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Referat

Die Erfahrung mehrerer experimenteller Arbeiten hat gezeigt, dafl im Rattenher-
zen Stickstoffmonoxid (NO) [ -adrenozeptorabhingige positiv inotrope Effekte
unterdriickt. Ziel der vorliegenden Arbeit war, Kenntnisse iiber die Wirkung von
NO im Zustand myokardialer Hypertrophie zu gewinnen.

Dazu untersuchten wir die Wirkung des NO-Donators S-Nitroso-N-Acetyl-
D,L-Penicillamin (SNAP) auf Isoprenalin-induzierte positiv inotrope Effekte bei
Muskelstreifen des linken Ventrikels in drei verschiedenen Modellen myokardia-
ler Hypertrophie: a) 12-16 Wochen alte ménnliche Spontanhypertensive Ratten
(SHR) vs. gleichalte normotensive Wistar-Kyoto-Ratten (WKY), b) im Alter
von 6 Wochen 5/6 nephrektomierte ménnliche Wistar-Kyoto-Ratten (SNX) 7
Wochen nach Nephrektomie vs. scheinoperierte Ratten (SOP) und c¢) 8 Wochen
alte ménnliche WKY-Ratten mit subtotaler Aortenstenose (AOB) vs. SOP. Bei
allen drei Modellen war das Verhéltnis von Herz- zu Korpergewicht signifikant
héher als in den Kontrollgruppen. Isoprenalin (107 - 1075 M) bewirkte konzen-
trationsabhéngige Zunahmen der Kontraktionskraft auf die elektrisch gereizten
Ventrikelstreifen. Die maximale Zunahme der Kontraktionskraft war bei SHR
vs. WKY gleich, bei SNX und AOB jedoch reduziert. Bei Ratten der Kontroll-
gruppen (WKY und SOP) rief der NO-Donator SNAP (107° M) eine signifikante
Rechtsverschiebung der Isoprenalin-Konzentrations-Wirkungs-Kurve hervor, die-
se Rechtsverschiebung konnte durch Methylenblau (107° M) aufgehoben werden.
Bei Ventrikelstreifen von SHR, SNX und AOB hatte SNAP hingegen keinen si-
gnifikanten Effekt auf die Isoprenalin-induzierten positiv inotropen Wirkungen.
Das 16sliche cGMP-Analogon 8-Bromoguanin 3 ":5“-zyklisches Monophosphat (8-
Br-cGMP) hatte den gleichen Effekt wie SNAP. Wir schlieflen daraus, daf im Zu-
stand myokardialer Hypertrophie NO-Wirkungen beeintréchtigt sind. Solch eine
Beeintrichtigung des NO-Systems konnte zur Entwicklung und/oder Erhaltung
myokardialer Hypertrophie beitragen.

WeiBelberg, Tilman Wilhelm: Die Wirkung von Stickstoffmonoxid auf Isoprenalin-induzierte
positiv inotrope Effekte beim hypertrophierten Herzen der Ratte. Halle, Martin-Luther-Universitit

Halle-Wittenberg, Medizinische Fakultdt Dissertation, 35 Seiten, 2001



Thesen

1. Eine Hypertrophie des linken Herzens der Ratte wie bei SHR tritt ebenso
nach subtotaler Aortenstenose (AOB) und 5/6-Nephrektomie (SNX) auf.

2. Die Linksherzhypertrophie entwickelt sich bei SNX-Ratten ohne signifikan-
ten Blutdruckanstieg im Vergleich zu WKY, bei SHR ist der Blutdruck am
hochsten, gefolgt von AOB.

3. Der Stickstoffmonoxid-Donator SNAP hat einen konzentrationsabhéngigen
negativ inotropen Einflufl auf Ventrikelstreifen des nicht-hypertrophierten

Rattenherzens.

4. Der losliche Guanylylzyklase-Inhibitor Methylenblau hemmt die negativ in-
otrope Wirkung des NO-Donators SNAP.

5. NO scheint daher beim Rattenherzen iiber die Aktivierung loslicher Gua-
nylylzyklase mit Erhohung des intrazelluliren cGMP-Spiegels und dadurch
induzierter Erniedrigung des cAMP-Spiegels zu wirken, da auch das cGMP-
Analogon 8-Br-cGMP die Konzentrations-Wirkungskurve fiir Isoprenalin

nach rechts verschiebt.

6. Die Wirksamkeit von Isoprenalin auf die maximale Zunahme der Kontrak-
tionskraft von isolierten Ventrikelstreifen ist bei AOB- und SNX-Ratten
herabgesetzt, jedoch nicht bei SHR.

7. Der NO-Donator SNAP wie auch das cGMP-Analogon 8-Br-cGMP haben
auf den positiv inotropen Effekt von Isoprenalin beim Ventrikelstreifen des

hypertrophierten Rattenherzens keinen Einflufi.

8. Der fehlende Einflufl von SNAP und 8-Br-cGMP bei hypertrophierten Her-
zen scheint in einer Verdnderung des Guanylylzyklase/cGMP /Proteinkinase-

G-Signaliibertragungsweges begriindet zu sein.
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1 Einleitung

1.1 Ziel dieser Arbeit

Die Entdeckung von Stickstoffmonoxid (NO) als Zellsignalvermittler ist nach
Butler et al. (1995) einer der wichtigsten Fortschritte in der Zellphysiologie in
den letzten Jahrzehnten. Furchgott und Zawadzki (1980) erkannten als erste,
dafl endogene Vasodilatatoren wie Azetylcholin nicht direkt auf glatte Muskel-
zellen wirken, sondern auf Endothelzellen. Diese sollten eine Substanz freiset-
zen, die zunéchst ,, Endothelium derived relaxing factor (EDRF') genannt wurde.
Furchgott (1988) vermutete bereits, dal EDRF mit NO identisch sei, von dem
bereits bekannt war, dafl es die Guanylylzyklase aktiviert und von Butler et al.
(1995) ein Schliisselenzym in der Relaxation glatter Muskelzellen genannt wird.
In Versuchen am Rattenherzen konnte gezeigt werden (Furchgott und Zawadzki,
1980; Brady et al., 1993; Sun et al., 1997), dal NO ebenso die positiv inotrope
Wirkung (-adrenerger Substanzen beeinflufit. Smith et al. (1996) zeigten eine
Abnahme der positiv inotropen Wirkung von Isoprenalin auf Kardiomyozyten
nach Kontakt mit Endothelzellen, deren NO-Synthese durch Lipopolysaccharide
aktiviert war.

Im Zustand myokardialer Hypertrophie sind die Wirkungen verschiedener
Transmitter, Hormone und Pharmaka verdndert. Bei hypertrophierten Ratten-
herzen zeigte sich ein herabgesetzter positiv inotroper Effekt von 5-Adrenozeptor-
agonisten wie Isoprenalin, Dobutamin und Terbutalin (Mertens et al., 1992).
Auch fiir a-adrenerge Substanzen wie Methoxamin und Zirazolin wird ein Ver-
lust an positiv inotroper Wirkung bei Linksherzhypertrophie beschrieben (Foster
at al., 1991; Mertens et al., 1993). Diese Autoren induzierten die Hypertrophie
durch Aortic banding bzw. untersuchten Herzen von spontanhypertensiven Rat-
ten. Auch bei einer Hypertrophie infolge einer renovaskuldren Hypertonie be-
schrieben Ayobe und Tarazi (1983) einen Wirkverlust von Isoprenalin, Fouad et
al. (1985) konnten ebenfalls einen herabgesetzten Effekt von Phenylephrin nach-

weisen. Arai et al. (1995) dokumentierten fiir hypertrophierte Rattenherzen eine



erhohte Anzahl von Endothelinrezeptoren.

