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2. Material und Methoden

Diein diesem Abschnitt nicht extra aufgefuhrten Standardchemikalien wurden von den Firmen
Roth, Fluka, Merck oder Sigma (Karlsruhe, Neu-Ulm, Darmstadt bzw. M unchen) bezogen. Die
eingesetzten Standardlaborgeréte sind in Tabelle 1 aufgelistet. Ist bei der Bezugsquelle kein

Land aufgefuhrt, handelt es sich um bundesdeutsche Orte.

Soweit nicht anders angegeben, wurde entionisiertes Wasser aus der hauseigenen Anlage als

L dsungsmittel verwendet.

Laborgerat Hersteller
Spektralphotometer Ultraspec Ill | Pharmacia, Freiburg
pH-Meter Knick, Berlin
Analysenwaage Sartorius, Goéttingen
Kryostat Frigocut 2700 Reichert-Jung, NuRRloch
Warmeschrank Heraeus, Hanau
Tischzentrifuge Biofuge A Heraeus, Hanau
Schittelmaschine GFL 3005 GFL, Burgwedel

Tabelle 1: Verwendete Standardgeréate

2.1. Gewinnung und Aufarbeitung der Gewebsproben
2.1.1. Gewebsproben fur histochemische und biochemische Untersuchungen

Fur die Untersuchungen wurden erwachsene weibliche und mannliche Wistar-Ratten aus der
eigenen Zucht verwendet (Genehmigungsnummer zur Organentnahme an lebenden Tieren:
00002/98). Die Tiere wurden bel konstanter Temperatur (22+2°C) und relativer Luftfeuchtig-
keit (40-60%) gehalten und erhielten Standardfutter (altromin fir Ratten und Mause, Altromin,
Lage) sowie Leitungswasser ad libitum. Zur Organentnahme wurden die Tiere in tiefer Ether-
narkose dekapitiert und sodann Caput medialis des M. gastrocnemius (mGC), M. tibidlis
anterior (TA), M. soleus, M. extensor digitorum longus (EDL), Zunge, M. cremaster (nur bei
mannlichen Tieren), M. glutaeus maximus (GM) sowie Cerebellum so schnell wie méglich
entnommen. Von den Muskel proben wurde jeweils eine Halfte bzw. sein kontral aterales Ge-

genstiick mit TissueTek (Reichert-Jung, Nufdoch) auf Korkplé&ttchen montiert und sofort in
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Methylbutan eingetaucht, welches mit flissigem Stickstoff kurz oberhalb seines Gefrierpunktes
gehalten wurde, und dadurch eingefroren. Danach wurden die Muskelproben kurzzeitig in flus-
sigem Stickstoff gelagert, und schliefdlich bis zur Verwendung in luftdicht verschlossenen Pla-
stiktiten bei -30°C aufbewahrt. Die andere Halfte der Muskel proben und das Cerebel lum wur-
den in Eppendorf-Cups direkt in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur biochemischen

Untersuchung bei -20°C aufbewahrt.

2.1.2. Kontrahierte und dilatierte Muskelproben

Beide EDL eines Tieres wurden mdaglichst vollstandig herausprépariert. Der rechte Muskel
wurde a's unbehandelte Kontrolle, wie in Abschnitt 2.1.1. beschrieben, aufgearbeitet. Der linke
Muskel des ersten Tieres wurde an beiden Enden mittels kleiner Klemmen an eine handel stib-
liche Flachbatterie (4,5 V) angeschlossen. Der sich daraufhin tetanisch kontrahierende M uskel
wurde sofort unter Beibehaltung der angel egten Spannung in Methylbutan eingefroren. Danach
wurden die Klemmen entfernt und die Muskel probe mit TissueTek auf Korkplé&ttchen montiert.
Zur Herstellung dilatierter Muskelproben wurde der linke EDL eines zweiten Tieres nach Pra-
paration mit beiden Enden unter maldiger Zugspannung mit einem nicht zu diinnen chirurgi-
schen Faden an ein Holzstabchen fixiert und ebenfalls in Methylbutan eingefroren und danach
auf Korkplattchen montiert. Bei allen Muskel proben wurde darauf geachtet, dal3 der Muskel
maglichst langs auf den Korkplé&ttchen montiert wurde, um vorwiegend Langsanschnitte von

Skelettmuskelfasern zu erhalten.

2.1.3. Gezupfte Skelettmuskelfasern

Hierfur wurden frische Muskel proben in Petrischalen in eisgekihlter Ringerl 6sung gesammelt
und dann unter einem Stereomikroskop (Zeiss, Oberkochen) mit Prgparationsnadeln in einzel-
ne oder aus wenigen Fasern bestehende Bindel zerlegt. Dabei wurde versucht, das Peri- und
Endomysium moglichst vollstandig zu entfernen. Anschlief3end wurden sofort die histochemi-

schen Nachweise durchgefuhrt.
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2.2. Katalytische Histochemie
2.2.1. Allgemeine Vorbehandlung der Kryostatschnitte

Fur die enzymhistochemischen Untersuchungen wurden 10-60 um dicke Kryostatschnitte
hergestellt. Wie bei Grozdanovic et al. (1995) beschrieben, wurden die Schnitte fir die
NADPH- und NADH-Diaphorasereaktionen fir 10 min in 4%-iger Formal dehydl6sung bei 4°C
fixiert und nachfolgend fir 10 min flief3end gewassert. Fur alle anderen enzymhistochemischen
Untersuchungen wurden luftgetrocknete (10 min), unfixierte Schnitte verwendet. Vor Beginn
der Inkubationen wurden die Schnitte auf den Objekttrégern mit einem PapPen (Immunotech,
Marseille, Frankreich) umrandet, um ein Ablaufen des Inkubationsmediums vom Objekttrager
zu verhindern. Die Inkubationen erfolgten entweder bei 37°C oder bei Raumtemperatur (25°C).
Nach deren Durchfihrung (siehe Abschnitte 2.2.2. bis 2.2.6.) wurden die Schnittein Lei-
tungswasser gesplilt und mit Kaisers Glycerin-Gelatine (Merck, Darmstadt) eingedeckt. Die

Auswertung erfolgte mit einem Axioskop-Lichtmikroskop (Zeiss, Oberkochen).

