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1. EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

11 MONOCROTALIN-MODELL

Eine Vielzahl unterschiedlicher Faktoren bedingt die Ausprégung von ventrikuldren Druck-
und Volumentiberlastungen, wie sie beispielsweise im Zusammenhang mit Klappenfehlern,
Shunt-Vitien, Aortenisthmusdenosen oder auch bel arterieller Hypertonie auftreten. Ist die
zugrunck liegende Erkrankung keiner erfolgreichen Therapie zugénglich, antwortet das Herz
as ,zellkonstantes Organ” (Linzbadh, 1947 mit einer Grolenzunahme der Herzmuskel zell en.
Begriindet wird des durch de Tatsache, dass Kardiomyozyten as termina differenzierte
Zellen keine Mitosen duchlaufen komen (Schwarzfeld & Jakobson, 198). Im Stadium der
konzentrischen Hypertrophe kann aufgrund einer erhbhten Funktion (Kraft) des einzelnen
Myozyten das Defizit des Gesamtorgans Herz ausgeglichen werden. Aus der Erschopfung
Uberlasteter Myozyten sowie dem Tod einzelner Zellen resultiert im weiteren Verlauf eine
Dekompensationsphase (exzentrische Hypertrophie). Die Herzinsuffizienz kennzeichnet somit
das Unvermogen des Herzens, eine ausreichende Menge Blut fir metabali sche und zirkulato-
rische Anforderungen der Gewebe zu fordern bzw. diese Leistung nur unter abnam erhéhten
Fullungsdriicken erbringen zu kénren. Die Mehrheit experimenteller Studien zum Thema
Herzhypertrophy/-insuffizienz beschéftigte sich jedoch varwiegend mit Untersuchungen am
linken Ventrikel. Demgegeniiber existieren deutlich weniger Erkenntnisse Uber die Kompen-
sationsmedhanismen der rechten Kammer. Unter diesem Gesichtspunkt sollen de Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit das Verstéandns von kardiovaskuléren Rezeptoren undderen Signal-

transduktionen im rechten hypertropherten bzw. insuffizienten Ventrikel erweitern.

Nicht nur die Schwierigkeit, auf geeignetes menschli ches Untersuchungsmaterial zuriickgrei-
fen zu konren, sondern auch aufgrund der Heterogenitét der humanen Herzhypertrophie und
-insuffizienz sind Tiermodelle unverzichtbar, um Atiologie 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, 1994Elsner & Riegger, 1995 Einstein & Abdu-Hussein, 1995 Hasen-
fuss 199&; Doggrell & Brown, 1998 Muders & Elsner, 200Q. Die bisher untersuchten
Tiermodelle sind all erdings experimentell aufwendig, kostenintensiv und zeigen dartber hin-
aus deutliche Unterschiede gegentber humanen Befunden (Brodde d al., 1995. Schliefdich
erlauben es die meisten deser Modelle im Allgemeinen nicht, den Ubergang einer kompen-

sierten Herzhypertrophie in eine Herzinsuffizienz zu verfolgen.
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Gerade in desem Zusammenhang wird in der Literatur Gber ein Modell zur tierexperimentel-
len Herzinsuffizienz berichtet, das einen Teil der dargestellten Nadteil e aifheben konrte. Die
Applikation vonMonacrotain (MCT), ein Pyrrolizidin-Alkaloid aus Crotalaria spectabilis,
fahrt bei Ratten (Schoental & Head, 1955 Meyrick et a., 1980 Ghodsi & Will, 1987, Pfer-
den (Gibborset a., 1953 Rose d a., 1957, Kaninchen (Gardiner et a., 1965, Mausen (Har-
riset a., 1942 Goldenthal et a., 1969 und Hunden (Miller et al., 1978 Okada & al., 1995
zu charakteristischen Intoxikationen in Abhéangigkeit von der gewahlten Dosierung. Die Ver-
abreichung geringer Mengen an MCT resultiert in einer progressven pumonalen Hypertonie,
woraus sch je nach Empfindichkeit der Tiere @ne ausgeprégte Recdhtsherzhypertrophie mit
und ohre Zeichen einer kongestiven Stauungsinsuffizienz entwickelt. Dagegen konrte nach
Uberdosierungen ein friihzeiti ges Sterben der Tiere infolge von Leberfunktionsgorungen be-
obatet werden (Wilson et a., 1993. Als mdgliche Ursache daftr wird de Metabdlisierung
der Substanz diskutiert. Das Pyrrolizidin-Alkaloid wird hepatisch urter anderem zum Mo-
nocrotalinpyrrol (Dehydromonacrotalin) reduziert (Lame & a., 1991 Dueker et al., 1992
Kasahara & al., 1997. Diesem Reaktionsprodukt werden samtliche beobadteten toxischen
Wirkungen auf Leber sowie Endahelzellen zugesprochen (Lame d a., 1997 Wilson et a.,
1992.

Der exakte Wirkmedhanismus von MCT ist bis zum gegenwartigen Zeitpunkt lediglich an-
satzweise untersucht und nach nicht voll sténdig aufgeklart (Hincks et al., 1991 Wilsonet d.,
1992, 2000 Thomas et a., 1996 Pereira ¢ a., 1998 Ito et a., 200Q Lame et al., 2000Q. Hi-
stologische Untersuchungen an Pulmonalarterien zeigen eine deutliche Zerstérung von En-
dothelzellen begleitet von einer Verdickung der medialen Gefél3schicht. Literaturangaben
zufolge sind eine verstarkte Vasokorstriktion im pulmonalarteriellen Kapill arbett und de
beobadteten alveoldren Odemen als Hauptursachen fir die resulti erende pumonale Hyperto-
nie sowie der nachfolgenden Hypertrophie des rechten Ventrikels anzusehen. Die mediade
Verdickung der Pulmonalarterien und de Neomuskularisation Kenerer arterieller Gefalse
werden fur den progressven Verlauf verantwortlich gemacht (Valdivia & a., 1967 Altiere &
al., 1986 Rosenberg & Rabinovitch, 1988 Wilson et a., 1989 Reindd et al., 1990 Tyler et
a., 1999 Ito et a., 200Q. Je nach Empfindichkeit der Tiere terminiert der Krankheitsverlauf
in einer Dekompensation cer kardialen Kontraktilita mit den erkennbaren Anzeichen einer
Herzinsuffizienz (Kadhexie, Dys- und Tachypnoe, periphere Zyanose, Piloerektion). Mit
Blick auf diesen kardialen Umbau existiert die Ubereinstimmende Meinurg, dass smtliche
kardiale Lasionen als eine Folge der anhaltenden Steigerung im pulmonalarteriellen Druck

anzusehen sind (Schultze & Roth, 1998. Somit stehen de genannten Auswirkungen einer



1. EINLEITUNG 3

Monacrotalininjektion in gutem Einklang mit den hisherigen Erkenntnissen zur Priméren
Pulmonalen Hypertonie (PPH) am Menschen: abgeschwéachte endaheliale Relaxation, Erho-
hung des pumonalarteriellen Widerstandes mit Anstieg des pulmond arteriellen Druckes -
wie eéne cronische Druckbelastung des rechten Herzens.

1.2. MYOKARDIALE REZEPTORSYSTEME

Die Fahigkeit insuffizienter Herzen, ein adaquates Herzminutenvolumen aufredhtzuerhalten,
ist in erster Linie von deren Kompensationsmogli chkeiten abhangig. Dazu gehdren urter an-
derem eine Aktivierung des Sympathikus (Padker, 1988 Cohn, 1990, des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (Francis, 1989 Francis et a., 1993, des Endatheli nsystems
(Hiroe & a., 199) sowie e@ne vermehrte Ausschittung von antidiuretischem Hormon
(Goldsmith et a., 1986 Brogvist et a., 1989. Im Allgemeinen kommt es zu einer konzer-
tierten Stimulation all er vier Systeme, was durch deren pasitive Ruckkopdung gefordert wird.
Nadfolgend sollen de im Rahmen dieser Arbeit ndher untersuchten Signaltransduktionen

sowie deren Regulationen im Stadium der Herzinsuffizienz kurz angesprochen werden.

Die mit Abstand am besten urtersuchte kardiale Signaltransduktioniist die 3-Adrenozeptor (3-
AR) vermittelte Steigerung der Herzarbeit. Konformationsdnderung des Rezeptormolekiils
infolge ener Ligandenbindung fuhrt zur Aktivierung von Gs-Proteinen, de ihrersets die
Adenylyl Zyklase (AZ) stimulieren mit der Folge einer gesteigerten Akkumulation des s@nd
messengers CAMP (Brodde, 199]. Aufgrund der agoristischen Ligandenbesetzung wird der
Rezeptor Uber Phosphaylierung durch de cAMP abhéngige Proteinkinase A (PKA) sowie
der im Herzen nachgewiesenen G-Protein gekoppelten Rezeptorkinasen 2, 3 und 5(GRK;
Hausdorff et al., 1990 Lohse & d., 1995 funktionell entkoppelt.

An ventrikuldren Gewebeproben explantierter insuffizienter Herzen zeigten Bristow et al.
(1982 als erste, dassdie Antwort auf eine 3-adrenerge Stimulation an der isolierten Herz-
muskulatur um etwa 50 % verringert ist und mit einer reduzierten 3-AR Dichte @nhergeht.
Zum gegenwartigen Zeitpunk gilt eine selektive Abnahme kardialer (3;-AR (Protein- und
mRNA) sowie ene Entkopdung von 3,-AR (oft ohre Verdnderung auf Protein bzw. mRNA
Ebene) als gesichert. Des Weiteren erwies sch sowohl der Gehalt als auch de Aktivitét kar-
dialer Gs-Proteine ds unverdndert (Brodde & Michel, 1999. Insuffiziente Herzen lassen dar-
Uber hinaus einen erhohten GRK2 mRNA Gehalt erkennen bei gleichzeitigem Anstieg in der
Phospharyli erungsaktivitét (Ungerer et al., 1993. Mehrheitli ch korezentrierten sich de vorlie-
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genden Arbeiten jedoch auf die Darstell ung adrenerger Rezeptoren an linksventrikuldren Ge-
webeprdparationen insuffizienter Herzen. Lediglich Bristow et a. (1992) untersuchten Pati-
enten mit PPH sowie Anzeichen einer Rechtsherzinsuffizienz. Dabel erwies sch der redits-
ventrikulare Noradrenalingehalt, die 3;-AR Dichte sowie die AZ Aktivité nad Stimulation
mit B-AR Agonisten als Kammer-spezifisch reduziert in rechten Ventrikeln. Ebenso zeigte
sich an diesen Praparationen eine selektive rechtsventrikuldre Abnahme in der Aktivitéat der
katal ytischen AZ-Untereinheit.

Die beobachteten Regulationen auf Rezeptor-Ebene insuffizienter Herzen stehen vermutlich
in engem Zusammenhang mit einer erthohten Sympathikus Aktivitdt im Stadium der Herzin-
suffizienz (Padker, 1988 Cohn, 1990. Durchgefiihrte Studien mit einer Infusion vonTritium-
markiertem Noradrenalin (NA) beschreiben einen systemischen aber auch lokalen NA Spill -
over aus kardiadlem und renalem Gewebe (Swedberg et a., 1984 Hasking et al., 1986 Fergu-
son et a., 1990 Meredith et a., 1993 Kaye et a., 1991). Der nachgewiesene NA Spill over
am Herzen insuffizienter Patienten geht dabel den renalen und systemischen Anstiegen von
prasynaptisch freigesetztem NA voraus (Rundqust et a., 1997, b). Er resultiert sowohl aus
einer gesteigerten neuronalen Freisetzung a's auch aus einem abgeschwéachten neuronalen NA
Uptake (Rose d a., 1989 Meredith et a., 1993 Beau & Saffitz, 1994 B6hm et a., 1995h
Eisenhdfer et al., 1996. Ungerer et a. (1998 berichteten im Blick auf die Charakterisierung
des kardialen NA Spill over tber eine signifikante Korrelation zwischen der neuronalen NA
Uptake Dichte unddem NA Gewebegehalt an Patienten mit dil atativer Kardiomyopathie. Ne-
ben dem Natrium- und Chlorid-abhéngigen, Desipramin-sensitiven Uptake; (neuronaler Upt-
ake) wurde an ventrikuldrem Gewebe auch der Corticosteron-sensitive, extra-neuronale Upta-
ke, nachgewiesen (Gréfe & Bonisch, 1988 Trendelenburg, 199)). Letzterer ist alerdingsin
Gegenwart physiologischer Noradrenali nkorezentrationen an ventrikul &ren Gewebeproben von

untergeordneter Bedeutung (Iversen, 1965.

Die physiologischen Effekte @ner Stimulation von G;-Proteinen und @ damit verbundenen
inhibitorischen Wirkung auf die AZ sind an kardiadlem Gewebe antagonistischer Natur gegen-
Uber einer Aktivierung von Gs-Proteinen tber zum Beispiel [3-adrenerge Rezeptoren (Taussg
et a., 1993 Eschenhagen, 1993. Mindestens drei Rezeptorsysteme existieren am menschli-
chen Herzen mit einer funktionellen Kopdung an inhibitorische G;-Proteine: muskarinerge
M,-, Adenaosin A;- und Somatostatin-Rezeptoren (Delhaye d a., 1984 Hershberger et a.,
1991), wobei der vagale Einfluss Giber Mo-Acetylchdin-Rezeptoren daminierend wirkt. Ra-

dioligandenbindungsgudien an humanen Ventrikelpréparationen kennzeichneten den muska-
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rinergen M,-Rezeptor as alenigen kardialen Acetylchalin-Rezeptor (Girado et a., 1988
Deighton et a., 1990. Die Mehrheit der durchgeftihrten Untersuchungen beschreibt keine
Veranderungen in der My-Rezeptor-Dichte und deren Funktion an Gewebeproben insuffizi-
enter Patienten (Bohm et al., 19%a; Giesder et a., 1999. Jedoch zeigten sich de M-
Rezeptor-koppelnden Gi-Proteine in Aktivitdt und Betrag erhéht verglichen mit nicht-
insuffizienten Herzen (Feldman et a., 1988 Neumannet al., 198§.

Eine weitere Signaltransduktionskaskade, welche eenso wie der AZ-Signalweg ubiquitéar
vorkommt, ist das Phosphdipase-C-System (Berridge, 1998). Eine Kopdung an Gg1s-
Proteine wurde hierbel fir aj-Adrenozeptoren (03-AR), Angiotensin-1lI- und Endahelin-
Rezeptoren nachgewiesen (Brodce ¢ al., 1995. Dies hat eine Aktivierung der Phosphdipase
C (PLC) zur Folge mit sich anschlief3enden intrazell uléren Anstiegen der second messenger
Incsitol-1,4,5triphosphat (1Ps) und Diacylglycerol. Wahrend 1P; Ca*-lonen aus dem sarko-
plasmatischen Retikulum mohbilisiert, aktiviert Diacylglycerol die Proteinkinase C (PKC).
Eine Stimulation der PLC fuhrt am Myokard zu einer Steigerung der Kontraktionskraft, wobel
das Ausmald der Kraftzunahme deutlich geringer und der Zeitverlauf langsamer als nach 3-
AR Stimulationist. Die hierbei invavierten Medanismen sind im Detail noch unvdlstéandig
aufgeklart (Sugden & Bogoyevitch, 1996 Hein & Kobilka, 1997 Kerrie € a., 20M).

Die Existenz kardialer a;-AR wurde fir mehrere Spezies nachgewiesen (Wagner & Broddk,
1978 Bohm et al., 1988 Bristow et al., 1988 Steinfath et a., 1992; Zhong et a., 1999. Dif-
ferenziert wird zwischen drei Subtypen mit den Bezeichnungen aia-, d1s- und a1p-AR (Mi-
chel et d., 1995. Die Ubertragung von a;-AR Resultaten aus tierexperimentell en Studien auf
menschli che Untersuchungsergebnisse ist al erdings nicht ohne Einschrankungen moglich. So
liegt die a;-AR Dichtein ventrikul&rem Rattengewebe mindestens um das Sfache hoher als an
menschlichen Herzen (Steinfath et a., 199a). Fir letztere wurde dartiber hinaus eine Domi-
nanz von aia-AR MRNA festgestellt (Price @ al., 1994; Weinberg et a., 1994 Faure 4 d.,
1995. Eine efolgreiche Subtypisierung auf Protein Ebene ist jedoch hislang fir menschliche
Herzen nicht beschrieben. Radioligandenbindungsdudien an Rattenherzen als auch Untersu-
chungen zur mRNA von a;-AR ermittelten hingegen fir a,5-AR den prozentual grofden An-
tell (Knowlton et al., 1993 Michel et a., 1994 Price & a., 1994h Noguchi et al., 1995
Wolff et al., 1999.

Fur die PLC koppelnde a;-AR Kaskade wurde im Stadium der Herzinsuffizienz Uber eine
erhdhte positive Inotropie spekuliert (Schmitz et al., 1987. Experimentelle Untersuchungen
widerlegten diese Vermutungen jedoch aufgrund unerénderter (Bohm et al., 1988 Bristow et
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al., 1989 bzw. verringerter funktioneller Ansprechbarkeit gegeniber a;-AR Agonisten
(Landzberg et d., 1991 Steinfath et al., 1992). Die Dichte a;-adrenerger Rezeptoren erwies
sich dabei ebenso as unwveréndert (Bohm et al., 1988 Bristow et a., 1989. Andererseits
zeigte sich aber auch ein signifikanter Anstieg in der a;-AR Dichte (Vago et al., 1989 Stein-
fath et al., 1992h Y oshikawa € al., 199§.

Das Polypeptid Endahelin (Yanagisawa & al., 198§ vermittelt in vitro an ventrikul&ren
Muskelstreifen einen pasitiv inatropen und chronaropen Effekt (Ishikawa é al., 198&, b).
Mittlerwelle sind del verschiedene Isoformen deses Peptids identifiziert (ET-1, ET-2 und
ET-3), deren Aminosdurensequenzen lediglich geringfligig voneinander abweichen (Inoue &
a., 1989. Des Weiteren wurden hisher zwei pharmakologisch urterschiedliche ET-
Rezeptoren kloniert. Fir die ET-Isoformen sind folgende Affinitéten gegentiber Rezeptoren
beschrieben: ETa-Rezeptor ET-1 > ET-2 > ET-3 lzw. ETg-Rezeptor ET-1 = ET-2 = ET-3
(Sakurai et a., 199Q Sakamoto et al., 1993 Lee ¢ al., 1999.

Interessanterweise wird im Fall der ETa/s-Rezeptoren verglichen mit a;-AR gleichermalien
Uber eine ehthe kardiade Dichte fur Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie diskutiert
(Pieske @ al., 1999 Zolk et al., 1999 bzw. die Tendenz dafir aufgezeigt (Ponicke ¢ al.,
1998. Serneri et a. (2000 dokumentierten eine Zunahme in der ETa/s-Dichte fir ischami-
sche, jedoch keine Verdnderung im Fall dilatativer Kardiomyopathien. Asano et a. (2002)
beobadteten eine selektive Zunahme von ETa-Rezeptoren in linken Ventrikeln insuffizienter
Herzen aufgrundischamischer und dl atativer Kardiomyopathien.

Eine Gy11-PLC getragene positive Inotropie im Herzen scheint all erdings von urtergeordneter
Bedeutung zu sein. Diacylglycerol stimuliert die PKC, die zu elner charakteristischen Aktivie-
rung von Protoonkogenen im Herzen fuhrt und damit die mittel- bis langfristigen Stimulie-
rung von Wachstumsdggnalen beanflusg (Sugden & Clerk, 1998 Ruwhof & van der Laarse,
200Q Bogoyevitch, 200Q Michel et a., 200). Im Zusammenspiel mit einer chronisch er-
hohten Druck-Volumen-Arbeit kardialer Myozyten bewirken demnadh Noradrenalin (Stark-
senetal., 1986 Iwaki et d., 1990 und Endahelin (Shubeita @ al., 199Q Ponicke d@ al., 1999
eine hypertrophe Antwort infolge aner verstarkten Rezeptorstimulation. Deren Einfluss ge-
winnt darliber hinaus zusétzlich an Bedeutung, da fir beide Mediatoren erhéhte Plasmakon-
zentrationen im Stadium der Insuffizienz festgestellt wurden (Chidsey et a., 1962 Thomas &
Marks, 1978 Stewart et a., 1992 Lerman et a., 1993. Ebenso zeigten Patienten mit pumo-
nalarterieller Hypertonie @nerseits (Stewart et al., 1991 Cody et al., 1992 Noadtens 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 Plasmaendathelin-
konzentrationen (Morioka d a., 1992 Elton et a., 1992 Miyauchi et a., 1993 Li et d.,
1994 Frasch et a., 1999.

1.3. AUFGABENSTELLUNG

Mit Hilfe des Monacrotalin-Modells llten Erkenntnisse Uber kardiale Rezeptorsysteme an
rechtsherzhypertrophierten Ratten mit bzw. ohre Anzeichen einer Stauungsinsuffizienz ge-
wonren sowie die azielten Ergebnise mit den hislang beschriebenen Verdnderungen am
Menschen verglichen werden. Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich dabei auf folgende
Schwerpunke:

1. Zeigen Monccrotali n-behandelte Ratten Veranderungen innerhab der B-AR Signaltrans-
duktion? Manifestiert sich desbeziiglich ein Unterschied zwischen insuffizienten undRechts-
herzhypertrophie-kompensierenden Ratten?

2. Existieren Unterschiede zwischen Kardiomyozyten und ventrikul&rem Gewebe in Bezug
auf die Regulation der B-AR Kaskade? Die Isolation kortraktiler kardialer Myozyten aus
rechten undlinken Ventrikeln gestattete die Gegeniberstellung dieser kontraktilen Zellpopu-
lation mit homogenen Membransuspensionen.

3. Inwiefern urterscheiden sich der kardiale Noradrenalin Uptake in hypertrophierten rechten
bzw. nicht-hypertropherten linken Ventrikeln MCT-behandelter Ratten?

4. Wie verhdten sich muskarinerge Rezeptoren im Monccrotain-Modell? Erfahren M-
chalinerge Rezeptoren undG;-Proteine @ne mogliche Gegenregulation zur 3-AR Kaskade ds
Ausdruck ihrer antagonistischen Funktion gegentiber der sympathischen Signaltransduktion?
5. Unterliegen Gy11-Protein-gekoppelte Rezeptoren einer spezifischen Veranderung infolge
einer Rechtsherzhypertrophie bzw. —insuffizienz im MCT-Modell? Zeigen sich Abweichun-
gen in der kontraktilen Funktion rach Stimulation deser Rezeptoren?

6. Beschranken sich eventuelle Anderungen in den aufgefiihrten Signaltransduktionen auf den
hypertrophierten rechten Ventrikel oder konren dese eenfalls an linken Ventrikel festge-
stellt werden?

7. Lassen sich mogliche Veranderungen an MCT-behandelten Ratten mit weiteren Modellen
der Redhtsherzhypertrophe vergleichen? Kénren de Resultate dieser Arbeit auf den Men-
schen extrapdiert werden? Verkorpert das Monocrotalin-Modell demnadh eine aldquate
Moglichkeit zur Untersuchung neuer Therapiestrategien fir den Fall einer Rechtsherzhyper-

trophieund-tnsuffizienz?
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2. METHODEN

2.1. MONOCROTALIN-MODELL

Die verwendeten Wistar-Ratten wurden urspriinglich aus Schonewalde bezogen undim Zen-
tralinstitut fur Medizinische Grundagenforschung der Martin-Luther-Universitdt Halle-
Wittenberg weltergeziichtet. Samtliche durchgefiihrte Untersuchungen an desen Wistar-
Ratten entspradhen den Richtlinien des Deutschen Tierschutzgesetzes zur Tierhaltung und
wurden vom Regierungsprasidium Halle/Veterindgramt (Antragsnummer: 43.2425022-290
A3) genehmigt.

Mannliche Wistar-Ratten wurden in K&figen zu drei Tieren in Klimatisierten Raumen bel

22 °C und uner einem 12-stiindgen Tag- und Nachtrhythmus gehalten. Im Alter von sechs
Wochen (140-160g) erhielten de Tiere randamisiert eine intraperitonede Injektion von 60
mg/kg KG Monacrotalin (MCT) bzw. die Kontrollgruppe en aquivaentes Volumen 0,9%iger

Kochsalzlosung. Monacrotalin, in aufgereinigter Form ein weil3es, kristalli nes Pulver mit ei-

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

NaOH neutralisiert und de Lésung mit 0,%%iger Kochsalzlésung auf eine Endkoreentration
MCT von 24mg/ml eingestellt.

Grundage fur die Vergleichbarkeit der Resultate ist ein annéhernd identisches Korpergewicht

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

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

der Rickwaage des verabreichten Standarddiétfutters an MCT-Ratten wurde demnad fir

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

eine Futtermenge von 10 g po Tag nicht unterschritten werden (Hildermann et a., 1996.

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

stand keine Futterrestriktion; alle Tiere ehielten Wasser ad li bitum.

Die Fiitterung der Tiere efolgte mit kommerziell bezogenem Altromin” Haltungsfutter-

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

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

Kaium, 0,7% Phosphar, 0,9% Calcium sowie Vitaminen (150001E Vitamin A, 600I1E Vit-

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

Vier Wochen nach MCT-Injektion zeigten einige Ratten Symptome @nes schwerwiegenden

Krankheitsverlaufes, wie Dys- und Tadypnoe, Piloerektion, Kadhexie und Zyanose. Diese
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Tiere wurden umgehend getétet und dbs Vorliegen einer kongestiven Herzinsuffizienz (RVF)
aufgrund vonAscites, Perikardial- oder Pleuraaglssen dagnostiziert. Eine &uivaente An-
zahl von Kontrolltieren wurde zum selben Zeitpunk getttet. Die Totung der verbliebenen
MCT-behandelten Ratten mit Recdtsherzhypertrophe (RVH) ohrne Anzeichen einer Stau-
ungsinsuffizienz erfolgte spatestens sedhs Wochen nad Injektion zusammen mit den restli-
chen Kontroll -Ratten.

Fur die Durchfihrung von Radioligandenbindungsgudien an hanogenen Rohmembransus-
pensionen wurden de Tiere mit Ether narkotisiert und umittelbar folgend durch zervikale
Dislokation getttet. Nach Laparo- und Thorakotomie erfolgte die Klasgfikation der unter-
suchten Tiere in kompensierte (RVH) bzw. dekompensierte Rechtsherzhypertrophen (RVF)
entsprechend cer oben genannten Befunde. Das Herz wurde umgehend entnommen, in de
entsprechenden Pufferldsungen Gkerfihrt und mit den jeweili gen Untersuchungen fortgefah-

ren.

2.2.  QUANTIFIZIERUNG DER KATECHOLAMINKONZENTRATION

Der Katechdamingehalt wurde sowohl in Plasmaproben als auch in ventrikularem Gewebe
von MCT- sowie Kontrollratten mittels High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
nach Schéfers et al. (1997 ermittelt.

Narkotisierten Ratten (Pentobarbital 50 mg/kg KG; Heparin 20001E) wurde aus dem retroor-
bitalen Augenplexus mit Hilfe aner Steigkapill are ca. 2-3 ml Blut entnommen undin eine
EDTA-haltige, eisgekiihite Monowette Uberfihrt. Als Antioxidans wurde den Proben pro ml
Blut 10 pl einer 10 mM Glutathion-Ldsung zugesetzt. Die Abtrennung des Plasmas von kar-
puskuldren Bestandteilen erfolgte durch Zentrifugation (1700 g, 10 min, 4 °C). Samtliche
Plasmaproben wurden bei —80 T bis zur HPLC-Anal yse gelagert.

Fur die Erfassung der Gewebekatecholaminkoreentration wurde den narkotisierten Tieren
(siehe oben) das Herz entnommen und de Ventrikel bei —80 C verwahrt. Am Tag der Prépa
ration wurden de Herzen in 5ml Lyse-Puffer (10%ige Perchlorséure, 5 mM Glutathion) auf-
getaut, rechts- bzw. linksventrikuléres Gewebe (jeweils 100 mg) mit einer Schere zerkleinert
und umittelbar folgend Uker einen Ultra-Turrax fur 20 Sekunden bei maximaler Leistung
(25000U/min) homogenisiert. Die Uberstande der nachfolgenden Zentrifugation (12000g, 20
min, 4 °C) bildeten de Grundage fur die HPLC-Anayse undwurden his zu deren Durchfiih-
rung bel —80 T aufbewahrt.
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Die Katechdamine (sowie weitere aomatische 1,2-Diol-Verbindungen) wurden auf einer
Vorsaule (Vinyl-Copdymer mit Phenylboronsaure) in Gegenwart von Phosphatpuffer [mM:
200 (NH,),HPO,, 10 EDTA, 1,71 NaNs, mit NH,OH auf pH 8,7 eingestellt] unter Esterbil-
dung retiniert. Uber ein elektronisches Saulenschaltventil wurde das Elutionsmittel [89 Teile
Phosphatpuffer (mM: 1000 NaH,PO,, 5 Oktansulfonsaure, 1,71NaNg, pH 3,0) und 11Tele
Methand] nach 12 min gewedselt. Auf diesem Weg wurden de Phenylboronsaureester der
Katechdamine hydrolysiert und de Katechdamine von der Vorséule duiert. Im nadsten
Arbeitsschritt folgte tber den Transfer des Eluats auf eine weitere analytische Saule (12,5cm
LiChrospha 100, RP 18ec) die Auftrennung der Katecholamine. Deren Detektion erforderte
eine dreistufige Nachsaulenderivatisierung zu den entsprechenden fluoreszierenden Trihy-
droxyinddderivaten Uker folgende Re&ktionsgufen:

1. Okxidation mit K3[Fe(CN)g] zu Adrenochinon kzw. Noradrenochinon,

2. oxidative Zyklisierung zu Adrenochrom bzw. Noradrenochrom und

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

Trihydroxyindd.

Die Bestimmung der Trihydroxyindd-Derivate erfolgte mittels Fluoreszensdetektion kel einer
Anregungswell enlange von 405 m undeiner Emissonswell enlange von 520 m. Die Quanti-
fizierung ermoglichte a@ne ecterne Standardisierung urer Verwendung von ClinRep-Stan-

dardl6sung fur Katedholamine in Plasma (Recipe, Miinchen).

