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4. Diskussion

Durch die Kombination protei nbiochemischer und histochemischer M ethoden sowie insbeson-
dere durch die Anwendung der computergestiitzten Bildanalyse konnten in dieser Arbeit einige
neue Befunde Uber das NOS-1/NO-System im Skelettmuskel der Ratte erhoben werden. Sie
betreffen vor allem die Eignung der NADPH-Diaphorasereaktion zum Nachweis der NOS-1,
die Organisation dieses Enzyms in Costameren, seine fasertypabhangige Expression sowie die
Wirkung von NO auf Enzymsysteme in Skel ettmuskelfasern. Desweiteren konnte am Beispiel
der histochemischen Nachweise fir NOS-1, SDH, Cytochrom-Oxidasen und GAPDH gezeigt
werden, daf3 die Bildanalyse ein leistungsfahiges Verfahren zur Messung von Enzymaktivitéten
darstellt.

4.1. Die NADPH-Diaphorasereaktion als spezifischer Nachweis fur NOS-1
im Skelettmuskel
In 1&ngs geschnittenen Skelettmuskelfasern der Ratte war eine NA DPH-abhéangige Diaphorase-

aktivitét in vier verschiedenen Formen zu beobachten, und zwar als;

1. Aneinanderreihung von punktformigen Formazanprazipitationen (die manchmal von feinen,
quer zur Faserlangsachse verlaufenden Linien begleitet waren) entlang der Faseroberflache,

2. Sarkolemm-assoziierte Bundel paralleler Langsstreifen besondersim Bereich von Muskel -
Sehnen-V erbindungen,

3. starke intrafibrére Querstreifung, die Sarkomeren dhnelten sowie

4. intrafibrére Langsstreifen variabler Lange und Stérke senkrecht zur sarkomerahnlichen

Querstreifung.

Die punktférmigen Formazanablagerungen im Bereich des Sarkolemm entsprechen der punkt-
formigen Darstellung der NOS-1 durch Immunhistochemie (Gossrau 1998b). Da die NOS-1
eine starke NADPH-abhéngige Diaphoraseaktivitat aufweist (Bredt et al. 1991; Hope et al.
1991, Grozdanovic et al. 1995), sind diese Formazanabl agerungen mit hoher Wahrscheinlich-
keit der Diaphoraseaktivitét dieses Enzyms zuzuordnen. Diese Annahme wird auch gestitzt

durch Beobachtungen an NOS-1-defizienten knockout-M dusen, die im Sarkolemmbereich keine
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Diaphoraseaktivitéat aufweisen (Schuelke et al. 1998). Dadie NOS-1 am Sarkolemm vor alem
costamerisch organisiert ist (Gossrau 1998b), kdnnten diese punktférmigen Formazanprézipi-

tate quer angeschnittene Costameren reprasentieren.

Die zweite Sarkolemm-assoziierte Formazan-positive Struktur, die an 1&ngs angeschnittenen
Skelettmuskelfasern als kraftige L angsstreifung bevorzugt in Muskel -Sehnen-V erbindungen zu
finden war, konnte mit den durchgefiihrten Methoden nicht ndher charakterisiert werden. Da
diese Streifen auch in der Literatur nicht beschrieben sind, bleibt die |dentitét der verantwortli-

chen NADPH-Diaphorase unklar.

Dieintrafibrére sarkomerahnliche Querstreifung, die an langs angeschnittenen Skel ettmuskel-
fasern nach der NADPH-Diaphorasereaktion deutlich zu sehen war, ist in der Region des
I-Streifens lokalisiert und im Bereich der Z-Linie unterbrochen. Da ein identisches Verteilungs-
muster der Formazanabl agerung auch beim histochemischen Nachweis der mitochondrial
lokalisierten SDH zu finden war, sind wahrscheinlich digjenigen Diaphorasen, die in Mitochon-
drienarealen am Ubergang zwischen A- und I-Streifen lokalisiert sind, fiir diese Querstreifung

verantwortlich.

Dieintrafibraren Léangsstreifen gehen vermutlich auf die Aktivitét derjenigen NADPH-Diapho-

rasen zurtick, die im sarkoplasmatischen Retikulum lokalisiert sind.

Fahimi und Amarasingham (1964), die die L okalisation der L actat-Dehydrogenase und der
NADH-Diaphorase in Skelettmuskelfasern untersuchten, beobachteten ein dhnliches Formazan-
muster und folgerten, dal3 die sarkomerahnliche Querstreifung den Mitochondrien und die

Langsstreifen dem sarkoplasmatischen Retikulum zuzuordnen sind.

In Querschnitten von Skelettmuskelfasern war Formazan in drei verschiedenen Formen zu

beobachten, und zwar als:

1. ringfGrmige Linien im Sarkolemmbereich,
2. einzelne intrafibrére punktférmige Formazangranula,

3. feine fadenférmige Strukturen, die die Formazangranula untereinander verbanden.
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Dieringférmigen Linien im Bereich der Faseroberflache reprasentieren mit grof3er Wahrschein-
lichkeit Costameren, die durch die Diaphoraseaktivitat der NOS-1 dargestellt wurden, welche
im Sarkolemmbereich costamerisch organisiert ist (Gossrau 1998b) . Dabei ist aufgrund der
Schnittdicke von 10 pm zu erwarten, daid bei Faserquerschnitten die Uberlagerung mehrerer
regulérer Costameren abgebildet ist, da diese in Abhéngigkeit vom Kontraktionszustand der

Muskelfaser einen durchschnittlichen Abstand von ca. 1-2 pm aufweisen (Pardo et al. 1983b).

Dieintrafibrar lokalisierten punktférmigen Formazangranula finden sich auch bei Nachweis der

mitochondrial gebundenen SDH und stellen deshalb offensichtlich Mitochondrienareale dar.

Das aus feinen, fadenférmigen Strukturen zusammengesetzte Netzwerk, welches die mitochon-
drialen Punkte untereinander verbindet, reprasentiert wahrscheinlich sarkoplasmatisches Reti-
kulum. Diese Vermutung wird dadurch gestiitzt, daf3 die Immunhistochemie mit Antikorpern
gegen SERCA-1 (ein Marker des sarkoplasmatischen Retikulums) ein dhnlich netzférmiges

Darstellungsmuster ergab.