Bei den immun- und enzymhistochemischen Doppelinkubationen wurde zunachst die lmmun-
reaktion, wie in|[Abschnitt 2.3.|angegeben, durchgefihrt, danach wurden die Schnitte je nach
Enzymreaktion entweder fixiert oder unfixiert inkubiert. Hier erfolgte die Beurteilung mit dem

Fluoreszenzmikroskop Axiophot (Zeiss, Oberkochen).

2.2.2. NADPH-Diaphorase / NOS-1-Diaphorase
2.2.2.1. Standardmedium fur die NADPH-Diaphorase

Das Standardmedium fur NADPH-Diaphorase enthielt in Anlehnung an Scherer-Singler et al.
(1983) 0,3 mM Nitroblau-Tetrazoliumsalz (NBT; Serva, Heidelberg), 1,1 mM 3-NADPH
(Biomol, Hamburg) und 0,5 % (v/v) Triton X-100 (Roth, Karlsruhe) in 0,1 M Tris-HCI-Puffer,
pH 7,4. Dieser Ansatz wurde zusétzlich variiert, indem das Ko-Substrat B-NADPH durch
aguimolare Mengen seines Stereocisomers a-NADPH ersetzt wurde. Weiterhin wurden dem
Standardmedium die in Tabelle 10 (siehe Abschnitt 3.1.2.) aufgefuhrten Hemmsubstanzen

zugegeben. Die Inkubationen fanden bei 37°C in einer feuchten Kammer statt; die Inkubations-
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zeiten variierten zwischen 30 min und 1,5 h.

2.2.2.2. Leerwertuntersuchungen

Um eventuel le nichtenzymatisch bedingte Formazanprazi pitationen auszuschlief3en, wurden

Kontrollschnitte mit dem Standardmedium ohne das Ko-Substrat 3-NADPH inkubiert.

Um NBT-bindende Strukturen auszuschlief3en, wurden Kryostatschnitte, die mit Standard-
medium ohne B-NADPH vorinkubiert wurden, fur 5 oder 30 min in Lésungen mit entweder

reduzierenden (60 mM Ascorbinsdure) oder oxidierenden Substanzen (0,1 M NaOH) gestellt.

Um etwaige Formazan-bindende Strukturen festzustellen, wurde nach Fahimi und Karnovsky
(1966) eine Formazanl sung durch Reduktion von NBT mit 60 mM Ascorbinsaure hergestellt.

Nach Korrektur des pH-Wertes wurden damit die Kryostatschnitte inkubiert.

2.2.2.3. Modifikation des Standardmediums fir die NOS-1-Diaphorase

Das Medium fur NOS-1-Diaphorase enthielt im Unterschied zu dem fir NADPH-Diaphorase
zusdtzlich 1 M Harnstoff. Fir die in Abschnitt 3.3. beschriebenen kinetischen Messungen

wurden die Konzentrationen des -NADPH zwischen 0,44 und 6,6 mM variiert.

2.2.2.4. Formazanquantifizierung in Kryostatschnitten

Es wurden jeweils 23 Folgeschnitte von Zunge und EDL angefertigt. Der 1., 12. und 23. Schnitt
jeder Schnittserie wurde in Eppendorf-Cups eingebracht und die Proteinmenge pro Schnitt (sie-
he Abschnitt 2.4.2.) bestimmt. Die anderen 20 Schnitte wurden fir NOS-1-Diaphorase (1 h) in-
kubiert. Danach wurden die Formazan-haltigen Schnitte mit einem Deckgl &schen vom Objekt-
trager abgel 6st. Das Gewebe wurde in einem Eppendorf-Cup gesammelt und fr 18 h mit
einem Gemisch von Kollagenase und Trypsin (beide Merck, Darmstadt; jeweils 0,5% v/v in PBS

gel 6st) behandelt, wodurch sich das Gewebe vollstandig zersetzte. Ultraschallbehandlung ergab



gboboooboooboi1sbobobooooo

dann eine nahezu homogene L 6sung des in den Schnitten produzierten Formazans, dessen Ex-
tinktion beim Absorptionsmaximum von Di-Formazan (575 nm; Seidler 1991) gemessen wur-
de. Als Leerwert dienten Schnitte, die ohne NADPH inkubiert und wie die Formazan-haltigen
Schnitte aufgearbeitet worden waren. Die erhaltenen Extinktionswerte wurden auf den durch-
schnittlichen Proteingehalt eines Schnittes bezogen und mit einem molaren Extinktionskoeffi-
zienten von £=16.000 |-mol™.cm™ (Butcher 1978) in die Menge entstandenen Formazans pro

Masse Protein umgerechnet.

2.2.3. NADH-Diaphorase

Hierbei wurden die Inkubationen mit dem Standardmedium fir NADPH-Diaphorase durchge-
fahrt, allerdings mit 1,3 mM NADH anstatt -NADPH.

2.2.4. Succinat-Dehydrogenase

Entsprechend den Angaben von Lojda et al. (1979) bestand das | nkubationsmedium aus 0,3
mM NBT und 11 mM Natrium-Succinat (Serva, Heidelberg), geldst in Phosphatpuffer, pH 7,2.
Die Schnitte wurden entweder bei 37°C fur 20 min oder bei Raumtemperatur fir 40 minin

einer feuchten Kammer inkubiert.

2.2.5. Cytochrom-Oxidasen

Das Inkubationsmedium bestand nach Romeis (1968) aus 5,6 mM 3,3 -Diaminobenzidin-HCI
(Sigma, Munchen) gel6st in eéinem Gemisch aus 40% Tris-HCI-Puffer, pH 7,6 und 60 % Tris-
HCI-Puffer, pH 8,5. Der pH-Wert des Mediums wurde auf 7,2 eingestellt. Die Inkubation der

Schnitte fand bel 37°C fur 30 min in einer feuchten Kammer statt.
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2.2.6. Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

Nach Firmenvorschrift wurde zunéchst aus Glyceral dehyd-3-Phosphat-Diethyl-Acetal (Mono-
barium-Salz; Sigma, Miinchen) eine Glyceral dehyd-3-Phosphat (GAP)-L6sung hergestellt durch
Aufkochen im lonenaustauscher Domex-50 (Sigma, M tinchen), nachfolgendem mehrmaligen
Auswaschen des | onenaustauschers, Abzentrifugieren und Sammeln des Uberstandes. Nach Ein-
stellen des pH-Wertes mit 1 N NaOH auf 7,2 ergibt dieses Vorgehen laut Firmenvorschrift eine
GAP-Konzentration von ca. 10 mM. Die tatséchliche GAP-K onzentration wurde nach Zugabe
von 10 mM NAD™ und 0,5 pl (entsprechend 1,6 U) einer kristallinen GAPDH -Suspension aus
Kaninchenmuskel (Sigma, Munchen) mit dem gekoppelten Test photometrisch ermittelt (340
nm; entsprechend dem entstehenden NADH). Die GAP-L 6sung wurde auf eine Konzentration

von 2 mM eingestellt und blieb bei -20 °C bis zu 5 Tage lang stabil.