2.3. ZELLAUFSCHLUSS UND MEMBRANAUFREINIGUNG
2.3.1. PRAPARATION HOMOGENER M EMBRANSUSPENSIONEN

Ausgehend vonfrisch ektomierten Herzen gestattete diese Methode die Préparation kardialer
Rohmembranen aus verschiedenen Zelltypen in einer homogenen Suspension. Die nachfol-
gend aufgeli steten Préparationschritte wurden entsprechend der Methode nach Brodde € al.
(199&) durchgefihrt.

Unmittelbar zuvor entnommene Rattenherzen wurden von Bindegewebsresten befreit, die
Ventrikel getrennt in jeweil s 10 ml des entsprechenden Préparationspuffers (siehe 2.4) aufge-
nommen undmit Hilfe @ner Schere zerkleinert. Uber einen Ultra-Turrax erfolgte die Homo-
genisierung einmalig bel maximaler Leistung (25000U/min) fir 10 Sekunden sowie nachfol-
gend zweima mit submaximaler Kapazitdt (18000U/min) fir 20 Sekunden (einmin(tige In-
tervalle). Die ehaltenen Suspensionen wurden zentrifugiert (1000g, 15min, 4 °C) sowie die
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resulti erenden Uberstande von den Pellets durch Filtration Gker vierlagigen Mull abgetrennt.
Die Pdllets wurden in 5 ml 1 mM KHCO;3; resuspendiert, umgehend in flissgen Stickstoff
uberfihrt undbei —80 C fir maximal 8 Wochen zur Analyse der AZ Aktivitét gelagert.

Der filtrierte Uberstand wurde @ner zweifachen Zentrifugation (50000g, 20 min, 4 °C) unter-
zogen. Die Homogenisierung des endgultigen Pellets erfolgte in dem jeweili gen Inkubeti-
onspuffer. Abschlief3end wurden de resulti erenden Suspensionen auf eine Proteinkorzentrati-
on von 0,1 50,2 mg/ml eingestellt. Die Bestimmung des Proteingehalts erfol gte nach Brad-
ford (1976 mit bovinem Immunglobuin G as Standard. Gemessen wurde mit einem UV/VIS
Spektrophdometer bei einer Wellenlénge von 595 m.

2.3.2. SEPARATION RECHTS- UND LINKSVENTRIKULARER KARDIOMYOZYTEN

Kollagenase perfundertes Ventrikel gewebe erlaubte unter Anwendung mehrerer Sedimenta-
tionschritte die Isolierung korraktiler Zellen aus intakten Herzen. Die Isolierung und Auf-
reinigung adulter Kardiomyozyten aus ventrikularem Gewebe von MCT-behandelten und
Kontroll ratten erfolgte nach der Methode von Viko et a. (199%5).

Narkotisierte Ratten (siehe 2.2) wurden kunstlich Uber die freigelegte Trachea beamet und
das Herz nach Abtrennung vonGefél3en und Perikard umgehend in physiologische Koch-
salzlosung (auf Eis) Uberfuhrt. Unter Verwendung einer Langendorff-Apparatur erfolgte die
retrograde Spulung der unmittelbar zuvor entnommenen Herzen (ker die Aorta zunachst fir
ca 3 ds4 Minuten bis zur Einstellung eines normalen Herzrhythmus mit Carbogen (95 % O,
5% CO,) begaster Lésung B (siehe Material) sowie anschlief3end zur weiteren Perfusion mit
Losung C (siehe Materia). Nach 5 und 1Minuten wurden je 25 pl bzw. nach 15Minuten 50
ul CaCl, (100mM) der Perfusionslésung zugesetzt, um die Ca®* Toleranz der Zellen anzuhe-
ben. Das erhdtene Lysat wurde mikroskopisch auf Kardiomyozyten kortrolliert. Mit dem
Auftreten erster Myozyten in der Perfusionslésung erfolgte die Abtrennung der Herzen von
der Langendaff-Apparatur und de fortfihrende Préparation auf eéinem Uhrglas. Dabel wurde
atriles Gewebe entfernt und de verbliebenen Ventrikel mit Hilfe e@nes Skalpells in Frag-
mente zerkleinert. Die aufgeweichten rechten bzw. linken Ventrikel wurden getrennt in zwel
Teflongefal3e mit je 20 ml Perfusionsldsung tberfihrt, welche im Wasserbad bal 37 °C urter
vorsichtiger Begasung mit Carbogen standen. Resuspension cer erhatenen Zell sedimente
erfolgte in 2-mindtigen Absténden sowie nach 10 Minuten Zentrifugation (15 g, 3 min, 25
°C). Die resulti erenden Uberstande wurden rezentrifugiert (15 g, 3 min, 25 °C). Isolierte Zell-

pellets aus beiden Zentrifugationschritten wurden zusammen (rechter und linker Ventrikel
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getrennt) in Losung D (siehe Material) resuspendiert, dabel mit Carbogen begast und wenige
Tropfen 5 N HCI zugesetzt. Im nadhsten Schritt erfolgte wiederum Zentrifugation (21 g, 3
min, 25 T) der erzielten Zell suspensionen sowie anschliefende Filtration Uler angefeuchte-
tes Nylon. Nach Sedimentation cer kardiaden Zellen in eéinem Reagenzrohrchen bei 37 °C
wurden de entstandenen Pellets wiederhdlt in Lésung D aufgenommen, resuspendiert und
nadh erneutem Absetzen in wenigen ml Losung E (siehe Material) aufgenommen. Abschlie-
Rend wurden de Kardiomyozyten mikroskopisch kortrolliert und gezahit.

Zur Durchfiibrung von Radioligandenbindungsdudien wurde Ldsung E (siehe Material) ab-
zentrifugiert (80 g, 10min, 25 °C), die Sedimente in 1 mM KHCO;3 resuspendiert, wiederholt
zentrifugiert (80 g, 10 min, 25 °C) und erneut in 1 mM KHCO; resuspendiert. Dreimaliges
Homogenisieren (Potter S) fir je 15 Sekunden (einminttige Intervalle) bei 1500 U/min resul-
tierte im medhanischen Aufschluss der Kardiomyozyten. Die fortflihrende Aufarbeitung der
Kardiomyozyten entsprach den Préparationen der homogenen Membransuspensionen aus
ventrikularem Gewebe und kegann mit einer zweimaligen Zentrifugation bei 500009 (2.3.1).
Die Umsetzung der Bindungsgudien erfolgte gemai3 2.4.3.

2.4. RADIOLIGANDENBINDUNGSSTUDIEN
24.1. REZEPTORTHEORIE

Die Charakterisierung membranstandiger Rezeptoren mit Hilfe von Radioliganden basiert auf
dem Massnwirkungsgesetz. Es geht davon aus, dass sch zwischen einem geegneten,
hochaffinen, radioaktiv markierten Liganden undeinem Rezeptor spezifische und reversible
Ligand-Rezeptor-Interaktionen aufbauen. Dieser Ligand-Rezeptor-Komplex existiert nach
einer definierten Inkubationszeit in einer Gleichgewichtsage mit den frelen Liganden bzw.
Rezeptoren. Das Ausmal’ deser Ligand-Rezeptor-Interaktion ist bei gleichbleibender Rezep-
tormenge von der Konzentration des freien Radioli ganden abhéangig.
Fur eine spezifische Bindung zwischen den genannten Komporenten missen de engesetzten
Radioli ganden folgende Kriterien fur eine Interaktion mit Rezeptoren erfillen:
1. Sattigungsverhalten bel ansteigender Ligandenkoreentration als Folge der begrenzten
Anzahl von Membranrezeptoren,
Spezifitdt und Reversibilit & der Rezeptor-Ligand-Interaktion, sowie
3. Ubereinstimmung von Bindungskinetik und dem zeitlichen Ablauf einer biologischen

Antwort des unmarkierten Liganden.
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Fir die Durchfihrung eines Radioassays ist es erforderlich, das Gleichgewicht des entstande-
nen Komplexes zu urterbrechen. Die Inkubetionsreaktion wird daher nach einer definierten
Re&ktionszeit durch Abtrennung des freien ungebundenen Radioliganden urter Anwendung
von Filtrations- oder Zentrifugationsverfahren terminiert. Abschlief3end kann de Bindung des
verwendeten Liganden an de Membranprgparationen duch Detektion der Radioaktivitét
quantifiziert werden.
Das Ausmald geburdener Radioliganden umfasd neben der spezifischen Ligand-Rezeptor-
Wedselwirkung auch ein urnspezifisches Bindungsverhalten. Ursachen deser unspezifischen
Bindung sind urter anderem Interaktionen von Liganden mit weiteren Membranproteinen,
Membranlipiden (lipophle Liganden) sowie Interaktionen mit verwendeten Materiadien (z.B.
Glasfilter). Demzufolge korreliert die unspezifische Bindung in der Regel mit der Liganden-
konzentration. Die Gesamtbindung umfasg somit, methodisch bedingt, grundsétzlich immer
beide Bindungskomporenten. Um den Anteil der spezifischen Bindung zu quentifizieren,
detektiert man in Parall elansétzen die Gesamtbindung und de unspezifische Bindung getrennt
voneinander. Als unspezifischer Parameter wird der Betrag der Radioligandenbindury erfasg,
der bei Absdttigung der spezifischen Bindungsdellen durch einen zweiten nicht radioaktiv
markierten Liganden (ca 100x Kp) noch detektierbar ist. Somit errechnet sich der Anteil der
spezifischen Rezeptorbindurg aus der Differenz von Gesamtbindurg und urspezifischer Bin-
durg.

Zur quantitativen und qulit ativen Charakterisierung von Ligand-Rezeptor-Interaktionen urter

Verwendung von Bindungdudien kommen hauptsachlich zwel experimentelle Verfahren

zum Einsatz:

1. In Séttigungsanalysen erfolgt die Inkubation kel konstanter Rezeptormenge mit stei-
genden Radioligandenkoreentrationen. Aus dem Séttigungsverlauf der spezifischen
Bindung lassen sich die Rezeptordichte Bna, und de Dissziationskonstante Kp (bzw.
die Assoziationskonstante Ka) der Ligand-Rezeptor-Bindung bestimmen. Alternativ
zu desem Verfahren urter Aquili briumsbedingungen kann Kp (bzw. K,) direkt aus
kinetischen Untersuchungen Gker die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten
von Hin- und Ruckreaktion ermittelt werden.

2. Kompetitions- oder Verdrangungsverfahren gestatten de Bestimmung der Affinitat
eines weiteren nicht radioaktiv markierten Liganden zum Rezeptor in Abhangigkeit
vom verwendeten Radioliganden. Bei bekanntem Kp-Wert des Radioliganden ist aus
den erhaltenen Kompetitionsdaten de Affinitat des nicht markierten Liganden zum
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Rezeptor quantitativ Gber die Berechnung der K,-Werte (Cheng & Prusoff, 1973 zu-
ganglich.

Des Weiteren lassen sich Uber Verdrangungsverfahren in Abhéngigkeit vom verwen-
deten Kompetitor (Agonist respektive Antagonist) Rezeptorsubtypen exakt differen-
zieren bzw. Aussagen Ubker eventuelle Unterschiede in der Koppung von Rezeptoren
an intrazelluldre G-Proteine (, high and low affinity states‘) gewinnen. Kompetitions-
experimente wurden urter diesem Anspruch in Gegenwart konstanter Radioli ganden-
und Rezeptorkonzentration duchgefiihrt. Der Radioligand wurde hierbei durch stei-
gende Konzentrationen des nicht radioaktiv markierten Liganden aus siner Bindung
zum Rezeptor verdrangt. Fir eine gleichférmige Verdrangung von moglichen Rezep-
torsubtypen sollte der Radioligand anndhernd identische Affinitdten gegentiber diesen
Bindungsdell en aufweisen.

Die Durchfuihrung von Radioligandenbindungsdudien, als Modelle enfacher und kamplexer

Bindungsph&nomene, erfordert das Einhalten bestimmter Versuchsbedingungen. Als wesent-

liche Gesichtspunke seien genannt:

1.

Die Gesamtbindung sollte klein gegentiber der verwendeten Ligandenkoreentration
(<5 %) sein.

Keine endogenen Liganden in den zu urtersuchenden Rezeptorpréparationen.

Aquili briumseinstell ung zwischen Ligand kew. Rezeptor und keine Kooperation zwi-
schen den Rezeptoren.

Minimale Verluste infolge des Zerfall s von Ligand-Rezeptor-K omplexen bel der Sepa-
ration gebundener von richt gebundenen Liganden (<10 %).

24.2. VAKUUMFILTRATION

Die Einstellung des Ligand-Rezeptor-Gle chgewichts wurde durch Verdinren der Proben mit

10 ml Inkubationspuffer gestoppt. Unmittelbar anschlief3end erfolgte die Abtrennung freier,
nicht an Membranen gebuncdener Radioliganden mit Hilfe der Vakuumfiltration tlker What-
man GF/C Filter. Probengefél3e und Filter wurden mit 10 ml Inkubetionspuffer nachgespiilt.
Die Detektion der zurtickgehatenen Radioaktivitét auf den Filtern erfolgte wie unter 2.4.5.
bzw. 2.4.8. leschrieben.
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2.4.3. B-ADRENERGE REZEPTOREN (B-AR)

SATTIGUNGSANALY SEN

Die Bestimmung der 3-AR erfolgte entsprechend der Methode nadch Brodce et a. (1995. Als
radioaktiv markierter Rezeptor Antagonist kam (=)-[*?°J]-Jodcyanopinddol (JCYP, spezifi-
sche Aktivitdt: 2200Ci/mmol; Brodde d a., 1981 Engdl et al., 1981 Hoyer et a., 1982 zum
Einsatz. Aufgrund der geringen Halbwertszeit des Isotops **°J wurden de Radioassays mit
JCYP bis maximal 1 Monat nach Syntheseabschluss (Angabe des Herstellers) durchgefiihrt.
Die Inkubetionsansdtze umfasden ein Gesamtvolumen von 250ul mit nachfolgender Zu-

sammensetzung:

= 50 pl Inkubationspuffer (mM: 10 TRIS-HCI, 154 NaCl, 0,55 Ascorbinsaure, pH
7,4 e 25 °C) + Agonist oder Antagonist

= 50 ul Inkubetionspuffer mit JCYP (5 bis 200 gM)

= 150ul Membranpréparation (eingestellt auf 20 ug Membranprotein)

Die Praparation ventrikuléren Gewebes erfolgte in eiskater KHCO3-Losung (1 mM). Fur die
Durchfiihrung von Séttigungsassays zur Quantifizierung der 3-AR Dichte wurden de Mem-
branprgparationen mit sechs verschiedenen JCY P Konzentrationen zwischen 5 gM und 200
pM im Schittelwasserbad fir 90 min bel 37 °C inkuhert, anschlief3end filtriert (2.4.2) und
membrangebundenes JCY P detektiert (2.4.5). Die Definition der tatsadlichen JCYP Kon-
zentration in den jeweili gen Verdiinrungsgufen erfolgte tber die Detektion der entsprechend
eingesetzten Radioaktivitdtsmengen parallel zu den Inkubationsansétzen. Das Ausmal3 urspe-
zifischer (-)-[***J]-CYP Bindurg wurde in Gegenwart des nicht-selektiven B-AR Antagonis-
ten CGP 12177(1 uM) quantifiziert. Mittelwerte aus Doppel bestimmungen wurden der Aus-
wertung zugrunde gelegt.

Die Herstellung der Verdinnungsreithen bzw. die Durchfiihrung der Radioassays zur Quanti-
fizierung smtlicher Rezeptortypen erfolgte in Polypropylen-Re&ktionsgeféiien. Die Prépara

tionen zur Vorbereitung der Assays wurden permanent auf Eis durchgefihrt.

VERDRANGUNGSEXPERIMENTE

Kompetitionsanalysen zur Subtypisierung von 3-AR wurden in Gegenwart von CGP 207122
durchgefthrt. Die Affinitét dieses B-AR Antagonisten ist gegentiber 3;- AR ca 100Gadch go-
Ber verglichen mit B>-AR (Dodey et a., 1986. In einem Konzentrationsbereich zwischen 1
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nM und 100uM verdréngte der nicht markierte Antagonist den Radioliganden JCYP (100
pM, entsprechend 10x Kp) quantitativ aus siner spezifischen Rezeptorbindung. Die Detekti-
on des Anteil s der unspezifischen Bindung erfolgte, wie fur Séttigungsanalysen, in Gegenwart
von CGP 12177(100uM). Sdmtliche Proben wurden doppelt bestimmt und ceren Mittelwerte
bil deten de Grundage fir die Auswertung der Radioli gandenassays.

Rezeptoragonisten gestatten de Bestimmung unterschiedlicher Affinitétszustande von adre-
nergen, G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Auf dieser Basis wurde mit Hilfe des
nicht-selektiven 3-AR Agonisten Isoprenalin (1 nM bis 10 uM) die prozentuale Verteilung
sogenannter , high and low affinity states* erfasd. Guanasintriphosphat konvertiert GPCR in
den , low affinity state” undwurde aus diesem Grundin paral e en Kompetiti onsexperimenten
als Kontrolle (100 uM Guanaosin-5"-Triphosphat) zugesetzt. Die Konzentration des Radioli-
ganden JCYP betrug 100 pgM. Samtliche Inkubationsansétze der durchgefthrten Verdran-
gungsexperimente zur Bestimmung von (3-AR ergaben ein Gesamtvolumen von 250ul mit

nadhfolgender Zusammensetzung:

= 50 pl Inkubationspuffer (mM: 10 TRIS-HCI, 154 NaCl, 0,55 Ascorbinsaure, pH
7,4 e 25 °C) £+ CGP 12177 o@r CGP 20712

= 50 pl Inkubetionspuffer + 50 ul Guanosin-5"-Triphosphat (100 uM)

= 50l Inkubetionspuffer mit JCY P ((ILOO M)

= 100l Membranpréparation (eingestellt auf 20 ug Membranprotein).

Die Gewebepréparation sowie die Inkubationsparameter entspradchen in ihrer Ausfihrung den
dargestellten Séttigungsexperimenten. Kalkulierte Mittelwerte aus Doppel bestimmungen
wurden der Auswertung zugrunde gelegt.

2.4.4. ENDOTHELIN-(ET) REZEPTOREN

Die Ermittlung der kardialen ET-Rezeptordichte wurde aus<chliefdich mit Hilfe von Kompe-
titionsbindurgsgudien (2.4.3) in Anlehnung an Ponicke d a. (1998 durchgefuhrt. Als Ra
dioligand wurde [**°J]-Endahelin-1 ([**J]-ET-1, spezifische Aktivitat: 2000 Ci/mmol) in
einer Konzentration vonca. 3 pM eingesetzt. Fur die Detektion der ET-Rezeptordichte &-
folgte die Verdrangung des Radioliganden in Membranpraparationen in Gegenwart von 15
verschiedenen Konzentrationen (0,1 pgM bis 1 uM) des nicht radioaktiv markierten Endathe-
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lin-1. Der prozentuae Antell der ETa-/ETg-Rezeptorsubtypen wurde mit Hilfe des ETa-
selektiven Antagonisten BQ-123 (1 pM; lhara d al., 1992 Ishikawa d al., 19929 ermittelt.
Die Detektion der unspezifischen Bindung des Radioliganden [**J]-ET-1 erfolgte mit Hilfe
des nicht-selektiven ET-Rezeptor Antagonisten Bosentan (1 pM; Clozdl et a., 1994. Das

Gesamtvolumen von 1ml setzte sich wie folgt zusammen:

= 500pl Inkubationspuffer (mM: 135NaCl, 5,4KCl, 0,3NaHPO,, 0,4MgS0,, 0,5
MgCl,, 1,2 CaCl,, 4 NaHCOs;, 39,8 HEPES; Sojabohren-Trypsininhibitor 1 mg/
ml, 0,2% BSA, pH 7,4 kel 25 °C) + Endahelin-1, BQ-123 aler Bosentan

» Inkubationspuffer mit 100l [*2J]-ET-1 ((B pM)

= 400ul Membranpréparation (eingestellt auf 20 ug Membranprotein).

Redits- und linksventrikuldres Gewebe wurde in eiskaltem Pr8parationspuffer (mM: 50
TRIS-HCI, 1EDTA; 10 pg/ml Aprotinin, 26 BSA, pH 7,4) fur den Assay aufgearbeitet. Die
Inkubationsregtion (Schittelwasserbad bel 37 °C) wurde nach 60 Minuten durch Vakuum-
filtration (2.4.2) gestoppt. Das Ausmald urspezifischer [**°J]-ET-1 Bindurg an Whatman
GF/C Filter konrte durch mindestens 20 minttige Séttigung der Filter mit 4%igem BSA-
Inkubationspuffer reduziert werden. Die zurlickgehatene Radioaktivitét wurde, wie unter
2.4.5.aufgefuihrt, detektiert. Die Durchfiihrung der Inkubetionsreaktion erfolgte in Doppelbe-
stimmungen. Deren Mittelwerte bildeten de Grundage der Auswertung.

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

Unmittelbar nach Abschluss der Vakuumfiltration wurden de [**°J]-markierten Rezeptoren

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

2.4.6. a;- ADRENERGE REZEPTOREN (0;-AR)

Die Charakterisierung der kardialen a;-AR Dichte erfolgte mit Hilfe von Bindungsassays in
method scher Anlehnung an Bindungsgudien nach Michel et al. (1992, 1993). Fir die Unter-
suchungen wurde Tritium-markiertes Prazosin (Guicheney & Meyer, 1981 spezifische Akti-
vitét: 74,4 Ci/mmol) in sechs verschiedenen Konzentrationen (0,03 rM bis 1,5 rM) einge-
setzt. Unspezifische Bindurg des Radioli ganden [*H]-Prazosin wurde definiert als der Antell
von gebundener Radioaktivitét an Membranpréparationen, welche nicht durch den urselekti-
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ven 0;-AR Antagonisten Phentolamin (100 uM) verdréngt werden konrte. Die Inkubations-
ansitze mit [*H]-Prazosin umfasgen ein Gesamtvolumen von 1 ml mit nachfolgend aufge-

fUhrter Zusammensetzung:

= 500! Inkubationspuffer (mM: 50 TRIS-HCI, 0,5EDTA, pH 7,5 kei 25 C)
= 200pul Inkubetionspuffer + Phentolamin (100 uM)

= 200p! Inkubetionspuffer mit [*H]-Prazosin (0,03 M bis 1,5 riV1)

= 100pl Membranpréparation (eingestellt auf 100 ug Membranprotein)

Die Aufarbeitung des Gewebes fir den Radioassay erfolgte in eiskaltem Préparationspuffer
(mM: 10 TRIS-HCI, 5EDTA, pH 7,5bel 25 °C). Samtliche Ansétze zur Ermittlung der [°H]-
Prazosin Bindurgsdellen an kardialen Membranpréparationen wurden fir 60 min bal 25 °C
im Schittelwasserbad inkubiert und rachfolgend aufgearbeitet (2.4.2. und 2.48.). Séttigungs-
bindurgsgudien an Membransuspensionen wurden mit Hilfe von Dreifachbestimmungen
durchgefuihrt. Die Mittelwerte jeder Konzentrationsgufe bil deten de Grundage fur die Aus-

wertung.
2.4.7. MUSKARINERGE REZEPTOREN

Die muskarinerge Rezeptordichte wurde (iber Sattigungsbindungsassays mit [*H]-N-Methyl-
scopdaminchlorid ([*H]-NMS, spezfische Radioaktivitat: 70 Ci/mmol) in sechs verschiede-
nen Konzentrationsgufen (0,5 M bis 10 nM) nach Brodde & al. (1998&) quantifiziert. Das
unspezifische Bindungsverhalten ergab sich aus den jeweiligen Ansédtzen in Gegenwart von
Atropin (1 uM). Die Inkubetion erfolgte fir 60 Minuten bei 25 °C in einem Schittelwasser-
bad. Das Inkubationsvolumen betrug 250 ul mit folgender Zusammenstell ung:

= 50 ul Inkubetionspuffer (mM: 10 Na;HPO,4, 10 NaH,PO,, pH 7,4 kel 25 °C) £
Atropin (1 uM)

» 50l Inkubetionspuffer mit [°*H]-NMS (0,5 rM bis 10 rVl)

= 150l Membranpréparation (eingestellt auf 100 ug Membranprotein)

Redits- bzw. linksventrikuldres Gewebe wurde in eiskaltem Pragparationspuffer (1 mM
KHCO;) aufgearbeitet, die Inkubationsregtion duch Vakuumfiltration (2.4.2) terminiert und
die Radioaktivitéat detektiert (2.4.8). Der Antell der unspezifischen Bindurg (Filter) konrte
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durch Séttigung der verwendeten Filter fir 20 Minuten var Filtrationsbeginn mit Inkubati-
onspuffer (inklusive 0,5M NMS, nicht radioaktiv) reduziert werden.

2.4.8. QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON [°*H]-MARKIERTEN REZEPTOREN

Whatman-GF/C Filter wurden mit der zurtickgehaltenen Radioaktivitét in Scintill ationsgefalie
Uberflibrt undtrockneten fir 12 h e Raumtemperatur. Die getrockneten Filter wurden mit 4
ml Scintill ator Lumasafe™ Plus versetzt und rachfolgend fir 10 min kréftig geschiittelt. Die
abschlieffende Detektion der Radioaktivitét erfolgte in einem Beta-Scintill ationscourter. Die
ermittelte Zahlausbeute betrug 60 %.

2.5. AUSWERTUNG DER RADIOLIGANDENBINDUNGSSTUDIEN
2.5.1. SATTIGUNGSEXPERIMENTE

Fur die Bestimmung der adrenergen undmuskarinergen Rezeptordichte kamen ausschliefdlich
Sattigungsexperimente zur Anwendung. Grundage dieses Verfahrens ist, wie bereits unter
2.4.1.angesprochen, de enfache bimolekulare Reaktion zwischen einem Liganden undsei-

nem Rezeptor:

[ Ligand] + [ Rezeptor ] < [ Ligand x Rezeptor | Q)

Die quantitative Kopdung cer Liganden an Rezeptoren steht nadh (1) somit in Korrelation zu
der freien Liganden- bzw. Rezeptorkonzentration, undist des Weiteren abhdngig von den
Geschwindigkeitskonstanten fur die Bildung und dn Zerfal des Ligand-Rezeptor-
Komplexes. Befindet sich eine Re&ktion im Gleichgewicht (Hin- = Rickreaktion) kann wie
folgt umgeformt werden:

K [ Ligand ] [ Rezeptor ]

Kp = = - (2)
K1 [ Ligand x Rezeptor |

kKii = Assoziationsgeschwindi gkeitskonstante

k_]_ =

Dissoziatiogeschwindi gkeitskonstante

Dissoziationskonstante
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Im Fall einer 50%igen Besetzung der Rezeptoren durch den Liganden ([Rezeptor] = [Ligand x
Rezeptor]) folgt aus (2) Kp = [Ligand]. Unter der Disziationskonstanten Kp versteht man
demnadh einen versuchsgezifischen Kinetikparameter, der die frele Ligandenkoreentration
im Fall einer 50%igen Rezeptorbesetzung durch desen Liganden widerspiegelt. Sie verhélt
sich ungekehrt propational zur Affinitdt des Liganden gegenliber einem bestimmten Rezep-
tor.

Die Gesamtzahl aler Rezeptoren (Brax = [Rezeptor]tor) errechnet sich aus der Summe von
freien undbesetzten Rezeptoren. Unter Beriicksichtigung von Gleichung (2) erhdlt man Kp
aus (3):

([ Rezeptor Jtor — [ Ligand x Rezeptor ]) x [ Ligand ]

Kp = ) (3)
[ Ligand x Rezeptor ]

Nadfolgend aufgezeigte Umstellung resultiert in der Kalkulation der spezifischen Bindung
([Ligand x Rezeptor]) fur die durchgefuhrten Séttigungsexperimente:

[ Rezeptor Jtor x [ Ligand]
Ko + [ Ligand]

[ Ligand x Rezeptor ] (4)

Die graphische Darstellung des Anteil s rezeptorgebundener Liganden [ Ligand x Rezeptor ]
gegen de steigende, freie Ligandenkoreentration [ Ligand | definiert eine Hyperbel entspre-
chend der mathematischen Formel y = (a x x) / (b + x). Verlauft demnad [Ligand] — o, so
ndhert sich de spezifische Bindung [Ligand x Rezeptor] — [Rezeptor]tor asymptotisch, d.h.
die maximale Rezeptorbesetzung ist experimentell nicht zugénglich. Computer gestiitzte
nicht-lineae Regressonsmethoden ermdglichen die Berecthnung der Dis<ziationskonstanten

Kp sowie der Lage dieser horizontalen Asymptote ds Index fir [Rezeptor]tor bzw. Brax.

Angaben der Hersteller zur Charakterisierung der Radioliganden wurden der Auswertung
ohre weitere Korrektur zugrunce gelegt und bl deten ihrerseits die Grundage fur die Um-
rechnung der detektierten Radioaktivitét (courts per minute, cpm) in Konzentrationsangaben
von Liganden, Rezeptorproteindichten bzw. Re&ktionskonstanten. Die Angabe der ermittelten
Rezeptordichte By und Dissoziationskonstante Kp erfolgte in fmol/mg Protein bzw. pM un-
ter Berticksichtigung der spezifischen Radioaktivitdt des verwendeten Radioliganden, der

Zahlausbeute des jewelli gen Courters fur das entsprechende Isotop und @s Inkubationsvolu-



2. METHODEN 21

mens. Die Interpretation der ausgewiesenen Messverte wurde mit Hilfe des PC-Programms
GraphPad ™ Prism" 3.00(GraphPad Software, San Diego, Kalifornien; USA) durchgefiihrt.

25.2. KOMPETITIONSEXPERIMENTE

Die spezifische Bindung reduziert sich infolge ener steigenden Konzentration des Kompeti-
tors, wobei |etzterer den Radioliganden aus siner Rezeptorkopdung verdrangt (siehe 2.4.1).
Die ECsp verdeutlicht demnad jene Konzentration der nicht-markierten kompetitiven Sub-
stanz, welche @ner 50%igen Abnahme der spezifischen Ligandenbindung entspricht.