Zusammengenommen werden in Quer- und L angsschnitten von Skelettmuskelfasern mit der
NADPH-Diaphorasereaktion der Sarkolemmbereich, die Mitochondrien sowie das sarkoplas-
matische Retikulum dargestellt. Fir die Formazanablagerungen im Sarkolemmbereich dirfte
praktisch nur die NOS-1 verantwortlich sein, da Grozdanovic et al. (1995) und Young et al.
(1997) dieses Enzym immunhistochemisch ausschliefdlich im Sarkolemmbereich gefunden ha-
ben, wohingegen in Muskeln von Patienten mit DM D, mdx-Mausen (einem Tiermodell fir die
DMD) und NOS-1-defizienten KO-Mausen, in deren Sarkolemmbereich die NOS-1 fehlt, keine
NADPH-Diaphoraseaktivitdt oder NOS-1-Immunreaktivitét zu finden ist (Chang et al. 1996;
Schuelke et al. 1998; Baum et al. 2001; Miethke 2001). Dabei kénnte es allerdings speziesab-
héngige Unterschiede geben, dain humanen Skelettmuskelfasern die NOS-1 immunhistoche-

misch auch intrafibrér nachgewiesen worden ist (Frandsen et al. 1996).

Bislang sind 11 Enzyme beschrieben worden, die eine NADPH-Diaphoraseaktivitét besitzen
(Ubersicht bei Blottner et al. 1995) und die somit fiir die Formazanproduktion speziell in
Mitochondrien und im sarkoplasmatischen Retikulum in Frage kommen. Sieben davon sind

bislang auch in Skelettmuskelfasern nachgewiesen worden (Tabelle 12).
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EC 1.6.2.4
Cytochrom-P450-Reduktase
(NADPH-Ferrihamoprotein)

Ubiquitares Vorkommen im hydroxy-
lierenden System von Microsomen,
im endoplasmatischen Retikulum, in
der &uBBeren Mitochondrienmembran.
Katalysiert die Reduktion von Ham-
Thiolat-abhdngigen Monoxygenasen.

Kulkoski et al. (1979)
Cooper et al. (1980)

EC 1.6.99.2
NAD(P)H-(Quinon)-Oxidoreduktase
(DT-Diaphorase)

Mitochondrien und Cytosol in Skelett-
muskelfasern von Mensch und Ratte.
Verhindert die Bildung aktiver Sauer-
stoffverbindungen.

Lind et al. (1990)
Jaiswal (1994)

EC1.6.1.1
NAD(P)'-Transhydrogenase

Ubiquitares Vorkommen in der inneren
Mitochondrienmembran.

Verbindet als atypische Protonenpumpe
von 110 kDa den cytosolischen mit dem
mitochondrialen Stoffwechsel.

Olausson et al. (1995)

EC 1.14.13.39
Endotheliale NOS (NOS-3)

Mitochondrien in Skelettmuskelfasern.

Kobzik et al. (1995)

EC 1.14.13.39
Induzierbare NOS (NOS-2)

Geringe RNA- und Proteinmengen in
langsamen (Typ-I-) Skelettmuskelfa-
sern.

Gath et al. (1999)

EC 1.14.13.39
Neuronale NOS (NOS-1)

Bestimmte Neuronen vor allem im
Cerebellum, auRerdem im Sarkolemm
von Skelettmuskelfasern.

Brenman et al. (1996)

EC 1.6.99.1
NADPH-(Akzeptor)-Oxidoreduktase
identisch mit EC 1.3.1.24
Biliverdin-IXp-Reduktase

Sarkosol und Microsomen in Herz- und
Skelettmuskelfasern, desweiteren in
Leber, Lunge, Gehirn.

Besitzt hohere Affinitdt zum Kosubstrat
a-NADPH als zu 3-NADPH.

Komuro et al. (1996)
Shalloe et al. (1996)
Massey und Schopfer
(1986)

Tabelle 12: Zusammenstellung der aus der Literatur bekannten NADPH-Diaphorasen
im Skelettmuskel, ihrer Lokalisation sowie wichtiger biochemischer Eigenschaften.

Die Cytochrom-P450-Reduktase, die NAD(P)H-(Quinon)-Oxidoreduktase, die NAD(P)*-Trans-
hydrogenase und/oder die NOS-3 kénnten fir die Formazanproduktion in den Mitochondrien
verantwortlich sein. Im sarkoplasmatischen Retikulum ist hingegen bislang nur die Cytochrom-
P450-Reduktase als NA DPH-Diaphorase hachgewiesen worden. Ob dieses Enzym ausschlief3-
lich fUr die Formazanproduktion in diesem Kompartiment verantwortlich ist oder ob womdg-
lich noch weitere, bislang noch nicht charakterisierte NADPH-Diaphorasen dazu beitragen,

bleibt ein Gegenstand kiinftiger Untersuchungen.

Bisher ist noch unbekannt, in welchem Ausmal? die einzelnen NADPH-Diaphorasen zur Gesamt-
formazanproduktion in den Skelettmuskelfasern beitragen, weil das quantitative Verhdltnis der

Aktivitaten dieser einzelnen Enzyme zueinander unbekannt ist. Aul3erdem wird die Situation
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dadurch kompliziert, dal3 manche NADH-verbrauchende Diaphorasen zusétzlich NADPH um-
setzen kénnen, wie z.B. die Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (Haramaki et al. 1997), und die
deshalb u.U. ebenfalls zur NADPH-abhéngigen Formazanproduktion in Skelettmuskelfasern

beitragen.