In Anlehnung an die Methode von Van Noorden und Frederiks (1992) bestand das Inkubations-
medium aus 1 mM GAP, 1,5 mM NBT und 1 mM NAD™, gelost in Tris-HCI, pH 7,2. Die In-

kubation erfolgte bei 37°C in einer feuchten Kammer fiir 1 h.

2.2.7. Experimente mit NO-Donatoren

Die Wirkung von Stickstoffmonoxid (NO) auf die Aktivitat von Cytochrom-Oxidasen und
GAPDH wurde durch Zugabe von NO-Donatoren in die I nkubationsmedien untersucht. Dazu
wurden zunachst von den NO-Donatoren MAHMA-NONOate (NOC-9; Alexis, Laufelfingen,
Schweiz) und S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin (SNAP; Alexis) Verdinnungsreihen in 10
mM NaOH angelegt, in der die NO-Donatoren stabil sind. Danach wurden jeweils 50 pl von
den einzelnen Verdinnungsstufen in 1 ml des I nkubationsmediums (siehe Abschnitte 2.2.5.

bzw. 2.2.6.) gegeben. Die Endkonzentration der NO-Donatoren betrug zwischen 10 und 10
M. Mit diesem Medium wurden die Schnitte sofort inkubiert, dabei dem pH-Wert des Gesamt-

mediums, der bei nunmehr 7,2 lag, NO freigesetzt wird.

In Anlehnung an Berkels et al. (2000) wurden als Kontrollen zusétzliche Inkubationen mit zwei

Tage alten Inkubationsmedien durchgefihrt, aus denen das gasformige NO nahezu vollsténdig



gbobooobooboi1vyboboboooo

freigesetzt war, die aber noch stabile Nitrit- und Nitratverbindungen enthielten, die ebenfalls
von den NO-Donatoren erzeugt werden. Alternativ dazu wurden die oben erwédhnten Verdin-
nungsreihen nicht in NaOH, sondern in 10 mM HCI angelegt, was zur raschen, nur ungeféhr

1-2 min andauernden Freisetzung von NO flhrte.

2.3. Immunhistochemie

2.3.1. Vorbehandlung der Kryostatschnitte

Fur alle immunhistochemischen Inkubationen wurden 10-60 pm dicke Kryostatschnitte unfi-
xiert nach 10 min Lufttrocknung verwendet mit Ausnahme des immunhistochemischen Nach-
weises der NOS-1, bei dem fixierte Schnitte, wie in Abschnitt 2.2.1. beschrieben, eingesetzt
wurden. Dann wurden die Schnitte auf den Objekttrégern mit dem PapPen umrandet, um ein
Abflief3en der InkubationsflUissigkeit vom Objekttrager zu verhindern. Anschlief3end wurden die
Kryostatschnitte fir ca. 1 h bei Raumtemperatur in 1%-iger Albuminlésung (Serva, Heidelberg)

inkubiert, um unspezifische Antikérperbindungen zu reduzieren.

2.3.2. Primarantikdrper

Antikérper Verdinnung Hersteller

a-Actinin 1:1000 Sigma, Miinchen

a-Sarcoglycan 1:100 Novocastra, Newcastle-upon-Tyne, UK
Caveolin-3 1:1000 Transduction, Lexington, USA
Desmin 1:100 Novocastra, Newcastle-upon-Tyne, UK
Dystrophin DYS-2 1:20 Novocastra, Newcastle-upon-Tyne, UK
MHCf 1:40 Novocastra, Newcastle-upon-Tyne, UK
MHCs 1:40 Novocastra, Newcastle-upon-Tyne, UK
NOS-1 aa 251-270 1:1000 Sigma, Miinchen

NOS-1 aa 1409-1429 1:1000 Sigma, Miinchen

SERCA-1 1:50 Novocastra, Newcastle-upon-Tyne, UK

Tabelle 2: Auflistung der fur die Immunhistochemie verwendeten Primarantikdrper
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Alle Inkubationen mit den in Tabelle 2 aufgelisteten Primérantikorpern fanden Uber Nacht bel
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer statt. Die Volumina der aufgetragenen Antikorper-
|6sungen variierten je nach Schnittgrof3e zwischen 100 und 200 pl. Nach Abschluf3 der Inkuba-

tion mit den Primérantikdrpern wurden die Schnitte dreimal fur jeweils etwa 10 min mit PBS

gespllt.

2.3.3. Sekundarantikorper, Visualisierung

Die Visualisierung der Immunreaktion erfolgte mit fluoreszierenden Sekundéarantikorpern
(sdmtlich von Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA), die gegen die speziesabhangigen
Immunglobulin-Antigene gerichtet sind. Die Verdinnung der Sekundarantikorper betrug jeweils
1:200. Bei Einfachinkubationen wurden zum Nachweis von monoklonalen Primarantikdrpern
Cy-3-gekoppelte Goat-anti-Mouse-Antikorper eingesetzt; zur Darstellung von polyklonalen
Primérantikorpern wurden Cy-3-gekoppelte Goat-anti-Rabbit-Antikorper benutzt. Bei Doppel -
immuninkubationen wurde ein Gemisch aus Cy-3-gekoppelten Goat-anti-Rabbit-Antikdrpern
und Cy-2-gekoppelte Goat-anti-Mouse-Antikorper (jeweils 1:200 verdinnt) verwendet. Nach
der Inkubation mit den Sekundérantikérpern wurden die Objekttréger dreimal fir jeweils etwa
10 min mit PBS gespuilt und mit aquatex (Merck, Darmstadt) eingedeckt. Die Beurteilung
erfolgte mit einem konventionellen Fluoreszenzmikroskop (Axiophot, Zeiss, Oberkochen) bei

den fur Cy-2 und Cy-3 vom Hersteller angegebenen Wellenlangen.
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2.4. Proteinbiochemische Methoden
2.4.1. Probenaufarbeitung

Die Gewebsproben wurden zunéchst mit 1 ml Solubilisationspuffer (PBS, pH 7,4 mit 1% v/v
Triton X-100 und 1% v/v Standard-Proteaseninhibitor) versetzt, danach mit dem Sorvall-Potter
(Braun, Melsungen) mit 10 Hilben bei 8 m-s? im Eisbad homogenisiert und tber 30 min unter
Schiitteln solubilisiert. Durch kurze Zentrifugation (1 min bei maximal 3500 g) wurden die
nicht solubilisierbaren Gewebsbestandteile abgetrennt; der Uberstand wurde spéter in der
SDS-Polyacrylamid-Gel el ektrophorese (SDS-PAGE) eingesetzt.

