 ml/min garantierten
reproduzierbare Versuchsbedingungen. Das Herz wurde fur 8 Minuten mit
einem Kalzium freien Puffer (in mM: 113 NaCl, 4,7 KCI, 0,6 KH,PO4, 0,6
NayHPOg4, 1,2 MgSOy4, 12 NaHCO3, 10 KHCO3, 10 HEPES (pH 7,46), 30 Taurin,
10 2,3-butandion monoxim (BDM), 5,5 Glucose) perfundiert. Es folgte eine
neunminutige Perfusion mit einem Verdauungspuffer, welcher zusatzlich 0,1
mg/ml von rekombinanten Kollagenasen/Proteasen (Liberase Blendzyme 3,
Roche Diagnostics) und 12,5 yM CacCl, enthielt. AnschlieBend wurden die
Herzkammern unterhalb der Vorhéfe abgetrennt und in 2,5 ml Verdauungspuffer
uberfuhrt. Das Herzmuskelgewebe wurde nun mit Hilfe von Pinzetten zer-
kleinert. Eine weitere Verdauung durch die noch vorhandene Enzymaktivitat
wurde durch die Hinzugabe von Perfusionspuffer, mit zusatzlich 10% fetalem
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Kéalberserum und 12,5 yM CacCl,, verhindert. Das Debris wurde fur einige Minu-
ten der Sedimentation durch die Schwerkraft (berlassen. Der Uberstand,
welcher die intakten Kardiomyozyten enthielt, wurde zentrifugiert (1 Minute bei
180 x g). Das entstandene Pellet wurde in frischem Perfusionspuffer resuspen-

diert, welcher zusatzlich 5% fetales Kalberserum und 25 uyM CaCl; enthielt.

Abb. 2.3: Adultes Méauseherz wéhrend der Perfusion (A) und eine Kardiomyozyte
isoliert aus ventrikuldrem Herzmuskelgewebe des adulten Mausherzen (B).

Die schrittweise Erhéhung der Kalziumkonzentration durch Zugabe von CaCl,
(12.5 yM - 62 yM — 112 pM — 212 yM — 500 uM — 1mM), gewahrleistete
eine langsame und schonende Rekalzifizierung der Zellen. AnschlieBend wur-
den die Kardiomyozyten in mehreren Schritten gewaschen und im lonOptix Puf-
fer (in mM: 135 NaCl, 4,7 KCI, 0,6 KHy,POy4, 0,6 NaHPO4, 1,2 MgSO4, 10
HEPES (pH 7,46), 1,25 CaCl,, 20 Glucose) verdunnt.

2.5 lonOptix System- Datenerfassung und Analyse

Mit Hilfe des lonOptix Systems (lonOptix Corporation, Milton, MA, USA) war es
mdglich die Kontraktilitat und die Kalziumstrdme von den isolierten Kardiomyo-
zyten simultan aufzuzeichnen (Abb. 2.4). Die anschlieRende Analyse der Daten
wurde mit der Software lonWizard 5.0 (lonOptix Corporation, Milton, MA, USA)
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durchgefuhrt, welche auch zur Aufzeichnung der Daten diente.
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Abb. 2.4: Computerbildschirm des Akquisitionsprogramms mit simultaner Aufzeich-
nung der Kontraktilitdt und der Kalziumstréme einer stimulierten Kardiomyozyte (1
Hz,15 mV). Die mit der MyoCamTM aufgenommene Videoaufzeichnung der Kardio-
myozyte erméglicht die Erfassung der Sarkomerldnge wéhrend das von Fura-2, einem
Ca?+ sensitivem Farbstoff, emittierte Licht mit einem Photo Multiplier Tube gemessen

wird.

2.5.1 Versuchsaufbau

Bevor die eigentliche Messung im lonOptix System beginnen konnte, mussten
die isolierten Kardiomyozyten in lonOptix Puffer auf ca. 10.000-15.000 Zellen
pro ml verdinnt werden. Dieser Schritt war notwendig, damit sich die einzelnen
Zellen in der Messkammer (Cell MicroControls, Norfolk, VA, USA) ohne gegen-
seitige Uberlagerung verteilen konnten. Die Messkammer wurde mit 400 ul der
Zellsuspension beladen und anschlieRend auf dem Obijekttisch eines inverten
Mikroskops (Nikon Eclipse TS 100) befestigt. Die elektrische Stimulation der

Kardiomyozyten erfolgte durch zwei Iridiumelektroden, welche mit einem Feld-
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stimulator (MyoPacer, lonOptix Corporation, Milton, MA, USA) verbunden
waren. Die Zellen wurden mit einer Frequenz von 1 Hz bei 15 V und 4 ms Puls-
dauer erregt. Alle Versuche mit dem lonOptix System wurden bei Raumtem-
peratur durchgeflhrt. Die Kardiomyozyten wurden nach folgenden Kriterien
ausgewahlt: (i) stabformige Zellen mit einem klaren gestreiften Muster, (ii) keine
sichtbaren Membranschaden oder Vakuolen in der Membran, (iii) keine
hyperkontraktilen Zonen oder Zonen mit Spontankontraktionen, (iv) eine stabile
Kontraktionsamplitude, (v) eine konstante diastolische Lange zwischen 1,75
und 1,8 ym. Erflllte eine Zelle alle Kriterien, wurde mit dem entsprechenden
Experiment gestartet.

2.5.2 Sarkomerlangenmessung

In Skelett- und Herzmuskelzellen sind die dunnen Aktinfilamente und die dicken
Myosinfilamente charakteristisch angeordnet. Unter dem Lichtmikroskop
wurden sie durch unterschiedliche optische Eigenschaften als Bandstreifen-
muster mit abwechselnden hellen und dunklen Banden sichtbar. Aufeinander-
folgende helle und dunkle Banden, so genannte Sarkomere, ergaben bei der
Analyse der optischen Dichte sinusférmige Kurven. Die Wellenlange der Sinus-
kurve reprasentierte die Sarkomerlange. Die optische Dichte wurde bei den
Versuchen von einer Kamera (lonOptix Myo-Camtwm, lonOptix Corporation, Mil-
ton, MA, USA) aufgezeichnet, welche anschliefend durch die lonWizard 5.0
Software mit Hilfe eines Fast Fourier Transform (FFT) in die entsprechende
Sarkomerlange umgerechnet wurde. Die Kamera erlaubte mit einer Bildfre-
quenz von 240 Hz die prazise Wahrnehmung der Kontraktion. Wahrend der
Aufzeichnung der Sarkomerlange gegen die Zeit wurden die fur die spatere
Analyse notwendigen Stimulationsmarkierungen simultan registriert. Die Ana-
lyse der Daten erfolgte mit Hilfe der lonWizard 5.0 Software. Dazu wurde der
Mittelwert von 20-30 aufeinander folgenden Kontraktionen einer Zelle ermittelt
(Abb. 2.5). Aus der gemittelten Kontraktionskurve wurden dann die einzelnen

Kurvenparameter bestimmt (Abb. 2.6).
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Abb. 2.5: Représentative Aufnahme einzelner Kontraktionen (links) und gemittelte Sar-

komerldngen-Kurve aus den 20-30 einzelnen Kontraktionen (rechts).

2.5.3 Zusammenstellung der Kurvenparameter der Sarkomerlagen-

messung
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Abb. 2.6: Kurvenparameter der gemittelten Sarkomerldngenmessung.

Sarkomerlange wahrend der Diastole(A): Sarkomerlange vor der Stimula-

tion; entspricht der Basislinie.

Sarkomerlange wahrend der Systole (B): Wert der maximalen Auslenkung

der Kurve ausgehend von der
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Amplitudenhdhe (C):

Geschwindigkeit der Kontraktion (D):

Zeit bis zur max. Kontraktion (E):

Geschwindigkeit der Entspannung (F):

Zeit bis zur 50 % Entspannung (G):

basalen Sarkomerlange wahrend
einer Kontraktion; entspricht der

Amplitude bzw. dem Peak.

Wert der Amplitudenhéhe in %
der Basislinie ausgedruckt; ent-
spricht der relativen Sarkomer-

langenverklrzung.

Wert der grofdten Steigung wah-
rend einer Kontraktionsphase.
Da die Kontraktion eine Verkur-
zung der Sarkomerlange verur-
sacht, ist dieser Wert immer
negativ; je kleiner der Wert,
desto groRer die Geschwindig-
keit.

Zeit bis zum Erreichen der maxi-
malen Amplitude (X) wahrend ei-
ner Kontraktion, ausgehend von

der Stimulation.

Wert der groften Steigung wahr-
end einer Entspannungsphase.
Da die Entspannung eine Ver-
groBerung der Sarkomerlange
bedingt, ist dieser Wert immer
positiv. Je grolker der Wert, desto

gréler die Geschwindigkeit.

Zeit wahrend der Entspannungs-
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phase bis zum Erreichen von 50
% der maximalen Auslenkung,
ausgehend vom Zeitpunkt der

gréflten Kontraktion (X).

2.5.4 Intrazellulare Kalziumstrommessung mit Fura-2

Zur simultanen Darstellung der intrazellularen Kalziumstrome neben der Sarko-
merlangenmessung wurden die Kardiomyozyten mit dem Kalziumchelator Fura-
2 beladen. Fura-2 ist spezifisch flr Kalziumionen und zeigt gegenuber den
anderen lonen keine oder nur eine geringe Empfindlichkeit. Nach Anregung mit
UV-Licht fluoresziert Fura-2 im sichtbaren Bereich. In Abhangigkeit davon, ob
Kalzium an Fura-2 gebunden vorliegt oder nicht, verandert sich das Maximum
im Anregungsspektrum. Im ungebundenen oder freien Zustand liegt das Maxi-
mum des Anregungsspektrums bei 380 nm. Wird hingegen ein Kalziumion
gebunden, so lagert es sich in den Hohlraum des Molekuls ein, den die vier
Carboxylgruppen bilden. Hierdurch kommt es zur Veranderung im elektro-
nischen Energieniveau des Fura-2-Moleklls und damit zu einem geanderten
Absorptionsverhalten. Das Absorptionsmaximum verschiebt sich dabei hin zur
kUrzeren Anregungswellenlange von 340 nm. Das Verhaltnis der Fluoreszenz-
intensitaten zwischen der Anregung durch UV-Licht der Wellenlange 340 nm

oder 380 nm, spiegelt somit die intrazellulare Kalziumkonzentration wieder.

Die Abbildung 2.6 zeigt eine Kalzium induzierte Verschiebung des Anregungs-
spektrums von 380 hin zu 340 nm, bei gleich bleibendem Emissionsmaximum

von 510 nm.
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Abb. 2.7: Anregungsspektrum von Fura-2 fiir verschiedene Ca*+ Konzentrationen (0-
39.8uM); Fluoreszenzintensitdt gemessen bei einem Emissionsspektrum von 510nm
fiir Anregungswellenldngen im Bereich zwischen 250 und 450 nm (Quelle:

www.invitrogen.com).

Fura-2 kann auf Grund seiner polaren Struktur als Salz die Zellmembran nicht
durchdringen. Daher wurde das membranpermeable Derivat Fura-2-Acetoxy-
methyl-(AM)-Ester verwendet. Fura-2 AM besitzt im Gegensatz zu Fura-2
lipophile Gruppen, welche einen leichten Durchtritt durch die Zellmembran
ermoglichen. Fura-2 AM kann jedoch keine Verbindung mit Kalziumionen
eingehen, solange die lipophilen Gruppen angelagert sind. Intrazellular
vorhandene unspezifische Phosphodiesterasen machte man sich zunutze, um
diese lipophilen Gruppen zu entfernen. Das Kalzium spezifische Fura-2

entstand und reicherte sich intrazellular an.

Fura-2 AM Pulver wurde in DMSO mit der Zielkonzentration 1TmM geldst. Die
Inkubation der intakten Kardiomyozyten erfolgte fur 30 Minuten mit 1,5 yM
Fura-2 AM bei Raumtemperatur. Anschlie3iend wurden die Zellen gewaschen,
um extrazelluldare AM Ester zu entfernen. Weitere 20 Minuten Inkubationszeit

stellten eine vollstandige Entfernung verbliebener lipophiler Gruppen sicher.

Die abwechselnde Anregung durch UV-Licht der Wellenlange 340 nm oder 380
nm bei hoher zeitlicher Auflésung wurde mit Hilfe des lonOptix HyperSwitch
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Dual Excitation Light Source (lonOptix Corporation, Milton, MA, USA) erreicht.
Dieses ermoglichte einen Wellenlangenwechsel in einer Zeit von unter 400 ps.
Das Licht einer 75 W Xenonlampe wurde von einem Parabolspiegel zu einem
konvergierenden Strahl geformt. Der Strahl wurde dann auf einen galvano-
metrisch angetriebenen Spiegel fokussiert. Dieser Spiegel lenkte das nun diver-
gierende Licht in einer hohen Geschwindigkeit alternierend zu einer von 2

Sammellinsen (Quarzlinsen), welche das Licht wiederum bindelten.

Excitation Dichroic

and Filter Cube \

Galvo-Driven Mirror

\— Xenon Housing

I Light Paths: minput mPath1 =Path 2 s=Ouiput |

Liquid Light Guide -/

R~ Microscope Coupling

Abb. 2.8: lonOptix HyperSwitch Dual Excitation Light Source (Quelle: lonOptix

Broschiire).