Obwohl es nicht mdglich war, einzelne Digphorasen mit aus der Literatur bekannten NADPH-
Diaphorase-1nhibitoren selektiv zu hemmen, kann aus den Untersuchungen zur Spezifitét der
NADPH-Diaphorase auf zwei Subpopulationen von NADPH-Diaphorasen in Skelettmuskel -
fasern geschlossen werden: Die eine Subpopulation ist im Sarkolemmbereich anzutreffen und
wird durch 1 M Harnstoff bzw. 0,4 M Guanidin-HCI im I nkubationsmedium nur unwesentlich
gehemmt. Desweiteren vermag sie als Ko-Faktor das artifizielle Stereoisomer a-NADPH anstatt
des natirlich vorkommenden B-NADPH zu nutzen (Grozdanovic und Gossrau 1995). Insbeson-
dere die letztere Eigenschaft begrindet die Annahme, dal3 diese Subpopulation im wesentlichen
von der NOS-1 gebildet wird, da dieses Enzym sowohl a-NADPH als auch B-NADPH umzuset-
zen vermag (Blottner et al. 1995). Die andere Subpopulation von NADPH-Diaphorasen kommt
hingegen intrafibrar vor, wird durch Zugabe von 1 M Harnstoff oder 0,4 M Guanidin-HCI
nahezu vollsténdig inhibiert, kann a-NADPH lichtmikroskopisch nicht umsetzen und enthalt

deshalb keine NOS-1, sondern mindestens eines der anderen Enzyme aus Tabelle 12.

Uber die Wirkungsweise der chaotropen Substanzen Harnstoff und Guanidin-HCI a's Inhibito-
ren von NADPH-Diaphorasen gibt es bislang nur wenige experimentell belegte V orstellungen.
Es konnte aber gezeigt werden, dal3 Kalium-Thiocyanat (eine weitere chaotrope Substanz) an
der DT-Diaphorase (siehe Tabelle 12) eine irreversible Abspaltung des Kofaktors FAD sowie
eine Denaturierung des Homodimers verursacht (Byron et al. 1997). Von Harnstoff wurde
berichtet, dal3 es Proteine denaturieren kann, indem es deren schiitzende und stabilisierende
Hydrathiille entzieht (Narayanasami et al. 1997). Esist also denkbar, dal’ diejenigen NADPH-
Diaphorasen, die geschiitzt lokalisiert sind, zum Beispiel im subsarkolemmalen Bereich zwi-
schen cytokortikalen Proteinansammlungen, in Anwesenheit chaotroper Agenzien bevorzugt
ihre Hydrathille bewahren. So ware die Resistenz der NOS-1-Diaphoraseaktivitét gegenl M
Harnstoff weniger strukturellen Eigenschaften des Proteins zuzuschreiben, sondern eher einer

| okalisationsbedingten geringeren Wirkung der chaotropen Substanz, die somit nicht protein-
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spezifisch, sondern eher kompartimentspezifisch wirken wirde. Diese Vorstellung wird durch
die Beobachtung erhértet, dal? auch die NOS-1-abhangige NADPH-Diaphoraseaktivitat in
bestimmten Neuronen des Cerebellums unter Zugabe von 1 M Harnstoff nahezu vollstandig
gehemmt ist (Gossrau, unveroffentlichte Beobachtungen). Die NOS-1 kommt in diesen Zellen
ebenfalls in hohen Konzentrationen vor (Férstermann et al. 1990), ist aber auf andere Weise
(Uber das postsynaptic density protein, PSD-95 und PSD-93) mit der Plasmamembran und
moglicherweise anderen Zellstrukturen assoziiert (Brenman et al. 1996) und daher vielleicht

weniger geschitzt.

Aus den Auswertungen der Experimente mit Inhibitoren ergibt sich, dal3 vorangegangene Unter-
suchungen zur NOS-1, bei denen NADPH-Diaphorasemedien ohne Zugabe der hier benutzten
chaotropen Substanzen oder anderer relativer Inhibitoren (Ubersicht bei Blottner et al. 1995)
verwendet wurden, moglicherweise zu einer falsch positiven Lokalisation der NOS-1 im Faser-
inneren fuhren (Frandsen et al. 1996; Young et al. 1997). Dagegen entspricht in Anwesenheit
von chaotropen Substanzen die enzymhistochemische Darstellung der NADPH-Diaphorase zu-
mindest in Skelettmuskelfasern der NOS-1-Immunhistochemie, mit der allerdings keine Aussa-
gen Uber die Aktivitéat des Enzyms mdglich sind. Demgegentber stellt die enzymhistochemische
Darstellung der NOS-1-Diaphorase wegen des Amplifizierungseffekts der enzymatischen Reak-
tion eine sehr sensitive Methode dar, kann aber bei spiel sweise schlechter mit Nachweisen
anderer Proteine kombiniert werden. Auch kann aufgrund der Arbeiten von Narayanasami et
al. (1997) nicht ausgeschlossen werden, dal3 die Zugabe von 1 M Harnstoff die Aktivitét der
NOS-1-Diaphorase nicht geringfigig beeinfluf3. Beide histochemischen Nachweisverfahren

besitzen somit ihre Berechtigung und erganzen sich in Hinblick auf ihre VVor- und Nachteile.

4.2. NOS-1 als costamerisch organisiertes Enzym

Nach Anwendung zweier voneinander unabhangiger Verfahren (NOS-1-Diaphorasereaktion
und Immunhistochemie mit Antikdrpern gegen verschiedene sarkolemm-assoziierte Proteine)
auf Kryostatschnitte mit einer Dicke von mehr als 30 pm sowie auf gezupfte Fasern konnte die
Existenz bislang unbekannter irregul&rer Costameren nachgewiesen werden. Diese sind als

deutlich dargestellte Formazan- bzw. |mmunfluoreszenzringe zu erkennen, die meist um den
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gesamten Faserumfang herum verlaufen. Diese Strukturen bestanden in der Regel aus zwei
parallel verlaufenden Einzelringen, die durch einen formazan- bzw. fluoreszenzfreien Zwi-
schenraum von durchschnittlich 2 um Breite getrennt sind, und die dadurch einen Doppelring
bilden. Weil der Abstand zweier aufei nanderfolgender costamerischer Doppelringe héchst
variabel war, wurde fir diese Struktur die Bezeichnung “irreguldre Costameren” gewahlt. Diese
Bezeichnung soll diesen Costamerentyp damit von den “regul&ren Costameren” abgrenzen, wel-
che sich as hochst regelméaldige Abfolge (Abstand von 1 um) paralleler, quer zur Faserléngsachse
verlaufender Linien darstellen (Pardo et al. 1983b). Diese Linien werden bevorzugt in Kryostat-
schnitten mit einer Dicke von 10-20 pm gefunden und entsprechen raumlich gesehen Ringen.
Weiterhin ist durch elektronenmikroskopische Untersuchungen bekannt, dal3 regul ére Costame-
ren die Z-Linie beidseitsin ca. 100 nm Abstand flankieren (Watkins et al. 1997). Zur Funktion
der reguléren Costameren gibt es noch keine klaren Vorstellungen, obwohl bereits einige Struk-
turproteine und Signaltransduktionskomponenten des sub- bzw. intrasarkolemmalen Bereiches
in reguléren Costameren identifiziert worden sind, so z.B. die 3;- Integrin-Untereinheit, der er-
weiterte Dystrophin-Komplex mit Dystrophin, Dystroglykanen, Syntrophinen und Sarkoglyka-
nen (Porter et al. 1992) sowie NOS-1, Caveolin-3 (Gossrau 1998a, 1998b), Vinculin (Terracio
et al. 1990) und Spektrine (Vybiral et al. 1992). Es gibt allerdings im Detail zwischen den ein-
zelnen Molekilen durchaus Unterschiede in ihrem Verteilungsmuster, so etwain Vorkommen