2.4.2. Proteinbestimmung

Da Detergentien wie Triton X-100 bei vielen Protei nbestimmungsmethoden stéren, aber
gleichzeitig bel Arbeiten mit Membranproteinen notwendig sind, kam die von Detergentien
nicht beeinfluZbare BCA-Methode entsprechend der Firmenvorschrift (Bicinchoninsaure-

Methode; Pierce, Rockford, USA) zur Anwendung.

2.4.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE wurde nach Laemmli (1970) mit der Apparatur Protean Il (Biorad, Mtnchen)
durchgefthrt.

Die Losung fur das Trenngel (Tabelle 3) wurde bis 1,8 cm unterhalb des oberen Randes der
zusammengebauten Glasplatten gegossen und vorsichtig mit Wasser Uberschichtet. Nach der
Polymerisation wurde das Wasser abgeschiittet und das Sammelgel (Tabelle 3) auf das Trenngel

gegossen; durch Einbringen eines Kamms wurden dabei A uftragtaschen fir die Proben ausge-

spart.
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Trenngel (7,5 %)

Sammelgel (4 %)

Hersteller

Acrylamid-Lésung 2,5ml 0,53 ml Roth, Karlsruhe
Trenngelpuffer 2,5ml

Sammelgelpuffer 1,0 ml

Wasser 5,0ml 2,47 ml
Ammoniumpersulfat-10% (w/v) 50 pl 16 pl Sigma, Miinchen
TEMED 5 pl 4ul Roth, Karlsruhe

Trenngelpuffer

Sammelgelpuffer

Tris 1,5M 0,5M
SDS 15 mM 15 mM
pH 8.8 6.8

Tabelle 3: Ansatz fur zwei Gele fur die elektrophoretische Auftrennung von

Proteinen

Die Proben wurden im Verhdtnis 5:1 mit reduzierendem Probenpuffer (Tabelle 4) versetzt und
nach 5-minttigem Aufkochen in die Taschen des auspolymerisierten Sammelgels gefiillt. Nach
Zusammenbau der Elektrophoresekammer und Auffillen mit Laufpuffer (Tabelle 5) wurde die
Elektrophorese mit konstanter Spannung von 200 V durchgefihrt, bis die Bromphenol blauban-
de des Probenpuffers das untere Ende des Trenngels erreicht hatte. Je eine Bahn eines Polyacryl-
amidgels wurde mit einem Marker zur Bestimmung der Molekulargewichte (BioRad, Minchen,

Prestained, High-Range: 208, 116, 66, 45 und 29 kDa) beschickt.

Probenpuffer
Tris-HCI, pH 6,8 300 mM
2-Mercaptopropandiol (v/v) 25 %
Bromphenolblau (w/v) 0,015 %
Glycerin (v/v) 50 %
SDS 5mM

Tabelle 4: Zusammensetzung des Probenpuffers fur die Gelelektrophorese

Laufpuffer
Tris 250 mM
Glycin 960 mM
SDS 35 mM

Tabelle 5: Zusammensetzung des Laufpuffers fur die Gelelektrophorese
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2.4.4. Western-Blot

Beim Western-Blot werden die durch Gel el ektrophorese aufgetrennten Proteine aus dem Gel

auf eine Nitrozellulosemembran (Schleicher und Schill, Dusseldorf) Uberfuhrt. Die Durchfh-
rung des Blotting erfolgte im Tank-Blot-Verfahren. Nach Aquilibrierung der Nitrozellulosemem-
bran fur 10 min in Transferpuffer (Tabelle 6) wurde der Blot-Sandwich luftblasenfrel zusammen-
gesetzt, wobei die Nitrozellulose zur Anode, das Gel zur Kathode gerichtet war. Der Transfer

fand bei 4°C fur 1 h bei konstanter Spannung von 100 V statt.

Transferpuffer
Tris 25 mM
Glycin 114 mM
Methanol (v/v) 10 %

Tabelle 6: Zusammensetzung des Transferpuffers fur den Western-Blot

2.4.5. Farbeverfahren

Nach Beendigung des Blot wurde die Nitrozellulose 5 min in Ponceau-Rot-Ldsung (Tabelle 7)
gefarbt, um den Erfolg des Proteintransfers zu Uberprifen. Zusétzlich wurde die Lage der
nunmehr sichtbaren Molekulargewichtsmarker mit einem Bleistift markiert. Anschlief3end

wurde die Membran mit PBS vollstandig entfarbt.

Farbelésung Hersteller
Essigsaure (v/v) 0,01 %
TCA (w/v) 0,15 %
Sulfosalicylsaure (w/v) 0,15 %
Ponceau-Rot (w/v) 0,2% Serva, Heidelberg

Tabelle 7: Zusammensetzung der L6sung fur die Ponceau-Rot-Farbung der
Nitrozellulose

Um zu Uberprifen, ob die aufgetragenen Proteinmengen gleich waren, wurde aternativ zum

Transfer der im Gel aufgetrennten Proteine auf Nitrozellulose eine Gelfarbung mit Coomassie-
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Blue 250 (Tabelle 8) zur Visualisierung der Verteilung der Proteinbanden durchgeftihrt. Dazu
wurde das Gel nach der Elektrophorese in der Farbel 6sung fur 1 h bei Raumtemperatur unter
vorsichtigem Schiitteln inkubiert. Uberschiissiger Farbstoff wurde durch Inkubation in der Ent-
farbelsung (2 h bei 3-4-maligem Wechsel der Entféarbel 6sung) entfernt, wodurch eine deutliche

Kontrastierung der Proteinbanden erzielt wurde.

