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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde durch eine Kombination aus protei nbiochemischen, histoche-
mischen und vor allem bildanalytischen Methoden das NOS-1/NO-System in den Skelettmuskel -
fasern von Ratten charakterisiert. Wesentliche Fragestellungen betrafen die Eignung der enzym-
histochemischen NADPH-Diaphorase-Methode zum Nachweis der NOS-1, die Organisation
des Enzyms in Costameren und seine Aktivitét in den verschiedenen Typen von Skelettmuskel -

fasern. Desweiteren wurde die potentielle Regulation NO-sensitiver Enzyme untersucht.

Durch Zugabe von chaotropen Substanzen wie Harnstoff zum I nkubationsmedium konnte eine
Erhohung der Spezifitat der NADPH-Diaphorasereaktion in situ fur die NOS-1 gegentiber

anderen in Skelettmuskelfasern der Ratte vorkommenden NA DPH-Diaphorasen erzielt werden.
Mit weiteren aus der Literatur bekannten Inhibitoren gegen NADPH-Diaphorasen war es dage-

gen nicht moglich, die NOS-1 von den anderen NADPH-Diaphorasen abzugrenzen.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 neben reguldren auch irreguldre Costameren in Skel ett-
muskelfasern existieren. Diese bestehen aus jeweils zwei Einzelringen, die einen regelméaidigen
Abstand von 2 um zueinander aufweisen (und somit Doppelringe bilden). Dagegen war der Ab-
stand zwischen benachbarten irreguldren Costameren auiRerst unregelmafdig. Im Gegensatz zu
reguléren Costameren, die in 10 pm dicken Kryostatschnitten haufig zu finden sind, kommen
irregulére Costameren vorwiegend in Kryostatschnitten mit einer Dicke Uber 30 um oder in
gezupften Skelettmuskelfasern vor. Die irreguldren Costameren lief3en sich als Sarkolemminva-
ginationen identifizieren, die wesentlich hdufiger in kontrahierten als in dilatierten Fasern auf-
treten. Deshalb kommen neben der NOS-1 auch andere Proteine des peripheren Cytoskel etts
(z.B. Dystrophin) in irreguléren Costameren vor, wahrend intrafibrér lokalisierte Molekile wie

o-Actinin fehlen.

Zur Quantifizierung der NOS-1 wurde ein bildanalytisches V erfahren entwickelt, mit dem die
katalytischen Eigenschaften der NOS-1-Diaphorase im Skelettmuskel auf Einzelfaserebene er-
mittelt werden konnten. Hierbei zeigte sich, dal3 die NOS-1 in schnellen (Typ 11-) Skelettmuskel-
fasern hoher konzentriert ist alsin langsamen (Typ |-) Fasern. Desweiteren konnte nachgewie-

sen werden, dai3 innerhalb der Gruppe der schnellen Fasern eine positive Korrelation zwischen
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der oxidativen Stoffwechselkapazitét (bildanalytisch bestimmt durch die SDH-Reaktion) und
der bildanalytisch gemessenen NOS-1-Aktivitét besteht.

Aulerdem konnte durch Bildanalyse gezeigt werden, dal3 von NO-Donatoren freigesetztes NO
die Aktivitat von Cytochrom-Oxidasen und GAPDH in situ hemmt. Je nach Aktivitét dieser
Enzyme in den verschiedenen Fasertypen vermag NO diese Fasern in unterschiedlichem Mal3e
zu beeinflussen. Die c.,,-Werte fur die Cytochrom-Oxidasen waren in allen Fasertypen prak-
tisch gleich. Sie lagen jedoch etwa um eine Grofienordnung niedriger als die ¢,y ,-Werte fur die

GAPDH, bei denen es aber ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Fasertypen gab.

Das NOS-1/NO-System im Skelettmuskel der Ratte ist also in Fasern aktiver, in denen wegen
ihres vorwiegend oxidativen Stoffwechsels zugleich auch eine hohe Aktivitét an potentiellen

Zielmolekulen vorliegt.



