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AZ Adenylyl Zyklase
β(1, 2)-AR β(1, 2)-Adrenozeptor(en)
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KG Körpergewicht
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nH Hill -Koeff izient
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PPH Primäre Pulmonale Hypertonie
RH high-aff inity state
RL low-aff inity state
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RVH Rechtsherzhypertrophierte Tiere
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SDS Sodiumdodecylsulfat
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TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan



1. EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

1.1. MONOCROTALIN-MODELL

Eine Vielzahl unterschiedlicher Faktoren bedingt die Ausprägung von ventrikulären Druck-

und Volumenüberlastungen, wie sie beispielsweise im Zusammenhang mit Klappenfehlern,

Shunt-Vitien, Aortenisthmusstenosen oder auch bei arterieller Hypertonie auftreten. Ist die

zugrunde liegende Erkrankung keiner erfolgreichen Therapie zugänglich, antwortet das Herz

als „zellkonstantes Organ“ (Linzbach, 1947) mit einer Größenzunahme der Herzmuskelzellen.

Begründet wird dies durch die Tatsache, dass Kardiomyozyten als terminal differenzierte

Zellen keine Mitosen durchlaufen können (Schwarzfeld & Jakobson, 1981). Im Stadium der

konzentrischen Hypertrophie kann aufgrund einer erhöhten Funktion (Kraft) des einzelnen

Myozyten das Defizit des Gesamtorgans Herz ausgeglichen werden. Aus der Erschöpfung

überlasteter Myozyten sowie dem Tod einzelner Zellen resultiert im weiteren Verlauf eine

Dekompensationsphase (exzentrische Hypertrophie). Die Herzinsuff izienz kennzeichnet somit

das Unvermögen des Herzens, eine ausreichende Menge Blut für metabolische und zirkulato-

rische Anforderungen der Gewebe zu fördern bzw. diese Leistung nur unter abnorm erhöhten

Füllungsdrücken erbringen zu können. Die Mehrheit experimenteller Studien zum Thema

Herzhypertrophy/-insuffizienz beschäftigte sich jedoch vorwiegend mit Untersuchungen am

linken Ventrikel. Demgegenüber existieren deutlich weniger Erkenntnisse über die Kompen-

sationsmechanismen der rechten Kammer. Unter diesem Gesichtspunkt sollen die Ergebnisse

der vorliegenden Arbeit das Verständnis von kardiovaskulären Rezeptoren und deren Signal-

transduktionen im rechten hypertrophierten bzw. insuff izienten Ventrikel erweitern.

Nicht nur die Schwierigkeit, auf geeignetes menschliches Untersuchungsmaterial zurückgrei-

fen zu können, sondern auch aufgrund der Heterogenität der humanen Herzhypertrophie und

-insuff izienz sind Tiermodelle unverzichtbar, um Ätiologie und Pathogenese dieser Erkran-

kungen zu verstehen. Zahlreiche experimentell i nduzierte Formen einer Herzhypertrophie mit

terminaler Insuffizienz sind in der Literatur beschrieben (Smith & Nuttall , 1985; Gwathmey

& Davidoff , 1993, 1994; Elsner & Riegger, 1995; Einstein & Abdul-Hussein, 1995; Hasen-

fuss, 1998a; Doggrell & Brown, 1998; Muders & Elsner, 2000). Die bisher untersuchten

Tiermodelle sind allerdings experimentell aufwendig, kostenintensiv und zeigen darüber hin-

aus deutliche Unterschiede gegenüber humanen Befunden (Brodde et al., 1995). Schließlich

erlauben es die meisten dieser Modelle im Allgemeinen nicht, den Übergang einer kompen-

sierten Herzhypertrophie in eine Herzinsuff izienz zu verfolgen.
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Gerade in diesem Zusammenhang wird in der Literatur über ein Modell zur tierexperimentel-

len Herzinsuff izienz berichtet, das einen Teil der dargestellten Nachteile aufheben könnte. Die

Applikation von Monocrotalin (MCT), ein Pyrrolizidin-Alkaloid aus Crotalaria spectabilis,

führt bei Ratten (Schoental & Head, 1955; Meyrick et al., 1980; Ghodsi & Will , 1981), Pfer-

den (Gibbons et al., 1953; Rose et al., 1957), Kaninchen (Gardiner et al., 1965), Mäusen (Har-

ris et al., 1942; Goldenthal et al., 1964) und Hunden (Mill er et al., 1978; Okada et al., 1995)

zu charakteristischen Intoxikationen in Abhängigkeit von der gewählten Dosierung. Die Ver-

abreichung geringer Mengen an MCT resultiert in einer progressiven pulmonalen Hypertonie,

woraus sich je nach Empfindlichkeit der Tiere eine ausgeprägte Rechtsherzhypertrophie mit

und ohne Zeichen einer kongestiven Stauungsinsuff izienz entwickelt. Dagegen konnte nach

Überdosierungen ein frühzeitiges Sterben der Tiere infolge von Leberfunktionsstörungen be-

obachtet werden (Wilson et al., 1992). Als mögliche Ursache dafür wird die Metabolisierung

der Substanz diskutiert. Das Pyrrolizidin-Alkaloid wird hepatisch unter anderem zum Mo-

nocrotalinpyrrol (Dehydromonocrotalin) reduziert (Lame et al., 1991; Dueker et al., 1992;

Kasahara et al., 1997). Diesem Reaktionsprodukt werden sämtliche beobachteten toxischen

Wirkungen auf Leber sowie Endothelzellen zugesprochen (Lame et al., 1997; Wilson et al.,

1992).

Der exakte Wirkmechanismus von MCT ist bis zum gegenwärtigen Zeitpunkt lediglich an-

satzweise untersucht und noch nicht vollständig aufgeklärt (Hincks et al., 1991; Wilson et al.,

1992, 2000; Thomas et al., 1996; Pereira et al., 1998; Ito et al., 2000; Lame et al., 2000). Hi-

stologische Untersuchungen an Pulmonalarterien zeigen eine deutliche Zerstörung von En-

dothelzellen begleitet von einer Verdickung der medialen Gefäßschicht. Literaturangaben

zufolge sind eine verstärkte Vasokonstriktion im pulmonalarteriellen Kapill arbett und die

beobachteten alveolären Ödemen als Hauptursachen für die resultierende pulmonale Hyperto-

nie sowie der nachfolgenden Hypertrophie des rechten Ventrikels anzusehen. Die mediale

Verdickung der Pulmonalarterien und die Neomuskularisation kleinerer arterieller Gefäße

werden für den progressiven Verlauf verantwortli ch gemacht (Valdivia et al., 1967; Altiere et

al., 1986; Rosenberg & Rabinovitch, 1988; Wilson et al., 1989; Reindel et al., 1990; Tyler et

al., 1999; Ito et al., 2000). Je nach Empfindlichkeit der Tiere terminiert der Krankheitsverlauf

in einer Dekompensation der kardialen Kontraktilit ät mit den erkennbaren Anzeichen einer

Herzinsuff izienz (Kachexie, Dys- und Tachypnoe, periphere Zyanose, Piloerektion). Mit

Blick auf diesen kardialen Umbau existiert die übereinstimmende Meinung, dass sämtliche

kardiale Läsionen als eine Folge der anhaltenden Steigerung im pulmonalarteriellen Druck

anzusehen sind (Schultze & Roth, 1998). Somit stehen die genannten Auswirkungen einer
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Monocrotalininjektion in gutem Einklang mit den bisherigen Erkenntnissen zur Primären

Pulmonalen Hypertonie (PPH) am Menschen: abgeschwächte endotheliale Relaxation, Erhö-

hung des pulmonalarteriellen Widerstandes mit Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes so-

wie eine chronische Druckbelastung des rechten Herzens.

1.2. MYOKARDIALE REZEPTORSYSTEME

Die Fähigkeit insuff izienter Herzen, ein adäquates Herzminutenvolumen aufrechtzuerhalten,

ist in erster Linie von deren Kompensationsmöglichkeiten abhängig. Dazu gehören unter an-

derem eine Aktivierung des Sympathikus (Packer, 1988; Cohn, 1990), des Renin-

Angiotensin-Aldosteron-Systems (Francis, 1989; Francis et al., 1993), des Endothelinsystems

(Hiroe et al., 1991) sowie eine vermehrte Ausschüttung von antidiuretischem Hormon

(Goldsmith et al., 1986; Broqvist et al., 1989). Im Allgemeinen kommt es zu einer konzer-

tierten Stimulation aller vier Systeme, was durch deren positive Rückkopplung gefördert wird.

Nachfolgend sollen die im Rahmen dieser Arbeit näher untersuchten Signaltransduktionen

sowie deren Regulationen im Stadium der Herzinsuff izienz kurz angesprochen werden.

Die mit Abstand am besten untersuchte kardiale Signaltransduktion ist die β-Adrenozeptor (β-

AR) vermittelte Steigerung der Herzarbeit. Konformationsänderung des Rezeptormoleküls

infolge einer Ligandenbindung führt zur Aktivierung von GS-Proteinen, die ihrerseits die

Adenylyl Zyklase (AZ) stimulieren mit der Folge einer gesteigerten Akkumulation des second

messengers cAMP (Brodde, 1991). Aufgrund der agonistischen Ligandenbesetzung wird der

Rezeptor über Phosphorylierung durch die cAMP abhängige Proteinkinase A (PKA) sowie

der im Herzen nachgewiesenen G-Protein gekoppelten Rezeptorkinasen 2, 3 und 5 (GRK;

Hausdorff et al., 1990; Lohse et al., 1995) funktionell entkoppelt.

An ventrikulären Gewebeproben explantierter insuff izienter Herzen zeigten Bristow et al.

(1982) als erste, dass die Antwort auf eine β-adrenerge Stimulation an der isolierten Herz-

muskulatur um etwa 50 % verringert ist und mit einer reduzierten β-AR Dichte einhergeht.

Zum gegenwärtigen Zeitpunkt gilt eine selektive Abnahme kardialer β1-AR (Protein- und

mRNA) sowie eine Entkopplung von β2-AR (oft ohne Veränderung auf Protein bzw. mRNA

Ebene) als gesichert. Des Weiteren erwies sich sowohl der Gehalt als auch die Aktivität kar-

dialer GS-Proteine als unverändert (Brodde & Michel, 1999). Insuff iziente Herzen lassen dar-

über hinaus einen erhöhten GRK2 mRNA Gehalt erkennen bei gleichzeitigem Anstieg in der

Phosphorylierungsaktivität (Ungerer et al., 1993). Mehrheitli ch konzentrierten sich die vorlie-
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genden Arbeiten jedoch auf die Darstellung adrenerger Rezeptoren an linksventrikulären Ge-

webepräparationen insuff izienter Herzen. Lediglich Bristow et al. (1992) untersuchten Pati-

enten mit PPH sowie Anzeichen einer Rechtsherzinsuff izienz. Dabei erwies sich der rechts-

ventrikuläre Noradrenalingehalt, die β1-AR Dichte sowie die AZ Aktivität nach Stimulation

mit β-AR Agonisten als Kammer-spezifisch reduziert in rechten Ventrikeln. Ebenso zeigte

sich an diesen Präparationen eine selektive rechtsventrikuläre Abnahme in der Aktivität der

katalytischen AZ-Untereinheit.

Die beobachteten Regulationen auf Rezeptor-Ebene insuff izienter Herzen stehen vermutlich

in engem Zusammenhang mit einer erhöhten Sympathikus Aktivität im Stadium der Herzin-

suff izienz (Packer, 1988; Cohn, 1990). Durchgeführte Studien mit einer Infusion von Tritium-

markiertem Noradrenalin (NA) beschreiben einen systemischen aber auch lokalen NA Spill -

over aus kardialem und renalem Gewebe (Swedberg et al., 1984; Hasking et al., 1986; Fergu-

son et al., 1990; Meredith et al., 1993; Kaye et al., 1994). Der nachgewiesene NA Spill over

am Herzen insuff izienter Patienten geht dabei den renalen und systemischen Anstiegen von

präsynaptisch freigesetztem NA voraus (Rundqvist et al., 1997a, b). Er resultiert sowohl aus

einer gesteigerten neuronalen Freisetzung als auch aus einem abgeschwächten neuronalen NA

Uptake (Rose et al., 1989; Meredith et al., 1993; Beau & Saff itz, 1994; Böhm et al., 1995b;

Eisenhofer et al., 1996). Ungerer et al. (1998) berichteten im Blick auf die Charakterisierung

des kardialen NA Spill over über eine signifikante Korrelation zwischen der neuronalen NA

Uptake Dichte und dem NA Gewebegehalt an Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie. Ne-

ben dem Natrium- und Chlorid-abhängigen, Desipramin-sensitiven Uptake1 (neuronaler Upt-

ake) wurde an ventrikulärem Gewebe auch der Corticosteron-sensitive, extra-neuronale Upta-

ke2 nachgewiesen (Gräfe & Bönisch, 1988; Trendelenburg, 1991). Letzterer ist allerdings in

Gegenwart physiologischer Noradrenalinkonzentrationen an ventrikulären Gewebeproben von

untergeordneter Bedeutung (Iversen, 1965).

Die physiologischen Effekte einer Stimulation von Gi-Proteinen und der damit verbundenen

inhibitorischen Wirkung auf die AZ sind an kardialem Gewebe antagonistischer Natur gegen-

über einer Aktivierung von GS-Proteinen über zum Beispiel β-adrenerge Rezeptoren (Taussig

et al., 1993; Eschenhagen, 1993). Mindestens drei Rezeptorsysteme existieren am menschli-

chen Herzen mit einer funktionellen Kopplung an inhibitorische Gi-Proteine: muskarinerge

M2-, Adenosin A1- und Somatostatin-Rezeptoren (Delhaye et al., 1984; Hershberger et al.,

1991), wobei der vagale Einfluss über M2-Acetylcholin-Rezeptoren dominierend wirkt. Ra-

dioligandenbindungsstudien an humanen Ventrikelpräparationen kennzeichneten den muska-
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rinergen M2-Rezeptor als alleinigen kardialen Acetylcholin-Rezeptor (Giraldo et al., 1988;

Deighton et al., 1990). Die Mehrheit der durchgeführten Untersuchungen beschreibt keine

Veränderungen in der M2-Rezeptor-Dichte und deren Funktion an Gewebeproben insuffizi-

enter Patienten (Böhm et al., 1990a; Giessler et al., 1999). Jedoch zeigten sich die M2-

Rezeptor-koppelnden Gi-Proteine in Aktivität und Betrag erhöht verglichen mit nicht-

insuff izienten Herzen (Feldman et al., 1988; Neumann et al., 1988).

Eine weitere Signaltransduktionskaskade, welche ebenso wie der AZ-Signalweg ubiquitär

vorkommt, ist das Phospholipase-C-System (Berridge, 1993). Eine Kopplung an Gq/11-

Proteine wurde hierbei für α1-Adrenozeptoren (α1-AR), Angiotensin-II- und Endothelin-

Rezeptoren nachgewiesen (Brodde et al., 1995). Dies hat eine Aktivierung der Phospholipase

C (PLC) zur Folge mit sich anschließenden intrazellulären Anstiegen der second messenger

Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerol. Während IP3 Ca2+-Ionen aus dem sarko-

plasmatischen Retikulum mobili siert, aktiviert Diacylglycerol die Proteinkinase C (PKC).

Eine Stimulation der PLC führt am Myokard zu einer Steigerung der Kontraktionskraft, wobei

das Ausmaß der Kraftzunahme deutlich geringer und der Zeitverlauf langsamer als nach β-

AR Stimulation ist. Die hierbei involvierten Mechanismen sind im Detail noch unvollständig

aufgeklärt (Sugden & Bogoyevitch, 1996; Hein & Kobilka, 1997; Kerrie et al., 2000).

Die Existenz kardialer α1-AR wurde für mehrere Spezies nachgewiesen (Wagner & Brodde,

1978; Böhm et al., 1988; Bristow et al., 1988; Steinfath et al., 1992a; Zhong et al., 1999). Dif-

ferenziert wird zwischen drei Subtypen mit den Bezeichnungen α1A-, α1B- und α1D-AR (Mi-

chel et al., 1995). Die Übertragung von α1-AR Resultaten aus tierexperimentellen Studien auf

menschliche Untersuchungsergebnisse ist allerdings nicht ohne Einschränkungen möglich. So

liegt die α1-AR Dichte in ventrikulärem Rattengewebe mindestens um das 5fache höher als an

menschlichen Herzen (Steinfath et al., 1992a). Für letztere wurde darüber hinaus eine Domi-

nanz von α1A-AR mRNA festgestellt (Price et al., 1994a; Weinberg et al., 1994; Faure et al.,

1995). Eine erfolgreiche Subtypisierung auf Protein Ebene ist jedoch bislang für menschliche

Herzen nicht beschrieben. Radioligandenbindungsstudien an Rattenherzen als auch Untersu-

chungen zur mRNA von α1-AR ermittelten hingegen für α1B-AR den prozentual größten An-

teil (Knowlton et al., 1993; Michel et al., 1994; Price et al., 1994b; Noguchi et al., 1995;

Wolff et al., 1998).

Für die PLC koppelnde α1-AR Kaskade wurde im Stadium der Herzinsuff izienz über eine

erhöhte positive Inotropie spekuliert (Schmitz et al., 1987). Experimentelle Untersuchungen

widerlegten diese Vermutungen jedoch aufgrund unveränderter (Böhm et al., 1988; Bristow et
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al., 1988) bzw. verringerter funktioneller Ansprechbarkeit gegenüber α1-AR Agonisten

(Landzberg et al., 1991; Steinfath et al., 1992b). Die Dichte α1-adrenerger Rezeptoren erwies

sich dabei ebenso als unverändert (Böhm et al., 1988; Bristow et al., 1988). Andererseits

zeigte sich aber auch ein signifikanter Anstieg in der α1-AR Dichte (Vago et al., 1989; Stein-

fath et al., 1992b; Yoshikawa et al., 1996).

Das Polypeptid Endothelin (Yanagisawa et al., 1988) vermittelt in vitro an ventrikulären

Muskelstreifen einen positiv inotropen und chronotropen Effekt (Ishikawa et al., 1988a, b).

Mittlerweile sind drei verschiedene Isoformen dieses Peptids identifiziert (ET-1, ET-2 und

ET-3), deren Aminosäurensequenzen lediglich geringfügig voneinander abweichen (Inoue et

al., 1989). Des Weiteren wurden bisher zwei pharmakologisch unterschiedliche ET-

Rezeptoren kloniert. Für die ET-Isoformen sind folgende Aff initäten gegenüber Rezeptoren

beschrieben: ETA-Rezeptor ET-1 > ET-2 > ET-3 bzw. ETB-Rezeptor ET-1 = ET-2 = ET-3

(Sakurai et al., 1990; Sakamoto et al., 1993; Lee et al., 1994).

Interessanterweise wird im Fall der ETA/B-Rezeptoren verglichen mit α1-AR gleichermaßen

über eine erhöhte kardiale Dichte für Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie diskutiert

(Pieske et al., 1999; Zolk et al., 1999) bzw. die Tendenz dafür aufgezeigt (Pönicke et al.,

1998). Serneri et al. (2000) dokumentierten eine Zunahme in der ETA/B-Dichte für ischämi-

sche, jedoch keine Veränderung im Fall dilatativer Kardiomyopathien. Asano et al. (2002)

beobachteten eine selektive Zunahme von ETA-Rezeptoren in linken Ventrikeln insuff izienter

Herzen aufgrund ischämischer und dilatativer Kardiomyopathien.

Eine Gq/11-PLC getragene positive Inotropie im Herzen scheint allerdings von untergeordneter

Bedeutung zu sein. Diacylglycerol stimuliert die PKC, die zu einer charakteristischen Aktivie-

rung von Protoonkogenen im Herzen führt und damit die mittel- bis langfristigen Stimulie-

rung von Wachstumssignalen beeinflusst (Sugden & Clerk, 1998; Ruwhof & van der Laarse,

2000; Bogoyevitch, 2000; Michel et al., 2001). Im Zusammenspiel mit einer chronisch er-

höhten Druck-Volumen-Arbeit kardialer Myozyten bewirken demnach Noradrenalin (Stark-

sen et al., 1986; Iwaki et al., 1990) und Endothelin (Shubeita et al., 1990; Pönicke et al., 1999)

eine hypertrophe Antwort infolge einer verstärkten Rezeptorstimulation. Deren Einfluss ge-

winnt darüber hinaus zusätzlich an Bedeutung, da für beide Mediatoren erhöhte Plasmakon-

zentrationen im Stadium der Insuffizienz festgestellt wurden (Chidsey et al., 1962; Thomas &

Marks, 1978; Stewart et al., 1992; Lerman et al., 1992). Ebenso zeigten Patienten mit pulmo-

nalarterieller Hypertonie einerseits (Stewart et al., 1991; Cody et al., 1992; Nootens et al.,

1995; Bratel et al., 2000), aber auch tierexperimentelle Rechtsherzhypertrophiemodelle auf
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der anderen Seite signifikante Anstiege in den Plasmanoradrenalin- und Plasmaendothelin-

konzentrationen (Morioka et al., 1992; Elton et al., 1992; Miyauchi et al., 1993; Li et al.,

1994; Frasch et al., 1999).

1.3. AUFGABENSTELLUNG

Mit Hil fe des Monocrotalin-Modells sollten Erkenntnisse über kardiale Rezeptorsysteme an

rechtsherzhypertrophierten Ratten mit bzw. ohne Anzeichen einer Stauungsinsuff izienz ge-

wonnen sowie die erzielten Ergebnisse mit den bislang beschriebenen Veränderungen am

Menschen verglichen werden. Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich dabei auf folgende

Schwerpunkte:

1. Zeigen Monocrotalin-behandelte Ratten Veränderungen innerhalb der β-AR Signaltrans-

duktion? Manifestiert sich diesbezüglich ein Unterschied zwischen insuff izienten und Rechts-

herzhypertrophie-kompensierenden Ratten?

2. Existieren Unterschiede zwischen Kardiomyozyten und ventrikulärem Gewebe in Bezug

auf die Regulation der β-AR Kaskade? Die Isolation kontraktiler kardialer Myozyten aus

rechten und linken Ventrikeln gestattete die Gegenüberstellung dieser kontraktilen Zellpopu-

lation mit homogenen Membransuspensionen.

3. Inwiefern unterscheiden sich der kardiale Noradrenalin Uptake in hypertrophierten rechten

bzw. nicht-hypertrophierten linken Ventrikeln MCT-behandelter Ratten?

4. Wie verhalten sich muskarinerge Rezeptoren im Monocrotalin-Modell? Erfahren M-

cholinerge Rezeptoren und Gi-Proteine eine mögliche Gegenregulation zur β-AR Kaskade als

Ausdruck ihrer antagonistischen Funktion gegenüber der sympathischen Signaltransduktion?

5. Unterliegen Gq/11-Protein-gekoppelte Rezeptoren einer spezifischen Veränderung infolge

einer Rechtsherzhypertrophie bzw. –insuff izienz im MCT-Modell? Zeigen sich Abweichun-

gen in der kontraktilen Funktion nach Stimulation dieser Rezeptoren?

6. Beschränken sich eventuelle Änderungen in den aufgeführten Signaltransduktionen auf den

hypertrophierten rechten Ventrikel oder können diese ebenfalls an linken Ventrikel festge-

stellt werden?

7. Lassen sich mögliche Veränderungen an MCT-behandelten Ratten mit weiteren Modellen

der Rechtsherzhypertrophie vergleichen? Können die Resultate dieser Arbeit auf den Men-

schen extrapoliert werden? Verkörpert das Monocrotalin-Modell demnach eine adäquate

Möglichkeit zur Untersuchung neuer Therapiestrategien für den Fall einer Rechtsherzhyper-

trophieund–insuff izienz?
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2. METHODEN

2.1. MONOCROTALIN-MODELL

Die verwendeten Wistar-Ratten wurden ursprünglich aus Schönewalde bezogen und im Zen-

tralinstitut für Medizinische Grundlagenforschung der Martin-Luther-Universität Halle-

Wittenberg weitergezüchtet. Sämtliche durchgeführte Untersuchungen an diesen Wistar-

Ratten entsprachen den Richtlinien des Deutschen Tierschutzgesetzes zur Tierhaltung und

wurden vom Regierungspräsidium Halle/Veterinäramt (Antragsnummer: 43.2-42502/2-290

Ä3) genehmigt.

Männliche Wistar-Ratten wurden in Käfigen zu drei Tieren in klimatisierten Räumen bei

22 °C und unter einem 12-stündigen Tag- und Nachtrhythmus gehalten. Im Alter von sechs

Wochen (140-160g) erhielten die Tiere randomisiert eine intraperitoneale Injektion von 60

mg/kg KG Monocrotalin (MCT) bzw. die Kontrollgruppe ein äquivalentes Volumen 0,9%iger

Kochsalzlösung. Monocrotalin, in aufgereinigter Form ein weißes, kristalli nes Pulver mit ei-

nem Molekulargewicht von 325,3 g/mol, wurde in 1 N HCl gelöst, der Ansatz mit 0,5 M

NaOH neutralisiert und die Lösung mit 0,9%iger Kochsalzlösung auf eine Endkonzentration

MCT von 24 mg/ml eingestellt .

Grundlage für die Vergleichbarkeit der Resultate ist ein annähernd identisches Körpergewicht

beider Versuchsgruppen. MCT-Ratten reduzierten infolge des Krankheitsverlaufes ihren Fut-

terkonsum vier bis sechs Wochen nach Applikation des Pyrrolizidinalkaloids. Basierend auf

der Rückwaage des verabreichten Standarddiätfutters an MCT-Ratten wurde demnach für

Kontrollti ere die Futtergabe des kommenden Tages festgelegt. Literaturangaben zufolge soll

eine Futtermenge von 10 g pro Tag nicht unterschritten werden (Hildermann et al., 1996).

Alle Kontroll ratten erhielten eine Mindestmenge von 12,5 g pro Tag. Für MCT-Ratten be-

stand keine Futterrestriktion; alle Tiere erhielten Wasser ad libitum.

Die Fütterung der Tiere erfolgte mit kommerziell bezogenem Altromin Haltungsfutter-

Ratten/Mäuse (Altromin GmbH, Lage, Deutschland) mit folgender Zusammensetzung:

19,0 % Rohprotein, 4,0 % Rohfett, 6,0 % Rohfaser, 7,0 % Rohasche, 0,2 % Natrium, 1,0 %

Kalium, 0,7 % Phosphor, 0,9 % Calcium sowie Vitaminen (15000 IE Vitamin A, 600 IE Vit-

amin D3 und 75 mg Vitamin E/kg Futter).

Vier Wochen nach MCT-Injektion zeigten einige Ratten Symptome eines schwerwiegenden

Krankheitsverlaufes, wie Dys- und Tachypnoe, Piloerektion, Kachexie und Zyanose. Diese
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Tiere wurden umgehend getötet und das Vorliegen einer kongestiven Herzinsuff izienz (RVF)

aufgrund von Ascites, Perikardial- oder Pleuraergüssen diagnostiziert. Eine äquivalente An-

zahl von Kontrollti eren wurde zum selben Zeitpunkt getötet. Die Tötung der verbliebenen

MCT-behandelten Ratten mit Rechtsherzhypertrophie (RVH) ohne Anzeichen einer Stau-

ungsinsuff izienz erfolgte spätestens sechs Wochen nach Injektion zusammen mit den restli-

chen Kontroll -Ratten.

Für die Durchführung von Radioligandenbindungsstudien an homogenen Rohmembransus-

pensionen wurden die Tiere mit Ether narkotisiert und unmittelbar folgend durch zervikale

Dislokation getötet. Nach Laparo- und Thorakotomie erfolgte die Klassifikation der unter-

suchten Tiere in kompensierte (RVH) bzw. dekompensierte Rechtsherzhypertrophien (RVF)

entsprechend der oben genannten Befunde. Das Herz wurde umgehend entnommen, in die

entsprechenden Pufferlösungen überführt und mit den jeweili gen Untersuchungen fortgefah-

ren.

2.2. QUANTIFIZIERUNG DER KATECHOLAMINKONZENTRATION

Der Katecholamingehalt wurde sowohl in Plasmaproben als auch in ventrikulärem Gewebe

von MCT- sowie Kontroll ratten mittels High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

nach Schäfers et al. (1997) ermittelt.

Narkotisierten Ratten (Pentobarbital 50 mg/kg KG; Heparin 2000 IE) wurde aus dem retroor-

bitalen Augenplexus mit Hil fe einer Steigkapill are ca. 2-3 ml Blut entnommen und in eine

EDTA-haltige, eisgekühlte Monovette überführt. Als Antioxidans wurde den Proben pro ml

Blut 10 µl einer 10 mM Glutathion-Lösung zugesetzt. Die Abtrennung des Plasmas von kor-

puskulären Bestandteilen erfolgte durch Zentrifugation (1700 g, 10 min, 4 °C). Sämtliche

Plasmaproben wurden bei –80 °C bis zur HPLC-Analyse gelagert.

Für die Erfassung der Gewebekatecholaminkonzentration wurde den narkotisierten Tieren

(siehe oben) das Herz entnommen und die Ventrikel bei –80 °C verwahrt. Am Tag der Präpa-

ration wurden die Herzen in 5 ml Lyse-Puffer (10%ige Perchlorsäure, 5 mM Glutathion) auf-

getaut, rechts- bzw. linksventrikuläres Gewebe (jeweils 100 mg) mit einer Schere zerkleinert

und unmittelbar folgend über einen Ultra-Turrax für 20 Sekunden bei maximaler Leistung

(25000 U/min) homogenisiert. Die Überstände der nachfolgenden Zentrifugation (12000 g, 20

min, 4 °C) bildeten die Grundlage für die HPLC-Analyse und wurden bis zu deren Durchfüh-

rung bei –80 °C aufbewahrt.



2. METHODEN 10

Die Katecholamine (sowie weitere aromatische 1,2-Diol-Verbindungen) wurden auf einer

Vorsäule (Vinyl-Copolymer mit Phenylboronsäure) in Gegenwart von Phosphatpuffer [mM:

200 (NH4)2HPO4, 10 EDTA, 1,71 NaN3, mit NH4OH auf pH 8,7 eingestellt ] unter Esterbil-

dung retiniert. Über ein elektronisches Säulenschaltventil wurde das Elutionsmittel [89 Teile

Phosphatpuffer (mM: 1000 NaH2PO4, 5 Oktansulfonsäure, 1,71 NaN3, pH 3,0) und 11 Teile

Methanol] nach 12 min gewechselt. Auf diesem Weg wurden die Phenylboronsäureester der

Katecholamine hydrolysiert und die Katecholamine von der Vorsäule eluiert. Im nächsten

Arbeitsschritt folgte über den Transfer des Eluats auf eine weitere analytische Säule (12,5 cm

LiChrosphor 100, RP 18ec) die Auftrennung der Katecholamine. Deren Detektion erforderte

eine dreistufige Nachsäulenderivatisierung zu den entsprechenden fluoreszierenden Trihy-

droxyindolderivaten über folgende Reaktionsstufen:

1. Oxidation mit K3[Fe(CN)6] zu Adrenochinon bzw. Noradrenochinon,

2. oxidative Zyklisierung zu Adrenochrom bzw. Noradrenochrom und

3. intramolekulare Umlagerung zu 3, 5, 6-Trihydroxy-1-methylindol bzw. 3, 5, 6-

Trihydroxyindol.