Das Ausmal? der Reduktion deser Radioligandenbindung ergibt sich bel definierter ECsg aus
dem molaren Verhdltnis mit welchem der Austausch von Ligand und Kompetitor an der(n)
Bindungsdelle(n) erfolgt. Dieses molare Verhdltnis, verantwortlich fur die Steigung der Kur-
ve, wird auch Hill -Koeffizient (ny) genannt. Ein Kompetitor mit gleicher Affinitét fir eine
oder mehrere voneinander unabhéngige Bindungsdellen bewirkt eine monoplasische und
stelle Verlaufskurve. Voraussetzung hierfir ist eine gleichformige, in einem molaren Verhélt-
nis von eins zu eins erfolgende Verdrangung des Radioliganden aus seiner Rezeptorbindung.
Fur diesen Fall betragt der Hill -Koeffizient in der Regel eins. Substanzen mit unterschiedli-
chen Affinitdten gegentiber Bindungsdellen werden hingegen nicht gleichférmig aus ihrer
Rezeptorkopdung verdréangt. Die mit Hilfe der Kurvenanpasauung ermittelten Hill -
Koeffizienten sind demzufolge von eins abweichend. Auf dieser Grundage gestatten Ver-
drangungsexperimente die Charakterisierung unterschiedlicher Ligand-Rezeptorbindurgs-
stellen sowie deren funktionell e Differenzierung (2.4.1).

Die emittelten ECso-Werte entsprechen jedoch nicht direkt den Dissoziationskonstanten von
Kompetitoren und Rezeptoren. Eine Moglichkeit zur Elimination versuchsspezifischer Ein-
flusee aif die kalkulierten ECso-Werte besteht in der Berechnung der K-Werte nach der Me-
thode von Cheng & Prusoff (1973:

ECso
K| = : )
[ Ligand ]
—]
Kb
K, = Dissziationskonstante von Kompetitor und Rezeptor
ECso = Konzentration des Kompetitors mit 50 %iger Reduktion der spezi-
fischen Bindung des Radioli ganden
[Ligand] = Konzentration an freien Radioliganden im Inkubetionsansatz
Kb = Diswziationskonstante von Radioligand undRezeptor
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Als Kriterien fur die Anwendung der Kalkulation von K;-Werten nach Cheng und Prusoff

(1973 musgen folgende V ersuchsparameter eingehalten werden:

1. Die freie Ligandenkoreentration ist konstant. Der Anteil des Rezeptor-gekoppelten Ra-
dioliganden sollte dazu 5% nicht tbersteigen.

2. Die Bpax ist wesentlich Keiner als die Kp des markierten oder unmarkierten Liganden
(Brmax « Kp).

Verdréngungsanaysen zur Detektion variabler Rezeptoraffinitétszusténde (Ry und R.) wur-
den entsprechend den Kompetitionsexperimenten zur Rezeptor-Subtyp Charakterisierung
ausgewertet. Die ermittelten K-Werte (siehe oben) kennzeichneten dabei eine 50%ige Absét-
tigung der jeweili gen Affinitdtszusténde Ry bzw. R, mit dem eingesetzten Kompetitor 1so-
prenain.

Die Auswertung der durchgefihrten Verdrangungsexperimente afolgte mit Hilfe iterativer,
nicht-lineaer Kurvenanpasaung. Entscheidungen zwischen mono- und bphasischem Verlauf
zur bestmogli chsten Kurveninterpretation wurden urter Anwendung des F-Tests (2.12) ge-
troffen. Samtliche Kompetitions-Bindungsdaten wurden mit Hilfe des PC-Programms
GraphPad™ Prism™ 3.00(GraphPad Software, San Diego, Kalifornien; USA) ausgewertet.

2.5.3. KOMPETITIONSEXPERIMENTE MIT [**°J]-ENDOTHELIN

Entgegen der Rezeptordichtebestimmung von adrenergen undmuskarinergen Rezeptoren Glber
Sattigungsexperimente afolgte die Quantifizierung der Endaheli n-Rezeptoren urter Anwen-
dung von Kompetitionsassays owie anschlief3end deren Interpretation rech der Methode von
DeBlas et d. (1989. Grundage der genannten Methodk ist der Einsatz einer Substanz so-
wohl als Radioligand kew. as nicht-markierter Kompetitor. Nach Cheng & Prusoff (1973,
siehe 2.5.2) gilt:

ECso = K (1+[Ligand]/Ko) (6)

Im Fall einer Verdrangung vonET-1 gegen [**°J]-ET-1 sind dese Affinitaten identisch (Kp =
K)). Somit ergibt sich:

Kb = ECs — [ ngand] (7)
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die Dissziationskonstante des Radioliganden aus der Differenz zwischen der ermittelten
ECso und cbr Radioli gandenkorzentration.

Uber die Beredhnung der spezifischen Ligand-Rezeptor-Koppung (Gleichung 4 aus 2.5.1) ist
die Rezeptordichte mit Hilfe der Gleichung 8 zugangli ch:

[ Rezeptor Jtor = [ Ligand x Rezeptor | x (Kp + [Ligand]) / [Ligand] (8)

Unter Berlicksichtigung von 6 erhdit man de Rezeptordichte demnach aus folgender Glei-
churg (9):

[ Rezeptor Jtor = [ Ligand x Rezeptor | x (ECso) / [ Ligand ] 9

Das Ausmal3 der spezifischen Bindurg [Ligand x Rezeptor] ergibt sich aus der Differenz von
Gesamtbindurg minus unspezifischer Bindung.

In Erweiterung zu den urter 2.4.1.genannten Gesichtspunken zur Durchfiihrung von Radio-
ligandenbindungsdudien musden fir die Anwendung von Gleichung 9 folgende Vorausst-
zungen gewahrleistet werden:

1. ldentische Affinitdt von markiertem und ncht markiertem Ligand gegentber

2. Einer Rezeptorpopuation (z.B. ETA/ETg) im zu urtersuchenden Inkubetionsansatz

Die Kompetitions-Bindungsdaten wurden mit Hilfe nicht-linearer Regresson des PC-
Programms GraphPad™ Prism” 3.00 (GraphPad Software, San Diego, Kalifornien; USA)

ausgewertet.

2.6. UNTERSUCHUNGEN ZUM KARDIALEN NORADRENALIN UPTAKE AN VENTRIKULA-
REN MEMBRANEN

Extrazell uléres Noradrenalin (NA) wird physiologisch auf zwei verschiedenen Wegen inakti-
viert. Dominierend wirkt die synaptische Ruckaufnahme mit Hilfe des NA Transporters
(NAT) in der Axoplasmamembran (Uptake;). Dementgegen spielt die extraneuronae Inakti-
vierung (Uptake;) von NA durch Abbau des Transmitters mit Hilfe der Catechd-O-
Methyltransferase (COMT) in physiologischen Konzentrationen eine untergeordenete Rolle

(Iversen, 1965. Gegenstand der durchgefiihrten Untersuchungen war einerseits die Erfasaing
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der NAT Dichte, aber auch der NAT Aktivitét (Uptakey). In der Auswertung wurde nicht zwi-
schen RVH und RVF unterschieden.

2.6.1. BESTIMMUNG DER NAT DICHTE AN VENTRIKULAREN M EMBRANEN

Die Praparation der Membranaufschlisse aus rechten und linken Ventrikeln fur die Bin-
dungsassays erfolgte nach der Methode von Shearmen & Meyer (1998). Tiefgefrorenes Ge-
webe (100 mg) beider Ventrikel wurde in 5 ml Inkubetionspuffer (mM: 10 NagHPO,, 120
NaCl, 5KCl, pH 7,4) inklusive 250mM Sacdarose auf Eis gehend aufgetaut. Anschlief3ende
Homogenisierung der rechten undlinken Ventrikel erfolgte wie unter 2.3.1. keschrieben in
Inkubationspuffer (+ 250 mM Saccharose). Nadh Zentrifugation der Suspensionen (1200 g,
10 min, 0 °C) wurden de Uberstande tiber vierlagigen Mull filtriert und zweifach zentrifu-
giert (20000g, 20min, 4 °C). Die aifgereinigten Membranpell ets wurden in eiskaltem Inku-
bationspuffer (ohre Saccharose) resuspendiert und de Suspension auf eine Proteinkorzentra-
tion von 25Qug ml™ eingestellt.

SATTIGUNGSEXPERIMENTE

Sattigungshbindungsdudien erfolgten in sedhs verschiedenen Konzentrationen (0,3 bs 10 nv)
des gezifischen Uptake; Inhibitors [*H]-Nisoxetin (spezifische Aktivitat: 80 Ci/mmol) in
einem Gesamtvolumen von 500ul mit nachfolgender Zusammensetzung:

= 50 ul Inkubetionspuffer + Desipramin (1 uM, spezifischer Uptake; Inhibitor)
» 50 pl Inkubetionspuffer mit [*H]-Nisoxetin (0,3 bs 10 rivl)
= 400pl Membranpréparation (eingestellt auf 100 ug Membranprotein)

Die unspezifische Bindung wurde in Gegenwart von 1 uM Desipramin quentifiziert. Die Re-
aktionsansdtze inkuberten drei Stunden bei 4 °C, wurden duch Vakuumfiltration Gler
Whatman GF/C Filter (2.4.1) gestoppt und fortfihrend aufgeabeitet (2.4.7). Die Durchfih-
rung der Séttigungsbindungsdudien erfolgte in Doppelbestimmungen und aren Mittelwerte
wurden der Auswertung zugrunde gelegt.

VERDRANGUNGSEXPERIMENTE
Die Subtypisierung von NAT Bindungsdellen erfolgte mit Hilfe der selektiven Uptake; 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 @M bis 400 uM). Die Durch-
fuhrung der Assays entsprach den Séttigungsbindurgsgudien.

2.6.2. MESSUNG DER NAT AKTIVITAT AN VENTRIKULAREN M EMBRANEN

Die ventrikulare NAT Aktivitét wurde Uber die Aufnahme von Tritium-markiertem D,L-Nor-
adrenalinhydrochlorid (spezifische Aktivitéat: 13,5 Ci/mmol) in préparierte Gewebeslices er-
mittelt. Die Untersuchungen zur Uptake; Aktivitéat standen dabei in method scher Anlehnung
an Liang et a. (198). Redhts- und linksventrikuléares Gewebe wurde in modifizierter und
begaster (95 % O,, 5 % CO,) Krebs-Hensdleit-(KH) Losung (mM: 118 NaCl, 4,7 KCl, 2,5
CaCl,, 0,54MgCl,, 25NaHCO;3, 1 NaH,PO,4, 11 Glucose, 0,094EDTA, 1,14 Ascorbinséure,
0,067Niaamid) mit einem Mclllwain Tissue-Chopper in Gewebestiicke der Grole 250 x 250

Hm geschnitten.

SATTIGUNGSEXPERIMENTE

Fir die Quantifizierung der NAT Aktivitat wurden je 10 mg redhts- bzw. linksventrikuldre
Gewebestiicke in Gegenwart von 1uM Nisoxetin (Uptake; Inhibitor) bzw. 40 uM Corticoste-
ron (Uptake, Inhibitor) fir 15 Minuten bei 37 °C in KH-Puffer &quili briert und de NAT Ak-
tivitd durch Zugabe von [*H]-NA (25 rMl) nach einer zusétzlichen Inkubetionszeit fir 15

Minuten in eéinem Gesamtvolumen von 500ul mit folgenden Komponenten bestimmt:

= 50ul KH-Puffer + Nisoxetin (1 uM) bzw. Corticosteron (40 uM)
= 50l KH-Puffer mit [°H]-NA (25 rivl)
= 400ml KH-Puffer mit 10 mg ventrikuldrem Gewebe

Die Erfasaung der unspezifischen [*H]-NA Akkumulation in ventrikul&ren Gewebeslices er-
folgte in parallelen Reaktionsansédtzen bei 4 °C. Die Inkubationen wurden durch Vakuumfil-
tration Uker einen mit 0,05 % Polyethylenimin geséttigten Whatman GF/C Filter (2.4.1) ter-
miniert. Die Filter inklusive der zurtickgehatenen Radioaktivité wurden in Scintill ationsge-
falde Uberfuhrt, mit 3 % Trichloressgsaure versetzt und kel 4 °C Uber Nadt stehen gelassen.
Die Detektion der Radioaktivitét erfolgte wie unter 2.4.7. keschrieben. Spezifische Aktivitét
wurde definiert alstotale NAT Aktivitét (37 °C) minus unspezifischen Uptake (4 °C).
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VERDRANGUNGSEXPERIMENTE

Zur qualitativen Charakterisierung des Uptake; wurden linksventrikuldre Gewebeslices von
Kontroll-Ratten in Gegenwart acht verschiedener Konzentrationen (100 riM bis 100 mM) der
selektiven Uptake; Inhibitoren Desipramin undNisoxetin, dem Uptake Inhibitor Kokain und
des Dopamin Uptake Inhibitors GBR 12909inkukiert. Die Versuchsdurchfiihrung sowie die
Inkubationsbedingungen entsprachen denen der Séttingungsexperimente. Sdmtliche Ansétze
zur Detektion der [°H]-NA Uptake; Aktivitét erfolgten in Doppelbestimmungen. Die jeweil -
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 de Methoden zur Rezeptorcharakterisierung ausgewertet. Dabel erfolgte die Anpas-
sung der ermittelten Bindurgsdaten aus Séttigungsexperimenten an Hyperbelfunktionen
(2.5.1). Als Grundage der gewahlten Auswertung diente wiederum die Einstellung eines
Gleichgewichtes nach dem Massenwirkungsgesetz zwischen [H]-Nisoxetin und essen
Kopdung an den NAT (2.4.1). Das Ausmald der spezifischen Bindurg von Transporter-
geburdenem [H]-Nisoxetin entsprach in desem Fall der Ligand-Rezeptor-Interaktion (Glei-
chung 4 aus 2.5.1). Die maximale Bindurg von [*H]-Nisoxetin bzw. dessen Disziations-
konstante Kp wurden mit Hilfe nicht-linearer Kurvenanpassung ermittelt.

Fir die Bestimmung der NAT Aktivitdt wurde dessen Transportrate in Gegenwart von 25 M
[*H]-NA ermittelt. Liang et al. (1989 berichteten iber eine direkte Propationalitét zwischen
dem verwendeten Substrat und der Uptakegeschwindigkeit in einem Bereich von 0 ks 50 Vi
NA. Aus diesem Grund gewéhrleistete die angegebene Konzentration eine objektive Charak-
terisierung der Uptake; Aktivitdt und sicherte @ne entsprechende Vergleichbarkeit der erziel-
ten Resultate.

Samtliche Untersuchungen zum NA Uptake wurden mit Hilfe des PC-Programms
GraphPad™Prism" 3.00(GraphPad Software, San Diego, Kalifornien; USA) ausgewertet.
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2.7. BESTIMMUNG DER GRK AKTIVITAT IN VENTRIKULAREM GEWEBE

Die Mesaung der Enzymaktivitét der G-Protein gekoppelten Rezeptorkinase (GRK) in zyto-
solischen undMembranfraktionen aus wohl redhts- und linksventrikul&rem Gewebe orien-
tierte sich an der Methode von Benowvic & a. (1987). Das Prinzip des Assays begriindet sich
darauf, dasslichtabhéngig Rhodoysin spezifisch via der zu erfassenden Rezeptorkinase phos-
phayliert wird. Die Inkorporation vonradioaktiv markiertem Phosphar représentiert dabei ein
Mal} fur die im Ansatz vorhandene GRK Aktivitét. Rhodogsin, freundicherweise von Prof.
Dr. M. J. Lohse (Institut fur Pharmakologie, Universitdt Wirzburg) fur die Durchfiihrung der
Versuche zur Verfligung gestellt, wurde den Assayproben als Substrat zugesetzt. In der Aus-
wertung der erzielten Daten wurde nicht zwischen RVH und RV F unterschieden.

2.7.1. AUFARBEITUNG VON ZYTOSOL- UND MEMBRANFRAKTIONEN AUS VENTRIKULA-
REM GEWEBE

Redts- bzw. linksventrikul&res Gewebe (100 mg) wurde in 1 ml eiskaltem Lyse-Puffer (mM:
10 TRIS-HCI, 5NaCl, 5EDTA; 40 pug/ml Phenylmethylsulfonylfluorid, 40pug/ml Leupeptin,
40 pg/ml Benzamidin, pH 7,4) einmalig mit maximaer Leistung (25000U/min) 10 Sekunden
sowie nachfolgend zweimal mit submaximaler Kapazitdt (18000U/min) 20 Sekunden (einmi-
ndtige Intervalle) Uber einen Turrax homogenisiert und anschlief3end zentrifugiert (50000g,
30 min, 4 °C). Die Uberstéande beinhalteten de zytosolische Fraktion des aufgearbeiteten
Ventrikelgewebes. Die ehaltenen Pell ets (Membranfraktion) wurden erneut in frischem Lyse-
Puffer (inklusive 250 mM NaCl) aufgenommen, mit eéinem Sonifier fur 5 Sekunden auf Eis
homogenisiert, gefolgt von einer Inkubetion fir 15 Minuten bei 4 °C undwiederhalt zentrifu-
giert (500009, 30 min, 4 °C). Die Uberstdnde dieser zweiten Zentrifugation enthielten de
membranassoziierten Proteine. Die Erfassung des Proteingehalts erfolgte nach Bradford
(1976 mit bovinem Immunglobuin G als Standard (2.3.1).

2.7.2. BESTIMMUNG DER GRK AKTIVITAT IN VENTRIKULAREN ZYTOSOL- UND MEM-
BRANFRAKTIONEN

Zytosolische (100 pg) und Membranfraktionen (50 ug) beider Ventrikel wurden fir 30 min
bei 30 °C in Gegenwart von Licht und 400 pnol Rhodogsin in 60 ul Assaypuffer (mM: 10
TRISHCI, 5 EDTA, 10 MgCl,, 0,1 ATP mit y-[*P-ATP (~20 pCi); 260 M By-
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Untereinheit) inkuhbert. Die Re&tion wurde durch Zugabe eskater Pufferlosung (mM: 10
TRIS-HCI, 5EDTA, pH 7,4) gestoppt undes erfolgte die Zentrifugation (140009, 10min, 25
°C) der rhodominhaltigen Vesikel. Die azielten Pellets wurden in 30 pl zweifadh koreen-
triertem Laemmli-Puffer (Laemmli, 1970 unter kr&ftigem Schitteln fir 30 min resuspendiert.
Im Anschlusserfolgte die Auftragung der Proteine auf ein 12 5%iges SDS-Polyacrylamidgel
zur gelelektrophaetischen Separation (25 mA/Gel fir 90 min). Die resultierenden Gele wur-
den mit Coomasse-Farbldsung fur 30 min gefarbt und mit 30 % Methand und 10% Essg-
saure fur etwa 2-3 Stunden entférbt. Die Rhodogsinbanden (~35 kDa) wurden aus dem Gel
geschnitten und va Cerenkov Courting erfasd. Die Ermittlung der GRK Aktivitét erfolgte

parall e in Zytosol- und Membranfraktionen aus beiden Ventrikeln.

2.8. DETEKTION DER G¢-PROTEINE AN VENTRIKULAREN MEMBRANEN

Als Konsequenz agonistischer Ligandenbesetzung koppeln adrenerge, muskarinerge und En-
dothelin-Rezeptoren zwedks Signatransduktion intrazellular mit  membrangebundenen
G-Proteinen. GTP-bindende Heterotrimere (G-Proteine, bestehend aus a-, - und y-
Untereinheiten) werden aufgrund ihrer unterschiedlichen a-Subeinheiten klassfiziert (Morris
et a., 1999. Selektive Antikorper gegen dese a-Untereinheiten ermoglichen deren Detekti-
on. Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zur Ermittlung der G,-Proteine wurden modifi-
ziert (Michel et al., 1993h nach der Methode von Burnette (1981) unter Verwendung der
Antikorper RM/1 (Gqs), AS/7 (Goi) und QL-Antiserum (Ggg11) durchgefihrt.

2.8.1. PRAPARATION VENTRIKULARER M EMBRANSUSPENSIONEN

Tiefgefrorenes rechts- und linksventrikuléres Gewebe wurde in eiskalter 1 mM KHCO; L6-
sung aufgetaut, kleingeschnitten und mit einem Ultra-Turrax 10 Sekunden bel maximaler
(25000U/min) sowie zweimal 20 Sekunden (einmindtige Intervalle) mit submaximaler Lei-
stung (18000U/min) homogenisiert. Die erhaltenen Membranen wurden nachfolgend durch
Zentrifugation (500009, 20 min, 4 °C) gewaschen unddas erzielte Pellet in 1 m|l TED-Puffer
(mM: 20 TRIS-HCI, 1 EDTA, 1 Dithiothreitol, pH 7,7 kei 4 °C) mit Hilfe des Turrax (10 Se-
kunden, 25000U/min) resuspendiert.



2. METHODEN 29

2.8.2. WESTERN BLOT ANALYSE AN VENTRIKULAREN MEMBRANEN

Kardiale Membranen (ca. 100ug Protein/Slot) wurden mit Puffer (5 % SDS, 50 % Glyceral,
5 % 2-Mercgptoethand, 300mM TRIS-HCI, 0,04% Bromphenadblau, pH 6,8 bel 25 °C) in
einem Verhdltnis von 4: 1 verdinrt und fir 5 Minuten erhitzt. Nad deren Auftrennung in
SDS-Polyaaylamid-Gelen entsprechend der Methode nach Laemmli (1970 mit 4 % Acryla
mid im Sammelgel und 10% Acrylamid im Trenngel wurden die Proteine auf Nitrocell ulose-
Membranen Uber Nacht mit einem 60V Spannungsfeld transferiert. Im Anschlussdaran wur-
den de Blots fir 90 Minuten in TBS-Puffer (mM: 20 TRIS-HCI, 100NaCl, pH 7,5,25 C)
bel Raumtemperatur in Gegenwart von 2 % Fettsaure-freiem Milchpuver geblockt. Dieser
Arbeitschritt wurde zweimal fur 10 Minuten in TTBS-Puffer (TBS mit 500 pl/l Tween-20)
wiederhalt. Die Inkubation der Blots mit dem entsprechenden Antiserum erfolgte Gber Nacht
bel 4 °C in TTBS-Puffer mit 1 % Fettsaure-freiem Milchpuver.

Nad Abtrennung der Antiseren bzw. zweimaligem Waschen der Blots fur 10 Minuten mit
TTBS-Puffer erfolgte anschlieRend de Inkubation mit 80 pl [**°J-markierter Protein A Lo-
sung (130 puCi/ml) in einem Gesamtvolumen von 100ml TTBS-Puffer mit 1 % Fettsdure-
freilem Milchpdver fir 1 Stunde bei Raumtemperatur. Die Inkubetionsreaktion wurde durch
Auswaschen mit TTBS-Puffer gestoppt. Zur Entfernung [**°J]-markierter Protein A Lésung
wurde dieser Schritt nachfolgend dreifach jeweils fir 10 Minuten wiederholt. Fir die Be-
stimmung der gebundenen Radioaktivitat ([*°J)-Protein A) an die verwendeten Antiseren
wurden die Blots auf Fotofilme aufgelegt.

Die relative Quantifizierung der G-Protein Untereinheiten erfolgte mit Hilfe anes Bio-
Imaging Analyzer sowie des dazugehdrigen Programmes Tina 2.10. Die Schwérzung der Fo-
tofilme wurde in relativen Einheiten (rE) angegeben und @ Auswertung zugrunde gel egt.

2.9. BESTIMMUNG DER ADENYLYL ZYKLASE AKTIVITAT AN VENTRIKULAREN MEM-
BRANEN

Die Adenylyl Zyklase (AZ), ein Membran-aszii ertes Protein, vermittelt die Synthese von
zyklischem Adenosinmonophaphat (CAMP) aus Adenosintriphasphat (ATP); letzteres wurde
als a-[*?P]-radioaktiv markierte Substanz dem Assay zugesetzt. Die katalytische Aktivitét der
AZ kann duch Zusatz verschiedener Substanzen sowohl gesteigert als auch inhibiert werden.
Das Ausmal’ deser Bednflusaung ist dabei iber die Detektion des Reaktionsprodukes [32P]-
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CAMP zuganglich. Die Untersuchungen zur AZ Aktivitét standen in Anlehnung an de Me-
thode nach Salomon et a. (1974) undwurden modifiziert nach Brodde & al. (19980 durchge-
fahrt.

2.9.1. PRAPARATION VENTRIKULARER M EMBRANSUSPENSIONEN

Die Rattenherzen wurden entnommen und aufgearbeitet wie unter 2.3.1. leschrieben. Das
tiefgefrorene Zentrifugationspell et (1000g) wurde in eisgekiihiter 1 mM KHCO3 Lésung auf-
getaut, resuspendiert undwiederhdt bel 1000g zentrifugiert. Die Pell ets wurden nachfolgend
in TEN-Puffer (mM: 20 TRIS-HCI, 1 EDTA, 25NaCl, pH 7,4) resuspendiert und ceren Pro-
teingehalt nadh der Methode von Bradford (1976, 2.3.1).ermittelt.

2.9.2. MESSUNG DER ADENYLYL ZYKLASE AKTIVITAT AN VENTRIKULAREN MEM-
BRANEN

Die Re&tionsansédtze zur Bestimmung der AZ Aktivitdt wurden in Gegenwart der folgenden
Substanzen inkubert: Guanosintriphosphat (GTP, Konzentration im Assy 10 pM), Iso-
prenain (ISO, 100 uM), Natriumfluorid (NaF, 10 mM), Forskolin (100 uM) und Mangan
(Mn?*, 10mM). Die jeweili gen Ansitze wurden mit Proben firr Leerwerte (ohre Membranen
und Stimulanzien) und Basalwerte (mit Membranen, olme Stimulanzien) komplettiert. Die

Inkubationsansétze umfasden ein Gesamtvolumen von 100ul mit folgender Zusammenset-

zung:

= Aquadest. (ul: Leawert 50; Basalwert, NaF und Forskolin 30; GTP 20; 1SO 10),

= 10ul Adencsindeaminase (ADA, 1786 uiits/ml),

= 10ul GTP (1 mM, nu GTP undISO),

= 10l ISO (1 mM, nur 1S0),

= 16,5l Inkubetionspuffer A (mM: 40 HEPES, 5 MgCl,, 1 EDTA, 5 Kredinphc-
phat, 0,5ATP, 0,1cAMP, 50U/ml Kredin-Kinase),

= 20 pl Membranprdparation (aul3er Leerwert, eingestellt auf 30 - 40 pg/ml Protein),

= 23,5 ul Aqua dest. mit ~10° cpm o-[**P]-ATP (spezifische Aktivita: 3000

Ci/mmol).
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Diejewelligen Bestimmungen zur AZ Aktivitét in Gegenwart von Mangan (Basalwert und 10
mM Mn®") erfolgten in Inkubationspuffer B (Inkubationspuffer A ohre MgCl,). Samtliche
Ansétze wurden fur 10 Minuten bel 30 °C in einem Schiittelwasserbad inkuhbiert und de Re-
aktion duch Zugabe von 100ul Stopdésung (mM: 50 TRIS-HCI, 40 ATP, 1,4cAMP; 2 %
SDS, ~8000 cpm [*H]-cAMP, spezifische Radioaktivitét: 31,7 Ci/mmol; pH 7,5) terminiert.
Mit Hilfe des radioaktiv markierten cCAMPs (120 hs 150 gM) erfolgte die Bestimmung der
Effizienz der verwendeten Saulen (siehe unten).

Zur Aufarbeitung des Re&ktionsansatzes wurde das Probenvolumen mit destilli ertem Wasser
auf 1 ml aufgefiillt, (ibertragen auf mit Dowex" Anionen-Austauschern (Porengrofie 200 —
400) bestiickte Saulen unda-[*P]-ATP nach Zugabe von 2 x 1 ml destilli ertem Wasser elu-
iert. Die Saulen wurden im nachsten Schritt (iber Alumina-Saulen pasitioniert, um [*2P]-
cAMP und [*H]-cAMP mit 4 ml Wasser zu binden und von icht umgesetztem a-[3?P]-ATP
abzutrennen. Abschlief3end wurden de Alumina-Saulen des Ansatzes auf Scintill ationsvials
tibertragen und[*?P]-cAMP bzw. [*H]-cAMP mit Hilfe von 5ml 0,1 M Imidazol (pH 7,3) in
die Countergefal3e duiert. Dem Eluat wurden 15 ml Scintill ator hinzugefiigt und de Radio-
aktivitédt in einem Beta-Courter mit 42 % Zahlausbeute gemessen. Errechnete Mittelwerte aus
Dreifachbestimmungen wurden der Auswertung zugrunde gelegt.

Die Erfasaung der tatsichlichen [°*H]-cAMP Konzentration und de Menge des eingesetzten
a-[*?P]-ATP firr den jeweiligen Inkubationsassay erfolgte (iber die Detektion der entspre-
chenden Radioaktivitét, die den Inkubetionsansdtzen hinzugefigt wurde. Auf diesem Weg
konrte der cCAMP Verlust jeder verwendeten Saule anhand der gemessenen Probenradioakti-
vitét ermittelt werden.