In einem der Pfade (Abb. 2.8 Pfad 2; grin) wurde das Licht direkt nach
Durchtritt der Quarzlinse in ein sogenanntes Excitation Dichroic Cube (EDC)
geleitet. Am Eingang des EDC passierte es einen Emissionsfilter, welcher die
jeweilige Wellenlange des Xenonlichtes bestimmte. AnschlieRend wurde der

Strahl durch den Kaltlichtspiegel in den Ausgang geleitet.

Im anderen Pfad (Pfad 1; blau) wurde das Licht in einem Winkel von 90° in den
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Eingang des EDC gelenkt. Zur Bestimmung der Wellenlange erfolgte wiederum
eine Filtration des Strahls. Durch den Kaltlichtspiegels im EDC liel sich der

Strahl in denselben Ausgang reflektieren.

Der Ausgang wurde am Ende eines Flussiglichtleiters fokussiert. Am anderen
Ende dieses Flussiglichtleiters befand sich eine Mikroskop Kupplung, welche
das UV-Licht in die Kammer des mit den Kardiomyozyten bestuckten
Mikroskops leitete (Abb. 2.8). Das Anregungslicht erreichte die mit Fura-2
beladenen Kardiomyozyten mit 250 Wellenlangenpaaren pro Sekunde, was
einer geeigneten zeitlichen Aufldsung entsprach, um die intrazellularen

Kalziumstrome bildlich darzustellen.

Computer (lon Wizard Software)

o -7 |

A AAALLRRA e A

Hl '\.\"\. VN \\.\ \.\\,\
Fluoreszenz-Interface-System

<
Kammer mit Myozyten l
T Lichtquelle
Jl i = : ﬂ

S
Mikroskopkupplung

Mikroskop

Abb. 2.9: Aufbauschema des lonOptix Systems zur gleichzeitigen Aufzeichnung von
Sarkomerlénge und Kalziumstrémen (Quelle: einzelne Grafiken zusammengesetzt aus

lonOptix Broschdiire).
Das von Fura-2 emittierte Licht (griner Pfad in Abb. 2.9) wurde von einem

Photo Multiplier Tube (PMT), welcher jedes von einem Kaltlichtspiegel einge-
leitete Photon in einen Strom umwandelt, gemessen. Licht von langerer Wellen-

36



Material und Methoden

lange (roter Pfad in Abb.2.9) durchquerte den Kaltlichtspiegel und gelangte zur
Kamera (MyoCam™, lon Optix Corporation, Milton, MA, USA). Dadurch wurde
die gleichzeitige Messung von Sarkomerlange und Fluoreszenzintensitat er-
mdglicht. Die lonOptix Software errechnete das Verhaltnis zwischen den Fluo-
reszenzintensitaten bei 340 nm und 380 nm Wellenlange und stellte diese
graphisch als eine Funktion gegen die Zeit dar. Die Stimulationsmarken fur die
spatere Analyse wurden ebenfalls aufgezeichnet. Die Analyse der Daten der
Kalziumstréome erfolgte mit Hilfe der lonWizard 5.0 Software. Voraussetzung zur
Analyse der Kalziumstrome war die Subtraktion der Umfeldhelligkeit. Das Licht
der Umgebung beispielsweise im Raum hat einen Einfluss auf das Verhaltnis
der Kalziumstrome. Um eine Vergleichbarkeit der Daten zwischen den ver-
schiedenen Experimentreihen zu gewahrleisten, wurde die Hintergrundbeleuch-
tung wahrend des Versuchs fur jede einzelne Zelle erfasst und jeweils sub-
trahiert. Die folgenden Analyseschritte erfolgten in dhnlicher Weise wie die der
Sarkomerlange. Es wurden 20-30 einzelne Kalziumstrome gemittelt (Abb. 2.10).
Aus der gemittelten Kurve errechnete das Programm verschiedene Kurven-
parameter (Abb. 2.10).
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Abb. 2.10: Représentative Aufnahme einzelner Kalziumtransienten (links) und gemit-

telte Kalziumstromkurve aus den 20-30 einzelnen Kalziumtransienten (rechts).
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2.5.5 Zusammenstellung der Kurvenparameter der Kalziumstrom-

messung

10—

F348/380 ratio

Stimulationsmarke

Zeit (5)

Abb. 2.11: Kurvenparameter der gemittelten Kalziumstrommessung.

Diastolische Kalziumkonzentration (A):

Systolische Kalziumkonzentration (B):

Amplitudenhohe (C):

Geschwindigkeit des Kalziumanstiegs (D):

Wert des Fluoreszenzverhaltnis
vor der Stimulation; entspricht
der Basislinie.

Wert der maximalen Auslen-
kung der Kurve, ausgehend von
der Basislinie wahrend einer
Kontraktion; entspricht der Am-

plitude.

Wert der Amplitudenhodhe in %

der Basislinie ausgedruckt.
Wert der grofdten Steigung wah-

rend einer Kontraktionsphase.

Da der Kontraktion des Herz-
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Zeit bis zur max. Kalziumkonzentration (E):

Geschwindigkeit des Kalzium-Ruckflusses (F):

Zeit bis zu 50 % des Kalziumruckflusses (G):

muskels eine Erhohung der
intrazellularen Kalziumkonzen-
tration vorausgeht, ist dieser
Wert immer positiv; Je groler
der Wert desto groRer die
Geschwindigkeit.

Zeit bis zum Erreichen der
maximalen Amplitude (X) wah-
rend einer Kontraktion des
Herzmuskels, ausgehend von

der Stimulation.

Wert der kleinsten Steigung
wahrend einer Entspannungs-
phase. Da der Entspannung
des Herzmuskels eine Erniedri-
gung der Kalziumkonzentration
vorausgeht, ist dieser Wert im-
mer negativ. Je kleiner, desto

groler die Geschwindigkeit.

Zeit bis zum Erreichen von 50
% der maximalen Kalzium-
amplitude wahrend der Ent-
spannungsphase des Herz-
muskels, ausgehend vom Zeit-
punkt der gréfiten Kalziumkon-

zentration (X).
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2.6 1-Nitrosocyclohexyl Acetat als HNO-Donator

Aufgrund der Metastabilitdt von Nitroxyl (HNO) wurde in den Versuchen auf
Donatoren zuruckgegriffen, welche die Mdglichkeit besitzen HNO freizusetzen.
Acycloxy-Nitroso-Compounds darunter 1-Nitrosocyclohexyl Acetat (NCA) sind
neue HNO-Donatoren, die von Bruce King hergestellt werden. NCA setzt mittels
Hydrolyse neben HNO auch Ketone und Essigsaure frei. Die Freisetzung von
HNO erfolgt bei einem physiologischen pH Wert von 4-8. Die Abgaberate hangt
dabei streng von der Pufferumgebung ab. In Phosphatpuffer (pH 7,4) geldst,
gibt der Donator bei Raumtemperatur und zwei Stunden Inkubationszeit 28%
des freizusetzenden HNO ab (Sha et al. 2006).

T

@)

Abb. 2.12: Strukturformel von 1-Nitrosocyclohexyl Acetat (Quelle: Sha et al.).

Bei Raumtemperatur liegt NCA als tiefblaue Losung vor. Die tiefblaue Farbe und
der stechende Geruch sind wichtige Indikatoren fur die Unversehrtheit des
Donators. NCA ist lichtempfindlich und muss bei -20 °C gelagert werden. Der
Donator ist in DMSO gel6st, stabil. Die Aliquotierung und Aufbewahrung von
NCA erfolgte daher in DMSO, damit die Stammlosung durch wiederholtes Auf-
tauen und Einfrieren keine Qualitatsverluste erfahren wirde. Dazu wurden 5 pl
NCA (MW 171,19 g/mol) in 20 pul DMSO zu einer 2 M Lésung geldst und bis
zum Versuch bei -20 °C gelagert. Vor Beginn des Versuches wurden weitere
Verdinnungen vorgenommen, um die gewunschte Konzentration wahrend des
Versuchs erreichen zu konnen. Wahrend des gesamten Versuchs wurde der

Donator auf Eis gelagert und vor Licht geschutzt.
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2.7 Statistische Auswertungen

Alle angegebenen Daten reprasentieren Mittelwert + Standardfehler des arith-
metischen Mittelwertes (SEM). Mit n wurde die Anzahl der Zellen bzw. Tiere
bezeichnet. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe der GraphPad Software 5.0
durchgefuhrt. Die Signifikanz wurde mit dem Student t-Test fur gepaarte und
ungepaarte Werte nachgewiesen, wenn zwei Gruppen miteinander verglichen
wurden. Zum Vergleich mehrerer Gruppen wurde ein ANOVA-Test durchgeflhrt.

Ein P Wert von kleiner 0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

2.8 Liste der Chemikalien

Substanzname Warnhinweise Hersteller
(R- und S-Satze)
Angeli’s Salz Cayman Chemical
Company
Aqua ad injectabilia Baxter GmbH
2,3-Butandionmonoxim (BDM) S: 22-24/25 Sigma-Aldrich
Kalziumchlorid Dihydrat Sigma-Aldrich
(CaCl2 x 2 H20)
Dimethylsulfoxid (DMSO) R: 36/37/38 Merck
S: 23-26-36
Dobutamin R: 20/21/22-63 Carinopharm GmbH
S: 22-26-36/37/39
Diethylentriaminpentaessigsaure R: 36/37/38 Merck
(DTPA) S: 26
Ethanol (96%) R: 11 Geyer
S:7-16
Ethylenglycol bis (2- Merck
aminoethylether)-N,N,N",N”
Fetal calf serum (FCS) Invitrogen
Fura-2 AM Invitrogen
D-(+)-Glukose Monohydrat Merck
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin- Roth
ethanschwefelsaure (HEPES)
Salzsaure (37%) R: 34-37 Merck
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39/23/24/25
S: 7-16-36/37-45

Substanzname Warnhinweise Hersteller

(R- und S-Satze)
S: 26-36/37/39-45

Isoprenalin Hydrochlorid R: 36/37/38 Sigma-Aldrich
S: 26-36

Liberase Blendzyme 3 R: 36/37/38-42/43 Roche Diagnostics
S: 22-24/25

Magnesiumsulfat Heptahydrat Merck

(MgS04 x 7 H20)

Methanol R: 11-23/24/25- Merck

1-Nitrosocyclohexyl Acetat (NCA)

King Laboratories

Kaliumchlorid (KCI) S: 22-24/25 Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
(KH2PO4)
Kaliumhydrogenkarbonat Merck
(KHCO:3)
Koffein R:20, S: 2 Sigma-Aldrich
Natriumchlorid (NaCl) J.T. Baker
Natriumhydrogencarbonat Merck
(NaHCO3)
Dinatriumhydrogenphosphat S: 22-24/25 Merck
Dihydrat (Na2HPOa4 x 2 H20)
Natriumhydroxid (NaOH) R: 35 Merck

S: 26-37/39-45
Taurin R: 36/37/38 Merck

S: 26-36
2.9 Liste der Verbrauchsmaterialien

Materialien Hersteller

Deckglaser 24 x 60 mm Marienfeld
Falcon Réhrchen 15 ml, 50 ml Sarstedt
Einwegkanulen B. Braun
Einwegspritzen, Injekt 10 ml, 20 mi B. Braun
Insulinspritzen Becton Dickinson
Klvetten Sarstedt
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Materialien

Hersteller

Petrischalen 10 mm

Sarstedt

Pinzetten

Fine Science Tools

Pipetten (serologisch) 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml

Sarstedt

Pipettenspitzen 10 pul, 100 pl, 1000 pl Sarstedt
Reaktionsgefale 1,5 ml, 2ml Eppendorf
Sterilfilter 45uM Qualilab
Vakuumfilter 250 ml,500 ml Sarstedt
Zentrifugenrohrchen 15 ml, 50 ml Sarstedt
2.10 Liste der Laborgerate

Gerate Hersteller
Analytikwaage Sartorius AG

Arc lamp power supply

Cairn Research

Axivert 25 Inversmikroskop

Zeiss

Brutschrank

Hereaus

Fluorescence System Interface

lonOptix Corporation

Fotometer, Smart Spec™ 3000

Bio-Rad

HyperSwitch high intensity arc lamp

lonOptix Corporation

Klhlzentrifuge 5415 R Eppendorf
Kahlzentrifuge Universal 30 RF Hettich
Magnetriihrer COMBIMAG RET Janke & Kunkel
Milli-Q Plus Reinstwasseranlage Millipore

MyoCam

lonOptix Corporation

MyoPacer field simulator

lonOptix Corporation

Nikon Eclipse TS 100 inverse microscope

Nikon

Perfusionssystem Eigenproduktion
Peristaltische Pumpe Pharmacia
pH-Meter Knick GmbH
Pipetten Reference, 10 uL, 100 uyL, 1000 pL Eppendorf
Pipettierhilfe accu jet Brand
Prazisionswaage CP225D Sartorius

Pumpensystem P680

Dionex Corporation
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Gerate Hersteller
Stimulation/Thermistor assay CellMicroControls
Stimulationszelle fur Myozyten CellMicroControls
Stimulationzellenhalterung CellMicroControls
Thermostat CellMicroControls
Videopower lonOptix Corporation
Vortex Reax 200 Heidolph
Wasserbad GFL
Wasserbad Thermostat Eppendorf
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3. Ergebnisse

3.1 Hypertrophie induziert durch chronische RB-adrenerge
Stimulation

Daten aus der Literatur zeigen, dass eine chronische R-adrenerge Stimulation
zu einem pathologischen Hypertrophiemodell mit verstarkter kardialer Dysfunk-
tion fihrt (EI-Armouche und Eschenhagen 2008, Wittkoepper et al. 2010).