Relativ wenig ist {iber die Wirkungsinderungen von NO auf die Kontrak-
tilitdt des hypertrophierten linken Ventrikels bekannt. Um dieser Frage nach-
zugehen, untersuchten wir den Effekt von NO auf die positiv inotrope Wirkung
des B-Adrenozeptoragonisten Isoprenalin auf linksventrikuldre Muskelstreifen aus
drei verschiedenen Tiermodellen mit linksventrikuldrer Hypertrophie. Als exoge-
nen NO-Donator verwendeten wir S-Nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamin (SNAP).
Die Modelle waren ménnliche spontanhypertensive Ratten (SHR) mit manifester
Hypertonie im Vergleich zu altersgleichen normotensiven Wistar-Kyoto-Ratten
(WKY); 5/6-nephrektomierte Ratten (SNX) gegeniiber scheinoperierten Ratten
(SOP) und Ratten mit suprarenaler Aortenstenose (AOB) gegeniiber scheinope-
rierten Ratten (SOP).

Isoprenalin ist ein unselektiver 3-Adrenozeptoragonist. Um zu untersuchen, ob
am Rattenherzen die Wirkung von Isoprenalin durch ;- oder #s-Adrenozeptoren
vermittelt ist, setzten wir die entsprechenden selektiven Antagonisten CGP 20712
A als (1-Adrenozeptorantagonist (Dooley et al., 1986) und ICI 118,551 als fs-
Adrenozeptorantagonist (Bilski et al., 1983) ein. Weiterhin fithrten wir Versuche
mit dem stabilen cGMP-Analogon 8-Bromo-cGMP durch, um zu untersuchen,
ob die Wirkung von NO mit einer Aktivierung der loslichen Guanylylzyklase
einhergeht.

Die Operationen und Versuche an den Tieren erfolgten nach Zustimmung der

Tierschutzbehorde des Landes Sachsen-Anhalt.

1.2 Bildung von NO

NO kann in verschiedenen Zellen des Organismus gebildet werden, darunter in
Endothelzellen, Muskelzellen sowie in neuronalen Zellen. Unter aeroben Verhilt-
nissen und in Gegenwart von NADPH wird L-Arginin in L-Citrullin und NO
umgewandelt.

Es gibt bisher drei ndher beschriebene Isoformen der Nitric Oxide Synthase

(NOS), die die Bildung von NO katalysiert (Forstermann et al. 1994). Die Nitric



Oxide Synthase 1 (NOS1) ist in Neuronen des myokardialen Reizleitungssystems
nachweisbar, NOS2 im Endokard, in Makrophagen, Fibroblasten, in glatten Mus-
kelzellen der Gefaflwédnde und in Kardiomyozyten. NOS3 148t sich in Endothel-
zellen und in Kardiomyozyten nachweisen. Im Herzen wirksames NO wird somit
aus dem Endokard, dem koronaren Endothel und aus Kardiomyozyten freige-
setzt (Smith et al. 1991). Die Bedeutung von NO in neuronalen Zellen ist bisher
ungeklart.

NOS ist als ein Dimer beschrieben. Jedes Monomer besteht aus einer Reduktase-
Doméne mit einem Carboxyl-Ende sowie einer Oxigenase-Doméne mit einem
Aminosidure-Ende sowie einem Him-Molekiil als prosthetischer Gruppe. Beide
Doménen sind durch ein Calmodulin-bindendes Mittelteil verbunden. Die Bin-
dung von Calmodulin an diese mittlere Doméne scheint das Dimer iiber eine Ver-
bindung zweier Mittelteile untereinander zu aktivieren (Kelly et al., 1996). Ein
Anstieg der intrazelluldren Kalzium-Konzentration fithrt zu einer Dissoziation
des Calmodulins vom Mittelteil und zum Riickgang der Enzymaktivitéit. Die NO-
Konzentration selbst kann auch als Negativ-feed-back die Verfiigbarkeit von Ham,
das als prosthetische Gruppe wirkt, herabsetzen und somit die Aktivierung neu
gebildeter NOS-Monomere verhindern. Die Bildung von NO kann weiterhin durch
NOS-Inhibitoren wie Monomethyl-L-Arginin-Monophosphat (NMMA), Nitro-L-
Arginin-Methylester (L-NAME) und Guanylylzyklasehemmer wie Methylenblau
gehemmt werden.

NO kann neben der beschriebenen endogenen Synthese iiber NO-Donatoren
von auflen zugefithrt werden. Als solche NO-Donatoren fungieren Nitrosothio-
le, wie S-Nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamin (SNAP) oder Natriumnitroprussid
(SNP).

1.3 Wirkung von NO auf das Myokard

NO kann die Kontraktilitat von Muskelzellen herabsetzen (Brady et al., 1993;
Manso et al., 2000). Der Mechanismus dieses kontraktilitdtssenkenden Effektes
von NO ist nicht vollstdndig bekannt. Er scheint jedoch durch ¢cGMP vermittelt



zu sein (Moncada et al., 1991), da NO die lésliche Guanylylzyklase stimuliert.
Diese katalysiert den Umbau von GTP zu cGMP. cGMP ist der hauptséchliche
intrazelluldre second messenger von NO im kardiovaskuldren System. Die intra-
zellulare cGMP-Konzentration ist ein Gleichgewicht aus seiner Produktion durch
Guanylylzyklase, aus seinem Abbau durch intrazelluldre Phosphodiesterasen und
aus seinem Export in den Extrazellularraum.

Die Kontraktion von Herzmuskelzellen wird durch die Konzentration von
cAMP geregelt (Boutjdir et al., 1992; Dinerman et al., 1993). Die Wahrscheinlich-
keit der Offnung von Kalzium-Kanélen ist abhéngig von ihrer Phosphorylierung.
Diese geschieht durch die Proteinkinase A, die von cAMP kontrolliert wird. Eine
initiale J-adrenerge Stimulation erhoht die Konzentration von cAMP und da-
mit die Wahrscheinlichkeit der Offnung von Kalzium-Kanélen. Der Abbau von
cAMP erfolgt durch Phosphodiesterasen. Deren katalytische Aktivitét ist spezi-
fisch fiir cAMP, wird aber durch cGMP aktiviert. Das scheint der Grund fiir die
negativ inotropen Effekte von NO und ¢cGMP im Herzen zu sein. Eine Erhéhung
der cGMP-Konzentration fithrt zu erhohtem Abbau von cAMP (Schmidt et al.,
1993; Forstermann et al., 1994). Die inhibitorischen Wirkungen von NO auf die
Kontraktilitdt von Herzmuskelzellen kénnen durch den Guanylylzyklasehemmer
Methylenblau vermindert werden (Mery et al., 1993).

