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1. Einleitung 

Der Einfluss von Stickstoffmonoxid (NO) auf die Regulation der kardialen 

Funktion ist seit circa 15 Jahren Gegenstand intensiver Forschung 1,2. So 

konnte unter anderem gezeigt werden, dass Stickstoffmonoxid die Kontraktilität, 

den Sauerstoffverbrauch und die Reaktion des Herzens auf adrenerge 

Stimulation beeinflusst 3. Mit wachsender Erkenntnis um die immense 

Bedeutung von NO für die Steuerung der Herzfunktion wuchs auch das 

Interesse an den Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS), von denen bis heute drei 

Isoformen bekannt sind: die neuronale (nNOS), die induzierbare (iNOS) und die 

endotheliale NOS (eNOS) 4. Während die nNOS und die eNOS im Myokard 

konstitutiv exprimiert werden, wird die iNOS durch Entzündungsprozesse 

induziert. 

Diese Arbeit konzentriert sich auf die neuronale NO-Synthase und ihren 

Einfluss auf die Kontraktilität, den Sauerstoffverbrauch und die Ökonomie des 

Herzens.  

 

1.1 Die neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase (nNOS) 

 
1.1.1 Genlokalisation und -aufbau 
Das humane nNOS-Gen befindet sich auf Bande 24 des langen Arms von 

Chromosom 12 (12q24) 5,6. Bei der Maus ist ein homologes Gen auf 

Chromosom 5 zu finden 7. Mit 29 Exons und 28 Introns, verteilt über 200 kb, ist 

das nNOS-Gen äußerst komplex aufgebaut. 

 
1.1.2 Proteinstruktur 
Die aktive Form der neuronalen NO-Synthase ist ein Tetramer bestehend aus 

zwei nNOS-Monomeren und zwei Calmodulin-Molekülen. Hinzu kommen die 

Cofaktoren 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH4), FAD, FMN und Häm 4. 

 

1.1.3 Lokalisation innerhalb der Zelle 

In Kardiomyozyten wurde die neuronale NO-Synthase am Sarkolemm 8-11, an 

der SERCA2a (Sarko(Endo)plasmatische Retikulum Calcium ATPase) des 
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sarkoplasmatischen Retikulums 10-13 und an der inneren Mitochondrien-

membran 14,15 gefunden. Bei nNOS-überexprimierenden Mäusen gelang der 

gekoppelte Nachweis der nNOS und L-Typ-Kalziumkanälen 10. Zudem konnte 

bei Ratten nach Induktion eines Myokardinfarkts eine Translokation der 

neuronalen NO-Synthase vom sarkoplasmatischen Retikulum zum Sarkolemm 

nachgewiesen werden 11. 

 

1.1.4 Regulation der nNOS-Aktivität 
Die Aktivität der neuronalen NO-Synthase wird über die Beeinflussung der Gen-

Expression 16,17, durch posttranskriptionale Modifikation 18-20 und mittels 

posttranslationaler Veränderungen 15 reguliert. Phosphorylierungen 21 und freie 

Radikale wie H2O2, NO- und ONOO-, welche auch potentielle Produkte der 

nNOS 22 sind, reduzieren die Aktivität des Enzyms. Des Weiteren spielen 

Protein-Protein-Interaktionen eine wichtige Rolle bei der Regulierung der 

nNOS-Aktivität. So hemmt Caveolin-1 die neuronale NO-Synthase 23, 

wohingegen Caveolin-3 die nNOS-Aktivität bei Ratten mit Herzinsuffizienz 24 

oder nach induziertem Myokardinfarkt 11 steigert. 

 

1.1.5 Reaktionsformen 
Man unterscheidet eine gekoppelte und eine ungekoppelte Reaktionsform der 

neuronale NO-Synthase. Bei der gekoppelten Reaktion werden alle Elektronen 

von NADPH für die Produktion von Citrullin, NO und H2O verwendet, während 

es bei der ungekoppelten Form unter Bildung von Superoxid-Anionen und 

anderer reaktiver Sauerstoffspezies zu einer direkten Übertragung der 

Elektronen auf O2 kommt.  

 

Die Reaktionsgleichung für die gekoppelte Form lautet: 

Arginin + 2 O2 + 3/2 (NADPH + H+) → NO + Citrullin + 3/2 NADP+ + 2 H2O 

 

Für die ungekoppelten Reaktionen gilt: 

2 O2 + NADPH + H+ → 2 O2
-.+ NADP+ + 2 H+ 

O2 + NADPH + H+ → H2O2+ NADP+ 
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Das Verhältnis von gekoppelter zu ungekoppelter Reaktion ist abhängig vom 

verfügbaren Substrat und den Cofaktoren 4,25,26. 

 

1.1.6 Intrazelluläre Signalwege 
Über welche intrazellulären Signalwege die neuronale NO-Synthase Einfluss 

auf die Zellfunktion nimmt, ist Gegenstand aktueller Untersuchungen. Es ist 

bekannt, dass NO die lösliche Guanylat-Zyklase aktiviert und so zu erhöhten 

cGMP-Spiegeln führt. cGMP kann die Kontraktilität von Kardiomyozyten je nach 

Konzentration steigern oder abschwächen. Dies geschieht entweder über eine 

Modulation der cAMP-Phosphodiesterase und somit der cAMP-Spiegel oder 

über die cGMP-abhängige Proteinkinase G (PKG) 27. 

Stickstoffmonoxid kann jedoch auch direkt mit reaktiven Thiolen vieler Proteine 

reagieren und so ihre Funktion verändern. Gezeigt wurde, dass über eine S-

Nitrosylierung die Offenwahrscheinlichkeit von Ryanodinrezeptoren erhöht wird 

28-30 und L-Typ-Kalziumkanäle inhibiert 31,32 werden können. In welchem 

Verhältnis die Aktivierung der löslichen Guanylat-Zyklase und die S-

Nitrosylierung Einfluss auf die myokardiale Funktion haben, bleibt offen. 

 

1.1.7 Myokardiale Kontraktilität 
Über den Einfluss der neuronalen NO-Synthase auf die Kontraktilität von 

Kardiomyozyten herrscht in der Literatur nach wie vor keine Einigkeit 3,27. So 

findet sich in der Literatur sowohl eine Reduktion 10,33,34 als auch eine 

Verstärkung 35,36 der kardialen Schlagkraft durch die nNOS. Keine 

Veränderungen der myokardialen Kontraktilität zeigten Barouch et al. und Khan 

et al. 30,37. 

 

1.1.8 Myokardialer Sauerstoffverbrauch (MVO2) 
Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass NO in vitro wie auch in vivo den 

myokardialen Sauerstoffverbrauch senkt 38-41. Die bedeutendste NO-Quelle soll 

hierbei die endotheliale NO-Synthase sein 40,42. Aber auch nNOS scheint bei 

der Reduktion des MVO2 eine Rolle zu spielen. So konnte beobachtet werden, 
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dass eine homozygote nNOS-Deletion das Absenken des myokardialen 

Sauerstoffverbrauchs durch eNOS abschwächt 43. 

 

1.1.9 Mitochondriale Atmungskette 
Die Art und Weise wie die neuronale NO-Synthase den myokardialen 

Sauerstoffverbrauch beeinflusst, ist Gegenstand der aktuellen Forschung. Eine 

mögliche Erklärung liefert die Hemmung der mitochondrialen Atmungskette 

durch Stickstoffmonoxid. Inwieweit die in den Mitochondrien lokalisierte nNOS 

14,15,44 die Atmungskette beeinflusst, ist umstritten 45-48. 