und Ausprégung von Intercostameren (Williams und Bloch 1999a).

Obgleich regulare Costameren nur selten in gezupften Skelettmuskelfasern oder in dicken
Kryostatschnitten zu finden waren, traten sie doch manchmal gemeinsam mit irregul&ren
Costameren auf, wodurch ein direkter Vergleich der beiden Strukturen méglich ist: Beide
Formen von Costameren verlaufen senkrecht zur Faserlangsachse entlang der Faseroberflache.
Irregul&re Costameren kdnnen dabei an ihrer gréfReren Dicke erkannt werden. DarUberhinaus
waren bel irreguléren Costameren in dem 2 um breiten Raum zwischen den beiden Einzelringen
keine anderen Molekiile nachweisbar, wahrend der Bereich zwischen reguldren Costameren
haufig mit Formazan- oder |mmunfluoreszenz-positiven, langsverlaufenden I ntercostameren

ausgefllt war.

In dieser Arbeit konnte mittels Enzym- und |mmunhistochemie gezeigt werden, dafl3 neben der
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NOS-1, die am subsarkolemmal gelegenen Dystrophinkomplex Uber a1-Syntrophin verankert
ist (Brenman et al. 1996), auch einige andere integrale und periphere Proteine des erweiterten
Dystrophinkomplexes in irregulé&ren Costameren vorkommen. Irregul&re Costameren beinhal -
ten offenbar den sarkolemmalen und subsarkolemmalen Proteinkomplex. Im Gegensatz zu den
oben aufgezahlten Molekulen waren solche wie a-Actinin (eine Komponente der Z-Scheibe),
Desmin (umgibt als Intermedidrmol ekl die Z-Scheibe), MHCf (Sarkomer-Molekdl) und
SERCA-1 (ein Marker des sarkoplasmatischen Retikulums) nicht in Form irregulérer Costame-
ren organisiert. Daraus kann geschlossen werden, dal3 intrafibrére (nicht mit dem Sarkolemm
assoziierte) Kompartimente oder Strukturen keine irreguléren Costameren bilden. Besonders
bedeutsam erscheint dies fir Desmin, das unmittelbar unter dem Sarkolemm vorkommt
(Tokuyasu et al. 1983). Ausgehend von dieser Lokalisation verlauft also die Grenze zwischen
(sub)sarkolemmal en Proteinkomplexen, die auch in irregul&ren Costameren vorkommen, und

Intrafibrérraum offenbar zwischen Sarkolemm und Desmin.

Die Schluféfolgerung, dal3 irregul&re Costameren einen Teil des (sub)sarkolemmalen A pparates
darstellen, wird auch durch die Beobachtung unterstitzt, daf3 sie als I nvaginationen auftreten,
die von der Faseroberflache ausgehen. Prinzipiell kbnnten sie daher z.B. T-Tubuli darstellen, die
im Bereich des A-1-Uberganges senkrecht ins Faserinnere ziehen. Diese Mdglichkeit kann jedoch
aus zwei Grinden ausgeschlossen werden: Erstens sind die T-Tubuli lichtmikroskopisch nur als
Linie (und nicht wie die irreguléaren Costameren als Ringe) darstellbar, und ihr Lumen liegt jen-
seits der lichtmikroskopischen Aufldsungsgrenze (Franzini-Armstrong 1994). Zweitensist im
Bereich der T-Tubuli der intrafibrére myofibrillére Apparat nicht abweichend gebaut, und es
sind an diesen Stellen keine lichtmikroskopisch nachwei share Aussparungen von Intrafibrarmol e-
kdlen beobachtet worden. Dagegen konnten im Zwischenraum der Doppelringe keine intrafibré-
ren Proteine nachgewiesen werden. Weiterhin ist zwar bekannt, daf3 Abschnitte des sarkoplasma-
tischen Retikulums manchmal in direkten Kontakt zur Faseroberflache treten (Ogata und Y ama-

saki 1997), jedoch kam dessen Markerprotein SERCA-1 nicht in diesen Strukturen vor.

Die Anzahl der nachweisbaren irreguldaren Costameren war in gestreckten Skelettmuskelfasern
signifikant verringert, in maximal kontrahierten Fasern jedoch deutlich erhéht. Zusétzlich wur-

den Skelettmuskelfasern im Bereich irreguldrer Costameren scheinbar in der Art von Fal3dauben
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zusammengehalten, wahrend der angrenzende Abschnitt des Sarkolemms ballonartig aufgetrie-
ben war. Insbesondere die letztere Beobachtung &3t die Annahme zu, dal3 es sich bei irregul&é-
ren Costameren um Strukturen handelt, bei denen ein veranderter Kontakt zwischen Sarko-
lemm und dem darunter liegenden myofibrillaren Apparat besteht und die im Kontraktions-
Relaxationszyklus bei der Organisation des sarkolemmalen Reservezone eine Rolle spielen.
Bislang ist nur sehr wenig dartiber bekannt, wie das Sarkolemm und die mit ihm assoziierten
Proteine auf Verkirzung oder Verlangerung der Muskelfaser reagieren. Durch Arbeiten zum
Dystrophin (das sarkolemm-assoziiert vorkommt und der strukturellen Organisation des sub-
sarkolemmalen Cytoskeletts dient) ist aber deutlich geworden, dal? der sarkolemmale Bereich

e ne hochkomplexe und wohlorgani sierte Anordnung von Proteinen darstel It (Blake und Kroger
2000). Insbesondere scheint das Fehlen dieses Proteins bei der DM D und deren Tiermodell, der
mdx-Maus, dazu zu fihren, dafl3 das Sarkolemm aufgrund des gesttrten Aufbaus des subsarko-
lemmalen Proteinkomplexes anfélliger gegen Rupturen wahrend der mechanischen Belastung

beim Kontraktions-Relaxationsprozel3 ist (Petrof et al. 1993).