Brady et al. (1993) konnten zeigen, daf§ die Kontraktilitdt von Herzmuskel-
zellen vom Meerschweinchen durch NO aus dem Endothel, NO aus Nitroprussid-
Natrium und NO aus wiéssriger Perfusionslésung herabgesetzt wird. Nach Smith
et al. (1991) scheint dabei die Abnahme der Kontraktionskraft durch eine friihzei-
tigere Relaxation der Muskelzelle zustandezukommen. Eine Verdnderung in frithen
Phasen der Kontraktion durch NO konnte nicht gefunden werden. Gleiche Ergeb-
nifle konnten mit zellpermeablen cGMP-Analoga wie 8-Bromo-cGMP erzielt wer-
den (Shah et al., 1991), was die Vermutung der cGMP-vermittelten Wirkung von
NO stiitzt (Grocott-Mason et al., 1994). Behandlung von Versuchstieren mit dem
cAMP-Phosphodiesterase-Hemmer Milrinon fiihrt zu einer gesteigerten kontrak-
tilen Ansprechbarkeit der Kardiomyozyten auf Isoprenalin. Belhassen et al. (1997)
fithren dies auf eine Down-Regulation der NOS3 und folglich der NO-Verfiigbar-
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keit zuriick, wobei allerdings auch an eine additive Wirkung von Isoprenalin und

Milrinon denkbar wéare.
2+
Ca B-adrenerger Agonist

il NO aktiviert iiber seinen second messenger

- Phosporyherung

- cGMP die PDE. Diese fiihrt zu erniedrigter

. \ Konzentration von cAMP durch Umbau zu
KOrdlomyOZYTAMP AMP. Folge ist die Abnahme der Phosphory-
lierung von Kalziumkanélen durch die Prote-
| DE l inkinase A. (nach Michel JB, 1996)
NOZ>GuonnyIzyklose i

1.4 Myokardiale Hypertrophie

Morphologische Studien haben gezeigt, dafl eine Massenzunahme des linken Ven-
trikels bei Herzhypertrophie mit einer Groflenzunahme der Muskelzellen verbun-
den ist. Nach Brilla und Weber (1992) kann diese Hypertrophie bei verschie-
denen Modellen von arterieller Hypertonie beobachtet werden, wie infrarenales
Aortic banding, suprarenales Aortic banding mit Stenose der rechten A. rena-
lis, Aldosteron-Dauerinfusion sowie salzreiche Diét. Eine Hypertrophie ist ebenso
bei Andmie, arteriovenosen Fisteln und Vorhofseptum-Defekt nachweisbar. An-
dere etablierte Linksherzhypertrophie-Modelle sind spontanhypertensive Ratten
sowie 5/6-nephrektomierte Ratten. Untersuchungen von Brilla und Weber (1992)
zeigen, dafl Folge von erworbener oder genetisch determinierter Hypertonie eine
Fibrose mit unproportional erhchter Konzentration von fibrillarem Kollagen im
Myokard des linken Ventrikels ist. Diese Fibrose scheint durch humorale Systeme
wie das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System vermittelt zu sein, da sich durch
orale Gabe des ACE-Hemmers Captopril die Fibrose verhindern liel (Jalil et al.,
1991). Die bei Hypertrophie zu verzeichnende Gewichtszunahme des linken Ven-
trikels scheint dabei fast ausschliefllich durch Gréflenzunahme der Muskelzellen
verursacht zu sein, denn das Gewicht des myokardialen Kollagens betrdgt nach
Altman und Dittmer (1971) nur 2% vom Herzfeuchtgewicht. Bei der interstiti-

ellen und perivaskuldren Fibrose akkumuliert Kollagen im Interstitium und in



der Adventitia intramyokardialer Koronargefaffe. Es handelt sich um eine reak-
tive Fibrose als Antwort des Gewebes auf die chronische Volumeniiberlastung
des Ventrikels. Auf zelluldrer Ebene kommt es infolge der Fibrose zur Minderver-
sorgung der Muskelzellen mit Nahrstoffen und Sauerstoff. Einzelne Muskelzellen
nekrotisieren, die nekrotischen Zellen werden nach kurzem lokalem Entziindungs-
prozefl mit Einwanderung von Fibroblasten durch Narbengewebe ersetzt. Hierbei
handelt es sich um eine reparative oder Ersatzfibrose. Reaktive und reparative
Fibrose (Anderson et al., 1979) fithren beide zur Akkumulierung von Kollagen
mit fibrésem Umbau des myokardialen Interstitiums, welcher die Steifigkeit des
Herzmuskels auf Kosten der Elastizitdt erhoht. Dies resultiert in zunéchst dia-
stolischer (Riickwértsversagen) und spéter systolischer Insuffizienz (Vorwértsver-
sagen) des Myokards. Bei o. g. Tiermodellen mit Anémie, arteriovenoser Fistel
und Vorhofseptum-Defekt wurde hingegen keine Fibrose beobachtet (Michel et
al., 1986).



2 Versuchstiere und Methoden

2.1 Spontanhypertensive Ratten (SHR) und normotensi-
ve Wistar-Kyoto-Ratten (WKY)

12 - 16 Wochen alte ménnliche Tiere wurden vom Mollegard-Zuchtzentrum Schon-
walde bezogen und im Zentralinstitut fiir medizinische Grundlagenforschung der

Martin-Luther-Universitit weitergeziichtet.

2.2 Stenoseratten (AOB)

Vier Wochen alte ménnliche WKY-Ratten (mittleres Koérpergewicht 80 g) er-
hielten eine intraperitoneale Injektion von 0,1 ml Narkoselosung (s. Kapitel 2.7).
Nach lokaler Rasur und Spriihdesinfektion wurde nach Narkoseeintritt ein Schnitt
unterhalb des linken Rippenbogens ausgefiihrt. Nach Durchtrennen der Muskel-
schichten erfolgte die Préparation zwischen Leber und Niere durch das Peritone-
um zur Aorta abdominalis. Oberhalb des Ursprungs der A. renalis wurde ein Me-
tallstift von 1 mm Durchmesser auf die Aorta abdominalis gebunden, dieser wurde
unter dem Faden wieder hervorgezogen. Somit wurde ein verbleibendes Lumen
der Aorta von 1 mm Durchmesser gewéhrleistet. Eine prophylaktische antibioti-
sche Abschirmung der Tiere wurde durch intraperitoneale Instillation von 1 ml
Penicillin-Streptomycin-Kombinationspriaparat Tardomyocel? gewihrleistet. Die
Muskelschichten wurden mit absorbierbarem, die Haut mit nichtresorbierbarem
Nahtmaterial verniht. Die Hélfte der Tiere wurde scheinoperiert (SOP), es wurde
hierbei die gleiche Operation ohne Anlage der Stenose durchgefiihrt. Beide Tier-
gruppen wurden unter gleichen Bedingungen gehalten, sie hatten freien Zugang

zu Wasser und Futter.

2.3 Uramische Ratten (SNX)

6 Wochen alte ménnliche Wistar-Ratten (mittleres Kérpergewicht 200 g) wurden,
wie bel Amann et al. (1993) beschrieben, 5/6 nephrektomiert: Die Tiere erhiel-



ten eine intraperitoneale Gabe von 0,2 ml Narkoselosung (s. Kapitel 2.7). Nach
Eintritt der Narkose wurde nach lokaler Rasur und Spriihdesinfektion ein Schnitt
unterhalb des rechten Rippenbogens ausgefiihrt und die Niere dargestellt. Nach
Unterbindung zu- und abfiithrender Geféfle sowie des Ureters erfolgte die Resekti-
on des Organs und die separate Nahtadaptation von Muskelschicht und Haut mit
resorbierbarem bzw. nicht resorbierbarem Material. Eine Woche spéter wurde die
linke Niere subtotal, d. h. 5/6-reseziert, hierbei erfolgte die Resektion von oberem
und unterem Nierenpol sowie der Nierenkonvexitéit, ein intaktes Mittelsegment
und der Nierenpol mit Geféaflen und Ureter wurden belassen. Eine Gruppe von
Tieren wurde scheinoperiert (SOP), hierbei wurden die gleichen Operationen ohne
Resektion bzw. 5/6-Resektion der Niere ausgefiihrt. Beide Tiergruppen erhielten
die gleiche Nahrung (Diit aus 22,5% Protein, 0,2% Natrium, 1% Kalium; Altro-
min, Lage), eine Woche vor Versuchsbeginn eine kaliumarme Diét. Die SOP-Tiere
erhielten nach erfolgter Operation die gleiche Menge an Nahrung, die am Vor-
tag von den SNX-Tieren konsumiert worden war. 7 Wochen nach der zweiten
Operation hatten die SNX-Tiere (n = 6) Plasma-Kreatininspiegel von 76,3 + 6,3
pmol/l vs. 43,3 £ 0,7 pmol/l (SOP, n = 6, p < 0,05), die Plasma-Harnstoffspiegel
lagen bei 11,7 + 1 mmol/1 (SNX, n = 6) vs. 6,55 + 0,5 mmol/l (SOP, n =6, p <
0,05). Die nichtinvasive Blutdruckmessung und die Herzentnahme erfolgten wie

unten beschrieben.

