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1. Einleitung

Unter Xenotransplantation versteht man die Ubertragung von Organen, Geweben und Zellen

zwischen Tierarten, bzw. von Tieren auf den Menschen.

Abgesehen von Organgrofle und -form, sowie Korperhaltung des Spendertieres, miissen bio-
chemische Charakteristika wie Oberflichenantigene und die Empfanglichkeit fiir Hormone
moglichst dhnlich sein. Aus diesen Griinden boten sich nicht-humane Primaten als Spender an
(Hammer 1994). Bei diesen Tiere sind die Barrieren, die fiir eine erfolgreiche Xenotransplan-
tation iiberwunden werden miissen, am geringsten (Reemtsma et al. 1964). Neben der auf-
wendigen Zucht in ausreichender Menge und der méglichen Ubertragung von Krankheitser-
regern (z.B. HIV- oder Ebolavirus) stehen diesem Ansinnen auch ethische Bedenken entge-
gen. Eine Alternative stellen Schweine dar, die vergleichsweise einfach zu ziichten sind, oh-
nehin fiir die menschliche Nahrungsversorgung gehalten werden und zumindest in der Kor-
permasse den Menschen dhneln (Lexer et al. 1986, Hammer 1991). Der geringere phylogene-
tische Verwandtschaftsgrad bringt aber auch neue Probleme mit sich. Die Reaktion auf an-
dersgeartete Hormone und Transmitter sowie die Folgen der Ausschiittung fremder Proteine
durch das Organ sind heute noch nicht abzuschéitzen (Hammer 1992a). Schweineherzen z.B.
zeichnen sich bei dhnlicher GroBe und Aktionspotential durch eine andere Innervation und
Morphologie des AV-Knotens als beim Menschen aus (Hammer & Thein 2002). Zusitzlich
zu den zelluldren AbstoBungsphédnomenen, die schon bei der Allotransplantation eine Rolle
spielen, treten xenogene humorale Mechanismen der Abstoung verstirkt in den Vorder-
grund. In diesem Fall spricht man von diskordanter Xenotransplantation im Gegensatz zur
konkordanten, bei der die Abstoung vor allem {iber zellulire Mechanismen vermittelt wird
(Calne 1970, Hammer 1991). Es gibt zwei verschiedene Arten von Antikorpern, die fiir die
Xenotransplantation bedeutsam sind: die praformierten natiirlichen Antikérper (PNAk) und
die induzierten Antikdrper (IAk). Induzierte Antikdrper werden von der kdrpereigenen Ab-
wehr nach Kontakt mit einem bestimmten Antigen gebildet. Im Gegensatz dazu handelt es
sich bei den PNAk um Antikorper hoher Aviditdt und geringer Spezifitit (Hammer 1987), die
ohne vorherige spezifische Sensibilisierung gebildet werden. Der wesentliche Ausldser zur
Bildung dieser Antikorper ist vermutlich der Kontakt mit der Darmflora (Hammer & Hingerle
1992). Je entfernter die phylogenetische Verwandtschaft zweier Spezies ist, desto mehr PNAk
gegen die jeweils andere besitzen sie. Innerhalb einer zoologischen Familie gibt es keine

PNAk (Hammer & Chaussy 1973). PNAk und TAk aktivieren das Komplementsystem {iber
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den klassischen Reaktionsweg (Bergmann et al. 1990). Das Komplementsystem kann jedoch
nicht nur iiber Antikorper aktiviert werden, sondern auch iiber den alternativen Reaktionsweg.
Beides induziert eine hyperakute xenogene TransplantatabstoBungs-Reaktion (HXAR)
(Johnston et al. 1991). In den letzten Jahren wird verstérkt versucht, diese HXAR durch gen-
technische Verdnderung der potentiellen Spendertiere zu vermeiden (Artrip et al. 1997). Ver-
schiedene Systeme sind an der xenogenen AbstoBungsreaktion beteiligt: Zu nennen sind die
natiirliche Immunitét durch praformierte Antikorper, die direkte Aktivierung des Komple-
mentsystems iiber den alternativen Weg, im weiteren Verlauf auch IAk und schlieBlich eine
Reihe von Mechanismen der zelluliren Immunabwehr (Sakai et al. 1976, Sawyer et al. 1995,
Platt 1996). Heute und in naher Zukunft erscheint die klinische Anwendung der Xe-
notransplantation auch durch den Einsatz neuer gentechnischer und immunologischer Metho-
den trotz aller Fortschritte nicht moglich (Lu et al. 1994, Sykes et al. 1994, Fabre 1995,
Schumacher et al. 1995, Minanov et al. 1996, Pourcel et al. 1997). Beim Schwein bekannte
porcine endogene Retroviren (PERV) (Patience et al. 1997) scheinen nicht von klinischer Re-
levanz zu sein. Das Ubertragungsrisiko ist fraglich und bisher nicht gesichert (van der Laan
et al. 2000, Specke et al. 2003). Auch die Aufzucht PERV-freier Schweine scheint moglich
(Hammer 2003, Cooper 2003).