Die Bestimmung der Trihydroxyindol-Derivate erfolgte mittels Fluoreszensdetektion bei einer

Anregungswellenlänge von 405 nm und einer Emissionswellenlänge von 520 nm. Die Quanti-

fizierung ermöglichte eine externe Standardisierung unter Verwendung von ClinRep-Stan-

dardlösung für Katecholamine in Plasma (Recipe, München).

2.3. ZELLAUFSCHLUSS UND MEMBRANAUFREINIGUNG

2.3.1. PRÄPARATION HOMOGENER MEMBRANSUSPENSIONEN

Ausgehend von frisch ektomierten Herzen gestattete diese Methode die Präparation kardialer

Rohmembranen aus verschiedenen Zell typen in einer homogenen Suspension. Die nachfol-

gend aufgelisteten Präparationsschritte wurden entsprechend der Methode nach Brodde et al.

(1998a) durchgeführt.

Unmittelbar zuvor entnommene Rattenherzen wurden von Bindegewebsresten befreit, die

Ventrikel getrennt in jeweils 10 ml des entsprechenden Präparationspuffers (siehe 2.4.) aufge-

nommen und mit Hil fe einer Schere zerkleinert. Über einen Ultra-Turrax erfolgte die Homo-

genisierung einmalig bei maximaler Leistung (25000 U/min) für 10 Sekunden sowie nachfol-

gend zweimal mit submaximaler Kapazität (18000 U/min) für 20 Sekunden (einminütige In-

tervalle). Die erhaltenen Suspensionen wurden zentrifugiert (1000 g, 15 min, 4 °C) sowie die
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resultierenden Überstände von den Pellets durch Filt ration über vierlagigen Mull abgetrennt.

Die Pellets wurden in 5 ml 1 mM KHCO3 resuspendiert, umgehend in flüssigen Stickstoff

überführt und bei –80 °C für maximal 8 Wochen zur Analyse der AZ Aktivität gelagert.

Der filt rierte Überstand wurde einer zweifachen Zentrifugation (50000 g, 20 min, 4 °C) unter-

zogen. Die Homogenisierung des endgültigen Pellets erfolgte in dem jeweili gen Inkubati-

onspuffer. Abschließend wurden die resultierenden Suspensionen auf eine Proteinkonzentrati-

on von 0,1 bis 0,2 mg/ml eingestellt . Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte nach Brad-

ford (1976) mit bovinem Immunglobulin G als Standard. Gemessen wurde mit einem UV/VIS

Spektrophotometer bei einer Wellenlänge von 595 nm.

2.3.2. SEPARATION RECHTS- UND LINKSVENTRIKULÄRER KARDIOMYOZYTEN

Kollagenase perfundiertes Ventrikelgewebe erlaubte unter Anwendung mehrerer Sedimenta-

tionsschritte die Isolierung kontraktiler Zellen aus intakten Herzen. Die Isolierung und Auf-

reinigung adulter Kardiomyozyten aus ventrikulärem Gewebe von MCT-behandelten und

Kontroll ratten erfolgte nach der Methode von Viko et al. (1995).

Narkotisierte Ratten (siehe 2.2.) wurden künstlich über die freigelegte Trachea beatmet und

das Herz nach Abtrennung von Gefäßen und Perikard umgehend in physiologische Koch-

salzlösung (auf Eis) überführt. Unter Verwendung einer Langendorff-Apparatur erfolgte die

retrograde Spülung der unmittelbar zuvor entnommenen Herzen über die Aorta zunächst für

ca. 3 bis 4 Minuten bis zur Einstellung eines normalen Herzrhythmus mit Carbogen (95 % O2,

5 % CO2) begaster Lösung B (siehe Material) sowie anschließend zur weiteren Perfusion mit

Lösung C (siehe Material). Nach 5 und 10 Minuten wurden je 25 µl bzw. nach 15 Minuten 50

µl CaCl2 (100 mM) der Perfusionslösung zugesetzt, um die Ca2+ Toleranz der Zellen anzuhe-

ben. Das erhaltene Lysat wurde mikroskopisch auf Kardiomyozyten kontrolli ert. Mit dem

Auftreten erster Myozyten in der Perfusionslösung erfolgte die Abtrennung der Herzen von

der Langendorff-Apparatur und die fortführende Präparation auf einem Uhrglas. Dabei wurde

atriales Gewebe entfernt und die verbliebenen Ventrikel mit Hil fe eines Skalpells in Frag-

mente zerkleinert. Die aufgeweichten rechten bzw. linken Ventrikel wurden getrennt in zwei

Teflongefäße mit je 20 ml Perfusionslösung überführt, welche im Wasserbad bei 37 °C unter

vorsichtiger Begasung mit Carbogen standen. Resuspension der erhaltenen Zellsedimente

erfolgte in 2-minütigen Abständen sowie nach 10 Minuten Zentrifugation (15 g, 3 min, 25

°C). Die resultierenden Überstände wurden rezentrifugiert (15 g, 3 min, 25 °C). Isolierte Zell-

pellets aus beiden Zentrifugationsschritten wurden zusammen (rechter und linker Ventrikel
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getrennt) in Lösung D (siehe Material) resuspendiert, dabei mit Carbogen begast und wenige

Tropfen 5 N HCl zugesetzt. Im nächsten Schritt erfolgte wiederum Zentrifugation (21 g, 3

min, 25 °C) der erzielten Zellsuspensionen sowie anschließende Filt ration über angefeuchte-

tes Nylon. Nach Sedimentation der kardialen Zellen in einem Reagenzröhrchen bei 37 °C

wurden die entstandenen Pellets wiederholt in Lösung D aufgenommen, resuspendiert und

nach erneutem Absetzen in wenigen ml Lösung E (siehe Material) aufgenommen. Abschlie-

ßend wurden die Kardiomyozyten mikroskopisch kontrolliert und gezählt.

Zur Durchführung von Radioligandenbindungsstudien wurde Lösung E (siehe Material) ab-

zentrifugiert (80 g, 10 min, 25 °C), die Sedimente in 1 mM KHCO3 resuspendiert, wiederholt

zentrifugiert (80 g, 10 min, 25 °C) und erneut in 1 mM KHCO3 resuspendiert. Dreimaliges

Homogenisieren (Potter S) für je 15 Sekunden (einminütige Intervalle) bei 1500 U/min resul-

tierte im mechanischen Aufschluss der Kardiomyozyten. Die fortführende Aufarbeitung der

Kardiomyozyten entsprach den Präparationen der homogenen Membransuspensionen aus

ventrikulärem Gewebe und begann mit einer zweimaligen Zentrifugation bei 50000 g (2.3.1.).

Die Umsetzung der Bindungsstudien erfolgte gemäß 2.4.3.

2.4. RADIOLIGANDENBINDUNGSSTUDIEN

2.4.1. REZEPTORTHEORIE

Die Charakterisierung membranständiger Rezeptoren mit Hil fe von Radioliganden basiert auf

dem Massenwirkungsgesetz. Es geht davon aus, dass sich zwischen einem geeigneten,

hochaff inen, radioaktiv markierten Liganden und einem Rezeptor spezifische und reversible

Ligand-Rezeptor-Interaktionen aufbauen. Dieser Ligand-Rezeptor-Komplex existiert nach

einer definierten Inkubationszeit in einer Gleichgewichtslage mit den freien Liganden bzw.

Rezeptoren. Das Ausmaß dieser Ligand-Rezeptor-Interaktion ist bei gleichbleibender Rezep-

tormenge von der Konzentration des freien Radioliganden abhängig.

Für eine spezifische Bindung zwischen den genannten Komponenten müssen die eingesetzten

Radioliganden folgende Kriterien für eine Interaktion mit Rezeptoren erfüllen:

1. Sättigungsverhalten bei ansteigender Ligandenkonzentration als Folge der begrenzten

Anzahl von Membranrezeptoren,

2. Spezifität und Reversibilit ät der Rezeptor-Ligand-Interaktion, sowie

3. Übereinstimmung von Bindungskinetik und dem zeitl ichen Ablauf einer biologischen

Antwort des unmarkierten Liganden.
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Für die Durchführung eines Radioassays ist es erforderlich, das Gleichgewicht des entstande-

nen Komplexes zu unterbrechen. Die Inkubationsreaktion wird daher nach einer definierten

Reaktionszeit durch Abtrennung des freien ungebundenen Radioliganden unter Anwendung

von Filt rations- oder Zentrifugationsverfahren terminiert. Abschließend kann die Bindung des

verwendeten Liganden an die Membranpräparationen durch Detektion der Radioaktivität

quantifiziert werden.

Das Ausmaß gebundener Radioliganden umfasst neben der spezifischen Ligand-Rezeptor-

Wechselwirkung auch ein unspezifisches Bindungsverhalten. Ursachen dieser unspezifischen

Bindung sind unter anderem Interaktionen von Liganden mit weiteren Membranproteinen,

Membranlipiden (lipophile Liganden) sowie Interaktionen mit verwendeten Materialien (z.B.

Glasfilter). Demzufolge korreliert die unspezifische Bindung in der Regel mit der Liganden-

konzentration. Die Gesamtbindung umfasst somit, methodisch bedingt, grundsätzlich immer

beide Bindungskomponenten. Um den Anteil der spezifischen Bindung zu quantifizieren,

detektiert man in Parallelansätzen die Gesamtbindung und die unspezifische Bindung getrennt

voneinander. Als unspezifischer Parameter wird der Betrag der Radioligandenbindung erfasst,

der bei Absättigung der spezifischen Bindungsstellen durch einen zweiten nicht radioaktiv

markierten Liganden (ca. 100 × KD) noch detektierbar ist. Somit errechnet sich der Anteil der

spezifischen Rezeptorbindung aus der Differenz von Gesamtbindung und unspezifischer Bin-

dung.

Zur quantitativen und qualitativen Charakterisierung von Ligand-Rezeptor-Interaktionen unter

Verwendung von Bindungsstudien kommen hauptsächlich zwei experimentelle Verfahren

zum Einsatz:

1. In Sättigungsanalysen erfolgt die Inkubation bei konstanter Rezeptormenge mit stei-

genden Radioligandenkonzentrationen. Aus dem Sättigungsverlauf der spezifischen

Bindung lassen sich die Rezeptordichte Bmax und die Dissoziationskonstante KD (bzw.

die Assoziationskonstante KA) der Ligand-Rezeptor-Bindung bestimmen. Alternativ

zu diesem Verfahren unter Äquili briumsbedingungen kann KD (bzw. KA) direkt aus

kinetischen Untersuchungen über die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten

von Hin- und Rückreaktion ermittelt werden.

2. Kompetitions- oder Verdrängungsverfahren gestatten die Bestimmung der Aff inität

eines weiteren nicht radioaktiv markierten Liganden zum Rezeptor in Abhängigkeit

vom verwendeten Radioliganden. Bei bekanntem KD-Wert des Radioliganden ist aus

den erhaltenen Kompetitionsdaten die Aff inität des nicht markierten Liganden zum
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Rezeptor quantitativ über die Berechnung der KI-Werte (Cheng & Prusoff , 1973) zu-

gänglich.

Des Weiteren lassen sich über Verdrängungsverfahren in Abhängigkeit vom verwen-

deten Kompetitor (Agonist respektive Antagonist) Rezeptorsubtypen exakt differen-

zieren bzw. Aussagen über eventuelle Unterschiede in der Kopplung von Rezeptoren

an intrazelluläre G-Proteine („high and low affinity states“) gewinnen. Kompetitions-

experimente wurden unter diesem Anspruch in Gegenwart konstanter Radioliganden-

und Rezeptorkonzentration durchgeführt. Der Radioligand wurde hierbei durch stei-

gende Konzentrationen des nicht radioaktiv markierten Liganden aus seiner Bindung

zum Rezeptor verdrängt. Für eine gleichförmige Verdrängung von möglichen Rezep-

torsubtypen sollte der Radioligand annähernd identische Aff initäten gegenüber diesen

Bindungsstellen aufweisen.

Die Durchführung von Radioligandenbindungsstudien, als Modelle einfacher und komplexer

Bindungsphänomene, erfordert das Einhalten bestimmter Versuchsbedingungen. Als wesent-

liche Gesichtspunkte seien genannt:

1. Die Gesamtbindung sollte klein gegenüber der verwendeten Ligandenkonzentration

            (<5 %) sein.

2. Keine endogenen Liganden in den zu untersuchenden Rezeptorpräparationen.

3. Äquili briumseinstellung zwischen Ligand bzw. Rezeptor und keine Kooperation zwi-

schen den Rezeptoren.

4. Minimale Verluste infolge des Zerfalls von Ligand-Rezeptor-Komplexen bei der Sepa-

ration gebundener von nicht gebundenen Liganden (<10 %).

2.4.2. VAKUUMFILTRATION

Die Einstellung des Ligand-Rezeptor-Gleichgewichts wurde durch Verdünnen der Proben mit

10 ml Inkubationspuffer gestoppt. Unmittelbar anschließend erfolgte die Abtrennung freier,

nicht an Membranen gebundener Radioliganden mit Hil fe der Vakuumfilt ration über What-

man GF/C Filter. Probengefäße und Filter wurden mit 10 ml Inkubationspuffer nachgespült.

Die Detektion der zurückgehaltenen Radioaktivität auf den Filtern erfolgte wie unter 2.4.5.

bzw. 2.4.8. beschrieben.
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2.4.3. β
�

-ADRENERGE REZEPTOREN (β
�

-AR)

SÄTTIGUNGSANALYSEN

Die Bestimmung der β-AR erfolgte entsprechend der Methode nach Brodde et al. (1995). Als

radioaktiv markierter Rezeptor Antagonist kam (−)-[125J]-Jodcyanopindolol (JCYP, spezifi-

sche Aktivität: 2200 Ci/mmol; Brodde et al., 1981; Engel et al., 1981; Hoyer et al., 1982) zum

Einsatz. Aufgrund der geringen Halbwertszeit des Isotops 125J wurden die Radioassays mit

JCYP bis maximal 1 Monat nach Syntheseabschluss (Angabe des Herstellers) durchgeführt.

Die Inkubationsansätze umfassten ein Gesamtvolumen von 250 µl mit nachfolgender Zu-

sammensetzung:

� 50 µl Inkubationspuffer (mM: 10 TRIS-HCl, 154 NaCl, 0,55 Ascorbinsäure, pH

7,4 bei 25 °C) ± Agonist oder Antagonist

� 50 µl Inkubationspuffer mit JCYP (5 bis 200 pM)

� 150 µl Membranpräparation (eingestellt auf 20 µg Membranprotein)

Die Präparation ventrikulären Gewebes erfolgte in eiskalter KHCO3-Lösung (1 mM). Für die

Durchführung von Sättigungsassays zur Quantifizierung der β-AR Dichte wurden die Mem-

branpräparationen mit sechs verschiedenen JCYP Konzentrationen zwischen 5 pM und 200

pM im Schüttelwasserbad für 90 min bei 37 °C inkubiert, anschließend filt riert (2.4.2.) und

membrangebundenes JCYP detektiert (2.4.5.). Die Definition der tatsächlichen JCYP Kon-

zentration in den jeweili gen Verdünnungsstufen erfolgte über die Detektion der entsprechend

eingesetzten Radioaktivitätsmengen parallel zu den Inkubationsansätzen. Das Ausmaß unspe-

zifischer (−)-[125J]-CYP Bindung wurde in Gegenwart des nicht-selektiven β-AR Antagonis-

ten CGP 12177 (1 µM) quantifiziert. Mittelwerte aus Doppelbestimmungen wurden der Aus-

wertung zugrunde gelegt.

Die Herstellung der Verdünnungsreihen bzw. die Durchführung der Radioassays zur Quanti-

fizierung sämtlicher Rezeptortypen erfolgte in Polypropylen-Reaktionsgefäßen. Die Präpara-

tionen zur Vorbereitung der Assays wurden permanent auf Eis durchgeführt.

VERDRÄNGUNGSEXPERIMENTE

Kompetitionsanalysen zur Subtypisierung von β-AR wurden in Gegenwart von CGP 20712A

durchgeführt. Die Affinität dieses β-AR Antagonisten ist gegenüber β1- AR ca. 1000fach grö-

ßer verglichen mit β2-AR (Dooley et al., 1986). In einem Konzentrationsbereich zwischen 1
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nM und 100 µM verdrängte der nicht markierte Antagonist den Radioliganden JCYP (100

pM, entsprechend 10 × KD) quantitativ aus seiner spezifischen Rezeptorbindung. Die Detekti-

on des Anteils der unspezifischen Bindung erfolgte, wie für Sättigungsanalysen, in Gegenwart

von CGP 12177 (100 µM). Sämtliche Proben wurden doppelt bestimmt und deren Mittelwerte

bildeten die Grundlage für die Auswertung der Radioligandenassays.

Rezeptoragonisten gestatten die Bestimmung unterschiedlicher Affinitätszustände von adre-

nergen, G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Auf dieser Basis wurde mit Hil fe des

nicht-selektiven β-AR Agonisten Isoprenalin (1 nM bis 10 µM) die prozentuale Verteilung

sogenannter „high and low affinity states“ erfasst. Guanosintriphosphat konvertiert GPCR in

den „ low aff inity state“ und wurde aus diesem Grund in parallelen Kompetitionsexperimenten

als Kontrolle (100 µM Guanosin-5´-Triphosphat) zugesetzt. Die Konzentration des Radioli-

ganden JCYP betrug 100 pM. Sämtliche Inkubationsansätze der durchgeführten Verdrän-

gungsexperimente zur Bestimmung von β-AR ergaben ein Gesamtvolumen von 250 µl mit

nachfolgender Zusammensetzung:

� 50 µl Inkubationspuffer (mM: 10 TRIS-HCl, 154 NaCl, 0,55 Ascorbinsäure, pH

7,4 bei 25 °C) ± CGP 12177 oder CGP 20712A

� 50 µl Inkubationspuffer ± 50 µl Guanosin-5´-Triphosphat (100 µM)

� 50 µl Inkubationspuffer mit JCYP (∼100 pM)

� 100 µl Membranpräparation (eingestellt auf 20 µg Membranprotein).

Die Gewebepräparation sowie die Inkubationsparameter entsprachen in ihrer Ausführung den

dargestellten Sättigungsexperimenten. Kalkulierte Mittelwerte aus Doppelbestimmungen

wurden der Auswertung zugrunde gelegt.

2.4.4. ENDOTHELIN-(ET) REZEPTOREN

Die Ermittlung der kardialen ET-Rezeptordichte wurde ausschließlich mit Hil fe von Kompe-

titionsbindungsstudien (2.4.3.) in Anlehnung an Pönicke et al. (1998) durchgeführt. Als Ra-

dioligand wurde [125J]-Endothelin-1 ([125J]-ET-1, spezifische Aktivität: 2000 Ci/mmol) in

einer Konzentration von ca. 3 pM eingesetzt. Für die Detektion der ET-Rezeptordichte er-

folgte die Verdrängung des Radioliganden in Membranpräparationen in Gegenwart von 15

verschiedenen Konzentrationen (0,1 pM bis 1 µM) des nicht radioaktiv markierten Endothe-
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lin-1. Der prozentuale Anteil der ETA-/ETB-Rezeptorsubtypen wurde mit Hil fe des ETA-

selektiven Antagonisten BQ-123 (1 µM; Ihara et al., 1992; Ishikawa et al., 1992) ermittelt.

Die Detektion der unspezifischen Bindung des Radioliganden [125J]-ET-1 erfolgte mit Hil fe

des nicht-selektiven ET-Rezeptor Antagonisten Bosentan (1 µM; Clozel et al., 1994). Das

Gesamtvolumen von 1 ml setzte sich wie folgt zusammen:

� 500 µl Inkubationspuffer (mM: 135 NaCl, 5,4 KCl, 0,3 Na2HPO4, 0,4 MgSO4, 0,5

MgCl2, 1,2 CaCl2, 4 NaHCO3, 39,8 HEPES; Sojabohnen-Trypsininhibitor 1 mg/

ml, 0,2 % BSA, pH 7,4 bei 25 °C) ± Endothelin-1, BQ-123 oder Bosentan

� Inkubationspuffer mit 100 µl [125J]-ET-1 (∼3 pM)

� 400 µl Membranpräparation (eingestellt auf 20 µg Membranprotein).

Rechts- und linksventrikuläres Gewebe wurde in eiskaltem Präparationspuffer (mM: 50

TRIS-HCl, 1 EDTA; 10 µg/ml Aprotinin, 2% BSA, pH 7,4) für den Assay aufgearbeitet. Die

Inkubationsreaktion (Schüttelwasserbad bei 37 °C) wurde nach 60 Minuten durch Vakuum-

filt ration (2.4.2.) gestoppt. Das Ausmaß unspezifischer [125J]-ET-1 Bindung an Whatman

GF/C Filter konnte durch mindestens 20 minütige Sättigung der Filter mit 4%igem BSA-

Inkubationspuffer reduziert werden. Die zurückgehaltene Radioaktivität wurde, wie unter

2.4.5. aufgeführt, detektiert. Die Durchführung der Inkubationsreaktion erfolgte in Doppelbe-

stimmungen. Deren Mittelwerte bildeten die Grundlage der Auswertung.

2.4.5. QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON [125J]-MARKIERTEN REZEPTOREN

Unmittelbar nach Abschluss der Vakuumfilt ration wurden die [125J]-markierten Rezeptoren

über einen Gamma-Counter detektiert. Die Ausbeute des verwendeten Counters betrug 80 %.

2.4.6. α� 1- ADRENERGE REZEPTOREN (α� 1-AR)

Die Charakterisierung der kardialen α1-AR Dichte erfolgte mit Hil fe von Bindungsassays in

methodischer Anlehnung an Bindungsstudien nach Michel et al. (1992, 1993a). Für die Unter-

suchungen wurde Tritium-markiertes Prazosin (Guicheney & Meyer, 1981; spezifische Akti-

vität: 74,4 Ci/mmol) in sechs verschiedenen Konzentrationen (0,03 nM bis 1,5 nM) einge-

setzt. Unspezifische Bindung des Radioliganden [3H]-Prazosin wurde definiert als der Anteil

von gebundener Radioaktivität an Membranpräparationen, welche nicht durch den unselekti-
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ven α1-AR Antagonisten Phentolamin (100 µM) verdrängt werden konnte. Die Inkubations-

ansätze mit [3H]-Prazosin umfassten ein Gesamtvolumen von 1 ml mit nachfolgend aufge-

führter Zusammensetzung:

� 500 µl Inkubationspuffer (mM: 50 TRIS-HCl, 0,5 EDTA, pH 7,5 bei 25 °C)

� 200 µl Inkubationspuffer ± Phentolamin (100 µM)

� 200 µl Inkubationspuffer mit [3H]-Prazosin (0,03 nM bis 1,5 nM)

� 100 µl Membranpräparation (eingestellt auf 100 µg Membranprotein)

Die Aufarbeitung des Gewebes für den Radioassay erfolgte in eiskaltem Präparationspuffer

(mM: 10 TRIS-HCl, 5 EDTA, pH 7,5 bei 25 °C). Sämtliche Ansätze zur Ermittlung der [3H]-

Prazosin Bindungsstellen an kardialen Membranpräparationen wurden für 60 min bei 25 °C

im Schüttelwasserbad inkubiert und nachfolgend aufgearbeitet (2.4.2. und 2.4.8.). Sättigungs-

bindungsstudien an Membransuspensionen wurden mit Hil fe von Dreifachbestimmungen

durchgeführt. Die Mittelwerte jeder Konzentrationsstufe bildeten die Grundlage für die Aus-

wertung.

2.4.7. MUSKARINERGE REZEPTOREN

Die muskarinerge Rezeptordichte wurde über Sättigungsbindungsassays mit [3H]-N-Methyl-

scopolaminchlorid ([3H]-NMS, spezifische Radioaktivität: 70 Ci/mmol) in sechs verschiede-

nen Konzentrationsstufen (0,5 nM bis 10 nM) nach Brodde et al. (1998a) quantifiziert. Das

unspezifische Bindungsverhalten ergab sich aus den jeweil igen Ansätzen in Gegenwart von

Atropin (1 µM). Die Inkubation erfolgte für 60 Minuten bei 25 °C in einem Schüttelwasser-

bad. Das Inkubationsvolumen betrug 250 µl mit folgender Zusammenstellung:

� 50 µl Inkubationspuffer (mM: 10 Na2HPO4, 10 NaH2PO4, pH 7,4 bei 25 °C) ±

Atropin (1 µM)

� 50 µl Inkubationspuffer mit [3H]-NMS (0,5 nM bis 10 nM)

� 150 µl Membranpräparation (eingestellt auf 100 µg Membranprotein)

Rechts- bzw. linksventrikuläres Gewebe wurde in eiskaltem Präparationspuffer (1 mM

KHCO3) aufgearbeitet, die Inkubationsreaktion durch Vakuumfilt ration (2.4.2.) terminiert und

die Radioaktivität detektiert (2.4.8.). Der Anteil der unspezifischen Bindung (Filter) konnte
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durch Sättigung der verwendeten Filter für 20 Minuten vor Filt rationsbeginn mit Inkubati-

onspuffer (inklusive 0,5 M NMS, nicht radioaktiv) reduziert werden.

2.4.8. QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON [3H]-MARKIERTEN REZEPTOREN

Whatman-GF/C Filter wurden mit der zurückgehaltenen Radioaktivität in Scintill ationsgefäße

überführt und trockneten für 12 h bei Raumtemperatur. Die getrockneten Filter wurden mit 4

ml Scintill ator LumasafeTM Plus versetzt und nachfolgend für 10 min kräftig geschüttelt. Die

abschließende Detektion der Radioaktivität erfolgte in einem Beta-Scintill ationscounter. Die

ermittelte Zählausbeute betrug 60 %.

2.5. AUSWERTUNG DER RADIOLIGANDENBINDUNGSSTUDIEN

2.5.1. SÄTTIGUNGSEXPERIMENTE

Für die Bestimmung der adrenergen und muskarinergen Rezeptordichte kamen ausschließlich

Sättigungsexperimente zur Anwendung. Grundlage dieses Verfahrens ist, wie bereits unter

2.4.1. angesprochen, die einfache bimolekulare Reaktion zwischen einem Liganden und sei-

nem Rezeptor:

[ Ligand ]  +  [ Rezeptor ]  < [ Ligand × Rezeptor ] (1)

Die quantitative Kopplung der Liganden an Rezeptoren steht nach (1) somit in Korrelation zu

der freien Liganden- bzw. Rezeptorkonzentration, und ist des Weiteren abhängig von den

Geschwindigkeitskonstanten für die Bildung und den Zerfall des Ligand-Rezeptor-

Komplexes. Befindet sich eine Reaktion im Gleichgewicht (Hin- = Rückreaktion) kann wie

folgt umgeformt werden:

     k−1 [ Ligand ] [  Rezeptor ]
KD =       ——– = ————————— (2)

     k+1  [ Ligand × Rezeptor ]

k+1 = Assoziationsgeschwindigkeitskonstante
k−1 = Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante
KD = Dissoziationskonstante
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Im Fall einer 50%igen Besetzung der Rezeptoren durch den Liganden ([Rezeptor] = [Ligand ×

Rezeptor]) folgt aus (2) KD = [Ligand]. Unter der Dissoziationskonstanten KD versteht man

demnach einen versuchsspezifischen Kinetikparameter, der die freie Ligandenkonzentration

im Fall einer 50%igen Rezeptorbesetzung durch diesen Liganden widerspiegelt. Sie verhält

sich umgekehrt proportional zur Affinität des Liganden gegenüber einem bestimmten Rezep-

tor.

Die Gesamtzahl aller Rezeptoren (Bmax = [Rezeptor]TOT) errechnet sich aus der Summe von

freien und besetzten Rezeptoren. Unter Berücksichtigung von Gleichung (2) erhält man KD

aus (3):

([ Rezeptor ]TOT  −  [ Ligand × Rezeptor ])  ×  [ Ligand ]
KD  = ———————————––——————————— (3)

    [ Ligand × Rezeptor ]

Nachfolgend aufgezeigte Umstellung resultiert in der Kalkulation der spezifischen Bindung

([Ligand × Rezeptor]) für die durchgeführten Sättigungsexperimente:

 [ Rezeptor ]TOT  ×  [ Ligand ]
[ Ligand × Rezeptor ] =   ———————————— (4)

KD  +  [ Ligand ]

Die graphische Darstellung des Anteils rezeptorgebundener Liganden [ Ligand × Rezeptor ]

gegen die steigende, freie Ligandenkonzentration [ Ligand ] definiert eine Hyperbel entspre-

chend der mathematischen Formel y = (a × x) / (b + x). Verläuft demnach [Ligand] → ∞, so

nähert sich die spezifische Bindung [Ligand × Rezeptor] → [Rezeptor]TOT asymptotisch, d.h.

die maximale Rezeptorbesetzung ist experimentell nicht zugänglich. Computer gestützte

nicht-lineare Regressionsmethoden ermöglichen die Berechnung der Dissoziationskonstanten

KD sowie der Lage dieser horizontalen Asymptote als Index für [Rezeptor]TOT bzw. Bmax.

Angaben der Hersteller zur Charakterisierung der Radioliganden wurden der Auswertung

ohne weitere Korrektur zugrunde gelegt und bildeten ihrerseits die Grundlage für die Um-

rechnung der detektierten Radioaktivität (counts per minute, cpm) in Konzentrationsangaben

von Liganden, Rezeptorproteindichten bzw. Reaktionskonstanten. Die Angabe der ermittelten

Rezeptordichte Bmax und Dissoziationskonstante KD erfolgte in fmol/mg Protein bzw. pM un-

ter Berücksichtigung der spezifischen Radioaktivität des verwendeten Radioliganden, der

Zählausbeute des jeweili gen Counters für das entsprechende Isotop und des Inkubationsvolu-
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mens. Die Interpretation der ausgewiesenen Messwerte wurde mit Hil fe des PC-Programms

GraphPadTMPrism 3.00 (GraphPad Software, San Diego, Kali fornien; USA) durchgeführt.

2.5.2. KOMPETITIONSEXPERIMENTE

Die spezifische Bindung reduziert sich infolge einer steigenden Konzentration des Kompeti-

tors, wobei letzterer den Radioliganden aus seiner Rezeptorkopplung verdrängt (siehe 2.4.1.).

Die EC50 verdeutlicht demnach jene Konzentration der nicht-markierten kompetitiven Sub-

stanz, welche einer 50%igen Abnahme der spezifischen Ligandenbindung entspricht.

Das Ausmaß der Reduktion dieser Radioligandenbindung ergibt sich bei definierter EC50 aus

dem molaren Verhältnis mit welchem der Austausch von Ligand und Kompetitor an der(n)

Bindungsstelle(n) erfolgt. Dieses molare Verhältnis, verantwortli ch für die Steigung der Kur-

ve, wird auch Hill -Koeffizient (nH) genannt. Ein Kompetitor mit gleicher Aff inität für eine

oder mehrere voneinander unabhängige Bindungsstellen bewirkt eine monophasische und

steile Verlaufskurve. Voraussetzung hierfür ist eine gleichförmige, in einem molaren Verhält-

nis von eins zu eins erfolgende Verdrängung des Radioliganden aus seiner Rezeptorbindung.