Im Folgenden soll die Frage beantwortet werden: Welchen Effekt zeigt das
freigesetzte HNO vom neu synthetisierten Donator NCA auf dieses kardio-
vaskulare Stressmodell? Zur chronischen [-adrenergen Stimulation wurde
gleichaltrigen und gleichgeschlechtlichen Mausen uber einen Zeitraum von 5
Tagen Isoprenalin mittels osmotischen Pumpen appliziert (30mg/kg*Tag). Die
Kontrolltiere erhielten osmotische Pumpen mit 0,9% NaCl. Der Verlauf wurde an
Tag 0 und Tag 5 echokardiographisch festgehalten. Im Anschluss an die echo-

kardiographischen Messungen an Tag 5 erfolgte die Herzentnahme.

3.1.1 Echokardiographische Untersuchungen vor und nach chroni-
scher B-adrenerger Stimulation

Zur Untersuchung der Herzfunktion am lebenden Tier wurde eine Echokardio-
graphie durchgeflhrt. Die echokardiographische Analyse vor der Isoprenalin-
Infusion an Tag 0 zeigte sowohl fur Kontrolltiere (NaCl-Gruppe) als auch fur die
Tiere mit Behandlung (Iso-Gruppe) keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich
des Korpergewichts (BW), der linksventrikularen Masse (LVM), der linksventri-
kularen Masse durch Korpergewicht (LVW/BW) und der linksventrikularen
Flachenverkurzungsfraktion (FAS). Der Prozentsatz der linksventrikularen
Flachenverkurzungsfraktion (FAS) wurde als Mal} fur die Kontraktilitat des Myo-
kards verwendet. Da die Analyse der Parameter keine Unterschiede ergab,
deutete das auf vergleichbare Ausgangsbedingungen zwischen den Tieren der
NaCl- und der Iso-Gruppe hin. Es zeigten sich somit keine Auffalligkeiten in der
Herzmorphologie der Tiere beider Gruppen an Tag 0.
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Um den Erfolg der funftagigen R-adrenergen Stimulation mit Isoprenalin zu
uberprufen, wurden am 5. Tag erneut echokardiographische Untersuchungen
vorgenommen. Die graphische Darstellung der LVM als Mal3 der Hypertrophie-
entwicklung an Tag 5 ergab fur die Tiere mit der NaCl-Infusion keinen signifi-
kanten Unterschied zum Tag 0. Die chronische Isoprenalin-Infusion in den
Tieren fuhrte jedoch zu einer Zunahme der LVM um 29%. Das Korpergewicht
der Versuchstiere aus der NaCl-Gruppe zeigte ebenfalls keinen Unterschied
zwischen Tag 0 und Tag 5, bei der Iso-Gruppe hingegen kam es zum einem
Anstieg von 8%. Der Quotient aus LVM und BW erhohte sich in der Iso-Gruppe
um 22%. Es kam an Tag 5 zu keiner Veranderung der Kontraktilitat (FAS) in

beiden Gruppen gegenlber den basalen Bedingungen an Tag 0.

Tabelle 3.1: Echokardiographieergebnisse

NaCl-Gruppe (n=11) ISO-Gruppe (n=11)

Tag0 Tagb Tag0 Tag5
LVM (mg) 83.6+4.4 84.7+2.7  87.5+3.7 112.744.8*
BW (g) 26.8+1.4 27.5+1.2  26.4+0.9 28.6+0.9"
LVM/BW (mg/g) 3.1+0.1 3.2+0.1 3.310.1 4.0+0.2*
FAS (%) 49.1£2.5 47.241.5  47.411.8 48.412.4

Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM. *p<0.05 vs. alle; *p<0.05 vs. ISO-Gruppe

Tag 0. Mit n wurde die Anzahl der Tiere bezeichnet.

Die Daten zeigen zusammenfassend, dass die chronische Isoprenalin-Infusion
eine Herzhypertrophie induziert hat, aber keinen Einfluss auf die Kontraktilitat

des Herzens zeigt.

3.1.2 Sarkomerlangenmessung in vitro nach chronischer B-
adrenerger Stimulation

Nach Isolation der Kardiomyozyten wurde zunachst die basale Sarkomer-
langenverklirzung vom lonOptix Gerat erfasst. Die basale Sarkomerlangen-

verkirzung entspricht der Kontraktilitat der jeweiligen Zelle, die nach elek-
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trischer Stimulation mit 1 Hz und 15 V ohne Zusatz von Substanzen gemessen
wurde. Die Kardiomyozyten aus der Kontrollgruppe wiesen eine basale Sarko-
merlangenverkurzung von 4,51£0,1% auf. Die Kardiomyozyten aus der Gruppe
mit chronischer Isoprenalin-Behandlung zeigten eine basale Sarkomerlangen-
verkurzung von 4,3+0,2%. Vergleichbar mit den unveranderten linksventri-
kularen Flachenverkirzungsfraktionen (FAS%, Tabelle Nr.1) der echokardio-
graphischen Daten in vivo zeigte auch die basale Sarkomerlangenverkurzung
an den isolierten Kardiomyozyten in vitro zwischen beiden Gruppen keinen
signifikanten Unterschied.
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Abb. 3.1: Kein Unterschied der relativen Sarkomerldngenverkiirzung von stimulierten
Kardiomyozyten (1 Hz/15 V) isoliert aus der Kontrollgruppe oder der Gruppe mit chro-
nischer Isoprenalin-Behandlung unter basalen Bedingungen. Werte sind angegeben
als Mittelwerte £+ SEM. Nicht signifikant;, p>0,05 vs. NaCl-Gruppe; Student’s t-test. Die
Anzahl der Zellen ist in den S&ulen angegeben.

3.2 Wirkung von Isoprenalin auf die Sarkomerlange von Kar-
diomyozyten nach chronischer B- adrenerger Stimulation

In den folgenden Experimenten wurde die Reaktion auf eine maximale Isopre-
nalinkonzentration bei normalen Kardiomyozyten gegenuber chronisch R-
adrenerg stimulierten Zellen untersucht. Dazu wurde elektrisch stimulierten (1

Hz/15 V) Kardiomyozyten 1uM Isoprenalin appliziert und die Veranderung der
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Kontraktilitat, gemessen als Veranderung der Sarkomerlangenverkurzung, auf-
gezeichnet. Die Sarkomerlangenverkirzung war unter basalen Bedingungen
sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Isoprenalin behandelten Gruppe
ahnlich, stieg jedoch nach akuter Isoprenalin-Applikation in beiden Gruppen
unterschiedlich stark an. Unter Einfluss von 1 yM Isoprenalin kam es in der
Kontrollgruppe zu einer absoluten Steigerung der Kontraktilitat um 9,04% und in
der chronisch behandelten Gruppe lediglich zu einer Steigerung um 3,35%
gegenuber dem Ausgangsstadium. Somit war die Sarkomerlangenverklrzung
nach akuter Isoprenalin-Gabe in der Gruppe der chronisch R-adrenerg behan-
delten Kardiomyozyten gegenuber den Kontrollzellen um 63% vermindert. Die
geringere Antwort der chronisch 3-adrenerg stimulierten Zellen auf Isoprenalin

weist darauf hin, dass eine R-adrenerge Desensibilisierung stattgefunden hat.
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Abb. 3.2: Akuter Effekt von Isoprenalin (ISO, 1 uM) auf die relative Verkiirzung der
Sarkomere von stimulierten (1 Hz/15 V) Kardiomyozyten der NaCl- oder Isoprenalin
behandelten Gruppe. Werte sind angegeben als Mittelwerte £+ SEM. *p<0.05 vs. basal;
#p<0.05 vs. 1 uM ISO-behandelte NaCl-Gruppe; Student’s t-test. Die Anzahl der Zellen

ist in den Saulen angegeben.
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3.3 Wirkung von NCA auf die Sarkomerlange von Kardio-
myozyten nach chronischer R-adrenerger Stimulation

3.3.1 Kontrollexperimente

Um die Wirkungen von HNO Uberprifen zu kénnen, wurde der HNO-Donator
NCA verwendet. NCA ist in DMSO gel6st stabil und setzt kein HNO frei, deshalb
wurden Aliquots aus NCA und DMSO hergestellt und verwendet. Diese wurden
dann mehrfach in dem fur den Versuch verwendeten Phosphatpuffer verdinnt,
um die gewlnschten Konzentration von NCA wahrend des Versuchs erreichen
zu konnen. In den Versuchsreihen wurde deshalb neben dem NCA auch eine
ge-ringe Menge DMSO appliziert. Um einen mdglichen Effekt von DMSO auf
die Kardiomyozyten in vitro ausschlielen zu koénnen, wurden

Kontrollexperimente mit DMSO durchgefuhrt.

Dazu wurde die hdchst eingesetzte DMSO-Konzentration getestet, die bei
0,006% lag. Es konnte kein Einfluss von DMSO auf die Sarkomerlangen-
verkurzung und die Kalziumtransienten festgestellt werden (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Keine Verédnderung der relativen Sarkomerldngenverkiirzung (A) und der
maximalen Amplitude des Kalziumtransienten (B) von stimulierten (1 Hz/15 V) Kontroll-
zellen unter Einfluss von 0,006% DMSO. Werte sind als Mittelwerte + SEM angegeben.
Nicht signifikant; p>0,05 vs. basal; Student’s t-test.
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Mit dem Ziel eine potenzielle Konversion von HNO zu NO zu verhindern wurde
in allen Versuchen, in denen es zum Einsatz von HNO-Donatoren kam, jeweils
eine Konzentration von 50 yM des Metallchelators DTPA in die Messkammer
mit den Kardiomyozyten appliziert (Irvine et al. 2003). Es wurden Kontroll-
experimente durchgefuhrt, um mogliche Wirkungen des DTPA auf die Kardio-
myozyten zu uberprufen. Wie in der Abbildung 3.4 ersichtlich konnte unter
Einfluss von 50 yM DTPA kein signifikanter Unterschied der Sarkomerlangen-

verkurzung festgestellt werden.

basal DTPA

Abb. 3.4: Keine Verdnderung der relativen Sarkomerldngenverklirzung von stimu-
lierten (1 Hz/15 V) Kontrollzellen unter Einfluss von 50 uM DTPA. Werte sind als
Mittelwerte £ SEM angegeben. Nicht signifikant; p>0,05 vs. basal; Student’s t-test.

3.3.2 Herstellung einer Konzentrations-Wirkungs-Beziehung

Im Folgenden galt es zu untersuchen, welchen Effekt NCA auf die 3-adrenerg
desensibilisierten, hypertrophierten Kardiomyozyten hat. Der positiv inotrope
Effekt von NCA auf normale Kardiomyozyten aus ventrikularem Herzgewebe ist
in unserer Arbeitsgruppe bereits erforscht wurden, jedoch war bisher nicht be-
kannt welchen Effekt NCA auf pathologisch veranderte Kardiomyozyten hat. Um
dieser Frage nachzugehen wurden verschiedene Konzentrationen von NCA
untersucht und eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve erstellt. Begonnen wurde
mit der Konzentration 7,5 uM, da diese Konzentration erstmals einen Effekt auf

normale Zellen zeigte. Anschliel’end wurde die Konzentration jeweils verdoppelt
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bis hin zu einem maximal tolerierbaren Effekt von NCA.
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Abb. 3.5: Einfluss der steigenden NCA-Konzentrationen und Angeli’s Salz (AS) auf die
absolute Kontraktilitédt von stimulierten (1 Hz/15 V) Kardiomyozyten isoliert aus der
NaCl- oder der chronisch B-adrenerg behandelten Gruppe. Der absolute Kontraktilitéts-
anstieg wurde berechnet aus der Differenz des Anstiegs der Sarkomerldngenverkdir-
zung unter NCA bzw. AS Einfluss und der basalen Sarkomerléngenverkiirzung. Werte
sind als Mittelwerte + SEM angegeben. Die Anzahl der Zellen, jeweils isoliert aus 3-7
Mausen, ist in den Séulen angezeigt. Jedes *p<0.05 vs. 7.5 uM NCA; #p<0.05 vs. 15
UM NCA; §p<0.05 vs. 30 uM NCA; 1p<0.05 vs. 60 uM NCA.

Die Abbildung 3.5 zeigt den absoluten Kontraktilitatsanstieg (gemessen aus der
Differenz des Anstiegs der Kontraktilitat unter NCA Einfluss und der basalen
Kontraktilitat) der isolierten Kardiomyozyten bei Zugabe unterschiedlicher Kon-
zentrationen von NCA in der Kontrollgruppe und in der Gruppe mit chronischer
Isoprenalin-Behandlung. In der Kontrollgruppe nahm die Kontraktilitat mit
zunehmender Konzentration von NCA zu (+ 54% gegenuber basal bei 7,5 yM
NCA, + 90% gegenuber basal bei 15 yM NCA, + 126% gegenuber basal bei 30
MM, + 182% gegenuber basal bei 60 pM, + 200% gegenuber basal bei 120 yM).