TransplantatabstoBung findet vor allem an den Endothelzellen der xenogenen Blutgefiie
statt, die als erste mit der Abwehr des Empféngerorganismus in Berlihrung kommen. Bei der
HXAR kommt es zur Aktivierung der Endothelzellen mit Freisetzung zahlreicher Mediatoren
(Saumweber at al. 1992, Millan et al. 1994, Bach et al. 1995), Aggregation von Thrombozy-
ten und Leukozyten (Rosenberg 1971) und Lyse der Zellen mit der Folge von Odem, Hi-
morrhagie, Blutgerinnung und Thrombose (Hammer 1995). Sollte es gelingen, die destruktive
Interaktion der Abwehrsysteme des Empfangerorganismus auf das Endothel zu verhindern,
dann wird die Frage bedeutsam, ob und in welcher Weise die parenchymalen Zellen des
transplantierten Organs beeinflusst werden. Die Hemmung der endothelvermittelten Absto-
Bungsreaktion alleine diirfte in vivo nicht ausreichend sein, um die Transplantatfunktion auf

Dauer zu garantieren.

In der vorliegenden Arbeit sollen die Wirkungen der xenogenen Antikorper unter Beriicksich-
tigung des Komplementsystems auf funktionell aktive Parenchymzellen eines Organs unter-
sucht werden. Als Modell dienen schlagende HMZ-Kulturen von neonatalen Ratten, an denen

sich nicht nur biochemische Messungen vornehmen lassen, sondern durch Darstellung des
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Schlagverhaltens auch physikalische Effekte der Antikérper direkt beobachten lassen. Diese
Zellen stellen ein etabliertes Modell dar, mit dessen Hilfe die Effekte zahlreicher endogener
und exogener Substanzen auf das Myokard untersucht wurden (Werdan et al. 1987, 1989,
1991, 1993, 1994). So konnte ein spezifisches und reproduzierbares Muster eines gednderten
Schlagverhaltens dieser Kardiomyozyten nach Zugabe von Seren xenogener Spezies identifi-
ziert werden: einige Sekunden nach Zugabe der xenogenen Seren kommt es zu einem minu-
tenlangen Stillstand der spontanen Kontraktionen, der durch extrazelluldre elektrische Stimu-
lation nicht unterbrochen werden kann; im Verlauf von Minuten kommt es — in der Gegen-
wart der xenogenen Seren — zu einem langsamen Wiederbeginn der spontanen Kontraktionen;
werden zuvor die in den Seren enthaltenen préformierten Antikérper durch Absorption extra-
hiert, so tritt dieses Phdnomen nicht mehr auf, wihrend Komplementinaktivierung alleine
nicht geeignet war, den voriibergehenden Stillstand der Spontankontraktilitdt zu verhindern
(Miiller-Werdan et al. 1994). Diese Beobachtungen waren der Ausgangspunkt fiir die vorlie-
gende Arbeit, in der die chronische Wirkung von Seren mit PNAk auf die Funktion von Kar-
diomyozyten untersucht wurde. Im Vergleich mit durch eine spezifische Immunisierung ge-
wonnenen [Ak konnten Spezifika der Wirkung von PNAk auf Kardiomyozyten erarbeitet
werden, die potentiell Relevanz fiir die in vivo Situation bei Xenotransplantation haben konn-

ten.