Die verwendeten Saulenfillungen musgen grundsétzlich vor jedem neuen Inkubetionsansatz
bzw. nach der Reaktion regeneriert werden. Dowex" 50W-x4 Saulen wurden zunéchst durch
Zugabe von 5ml einer Suspension bestehend aus 75 g Dowex" 50W-x4 in 375ml Aqua dest.
vorbereitet. Unmittelbar vor jedem Assay wurde zweimal mit je 5 ml 1 N HCI gefolgt von
zweima 5 ml Aqua dest. &quili briert. Nadh Abschlussder Untersuchungen wurde den Saulen
5 ml Aquadest. sowie 5 ml 1 N HCI zugesetzt. Die Aufbewahrung dieser Saulen erfolgtein 1
N HCI bei Raumtemperatur. Alumina-Anionenaustauscher-Saulen wurden mit je 5 ml einer
Suspension von 55g Alumina auf 472 ml Aqua dest. prépariert und deimal mit 5ml 1 M
Imidazol (pH 7,3) vor Beginn und rach Abschluss einer Bestimmung gewaschen. Die Auf-
bewahrung dieser Saulen erfolgte ébenfall s bei Raumtemperatur.
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2.10. BESTIMMUNG DESCAMP GEHALTESIN KARDIOMYOZYTEN

Die Ermittlung der AZ Aktivitéat in Kardiomyozyten erfolgte Uber die direkte Konzentrations-
bestimmung des cCAMPs. Die isolierten Kardiomyozyten (2.3.2) wurden zweifach zentrifu-
giert (80 g, 10min, 25 °C) undjewells in PBS-Puffer resuspendiert. Fur die weiteren Prapa-
rationschritte wurde dem Puffer der Phosphardiesteraseinhibitor 3-1sobutyl-1-methylxanthin
(IBMX, 100uM) zugesetzt. Die nachfolgende Inkubation einer definierten Anzahl von Kar-
diomyozyten (2,5 x 10° Zellen) erfolgte fir 15 min bei 37 °C in einem Re&ktionsansatz von
330ul mit folgender Zusammensetzung:

» 300pl Zellsuspension (2,5 x 10° Zellen)
= 30ul (Basal) bzw. 20ul (ISO) PBS + IBMX (100uM)
= 10l (-)-Isoprenalin (Konzentrationim Assay 100uM)

Die Re&ktion wurde durch 5-min(tiges Erhitzen bei 95 °C (Zelllyse) gestoppt. Nach Abkih-
lung der Proben auf Eis wurde das Zell plasma von den korpuskuléren Bestandteil en abzentri-
fugiert (12000g, 10 min, 25 °C), dem erzielten Uberstand 2 x 100l entnommen und dese
Proben bei —80 °C gelagert. Die aschlief3ende Bestimmung des cCAMP Gehalts erfolgte unter
Anwendung eines [°*H]-cAMP Radio-Assay-Kits nach der Proteinbindungsmethoce (Gilman,
197Q Schwabe ¢ al., 19729. Dieser Assay basiert auf der kompetitiven Bindung von urmar-
kiertem cCAMP und einem definierten Betrag an tritiertem cAMP an ein spezifisches Bin-
dungsprotein mit hoher Affinitét fur cCAMP. Der Antell des proteinadsorbierten radioaktiven
CAMPs ist dem nichtmarkiertem cAMP Gehalt umgekehrt proportional.

2.11. KONTRAKTIONSMESSUNGEN AN VENTRIKULAREN MUSKEL STREIFEN
2.11.1 PRAPARATION DER VENTRIKELSTREIFEN

Die narkotisierten Ratten (2.2) wurden durch zervikale Dislokation getttet. Nach bil ateraler
Thorakotomie wurde das noch schlagende Herz entnommen undin begaste (95 % O, 5 %
CO,) Tyrode-Lésung (mM: 136,9NaCl, 5,4 KCI, 2,5 CaCl,, 1,05MgS0,, 0,42 NaH,PO,,
25,0NaHCO;3, 9,7D-Glucose bei 37 °C) uUberfuhrt. Das Herz wurde mit Hilfe von Nadeln auf
Wadhs in einer, mit begaster Tyrode-Ldsung gefillten Glasschale fixiert und keide Vorhdofe
abgetrennt. Der redhte Ventrikel wurde isoliert und der linke Ventrikel durch Schneiden von



2. METHODEN 33

der Aorta zur Herzspitze entlang der Herzvorderwand gedff net. Die Papill armuskeln wurden
entfernt und aus beiden dffen liegenden Ventrikeln entlang der Gewebetextur je zwel Ventri-
kelstreifen geschnitten (Lange 6 bis 8 mm, Breite 1 bis 2 mm). Fur ein Herz (n=1) konrnten
somit vier Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK, zwei pro Ventrikel) aufgenommen wer-
den.

Die frisch prgparierten Ventrikelstreifen wurden zwischen den Platin-Elektroden des Organ-
bades (Eigenbau des Hauses) fixiert. Zur Ermittlung der Reizspannung (Redteckreiz: Breite
5 ms, Frequenz 1 Hz) erfolgte die Stimulation der Gewebestreifen mit steigender Spannung.
Die Spannurg mit einem ersten sichtbaren Ausschlag wurde ds Schwell enwert festgehalten.
In den sich anschlief?enden Versuchen erfolgte die Reizung der Muskelstreifen mit dem
1,5fadhen des entsprechenden Schwell enwertes (2,4 V). Die entwickelte Kontraktion der Pr&-
parate (unter einer Vorlast von 9,81mN) wurde Uber einen Kraftaufnehmer auf einem Helli-

ge-Rekorder registriert, als Auschlag quantifiziert und ausgewertet.

2.11.2. ERMITTLUNG KUMULATIVER KONZENTRATIONS-WIRKUNGS-KURVEN

Das Organbad beinhaltete 10 ml Tyrode-Lésung mit einem pH-Wert von 7,4.Es erfolgte
permanente Begasung der Lsung mit Carbogen. Mittels einer Umwal zpumpe wurde das Or-
ganbad auf 37 °C beheizt. Die Registriereinheit wurde mit einer Vorlast von 9,81mN auf ei-
nen Zeigerauschlag von 60mm bei einer Verstdrkung von 2mV gedcht. Nach Vorspannung
der Muskelstreifen auf 2 mN erfolgte die Reizung der praparierten Ventrikelstreifen tler die
Platin-Elektroden. Der verwendete Stimulator lieferte Rechteckimpulse von 5 ms Dauer bel
einer Frequenz von 1 Hz. Die Aufzeichnung der Kontraktionen erfolgte ds Amplitudenaus-
schlag (in mm) mit Hilfe der Registriereinheit und wurde anschlief3end entsprechend der
Eichkurve fur die Auswertung in mN umgerechnet.

Die fixierten Ventrikelstreifen &quili brierten vor Beginn der Kontraktionsuntersuchungen fur
mindestens 60 Minuten in Tyrode-L6sung. Die Stimulation der Muskelstreifen erfolgte durch
Isoprenalin (0,1 rM bis 1 uM), Noradrenalin (1 nM bis 1 mM) und Endahelin (1 nM bis 300
nM). Kontraktile Experimente mit Noradrenalin (NA) wurden in Gegenwart des unspezifi-
schen (3-AR Blockers Proprandol (100 V) sowie des NA Uptake Inhibitors Kokain (10 uM)
durchgefthrt. Kumulative KWK wurden in halblogarithmischen Schritten aufgenommen (van
Rosaum, 1963 und de Kontraktionszunahme innerhalb weniger Sekunden in einem beob-
achteten Maximum festgehalten. Nad Erreichen eines Kontraktionsplateaus fur die jeweili ge
Konzentration wurde erneut der entsprechende Agonist zugesetzt. Die Interpretation der
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Kontraktionskraftanderungen erfolgte nach Abzug der Basalwerte von den einzelnen Ergeb-
niswerten anhand folgender Gleichung fir KWK (aus Motulsky, 1996:

[ Maximum] —[ Basal |

Y = [Basal] + (10)
1+ 1d|og (EC50) —X] - Hilldope

Y = abhangige Grole (Kontraktionin mN)

X = dekadischer Logarithmus der Konzentration

[Maximum] = maximal erreichbare Wirkung (oberes Plateau)

[Basal] = Wirkung unter basalen Bedingungen (unteres Plateau)

ECso = Konzentration bei der 50 % der maximalen Wirkung ([Maxi-

mum)| — [Basal]) erzielt wird

Wie aus Gleichung (10) ersichtlich, entféllt der Hillslope im Fall eines konstanten Kurvenan-
stiegs (n=1) bei gleicher Affinitét des Agonisten gegentiber Rezeptorsubtypen. Fir die Aus-
wertung sdmtlicher KWK inotroper Untersuchungen mit Isoprenalin, Noradrenalin bzw. En-
dothelin wurden de Messwverte Uber nichtlineae Kurvenregresson an sigmoidale Graphen
mit einem fixen Hill -K oeffizienten von =1 angepasg.

Im Anschluss an de Mesaungen wurden de Ventrikelstreifen dreimal mit Tyrode-L&sung
gesptit und wiederhadt fur mindestens 30 Minuten &quili briert. Fir sdmtliche Muskelstreifen
wurden abschliefiend kunulative Cacium KWK (4,3 mM bis 13,3 mM) gemessen, un die

funktionell e Intaktheit der Muskel praparationen verifizieren zu konren.

2.12. STATISTIK

In Text und Abbildungen aufgefiihrte, experimentell ermittelte Daten sémtlicher Untersu-
chungen entsprechen dem arithmetischen Mittel aller durchgefiihrten Versuche. Dargestellt
sind Mittelwerte (MW) und Standardabweichung des Mittelwertes (SEM). Sofern nicht expli-
zit hervorgehoben, setzen sich dese Mittelwerte aus mindestens 5 urebhangigen Experimen-
ten zusammen.

Die Genauigkeit der Verdrangungskurven fir eine oder zwei Bindungsdellen wurde statis-
tisch mit Hilfe des F-Tests ermittelt. Unter Anwendung des Student's t-Tests flr ungepaarte
Proben wurde die Signifikanz von Unterschieden zwischen Mittelwerten ermittelt. Ein aus-
gewiesener P-Wert kleiner 0,05 wurde fur beide Tests als sgnifikant betrachtet. Sdmtliche
statistische Kakulationen wurden mit Hilfe des PC-Programms GraphPad™Prism™ 3.00
(GraphPad Software, San Diego, Kalifornien; USA) durchgefiihrt.
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2.13. VERWENDETE CHEMIKALIEN
Produkt

Adenasin-5'-triphosphat (ATP)
Adenasin-3:5-monophaphat, zyklisch (CAMP)
Alumina

AS/7

a-, y-[¥*P-ATP

BQ-123

[*H]-cAMP
[*H]-cAMP RIA-Kit

Desipramin

Dowex" 50W-x4
[12°]]-Endathelin 1
Forskolin
Guanosin-Triphasphat (GTP)
Heparin
(-)-[?°]]-Jodcyanopnddol
Lumasafe™ Plus

2-Mercaptoethanad
[*H]-Myoinasitol

[*H]-Nisoxetin

Nonfat Dry Milk
DL-[7-2H(N)]-Noradrenali nhydrochlorid

Pentobarbital

Phosphate Buffered Saline (PBS)
[*H]-Prazosin

[1%°J]-Protein A
QL-Antiserum

Rotipharese” Gel 30

Herstell er

Boehringer Mannheim; Deutschland
Boehringer Mannheim; Deutschland
Aluminafir S8ulenchromatographie,
Sigma, Deisenhofen; Deutschland
New England Nuclear/DuPont, Briss;
Belgien

New England Nuclear/DuPont, Briss;
Belgien

Saxon Biochemicds GmbH, Hanno\er;
Deutschland

Amersham-Buchler, Braunschweig;
Deutschland

Reseach Biochemicds International, Na-
tick; USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifor-
nien; USA

Amersham-Buchler, Braunschweig;
Deutschland

Calbiochem-Novabiochem Corporation La
Jolla; USA

Boehringer Mannheim; Deutschland
Biochrom KG, Berlin; Deutschland
New England Nuclear/DuPont, Briss;
Belgien

LUMA*LSC B.V., Groningen; Niederlan-
de

Ferak, Berlin; Deutschland
Amersham-Buchler, Braunschweig;
Deutschland

New England Nuclear/DuPont, Brissd;
Belgien

Topco” Assoc., Inc. Illinoiss USA

New England Nuclear/DuPont, Briussd;
Belgien

United Pharmacautical Works, Praha;
Tschechien

Biochrom KG, Berlin; Deutschland
New England Nuclear/DuPont, Briss;
Belgien

New England Nuclear/DuPont, Briss;
Belgien

New England Nuclear/DuPont, Briss;
Belgien

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe;
Deutschland
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[N-Methyl-*H]-Scopdaminmethylchlorid

New England Nuclear/DuPont, Briss;

Belgien

Belgien

Sigma (Deisenhden; Deutschland):  Adenosindesaminase

Merck (Darmstadt; Deutschland):

Folgende Chemikalien wurden freundi cherweise von Firmen zur Verfligung gestellt:

- (2)-CGP 12177(+)-4-(3-Tertiarbutylamino-2-hydroxypropaxy)-benzimidazol e-2-on und
CGP 20712 (1-[2-((3-Carbamoyl-4-hydroxy)phenoxy)ethylamino]-3-[4-(1-methyl-4-
trifluoromethylimi dazol yl)-phenoxy]-2-propand von Ciba-Geigy (Basdl; Schweiz)

- ICI 118,551(Erythro-(£)-1-(7-methyli ndan-4-yl oxy)-3-isopropylaminobttan-2-ol) von

Aluminafir Sdulenchromatographie
Atropinsulfat

Bovine Serum Albumine
Cocan

Corticosteron

Crotaline

Imidazol
(-)-1soprendinbitartrat
Kaliumchlorid

Kredinkinase
Kreainphaosphat

Medium M199

Niaamid

(-)-Noradrenali nhydrochlorid
Phentolamin

Polyethylenimin

Polyoxyethylensorbitanmondaurat (Tween 20

(x)-Proprandolhydrochlorid

Natriumfluorid
(-)-N-Methylscopdaminnitrat

Vinyl-Copdymer mit Phenylboronséure

LiChrospha 100,RP 18ec

IClI Pharma (Plankstadt; Deutschland)

- IBMX (3-1sobutyl-1-methylxanthin) von Sigma, Deisenhdfen; Deutschland

- Ro 47-0203(Bosentan) von Hoffmann-La Roche, Basel; Schweiz

LOSUNGEN ZUR KARDIOMYOZYTEN |ISOLIERUNG

JOKLIK-MEM (Sigma, Deisenhden; Deutschland):
- AuflGsen der Festsubstanz unter leichtem Rihren
- Zugabe von 2g / 1000ml wasserfreiem NaCOs
- Einstellung des pH Wertes auf 7,0
- sterile Filtration Uler Filter (Falcon 711)

Losung A (mM): - 440ml  JOKLIK-MEM (Gibco-BRL)

-24,0  NACO;
-0,6 MgSO,

-1,0 DL-Carnitin

New England Nuclear/DuPont, Briss;
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-10,0 Credine
-20,0 Taurin
- 5-8 Tropfen 5N HCI

L6sung B: - 300ml Losung A
- 60-180U/ml Trypsin

- 1,5ml CaCl, (100mM)

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

Losung D: - 130ml Losung A

- 130pl CaCl, (100mM)

-150mg BSA

Losung E: - MediumM 199

- 10% Newborn calf serum
- 1% Penicilli n/Streptomycin

Alle Losungen wurden mit Carbogen (95% O,, 5% CO,) begast.

2.14. VERWENDETE GERATE
Produk

Auto-Gamma Cobra™ |1
Bio-Imaging Analyzer BAS 2000

Filtrationstopf
Gewebezerhadker

Harvester

Helli ge Rekorder
Liquid Szintill ation Analyzer Nr.225CCA

Mclllwain Tissue-Chopper

Milli pore-Vakuumfilt rationstopf
Sedgewick-Rafter Cell S50
Phatofilme

Potter S

Registriereinheit

Respirator
Sonifier

Spektrophdometer DU" 520

Herstell er

Canberra-Padard, Meriden; USA
Raytest | sotopenmesgyeréte, Strauben-
hardt; Deutschland

Milli pore GmbH, Eschbarn; Deutschland
Badhofer GmbH, Reutli ngen; Deutsch-
land

Brandel Biomedical Research and Deve-
lopment Lab. Inc., Gaithersburg; USA
Helli ge GmbH, Freiburg; Deutschland
Padkard Instrument Company, Meriden;
USA

Badhhofer, Reutlingen; Deutschland
Milli pore GmbH, Eschbarn; Deutschland
Pyser, Edenbridge; Grol3kritanien

Fuji Photo Film Co. LTD, Japan
B.Braun Melsungen AG

Servomed, Fa Helli ge, Freiburg im Breis-
gau; Deutschland

TSE GmbH, Kronberg; Deutschland
Branson Instruments, Danbury, Connedi-
cut; USA

Bediman Instruments, Inc., Full erton;
USA
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Stimulator 11

Tri-Carb” Liquid Szintill ation Analyzer
Nr.2250CA

Ultra-Turrax T25
Umwa zpumpe
Vakuumfiltrationsanlage
Zentrifugen:
Sorvall” RC-5B Refrigerated
Superspead Centrifuge
Sorval” RT 600D
Tischzentrifuge 5415C
Biofuge fresco

EINMALARTIKEL

Produk

Counterr6hrchen

Glasfilter Whatman GF/C
Nitrocdl ulose-M embranen

Nylonmesh (250 250um)
Filmplatten

Scintill atorgefalile

Hugo Sachs, March-Hugstetten; Deutsch-
land

Padard Instrument Company, Meriden;
USA

IKA Labortechnik GmbH & Co-KG, Stau-
fen; Deutschland

ColoraMesgedhnik GmbH, Lorch;
Deutschland

Brandel Biomedical Reseach and Deve-
lopment Lab. Inc., Gaithersburg; USA

DuPont Company, Newtown; USA
DuPont Company, Newtown; USA
Eppendaf GmbH, Hamburg; Deutschland
Kendro, Osterode; Deutschland

Herstell er

Greiner Labortechnik, Frickenhausen;
Deutschland

Whatman, Inc., Clifton, NJ; USA
HybondECL, Amersham, Braunschweig;
Deutschland

NeoLab", Heidelberg; Deutschland
Kodak, Biomax MS-1, Sigma, Deisenho-
fen; Deutschland

Greiner Labortechnik, Frickenhausen;
Deutschland
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3. ERGEBNISE

3.1. CHARAKTERISIERUNG DES MONOCROTALIN-MODELLS
3.1.1. FUTTERAUFNAHME, KORPERGEWICHT, HERZGEWICHT

Zwei bis drei Tage nadh Injektion des Pyrrolizidinalkaloids Monccrotalin war die Futterauf-
nahme der MCT-behandelten Tiere gegeniber den Kontrollen reduziert. Im weiteren Ver-
suchsverlauf entsprachen jedoch sowohl deren Futteraufnahme ds auch de Gewichtszunahme
den Werten der Kontrollti ere. Ab etwa vier Wochen nach MCT-Injektion entwickelten ca 50
% der Tiere Symptome anes shwerwiegenden Krankheitsverlaufes (Kachexie, Dys- bzw.
Tadypnoe, periphere Zyanose). Kennzeichnend fir diese Tiere war neben einer ausgepragten
rechtsventrikuléren Hypertrophie das Vorhandensein von Pleura-, Pericardial- undoder Peri-
tonedergiissen. Aufgrund deser Odeme wurden de Tiere ds insuffizient (RVF) klassfiziert.
Die verbliebenen MCT-injizierten Ratten mit einer offensichtlich milderen Symptomatik ga-
ben hingegen keine Anzeichen einer Stauungsinsuffizienz (RVH) zu erkennen.

Samtliche MCT-behandelten Tiere zeigten eine signifikante Hypertrophe des rechten Ventri-
kels (Tab. 1). Fur RVH-Tiere wurde hierbei eine rechtsventrikuléare Gewichtszunahme um
120 % bzw. fir RVF-Ratten ein Anstieg um 138 % ermittelt. Die Hypertrophie des rechten
Ventrikels war damit fir RVF-Ratten stérker ausgepragt (Tab. 1). Linke Ventrikel zeigten
ebenso eine signifikante Erhéhung in deren Nassgewichten von RVH- und RVF-Ratten ge-
gentber Kontrollen. Das Verhdltnis des linken zum redhten Ventrikel, as Koérpergewichts-
unabhdngiger Index einer kardiden Hypertrophie, war infolge der ausgepragteren Rechts-
herzhypertrophie nach MCT-Applikation deutlich erniedrigt.

KONTROLLE RVH RVF
(=100 (n=50) (n=50)
K érpergewicht 2641+29 2481+ 872 2468+ 75
Herz 7258+ 8,1 108L,2+ 32,6 1068,2 + 26,4~
RV 1484+ 3,0 3269+ 127" 3538+ 106
LV 4927+58 565,90+ 188" 5316+ 123
LV/RV 3,4+0,06 1,8+0,07" 1,6+0,05 2
Lunge 1,3+ 0,02 24+0,127 21+0,10"

Tab. 1. Korper- (g), Herz- (mg), RV- (mg), LV- (mg) und Lungengewichte (g) von Monocrotalin-behandelten
(RVH/RVF) und Kontrollratten. MW + SEM aus jeweils n Experimenten, RV: rechter Ventrikel, LV:
linker Ventrikel. ") P<0,05 vs. Kontrolle, ™) P<0,0001 vs. Kontrolle, 3 P<0,05vs. RVH.

Die Gegenlberstellung der Korpergewichte agab ferner eine signifikante Reduktion fur
MCT-Ratten (Tab. 1). Das Ausmal? deser Korpergewichtsabnahme war dabei fir RVH- und
RVF-Ratten identisch. Die emittelten Lungen-Nassgewichte zeigten sich fur ale MCT-Tiere
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durchweg erhoht. Es wurde kein Unterschied zwischen RVH- und RVF-Tieren festgestellt
(Tab. D).

3.1.2. NORADRENALINGEHALT

Im totalen Noradrenalingehalt bestand ein signifikanter Unterschied (P<0,01) zwischen rech-
ten und linken Ventrikeln Saline-behandelter Kontrollratten. Die Umrechnung des Norad-
renalingehalts auf die jeweiligen Ventrikelgewichte ergab demgegentiber keine Signifikanz
(P=0,054,Tab. 2.

Vier bis s Wochen nach MCT-Injektion wurde ene signifikante Reduktion im totalen
Noradrenalingehalt ausschliefdlich in redits- und linksventrikularem Gewebe von RVF-Tieren
gemessen (Tab. 2. Linksventrikulére Abnahme war darlber hinaus sgnifikant verschieden
von RVH-Ratten. Letztere zeigten keine Veradnderungen im totalen Noradrenalingehalt ge-
genuber Kontrollti eren (Tab. 2).

Im Noradrenalingehalt pro mg redtsventrikuléares Gewebe wurde auf der anderen Seite fur
RVH- und RVF-Tiere ene signifikante Verringerung beobadtet. Diese Reduktion erwies
sich fur RVF-Tiere stérker ausgepragt als fir RVH-Ratten (Tab. 2).

KONTROLLE RVH RVF
(n=6) (n=5) (n=5)
RV
NA pro Ventrikel 41,3+54 31,0+103 136+ 37
NA pro mg Ventrikel 3695+ 44,1 1628 + 55,0° 58,4+ 155
LV
NA pro Ventrikel 1055 + 10,9 1134+ 231 50,2 £ 9,32
NA pro mg Ventrikel 2589+ 24,9 2649+ 289 104,4 + 20,4

Tab. 2: Totaler Noradrenalin-(NA)-gehalt pro Ventrikel (ng) bzw. pro mg Ventrikel (pg) in redits- (RV) und
linksventrikuldrem (LV) Gewebe von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten. MW + SEM
aus jeweils n Experimenten. ') P<0,05 vs. Kontrolle, ™) P=0,0002 vs. Kontrolle, 3 P<0,05 vs. RVH.

Entspredhende Untersuchungen am linken Ventrikel zeigten eine Abnahme im Noradrenalin-
gehalt je mg Gewebe ausschliefdich fur RV F-Ratten jedoch nicht fir RVH-Tiere (Tab. 2).
Die Mesaungen zur Plasmanoradrenalinkoreentration ergaben fur MCT-behandelte Ratten
mit 322+ 120 m/ml Plasma (n=4) héhere Werte ds die Plasmaproben der jeweiligen Kon-
trollen (165% 13 py/ml Plasma, n=4). Der Anstieg war jedoch nicht signifikant (P=0,24).
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3.2.
3.2.1. BESTIMMUNG DER NAT DICHTE IN VENTRIKULAREN MEMBRANSUSPENSIONEN

UNTERSUCHUNGEN ZUM NORADRENALINTRANSPORTER (NAT, UPTAKE,)

Die Anzahl der Nisoxetin-Bindungsdellen war in den Membransuspensionen des hypertro-
phierten rechten Ventrikels sgnifikant gegentiber Kontrollen erniedrigt (P<0,05 Tab. 3).

KONTROLLE MCT
(n=5) (n=10)
RV
B max 1259+9,1 73,7144
Kb 1,1+05 1,1+02
LV
B max 1230+ 7,7 1080+ 9,7
Kb 1,2+04 1,0+£0,2

Tab.3: Maximae Bindung Bna (fmol/mg Protein) und Disoziationskonstanten Ky (pM) des Radioliganden

[*H]-Nisoxetin an kardialen Membranpraparationen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV) von
MCT-behandelten und Kontrollratten. MW + SEM aus jeweils n Experimenten. *) P<0,05 vs. Kon-
trolle.

Linksventrikuldre Prgparationen zeigten eine reduzierte NAT Dichte, ohne jedoch statistische
Signifikanz zu erzielen. Fiir den Radioliganden [®H]-Nisoxetin wurden keine Unterschiede in
desen Affinitét zwischen Kontroll - und MCT-Ratten beobachtet (Tab. 3).
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Abb. 1:  Kompetitionsexperimente ar Charakterisierung der NAT Bindungsstellen in Gegenwart steigender
Konzentrationen der Uptake;-Inhibitoren Desipramin (m) und Nisoxetin (o), des Uptake-Inhibitors
Kokain (a) sowie des Dopamin Uptake-Inhibitors GBR 12909 (a) in linksventrikulé&ren Gewebedli ces
von Kontrollratten. Ordinate: Spezfische [*H]-Nisoxetin Bindung in % der totalen Bindungsstellen
(=100%). Abszisse: Molare Konzentrationen der jeweiligen Antagonisten. MW + SEM aus jeweils 5
Experimenten.
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In Kompetitionsexperimenten zur Charakterisierung der [*H]-Nisoxetin Bindurgssellen an
Gewebeslices linker Ventrikel von Kontroll-Ratten verdrangten de selektiven Uptake;-
Inhibitoren Desipramin (ICso: 0,7 £ 0,09 M) und Nisoxetin (ICso: 10,7+ 1,1 rM) Tritium-
markiertes Nisoxetin mit hoherer Potenz aus dessen Koppungsdellen als der Uptake-
Inhibitor Kokain (ICsq: 3,2+ 0,13uM) und der Dopamin Uptake-Inhibitor GBR 12909(1Cs:
4,7 + 0,14uM; Abb. ). Die Hill-Koeffizienten der entsprechenden Kurven lagen zwischen
0,63 und 1,72.

3.2.2. MESSUNG DER NAT AKTIVITAT
Die NAT Aktivitéa war mit 154,4+ 16,5 pnol NA/mg RV 15 min (n=3) tendenziell hoher in

rechten Ventrikeln von Kontrollen verglichen mit linksventrikul&ren Kontrollslices (115,2+
15,8 pmol NA/mg LV 15min, r=3; Abb. 22/b).
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Abb.2a  Akkumulation von exogenem [*H]-NA (25 nM) in rechtsventrikul&ren Gewebeportionen von MCT-
behandelten und Kontrollratten: Totale (T) [°H]-NA Aufnahme bzw. in Gegenwart von 40 uM des
Uptake,-Inhibitors Corticosteron (CS) und 1 uM des Uptake;-Inhibitors Nisoxetin (NIS). Ordinate:
Speizfische [*H]-NA Aufnahme in pmol NA pro mg RV pro 15min. MW + SEM aus 3 (Kontrolle,
MCT) Experimenten.

Mit dem Ziel einer qualitativen Charakterisierung der NAT Aktivitdt wurde den Assayproben
der spezifische Uptake,-Inhibitor Corticosteron (40 uM) bzw. der Uptake;-Inhibitor Nisoxetin
(1 pM) zugesetzt (Abb. 2a/b). Unter diesen Bedingungen vermochte Nisoxetin de unter-
suchte [°*H]-NA Aufnahme nahezu vdl standig in Gewebepraparationen des rechten Ventrikels
von Kontrollratten zu urterbinden (16,7 + 0,9 pmol NA/mg RV 15 min, n=3; Abb. 2a). Der
Uptake,-Inhibitor Corticosteron (124,0+ 12,0 pnol NA/mg RV 15 min, n=3) hatte hingegen
keinen Einflussauf die totale [°H]-NA Transportrate (Abb. 2).



3. ERGEBNISSE 43

Nad MCT-Injektion zeigte sich eine signifikante Reduktion in der NA Transportrate rechts-
ventrikulérer Gewebedlices (73,7 + 7,5 pnol NA/mg RV 15 min, n=3). In Gegenwart von
Corticosteron (75,5+ 6,1 pnol NA/mg RV 15 min, n=3) wurde wiederum kein Unterschied
gegeniiber der maximalen [°H]-NA Aufnahme ohre Inhibitoren beobadhtet. Jedoch war die
NA Transportrate durch Nisoxetin nahezu vdlstandig reduziert (10,5% 0,9 pmol NA/mg RV
15min, n=3; Abb. ).
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Abb. 2b:  Akkumulation von exogenem [°H]-NA (25 nM) in linksventrikul&ren Gewebeportionen von MCT-
behandelten und Kontrollratten: Totale (T) [*H]-NA Aufnahme bzw. in Gegenwart von 40 pM des
Uptake,-Inhibitors Corticosteron (CS) und 1 pM des Uptake;-Inhibitors Nisoxetin (NIS). Ordinate:
Speizfische [*H]-NA Aufnahme in pmol NA pro mg LV pro 15min. MW + SEM aus jeweils 3
(Kontrolle, MCT) Experimenten.

Entgegen den rechtsventrikuldren Befunden ergaben die Aufarbeitungen linker Ventrikel von
MCT-behandelten Ratten mit 99,5+ 8,0 pnol NA/mg LV 15 min (n=3) keine Veranderung in
der spezifischen NAT Aktivitét (Abb. 21. Auf der anderen Seite bot sich mit der Aufnahme
von 25 ™ [®H]-NA eine quadlitativ gleichwertige Darstell ung verglichen mit rechten Ventri-
keln: Corticosteron (Uptake,-Inhibitor) konrte den NA Uptake nicht unterbinden (Kontroll e:
115,0+ 1,2 pmol NA/mg LV 15min, r=3; MCT: 97,2+ 14,0 pnol NA/mg LV 15 min, r=3),
wohl aber der Uptake;-Inhibitor Nisoxetin (Kontrolle: 13,4+ 3,2 pmol NA/mg LV 15 min,
n=3; MCT: 8,2+ 0,5 pmol NA/mg LV 15min, n=3; Abb. 20).

In Kompetiti onsexperimenten zur Charakterisierung des Uptake; hemmten Desipramin (1Cso:
6,9+ 0,03 M) bzw. Nisoxetin (ICso: 11,8+ 0,11 M) die NAT Aktivité mit hoher Potenz.
Dementgegen zeigten Kokain (1Csp: 3,8+ 0,17 uM) und GBR 12909(1Cs¢: 6,8 + 0,11 uM)
eine deutlich geringere Hemmpotenz gegentiber dem Uptake; (Abb. 3. Die Hill -Koeffizien-
ten der entsprechenden Kurven lagen zwischen 0,72 und 1,17.