In der Gruppe mit chronischer Isoprenalin-Behandlung stieg die Kontraktilitat
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ebenfalls mit steigender NCA- Konzentration an (+ 42% gegenuber basal bei
7,5 uM NCA, + 89% gegenuber basal bei 15 pM, + 108% gegenuber basal bei
30 uM, + 170% gegenuber basal bei 60 uM, + 190% gegenlber basal bei 120
MM), ohne dass sich die Effekte bei der jeweiligen NCA-Konzentration von den
Effekten in der Kontrollgruppe signifikant unterschieden. Aus den Experimenten
lasst sich ableiten, dass der ECsg bei ungefahr 55 pM liegt.

Interessanterweise erreichte der positiv inotrope Effekt von 120 uM NCA auf
chronisch R-adrenerg stimulierten Kardiomyozyten den Maximaleffekt der
akuten Isoprenalin-Gabe auf die Kontrollkardiomyozyten (Abb. 3.2). Die Stei-
gerung der Kontraktilitdt von Kardiomyozyten mit chronischer Isoprenalin-
Behandlung bei Applikation von 120 yM NCA betrug 8,9%, wobei der Kontrak-
tilitatsanstieg der Kardiomyozyten aus der Kontrollgruppe nach akuter 1 yM
Isoprenalin-Applikation ebenfalls 8,9% betrug. Dartber hinaus war die positiv
inotrope Wirkung einer 60 yM NCA Konzentration auf chronisch R-adrenerg
behandelte Kardiomyozyten signifikant gegenuber des Maximaleffektes der
akuten Isoprenalin-Gabe auf f3-adrenerg behandelten Kardiomyozyten erhoht
(um 59%).

Um eine Vergleichbarkeit der Wirkung des neuen HNO-Donators NCA mit dem
in der Literatur bisher am besten erforschten HNO-Donators Angeli’s Salz (AS)
herzustellen, wurden Kardiomyozyten aus gesunden Herzen (C57/Bl/6J) nach
gleichem Praparationsprotokoll isoliert (siehe 2.4). Dabei wurde die Sarkomer-
langenverklrzung bei einer Konzentration von 500 uM untersucht, die haufig in
der Literatur fur in vitro Versuche verwendet wurde (Tocchetti et al. 2007).
500uM AS fuhrte zu einer Steigerung der relativen Kontraktilitat der Kardio-
myozyten gegenuber basal um 86% vergleichbar mit den Ergebnissen anderer
Forschungsgruppen (Tocchetti et al. 2007). Der absolute Anstieg der Kontrak-
tilitat von 3,4% unter dem Einfluss von 500 uM AS entsprach dem absoluten

Anstieg der Kontraktilitat von NCA bei einer Konzentration von 15 pM.
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3.3.3 Messkurven unter Einfluss von NCA

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Abb. 3.5) von NCA wurde bis zum erst-
maligen Auftreten eines maximal tolerierbaren Effekts nach Hinzugabe von NCA
auf die einzelnen Kardiomyozyten erstellt. Dieser lag bei einer Konzentration
von 120 uM NCA. Zur Veranschaulichung der Wirkung von NCA auf die Kardio-
myozyten dienten die beiden unten dargestellten reprasentativen Messkurven.
Von jeder elektrisch stimulierten Herzmuskelzelle (1 Hz/15 V) wurde zunachst
einmal die basale Kontraktilitat gemessen bevor der HNO-Donator NCA hinzu-
gegeben wurde. Die Messungen erfolgten nur an Herzmuskelzellen mit einer
diastolischen Sarkomerlange zwischen 1,75 -1,8 ym. Die Sarkomerlange zwi-
schen 1,75 -1,8 pym ist ein wichtiges Auswahlkriterium, denn sie ist ein Hinweis

fur die Unversehrtheit der Zellen und folglich fur die Qualitat der Daten.

In der Abbildung 3.6 ist die Messkurve einer Sarkomerlangenmessung unter
dem Einfluss von 60 yM NCA dargestellt. Diese zeigt exemplarisch den gene-
rellen Ablauf der HNO-bedingten positiven Inotropie. Nach NCA Gabe kam es
zum einem graduellen Anstieg der Kontraktilitat bis zum Erreichen eines Pla-
teaus. Nach einiger Zeit schwachte der Effekt wieder ab und kehrte zurick auf

die basale Kontraktilitat. Der HNO- Effekt ist somit reversibel.
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Abb. 3.6: (A) Messkurve der Sarkomerldngenmessung einer stimulierten Kardiomyo-
zyte (1 Hz/ 15 V) unter Einfluss von 60 uM (Screenshot SarcLen Acquisition Software);
(B) VergréBert dargestellte einzelne Sarkomerldngenverkiirzungen vor und nach Zu-
gabe von 60 uM NCA.

Die Abbildung 3.7 zeigt hingegen die Messkurve einer Sarkomerlangenmes-
sung unter Einfluss von 120 yM NCA. Hier kommt es nach Zugabe von NCA zu
einem starkeren Anstieg der Kontraktilitat gefolgt von einem Plateau. Gleich-
zeitig sank die diastolische Sarkomerlange, was einer verminderten Fahigkeit
zur Relaxation entsprach. Die Kontraktilitat schwachte ebenfalls wieder ab und
erreichte die Ausgangsbedingung, fiel dann jedoch auf ein niedrigeres Kontrak-

tionsniveau ab. Der HNO-Effekt war ebenfalls reversibel.
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Abb. 3.7: (A) Messkurve der Sarkomerldngenmessung einer stimulierten Kardiomyo-
zyte (1 Hz/ 15 V) unter Einfluss von 120 uM (Screenshot SarcLen Acquisition
Software); (B) VergréRert dargestellte einzelne Sarkomerldngenverkiirzungen vor und
nach Zugabe von 120 uM NCA.
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3.4 Wirkung von NCA auf die intrazellulare Kalziumionen-
zirkulation nach chronischer R-adrenerger Stimulation

3.4.1. Simultane Sarkomerlangen- und Kalziumstrommessung

Um die Auswirkungen von NCA auf die intrazellularen Kalziumstrome zu erfor-
schen, wurden isolierte ventrikulare Kardiomyozyten mit dem fluoreszierenden
Farbstoff Fura-2 beladen. Die Kalziumstrommessung erfolgte simultan zu der
Sarkomerlangenmessung bei einer extrazellularen Kalziumkonzentration von
1,25 mM und einer elektrischen Stimulationsfrequenz von 1 Hz bei einer
Spannung von 15 V. Die reprasentative Aufnahme 3.8 stellt ein Beispiel fur die
gleichzeitige Messung der Sarkomerlange und der Kalzuimtransienten unter
dem Einfluss von 60 yM NCA dar. Nach Zugabe von NCA verschob sich die
Kurve der Kalziumstrome nach oben. Dies entsprach einer erhdhten basalen
Kalziumionenkonzentration im Zytoplasma. Die Erhdhung der Kalziumzirku-

lation ging mit einer Erhéhung der Kontraktilitat einher.

—-—- Basale Sarkomerlangenverkiirzung
— 60 pM NCA Sarkomerlangenverkiizung
--- Basaler Ca?* transient

— 60 uM NCA Ca?* transient

08¢/0vE oley

Sarkomerlénge (uM)

Abb. 3.8: Zeitliche Relation der Sarkomerldnge und des Kalziumtransienten unter Ein-
fluss von 60 uM NCA.

3.4.2 Veranderung der Kurvenparameter unter Einfluss von 60 uM
NCA

Von jeder Zelle wurden zunachst die basale Sarkomerlangenverkirzung und

der basale Kalziumtransient gemessen. Nach NCA Applikation wurden beide
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Messwerte erneut erfasst. Die Veranderung der Kurvenparameter der Sarko-
merlangen- und der Kalziumstrommessung unter dem Einfluss von 60 yM NCA
(in der Nahe des ECsp~ 55 uM) im Vergleich zu den Ausgangsbedingungen ist

in den Abbildungen 3.8 bis 3.11 zusammengefasst.

Die diastolische Sarkomerlange unter basalen Bedingungen lag in der Gruppe
mit chronischer Isoprenalin-Behandlung (Iso-Gruppe) bei 1,76+0,01 und in der
Kontrollgruppe (NaCl-Gruppe) bei 1,751£0,01 (Abb. 3.9, A). In beiden Gruppen
gab es somit keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der diastolischen
Sarkomerlange. Auch unter dem Einfluss von NCA kam es zu keiner Veran-
derung der diastolischen Sarkomerlange (1,73+0,02 vs. 0,76+0,01). Die diasto-
lische Kalziumkonzentration (Abb. 3.9, B) war basal sowohl in der NaCIl-Gruppe
als auch in der Iso-Gruppe ahnlich (0,41+0,02 vs.0,4410,02). Nach Hinzugabe
von 60 uM NCA kam es zu keinem signifikantem Anstieg der diastolischen Kal-
ziumkonzentration in den beiden Gruppen (0,44+0,02 vs.0,48+0,03).
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Abb. 3.9: Effekt von NCA (60 uM) auf die diastolische Sarkomerldnge (SL) und die
diastolische intrazelluldre Ca** Konzentration von ventrikuldren Kardiomyozyten isoliert
aus mit NaCl-Infusion (NaCl) oder chronischer Isoprenalin-Infusion (ISO) behandelten
Méusen. Messungen wurden in 1,25 mM extrazelluldrem Ca®" und mit einer elek-
trischen Stimulation von 1 Hz und 15 V durchgefiihrt. Werte sind als Mittelwerte + SEM
angegeben. Nicht signifikant p>0,05 vs. basal. Die Anzahl der Zellen ist in den S&ulen

angezeigt.
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Die Sarkomerlangenverkirzung und die intrazellularen Kalziumtransienten
unterschieden sich nicht unter basalen Bedingungen zwischen der NaCl- und
Iso-Gruppe (Abb. 3.10). Mit Zugabe von NCA kam es erwartungsgemal} zu ein-
em ahnlichen Anstieg der Sarkomerlangenverkurzung (+250% in der NaCL-
Gruppe vs. +230% in der Iso-Gruppe). Auch die Amplitude der Kalziumtransien-
ten stieg unter Einfluss von NCA in beiden Gruppen gleichermalen an (+153%
in der NaCL-Gruppe vs. +149% in der Iso-Gruppe). Insgesamt zeigte NCA eine
ungefahr zweifach starkere Wirkung auf die Sarkomerlangenverkirzung als auf

die Kalziumtransienten der Kardiomyozyten.
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Abb. 3.10: Effekt von NCA (60 uM) auf die Sakomerldngenverkiirzung und die Ca**
transienten von ventrikuldren Kardiomyozyten isoliert aus M&usen behandelt mit NaCl-
Infusion (NaCl) oder chronischer Isoprenalin-Infusion (ISO). Messungen wurden in 1,25
mM extrazelluldrem Ca?* und mit einer elektrischen Stimulation von 1 Hz und 15 V
durchgefiihrt. Werte sind als Mittelwerte £+ SEM angegeben. *p<0.05 vs. basal. Die

Anzahl der Zellen ist in den Sdulen angezeigt.

Die Geschwindigkeiten der Sarkomerlangenverkirzung und -entspannung,
sowie des Kalziumanstiegs und -rickflusses sind in der Abbildung 3.11
dargestellt. Die maximale Geschwindigkeit der Kontraktion sowie der Entspan-
nung war unter Ausgangsbedingungen in der NaCL-Gruppe geringer als in der
Iso-Gruppe (-30% und -44%). Nach Applikation von NCA erhohte sich die

Geschwindigkeit der Kontraktion und der Entspannung in der Kontrollgruppe um
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166% und 614%. Hingegen erhohte sich die Geschwindigkeit der Kontraktion
und der Entspannung in der Iso-Gruppe um 73% und 240%. Unter Einfluss von
NCA war der Anstieg der Geschwindigkeit der Kontraktion und der Entspannung
um 93% und 374% in der Iso-Gruppe geringer. Jedoch war der Maximalwert der
Geschwindigkeit der Kontraktion, der unter NCA-Einfluss erreicht wurde in
beiden Gruppen gleich (-1,8 pm/s). Auch der Maximalwert der Geschwindigkeit

der Entspannung war identisch (1,15 pm/s).

Die Geschwindigkeiten des Kalziumanstiegs und -ruckflusses zeigten eine
ahnliche Tendenz: Unter basalen Bedingungen waren auch hier die Geschwin-
digkeiten des Kalziumanstieges und -rickflusses in der NaCIl-Gruppe geringer
als in der Iso-Gruppe (-26% und -31%). Unter NCA-Einfluss stieg die
Geschwindigkeit des Kalziumanstiegs und -ruckflusses in der Kontrollgruppe
um 82% und 67 %, hingegen in der Iso-Gruppe um 40% und 29%. Auch hier war
der Anstieg der Geschwindigkeit der Kontraktion und Entspannung nach NCA
Gabe in der Iso-Gruppe insgesamt niedriger als in der NaCl-Gruppe, jedoch

wurde wiederum ein ahnlicher Maximalwert in beiden Gruppen erreicht.
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Abb. 3.11: Effekte von NCA (60 uM) auf die simultan gemessenen maximalen Ge-
schwindigkeiten von Kontraktion (A) und Entspannung (B) sowie Ca**-Anstieg (C) und
Ca®*-Riickfluss (D) von ventrikuldren Kardiomyozyten isoliert aus M&usen behandelt
mit NaCl-Infusion (NaCl) oder chronischer Isoprenalin-Infusion (ISO). Messungen
wurden in 1,25 mM extrazelluldrem Ca*" und mit einer elektrischen Stimulation von 1
Hz und 15 V durchgefiihrt. Werte sind als Mittelwerte £+ SEM angegeben. *p<0.05 vs.
basal; #p<0.05 vs. NaCl. Die Anzahl der Zellen ist in den S&ulen angezeigt.