1.1.1. Zielsetzungen der vorliegenden Arbeit

In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass die PNAk akut zu einem reversiblen Stillstand spontan
kontraktiler Kardiomyozyten fithren (Klein 1994). In der vorliegenden Arbeit wurden die
chronischen Wirkungen der PNAk im Vergleich zu IAk untersucht. Im einzelnen wurden fol-

gende Fragen angegangen:

1. Losen [Ak dhnliche Phinomene aus wie PNAk oder gibt es einen grundsétzlichen Unter-
schied in ihrer Wirkung auf das Kontraktionsverhalten der HMZ? Gibt es spezifische kar-
diodepressive Profile fiir [Ak versus PNAk?

2. Wirken beide Antikorpertypen (PNAk oder IAk) bei Inkubation von 30 min. oder mehr
zytotoxisch? Existieren diesbeziiglich Unterschiede zwischen diesen distinkten Antikor-
pern? Welche Rolle spielt hierbei das Komplementsystem?

3. Ist gegebenenfalls das Komplementsystem an der Zytotoxizitét beteiligt?

4. Aktivieren die PNAk Botensysteme der Zellen, speziell den Stickoxidstoffwechsel?
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2. Material und Methoden

2.1. Préparation und Kultivierung von neonatalen

Rattenkardiomyozyten

2.1.1. Praparation der Zellen

Ein bis drei Tage alte Ratten werden durch Genickdruck getotet. Unter sterilen Kautelen im
Laminar Flow (Edge Gard Hood, Baker Company Inc., Maine) wird deren noch schlagendes
Herz aus dem Situs isoliert. Die anhaftenden Blutreste werden in eiskalter PBSAG-Losung
(siche 2.9.2.) abgespiilt. Die Herzen werden in kleinste Stiicke zerteilt, deren Kantenldngen
weniger als einen Millimeter betragen. Diese Muskelfragmente werden sofort einer fraktio-
nierten enzymatischen Behandlung unterzogen. Die dazu verwendete Enzymmischung enthilt
0,12% Trypsin und 0,03% Kollagenase. Wahrend zehnminiitiger Inkubation in je 10 ml Lo-
sung bei 37°C wird der Zellverband gelost, die einzelnen Zellen jedoch nicht nachhaltig be-
schidigt. Die Zellsuspensionen, die aus den ersten drei Behandlungen stammen, werden ver-
worfen, da in ihnen der Anteil von Zellfragmenten, Erythrozyten und Bindegewebszellen ver-
gleichsweise hoch ist. Die nachfolgenden, Einzelzellen enthaltenden Suspensionen werden in
Zentrifugenrdhrchen verbracht, in denen sich je 2 ml steriles und eisgekiihltes Ziichtungsme-
dium (serumhaltiges CMRL, siehe 2.9.2) befinden. Durch die Kélte und den Serumgehalt des
Ziichtungsmediums wird die proteolytische Wirkung aufgehoben. Im Anschluss daran werden
die Zellen zehn Minuten zentrifugiert (300 g) und der Uberstand verworfen. Das zellhaltige
Sediment wird in Ziichtungsmedium (37°C) erneut in Suspension gebracht. Die Trennung der
Kardiomyozyten von ,,non-muscle-cells* erfolgt mittels der ,,differential attachment techni-
que® (DAT). Die Suspension wird in ein 175 cm? Kulturflaschchen (Nunclon Plastics, Dine-
mark) gefiillt und zwei Stunden bei 37° C inkubiert. Wihrend dieses Zeitraums heften sich
die ,,Bindegewebszellen* am Boden des Flidschchens an. Die Kardiomyozyten hingegen blei-
ben lose im Uberstand und kénnen so am Ende der Inkubationszeit gesondert abpippetiert
werden. Nach Verdiinnung mit Ziichtungsmedium auf die erwiinschte Zelldichte werden die

Herzmuskelzellen erneut ausgesit.
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Hierfiir werden entsprechend der Zellkulturgefdfle entweder 5 ml Zellsuspension pro Flésch-
chen (Nunclon Plastics, Ddnemark) oder 2 ml pro Loch (Falcon Plates, 6-well, Nr. 3846, Bec-
ton Dickinson, New Jersey) in einer Zelldichte von ca. 100 000 Zellen/cm? eingefiillt. Die
Zellkulturen werden dann im Brutschrank bei 37°C und gesittigter Wasserdampf-Atmosphére
inkubiert. Da das verwendete Kulturmedium durch den Gehalt an HEPES und Phosphatpuffer
eine hohe Pufferkapazitit besitzt, ist es nicht notwendig, die Zellen in einer mit CO, angerei-

cherten Luft in Bikarbonatpuffer zu ziichten.