3. ERGEBNISSE 44

125 125
o _
= 100+ ~100
© ]
=
S — 757 =75
IR
< el
Z 50 -50
o = DESIPRAMIN
— 251 O NISOXETIN o5
4  KOKAIN
A GBR 12909
0 —1 T T T T T T 0
0 10 10° 107 10°

Antagonist [ M ]

Abb. 3: Kompetitionsexperimente zur Charakterisierung des Uptake;. Akkumulation von exogenem [*H]-NA
(25 nM) in Gegenwart steigender Konzentrationen der Uptake;-Inhibitoren Desipramin (m) und Niso-
xetin (o), des Uptake-Inhibitors Kokain (A) sowie des Dopamin Uptake-Inhibitors GBR 12909(4) in
linksventrikul &ren Gewebeslices von Kontrollratten. Ordinate: Spezfische [°H]-NA-Aufnahme in %
der totalen [*H]-NA-Aufnahme (=100 %). Abszisse: Molare Konzentrationen der jeweiligen Antago-
nisten. MW + SEM aus jeweil s 5 Experimenten.

3.3. CHARAKTERISIERUNG DER KARDIALEN B-AR SIGNALTRANSDUKTION

Untersuchungen zur B-AR Signatransduktion wurden einerseits an Membransuspensionen
des rechten undlinken Ventrikels durchgefuhrt. Auf der anderen Seite emdglichte die Isolie-
rung von Kardiomyozyten aus beiden Ventrikeln de Charakterisierung von 3-AR an desen
kontraktilen Herzzellen. Zunadst sollen sdmtliche Resultate fur die ventrikul&ren Membra-
nensuspensionen dargestellt werden. Die Ergebnisse der Kardiomyozyten sind im Anschluss
an de Ventrikel praparationen getrennt aufgefuhrt.

3.3.1 BINDUNGSEIGENSCHAFTEN VON B-AR AN VENTRIKULAREN MEMBRANEN
In rechtsventrikuldren Membranprdparationen vonKontrollti eren lag die 3-AR Dichte signifi-

kant niedriger verglichen mit den entsprechenden linksventrikuléren Aufarbeitungen (P<0,01,
Tab. 4).
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Abb. 4: Bestimmung der 3-Adrenozeptor-(B-AR)-dichte in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken
Ventrikels (LV) von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten am Beispiel eines Radioassys.
Ordinate: Spezfische JCYP Bindung (fmol/mg Protein). Absziss: Konzentrationen von Jodcyanopin-
dalol (JCYP, pM). MW £ SEM aus Doppelbestimmungen eines Experiments.

KONTROLLE RVH RVF
(n=12) (n=11) (n=12)
RV
Bimx 357+25 173+25 136+29"

Ko 267+18 251+11 257+13
B-:Br-AR 59,4+ 16:40,6+16 556+27:444+27 54,0+ 3,2:46,0+ 3,2
pK, B-AR 8,66 + 0,04 8,61+0,14 8,51+ 0,10
pK, B-AR 5,55+ 0,05 6,02+ 0,11 5,92 + 0,09

LV

Bimax 580+ 55 340+ 4,2 256+25 2

Ko 280+ 19 265+ 14 247+13
B-:Br-AR 586+10:414+1,0 575+13:425+13 56,9+ 2,0:43,1+2,0
PK, B-AR 8,52+ 0,04 8,57 + 0,07 857+0,11
PK, B-AR 5,47+ 0,05 5,68 + 0,16 578+0,11

Tab. 4: B-Adrenozeptor (B-AR) Dichte B (fmol/mg Protein), Kp-Werte des Radioliganden JCYP (pM), B;-:
B-AR Verhdtnis (%) und pK,-Werte des slektiven 3;-AR Antagonisten CGP 20712A in Membran-
suspensionen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV) von MCT-behandelten (RVH/RVF) und
Kontrollratten. MW + SEM aus jeweils n Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle, ™) P<0,01 vs. Kon-
trolle, % P<0,05 vs. RVH.

Vier bis ds Wochen nach MCT-Applikation war die B-AR Dichte signifikant reduziert in
Rohmembransuspensionen aus redhten aber auch aus linken Ventrikeln. Fir insuffiziente
Ratten (RVF) erwies sch de Abnahme starker ausgepragt als fur RVH-Tiere (Abb. 4, Tab.
4). Die Disoziationskonstanten des Radioliganden JCY P waren unverandert (Tab. 4).

Zur Bestimmung der prozentualen Verteillung von 3;- bzw. ,-AR Subtypen in Rohmembran-
suspensionen wurden Kompetitionsassays mit Hilfe des slektiven 3;-AR Antagonisten CGP
207127 durchgeflihrt. Biphasische Verdrangungskurven kennzeichneten dabei ein (3;-/B2-AR
Verhdtnis von ca 6040 fur beide Ventrikel von Kontrollen (Abb. 5,Tab. 4). Fortflihrende
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Untersuchungen bestétigten deses 3:-/B2-AR Verhdltnis fur wiederum beide Ventrikel von
RVH- und RVF-Ratten (Abb. 5,Tab. 4). Die Affinitét des Kompetitors CGP 207122 gegen-
tber B1-/B2-AR blieb unveréndert (Tab. 4).
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Abb. 5: Bestimmung der prozentualen 3-Adrenozeptor (B-AR) Subtypverteilung mit Hilfe des ®lektiven B;-AR
Antagonisten CGP 20712A in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV) von
MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten am Beispiel eines Radioassays. Ordinate: Spezfi-
sche JCY P Bindung in % der totalen Bindungsgellen (=100 %). Abszisse: Molare Konzentrationen von
CGP 20712A. MW * SEM aus Doppel bestimmungen eines Experiments.

Zur Charakterisierung der funktionellen Ansprechbarkeit von 3-AR gegenliber Rezeptorago-
nisten wurden Kompetitionsassays zur Detektion sogenannter , high (Ry) and low (R,) affi-
nity states® durchgefiihrt. Biphasische Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK) des nicht-
selektiven B-AR Agonisten Isoprenalin beschrieben fir ca. 45 % der 3-AR eine hochaffine
Koppung an Gs-Proteine (Status Ry). Die verbliebenen 55% entsprachen demnadh 3-AR im
komplementéaren ,,low affinity state“. Ein Ry-/R. Verhdltnis von 4555 wurde sowohl an ho-
mogenen Membransuspensionen des rediten als auch des linken Ventrikels von Kontrollti e-
ren beobachtet (Tab. 5,Abb. .
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KONTROLLE RVH RVF
(n=5) (n=5) (n=5)

RV
Ry 457 + 3,7 360+ 19 270+2,87
R, 543+ 37 640+ 19 730+2,87
Ky 2,29+ 0,77 2,66+ 0,71 3,97+0,71
K, 371+ 76 184+ 44 344+ 54
Ko 240+ 45 188+ 23 260+ 31
Ny 0,78 + 0,07 0,74 + 0,05 0,83 + 0,05
LV
Ry 46,3+ 3,4 435+ 1,8 264 +2872
R, 537+ 3,4 565+ 1,8 736+2,87
Ky 6,26 + 2,41 4,91 + 3,45 3,65+ 1,24
K, 1020+ 593 277+85 220+ 12
Ko 249+ 52 159+ 22 267+ 36
Ny 0,68 + 0,05 0,73 + 0,06 0,87 £ 0,05

Tab. 5: B-Adrenozeptoren im , high (Ry) und low (R,) affinity state” (%); Affinitdtskonstanten (nM) fur Iso-
prenalin in Gegenwart (Kp) und Abwesenheit (Ky bzw. K ) von 100 uM GTP sowie Hill-Koeffizienten
(ny) sigmoidaler GTP-Graphen fur Membransuspensionen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV)
von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten. MW + SEM aus jeweils n Experimenten.
") P<0,05vs. Kontrolle, %) P<0,05 vs. RVH.

In redhtsventrikularen Membranen von RVH-Ratten hingegen war die Anzahl der Ry-B-AR
mit nur 36 % signifikant verringert. Eine dartiber hinausgehende Reduktion ergaben de Ver-
dréngungsexperimente an rechten Ventrikeln insuffizienter Ratten (RVF). Lediglich 27% der
erfasgen 3-AR koppdten an G-Proteine im Status Ry (Tab. 5, Abb. 6. An den jewelligen
linksventrikul&ren Membranen wurde eéne Abnahme von Ry-B-AR aushliefdlich fir RVF-
Ratten festgestellt (Tab. 5).

Die Zugabe von Guanosin-5"-triphasphat (GTP) konwertierte die biphasischen Isoprenalin-
Graphen in monoplesische KWK und kennzeichnete somit das Vorliegen der B-AR im nie-
deraffinen R_-Status (Tab. 5, Abb. §. Fir ale GTP-Graphen wurde des Weiteren eine
Redtsverschiebung festgestellt. Die jewelli gen Hill -K oeffizienten redchter Préparationen la-
gen zwischen 0,74und 0,83.Fur linksventrikuldre Membranen waren de Hill -Koeffizienten
der RVF-Tiere signifikant verschieden von den Kontrollen (Tab. 5).
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Abb. 6:

Einflussvon Guanosin-5'-triphosphat (GTP) auf die Verdrangurg der JCY P Bindungen durch |sopre-
nalin (1so) in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV) von MCT-behan-
delten (RVH/RVF) und Kontrollratten. Ordinate: Spezfische 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 Ggs-PROTEINE AN VENTRIKULAREN MEMBRANEN

Das Gys-selektive Antiserum RM/1 detektierte zwel Banden mit einem Molekulargewicht von
47,1 KDa bzw. 49,7 WDa in hanogenen Rohmembransuspensionen aus rediten und linken
Ventrikeln von Kontrolltieren (47,1 KDa: RV: 2,85+ 0,18 rE, n=10; LV: 2,76 £ 0,21 rE,
n=10; 49,7 Da: RV: 2,40+ 0,22rE, n=10; LV: 2,24+ 0,14rE, n=10; Abb. 78).
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Abb. 7:  Immunre&tive Gys-Proteine (47,1 kDa Bande) in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken
Ventrikels (LV) von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten. Ordinate: Spezfisch gebun-
dener primérer Antikdrper in Koppung an [**J]-Protein A (relative Einheiten). MW + SEM aus je-
weils 10 Experimenten. *) P<0,05vs. Kontrolle, ) P<0,0001 vs. Kontrolle.

RVH- und RVF-Ratten zeigten eine signifikante biventrikuldre Verringerung im relativen
Gehalt der 47,1 kDa Bande (Abb. 7. Allerdings war die Abnahme a rechtsventrikuléren
Membranprdparationen (RVH: 1,15+ 0,06 rE, n=10, P<0,0001 . Kontrolle; RVF: 1,20+
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Abb. 8: Immunre&ktive Gys-Proteine (49,7 kDa Bande) in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken
Ventrikels (LV) von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten. Ordinate: Spezfisch gebun-
dener primérer Antikdrper in Koppung an [**J]-Protein A (relative Einheiten). MW + SEM aus je-
weils 10 Experimenten. ) P<0,05vs. Kontrolle.
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0,08rE, n=10,P<0,0001 . Kontrolle) generell stérker ausgebil det alsin den jeweili gen Auf-
arbeitungen des linken Ventrikels (RVH: 2,02+ 0,13rE, n=10, P<0,05 . Kontrolle; RVF:
2,04+ 0,19rE, n=10, P<0,05 \s. Kontrolle; Abb. 7).

Im Fall der 49,7kDa Bande wurde auschliefdlich fir rechte Ventrikel MCT-behandelter Rat-
ten (RVH undRVF) eine Verminderung in der Intensitdt dieser Bande (RVH: 1,49+ 0,14rE,
n=10, P<0,05 RVF: 1,72+ 0,18rE, n=10, P<0,05 Abb. 8) nachgewiesen. Linksventrikuldre
Préparationen waren dementgegen unweréndert gegeniber Kontrollen (RVH: 2,10+ 0,20rE,
n=10; RVF: 2,04+ 0,22rE, n=10; Abb. 8).

3.3.3. QUANTIFIZIERUNG DER ADENYLYL ZYKLASE AKTIVITAT AN VENTRIKULAREN
MEMBRANEN

Redte Ventrikel MCT-behandelter Ratten (RVH und RVF) lief3en eine signifikante Redukti-
onin der AZ Basalaktivitat erkennen (Abb. @), wohingegen eine linksventrikuldre Erniedri-
gung nur fur insuffiziente Ratten (RVF) festgestellt wurde (Abb. 91. Dartiber hinaus war die
Stimulation der AZ in Gegenwart von GTP (10 uM) signifikant abgeschwadt fur beide Ven-
trikel. In desem Zusammenhang zeigte sich kein Unterschied zwischen RVH- und RVF-
Tieren (Abb. %/b).
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Abb. 9a: Adenylyl Zyklase (AZ) Aktivité nach Stimulation mit Guanosin-5'-triphosphat (GTP), Isoprenain
(1S0), Forskolin (Fors), Natriumfluorid (NaF) und Mangan-lonen (Mn“") in Membransuspensionen
des rechten Ventrikels von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten. Ordinate: Umsatzrate
der AZ (pmol [**P]-cAMP/mg Protein/ min). MW + SEM aus jeweils 10 (Kontrolle/RVH) und 9
(RVF) Experimenten. ") P<0,05 vs. Kontrolle, ") P<0,01 vs. Kontroll g, % P<0,05 vs. RVH.

Nad einer B-AR-vermittelten Stimulation der AZ mit Hilfe des nicht-selektiven 3-AR Ago-

nisten Isoprenalin (100 uM) an rechtsventrikuléren Membranen war der Substratumsatz aus-
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schliefdlich fur RVF-Tieren reduziert (Abb. 9). An Membranen des linken Ventrikels wurde
eine Abnahme der AZ Aktivitét fir RVH- und RV F-Ratten beobadtet (Abb. 9h.

Das Diterpenakaloid Forskolin (100 uM) sowie Fluorid-lonen (zugesetzt als NaF: 10 mM)
steigerten de AZ Aktivitdt rezeptorunabhéngig in Kontroll préparationen beider Ventrikel
(Abb. %/b). Entspredhende Untersuchungen an Membransuspensionen des rechten undlinken
Ventrikels von RVH-Ratten zeigten eine signifikante Erniedrigung in der Forskolin- bzw.
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Abb. 9b: Adenylyl Zyklase (AZ) Aktivitét nach Stimulation mit Guanosintriphosphat (GTP), Isoprenalin (1SO),
Forskolin (Fors), Natriumfluorid (NaF) und Mangan-lonen (Mn*") in Membransuspensionen des lin-
ken Ventrikels von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten. Ordinate: Umsatzrate der AZ
(pmol [**P]-cAMP/mg Protein/ min). MW + SEM aus jeweils 10 (Kontrolle/RVH) und 9 (RVF) Expe-
rimenten. ) P<0,05vs. Kontrolle, ”) P<0,01 vs. Kontrolle.

NaF-vermittelten Aktivité. An rechtsventrikularen Gewebeaufarbeitungen insuffizienter
RV F-Ratten wurde unter diesen Bedingungen eine zusétzliche Abschwéadung der AZ Akti-
vitdt gegentiber RVH-Tieren festgestellt (Abb. ).

Nach urmittelbarer Stimulation der katalytischen Untereinheit der AZ in Gegenwart von
Mn?*-lonen war die AZ-Aktivitat signifikant reduziert in Membranen rechter Ventrikel von
RVH- und RVF-Ratten (Abb. %). Fur linksventrikul&re Membranen (RVH und RVF) wurde
ebenso eine Abschwéchung in der [32P]-cAMP Akkumulation ermittelt. Allerdings blieb diese
Reduktion ohre statistische Signifikanz (Abb. 91.

3.3.4. BESTIMMUNG DER GRK AKTIVITAT AN VENTRIKULAREN M EMBRANEN
Die Membranen rechter Ventrikel von Kontrollti eren zeigten eine signifikant stérkere GRK-

vermittelte Rhodogsinphashorylierung von 481+ 29 cpm/Bande (n=5) gegentiber den jewel-
ligen linksventrikularen Membranen (262 + 44 cpm/Bande, n=5, P<0,01). Im Gegensatz dazu
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bestand fir zytosoli sche Prégparationen hinsichtlich der Kinase&tivitéat kein Unterschied zwi-
schen beiden Ventrikel (RV: 274 + 30 cpm/Bande vs. LV: 220+ 13 cpm/Bande, n=5, ns,;
Abb. 10.
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Abb. 10: G-Protein gekoppelte Rezeptorkinase (GRK) Aktivitdt in Zytosol- (Zyto.) und Membran- (Memb.)
Fraktionen des redhten (RV) und linken Ventrikels (LV) von MCT-behandelten urd Kontroll ratten.
Ordinate: GRK-vermittelte Phosphorylierung von Rhodogsin 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
Aktivitétsanstieg 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 | SOPRENALIN

Der nicht-selektive 3-AR Agonist Isoprenain bewirkte @ne konzentrationsabhéngige Steige-
rung der Kontraktionskraft elektrisch gereizter kardialer Muskelstreifen aus rechten undlin-
ken Ventrikeln (Abb. 1%/b). An ventrikul&rem Gewebe MCT-behandelter Ratten konrten de
KWK lediglich bis zu einer Isoprenalinkorezentration von 300 M (RV) bzw. 100nM (LV)
erfass werden. Konzentrationsgeigerungen dartiber hinaus resultierten in arrhythmischen
Kontraktionen der praparierten kardialen Muskelstreifen.

Redte undlinke Ventrikel von Kontroll ratten zeigten dquivalente Steigerungen in der maxi-
malen Kontraktionskraftzunahme (300 M Isoprenalin) nach Rezeptorstimulation (RV: A 2,1
+0,3mN; LV: A 2,5+ 0,3mN; n=11; Abb. 11a/b).
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Abb. 11a Steigerung der Kontraktionskraft nach Stimulation von [3-Adrenozeptoren mit Isoprenain an kar-
dialen Muskel streifen des rechten Ventrikels von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll ratten.
Ordinate: Anderung der Kontraktionskraft in A mN. Abszisse: Molare Konzentrationen von |so-

prenalin. MW + SEM aus jeweils 11 (Kontrolle), 5 (RVH) bzw. 6 (RVF) Experimenten. ) P<0,05

vs. Kontrolle, ™) P<0,01 vs. Kontrolle.

Fur Herzmuskelstreifen aus beiden Ventrikeln MCT-behandelter Ratten war die B-AR-

vermittelte Inotropiezunahme signifikant abgeschwadt. Jedoch wurden fir rechtsventrikulére

Gewebestreifen deutlich stérkere Reduktionen nachgewiesen (Abb. 1X/b). Deren maximale

Inatropiesteigerung betrug rnach Zugabe von Isoprenalin (300 rivl) mit A 0,5+ 0,4mN (RVH,
n=5, P<0,01 \s. Kontrolle) nur 20,5 % bzw. ledglich 14,3% (RVF: A 0,3 % 0,1 mN, n=6,

Abb. 11b:
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Steigerung der Kontraktionskraft (mN) nach Stimulation von 3-Adrenozeptoren mit Isoprenalin an

kardialen Muskelstreifen des linken Ventrikels von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontroll-
ratten. Ordinate: Anderung in der Kontraktionskraft in A 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 s. Kontroll e) verglichen mit den Muskelstreifen vonKontrollti eren (Abb. 11a). Aus

diesem Grund konnen de ehaltenen Daten nicht an sigmoidale KWK angepasd werden. Die
KWK fir Isoprenain an linken Ventrikeln MCT-behandelter Ratten zeigten eine Rechtsver-
schiebung (Abb. 118. Aufgrund arrhythmischer Kontraktionen musden dese Versuche eben-

fall s vorzeiti g abgebrochen werden.
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Abb. 12: Basalkontraktionskraft kardialer Muskelstreifen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV) von
MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten 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 umfasd die Bestimmung der Basalkontraktionen kardialer Muskelstreifen vor
Beginn der Aufzeichnungen fir die Isoprenain-indwzierte Steigerung der Kontraktilit &. Im
Fall der rechtsventrikuléaren Muskelstreifen MCT-behandelter Ratten (RVH: 4,6 + 0,7 mN,
n=5, P<0,0% 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, prapariert 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+ 0,4mN, n=11; Abb. 139.
Unmittelbar im Anschlussan de KWK fir Isoprenalin wurde den Organbadern kumulativ
Calcium (4,3 bs 13,3 mM) zugesetzt. Redhtsventrikuldre RVH-Herzmuskelstreifen (n=5)
zeigten ausschli efdlich in maximaler Ca?*-Konzentration (13,3mM) eine signifikante Reduk-
tionin der Kontraktilit &tszunahme gegentiber Kontrollen (A 0,6+ 0,2mN vs. A 1,8+ 0,3mN;
P<0,05 Abb. 13). Dementgegen wurde fur RVF-Ratten eine signifikante Verringerung
samtlicher Ca®*-K onzentrationen festgestellt. Submaximale Ca?*-K onzentrationen (4,3 lis 9,7
mM) steigerten de Kontraktilitdt zunadst noch geringfigig (4,3 mM: A 0,7 + 0,1 mN,
P<0,05 \s. Kontrolle; Abb. 13), wohingegen bel 11,3mM und 13,3mM kein inctroper Zu-
waahs mehr beobachtet wurde.
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Abb. 13a Steigerung der Kontraktionskraft (mN) durch exogenes Calciumchlorid an kardialen Muskelstreifen
des redhten Ventrikels von MCT-behandelten und Kontrollratten. Ordinate: Anderung in der Kon-
traktionskraft in A mN. Abszise: Kumulative K onzentrationsstufen von Calciumchlorid [mM]. MW
+ SEM aus jeweils 11 (Kontrolle), 5 (RVH) bzw. 6 (RVF) Experimenten. ') P<0,05 vs. Kontrolle,
™) P<0,01vs. Kontrolle,

Linksventrikuldre Muskelstreifen MCT-behandelter Ratten entsprachen im maximalen Kon-
traktionsanstieg nach Stimulation mittels exogener Ca?*-lonen den Kontrollen (13,3 mM:
Kontrolle: A 2,4+ 0,6 mN, n=11; RVH: A 2,3+ 0,6 mN, r=5; RVF: A 2,8+ 0,6 mN, n=6;
Abb. 130.
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Abb. 13b: Steigerung der Kontraktionskraft (mN) durch exogenes Calciumchlorid an kardialen Muskelstreifen
des linken Ventrikels von MCT-behandelten und Kontrollratten. Ordinate: Anderung in der Kon-
traktionskraft in A mN. Abszisse: Kumulative Konzentrationsstufen von Calciumchlorid [mM]. MW
+ SEM ausjeweils 11 (Kontrolle), 5 (RVH) bzw. 6 (RVF) Experimenten.
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3.4. CHARAKTERISIERUNG DER KARDIALEN B-AR SIGNALTRANSDUKTION AN [SO-
LIERTEN KARDIOMYOZYTEN
3.4.1. SEPARATION RECHTS- UND LINKSVENTRIKULARER KARDIOMYOZYTEN

Kardiomyozyten wurden aus rechten (RV) und linken Ventrikeln (LV) von Kontroll- und
MCT-behandelten Tieren mit Hilfe ener Langendaff-Apparatur isoliert. Lichtmikroskopi-
sche Kontrollen verifizierten de Abtrennung der kontraktilen kardialen Zellen von weiteren
ventrikuldren Gewebebestandteilen. Fir sdmtliche Untersuchungen an Kardiomyozyten
MCT-behandelter Ratten wurde methodsch bedingt nicht zwischen RVH und RVF unter-
schieden. Die durchschnittli che Ausbeute kontraktiler Myokardzell en, aufgeabeitet aus zwei
frisch ektomierten Herzen (n=1), lag fir Kontrollen bei 2,57+ 0,13x 10° (RV) bzw. 5,69+
0,18 x 1(f (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 x 10°
(RV) bzw. 3,55 + 0,29 x 1P (LV) Kardiomyozyten isoliet. Der Anteil nicht-
stébchenformiger abgerundeter Zellen entsprach hierbei 80,7% (RV) bzw. 64,3% (LV). Fur
die sich ummittelbar anschli ef3enden Versuche wurden sowohl stébchenférmige ds auch abge-

rundete kontraktile Myokardzell en verwendet.

3.4.2. BINDUNGSEIGENSCHAFTEN VON B-AR AN MEMBRANEN ISOLIERTER KARDIO-
MYOZYTEN

Kardiomyozytenmembranen des rechten Ventrikels MCT-behandelter Ratten zeigten eine

signifikante Abnahme in der 3-AR Dichte, wohingegen fur Membranen linksventrikulérer
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Abb. 14: Bestimmung der B-Adrenozeptor-(3-AR)-dichte in Membransuspensionen redhts- (RV) und linksven-
trikuldrer (LV) Kardiomyozyten von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten am Beispiel
eines Radioassays. Ordinate: Spezfische JCY P Bindung (fmol/mg Protein). Abszisse: Konzentratio-
nen von Jodcyanopindalol (JCYP, pM). MW + SEM aus Doppel bestimmungen eines Experiments.
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Kardiomyozyten keine Verénderungen ermittelt wurden. Die Kp-Werte dler Prdparationen
waren identisch (Abb. 14,Tab. 6).

KONTROLLE MCT
(n=9) (n=8)
RV
B 140+1,1 95+1,3
Ko 242+22 258+ 1,0
B-:B-AR 743+42:257+4,2 56,1+6,1:439+6,1
pK, B:-AR 8,68+ 0,12 8,72+ 0,18
pK, B-AR 5,98+ 0,29 6,24+ 0,19
LV
B 157+11 152+15
Ko 239+ 23 259+ 1,0
B1-:B-AR 783+26:21,7+2,6 784+27:21,6+2,7
pK, B:-AR 8,53+ 0,13 8,48+ 0,06
pK, B-AR 5,70+ 0,23 570+ 0,11

Tab. 6:

[B-Adrenozeptor (B-AR) Dichte B, (fmol/mg Protein), Kp-Werte des Radioliganden JCY P (pM), ;-

Bo-AR Verhdtnis (%) und pK-Werte des (3;-selektiven Antagonisten CGP 207127 an Kardiomyo-
zytenmembranen aus rechten (RV) und linken Ventrikeln (LV) von MCT-behandelten urd Kontroll-

ratten. MW + SEM ausjeweils 9 (Kontroll€) bzw. 8 (MCT) Experimenten. ) P<0,05 vs. Kontrolle.

K ompetiti onsexperimente in Gegenwart von CGP 207127 (1 nM bis 100 uM) verdeutli chten

die Existenz von [3;- und 3,-AR in Kardiomyozytenmembranen beider Ventrikel. Vier bis

sechs Wochen nach Monacrotalin-Applikation war die 3;-AR Dichte selektiv rechtsventriku-

lar reduziert. Verdrangungsexperimente an linksventrikuldren Kardiomyozytenmembranen
MCT-behandelter Ratten ergaben keine Verschiebung im (:-:B2-AR Verhdltnis. Fur CGP
20712 wurden duchweg vergleichbare Affinitaten festgestellt (Abb. 15,Tab. 6).
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Abb. 15; Bestimmung der prozentualen B-Adrenozeptor (B-AR) Subtypverteilung mit Hilfe des slektiven (3;-
AR Antagonisten CGP 20712A in Membransuspensionen redits- (RV) und linksventrikulérer (LV)
Kardiomyozyten von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten am Beispiel eines Radioas-
says. Ordinate: Spezfische JCYP Bindung in % der totalen Bindungsstellen (=100 %). Absziss:
Molare Konzentrationen von CGP 20712A. MW + SEM aus Doppelbestimmungen eines Experi-

ments.
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3.4.3. BESTIMMUNG DES CAMP GEHALTESIN KARDIOMYOZYTEN

Stimulation der AZ mit Isoprenain (100 uM) fihrte zu aquivalenten Anstiegen in der Kon-
zentration des oond mesengers CAMP in Kardiomyozyten aus rechten undlinken Ventri-
keln von Kontrollratten (A cAMP: RV: 34,5+ 8,1 pnol/2.5 x 10° Zellen; LV: 36,0+ 4,9
pmol/2.5x 10° Zellen, n=5; Abb. 18.
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Abb. 16: Isoprendlin- (100 uM) induzierte Steigerung des cAMP Gehaltes in rechts- (RV) und linksventrikul&
ren (LV) Kardiomyozyten von MCT-behandelten und Kontrollratten. Ordinate: Anstieg des cAMP
Gehaltes in pmol/2.5 x 10° Zellen. MW + SEM aus jeweils 5 (Kontrolle) und 6 (MCT) Experimenten.
") P<0,05 vs. Kontroll e.

Die Isoprendlin-vermittelte Steigerung des CAMP Gehaltes war selektiv reduziert in rechts-
ventrikul&ren Kardiomyozyten MCT-behandelter Ratten (11,2 + 5,1 pnol/2.5 x 10° Zellen,
n=6, P<0,05 \s. Kontrolle; Abb. 16, wohingegen in linksventrikul&ren Kardiomyozyten (24,7
+9,1 pnol/2.5x 10° Zellen, n=6; Abb. 16 keine Verdnderungen beobachtet wurden.

3.5. KARDIALE MUSKARINERGE REZEPTOREN AN VENTRIKULAREN MEMBRANEN
3.5.1. BIOCHEMISCHE CHARAKTERISIERUNG M-CHOLINERGER REZEPTOREN

Séttigungsbindungsgudien zur muskarinergen Rezeptordichte egaben einen signifikanten
Unterschied im Vergleich des rechten (110,6+ 10,2 fmol/mg Protein) zum linken Ventrikel
(146,9% 10,5fmol/mg Protein, P<0,05 Abb. 17 von Kontrollen (n=7).