 
1.1.10 Klinische Bedeutung 
Unbestritten ist mittlerweile, dass Stickstoffmonoxid und damit auch die NO-

Synthasen eine wichtige schützende Rolle bei Schädigung des Herzens spielen 

49. Neben der endothelialen und der induzierbaren NOS scheint dabei auch die 

neuronale Isoform von Bedeutung zu sein. So konnte gezeigt werden, dass 

nNOS-Deletion zu verstärktem Remodeling und Funktionsverlust sowie zu 

erhöhter Mortalität nach Myokardinfarkt führt 50,51. Eine nNOS-Überexpression 

kann hingegen bei Druckbelastung die Entwicklung einer Herzinsuffizienz 

verzögern 35 und zudem Ischämie-/Reperfusionsschäden abmildern 52. Die 

ursächlichen Mechanismen dieser Beobachtungen und ihre relative Bedeutung 

sind nicht abschließend geklärt.  

 

1.2 Fragestellung 

Ziel dieser Arbeit ist es, anhand muriner Herzmuskelstreifen, die Bedeutung der 

neuronalen NO-Synthase für die myokardiale Kontraktilität und den 

myokardialen Sauerstoffverbrauch und damit auch für die Ökonomie des 

Herzschlags zu analysieren. Des Weiteren soll der Einfluss der nNOS auf die 

mitochondriale Atmungskette, als mögliche Ursache für einen veränderten 

myokardialen Sauerstoffverbrauch, untersucht werden. 
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2. Material und Methoden 

 
2.1 Kraft- und Sauerstoffmessung 
 
2.1.1 Versuchstiere 

Zur Verwendung kamen 8 bis 12 Wochen alte weibliche C57BL/6-Mäuse aus 

den Charles River Laboratorien (Sulzfeld, Deutschland). 

Alle Tierversuche wurden von der Reg. V. Unterfranken genehmigt (Az: 55.2-

2531.01-60/09). 

 

2.1.2 Lösungen 

Es kamen eine Präparier- und eine Versuchslösung zum Einsatz. Beide 

Lösungen basierten auf der Standardlösung nach Krebs-Henseleit und wurden 

ständig mit Carbogen (95% O2, 5% CO2) begast. Abweichend von der 

Standardlösung hatte die Präparierlösung eine niedrigere Kalzium-

konzentration, enthielt 2,3-Butandion Monoxim (BDM) und war auf 4°C gekühlt, 

um das Myokard während der Präparation zu schonen. Die 

Kalziumkonzentration der 37°C warmen Versuchlösung wurde auf 2,25 mM 

erhöht, da die Muskelstreifen unter diesen Bedingungen kräftiger und stabiler 

schlugen. Die genaue Zusammensetzung der Lösungen findet sich in Tabelle 1. 

 

Inhaltsstoff Einheit Präparierlösung Versuchslösung 
NaCl mM 116,1 116,1 
KCl mM 5,0 5,0 
MgCl2 (6 H2O) mM 1,2 1,2 
Na2O4 mM 1,2 1,2 
NaH2PO4 (H2O) mM 2,0 2,0 
NaHCO3 mM 18,0 18,0 
Glucose mM 11,2 11,2 
CaCl2 mM 0,25 2,25 
BDM mM 29,7  
    
Begasung  95% O2, 5% CO2 95% O2, 5% CO2 
    
Temperatur °C 4 37 
 

Tabelle 1: Zusammensetzung der Präparier- und Versuchslösung 
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Alle verwendeten Chemikalien stammten von Sigma-Aldrich (München, 

Deutschland).  

 

2.1.3 Präparation 

Die Mäuse wurden durch Genickbruch getötet und auf dem Rücken liegend 

fixiert. Nach rechtsparasternaler Eröffnung des Thorax zur Vermeidung von 

Verletzungen des Herzens und anschließender Spreizung des Thorax’ wurde 

das so zur Darstellung gebrachte, schlagende Herz mittels Pinzette im Bereich 

der aufsteigenden Aorta fixiert und mit Hilfe einer kleinen Schere vorsichtig von 

der Umgebung gelöst. Daraufhin erfolgte der rasche Transfer in eine mit 

Präparierlösung gefüllte Styroporschale, in der im Anschluss Lungen- und 

Thymusreste sowie die beiden Vorhöfe entfernt wurden. Es folgte die Spülung 

der beiden Ventrikel mittels einer durch die atrioventrikulären Klappen 

eingeführten Kanüle, um Thrombenbildung in den Kammern zu vermeiden. In 

einer zweiten Schale mit frischer Präparierlösung wurden sorgfältig noch übrig 

gebliebene Vorhofreste entfernt und das Herz dann mit Hilfe einer Pinzette am 

interventrikulären Septum fixiert. Nach Weitung der Trikuspidalklappe und 

Entfernung von intraventrikulären Sehnenfäden erfolgte ein Schnitt ausgehend 

von der Trikuspidal- hin zur Pulmonalklappe. Die so aus dem rechten Ventrikel 

entstandene Tasche wurde durch einen Schnitt längs der Herzachse von der 

Klappenebene zur Herzspitze in zwei gleich große Lappen geteilt. Nun wurden 

parallel zu diesem teilenden Schnitt aus beiden Lappen mit größter 

Behutsamkeit insgesamt drei bis fünf Myokardstreifen mit einer Breite von etwa 

700 µm und einer Länge von circa 4 mm herausgeschnitten und bis zur 

Verwendung in einem mit Präparierlösung gefüllten Becherglas aufbewahrt.  

 

2.1.4 Versuchsaufbau 

Zur Untersuchung der Herzmuskelstreifen kam ein Muscle Research System 

der Firma Scientific Instruments (Heidelberg, Deutschland) zum Einsatz (siehe 

Abb. 1). Hierbei handelt es sich um eine zylindrische Kammer, in welcher der 

mittels zweier feiner Klemmen befestigte Muskelstreifen von Versuchslösung 

umspült wird. Eine der beiden Klemmen ist mit einem Kraftaufnehmer 
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verbunden, die andere ist an einer Mikrometerschraube befestigt, durch welche 

die Dehnung des Streifens variiert werden kann. Da die Konstanz der 

Kammertemperatur für die Messung des Sauerstoffverbrauchs von großer 

Bedeutung ist, befindet sich die Kammer in einem beheizbaren Metallblock, der 

für eine konstante Kammertemperatur von 37,0 °C sorgt. Vor Einleitung in das 

Muscle Research System wird die Versuchslösung (100 ml) in einem 

Vorratsgefäß auf etwa 45 °C erwärmt und mit Carbogen begast. Die 

Temperaturdifferenz zwischen Vorratsgefäß und Kammer ist von Nöten, um ein 

Ausperlen des Gases in der Kammer zu verhindern. Für einen konstanten Fluss 

der Versuchslösung sorgt eine stufenlos regulierbare Rollenpumpe. Nach 

Durchfließen der Kammer wird die Versuchslösung abgesaugt und wieder in 

das Vorratsgefäß eingespeist. Elektrisch stimuliert wird der Streifen über die 

beiden Halteklemmen. Zur Messung des Sauerstoffverbrauchs lässt sich durch 

einen senkrecht zur Kammer stehenden Kanal eine Clarksche Sonde (Scientific 

Instruments, Heidelberg, Deutschland) mittels Mikrometerschraube bis auf 

einen definierten Abstand (50 bis 150 µm) an den Muskelstreifen heranführen. 

Die elektrischen Signale von Kraftaufnehmer und Sauerstoffsonde werden nach 

Verstärkung mit Hilfe eines Interfaces an einen Computer weitergegeben und 

durch die Software Muscle (Scientific Instruments, Heidelberg, Deutschland) 

aufgezeichnet und ausgewertet. 
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Abb. 1: Vereinfachte Darstellung des Muscle Research Systems (Scientific 

Instruments, Heidelberg, Deutschland) zur parallelen Messung von Schlagkraft 

(mittels Kraftaufnehmer) und Sauerstoffverbrauch (per Clarkscher Sonde) von 

Herzmuskelstreifen. Der mit Versuchslösung umspülte Streifen ist in einer 

beheizbaren Kammer eingespannt. Die Signale von Clarkscher Sonde und 

Kraftaufnehmer werden von einem PC aufgezeichnet. 