Abbildung 1: Herzmuskelzellen 48 Stunden nach Beginn der Kultivierung (600fache Vergrofierung im
Phasenkontrastmikroskop). Aus: Werdan K, Reithmann C (1987).
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Abbildung 2: Die einzelnen Schritte bei der Prdparation der neonatalen Rattenkardiomyozyten.
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2.1.2. Kultivierung der Zellen

Im Verlauf der ersten 24 Stunden heften sich die Kardiomyozyten am Boden des jeweiligen
KulturgefiaBles an. In dem serumhaltigen Ziichtungsmedium koénnen durch den Gehalt an
Wachstumsfaktoren noch Reparaturvorgiinge ablaufen. Nach dieser Zeitspanne wird serum-
haltiges gegen serumfreies Medium (siche 2.9.2.) ausgetauscht, in welchem sich die ,,Nicht-
Muskelzellen* nicht mehr teilen konnen. Da diese Zellen, die weniger als 10-20% der kulti-
vierten Zellen ausmachen, in serumhaltigem Medium eine hohe Proliferationsrate besitzen,
wiirden sie die Myozyten in kurzer Zeit {iberwuchern. Die Kardiomyozyten bilden einen
spontan und synchron kontrahierenden Monolayer und kénnen bei tdglichem Mediumwechsel
fiir mehrere Tage bis Wochen geziichtet werden. Die Versuche werden fiir gewohnlich am
dritten Tag nach der Prédparation durchgefiihrt, um standardisierte Bedingungen zu gewihr-
leisten. Die Zellen zeigen zu diesem Zeitpunkt ein besonders gleichmifliges spontanes
Schlagverhalten. Durch den bis zu diesem Zeitpunkt erfolgten zweimaligen Mediumwechsel

ist das serumhaltige Praparationsmedium bis auf minimale Reste ausgewaschen.

2.2. Gewinnung und Aufbereitung der Seren

2.2.1. Gewinnung von humanem Blut

Der Mensch ist zur Ratte diskordant. Als Beispiel eines xenogenen Systems wird humanes
Blut, das PNAk gegen Rattenantigene enthilt, zum Einsatz an der Ratten-HMZ-Kultur ge-
wonnen. Fiir die Experimente wird Serum mit hohem Antikorpertiter gegen Rattenerythrozy-
ten (siche 2.3.1.) ausgewdhlt. Das Blutgewinnung erfolgt durch Punktion einer oberflachli-

chen Vene mittels Butterflykaniile.

2.2.2. Gewinnung von Blut mit induzierten Antikérpern

Zur Untersuchung der Wirkung von IAk dient das Serum spezifisch immunisierter Kanin-
chen. Als Immunisierungsmaterial dienen ein Rattenherzhomogenat oder Zellen aus einer
Rattenherzzellkultur. Zur Herstellung des Herzhomogenats werden die Herzen von fiinfzehn
neonatalen Ratten eingesetzt. Die blutfreien Rattenherzen werden im Glaspotter unter Zugabe
von PBSAG homogenisiert. Kulturzellen sind préparierte Kardiomyozyten (sieche 2.1.1.) von
ungefihr fiinfzehn Ratten aus einer Zellkulturflasche (600 ml; Nunclon Plastics, Ddnemark).

Wenige Stunden nach dem Wechsel von serumhaltigem auf serumfreies Medium werden die
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Zellen nach dreimaligem Spiilen mit je 20 ml Stopplosung (siehe 2.9.2.) vom Boden des

Flaschchens abgekratzt und in 5 ml Stopplosung suspendiert.