Farbelésung Entfarber Hersteller
Ethanol (v/v) 40 % 7,5 %
Essigsaure (v/v) 10 % 5%
ServaBlue G-250 (w/v) 0,1% Serva, Heidelberg

Tabelle 8: Zusammensetzung von Farbel6sung und Entféarber fur die Coomassie-
Blue-Farbung von Gelen nach Elektrophorese.

2.4.6. Visualisierung gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine

Nach dem Proteintransfer aus den Elektrophoresegelen auf Blot-Matrices wurden die zu
untersuchenden Proteine immunol ogisch durch Verwendung von spezifischen Primaranti-
korpern markiert. Die Priméarantikorper, die an die auf der Nitrozellulose immobilisierten
Antigene gebunden sind, wurden dann in einem zweiten Schritt durch Spezies-spezifische
Sekundarantikdrper erkannt, an die das Enzym Peroxidase kovalent gekoppelt ist. Durch
Inkubation mit Luminolreagenz kann dieses Enzym und somit der gesamte |mmunkomplex
visualisiert werden (Immunblot). Diese sehr sensitive Reagenz zeigt bei der katalytischen
Umsetzung durch die Peroxidase eine Chemoluminiszenz, mit der Rontgenfilme belichtet

werden konnen.

Waschpuffer

TWEEN 20 (v/v)
in PBS, pH 7.2 0,1 %

Blockierungspuffer

Trockenmilch fettfrei (w/v)
in Waschpuffer 0,15 %

Tabelle 9: Zusammensetzung von Wasch- und Blockierungspuffer fur den
Visualisierungsschritt bei Immunblots
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Nach Entfarbung der Ponceau-Férbung wurden die Nitrozellulosemembranen mit Blockierungs-
puffer (Tabelle 9) fur 1 h bei Raumtemperatur geschuttelt und danach bei 4°C mit dem ersten
Antikdrper inkubiert. Dabei wurde im Immunblot ein Gemisch aus polyklonalen Antikdrpern
gegen NOS-1 (Sigma, Minchen), die die Aminosduresequenzen 251-270 und 1409-1429

erkennen, in einer Verdiinnung von je 1:5000 eingesetzt.

Am néchsten Tag wurde der Blot 30 min gewaschen und mit Peroxidase-gekoppelten Goat-
Anti-Rabbit-Antikorpern (Sigma, MUnchen), die zuvor 1:2000 in Waschpuffer (Tabelle 9)
verdinnt worden waren, fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem sorgféltigen
Waschen (3 mal fur 30 min in Waschpuffer) wurde der Blot mit Filterpapier getrocknet und
unter Rotlicht fir 1 min mit 2 ml ECL-Luminolreagenz (je 1 ml Enhancer und Developer;
Amersham, Braunschweig) Uberschichtet. Der Blot wurde nochmals sorgféltig getrocknet und
mit einer transparenten Plastikfolie bedeckt; anschlief3end wurde darauf ein Kodak XR-5-Film
(Kodak, Paris, Frankreich) gelegt. Um das bestmdgliche Verhdltnis von Sensitivitét und
Auflésung / Hintergrund zu erreichen, wurden Filme mit unterschiedlichen Zeiten (5 sec; 15
sec; 30 sec und 1 min) belichtet. Diese wurden anschlief3end mit tiblichen phototechnischen

M ethoden entwickelt (Entwickler und Fixierer: Kodak).

2.5. Bildanalyse
2.5.1. Gerate, Software

Die Bildanalyse wurde an einem Lichtmikroskop Axioskop (Zeiss, Oberkochen) durchgefihrt,
an das Uber eine CCD-Kamera (F10, Panasonic, Hamburg) ein Computer (Desktop G3 233;
Apple Computer, Cupertino, USA) mit PCI-Digitalisierungskarte (PAL-Eingang, 8 bit Graustu-
fentiefe; MiroVideo, Pinnacle Systems, Braunschweig) angeschlossen war. Zur exakten Steue-
rung der Helligkeit des Mikroskopes war in die Stromversorgung des Mikroskopes ein handels-

Ubliches Voltmeter zwischengeschaltet.

Als Software wurde fur die Bildanalyse das Programm Object-Image (v2.06, N. Vischer, Uni-

versitdt von Amsterdam, Niederlande) verwendet, welches grofétenteils auf der ebenfalls als
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Freeware verfugbaren Software NIH Image (W. Rasband, NIH, Bethesda, USA) basiert. Zur
Anpassung der K oeffizienten theoretischer Funktionen an die M ef3werte wurde die Shareware

MacCurveFit (v. 1.5.3, Kevin Raner Software, Mt. Waverley, Australien) benutzt.

2.5.2. Messungen raumlicher Grol3en

Zur Messung von Langen und Flachen wurde das Bildanalysesystem zunachst mit einem
Objektmikrometer (Zeiss, Oberkochen) auf metrische Einheiten kalibriert. Danach wurden die
interessierenden Strukturen mit der Computer-Maus markiert. Die Auswertung und Speiche-
rung der Daten konnten durch die im Bildanalyseprogramm integrierte M akrosprache weit-

gehend automatisiert werden.

2.5.2.1. Messung des Sarkolemmgehaltes

Von der Zunge der Ratte wurden 5 Kryostatschnitte angefertigt und fur NOS-1-Diaphorase
(siehe auch Abschnitt 2.2.2.) inkubiert. Von jedem Schnitt wurden vier Einzelbilder mit dem
10-fach-Objektiv aufgenommen. Diese Einzelbilder spiegelten représentativ die unterschiedli-
chen Areale der histologisch inhomogenen Zungenmuskulatur wider: Zwei Bilder wurden fir
den subepithelialen Bereich mit Epithelanschnitt ausgewahlt, der sich durch eng durchflochtene,
dicht gepackte Skelettmuskelfasern mit einem kleinen Querdurchmesser auszeichnet, zwel
weitere Bilder fir den zentralen Bereich der Zunge, der grolRere Muskelfasern enthalt, die weit
verstreut in mengenmaéldig dominierendem Bindegewebe eingebettet sind. In jedem dieser Bilder
wurden per Zufallsgenerator 5 Fasern ausgewahlt und ihr Umfang mit der Computer-Maus
markiert und ausgemessen. Der durch die Umfange dieser insgesamt 100 ausgemessenen Fasern
ermittelte Sarkolemmgehalt wurde auf die Gesamtzahl der Fasern pro Flache umgerechnet; fur

den Sarkolemmgehalt ergab sich somit die Einheit pm/pm?.