Die Untersuchung der Zeitspanne zwischen Stimulation der Zelle und der maxi-
malen Amplitude einer Kontraktion war in beiden Gruppen sowohl unter basalen
Bedingungen als auch unter NCA Einfluss gleich. Die Zeitspanne zwischen der
Stimulation und dem Erreichen der maximalen Kalziumamplitude war ebenfalls
basal in der Kontrollgruppe und in der Iso-Gruppe gleich, verlangerte sich
jedoch mit 60 yM NCA in beiden Gruppen um 56%. Vergleichbar mit der Ge-
schwindigkeit der Entspannung war unter Ausgangsbedingungen die Zeit-
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spanne zwischen maximaler Amplitude und halbmaximaler Entspannung in der
Iso-Gruppe um 38% geringer als in der Kontrollgruppe. Unter NCA Einwirkung
verringerte sich die Zeitspanne zwischen maximaler Amplitude und halbmanxi-
maler Entspannung in der NaCl-Gruppe um 62% und in der Iso-Gruppe um
77%. Auch die Zeitpanne zwischen maximalem und halbmaximalem Kalzium-
ruckfluss war in der Iso-Gruppe um 32% geringer als in der NaCl-Gruppe. Nach
Applikation von NCA verringerte sich die Zeitpanne zwischen maximalem und
halbmaximalem Kalziumruckfluss sowohl in der NaCl- als auch in der Iso-
Gruppe (87% vs. 83%). Interessanterweise kam es hier unter NCA-Wirkung zu
einem unterschiedlich starken Ansprechen zwischen der Iso-Gruppe und der
NaCl-Gruppe. Die Iso-Gruppe zeigte eine signifikant kilirzere Zeitspanne zwi-
schen maximaler und halbmaximaler Entspannung als auch zwischen maxima-

len und halbmaximalen Kalziumruckfluss gegenuber der NaCl-Gruppe.
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Abb. 3.12: Effekte von NCA (60 uM) auf die Zeit zwischen Zellstimulation und
maximaler Kontraktion (A) sowie maximaler Amplitude des Kalziumtransienten (B) und
Effekte auf die Zeit zwischen maximaler Kontraktion und halbmaximaler Kontraktion
(C), sowie maximaler Ca?** Amplitude und halbmaximaler Ca* Amplitude von
ventrikuldren Kardiomyozyten isoliert aus Mdusen behandelt mit NaCl-Infusion (NaCl)
oder chronischer Isoprenalin-Infusion (ISO). Messungen wurden in 1,25 mM extra-
zelluldrem Ca** und mit einer elektrischen Stimulation von 1 Hz und 15 V durchgefiihrt.
Werte sind als Mittelwerte + SEM angegeben. *p<0,05 vs. basal: *p<0,05 vs. NaCl. Die

Anzahl der Zellen ist in den Séulen angezeigt.

3.4.3 Zusammenfassung

Im Folgenden eine kurze Zusammenfassung der veranderten Kurvenparameter
unter 60 yM NCA-Einfluss:

(@) NCA hatte einen Einfluss auf die Kalziumtransienten der Kontrollgruppe

sowie auf die der chronisch R-adrenerg behandelten Gruppe.

(b) Die diastolische Kalziumkonzentration blieb nach NCA-Gabe gleich.

(c)  Unter Einfluss von NCA kam es zu einem starkeren Anstieg der Sarko-

merlangenverklrzung als der Kalziumionenzirkulation.
(d) Geschwindigkeiten der Kontraktion, der Entspannung, des Kalzium-
anstiegs und -rickflusses waren in der Iso-Gruppe schneller als in der

NaCl-Gruppe.

(e) Insgesamt war der Maximalwert aller Geschwindigkeiten unter NCA in
der NaCl- und Iso-Gruppe gleichermalen beeinflusst.

(F) Die Zeit zur Entspannung und zum Kalziumrickfluss war sowohl basal

als auch unter NCA in der Iso-Gruppe schneller.
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3.5 Wirkung von NCA auf das Sarkoplasmatische Retikulum

Das vom NCA-Donator freigesetzte HNO bewirkte eine verstarkte Kalzium-
ionenzirkulation innerhalb der Zelle. Es stellte sich nun die Frage, ob dieser
Effekt durch eine Aktivierung des Sarkoplasmatischen Retikulums (SR) begrun-
det sei. Hierzu wurden die Kardiomyozyten mit Fura-2 beladen. Anschlie3end
wurden die Kalziumtransienten der Kardiomyozyten unter Stimulation mit 1 Hz
und 15 V aufgezeichnet. Die Messung der Kalziumtransienten erfolgte unter
basalen Bedingungen oder unter NCA-Einfluss. Nach einer stabilen Kalzium-
transienten Kurve wurde die Stimulation gestoppt und es folgte die Applikation
von 10 mM Koffein innerhalb kurzer Zeit. Die Zugabe von Koffein bewirkte eine
abrupte Freisetzung des gesamten SR-Kalziumgehalts, wodurch sich ein kof-

feininduzierter Kalziumtransient bildete (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Kalziumtransienten einer stimulierten (1 Hz/ 15 V) Herzmuskelzelle mit

Koffein induzierter Kalziumkurve.

Die folgenden Abbildungen stellen die Parameter der Koffein induzierten Kal-
ziumkurven dar. Die Applikation von Koffein erfolgte auf drei verschiedene
Gruppen. Zum einen wurde der Koffein induzierte Kalziumtransient von Kardio-
myozyten aus Wildtyp-Mausen (C57Bl/6J), die keinen Zusatz von Substanzen
erhielten, erfasst. Diese Gruppe diente als Kontrollgruppe. Zum anderen wur-
den die Koffein induzierten Kalziumtransienten der NaCl- behandelten sowie

chronisch 3-adrenerg behandelten Kardiomyozyten, allerdings nach Zugabe
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von 60 uM NCA, aufgezeichnet. Abbildung 3.14 A zeigt die Abgabefraktion des
Kalziums aus dem SR gemessen aus dem Quotienten der einzelnen Kalzium-
transienten und den Koffein induzierten Kalziumtransienten. Unter dem Einfluss
von NCA kam es zu einer erhdhten Freisetzung von Kalzium aus dem SR so-
wohl in der NaCl- als auch in der Isoprenalin behandelten Gruppe. In den bei-
den Gruppen kam es zu einem signifikanten Anstieg von 24% gegenuber der
Kontrollgruppe. Trotz der Erhéhung der Kalziumabgabefraktion blieb der Kal-
ziumgehalt des SR nach NCA-Gabe gleich (Abb. 3.14 B).
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Abb. 3.14: Koffein (10 mM) induzierte Kalziumtransientenmessung des Sarko-
plasmatischen Retikulums (SR) von Kardiomyozyten aus unbehandelten Mé&usen
(Kontrolle) und behandelten Méausen (chronische NaCl- oder Isoprenalin-Infusion) mit
und ohne Einfluss von 60 uM NCA. (A) SR Ca* Abgabefraktion: Quotient aus
Einzelzuckungen und der Amplitude des Koffein induzierten Transienten ausgedriickt in
Prozent; (B). Werte sind als Mittelwerte £+ SEM angegeben. *p<0.05 vs. Kontrolle. Die

Anzahl der Zellen ist in den Séulen angezeigt.

3.6 Uberpriifung der pharmakologisch wirksamen Substanz

Im Allgemeinen erschwert die Verwendung von Donatoren die Interpretation von
Ergebnissen, deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit auf die Durchfuhrung
von Kontrollexperimenten wertgelegt. Bei der Arbeit mit Donatoren ist es grund-
satzlich immer moglich, dass die Struktur der Donatoren selbst Effekte verur-

sacht. Um dies zu Uberprufen kam es zum Einsatz von 3-Methyl NCA, einem

63



Ergebnisse

modifizierten Donator, welcher eine kovalente Bindung zum HNO-Molekul auf-
weist und somit kein HNO freisetzt. Wie in der Abbildung 3.15 dargestellt, konn-
te unter Einfluss von 135 pM 3-Methyl NCA kein signifikanter Unterschied der

Sarkomerlangenverkurzung festgestellt werden.

T

Sarkomerlangenverkurzung (%)

basal 3-Methyl NCA

Abb. 3.15: Keine Verédnderung der relativen Sarkomerldngenverkiirzung von stimu-
lierten (1 Hz/15 V) Kontrollzellen unter Einfluss von 135 uM 3-Methyl NCA. Werte sind
als Mittelwerte £ SEM angegeben. Nicht signifikant; p>0,05 vs. basal; Student’s t-test.

Weitere Kontrollexperimente mit zerfallenem NCA wurden durchgefuhrt, um
einen moglichen Effekt von Zerfallsprodukten und Unreinheiten im Donator zu
uberprufen. Hierzu wurde eine 2 M NCA Losung eine halbe Stunde lang bei 37
°C und dann Uber Nacht bei Raumtemperatur gelagert. Die Losung war
wahrend dieser Zeit auch dem Tageslicht ausgesetzt. Anschlie3end erfolgte die
Applikation von 120 pM zerfallenem NCA auf die Kardiomyozyten. Es konnte
keine signifikante Anderung der Sarkomerlangenverkiirzung festgestellt wer-

den.
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Abb. 3.16: Keine Verédnderung der relativen Sarkomerlangenverkiirzung von stimulier-
ten (1 Hz/15 V) Kontrollzellen unter Einfluss von 120 uM zerfallenem NCA. Werte sind
als Mittelwerte £ SEM angegeben. Nicht signifikant; p>0,05 vs. basal; Student’s t-test.
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4. Diskussion

Eine groRe Anzahl bisheriger Studien zur Ermittlung der biologischen Effekte
von HNO wurden Uber Jahrhunderte mit Hilfe des Donators Angeli’s Salz durch-
gefuhrt (s. Abb. 1.4). Der in vivo Einsatz von AS ist jedoch aufgrund der kurzen
Halbwertzeit, der Bolusabgabe von HNO sowie der gleichzeitigen Freisetzung
des Nebenproduktes Nitrit limitiert. Zusatzliche Probleme in der Bewertung der
Experimente ergeben sich durch die Loslichkeit von AS in NaOH, was zu pH-
Wert Veranderungen in biologischen Systemen flUhren kann (Fukuto et al.
2008). Daher wird aktuell intensiv an der Entwicklung eines reinen und lang

anhaltenden HNO-Donators geforscht.

Ein neues attraktives Molekul mit diesen Eigenschaften stellt das 1-Nitroso-
cyclohexyl Acetat (NCA) dar. Die kontinuierliche Abgaberate von HNO bei ein-
em physiologischen pH von 7,4, das Ausbleiben von biologisch wirksamen
Nebenprodukten sowie die Mdglichkeit zur Variation der HNO-Abgaberate
konnten Unsicherheiten bei der Interpretation von Ergebnissen verhindern.

Vorangegangene Untersuchungen mit dem neuartigen Donator NCA an norma-
len Kardiomyozyten und am isolierten Herzen konnten zeigen, dass HNO einen
positiv inotropen Effekt aufweist. In Anbetracht dessen galt es als Ziel dieser
Studie herauszufinden, ob der HNO-Donator NCA das Potenzial hat, die Kon-
traktilitdt auch in einem pathologischen Modell, also in hypertrophierten, R-
adrenerg desensibilisierten Kardiomyozyten, zu steigern. Zusatzlich erfolgten
Versuche zur Beurteilung einer moglichen Einflussnahme auf die Kalzium-

zirkulation.
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4.1 Hypertrophie induziert durch chronische B-adrenerge

Stimulation

Die myokardiale Hypertrophie ist eine wichtige Vorstufe zur Entwicklung einer
Herzinsuffizienz. In den Experimenten wurde diese durch chronische [3-adren-
erge Stimulation induziert. Wir entschieden uns in dieser Arbeit fir die Anwen-
dung eines Isoprenalin-Infusions-Modells: Zum einen ist das Isoprenalin-Infu-
sions-Modell einfach anzuwenden und kostenglnstig. Des Weiteren zeigt es
eine geringe Mortalitdt und Variabilitdt der Versuchstiere im Vergleich zu
anderen Hypertrophiemodellen wie beispielsweise dem haufig zum Einsatz
kommenden TAC- (fransaortic constriction) Modell. Das TAC-Modell stellt ein
invasiveres Verfahren dar und zeigt durch die Hohe der gesetzten Ligatur an
der Aorta eine Variabilitat in dem Ausmal’ der Hypertrophieentwicklung. Zudem
stellt das TAC-Modell eine Situation dar, die in dieser Form nicht am mensch-
lichen Herz auftritt. Hingegen spielen in dem von uns verwendeten Isoprenalin-
Infusions-Modell die Katecholamine eine entscheidende Rolle, wie nach heuti-
gem Erkenntnisstand auch in der Entstehung der menschlichen Herzinsuf-
fizienz. Sogar auf molekularer Ebene weisen die Veranderungen, welche durch
Isoprenalininfusion hervorgerufenen werden, Ahnlichkeiten mit der menschlich-
en Herzinsuffizienz auf, darunter die Verminderung der 31- und 32-Adrenozep-
torendichte (Mende et al. 1992) und die Reduktion der PLB und SERCA2a
Expression (Linck et al. 1998).