Zur weiteren Verarbeitung werden sowohl die Kulturzellen als auch das Herzhomogenat in
Zentrifugenrohrchen gefiillt und zehn Minuten bei ca. 3800 U/min zentrifugiert. Das nach
zweimaligem Absaugen des Uberstandes und jeweiliger Resuspension mit PBSAG gereinigte
Sediment dient als Antigen. Die Immunisierung der Kaninchen erfolgt mit ca. 1 ml der jewei-
ligen Losung s.c. am lateralen Rumpf an den Tagen 1, 8 und 23. Unter Narkose mit einer 1:1-
Mischung von Ketanest und Rompun (intramuskuldr) werden die Tiere am 31. Tag durch

Herzpunktion entblutet. Pro Kaninchen kénnen etwa 100 ml Blut gewonnen werden.

2.2.3. Aufbereitung des Blutes

Sowohl Kaninchen- als auch Menschenblut werden sofort nach der Entnahme in Zentrifugen-
rohrchen (50 ml) gefiillt, die 10-15 Glaskiigelchen enthalten, an denen das Fibrin und die zel-
luldaren Bestandteile koagulieren. Nach 45 min. bei +4°C wird das Serum durch mehrmaliges

Zentrifugieren bei ca. 3000 U/min. vom Zellpellet abgetrennt und sofort weiterverarbeitet.

2.2.4. Gewinnung von Rattenerythrozyten

Ratten werden im Athertopf betidubt. Unter Aufrechterhaltung der Narkose wird das Abdomen
eroffnet und im Retroperitonealraum die Aorta freiprépariert. Das Blut wird iiber eine Kaniile
mit einer Einmalspritze, die 500 I.LE./ 10 ml Heparin enthilt, aus der Aorta entnommen. So-
dann werden bei 3800 U/min. die Erythrozyten abzentrifugiert und durch dreimaliges Re-

suspendieren mit PBSAG und erneutes Abzentrifugieren gewaschen.

2.2.5. Antikorperabsorption

Um den Einfluss der Antikorper selektiv nachzuweisen, werden Kontrollversuche mit spe-
zies-spezifisch antikorperfreiem Serum durchgefiihrt. Hierzu ist es erforderlich, die gegen

Ratten-epitope gerichteten praformierten Antikorper aus dem Serum zu entfernen.

Zur Absorption der PNAk wird ein Teil des Serums mit Rattenerythrozyten inkubiert. Ratten-
erythrozyten (Gewinnung siehe 2.2.4) werden in gleicher Menge dem Serum zugegeben. Die
erste Absorption ist nach 30 min. Inkubation bei Raumtemperatur abgeschlossen. Wéhrend
dieser Zeit werden die Rohrchen gelegentlich geschwenkt. Die mit Antikérpern beladenen

Erythrozyten (Erythrozyten + PNAk) werden bei 3800 U/min. abzentrifugiert, und das im
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Uberstand befindliche Serum wird zur zweiten und erschdpfenden Inkubation auf frische Rat-
tenerythrozyten pipettiert. Nach weiteren 30 min. und erneutem Zentrifugieren wird das spe-

ziesspezifisch antikdrperfreie Serum in Aliquots bis zur Verwendung eingefroren.

Zur Absorption von induzierten Antikdrpern wird im wesentlichen gleich vorgegangen. Aller-
dings wird statt der Erythrozyten Rattenherz verwendet, das in einem Glaspotter homogeni-
siert wurde. Das Rattenherz entspricht dem, das zur Immunisierung eingesetzt wurde. So ge-

lingt es, spezifisch die durch Immunisierung gebildeten Antikorper zu extrahieren.

2.2.6. Seruminaktivierung

Zur Dekomplementierung wird das Serum im Wasserbad fiir 30 min. auf 56°C erwadrmt. Da-
mit verlieren die hitzelabilen Komplementfaktoren ihre Wirksamkeit. Falls das Serum nicht
sofort verwendet wird, wird die Inaktivierung kurz vor dem Versuch noch einmal fiir 10 min.

wiederholt.

2.2.7. Dialyse des Serums

Um bei der Inkubation der in SM kultivierten HMZ mit den Seren Differenzen des pH und
der Elektrolyt- und Aminosdurekonzentrationen auf die Herzzellen zu vermeiden, werden die
einzelnen Serumgruppen gegen das synthetische Medium (serumfrei!) dialysiert. Die Seren
werden in Dialyseschlduche (Porengrofle 10 kD, Reichelt Chemietechnik, Heidelberg) gefiillt
und fiir mindestens 24 Stunden im Kiihlraum in einen mit Parafilm verschlossenen Glaskol-
ben gehdngt, in dem sich SM befindet, das durch einen Magnetriihrer in Bewegung gehalten

wird.