2.4 Blutdruckmessung

Die Messung des systolischen Blutdruckes erfolgte mit dem Sphygmomanometer
S-2, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, nichtinvasiv am Schwanz der wa-
chen, nichtnarkotisierten Ratte. Das Gerét besteht aus dem Mefigerdt mit Man-
schette und Pulssensor und der Mefplattform, auf die der Warmekifig aufgesetzt
ist. Die Konstanthaltung der Temperatur im Warmekéfig wird durch zwei elek-
tronisch gesteuerte Heizliifter gewéhrleistet, sie betragt 34°C. Auf einem einka-
naligen Oszilloskop kann die Pulsation des Meflsignales, iibertragen durch den

Pulssensor, beobachtet werden.



Zur Messung wird die Ratte in ein Rohr plaziert und fiir 30 Minuten in
den Wéarmekéafig gelegt. Das Rattenrohr wird auf die Haltefiile gelegt, auf den
Schwanz der Ratte werden die Blutdruckmanschette und der Pulssensor gescho-
ben. Die Manschette, die iiber einen Schlauch mit dem Meflgeréit verbunden ist,
wird bis kurz iiber den Wert aufgepumpt, bei dem keine Pulsation am Oszillo-
skop mehr zu beobachten ist. Die Druckabsenkung erfolgt anschliefend, bis wieder
eine Pulsation erscheint. Der Druck an dieser Stelle wird als systolischer Blut-
druck notiert. Eine Messung des diastolischen Druckes ist mit diesem Gerét nicht
moglich.

Die Messung erfolgt je 5 mal an drei aufeinanderfolgenden Tagen und wird
dann gemittelt. Zur Erzielung von représentativen Werten ist Ruhe zu halten,
die Messung sollte immer durch die gleiche Person erfolgen.

Bei AOB-Ratten wurde der Blutdruck invasiv gemessen. Hierzu wurde nach
Préparation der Gefdafle am Hals und in der Leistengegend eine Kaniile in die A.
carotis und femoralis eingefiihrt, diese war mit dem Meflgeriit iiber ein hydrau-
lisches System verbunden. Der systolische und diastolische Blutdruck wurde als
Amplitudenausschlag dargestellt (Graphtec Linearcorder WR, 3310, Hugo Sachs
Elektronik, March-Hugstetten).

2.5 Préaparation der Ventrikelstreifen

8 Wochen postoperativ wurden AOB-Ratten, SNX-Ratten und beide Schein-Op-
Gruppen, im Alter von 12-16 Wochen die SHR und WKY-Ratten mit einer in-
traperitonealen Injektion von 50 mg/kg KG Pentobarbital narkotisiert. Die nar-
kotisierten Tiere wurden durch Dislokation der Halswirbelsdule getotet. Nach
bilateraler Thorakotomie wurde das schlagende Herz nach Trennung von den
Blutgeféafien entnommen und in Krebs-Henseleit-Losung gelegt.

Nach Messung des Herzgewichtes erfolgte die Fixierung des Herzens mit Na-
deln auf Wachs in einer mit Krebs-Henseleit-Losung gefiillten und mit Carbogen
begasten Glasschale. Die Vorhofe wurden entfernt und der linke Ventrikel durch

Schneiden von der Aorta in Richtung Herzspitze durch die Herzvorderwand eroff-



net. Nach Entfernung der Papillarmuskeln wurden aus dem nun offen liegenden
linken Ventrikel entlang der Gewebetextur Muskelstreifen geschnitten, fiir ein Ex-
periment je vier Muskelstreifen aus einem Herzen. Fiir jeden Muskelstreifen wurde
wie unten beschrieben eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve erarbeitet. Fiir ein
Herz (n=1) ergaben sich somit je vier Konzentrations-Wirkungs-Kurven, deren
Werte in die Zusammenstellung der Kurve eingingen. Die Streifen hatten eine

Lénge von 6 - 8 mm, eine Breite von 1,5 - 2 mm und eine Dicke von 1 - 1,5 mm.

2.6 Versuchsablauf

Das Registrierteil (Servomed, Fa. Hellige, Freiburg im Breisgau) wurde nach dem
Einschalten zunéchst bei einer Verstarkung von 2, 5 und 10 mV auf Null geeicht.
Ein Eichgewicht von 100 mg wurde eingehéngt, der Zeigerausschlag bei 2 mV
Verstiarkung auf 60 mm eingestellt und das Eichgewicht nach Abtragung der
Ausschlédge bei 5 und 10 mV wieder entfernt. Die Muskelstreifen wurden an ihren
beiden Enden mit Schlaufen aus Zwirnsfaden zwischen die Elektroden des Organ-
bades (gefertigt durch die Glasbliserei der Martin-Luther-Universitit) gehéngt.
Das Organbad war mit 10 ml Krebs-Henseleit-Losung gefiillt und sténdig mit
Carbogen begast. Der pH-Wert der Losung betrug 7,4. Mittels einer Umwélz-
pumpe (Colora Mefitechnik GmbH, Lorch) wurde das Organbad auf 37°C be-
heizt. Nach Vorspannung der Muskelstreifen bei einer Verstirkung von 2 mV bis
zu einem Zeigerausschlag von 60 mm nach o. g. Eichung erfolgte eine Reizung
mit 1,5-facher Reizschwellenstromstérke (Stimulator II, Fa. Hugo Sachs, March-
Hugstetten) iiber zwei Platinelektroden, zwischen die der Streifen gehéngt war,
ohne sie zu beriihren. Der Stimulator liefert Rechteckimpulse von 5 ms Dauer
mit einer Frequenz von 1 Hz. Die Kontraktionen wurden mit dem Registrierteil
als Amplitudenausschlag aufgezeichnet. Diese wurden in mm abgemessen, dann
entsprechend der Eichkurve in mN umgerechnet (der Zeigerausschlag bei 100 mg
entspricht einer Kraft von 0,981 mN) und in das Computerprogramm GraphPad
Prism 2.0 eingegeben, welches nach Umrechnung der Absolut- in Prozentualwerte

die Kurven erstellte.
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Eine Stunde vor Beginn des Experiments dquilibrierten die Muskelstreifen in
der Krebs-Henseleit-Losung, diese wurde alle 15 Minuten gewechselt. Es wurden
dann kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Isoprenalin aufgenom-
men. Dazu wurde ausgehend von 107'* M die Konzentration um je 0,5 logarith-
mische Einheiten erhoht (Van Rossum et al., 1963). Nach Erreichen eines Plateaus
wurde die jeweils hohere Dosis ohne nochmalige Spiilung appliziert. Beendet wur-
de die Konzentrationsreihe bei 107> M bzw. bei Auftreten einer Arrhythmie, bei
den Versuchen mit CGP 20712 A (CGP) und ICI 118,551 (ICIT) bei 10~3 M.