 

2.1.5 Versuchsvorbereitung 

Der Muskelstreifen wurden mit größter Vorsicht unter einem zehnfach 

verstärkenden Stereomikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland) in die 

beiden Klemmen des Muscle Research Systems eingespannt. Mit Hilfe einer im 

Okular befindlichen Skalierung wurden Länge und Durchmesser des Präparats 

gemessen. Anschließend wurde der Muskelstreifen sofort durch eine 

Rechteckspannung von 3 Volt mit einer Impulsdauer von 10 ms und einer 

Frequenz von 5 Hz stimuliert. Nach etwa zehnminütigem Auswaschen des 

BDMs und Anpassung an die Bedingungen in der Kammer wurde der Streifen 

mittels Mikrometerschraube stufenweise gedehnt und die 

Stimulationsspannung in Schritten von 0,5 V erhöht, bis die Kraftamplitude ein 
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Maximum erreichte. Eine Stimulationsspannung von 5 V wurde dabei nicht 

überschritten, weil sich ansonsten durch Elektrolyse Gasbläschen in der 

Kammer gebildet hätten. Sodann wurde das Präparat für weitere zehn Minuten 

bezüglich diastolischer Kraft und Kraftamplitude beobachtet. Zeigte sich 

Konstanz wurde mit dem Versuch begonnen, anderenfalls der Streifen 

verworfen.  

 

2.1.6 Versuchsprotokoll 
Zu Beginn des Versuchs wurden zeitgleich Sauerstoffverbrauch und 

Schlagkraft des stimulierten, zuckenden Muskelstreifens gemessen. Daran 

schloss sich nach einer zweiminütigen Erholungsphase die Messung des 

Sauerstoffverbrauchs des unstimulierten, ruhenden Muskelstreifens an. Nach 

diesen „Baseline“-Messungen wurde der Versuchslösung im Vorratsgefäß das 

jeweilige Pharmakon zugegeben. 30 und 60 Minuten nach Zugabe wurden die 

Messungen wie bei Versuchsbeginn wiederholt. 

 
2.1.7 Schlagkraft und geleistete Arbeit 

Die Software Muscle zeichnet das Signal des Kraftaufnehmers über 20 

Sekunden mit einer Auflösung von 100 Datenpunkten pro Sekunde auf. Diese 

2000 Werte werden in einer Datei abgelegt, aus der sie durch das 

Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Microsoft, USA) importiert werden 

können. In Excel wurde daraus die Amplitude der Schlagkraft und das Integral 

der über die Zeit registrierten Kraftamplitude berechnet. Das Kraft-Zeit-Integral 

(FTI) gilt als Surrogatparameter für die vom Muskelstreifen geleistete Arbeit, da 

bei isometrischer Kontraktion keine physikalische Arbeit im Sinne des Kraft-

Weg-Produkts geleistet wird. 
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Abb. 2: Das Kraft-Zeit-Integral (FTI), hier grau dargestellt, gilt als 

Surrogatparameter für die vom Muskelstreifen geleistete Arbeit. 

 

2.1.8 Sauerstoffverbrauch 
 
2.1.8.1 Clarksche Sonde 

Parallel zur 20 Sekunden dauernden Messung der Schlagkraft wird der 

Sauerstoffverbrauch des Muskelstreifens mit Hilfe einer Clarkschen Sonde 

bestimmt (siehe Abb. 3). Diese besteht aus einem feinen Golddraht in einem 

Silberröhrchen von 0,8 mm Durchmesser. Golddraht und Silberröhrchen sind 

durch eine Glaskapillare voneinander isoliert. Glaskapillare und Golddraht 

überragen das Silberröhrchen an der Spitze um etwa 0,5 mm. Ihre Oberfläche 

ist mit einer für Sauerstoff semipermeablen Kunststoffmembran überzogen. Der 

Golddraht fungiert als Kathode, das Silberröhrchen als Anode. Sauerstoff 

diffundiert konzentrationsabhängig durch die semipermeable Membran und wird 

am Golddraht zu Wasser reduziert. Am Silberröhrchen wird gleichzeitig Silber 

oxidiert. Der dabei zwischen Anode und Kathode fließende Strom ist der 

Sauerstoffkonzentration an der Sondenspitze direkt proportional. Verstärkt und 
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über ein Interface an einen Computer weitergeleitet wird das Sondensignal von 

der Software Muscle aufgezeichnet. 

 

 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung der zur Messung der Sauerstoffkonzentration 

verwendeten Clarkschen Sonde. 

 

2.1.8.2 Rühreffekt 
Die Clarksche Sonde verbraucht selbst geringe Mengen Sauerstoff. Bei 

eingeschalteter Perfusion ist die Sauerstoffkonzentration in der Messkammer 

aufgrund der ständigen Durchmischung homogen. Wird die Perfusion jedoch 

gestoppt, kommt es aufgrund des Eigenverbrauchs um die Sondenspitze herum 

zur Ausbildung eines Konzentrationsgefälles. Erst nach Einstellen dieses 

Konzentrationsgradienten ist der von der Sonde registrierte 

Sauerstoffverbrauch alleine dem Muskelstreifen zuzuschreiben. Dieses 

Phänomen wird als „Rühreffekt“ bezeichnet und muss bei der Auswertung 

beachtet werden. Dies geschieht anhand des in Muscle dargestellten 

Kurvenverlaufs durch manuelle Einstellung der Zeit bis zum Beginn des 

linearen Abfall des Sondensignals (ca. 5 bis 10 s) (siehe Abb. 4). 
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Abb. 4: Nach Abstellen der Perfusion kommt es zum so genannten Rühreffekt. 

Erst danach kann der Sauerstoffverbrauch des Muskelstreifens gemessen 

werden. 

 

2.1.8.3 Messvorgang und Datenauswertung 

Eine Sauerstoffmessung dauert 20 Sekunden. Während dieser Zeit wird die 

Perfusion des Muskelstreifens abgestellt und der Abfall der Sauerstoff-

konzentration in der Messkammer von Muscle aufgezeichnet. Muscle vergleicht 

den gemessenen Konzentrationsabfall unter Berücksichtigung des 

Streifendurchmessers, des Abstands der Sonde von der Streifenoberfläche, der 

zuvor gemessenen Sauerstoffkonzentration in der Versuchslösung und des 

Rühreffekts mit vorberechneten Modellkurven und ermittelt so den 

Sauerstoffverbrauch des Muskelstreifens. 

 

2.1.9 Pharmaka 
N5-(1-Imino-3-Butenyl)-L-Ornithin (Vinyl-L-NIO) ist ein spezifischer Inhibitor der 

neuronalen NO-Synthase 53. Die gelieferte, kristalline Form (Alexis, Lausen, 
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Deutschland) wurde in PBS-Puffer gelöst und portioniert bei -20°C eingefroren. 

Nach den Baseline-Messungen wurde der Versuchslösung im Vorratsgefäß 

Vinyl-L-NIO-PBS-Lösung zugegeben, sodass sich im Versuchskreislauf eine 

Vinyl-L-NIO-Konzentration von 100 µM einstellte. 

 

L-NG-Nitroargininmethylester (L-NAME) ist ein unspezifischer Inhibitor der NO-

Synthasen 4. Der Versuchslösung wurde nach den Baseline-Messungen L-

NAME (Sigma-Aldrich, München, Deutschland) in kristalliner Form zugegeben, 

sodass es im Versuchskreislauf zu einer L-NAME-Konzentration von 500 µM 

kam. 