Für diesen Fall beträgt der Hill -Koeff izient in der Regel eins. Substanzen mit unterschiedli-

chen Affinitäten gegenüber Bindungsstellen werden hingegen nicht gleichförmig aus ihrer

Rezeptorkopplung verdrängt. Die mit Hil fe der Kurvenanpassung ermittelten Hill -

Koeff izienten sind demzufolge von eins abweichend. Auf dieser Grundlage gestatten Ver-

drängungsexperimente die Charakterisierung unterschiedlicher Ligand-Rezeptorbindungs-

stellen sowie deren funktionelle Differenzierung (2.4.1.).

Die ermittelten EC50-Werte entsprechen jedoch nicht direkt den Dissoziationskonstanten von

Kompetitoren und Rezeptoren. Eine Möglichkeit zur Elimination versuchsspezifischer Ein-

flüsse auf die kalkulierten EC50-Werte besteht in der Berechnung der KI-Werte nach der Me-

thode von Cheng & Prusoff (1973):

     EC50
KI = ————–——— (5)

  [ Ligand ]
——–——– + 1
       KD

KI = Dissoziationskonstante von Kompetitor und Rezeptor
EC50 = Konzentration des Kompetitors mit 50 %iger Reduktion der spezi-

fischen Bindung des Radioliganden
[Ligand] = Konzentration an freien Radioliganden im Inkubationsansatz
KD = Dissoziationskonstante von Radioligand und Rezeptor
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Als Kriterien für die Anwendung der Kalkulation von KI-Werten nach Cheng und Prusoff

(1973) mussten folgende Versuchsparameter eingehalten werden:

1. Die freie Ligandenkonzentration ist konstant. Der Anteil des Rezeptor-gekoppelten Ra-

dioliganden sollte dazu 5 % nicht übersteigen.

2. Die Bmax ist wesentlich kleiner als die KD des markierten oder unmarkierten Liganden

(Bmax © KD).

Verdrängungsanalysen zur Detektion variabler Rezeptoraff initätszustände (RH und RL) wur-

den entsprechend den Kompetitionsexperimenten zur Rezeptor-Subtyp Charakterisierung

ausgewertet. Die ermittelten KI-Werte (siehe oben) kennzeichneten dabei eine 50%ige Absät-

tigung der jeweili gen Affinitätszustände RH bzw. RL mit dem eingesetzten Kompetitor Iso-

prenalin.

Die Auswertung der durchgeführten Verdrängungsexperimente erfolgte mit Hil fe iterativer,

nicht-linearer Kurvenanpassung. Entscheidungen zwischen mono- und biphasischem Verlauf

zur bestmöglichsten Kurveninterpretation wurden unter Anwendung des F-Tests (2.12.) ge-

troffen. Sämtliche Kompetitions-Bindungsdaten wurden mit Hil fe des PC-Programms

GraphPadTMPrism 3.00 (GraphPad Software, San Diego, Kali fornien; USA) ausgewertet.

2.5.3. KOMPETITIONSEXPERIMENTE MIT [125J]-ENDOTHELIN

Entgegen der Rezeptordichtebestimmung von adrenergen und muskarinergen Rezeptoren über

Sättigungsexperimente erfolgte die Quantifizierung der Endothelin-Rezeptoren unter Anwen-

dung von Kompetitionsassays sowie anschließend deren Interpretation nach der Methode von

DeBlasi et al. (1989). Grundlage der genannten Methode ist der Einsatz einer Substanz so-

wohl als Radioligand bzw. als nicht-markierter Kompetitor. Nach Cheng & Prusoff (1973,

siehe 2.5.2.) gilt:

EC50   = KI  (  1  +  [ Ligand ] / KD  ) (6)

Im Fall einer Verdrängung von ET-1 gegen [125J]-ET-1 sind diese Aff initäten identisch (KD  =

KI). Somit ergibt sich:

KD   = EC50  −  [ Ligand ] (7)
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die Dissoziationskonstante des Radioliganden aus der Differenz zwischen der ermittelten

EC50 und der Radioligandenkonzentration.

Über die Berechnung der spezifischen Ligand-Rezeptor-Kopplung (Gleichung 4 aus 2.5.1.) ist

die Rezeptordichte mit Hil fe der Gleichung 8 zugänglich:

[ Rezeptor ]TOT  =  [ Ligand × Rezeptor ]  ×  ( KD  +  [ Ligand ] )  /  [ Ligand ] (8)

Unter Berücksichtigung von 6 erhält man die Rezeptordichte demnach aus folgender Glei-

chung (9):

[ Rezeptor ]TOT  =  [ Ligand × Rezeptor ]  ×  ( EC50 )  /  [ Ligand ] (9)

Das Ausmaß der spezifischen Bindung [Ligand × Rezeptor] ergibt sich aus der Differenz von

Gesamtbindung minus unspezifischer Bindung.

In Erweiterung zu den unter 2.4.1. genannten Gesichtspunkten zur Durchführung von Radio-

ligandenbindungsstudien mussten für die Anwendung von Gleichung 9 folgende Vorausset-

zungen gewährleistet werden:

1. Identische Affinität von markiertem und nicht markiertem Ligand gegenüber

2. Einer Rezeptorpopulation (z.B. ETA/ETB) im zu untersuchenden Inkubationsansatz

Die Kompetitions-Bindungsdaten wurden mit Hil fe nicht-linearer Regression des PC-

Programms GraphPadTMPrism 3.00 (GraphPad Software, San Diego, Kali fornien; USA)

ausgewertet.

2.6. UNTERSUCHUNGEN ZUM  KARDIALEN NORADRENALIN UPTAKE AN VENTRIKULÄ-

REN MEMBRANEN

Extrazelluläres Noradrenalin (NA) wird physiologisch auf zwei verschiedenen Wegen inakti-

viert. Dominierend wirkt die synaptische Rückaufnahme mit Hil fe des NA Transporters

(NAT) in der Axoplasmamembran (Uptake1). Dementgegen spielt die extraneuronale Inakti-

vierung (Uptake2) von NA durch Abbau des Transmitters mit Hil fe der Catechol-O-

Methyltransferase (COMT) in physiologischen Konzentrationen eine untergeordenete Rolle

(Iversen, 1965). Gegenstand der durchgeführten Untersuchungen war einerseits die Erfassung
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der NAT Dichte, aber auch der NAT Aktivität (Uptake1). In der Auswertung wurde nicht zwi-

schen RVH und RVF unterschieden.

2.6.1. BESTIMMUNG DER NAT DICHTE AN VENTRIKULÄREN MEMBRANEN

Die Präparation der Membranaufschlüsse aus rechten und linken Ventrikeln für die Bin-

dungsassays erfolgte nach der Methode von Shearmen & Meyer (1998). Tiefgefrorenes Ge-

webe (100 mg) beider Ventrikel wurde in 5 ml Inkubationspuffer (mM: 10 Na2HPO4, 120

NaCl, 5 KCl, pH 7,4) inklusive 250 mM Saccharose auf Eis stehend aufgetaut. Anschließende

Homogenisierung der rechten und linken Ventrikel erfolgte wie unter 2.3.1. beschrieben in

Inkubationspuffer (+ 250 mM Saccharose). Nach Zentrifugation der Suspensionen (1200 g,

10 min, 0 °C) wurden die Überstände über vierlagigen Mull filt riert und zweifach zentrifu-

giert (20000 g, 20 min, 4 °C). Die aufgereinigten Membranpellets wurden in eiskaltem Inku-

bationspuffer (ohne Saccharose) resuspendiert und die Suspension auf eine Proteinkonzentra-

tion von 250 µg ml-1 eingestellt .

SÄTTIGUNGSEXPERIMENTE

Sättigungsbindungsstudien erfolgten in sechs verschiedenen Konzentrationen (0,3 bis 10 nM)

des spezifischen Uptake1 Inhibitors [3H]-Nisoxetin (spezifische Aktivität: 80 Ci/mmol) in

einem Gesamtvolumen von 500 µl mit nachfolgender Zusammensetzung:

� 50 µl Inkubationspuffer ± Desipramin (1 µM, spezifischer Uptake1 Inhibitor)

� 50 µl Inkubationspuffer mit [3H]-Nisoxetin (0,3 bis 10 nM)

� 400 µl Membranpräparation (eingestellt auf 100 µg Membranprotein)

Die unspezifische Bindung wurde in Gegenwart von 1 µM Desipramin quantifiziert. Die Re-

aktionsansätze inkubierten drei Stunden bei 4 °C, wurden durch Vakuumfilt ration über

Whatman GF/C Filter (2.4.1.) gestoppt und fortführend aufgearbeitet (2.4.7.). Die Durchfüh-

rung der Sättigungsbindungsstudien erfolgte in Doppelbestimmungen und deren Mittelwerte

wurden der Auswertung zugrunde gelegt.

VERDRÄNGUNGSEXPERIMENTE

Die Subtypisierung von NAT Bindungsstellen erfolgte mit Hil fe der selektiven Uptake1 Inhi-

bitoren Desipramin und Nisoxetin, dem Uptake Inhibitor Kokain und des Dopamin Uptake
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Inhibitors GBR 12909 (acht verschiedene Konzentrationen: 0,1 pM bis 400 µM). Die Durch-

führung der Assays entsprach den Sättigungsbindungsstudien.

2.6.2. MESSUNG DER NAT AKTIVITÄT AN VENTRIKULÄREN MEMBRANEN

Die ventrikuläre NAT Aktivität wurde über die Aufnahme von Tritium-markiertem D,L-Nor-

adrenalinhydrochlorid (spezifische Aktivität: 13,5 Ci/mmol) in präparierte Gewebeslices er-

mittelt. Die Untersuchungen zur Uptake1 Aktivität standen dabei in methodischer Anlehnung

an Liang et al. (1989). Rechts- und linksventrikuläres Gewebe wurde in modifizierter und

begaster (95 % O2, 5 % CO2) Krebs-Henseleit-(KH) Lösung (mM: 118 NaCl, 4,7 KCl, 2,5

CaCl2, 0,54 MgCl2, 25 NaHCO3, 1 NaH2PO4, 11 Glucose, 0,094 EDTA, 1,14 Ascorbinsäure,

0,067 Nialamid) mit einem McIllwain Tissue-Chopper in Gewebestücke der Größe 250 × 250

µm geschnitten.

SÄTTIGUNGSEXPERIMENTE

Für die Quantifizierung der NAT Aktivität wurden je 10 mg rechts- bzw. linksventrikuläre

Gewebestücke in Gegenwart von 1 µM Nisoxetin (Uptake1 Inhibitor) bzw. 40 µM Corticoste-

ron (Uptake2 Inhibitor) für 15 Minuten bei 37 °C in KH-Puffer äquili briert und die NAT Ak-

tivität durch Zugabe von [3H]-NA (25 nM) nach einer zusätzlichen Inkubationszeit für 15

Minuten in einem Gesamtvolumen von 500 µl mit folgenden Komponenten bestimmt:

� 50 µl KH-Puffer ± Nisoxetin (1 µM) bzw. Corticosteron (40 µM)

� 50 µl KH-Puffer mit [3H]-NA (25 nM)

� 400 ml KH-Puffer mit 10 mg ventrikulärem Gewebe

Die Erfassung der unspezifischen [3H]-NA Akkumulation in ventrikulären Gewebeslices er-

folgte in parallelen Reaktionsansätzen bei 4 °C. Die Inkubationen wurden durch Vakuumfil-

tration über einen mit 0,05 % Polyethylenimin gesättigten Whatman GF/C Filter (2.4.1.) ter-

miniert. Die Filter inklusive der zurückgehaltenen Radioaktivität wurden in Scintill ationsge-

fäße überführt, mit 3 % Trichloressigsäure versetzt und bei 4 °C über Nacht stehen gelassen.

Die Detektion der Radioaktivität erfolgte wie unter 2.4.7. beschrieben. Spezifische Aktivität

wurde definiert als totale NAT Aktivität (37 °C) minus unspezifischen Uptake (4 °C).
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VERDRÄNGUNGSEXPERIMENTE

Zur qualitativen Charakterisierung des Uptake1 wurden linksventrikuläre Gewebeslices von

Kontroll -Ratten in Gegenwart acht verschiedener Konzentrationen (100 nM bis 100 mM) der

selektiven Uptake1 Inhibitoren Desipramin und Nisoxetin, dem Uptake Inhibitor Kokain und

des Dopamin Uptake Inhibitors GBR 12909 inkubiert. Die Versuchsdurchführung sowie die

Inkubationsbedingungen entsprachen denen der Sättingungsexperimente. Sämtliche Ansätze

zur Detektion der [3H]-NA Uptake1 Aktivität erfolgten in Doppelbestimmungen. Die jeweil i-

gen Mittelwerte wurden der Auswertung zugrunde gelegt.

2.6.3. AUSWERTUNGEN ZUM NEURONALEN NORADRENALIN UPTAKE

Bindungsdaten aus den Untersuchungen mit Tritium-markiertem Nisoxetin wurden in Anleh-

nung an die Methoden zur Rezeptorcharakterisierung ausgewertet. Dabei erfolgte die Anpas-

sung der ermittelten Bindungsdaten aus Sättigungsexperimenten an Hyperbelfunktionen

(2.5.1.). Als Grundlage der gewählten Auswertung diente wiederum die Einstellung eines

Gleichgewichtes nach dem Massenwirkungsgesetz zwischen [3H]-Nisoxetin und dessen

Kopplung an den NAT (2.4.1.). Das Ausmaß der spezifischen Bindung von Transporter-

gebundenem [3H]-Nisoxetin entsprach in diesem Fall der Ligand-Rezeptor-Interaktion (Glei-

chung 4 aus 2.5.1.). Die maximale Bindung von [3H]-Nisoxetin bzw. dessen Dissoziations-

konstante KD wurden mit Hil fe nicht-linearer Kurvenanpassung ermittelt.

Für die Bestimmung der NAT Aktivität wurde dessen Transportrate in Gegenwart von 25 nM

[3H]-NA ermittelt. Liang et al. (1989) berichteten über eine direkte Proportionalität zwischen

dem verwendeten Substrat und der Uptakegeschwindigkeit in einem Bereich von 0 bis 50 nM

NA. Aus diesem Grund gewährleistete die angegebene Konzentration eine objektive Charak-

terisierung der Uptake1 Aktivität und sicherte eine entsprechende Vergleichbarkeit der erziel-

ten Resultate.

Sämtliche Untersuchungen zum NA Uptake wurden mit Hil fe des PC-Programms

GraphPadTMPrism 3.00 (GraphPad Software, San Diego, Kali fornien; USA) ausgewertet.
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2.7. BESTIMMUNG DER GRK AKTIVITÄT IN VENTRIKULÄREM  GEWEBE

Die Messung der Enzymaktivität der G-Protein gekoppelten Rezeptorkinase (GRK) in zyto-

solischen und Membranfraktionen aus sowohl rechts- und linksventrikulärem Gewebe orien-

tierte sich an der Methode von Benovic et al. (1987). Das Prinzip des Assays begründet sich

darauf, dass lichtabhängig Rhodopsin spezifisch via der zu erfassenden Rezeptorkinase phos-

phoryliert wird. Die Inkorporation von radioaktiv markiertem Phosphor repräsentiert dabei ein

Maß für die im Ansatz vorhandene GRK Aktivität. Rhodopsin, freundlicherweise von Prof.

Dr. M. J. Lohse (Institut für Pharmakologie, Universität Würzburg) für die Durchführung der

Versuche zur Verfügung gestellt , wurde den Assayproben als Substrat zugesetzt. In der Aus-

wertung der erzielten Daten wurde nicht zwischen RVH und RVF unterschieden.

2.7.1. AUFARBEITUNG VON ZYTOSOL- UND MEMBRANFRAKTIONEN AUS VENTRIKULÄ-

REM  GEWEBE

Rechts- bzw. linksventrikuläres Gewebe (100 mg) wurde in 1 ml eiskaltem Lyse-Puffer (mM:

10 TRIS-HCl, 5 NaCl, 5 EDTA; 40 µg/ml Phenylmethylsulfonylfluorid, 40 µg/ml Leupeptin,

40 µg/ml Benzamidin, pH 7,4) einmalig mit maximaler Leistung (25000 U/min) 10 Sekunden

sowie nachfolgend zweimal mit submaximaler Kapazität (18000 U/min) 20 Sekunden (einmi-

nütige Intervalle) über einen Turrax homogenisiert und anschließend zentrifugiert (50000 g,

30 min, 4 °C). Die Überstände beinhalteten die zytosolische Fraktion des aufgearbeiteten

Ventrikelgewebes. Die erhaltenen Pellets (Membranfraktion) wurden erneut in frischem Lyse-

Puffer (inklusive 250 mM NaCl) aufgenommen, mit einem Sonifier für 5 Sekunden auf Eis

homogenisiert, gefolgt von einer Inkubation für 15 Minuten bei 4 °C und wiederholt zentrifu-

giert (50000 g, 30 min, 4 °C). Die Überstände dieser zweiten Zentrifugation enthielten die

membranassoziierten Proteine. Die Erfassung des Proteingehalts erfolgte nach Bradford

(1976) mit bovinem Immunglobulin G als Standard (2.3.1.).

2.7.2. BESTIMMUNG DER GRK AKTIVITÄT IN VENTRIKULÄREN ZYTOSOL- UND MEM-

BRANFRAKTIONEN

Zytosolische (100 µg) und Membranfraktionen (50 µg) beider Ventrikel wurden für 30 min

bei 30 °C in Gegenwart von Licht und 400 pmol Rhodopsin in 60 µl Assaypuffer (mM: 10

TRIS-HCl, 5 EDTA, 10 MgCl2, 0,1 ATP mit γ-[32P]-ATP (~20 µCi); 260 pM βγ-
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Untereinheit) inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe eiskalter Pufferlösung (mM: 10

TRIS-HCl, 5 EDTA, pH 7,4) gestoppt und es erfolgte die Zentrifugation (14000 g, 10 min, 25

°C) der rhodopsinhaltigen Vesikel. Die erzielten Pellets wurden in 30 µl zweifach konzen-

triertem Laemmli-Puffer (Laemmli, 1970) unter kräftigem Schütteln für 30 min resuspendiert.

Im Anschluss erfolgte die Auftragung der Proteine auf ein 12,5%iges SDS-Polyacrylamidgel

zur gelelektrophoretischen Separation (25 mA/Gel für 90 min). Die resultierenden Gele wur-

den mit Coomassie-Farblösung für 30 min gefärbt und mit 30 % Methanol und 10 % Essig-

säure für etwa 2-3 Stunden entfärbt. Die Rhodopsinbanden (~35 kDa) wurden aus dem Gel

geschnitten und via Cerenkov Counting erfasst. Die Ermittlung der GRK Aktivität erfolgte

parallel in Zytosol- und Membranfraktionen aus beiden Ventrikeln.

2.8. DETEKTION DER Gα� -PROTEINE AN VENTRIKULÄREN MEMBRANEN

Als Konsequenz agonistischer Ligandenbesetzung koppeln adrenerge, muskarinerge und En-

dothelin-Rezeptoren zwecks Signaltransduktion intrazellulär mit membrangebundenen

G-Proteinen. GTP-bindende Heterotrimere (G-Proteine, bestehend aus α-, β- und γ-

Untereinheiten) werden aufgrund ihrer unterschiedlichen α-Subeinheiten klassifiziert (Morris

et al., 1999). Selektive Antikörper gegen diese α-Untereinheiten ermöglichen deren Detekti-

on. Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zur Ermittlung der Gα-Proteine wurden modifi-

ziert (Michel et al., 1993b) nach der Methode von Burnette (1981) unter Verwendung der

Antikörper RM/1 (GαS), AS/7 (GαI) und QL-Antiserum (Gαq/11) durchgeführt.

2.8.1. PRÄPARATION VENTRIKULÄRER MEMBRANSUSPENSIONEN

Tiefgefrorenes rechts- und linksventrikuläres Gewebe wurde in eiskalter 1 mM KHCO3 Lö-

sung aufgetaut, kleingeschnitten und mit einem Ultra-Turrax 10 Sekunden bei maximaler

(25000 U/min) sowie zweimal 20 Sekunden (einminütige Intervalle) mit submaximaler Lei-

stung (18000 U/min) homogenisiert. Die erhaltenen Membranen wurden nachfolgend durch

Zentrifugation (50000 g, 20 min, 4 °C) gewaschen und das erzielte Pellet in 1 ml TED-Puffer

(mM: 20 TRIS-HCl, 1 EDTA, 1 Dithiothreitol, pH 7,7 bei 4 °C) mit Hil fe des Turrax (10 Se-

kunden, 25000 U/min) resuspendiert.
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2.8.2. WESTERN BLOT ANALYSE AN VENTRIKULÄREN MEMBRANEN

Kardiale Membranen (ca. 100 µg Protein/Slot) wurden mit Puffer (5 % SDS, 50 % Glycerol,

5 % 2-Mercaptoethanol, 300 mM TRIS-HCl, 0,04 % Bromphenolblau, pH 6,8 bei 25 °C) in

einem Verhältnis von 4 : 1 verdünnt und für 5 Minuten erhitzt. Nach deren Auftrennung in

SDS-Polyacrylamid-Gelen entsprechend der Methode nach Laemmli (1970) mit 4 % Acryla-

mid im Sammelgel und 10 % Acrylamid im Trenngel wurden die Proteine auf Nitrocellulose-

Membranen über Nacht mit einem 60 V Spannungsfeld transferiert. Im Anschluss daran wur-

den die Blots für 90 Minuten in TBS-Puffer (mM: 20 TRIS-HCl, 100 NaCl, pH 7,5, 25 °C)

bei Raumtemperatur in Gegenwart von 2 % Fettsäure-freiem Milchpulver geblockt. Dieser

Arbeitsschritt wurde zweimal für 10 Minuten in TTBS-Puffer (TBS mit 500 µl/l Tween-20)

wiederholt. Die Inkubation der Blots mit dem entsprechenden Antiserum erfolgte über Nacht

bei 4 °C in TTBS-Puffer mit 1 % Fettsäure-freiem Milchpulver.

Nach Abtrennung der Antiseren bzw. zweimaligem Waschen der Blots für 10 Minuten mit

TTBS-Puffer erfolgte anschließend die Inkubation mit 80 µl [125J]-markierter Protein A Lö-

sung (130 µCi/ml) in einem Gesamtvolumen von 100 ml TTBS-Puffer mit 1 % Fettsäure-

freiem Milchpulver für 1 Stunde bei Raumtemperatur. Die Inkubationsreaktion wurde durch

Auswaschen mit TTBS-Puffer gestoppt. Zur Entfernung [125J]-markierter Protein A Lösung

wurde dieser Schritt nachfolgend dreifach jeweils für 10 Minuten wiederholt. Für die Be-

stimmung der gebundenen Radioaktivität ([125J]-Protein A) an die verwendeten Antiseren

wurden die Blots auf Fotofilme aufgelegt.

Die relative Quantifizierung der G-Protein Untereinheiten erfolgte mit Hil fe eines Bio-

Imaging Analyzer sowie des dazugehörigen Programmes Tina 2.10. Die Schwärzung der Fo-

tofilme wurde in relativen Einheiten (rE) angegeben und der Auswertung zugrunde gelegt.

2.9. BESTIMMUNG DER ADENYLYL  ZYKLASE AKTIVITÄT AN VENTRIKULÄREN MEM-

BRANEN

Die Adenylyl Zyklase (AZ), ein Membran-assoziiertes Protein, vermittelt die Synthese von

zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP); letzteres wurde

als α-[32P]-radioaktiv markierte Substanz dem Assay zugesetzt. Die katalytische Aktivität der

AZ kann durch Zusatz verschiedener Substanzen sowohl gesteigert als auch inhibiert werden.

Das Ausmaß dieser Beeinflussung ist dabei über die Detektion des Reaktionsproduktes [32P]-
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cAMP zugänglich. Die Untersuchungen zur AZ Aktivität standen in Anlehnung an die Me-

thode nach Salomon et al. (1974) und wurden modifiziert nach Brodde et al. (1998b) durchge-

führt.

2.9.1. PRÄPARATION VENTRIKULÄRER MEMBRANSUSPENSIONEN

Die Rattenherzen wurden entnommen und aufgearbeitet wie unter 2.3.1. beschrieben. Das

tiefgefrorene Zentrifugationspellet (1000 g) wurde in eisgekühlter 1 mM KHCO3 Lösung auf-

getaut, resuspendiert und wiederholt bei 1000 g zentrifugiert. Die Pellets wurden nachfolgend

in TEN-Puffer (mM: 20 TRIS-HCl, 1 EDTA, 25 NaCl, pH 7,4) resuspendiert und deren Pro-

teingehalt nach der Methode von Bradford (1976, 2.3.1.) ermittelt.

2.9.2. MESSUNG DER ADENYLYL  ZYKLASE AKTIVITÄT AN VENTRIKULÄREN MEM-

BRANEN

Die Reaktionsansätze zur Bestimmung der AZ Aktivität wurden in Gegenwart der folgenden

Substanzen inkubiert: Guanosintriphosphat (GTP, Konzentration im Assay 10 µM), Iso-

prenalin (ISO, 100 µM), Natriumfluorid (NaF, 10 mM), Forskolin (100 µM) und Mangan

(Mn2+, 10 mM). Die jeweili gen Ansätze wurden mit Proben für Leerwerte (ohne Membranen

und Stimulanzien) und Basalwerte (mit Membranen, ohne Stimulanzien) komplettiert. Die

Inkubationsansätze umfassten ein Gesamtvolumen von 100 µl mit folgender Zusammenset-

zung:

� Aqua dest. (µl: Leerwert 50; Basalwert, NaF und Forskolin 30 ; GTP 20 ; ISO 10),

� 10 µl Adenosindeaminase (ADA, 1786 units/ml),

� 10 µl GTP (1 mM, nur GTP und ISO),

� 10 µl ISO (1 mM, nur ISO),

� 16,5 µl Inkubationspuffer A (mM: 40 HEPES, 5 MgCl2, 1 EDTA, 5 Kreatinphos-

phat, 0,5 ATP, 0,1 cAMP, 50 U/ml Kreatin-Kinase),

� 20 µl Membranpräparation (außer Leerwert, eingestellt auf 30 - 40 µg/ml Protein),

� 23,5 µl Aqua dest. mit ~106 cpm α-[32P]-ATP (spezifische Aktivität: 3000

Ci/mmol).
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Die jeweil igen Bestimmungen zur AZ Aktivität in Gegenwart von Mangan (Basalwert und 10

mM Mn2+) erfolgten in Inkubationspuffer B (Inkubationspuffer A ohne MgCl2). Sämtliche

Ansätze wurden für 10 Minuten bei 30 °C in einem Schüttelwasserbad inkubiert und die Re-

aktion durch Zugabe von 100 µl Stopplösung (mM: 50 TRIS-HCl, 40 ATP, 1,4 cAMP; 2 %

SDS, ~8000 cpm [3H]-cAMP, spezifische Radioaktivität: 31,7 Ci/mmol; pH 7,5) terminiert.

Mit Hil fe des radioaktiv markierten cAMPs (120 bis 150 pM) erfolgte die Bestimmung der

Eff izienz der verwendeten Säulen (siehe unten).

Zur Aufarbeitung des Reaktionsansatzes wurde das Probenvolumen mit destilli ertem Wasser

auf 1 ml aufgefüllt , übertragen auf mit Dowex Anionen-Austauschern (Porengröße 200 –

400) bestückte Säulen und α-[32P]-ATP nach Zugabe von 2 × 1 ml destilli ertem Wasser elu-

iert. Die Säulen wurden im nächsten Schritt über Alumina-Säulen positioniert, um [32P]-

cAMP und [3H]-cAMP mit 4 ml Wasser zu binden und von nicht umgesetztem α-[32P]-ATP

abzutrennen. Abschließend wurden die Alumina-Säulen des Ansatzes auf Scintill ationsvials

übertragen und [32P]-cAMP bzw. [3H]-cAMP mit Hilfe von 5 ml 0,1 M Imidazol (pH 7,3) in

die Countergefäße eluiert. Dem Eluat wurden 15 ml Scintill ator hinzugefügt und die Radio-

aktivität in einem Beta-Counter mit 42 % Zählausbeute gemessen. Errechnete Mittelwerte aus

Dreifachbestimmungen wurden der Auswertung zugrunde gelegt.

Die Erfassung der tatsächlichen [3H]-cAMP Konzentration und die Menge des eingesetzten

α-[32P]-ATP für den jeweil igen Inkubationsassay erfolgte über die Detektion der entspre-

chenden Radioaktivität, die den Inkubationsansätzen hinzugefügt wurde. Auf diesem Weg

konnte der cAMP Verlust jeder verwendeten Säule anhand der gemessenen Probenradioakti-

vität ermittelt werden.

Die verwendeten Säulenfüllungen mussten grundsätzlich vor jedem neuen Inkubationsansatz

bzw. nach der Reaktion regeneriert werden. Dowex 50W-×4 Säulen wurden zunächst durch

Zugabe von 5 ml einer Suspension bestehend aus 75 g Dowex 50W-×4 in 375 ml Aqua dest.

vorbereitet. Unmittelbar vor jedem Assay wurde zweimal mit je 5 ml 1 N HCl gefolgt von

zweimal 5 ml Aqua dest. äquili briert. Nach Abschluss der Untersuchungen wurde den Säulen

5 ml Aqua dest. sowie 5 ml 1 N HCl zugesetzt. Die Aufbewahrung dieser Säulen erfolgte in 1

N HCl bei Raumtemperatur. Alumina-Anionenaustauscher-Säulen wurden mit je 5 ml einer

Suspension von 55 g Alumina auf 472 ml Aqua dest. präpariert und dreimal mit 5 ml 1 M

Imidazol (pH 7,3) vor Beginn und nach Abschluss einer Bestimmung gewaschen. Die Auf-

bewahrung dieser Säulen erfolgte ebenfalls bei Raumtemperatur.
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2.10. BESTIMMUNG DES cAMP GEHALTES IN KARDIOMYOZYTEN

Die Ermittlung der AZ Aktivität in Kardiomyozyten erfolgte über die direkte Konzentrations-

bestimmung des cAMPs. Die isolierten Kardiomyozyten (2.3.2.) wurden zweifach zentrifu-

giert (80 g, 10 min, 25 °C) und jeweils in PBS-Puffer resuspendiert. Für die weiteren Präpa-

rationsschritte wurde dem Puffer der Phosphordiesteraseinhibitor 3-Isobutyl-1-methylxanthin

(IBMX, 100 µM) zugesetzt. Die nachfolgende Inkubation einer definierten Anzahl von Kar-

diomyozyten (2,5 × 105 Zellen) erfolgte für 15 min bei 37 °C in einem Reaktionsansatz von

330 µl mit folgender Zusammensetzung:

� 300 µl Zellsuspension (2,5 × 105 Zellen)

� 30 µl (Basal) bzw. 20 µl (ISO) PBS + IBMX (100 µM)

� 10 µl (−)-Isoprenalin (Konzentration im Assay 100 µM)

Die Reaktion wurde durch 5-minütiges Erhitzen bei 95 °C (Zell lyse) gestoppt. Nach Abküh-

lung der Proben auf Eis wurde das Zellplasma von den korpuskulären Bestandteilen abzentri-

fugiert (12000 g, 10 min, 25 °C), dem erzielten Überstand 2 × 100 µl entnommen und diese

Proben bei –80 °C gelagert. Die abschließende Bestimmung des cAMP Gehalts erfolgte unter

Anwendung eines [3H]-cAMP Radio-Assay-Kits nach der Proteinbindungsmethode (Gilman,

1970; Schwabe et al., 1972). Dieser Assay basiert auf der kompetitiven Bindung von unmar-

kiertem cAMP und einem definierten Betrag an tritiertem cAMP an ein spezifisches Bin-

dungsprotein mit hoher Aff inität für cAMP. Der Anteil des proteinadsorbierten radioaktiven

cAMPs ist dem nichtmarkiertem cAMP Gehalt umgekehrt proportional.