Fiir die Experimente mit SNAP, CGP und ICI wurde zunéchst eine Isoprenalin-
Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir die Muskelstreifen des Versuchstages aufge-
nommen. Anschliefend wurden nach dreimaligem Spiilen mit Krebs-Henseleit-
Losung die Muskelstreifen eine Stunde mit 10~ M SNAP, 3x10~" M CGP bzw.
5x107% M ICI inkubiert. Es folgte ohne nochmaliges Spiilen die erneute Auf-
nahme einer Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Isoprenalin. Fiir die Versuche
mit Methylenblau wurde zunéchst eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Iso-
prenalin, dann wie oben beschrieben von Isoprenalin mit SNAP aufgenommen.
Nach dreimaligem Spiilen wurden die Muskelstreifen mit 10~ M Methylenblau
und 107 M SNAP inkubiert, es wurde erneut eine Konzentrations-Wirkungs-
Kurve von Isoprenalin aufgenommen.

Fiir die Versuche mit 8-Bromo-cGMP wurde zun&chst eine Konzentrations-
Wirkungskurve von Isoprenalin aufgenommen, nach dreimaligem Spiilen wurde
die Muskelstreifen fiir eine Stunde mit 10~° bzw. 10~* M 8-Bromo-cGMP in-
kubiert, anschliefend wurde erneut die Konzentrations-Wirkungskurve fiir Iso-

prenalin aufgenommen.

2.7 Verwendete Substanzen

- Narkoselosung, selbst hergestellt aus Ketaminhydrochlorid 200 mg; Xyla-
zinhydrochlorid 10 mg; 0,9%-ige NaCl-Losung 2,5 ml: Sigma Chemical Co.,
St. Louis; Atropinsulfat 0,125 ml (Konzentration 1 mg/ml): Eifelfango, Bad

Neuenahr
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Tardomyocel?: Bayer AG, Leverkusen
Pentobarbital: United Pharmaceutical Works, Praha

Krebs-Henseleit-Losung, selbst hergestellt (NaCl 136,9 mM; KCI1 5,4 mM;
MgCl 1,05 mM; NaHCO3 25 mM; CaCly 2,52 mM; Glukose 9,7 mM, Ascor-
binsdure 0,11 mM, EDTA 0,0228 mM): sdmtlich Merck, Darmstadt

Carbogen (95% Sauerstoff, 5% Kohlendioxid): AGA Gas GmbH, Hamburg

Isoprenalin-Stammldsung: 3,613 mg (-)-Isoproterenol(+)-Bitartrat-Salz wer-
den mit 10 ml H5O versetzt und als Konservierungsmittel 5,851 1 n HCI zu-
gegeben. Ausgehend von dieser téglich neu hergestellten 1072 M Stammldsung
wurde eine Verdiinnungsreihe bis 1071 M hergestellt. Sigma Chemical Co.,

St. Louis

SNAP, CGP 20712 A (1-]2-((3-carbamoyl-4-hydroxy)phenoxy)ethylamino]-
3- [4-(1-methyl-4-trifluoromethyl-2-imidazolyl) phenoxy|-2-propanol metha-
nesulfonate), ICI 118,551 (erythro-dl-1-(7-methylindan-4-yloxy)-3-isopropyl-

aminobutan-2-ol): Alexis Biochemicals, Griinberg
Methylenblau: LC Laboratories, Woburn

8-Bromoguanin 3 ":5 -zyklisches Monophosphat: Sigma Chemical Co., St.

Louis

2.8 Statistische Auswertung

Die Daten der Experimente im Text und in den Abbildungen sind Mittelwerte

+ SEM (mittlerer Fehler des Mittelwertes) von n Versuchen. Konzentrations-

Wirkungs-Kurven wurden an eine sigmoidale Funktion angepafit, die pDs-Werte

wurden durch Nichtlineare Regressionsanalyse mit Hilfe des Programms Graph-

Pad Prism 2.0 (GraphPad Software, San Diego) berechnet. Die Signifikanz von

Differenzen zwischen Meflwerten wurde durch den ungepaarten t-Test ermittelt.

Einen p-Wert < 0,05 betrachteten wir als signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 Myokardiale Hypertrophie und Blutdruck

Alle drei Tiermodelle zeigten einen dhnlichen Grad von linksventrikulérer Hyper-
trophie, ausgedriickt als das Verhéltnis von Herz- zu Koérpergewicht (s. Tab. 1).
Auf der anderen Seite war die Hypertonie bei den drei untersuchten Tiermodellen
unterschiedlich ausgepriagt. So war der systolische Blutdruck der A. carotis bei
den AOB-Ratten (177 £+ 9 mm Hg) signifikant hoher als bei den SOP-Ratten (126
+ 5 mm Hg, p < 0,01). Dementsprechend betrug der Unterschied im Blutdruck
zwischen der A. carotis und der A. femoralis bei den AOB-Ratten 63 4+ 6 mm Hg,
bei den SOP-Ratten 1 +£ 3 mm Hg. Bei den WKY-Ratten betrug der systolische
Blutdruck 104 4+ 2,2 mm Hg, wiahrend er bei den SHR-Ratten mit 189 + 3 mm
Hg erwartungsgeméfl hoch war, bei den SNX-Ratten hingegen ergab sich kein
signifikanter Unterschied im Blutdruck zu den SOP-Ratten (s. Tab. 1).

WKY SHR SNX SOP(SNX) AOB SOP(AOB)
n="7 n="7 n=>6 n=>6 n=9 n=6
KG (g) 307+£2 270+9 2994£3,2 302+4 286+5,4 298+3
HG (mg) 980+30 1120+£40** 12204+40** 950+£10 1320+40** 1010+£10
HG/KG (mg/g) | 3,19+0,08 | 4,1540,11%% | 4,1040,24** | 3,1540,14 | 4,620,29%* | 3,39-0,04
P Schw. (mmHg) 10442 18943** 124+12 11946
P A.c. (mmHg) 1779+ 126£5
P Af (mmHg) 11445 125+4

Tabelle 1: KG=Korpergewicht, HG=Herzgewicht, HG/KG=Verhéltnis Herzge-
wicht/Koérpergewicht, P=systolischer Blutdruck, Schw.=Schwanz, A.c.=Arteria caro-
tis, pri-Stenose, A.f.=Arteria femoralis, post-Stenose. Mittelwerte + mittlerer Fehler
des Mittelwertes, n = Anzahl der Versuche, **)p < 0,01 verglichen mit den entspre-

chenden Kontrollen
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3.2 Bestimmung der $-Adrenozeptor-Subtypen, die an der
positiv inotropen Wirkung von Isoprenalin beteiligt
sind

An isolierten elektrisch gereizten linksventrikuldren Streifen des Rattenherzens
fiihrte Isoprenalin (107! - 107 M) zu einer konzentrationsabhingigen Zunahme
der Kontraktionskraft (Abb. 1), der maximale Effekt von Isoprenalin wurde bei
einer Konzentration von 10~ M erreicht, der pDy-Wert fiir Isoprenalin betrug in

den einzelnen Modellen 7,8 - 8,2 (s. Tab. 2). Da mehrere Arbeiten gezeigt hatten,