 

2.2 Bestimmung der Cytochrom c-Oxidase-Aktivität 
 

2.2.1 Versuchstiere 

Es wurden 8 bis 12 Wochen alte nNOS+/αMHC-tTA+-Mäuse verwendet. 

Alle Tierversuche wurden von der Reg. V. Unterfranken genehmigt (Az: 55.2-

2531.01-60/09). 

 

2.2.2 Tiermodell 
Bei den nNOS+/αMHC-tTA+-Mäusen handelt es sich um ein transgenes 

Tiermodell. nNOS+/αMHC-tTA+-Mäuse zeigen eine konstitutionelle kardiale 

nNOS-Überexpression, die durch tetrazyklinhaltiges Futter unterdrückt werden 

kann. Hierfür verantwortlich ist der mit dem herzspezifischen αMHC-Promoter 

verknüpfte tetrazyklinkontrollierte Transaktivator (tTA), der in Abwesenheit 

eines Tetrazyklins (Doxycyclin) an das tetrazyklin-responsive element (TRE) 

bindet und so die Transkription des daran gekoppelten nNOSα-Gens fördert. 

Werden die Tiere mit tetrazyklinhaltigem Futter gefüttert, so wird die Bindung 

des tTAs an das TRE blockiert und eine nNOS-Überexpression bleibt aus. 

 

Zur Induktion der nNOS-Überexpression bekommen die Tiere 14 Tage vor dem 

Versuch Normalfutter. Die Tiere der Kontrollgruppe bekommen weiter 

Doxycyclinfutter. 
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Burkard et al. konnten nachweisen, dass die hier verwendeten nNOS+/αMHC-

tTA+-Mäusen nach Induktion die neuronale NO-Synthase herzspezifisch 

überexprimieren und die Herzmuskelzellen dieser Tiere eine erhöhte nNOS-

Aktivität aufweisen 10. 

 

2.2.3 Bestimmung der Cytochrom c-Oxidase-Aktivität 
Zur Bestimmung der Cytochrom c-Oxidase-Aktivität wurde das MitoProfile® 

Rapid Microplate Assay Kit zur Bestimmung der Komplex IV-Aktivität bei 

Mäusen (MitoScience, Eugene, USA) verwendet. Herzstück des Kits sind 

Kunststoffstreifen in deren Vertiefungen monoklonale Antikörper gegen 

Komplex IV der Atmungskette (Cytochrom c-Oxidase) gebunden sind. Diese 

Antikörper fixieren den in der Probelösung enthaltenen Komplex IV ohne seine 

Funktion zu beeinträchtigen. Gibt man nun ebenfalls im Kit enthaltenes, 

reduziertes Cytochrom c auf die Streifen, so wird dieses vom fixierten Komplex 

IV oxidiert. Colorimetrisch lässt sich über die dabei abfallenden Absorption bei 

550 nm die Cytochrom c-Oxidase-Aktivität bestimmen. 

 
2.2.4 Versuchsdurchführung 

Die Tiere wurden durch CO2-Inhalation getötet und die Herzen nach sofortiger 

Entnahme und Spülung mit Phosphat gepufferter Salzlösung (PBS-Lösung, pH 

7,4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4) in 

flüssigem Stickstoff eingefroren. Nach Homogenisierung der gefrorenen Herzen 

in RIPA-Puffer (PBS, 1% Igepal CA-630, 0,5% Natriumdeoxycholate (Sigma-

Aldrich, München, Deutschland)) mittels Protease-Inhibitor-Cocktail (Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) wurden sie anschließend bei 4°C 

15 Minuten lang mit 15000 g zentrifugiert. Mittels Absorptionsmessung bei 280 

nm wurde die absolute Proteinkonzentration im Überstand bestimmt und dieser 

dann mit der Pufferlösung des MitoProfile-Kits auf 5 mg/ml verdünnt. Dem 

Assay-Protokoll folgend wurde der Probe mitgeliefertes Kit-Detergenz (1/10 des 

Probenvolumens) zugesetzt, die Probe nach sofortigem Mischen für 30 Minuten 

auf Eis inkubiert und anschließend bei 16000 g 20 Minuten lang zentrifugiert. 

Vom Überstand wurden 50 µl mit 150 µl Kit-Pufferlösung verdünnt und in eine 



15 

der antikörperbeschichteten Vertiefungen des Kunststoffstreifens gegeben. Es 

folgte eine 3-stündige Inkubation der Streifen bei Raumtemperatur. Nach 

zweimaligem Waschen des Streifens mit Kit-Pufferlösung wurde in jede seiner 

Vertiefungen 200 µl der Cytochrom c-Lösung gegeben und rasch die 

Aufzeichnung mit dem Spectrophotometer (Tecan Spectra, Männerdorf, 

Schweiz) begonnen. Dieses war auf eine Wellenlänge von 550 nm und eine 

Versuchstemperatur von 30°C eingestellt. Gemessen wurde jede Minute über 

eine Dauer von 120 Minuten. 

 

2.3 Statistik 
Alle Daten sind als Mittelwert ± Standardfehler (SEM) angegeben. 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Excel „add-in“ 

WinSTAT (R. Fitch Software, Bad Krozingen, Deutschland). 

Verbundene Daten wurden mittels Wilcoxon Test, unverbundene mittels Mann-

Whitney-U-test untersucht. Wiederholte Messungen am gleichen Präparat 

wurden durch Varianzanalyse (ANOVA for repeated measurements) verglichen. 

Das Siginifikanzniveau lag bei p < 0,05. 
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3. Ergebnisse 

 
3.1 Kraftamplitude 
Die Kraftamplitude nach 30 Minuten Versuchsdauer zeigte bezogen auf die 

Werte zu Versuchsbeginn einen relativen Abfall auf 86,7 ± 3,2% in der 

Kontrollgruppe, 79,6 ± 2,4% (n = 12) in der Vinyl-L-NIO-Gruppe (n = 9) und 87,3 

± 6,7% in der L-NAME-Gruppe (n = 7). 

Nach weiteren 30 Minuten konnte ein Abfall auf 68,5 ± 3,5% in der Kontroll-

Gruppe (n = 12), 59,2 ± 2,7% in der Vinyl-L-NIO-Gruppe (n = 9) und 72,6 ± 

4,8% in der L-NAME-Gruppe (n = 7) gemessen werden. 

Statistisch signifikant unterschieden sich die Vinyl-L-NIO-Gruppe und die L-

NAME-Gruppe 60 Minuten nach Versuchsbeginn (p < 0,05). Zur Kontrollgruppe 

unterschieden sich beide Behandlungsgruppen jedoch nicht. 

 

 
Abb. 5: Kraftamplitude der Herzmuskelstreifen 30 bzw. 60 Minuten nach 

Versuchsbeginn bezogen auf die Kraftamplitude zu Versuchsbeginn;  

Kontrollgruppe,  Vinyl-L-NIO-Gruppe und  L-NAME-Gruppe 

 

 

∗ 

   (12)       (9)        (7)                        (12)       (9)       (7) 
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3.2 Kraft-Zeit-Integral 

Das Kraft-Zeit-Integral (FTI) als Maß für die geleistete Arbeit der 

Herzmuskelstreifen war 30 Minuten nach Versuchsbeginn in der Kontrollgruppe 

(n = 12) auf 82,0 ± 2,2%, in der Vinyl-L-NIO-Gruppe (n = 9) auf 77,6 ± 1,7% und 

in der L-NAME-Gruppe (n = 7) auf 83,0 ± 5,6% gefallen. 