Dass dieses Modell eine Herzhypertrophie hervorruft, ist anhand der Zunahme
der linksventrikularen Masse (LVM) ersichtlich (+ 27%).

Naturlich gibt es auch bei diesem Modell Einschrankungen der Aussagekraft.
Der Ursache der menschlichen Herzinsuffizienz liegt oft dem Zusammenspiel
multifaktorieller Stérungen zugrunde. Das Isoprenalin-Infusions-Modell hinge-
gen berlcksichtigt nur einen Faktor, den erhdhten Katecholaminspiegel.
Dartber hinaus kann der zeitliche Verlauf in der menschlichen Pathogenese der

Herzinsuffizienz nicht simuliert werden.
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4.2 Pharmakologische Untersuchungen der myokardialen
Kontraktilitat

Pharmakologische Versuche zur Untersuchung der myokardialen Kontraktilitat
sind ein zentrales Thema in der Kardiologie und Herzinsuffizienzforschung und
werden schon sehr lange durchgefuhrt. Die experimentellen in vitro Untersuch-
ungen wurden an isolierten Kardiomyozyten vorgenommen. Dabei zeigt die Ein-
zelzellmethode Vorteile gegentber Untersuchungen an multizellularen Streifen-
praparaten hinsichtlich der Unabhangigkeit von extrakardiomyozytaren Fak-
toren. Beispielsweise enthalten Muskelstreifenpraparate Endothelzellen und
Fibroblasten in groRer Anzahl, welche kardioaktive Substanzen freisetzen und
somit Einfluss auf das Kontraktionsverhalten der Zellen nehmen kénnen. Zu-
dem bestehen bei der Einzelzellmethode keine Perfusionshindernisse. Es
liegen somit keine langen Diffusionswege vor, die zu einer ungleichen Vertei-
lung von Sauerstoff, extrazellularen lonen und pharmakologischen Versuchs-
substanzen fuhren kdénnen. In den Experimenten wurde die Kontraktilitat als

Verklrzung der Sarkomere gemessen.

4.2.1 Wirkung von Isoprenalin auf die Kontraktilitat von Kardiomyo-
zyten nach chronischer B-adrenerger Stimulation

Bei der Entstehung einer chronischen Herzinsuffizienz ist der Organismus einer
dauerhaften adrenergen Stimulation (hohen Katecholaminspiegeln) ausgesetzt.
Am Myokard kommt es dabei zur Downregulation der [31-Adrenozeptoren sowie
zu einer Desensibilisierung der nachgeschalteten Signaltransduktionswege
(Bristow et al., 1982). Dies ist ein Mechanismus mit dem sich das Herz der
chronischen R-adrenergen Uberstimulation entzieht. Als Konsequenz daraus
kommt es zur reduzierten Antwort des Herzen auf adrenerge Agonisten. So zei-
gen Katecholamine (z.B. Dobutamin) bei Patienten mit einer Herzinsuffizienz
sowie in Kardiomyozyten, isoliert aus ventrikularen insuffizienten Menschen-
herzen, nur einen gering positiv inotropen Effekt (Bohm M et al. 1988, Colucci
WS et al. 1988). Die p-adrenerge Desensibilisierung als charakteristische Ver-

anderung des insuffizienten Herzens und der einzelnen Herzmuskelzelle wurde
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von vielen Arbeitsgruppen unter anderem Osadchii et al. (2007) durch chron-
ische Katecholamininfusion in Nagetieren reproduziert.

Auch in der vorliegenden Arbeit kam es zum Einsatz eines solchen Isoprenalin-
Infusions-Modells. Nach einer 5-tagigen Infusion entweder mit Isoprenalin in der
behandelten Gruppe oder mit NaCl in der Kontroligruppe wurden die Herzen
prapariert und die Kardiomyozyten isoliert. Anschlieend erfolgte die Sarkomer-
langenmessung der Myozyten. Dabei wurde 1 uM des R—Adrenozeptoragonis-
ten Isoprenalin akut appliziert. Erwartungsgemal konnte auch hier die 3-adren-
erge Desensibilisierung bestatigt werden, denn die Sarkomerverkirzung durch
Isoprenalin war in der Gruppe der Kardiomyozyten, welche die chronische Iso-
prenalininfusion erhielten um 63% geringer, als in der Kontrollgruppe. Unter
dieser maximalen Isoprenalingabe verkurzten sich die Zellen in der Kontroll-
gruppe somit um 9,04%, in der mit Isoprenalin behandelten Gruppe hingegen
lediglich um 3,35%.

Insgesamt konnte in diesen Versuchen entsprechend den Untersuchungen an
insuffizienten Patientenherzen in vivo und an humanen pathologischen Kardio-
myozyten in vitro, trotz unterschiedlicher Messmethode eine R-adrenerge De-
sensibilisierung nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu haben weitere
Arbeitsgruppen gezeigt, dass die Kontraktilitat von hypertrophierten und insuf-
fizienten Kardiomyozyten unter basalen Bedingungen, also ohne Zusatz von
Substanzen wie Katecholaminen oder lonen gleich bleibt (Houser and Margu-
lies 2003). Die unveranderte Kontraktilitat nach Entwicklung der Hypertrophie
mit [3-adrenerger Desensibilisierung, gemessen als FAS in vivo, konnte auch in
dieser Arbeit bestatigt werden. Ebenso zeigten die Kontraktilitatsmessungen in
vitro, gemessen als Sarkomerlangenverkirzung keinen Unterschied zwischen
Kontrollzellen und chronisch [3-adrenerg behandelten Herzzellen unter Aus-

gangsbedingungen.
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4.2.2 Wirkung von NCA auf die Kontraktilitat von Kardiomyozyten
nach chronischer R-adrenerger Stimulation

Die Sarkomerlange von intakten Kardiomyozyten, isoliert aus Mauseherzen mit
5 tagiger NaCl- oder Isoprenalin Behandlung, wurde unter dem Einfluss von
NCA Uberpruft. Konzentrationen von 7,5 bis 120 uM NCA wurden eingesetzt.
Die Untersuchung zeigte eine konzentrationsabhangige Zunahme der Kontrak-
tilitat mit jeweils gleichem Anstieg in beiden Gruppen. Dabei wurde nach Ap-
plikation einer einzelnen Konzentration auf eine Zelle der entsprechende Effekt
untersucht, um den Einfluss der jeweiligen Konzentration praziser darstellen zu
konnen. Zudem wurden an einem Versuchstag verschiedene Konzentrationen
an den Kardiomyozyten aus einem Herzen untersucht. Es wurde vermieden nur
eine bestimmte Konzentration an Kardiomyozyten eines Herzen zu unter-
suchen, mit dem Ziel der Durchmischung und genaueren Uberpriifung der
Reproduzierbarkeit. Ein moglicher Schwachpunkt der Messungen konnte in der
Applikation von NCA liegen. NCA wurde aus Kostengrinden mit Hilfe einer Pi-
pette direkt in die Messkammer Uberfihrt. Um nach Zugabe allerdings eine un-
gleiche Verteilung von NCA zu verhindern, wurde eine manuelle Durchmisch-
ung vorgenommen. Zudem sollte auch die langsame und kontinuierliche Frei-
setzung von HNO aus NCA gentgend Zeit fur eine gleichmaliige Verteilung des
Donators bieten. Die Kardiomyozyten wurden nach den im Methodenteil 2.5.1
genannten Qualitatskriterien selektiert. Zusatzlich kam es zur Verwendung von
DTPA mit dem Ziel der Konversionshemmung von HNO zu NO, um sicherzu-

gehen, dass die beobachteten Effekte auf HNO beruhen.

Die maximal tolerierbare Konzentration von NCA war 120 uM. Hohere Konzen-
trationen konnten zwar die Kontraktilitat weiter steigern, fihrten jedoch zur Be-
eintrachtigung der basalen Kontraktilitdt der Zelle. Der Effekt des vom NCA-
Donator freigesetzten HNO war dabei stets reversibel. Unter dem Einfluss von
120 uM NCA wurde jedoch nur noch eine stark reduzierte systolische Verkur-
zung von ~1% erreicht, sodass man bei Konzentrationen tber 120 yM NCA von
einem toxischem Effekt auf die Einzelzelle ausgehen kann. Nach Hinzugabe

von 120 yM konnte ein geringes Absinken der diastolischen Sarkomerlange
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beobachtet werden (siehe Abb. 3.7). Dies entspricht einer verminderten Fahig-
keit zur vollstandigen Relaxation. Ein moglicher Grund daflr konnte die starke
Zunahme der Kontraktilitdt sein (+ 200%), die zu einem erhdhten Kalzium-
angebot innerhalb der Zelle fuhrt und somit das Absinken der diastolischen

Sarkomerlange erklaren konnte.

Unter dem Einfluss von NCA kam es zu einem gleichartigen Anstieg der Kon-
traktilitat in normalen Kardiomyozyten sowie in den R-adrenerg desensibi-
lisierten und hypertrophierten Kardiomyozyten. Dabei konnte in den hyper-
trophierten Zellen sogar der maximale Effekt von Isoprenalin auf normale Zellen
erreicht werden (siehe Abb. 3.2). Erwartungsgemaf zeigte Isoprenalin im Unter-
schied zu NCA eine verminderte positiv inotrope Antwort auf die [3-adrenerg
desensibilisierten und hypertrophierten Kardiomyozyten (siehe Abb. 3.2).
Insgesamt implizieren diese Daten, dass NCA in gleicher Weise auf normale
und [3-adrenerg desensibilisierte Zellen wirkt. Die Wirkung von NCA bzw. HNO
auf die R-adrenerg desensibilisierten Kardiomyozyten im Gegensatz zu Iso-
prenalin weist auf einen von der R-adrenergen Signalkaskade, also vom cAMP
unabhangigen Signalweg hin. So zeigten in vitro Experimente von Tocchetti et
al. (2007) an isolierten Kardiomyozyten der Maus, die unter ahnlichen experi-
mentellen Bedingungen durchgefihrt wurden, einen cAMP- sowie cGMP-
unabhangigen Signalweg von HNO. Auch in vivo Studien an insuffizienten
Hundeherzen belegten eine Unabhangigkeit vom cAMP- und cGMP-Signalweg
(Paolocci et al. 2003). Vielmehr bewirkt HNO einen Kontraktionsanstieg Uber
eine direkte Modulation der RyR2 Rezeptoren und der SERCA2a (Tocchetti et
al. 2007, Lancel et al. 2009). All diese Arbeitsgruppen verwendeten jedoch
Angeli’s Salz als HNO-Donator.

Angeli’'s Salz (AS) gehort zu den am besten untersuchten HNO-Donatoren.
Auch in dieser Arbeit wurde der Effekt von AS Uberpruft. Die Hinzugabe von 500
MM AS fuhrte zu einer Steigerung der relativen Kontraktilitat der Kardiomyo-
zyten gegenuber basal um 86% vergleichbar mit den Ergebnissen anderer For-
schungsgruppen (Tocchetti et al. 2007). Dies deutet auf ahnliche experimentelle

Bedingungen hin und folglich eine sehr gute Vergleichbarkeit der Daten. Die
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ECso des positiv inotropen Effekts von NCA lag in der vorliegenden Arbeit bei
einer Konzentration von ~ 55 pM, welches unter gleichen experimentellen
Bedingungen ~50 fach kleiner ist, als die beschriebene ECsy von AS (Tocchetti
et al. 2007). NCA hat somit eine hdhere Potenz als AS. Dies und die anderen
Vorteile von NCA gegenuber AS (siehe Einleitung unter 1.5) unterstreichen das

Potenzial von NCA als neuen HNO-Donator.

4.3 Wirkung von NCA auf die Kalzium-Homoostase

Die Untersuchungen an normalen und hypertrophierten Myokardzellen mit dem
Donator NCA konnten zeigen, dass dessen kontinuierliche Abgabe von HNO
mit einer Erhdhung der Kontraktion und Relaxation einherging. Um daruber
hinaus die Rolle von NCA auf die Kalzium-Homdostase bewerten zu kdnnen,
wurde in einer weiteren Reihe von Experimenten die intrazellulare Kalzium-
konzentration simultan zur Sarkomerlangenverkurzung gemessen. Diese
erfolgte uUber eine Fluoreszenzmessung mit Fura-2 AM beladenen Zellen. Mit
dem Ziel optimale und vergleichbare Messungen zu erhalten, erfolgte die
Durchfihrung der Versuche bei einer extrazellularen Kalziumkonzentration von
1,25 mM. Die Konzentration von 60 yM NCA, nahe der ECsy von ungefahr 55
MM, wurde verwendet, um die Kurvenparameter der Sarkomerlange sowie der

Kalziumtransienten zu erfassen.