2.11. KONTRAKTIONSMESSUNGEN AN VENTRIKULÄREN MUSKELSTREIFEN

2.11.1.PRÄPARATION DER VENTRIKELSTREIFEN

Die narkotisierten Ratten (2.2.) wurden durch zervikale Dislokation getötet. Nach bilateraler

Thorakotomie wurde das noch schlagende Herz entnommen und in begaste (95 % O2, 5 %

CO2) Tyrode-Lösung (mM: 136,9 NaCl, 5,4 KCl, 2,5 CaCl2, 1,05 MgSO4, 0,42 NaH2PO4,

25,0 NaHCO3, 9,7 D-Glucose bei 37 °C) überführt. Das Herz wurde mit Hil fe von Nadeln auf

Wachs in einer, mit begaster Tyrode-Lösung gefüllten Glasschale fixiert und beide Vorhöfe

abgetrennt. Der rechte Ventrikel wurde isoliert und der linke Ventrikel durch Schneiden von
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der Aorta zur Herzspitze entlang der Herzvorderwand geöffnet. Die Papill armuskeln wurden

entfernt und aus beiden offen liegenden Ventrikeln entlang der Gewebetextur je zwei Ventri-

kelstreifen geschnitten (Länge 6 bis 8 mm, Breite 1 bis 2 mm). Für ein Herz (n=1) konnten

somit vier Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK, zwei pro Ventrikel) aufgenommen wer-

den.

Die frisch präparierten Ventrikelstreifen wurden zwischen den Platin-Elektroden des Organ-

bades (Eigenbau des Hauses) fixiert. Zur Ermittlung der Reizspannung (Rechteckreiz: Breite

5 ms, Frequenz 1 Hz) erfolgte die Stimulation der Gewebestreifen mit steigender Spannung.

Die Spannung mit einem ersten sichtbaren Ausschlag wurde als Schwellenwert festgehalten.

In den sich anschließenden Versuchen erfolgte die Reizung der Muskelstreifen mit dem

1,5fachen des entsprechenden Schwellenwertes (2,4 V). Die entwickelte Kontraktion der Prä-

parate (unter einer Vorlast von 9,81 mN) wurde über einen Kraftaufnehmer auf einem Hell i-

ge-Rekorder registriert, als Ausschlag quantifiziert und ausgewertet.

2.11.2. ERMITTLUNG KUMULATIVER KONZENTRATIONS-WIRKUNGS-KURVEN

Das Organbad beinhaltete 10 ml Tyrode-Lösung mit einem pH-Wert von 7,4. Es erfolgte

permanente Begasung der Lösung mit Carbogen. Mittels einer Umwälzpumpe wurde das Or-

ganbad auf 37 °C beheizt. Die Registriereinheit wurde mit einer Vorlast von 9,81 mN auf ei-

nen Zeigerausschlag von 60 mm bei einer Verstärkung von 2 mV geeicht. Nach Vorspannung

der Muskelstreifen auf 2 mN erfolgte die Reizung der präparierten Ventrikelstreifen über die

Platin-Elektroden. Der verwendete Stimulator lieferte Rechteckimpulse von 5 ms Dauer bei

einer Frequenz von 1 Hz. Die Aufzeichnung der Kontraktionen erfolgte als Amplitudenaus-

schlag (in mm) mit Hil fe der Registriereinheit und wurde anschließend entsprechend der

Eichkurve für die Auswertung in mN umgerechnet.

Die fixierten Ventrikelstreifen äquili brierten vor Beginn der Kontraktionsuntersuchungen für

mindestens 60 Minuten in Tyrode-Lösung. Die Stimulation der Muskelstreifen erfolgte durch

Isoprenalin (0,1 nM bis 1 µM), Noradrenalin (1 nM bis 1 mM) und Endothelin (1 nM bis 300

nM). Kontraktile Experimente mit Noradrenalin (NA) wurden in Gegenwart des unspezifi-

schen β-AR Blockers Propranolol (100 nM) sowie des NA Uptake Inhibitors Kokain (10 µM)

durchgeführt. Kumulative KWK wurden in halblogarithmischen Schritten aufgenommen (van

Rossum, 1963) und die Kontraktionszunahme innerhalb weniger Sekunden in einem beob-

achteten Maximum festgehalten. Nach Erreichen eines Kontraktionsplateaus für die jeweili ge

Konzentration wurde erneut der entsprechende Agonist zugesetzt. Die Interpretation der
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Kontraktionskraftänderungen erfolgte nach Abzug der Basalwerte von den einzelnen Ergeb-

niswerten anhand folgender Gleichung für KWK (aus Motulsky, 1996):

 [ Maximum ] – [ Basal ]
Y = [ Basal ]    +   ——————————— (10)

1 + 10[log (EC50) – X] - Hillslope

Y = abhängige Größe (Kontraktion in mN)
X = dekadischer Logarithmus der Konzentration
[Maximum] = maximal erreichbare Wirkung (oberes Plateau)
[Basal] = Wirkung unter basalen Bedingungen (unteres Plateau)
EC50 = Konzentration bei der 50 % der maximalen Wirkung ([Maxi-

mum] – [Basal]) erzielt wird

Wie aus Gleichung (10) ersichtlich, entfällt der Hillslope im Fall eines konstanten Kurvenan-

stiegs (n=1) bei gleicher Aff inität des Agonisten gegenüber Rezeptorsubtypen. Für die Aus-

wertung sämtlicher KWK inotroper Untersuchungen mit Isoprenalin, Noradrenalin bzw. En-

dothelin wurden die Messwerte über nichtlineare Kurvenregression an sigmoidale Graphen

mit einem fixen Hill -Koeff izienten von n=1 angepasst.

Im Anschluss an die Messungen wurden die Ventrikelstreifen dreimal mit Tyrode-Lösung

gespült und wiederholt für mindestens 30 Minuten äquili briert. Für sämtliche Muskelstreifen

wurden abschließend kumulative Calcium KWK (4,3 mM bis 13,3 mM) gemessen, um die

funktionelle Intaktheit der Muskelpräparationen verifizieren zu können.

2.12. STATISTIK

In Text und Abbildungen aufgeführte, experimentell ermittelte Daten sämtlicher Untersu-

chungen entsprechen dem arithmetischen Mittel aller durchgeführten Versuche. Dargestellt

sind Mittelwerte (MW) und Standardabweichung des Mittelwertes (SEM). Sofern nicht expli-

zit hervorgehoben, setzen sich diese Mittelwerte aus mindestens 5 unabhängigen Experimen-

ten zusammen.

Die Genauigkeit der Verdrängungskurven für eine oder zwei Bindungsstellen wurde statis-

tisch mit Hil fe des F-Tests ermittelt. Unter Anwendung des Student`s t-Tests für ungepaarte

Proben wurde die Signifikanz von Unterschieden zwischen Mittelwerten ermittelt. Ein aus-

gewiesener P-Wert kleiner 0,05 wurde für beide Tests als signifikant betrachtet. Sämtliche

statistische Kalkulationen wurden mit Hil fe des PC-Programms GraphPadTMPrism 3.00

(GraphPad Software, San Diego, Kali fornien; USA) durchgeführt.
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2.13. VERWENDETE CHEMIKALIEN

Produkt Hersteller

Adenosin-5‘- triphosphat (ATP) Boehringer Mannheim; Deutschland
Adenosin-3:5-monophosphat, zyklisch (cAMP) Boehringer Mannheim; Deutschland
Alumina Alumina für Säulenchromatographie,

Sigma, Deisenhofen; Deutschland
AS/7 New England Nuclear/DuPont, Brüssel;

Belgien
α-, γ-[32P]-ATP New England Nuclear/DuPont, Brüssel;

Belgien
BQ-123 Saxon Biochemicals GmbH, Hannover;

Deutschland
[3H]-cAMP
[3H]-cAMP RIA-Kit Amersham-Buchler, Braunschweig;

Deutschland
Desipramin Research Biochemicals International, Na-

tick; USA
Dowex 50W-×4 Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kali for-

nien; USA
[125J]-Endothelin 1 Amersham-Buchler, Braunschweig;

Deutschland
Forskolin Calbiochem-Novabiochem Corporation La

Jolla; USA
Guanosin-Triphosphat (GTP) Boehringer Mannheim; Deutschland
Heparin Biochrom KG, Berlin; Deutschland
(−)-[125J]-Jodcyanopindolol New England Nuclear/DuPont, Brüssel;

Belgien
LumasafeTM Plus LUMA*LSC B.V., Groningen; Niederlan-

de
2-Mercaptoethanol Ferak, Berlin; Deutschland
[3H]-Myoinositol Amersham-Buchler, Braunschweig;

Deutschland
[3H]-Nisoxetin New England Nuclear/DuPont, Brüssel;

Belgien
Nonfat Dry Milk Topco Assoc., Inc. Illi noiss; USA
DL-[7-3H(N)]-Noradrenalinhydrochlorid New England Nuclear/DuPont, Brüssel;

Belgien
Pentobarbital United Pharmaceutical Works, Praha;

Tschechien
Phosphate Buffered Saline (PBS) Biochrom KG, Berlin; Deutschland
[3H]-Prazosin New England Nuclear/DuPont, Brüssel;

Belgien
[125J]-Protein A New England Nuclear/DuPont, Brüssel;

Belgien
QL-Antiserum New England Nuclear/DuPont, Brüssel;

Belgien
Rotiphorese Gel 30 Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe;

Deutschland
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RM/1 New England Nuclear/DuPont, Brüssel;
Belgien

[N-Methyl-3H]-Scopolaminmethylchlorid New England Nuclear/DuPont, Brüssel;
Belgien

Sigma (Deisenhofen; Deutschland): Adenosindesaminase
Alumina für Säulenchromatographie
Atropinsulfat
Bovine Serum Albumine
Cocain
Corticosteron
Crotaline
Imidazol
(−)-Isoprenalinbitartrat
Kaliumchlorid
Kreatinkinase
Kreatinphosphat
Medium M199
Nialamid
(−)-Noradrenalinhydrochlorid
Phentolamin
Polyethylenimin
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20)
(±)-Propranololhydrochlorid

Merck (Darmstadt; Deutschland):   Natriumfluorid
(−)-N-Methylscopolaminnitrat
Vinyl-Copolymer mit Phenylboronsäure
LiChrosphor 100, RP 18ec

Folgende Chemikalien wurden freundlicherweise von Firmen zur Verfügung gestellt:
- (±)-CGP 12177 (±)-4-(3-Tertiärbutylamino-2-hydroxypropoxy)-benzimidazole-2-on und

CGP 20712A (1-[2-((3-Carbamoyl-4-hydroxy)phenoxy)ethylamino]-3-[4-(1-methyl-4-
trifluoromethylimidazolyl)-phenoxy]-2-propanol von Ciba-Geigy (Basel; Schweiz)

- ICI 118,551 (Erythro-(±)-1-(7-methylindan-4-yloxy)-3-isopropylaminobutan-2-ol) von
ICI Pharma (Plankstadt; Deutschland)

- IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin) von Sigma, Deisenhofen; Deutschland
- Ro 47-0203 (Bosentan) von Hoffmann-La Roche, Basel; Schweiz

LÖSUNGEN ZUR KARDIOMYOZYTEN ISOLIERUNG

JOKLIK-MEM (Sigma, Deisenhofen; Deutschland):
- Auflösen der Festsubstanz unter leichtem Rühren
- Zugabe von 2g / 1000ml wasserfreiem NaCO3

- Einstellung des pH Wertes auf 7,0
- sterile Filt ration über Filter (Falcon 7111)

Lösung A (mM): - 440 ml JOKLIK-MEM (Gibco-BRL)
- 24,0 NACO3

- 0,6 MgSO4

- 1,0 DL-Carnitin
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- 10,0 Creatine
- 20,0 Taurin
- 5-8 Tropfen 5 N HCl

Lösung B: - 300 ml Lösung A
- 60-180 U/ml Trypsin
- 1,5 ml CaCl2 (100 mM)

Lösung C: - 150 ml Lösung A
- 60-180 U/ml Trypsin
- 150 mg BSA

Lösung D: - 130 ml Lösung A
- 130 µl CaCl2 (100 mM)
- 150 mg BSA

Lösung E: - Medium M 199
- 10% Newborn calf serum
- 1% Penicilli n/Streptomycin

Alle Lösungen wurden mit Carbogen (95% O2, 5% CO2) begast.

2.14. VERWENDETE GERÄTE

Produkt Hersteller

Auto-Gamma CobraTM II Canberra-Packard, Meriden; USA
Bio-Imaging Analyzer BAS 2000 Raytest Isotopenmessgeräte, Strauben-

hardt; Deutschland
Filt rationstopf Milli pore GmbH, Eschborn; Deutschland
Gewebezerhacker Bachhofer GmbH, Reutlingen; Deutsch-

land
Harvester Brandel Biomedical Research and Deve-

lopment Lab. Inc., Gaithersburg; USA
Helli ge Rekorder Helli ge GmbH, Freiburg; Deutschland
Liquid Szintill ation Analyzer Nr.2250CA Packard Instrument Company, Meriden;

USA
McIllwain Tissue-Chopper Bachhofer, Reutlingen; Deutschland
Milli pore-Vakuumfilt rationstopf Milli pore GmbH, Eschborn; Deutschland
Sedgewick-Rafter Cell S50 Pyser, Edenbridge; Großbritanien
Photofilme Fuji Photo Film Co. LTD, Japan
Potter S B.Braun Melsungen AG
Registriereinheit Servomed, Fa Helli ge, Freiburg im Breis-

gau; Deutschland
Respirator TSE GmbH, Kronberg; Deutschland
Sonifier Branson Instruments, Danbury, Connecti-

cut; USA
Spektrophotometer DU 520 Beckman Instruments, Inc., Fullerton;

USA
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Stimulator II Hugo Sachs, March-Hugstetten; Deutsch-
land

Tri-Carb Liquid Szintill ation Analyzer
Nr.2250CA Packard Instrument Company, Meriden;

USA
Ultra-Turrax T25 IKA Labortechnik GmbH & Co-KG, Stau-

fen; Deutschland
Umwälzpumpe Colora Messtechnik GmbH, Lorch;

Deutschland
Vakuumfilt rationsanlage Brandel Biomedical Research and Deve-

lopment Lab. Inc., Gaithersburg; USA
Zentrifugen:

Sorvall  RC-5B Refrigerated
   Superspeed Centrifuge DuPont Company, Newtown; USA
Sorvall  RT 6000D DuPont Company, Newtown; USA
Tischzentrifuge 5415C Eppendorf GmbH, Hamburg; Deutschland
Biofuge fresco Kendro, Osterode; Deutschland

EINMALARTIKEL

Produkt Hersteller

Counterröhrchen Greiner Labortechnik, Frickenhausen;
Deutschland

Glasfilter Whatman GF/C Whatman, Inc., Cli fton, NJ; USA
Nitrocellulose-Membranen Hybond ECL, Amersham, Braunschweig;

Deutschland
Nylonmesh (250 × 250 µm) NeoLab, Heidelberg; Deutschland
Filmplatten Kodak, Biomax MS-1, Sigma, Deisenho-

fen; Deutschland
Scintill atorgefäße Greiner Labortechnik, Frickenhausen;

Deutschland
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3. ERGEBNISSE

3.1. CHARAKTERISIERUNG DES MONOCROTALIN-MODELLS

3.1.1. FUTTERAUFNAHME, KÖRPERGEWICHT, HERZGEWICHT

Zwei bis drei Tage nach Injektion des Pyrrolizidinalkaloids Monocrotalin war die Futterauf-

nahme der MCT-behandelten Tiere gegenüber den Kontrollen reduziert. Im weiteren Ver-

suchsverlauf entsprachen jedoch sowohl deren Futteraufnahme als auch die Gewichtszunahme

den Werten der Kontrollti ere. Ab etwa vier Wochen nach MCT-Injektion entwickelten ca. 50

% der Tiere Symptome eines schwerwiegenden Krankheitsverlaufes (Kachexie, Dys- bzw.

Tachypnoe, periphere Zyanose). Kennzeichnend für diese Tiere war neben einer ausgeprägten

rechtsventrikulären Hypertrophie das Vorhandensein von Pleura-, Pericardial- und/oder Peri-

tonealergüssen. Aufgrund dieser Ödeme wurden die Tiere als insuff izient (RVF) klassifiziert.

Die verbliebenen MCT-injizierten Ratten mit einer offensichtlich milderen Symptomatik ga-

ben hingegen keine Anzeichen einer Stauungsinsuff izienz (RVH) zu erkennen.

Sämtliche MCT-behandelten Tiere zeigten eine signifikante Hypertrophie des rechten Ventri-

kels (Tab. 1). Für RVH-Tiere wurde hierbei eine rechtsventrikuläre Gewichtszunahme um

120 % bzw. für RVF-Ratten ein Anstieg um 138 % ermittelt. Die Hypertrophie des rechten

Ventrikels war damit für RVF-Ratten stärker ausgeprägt (Tab. 1). Linke Ventrikel zeigten

ebenso eine signifikante Erhöhung in deren Nassgewichten von RVH- und RVF-Ratten ge-

genüber Kontrollen. Das Verhältnis des linken zum rechten Ventrikel, als Körpergewichts-

unabhängiger Index einer kardialen Hypertrophie, war infolge der ausgeprägteren Rechts-

herzhypertrophie nach MCT-Applikation deutlich erniedrigt.

Tab. 1: Körper- (g), Herz- (mg), RV- (mg), LV- (mg) und Lungengewichte (g) von Monocrotalin-behandelten
(RVH/RVF) und Kontroll ratten. MW ± SEM aus jeweils n Experimenten, RV: rechter Ventrikel, LV:
linker Ventrikel. *) P<0,05 vs. Kontrolle, ** ) P<0,0001 vs. Kontrolle, a) P<0,05 vs. RVH.

Die Gegenüberstellung der Körpergewichte ergab ferner eine signifikante Reduktion für

MCT-Ratten (Tab. 1). Das Ausmaß dieser Körpergewichtsabnahme war dabei für RVH- und

RVF-Ratten identisch. Die ermittelten Lungen-Nassgewichte zeigten sich für alle MCT-Tiere

KONTROLLE
(n=100)

RVH
(n=50)

RVF
(n=50)

Körpergewicht 264,1 ± 2,9 248,1 ± 8,2* 246,8 ± 7,5*

Herz 725,8 ± 8,1  1081,2 ± 32,6**  1068,2 ± 26,4**

RV 148,4 ± 3,0    326,9 ± 12,7**    353,8 ± 10,6**

LV 492,7 ± 5,8    565,9 ± 18,8**   531,6 ± 12,3*

LV/RV       3,4 ± 0,06        1,8 ± 0,07**          1,6 ± 0,05** a

Lunge       1,3 ± 0,02        2,4 ± 0,12**        2,1 ± 0,10**
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durchweg erhöht. Es wurde kein Unterschied zwischen RVH- und RVF-Tieren festgestellt

(Tab. 1).

3.1.2. NORADRENALINGEHALT

Im totalen Noradrenalingehalt bestand ein signifikanter Unterschied (P<0,01) zwischen rech-

ten und linken Ventrikeln Saline-behandelter Kontroll ratten. Die Umrechnung des Norad-

renalingehalts auf die jeweili gen Ventrikelgewichte ergab demgegenüber keine Signifikanz

(P=0,054, Tab. 2).

Vier bis sechs Wochen nach MCT-Injektion wurde eine signifikante Reduktion im totalen

Noradrenalingehalt ausschließlich in rechts- und linksventrikulärem Gewebe von RVF-Tieren

gemessen (Tab. 2). Linksventrikuläre Abnahme war darüber hinaus signifikant verschieden

von RVH-Ratten. Letztere zeigten keine Veränderungen im totalen Noradrenalingehalt ge-

genüber Kontrollti eren (Tab. 2).

Im Noradrenalingehalt pro mg rechtsventrikuläres Gewebe wurde auf der anderen Seite für

RVH- und RVF-Tiere eine signifikante Verringerung beobachtet. Diese Reduktion erwies

sich für RVF-Tiere stärker ausgeprägt als für RVH-Ratten (Tab. 2).

Tab. 2: Totaler Noradrenalin-(NA)-gehalt pro Ventrikel (ng) bzw. pro mg Ventrikel (pg) in rechts- (RV) und
linksventrikulärem (LV) Gewebe von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten. MW ± SEM
aus jeweils n Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle, ** ) P=0,0002 vs. Kontrolle, a) P<0,05 vs. RVH.

Entsprechende Untersuchungen am linken Ventrikel zeigten eine Abnahme im Noradrenalin-

gehalt je mg Gewebe ausschließlich für RVF-Ratten jedoch nicht für RVH-Tiere (Tab. 2).

Die Messungen zur Plasmanoradrenalinkonzentration ergaben für MCT-behandelte Ratten

mit 322 ± 120 pg/ml Plasma (n=4) höhere Werte als die Plasmaproben der jeweil igen Kon-

trollen (165 ± 13 pg/ml Plasma, n=4). Der Anstieg war jedoch nicht signifikant (P=0,24).

KONTROLLE
(n=6)

RVH
(n=5)

RVF
(n=5)

RV
NA pro Ventrikel  41,3 ± 5,4    31,0 ± 10,3   13,6 ± 3,7*

NA pro mg Ventrikel 369,5 ± 44,1   162,8 ± 55,0*      58,4 ± 15,5**

LV
NA pro Ventrikel 105,5 ± 10,9   113,4 ± 23,1     50,2 ± 9,3*a

NA pro mg Ventrikel 258,9 ± 24,9  264,9 ± 28,9     104,4 ± 20,4*a
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3.2. UNTERSUCHUNGEN ZUM  NORADRENALINTRANSPORTER (NAT, UPTAKE1)

3.2.1. BESTIMMUNG DER NAT DICHTE IN VENTRIKULÄREN MEMBRANSUSPENSIONEN

Die Anzahl der Nisoxetin-Bindungsstellen war in den Membransuspensionen des hypertro-

phierten rechten Ventrikels signifikant gegenüber Kontrollen erniedrigt (P<0,05; Tab. 3).

Tab. 3: Maximale Bindung Bmax (fmol/mg Protein) und Dissoziationskonstanten KD (pM) des Radioliganden
[3H]-Nisoxetin an kardialen Membranpräparationen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV) von
MCT-behandelten und Kontroll ratten. MW ± SEM aus jeweils n Experimenten. *) P<0,05 vs. Kon-
trolle.

Linksventrikuläre Präparationen zeigten eine reduzierte NAT Dichte, ohne jedoch statistische

Signifikanz zu erzielen. Für den Radioliganden [3H]-Nisoxetin wurden keine Unterschiede in

dessen Aff inität zwischen Kontroll - und MCT-Ratten beobachtet (Tab. 3).

Abb. 1: Kompetitionsexperimente zur Charakterisierung der NAT Bindungsstellen in Gegenwart steigender
Konzentrationen der Uptake1-Inhibitoren Desipramin ( � �������	��
����������
 ��� � ���������! #"�$�%�&���')(+*-,/. 0/. $�1�2��
Kokain ( 3 ) sowie des Dopamin Uptake-Inhibitors GBR 12909 ( 4 ) in linksventrikulären Gewebeslices
von Kontroll ratten. Ordinate: Spezifische [3H]-Nisoxetin Bindung in % der totalen Bindungsstellen
(=100 %). Abszisse: Molare Konzentrationen der jeweil igen Antagonisten. MW ± SEM aus jeweils 5
Experimenten.

KONTROLLE
(n=5)

MCT
(n=10)

RV
Bmax 125,9 ± 9,1       73,7 ± 14,4*

KD     1,1 ± 0,5     1,1 ± 0,2

LV
Bmax 123,0 ± 7,7 108,0 ± 9,7
KD     1,2 ± 0,4     1,0 ± 0,2

0
0

25

50

75

100

125

10 -11 10 -9 10 -7 10 -5
0

25

50

75

100

125

DESIPRAMIN
NISOXETIN
KOKAIN
GBR 12909

Antagonist [ M ]

[3 H
]-

N
is

ox
et

in
-

B
in

du
ng

ss
te

ll
en

[%
]



3. ERGEBNISSE 42

In Kompetitionsexperimenten zur Charakterisierung der [3H]-Nisoxetin Bindungsstellen an

Gewebeslices linker Ventrikel von Kontroll -Ratten verdrängten die selektiven Uptake1-

Inhibitoren Desipramin (IC50: 0,7 ± 0,09 nM) und Nisoxetin (IC50: 10,7 ± 1,1 nM) Tritium-

markiertes Nisoxetin mit höherer Potenz aus dessen Kopplungsstellen als der Uptake-

Inhibitor Kokain (IC50: 3,2 ± 0,13 µM) und der Dopamin Uptake-Inhibitor GBR 12909 (IC50:

4,7 ± 0,14µM; Abb. 1). Die Hill -Koeff izienten der entsprechenden Kurven lagen zwischen

0,63 und 1,72.

3.2.2. MESSUNG DER NAT AKTIVITÄT

Die NAT Aktivität war mit 154,4 ± 16,5 pmol NA/mg RV 15 min (n=3) tendenziell höher in

rechten Ventrikeln von Kontrollen verglichen mit linksventrikulären Kontrollslices (115,2 ±

15,8 pmol NA/mg LV 15 min, n=3; Abb. 2a/b).

Abb. 2a: Akkumulation von exogenem [3H]-NA (25 nM) in rechtsventrikulären Gewebeportionen von MCT-
behandelten und Kontroll ratten: Totale (T) [3H]-NA Aufnahme bzw. in Gegenwart von 40 µM des
Uptake2-Inhibitors Corticosteron (CS) und 1 µM des Uptake1-Inhibitors Nisoxetin (NIS). Ordinate:
Spezifische [3H]-NA Aufnahme in pmol NA pro mg RV pro 15 min. MW ± SEM aus 3 (Kontrolle,
MCT) Experimenten.

Mit dem Ziel einer qualitativen Charakterisierung der NAT Aktivität wurde den Assayproben

der spezifische Uptake2-Inhibitor Corticosteron (40 µM) bzw. der Uptake1-Inhibitor Nisoxetin

(1 µM) zugesetzt (Abb. 2a/b). Unter diesen Bedingungen vermochte Nisoxetin die unter-

suchte [3H]-NA Aufnahme nahezu vollständig in Gewebepräparationen des rechten Ventrikels

von Kontroll ratten zu unterbinden (16,7 ± 0,9 pmol NA/mg RV 15 min, n=3; Abb. 2a). Der

Uptake2-Inhibitor Corticosteron (124,0 ± 12,0 pmol NA/mg RV 15 min, n=3) hatte hingegen

keinen Einfluss auf die totale [3H]-NA Transportrate (Abb. 2a).
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Nach MCT-Injektion zeigte sich eine signifikante Reduktion in der NA Transportrate rechts-

ventrikulärer Gewebeslices (73,7 ± 7,5 pmol NA/mg RV 15 min, n=3). In Gegenwart von

Corticosteron (75,5 ± 6,1 pmol NA/mg RV 15 min, n=3) wurde wiederum kein Unterschied

gegenüber der maximalen [3H]-NA Aufnahme ohne Inhibitoren beobachtet. Jedoch war die

NA Transportrate durch Nisoxetin nahezu vollständig reduziert (10,5 ± 0,9 pmol NA/mg RV

15 min, n=3; Abb. 2a).

Abb. 2b: Akkumulation von exogenem [3H]-NA (25 nM) in linksventrikulären Gewebeportionen von MCT-
behandelten und Kontroll ratten: Totale (T) [3H]-NA Aufnahme bzw. in Gegenwart von 40 µM des
Uptake2-Inhibitors Corticosteron (CS) und 1 µM des Uptake1-Inhibitors Nisoxetin (NIS). Ordinate:
Spezifische [3H]-NA Aufnahme in pmol NA pro mg LV pro 15 min. MW ± SEM aus jeweils 3
(Kontrolle, MCT) Experimenten.

Entgegen den rechtsventrikulären Befunden ergaben die Aufarbeitungen linker Ventrikel von

MCT-behandelten Ratten mit 99,5 ± 8,0 pmol NA/mg LV 15 min (n=3) keine Veränderung in

der spezifischen NAT Aktivität (Abb. 2b). Auf der anderen Seite bot sich mit der Aufnahme

von 25 nM [3H]-NA eine qualitativ gleichwertige Darstellung verglichen mit rechten Ventri-

keln: Corticosteron (Uptake2-Inhibitor) konnte den NA Uptake nicht unterbinden (Kontrolle:

115,0 ± 1,2 pmol NA/mg LV 15 min, n=3; MCT: 97,2 ± 14,0 pmol NA/mg LV 15 min, n=3),

wohl aber der Uptake1-Inhibitor Nisoxetin (Kontrolle: 13,4 ± 3,2 pmol NA/mg LV 15 min,

n=3; MCT: 8,2 ± 0,5 pmol NA/mg LV 15 min, n=3; Abb. 2b).

In Kompetitionsexperimenten zur Charakterisierung des Uptake1 hemmten Desipramin (IC50:

6,9 ± 0,03 nM) bzw. Nisoxetin (IC50: 11,8 ± 0,11 nM) die NAT Aktivität mit hoher Potenz.

Dementgegen zeigten Kokain (IC50: 3,8 ± 0,17 µM) und GBR 12909 (IC50: 6,8 ± 0,11 µM)

eine deutlich geringere Hemmpotenz gegenüber dem Uptake1 (Abb. 3). Die Hill -Koeff izien-

ten der entsprechenden Kurven lagen zwischen 0,72 und 1,17.
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Abb. 3: Kompetitionsexperimente zur Charakterisierung des Uptake1. Akkumulation von exogenem [3H]-NA
(25 nM) in Gegenwart steigender Konzentrationen der Uptake1-Inhibitoren Desipramin ( � �������	��
� o-
xetin ( � ��������������������! #"%$�&�' (�' �)+*,��-.)+���!' $0/ 1 ) sowie des Dopamin Uptake-Inhibitors GBR 12909 ( 2 ) in
linksventrikulären Gewebeslices von Kontroll ratten. Ordinate: Spezifische [3H]-NA-Aufnahme in %
der totalen [3H]-NA-Aufnahme (=100 %). Abszisse: Molare Konzentrationen der jeweiligen Antago-
nisten. MW ± SEM aus jeweils 5 Experimenten.