Obwohl nicht vollig auszuschlief3en ist, dal? es sich bei irreguldren Costameren um experimen-
telle Artefakte handeln kénnte (z.B durch Uberlagerung von sarkolemmalen Bereichen, diein-
folge der Kontraktion zusammengeschoben werden), ist es doch wahrscheinlicher, dal sie bio-
logische Relevanz besitzen. Uberlagerungen zusammengeschobener Sarkolemmbereiche wiirden
bei spielsweise nicht die Beobachtung erkléaren, dal3 intrafibrare Proteine im Bereich der irregul &
ren Costameren nicht nachweisbar sind. Weiterhin wéaren solche Uberlagerungen keine Erkla-
rung dafur, dal3 die Muskelfasern scheinbar im Bereich irreguldrer Costameren mechanisch zu-
sammengehalten werden, und schliefdlich spricht die grof3e Reproduzierbarkeit des Abstandes
von 2 um innerhalb der costamerischen Doppelringe gegen blofRe Artefakte.

Zusammenfassend |3t sich sagen, dal3 Kryostatschnitte mit einer Dicke von mehr als 30 um
oder gezupfte Fasern eher ungeeignet zur Analyse der bislang aus der Literatur bekannten
reguléren Costameren sind. Solche Kryostatschnitte lassen sich eher zur Untersuchung von
Prozessen am Sarkolemm einsetzen, die mit dem Kontraktionsvorgang der Skelettmuskelfasern
einhergehen. Dabei kommt es offenbar zu unregel mafdig verteilten Invaginationen des Sarko-

lemms, die zu einer Reservezone im Sarkolemm gehdren und eventuell mit irreguléren Costa-
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meren identisch sind. Dieser Costamerentyp weist dabei ein einheitliches Erscheinungsbild mit
einer Breite von 2 um auf und beinhaltet neben der NOS-1 auch andere, im subsarkolemmalen
Proteinkomplex vorkommende Molekiile, so z.B. die Mitglieder des erweiterten Dystrophin-
komplexes. Intrafibrér gelegene Proteine wie Desmin oder a-Actinin sind hingegen nicht am
Aufbau der irreguldren Costameren beteiligt. Es bleibt allerdings noch unklar, warum in dicken

Kryostatschnitten und gezupften Fasern kaum regulére Costameren zu beobachten sind.

4.3. Fasertypabhangige Expression der NOS-1

Um die Expression der NOS-1 in verschiedenen Skelettmuskeln der Ratte zu untersuchen, wur-
den Immunblot-Analysen mit enzym- und immunhistochemischen Methoden kombiniert. Die
quantitativen Daten der Immunblots zeigten dabei eine signifikant hthere Expression der
NOS-1 in Skelettmuskeln mit einem hohen Anteil an schnellen (Typ 11-) Fasern (TA, EDL, Zun-
ge, GM) verglichen mit den Muskeln mit einem mittleren (M. cremaster, mGC) oder niedrigen
Anteil an schnellen Fasern (M. soleus). Diese Befunde entsprechen denen friherer Untersuchun-
gen mit dhnlichen methodischen Ansétzen (Chao et al. 1997; Hussain et al. 1997; Wehling et
al. 1998) und durften eher die tatséchliche Verteilung der NOS-1 in Skelettmuskel fasern wider-
spiegeln asdie Ergebnisse von Kobzik et al. (1994), die nach Korrelation der Konzentration

der NOS-1 in verschiedenen Muskeln mit Literaturdaten Uber die Fasertypzusammensetzung
dieser Muskeln zu dem Schiuf3 gelangten, dal?3 die NOS-1 ausschliefdlich in schnellen Fasern
vorkommt. Allerdingsist es unklar, warum die ermittelten absoluten Konzentrationen der

NOS-1 ungefahr zehnmal héher waren als die von Wehling et al. (1998) gefundenen.

Aus einer positiven Korrelation zwischen dem NOS-1-Gehalt im Homogenat und dem Anteil
von schnellen Fasern an der Gesamtfaserzahl 1803t sich nicht zwangslaufig ableiten, dal3 die
NOS-1-Aktivitat in alen schnellen Skelettmuskelfasern einheitlich ausgepragt ist. Schnelle
Fasern stellen eine bezlglich ihrer oxidativen Kapazitét uneinheitliche Gruppe der Skelettmus-
kelfasern dar (Schmalbruch 1985; Delp und Duan 1996). Mit quantitativen bildanalytischen
M ethoden konnte gezeigt werden, dal3 FOG-Fasern eine signifikant héhere NOS-1-(Diapho-
rase)-Aktivitéat besitzen als FG- und insbesondere SO-Fasern. Dieses Ergebnis wird von Unter-

suchungen gestiitzt, bei denen ein Einfluf3 von NO auf den oxidativen Stoffwechsel von Skelett-
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muskelfasern gezeigt wurde (Balon und Nadler 1997; Kapur et al. 1997; Andersson et al.
1998). Zusétzlich besitzen FOG-Fasern den hdchsten Gehalt an Myoglobin, welches ein Zigl -
molekdl fur von der NOS-1 produziertes NO darstellt (Pette und Staron 1990) . Weiterhin gibt
es Studien, die eine Erhéhung der Konzentration der NOS-1 in Skelettmuskelfasern des EDL
nach chronischer elektrischer Stimulation (Reiser et al. 1997) sowie nach Ausdauertraining des-
selben Muskels (Balon und Nadler 1997) belegen. I nteressanterwei se gehen beide experimentel -
len Ansdtze mit einer Fasertypumwandlung (von FG Uber FOG zu SO) einher, was die Plastizi-
tét der Skelettmuskeln bzw. die Anpassungsfahigkeit ihres Stoffwechsels an sich andernde An-
forderungen unterstreicht (Pette 2001). Unklar ist dabei alerdings, ob und wie die NOS-1 an

den Fasertypumwandlungen beteiligt ist.