2.3. Kontrolle der Serumqualitat

2.3.1. Bestimmung des Hamagglutinationstiters

Mittels des direkten Hamagglutinationstests gegen Rattenerythrozyten lisst sich der Antikor-
pertiter des jeweiligen Serums gegen Rattenepitope ermitteln. Beim Hémagglutinationstest

wird die Fahigkeit der Antikorper, Erythrozyten zu Aggregaten zu vernetzen, genutzt.

Nachdem die Komplementfaktoren der Seren durch Inkubation bei 56°C im Wasserbad inak-
tiviert worden sind, werden die Seren in einer Reihe von 1:2 bis 1:4096 verdiinnt. Anschlie-

Bend werden die Rattenerythrozyten (Gewinnung siehe 2.2.4.) hinzugefiigt, es folgt eine 90-
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miniitige Inkubation bei 37°C. Danach werden die Proben fiir 30 min. bei 4°C gelagert. Der
Hamagglutinationstiter entspricht derjenigen Serumkonzentration, bei der im Mikroskop ge-

rade noch Aggregate von drei agglutinierten Erythrozyten nachweisbar sind.

2.3.2. Bikarbonat-Bestimmung

Die Bikarbonatkonzentration im Serum wird vor und nach der Dialyse ermittelt, um den Er-
folg derselben zu tiberpriifen. Zur Messung dient das Blutgasanalysegerit Acid-Base Labora-

tory der Firma Radiometer Kopenhagen.

2.3.3. Bestimmung der Konzentrationen von Natrium, Kalium und Kalzium

Auch die Messung der Kalium-, Natrium- und Kalziumkonzentration dient der Kontrolle des
Dialyseerfolges zur Vermeidung von Storeinfliissen auf die Zellen durch Elektrolytverschie-
bungen. Die Bestimmung der drei Kationenkonzentrationen wird mit einem Flammenphoto-

meter der Firma Eppendorf (FCM 6341) vorgenommen. Jede Probe wird dreifach gemessen.

2.4. Bestimmung der Kontraktilitdtsparameter

2.4.1. Aufbau der Messapparatur

Zur Beobachtung der schlagenden HMZ dient ein Phasenkontrastmikroskop (Zeiss Axiovert
100) mit ca. 320-facher Vergroerung, welches in eine Plexiglaskammer (Laborwerkstatt
GroBhadern) eingebaut ist. Um Einfliisse von Temperaturschwankungen auf die Zellen zu
vermeiden, wird die Lufttemperatur (Soll 39°C) in dieser Kammer iiber einen Thermostaten

gesteuert (Minco Temperature Controller CT137).

Das Bild der Kardiomyozyten wird durch eine an das Mikroskop angeschlossene Videokame-
ra (Sony Video Camera Module XC-77CE) auf einem Schwarzweilmonitor (Grundig) darge-
stellt. Auf dem Monitor kann das Schlagen der Zellen online beobachtet werden. Die dunklen
Zellkorper bilden mit dem helleren Hintergrund einen deutlichen Kontrast. Diesen nutzt man
zur Aufzeichnung der Kontraktionen, indem man analoge Phototransistoren (Siemens
BPY61), die am Monitor befestigt sind, so einstellt, dass sie auf einen Zellrand gerichtet sind.
Die nun bei den Kontraktionen der Zelle an dieser Stelle auftretenden Schwankungen der

Lichtintensitdt entsprechen den Kontraktionen der Zelle. Das Signal der Phototransistoren
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kann nach Verstarkung und elektronischem Filtern mit einem Helligeschreiber graphisch dar-

gestellt werden.

Mit Hilfe eines VHS-Recorders (Bauer Video Cassette Recorder VRP 30) kann das Bild der
Kamera zusitzlich auf Videoband aufgenommen werden. Dadurch besteht die Moglichkeit,

mit Hilfe dieser Aufzeichnung spéter noch weitere Zellen der Auswertung zuzufiihren.