Bisherige Studien belegten, dass HNO eine erhdhte Kontraktilitat durch eine
verstarkte Kalziumionenzirkulation innerhalb der Zelle verursacht (Paolocci et
al. 2007, Tocchetti et al. 2007). Auch in der vorliegenden Arbeit ging die Er-
hohung der Kontraktion in Anwesenheit von HNO mit einer Erhohung des
Kalziumumsatzes einher. Das vom NCA freigesetzte HNO flhrte zu einer
Sarkomerlangenverkurzung von ~250% und zu einer Erhdhung des Kalzium-
transienten von ~120% in normalen, sowie in R-adrenerg desensibilisierten
Kardiomyozyten (siehe Abb. 3.10). Insgesamt zeigte NCA eine ungefahr zwei-
fach starkere Wirkung auf die Sarkomerlangenverklrzung als auf die Kalzium-
transienten der Kardiomyozyten. Dies unterstreicht den bereits bekannten Effekt

von HNO auf die Kraftentwicklung des Herzen. Zusatzlich zur Erh6hung der
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sarkoplasmatischen Kalziumzirkulation steigert HNO auch die Kraftentwicklung
der Myofilamente mittels Kalzium-Sensitivierung (Dai et al. 2007, Tocchetti et al.
2007). Dies scheint mit einer Modulation der Myofilamentproteine, welche Thiol-
gruppen enthalten, einherzugehen (Dai et al. 2007). Folglich resultiert die po-
sitive Inotropie von HNO aus einer Steigerung des systolischen Kalziums-
Umsatzes, sowie einer Erhohung der Sensitivitat der Myofilamente gegenuber
dem Kalzium. Interessanterweise scheinen diese Ergebnisse Uber direkte Inter-
aktionen des HNO mit spezifischen Cysteinresten vermittelt zu sein (Kohr et al.
2011).

Die Kurvenparameter der Zeit und der Geschwindigkeit wiesen bereits unter
den Ausgangsbedingungen (basalen Bedingungen) Unterschiede zwischen der
Iso- und der Kontrollgruppe auf. Die maximale Geschwindigkeit der Entspan-
nung, sowie des Kalziumrlckflusses war unter Ausgangsbedingungen in der
Kontrollgruppe langsamer als in der chronisch R-adrenerg behandelten Gruppe
(-44% und -30%). Vergleichbar mit der Geschwindigkeit der Entspannung war
unter Ausgangsbedingungen die Zeitspanne zwischen maximaler Amplitude
und halbmaximaler Entspannung in der Iso-Gruppe um 38% geringer als in der
Kontrollgruppe. Auch die Zeitpanne zwischen maximalem und halbmaximalem
Kalziumrickfluss war in der Iso-Gruppe um 32% geringer als in der NaCl-
Gruppe. Es ist unerwartet, dass pathologische Zellen mit chronischer [3-adre-

nerger Behandlung schneller relaxieren, als normale Zellen.

In der Literatur ist bekannt, dass eine R-adrenerge Desensibilisierung mit einer
reduzierten Auswurfleistung des Herzen, einer prolongierten Relaxations-
geschwindigkeit der Myofilamente sowie einer verminderten Kalziumionen-
zirkulation des Sarkoplasmatischen Retikulums einhergeht (EI Armouche und
Eschenhagen 2008). Zudem zeigen viele Daten eine Hypophosphorylierung
von Phospholamban, Troponin | und dem Myosin-bindenden Protein C (cMyBP-
C), welche z.T. das Relaxationsdefizit bei insuffizienten Herzen erklaren (Bartel
et al. 1996, Bodor et al. 1997). Insgesamt wurden bisher viele Tiermodelle in
der Literatur verwendet, um den moglichen kausalen Zusammenhang zwischen

Hypertrophie und veranderter Relaxation zu erklaren (Linck et al. 1998). Bei-
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spielsweise veranderte eine Thyroid-Hormon induzierte Hypertrophie die Relax-
ation sowie die Expression von SR Proteinen. Es kam zu einer Abnahme der
PLB (mRNA und Protein) und zu einer Zunahme der SERCA (mRNA und Pro-
tein) Expression. Begleitend erhdhte sich die Ca**-Aufnahme und es kam zu
einer Verkurzung der Relaxationszeit (Linck et al. 1998). Wiederum gibt es auch
mehrere Beispiele fur die gleichzeitige Reduktion der PLB- und der SERCA-
Spiegel. Beim aortic banding Modell (Aortenkonstriktion) waren sowohl die PLB,
als auch die SERCA Protein Level reduziert. Hinzu kamen eine beeintrachtige
Relaxation und Ca**-Aufnahme (Kiss et al. 1995). Die Diskrepanz der Ergeb-
nisse lasst sich unter anderem durch unterschiedliche Tiermodelle, sowie

experimentelle Bedingungen erklaren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind in Ubereinstimmung mit der Studie
von Linck et al. (1998), welche das gleiche Isoprenalin-Infusions-Modell, jedoch
mit Ratten verwendeten. Linck et al. erforschten hierbei die biochemischen und
mechanischen Veranderungen nach chronisch R-adrenerg induzierter Hyper-
trophie. Auch hier kam es ahnlich wie in dieser Arbeit zu einer um 27% kurzeren
Relaxationszeit in der Gruppe der chronisch Isoprenalin stimulierten Herzen im
Vergleich zur NaCl behandelten Kontrollgruppe. Der maximale Kalziumrickfluss
in das Sarkoplasmatische Retikulum war in der Gruppe mit chronischer 3-adre-
nerger Stimulation gegenuber der Kontrollgruppe erhoht, entsprechend der
schnelleren Geschwindigkeit und der klrzeren Zeitspanne des Kalziumrick-
flusses in der vorliegenden Arbeit. Die verklrzte Relaxationszeit begann bei den
Versuchen von Linck et al. nach einem Tag Isoprenalin-Infusion, erreichte sei-
nen maximalen Wert nach zwei Tagen und hielt Uber einen transienten Zeitraum
von acht Tagen an. Zudem beobachteten Linck et al. eine transiente Reduktion
der PLB und SERCA Expression auf Proteinebene. Die reduzierte PLB/SERCA
Ratio konnte laut Linck et al. die transiente und schnelle Relaxationszeit nach
chronischer R-adrenerger Stimulation erklaren.

Zusammenfassend liegt die Vermutung nahe, dass die Uberraschend vermin-
derte Relaxationszeit und die schnellere Kalziumwiederaufnahme der chronisch

R-adrenerg behandelten Herzen im Gegensatz zu den Kontrollherzen im Zu-
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sammenhang mit dem verwendeten Isoprenalin-Infusions-Modell stehen, bzw.
zum Teil von den erhohten Katecholaminspiegeln hervorgerufen werden und
eher einen transienten Zustand darstellen. Zudem wird die Komplexitat einer
chronisch R-adrenergen Stimulation in vivo deutlich, die begleitet ist von tran-
sienten und ebenso von persistierenden Veranderungen in der Genexpression

(El- Armouche und Eschenhagen 2008) und daraus folgend in der Herzfunktion.

Unter dem Einfluss von 60 uM NCA kam es erwartungsgemaf sowohl in der
NaCl- als auch in der Iso-Gruppe zu einem gleichen maximalen Anstieg der
Relaxationsgeschwindigkeit und der Geschwindigkeit des Kalziumriuckflusses.
In der NaCl-Gruppe war die Amplitude des Anstiegs zwar hdher, dies kann
jedoch an der langsameren Geschwindigkeiten der NaCIl-Gruppe unter den
Ausgangsbedingungen liegen (wie oben beschrieben). Die Zeitspanne zwisch-
en maximalem und halbmaximalem Kalziumrickfluss verkirzte sich nach Appli-
kation von NCA in beiden Gruppen. Auch in den Versuchsreihen von Tocchetti
et al. (2007) zeigten sich unter HNO-Einfluss eine Abnahme der Zeit des Kal-
ziumruckflusses. Interessanterweise kam es hier unter NCA-Wirkung zu einem
unterschiedlich starken Ansprechen. Die Iso-Gruppe zeigte eine signifikant
klirzere Zeitspanne zwischen maximaler und halbmaximaler Entspannung, als
auch zwischen maximalem und halbmaximalem Kalziumruckfluss gegenuber
der NaCl-Gruppe. NCA zeigte somit ebenfalls einen starkeren Effekt auf diese

beiden Parameter in der Iso-Gruppe.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass es unter dem Einfluss des freigesetzten
HNO aus NCA sowohl zu einem Anstieg der Kontraktion als auch zu einer Stei-
gerung der Relaxation kam. Somit wirkt NCA auf die Kardiomyozyten, sowie
das gesamte Herz positiv inotrop und lusitrop zugleich. Die Kombination dieser
Wirkungen fuhrt zu einer erhdhten Auswurfleistung des Herzens. Dies ist auch
aus den in der Literatur durchgefuhrten in vivo und in vitro Studien bekannt,
jedoch unter Verwendung anderer HNO-Donatoren wie dem haufig angewand-
ten AS. (Paolocci et al. 2001 und 2003, Tocchetti et al. 2007).

In der vorliegenden Arbeit konnte unter basalen Bedingungen in der Iso-Gruppe
eine signifikant beschleunigte Geschwindigkeit der Verklrzung, sowie des
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maximalen Kalziumanstiegs gegenuber der Kontrollgruppe aufgezeichnet
werden. Jedoch war die Zeit zum Erreichen der maximalen Kontraktion und die
Zeit zum maximalen Kalziumanstieg in beiden Gruppen basal gleich. Das
abweichende Ergebnis der vorliegenden Arbeit kann unter anderem darin
begrundet liegen, dass die Versuche an Kardiomyozyten durchgefuhrt wurden,
welche isoliert von der extrazellularen Matrix in der Suspensionslosung gelost
waren. Die Kardiomyozyten waren somit in keinem Muskelverbund und daher

nicht vorgedehnt und haben isotonisch kontrahiert.

Nach Zugabe von NCA kommt es zu einer gleichen maximalen Beschleunigung
der Geschwindigkeit der Verkirzung sowie des Kalziumanstiegs. Die Zeit bis
zum Erreichen der maximalen Kontraktion blieb jedoch nach NCA-Gabe in bei-
den Gruppen gleich. Eine Erklarung dafur ist, dass trotz erhdhter Geschwin-
digkeit der Verklrzung gleichzeitig auch ein langerer Weg bis zum Erreichen
der maximalen Kontraktion unter NCA-Einfluss zurickgelegt werden muss, da
es zu einem Anstieg der Kontraktion unter NCA kommt. Die Zeit bis zum Er-

reichen des Kontraktionsmaximums bleibt daher insgesamt unverandert.

Die Zeit bis zum Erreichen der maximalen Kalziumabgabe verlangert sich
hingegen nach NCA-Applikation in beiden Gruppen gegenuber den basalen
Ausgangsbedingungen. Auch bei Tocchetti et al. (2007) zeigte sich eine verlan-
gerte Zeitspanne zum Erreichen der maximalen Kalziumtransienten sowohl in
den isolierten Kardiomyozyten der Maus als auch in der Ratte. Nach NCA Zu-
gabe kommt es zu einer Erhéhung der Kalziumtransienten folglich muss ein
langerer Weg zurickgelegt werden bis zum Erreichen der maximalen Kalzium-
transienten. Dies wurde die verlangerte Zeit unter NCA Einfluss erklaren. Die
beschleunigte Geschwindigkeit unter NCA Wirkung reicht nicht dazu aus, die-
sen langeren Weg auszugleichen. Dies kann daran liegen, dass der Kalzium-
chelator Fura-2 einen Teil der intrazellularen Kalziumionen abfangt, welche frei-
gesetzt werden und in Folge die gemessenen Parameter beeinflusst. Fura-2
wurde 1985 von Grynkiewicz et al. entwickelt und ist ein ausgezeichneter Farb-
stoff, welcher selektiv Kalziumionen bindet und einen Komplex bildet, der

schnell genug ist, um die Kalziumtransienten der schlagenden Zelle darzu-
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stellen. Tocchetti et al. (2007) verwendeten den Kalzium Indikator Flou-4,
welcher auch einen Kalziumchelator darstellt und die veranderten Parameter

ausgeldst haben kann.

Obwohl die Messungen an isolierten Myozyten nicht die in vivo Konditionen
komplett nachahmen kénnen und zum Teil fir abweichende Bedingungen
verantwortlich sind, konnen sie dennoch die Eigenschaften der Myozyten
verdeutlichen, welche durch Zellen im Verband verschleiert werden wirden. Die
oben genannten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine nach dem
Isolationsvorgang bestehende intakte Zellfunktion, sei es im Hinblick auf die
basale Kontraktion oder die Veranderung der Kontraktilitat durch cAMP-abhan-
gige (Isoprenalin) und cAMP-unabhangige (NCA und AS) Stimulation. Daraus
kann geschlussfolgert werden, dass die Einzelzellmethode ein valides System

ist, um die Kardiomyozytenfunktion zu untersuchen.

4.4 Wirkung von NCA auf das Sarkoplasmatische Retikulum

Eine Substanz wie HNO, die mit einer Erhdhung der intrazellularen Kalzium-
zirkulation einhergeht, gibt normalerweise Anlass zu Bedenken, denn es birgt
die Gefahr einer mdglichen elektrischen Instabilitat und die Entwicklung von
Arrhythmien. Diese gehen entweder aus einem hohen diastolischen Kalzium-
gehalt hervor, welcher {iber eine Aktivierung des elektrogenen Na‘/Ca?*-Aus-
tauschers zur Depolarisation der Zelle oder aus einer Kalzium-Uberladung des
SR, welche einen Leak verursachen und zu einer diastolischen Kalziumabgabe
uber sensibilisierte RYR2 fuhren konnen (Bers et al. 2002 und Shannon et al.
2002).