Nach 60 Minuten zeigte sich ein Abfall auf 68,4 ± 2,3% in der Kontrollgruppe (n 

= 12), 60,7 ± 2,4% in der Vinyl-L-NIO-Gruppe (n = 9) und 73,0 ± 4,6% in der L-

NAME-Gruppe (n = 7). 

Das FTI der Vinyl-L-NIO-Gruppe war 60 Minuten nach Versuchsbeginn 

signifikant stärker reduziert als in den beiden anderen Gruppen (p < 0,05). 

 

 
Abb. 6: FTI der Herzmuskelstreifen 30 bzw. 60 Minuten nach Versuchsbeginn 

bezogen auf das FTI zu Versuchsbeginn;  Kontrollgruppe,  Vinyl-L-NIO-

Gruppe und  L-NAME-Gruppe 

 

 

 
 
 

∗ 

∗ 

   (12)       (9)        (7)                        (12)       (9)        (7) 
 



18 

3.3 Sauerstoffverbrauch des schlagenden Muskelstreifens 

Der Sauerstoffverbrauch (MVO2) des schlagenden Muskelstreifen war nach 30 

Minuten in der Kontrollgruppe (n = 12) auf 93,3 ± 2,9% und in der L-NAME-

Gruppe (n = 7) auf 92,7 ± 5,8% gesunken. In der Vinyl-L-NIO-Gruppe (n = 9) 

blieb MVO2 bei 99,8 ± 2,9% konstant. 

60 Minuten nach Versuchsbeginn konnte in der Kontrollgruppe (n = 12) ein 

Abfall auf 92,4 ± 3,3% und in der L-NAME-Gruppe (n = 7) eine Reduktion auf 

88,3 ± 8,5 % beobachtet werden. In der Vinyl-L-NIO-Gruppe (n = 9) stieg der 

Sauerstoffverbrauch leicht auf 103,8 ± 4,9%. 

Signifikant unterschied sich der Sauerstoffverbrauch des schlagenden 

Muskelstreifens nur zwischen Vinyl-L-NIO- und L-NAME-Gruppe 60 Minuten 

nach Versuchsbeginn (p < 0,05). Es bestand allerdings zu keinem Zeitpunkt ein 

signifikanter Unterschied im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. 

 

 
Abb. 7: MVO2 des schlagenden Herzmuskelstreifen 30 bzw. 60 Minuten nach 

Versuchsbeginn bezogen auf den MVO2 zu Versuchsbeginn;  Kontrollgruppe, 

 Vinyl-L-NIO-Gruppe und  L-NAME-Gruppe 

 
 

∗ 

   (12)       (9)        (7)                        (12)      (9)       (7) 
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3.4 Sauerstoffverbrauch des ruhenden Muskelstreifens 

Bei nicht stimuliertem, ruhendem Muskelstreifen sank der Sauerstoffverbrauch 

während der ersten 30 Minuten in der Kontrollgruppe (n = 12) auf 93,3 ± 1,7% 

und in der L-NAME-Gruppe (n = 7) auf 95,9 ± 9,1%, wohingegen er in der Vinyl-

L-NIO-Gruppe (n = 9)  auf 103,1 ± 2,9% leicht anstieg. 

Nach 60 Minuten war ein Abfall auf 92,7 ± 2,9% in der Kontrollgruppe (n = 12) 

und 95,6 ± 11,6% in der L-NAME-Gruppe (n = 7) zu registrieren. In der Vinyl-L-

NIO-Gruppe (n = 9) stieg der MVO2 in Ruhe hingegen auf 106,2 ± 5,0%. 

Der Sauerstoffverbrauch der unstimulierten Muskelstreifen der Vinyl-L-NIO-

Gruppe unterschied sich signifikant von dem der unbehandelten Kontrollgruppe 

sowohl nach 30 als auch nach 60 Minuten (p < 0,05). 

 

 
Abb. 8: MVO2 des ruhenden Herzmuskelstreifen 30 bzw. 60 Minuten nach 

Versuchsbeginn bezogen auf den MVO2 zu Versuchsbeginn;  Kontrollgruppe, 

 Vinyl-L-NIO-Gruppe und  L-NAME-Gruppe 

 
 
 
 
 

∗ ∗ 

   (12)      (9)        (7)                        (12)       (9)       (7) 
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3.5 Sauerstoffverbrauch bezogen auf das Kraft-Zeit-Integral 

Der Sauerstoffverbrauch (MVO2) des schlagenden Muskelstreifens bezogen auf 

die von ihm geleistete Arbeit bzw. das als Surrogatparameter dienende Kraft-

Zeit-Integral (FTI) stieg nach 30 Minuten auf 114,4 ± 3,9% in der Kontrollgruppe 

(n = 12), 129,5 ± 5,4% in der Vinyl-L-NIO-Gruppe (n = 9) und 115,5 ± 10,7% in 

der L-NAME-Gruppe (n = 7). 

60 Minuten nach Versuchsbeginn war MVO2/FTI in der Kontrollgruppe (n = 12) 

auf 136,5 ± 6,1%, in der Vinyl-L-NIO-Gruppe (n = 9) auf 172,8 ± 9,6% und in 

der L-Name-Gruppe (n = 7) auf 125,2 ± 14,7% angestiegen. 

Damit war MVO2/FTI nach 60 Minuten in der Vinyl-L-NIO-Gruppe signifikant 

stärker angestiegen als in der Kontroll- und L-NAME-Gruppe (p < 0,05). 

 

 
Abb. 9: MVO2/FTI des ruhenden Herzmuskelstreifen 30 bzw. 60 Minuten nach 

Versuchsbeginn bezogen auf MVO2/FTI zu Versuchsbeginn;  Kontrollgruppe, 

 Vinyl-L-NIO-Gruppe und  L-NAME-Gruppe 

 
 

 
 
 
 

∗ 
∗ 

   (12)      (9)        (7)                        (12)       (9)       (7) 
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3.6 Cytochrom c-Oxidase-Aktivität 

nNOS-Überexpression reduzierte die Cytochrom c-Oxidase-Aktivität signifikant. 

(0,26 ± 0,011 optische Dichte/min in nNOS überexprimierenden nNOS+/αMHC-

tTA+ Mäusen gegenüber 0,21 ± 0.013 optische Dichte/min in nicht induzierten 

nNOS+/αMHC-tTA+ Tieren, n = 8, p < 0.05) 

 

 
Abb. 10: Cytochrom c-Oxidase-Aktivität bei nNOS-überexprimierenden Tieren 

 versus nicht induzierten Tieren  
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4. Diskussion 

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass Stickstoffmonoxid (NO) sowohl die 

myokardiale Kontraktilität als auch den myokardialen Sauerstoffverbrauch 

(MVO2) beeinflussen kann. Es herrscht in der Literatur jedoch keine Einigkeit 

darüber, wie diese bedeutenden Parameter der Herzfunktion verändert werden. 

Diese Diskrepanz wird auf stark divergierende Versuchsbedingungen 

(Versuchtemperatur, Stimulationsfrequenz und Level der NOS-Expression) 

zurückgeführt 3. 

 

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden Versuche an isolierten 

Herzmuskelstreifen aus dem rechten Ventrikel von Mäusen durchgeführt. Diese 

Methode hat den Vorteil, dass die Versuchsbedingungen (Temperatur und 

Elektrolytkonzentrationen der Versuchslösung, Stimulationsfrequenz und -

spannung, etc.) weitgehend frei gewählt und systemische Einflüsse auf die 

Herzfunktion (Innervation, Hormone, usw.) ausgeschlossen werden können. 