Die Zunge und der EDL wiesen sowohl dhnliche MHC-Fasertypzusammensetzungen als auch
sehr &hnliche NOS-1-K onzentrationen in Immunbl ots von Homogenaten auf. Dies widerspricht
jedoch der lichtmikroskopischen Beobachtung, dai? das Sarkolemm der Skelettmuskelfasern der
Zunge eine hohere NOS-1-Diaphoraseaktivitét besitzt als der EDL. Die daraufhin erfolgte bild-
analytische Charakterisierung der katalytischen Eigenschaften der NOS-1 auf der Basisihrer
NADPH-Diaphoraseaktivitét ergab unterschiedliche v, -Werte fir das Enzym in Zunge und
EDL, wahrend die K -Werte fir NADPH praktisch gleich waren. Die Unterschiede der v, -
Werte konnen entweder durch Differenzen in der Konzentration des Enzyms im sarkolemmalen
Bereich erklart werden oder aber durch eine abweichende all osterische Regulation des Enzyms
in beiden Muskeln. Obwohl die NOS-1 Uber einen Phosphorylierungsmechanismus reguliert
werden kann (Zoche et al. 1997), ist es wenig plausibel, daf3 solche regulativen Vorgange in
einem Skelettmuskel in hdherem Mal3e auftreten sollen alsin einem anderen. Vielmehr ist es
wahrscheinlicher, dal3 die NOS-1 im Sarkolemmbereich der beiden Muskeln in verschiedenen
Konzentrationen vorkommt und hierdurch die verschiedenen v, -Werte verursacht werden.
Um nun zu kléren, weshalb dann im Homogenat von Zunge und EDL gleiche Werte der
NOS-1-Konzentration zu finden sind, wurde eine Bestimmung der pro Gewebsabschnitt vor-
handenen Menge an Sarkolemm (ausgedriickt al's L &nge des Sarkolemms pro Flacheneinheit des
K ryostatschnittes) durchgefiihrt mit der Uberlegung, dal geringere Sarkolemm-Gesamtmengen
im Zungenmuskel eine hohere Konzentration der NOS-1 in diesem Sarkolemm kompensieren

konnten. Well die Verteilung der NOS-1 an den Sarkolemmbereich und damit an die Faserober-
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flache gekoppelt ist, stellt auch der Gehalt an Sarkolemm eine bessere Bezugsgrol3e fr die
NOS-1-Konzentration dar als etwa der Anteil der Muskelfasern am Gesamtvolumen, welchen
man z.B. durch den Myosingehalt im Homogenat ausdriicken kann (Miethke 2001). Der ge-
samte Zungenmuskel besal? gegenitber dem Gesamt-EDL einen geringeren Gehalt an Sarko-
lemm. Dieses zeigte aber in der Zunge eine héhere Konzentration an NOS-1-Molekilen alsim
EDL. Beide auf Einzelfaserebene untersuchten Charakteristika, also Sarkolemmgehalt und
NOS-1-Konzentration, kompensieren sich in Zunge bzw. EDL, so dal3 auf der Ebene des
Homogenats der entsprechenden Gesamtmuskel n gleiche Werte der NOS-1-K onzentration zu
finden sind. Diese Befunde stellen einen weiteren Beleg dafiir dar, daf3 schnelle Fasern, die
metabolisch verschieden sind, auch eine unterschiedliche Expression der NOS-1 aufweisen.
Dabei besitzen Skelettmuskelfasern der Zunge, die ausschliefdlich FOG-Fasern besitzt (Schmal-
bruch 1985), einen hoheren NOS-1-Gehalt als die Fasern des EDL, der zu etwa 60% aus
FG-Fasern besteht (Punkt et al. 1998). Diese Befunde unterstreichen die Notwendigkeit, bio-
chemische Methoden, deren Ergebnisse auf Durchschnittswerten beruhen, durch Bildanalyse
enzymhistochemischer Nachweise zu erganzen, da nur diese den inhomogenen histol ogischen

Aufbau des Gewebes, hier des Skelettmuskels, berticksichtigen kénnen.

4.4. Biologische Wirkung des NOS-1/NO-Systems im Skelettmuskel

Um die biologische Wirkung des von der NOS-1 produzierten NO zu analysieren, stehen etab-
lierte Verfahren zur Verfiigung, die entweder mit NOS-1-Inhibitoren (z.B. N“-Nitro-L-Arginin-
Methyl-Ester; King et al. 1994) oder der Zugabe von NO (meist simuliert durch die Gabe von
NO-Donatoren) arbeiten. Eine beispielhafte Auflistung von Untersuchungen Uber den Einflul3
des von NO-Donatoren erzeugten NO auf verschiedene Teilfunktionen von Skelettmuskelfa-
sern findet sich in Tabelle 13. Die meisten dieser Studien berlicksichtigen jedoch nur ungeni-
gend, dal’ die NOS-1 vorwiegend in Muskeln mit tberwiegend schnellen Fasern vorkommt. So
fanden Kapur et al. (1997) zwar, dal3 die I nsulin-abhangige Glukoseaufnahme unter NO-Dona-
toren-Einflul3 im Skelettmuskel vermindert ist; sie verwendeten jedoch in ihren Experimenten
den M. soleus, der nur geringe Mengen an NOS-1 enthdlt und deshalb fir die Untersuchung

des Einflusses von NO auf die Fasertatigkeit eher ungeeignet ist. Dieser Widerspruch mag auch
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ein Grund daftrr sein, weshalb Balon und Nadler (1997) mit dhnlichen Versuchsbedingungen im
M. soleus einen entgegengesetzten Effekt von NO auf die Glukoseaufnahme fanden. Auch Koh
und Tidball (1999) verwendeten diesen Muskel, um den Einfluf3 von NO auf den Umbau kon-
traktiler Elemente zu untersuchen, so dal? sich damit die Frage nach der biologischen Relevanz
dieser Studien stellt. Demgegentiber beriicksichtigen bislang nur wenige Arbeiten ausdriicklich,
dal3 das NOS-1/NO-System in schnellen Fasern aktiver ist alsin langsamen. So zeigten Lau et al.
(2000), dal3 NO-Donatoren den Gehalt an cGMP im NOS-1-reichen EDL erhéhten, wahrend

im NOS-1-armen M. soleus kein solcher Anstieg zu verzeichnen war. Hirschfield et al. (2000)