In einer weiteren Versuchsreihe wurde deshalb geprift, ob eine solche elek-
trische Instabilitdt durch das vom NCA freigesetzte HNO entstehen konnte.
Dazu erfolgte neben der Hinzugabe von NCA eine zusatzliche Applikation von
Koffein auf die mit Fura-2 AM beladenen, isolierten Kardiomyozyten. Uber eine
direkte Aktivierung der RyR erfolgte dann die Entleerung des gesamten sarko-
plasmatischen Kalziumgehaltes. Die Methode der Entladung des SR mittels

Koffein wurde in der Vergangenheit schon o6fters in Experimenten angewandt
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(Bassani et al. 1995 und Rasmussen et al. 1987).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit verdeutlichen, dass NCA zu einer Er-
hohung der Kontraktilitat fuhrt, ohne eine nachteilige Steigerung der diasto-
lischen Kalziumkonzentration zu bewirken (siehe Abb. 3.9 A). Zudem geht es
auch mit keiner Erhéhung des Kalziumgehaltes des SR einher (siehe Abb. 3.14
B). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass HNO vermutlich kein arrhyth-
mogenes Potenzial besitzt. Von groRer Bedeutung ist dies im Hinblick auf einen
moglichen Einsatz von HNO in der Therapie der Herzinsuffizienz. Die NCA ver-
mittelte Veranderung des Kalziumumsatzes ist Ubereinstimmend mit den Daten,
die unter ahnlichen experimentellen Bedingungen, allerdings mit dem HNO-
Donator AS, durchgefuhrt worden sind (Dai et al. 2007, Tocchetti et al. 2007,
Lancel et al. 2009, Choeng et al. 2005 und Freohlich et al. 2008).

Weitere Ergebnisse zeigen, dass der gesteigerte Kalziumtransient unter NCA
durch eine gesteigerte sarkoplasmatsiche Kalziumabgabefraktion verursacht
wird (siehe Abb. 3.14 A). Die gesteigerte Kalziumabgabe mit dabei unveran-
dertem Kalziumgehalt des SR und gleichbleibender diastolischer Kalziumkon-
zentration lasst vermuten, dass HNO eher modifizierend auf die Ryanodin
Rezeptorfunktion wirkt, als einen Leck zu verursachen. Zudem stellt die Studie
von Kohr et al. (2010) dar, dass die positive Inotropie von HNO nur durch die
Kalziumabgabe aus dem SR hervorgerufen wird, ohne dabei extrazellulares
Kalzium Uber die L-Typ Kanale zu beziehen. Diese Wirkungen unterscheiden
sich von den Effekten, welche durch NO-Donatoren, 3-Agonisten und Koffein
vermittelt werden. Wahrend die NO-Donatoren keinen Einfluss auf die Kalzium-
abgaberate haben, stimulieren R-Agonisten die RYR2 Offenwahrscheinlichkeit
mittels PKA-Phosphorylierung und fuhren auf’erdem uUber eine Phosphory-
lierung von PLB zu einem erhdhten SR Kalziumgehalt. Koffein indessen flihrt zu
einer abrupten Kalziumabgabe, sowie zu einer Verminderung der sarkoplasma-
tischen Beladung. Das vom Donator NCA freigesetzte HNO hingegen fuhrt zu
einem Anstieg des Kalziumtransienten und zu einer anhaltend gesteigerten Ino-
tropie (Abb. 3.10 B und Abb. 3.6 A). Dies lasst vermuten, dass das SR durch-

gehend Uber eine Beschleunigung des Kalzium-Ruckflusses mit Kalzium aufge-
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fullt wird (Abb. 3.11 D und 3.12 D). Vermutlich resultiert dies aus einer direkten
Aktivierung der SERCA (Lancel et al. 2009) oder aus einer Modulation von PLB
(Froehlich et al. 2008). Dabei scheint die Einzigartigkeit der HNO-Wirkung
durch die Reaktivitat mit Thiolgruppen oder -resten bedingt zu sein (Flores-San-
tana et al. 2011, Switzer et al. 2009, Fukuto et al. 2008). Zur Aufrechterhaltung
der positiven Inotropie ist es wichtig, einen erhdhten, bzw. gleich bleibenden
Kalziumrickfluss in das SR wahrend der Relaxation zu haben, da genau dieser
Prozess in insuffizienten Herzen verlangsamt zu sein scheint. Bestrebungen
dies durch Genmodulation zu stimulieren, beispielsweise via Manipulation von
PLB oder Erhdhung der SERCAZ2a Expression, unterstreichen die therapeu-
tische Attraktivitat dieses Angriffsziels (Tocchetti et al. 2007).

4.5 Klinische Relevanz und Ausblick

In der Herzinsuffizienzforschung bildet die Untersuchung der Modulation der
Kontraktilitat des Herzen mittels Medikamenten einen wichtigen Schwerpunkt,
denn die Therapiealternativen (z.B. Transplantation) sind sehr gering. Die
Behandlung der Herzinsuffizienz ist zudem sehr komplex: zum einen liegt eine
R-adrenerge Desensibilisierung vor, was eigentlich einen protektiven Mecha-
nismus darstellt, zum anderen geht die Verwendung von inotropen Pharmaka in
der Langzeitbehandlung mit einer erhéhten Mortalitat und einer geringen Wirk-
samkeit einher. Jedoch ist auch zu betonen, dass die [3-adrenerge Desensibi-
lisierung eine Schattenseite hat. Sei es die reduzierte Belastungstoleranz, die
reduzierte Relaxationsgeschwindigkeit oder der geminderte Kalziumumsatz des
SR. Somit ergibt sich als zentrale Frage, ob diese Probleme unter Umgehung

des R—adrenegen/cAMP-Systems zielorientiert therapiert werden kénnen.

Zusammenfassend aus den vorliegenden Ergebnissen haben wir zum ersten
Mal demonstriert, dass HNO freigesetzt aus NCA eine positive Inotropie Uber
die Erhohung der Kalziumzirkulation des SR und der Myofilamentsensitivierung
in normalen, sowie in chronisch R-adrenerg desensibilisierten Kardiomyozyten
induziert. Von grol3er Bedeutung ist dabei der cAMP- und damit vom [3-Rezep-

tor unabhangige Wirkungsweg. Zudem bleibt unter NCA-Einfluss die diasto-
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lische Kalziumkonzentration und der Gesamtkalziumgehalt des SR gleich. NCA
bewirkt auch eine beschleunigte Relaxation in den 3-adrenerg desensibilisierten
Kardiomyozyten. Dieser Prozess ist vor allem in insuffizienten Herzen verlang-
samt und stellt ein wichtiges therapeutisches Zielgebiet dar. Mechanistisch
scheinen die Wirkungen mit denen von dem gut erforschten HNO-Donator
Angeli’s Salz identisch zu sein, obwohl die Effekte von NCA bemerkenswerter-

weise unter viel niedrigeren Konzentrationen eintreten.

Vor allem die Kombination aus positiver Inotropie mit beschleunigter Auswurf-
leistung des Herzen und gleichzeitiger Vasodilatation konnte in der Therapie
einer akuten Herzinsuffizienz von grofer Bedeutung sein. Die aktuelle Leitlinie
der europaischen Gesellschaft fur Kardiologie empfiehlt bei einer akuten De-
kompensation die Herzfunktion via 3-Agonisten zu unterstitzen und den Druck
durch die Gabe von Vasodilatoren wie Nitroglyzerin zu senken, um somit das
Herz zu entlasten (ESC-European Heart Clinical Practice Guidelines 2008).
Interessanterweise zeigt HNO in diesem Zusammenhang beide Effekte gemein-
sam. Im Gegensatz zu den [3-Agonisten zeigt HNO auch keine reduzierte Wirk-

samkeit, da es unabhangig von der 3—adrenergen Signalkaskade wirkt.

Auch in der Therapie der chronischen Herzinsuffizienz bietet HNO das Poten-
zial als Medikament zur Behandlung der Herzinsuffizienz in Betracht gezogen
zu werden. Pharmaka, welche die neuroendokrine Aktivierung abschwachen,
konnen bei einer Herzinsuffizienz zwar die Umbauvorgange des Herzen redu-
zieren oder ruckgangig machen, das Fortschreiten der Herzinsuffizienz kann
aber nicht verhindert werden. Aus diesem Grund ist es besonders wertvoll
neben dem Konzept der neurohumoralen Aktivierung auch andere Schwer-
punkte zu finden. Vor allem die linksventrikulare Dysfunktion kdnnte ein neues
Therapieziel sein, um die frihe Progression der Herzinsuffizienz zu verhindern
und um Uberhaupt das Einsetzen des neuroendokrinen Kreislaufs zu verhin-
dern. Dies konnte durch die positiv inotrope Wirkung von HNO ermoglicht
werden, welche unabhangig vom Preload ist (Paolocci et al. 2003) und sowohl
auf normale als auch auf desensibilisierte Kardiomyozyten und Herzen eine
gleichartig positiv inotrope Wirkung zeigt (Abb. 3.5 und Paolocci et al. 2003).
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Daher legen diese Daten nahe, dass NCA ein zuklnftiges therapeutisches
Potenzial besitzt, als neuer HNO-Donator eingesetzt zu werden, unter anderem
hinsichtlich des Uberlegenen pharmakokinetischen Profils die kontraktile Dys-
funktion zu behandeln. Dies gilt besonders in Anbetracht der Ergebnisse,
welche die Effizienz von Angeli’s Salz in intakten grof3en Tieren mit Herzinsuf-
fizienz zeigten (Paolocci et al. 2003). In der Therapie der Herzinsuffizienz hat
sich das Prinzip der neurohumoralen Blockade unter anderem durch den Ein-
satz von [3-Blockern etabliert. Die Beobachtung, dass HNO die Effektivitat von
R-Blockern nicht beeinflusst, bietet zudem die Moglichkeit der Verwendung von

HNO als Erganzung zu den bisherigen Therapieansatzen.

Es stellt sich natirlich die Frage inwieweit die Versuchsergebnisse tatsachlich
auf den Gesamtorganismus des Menschen Ubertragbar sind, deshalb werden
kinftige Studien bendtigt, welche die Antwort von NCA in vivo und in der
Langzeitbehandlung ermitteln, um die Wirksamkeit und Sicherheit von NCA in
der Behandlung von Herzerkrankungen zu ermitteln. Die hier erbrachten
Ergebnisse bieten einen wichtigen und wertvollen Startpunkt um NCA weiter zu

verfolgen und zu erforschen.
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5. Zusammenfassung

Kontraktile Dysfunktion und eine reduzierte Antwort auf 3-adrenerge Stimulation
sind charakteristisch fur die Herzinsuffizienz. Vor allem Medikamente zur risiko-
armen Verbesserung der Herzfunktion werden derzeit bendtigt. Nitroxyl (HNO)
verbessert die Kontraktilitat in insuffizienten Herzen und stellt einen attraktiven
Kandidaten fur die medikamentose Behandlung von Herzerkrankungen dar.
Aufgrund der hohen Reaktionsfreudigkeit von HNO wird in experimentellen Stu-
dien auf HNO-Donatoren zuruckgegriffen. Unterschiedliche HNO-Donatoren
wurden bisher erforscht, darunter auch das haufig verwendete AS, welches je-
doch in biologischen Systemen Limitationen aufweist. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, zu untersuchen, ob der pure und lang anhaltende HNO-Donator
1-Nitrosocyclohexyl Acetat (NCA) eine positive Inotropie in normalen und in hy-

pertrophierten ventrikularen Kardiomyozyten induziert.

Dabei wurden die Kardiomyozyten aus Mausherzen isoliert, welche in vivo Uber
einen Zeitraum von 5 Tagen entweder mit einer pathologischen Isoprenalin-
Infusion (Iso; 30 ug/g pro Tag) oder einer 0,9% NaCl-Infusion (Kontrollen) be-
handelt wurden. Sarkomerlangenveranderung und Kalziumtransienten wurden
simultan mit Hilfe des lonOptix Systems in Gegenwart von Fura-2 AM gemes-
sen. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass es unter NCA Einfluss konzentrations-
abhangig zu einer Kontraktilitatszunahme um +40-200% (ECso ~ 55uM) kam.
Dabei erfolgte der Anstieg zu einem gleichen Ausmalf} sowohl in den gesunden
als auch in den hypertrophierten Kardiomyozyten. Hingegen bewirkte eine aku-
te Isoprenalin-Applikation (ISO 1uM) eine abgeschwachte Inotropiesteigerung in
den chronisch R-adrenerg stimulierten und hypertrophierten Kardiomyozyten.
Eine Konzentration von 60 yM NCA, nahe der ECs, steigerte die Sarkomerlan-
genverklrzung (um 250%) circa zweifach starker, als die intrazellularen Kal-
ziumtransienten (um 120%), was neben der Erhdhung des Kalziumumsatzes im
SR auf eine Kalzium-Sensitivierung der Myofilamente hindeutet. Bedeutender
Weise kommt es unter NCA zu keiner nachteiligen Veranderung der diastoli-
schen Kalziumkonzentration oder des Gesamtkalziumgehaltes im SR, was auf

ein geringes Arrhythmiepotenzial der Substanz schlieRen lasst. Abschliel3end
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Zusammenfassung

zeigt die vorliegende Arbeit, dass die Freigabe von HNO aus NCA eine starke
Zunahme der Inotropie in normalen und R-adrenerg desensibilisierten ventriku-
laren Myozyten hervorgerufen hat. Diese Wirkungen legen nahe, dass NCA das
Potenzial hat, als neuer HNO-Donator eingesetzt zu werden. Die Arbeit dient
somit als Grundlage fir die weitere Uberprifung des Donators NCA in an-
schlie®enden in vivo Experimenten, um die Effizienz und Sicherheit von NCA in

der Therapie der Herzinsuffizienz zu erforschen.
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6. Abkuirzungsverzeichnis
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