Des Weiteren besteht die Möglichkeit zur synchronen Messung von Schlagkraft 

und Sauerstoffverbrauch, was den direkten Bezug der beiden Parameter 

zueinander ermöglicht. Bei Versuchen mit isolierten Herzmuskelstreifen können 

zudem pharmakokinetische Veränderungen der zu untersuchenden Substanz 

ebenso ausgeschlossen werden, wie ein Wechsel des vom Streifen 

metabolisierten Substrats. Letzteres kann insbesondere die 

Sauerstoffverbrauchsmessung bedeutend beeinflussen. 

Nachteile der hier verwendeten Methode könnten die mechanische 

Beeinträchtigung und kurze ischämische Phasen des Myokards während der 

Präparation sein. So wurde gezeigt, dass bereits kurze ischämische Episoden 

Auswirkungen auf den Kalziummetabolismus und die kontraktile Effizienz des 

Myokards haben können 54,55. Aus diesem Grund wurde auf eine möglichst 

rasche und äußerst schonende Präparation in gekühlter und oxygenierter BDM-

Lösung geachtet. Eine weitere mögliche systemische Fehlerquelle liegt in der 

auf 2,25 mM erhöhten Kalziumkonzentration der Versuchslösung. Der 

physiologische Blutspiegel ionisierten Kalziums beträgt bei der Maus ca. 1,35 

mM 56. Die Erhöhung in der Versuchslösung war jedoch von Nöten, um der 
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Entwicklung von Eigenrhythmen mit erhöhter Schlagfrequenz des 

Muskelstreifens vorzubeugen. Trotz genannter möglicher Fehlerquellen ist die 

Methode mit Herzmuskelstreifen von Menschen und Ratten bereits etabliert 57, 

weswegen sie in der vorliegenden Arbeit auf Mäuse ausgeweitet wurde. 

 

4.1 Myokardiale Kontraktilität 
 

4.1.1 Unspezifische Hemmung der NO-Synthasen 
In der Literatur herrscht keine Einigkeit über die Auswirkung einer 

unspezifischen Inhibition der NO-Synthasen auf die myokardiale Schlagkraft. 

 

Die im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit durchgeführten Versuche am 

murinen Herzmuskelstreifen zeigten keinen Einfluss einer unspezifischen NO-

Synthasen-Hemmung durch L-NAME auf die Schlagkraft der Streifen (siehe 

Abb. 5). Dies steht in Einklang mit Klabunde et al., der mit einer Langendorff-

Präparation von Rattenherzen keinen Einfluss der unspezifischen NOS-

Inhibition mit NG-Methyl-L-arginin (NMA) auf die Schlagkraft der untersuchten 

Herzen nachweisen konnte 58. Balligand et al. bestätigte diese Ergebnisse mit 

Versuchen an Kardiomyozyten adulter Ratten und dem unspezifischen NOS-

Inhibitor Nω-Nitro-L-Arginin 59. Intrakoronare Injektion von L-NAME am Hund 

bewirkte bei Versuchen von Keaney et al. ebenfalls keine Veränderung der 

myokardialen Kontraktilität 60. 

 

Im Gegensatz zu den oben zitierten Studien, denen der Nachweis einer 

Veränderung der myokardiale Schlagkraft nicht gelang, registrierte Finkel et al. 

nach unspezifischer NOS-Inhibiton mit NG-Mono-Methyl-L-Arginin (L-NMMA) 

bei isolierten Papillarmuskeln vom Hamster eine positiv inotrope Wirkung 61. 

Ebenso beobachtete Kaye et al. eine positive Inotropie von L-NMMA bei 

Myozyten aus dem Rattenventrikel 62. 

 

Es existieren jedoch auch Studien, die eine Reduktion der myokardialen 

Schlagkraft durch unspezifische NOS-Inhibition zeigen. Beispielsweise stellte 
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Kojda et al. in Langendorff-Versuchen an Rattenherzen einen negativ inotropen 

Effekt von L-NMMA und Nω-Nitro-L-Arginin 63 fest und Cotton et al. zeigte, dass 

die intrakoronare Injektion von L-NMMA am menschlichen Herzen zu einer 

Reduktion der Kontraktilität führt 64. 

 

4.1.2 Neuronale NO-Synthase 
Die Studienlage zum Einfluss der neuronalen Isoform der NO-Synthasen auf 

die myokardiale Schlagkraft ist widersprüchlich. 

 

In den für diese Arbeit durchgeführten Versuchen ließ sich nach spezifischer 

nNOS-Inhibition mit Vinyl-L-NIO nur eine statistisch nicht signifikante Reduktion 

der Kontraktionsstärke der isolierten Herzmuskelstreifen nachweisen (siehe 

Abb. 5). Auch Barouch et al. und Kahn et al. konnten bei nNOS-/--Mäusen keine 

signifikante Veränderung der myokardialen Kontraktion durch die neuronale 

NO-Synthase messen 30,37. 

 

Einen negativ inotropen Effekt der neuronalen NO-Synthase auf die 

myokardiale Schlagkraft wiesen Ashley et al., Sears et al. und Burkard et al. 

nach. Ashley et al. konnte zeigen, dass Kardiomyozyten von Mäusen mit 

homozygoter Deletion des nNOS-Gens (nNOS-/-) eine stärkere basale 

Zellverkürzung aufwiesen als Kardiomyozyten von Kontrolltieren. Er bestätigte 

diese Beobachtung durch selektive pharmakologische nNOS-Inhibition mit 

Vinyl-L-NIO bei Herzmuskelzellen von Wildtypen, die gleiche Effekte hervorrief. 

Bei nNOS-/--Tieren hingegen bewirkte Vinyl-L-NIO keine weiteren 

Veränderungen 33. Zu ähnlichen Ergebnissen kam Sears et al., die zudem 

echokardiographisch zeigte, dass nNOS-/--Mäuse im Vergleich zu 

Wildtypwurfgeschwistern eine signifikant höhere linksventrikuläre 

Auswurffraktion aufweisen 34. Umgekehrt gelang Burkard et al. bei nNOS-

überexprimierenden Mäusen der Nachweis einer verminderten Zellverkürzung 

10. 
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Im Gegensatz zu den oben aufgeführten Studien, die eine nNOS-bedingte 

Reduktion der myokardialen Schlagkraft zeigen, findet man auch Studien, die 

zu dem Schluss kommen, dass die neuronale NO-Synthase positiv inotrop 

wirkt. Loyer et al. beobachtete beispielsweise bei nNOS-überexprimierenden 

Mäusen in vivo eine moderate, aber signifikante Steigerung der 

linksventrikulären Kontraktion und in vitro eine stärkere Zellverkürzung 35. 

Entsprechend wies Wang et al. an Trabekeln aus dem rechten Ventrikel von 

nNOS-Knockout-Mäusen eine signifikante Reduktion der Kraftentwicklung 

nach. Wang gelang auch der Nachweis einer verminderten Zellverkürzung von 

nNOS-/--Kardiomyozyten und von Wildtyp-Kardiomyozyten, die mit SMLT, 

einem spezifischen nNOS-Inhibitor, behandelt worden waren 36. 

 

4.2 Myokardialer Sauerstoffverbrauch 

 

4.2.1 Unspezifische Hemmung der NO-Synthasen 
Die Literatur über die Auswirkung einer unspezifischen NO-Synthasen-Inhibition 

auf den myokardialen Sauerstoffverbrauch ist inhomogen. 