3.3. CHARAKTERISIERUNG DER KARDIALEN β3 -AR SIGNALTRANSDUKTION

Untersuchungen zur β-AR Signaltransduktion wurden einerseits an Membransuspensionen

des rechten und linken Ventrikels durchgeführt. Auf der anderen Seite ermöglichte die Isolie-

rung von Kardiomyozyten aus beiden Ventrikeln die Charakterisierung von β-AR an diesen

kontraktilen Herzzellen. Zunächst sollen sämtliche Resultate für die ventrikulären Membra-

nensuspensionen dargestellt werden. Die Ergebnisse der Kardiomyozyten sind im Anschluss

an die Ventrikelpräparationen getrennt aufgeführt.

3.3.1 BINDUNGSEIGENSCHAFTEN VON β3 -AR AN VENTRIKULÄREN MEMBRANEN

In rechtsventrikulären Membranpräparationen von Kontrollti eren lag die β-AR Dichte signifi-

kant niedriger verglichen mit den entsprechenden linksventrikulären Aufarbeitungen (P<0,01,

Tab. 4).
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Abb. 4: Bestimmung der β-Adrenozeptor-(β-AR)-dichte in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken
Ventrikels (LV) von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten am Beispiel eines Radioassays.
Ordinate: Spezifische JCYP Bindung (fmol/mg Protein). Abszisse: Konzentrationen von Jodcyanopin-
dolol (JCYP, pM). MW ± SEM aus Doppelbestimmungen eines Experiments.

Tab. 4: β-Adrenozeptor (β-AR) Dichte Bmax (fmol/mg Protein), KD-Werte des Radioliganden JCYP (pM), β1-:
β2-AR Verhältnis (%) und pK I-Werte des selektiven β1-AR Antagonisten CGP 20712A in Membran-
suspensionen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV) von MCT-behandelten (RVH/RVF) und
Kontroll ratten. MW ± SEM aus jeweils n Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle, ** ) P<0,01 vs. Kon-
trolle, a) P<0,05 vs. RVH.

Vier bis sechs Wochen nach MCT-Applikation war die β-AR Dichte signifikant reduziert in

Rohmembransuspensionen aus rechten aber auch aus linken Ventrikeln. Für insuff iziente

Ratten (RVF) erwies sich die Abnahme stärker ausgeprägt als für RVH-Tiere (Abb. 4, Tab.

4). Die Dissoziationskonstanten des Radioliganden JCYP waren unverändert (Tab. 4).

Zur Bestimmung der prozentualen Verteilung von β1- bzw. β2-AR Subtypen in Rohmembran-

suspensionen wurden Kompetitionsassays mit Hil fe des selektiven β1-AR Antagonisten CGP

20712A durchgeführt. Biphasische Verdrängungskurven kennzeichneten dabei ein β1-/β2-AR

Verhältnis von ca. 60/40 für beide Ventrikel von Kontrollen (Abb. 5, Tab. 4). Fortführende

KONTROLLE
(n=12)

RVH
(n=11)

RVF
(n=12)

RV
Bmax 35,7 ± 2,5    17,3 ± 2,5**   13,6 ± 2,9**

KD 26,7 ± 1,8 25,1 ± 1,1 25,7 ± 1,3
β1-:β2-AR  59,4 ± 1,6 : 40,6 ± 1,6  55,6 ± 2,7 : 44,4 ± 2,7   54,0 ± 3,2 : 46,0 ± 3,2
pK I β1-AR   8,66 ± 0,04   8,61 ± 0,14   8,51 ± 0,10
pK I β2-AR   5,55 ± 0,05   6,02 ± 0,11   5,92 ± 0,09

LV
Bmax 58,0 ± 5,5   34,0 ± 4,2*     25,6 ± 2,5** a

KD 28,0 ± 1,9 26,5 ± 1,4 24,7 ± 1,3
β1-:β2-AR 58,6 ± 1,0 : 41,4 ± 1,0 57,5 ± 1,3 : 42,5 ± 1,3 56,9 ± 2,0 : 43,1 ± 2,0
pK I β1-AR  8,52 ± 0,04   8,57 ± 0,07  8,57 ± 0,11
pK I β2-AR   5,47± 0,05   5,68 ± 0,16  5,78 ± 0,11
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Untersuchungen bestätigten dieses β1-/β2-AR Verhältnis für wiederum beide Ventrikel von

RVH- und RVF-Ratten (Abb. 5, Tab. 4). Die Aff inität des Kompetitors CGP 20712A gegen-

über β1-/β2-AR blieb unverändert (Tab. 4).

Abb. 5: Bestimmung der prozentualen β-Adrenozeptor (β-AR) Subtypverteilung mit Hil fe des selektiven β1-AR
Antagonisten CGP 20712A in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV) von
MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten am Beispiel eines Radioassays. Ordinate: Spezifi-
sche JCYP Bindung in % der totalen Bindungsstellen (=100 %). Abszisse: Molare Konzentrationen von
CGP 20712A. MW ± SEM aus Doppelbestimmungen eines Experiments.

Zur Charakterisierung der funktionellen Ansprechbarkeit von β-AR gegenüber Rezeptorago-

nisten wurden Kompetitionsassays zur Detektion sogenannter „high (RH) and low (RL) affi-

nity states“ durchgeführt. Biphasische Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK) des nicht-

selektiven β-AR Agonisten Isoprenalin beschrieben für ca. 45 % der β-AR eine hochaff ine

Kopplung an GS-Proteine (Status RH). Die verbliebenen 55 % entsprachen demnach β-AR im

komplementären „ low aff inity state“. Ein RH-/RL Verhältnis von 45/55 wurde sowohl an ho-

mogenen Membransuspensionen des rechten als auch des linken Ventrikels von Kontrollti e-

ren beobachtet (Tab. 5, Abb. 6).
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Tab. 5: β-Adrenozeptoren im „high (RH) und low (RL) affinity state“ (%); Affinitätskonstanten (nM) für Iso-
prenalin in Gegenwart (KD) und Abwesenheit (KH bzw. KL) von 100 µM GTP sowie Hil l-Koeffizienten
(nH) sigmoidaler GTP-Graphen für Membransuspensionen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV)
von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten. MW ± SEM aus jeweils n Experimenten.
*) P<0,05 vs. Kontrolle, a) P<0,05 vs. RVH.

In rechtsventrikulären Membranen von RVH-Ratten hingegen war die Anzahl der RH-β-AR

mit nur 36 % signifikant verringert. Eine darüber hinausgehende Reduktion ergaben die Ver-

drängungsexperimente an rechten Ventrikeln insuff izienter Ratten (RVF). Lediglich 27 % der

erfassten β-AR koppelten an G-Proteine im Status RH (Tab. 5, Abb. 6). An den jeweili gen

linksventrikulären Membranen wurde eine Abnahme von RH-β-AR ausschließlich für RVF-

Ratten festgestellt (Tab. 5).

Die Zugabe von Guanosin-5`-triphosphat (GTP) konvertierte die biphasischen Isoprenalin-

Graphen in monophasische KWK und kennzeichnete somit das Vorliegen der β-AR im nie-

deraffinen RL-Status (Tab. 5, Abb. 6). Für alle GTP-Graphen wurde des Weiteren eine

Rechtsverschiebung festgestellt . Die jeweili gen Hill -Koeffizienten rechter Präparationen la-

gen zwischen 0,74 und 0,83. Für linksventrikuläre Membranen waren die Hill -Koeff izienten

der RVF-Tiere signifikant verschieden von den Kontrollen (Tab. 5).

KONTROLLE
(n=5)

RVH
(n=5)

RVF
(n=5)

RV
RH 45,7 ± 3,7  36,0 ± 1,9*    27,0 ± 2,8*a

RL 54,3 ± 3,7  64,0 ± 1,9*    73,0 ± 2,8*a

KH   2,29 ± 0,77   2,66 ± 0,71   3,97 ± 0,71
KL 371 ± 76 184 ± 44 344 ± 54
KD 240 ± 45 188 ± 23 260 ± 31
nH   0,78 ± 0,07   0,74 ± 0,05   0,83 ± 0,05

LV
RH 46,3 ± 3,4 43,5 ± 1,8    26,4 ± 2,8*a

RL 53,7 ± 3,4 56,5 ± 1,8    73,6 ± 2,8*a

KH   6,26 ± 2,41   4,91 ± 3,45   3,65 ± 1,24
KL 1020 ± 593 277 ± 85 220 ± 12
KD 249 ± 52 159 ± 22 267 ± 36
nH   0,68 ± 0,05   0,73 ± 0,06    0,87 ± 0,05*
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Abb. 6: Einfluss von Guanosin-5`-triphosphat (GTP) auf die Verdrängung der JCYP Bindungen durch Isopre-
nalin (Iso) in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV) von MCT-behan-
delten (RVH/RVF) und Kontroll ratten. Ordinate: Spezifische JCYP Bindung in % der totalen Bin-
dungsstellen (=100 %). Abszisse: Molare Konzentrationen von Isoprenalin. MW ± SEM aus jeweils 5
Experimenten.
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3.3.2. CHARAKTERISIERUNG DER Gα� S-PROTEINE AN VENTRIKULÄREN MEMBRANEN

Das GαS-selektive Antiserum RM/1 detektierte zwei Banden mit einem Molekulargewicht von

47,1 kDa bzw. 49,7 kDa in homogenen Rohmembransuspensionen aus rechten und linken

Ventrikeln von Kontrollti eren (47,1 kDa: RV: 2,85 ± 0,18 rE, n=10; LV: 2,76 ± 0,21 rE,

n=10; 49,7 kDa: RV: 2,40 ± 0,22 rE, n=10; LV: 2,24 ± 0,14 rE, n=10; Abb. 7/8).

Abb. 7: Immunreaktive GαS-Proteine (47,1 kDa Bande) in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken
Ventrikels (LV) von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten. Ordinate: Spezifisch gebun-
dener primärer Antikörper in Kopplung an [125J]-Protein A (relative Einheiten). MW ± SEM aus je-
weils 10 Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle, ** ) P<0,0001 vs. Kontrolle.

RVH- und RVF-Ratten zeigten eine signifikante biventrikuläre Verringerung im relativen

Gehalt der 47,1 kDa Bande (Abb. 7). Allerdings war die Abnahme an rechtsventrikulären

Membranpräparationen (RVH: 1,15 ± 0,06 rE, n=10, P<0,0001 vs. Kontrolle; RVF: 1,20 ±

Abb. 8: Immunreaktive GαS-Proteine (49,7 kDa Bande) in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken
Ventrikels (LV) von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten. Ordinate: Spezifisch gebun-
dener primärer Antikörper in Kopplung an [125J]-Protein A (relative Einheiten). MW ± SEM aus je-
weils 10 Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle.
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0,08 rE, n=10, P<0,0001 vs. Kontrolle) generell stärker ausgebildet als in den jeweili gen Auf-

arbeitungen des linken Ventrikels (RVH: 2,02 ± 0,13 rE, n=10, P<0,05 vs. Kontrolle; RVF:

2,04 ± 0,19 rE, n=10, P<0,05 vs. Kontrolle; Abb. 7).

Im Fall der 49,7 kDa Bande wurde ausschließlich für rechte Ventrikel MCT-behandelter Rat-

ten (RVH und RVF) eine Verminderung in der Intensität dieser Bande (RVH: 1,49 ± 0,14 rE,

n=10, P<0,05; RVF: 1,72 ± 0,18 rE, n=10, P<0,05; Abb. 8) nachgewiesen. Linksventrikuläre

Präparationen waren dementgegen unverändert gegenüber Kontrollen (RVH: 2,10 ± 0,20 rE,

n=10; RVF: 2,04 ± 0,22 rE, n=10; Abb. 8).

3.3.3. QUANTIFIZIERUNG DER ADENYLYL  ZYKLASE AKTIVITÄT AN VENTRIKULÄREN

MEMBRANEN

Rechte Ventrikel MCT-behandelter Ratten (RVH und RVF) ließen eine signifikante Redukti-

on in der AZ Basalaktivität erkennen (Abb. 9a), wohingegen eine linksventrikuläre Erniedri-

gung nur für insuff iziente Ratten (RVF) festgestellt wurde (Abb. 9b). Darüber hinaus war die

Stimulation der AZ in Gegenwart von GTP (10 µM) signifikant abgeschwächt für beide Ven-

trikel. In diesem Zusammenhang zeigte sich kein Unterschied zwischen RVH- und RVF-

Tieren (Abb. 9a/b).

Abb. 9a: Adenylyl Zyklase (AZ) Aktivität nach Stimulation mit Guanosin-5`-triphosphat (GTP), Isoprenalin
(ISO), Forskolin (Fors), Natriumfluorid (NaF) und Mangan-Ionen (Mn2+) in Membransuspensionen
des rechten Ventrikels von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten. Ordinate: Umsatzrate
der AZ (pmol [32P]-cAMP/mg Protein/ min). MW ± SEM aus jeweils 10 (Kontrolle/RVH) und 9
(RVF) Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle, ** ) P<0,01 vs. Kontrolle, a) P<0,05 vs. RVH.

Nach einer β-AR-vermittelten Stimulation der AZ mit Hil fe des nicht-selektiven β-AR Ago-

nisten Isoprenalin (100 µM) an rechtsventrikulären Membranen war der Substratumsatz aus-
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schließlich für RVF-Tieren reduziert (Abb. 9a). An Membranen des linken Ventrikels wurde

eine Abnahme der AZ Aktivität für RVH- und RVF-Ratten beobachtet (Abb. 9b).

Das Diterpenalkaloid Forskolin (100 µM) sowie Fluorid-Ionen (zugesetzt als NaF: 10 mM)

steigerten die AZ Aktivität rezeptorunabhängig in Kontrollpräparationen beider Ventrikel

(Abb. 9a/b). Entsprechende Untersuchungen an Membransuspensionen des rechten und linken

Ventrikels von RVH-Ratten zeigten eine signifikante Erniedrigung in der Forskolin- bzw.

Abb. 9b: Adenylyl Zyklase (AZ) Aktivität nach Stimulation mit Guanosintriphosphat (GTP), Isoprenalin (ISO),
Forskolin (Fors), Natriumfluorid (NaF) und Mangan-Ionen (Mn2+) in Membransuspensionen des lin-
ken Ventrikels von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten. Ordinate: Umsatzrate der AZ
(pmol [32P]-cAMP/mg Protein/ min). MW ± SEM aus jeweils 10 (Kontrolle/RVH) und 9 (RVF) Expe-
rimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle, ** ) P<0,01 vs. Kontrolle.

NaF-vermittelten Aktivität. An rechtsventrikulären Gewebeaufarbeitungen insuff izienter

RVF-Ratten wurde unter diesen Bedingungen eine zusätzliche Abschwächung der AZ Akti-

vität gegenüber RVH-Tieren festgestellt (Abb. 9a).

Nach unmittelbarer Stimulation der katalytischen Untereinheit der AZ in Gegenwart von

Mn2+-Ionen war die AZ-Aktivität signifikant reduziert in Membranen rechter Ventrikel von

RVH- und RVF-Ratten (Abb. 9a). Für linksventrikuläre Membranen (RVH und RVF) wurde

ebenso eine Abschwächung in der [32P]-cAMP Akkumulation ermittelt. Allerdings blieb diese

Reduktion ohne statistische Signifikanz (Abb. 9b).

3.3.4. BESTIMMUNG DER GRK AKTIVITÄT AN VENTRIKULÄREN MEMBRANEN

Die Membranen rechter Ventrikel von Kontrollti eren zeigten eine signifikant stärkere GRK-

vermittelte Rhodopsinphoshorylierung von 481 ± 29 cpm/Bande (n=5) gegenüber den jewei-

ligen linksventrikulären Membranen (262 ± 44 cpm/Bande, n=5, P<0,01). Im Gegensatz dazu

0

25

50

75

100

125

150

175

200

KO NTRO LLE
RVH
RVF

0

25

50

75

100

125

150

175

200

�

��� ���
� �

���

���

���
���

A
Z 

A
kt

iv
it

ät
( 

pm
ol

 [
32

P
]c

A
M

P
/m

g
P

ro
te

in
/m

in
 )

Basal      GTP       ISO       For s        NaF       Mn2+



3. ERGEBNISSE 52

bestand für zytosolische Präparationen hinsichtlich der Kinaseaktivität kein Unterschied zwi-

schen beiden Ventrikel (RV: 274 ± 30 cpm/Bande vs. LV: 220 ± 13 cpm/Bande, n=5, n.s.;

Abb. 10).

Abb. 10: G-Protein gekoppelte Rezeptorkinase (GRK) Aktivität in Zytosol- (Zyto.) und Membran- (Memb.)
Fraktionen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV) von MCT-behandelten und Kontroll ratten.
Ordinate: GRK-vermittelte Phosphorylierung von Rhodopsin in cpm pro Bande. MW ± SEM aus je-
weils 5 Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle, ** ) P<0,01 vs. Kontrolle.

Die Untersuchungen an MCT-behandelten Ratten (n=5) ergaben einen signifikanten GRK

Aktivitätsanstieg in den zytosolischen (RV: 448 ± 29 cpm/Bande, P<0,01; LV: 330 ± 16

cpm/Bande, P<0,01), aber auch in den Membranfraktionen (RV: 593 ± 38 cpm/Bande,

P<0,05; LV: 522 ± 52 cpm/Bande, P<0,05; Abb. 10).

3.3.5. KONTRAKTILE WIRKUNG VON ISOPRENALIN

Der nicht-selektive β-AR Agonist Isoprenalin bewirkte eine konzentrationsabhängige Steige-

rung der Kontraktionskraft elektrisch gereizter kardialer Muskelstreifen aus rechten und lin-

ken Ventrikeln (Abb. 11a/b). An ventrikulärem Gewebe MCT-behandelter Ratten konnten die

KWK lediglich bis zu einer Isoprenalinkonzentration von 300 nM (RV) bzw. 100 nM (LV)

erfasst werden. Konzentrationssteigerungen darüber hinaus resultierten in arrhythmischen

Kontraktionen der präparierten kardialen Muskelstreifen.

Rechte und linke Ventrikel von Kontroll ratten zeigten äquivalente Steigerungen in der maxi-

malen Kontraktionskraftzunahme (300 nM Isoprenalin) nach Rezeptorstimulation (RV: ∆ 2,1

± 0,3 mN; LV: ∆ 2,5 ± 0,3 mN; n=11; Abb. 11a/b).
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Abb. 11a: Steigerung der Kontraktionskraft nach Stimulation von β-Adrenozeptoren mit Isoprenalin an kar-
dialen Muskelstreifen des rechten Ventrikels von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten.
Ordinate: Änderung der Kontraktionskraft in ∆ mN. Abszisse: Molare Konzentrationen von Iso-
prenalin. MW ± SEM aus jeweils 11 (Kontrolle), 5 (RVH) bzw. 6 (RVF) Experimenten. *) P<0,05
vs. Kontrolle, ** ) P<0,01 vs. Kontrolle.

Für Herzmuskelstreifen aus beiden Ventrikeln MCT-behandelter Ratten war die β-AR-

vermittelte Inotropiezunahme signifikant abgeschwächt. Jedoch wurden für rechtsventrikuläre

Gewebestreifen deutlich stärkere Reduktionen nachgewiesen (Abb. 11a/b). Deren maximale

Inotropiesteigerung betrug nach Zugabe von Isoprenalin (300 nM) mit ∆ 0,5 ± 0,4 mN (RVH,

n=5, P<0,01 vs. Kontrolle) nur 20,5 % bzw. ledglich 14,3 % (RVF: ∆ 0,3 ± 0,1 mN, n=6,

Abb. 11b: Steigerung der Kontraktionskraft (mN) nach Stimulation von β-Adrenozeptoren mit Isoprenalin an
kardialen Muskelstreifen des linken Ventrikels von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll-
ratten. Ordinate: Änderung in der Kontraktionskraft in ∆ mN. Abszisse: Molare Konzentrationen
von Isoprenalin. MW ± SEM aus jeweils 11 (Kontrolle), 5 (RVH) bzw. 6 (RVF) Experimenten.
*) P<0,05 vs. Kontrolle.
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P<0,01 vs. Kontrolle) verglichen mit den Muskelstreifen von Kontrollti eren (Abb. 11a). Aus

diesem Grund konnten die erhaltenen Daten nicht an sigmoidale KWK angepasst werden. Die

KWK für Isoprenalin an linken Ventrikeln MCT-behandelter Ratten zeigten eine Rechtsver-

schiebung (Abb. 11b). Aufgrund arrhythmischer Kontraktionen mussten diese Versuche eben-

falls vorzeitig abgebrochen werden.

Abb. 12: Basalkontraktionskraft kardialer Muskelstreifen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV) von
MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten vor externer Zugabe von Isoprenalin. Ordinate:
Basalwerte der Kontraktionskraft in mN. MW ± SEM aus jeweils 11 (Kontrolle), 5 (RVH) bzw. 6
(RVF) Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle.

Abbildung 12 umfasst die Bestimmung der Basalkontraktionen kardialer Muskelstreifen vor

Beginn der Aufzeichnungen für die Isoprenalin-induzierte Steigerung der Kontraktilit ät. Im

Fall der rechtsventrikulären Muskelstreifen MCT-behandelter Ratten (RVH: 4,6 ± 0,7 mN,

n=5, P<0,01; RVF: 6,1 ± 0,9 mN, n=6, P<0,01; Kon: 2,6 ± 0,3 mN, n=11) wurden signifi-

kante Anstiege in den Ausgangswerten der Kontraktionskraft ermittelt. Die Gewebestreifen

des linken Ventrikels, präpariert aus RVH- (3,2 ± 0,5 mN, n=5) und RVF-Ratten (2,9 ± 0,6

mN, n=6), hingegen entsprachen den Kontrollwerten (2,5 ± 0,4 mN, n=11; Abb. 12).

Unmittelbar im Anschluss an die KWK für Isoprenalin wurde den Organbädern kumulativ

Calcium (4,3 bis 13,3 mM) zugesetzt. Rechtsventrikuläre RVH-Herzmuskelstreifen (n=5)

zeigten ausschließlich in maximaler Ca2+-Konzentration (13,3 mM) eine signifikante Reduk-

tion in der Kontraktilit ätszunahme gegenüber Kontrollen (∆ 0,6 ± 0,2 mN vs. ∆ 1,8 ± 0,3 mN;

P<0,05; Abb. 13a). Dementgegen wurde für RVF-Ratten eine signifikante Verringerung

sämtlicher Ca2+-Konzentrationen festgestellt . Submaximale Ca2+-Konzentrationen (4,3 bis 9,7

mM) steigerten die Kontraktilit ät zunächst noch geringfügig (4,3 mM: ∆ 0,7 ± 0,1 mN,

P<0,05 vs. Kontrolle; Abb. 13a), wohingegen bei 11,3 mM und 13,3 mM kein inotroper Zu-

wachs mehr beobachtet wurde.
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Abb. 13a: Steigerung der Kontraktionskraft (mN) durch exogenes Calciumchlorid an kardialen Muskelstreifen
des rechten Ventrikels von MCT-behandelten und Kontroll ratten. Ordinate: Änderung in der Kon-
traktionskraft in ∆ mN. Abszisse: Kumulative Konzentrationsstufen von Calciumchlorid [mM]. MW
± SEM aus jeweils 11 (Kontrolle), 5 (RVH) bzw. 6 (RVF) Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle,
** ) P<0,01 vs. Kontrolle.

Linksventrikuläre Muskelstreifen MCT-behandelter Ratten entsprachen im maximalen Kon-

traktionsanstieg nach Stimulation mittels exogener Ca2+-Ionen den Kontrollen (13,3 mM:

Kontrolle: ∆ 2,4 ± 0,6 mN, n=11; RVH: ∆ 2,3 ± 0,6 mN, n=5; RVF: ∆ 2,8 ± 0,6 mN, n=6;

Abb. 13b).

Abb. 13b: Steigerung der Kontraktionskraft (mN) durch exogenes Calciumchlorid an kardialen Muskelstreifen
des linken Ventrikels von MCT-behandelten und Kontroll ratten. Ordinate: Änderung in der Kon-
traktionskraft in ∆ mN. Abszisse: Kumulative Konzentrationsstufen von Calciumchlorid [mM]. MW
± SEM aus jeweils 11 (Kontrolle), 5 (RVH) bzw. 6 (RVF) Experimenten.
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3.4. CHARAKTERISIERUNG DER KARDIALEN β� -AR SIGNALTRANSDUKTION AN ISO-

LIERTEN KARDIOMYOZYTEN

3.4.1. SEPARATION RECHTS- UND LINKSVENTRIKULÄRER KARDIOMYOZYTEN

Kardiomyozyten wurden aus rechten (RV) und linken Ventrikeln (LV) von Kontroll - und

MCT-behandelten Tieren mit Hil fe einer Langendorff-Apparatur isoliert. Lichtmikroskopi-

sche Kontrollen verifizierten die Abtrennung der kontraktilen kardialen Zellen von weiteren

ventrikulären Gewebebestandteilen. Für sämtliche Untersuchungen an Kardiomyozyten

MCT-behandelter Ratten wurde methodisch bedingt nicht zwischen RVH und RVF unter-

schieden. Die durchschnittli che Ausbeute kontraktiler Myokardzellen, aufgearbeitet aus zwei

frisch ektomierten Herzen (n=1), lag für Kontrollen bei 2,57 ± 0,13 × 106 (RV) bzw. 5,69 ±

0,18 × 106 (LV) Zellen. Davon waren 38,9 % (RV) und 40,1 % (LV) abgerundete, sog. „hy-

perkontraktile“ Zellen. Aus MCT-behandelten Ratten wurden lediglich 1,59 ± 0,07 × 106

(RV) bzw. 3,55 ± 0,29 × 106 (LV) Kardiomyozyten isoliert. Der Anteil nicht-

stäbchenförmiger abgerundeter Zellen entsprach hierbei 80,7 % (RV) bzw. 64,3 % (LV). Für

die sich unmittelbar anschließenden Versuche wurden sowohl stäbchenförmige als auch abge-

rundete kontraktile Myokardzellen verwendet.

3.4.2. BINDUNGSEIGENSCHAFTEN VON β� -AR AN MEMBRANEN ISOLIERTER KARDIO-

MYOZYTEN

Kardiomyozytenmembranen des rechten Ventrikels MCT-behandelter Ratten zeigten eine

signifikante Abnahme in der β-AR Dichte, wohingegen für Membranen linksventrikulärer

Abb. 14: Bestimmung der β-Adrenozeptor-(β-AR)-dichte in Membransuspensionen rechts- (RV) und linksven-
trikulärer (LV) Kardiomyozyten von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten am Beispiel
eines Radioassays. Ordinate: Spezifische JCYP Bindung (fmol/mg Protein). Abszisse: Konzentratio-
nen von Jodcyanopindolol (JCYP, pM). MW ± SEM aus Doppelbestimmungen eines Experiments.
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Kardiomyozyten keine Veränderungen ermittelt wurden. Die KD-Werte aller Präparationen

waren identisch (Abb. 14, Tab. 6).

Tab. 6: β-Adrenozeptor (β-AR) Dichte Bmax (fmol/mg Protein), KD-Werte des Radioliganden JCYP (pM), β1-
:β2-AR Verhältnis (%) und pK I-Werte des β1-selektiven Antagonisten CGP 20712A an Kardiomyo-
zytenmembranen aus rechten (RV) und linken Ventrikeln (LV) von MCT-behandelten und Kontroll-
ratten. MW ± SEM aus jeweils 9 (Kontrolle) bzw. 8 (MCT) Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle.

Kompetitionsexperimente in Gegenwart von CGP 20712A (1 nM bis 100 µM) verdeutlichten

die Existenz von β1- und β2-AR in Kardiomyozytenmembranen beider Ventrikel. Vier bis

sechs Wochen nach Monocrotalin-Applikation war die β1-AR Dichte selektiv rechtsventriku-

lär reduziert. Verdrängungsexperimente an linksventrikulären Kardiomyozytenmembranen

MCT-behandelter Ratten ergaben keine Verschiebung im β1-:β2-AR Verhältnis. Für CGP

20712A wurden durchweg vergleichbare Aff initäten festgestellt (Abb. 15, Tab. 6).

Abb. 15: Bestimmung der prozentualen β-Adrenozeptor (β-AR) Subtypverteilung mit Hil fe des selektiven β1-
AR Antagonisten CGP 20712A in Membransuspensionen rechts- (RV) und linksventrikulärer (LV)
Kardiomyozyten von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten am Beispiel eines Radioas-
says. Ordinate: Spezifische JCYP Bindung in % der totalen Bindungsstellen (=100 %). Abszisse:
Molare Konzentrationen von CGP 20712A. MW ± SEM aus Doppelbestimmungen eines Experi-
ments.

KONTROLLE
(n=9)

MCT
(n=8)

RV
Bmax 14,0 ± 1,1  9,5 ± 1,3*

KD 24,2 ± 2,2 25,8 ± 1,0
β1-:β2-AR 74,3 ± 4,2 : 25,7 ± 4,2 56,1 ± 6,1 : 43,9 ± 6,1*

pK I β1-AR  8,68 ± 0,12  8,72 ± 0,18
pK I β2-AR  5,98 ± 0,29  6,24 ± 0,19

LV
Bmax 15,7 ± 1,1 15,2 ± 1,5
KD 23,9 ± 2,3 25,9 ± 1,0

β1-:β2-AR 78,3 ± 2,6 : 21,7 ± 2,6 78,4 ± 2,7 : 21,6 ± 2,7
pK I β1-AR  8,53 ± 0,13  8,48 ± 0,06
pK I β2-AR  5,70 ± 0,23  5,70 ± 0,11
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3.4.3. BESTIMMUNG DES cAMP GEHALT ES IN KARDIOMYOZYTEN

Stimulation der AZ mit Isoprenalin (100 µM) führte zu äquivalenten Anstiegen in der Kon-

zentration des second messengers cAMP in Kardiomyozyten aus rechten und linken Ventri-

keln von Kontroll ratten (∆ cAMP: RV: 34,5 ± 8,1 pmol/2.5 × 105 Zellen; LV: 36,0 ± 4,9

pmol/2.5 × 105 Zellen, n=5; Abb. 16).

Abb. 16: Isoprenalin- (100 µM) induzierte Steigerung des cAMP Gehaltes in rechts- (RV) und linksventrikulä-
ren (LV) Kardiomyozyten von MCT-behandelten und Kontroll ratten. Ordinate: Anstieg des cAMP
Gehaltes in pmol/2.5 × 105 Zellen. MW ± SEM aus jeweils 5 (Kontrolle) und 6 (MCT) Experimenten.
*) P<0,05 vs. Kontrolle.

Die Isoprenalin-vermittelte Steigerung des cAMP Gehaltes war selektiv reduziert in rechts-

ventrikulären Kardiomyozyten MCT-behandelter Ratten (11,2 ± 5,1 pmol/2.5 × 105 Zellen,

n=6, P<0,05 vs. Kontrolle; Abb. 16), wohingegen in linksventrikulären Kardiomyozyten (24,7

± 9,1 pmol/2.5 × 105 Zellen, n=6; Abb. 16) keine Veränderungen beobachtet wurden.