Der EDL wurde dhnlich wie die Zunge analysiert, nur mit dem Unterschied, dafi3 hier die
Einzelbilder entsprechend den von Punkt et al. (1998) beschriebenen Subregionen des EDL

ausgewdhlt wurden.
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2.5.3. Extinktionsmessungen, Datenaufarbeitung

Nach Chieco et al. (1994) wurden schmalbandige Interferenzfilter (Halbwertsbreite |,,,=6 nm)
fur die Absorptionsmaxima von Di-Formazan (575 nm; Seidler 1991) bzw. Diaminobenzidin-
Braun (436 nm; eigene Messungen) in den Strahlengang des Mikroskopes eingebracht. Die
Kalibrierung des Systems auf Extinktionseinheiten erfolgte mittels definierter Graufilter (Zeiss,

Oberkochen).

2.5.3.1. Statische Extinktionsmessungen (Endpunktmessungen)

Hierfur wurden Kryostatschnitte des M. cremaster, wie in den Abschnitten 2.2.5. und 2.2.6.
beschrieben, zum Nachweis der Cytochrom-Oxidasen bzw. GAPDH inkubiert. Danach wurden
von jedem Schnitt drei Bilder aufgenommen und insgesamt 60 Einzelfasern den in Abschnitt
3.3.3. beschriebenen Fasertypen zugeordnet, indem I nkubationen von Folgeschnitten fur SDH

und MHCs (siehe auch Abschnitte 2.2.4. und 2.3.) ausgewertet wurden.

2.5.3.2. Fortlaufende Extinktionsmessungen (Kinetische Messungen)

Zunéchst wurden 10 um dicke Kryostatschnitte von Zunge und EDL auf Deckglaschen mon-
tiert, welche dann mit der Schnittseite nach unten auf Objekttrégern mit Vertiefungen plaziert
wurden, die ca. 100 pl des Inkubationsmediums fur NOS-1-Diaphorase oder SDH enthielten.
Nach Abtupfen Uberschissigen I nkubationsmediums vom Objekttrager wurde zur Fixierung des
Deckglaschens an dessen Rand fllissiges Stearin aufgebracht. Danach wurde der Objekttrager
sofort auf dem Kreuztisch eingespannt und digjenige Stelle des Schnittes aufgesucht, deren
Fasern vorher mittels SDH-Reaktion bzw. MHC-Inkubation (siehe auch Abschnitte 2.2.4. und
2.3.) an Folgeschnitten charakterisiert worden waren. Die Reaktionen liefen somit unter dem
Mikroskop bei Raumtemperatur ab, wobei entweder das 20-fache oder das 40-fache Objektiv
benutzt wurde; dabei wurde die Reaktionszeit gemessen. Wahrend der Initial phase der Reak-
tion (die ersten 10 min) wurde nach jeder Minute ein Bild aufgenommen, und zwar das erste im
Anschluf3 an das oben beschriebene V orgehen nach 2 min. Im weiteren Reaktionsverlauf wurde

alle 5 min ein weiteres Bild gespeichert bis zu einer Gesamtreaktionsdauer von 90 min (NOS-1-
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Diaphorase) bzw. 45 min (SDH). In Abhangigkeit vom verwendeten Muskel und der Objektiv-
starke konnten so bis zu 20 Skelettmuskelfasern pro Reaktion aufgezeichnet und spéter ausge-

wertet werden.

2.5.3.3. Grundlagen der Messung von Grauwerten in Kryostatschnitten

Fur die Messung der NOS-1-Diaphorase im Sarkolemmbereich wurde diese Region zunéchst an
alen interessierenden Fasern (in der Regel alle auf dem aufgezeichneten Bild vorhandenen Fa-
sern) mit der Computer-Maus markiert (Schritt 1 in Abb. 1). Diese Markierung konnte relativ
grob sein und brauchte den Sarkolemmverlauf nicht in allen Feinheiten zu beriicksichtigen
(Abb. 1 B). Das Originalbild B (Abb. 1 A), welches den Bereich der interessierenden Faser + 10
Pixel umfaldt, kann dabei als Menge seiner Pixel P beschrieben werden, wobei jedes Pixel ein

Tupel darstellt, bestehend aus seinen Koordinaten im Bild B und seinem Grauwert GW.:

Mg:={P|OP OB P:=(%,Yp,GW;) Gleichung 1

In Schritt 2 wurde innerhalb der 10-Pixel-Umgebung der Handmarkierung nach den Maxima
der Grauwerte gesucht, die dann der L age des Sarkolemm im Originalbild entsprechen. Zur
Speicherung der Maximawurden diese in eine Maske S (Abb. 1 C) eingetragen, indem das

entsprechende Pixel schwarz (GW=255) eingeférbt wurde:

S={PJOP, 0B} R:=(X,y,GW,) Gleichung 2
f:My - SP - f(P)
R = f(P):=(X =X,

Ys = Yps
GW, =255 falls GW, maximal
in der 10-Pixel-Umgebung

GW;=0 sonst)
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«— Originalbild

Grobmarkierung des
Sarkolemmbereiches
der Faser mit Computer-
Maus

Verlauf der Grauwerte GW entlang der

schwarzen Balken (Teilbilder B-D)
GW A

\ Berechnung der

durchschnittlichen Breite R
der Formazanpréazipitation.

B

Erstellung einer Maske S l

fur alle zum Sarkolemm @
>

gehorenden Pixel mit der
Lange |

Zuordnungsfunktion f
\ cwa
\ In dieser Maske wird de
unscharfe Charakter von
Zellstrukturen nicht

abgebildet.