Autor NODo | Konzentration Effekt
Kobzik et al. (1994) SNAC 10 M Inhibition der myofibrillaren
SNP Kontraktilitat
Galler et al. (1997) SNAP 10 M Senkung der Aktivitat der Myosin-ATPase
SNP 10°%Mm
Perkins et al. (1997) SNP 10 -102M Senkung der Aktivitat der Myosin-ATPase

Inhibition der myofibrillaren Kontraktilitat

Andrade et al. (1998) SNAC 2,510 -102 M Reduktion der myofibrillaren Sensitivitat
SNP gegeniiber Ca*
Meszaros et al. (1996) SNAP 10° M Inhibition des Ryanodin-Calciumkanals im

sarkoplasmatischen Retikulum

Berkels et al. (2000) NOC-9 10° M cGMP-unabhéngige Erhdhung der ca®*-
SNAP Konzentration in Endothelien
Lau et al. (2000) SNP 10° M Erh6hung des cGMP-Spiegels im EDL mit

und ohne Stimulation

Tidball et al. (1999) SNAP 10 M Protein-Kinase-G-abhangige Steigerung der
Expression von Talin und Vinculin

Balon und Nadler (1997) SNP 10%-102Mm Steigerung der Insulin-abhéngigen
Glukoseaufnahme im M. soleus

Kapur et al. (1997) GEA5024 10°-10*Mm Senkung der Insulin-abhangigen
SNP 104 -10%mMm Glukoseaufnahme in EDL und M. soleus
Andersson et al. (1998) SNP 10°% M Inaktivierung der Aconitase-Oxoglutarat-

Dehydrogenase im M. soleus

Tabelle 13: Auflistung von Untersuchungen zum Effekt von NO-Donatoren auf Teilfunk-
tionen von Skelettmuskeln



gboboooooywboboboooo

demonstrierten im Vergleich zwischen M. soleus und dem Zwerchfell den Einflul® der NOS-1
(und damit von NO) auf die kontraktilen Eigenschaften speziell der schnellen Skel ettmuskel -

fasern.

Erschwert wird die Analyse der biologischen Wirkung von NO auch noch durch die physiko-
chemischen Eigenschaften dieses Molekiils, das nur eine sehr kurze Halbwertszeit aufweist und
somit nur in unmittelbarer Umgebung des Entstehungsortes wirken sollte. NO zerfallt spontan
rasch in Nitrit (NO,) und Nitrat (NO;’). Das entstandene Nitrit vermag zum einen die Aktivi-
téten bestimmter Enzyme direkt regulieren (z.B. Arginase von Makrophagen; Hrabak et al.
1996), zum anderen kann es durch Reduktion wieder in NO zurUckverwandelt werden (Reutov
und Sorokina 1998). Diese Reduktion wird von einer Reihe strukturell dhnlicher Proteine, die
eine Ham-Gruppe als prosthetische Gruppe aufweisen, bewirkt, z.B. von desoxygeniertem
Hamoglobin und Myoglobin sowie von reduziertem Cytochrom C. In diesem Zusammenhang
wird auch von einer Nitrit-Reduktase-Aktivitét gesprochen, die die Gesamtaktivitéat der NO-
Synthasen um den Faktor 10° {ibersteigt und damit eine Art NO-Nitrit-Zyklus speziell in
sauerstoffarmer Umgebung in Gang halt (Reutov und Sorokina 1998). Aus diesem Grund wird
die bislang postulierte Beschrénkung der NO-Wirkung auf die unmittelbare Umgebung der
NO-Synthasen relativiert. Im Gefal3system konnte NO bzw. Nitrit stromabwarts transportiert
werden und distal des eigentlichen Entstehungsortes parakrin wirken. Der Nitrit-Reduktase-

M echanismus konnte auch eine Erklarung dafir sein, dal’ zwei Tage abgestandene Inkubations-
medien (aus denen sich das NO verfllchtigt hatte) eine nicht so ausgepragte, aber dennoch mit
ca. 30% deutliche Hemmung der Cytochrom-Oxidasen bewirken. Cytochrom-Oxidasen sind
eine heterogene Gruppe von Hadmenzymen (Brown 2000),, um deren aktive Zentren sowohl
NO als auch Nitrit mit molekularem Sauerstoff kompetitiv konkurrieren (Cleeter et al. 1994),
wobel NO durch diese Enzymgruppe rasch reduziert wird (Borutaite und Brown 1996). Diese
Befunde mégen auch erklaren, weshalb bei erhthtem NO-Spiegel die Sauerstoffaufnahme der

Muskulatur der Extremitéten verringert ist (King et al. 1994).

Fur die GAPDH wird in der Literatur eine nicht-kompetitive Hemmung beschrieben, indem
NO eine kovalente S-Nitrosylierung in der Nahe des aktiven Zentrums bewirkt (Mohr et al.

1996). Dieser Mechanismus konnte die Ursache daf Ur sein, dal3 selbst bei hohen Konzentra-
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tionen an NO-Donatoren die GAPDH nicht vollstandig inhibiert wird. In den einzelnen Faser-
typen zeigten sowohl die GAPDH als auch die Cytochrom-Oxidasen hach Applikation von NO-
Donatoren vergleichbare c.,,-Werte, obgleich die basale Gesamtaktivitét beider Enzyme sehr
unterschiedlich war. Somit wird die Wirkung von NO auf den Stoffwechsel wesentlich von der
Konzentration der Zielmoleklle bestimmt. Diese Ergebnisse kénnten bedeuten, da3 NO in
Fasern mit vorwiegend oxidativem Stoffwechsel (d.h in FOG- oder SO-Fasern) eine hdhere