3.5. KARDIALE  MUSKARINERGE REZEPTOREN AN VENTRIKULÄREN MEMBRANEN

3.5.1. BIOCHEMISCHE CHARAKTERISIERUNG M-CHOLINERGER REZEPTOREN

Sättigungsbindungsstudien zur muskarinergen Rezeptordichte ergaben einen signifikanten

Unterschied im Vergleich des rechten (110,6 ± 10,2 fmol/mg Protein) zum linken Ventrikel

(146,9 ± 10,5 fmol/mg Protein, P<0,05; Abb. 17) von Kontrollen (n=7).

Für rechtsventrikuläre Membranen MCT-behandelter Ratten wurden keine Veränderungen in

der Dichte M-cholinerger Rezeptoren für sowohl hypertrophiekompensierende Ratten (RVH,
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107,7 ± 6,3 fmol/mg Protein, n=4) als auch für Tiere mit Stauungsinsuff izienz (RVF, 126,1 ±

7,3 fmol/mg Protein, n=7; Abb. 17) ermittelt.

Abb. 17: Totale M-cholinerge Rezeptordichte in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken Ventrikels
(LV) von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten. Ordinate: Spezifisch gebundenes [3H]-
NMS in fmol pro mg Protein. MW ± SEM aus jeweils 7 (Kontrolle), 4 (RVH) bzw. 9 (RVF) Experi-
menten. *) P<0,05 vs. Kontrolle.

Dementgegen zeigten linksventrikuläre Membranpräparationen mit 167,2 ± 11,9 fmol/mg

Protein (n=4) für RVH-Ratten sowie 173,9 ± 7,2 fmol/mg Protein (n=9, P<0,05 vs. Kontrolle)

für RVF-Ratten die Tendenz zur Erhöhung der M-cholinergen Rezeptordichte (Abb. 17). Im

Fall der RVF-Tiere erreichte der aufgezeigte Wert statistische Signifikanz. In den kalkulierten

KD-Werten der durchgeführten [3H]-NMS Sättigungsexperimente wurden keine Unterschiede

zwischen Kontrollen und MCT-behandelten Ratten beobachtet (RV: Kon: 0,9 ± 0,1 nM,

RVH: 1,1 ± 0,5 nM, RVF: 1,2 ± 0,1 nM; LV: Kon: 1,4 ± 0,2 nM, RVH: 1,0 ± 0,4 nM, RVF:

1,3 ± 0,1 nM).

3.5.2. QUANTITATIVE ERFASSUNG VON Gα� i-PROTEINEN AN VENTRIKULÄREN MEMBRA-

NEN

In rechts- bzw. linksventrikulären Membranaufschlüssen wurde generell eine spezifische

Bande mit einem Molekulargewicht von 43 kDa detektiert. Wie aus Abb. 18 zu entnehmen,

ergaben die Untersuchungen vergleichbare Resultate im relativen Gehalt der 43 kDa Bande

des eingesetzten Antikörpers AS/7 für rechte (RVH: 3,30 ± 0,29 rE, n=10; RVF: 3,37 ± 0,16

rE, n=10) und linke Ventrikel (RVH: 3,14 ± 0,27 rE, n=10; RVF: 2,97 ± 0,26 rE, n=10) MCT-

behandelter Ratten im Vergleich mit Kontrollti eren (RV: 3,38 ± 0,27 rE, n=10; LV: 2,87 ±

0,22 rE, n=10).
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Abb. 18: Immunreaktive Gαi-Proteine in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV)
von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten. Ordinate: Spezifisch gebundener primärer
Antikörper in Kopplung an [125J]-Protein A in relativen Einheiten. MW ± SEM aus jeweils 10 Expe-
rimenten.

3.6. CHARAKTERISIERUNG DER KARDIALEN Gq/11-GEKOPPELTEN SIGNALTRANSDUK-

TION AN VENTRIKULÄREN MEMBRANEN

3.6.1. BIOCHEMISCHE ANALYSEN ZUR α� 1-AR DICHTE

Für rechtsherzhypertrophierte MCT-Ratten wurde eine signifikante Verringerung in der α1-

AR Dichte an rechts-, aber auch an linksventrikulären Rohmembransuspensionen festgestellt .

Das Ausmaß der Reduktion in den [3H]-Prazosin Bindungsstellen war dabei biventrikulär für

RVF-Ratten stärker ausgeprägt als für RVH-Tiere. Die ermittelten Dissoziationskonstanten

KD ließen keine Aff initätsunterschiede erkennen (Tab. 7).

Tab. 7: α1-Adrenozeptor Dichte Bmax (fmol/mg Protein), KD-Werte des Radioliganden [3H]-Prazosin (pM) in
Membransuspensionen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV) von MCT-behandelten
(RVH/RVF) und Kontroll ratten. MW ± SEM von jeweils n Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle.

KONTROLLE
(n=9)

RVH
(n=9)

RVF
(n=9)

RV
Bmax 63,7 ± 4,6 47,1 ± 3,9* 40,8 ± 4,7*

KD 53,9 ± 3,1 59,7 ± 3,1 59,8 ± 4,2

LV
Bmax 72,3 ± 4,9 52,2 ± 3,6* 46,1 ± 3,1*

KD 50,9 ± 2,2 63,1 ± 4,8 61,8 ± 7,2
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3.6.2. DETEKTION der Gα� q/11-PROTEINE AN VENTRIKULÄREN MEMBRANEN

Das verwendete QL-Antiserum wurde mit einer spezifischen Bande (42 kDa) detektiert. Die

Kopplung [125J]-markierter Protein A Lösung an diese Bande war signifikant reduziert in

ventrikulären Membransuspensionen rechter (RVH: 1,18 ± 0,11 rE, n=10, P<0,01 vs. Kon-

trolle; RVF: 1,41 ± 0,08 rE, n=10, P<0,05 vs. Kontrolle) und linker Ventrikel von MCT-

behandelten Tieren (RVH: 1,46 ± 0,09 rE, n=10, P<0,01 vs. Kontrolle; RVF: 1,49 ± 0,12 rE,

n=10, P<0,01 vs. Kontrolle) gegenüber den Ergebnissen der Kontroll ratten (RV: 2,09 ± 0,16

rE, n=10; LV: 2,03 ± 0,12 rE, n=10; Abb. 19).

Abb. 19: Immunreaktive Gαq/11-Proteine in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV)
von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten. Ordinate: Spezifisch gebundener primärer
Antikörper in Kopplung an [125J]-Protein A in relativen Einheiten. MW ± SEM aus jeweils 10 Expe-
rimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle, ** ) P<0,01 vs. Kontrolle.

3.6.3. KONTRAKTILE WIRKUNG VON NORADRENALIN

Noradrenalin (NA, 1 nM bis 1 mM, in Gegenwart von 100 nM Propranolol) steigerte die

Kontraktionskraft kardialer Muskelstreifen konzentrationsabhängig; die maximale Zunahme

der Kontraktionskraft (1 mM) entsprach mit ∆ 3,5 ± 0,6 mN (RV) und ∆ 3,6 ± 0,5 mN (LV)

für Kontroll ratten (n=8) vergleichbaren Beträgen (Abb. 20a/b).

KWK rechter und linker Ventrikelstreifen MCT-behandelter Ratten zeigten eine signifikante

Reduktion in der α1-AR-vermittelten Kontraktilit ätszunahme (Abb. 20a/b). Rechtsventrikulä-

re Herzmuskelstreifen erzielten lediglich 43 % (RVH: ∆ 1,5 ± 0,4 mN, n=7) bzw. 6 % (RVF:

∆ 0,2 ± 0,1 mN, n=9) der maximal nachgewiesenen Inotropiesteigerung (1 mM NA) von

Kontrollti eren (Abb. 20a).
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Abb. 20a: α1-AR-vermittelte und NA-induzierte Steigerung der Kontraktionskraft an kardialen Muskelstreifen
des rechten Ventrikels von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten. Ordinate: Änderung
der Kontraktionskraft in ∆ mN. Abszisse: Molare Konzentrationen von Noradrenalin. MW ± SEM
aus jeweils 8 (Kontrolle), 7 (RVH) bzw. 9 (RVF) Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle,
** ) P<0,0001 vs. Kontrolle, a) P<0,05 vs. RVH.

Die linksventrikulären Kontraktilit ätsänderungen waren demgegenüber schwächer ausgeprägt.

Für maximale Konzentrationen an NA (50 µM bis 1 mM) wurde eine signifikante Reduktion

ausschließlich für RVH-Tiere mit einer Abnahme um 47 % festgestellt (∆ 1,9 ± 0,4 mN, n=7,

P<0,05). RVF-Ratten gaben lediglich in submaximalen Konzentrationen (100 µM und 500

µM) eine Erniedrigung zu erkennen (∆ 2,4 ± 0,4 mN ≅ Abnahme um 33 %, n=9; Abb. 20b).

Abb. 20b: α1-AR-vermittelte und NA-induzierte Steigerung der Kontraktionskraft an kardialen Muskelstreifen
des linken Ventrikels von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten. Ordinate: Änderung
der Kontraktionskraft in ∆ mN. Abszisse: Molare Konzentrationen von Noradrenalin. MW ± SEM
aus jeweils 8 (Kontrolle), 7 (RVH) bzw. 9 (RVF) Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle.
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3.6.4. CHARAKTERISIERUNG KARDIALER ENDOTHELIN-REZEPTOREN AN VENTRIKU-

LÄREN MEMBRANEN

Entsprechend der angewandten Methode (siehe 2.4.4.) wurde für Kontroll ratten ein signifi-

kanter Unterschied in der ET(A/B)-Rezeptordichte zwischen rechten und linken Ventrikel er-

mittelt (Tab. 8).

Rechtsventrikuläre Membranen MCT-behandelter Ratten zeigten einen Anstieg in den [125J]-

ET-1-Bindungsstellen. Die beobachtete Zunahme war hierbei für RVF-Ratten signifikant

(Tab. 8). An Membranen linker Ventrikel von RVH- und RVF-Tieren wurde hingegen in der

ET(A/B)-Rezeptordichte kein Unterschied beobachtet (Tab. 8).

Tab. 8: ET(A/B)-Rezeptordichte Bmax in fmol/mg Protein, KD-Werte des Radioliganden [125J]-Endothelin-1 in
pM, Hill -Koeffizienten (nH) der Endothelin-1 Kompetitionskurven sowie das Verhältnis von ETA-:ETB-
Rezeptoren (%) in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV) von MCT-
behandelten und Kontroll ratten. MW ± SEM aus n Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle, ** ) P<0,01
vs. Kontrolle, *** ) P<0,0001 vs. Kontrolle, a) P<0,05 vs. RVH.

Der Radioligand [125J]-Endothelin-1 ließ für alle durchgeführten Verdrängungsexperimente

eine vergleichbar hohe Affinität erkennen. Die Kompetitionskurven waren steil und mono-

phasisch und die Hill -Koeffizienten lagen zwischen 0,95 und 1,06 (Tab. 8).

Für Membranen rechter und linker Ventrikel MCT-behandelter Ratten wurde des Weiteren

eine prozentuale Zunahme von ETB-Rezeptoren nachgewiesen, wobei diese Veränderungen

bei Tieren mit Stauungsinsuffizienz (RVF) stärker ausgeprägt waren als in den Hypertrophie

kompensierenden RVH-Ratten (Tab. 8).

KONTROLLE
(n=10)

RVH
(n=10)

RVF
(n=13)

RV
Bmax 103,8 ± 5,6 128,6 ± 21,2  149,1 ± 19,5*

KD   31,5 ± 3,8 38,3 ± 3,2 30,5 ± 3,7
nH     1,01 ± 0,05   0,96 ± 0,05  0,95 ± 0,06

ETA : ETB    77,7 ± 1,9 : 22,3 ± 1,9     60,1 ± 3,1 : 39,9 ± 3,1**  50,9 ± 2,6 : 49,1 ± 2,6*** a

LV
Bmax 149,9 ± 20,9 129,7 ± 13,6 138,4 ± 16,4
KD 39,9 ± 6,5 34,8 ± 3,8 32,4 ± 2,9
nH   1,06 ± 0,05   1,06 ± 0,07   0,96 ± 0,06

ETA : ETB   75,3 ± 3,3 : 24,7 ± 3,3    64,8 ± 2,7 : 35,2 ± 2,7* 54,9 ± 3,6 : 45,1 ± 3,6** a
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3.6.5. KONTRAKTILE WIRKUNG VON ENDOTHELIN-1

Endothelin-1 steigerte die Kontraktilit ät konzentrationsabhängig an Muskelstreifen beider

Ventrikel von Kontrollti eren. Jedoch gestaltete sich der Nachweis dieser positiv inotropen

Wirkung (100 nM ET-1) mit ∆ 0,3 ± 0,1 mN (RV, n=10) bzw. ∆ 0,6 ± 0,1 mN (LV, n=10)

gerade für rechtsventrikuläre Gewebestreifen außerordentlich schwierig (Abb. 21a/b).

Für Muskelstreifen rechter Ventrikel insuff izienter Tiere (RVF, n=5) wurde ein signifikanter

Anstieg in der Inotropie mit ∆ 1,4 ± 0,2 mN (100 nM ET-1) festgestellt (Abb. 21a). RVH-

Ratten zeigten die Tendenz einer gesteigerten Inotropie (100 nM ET-1: ∆ 0,6 ± 0,2 mN, n=6),

welche ausschließlich in submaximalen ET-1 Konzentrationen (10 bzw. 50 nM) signifikant

erhöht war. KWK rechter Ventrikelstreifen MCT-behandelter Tiere kennzeichneten darüber

hinaus eine signifikant höhere Aff inität von ET-1 (pD2: RVF: 8,0 ± 0,06, n=5, P<0,05; RVH:

8,4 ± 0,18, n=6, P<0,01) im Vergleich mit den jeweili gen Kontrollen (7,3 ± 0,16, n=10, Abb.

21a).

Abb. 21a: Steigerung der Kontraktionskraft nach Stimulation mit Endothelin-1 an kardialen Muskelstreifen des
rechten Ventrikels von MCT-behandelten und Kontroll ratten. Ordinate: Änderung der Kontraktions-
kraft in ∆ mN. Abszisse: Molare Konzentrationen von Endothelin-1. MW ± SEM aus jeweils 10
(Kontrolle), 6 (RVH) bzw. 5 (RVF) Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle, ** ) P<0,01 vs. Kontrolle,
a) P<0,05 vs. RVH.

Die KWK linksventrikulärer Muskelstreifen insuff izienter RVF-Ratten waren ebenfalls links-

verschoben (RVF: pD2: 8,54 ± 0,07, n=5; Kontrolle: 7,97 ± 0,07, n=10; P<0,01), wohingegen

für RVH-Ratten kein Unterschied beobachtet wurde (7,97 ± 0,08, n=6; Abb. 21b). Anderer-

seits zeigten linke Ventrikel keine Veränderungen in der maximalen Kontraktilit ätssteigerung

(100 nM ET-1) für sowohl RVF- (∆ 0,8 ± 0,2 mN, n=5) als auch RVH-Tiere (∆ 0,9 ± 0,2 mN,
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n=6) bezogen auf entsprechende Resultate von Kontroll ratten (∆ 0,6 ± 0,1 mN, n=10; Abb.

21b).

Abb. 21b: Steigerung der Kontraktionskraft nach Stimulation mit Endothelin-1 an kardialen Muskelstreifen des
linken Ventrikels von MCT-behandelten und Kontroll ratten. Ordinate: Änderung der Kontraktions-
kraft in ∆ mN. Abszisse: Molare Konzentrationen von Endothelin-1. MW ± SEM aus 10 (Kontrolle),
6 (RVH) bzw. 5 (RVF) Experimenten.
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4. DISKUSSION

4.1. MONOCROTALIN-MODELL

Neben tierexperimentellen Studien zur Herzhypertrophie/-insuff izienz nach Koronarligation

(Pfeffer et al., 1979; Zimmer et al., 1990; Lui et al., 1997), Aortenkonstriktion (Cutill etta et

al., 1975; Chevalier et al., 1989; Feldman et al., 1993) oder im Fall von SH-Ratten (Okamoto

& Aoki, 1963; Boluyt et al., 1994; Takata & Kato, 1996) gestattet die Applikation des Pflan-

zenalkaloids Monocrotalin (MCT) die Möglichkeit zur Ausbildung einer rechtsventrikulären

Drucküberlastung (Meyrick et al., 1980; Ghodsi & Will , 1981; Bruner et al., 1983; Ceconi et

al., 1989; Werchan et al., 1989; Comini et al., 1995; Chen et al., 1997). Aufgrund der progres-

siven pulmonalen Hypertonie entwickelten sämtliche MCT-behandelten Ratten eine signifi-

kante rechtsventrikuläre Hypertrophie (3.1.1.). Diese kardiale Kompensationsreaktion war

dabei für insuffiziente RVF-Tiere tendenziell stärker ausgeprägt und steht im Einklang mit

den Resultaten weiterer Arbeitsgruppen (Pela et al., 1990; Comini et al., 1996a; Vescovo et

al., 1998; Uzzaman et al., 2000). Für die linksventrikulären Gewichte wurde ebenfalls ein

signifikanter Anstieg in den Nassgewichten ermittelt. Nahezu alle Studien zum MCT-Modell

dokumentieren hingegen keine Veränderungen in den Massenangaben linker Ventrikel. Le-

diglich in den Arbeiten von Morioka et al. (1992), Kuramochi et al. (1994) und Brown et al.

(1998) sind unverkennbare Steigerungen in den linksventrikulären Gewichten auszumachen.

Die Zunahme war jedoch nicht signifikant. Eine Ursache für den aufgezeigten Unterschied

findet sich mit großer Wahrscheinlichkeit im ausgewählten Probenumfang der untersuchten

Tiere. Die vorliegende Arbeit spiegelt mit n=100 Kontrollti eren sowie jeweils 50 RVH- und

insuff izienten RVF-Ratten eine objektivere Darstellung gegenüber Bestimmungen mit n=6 bis

n=20 Wiederholungen wider. Der Körpergewichts-unabhängige Quotient des linken Ventri-

kels inklusive Septum gegen die rechtsventrikuläre Masse stand wiederum in Übereinstim-

mung mit den Ergebnissen sämtlicher Publikationen. Dieser Hypertrophie-Marker zeigte sich

deutlich erniedrigt für MCT-behandelte RVH-Ratten mit einer darüber hinaus gehenden wei-

teren Absenkung für insuff iziente RVF-Tiere gemäß einer stärker ausgeprägten Rechtsherz-

hypertrophie (3.1.1.).

Etwa 50 % der Monocrotalin-injizierten Tiere gaben Anzeichen einer kongestiven Herzinsuf-

fizienz (RVF) zu erkennen. Entsprechende Aussagen mit ca. 50 % RVH- bzw. RVF-Tieren

finden sich in den Resultaten zahlreicher Studien wieder (Pela et al., 1990; Morioka et al.,

1992; Comini et al., 1996a; Vescovo et al., 1998; Uzzaman et al., 2000). Ein gleichwertiges

Bild liefert in diesem Zusammenhang die Gegenüberstellung jeweil iger MCT-Dosierungen.
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Neben geringen Bolusinjektionen des Pflanzenalkaloids von 30 mg/kg KG i.p. (Vescovo et

al., 1989a) bzw. Hochdosierungen von 105 mg/kg KG i.p. (Kreutz et al., 1996) erscheint die

verabreichte Monocrotalin-Dosis von 60 mg/kg KG per intraperitonealer Applikation als

Mittel der Wahl, um über zahlenmäßig vergleichbare Kontigente an RVH- und RVF-Tieren

verfügen zu können.

Einige Autoren diskutieren im Rahmen ihrer Auswertungen zum MCT-Modell ebenso das

Verhältnis des rechten Ventrikels zum Körpergewicht als Kammer-spezifischen Hypertro-

phie-Marker (Marthew et al., 1988; Hill et al., 1989; Ilkiw et al., 1989; Comini et al., 1996a).

In der Ergebniszusammenstellung dieser Arbeit wurde dem angesprochenen Quotienten indes

keine Berücksichtigung zuerkannt. Sämtliche zur Verfügung stehenden Publikationen sowie

die eigens aufgestellten Resultate bestätigen eine signifikante Reduktion des Körpergewichts

als Konsequenz aus einer Monocrotalin-Applikation. Unter Einbeziehung dieses Parameters

in die Charakterisierung der Drucküberlastung würde dem Ausmaß der Hypertrophie auf-

grund des resultierenden höheren Indexes daher eine unverhältnismäßig große Bedeutung

zugemessen werden.

Mit Blick auf die Charakterisierung kardialer α1- und β-adrenerger Rezeptoren an MCT-

behandelten Ratten wurde zunächst der Gehalt des physiologischen Transmitters Nor-

adrenalin (NA) in ventrikulärem Gewebe, aber auch dessen Plasmakonzentration ermittelt.

Der Gesamtnoradrenalingehalt war lediglich für rechte und linke Ventrikel insuff izienter

RVF-Tiere signifikant reduziert. Unter Berücksichtigung der ventrikulären Gewichte erwies

sich der rechtsventrikuläre Noradrenalingehalt pro mg Gewebe jedoch für sämtliche MCT-

Tiere erniedrigt, wohingegen in linken Ventrikeln ausschließlich für insuff iziente RVF-Ratten

eine Abnahme festgestellt wurde (3.1.1.). Entsprechend diesen vorliegenden Daten dokumen-

tierten Ceconi et al. (1989) und Comini et al. (1996b) an MCT-behandelten Ratten eine bi-

ventrikuläre Reduktion des Gesamtnoradrenalingehalts ebenfalls nur für insuff iziente RVF-

Tiere. Auf der anderen Seite beobachteten die genannten Autoren eine Abnahme im NA be-

zogen auf rechts- und linksventrikuläre Gewebemassen sowohl für RVH- als auch RVF-

Ratten. Somit weisen bereits die Eingangsuntersuchungen darauf hin, dass es sich nicht um

ein Ventrikel-spezifisches Tiermodell handelt. Eine deutlich stärkere Ausprägung von Verän-

derungen in rechten unter Beteili gung linker Ventrikel ist kennzeichnend für die vorliegende

Arbeit. Aufgrund des progressiven Krankheitsverlaufs resultierte darüber hinaus oftmals ein

signifikanter Unterschied zwischen RVH- und RVF-Tieren.
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Für das Krankheitsbild der Herzinsuff izienz ebenfalls charakteristisch ist ein Anstieg im NA-

Plasmaspiegel li nksherzinsuff izienter Patienten (Chidsey et al., 1962; Thomas & Marks,

1978). Diese Zunahme korreliert dabei streng mit der Prognose des Krankheitsbildes (Cohn et

al., 1984; Rector et al., 1987). Aber auch nach Rechtsherzhypertrophie aufgrund einer primä-

ren pulmonalen Hypertonie (Nootens et al., 1995) bzw. einer alveolären Hypoventilation

(Bratel et al., 2000) wurden erhöhte Plasmanoradrenalinkonzentrationen gemessen. Die vor-

liegenden Resultate verdeutlichen hingegen allein die Tendenz einer Steigerung im Plasma-

NA MCT-behandelter Ratten (3.1.1.) und entsprechen dahingehend den Ergebnissen von Ve-

scovo et al. (1989a). Morioka et al. (1992) stellten in ihren Untersuchungen eine signifikante

Zunahme im Plasma-NA für ausschließlich insuff iziente Tiere fest. Ungeachtet der fehlenden

Signifikanz geben die Resultate der vorliegenden Arbeit dennoch den Hinweis auf eine rele-

vante Zunahme in der Plasmanoradrenalinkonzentration. Lediglich n=4 MCT-behandelte Tie-

re konnten in die angesprochene Auswertung einbezogen werden. Neben drei RVH-Ratten

bzw. einem RVF-Tier wurden weitere 12 Ratten (RVF) mittels Pentobarbital zur Blutentnah-

me aus dem Augenkapill arbett vorbereitet, verstarben jedoch in der Narkose. Die ermittelten

Werte (3.1.1.) spiegeln aus diesem Grund vielmehr den Plasmanoradrenalingehalt hypertro-

phiekompensierender RVH-Ratten wider.

Dieser Plasmanoradrenalinspiegel ist das Ergebnis aus dem Zusammenspiel von NA Freiset-

zung und Wiederaufnahme/Metabolisierung verschiedener Organe (Esler et al., 1990). Die

Kombination und Wechselwirkungen der den Plasmanoradrenalingehalt bestimmenden Fakto-

ren limiti eren auf der anderen Seite die Anwendung dieses Parameters als alleinigen und

hochsignifikanten Indikator für eine gesteigerte sympathomimetische Aktivität. Demgegen-

über ermöglichen die durchgeführten Untersuchungen zur Detektion des kardialen NA

Spill over wesentlich aussagekräftigere Rückschlüsse für eine kardioselektive Erhöhung der

sympathomimetischen Aktivität insuff izienter Herzen (Rundqvist et al., 1997a, b). Kaye et al.

(1994) und Azevedo et al. (2000) zeigten darüber hinaus eine positive Korrelation zwischen

dem pulmonalarteriellen bzw. dem rechtsventrikulären Druck und dem kardialen NA

Spill over insuff izienter Patienten. In einer weiteren Studie bekräftigten Kaye et al. (1998)

diesen Sachverhalt gerade für Patienten mit kardialer Stauungsinsuffizienz und pulmonaler

Hypertonie. Erhöhte rechtsventrikuläre Drücke wurden ebenfalls von der eigenen Arbeits-

gruppe im Rahmen der Untersuchungen zum MCT-Modell festgestellt . Unter diesem Ge-

sichtspunkt steht die Entleerung kardialer NA Speicher in gutem Einklang mit der nachweis-

lich verringerten NAT Dichte bzw. der verminderten Uptake1 Aktivität (3.2.1. und 3.2.2.) im



4. DISKUSSION 69

Stadium der Insuff izienz und erscheint als eine unmittelbare Folge aus den erhöhten rechts-

ventrikulären Drücken vier bis sechs Wochen nach MCT-Applikation.

4.2. NORADRENALIN UPTAKE1

Die mit Abstand größte Bedeutung bei der Entfernung des neuronal freigesetzten Norad-

renalins kommt dem Noradrenalin Transporter (NAT) in der präsynaptischen Membran post-

ganglionärer Neuronen zu (von Euler, 1972; Trendelenburg, 1991). Kompetitionsexperimente

zur Charakterisierung von NAT Bindungsstellen und Aktivität in Gegenwart der selektiven

Uptake1 Inhibitoren Desipramin und Nisoxetin, des Uptake Inhibitors Cocain (Horn et al.,

1971; Wong & Bymaster, 1976; Koe, 1976) oder des Dopamin Uptake Inhibitors GBR 12909

(Giros et al., 1992) ergaben eine Reihenfolge von: Desipramin ≥ Nisoxetin >> Cocain ≥ GBR

12909. Diese Selektivität entspricht Literaturangaben zufolge dem Uptake1 (Tejani-Butt,

1992; Jayanthi et al., 1993; Paczkowski et al., 1999). Der Uptake2 Inhibitor Corticosteron

(Grohmann & Trendelenburg, 1984) auf der anderen Seite hatte keinen Einfluss auf die totale

NA Transportrate. Demzufolge verdeutlicht die vorliegende Arbeit eine signifikante Redukti-

on in der NAT Dichte (Uptake1 Bindungsstellen) und in der NAT Aktivität in rechten, jedoch

nicht in linken Ventrikeln MCT-behandelter Ratten (3.2.1. und 3.2.2.). Untersuchungen an

linken Ventrikeln ergaben nur eine schwache Tendenz zur Absenkung der NAT Dichte und

Aktivität. Diese minimale Verschiebung wird jedoch über die Tatsache verständlich, dass im

Rahmen der Untersuchungen zum NAT nicht zwischen RVH und RVF unterschieden wurde.

Die signifikant erniedrigten linksventrikulären NA Gewebekonzentrationen MCT-behandelter

Ratten mit RVF lassen aber auf eine deutliche Absenkung der NAT Dichte und Aktivität

schließen.

Experimentelle Untersuchungen weiterer Studien unterstreichen die nachgewiesene Abnahme

im Uptake1. Für rechtsherzhypertrophierte Hunde nach Pulmonalarterienstenose wird, vergli-

chen mit den vorliegenden Ergebnissen, über eine qualitativ gleichwertige Reduktion der

Uptake1 Aktivität und Downregulation der NAT Dichte berichtet (Liang et al., 1989). Mit

Hil fe dieses Hunde-Modells kennzeichneten Himura et al. (1993) ebenso eine Abnahme in der

Uptake1 Aktivität. Über Histofluoreszenzuntersuchungen beobachteten sie darüber hinaus

einen Kammer-spezifischen Verlust noradrenerger Nervenendigungen in rechtsventrikulären

Präparationen. Diese Befunde waren identisch mit den Resultaten nach chronischer NA Infu-

sion an Hunden aus selbiger Studie. Einem erhöhten synaptischen NA Gehalt kommt dem-
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nach eine Schlüsselfunktion in der Regulation von noradrenergen Rezeptoren zu. Die Resul-

tate MCT-behandelter Ratten zur β- (3.3.1.) und α1-AR Dichte (3.6.1.) sowie von RH-β-AR

(3.3.1.) bekräftigen diese Aussage und verdeutlichen die unmittelbare Verknüpfung zum neu-

ronalen Uptake bzw. dessen Regulation. Beau & Saffitz (1994) dokumentierten selbigen Zu-

sammenhang für insuffiziente menschliche Herzen und zeigten darüber hinaus eine signifi-

kante positive Korrelation zwischen der NAT Aktivität und der β1-AR Dichte. Infolge einer

massiven Reduktion der synaptischen NA Wiederaufnahme resultiert ein verzögerter Ab-

transport des Neurotransmitters aus dem extrazellulärem Spalt und somit eine verlängerte

Stimulation der genannten Rezeptoren. Eine solche exzessive Aktivierung führt über eine

beschleunigte Desensibili sierung zur Downregulation und Internalisierung von β-AR (Büne-

mann & Hosey, 1999; Ferguson, 2001) aber auch von α1-AR (Yang et al., 1999; Garcia-Sainz

et al., 1999; Zhong et al., 1999). Als funktionelle Folge zeigte sich eine massiv abge-

schwächte positive Inotropie nach Stimulation mit Isoprenalin (3.3.5.) und Noradrenalin

(3.6.3.).

4.3. β
�

- ADRENERGE REZEPTOREN

Der β-AR-GS-AZ Signalweg stellt eine Verbindung des autonomen Nervensystems mit der

Myokardfunktion her und vermittelt so die mit Abstand wichtigsten Einflüsse auf die Kraft,

Frequenz und den Rhythmus des Herzens. Durchgeführte Untersuchungen identifizierten da-

rüber hinaus die β-adrenerge Signaltransduktion als den ultimativen kardialen Kompensati-

onsmechanismus in Anpassung an unterschiedlichste physiologische und psychische Einflüs-

se (Brodde et al., 1995). Unter diesem Blickwinkel lag der Schwerpunkt der vorliegenden

Arbeit auf der Charakterisierung der β-AR Signaltransduktion.