Umwandlung der Maske S

in eine Fuzzy-Maske §
mit einer angepaldten @ | >
Variante der Gaul3schen 5

Lange |
Glockenfunktion

Durch Bildung einer Fuzzy-
\ GW ‘ Menge ist der unscharfe
2557 Charakter der Zellstruktur
\ besser berucksichtigt.
D Die Starke des Grauwertes

kennzeichnet den Grad der
@ |

Zugehorigkeit zum
lo

Sarkolemm.
Messung der Grauwerte der Pixel des (Stelle mit starkster
Originalbildes unter Berucksichtigung Formazanbildung)

Wiederholung fur jeden Zeitpunkt der Reaktion und fur jede Faser @

ihrer Zugehdrigkeit zum Sarkolemm
(festgehalten in der Fuzzy-Maske §)

P | Datenexport

Abb. 1: FluRdiagramm zur Veranschaulichung der Messung der Grauwerte im Sarko-
lemmbereich
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Zusdtzlich wurde an 20 verschiedenen Stellen des Sarkolemms die Breite Rder Formazanprazi-
pitation bestimmt, indem mit der Methode der kleinsten Fehlerquadrate eine Anpassung an die
Funktion der Normalverteilung (Gaul3sche Glockenkurve; Gleichung 3; vgl. Bartsch 1961)

durchgefiihrt wurde. Der zu optimierende Parameter war dabei R

(I _lo)2

GW()=f ,()=GW, [& = Gleichung 3
mit: o’= 1 R Breite der Formazanprazipitation
' 8n255

l, .. Stelle mit starkster Formazanbildung

I ... Entfernung von |, senkrecht zum Verlauf des
Sarkolemms (entlang des schwarzen Balkens
in Abb. 1B-D)

e ... Eulersche Zahl

In Schritt 3 wurde die Maske Sin eine Fuzzy-Maske § (Abb. 1D) tberfuhrt. Wahrend in S
lediglich Informationen Uber die Lokalisation der Maxima der Sarkolemm-assoziierten For-
mazanprézipitation gespeichert werden, gehen in S zusétzliche Informationen Uber die Breite
der Sarkolemmdarstellung ein, da sich diese nicht auf eine Linie beschranken 143, sondern eher
eine fl&chige Ausdehnung zeigt. Zudem weist diese Flache einen unscharfen Charakter auf, da
die Grauwerte beidseits der Formazanmaxima, die den Sarkolemmverlauf markieren, konti-
nuierlich abnehmen und sich asymptotisch den Hintergrundwerten annahern. Zur mathemati-
schen Modellierung dieses Zusammenhangs wurde eine Fuzzymenge verwendet (Rojas 1996),
da diese eine abgestufte Zugehdrigkeit eines Pixels zur Menge der Pixel des Sarkolemmberei-
ches zul&fdt. Diese abgestufte Zugehorigkeit kommt in den Grauwerten GW, in § (Gleichung 4,
vgl. Gleichung 1 und 2) zum Ausdruck. Die GW,; wurden durch Anwendung des in Gleichung 3
bestimmten mittleren Parameter R,,.,, berechnet, der die durchschnittliche Breite der sarkolem-
malen Formazanablagerung ausdriickt. Dabei bedeutet GW, =255 (schwarz) eine maximale

Zugehorigkeit, GW, =0 (wei(3) dagegen keine Zugehorigkeit zum Sarkolemm:

S:={PI0P, 0B  P:=(x.y,.GW)

_In2551F @ Gleichung 4
Xf = Xs!yf = ys1GVVf :255@ Rl
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In Schritt 4 wurden die Grauwerte aller Pixel im Originalbild (Abb. 1A) mit den GW; aus der
Fuzzy-Maske gewichtet und es erfolgte die Berechnung des durchschnittlichen Grauwertes

GW, ., Und der Standardabweichung StdDev pro Zeitpunkt der Reaktion:

> (W), tow,),
CWgg = =

ean

 (ow)

1=1

3 (6%, - (@) ]

SdDev = 1= o
255 i=l(GWf)i
G ean B ase
mit: (CWyeamcas), = Rue [gm\f\f” o . D255 {ew,) +6w,,,
2y e 207
und GWg,. .- Grauwert des Bildhintergrundes

n ... Anzahl der Pixel des Bildes
0] ... Summationsindizes

Fur Extinktionsmessungen im Faserinneren (fur SDH, Cytochrom-Oxidasen und GAPDH;
siehe auch die Abschnitte 2.2.4., 2.2.5. bzw. 2.2.6.) wurde ebenfalls zunéchst der Sarkolemm-
bereich der zu analysierenden Fasern mit der Computer-Maus markiert. Im Unterschied zum
obigen Vorgehen wurden hierbei samtliche Pixel innerhalb des umrandeten Bereiches unveran-
dert zur Bestimmung des durchschnittlichen Grauwertes und der Standardabwei chung heran-
gezogen und dies wiederum fir jedes aufgezei chnete Bild pro Reaktionszeitpunkt und pro

Faser.

Alle so gewonnenen Werte wurden mit Hilfe der Kalibrierungsfunktion von Grauwerten auf
Extinktionswerte umgerechnet und zur weiteren Datenaufarbeitung (siehe folgender Abschnitt)

aus dem Programm Object-lmage exportiert.



oooboooooosououoboooooon

Diein diesem Abschnitt skizzierten Schritte wurden zur Automatisierung mit der in Object-
Image integrierten Pascal -dhnlichen Programmiersprache in ein Makro umgesetzt. Der Quell-
code daf ir kann unter der folgenden Internetadresse heruntergel aden werden:

http://www.medizin.fu-berlin.de/anatomie/gossrau/GeritPromo/promotion.html

2.5.3.4. Datenaufarbeitung

Die durch das bisherige V orgehen erhaltenen Daten stellen Extinktionswerte in Abhangigkeit

von der Zeit dar.

Fur solche fortlaufenden Extinktionsmessungen kann diese Abhangigkeit in Anlehnung an
Jonker et al. (1995) fir die hier durchgefihrten Reaktionen durch eine quadratische Gleichung

beschrieben werden:
E=f(t):=at’ +bt+c Gleichung 5

Dabe reprasentiert der Koeffizient a die zeitabhéngige Abweichung von der initialen Reaktions-
geschwindigkeit (v,,,), b entspricht v, , und c ist der Leerwert der Extinktion E (zum Zeitpunkt
t; =t —0). Somit erhadlt man v, as erste Ableitung von Gleichung 5 fur t;

init init*

init) Gleichung 6

Die Berechnung der Koeffizienten aus den Mel3werten wurde Software-gesttitzt mit der Metho-
de der kleinsten Fehlerquadrate durchgefuhrt. Mit Hilfe des Lambert-Beer-Gesetzes kann auf
diese Weise die Aktivitét der analysierten Enzyme al's umgesetzte pumol Substrat pro Minute und

cm® wélkriges Gewebe ausgedriickt werden (Jonker et al. 1995). Weiterhin wurdev. .. aus

init
Gleichung 6 zur verwendeten Substratkonzentration in Beziehung gesetzt. Unter der Annahme,
daf3 die Reaktionen einer Michaelis-Menten-Kinetik folgen, konnten darausv, ., und K nach

dem Verfahren von Lineweaver-Burk berechnet werden.