 

Keine Veränderung des MVO2 ruhender und schlagender muriner 

Herzmuskelstreifen nach unspezifischer NOS-Inhibtion mit L-NAME zeigt diese 

Arbeit (siehe Abb. 7 und Abb. 8). Bestätigung finden diese Ergebnisse durch 

Grassi et al., dem am kontrahierenden Muskel der Nachweis eines veränderten 

Sauerstoffverbrauchs nach L-NAME-Gabe nicht gelang 65. Xie et al. und Loke et 

al. beobachteten an linksventrikulärem Gewebe vom Hund bzw. der Maus 

ebenfalls keine Veränderung des Sauerstoffverbrauchs nach Inkubation mit L-

NNA 40,42. Crystal et al. zufolge hat die unspezifische NOS-Inhibition mit L-

NAME auch keinen Einfluss auf den Gesamtsauerstoffverbrauch des 

anästhesierten Hundes 66. An ruhenden und arbeitenden Schweinen konnte 

Duncker et al. keine Veränderung des myokardialen Sauerstoffverbrauchs nach 

Injektion von NLA messen 67 und in Langendorff-Präparationen von 

Mäuseherzen beobachtete Kojic et al. keinerlei Einfluss des unspezifischen 

NOS-Inhibitors L-NMMA auf MVO2
 68.  



26 

Einen Anstieg des Gesamtsauerstoffverbrauches nach unspezifischer NOS-

Hemmung mit NLA konnte Shen et al. an Hunden messen 69. Bestätigung 

fanden diese Ergebnisse in Arbeiten von Bernstein et al. und Chen et al., denen 

bei ruhenden und arbeitenden Hunden der Nachweis gelang, dass eine 

intracoronare NLA- bzw. L-NNA-Injektion den myokardialen 

Sauerstoffverbrauch steigert 38,70. Ebenso zeigte Grassi et al. am ruhenden, 

isolierten Musculus gastrocnemius des Hundes, dass NOS-Inhibition durch L-

NAME zu einem Anstieg des Sauerstoffverbrauchs führt 65.  

 

Im Gegensatz zu den oben aufgeführten Arbeiten konnte Sherman et al. sowohl 

am anästhesierten als auch am nicht-anästhesierten Hund einen Abfall des 

myokardialen Sauerstoffverbrauchs nach intracoronarer Verabreichung von L-

NAME bzw. L-NA registrieren 71. 

 

4.2.2 Neuronale NO-Synthase 
Der Einfluss der neuronalen Isoform der NO-Synthasen auf den myokardialen 

Sauerstoffverbrauch ist bisher kaum untersucht. 

 

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuche zeigen nach Zugabe von Vinyl-

L-NIO zur Versuchslösung bei nicht-stimulierten murinen Herzmuskelstreifen 

einen signifikanten Anstieg des Sauerstoffverbrauchs (siehe Abb. 8). Am 

schlagenden Streifen ließ sich ein Anstieg beobachten, welcher keine 

statistische Signifikanz erreichte (siehe Abb. 7). 

 

Kinugawa et al. beobachtete zwischen nNOS-Knockout-Mäusen und Wildtypen 

keinen Unterschied bezüglich des Sauerstoffverbrauchs linksventrikulären 

Gewebes. Allerdings war der durch Bradykinin bzw. Carbachol bedingte Abfall 

des Sauerstoffverbrauchs in den nNOS-/--Mäusen signifikant reduziert. Akute, 

spezifische nNOS-Inhibition mit S-Methyl-L-Thiocitrullin (SMTC) bzw. 7-

Nitroindazol (7-NI) hatte jedoch keinen Einfluss auf die Bradykinin-induzierte 

Reduktion von MVO2 in Wildtyp-Mäusen. In Zusammenschau mit weiteren 

Ergebnissen seiner Arbeit postuliert er, dass ein Defekt der nNOS die 



27 

Veränderung des myokardialen Sauerstoffverbrauchs durch NO aus anderen 

Quellen (z.B. eNOS) beeinflusst 43. 

 

4.3 Myokardiale Ökonomie 

In der hier vorliegenden Arbeit wurde der auf die geleistete Arbeit bezogene 

Sauerstoffverbrauch des schlagenden Herzmuskelstreifens (MVO2/FTI) als Maß 

für die myokardiale Ökonomie betrachtet. 

 

4.3.1 Unspezfische Hemmung der NO-Synthasen 

Während in der hier vorliegenden Arbeit eine unspezifische NOS-Hemmung mit 

L-NAME die myokardiale Effizienz nicht veränderte (siehe Abb. 9), konnte 

Bernstein et al. beim Hund nach Gabe von NLA, einem unspezifischen NOS-

Inhibitior, einen Anstieg des myokardialen Sauerstoffverbrauches und eine 

Reduktion des Verbrauchs freier Fettsäuren bei vergleichbarer Herzleistung 

beobachten 38. Die Reduktion des Verbrauchs an freien Fettsäuren und ein 

kompensatorischer Mehrverbrauch an Kohlenhydraten dürfte zudem noch zum 

Unterschätzen des Anstiegs des myokardialen Sauerstoffverbrauches führen, 

da das ATP/Sauerstoff-Verhältnis von Kohlenhydraten höher ist als das von 

freien Fettsäuren 72,73. Analog zu Bernstein et al. gelang auch Saavedra et al. 

der Nachweis einer verminderten myokardialen Effizienz nach unspezifischer 

NOS-Inhibition mit L-NMMA am Hund, die er auf eine erhöhte Aktivität der 

Xanthinoxidase zurückführt 74. An isolierten rechstventrikulären Papillarmuskeln 

vom Kaninchen konnte Hünlich et al. nach Applikation des NO-Donors SNP 

(Natrium-Nitroprussid) eine Steigerung der myokardialen Ökonomie 

demonstrieren. Hierzu kam es durch eine mäßige Reduktion der Inotropie bei 

nicht proportionaler Abnahme des Sauerstoffverbrauchs der Papillarmuskeln 75. 

 

4.3.2 Neuronale NO-Synthase 
Nach spezifischer nNOS-Inhibition mit Vinyl-L-NIO zeigte sich in der hier 

vorliegenden Arbeit ein signifikanter Abfall der myokardialen Effizienz (siehe 

Abb. 9). Dieser Abfall der Ökonomie ergibt sich aus der Kombination eines 

leicht angestiegenen Sauerstoffverbrauchs (siehe Abb. 7) und eines signifikant 
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reduzierten FTIs (siehe Abb. 6). Im Umkehrschluss lässt sich postulieren, dass 

die neuronale NO-Synthase die Ökonomie muriner Herzmuskelstreifen erhöht. 

 

4.4 Cytochrom c-Oxidase 
In nanomolaren Konzentrationen hemmt Stickstoffmonoxid die mitochondriale 

Atmungskette durch reversible Inhibition der Cytochrom c-Oxidase (Komplex 

IV) 76,77. Diese reversible Hemmung der Cytochrom c-Oxidase erfolgt sowohl 

am oxidierten Kupfer als auch am reduzierten Häm der 

Sauerstoffbindungsstelle. Die Bindung von Stickstoffmonoxid an das oxidierte 

Kupfer führt zu dessen Reduktion und zur Bildung inhibitorisch wirksamen 

Nitrits, wohingegen die Bindung von NO an das reduzierte Häm die Cytochrom 

c-Oxidase kompetitiv hemmt 78. 

Höhere Konzentrationen von NO und reaktiven Stickstoffspezies (RNS) führen 

hingegen durch S-Nitrosylierung und Nitrierung zu einer irreversiblen und lang 

anhaltenden Hemmung der Cytochrom c-Oxidase 79 sowie der Komplexe I bis 

III 80. 

Inwieweit die in den Mitochondrien lokalisierte neuronale NO-Synthase 14,15,44 

die Atmungskette beeinflusst, ist umstritten. Einerseits wurde gezeigt, dass bis 

zu 56 % des gesamten zellulären NOs aus den Mitochondrien stammen 45,46, 

andererseits wird jede physiologische Relevanz mitochondrialer NO-Produktion 

bestritten 47,48. Letzteres lässt sich möglicherweise auf erhöhte MgCl2-

Konzentrationen in den Versuchslösungen zurückführen 26, da gezeigt werden 

konnte, dass Mg2+-Konzentrationen über 1 mM die mitochondriale NO-

Produktion signifikant reduzieren 81 bzw. komplett inhibieren 82. 