Rohmembranfraktionen rechter, aber auch linker Ventrikel von MCT-behandelten Ratten lie-

ßen deutliche Reduktionen in der β-AR Dichte erkennen mit zweifellos stärkerer Absenkung

im insuff izienten Stadium (RVF). Die aufgezeigte Verschiebung betraf dabei den β1-, jedoch

auch den β2-AR-Subtyp (3.3.1.). Im Gegensatz dazu steht die Bestimmung von β-AR an prä-

parierten Membranen isolierter Kardiomyozyten. Vier bis sechs Wochen nach MCT-

Applikation wurde eine Kammer-spezifische Abnahme in der β1-AR Dichte für Kardiomyo-

zytenmembranen aus rechten Ventrikeln festgestellt (3.4.2.).
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Die fortgeschrittenere Downregulation β-adrenerger Rezeptoren an rechten Ventrikeln MCT-

injizierter Ratten kennzeichnet die unmittelbare Verbindung zur verringerten Anzahl der NA

Transporter Bindungsstellen bzw. der verminderten Uptake1 Aktivität (3.2.1. und 3.2.2.) und

der daraus folgenden Entleerung kardialer NA Speicher von MCT-behandelten Ratten

(3.1.2.). Delehanty et al. (1994) und Dong et al. (1999) beschreiben in diesem Zusammenhang

eine signifikante negative Korrelation zwichen der β-AR Dichte und dem interstitiellen NA

Gehalt bzw. der Uptake Aktivität. Diese Arbeiten unterstreichen somit die eigens beobachte-

ten Veränderungen kardialer β-AR bzw. des Uptake1.

In der Literatur verfügbare Publikationen zum MCT-Modell berichten übereinstimmend, ent-

sprechend den eigenen Ergebnissen, über eine Abnahme von β-AR in Rohmembranfraktionen

rechter Ventrikel MCT-behandelter Ratten mit allerdings differenzierten Beobachtungen zu β-

AR Veränderungen in linken Ventrikel sowie zur β-AR Subtypregulation. Pela et al. (1990)

und Brown et al. (1998) beobachteten selektive Abnahmen in der β1-AR Dichte rechter Ven-

trikel und zeigten derartige Reduktionen zusätzlich für linke Ventrikel. Ishikawa et al. (1991)

demonstrierten eine stärker ausgeprägte Reduktion in der β-AR Dichte an rechten gegenüber

linken Ventrikeln zwei Wochen sowie eine weiter fortgeschrittene Abnahme vier Wochen

nach MCT-Injektion. Eine Ventrikel-spezifische Abnahme von β1-AR wird ebenso für rechts-

herzinsuff iziente Hunde nach Pulmonalarterienstenose beschrieben (Fan et al., 1987). Die

aufgezeigten Resultate der vorliegenden Arbeit stehen des Weiteren in guter Übereinstim-

mung mit entsprechenden Untersuchungen an humanen Ventrikelpräparationen. Diese liegen

fast ausnahmslos für linksherzinsuff iziente Patienten vor und zeigen eine Reduktion β1-

adrenerger Rezeptoren auf mRNA und Protein-Ebene sowie eine funktionelle Entkopplung

von β2-AR (Brodde, 1991). Einzig Bristow et al. (1992) konnten gerade für Patienten mit PPH

Kammer-spezifische Veränderungen von β-AR in rechten Ventrikeln feststellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch weder eine Kammer-spezifische noch eine selektive

β1-AR Downregulation an ventrikulären Membranen nachgewiesen. Diese Befunde lassen auf

die Annahme schließen, dass Veränderungen an Membranen beider Ventrikel nicht mit Ver-

schiebungen an Kardiomyozytenmembranen einhergehen. Kontraktile Herzmuskelzellen um-

fassen lediglich 40 % einer heterogenen ventrikulären Population bestehend unter anderem

aus Fibrozyten, Fibroblasten, Endothelzellen sowie glattmuskulären Zellen. Rohmembran-

fraktionen beinhalten darüber hinaus sämtliche kardiale Zell typen aus ventrikulärem Gewebe.

Aus diesem Grund resultieren zweifelsohne Unterschiede im β1-:β2-AR Verhältnis der aufge-

arbeiteten Membranpräparationen. Während ältere Arbeiten von Lau et al. (1980) und Freiss-
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muth et al. (1986) eine Lokalisation von β2-AR an Kardiomyozyten ausschließen, widerspre-

chen die Ergebnisse der durchgeführten Untersuchungen in Übereinstimmung mit jüngeren

Publikationen (Cerbai et al., 1995; Kuznetsov et al., 1995; Xiao et al., 1998) diesen Darlegun-

gen. Der β2-AR Anteil beschränkte sich für letztgenannte Studien auf ungefähr 25 % entspre-

chend des Hauptanteils von β1-AR in Höhe von ca. 75 %. Rohmembansuspensionen beinhal-

ten andererseits weitere kardiale Zell typen mit einem unverkennbar größeren prozentualen β2-

AR Anteil (Lau et al., 1980; Freissmuth et al., 1986). Entsprechend den vorliegenden Ergeb-

nissen zum MCT-Modell unterliegt die β-AR Kaskade nicht-kontraktiler Zellpopulationen

ebenfalls charakteristischen Veränderungen. Diese Zellen dominieren aufgrund ihres prozen-

tualen Anteils ventrikuläre Aufarbeitungen und maskieren folglich Veränderungen an Kar-

diomyozytenmembranen. Eine selektive β1-AR Downregulation kann demnach an Rohmem-

bransuspensionen nicht so deutlich hervortreten, wie es für Kardiomyozyten beobachtet wur-

de. Untersuchungen an Membranen ventrikulären Gewebes gestatten aus diesem Grund deut-

lich sensiblere Aufzeichnungen für den β2-AR, obgleich der β1-AR spezifische Antagonist

CGP 20712A (Dooley et al., 1986) mit seinem hohen Aff initätsunterschied gegenüber β1- und

β2-AR (>1000) charakteristische Subtypverteilungen offen legen kann.

Diese Sachverhalte könnten jedoch lediglich die gemeinsame Downregulation von β1/2-AR an

ventrikulären Membranen erklären. Mit Blick auf eventuelle Kammer-spezifische Verschie-

bungen wiesen Yoshie et al. (1994) in einer Studie zum MCT-Modell einerseits keine Verän-

derungen für linke Ventrikel, wohl aber eine Verminderung in der β-AR Dichte im interven-

trikulären Septum nach. In den eigens durchgeführten Untersuchungen wurde der linke Ven-

trikel zusammen mit dem Septum präpariert. Leineweber et al. (2002) diskutieren diesbezüg-

lich Unterschiede in der β-AR Dichte linker Ventrikel mit und ohne Septum. Aus diesem

Grund kann nicht vollständig ausgeschlossen werden, dass die dargestellten Resultate links-

ventrikuläre Veränderungen aufzeigen, deren Ursachen vielmehr in der Präparationsmethode

als in der Rechtsherzhypertrophie nach MCT-Injektionen liegen. Aus den genannten Gründen

wäre somit ebenfalls für ventrikuläre Membransuspensionen eine Ventrikel-spezifische und

eine selektive β1-AR Downregulation vorstellbar.

Die eigens nachgewiesenen Unterschiede werden andererseits von weiteren Arbeitsgruppen

gestützt. Abweichungen in den Ergebnissen zwischen Membranen aus ventrikulärem Gewebe

bzw. Kardiomyozyten wurden von Laurent et al. (2001) und Yoshida et al. (2001) an Hunden

mit Frequenz-induzierter Herzinsuff izienz bzw. an Ratten nach Koronarligation beschrieben.

Vor diesem Hintergrund unterstreichen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit demnach um
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so mehr die Notwendigkeit einer differenzierten Betrachtung von spezifischen Zell typen so-

wie deren Veränderungen im insuff izienten Herzen.

In Ergänzung zur Bestimmung der Dichte und Verteilung von β-AR wurde im weiteren Stu-

dienverlauf deren funktionelle Kopplung an G-Proteine untersucht. Maguire et al. (1976) und

Lefkowitz et al. (1976) beschrieben erstmalig für Adrenozeptoren eine Guaninnukleotid-

abhängige Agonistenbindung an β-AR als sogenannte „high and low aff inity states“ . Nach-

folgend erweitert auf ein „ three-state receptor model“ (Leff et al., 1997) wird zum heutigen

Zeitpunkt davon ausgegangen, dass G-Protein koppelnde Rezeptoren mehrere unterschiedli-

che Konformationen eingehen können (Gether, 2000). Dennoch erfolgt die Charakterisierung

einer Rezeptorkopplung an G-Proteine oftmals über Bindungsstudien in Gegenwart agonisti-

scher Liganden. Die Anzahl der β-AR im „high aff inity state“ war signifikant erniedrigt in

Membranen des rechten Ventrikels MCT-behandelter Ratten mit erneut stärkerer Abschwä-

chung für insuff iziente Tiere. Linksventrikuläre Verringerungen wurden hingegen ausschließ-

lich für dekompensierte Ratten nachgewiesen (3.3.1.). Über eine gleichwertige Verminderung

von kardialen β-AR in hochaff iner Kopplung wird von linken Ventrikeln im Hunde-Modell

der Frequenz-induzierten Herzinsuff izienz (Kiuchi et al., 1993), von linken Ventrikel im Vo-

lumenüberlastungsmodell i nfolge aorto-cavaler Anastomose an Schweinen (Hammond et al.,

1992) und ebenfalls von Membrangemischen aus rechten und linken Ventrikeln im Rechts-

herzhypertrophiemodell nach Pulmonalarterienstenose an Hunden berichtet (Dong et al.,

1999).

Unabhängig von der Ätiologie zeigen Tiermodelle zur Herzinsuff izienz demnach eine verrin-

gerte Anzahl von kardialen β-AR im „high aff inity state“ für das Stadium der Dekompensati-

on. Die aufgezeigte Reduktion infolge einer MCT-Injektion steht des Weiteren in gutem Ein-

klang mit der nachgewiesenen Steigerung der G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinase (GRK)

Aktivität an diesen Ratten (3.3.4.). Jüngere Untersuchungen kennzeichnen eine zentrale Stel-

lung der GRKs in der Rezeptor-Desensibili sierung bzw. in der Verknüpfung unterschiedlicher

Signaltransduktionen (Bünemann & Hosey, 1999; Ferguson, 2001). Pei et al. (1994) belegten

am Beispiel konstitutiv aktiver β2-AR in vitro eine GRK vermittelte Phosphorylierung in Ab-

wesenheit agonistischer Liganden vergleichbar mit dem Wild-Typ β2-AR im „high-aff inity-

state“ nach agonistischer Besetzung. Sind Unterschiede in der Desensibili sierungskinetik von

β1- und β2-AR auch umstritten (Freedman et al., 1995; Shiina et al., 2001), so scheint jedoch

ein Zusammenhang zwischen der erhöhten GRK Aktivität sowie der Abnahme von β-AR mit

hochaff iner Bindung an GS-Proteine von MCT-behandelten Tieren sehr wahrscheinlich. Eine
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weitere eindrucksvolle Bestätigung erfährt dieser Sachverhalt mit den Untersuchungen von

Cho et al. (1999). Am Beispiel von Knock-out Mäusen für die Dopamin β-Hydroxylase de-

monstrierte die Arbeitsgruppe in vivo eine streng inverse Korrelation zwischen β-AR im

„high-aff inity-state“ und der GRK Aktivität als Konsequenz einer fehlenden Katecholamin-

synthese. Die Reduktion hochaff in koppelnder β-AR wird auf Grundlage dieser Studien of-

fenbar vor allem von einer Steigerung in der GRK Aktivität getragen.

Mit Blick auf die funktionelle Konsequenz entspricht eine Reduktion von kardialen β-AR im

„high aff inity state“ einer Abschwächung in der Rezeptor-vermittelten Stimulation der AZ

sowie funktionell einer reduzierten inotropen und chronotropen Antwort. Diese erniedrigte

Aktivierbarkeit wurde sowohl über Bestimmungen zur AZ (GTP- und Isoprenalin-vermittelt,

3.3.3.) als auch mittels kontraktiler Experimente (3.3.5.) eindeutig festgestellt . Unter Berück-

sichtigung einer bereits reduzierten β-AR Dichte an Membranen MCT-behandelter Ratten

gewinnt dieser Sachverhalt darüber hinaus an Bedeutung. Die Fähigkeit zur kardialen Kom-

pensation mit Hil fe der β-AR Signaltransduktion vier bis sechs Wochen nach einer MCT-

Applikation ist demnach allein aufgrund der verringerten Rezeptordichte bzw. –kopplung

drastisch herabgesetzt.

Intrazellulär Rezeptor-koppelnde GSα-Proteine zeigten eine signifikante Abnahme in den er-

fassten GSα-Banden an rechtsventrikulären Membranen für einerseits hypertrophiekompensie-

rende als auch für insuff iziente MCT-Ratten. Dagegen wurde an den jeweili gen Präparationen

des linken Ventrikels ausschließlich für eine GSα-Bande ein verringerter Betrag nachgewiesen

(3.3.2.).

Eine Abnahme im GSα-Proteingehalt ist für weitere Rechtsherzhypertrophiemodelle bereits

dokumentiert. Lai et al. (1996) beschreiben ebenso die Reduktion von GSα-Proteinen in bei-

den Ventrikeln nach Pulmonalarterienstenose an Hunden während Pei et al. (2000) und Leon-

Velarde et al. (2001) im Hypoxie-Modell zur rechtsventrikulären Drucküberlastung für GSα-

Proteine eine Reduktion ausschließlich in rechten Ventrikeln aufzeigen. In diesem Sinne un-

terstreichen die eigens aufgestellten Ergebnisse die bisherige Tendenz sämtlicher Studien: Im

Kontrast zu tierexperimentellen Befunden ergaben Untersuchungen an explantierten Herzen

insuff izienter Patienten interessanterweise keine Verschiebung auf GSα-Protein Ebene

(Schnabel et al., 1990).

Inwiefern die β-adrenerge Signaltransduktion mit Blick auf die GSα-Gehaltsabnahme eine

Beeinträchtigung erfährt, lässt sich über die durchgeführten Untersuchungen nur unvollstän-
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dig klären. Für G-Proteine ergibt sich ein drastischer Überschuss (β-AR:Gαβγ:AZ = 1:100:3)

in der Stöchiometrie der β-AR Signaltransduktion (Alousi et al., 1991; Post et al., 1995; Mil-

ligan, 1996). Ungeachtet dieses quantitativen Überhangs zeigten rechte Ventrikel MCT-

behandelter Ratten immerhin eine ~60%ige (47,1 kDa) bzw. ~30%ige (49,7 kDa) Abnahme

der GSα-Untereinheiten. Diese unverkennbar drastische Reduktion verursacht zweifelsohne

eine weitere Beeinträchtigung der β-AR Kaskade im MCT-Modell . Die Untersuchungen zu

den GSα-Untereinheiten ergaben darüber hinaus eine betragsmäßig vergleichbare Reduktion

im Proteingehalt zwischen hypertrophiekompensierenden und insuffizienten Tieren. Während

für die ventrikulären NA Gewebekonzentrationen, β-AR bzw. für deren Kopplung an GS-

Proteine Unterschiede zwischen RVH und RVF beobachtet wurden, kommt es im Fall der

GSα-Untereinheiten zu einer schnellen Hypertrophie-induzierten Gehaltsabnahme. Für insuff i-

ziente Tiere wurde keine darüber hinausgehende Abnahme festgestellt . Demzufolge bewirkt

die Reduktion der GSα-Proteine eine verhältnismäßig frühzeitige und vor allem eine zusätzli-

che Schädigung der β-AR Signaltransduktion.

Ein besonderes Interesse mit Blick auf die Stöchiometrie der β-AR Signaltransduktion ver-

dient in den Untersuchungen zur Herzinsuff izienz die Erfassung der AZ Aktivität. Dabei han-

delt es sich um den limiti erenden Faktor innerhalb dieser Kaskade (siehe oben). Wie bereits

an Herzen insuff izienter Patienten gezeigt wurde, resultiert im Fall einer β-AR Downregulati-

on bzw. –Entkopplung eine stark verminderte Bildung des second messengers cAMP als

Antwort auf eine Rezeptorstimulation (Bristow et al., 1989; Danielsen et al., 1989). Darüber

hinaus findet sich im MCT-Modell mit einem reduzierten GSα-Proteingehalt eine weitere Ab-

schwächung innerhalb der β-AR Kaskade. Die Untersuchungen zur AZ Aktivität bestätigten

diesen Sachverhalt. So erwies sich die Stimulation der AZ mittels Isoprenalin an MCT-

behandelten Ratten als abgeschwächt für wiederum beide Ventrikel (3.3.3.), wohingegen über

die Detektion der cAMP Bildung in frisch isolierten Kardiomyozyten eine Kammer-

spezifische Verschiebung, entsprechend der β-adrenergen Rezeptorregulation, beobachtet

werden konnte. Diesen erniedrigten Anstiegen in rechtsventrikulären Kardiomyozyten stand

eine unveränderte cAMP Akkumulation infolge einer Isoprenalin-Stimulation in den jeweil i-

gen Kardiomyozyten des linken Ventrikels gegenüber (3.4.3.).

Eine Ventrikel-spezifische Abschwächung in der cAMP Bildung nach β-adrenerger Aktivie-

rung ergaben ebenso die Untersuchungen von Yoshie et al. (1994) an Membranen rechter

Ventrikel bzw. von Vescovo et al. (1989a, b) in isolierten Kardiomyozyten des hypertro-
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phierten Ventrikels MCT-behandelter Ratten. Pela et al. (1990) untersuchten ausschließlich

Membranen des rechten Ventrikels und beobachteten dabei eine verminderte Antwort auf

Isoprenalin. Eine selektive rechtsventrikuläre Erniedrigung des Basalumsatzes bzw. der Iso-

prenalin-vermittelten Aktivitätssteigerung, jedoch keine Änderung nach Zugabe von Forsko-

lin bzw. NaF verdeutlichten Kacimi et al. (1992) an Hypoxie-exponierten Ratten mit hyper-

trophierten rechten Ventrikeln. In Kardiomyozyten des rechten und linken Ventrikels hypoxi-

scher Ratten fanden Pei et al. (2000) signifikante Abnahmen in der cAMP Bildung nach Sti-

mulation mit Isoprenalin, NaF und Forskolin, wohingegen die AZ Basalaktivität keinen Ver-

änderungen unterlag. Ebenso keine Kammer-spezifische Abnahme in der Isoprenalin-,

Gpp(NH)p- und Forskolin-vermittelten Steigerung in der AZ Aktivität wiesen Fan et al.

(1987) an pulmonalarteriellstenosierten Hunden nach.

Unter diesen Gesichtspunkten geben die genannten Arbeiten kein einheitli ches Bild bezüglich

einer Kammer-selektiven Abschwächung der AZ Aktivität. In den eigenen Bestimmungen

traten erneut die Unterschiede zwischen Ventrikel- und Kardiomyozytenbestimmungen her-

vor. In letzteren konnte nur für rechtsventrikuläre Präparationen eine signifikant abge-

schwächte cAMP Akkumulation nach Stimulation mit Isoprenalin beobachtet werden. Aller-

dings ließen linksventrikuläre Kardiomyozyten die unverkennbare Tendenz zur Abschwä-

chung der cAMP Bildung erkennen. Unter Berücksichtigung der unveränderten β-AR Dichte

in linksventrikulären Herzmuskelzellen überraschten diese Resultate zunächst, deuten jedoch

auf weitere Veränderungen innerhalb der β-AR Kaskade hin, wie z.B. die nachgewiesene Re-

duktion im GSα-Proteingehalt in ventrikulären Membranen.

Dennoch bestätigen die vorliegenden Ergebnisse zur AZ die getroffenen Aussagen zur ernied-

rigten Aktivierbarkeit der β-AR Signaltransduktion im MCT-Modell und stehen in guter

Übereinstimmung mit den Untersuchungen von Bristow et al. (1992). An Patienten mit PPH

und Anzeichen einer Rechtsherzinsuff izienz beobachtete die genannte Arbeitsgruppe eine

Abnahme im Noradrenalingehalt, in der β1-AR Dichte sowie in der AZ Aktivität nach β-AR

Stimulation in ausschließlich rechten Ventrikeln. Entsprechende Verschiebungen wurden im

MCT-Modell ebenfalls nachgewiesen. Jedoch ergab sich eine ausgeprägte Selektivität für

rechte Ventrikel nur in den Kardiomyozytenpräparationen. Einerseits existieren generelle

Unterschiede zwischen tierexperimentellen Untersuchungsergebnissen und menschlichen Be-

funden (Brodde et al., 1995). Andererseits lässt die Symptomatik MCT-behandelter Ratten

auf einen weitaus schwerwiegenderen Krankheitsverlauf im Vergleich mit den untersuchten

PPH Patienten schließen. Während für letztere eine unveränderte linksventrikuläre Funktion

festgestellt wurde, zeigten MCT-behandelte Ratten eine Zunahme in den linksventrikulären
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Nassgewichten sowie insuff iziente Tiere Pleura-, Pericardial- und Peritonealergüsse. MCT-

behandelte Ratten befanden sich demnach offensichtlich in einem wesentlich progressiveren

Krankheitsverlauf und fortgeschrittenerem Stadium, was die Beeinträchtigung linker Ventri-

kel erklären könnte.

Für RVH- und RVF-Tiere wurde des Weiteren eine reduzierte AZ Aktivität als Folge einer β-

AR unabhängigen Stimulation nachgewiesen. Neben einer abgeschwächten Basalfunktion für

beide Ventrikel wurde eine Kammer-selektive rechtsventrikuläre Abnahme der AZ Aktivität

nach Mn2+-Stimulation gezeigt (3.3.3.). Der Einsatz des zweiwertigen Kations ergibt sich aus

dessen selektiven Angriffspunkt an der katalytischen AZ Untereinheit ohne Beteil igung von

GS-Proteinen (Strittmatter & Neer, 1980; Drummond, 1981; de Vente & Zaagsma, 1981).

Eine derartig selektive Regulation der katalytischen Untereinheit dokumentierten Bristow et

al. (1992) gerade an Patienten mit Rechtsherzhypertrophie aufgrund PPH. In diesem Sinne

zeigen die Versuche eine sehr gute Übereinstimmung in einer per se abgeschwächten Aktivi-

tät der katalytischen Untereinheit der AZ zwischen den Befunden von PPH Patienten und dem

MCT-Modell . Demgegenüber stehen die Ergebnisse linksherzinsuff izienter Patienten mit

nachweislich unveränderter Aktivität in der katalytischen AZ Untereinheit in beiden Ventri-

keln (Böhm, 1995a; Brodde & Michel, 1999).

Die AZ steht unter dualer Kontrolle stimulatorischer und inhibitorischer Guaninnukleotid-

bindender Proteine (Sternweis et al., 1981; Gilman, 1987). In Gegenwart von GTP lassen sich

sowohl GS- als auch Gi- Proteine ansprechen (Simmond, 1999). Für rechte und linke Ventrikel

MCT-behandelter Ratten ergab sich diesbezüglich eine deutliche Verringerung in dem ermit-

telten AZ Umsatz. Der Aktivitäts-steigernde Einfluss von GS-Proteinen war darüber hinaus in

Gegenwart von NaF separat zugänglich (Johnson & Sutherland, 1973; Manganiello & Vaug-

han, 1976). An Membranpräparationen beider Ventrikel konnte gezeigt werden, dass die Wir-

kung der GS-Proteine für MCT-behandelte Tiere eindrucksvoll reduziert war (3.3.3.). Diese

Befunde stehen im Einklang mit der erfassten biventrikulären Abnahme im GS-Proteingehalt

(3.3.2.). Demnach wurde über die Untersuchungen zum „high aff inity state“ hinaus eine Ab-

schwächung in der Aktivität von GS-Proteinen anhand von AZ Umsatzbestimmungen nach-

gewiesen. In Analogie dazu standen die Resultate der Forskolin getriggerten AZ Aktivitäts-

steigerung: Abnahme in beiden Ventrikeln mit jedoch deutlichem Unterschied zwischen

RVH- und RVF-Ratten an rechtsventrikulären Präparationen. Das Diterpen-alkaloid Forskolin

gestattete, im Gegensatz zu Mn2+, die Bestimmung der AZ Aktivität nach hauptsächlicher

Stimulation der katalytischen Untereinheit mit einer Beteil igung von GS-Proteinen (Seamon et

al., 1981; Darfler et al., 1985). Diese Ergebnisse bestätigten somit die funktionelle Abschwä-
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chung der AZ Untereinheit, aber auch die nachgewiesene Verringerung der GSα-

Untereinheiten. Die AZ Untersuchungen komplettieren somit das Bild der β-AR Kaskade:

Abschwächung ebenso auf AZ Ebene im MCT-Modell . Aufgrund der angesprochenen

Stöchiometrie verursachen die nachgewiesenen AZ Veränderungen eine unverkennbar drasti-

sche Schädigung der β-AR Signaltransduktion, was die Ergebnisse zur β-AR vermittelten

Kontraktilit ät eindrucksvoll bestätigten (siehe unten).

Die Resultate der GRKs unterstreichen die aufgezeigte Regulation von β-AR im Monocrota-

lin-Ratten-Modell . Hierbei trat eine signifikante Aktivitätssteigerung in Zytosol- und Mem-

branfraktionen aus beiden Ventrikeln von MCT-behandelten Ratten hervor (3.3.4.). Dies steht

vermutlich im Zusammenhang mit der Reduktion der Uptake1 Aktivität sowie der verringer-

ten ventrikulären NA Konzentration. Iaccarino et al. (1998) verdeutlichten diesbezüglich in

vivo eine positive Korrelation zwischen der agonistischen Stimulation von β-AR und der

GRK Aktivität sowie deren Expression (mRNA und Protein). Gleichwertige Ergebnisse er-

zielten ebenso Ishigai et al. (1999) an insuff izienten Ratten nach Koronarligation.

Infolge fehlender Antikörper gegen die GRK-Subtypen musste auf die Typisierung durch

Immunoblots verzichtet werden. Es kann dennoch davon ausgegangen werden, dass mit Hil fe

der angewandten Methode vornehmlich GRK2 (wahlweise auch β-adrenerge Rezeptorkina-

se1, β-ARK1, genannt) erfasst und charakterisiert wurde. Im Fall der bisher identifizierten 7

GRK-Subtypen wurden ausschließlich GRK2, 3 und 5 in kardialem Gewebe nachgewiesen,

wobei GRK2 die betragsmäßig stärkste Expression zukommt (Iaccarino & Koch, 1999; Penn

et al., 2000). Die genannten GRKs phosphorylieren das als Substratanalogon eingesetzte

Rhodopsin mit folgender Spezifität: GRK2 ª GRK3 = GRK5 (DeBlasi et al., 1995). Sowohl

GRK2 als auch GRK3 liegen im inaktiven Zustand zytosolisch gelöst vor. Dementgegen ist

die GRK5 mit Membranen assoziiert (Pitcher et al., 1998; Krupnick & Benovic, 1998). Die

Aktivierung der GRK2, 3 erfolgt über eine Translokation aus dem Zytosol an die Membran,

wobei diese Schlüsselfunktion von βγ-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine getragen wird

(Pitcher et al., 1992; Koch et al., 1993).

In der Literatur verfügbare Studien zur tierexperimentellen Herzhypertrophy/-insuff izienz mit

einer Charakterisierung der GRK Aktivität existieren ausschließlich für linke Ventrikel (Ura-

sawa et al., 1996; Akhter et al., 1997; Rockman et al., 1998; Maurice et al., 1999; Vinge et al.,

2001). Die erkennbaren Steigerungen in der GRK2 Aktivität MCT-behandelter Ratten stehen

dennoch in guter Relation zu den beschriebenen Ergebnissen genannter Arbeiten aber auch zu

gleichwertigen Untersuchungen an linksherzinsuff izienten Patienten (Ungerer et al., 1993,
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1994). Der parallele Anstieg der GRK2 Aktivität in zytosolischen Aufschlüssen und Mem-

branfraktionen beider Ventrikel von MCT-behandelten Ratten konnte jedoch nicht vollständig

aufgeklärt werden. Mit Blick auf die vornehmlich detektierte Aktivität der GRK2 wäre eine

Abnahme in der zytosolischen Fraktion bzw. eine Steigerung in den Membranpräparationen

zu erwarten gewesen. Ungerer et al. (1996) belegten eine derartige Aktivitätserhöhung an

isolierten Membranfraktionen von Rattenherzen nach Myokard-Ischämie. Demgegenüber

beschrieben jedoch Iaccarino et al. (1999) eine Zunahme der GRK2 Aktivität in zytosolischen

Präparationen nach 45 minütiger Stimulation mit Isoprenalin. Möglicherweise spiegeln diese

Resultate eine gesteigerte Translation eventuell aber auch eine erhöhte Transkriptionsrate

wider. Insofern könnte die dargestellte Aktivitätssteigerung im Zytosol rechter und linker

Ventrikel zumindest für eine gesteigerte Translation der GRK2 mRNA vier bis sechs Wochen

nach Monocrotalin-Applikation sprechen. Choi et al. (1997) demonstrierten in diesem Sinne

eine Zunahme der GRK2 Aktivität einerseits in Membranaufschlüssen, jedoch ebenfalls in

zytosolischen Fraktionen hypertrophierter linker Ventrikel von Mäusen nach Aortenkonstrik-

tion.

Wie bereits angesprochen, wird eine gesteigerte GRK Aktivität und Expression hauptsächlich

für die Reduktion in der Anzahl von β-AR mit hochaff iner Kopplung an G-Proteine bzw. der

Abnahme in der β-AR Dichte verantwortli ch gemacht (Krupnick & Benovic JL, 1998; Iacca-

rino & Koch; 1999; Penn et al., 2000). Alle nachgewiesenen Veränderungen in der β-AR Sig-

naltransduktion MCT-behandelter Tiere scheinen diese Aussage zu bekräftigen. Dennoch

verdeutlichen weiterführende Untersuchungen, dass neben den GRKs noch weitere Kinasen in

die Rezeptorphosphorylierung involviert sein müssen. Beispielsweise reduzierte eine domi-

nant negative Mutation der GRK2 die Phosphorylierung des β2-AR lediglich um 60 % (Kong

et al., 1994). Fan et al. (2001) berichten über die Notwendigkeit der β2-AR Phosphorylierung

über die c-Src Tyrosin-Kinase, bevor eine GRK2 vermittelte Phosphorylierung eine funktio-

nelle Entkopplung bewirkt. Diese Studien könnten in diesem Sinne die Tatsache mitbegrün-

den, dass trotz biventrikulärer Steigerungen in der GRK2 Aktivität, mit einem hierbei pro-

zentual stärkerem Anstieg in linken Ventrikeln (3.3.4.), die Veränderungen in der β-AR Si-

gnaltransduktion an diesen linken Ventrikeln schwächer ausgeprägt waren.

Die nachgewiesene Reduktion in der kontraktilen Antwort nach β-adrenerger Stimulation

(3.3.5.) bestätigt die Resultate etablierter Studien zur Herzinsuff izienz (Brodde, 1991). Das

Ausmaß der drastischen rechtsventrikulären Abschwächung war andererseits unerwartet. So

konnte gerade für insuffiziente Ratten ein lediglich minimaler inotroper Effekt in Gegenwart
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von Isoprenalin festgestellt werden. Demgegenüber wurden für die jeweili gen linksventrikulä-

ren Muskelstreifen signifikante, im Vergleich zum rechten Ventrikel dennoch deutlich schwä-

chere Verminderungen beobachtet (3.3.5.).