M odulationskapazitét als in Fasern mit glykolytischem Stoffwechsel (FG-Fasern) aufweist. Ob-
wohl die in den Experimenten ermittelten ¢, ,-Werte im Bereich der in Tabelle 13 aufgefuhrten
Studien oder sogar darunter liegen, sind sie dennoch kritisch zu hinterfragen. Denn die verwen-
deten Mengen an NO-Donatoren sollten auf den Kryostatschnitten zu NO-Konzentrationen im
hohen nanomolaren bis mikromolaren Bereich fuhren, die auf physiologischem Wege allenfalls
in Makrophagen durch die dort lokalisierte NOS-2 erreicht werden, nicht jedoch in Skelettmus-
kelfasern und Endothelien, die NOS-1 bzw. NOS-3 enthalten, in denen bislang NO-Konzentra-
tionen im niedrigen nanomolaren Bereich (<10 nM) gemessen wurden (Berkels et al. 2000).
Vor diesem Hintergrund findet sich die physiologische Situation eher in Arbeiten wie denen
von Salom et al. (19993, 1999b) wieder, in welchen flr die Dilatation von Gefalringen Cgy,,-
Werte von SNP (Nitroprussid-Natrium) und anderen NO-Donatoren im Bereich von etwa

5-10" bis 10° M gemessen wurden.

4.5. Wert bildanalytischer Verfahren zur Aktivitatsmessung von Enzymen

Fur Untersuchungen zur Aktivitét von Enzymen im Skelettmuskel stehen verschiedene Verfah-
ren zur Verfligung. Mit biochemischen Methoden werden qualitative und quantitative Ergebnis-
se erzielt, die dann durch definierte Digestions-, Zentrifugations- und / oder Solubilisierungs-
schritte subzel luldren Strukturen zugeordnet werden kénnen. Diese Verfahren sind inzwischen
so optimiert worden, dal3 Homogenate von wenigen Skel ettmuskelfasern fur die Analyse
genugen (Pette und Staron 1990). Sie weisen allerdings den prinzipiellen Nachteil auf, dal3im
allgemeinen mit der Mikroumgebung der zu untersuchenden Mol ekiile auch deren regulatori-
sche Zusammenhange zerstort werden (Rozhin et al. 1990; Sloane et al. 1992). Zum anderen

fuhren quantitative Analysen in verdinnten L dsungen zu katalytischen Parametern der unter-
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suchten Enzyme, die erheblich von denen in vivo abweichen kénnen (Van Noorden und Jonges
1995). Dartberhinaus ist mit Homogenaten von histologisch an sich heterogenen Geweben
keine eindeutige Zuordnung enzymatischer Aktivitaten zu verschiedenen Zelltypen erreichbar.
Beispielsweise vermag man allein mit biochemischen Methoden nicht zu kléren, ob im Skel ett-
muskel nachweisbares NO von der endothelialen NOS-3 der Blutgefalie oder der NOS-1 der
Skelettmuskelfasern synthetisiert worden ist.

Alternativ zu den biochemischen Verfahren stehen zur in-situ-Messung von Enzymaktivitdten
zwei Methoden zur Verfugung, die letztlich als erweiterte histochemische Verfahren anzusehen
sind: Mit der zuerst entwickelten Cytophotometrie (auch als Mikrodensitometrie bezei chnet)
kdnnen mittels eines definiert lokalisierten Lichtstrahls Extinktionsmessungen in Gewebsschnit-
ten vorgenommen werden, die Grundlage zur Bestimmung von Enzymaktivitéten sind (Uber-
sicht bel Ruhnke 1989). Das Hauptaugenmerk der Cytophotometrie besteht neben der raum-
lichen Zuordnung von Enzymen zu bestimmten Zellarten vor alem in der Analyse von Enzym-

aktivitaten in ihrem nattrlichen Mikromilieu (Van Noorden und Jonges 1995).

Mit der zunehmenden Leistungsfahigkeit graphisch basierter Computersysteme wurden mit
einem meist a's Bildanalyse bezeichneten V erfahren zunachst morphometrische Messungen auf
lichtmikroskopischer Ebene vorgenommen. Daraus wurde eine zweite in-situ -Methode zur
Aktivitétsmessung von Enzymen entwickelt, die mittlerweile mit den bel Chieco (2001) darge-
stellten V orarbeiten eine solide technische und theoretische Basis besitzt. In der vorliegenden
Arbeit wurden mit bildanalytischen Methoden zum einen Endpunktmessungen in Kryostat-
schnitten nach abgeschlossener (oder nach definierter Reaktionszeit abgebrochener) enzymhisto-
chemischer Reaktion (fir Cytochrom-Oxidasen und GAPDH) und zum anderen kinetische
Messung, d.h. wahrend des Reaktionverlaufes (NOS-1-Diaphorase und SDH) durchgefiihrt.
Dabel kam erstmals eine bildanalytische M el3methode zur Anwendung, mit der die Aktivitat der
NOS-1-Diaphorase bestimmt werden konnte und die dartberhinaus mit dem Sarkolemm erst-
mals eine Struktur auf subzellul&rer Ebene der bildanalytischen Messung von Enzymaktivitaten
zugéanglich machte. Durch die Bestimmung der Diaphoraseaktivitét der NOS-1 konnten bisheri-
ge auf Homogenatsebene erhobene Daten prézisiert werden, die andeuteten, dal3 die NOS-1 in

schnellen Fasern stérker exprimiert wird alsin langsamen Fasern (Hussain et al. 1997; Reiser et
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al. 1997). Mit der Bildanalyse konnte dartberhinaus unter Ausnutzung der NOS-1-Diaphorase-
aktivitat erstmalig gezeigt werden, dal3 die NOS-1 in FOG-Fasern eine héhere Aktivitét besitzt

alsin FG-Fasern.

Bildanalytische und cytophotometrische Methoden zur Aktivitdtsmessung von Enzymen sind
zur Zeit hdufig noch mit dem Nachteil behaftet, auf histochemischen Nachweisen zu beruhen,
die nicht immer spezifisch fir einzelne Enzyme sind, weil sie oft nicht mit natrlichen, sondern
mit artifiziellen Substraten arbeiten. Auch die immunhistochemischen Methoden zur Untersu-
chungen von Protei nkonzentrationen besitzen meist nur semiquantitativen Charakter. Sollte es
madglich sein, diese Einschrankungen fir die quantitative Enzym- und | mmunhistochemie zu
Uberwinden, wird die Bildanalyse eine zu anderen V erfahren nicht mehr wegzudenkende Ergéan-

zung darstellen.