Fur redhtsventrikul&re Membranen MCT-behandelter Ratten wurden keine Verdnderungen in
der Dichte M-chadlinerger Rezeptoren fir sowohl hypertrophiekompensierende Ratten (RVH,
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107,7+ 6,3fmol/mg Protein, n=4) als auch fur Tiere mit Stauungsinsuffizienz (RVF, 126,1+
7,3fmol/mg Protein, n=7; Abb. 17 ermittelt.
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Abb. 17: Totale M-cholinerge Rezegotordichte in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken Ventrikels
(LV) von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten. Ordinate: Spezfisch gebundenes [*H]-
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 linksventrikulare Membranpréparationen mit 167,2 + 11,9 fmol/mg
Protein (n=4) fir RVH-Ratten sowie 173,9+ 7,2 fmol/mg Protein (n=9, P<0,05 \s. Kontroll e)
fur RVF-Ratten de Tendenz zur Erh6hurg der M-chdlinergen Rezeptordichte (Abb. 17. Im
Fal der RVF-Tiere erreichte der aufgezeigte Wert statistische Signifikanz. In den kalkuli erten
Ko-Werten der durchgefiihrten [H]-NM S Sittigungsexperimente wurden keine Unterschiede
zwischen Kontrollen und MCT-behandelten Ratten beobachtet (RV: Kon: 0,9 £ 0,1 iV,
RVH: 1,1+ 0,5 M, RVF: 1,2+ 0,1 riM; LV: Kon: 1,4+ 0,2 M, RVH: 1,0+ 0,4 M, RVF:
1,3+ 0,1 rm).

3.5.2. QUANTITATIVE ERFASSUNG VON Ggi-PROTEINEN AN VENTRIKULAREN MEMBRA-
NEN

In rechts- bzw. linksventrikularen Membranaufschliisseen wurde generell eine spezifische
Bande mit einem Molekulargewicht von 43 lDa detektiert. Wie aus Abb. 18zu entnehmen,
ergaben de Untersuchungen vergleichbare Resultate im relativen Gehalt der 43 kDa Bande
des eingesetzten Antikorpers AS/7 fur rechte (RVH: 3,30+ 0,29rE, n=10; RVF: 3,37+ 0,16
rE, n=10) undlinke Ventrikel (RVH: 3,14+ 0,27rE, n=10; RVF: 2,97+ 0,26rE, n=10) MCT-
behandelter Ratten im Vergleich mit Kontrolltieren (RV: 3,38+ 0,27rE, n=10; LV: 2,87+
0,22rE, n=10).
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Abb. 18 Immunre&ktive G;-Proteine in Membransuspensionen des redhten (RV) und linken Ventrikels (LV)
von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten. Ordinate: Spezfisch gebundener primarer
Antikorper in Koppung an [*2%]]-Protein A in relativen Einheiten. MW + SEM aus jeweils 10 Expe-

rimenten.

3.6. CHARAKTERISIERUNG DER KARDIALEN Gg11-GEKOPPELTEN SIGNAL TRANSDUK-

TION AN VENTRIKULAREN MEMBRANEN

3.6.1. BIOCHEMISCHE ANALYSEN ZUR a3-AR DICHTE

Fur rechtsherzhypertropherte MCT-Ratten wurde a@ne signifikante Verringerung in der a;-

AR Dichte an redthts-, aber auch an linksventrikul&ren Rohmembransuspensionen festgestellt.
Das AusmaR3 der Reduktion in den [*H]-Prazosin Bindurgssellen war dabei biventrikular fiir
RVF-Ratten stérker ausgepragt as fur RVH-Tiere. Die emittelten Disziationskonstanten
Kp lief3en keine Affinitéatsunterschiede ekennen (Tab. 7).

KONTROLLE RVH RVF
(n=9) (n=9) (n=9)
RV
B ax 637+46 471+3,9 408+ 4,7
Kp 539+ 31 59,7+ 3,1 59,8+ 4,2
LV
Bimax 723+49 522+36 461+31
Kp 509+ 2,2 631+48 618+7,2

Tab. 7: a;-Adrenozeptor Dichte B, (fmol/mg Protein), Kp-Werte des Radioliganden [*H]-Prazosin (pM) in
Membransuspensionen des rediten (RV) und linken Ventrikels (LV) von MCT-behandelten

(RVH/RVF) und Kontroll ratten. MW + SEM von jeweil s n Experimenten. *) P<0,05 vs. Kontrolle.
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3.6.2. DETEKTION der Ggq11-PROTEINE AN VENTRIKULAREN MEMBRANEN

Das verwendete QL-Antiserum wurde mit einer spezifischen Bande (42 kDa) detektiert. Die
Koppung [*°]]-markierter Protein A Lésung an diese Bande war signifikant reduziert in
ventrikuldren Membransuspensionen redhter (RVH: 1,18+ 0,11 rE, n=10, P<0,01 \s. Kon-
trolle; RVF:. 1,41+ 0,08 rE, n=10, P<0,05 . Kontrolle) und linker Ventrikel von MCT-
behandelten Tieren (RVH: 1,46+ 0,09rE, n=10, P<0,01 \s. Kontrolle; RVF: 1,49+ 0,12rE,
n=10, P<0,01 \s. Kontrolle) gegeniiber den Ergebnissen der Kontrollratten (RV: 2,09+ 0,16
rE, n=10; LV: 2,03+ 0,12rE, n=10; Abb. 19).
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Abb. 19: Immunreektive Gyq11-Proteine in Membransuspensionen des rechten (RV) und linken Ventrikels (LV)
von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten. Ordinate: Spezfisch gebundener primarer
Antikorper in Koppung an [*2%]]-Protein A in relativen Einheiten. MW + SEM aus jeweils 10 Expe-
rimenten. ) P<0,05vs. Kontrolle, ) P<0,01 vs. Kontroll e.

3.6.3. KONTRAKTILE WIRKUNG VON NORADRENALIN

Noradrenain (NA, 1 M bis 1 mM, in Gegenwart von 100 ™ Proprandol) steigerte die
Kontraktionskraft kardialer Muskelstreifen koreentrationsabhéngig; die maximale Zunahme
der Kontraktionskraft (1 mM) entsprach mit A 3,5+ 0,6 mN (RV) undA 3,6+ 0,5mN (LV)
fur Kontroll ratten (n=8) vergleichbaren Betrdgen (Abb. 2G/b).

KWK redter und linker Ventrikelstreifen MCT-behandelter Ratten zeigten eine signifikante
Reduktion in der a;-AR-vermittelten Kontraktilit &tszunahme (Abb. 2@&/b). Rechtsventrikul &
re Herzmuskelstreifen erzielten lediglich 43% (RVH: A 1,5+ 0,4mN, n=7) bzw. 6 % (RVF:
A 0,2+ 0,1 mN, n=9) der maximal nadhgewiesenen Inatropiesteigerung (1 mM NA) von
Kontrollti eren (Abb. 2@G).
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Abb. 20a a;-AR-vermittelte und NA-induzierte Steigerung der Kontraktionskraft an kardialen Muskelstreifen
des rechten Ventrikels von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten. Ordinate: Anderung
der Kontraktionskraft in A mN. Abszise: 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, ) P<0,05vs. RVH.

Die linksventrikul&ren Kontraktilit &tsénderungen waren demgegentber schwéacher ausgepréagt.

Fir maximale Konzentrationen an NA (50 uM bis 1 mM) wurde ene signifikante Reduktion
aus<chliefdlich fur RVH-Tiere mit einer Abnahme um 47 % festgestellt (A 1,9+ 0,4mN, n=7,

P<0,05. RVF-Ratten gaben lediglich in submaximaen Konzentrationen (100 uM und 500
M) eine Erniedrigung zu erkennen (A 2,4+ 0,4mN OAbnahme um 33 %, n=9; Abb. 205).
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Abb. 20b: a;-AR-vermittelte und NA-induzierte Steigerung der Kontraktionskraft an kardialen Muskelstreifen
des linken Ventrikels von MCT-behandelten (RVH/RVF) und Kontrollratten. Ordinate; Anderung
der Kontraktionskraft in A mN. Abszise: Molare Konzentrationen von Noradrenalin. MW + SEM
ausjeweils 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-
LAREN MEMBRANEN

Entsprechend der angewandten Methode (siehe 2.4.4) wurde fur Kontrollratten ein signifi-
kanter Unterschied in der ET(a/g)-Rezeptordichte zwischen rechten undlinken Ventrikel er-
mittelt (Tab. 8).

Rechtsventrikul&re Membranen MCT-behandelter Ratten zeigten einen Anstieg in den [*2°]]-
ET-1-Bindungsdellen. Die beobachtete Zunahme war hierbei fir RVF-Ratten signifikant
(Tab. 8. An Membranen linker Ventrikel von RVH- und RVF-Tieren wurde hingegen in der
ETa)-Rezeptordichte kein Unterschied beobadntet (Tab. §).

KONTROLLE RVH RVF
(n=10) (n=10) (n=13)
RV
Bimx 1038+ 5,6 1286+ 21,2 1491+ 195
Ko 315+ 3,8 383+ 3,2 305+ 3,7
Ny 1,01 + 0,05 0,96 + 0,05 0,95+ 0,06
ETA: ET; 777+19:223+19 601+31:399+31 | 509+2,6:491+26 2
LV
Bimx 1499 + 20,9 1297 + 13,6 1384 + 16,4
Ko 399+6,5 348+ 3,38 324+29
Ny 1,06 + 0,05 1,06 + 0,07 0,96 + 0,06
ETA: ET; 753+ 3,3:24,7+ 3,3 648+27:352+27 | 549+36:451+36 2

Tab. 8 ETe-Rezeptordichte B, in fmol/mg Protein, Kp-Werte des Radioliganden [**°J]-Endathelin-1 in
pM, Hill -Koeffizienten (n,) der Endothelin-1 Kompetiti onskurven sowie das Verhaltnis von ET 5-:ETg-
Rezeptoren (%) in Membransuspensionen des redhten (RV) und linken Ventrikels (LV) von MCT-
behandelten und Kontrollratten. MW + SEM aus n Experimenten. ) P<0,05 vs. Kontrolle, ©) P<0,01
vs. Kontrolle, ™) P<0,0001 vs. Kontrolle, ) P<0,05vs. RVH.

Der Radioligand [*?°]]-Endahelin-1 lieR fir alle durchgefiihrten Verdrangungsexperimente
eine vergleichbar hohe Affinitdt erkennen. Die Kompetitionskurven waren stell und mono-
phasisch und de Hill -K oeffizienten lagen zwischen 0,95 und 1,06Tab. 8).

Fur Membranen redhter und linker Ventrikel MCT-behandelter Ratten wurde des Weiteren
eine prozentuale Zunahme von ETg-Rezeptoren nachgewiesen, wobei diese Verénderungen
bel Tieren mit Stauungsinsuffizienz (RVF) stérker ausgepragt waren als in den Hypertrophe
kompensierenden RV H-Ratten (Tab. 8).
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3.6.5. KONTRAKTILE WIRKUNG VON ENDOTHELIN-1

Endahdin-1 steigerte die Kontraktilité konzentrationsabhéngig an Muskelstreifen beider
Ventrikel von Kontrollti eren. Jedoch gestaltete sich der Nachweis dieser positiv inotropen
Wirkung (100 M ET-1) mit A 0,3+ 0,1 mN (RV, n=10) bzw. A 0,6 + 0,1 mN (LV, n=10)
gerade fUr rechtsventrikulé&re Gewebestreifen aul¥erordentlich schwierig (Abb. 2lalb).

Fir Muskelstreifen rediter Ventrikel insuffizienter Tiere (RVF, n=5) wurde an signifikanter
Anstieg in der Inotropie mit A 1,4+ 0,2 mN (100 M ET-1) festgestellt (Abb. 218). RVH-
Ratten zeigten de Tendenz einer gesteigerten Inotropie (100 M ET-1: A 0,6+ 0,2 mN, n=6),
welche ausschliefdich in submaximalen ET-1 Konzentrationen (10 kew. 50 M) signifikant
erhoht war. KWK redhter Ventrikelstreifen MCT-behandelter Tiere kennzeichneten dartiber
hinaus eine signifikant hohere Affinitét von ET-1 (pD2: RVF: 8,0+ 0,06, =5, P<0,05 RVH:
8,4+ 0,18, =6, P<0,01) im Vergleich mit den jewelili gen Kontrollen (7,3 + 0,16,n=10, Abb.
21a).
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Abb. 21a: Steigerung der Kontraktionskraft nach Stimulation mit Endothelin-1 an kardialen Muskelstreifen des
rechten Ventrikels von MCT-behandelten und Kontroll ratten. Ordinate: Anderung der Kontraktions-
kraft in A mN. Abszisse: Molare Konzentrationen von Endothelin-1. MW + SEM aus jeweils 10
(Kontrolle), 6 (RVH) bzw. 5 (RVF) Experimenten. ") P<0,05vs. Kontrolle, ”) P<0,01 vs. Kontrolle,
% P<0,05vs. RVH.

Die KWK linksventrikulé&rer Muskelstreifen insuffizienter RV F-Ratten waren ebenfall s links-
verschoben (RVF: pD.: 8,54+ 0,07, r=5; Kontrolle: 7,97+ 0,07, r=10; P<0,01), wohingegen
fur RVH-Ratten kein Unterschied beobachtet wurde (7,97 = 0,08, r=6; Abb. 21b). Anderer-
seits zeigten linke Ventrikel keine Verénderungen in der maximalen Kontraktilit ésdeigerung
(100 M ET-1) fur sowohl RVF- (A 0,8+ 0,2mN, n=5) alsauch RVH-Tiere (A 0,9+ 0,2mN,
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n=6) bezogen auf entsprechende Resultate von Kontrollratten (A 0,6 + 0,1 mN, n=10; Abb.

21h).
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Abb. 21b: Steigerung der Kontraktionskraft nach Stimulation mit Endothelin-1 an kardialen Muskelstreifen des
linken Ventrikels von MCT-behandelten und Kontroll ratten. Ordinate: Anderung der Kontraktions-
kraft in A mN. Abszisse: Molare Konzentrationen von Endothelin-1. MW + SEM aus 10 (Kontrolle),

6 (RVH) bzw. 5 (RVF) Experimenten.



4., DISKUSSION 66

4, DiskussiON

4.1. MONOCROTALIN-MODELL

Neben tierexperimentellen Studien zur Herzhypertrophe/-insuffizienz nach Koronarligation
(Pfeffer et a., 1979 Zimmer et a., 199Q Lui et a., 1997, Aortenkorstriktion (Cutill etta &
a., 1975 Chevdlier et d., 1989 Feldman et a., 198) oder im Fall von SH-Ratten (Okamoto
& Aoki, 1963 Boluyt et al., 1994 Takata & Kato, 199§ gestattet die Applikation des Pflan-
zenalkaloids Monccrotalin (MCT) die Méglichkeit zur Ausbildung einer rechtsventrikuléren
Druckuberlastung (Meyrick et a., 1980 Ghodsi & Will, 1981 Bruner et al., 1983 Cewni et
a., 1989 Werchan et a., 1989 Comini et a., 1995 Chen et a., 1997. Aufgrund cer progres-
siven pumonaen Hypertonie entwickelten samtliche MCT-behandelten Ratten eine signifi-
kante rechtsventrikuldre Hypertrophie (3.1.1). Diese kardiade Kompensationsregktion war
dabei fur insuffiziente RVF-Tiere tendenziell starker ausgeprégt und steht im Einklang mit
den Resultaten weiterer Arbeitsgruppen (Pela d@ al., 1999 Comini et a., 199&; Vescovo et
a., 1998 Uzzaman et a., 200Q. Fur die linksventrikuléren Gewichte wurde ebenfalls ein
signifikanter Anstieg in den Nasggewichten ermittelt. Nahezu all e Studien zum MCT-Modell
dokumentieren hingegen keine Veranderungen in den Massnangaben linker Ventrikel. Le-
diglich in den Arbeiten vonMorioka d a. (1992, Kuramochi et a. (1994 und Brown et al.
(1998 sind unwerkennbare Steigerungen in den linksventrikul&ren Gewichten auszumadhen.
Die Zunahme war jedoch nicht signifikant. Eine Ursache fir den aufgezeigten Unterschied
findet sich mit grof¥er Wahrscheinlichkeit im ausgewahlten Probenumfang der untersuchten
Tiere. Die vorliegende Arbeit spiegelt mit n=100 Kontrollti eren sowie jeweils 50 RVH- und
insuffizienten RV F-Ratten eine objektivere Darstell ung gegeniiber Bestimmungen mit n=6 his
n=20 Wiederhdungen wider. Der Kdrpergewichts-unabhdngige Quatient des linken Ventri-
kels inklusive Septum gegen de rechtsventrikulare Masse stand wiederum in Ubereinstim-
mung mit den Ergebnissen samtlicher Publikationen. Dieser Hypertrophie-Marker zeigte sich
deutlich erniedrigt fur MCT-behandelte RVH-Ratten mit einer dartiber hinaus gehenden wei-
teren Absenkung fur insuffiziente RVF-Tiere gemal3 einer stérker ausgepragten Redhtsherz-
hypertrophie (3.1.1).

Etwa 50 % der Monccrotali n-inji zierten 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 @ a., 1990 Morioka & a.,
1992 Comini et al., 199&; Vescovo et a., 1998 Uzzaman et al., 200Q. Ein gleichwertiges
Bild liefert in desem Zusammenhang die Gegeniberstellung jeweiliger MCT-Dosierungen.



4., DISKUSSION 67

Neben geringen Bolusinjektionen des Pflanzenalkaloids von 30mg/kg KG i.p. (Vescovo et
a., 198%) bzw. Hochdasierungen von 105mg/kg KG i.p. (Kreutz et al., 1996 erscheint die
verabreichte Monccrotalin-Dosis von 60 mg/lkg KG per intraperitonealer Applikation as
Mittel der Wahl, um Gber zahlenméaliig vergleichbare Kontigente an RVH- und RVF-Tieren
verfigen zu kénnen.

Einige Autoren dskutieren im Rahmen ihrer Auswertungen zum MCT-Modell ebenso das
Verhdltnis des rechten Ventrikels zum Korpergewicht as Kammer-spezifischen Hypertro-
phie-Marker (Marthew et a., 1988 Hill et al., 1989 Ilkiw et a., 1989 Comini et al., 199&).
In der Ergebniszusammenstellung dieser Arbeit wurde dem angesprochenen Quatienten indes
keine Berticksichtigung zuerkannt. Samtliche zur Verfligung stehenden Publikationen sowie
die egens aufgestellten Resultate bestédtigen eine signifikante Reduktion des Korpergewichts
als Konsequenz aus einer Monacrotalin-Applikation. Unter Einbeziehung dieses Parameters
in de Charakterisierung der Drucklberlastung wirde dem Ausmald der Hypertrophe aif-
grund des resultierenden holeren Indexes daher eine unverhdtnisméldig grofe Bedeutung

zugemessen werden.

Mit Blick auf die Charakterisierung kardialer a;- und (B-adrenerger Rezeptoren an MCT-
behandelten Ratten wurde zunddhst der Gehat des physiologischen Transmitters Nor-
adrenain (NA) in ventrikulérem Gewebe, aber auch desen Plasmakonzentration ermittelt.
Der Gesamtnoradrenalingehalt war lediglich fur rechte und linke Ventrikel insuffizienter
RVF-Tiere signifikant reduziert. Unter Bertlicksichtigung der ventrikuldaren Gewichte ewies
sich der rechtsventrikulére Noradrenalingehalt pro mg Gewebe jedoch fur sémtliche MCT-
Tiere erniedrigt, wohingegen in linken Ventrikeln ausschliefdli ch fur insuffiziente RV F-Ratten
eine Abnahme festgestellt wurde (3.1.1). Entsprechend desen varliegenden Daten dokumen-
tierten Ceooni et al. (1989) und Comini et a. (19968 an MCT-behandelten Ratten eine bi-
ventrikuldre Reduktion des Gesamtnoradrenalingehalts ebenfalls nur fur insuffiziente RVF-
Tiere. Auf der anderen Seite beobachteten de genannten Autoren eine Abnahme im NA be-
zogen auf rechts- und linksventrikuldre Gewebemaseen sowohl fir RVH- as auch RVF-
Ratten. Somit weisen bereits die Eingangsuntersuchungen darauf hin, dasses gch nicht um
ein Ventrikel-spezifisches Tiermodell handelt. Eine deutlich stérkere Auspragung von Veran-
derungen in redhten urter Beteili gung linker Ventrikel ist kennzeichnend fir die vorliegende
Arbeit. Aufgrund des progressven Krankheitsverlaufs resultierte dariiber hinaus oftmals ein

signifikanter Unterschied zwischen RVH- undRVF-Tieren.
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Fir das Krankheitsbild der Herzinsuffizienz ebenfall s charakteristisch ist ein Anstieg im NA-
Plasmaspiegdl linksherzinsuffizienter Patienten (Chidsey et a., 1962 Thomas & Marks,
1978. Diese Zunahme korreliert dabel streng mit der Prognose des Krankheitshil des (Cohn et
a., 1984 Redor et a., 1987. Aber auch nach Rechtsherzhypertrophe aifgrund einer primé-
ren pdmonaen Hypertonie (Nootens et a., 1995 bzw. einer alveoldren Hypoventilation
(Bratel et a., 2000 wurden erh6hte Plasmanoradrenali nkorezentrationen gemessen. Die vor-
liegenden Resultate verdeutlichen hingegen allein de Tendenz einer Steigerung im Plasma-
NA MCT-behandelter Ratten (3.1.1) und entsprechen dahingehend den Ergebnissen vonVe-
scovo et a. (198%). Morioka @ a. (1992 stellten in ihren Untersuchungen eine signifikante
Zunahme im Plasma-NA fir aus<chli efdlich insuffiziente Tiere fest. Ungeachtet der fehlenden
Signifikanz geben de Resultate der vorliegenden Arbeit dennoch den Hinweis auf eine rele-
vante Zunahme in der Plasmanoradrenali nkoreentration. Lediglich nr=4 MCT-behandelte Tie-
re konrten in de angesprochene Auswertung einbezogen werden. Neben drei RV H-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/Metabdlisierung verschiedener Organe (Esler et a., 199Q. Die
Kombination undWedselwirkungen der den Plasmanoradrenali ngehalt bestimmenden Fakto-
ren limitieren auf der anderen Seite die Anwendung dleses Parameters als alenigen und
hochsignifikanten Indikator flr eine gesteigerte sympathomimetische Aktivité. Demgegen-
Uber ermoglichen de durchgefihrten Untersuchungen zur Detektion des kardialen NA
Spill over wesentlich aussagekréftigere Rickschliss fur eine kardioselektive Erhéhung der
sympathomimetischen Aktivitét insuffizienter Herzen (Rundquist et a., 1997, b). Kaye d al.
(1994 und Azevedo et a. (2000 zeigten darliber hinaus eine positive Korrelation zwischen
dem pumonaarteriellen bzw. dem redtsventrikuléren Druck und dm kardialen NA
Spill over insuffizienter Patienten. In einer weiteren Studie bekréftigten Kaye d al. (1998
diesen Sachverhalt gerade fir Patienten mit kardialer Stauungsinsuffizienz und pumonaler
Hypertonie. Erhdhte rechtsventrikulére Dricke wurden ebenfals 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 Uptake; Aktivitét (3.2.1. und 3.2.2.im
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Stadium der Insuffizienz und erscheint als eine unmittelbare Folge aus den erhéhten rechts-

ventrikuléren Dricken vier bis s Wochen nach MCT-Applikation.

4.2. NORADRENALIN UPTAKE;

Die mit Abstand grof¥e Bedeutung bei der Entfernung des neuronal freigesetzten Norad-
renalins kommt dem Noradrenalin Transporter (NAT) in der prasynaptischen Membran pcst-
gangliondrer Neuronen zu (von Euler, 1972 Trendelenburg, 1991). Kompetiti onsexperimente
zur Charakterisierung von NAT Bindungsdellen und Aktivitét in Gegenwart der selektiven
Uptake; Inhibitoren Desipramin und Nisoxetin, des Uptake Inhibitors Cocain (Horn et a.,
1971 Wong & Bymaster, 1976 Koe, 1976 oder des Dopamin Uptake Inhibitors GBR 12909
(Giroset a., 1993 ergaben eine Relthenfolge von: Desipramin = Nisoxetin >> Cocan = GBR
12909. Diese Selektivitdt entspricht Literaturangaben zufolge dem Uptake; (Teani-Buit,
1992 Jayanthi et a., 1993 Paczkowski et al., 1999. Der Uptake, Inhibitor Corticosteron
(Grohmann & Trendelenburg, 1984) auf der anderen Seite hatte keinen Einflussauf die totale
NA Transportrate. Demzufolge verdeutlicht die vorliegende Arbeit eine signifikante Redukti-
onin der NAT Dichte (Uptake; Bindungsdellen) undin der NAT Aktivitét in rechten, jedoch
nicht in linken Ventrikeln MCT-behandelter Ratten (3.2.1. und 3.2.2. Untersuchungen an
linken Ventrikeln ergaben nu eine schwade Tendenz zur Absenkung der NAT Dichte und
Aktivitét. Diese minimale Verschiebung wird jedoch tber die Tatsache verstandich, dassim
Rahmen der Untersuchungen zum NAT nicht zwischen RVH und RVF unterschieden wurde.
Die signifikant erniedrigten linksventrikularen NA Gewebekonzentrationen MCT-behandelter
Ratten mit RVF lasen aber auf eine deutliche Absenkung der NAT Dichte und Aktivitat
schlief3en.

Experimentell e Untersuchungen weiterer Studien urterstreichen de nachgewiesene Abnahme
im Uptake;. FUr rechtsherzhypertrophierte Hunde nach Pulmonalarterienstenaose wird, vergli-
chen mit den valiegenden Ergebnisen, (ber eine qualitativ gleichwertige Reduktion der
Uptake; Aktivitat und Downregulation der NAT Dichte berichtet (Liang et a., 1989. Mit
Hilfe dieses Hunde-Modell s kennzeichneten Himura € a. (1993 ebenso eine Abnahmein der
Uptake; Aktivitat. Uber Histofluoreszenzuntersuchungen beobachteten sie dartiber hinaus
einen Kammer-spezifischen Verlust noradrenerger Nervenendigungen in rechtsventrikuldren
Préparationen. Diese Befunde waren identisch mit den Resultaten nach chronischer NA Infu-
sion an Hunden aus slbiger Studie. Einem erhdhten synaptischen NA Gehalt kommt dem-
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nach eine Schlisselfunktion in der Regulation von neadrenergen Rezeptoren zu. Die Resul-
tate MCT-behandelter Ratten zur (3- (3.3.1) und a;-AR Dichte (3.6.1) sowie von Ry-B-AR
(3.3.1) bekréftigen dese Aussage und verdeutlichen de unmittelbare Verknigfung zum neu-
ronalen Uptake bzw. dessen Regulation. Beau & Saffitz (1994 dokumentierten selbigen Zu-
sammenhang fir insuffiziente menschliche Herzen und zeigten dartiber hinaus eine signifi-
kante positive Korrelation zwischen der NAT Aktivitdt und der B1-AR Dichte. Infolge aner
massven Reduktion der synaptischen NA Wiederaufnahme resultiert ein verzogerter Ab-
transport des Neurotransmitters aus dem extrazelluldrem Spalt und somit eine verlangerte
Stimulation der genannten Rezeptoren. Eine solche exzessve Aktivierung fuhrt tGber eine
beschleunigte Desensibili sierung zur Downregulation undinternalisierung von 3-AR (Biine-
mann & Hosey, 1999 Ferguson, 200) aber auch vona;-AR (Yang et a., 1999 Garcia-Sainz
et a., 1999 Zhong et a., 1999. Als funktionelle Folge zeigte sich eine massv abge-
schwadite pasitive Inatropie nach Stimulation mit Isoprenalin (3.3.5) und Noradrenalin
(3.6.3).

4.3. B- ADRENERGE REZEPTOREN

Der B-AR-Gs-AZ Signalweg stellt eine Verbindungdes autonamen Nervensystems mit der
Myokardfunktion her und vermittelt so de mit Abstand wichtigsten Einflisse aif die Kraft,
Frequenz und den Rhythmus des Herzens. Durchgefiihrte Untersuchungen identifizierten da-
ruber hinaus die [3-adrenerge Signaltransduktion as den utimativen kardialen Kompensati-
onsmedhanismus in Anpasaing an urterschiedli chste physiologische und sychische Einflis-
se (Brodde ¢ a., 1995. Unter diesem Blickwinkel lag der Schwerpunk der vorliegenden
Arbeit auf der Charakterisierung der 3-AR Signaltransduktion.

Rohmembranfraktionen redhter, aber auch linker Ventrikel von MCT-behandelten Ratten lie-
Ren deutliche Reduktionen in der B-AR Dichte ekennen mit zweifellos gérkerer Absenkung
im insuffizienten Stadium (RVF). Die aifgezeigte Verschiebung betraf dabei den [3;:-, jedoch
auch den B-AR-Subtyp (3.3.1). Im Gegensatz dazu steht die Bestimmung von B-AR an pr&
parierten Membranen isolierter Kardiomyozyten. Vier bis sds Wochen nach MCT-
Applikation wurde @ne Kammer-spezifische Abnahme in der 3;-AR Dichte fir Kardiomyo-
zytenmembranen aus rediten Ventrikeln festgestellt (3.4.2).
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Die fortgeschrittenere Downregulation [3-adrenerger Rezeptoren an rechten Ventrikeln MCT-
injizierter Ratten kennzeichnet die unmittelbare Verbindung zur verringerten Anzahl der NA
Transporter Bindungsdellen bzw. der verminderten Uptake; Aktivitédt (3.2.1. und 3.2.2.und
der daraus folgenden Entleaung kardialer NA Speicher von MCT-behandelten Ratten
(3.1.2). Delehanty et al. (1994) undDong et a. (199) beschreiben in desem Zusammenhang
eine signifikante negative Korrelation zwichen der 3-AR Dichte und dem interstitiellen NA
Gehalt bzw. der Uptake Aktivitéat. Diese Arbeiten urterstreichen somit die @gens beobadte-
ten Veranderungen kardiaer 3-AR bzw. des Uptake;.