WKY SHR SNX SOP(SNX) AOB SOP(AOB)
n="7 n="7 n=>6 n=>6 n=9 n=>6
bKK (mN) 5,4+0,46 | 4,240,59 | 3,9+0,37 3,9+0,37 6,5+0,76 5,2+0,81

mZKK (mN) | 3,7+0,34 | 3,94+0,22 | 2,9+0,29% | 5,1+0,34 | 2,3+0,37* | 4,24+0,33

pD, 7,71+0,07 | 7,88+£0,12 | 7,9£0,12 8,2+0,09 8,2£0,09 | 7,73£0,09

Tabelle 2: Die basale Kontraktionskraft (hKK) sowie die maximale Zunahme der Kon-
traktionskraft (mZKK) der verschiedenen Rattenmodelle unter Isoprenalin in mN. In
der letzten Zeile sind die zugehorigen pDo-Werte fiir Isoprenalin angegeben. n = Anzahl

der Versuche, *)p < 0,05 verglichen mit den entsprechenden Kontrollen

da im Rattenherzen sowohl (3;- als auch (-Adrenozeptoren existieren (Cros et
al., 1988; Mertens et al., 1992 a; Xiao und Lakatta, 1993; Ubersicht siehe Stiles
et al., 1984 und Brodde, 1987 ), untersuchten wir zunéchst, ob der positiv inotro-
pe Effekt von Isoprenalin iiber (31- oder fBs-Adrenozeptoren (oder iiber beide (-
Adrenozeptor-Subtypen) vermittelt wird. Dazu bestimmten wir Konzentrations-
Wirkungs-Kurven fiir Isoprenalin in Gegenwart des (3;-Adrenozeptor-Antagonisten
CGP 20712 A und des f5-Adrenozeptor-Antagonisten ICI 118,551. Wie Abb. 1
zeigt, wurde in Gegenwart von 3 x 1077 M CGP 20712 A die Konzentrations-
Wirkungs-Kurve fiir Isoprenalin um mehr als drei Zehnerpotenzen nach rechts
in den Bereich hoherer Konzentrationen verschoben; zuséitzliche Gabe des [(o-

Adrenozeptor-Antagonisten ICT 118,551 (5 x 10~® M) hatte auf diese Rechtsver-
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schiebung nahezu keinen Einfluf. Diese Befunde lassen den Schlufl zu, daf die
Wirkung von Isoprenalin am Rattenherzen iiberwiegend, wenn nicht ausschlief3-

lich iiber (3;-Adrenozeptoren vermittelt wird.

3.3 Positiv inotrope Wirkung von Isoprenalin bei SHR,
SNX- und AOB-Ratten

Als néchstes untersuchten wir die Wirkungen von Isoprenalin auf linksventri-
kuldre Streifenpréparate von SHR~, SNX- und AOB-Ratten (Abb. 2). Wéhrend
die maximale Zunahme der Kontraktionskraft durch Isoprenalin bei SHR-Ratten
von der bei altersgleichen WKY-Ratten nicht signifikant verschieden war, fithrte
Isoprenalin an linksventrikuldren Streifen von Herzen von AOB- und SNX-Ratten
zu einer signifikant geringeren maximalen Kontraktionskraft-Zunahme als in den
entsprechenden SOP-Ratten (Tab. 2, p < 0,01). Die pD5 -Werte von Isoprenalin

hingegen waren in operierten und SOP-Ratten nahezu identisch (Tab. 2).

3.4 Einflul von SNAP und 8-Bromo-cGMP auf den po-
sitiv inotropen Effekt von Isoprenalin bei Ratten der

Kontrollgruppe

Nachfolgend untersuchten wir den Einflul des NO-Donators SNAP (10~° M und
10~* M) auf die Wirkungen von Isoprenalin. In den linksventrikuliiren Streifen
von WKY-, SOP(SNX)- und SOP(AOB)-Ratten fiihrte der NO-Donator SNAP
zu einer konzentrationsabhéingigen Abnahme der basalen Kontraktionskraft (s.
Tab. 3) wie auch zu einer signifikanten Rechtsverschiebung der Konzentrations-
wirkungen fiir Isoprenalin (Abb. 3, Tab. 4). Der hemmende Effekt von SNAP
(107° M) auf die basale Kontraktionskraft wie auch auf den positiv inotropen Ef-
fekt von Isoprenalin konnte durch den Guanylylzyklase-Inhibitor Methylenblau
antagonisiert werden (Abb. 3). Dariiber hinaus war das zellpermeable Analogon
von ¢cGMP, 8-Bromo-cGMP (10~ M und 10~* M), ebenfalls in der Lage, die

Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir die Isoprenalin-vermittelte positiv inotrope
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Wirkung nach rechts in den Bereich hoherer Konzentrationen in einer konzentra-

tionsabhéngigen Weise zu verschieben (Tab. 5 und 6, Abb. 4).

WKY SOP(SNX) | SOP(AOB)
n="7 n=6 n=>6
Kontrolle 5,4+0,46 3,940,37 5,240,81
+SNAP(107° M) 3,34+0,32%* | 2540,3% | 3,1+0,57*
+SNAP(10~* M) 2,6+0,25%* - -
+SNAP(107° M) 3,940,62 - -

+Meth.blau(1075 M)

Tabelle 3: Einflu von SNAP auf die basale Kontraktionskraft (in mN) von Ventrikel-
streifen der WKY-, SOP(SNX)- und SOP(AOB)-Ratte. Mittelwerte + mittlerer Fehler
des Mittelwertes, n = Anzahl der Versuche, **)p < 0,01, *)p < 0,05 verglichen mit den

entsprechenden Kontrollen

WKY SOP(SNX) | SOP(AOB)
n="7 n=6 n=>6
Kontrolle 7,714£0,07 | 8,240,09 | 7,8340,09
+SNAP(10~° M) 7,2440,09%*% | 7,440,34* | 7,240,12*
+SNAP(10~* M) 6,7440,1%* - -
+SNAP(10~° M) 7,85+0,05 - -

+Meth.blau(10~° M)

Tabelle 4: Einflul von SNAP auf die pDy -Werte von Isoprenalin fiir die Zunahme
der Kontraktionskraft von Ventrikelstreifen der WKY-, SOP(SNX)- und SOP(AOB)-
Ratte. Mittelwerte + mittlerer Fehler des Mittelwertes, n = Anzahl der Versuche, **)p

< 0,01, *)p < 0,05 verglichen mit den entsprechenden Kontrollen
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WKY SOP(SNX) | SOP(AOB)
n="7 n=6 n=6
Kontrolle 5,3+0,46 3,9£0,39 9,1£0,8
+8-Br-cGMP(1075 M) | 3,5+0,3** | 2,340,33* 3,3+0,5*
+8-Br-cGMP(10=4 M) | 2,440,35** - 2,540,3*

Tabelle 5: Einflul von 8-Br-cGMP auf die basale Kontraktionskraft (in mN) von Ven-
trikelstreifen der WKY-, SOP(SNX)- und SOP(AOB)-Ratte. Mittelwerte + mittlerer
Fehler des Mittelwertes, n = Anzahl der Versuche, **)p < 0,01, *)p < 0,05 verglichen

mit den entsprechenden Kontrollen

WKY SOP(SNX) | SOP(AOB)

n="7 n=6 n=6
Kontrolle 7,71+0,07 8,240,09 7,83+0,09
+8-Br-cGMP(10~® M) | 7,240,08** | 7,340,35* 7,3+£0,15*
+8-Br-cGMP(10~* M) | 6,8140,1** - 6,86+0,05*

Tabelle 6: Einflul von 8-Br-cGMP auf die pDy -Werte von Isoprenalin fiir die Zunahme
der Kontraktionskraft von Ventrikelstreifen der WKY-, SOP(SNX)- und SOP(AOB)-
Ratte. Mittelwerte + mittlerer Fehler des Mittelwertes, n = Anzahl der Versuche, **)p

< 0,01, *)p < 0,05 verglichen mit den entsprechenden Kontrollen
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3.5 Einflul von SNAP und 8-Bromo-cGMP auf den posi-
tiv inotropen Effekt von Isoprenalin bei SHR, SNX-
und AOB-Ratten

SchlieBlich untersuchten wir den EinfluB des NO-Donators SNAP sowie von 8-
Bromo-cGMP auf linksventrikulére Streifen von hypertrophierten Herzen von
SHR-, AOB- und SNX-Ratten. In diesen drei hypertrophierten Geweben hatte
SNAP (107° M) im Gegensatz zu den drei Herzen der Kontrollgruppe (s. Abb. 3)
keinen signifikanten Einflufl auf die Konzentrations-Wirkungskurve des positiv in-
otropen Effektes von Isoprenalin (Tab. 7 und 8, Abb. 5). Dariiber hinaus war auch
der Einflul von SNAP auf die basale Kontraktionskraft in diesen hypertrophier-
ten Ventrikelstreifen signifikant geringer als in den Ratten der Kontrollgruppen.
SchlieBlich hatte auch 8-Bromo-cGMP (107° M) (Tab. 9 und 10, Abb. 6) keinen
signifikanten Einflul auf die durch Isoprenalin hervorgerufenen positiv inotropen

Effekte.