Die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass nNOS-Überexpression bei der 

Maus zu einer signifikanten Reduktion der Cytochrom c-Aktivität führt (siehe 

Abb. 10). Da die Aktivität der Cytochrom c-Oxidase in Abwesenheit der 

neuronalen NO-Synthase bestimmt wurde, ist von einer lang anhaltenden 

Hemmung auszugehen. 
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4.5 Synthese 

Diese Arbeit zeigt, dass die spezifische Inhibition der neuronalen NO-Synthase 

zu einer Reduktion der myokardialen Ökonomie führt. Umgekehrt lässt sich 

postulieren, dass die Produktion von Stickstoffmonoxid durch die nNOS eine 

gesteigerte Effizienz des Herzmuskelgewebes bewirkt. 

 

Zu einer erhöhten myokardialen Effizienz kann es zum Einen durch 

ökonomischere ATP-Produktion zum Anderen aber auch durch effizienteren 

ATP-Verbrauch kommen. 

 

Beim ruhenden Herzmuskelstreifen spielen stark ATP-verbrauchende Prozesse 

wie Kalzium- und Kontraktionszyklus nur eine untergeordnete Rolle. Aus 

diesem Grund lassen sich mit Hilfe des myokardialen Sauerstoffverbrauchs des 

nicht schlagenden Streifens Aussagen zur Ökonomie der ATP-Produktion 

machen. Folglich weist der erhöhte Sauerstoffverbrauch des ruhenden 

Muskelstreifens nach nNOS-Inhibition in der hier vorliegenden Arbeit (siehe 

Abb. 8) indirekt auf eine erhöhte Effizienz der ATP-Produktion durch die nNOS 

hin. Zudem konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass nNOS-

Überexpression bei der Maus zu einer lang anhaltenden Reduktion der Aktivität 

der Cytochrom c-Oxidase, einem Schlüsselenzym der mitochondrialen ATP-

Produktion, führt (siehe Abb. 10). So kommt es infolge der NO-induzierten 

Hemmung der Atmungskette zu einer Reduktion des mitochondrialen 

Membranpotentials 83 und einer damit einhergehenden Limitierung der ATP-

Synthese 84. Folge ist die Aktivierung der Glykolyse 85 und eine homogenere O2-

Versorgung des Gewebes 86. Diese Mechanismen könnten, zumindest 

teilweise, die beobachtete myokardiale Effizienzsteigerung erklären. Eine 

weitere Ursache für den verminderten myokardialen Sauerstoffverbrauch und 

die dadurch gesteigerte myokardiale Ökonomie könnte die NO-bedingte 

Hemmung der Xanthinoxidase sein 74. Diese führt zu einer reduzierten 

Produktion reaktiver Sauerstoffspezies in Kardiomyocyten. Hierbei scheint die 

neuronale Isoform der NO-Synthase von eminenter Bedeutung zu sein 12,43,52. 
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Wäre die Steigerung der myokardialen Ökonomie (MVO2/FTI ) durch die nNOS 

alleine auf eine gesteigerte Effizienz der ATP-Produktion zurückzuführen, so 

müsste die Effizienzsteigerung des schlagenden Herzmuskelstreifens in einer 

ähnlichen Größenordnung liegen. In der hier vorliegenden Arbeit steigt 

MVO2/FTI des schlagenden Muskelstreifens nach spezifischer nNOS-Inhibition 

jedoch deutlich stärker als der Sauerstoffverbrauch des ruhenden 

Muskelstreifens (36% [Abb. 9] vs. 14% [Abb. 8]). Daraus lässt sich folgern, dass 

neben der oben postulierten Effizienzsteigerung der ATP-Produktion auch eine 

gesteigerte Effizienz des ATP-Verbrauchs zur erhöhten myokardialen 

Ökonomie durch die nNOS beiträgt. Dies wird durch die Kolokalisation der 

neuronalen NO-Synthase und wichtiger Enzyme der elektromechanischen 

Kopplung untermauert. Beispielsweise wurde die nNOS am Sarkolemm und 

den dort vorhandenen L-Typ-Kalziumkanälen und Ryanodinrezeptoren (RyR) 8-

11 sowie am sarkoplasmatischen Retikulum und der dort lokalisierten SERCA2A 

(Sarko(Endo)plasmatische Retikulum Calcium ATPase) 10-13 gefunden. Es 

konnte gezeigt werden, dass die nNOS den Ca2+-Eintritt in die Zelle durch L-

Typ-Kalziumkanäle hemmt 10,34 und dass NO die Offenwahrscheinlichkeit von 

Ryanodinrezeptoren (RyR) erhöht 28-30 und die SERCA2A inhibiert 13. 

Da die elektromechanische Kopplung nur für etwa 15 - 20 % des gesamten 

ATP-Verbrauchs verantwortlich ist 87 und NO mittels cGMP-abhängiger 

Phosphorylierung von Troponin I zu einer herabgesetzten Kalziumsensitivität 

des myofibrillären Apparates führt 88 und so mehr Energie in Form von ATP für 

den Kalziumzyklus gebraucht wird, geht die myokardiale Effizienzsteigerung 

möglicherweise aber auch auf eine verbesserte Ökonomie im Bereich der 

myofibrillären Proteine zurück. 

 

Klinische Bedeutung könnte die nNOS-bedingte myokardiale 

Effizienzsteigerung besonders bei Vorliegen eines Missverhältnisses von 

Sauerstoffangebot und zu leistender Herzmuskelarbeit erlangen. Ein solches 

Missverhältnis liegt beispielsweise bei Myokardinfarkt und Kreislaufstillstand 

vor. Kawahara et al. wies nach, dass eine spezifische nNOS-Inhibition zu einem 

vermehrten Absterben isolierter Kardiomyocyten während ischämischer Phasen 



31 

und anschließender Reperfusion führt 89. Dies erklärt er unter anderem durch 

eine Abnahme der zellulären ATP-Konzentration. Zudem zeigte Saraiva et al., 

dass ein Fehlen der nNOS zu einer gesteigerten Mortalität und einem 

verstärkten Remodelling nach Myokardinfarkt führt 51. Daraus lässt sich folgern, 

dass die nNOS in ischämischen Phasen und während der sich anschließenden 

Reperfusion, wie sie etwa beim Herzinfarkt vorkommt, kardioprotekiv wirkt. So 

konnte auch Adams et al. an Schweinen nachweisen, dass die Inhibiton der 

nNOS während kardiopulmonaler Reanimation (CPR) die 

Überlebenswahrscheinlichkeit reduziert, die neuronale NO-Synthase also einen 

positiven Einfluss auf das Ergebnis einer CPR hat 90. 
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5. Zusammenfassung 

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit konnte anhand von Untersuchungen 

an murinen Herzmuskelstreifen gezeigt werden, dass die neuronale 

Stickstoffmonoxid-Synthase (nNOS) die myokardiale Ökonomie steigert. Es 

wird postuliert, dass dies sowohl durch eine erhöhte Effizienz der ATP-

Produktion, wie auch durch eine Effizienzsteigerung des ATP-Verbrauchs zu 

erklären ist. Des Weiteren gelang der Nachweis, dass die neuronale NO-

Synthase die Cytochrom c-Oxidase hemmt, was als eine mögliche Ursache für 

die gesteigerte Effizienz der ATP-Produktion angesehen wird. Die Steigerung 

der myokardialen Ökonomie durch die nNOS liefert eine mögliche Erklärung für 

die vielfach nachgewiesenen kardioprotektiven Eigenschaften des Enzyms. 
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