Die dargestellten Verschiebungen auf Rezeptor-, GS-Protein-, AZ- und GRK2-Ebene infolge

einer Monocrotalin-Applikation gestatten allerdings keine umfassende Charakterisierung der

neurohumoral kontrolli erten Kontraktilit ät des Herzens. Die Ausbildung einer kardialen Hy-

pertrophie wird darüber hinaus von einer Reihe markanter Veränderungen im kontraktilen

Apparat selbst begleitet (Davies et al., 1996; Drexler et al., 1997). Im Mittelpunkt der myo-

kardialen kontraktilen Dysfunktion steht hierbei auf zellulärer Ebene eine gestörte [Ca2+] i-

Homöostase als Endzustand der bereits angedeuteten pathophysiologischen Prozesse (Hasen-

fuss, 1998b; Balke & Shorofsky, 1998). Mit Hil fe von Kontraktilit ätsaufzeichnungen nach

Zugabe von Calcium-Ionen sollten diesbezüglich Rückschlüsse auf die Funktionalität des

kontraktilen Apparates gezogen werden. Rechtsventrikuläre Muskelstreifen insuffizienter

Ratten zeigten einerseits minimale Anstiege in der Kontraktilit ät für geringe Calcium-

Konzentrationen, jedoch brach die kontraktile Antwort in Gegenwart maximaler Mengen an

Calcium-Ionen zusammen (3.3.5.). Die untersuchten Herzmuskelstreifen waren nicht in der

Lage, das exogen zugeführte Calcium in eine mit Kontrollti eren vergleichbare inotrope Ant-

wort umzusetzen. Unabhängig von den bisher diskutierten Beeinträchtigungen der β-AR Kas-

kade ist der kardiale kontraktile Apparat MCT-behandelter Ratten demzufolge separat ge-

schädigt. Aufgrund dieser Sachverhalte ist eine angemessene Kompensationsreaktion nach

Stimulation von β-AR ausgeschlossen. Allerdings wurden für Muskelstreifen des rechten

Ventrikels bereits relevante Steigerungen in den Basalkontraktionen ermittelt. Hypertrophierte

Gewebestreifen arbeiteten demnach in vitro ohne exogene β-AR Stimulation bzw. durch Cal-

cium-Ionen nahezu mit maximaler Leistung und kompensierten nur äußerst geringe Anstiege

im intrazellulären [Ca2+] i als Folge einer permanenten intrazellulären Calcium-Überladung.

Derartige zytosolische Calcium-Überlastungen in Kardiomyozyten hypertrophierter bzw. ter-

minal insuff izienter Herzen sind sowohl durch tierexperimentelle (Bing et al., 1991; Moore et

al., 1991; Bentivegna et al., 1991; Perreault et al., 1992) als auch durch Untersuchungen am

Menschen belegt (Beukelmann et al., 1992; Meuse et al., 1992; Pieske et al., 1995). Die phy-

siologische Konsequenz dieser molekularbiologischen Untersuchungen veranschaulichten

Ravens et al. (1996) und Brown et al. (1992) mit Hil fe von Organbad-Studien am Frequenz-

induzierten Herzinsuff izienzmodell des Hundes bzw. nach Noradrenalin ausgelöster links-

ventrikulärer Hypertrophie in Ratten. Beide Studien dokumentieren in Übereinstimmung mit

der vorliegenden Arbeit einen signifikant abgeschwächten inotropen Effekt nach externer
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Calcium-Zufuhr. In diesen Tiermodellen zur Herzhypertrophie/-insuffizienz resultiert dem-

nach unabhängig von den Signaltransduktionen eine signifikante Beeinträchtigung des kon-

traktilen Apparates. Für rechte Ventrikel von RVF-Tieren trat diese Schädigung unverkennbar

deutlich hervor (3.3.5.).

Einen weiteren eindrucksvollen Beweis für diese separate Störung im kontraktilen Apparat

bzw. der β-AR-vermittelten Kontraktilit ät ergaben die beobachteten Arrhythmien. Infolge

dieser arrythmischen Kontraktionen mussten die Aufzeichnungen der KWK für Isoprenalin an

rechts- und linksventrikulären Muskelstreifen in dessen submaximaler Konzentration abge-

brochen werden. Den offensichtlichen Zusammenhang zwischen einer gesteigerten Sympathi-

kusaktivität und kardialen Arrhythmien kennzeichnen eine Reihe von tierexperimentellen

Untersuchungen (Du et al., 1993, 1999; Dae et al., 1997) bzw. Studien am menschlichen Her-

zen (Meredith et al., 1991; Cao et al., 2000; Brunner-La Rocca et al., 2001). Eine Ursache für

die beobachteten Arrhythmien liegt vermutlich in der Tatsache, dass Isoprenalin nicht über

den neuronalen Uptake aus dem synaptischen Spalt entfernt wird (Bryan-Lluka & O`Donnell ,

1992; Leuenberger et al., 1992), sondern einer Metabolisierung durch den Uptake2 unterliegt

(Friedgen et al., 1994). Die verzögerte Isoprenalin Clearance bewirkt demzufolge eine anhal-

tende β-AR Stimulation und beschleunigt das Auftreten arrythmischer Kontraktionen. Für die

entsprechenden Kontrollpräparationen wurden auf der anderen Seite keine Arrhythmien fest-

gestellt . Somit bekräftigen diese Resultate eine unmittelbare Verbindung der aufgezeichneten

Arrhythmien zum unverkennbar deutlich geschädigtem kontraktilen Apparat.

MCT-behandelten Ratten fehlt demzufolge mit der β-AR Signaltransduktion der wirkungs-

vollste Kompensationsmechanismus zur Aufrechterhaltung der kardialen Leistung. Die darge-

stellten Veränderungen im MCT-Modell sind im Gegensatz zu Patienten mit PPH (Bristow et

al., 1992) jedoch nicht auf den rechten Ventrikel beschränkt. Wie bereits aufgeführt ist dafür

sehr wahrscheinlich das fortgeschrittenere Stadium im Krankheitsverlauf verantwortli ch zu

machen.

4.4. MUSKARINERGE REZEPTOREN

Ungeachtet der abgeschwächten vagalen Aktivität im terminal insuff izienten Stadium (Eck-

berg et al., 1971; Porter et al., 1990) ergab die überwiegende Mehrheit der Studien an insuffi-

zienten menschlichen Herzen keinen Unterschied weder in der Anzahl noch in der Funktion

muskarinerger Rezeptoren (Böhm et al., 1990a; Brodde et al., 1992b; Giessler et al., 1999).
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Lediglich Le Guludec et al. (1997) berichteten in diesem Zusammenhang über einen signifi-

kanten Anstieg M2-cholinerger Rezeptoren. Deren Dichte an MCT-behandelten Ratten erwies

sich demgegenüber als unverändert für hypertrophierte rechte Ventrikel, während für die je-

weili gen linken Ventrikel eine tendenzielle Erhöhung bzw. im Fall i nsuff izienter Tiere eine

signifikante Steigerung verzeichnet wurde (3.5.1.).

Diese gegenläufigen Befunde scheinen einerseits auf grundsätzlichen Unterschieden zwischen

Mensch und Tier zu beruhen. Im Rechtsherzhypertrophie-Modell nach hypoxischer Expositi-

on konnten Kacimi et al. (1993) und Wolfe & Voelkel (1983) in Übereinstimmung mit der

vorliegenden Arbeit einen Anstieg in der M2-Rezeptor Dichte ausnahmslos in linksventrikulä-

ren Membranfraktionen aufzeigen. Favret et al., 2001 dokumentierten einen biventrikulären

Anstieg mit jedoch signifikant stärkerer Zunahme von M2-cholinergen Rezeptoren in linken

Ventrikeln hypoxischer Ratten. Demzufolge unterstreichen die Resultate der vorliegenden

Arbeit zum MCT-Modell die eingeschränkte Vergleichbarkeit beider Spezies bezüglich kar-

dialer muskarinerger Rezeptoren.

Andererseits muss in diesem Zusammenhang erneut die Präparation der entnommenen Herzen

Berücksichtigung finden. Rechte Ventrikel wurden von den Herzen abgetrennt und die inter-

ventrikulären Septen zusammen mit linksventrikulärem Gewebe aufgearbeitet. Aus diesem

Grund kann nicht ausgeschlossen werden, dass die ermittelten Veränderungen in linken Ven-

trikeln auf eine Erhöhung der M2-Rezeptor Dichte in den interventrikulären Septen zurückzu-

führen sind (siehe 4.3.).

Auf eine weitere Erklärung deutet der Zeitpunkt der durchgeführten Untersuchungen hin. Vier

bis sechs Wochen nach MCT-Injektion zeigte sich eine signifikante Hypertrophie des rechten

Ventrikels für RVH- und RVF-Ratten, aber auch für linke Ventrikel insuff izienter RVF-Tiere

(3.1.1.). Wie bereits mehrfach angesprochen, handelt es sich demnach im Fall einer MCT-

Applikation an Ratten nicht um ein Ventrikel-spezifisches Tiermodell . Die Veränderungen

linker Ventrikel waren jedoch generell schwächer ausgeprägt. Regulationsmechanismen im

frühen Stadium einer Hypertrophie wären aus diesem Grund besser an linksventrikulären Prä-

parationen nachweisbar. Der progressive Verlauf einer pulmonalen Hypertonie mit rechts-

ventrikulärer Hypertrophie an MCT-behandelten Tieren könnte deshalb mögliche Kompensa-

tionsmechanismen einer geringfügigen Hypertrophie überlagert haben. Im Rahmen der vor-

liegenden Arbeit wurde jedoch nicht untersucht, ob sich eine derartige Regulation ausschließ-

lich im frühen Stadium einer Hypertrophie etabliert bzw. aufgrund des progressiven Hyper-

trophieverlaufs im fortgeschrittenen Stadium zurückgesetzt wird. In diesem Fall wäre eine
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Zunahme der M2-Rezeptor Dichte zum untersuchten Zeitpunkt nicht mehr nachweisbar gewe-

sen.

Im Gi-Protein Gehalt wurde kein Unterschied in beiden Ventrikeln MCT-behandelter Ratten

festgestellt (3.5.2.). Gleiche Aussagen existieren wiederum sowohl für das Hypoxie-Modell

rechtsherzhypertrophierter Ratten, aber auch für Hunde nach Pulmonalarterienstenose: keine

Veränderungen in beiden Ventrikeln (Kacimi et al., 1995; Lai et al., 1996; Pei et al., 2000).

Explantierte Herzen insuff izienter Patienten stehen mit einer mehrheitli chen Steigerung in der

Aktivität von Gi-Untereinheiten erneut im Gegensatz zu tierexperimentellen Befunden (Feld-

man et al., 1988; Böhm et al., 1990b; Fu et al., 1992) und bekräftigen den aufgezeigten Kon-

trast zwischen Tier und Mensch. Stimulatorische und inhibitorische G-Proteine menschlicher

Herzen zeigen somit ein gegensätzliches Bild im Vergleich mit tierexperimentellen Untersu-

chungen: reduzierter GS- und unveränderter Gi-Protein Gehalt für Tiere gegenüber unverän-

dertem GS- aber erhöhtem Gi-Protein Gehalt für insuff iziente menschliche Herzen. Sowohl

Untersuchungen zur AZ Aktivität als auch zur Kontraktilit ät nach muskarinerger Stimulation

ließen allerdings keinen Unterschied zwischen Herzen insuff izienter Patienten und Kontrollen

erkennen (Brodde et al., 1992b; Fu et al., 1992; Giessler et al., 1999). Diesen Verschiebungen

auf Gi-Protein Ebene insuff izienter menschlicher Herzen konnte demnach bisher keine un-

mittelbare funktionelle Konsequenz zugeschrieben werden. Im Rahmen der vorliegenden Ar-

beit wurden keine Untersuchungen zur AZ Aktivität bzw. kontraktile Messungen nach M2-

Rezeptor Stimulation durchgeführt. Eine gesteigerte parasympathische Inhibition der Herz-

muskelarbeit MCT-behandelter Ratten kann dementsprechend nicht vollständig ausgeschlos-

sen werden.

Muskarinerge Rezeptoren bzw. die koppelnden Gi-Proteine im MCT-Modell stehen somit

lediglich in schwacher Übereinstimmung mit den nachgewiesenen Veränderungen menschli-

cher Herzen. Jedoch lassen sich auf der anderen Seite die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

sehr wohl mit den Resultaten weiterer Rechtsherzhypertrophiemodelle vergleichen. Tiermo-

delle bieten unter diesem Blickwinkel offensichtlich nur begrenzte Möglichkeiten, Verände-

rungen in der muskarinergen Signaltransduktion von insuff izienten menschlichen Herzen ex-

perimentell nachvollziehen zu können.
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4.5. α� 1-ADRENERGE REZEPTOREN

Entgegen den Befunden an insuffizienten menschlichen Herzen (siehe 1.) ließ die vorliegende

Arbeit eine biventrikuläre Abnahme in der α1-AR Dichte für MCT-behandelte Ratten erken-

nen (3.6.1.). Besondere Vorsicht erfordert jedoch die bereits angesprochene Übertragung

tierexperimenteller Resultate für α1-AR auf menschliche Untersuchungsergebnisse aufgrund

der beträchtlichen Unterschiede in der Rezeptordichte und in der Subtypverteilung (siehe 1.).

Vergleichsweise wenig Resultate existieren für α1-AR in Modellen zur Rechtsherzhypertro-

phie. Leon-Velarde et al. (2001) fanden bemerkenswerterweise infolge einer Hypoxie-

induzierten Rechtsherzhypertrophie eine selektive Upregulation von α1-AR an nicht hyper-

trophierten linken Ventrikeln. Selbige Studie charakterisiert darüber hinaus ein weiteres

Tiermodell . Entsprechend den Resultaten der vorliegenden Arbeit beschreiben die Autoren

eine Reduktion in der α1-AR Dichte nach Noradrenalininfusion. Zhao et al. (1996) fanden ein

identisches Ergebnis in diesem Modell und diskutieren einen Zusammenhang zwischen dem

erhöhten Plasmanoradrenalinspiegel und der Abnahme von α1-AR. Die Plasmanoradrenalin-

spiegel MCT-behandelter Ratten der vorliegenden Arbeit waren ebenfalls erhöht, wenn auch

ohne Signifikanz (3.1.2.). Eine Abnahme in der kardialen α1-AR Dichte scheint demzufolge

eine mögliche Konsequenz erhöhter Plasmanoradrenalinspiegel und/oder der lokal erniedrig-

ten NA Gewebekonzentration zu sein. Allerdings lassen α1-adrenerge Subtypen ein unter-

schiedliches Bild in ihrem Desensibili sierungsverhalten nach einer agonistischen Stimulation

erkennen. Yang et al. (1999) kennzeichneten für den α1B-AR eine schnellere Desensibili sie-

rung gegenüber α1A- bzw. α1D-AR. Diviani et al. (1996, 1997) detektierten in vitro eine ver-

stärkte Phosphorylierung des α1B-AR bzw. eine verminderte Inositolphosphat Akkumulation

infolge anhaltender Adrenalin Stimulation. Dieser α1B-AR wird an Rattenherzen prozentual

am stärksten exprimiert (Michel et al., 1994; Pönicke et al., 2001). Eine Zunahme in der

GRK2 Aktivität (3.2.4.) würde sich unter diesem Blickwinkel demnach mitverantwortli ch für

die nachgewiesene Reduktion in der α1-AR Dichte zeigen. Andererseits konnten Iaccarino et

al. (1999) keine Steigerung weder im GRK2 Proteinbetrag noch in deren Aktivität an Mäusen

nach in vivo Stimulation von α1-AR mit Phenylephrin feststellen. Jüngere Untersuchungen

bekräftigen letztgenannte Beobachtung. Für die GRKs wurde mit Blick auf Gq/11-Protein ge-

koppelte Rezeptoren über eine Phosphorylierungs-unabhängige Inhibition der Signaltrans-

duktion berichtet (Dicker et al., 1999; Carman et al., 1999; Sallese et al., 2000; Will ets et al.,

2001). Entsprechend diesen Resultaten kann eine gesteigerte GRK2 Aktivität zum gegenwär-



4. DISKUSSION 85

tigen Zeitpunkt wohl nicht als alleinige Erklärung für die Abnahme von α1-AR angesehen

werden.

In der abgeschwächten kontraktilen Antwort nach Noradrenalin-Stimulation stehen die Er-

gebnisse dieser Arbeit andererseits in relativ gutem Einklang mit den Resultaten von Myo-

kardpräparationen insuffizienter Patienten (Landzberg et al., 1991; Steinfath et al., 1992b).

Infolge der Monocrotalin-Injektion manifestierte sich eine bedeutende Reduktion in der α1-

AR vermittelten positiven Inotropie rechtsventrikulärer Muskelstreifen, wohingegen an linken

Ventrikeln ausschließlich für Tiere mit Stauungsinsuff izienz eine verringerte Kontraktilit äts-

steigerung nach Noradrenalin ermittelt wurde (3.6.3.). Eine Erklärung hierfür findet sich zum

einen in den beschriebenen Verringerungen auf Rezeptor (3.6.1.) bzw. Gq/11-Protein Ebene

(3.6.2.), aber auch in der diskutierten Schädigung des kontraktilen Apparates (4.3.).

Unter Berücksichtigung der vorliegenden Ergebnisse zur β-AR Kaskade fehlt MCT-

behandelten Tieren somit ein weiterer Kompensationsmechanismus zur akuten Steigerung der

Inotropie. Entgegen der β-AR Kaskade zeigen allerdings die Untersuchungen zur Kontrakti-

lität nach α1-AR Stimulation eine stärkere Abschwächung für insuff iziente Ratten (RVF) ver-

glichen mit RVH-Tieren. Die Inotropie rechtsventrikulärer Herzmuskelstreifen war sowohl

für hypertrophiekompensierende als auch für insuffiziente Tiere nach β-AR Stimulation ma-

ximal erniedrigt. Die α1-AR-vermittelte Kontraktilit ät scheint demnach im MCT-Modell resi-

stenter gegenüber neurohumoralen Veränderungen zu sein. Dennoch ist der beobachtete Kon-

traktilit ätsgewinn im Stadium der Insuff izienz nahezu vollständig beeinträchtigt und gestattet

keine weitere Steigerung der Herzmuskelarbeit.

4.6. ENDOTHELIN-REZEPTOREN

Für die Monocrotalin-induzierte Rechtsherzhypertrophie wurde eine selektive Zunahme in der

ETB-Rezeptor Dichte für rechte und linke Ventrikel nachgewiesen (3.6.4.). ETA-Rezeptoren

zeigten hingegen eine prozentuale Abnahme in linken bzw. keine Verschiebung in rechten

Ventrikeln (3.6.4.).

Lediglich zwei verfügbare Publikationen dokumentieren Rezeptor-Subtyp Veränderungen am

MCT-Modell . Ueno et al. (1999) zeigten eine selektive rechtsventrikuläre Steigerung von

ETA- und ETB-Rezeptor mRNA über RT-PCR Untersuchungen. Yorikane et al. (1993) beob-

achteten einen Anstieg des ETB-Rezeptor Subtyps in rechten, aber auch linken Ventrikeln

MCT-behandelter Ratten. Im ischämischen Kardiomyopathie-Modell fanden Sakai et al.
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(1996a, 1996b) nach Ligation der linken Koronararterie eine deutliche Zunahme von [125J]-

ET-1 Bindungsstellen in linken Ventrikeln insuff izienter Rattenherzen. Entsprechende Resul-

tate konnten darüber hinaus Arai et al. (1995) an linksherzhypertrophierten Ratten nach ope-

rativer Aortenkonstriktion belegen. In diesem Sinne stehen die tierexperimentellen Untersu-

chungen, einschließlich der eigenen Resultate, in gutem Einklang mit Befunden insuff izienter

menschlicher Herzen: ET-Rezeptor Upregulation in Gegenwart erhöhter Plasmakonzentratio-

nen von ET-1.

Mit Blick auf eine Subtypisierung von ETA/B-Rezeptoren sollten jedoch ventrikuläre Mem-

bransuspensionen getrennt von Kardiomyozyten betrachtet werden. Während Literaturanga-

ben zufolge ETA-Rezeptoren ca. 85-90 % der ET-Rezeptoren in Kardiomyozyten umfassen

(Modesti et al., 1999a, b), wurde für ventrikuläre Membranen ein ETA/B-Rezeptor Verhältnis

von ca. 60:40 ermittelt (Molenaar et al., 1993). Diese prozentuale Verteilung bezieht sich

hierbei auf Humangewebepräparationen und erklärt somit den möglichen Spezies-Unterschied

gegenüber Ratten. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ergaben ein ETA/B-Rezeptor Ver-

hältnis von ca. 80:20 für ventrikuläre Membranen. Für den ETB-Rezeptor Subtyp wird eine

mehrheitli che Lokalisation auf Membranen nicht-kontraktiler menschlicher Herzzellen be-

schrieben (Serneri et al., 2000). In der Annahme, diese Ergebnisse auf kardiales Rattengewe-

be übertragen zu können, würde die beobachtete Zunahme von ETB-Rezeptoren im MCT-

Modell demnach deren Funktion im kardialen „ remodeling“ infolge einer Hypertrophie unter-

streichen (Colucci, 1997; Molkentin & Dorn, 2001). Andererseits wird im Fall der ETB-

Rezeptoren über eine lokale Clearance Funktion spekuliert (Fukuroda et al., 1994; Brunner &

Doherty, 1996), welche unter anderem mit der unterschiedlichen Dissoziationskinetik von

ET-1 gegenüber ETA- und ETB-Rezeptoren begründet wird (Modesti et al., 1999a). Unter Be-

rücksichtigung der erhöhten ET-1 Plasmaspiegel im MCT-Modell (Miyauchi et al., 1993;

Frasch et al., 1999) könnte der Anstieg von ETB-Rezeptoren diesen Sachverhalt ebenso unter-

streichen. Somit wäre die beobachtete Zunahme von ETB-Rezeptoren vermutlich in erster

Linie als ein längerfristiger Anpassungsmechanismus anzusehen.

Die Stimulation kardialer Muskelstreifen mit ET-1 führte zu einer signifikanten Kontraktil i-

tätszunahme an rechtsventrikulären Präparationen hypertrophierter MCT-Ratten sowie zu

einer weiteren Inotropiesteigerung für insuff iziente Ratten. Darüber hinaus wurde eine Aff i-

nitätssteigerung der, im Organbad äquili brierten, Muskelstreifen gegenüber ET-1 festgestellt .

Eine derartig erhöhte Sensibilit ät wurde ebenso für linksventrikuläre Gewebestreifen insuff i-

zienter MCT-Ratten beobachtet. Jedoch erwies sich deren ET-1-induzierter Kontraktilit ätszu-

wachs als unverändert im Vergleich mit den jeweili gen Kontroll ratten (3.6.5.). Studien zur in



4. DISKUSSION 87

vitro Kontraktilit ät an rechten Vorhöfen insuff izienter Patienten ergaben einerseits keinen

statistisch signifikanten Unterschied im Vergleich mit nicht-insuff izienten Gewebeproben

(Burrell et al., 2000). Einen abgeschwächten Maximaleffekt von ET-1 zeigten jedoch Pieske

et al. (1999) an linksventrikulären Muskelstreifen von Patienten mit idiopathischer DCM.

Weiterführende Untersuchungen zur in vitro Kontraktilit ät von ET-1 an menschlichen Herz-

muskelstreifen beschrieben eine ETA-vermittelte positive Inotropie (Pieske et al., 1999). In

vivo Studien zeigten demgegenüber eine negative Inotropie (Beyer et al., 1994). Ein Kontrak-

tilit ätszuwachs wird vermutlich von einer Konstriktion der Koronargefäße bzw. der hierdurch

bedingten Ischämie überlagert und ist nicht mehr nachweisbar. Entgegen den Resultaten von

humanen Herzmuskelstreifen wurde im Tiermodell j edoch eine Beteili gung von ETB-

Rezeptoren an der positiven Inotropie festgestellt (Beyer et al., 1995). Selbige Arbeitsgruppe

beobachtete diesen ETB-Rezeptor-vermittelten positiv inotropen Effekt ebenso in vivo (Beyer

et al., 1996, 1999). Nach alleiniger Stimulation von ETB-Rezeptoren bzw. mit ET-1 unter

Blockade von ETA-Rezeptoren wurde am offenen Thorax von Ratten eine gesteigerte Kon-

traktilit ät nachgewiesen. Unter diesem Blickwinkel könnte die erhöhte ET-Rezeptor Dichte

bzw. die prozentuale Zunahme von ETB-Rezeptoren rechtsventrikulärer Membranen von

MCT-behandelten Ratten die Zunahme in der ET-1 vermittelten Kontraktilit ät mitbegründen.

Dies würde allerdings die Lokalisation von ETB-Rezeptoren auf Kardiomyozyten von Ratten

voraussetzen (siehe oben).

Die Endothelin-Kaskade stellt somit als einzige der untersuchten Rezeptorsignalwege einen

kontraktilen Kompensationsmechanismus dar, welcher ebenfalls im terminal insuff izienten

Stadium wirksam wird. Jedoch sind die maximal erzielten Anstiege im Inotropiezuwachs

deutlich schwächer ausgeprägt im Vergleich zur α1- und β-AR-vermittelten Kontraktilit äts-

steigerung und verkörpern demzufolge vielmehr das Ergebnis eines kardialen „ remodeling“

infolge der gesteigerten rechtsventikulären Drücke.

4.7. WEITERFÜHRENDE GEDANKEN

Die vorliegende Arbeit beschreibt Veränderungen kardialer Rezeptoren nach Rechtsherzhy-

pertrophie aufgrund einer MCT-Applikation. Dabei wurde gezeigt, dass die positive Inotropie

nach einer β-AR- aber auch nach α1-AR Stimulation drastisch vermindert war. Die Ursachen

dafür lagen einerseits innerhalb der entsprechenden Rezeptorsignaltransduktionen, jedoch

auch in einer unverkennbaren Schädigung des kontraktilen Apparates. Den Herzen MCT-
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behandelter Ratten fehlt somit die Möglichkeit einer akuten sympathischen Leistungssteige-

rung. Demgegenüber steht eine Zunahme in der Kontraktionsantwort nach ET-1 Stimulation,

welche vermutlich von einer erhöhten ETB-Rezeptor Dichte getragen wird. Nicht vollständig

aufgezeigt werden konnte der Einfluss einer muskarinergen Rezeptorstimulation sowohl auf

die Aktivität der AZ als auch deren Wirkung auf die Kontraktilit ät präparierter Herzmuskel-

streifen. In diesem Zusammenhang konnten lediglich Ansatzpunkte für nachfolgende Unter-

suchungen gegeben werden.

Sämtliche nachgewiesenen Veränderungen dominierten den rechten Ventrikel. Allerdings

wurde gerade im Stadium der rechtsventrikulären Insuff izienz eine Ventrikel-spezifische Re-

gulation von signifikanten biventrikulären Beeinträchtigungen überlagert. Die festgestellten

Schädigungen könnten auf der einen Seite sicherlich auch eine Konsequenz der terminalen

Globalinsuff izienz sein. Es muss dennoch auch die Frage nach der Toxizität bzw. pulmonalen

Selektivität gestellt werden. Der Wirkungsmechanismus der Substanz ist bislang noch nicht

aufgeklärt. Demzufolge können systemische Effekte des Alkaloids nicht vollständig ausge-

schlossen werden. In diesem Sinne zeigten sogar die Untersuchungen der eigenen Arbeits-

gruppe eine endotheliale Schädigung der A. mesenterica (Dhein et al., 2002) und widerspre-

chen demnach einer Selektivität für das pulmonalarterielle Kapill arbett.

Die Resultate der vorliegenden Arbeit kennzeichnen dennoch eine gute Übereinstimmung des

MCT-Modells mit den Befunden an insuff izienten menschlichen Herzen. Vor diesem Hinter-

grund bietet das MCT-Modell eine gute Grundlage für weitere detailli erte Untersuchungen

zur menschlichen Herzinsuff izienz, deren Prävention bzw. zur Etablierung vielversprechender

Therapiestrategien.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung myokardialer Rezeptoren und

deren Veränderungen nach Ausprägung einer Rechtsherzhypertrophie bzw. einer Rechtsherz-

insuff izienz im fortgeschrittenen Stadium.

Vier bis sechs Wochen nach Applikation von Monocrotalin zeigten Membranen des rechten

Ventrikels eine signifikante Reduktion des β-AR-G-Protein-AZ Systems, wobei diese Verän-

derungen bei Tieren mit Stauungsinsuffizienz deutlicher hervortraten: die Dichte β-adrenerger

Rezeptoren war vermindert, der Anteil der β-AR im “high aff inity state” reduziert, die GRK

Aktivität in zytosolischen und Membranaufschlüssen gesteigert, der Gehalt an GS-Protein

erniedrigt, während der an Gi-Protein keine Veränderungen erkennen ließ. Die Aktivität der

katalytischen Untereinheit der AZ zeigte sich vermindert, dementsprechend war die Aktivie-

rung der AZ durch Isoprenalin, GTP, NaF und Forskolin herabgesetzt. Am linken Ventrikel

dieser Tiere kam es ebenfalls zu einer Desensibili sierung des β-AR-G-Protein-AZ Systems.

Allerdings war das Ausmaß dieser Veränderungen deutlich geringer als am rechten Ventrikel.

Die Untersuchungen zur β-AR Dichte und cAMP Bildung in Kardiomyozyten MCT-

behandelter Tiere verdeutlichten sogar selektive Abschwächungen für ausschließlich rechte

Ventrikel. Konsequenterweise ergaben die Organbadexperimente eine unverkennbare Reduk-

tion in der positiv inotropen Wirkung von Isoprenalin an ventrikulären Gewebestreifen.

Rechte Ventrikel MCT-behandelter Ratten zeigten darüber hinaus eine verminderte Anzahl

von [3H]-Nisoxetin Bindungsstellen als auch eine reduzierte Aktivität des Uptake1, wobei das

Ausmaß dieser Abnahmen wiederum für insuffiziente Tiere größer war verglichen mit hyper-

trophierten Ratten. Am linken Ventrikel wurde ausschließlich für insuff iziente Ratten eine

abgeschwächte Uptake1 Transportrate beobachtet.

Die α1-AR Dichte sowie die Gq/11-Proteine waren hingegen in beiden Ventrikeln MCT-

behandelter Ratten vermindert mit erneut stärker Ausprägung für insuff iziente Tiere. Dement-

sprechend zeigte sich eine verringerte positive inotrope Wirkung von Noradrenalin (in Ge-

genwart von Propranolol). Im Gegensatz zu den α1-AR wurde für Endothelin-Rezeptoren im

rechten Ventrikel MCT-behandelter Ratten eine tendenzielle Erhöhung in deren Dichte fest-

gestellt sowie eine Zunahme der positiven Inotropie für Endothelin-1 beobachtet. Keine Ver-

änderungen zeigten diesbezüglich linksventrikuläre Präparationen von MCT-behandelten Tie-

ren.
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Abschließende Untersuchungen zur Dichte kardialer Muskarin-Rezeptoren MCT-behandelter

Ratten ergaben für linke Ventrikel eine signifikante Steigerung, wohingegen die Anzahl M-

cholinerger Rezeptoren an rechten Ventrikeln unverändert blieb.
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