SHR SNX AOB

n="7 n=6 n=9
Kontrolle 4,2+0,59 | 3,94+0,37 | 6,5+0,76
+SNAP(107°> M) | 3,140,70 | 2,9+0,31 | 5,340,38

Tabelle 7: Einflu von SNAP auf die basale Kontraktionskraft (in mN) von Ventrikel-
streifen der SHR-, SNX- und AOB-Ratte. Mittelwerte + mittlerer Fehler des Mittel-

wertes, n = Anzahl der Versuche
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SHR SNX AOB

n="7 n=6 n=9
Kontrolle 7,88+0,12 | 7,9£0,12 | 8,2+0,09
+SNAP(10~® M) | 7,6440,09 | 7,640,09 | 8,040,12

Tabelle 8: Einflufl von SNAP auf pDy -Werte von Isoprenalin fiir die Zunahme der
Kontraktionskraft von Ventrikelstreifen der SHR-, SNX- und AOB-Ratte. Mittelwerte
=+ mittlerer Fehler des Mittelwertes, n = Anzahl der Versuche

SHR SNX AOB

n="7 n=>6 n=9
Kontrolle 4,1+0,6 | 3,8+0,35 | 6,3£0,81
+8-Br-cGMP(10~®> M) | 3,0£0,65 | 2,740,33 | 5,440,4
+8-Br-cGMP(10~* M) | 3.1+0.6 - 2.940,32

Tabelle 9: Einflul von 8-Br-cGMP auf die basale Kontraktionskraft (in mN) von Ven-
trikelstreifen der SHR-, SNX- und AOB-Ratte. Mittelwerte + mittlerer Fehler des Mit-

telwertes, n = Anzahl der Versuche

SHR SNX AOB

n="7 n=6 n=9
Kontrolle 7,8+0,03 | 7,85+0,04 | 8,23£0,05
+8-Br-cGMP(10~5 M) | 7,840,02 | 7,840,03 | 8,16+0,015
+8-Br-cGMP(10~4 M) | 7,640,02 - 8,24+0,05

Tabelle 10: Einflufl von 8-Br-cGMP auf pDy -Werte von Isoprenalin fiir die Zunahme
der Kontraktionskraft von Ventrikelstreifen der SHR-, SNX- und AOB-Ratte. Mittel-

werte £ mittlerer Fehler des Mittelwertes, n = Anzahl der Versuche
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4 Diskussion

In unserer Arbeit benutzten wir drei Modelle von Linksherzhypertrophie, um den
Einflul von NO, zugefiigt durch den NO-Donator SNAP, auf die durch Isoprenalin
hervorgerufene Zunahme der Kontraktionskraft zu untersuchen. Es ist nunmehr
allgemein anerkannt, dafl eine langzeitige Erhohung des systolischen Blutdrucks
in der SHR-Ratte zur linksventrikuldren Hypertrophie fiithrt (Sen et al., 1974). In
dhnlicher Weise gilt das Modell des suprarenalen Aortic Banding als ein Uberlast-
Modell zur linksventrikulidren Hypertrophie (Ubersicht siche Smith und Nuttall,
1985). Auf der anderen Seite ist die myokardiale Hypertrophie auch ein sehr be-
kanntes Begleitphinomen der chronischen Urédmie beim Menschen (Silberberg et
al., 1989) und experimentellen Tiermodellen (Rambausek et al., 1985). Interes-
santerweise tritt bei einer chronischen Urédmie eine solche Hypertrophie auch dann
auf, wenn der Blutdruck durch antihypertensive Therapie normalisiert wurde. In
der vorliegenden Arbeit ist die Ursache der myokardialen Hypertrophie bei den
SHR- und AOB-Ratten sehr wahrscheinlich in dem hohen Blutdruck zu suchen,
wahrend bei den SNX-Ratten eine myokardiale Hypertrophie sich entwickelte,
obwohl der Blutdruck normal war.

In der vorliegenden Arbeit fithrte der NO-Donator SNAP bei isolierten elek-
trisch gereizten linksventrikuldren Streifen von Herzen der Kontrollgruppen zu
einer signifikanten Abnahme der basalen Kontraktionskraft und zu einer signi-
fikanten Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve fiir den positiv
inotropen Effekt von Isoprenalin. Diese Ergebnisse sind in guter Ubereinstim-
mung mit kiirzlich publizierten Studien an anderen Spezies (Brady et al., 1993),
menschliche Vorhofe und Papillarmuskeln eingeschlossen (Flesch et al., 1997), da8
NO eine signifikante Abnahme der basalen als auch der durch Isoprenalin stimu-
lierten Kontraktionskraft hervorruft. Diese NO-Effekte konnen durch das stabile
cGMP-Analogon 8-Bromo-cGMP nachgeahmt (Brady et al., 1993; Flesch et al.,
1997; vorliegende Arbeit Abb. 4) und gehemmt werden durch den Inhibitor der
loslichen Guanylylzyklase, Methylenblau (Brady et al., 1993; Flesch et al., 1997,
vorliegende Arbeit Abb. 3). Dies 1a8t den Schlufl zu, da8 die Effekte von NO
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via Aktivierung der 16slichen Guanylylzyklase mit nachfolgender Zunahme des
intrazelluldren Gehaltes an cGMP einhergehen. Es ist seit langer Zeit bekannt,
dal NO-Donatoren (z. B. Natrium-Nitroprussid) den intrazelluldren Gehalt an
cGMP erhohen kénnen (Inui et al., 1982; Flesch et al., 1997). Eine Arbeit an
adulten linksventrikuldren Kardiomyozyten der Ratte von Ito et al. (1997) hat
gezeigt, dafl ein Mechanismus von NO via cGMP oder von 8-Bromo-cGMP eine
intrazelluldre Azidifizierung sein konnte, die zu einer Abnahme der Empfindlich-
keit der Myofilamente gegen Kalzium fiihrt (Spitzer und Bridge, 1992), was den
negativ inotropen Effekt neben dem NO-getriggerten Abbau von cAMP erkléren
konnte.