In der Literatur verflgbare Publikationen zum MCT-Modell berichten lbkereinstimmend, ent-
spredhend den eigenen Ergebnisen, Uber eine Abnahme von 3-AR in Rohmembranfraktionen
redhter Ventrikel MCT-behandelter Ratten mit all erdings diff erenzierten Beobachtungen zu [3-
AR Veranderungen in linken Ventrikel sowie zur 3-AR Subtypregulation. Pela & al. (1990
und Brown et al. (1998 beobadteten selektive Abnahmen in der (3;-AR Dichte rechter Ven-
trikel und zeigten derartige Reduktionen zusétzli ch fur linke Ventrikel. Ishikawa & a. (1997)
demonstrierten eine starker ausgepréagte Reduktion in der 3-AR Dichte an rechten gegentiber
linken Ventrikeln zwei Wochen sowie @ne weiter fortgeschrittene Abnahme vier Wochen
nach MCT-Injektion. Eine Ventrikel-spezifische Abnahme von (3;-AR wird ebenso fir redits-
herzinsuffiziente Hunde nach Pulmonalarterienstenose beschrieben (Fan et a., 1987. Die
aufgezeigten Resultate der vorliegenden Arbeit stehen des Weiteren in guter Ubereinstim-
mung mit entsprechenden Untersuchungen an humanen Ventrikelpréparationen. Diese liegen
fast ausnahmslos fir linksherzinsuffiziente Patienten vor und zeigen eine Reduktion [3;-
adrenerger Rezeptoren auf mRNA und Protein-Ebene sowie ane funktionelle Entkopdung
von 3,-AR (Brodde, 1991). Einzig Bristow et a. (1992 konnten gerade fr Patienten mit PPH
Kammer-spezifische Veranderungen von3-AR in rechten Ventrikeln feststellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch weder eine Kammer-spezifische noch eine selektive
B1-AR Downregulation an ventrikuldren Membranen nachgewiesen. Diese Befunde lassen auf
die Annahme schlief3en, dassVeranderungen an Membranen beider Ventrikel nicht mit Ver-
schiebungen an Kardiomyozytenmembranen einhergehen. Kontraktile Herzmuskel zellen um-
fasen lediglich 40 % einer heterogenen ventrikuldren Popuation bestehend urter anderem
aus Fibrozyten, Fibroblasten, Endahelzellen sowie glattmuskuldren Zellen. Rohmembran-
fraktionen beinhalten dartiber hinaus simtliche kardiale Zelltypen aus ventrikuléarem Gewebe.
Aus diesem Grund resulti eren zweifelsohne Unterschiede im (31-:32-AR Verhdltnis der aufge-

arbeiteten Membranpraparationen. Wahrend dtere Arbeiten vonLau et a. (1980) und Freiss-
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muth et al. (1986 eine Lokalisation von,-AR an Kardiomyozyten ausschlief3en, widerspre-
chen de Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen in Ubereinstimmung mit jingeren
Publikationen (Cerbai et al., 1995 Kuznetsov et al., 1995 Xiao et d., 198B) diesen Darlegun-
gen. Der B>-AR Anteil beschrénkte sich fir letztgenannte Studien auf ungefahr 25 % entspre-
chend des Hauptanteil s von 3;-AR in Hohe von ca 75 %. Rohmembansuspensionen beinhal-
ten andererseits weitere kardiale Zelltypen mit einem unverkennbar grof3eren prozentualen (3.-
AR Antell (Lau et al., 198Q Freisanuth et al., 198§. Entsprechend den varliegenden Ergeb-
nisen zum MCT-Modell unterliegt die B-AR Kaskade nicht-kontraktiler Zellpopuationen
ebenfall s charakteristischen Verdnderungen. Diese Zellen daminieren aufgrund ihres prozen-
tualen Antells ventrikulare Aufarbeitungen und maskieren folglich Verénderungen an Kar-
diomyozytenmembranen. Eine selektive 31-AR Downregulation kann demnach an Rohmem-
bransuspensionen nicht so deutlich hervortreten, wie es fir Kardiomyozyten beobadtet wur-
de. Untersuchungen an Membranen ventrikul&ren Gewebes gestatten aus diesem Grund ceut-
lich sensiblere Aufzeichnungen fur den (B,-AR, obgleich der B;-AR spezifische Antagonist
CGP 20712 (Dodley et a., 1986 mit seinem hohen Affinitatsunterschied gegeniber (31- und
B2-AR (>1000 charakteristische Subtypverteillungen dffen legen kann.

Diese Sachverhalte konrten jedoch lediglich de gemeinsame Downregulation von3;,-AR an
ventrikuldren Membranen erklaren. Mit Blick auf eventuelle Kammer-spezifische Verschie-
burgen wiesen Yoshie & al. (1994 in einer Studie zum MCT-Modell einerseits keine Veran-
derungen fur linke Ventrikel, wohl aber eine Verminderung in der 3-AR Dichte im interven-
trikuléren Septum nadh. In den eigens durchgefiihrten Untersuchungen wurde der linke Ven-
trikel zusammen mit dem Septum prépariert. Leineweber et al. (2002 diskutieren desbezlig-
lich Unterschiede in der B-AR Dichte linker Ventrikel mit und ohre Septum. Aus diesem
Grund kann richt vollsténdig ausgeschlossen werden, dassdie dargestellten Resultate links-
ventrikulére Veranderungen aufzeigen, deren Ursachen vielmehr in der Préparationsmethode
alsin der Redhtsherzhypertrophie nach MCT-Injektionen liegen. Aus den genannten Griinden
ware somit ebenfalls fur ventrikul&re Membransuspensionen eine Ventrikel-spezifische und
eine selektive 3;-AR Downregulation vasstell bar.

Die agens nachgewiesenen Unterschiede werden andererseits von weiteren Arbeitsgruppen
gestutzt. Abweichungen in den Ergebnissen zwischen Membranen aus ventrikuldrem Gewebe
bzw. Kardiomyozyten wurden von Laurent et al. (2001) und Yoshida & al. (2001 an Hunden
mit Frequenz-indwzierter Herzinsuffizienz bzw. an Ratten nach Koronarligation beschrieben.

Vor diesem Hintergrund unerstreichen de Ergebnisse der vorliegenden Arbeit demnadh um
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so mehr die Notwendigkeit einer differenzierten Betrachtung von spezifischen Zelltypen so-

wie deren Veranderungen im insuffizienten Herzen.

In Ergénzung zur Bestimmung der Dichte und Vertellung von -AR wurde im weiteren Stu-
dienverlauf deren funktionelle Kopdung an G-Proteine untersucht. Maguire € a. (1976 und
Lefkowitz et al. (1979 beschrieben erstmalig fuir Adrenozeptoren eine Guaninnuleotid-
abhangige Agonistenbindung an B-AR as genannte , high and low affinity states*. Nad-
folgend erweitert auf ein ,threestate receptor model“ (Leff et a., 1997) wird zum heutigen
Zeitpunkt davon ausgegangen, dass G-Protein koppelnde Rezeptoren mehrere unterschiedli-
che Konformationen eingehen konren (Gether, 200Q. Dennoch erfolgt die Charakterisierung
einer Rezeptorkopdung an G-Proteine oftmals Giber Bindungsdudien in Gegenwart agonisti-
scher Liganden. Die Anzahl der B-AR im ,high affinity state war signifikant erniedrigt in
Membranen des rechten Ventrikels MCT-behandelter Ratten mit erneut stérkerer Abschwé-
chung fur insuffiziente Tiere. Linksventrikuléare Verringerungen wurden hingegen auschlief3-
lich fur dekompensierte Ratten nachgewiesen (3.3.1). Uber eine gleichwertige Verminderung
von kardialen B-AR in hachaffiner Koppung wird von linken Ventrikeln im Hunde-Modell
der Frequenz-indwzierten Herzinsuffizienz (Kiuchi et a., 1993, vonlinken Ventrikel im Vo-
lumentiberlastungsmodell infolge arto-cavaler Anastomose an Schweinen (Hammond et al.,
1992 und ebenfalls von Membrangemischen aus rechten undlinken Ventrikeln im Redts-
herzhypertrophiemodell nach Pulmonalarterienstenose an Hunden berichtet (Dong et al.,
1999.

Unabhéngig von der Atiologie zeigen Tiermodell e zur Herzinsuffizienz demnach eine verrin-
gerte Anzahl von kardialen 3-AR im ,high affinity state” fur das Stadium der Dekompensati-
on. Die aifgezeigte Reduktion infolge @ner MCT-Injektion steht des Weiteren in gutem Ein-
klang mit der nachgewiesenen Steigerung der G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinase (GRK)
Aktivitdt an desen Ratten (3.3.4). Jingere Untersuchungen kennzeichnen eine zentrale Stel-
lung der GRKs in der Rezeptor-Desensibili sierung bzw. in der Verknipfung unterschiedli cher
Signaltransduktionen (Blinemann & Hosey, 1999 Ferguson, 200). Pei et al. (1994 belegten
am Beispiel konstitutiv aktiver B,-AR in vitro eine GRK vermittelte Phospharylierung in Ab-
wesenheit agonistischer Liganden vergleichbar mit dem Wild-Typ B.-AR im , high-affinity-
state” nach agonistischer Besetzung. Sind Unterschiede in der Desensibili sierungskinetik von
B1- und AR auch umstritten (Freedman et al., 1995 Shiina & a., 200J), so scheint jedoch
ein Zusammenhang zwischen der erhohten GRK Aktivitét sowie der Abnahme von 3-AR mit
hochaffiner Bindurg an Gs-Proteine von MCT-behandelten Tieren sehr wahrscheinlich. Eine
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weitere @ndrucksvolle Bestétigung erfahrt dieser Sadhverhalt mit den Untersuchungen von
Cho et a. (1999. Am Beispiel von Knock-out Mausen fur die Dopamin 3-Hydroxylase de-
monstrierte die Arbeitsgruppe in vivo eine streng inverse Korrelation zwischen (-AR im
»high-affinity-state” und der GRK Aktivitét als Konsequenz einer fehlenden Katedholamin-
synthese. Die Reduktion hahaffin koppelnder B-AR wird auf Grundage dieser Studien of-
fenbar vor allem von einer Steigerung in der GRK Aktivitat getragen.

Mit Blick auf die funktionelle Konsequenz entspricht eine Reduktion von lardialen B-AR im
,high affinity state einer Abschwéchung in der Rezeptor-vermittelten Stimulation der AZ
sowie funktionell einer reduzierten inotropen und chronaropen Antwort. Diese eniedrigte
Aktivierbarkeit wurde sowohl tiber Bestimmungen zur AZ (GTP- und Isoprenali n-vermittelt,
3.3.3) as auch mittels kontraktiler Experimente (3.3.5) eindeutig festgestellt. Unter Bertick-
sichtigung einer bereits reduzierten 3-AR Dichte aa Membranen MCT-behandelter Ratten
gewinnt dieser Sachverhalt dartiber hinaus an Bedeutung. Die Fahigkeit zur kardialen Kom-
pensation mit Hilfe der B-AR Signaltransduktion vier bis sds Wochen nach einer MCT-
Applikation ist demnad alein aufgrund der verringerten Rezeptordichte bzw. —koppung
drastisch herabgesetzt.

Intrazell uldr Rezeptor-koppelnde Gs,-Proteine zeigten eine signifikante Abnahme in den er-
fasden Gg,-Banden an rechtsventrikularen Membranen fir einerseits hypertrophiekompensie-
rende ds auch fur insuffiziente MCT-Ratten. Dagegen wurde an den jewelli gen Préparationen
des linken Ventrikels ausschli efdli ch fur eine Gsy-Bande an verringerter Betrag nachgewiesen
(3.3.2).

Eine Abnahme im Gg,-Proteingehalt ist fir weitere Redhtsherzhypertrophiemodell e bereits
dokumentiert. La et a. (1996 beschreiben ebenso de Reduktion vonGs,-Proteinen in bei-
den Ventrikeln nach Pulmonalarterienstenose an Hunden wahrend Pei et al. (2000 und Leon
Velarde d a. (2001) im Hypoxie-Modell zur rechtsventrikuldren Druckiberlastung fur Ggy-
Proteine @ne Reduktion ausschliefdlich in rechten Ventrikeln aufzeigen. In desem Sinne un-
terstreichen de agens aufgestellten Ergebnis<s die bisherige Tendenz samtlicher Studien: Im
Kontrast zu tierexperimentellen Befunden ergaben Untersuchungen an explantierten Herzen
insuffizienter Patienten interessanterweise keine Verschiebung auf Gg,-Protein Ebene
(Schnabel et al., 19D).

Inwiefern de B-adrenerge Signaltransduktion mit Blick auf die Gs,-Gehaltsabnahme ene

Beantradtigung erfahrt, lasd sich tber die durchgefihrten Untersuchungen nur unvdlstan-
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dig kldren. Fur G-Proteine egibt sich ein drastischer Uberschuss (B-AR:Gqp,/AZ = 1:100:3)
in der Stéchiometrie der 3-AR Signaltransduktion (Alousi et a., 1991 Post et a., 1995 Mil-
ligan, 1996§. Ungeachtet dieses quantitativen Uberhangs zeigten redhte Ventrikel MCT-
behandelter Ratten immerhin eine ~60%ige (47,1 KDa) bzw. ~30%ige (49,7 kDa) Abnahme
der Gsy-Untereinheiten. Diese unverkennbar drastische Reduktion verursadit zweifelsohre
eine weitere Beantraditigung der B-AR Kaskade im MCT-Modell. Die Untersuchungen zu
den Ggy-Untereinheiten ergaben dartiber hinaus eine betragsméliig vergleichbare Reduktion
im Proteingehalt zwischen hypertrophiekompensierenden undinsuffizienten Tieren. Wahrend
fur die ventrikuldren NA Gewebekonzentrationen, -AR bzw. fir deren Kopdung an Gs-
Proteine Unterschiede zwischen RVH und RVF beobachtet wurden, kanmt es im Fall der
Gsy-Untereinheiten zu einer schnell en Hypertrophie-induwzierten Gehaltsabnahme. Fir insuffi-
Ziente Tiere wurde keine dartiber hinausgehende Abnahme festgestellt. Demzufolge bewirkt
die Reduktion der Gg4-Proteine @ne verhdtnismaliig frihzeitige und va allem eine zusétzli-
che Schédigung der 3-AR Signaltransduktion.

Ein besonderes Interesse mit Blick auf die Stochiometrie der B-AR Signaltransduktion ver-
dient in den Untersuchungen zur Herzinsuffizienz die Erfassung der AZ Aktivitéat. Dabel han-
delt es sch um den limiti erenden Faktor innerhalb dieser Kaskade (siehe oben). Wie bereits
an Herzen insuffizienter Patienten gezeigt wurde, resultiert im Fall einer 3-AR Downregulati-
on lew. —Entkoppung eine stark verminderte Bildung des scond messengers cCAMP als
Antwort auf eine Rezeptorstimulation (Bristow et a., 1989 Danielsen et a., 1989. Daruber
hinaus findet sich im MCT-Modell mit einem reduzierten Gs,-Proteingehalt eine weitere Ab-
schwéadung innerhalb der B-AR Kaskade. Die Untersuchungen zur AZ Aktivitét bestétigten
diesen Sachverhalt. So erwies sch de Stimulation der AZ mittels Isoprenalin an MCT-
behandelten Ratten a's abgeschwadt fir wiederum beide Ventrikel (3.3.3), wohingegen Uber
die Detektion der cAMP Bildung in frisch isolierten Kardiomyozyten eine Kammer-
spezifische Verschiebung, entsprechend der [(3-adrenergen Rezeptorregulation, keobadtet
werden konrte. Diesen erniedrigten Anstiegen in rechtsventrikularen Kardiomyozyten stand
eine unveranderte AAMP Akkumulation infolge @ner Isoprenain-Stimulation in den jewelli-
gen Kardiomyozyten des linken Ventrikels gegeniber (3.4.3).

Eine Ventrikel-spezifische Abschwadung in der cCAMP Bildung nach (3-adrenerger Aktivie-
rung ergaben ebenso de Untersuchungen von Yoshie d@ a. (1994 an Membranen rediter

Ventrikel bzw. von Vescovo et a. (198%, b) in isolierten Kardiomyozyten des hypertro-
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phierten Ventrikels MCT-behandelter Ratten. Pela @ al. (1990 untersuchten ausschliefdich
Membranen des rechten Ventrikels und keobachteten dabei eine verminderte Antwort auf
Isoprenalin. Eine selektive rechtsventrikulére Erniedrigung des Basalumsatzes bzw. der 1so-
prenali n-vermittelten Aktivitatsgeigerung, jedoch keine Anderung nach Zugabe von Forsko-
lin bzw. NaF verdeutlichten Kadmi et a. (1992) an Hypoxie-exponerten Ratten mit hyper-
tropherten rechten Ventrikeln. In Kardiomyozyten des rechten undlinken Ventrikels hypoxi-
scher Ratten fanden Pei et al. (2000 signifikante Abnahmen in der cAMP Bildung nach Sti-
mulation mit Isoprenalin, NaF und Forskolin, wohingegen de AZ Basaaktivitét keinen Ver-
anderungen unterlag. Ebenso keine Kammer-spezifische Abnahme in der Isoprenalin-,
Gpp(NH)p- und Forskolin-vermittelten Steigerung in der AZ Aktivitat wiesen Fan et al.
(1987 an pumonalarteriell stenosierten Hunden nach.

Unter diesen Gesichtspunken geben de genannten Arbeiten kein einheitli ches Bild beziglich
einer Kammer-selektiven Abschwadhung der AZ Aktivitat. In den eigenen Bestimmungen
traten erneut die Unterschiede zwischen Ventrikel- und Kardiomyozytenbestimmungen her-
vor. In letzteren konrte nur flr reditsventrikuléare Praparationen eine signifikant abge-
schwadte AAMP Akkumulation rach Stimulation mit Isoprenalin beobadtet werden. Aller-
dings lieffen linksventrikuléare Kardiomyozyten de unverkennbare Tendenz zur Abschwé&
chung der cAMP Bildungerkennen. Unter Berticksichtigung der unveradnderten 3-AR Dichte
in linksventrikul&ren Herzmuskel zellen Uberraschten dese Resultate zunadhst, deuten jedoch
auf weitere Veranderungen innerhalb der 3-AR Kaskade hin, wie z.B. die nachgewiesene Re-
duktionim Gsy-Proteingehalt in ventrikuléaren Membranen.

Denncach bestétigen de vorliegenden Ergebnisse zur AZ die getroffenen Aussagen zur ernied-
rigten Aktivierbarkeit der B-AR Signatransduktion im MCT-Modell und stehen in guter
Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von Bristow et al. (1992. An Patienten mit PPH
und Anzeichen einer Redtsherzinsuffizienz beobadtete die genannte Arbeitsgruppe ene
Abnahme im Noradrenalingehalt, in der 3;-AR Dichte sowie in der AZ Aktivitdt nadh B-AR
Stimulation in ausschliefdlich redhten Ventrikeln. Entspredchende Verschiebungen wurden im
MCT-Modell ebenfalls nachgewiesen. Jedoch ergab sich eine ausgeprégte Selektivitét fir
rechte Ventrikel nur in den Kardiomyozytenpréparationen. Einerseits existieren generelle
Unterschiede zwischen tierexperimentell en Untersuchungsergebnissen undmenschlichen Be-
funden (Brodde ¢ a., 1995. Andererseits |asq die Symptomatik MCT-behandelter Ratten
auf einen weitaus hwerwiegenderen Krankheitsverlauf im Vergleich mit den urtersuchten
PPH Patienten schlief3en. Wahrend fur letztere ene unveranderte linksventrikulére Funktion
festgestellt wurde, zeigten MCT-behandelte Ratten eine Zunahme in den linksventrikuléren
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Nasggewichten sowie insuffiziente Tiere Pleura-, Pericardial- und Peritonedergiise. MCT-
behandelte Ratten befanden sich demnach offensichtlich in einem wesentlich progressveren
Krankheitsverlauf und fortgeschrittenerem Stadium, was die Beeintrachtigung linker Ventri-
kel erklaren konrte.

Fur RVH- undRVF-Tiere wurde des Weiteren eine reduzierte AZ Aktivitét als Folge ener (3-
AR unabhdngigen Stimulation radhgewiesen. Neben einer abgeschwéchten Basafunktion fir
beide Ventrikel wurde e@ne Kammer-selektive rechtsventrikulére Abnahme der AZ Aktivitét
nach Mn®*-Stimulation gezeigt (3.3.3). Der Einsatz des zweiwertigen Kations ergibt sich aus
dessen selektiven Angriffspunkt an der katalytischen AZ Untereinheit ohre Beteiligung von
Gs-Proteinen (Strittmatter & Neer, 198Q Drummond, 1981 de Vente & Zaagsma, 198l).
Eine derartig selektive Regulation der katalytischen Untereinheit dokumentierten Bristow et
a. (1992 gerade an Patienten mit Redhtsherzhypertrophie aifgrund PPH. In desem Sinne
zeigen de Versuche @ne sehr gute Ubereinstimmung in einer per se abgeschwadten AKktivi-
tét der katal ytischen Untereinheit der AZ zwischen den Befunden vonPPH Patienten und a&ém
MCT-Model. Demgegentiber stehen de Ergebnisse linksherzinsuffizienter Patienten mit
nadhweislich unweranderter Aktivitét in der katalytischen AZ Untereinheit in beiden Ventri-
keln (Bohm, 1995%; Brodde & Michel, 1999.

Die AZ steht unter dualer Kontrolle stimulatorischer und inhibitorischer GuaninnuKeotid-
bindender Proteine (Sternweis et al., 1981 Gilman, 1987%. In Gegenwart von GTP lassen sich
sowohl Gs- asauch Gi- Proteine ansprechen (Simmond, 1999. Fir rechte undlinke Ventrikel
MCT-behandelter Ratten ergab sich desbeziiglich eine deutliche Verringerung in dem ermit-
telten AZ Umsatz. Der Aktivitéts-steigernde Einflussvon Gs-Proteinen war dartiber hinaus in
Gegenwart von NaF separat zuganglich (Johrson & Sutherland, 1973 Manganiello & Vaug-
han, 1976§. An Membranprdparationen beider Ventrikel konrne gezeigt werden, dassdie Wir-
kung der Gs-Proteine fir MCT-behandelte Tiere @ndrucksvoll reduziert war (3.3.3). Diese
Befunde stehen im Einklang mit der erfasgen hiventrikuldren Abnahme im Gg-Proteingehalt
(3.3.2). Demnach wurde tber die Untersuchungen zum ,, high affinity state* hinaus eine Ab-
schwadhung in der Aktivitét von Gs-Proteinen anhand von AZ Umsatzbestimmungen nach-
gewiesen. In Analogie dazu standen de Resultate der Forskolin getriggerten AZ Aktivitats-
steigerung: Abnahme in beiden Ventrikeln mit jedoch deutlichem Unterschied zwischen
RVH- und RV F-Ratten an rechtsventrikul&ren Préparationen. Das Diterpen-alkaloid Forskolin
gestattete, im Gegensatz zu Mn?", die Bestimmung der AZ Aktivitd nach hauptséchlicher
Stimulation der katalytischen Untereinheit mit einer Beteiligung von Gs-Proteinen (Seamon et
al., 1981 Darfler et al., 1985. Diese Ergebniss bestétigten somit die funktionelle Abschwéa
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chung der AZ Untereinheit, aber auch de nadgewiesene Verringerung der Ggy-
Untereinheiten. Die AZ Untersuchungen komplettieren somit das Bild der -AR Kaskade:
Abschwéchung ebenso auf AZ Ebene im MCT-Modell. Aufgrund der angesprochenen
Stéchiometrie verursachen de nadhgewiesenen AZ Verdnderungen eine unverkennbar drasti-
sche Schadigung der B-AR Signaltransduktion, was die Ergebnise zur 3-AR vermittelten
Kontraktilit & eindrucksvoll bestétigten (siehe unten).

Die Resultate der GRKs unterstreichen de aifgezeigte Regulation von3-AR im Monccrota-
lin-Ratten-Modell. Hierbel trat eine signifikante Aktivitdtsdeigerung in Zytosol- und Mem-
branfraktionen aus beiden Ventrikeln vonMCT-behandelten Ratten hervor (3.3.4). Dies deht
vermutlich im Zusammenhang mit der Reduktion der Uptake; Aktivitét sowie der verringer-
ten ventrikul&ren NA Konzentration. laccarino et a. (1998) verdeutlichten diesbeziiglich in
Vivo eine positive Korrelation zwischen der agonistischen Stimulation von 3-AR und der
GRK Aktivitat sowie deren Expresson (MRNA und Protein). Gleichwertige Ergebnisse a-
zielten ebenso Ishigai et a. (1999 an insuffizienten Ratten nach Koronarligation.

Infolge fehlender Antikorper gegen de GRK-Subtypen musge auf die Typisierung durch
ImmunoHdots verzichtet werden. Es kann dennach davon ausgegangen werden, dassmit Hilfe
der angewandten Methode vornehmlich GRK2 (wahlweise aich (-adrenerge Rezeptorkina-
sel, B-ARK1, genannt) erfasd und charakterisiert wurde. Im Fall der bisher identifizierten 7
GRK-Subtypen wurden auschliefdlich GRK2, 3 und5 in kardidem Gewebe nadhgewiesen,
wobei GRK2 de betragsmaliig starkste Expresson zukommt (laccarino & Koch, 1999 Penn
et a., 200Q. Die genannten GRKs phasphaylieren das als Substratanalogon eingesetzte
Rhodosin mit folgender Spezifitét: GRK2 » GRK3 = GRK5 (DeBlas et a., 1995. Sowohl
GRK2 als auch GRK3 liegen im inaktiven Zustand zytosolisch gel6st vor. Dementgegen ist
die GRK5 mit Membranen asziiert (Pitcher et a., 1998 Krupnick & Benowvc, 199§. Die
Aktivierung der GRK2, 3 erfolgt tGber eine Translokation aus dem Zytosol an de Membran,
wobel diese Schlisslfunktion vonBy-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine getragen wird
(Pitcher et d., 1992 Koch et d., 1993.

In der Literatur verflgbare Studien zur tierexperimentell en Herzhypertrophy/-insuffizienz mit
einer Charakterisierung der GRK Aktivitét existieren ausschliefdlich fir linke Ventrikel (Ura
sawa @ al., 1996 Akhter et a., 1997 Rockman et a., 1998 Maurice d@ a., 1999 Vinge @ d.,
200)). Die ekennbaren Steigerungen in der GRK2 Aktivitat MCT-behandelter Ratten stehen
denncach in guter Relation zu den beschriebenen Ergebnissen genannter Arbeiten aber auch zu
gleichwertigen Untersuchungen an linksherzinsuffizienten Patienten (Ungerer et al., 1993,
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1994). Der paralele Anstieg der GRK2 Aktivitéat in zytosolischen Aufschlisen und Mem-
branfraktionen beider Ventrikel von MCT-behandelten Ratten konrte jedoch nicht voll stdndig
aufgeklart werden. Mit Blick auf die vornehmlich detektierte Aktivitdt der GRK2 wére éne
Abnahme in der zytosolischen Fraktion ew. eine Steigerung in den Membranprdparationen
zu erwarten gewesen. Ungerer et a. (1996 belegten eine derartige Aktivitétserhéhung an
isolierten Membranfraktionen von Rattenherzen nach Myokard-Ischdmie. Demgegeniber
beschrieben jedoch laccarino et a. (1999 eine Zunahme der GRK2 Aktivitét in zytosoli schen
Praparationen nach 45 minttiger Stimulation mit Isoprenalin. Mogli cherweise spiegeln dese
Resultate @ne gesteigerte Trandlation eventuell aber auch eine ehthte Transkriptionsrate
wider. Insofern konrte die dargestellte Aktivitdtsdeigerung im Zytosol rechter und linker
Ventrikel zumindest flr eine gesteigerte Trandation dr GRK2 mRNA vier bis schs Wochen
nach Monacrotalin-Applikation sprechen. Choi et al. (1997 demonstrierten in desem Sinne
eine Zunahme der GRK?2 Aktivitét einerseits in Membranaufschltisen, jedoch ebenfalls in
zytosoli schen Fraktionen hypertrophierter linker Ventrikel von Mausen nach Aortenkonrstrik-
tion.

Wie bereits angesprochen, wird eine gesteigerte GRK Aktivitdt und Expresson hauptsacdlich
fr die Reduktion in der Anzahl von -AR mit hochaffiner Kopdung an G-Proteine bzw. der
Abnahme in der 3-AR Dichte verantwortlich gemadt (Kruprick & Benowvic JL, 1998 lacca-
rino & Koch; 1999 Penn et a., 200Q. Alle nachgewiesenen Verénderungen in der B-AR Sig-
naltransduktion MCT-behandelter Tiere scheinen dese Aussage zu bekréftigen. Dennoch
verdeutli chen weiterfihrende Untersuchungen, dassneben den GRKs noch weitere Kinasen in
die Rezeptorphospharylierung involviert sein missen. Beispielsweise reduzierte @éne domi-
nant negative Mutation der GRK2 de Phospharylierung des 3,-AR lediglich um 60 % (Kong
et al., 1999. Fan et a. (2001) berichten Uker die Notwendigkeit der ,-AR Phospharylierung
Uber die c-Src Tyrosin-Kinase, bevor eine GRK2 vermittelte Phospharylierung eine funktio-
nell e Entkopdung bewirkt. Diese Studien kdnrten in desem Sinne die Tatsache mitbegriin-
den, dasstrotz biventrikularer Steigerungen in der GRK2 Aktivitdt, mit einem hierbei pro-
zentual starkerem Anstieg in linken Ventrikeln (3.3.4), die Veranderungen in der B-AR Si-

gnaltransduktion an diesen linken Ventrikeln schwécher ausgepragt waren.

Die nadhgewiesene Reduktion in der kontraktilen Antwort nadh (-adrenerger Stimulation
(3.3.5) bestétigt die Resultate dablierter Studien zur Herzinsuffizienz (Brodde, 1991). Das
Ausmald der drastischen rechtsventrikuléaren Abschwédung war andererseits unerwartet. So

konrte gerade fur insuffiziente Ratten ein lediglich minimaler inotroper Effekt in Gegenwart



4., DISKUSSION 80

von Isoprenalin festgestellt werden. Demgegentiber wurden fir die jewelli gen linksventrikul &
ren Muskelstreifen signifikante, im Vergleich zum rechten Ventrikel dennoch deutlich schwé-
chere Verminderungen beobadtet (3.3.5).