FUr statische Extinktionsmessungen (siehe auch Abschnitt 2.5.3.1.) wurden die Extinktions-

werte zur gesamten Reaktionsdauer ins Verhaltnis gesetzt, so dal3 mit Hilfe des Lambert-Beer-


http://www.medizin.fu-berlin.de/anatomie/gossrau/GeritPromo/promotion.html
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Gesetzes die Aktivitat der Enzyme in der Einheit umol-min™-cm™ ausgedriickt werden konnte.
Diese Aktivitat wurde dann zur eingesetzten Konzentration der NO-Donatoren (siehe auch

Abschnitt 2.2.7.) in Beziehung gesetzt, indem Gleichung 7 zur Anwendung kam:

1

A= f(Cpyopo)= Cmg Gleichung 7

|:IncNODo - d D
A ... Enzymaktivitat
Cyobo ... Konzentration der NO-Donatoren
ab,cd ... Koeffizienten der Funktion

Mit Hilfe des Newtonschen Naherungsverfahrens wurden Software-gestiitzt die Koeffizienten
dieser Funktion bestimmt. Nach Bildung der inversen Funktion (Gleichung 8) wurde dann die

Konzentration der NO-Donatoren berechnet, bei der die Halfte der urspringlichen Enzym-

aktivitat (ohne NO-Donatoren) zu finden war:

Coons = T (Age)= d +——— Gleichung 8
0%
1+B’;E
UCs00, U
21
mit A50% EA\nax
und: Gsooe ... NO-Donatoren-Konzentration bei Ay,
A ... halomaximale Enzymaktivitat
A ... maximale Enzymaktivitat (ohne NO-Donatoren)

e ... Eulersche Zahl
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2.6. Statistik
2.6.1. Allgemeine statistische Angaben

Fur die Untersuchungen im Abschnitt 3.1. wurden je finf mannliche und weibliche Ratten, fur
dieim Abschnitt 3.2. zehn mannliche Ratten und dieim Abschnitt 3.3. sieben ménnliche Ratten
verwendet. Alle Tiere waren zum Untersuchungszeitpunkt 6 Monate alt und gesund. Fur ale
statistischen Auswertungen wurde ein einheitliches Signifikanzniveau von a=0,05 festgel egt.
Alle Ergebnisse mit Streuungswert sind als Durchschnitt + Standardabweichung angegeben. Bei
Durchfuhrung von Tests auf statistische Signifikanz ist der Vergleich der Irrtumswahrscheinlich-
keit p mit der a-Fehlerwahrscheinlichkeit angegeben. Die Bezeichnungen statistischer Grof3en
und Verfahren sowie deren Durchfihrung erfolgte fir Anpassungstests und parameterfreie
Tests nach Bortz und Lienert (1998), im Falle parametrischer Tests nach Kohler et al. (1996),
weiterhin wurde unterstiitzend die Software Statview for Macintosh (Abacus Concepts, Berke-

ley, USA) verwendet.

2.6.2. Mittelwertvergleiche

Fur Vergleiche der zentralen Tendenz von Mel3daten wurde zunachst auf das Vorhandensein
einer Normalverteilung getestet. Dazu wurde bei einer Anzahl der Mef3werte von n=20 der
x*-Anpassungstest durchgefiihrt. Bei n<20 wurde der K olmogorov-Smirnov-Anpassungstest
(KSA-Test) benutzt. Wenn hierbei die Parameter der Normalverteilung aus der auf Anpassung
zu beurteilenden Stichprobe geschétzt werden muften, wurde der KSA-Test mit Lilliefors-
Schranken durchgefihrt. Falls eine Normalverteilung der Mef3werte gesichert werden konnte,
fand der t-Test nach Student Anwendung. Wenn eine Normalverteilung nicht gesichert werden
konnte, wurde bei ausreichend gestreuten Mef3werten den U-Test nach Mann-Whitney benutzt.
Traten allerdings Boden- oder Deckeneffekte der Mel3werte auf, wurde statt dessen der

Kolmogorov-Smirnov-Omnibustest (KSO-Test) verwendet.
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2.6.3. Tests auf Korrelation zweier Merkmale

Dafur die Mel3werte der zu korrelierenden Merkmale mittels der in Abschnitt 2.6.2. beschriebe-
nen Anpassungstests eine Normalverteilung nicht gesichert werden konnte, erfolgte die Korrela-
tion dieser Merkmale tiber die Uberprifung des monotonen Zusammenhangs mittels der Rang-

korrelation nach Kendall. Zuvor wurde eine Rangtransformation der M ef3werte durchgefihrt.

2.6.4. MelRwiederholungsstudie

Um die Validitdt desin Abschnitt 2.5.3. beschriebenen Mefdverfahrens zu Uberprifen, wurde
eine Mel3wiederhol ungsstudie durchgeftihrt. Dazu wurden aus der Grundgesamtheit der (histo-
logisch einheitlichen) Skelettmuskelfasern der Zunge insgesamt 18 Fasern ausgewéhlt, die von
zwei Tieren und jewelils drei Kryostatschnitten stammten. Jeder dieser Schnitte wurde unabhan-
gig von den anderen inkubiert und ausgewertet. Mit den so gewonnenen Werten fir die Aktivi-
tat der NOS-1 wurde nach Sicherung von Normalverteilung und Homoskedastizitét in Anleh-
nung an das bei Kohler et al. (1996) beschriebene Verfahren eine Varianzanalyse durchgefihrt.
Dahierbei die H,-Hypothese, dal? also die Unterschiede zwischen den Mef3werten der einzel-
nen Gruppen nur zufélliger Natur sind, die Wunschhypothese darstellte, wurde nach Bortz und
Lienert (1998) zur Erschwerung der Annahme der H,-Hypothese das Signifikanzniveau auf

0=0,1 festgel egt.