Der Hauptbefund der vorliegenden Arbeit ist, daf in hypertrophierten linken
Ventrikeln (unabhéngig von ihrer Genese, siehe oben) der negativ inotrope Effekt
des NO-Donators SNAP wie auch von 8-Bromo-cGMP nicht mehr nachweisbar
war. So war die durch NO hervorgerufene Abnahme der basalen Kontraktions-
kraft signifikant reduziert, dariiber hinaus hatte NO keinen signifikanten Einfluf}
auf die Konzentrations-Wirkungskurve fiir durch Isoprenalin hervorgerufene po-
sitiv inotrope Effekte, dhnliches galt auch fiir das zellpermeable cGMP-Analogon
8-Bromo-cGMP. Es ist wichtig darauf hinzuweisen, daf dieser fehlende Effekt von
NO nicht darauf zuriickzufiihren ist, dafl der Blutdruck der Tiere erhoht war, da
wir diese Befunde in allen drei Modellen der linksventrikulédren Hypertrophie be-
obachteten, obwohl nur bei SHR- und AOB-Ratten, nicht aber bei SNX-Ratten
der Blutdruck erhoht war. Der fehlende Effekt von NO ist auch nicht darauf
zuriickzufiihren, dafl in den hypertrophierten Ventrikeln der Isoprenalineffekt er-
niedrigt ist, da (in Ubereinstimmung mit der Literatur) die maximal durch Iso-
prenalin hervorgerufene Kontraktionskraft zwar bei AOB- (Mertens et al., 1992b)
und SNX-Ratten (Mann et al., 1986) erniedrigt war, aber nicht bei SHR-Ratten
(Mertens et al., 1992a). Ahnliche Befunde wurden kiirzlich von Ito et al. (1997) be-
schrieben. Diese Autoren konnten zeigen, dafl in adulten linksventrikularen Kar-
diomyozyten der NO-Donator Natrium-Nitroprussid die Kontraktilitdt in norma-
len Kardiomyozyten erniedrigen konnte, aber keinen Einflufl auf Kardiomyozyten

hatte, die von AOB-Ratten erhalten worden waren. Wie oben diskutiert, sind die
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Effekte von NO vermutlich vermittelt durch Aktivierung der 16slichen Guanylyl-
zyklase. Dementsprechend kann postuliert werden, dafl der fehlende Effekt von
SNAP auf den positiv inotropen Effekt von Isoprenalin in hypertrophierten links-
ventrikuléren Streifen auf einen Effekt im Guanylylzyklase/cGMP /Proteinkinase-
G-System zuriickzufiihren ist. Eine Moglichkeit wire ein verringerter Gehalt an
Proteinkinase G, die ja die Effekte von cGMP vermittelt (Lohmann et al., 1991).
In der Tat konnten Ecker et al. (1989) zeigen, dafi in Herzen von SHR der Gehalt
an ¢cGMP-Kinase um ca. 50% reduziert ist, verglichen mit normotensiven Kon-
trollen. Dariiber hinaus bestand eine signifikante inverse Korrelation zwischen
der Hohe des Blutdrucks bzw. der daraus resultierenden linksventrikuldren Hy-
pertrophie und der linksventrikuldren cGMP-Konzentration.

Solch ein Defekt in der cGMP-Signaliibertragung kénnte wesentliche patho-
physiologische Konsequenzen haben. So konnte gezeigt werden, dafl der atriale
natriuretische Faktor (ANF), der seine Wirkung auch iiber das Guanylylzykla-
se/cGMP /Proteinkinase-G-System vermittelt, eine antiproliferative Wirkung in
Rattenkardiomyozyten entfaltet (Fujisaki et al., 1995). In hypertrophierten Her-
zen sollte die antiproliferative Wirkung von ANF via cGMP daher herabgesetzt
sein. Das konnte erklidren, warum sich eine myokardiale Hypertrophie entwickeln
kann, obwohl die ANF-Spiegel bei Patienten mit kardialer Uberlast und Hyper-
trophie signifikant erhoht sind (Anand-Srivastava et al., 1993).
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5 Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigen die Befunde der vorliegenden Arbeit, daf in drei Rat-
tenmodellen mit linksventrikularer Hypertrophie ein dhnliches Ausmafl an Hy-
pertrophie mit einer fehlenden Wirkung von NO (via NO-Donator SNAP) auf
die durch Isoprenalin hervorgerufene positiv inotrope Wirkung einhergeht. Auch
das zellpermeable cGMP-Analogon 8-Bromo-cGMP hatte bei hypertrophierten
Ventrikeln keinen Effekt mehr. Diese Befunde lassen den Schlufl zu, dafl in der
kardialen Hypertrophie die Wirkungen von NO abgeschwécht sind. Eine solche
Beeintrachtigung der kardialen NO-Effekte bei myokardialer Hypertrophie konnte
zur Entwicklung und/oder Aufrechterhaltung der kardialen Hypertrophie beitra-

gen.
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Abbildung 1: Einflufl von CGP 20712 A (300 nM) und CGP 20712 A (300 nM) plus ICT
118,551 (55 nM) auf die positiv inotrope Wirkung von Isoprenalin an Ventrikelstreifen
von WKY-Ratten. Ordinate: positiv inotroper Effekt von Isoprenalin in Prozent der
Maximalwirkung (=100%), Abszisse: Konzentration von Isoprenalin in mol/l.

30



WKY, n=7, vs. SHR, n=7

6--
O WKY
Sed=
i ® SHR
ot
-
[}
$
b3
[
5T
14
G
b
£l
g
]
14
o+ 0——0
A1 -0 9 8 7 6 5
log [Isoprenalin] (mol/l)
SOP(SNX), n=6, vs. SNX, n=6 SOP(AOB), n=6, vs. AOB, n=9
6T 6T
s O SOP(SNX) .| o sopwom)
® SNX ® AOB

&»
1
T

Zunahme der Kontraktionskraft (mN)
N w
h N
L

Zunahme der Kontraktionskraft (mN)

A1 -10 o -8 -7 : E
log [Isoprenalin] (mol/l) log [Isoprenalin] (mol/l)

m-
&

s

3
o+
&

4G
&

Abbildung 2: Die positiv inotrope Wirkung von Isoprenalin an Ventrikelstreifen von
WKY-Ratte vs. SHR-, SOP(SNX)- vs. SNX- und SOP(AOB)- vs. AOB-Ratte. Ordi-
nate: Zunahme der Kontraktionskraft der Ventrikelstreifen in mN, Abszisse: Konzen-
tration von Isoprenalin in mol/l. *)p<0,05
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Abbildung 3: EinfluB von SNAP (1075 M), von SNAP (10~* M) bzw. von SNAP
(10~% M) plus Methylenblau (10~° M) auf die positiv inotrope Wirkung von Isoprenalin
an Ventrikelstreifen der WKY-, SOP(SNX)- und SOP(AOB)-Ratte. Ordinate: positiv
inotroper Effekt von Isoprenalin in Prozent der Maximalwirkung (=100%), Abszisse:
Konzentration von Isoprenalin in mol/l. **)p<0,01, *)p<0,05
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Abbildung 4: EinfluB von 8-Bromo-cGMP (107> M und 10~% M) auf die positiv
inotrope Wirkung von Isoprenalin an Ventrikelstreifen der WKY-, SOP(SNX)- und
SOP(AOB)-Ratte. Ordinate: positiv inotroper Effekt von Isoprenalin in Prozent der
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Abbildung 5: Einflu von SNAP (105 M und 10~% M) auf die positiv inotrope Wir-
kung von Isoprenalin an Ventrikelstreifen der SHR-, SNX- und AOB-Ratte. Ordinate:
positiv inotroper Effekt von Isoprenalin in Prozent der Maximalwirkung (=100%), Ab-
szisse: Konzentration von Isoprenalin in mol/l.
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Abbildung 6: EinfluB von 8-Bromo-cGMP (10~° M und 10~* M) auf die positiv inotro-
pe Wirkung von Isoprenalin an Ventrikelstreifen der SHR~, SNX- und AOB-Ratte. Ordi-
nate: positiv inotroper Effekt von Isoprenalin in Prozent der Maximalwirkung (=100%),
Abszisse: Konzentration von Isoprenalin in mol/l.
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