Die dargestellten Verschiebungen auf Rezeptor-, Gs-Protein-, AZ- und GRK2-Ebene infolge
einer Moncacrotalin-Applikation gestatten all erdings keine umfassende Charakterisierung der
neurohumoral kontrolli erten Kontraktilit & des Herzens. Die Ausbildung einer kardialen Hy-
pertrophie wird dartiber hinaus von einer Reihe markanter Veranderungen im kontraktilen
Apparat selbst begleitet (Davies et a., 1996 Drexler et a., 1997. Im Mittelpunk der myo-
kardialen kortraktilen Dysfunktion steht hierbei auf zellularer Ebene dne gestorte [Ca®']i-
Homdostase ds Endzustand der bereits angedeuteten pathophysiologischen Prozesse (Hasen-
fuss 1998k Balke & Shorofsky, 198B). Mit Hilfe von Kontraktilit &saufzeichnungen nac
Zugabe von Calcium-lonen sollten desbeziiglich Rickschllisee aif die Funktionalitét des
kontraktilen Apparates gezogen werden. Rechtsventrikul&re Muskelstreifen insuffizienter
Ratten zeigten enerseits minimale Anstiege in der Kontraktilitdt fir geringe Cacium-
Konzentrationen, jedoch brach de kontraktile Antwort in Gegenwart maximaler Mengen an
Calcium-lonen zusammen (3.3.5). Die untersuchten Herzmuskelstreifen waren nicht in der
Lage, das exogen zugefuhrte Calcium in eine mit Kontrollti eren vergleichbare inctrope Ant-
wort umzusetzen. Unabhéngig von den hisher diskutierten Beeintradhtigungen der B-AR Kas-
kade ist der kardiale kontraktile Apparat MCT-behandelter Ratten demzufolge separat ge-
schadigt. Aufgrund deser Sachverhalte ist eine aagemessene Kompensationsregtion rech
Stimulation von B-AR ausgeschlossen. Allerdings wurden fir Muskelstreifen des rechten
Ventrikels bereits relevante Steigerungen in den Basalkontraktionen ermittelt. Hypertrophierte
Gewebestreifen arbeiteten demnach in vitro ohre exogene B-AR Stimulation bzw. durch Cal-
cium-lonen nahezu mit maximaler Leistung und kanpensierten nur aul¥erst geringe Anstiege
im intrazelluldren [Ca®"]; als Folge déner permanenten intrazelluldren Calcium-Uberladung.
Derartige zytosoli sche Calcium-Uberlastungen in Kardiomyozyten hypertrophierter bzw. ter-
minal insuffizienter Herzen sind sowohl durch tierexperimentelle (Bing et a., 1991 Moore &
a., 1991 Bentivegna @ al., 1991 Perreault et a., 1999 as auch duch Untersuchungen am
Menschen belegt (Beukelmann et al., 1992 Meuse d al., 1992 Pieske d a., 1995. Die phy-
siologische Konsequenz dieser molekularbiologischen Untersuchungen veranschaulichten
Ravens et a. (1996 und Brown et a. (1992) mit Hilfe von Organbad-Studien am Frequenz-
indwzierten Herzinsuffizienzmodell des Hundes bzw. nach Noradrenalin ausgeloster links-
ventrikularer Hypertrophie in Ratten. Beide Studien dokumentieren in Ubereinstimmung mit

der vorliegenden Arbeit einen signifikant abgeschwéchten inotropen Effekt nach externer
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Calcium-Zufuhr. In diesen Tiermodellen zur Herzhypertrophe/-insuffizienz resultiert dem-
nadh urebhangig von den Signaltransduktionen eine signifikante Beantrachtigung des kon-
traktilen Apparates. Fir rechte Ventrikel von RVF-Tieren trat diese Schadigung unverkennbar
deutlich hervor (3.3.5).

Einen weiteren eindrucksvollen Beweis fur diese separate Stérung im kontraktilen Apparat
bzw. der B-AR-vermittelten Kontraktilitdt ergaben de beobachteten Arrhythmien. Infolge
dieser arrythmischen Kontraktionen musden de Aufzeichnungen der KWK fir Isoprenalin an
rechts- und linksventrikuldren Muskelstreifen in dessen submaximaler Konzentration abge-
brochen werden. Den dffensichtlichen Zusammenhang zwischen einer gesteigerten Sympathi-
kusaktivitét und lkardialen Arrhythmien kennzeichnen eine Reihe von tierexperimentell en
Untersuchungen (Du et al., 1993, 1999Dae ¢ a., 1997 bzw. Studien am menschlichen Her-
zen (Meredith et al., 1991 Cao et al., 200Q Brunrer-La Rocca & al., 200). Eine Ursache fir
die beobadteten Arrhythmien liegt vermutlich in der Tatsache, dass Isoprenalin nicht Uber
den neuronalen Uptake aus dem synaptischen Spalt entfernt wird (Bryan-Lluka & O Donnell,
1992 Leuenberger et a., 1999, sondern einer Metabadlisierung durch den Uptake, unterliegt
(Friedgen et a., 1994. Die verzogerte Isoprenalin Cleaance bewirkt demzufolge ane anhal-
tende 3-AR Stimulation und leschleunigt das Auftreten arrythmischer Kontraktionen. Fir die
entsprechenden Kontroll préparationen wurden auf der anderen Seite keine Arrhythmien fest-
gestellt. Somit bekréftigen dese Resultate @ne unmittelbare Verbindung der aufgezeichneten
Arrhythmien zum unverkennbar deutli ch geschédigtem kontraktilen Apparat.
MCT-behandelten Ratten fehlt demzufolge mit der B-AR Signatransduktion der wirkungs-
voll ste Kompensationsmedanismus zur Aufrechterhaltung der kardialen Leistung. Die darge-
stellten Veranderungen im MCT-Modell sind im Gegensatz zu Patienten mit PPH (Bristow et
a., 1999 jedoch nicht auf den rechten Ventrikel beschrankt. Wie bereits aufgefihrt ist dafr
sehr wahrscheinlich das fortgeschrittenere Stadium im Krankheitsverlauf verantwortlich zu

machen.

4.4. MUSKARINERGE REZEPTOREN

Ungeadtet der abgeschwaditen vagalen Aktivité im termina insuffizienten Stadium (Eck-
berg et al., 1972 Porter et al., 1990 ergab de Uberwiegende Mehrheit der Studien an insuffi-
zienten menschlichen Herzen keinen Unterschied weder in der Anzahl noch in der Funktion
muskarinerger Rezeptoren (B6hm et al., 199a; Brodde d al., 1992 Giesder et a., 1999.
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Lediglich Le Guludec & a. (1997 berichteten in desem Zusammenhang Uber einen signifi-
kanten Anstieg M,-chdlinerger Rezeptoren. Deren Dichte an MCT-behandelten Ratten erwies
sich demgegeniiber als unverandert fir hypertrophierte rechte Ventrikel, wahrend fir die je-
weiligen linken Ventrikel eine tendenzielle Erhdhung bzw. im Fal insuffizienter Tiere a@ne
signifikante Steigerung verzeichnet wurde (3.5.1).

Diese gegenlaufigen Befunde scheinen einerseits auf grundsétzli chen Unterschieden zwischen
Mensch undTier zu beruhen. Im Reditsherzhypertrophie-Modell nadch hypoxischer Expositi-
on konrien Kadmi et al. (1998) und Wolfe & Voelkel (1983 in Ubereinstimmung mit der
vorliegenden Arbeit einen Anstieg in der M,-Rezeptor Dichte ausnahmslos in linksventrikul &
ren Membranfraktionen aufzeigen. Favret et a., 2001 dokmentierten einen hiventrikuléren
Anstieg mit jedoch signifikant stdrkerer Zunahme von M,-chalinergen Rezeptoren in linken
Ventrikeln hypoxischer Ratten. Demzufolge unterstreichen die Resultate der vorliegenden
Arbeit zum MCT-Modell die engeschrankte Vergleichbarkeit beider Spezies bezlglich kar-
dialer muskarinerger Rezeptoren.

Andererseits mussin desem Zusammenhang erneut die Préparation der entnommenen Herzen
Berilicksichtigung finden. Redhte Ventrikel wurden vonden Herzen abgetrennt und de inter-
ventrikuléren Septen zusammen mit linksventrikularem Gewebe aufgeabeitet. Aus diesem
Grund kann nicht ausgeschlossen werden, dassdie emittelten Verénderungen in linken Ven-
trikeln auf eine Erh6hung @r M,-Rezeptor Dichte in den interventrikuléren Septen zuriickzu-
fuhren sind (siehe 4.3).

Auf eine weitere Erklérung deutet der Zeitpunkt der durchgefiihrten Untersuchungen hin. Vier
bis dhs Wochen nach MCT-Injektion zeigte sich eine signifikante Hypertrophe des rechten
Ventrikels fir RVH- und RVF-Ratten, aber auch fir linke Ventrikel insuffizienter RVF-Tiere
(3.1.1). Wie bereits mehrfach angesprochen, handelt es sch demnach im Fall einer MCT-
Applikation an Ratten nicht um ein Ventrikel-spezifisches Tiermodell. Die Veranderungen
linker Ventrikel waren jedoch generell schwader ausgeprégt. Regulationsmechanismen im
frihen Stadium einer Hypertrophie wéaren aus diesem Grund kesser an linksventrikuléren Pr&
parationen nachweisbar. Der progressve Verlauf einer pumonalen Hypertonie mit rechts-
ventrikulérer Hypertrophie an MCT-behandelten Tieren kdnrte deshalb mégli che Kompensa-
tionsmedanismen einer geringfligigen Hypertrophe Uberlagert haben. Im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit wurde jedoch nicht untersucht, ob sich eine derartige Regulation aus<chli ef3-
lich im friihen Stadium einer Hypertrophie dabliert bzw. aufgrund des progressven Hyper-
trophieverlaufs im fortgeschrittenen Stadium zurlickgesetzt wird. In desem Fall wére ane
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Zunahme der M-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 fur das Hypoxie-Modell
rechtsherzhypertrophierter Ratten, aber auch fur Hunde nach Pulmonal arterienstenose: keine
Veranderungen in beiden Ventrikeln (Kacimi et al., 1995 Lai et al., 1996 Pei et a., 2000.
Explantierte Herzen insuffizienter Patienten stehen mit einer mehrheitli chen Steigerung in der
Aktivitdt von Gj-Untereinheiten erneut im Gegensatz zu tierexperimentellen Befunden (Feld-
man et a., 1988 Bohm et al., 1990h Fu et al., 1999 und bekraftigen den aufgezeigten Kon-
trast zwischen Tier und Mensch. Stimulatorische und inhibitorische G-Proteine menschli cher
Herzen zeigen somit ein gegensétzli ches Bild im Vergleich mit tierexperimentellen Untersu-
chungen: reduzierter Gs- und unweranderter Gi-Protein Gehalt fur Tiere gegeniber unverén-
dertem Gg- aber erhohtem Gi-Protein Gehalt fir insuffiziente menschliche Herzen. Sowohl
Untersuchungen zur AZ Aktivitéat as auch zur Kontraktilit & nadh muskarinerger Stimulation
liefRen al erdings keinen Unterschied zwischen Herzen insuffizienter Patienten undKontrollen
erkennen (Brodce d al., 1992h Fu et a., 1992 Giesder et al., 199). Diesen Verschiebungen
auf G;-Protein Ebene insuffizienter menschlicher Herzen konrte demnach hisher keine un-
mittel bare funktionell e Konsequenz zugeschrieben werden. Im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit wurden keine Untersuchungen zur AZ Aktivitéat bzw. kortraktile Messungen nach M-
Rezeptor Stimulation duchgefuhrt. Eine gesteigerte parasympathische Inhibition der Herz-
muskelarbeit MCT-behandelter Ratten kann dementsprechend richt voll sténdig ausgeschlos-
sen werden.

Muskarinerge Rezeptoren bzw. die koppelnden Gi-Proteine im MCT-Modell stehen somit
lediglich in schwadher Ubereinstimmung mit den nachgewiesenen Veranderungen menschli-
cher Herzen. Jedoch lassen sich auf der anderen Seite die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
sehr wohl mit den Resultaten weiterer Rechtsherzhypertrophiemodell e vergleichen. Tiermo-
dell e bieten urter diesem Blickwinkel offensichtlich nu begrenzte Mdgli chkeiten, Verande-
rungen in der muskarinergen Signaltransduktion voninsuffizienten menschlichen Herzen ex-

perimentell nachvall ziehen zu kdnnen.



4., DISKUSSION 84

4.5. 03-ADRENERGE REZEPTOREN

Entgegen den Befunden an insuffizienten menschlichen Herzen (siehe 1.) liel3 de vorliegende
Arbeit eine biventrikulére Abnahme in der a;1-AR Dichte fir MCT-behandelte Ratten erken-
nen (3.6.1). Besondere Vorsicht erfordert jedoch de bereits angesprochene Ubertragung
tierexperimenteller Resultate fir a;-AR auf menschliche Untersuchungsergebnisse aifgrund
der betradtlichen Unterschiede in der Rezeptordichte undin der Subtypverteilung (siehe 1.).

Vergleichsweise wenig Resultate existieren fur a;-AR in Modellen zur Rechtsherzhypertro-
phie. LeonVelarde d a. (2001) fanden bemerkenswerterweise infolge aner Hypoxie-
indwzierten Redhtsherzhypertrophie a@ne selektive Upregulation vona;-AR an nicht hyper-
trophierten linken Ventrikeln. Selbige Studie darakterisiert darliber hinaus ein weiteres
Tiermodell. Entsprechend den Resultaten der vorliegenden Arbeit beschreiben de Autoren
eine Reduktionin der a;-AR Dichte nach Noradrenali ninfusion. Zhao et a. (1996) fanden ein
identisches Ergebnis in desem Modell und dskutieren einen Zusammenhang zwischen dem
erhdhten Plasmanoradrenalinspiegel und der Abnahme von a;-AR. Die Plasmanoradrenalin-
spiegel MCT-behandelter Ratten der vorliegenden Arbeit waren ebenfalls erh6ht, wenn auch
ohre Signifikanz (3.1.2). Eine Abnahme in der kardialen a;-AR Dichte scheint demzufolge
eine magliche Konsequenz erhéhter Plasmanoradrenali nspiegel undoder der lokal erniedrig-
ten NA Gewebekonzentration zu sein. Allerdings lasen a;-adrenerge Subtypen ein urter-
schiedliches Bild in ihrem Desensibili sierungsverhalten nadh einer agonistischen Stimulation
erkennen. Yang et al. (1999 kennzeichneten fir den a;5-AR eine schnell ere Desensibili sie-
rung gegeniber a1a- bzw. a1p-AR. Diviani et a. (1996, 1997 detektierten in vitro eine ver-
stérkte Phaspharylierung des a1g-AR bzw. eine verminderte Inositolphosphat Akkumulation
infolge anhaltender Adrenain Stimulation. Dieser a;5-AR wird an Rattenherzen prozentual
am stérksten exprimiert (Michel et al., 1994 Ponicke & al., 200). Eine Zunahme in der
GRK2 Aktivitét (3.2.4) wirde sich urter diesem Blickwinkel demnadh mitverantwortlich fir
die nadhgewiesene Reduktion in der a;-AR Dichte zeigen. Andererseits konrten laccarino et
al. (1999 keine Steigerung weder im GRK 2 Proteinbetrag noch in deren Aktivitét an Mausen
nach in vivo Stimulation vona;-AR mit Phenylephrin feststellen. Jingere Untersuchungen
bekréftigen letztgenannte Beobachtung. Fir die GRKs wurde mit Blick auf Ggq1-Protein ge-
koppelte Rezeptoren Uber eine Phospharylierungs-unabhéngige Inhibition der Signaltrans-
duktion kerichtet (Dicker et a., 1999 Carman et a., 1999 Sdllese @ a., 200Q Willets et d.,
2001). Entsprechend desen Resultaten kann eine gesteigerte GRK 2 Aktivitdt zum gegenwar-
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tigen Zeitpunk wohl nicht als aleinige Erklarung fir die Abnahme von a;-AR angesehen
werden.

In der abgeschwaditen kortraktilen Antwort nach Noradrenalin-Stimulation stehen de Er-
gebnisse dieser Arbeit andererseits in relativ gutem Einklang mit den Resultaten von Myo-
kardpraparationen insuffizienter Patienten (Landzberg et a., 1991 Steinfath et al., 199d).
Infolge der Monocrotali n-Injektion manifestierte sich eine bedeutende Reduktion in der a;-
AR vermittelten pasitiven Inotropie rechtsventrikuldrer Muskel streifen, wohingegen an linken
Ventrikeln auschliefdlich fir Tiere mit Stauungsinsuffizienz eine verringerte Kontraktilit &ts-
steigerung nach Noradrenalin ermittelt wurde (3.6.3). Eine Erklérung hierfir findet sich zum
einen in den beschriebenen Verringerungen auf Rezeptor (3.6.1) bzw. Gy11-Protein Ebene
(3.6.2), aber auch in der diskutierten Schadigung des kontraktilen Apparates (4.3).

Unter Bertcksichtigung der vorliegenden Ergebnise zur B-AR Kaskade fehlt MCT-
behandelten Tieren somit ein weiterer Kompensationsmedanismus zur akuten Steigerung der
Inatropie. Entgegen der 3-AR Kaskade zeigen alerdings die Untersuchungen zur Kontrakti-
litét nach a1-AR Stimulation eine stérkere Abschwadung fur insuffiziente Ratten (RVF) ver-
glichen mit RVH-Tieren. Die Inatropie rechtsventrikuldrer Herzmuskelstreifen war sowohl
far hypertrophiekompensierende ds auch fur insuffiziente Tiere nadh B-AR Stimulation ma-
ximal erniedrigt. Die a;-AR-vermittelte Kontraktilit & scheint demnach im MCT-Modell resi-
stenter gegeniiber neurohumoralen Veranderungen zu sein. Denncoch ist der beobachtete Kon-
traktilit &tsgewinn im Stadium der Insuffizienz nahezu vdlstandig beeintraditigt und gestattet
keine weitere Steigerung der Herzmuskel arbeit.

4.6. ENDOTHELIN-REZEPTOREN

Fur die Monacrotali n-indwzierte Recdhtsherzhypertrophie wurde ene selektive Zunahme in der
ETs-Rezeptor Dichte fur 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 verfiigbare Publikationen dokumentieren Rezeptor-Subtyp Veranderungen am
MCT-Model. Ueno et a. (199) zeigten eine selektive rechtsventrikulére Steigerung von
ETa- und ETg-Rezeptor mRNA Uber RT-PCR Untersuchungen. Yorikane & al. (1993 beob-
adhteten einen Anstieg des ETg-Rezeptor Subtyps in rechten, aber auch linken Ventrikeln
MCT-behandelter Ratten. Im ischamischen Kardiomyopathie-Modell fanden Saka et a.
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(1996, 1996B nach Ligation der linken Koronararterie éne deutliche Zunahme von [*%]]-
ET-1 Bindungsdelen in linken Ventrikeln insuffizienter Rattenherzen. Entsprechende Resul-
tate konrten dariiber hinaus Arai et al. (199%) an linksherzhypertrophierten Ratten nach ope-
rativer Aortenkorstriktion belegen. In desem Sinne stehen de tierexperimentellen Untersu-
chungen, einschliefdlich der eigenen Resultate, in gutem Einklang mit Befunden insuffizienter
menschlicher Herzen: ET-Rezeptor Upregulation in Gegenwart erhdhter Plasmakonzentratio-
nen vonET-1.

Mit Blick auf eine Subtypisierung von ETas-Rezeptoren sollten jedoch ventrikuldre Mem-
bransuspensionen getrennt von Kardiomyozyten betrachtet werden. Wahrend Literaturanga-
ben zufolge ETa-Rezeptoren ca 8590 % der ET-Rezeptoren in Kardiomyozyten umfassen
(Modesti et a., 199%, b), wurde fir ventrikul&re Membranen ein ETa/s-Rezeptor Verhdtnis
von ca 6040 ermittelt (Molenaar et a., 1998). Diese prozentuale Verteilung bezieht sich
hierbei auf Humangewebeprdparationen underklért somit den mégli chen Spezies-Unterschied
gegenltber Ratten. Die Ergebniss der vorliegenden Arbeit ergaben ein ETa/g-Rezeptor Ver-
haltnis von ca 8020 fur ventrikuldre Membranen. Fir den ETg-Rezeptor Subtyp wird eine
mehrheitli che Lokalisation auf Membranen nicht-kontraktiler menschlicher Herzzellen be-
schrieben (Serneri et a., 200Q. In der Annahme, diese Ergebnisse aif kardiales Rattengewe-
be Ubertragen zu kénren, wirde die beobadtete Zunahme von ETg-Rezeptoren im MCT-
Modell demnach deren Funktionim kardialen ,,remodeling” infolge eéner Hypertrophe unter-
streichen (Colucci, 1997 Molkentin & Dorn, 200). Andererseits wird im Fall der ETg-
Rezeptoren Uler eine lokale Clearance Funktion spekuliert (Fukuroda d al., 1994 Brunrer &
Doherty, 1996, welche unter anderem mit der unterschiedlichen Dissziationskinetik von
ET-1 gegeniiber ETa- und ETg-Rezeptoren begriindet wird (Modesti et a., 199%). Unter Be-
ricksichtigung der erhohten ET-1 Plasmaspiegel im MCT-Modell (Miyauchi et a., 1993
Frasch et a., 1999 konrnte der Anstieg von ETg-Rezeptoren desen Sachverhalt ebenso urter-
streichen. Somit wére die beobachtete Zunahme von ETg-Rezeptoren vermutlich in erster
Linie ds ein langerfristiger Anpassungsmechanismus anzusehen.

Die Stimulation kardialer Muskelstreifen mit ET-1 fuhrte zu einer signifikanten Kontraktili-
tétszunahme an rechtsventrikuldren Prdparationen hypertropherter MCT-Ratten sowie zu
einer weiteren Inatropiesteigerung fur insuffiziente Ratten. Dartiber hinaus wurde ane Affi-
nitétsgeigerung der, im Organbad &quili brierten, Muskelstreifen gegeniber ET-1 festgestellt.
Eine derartig erhohte Sensibilit & wurde eédenso fur linksventrikulare Gewebestreifen insuffi-
zienter MCT-Ratten beobadtet. Jedoch erwies sch deren ET-1-indwzierter Kontraktilit &tszu-

wads als unveréndert im Vergleich mit den jewelli gen Kontroll ratten (3.6.5). Studien zur in
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vitro Kontraktilité an rediten Vorhéfen insuffizienter Patienten ergaben elnerseits keinen
statistisch signifikanten Unterschied im Vergleich mit nicht-insuffizienten Gewebeproben
(Burrell et a., 200Q. Einen abgeschwéachten Maximaleffekt von ET-1 zeigten jedoch Pieske
et a. (1999 an linksventrikuléren Muskelstreifen von Patienten mit idiopathischer DCM.
Weiterfiihrende Untersuchungen zur in vitro Kontraktilit& von ET-1 an menschlichen Herz-
muskelstreifen beschrieben eine ETa-vermittelte positive Inotropie (Pieske d al., 1999. In
Vivo Studien zeigten demgegeniber eine negative Inotropie (Beyer et al., 1999. Ein Kontrak-
tilit &tszuwadhs wird vermutlich voneiner Konstriktion der Koronargefél3e bzw. der hierdurch
bedingten Ischamie Uberlagert undist nicht mehr nachweisbar. Entgegen den Resultaten von
humanen Herzmuskelstreifen wurde im Tiermodell jedoch eine Beteligung von ETg-
Rezeptoren an der positiven Inotropie festgestellt (Beyer et a., 1995. Selbige Arbeitsgruppe
beobadtete diesen ETg-Rezeptor-vermittelten pasitiv inotropen Eff ekt ebenso in vivo (Beyer
et a., 1996, 1999 Nach aleiniger Stimulation von ETg-Rezeptoren kew. mit ET-1 urter
Blockade von ET 5-Rezeptoren wurde am offenen Thorax von Ratten eine gesteigerte Kon-
traktilit & nachgewiesen. Unter diesem Blickwinkel konrte die ehdhte ET-Rezeptor Dichte
bzw. die prozentuale Zunahme von ETg-Rezeptoren redhtsventrikuldrer Membranen von
MCT-behandelten Ratten de Zunahme in der ET-1 vermittelten Kontraktilit & mitbegrinden.
Dies wirde dlerdings die Lokalisation von ETg-Rezeptoren auf Kardiomyozyten von Ratten
vorausstzen (siehe oben).

Die Endahelin-Kaskade stellt somit als einzige der untersuchten Rezeptorsignalwege anen
kontraktilen Kompensationsmedhanismus dar, welcher ebenfalls im termina insuffizienten
Stadium wirksam wird. Jedoch sind de maximal erzielten Anstiege im Inotropiezuwads
deutlich schwadher ausgeprégt im Vergleich zur a;- und B-AR-vermittelten Kontraktilit ats-
steigerung und \erkdrpern demzufolge vielmehr das Ergebnis eines kardialen ,, remodeling*

infolge der gesteigerten rechtsventikul&ren Driicke.

4.7. WEITERFUHRENDE GEDANKEN

Die vorliegende Arbeit beschreibt Verénderungen kardialer Rezeptoren nach Rechtsherzhy-
pertrophie aifgrund einer MCT-Applikation. Dabei wurde gezeigt, dassdie positive Inotropie
nadh einer 3-AR- aber auch nach a;-AR Stimulation drastisch vermindert war. Die Ursachen
dafUr lagen einerseits innerhalb der entsprechenden Rezeptorsignaltransduktionen, jedoch

auch in einer unverkennbaren Schadigung des kontraktilen Apparates. Den Herzen MCT-
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behandelter Ratten fehlt somit die Mdglichkeit einer akuten sympathischen Leistungsdeige-
rung. Demgegenuber steht eine Zunahme in der Kontraktionsantwort nach ET-1 Stimulation,
welche vermutlich voneiner erhéhien ETg-Rezeptor Dichte getragen wird. Nicht voll standig
aufgezeigt werden konrte der Einfluss einer muskarinergen Rezeptorstimulation sowohl auf
die Aktivitéat der AZ als auch deren Wirkung auf die Kontraktilit & préparierter Herzmuskel -
streifen. In desem Zusammenhang konrten lediglich Ansatzpunke fir nachfolgende Unter-
suchungen gegeben werden.

Samtliche nadhgewiesenen Veranderungen daminierten den rechten Ventrikel. Allerdings
wurde gerade im Stadium der rechtsventrikularen Insuffizienz eine Ventrikel-spezifische Re-
gulation vonsignifikanten biventrikul&ren Beantrachtigungen Ulerlagert. Die festgestellten
Schadigungen konrten auf der einen Seite sicherlich auch eine Konsegquenz der terminalen
Globalinsuffizienz sein. Es mussdennach auch de Frage nach der Toxizitat bzw. pumonalen
Selektivitét gestellt werden. Der Wirkungsmechanismus der Substanz ist bislang noch nicht
aufgekléart. Demzufolge konren systemische Effekte des Alkaoids nicht vollstdndig ausge-
schlossen werden. In desem Sinne zeigten sogar die Untersuchungen der eigenen Arbeits-
gruppe eéne endaheliale Schadigung der A. mesenterica (Dhein et a., 20®) und widerspre-
chen demnach einer Selektivitét fir das pumonalarteriell e Kapill arbett.

Die Resultate der vorliegenden Arbeit kennzeichnen dennach eine gute Ubereinstimmung des
MCT-Modells mit den Befunden an insuffizienten menschlichen Herzen. Vor diesem Hinter-
grund betet das MCT-Modell eine gute Grundage fir weitere detailli erte Untersuchungen
zur menschli chen Herzinsuffizienz, deren Pravention kew. zur Etablierung vielversprechender

Therapiestrategien.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung myokardialer Rezeptoren und
deren Veranderungen nach Auspragung einer Redhtsherzhypertrophie bzw. einer Rechtsherz-
insuffizienz im fortgeschrittenen Stadium.

Vier bis ths Wochen nach Applikation vonMonccrotalin zeigten Membranen des rechten
Ventrikels eine signifikante Reduktion des B-AR-G-Protein-AZ Systems, wobei diese Veran-
derungen bel Tieren mit Stauungsinsuffizienz deutlicher hervortraten: die Dichte 3-adrenerger
Rezeptoren war vermindert, der Anteil der B-AR im “high affinity state” reduziert, die GRK
Aktivitdt in zytosolischen und Membranaufschltiseen gesteigert, der Gehalt an Gs-Protein
erniedrigt, wahrend der an Gi-Protein keine Veranderungen erkennen lief3. Die Aktivitdt 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 3-AR-G-Protein-AZ Systems.
Allerdings war das Ausmal3 deser Veranderungen deutlich geringer als am rechten Ventrikel.
Die Untersuchungen zur [(3-AR Dichte und cAMP Bildurg in Kardiomyozyten MCT-
behandelter Tiere verdeutlichten sogar selektive Abschwadungen fur ausschliefdich rechte
Ventrikel. Konsequenterweise egaben de Organbadexperimente @ne unverkennbare Reduk-
tionin der pasitiv inotropen Wirkung von Isoprenalin an ventrikul &ren Gewebestreifen.
Redte Ventrikel MCT-behandelter Ratten zeigten darlber hinaus eine verminderte Anzahl
von [*H]-Nisoxetin Bindurgsgellen als auch eine reduzierte Aktivitat des Uptake;, wobel das
Ausmald deser Abnahmen wiederum fir insuffiziente Tiere grofer war verglichen mit hyper-
tropherten Ratten. Am linken Ventrikel wurde ausschliefdlich fir insuffiziente Ratten eine
abgeschwadte Uptake; Transportrate beobadhtet.

Die a;-AR Dichte sowie die Gyi-Proteine waren hingegen in beiden Ventrikeln MCT-
behandelter Ratten vermindert mit erneut stérker Auspragung fur insuffiziente Tiere. Dement-
spredhend zeigte sich eine verringerte positive inatrope Wirkung von Noradrenalin (in Ge-
genwart von Proprandlol). Im Gegensatz zu den a;-AR wurde fur Endaheli n-Rezeptoren im
rechten Ventrikel MCT-behandelter Ratten eine tendenzielle Erhdhung in deren Dichte fest-
gestellt sowie ene Zunahme der positiven Inotropie fur Endahelin-1 beobadtet. Keine Ver-
anderungen zeigten desbezlglich linksventrikuldre Praparationen von MCT-behandelten Tie-

ren.
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Abschlief3ende Untersuchungen zur Dichte kardialer Muskarin-Rezeptoren MCT-behandelter
Ratten ergaben fir linke Ventrikel eine signifikante Steigerung, wohingegen de Anzahl M-
chadlinerger Rezeptoren an rechten Ventrikeln unverandert blieb.
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