Phototransistor

Monitor
Phasenkontrastmikroskop

mit Kamera
in beheizter

. Plexiglaskammer
Videorecorder

Elektrooptische Umwandlung
und
elektronischer Filter

AVIWAN

M Schreiber

Abbildung 3: Aufbau der Messapparatur

2.4.2. Bestimmung der Kontraktionsparameter

Die Anderung der Lichtintensitiit am Zellrand kommt durch die zyklischen Kontraktionen und
Relaxationen der jeweiligen Zelle zustande. Die graphische Darstellung der durch die Photo-
dioden aufgenommenen Signale mit dem Helligeschreiber erlaubt bei bekannter Papierge-

schwindigkeit eine Bestimmung der Frequenz bzw. der Kontraktionsdauer durch Ausmessen
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der Abstdnde der einzelnen Kontraktionen. Durch Messen der Amplitudenh6he der einzelnen

Ausschliige l4sst sich die relative Anderung der Kontraktionsamplituden erfassen.

Zusitzlich zur Anderung der Lichtintensitit - dem MaB fiir die Pulsationsamplituden - wird
mit dem Helligeschreiber die erste Ableitung der Pulsationsamplituden nach der Zeit aufge-
zeichnet. Die Peaks dieser zweiten Kurve entsprechen der maximalen Kontraktions- und Re-

laxationsgeschwindigkeit, welche ebenfalls in relativen Einheiten bestimmt werden.

Diese Parameter lassen Aussagen iiber die Frequenz (Chronotropie) zu, die direkt gemessen
wird, aber auch iiber die Relaxations- (,,Lusitropie) und Kontraktionsgeschwindigkeit (,,Ino-
tropie) der spontan schlagenden Kardiomyozyten. Als Ersatzparameter fiir die Kontraktions-
bzw. Relaxationskraft gelten die maximale Kontraktions- bzw. Relaxations-geschwindigkeit
(Werdan & Erdmann 1989). Da mit dieser Auswertungsmethode nicht die Kraft direkt gemes-
sen werden kann, sondern nur Parameter, die indirekt einen Riickschluss auf die Kontrakti-
ons- bzw. Relaxationskraft erlauben, werden die Begriffe ,,Inotropie* und ,,Lusitropie® in An-

fiihrungszeichen gesetzt.

Da bei den Versuchen spontan schlagende Herzmuskelzellen verwendet werden, ist die Kon-
traktionsfrequenz nicht konstant, sondern unterliegt Undulationen im Sinne einer Schlagfre-
quenzvariabilitit. Die Frequenz beeinflusst jedoch auch die Pulsationsamplitude; je hoher die
Frequenz ist, desto niedriger ist die Amplitude und umgekehrt (,,negative stair case*). Folg-
lich muss die Frequenz bei der Bestimmung von ,,Inotropie” und ,,Lusitropie beriicksichtigt

werden.

Die Kontraktionsparameter im Rahmen der einzelnen Versuche werden erfasst, indem eine
Minute vor Serumzugabe und wihrend der ersten fiinf Minuten danach alle 15 Sekunden je
sechs Kontraktionen ausgewertet werden. Bei linger dauernden Beobachtungszeitraumen
werden anschlieBend pro Minute sechs Kontraktionen analysiert. Aus den gewonnenen Daten
werden Mittelwert und Standardabweichung berechnet und graphisch dargestellt. Die Stan-
dardabweichung ldsst eine Aussage iiber die RegelmaBigkeit der Kontraktionen zu, analog

dem klinisch angewandten Parameter der Herzfrequenzvariabilitét.
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Die bei der Auswertung erfassbaren fiinf Parameter fiir das Schlagverhalten der Herzmuskel-

zellen sind demnach:

1. Frequenz (Chronotropie)

2. Pulsationsamplitude

3. ,.Inotropie*

4. ,Lusitropie*

5. Regularitdt der Kontraktionen

Der Ablauf der Versuche gestaltet sich folgendermaf3en:

Die Zellen (in 6er-Plates) werden unter das Phasenkontrastmikroskop gebracht, die Photo-
elektrode auf eine Zelle eingestellt und Videoband und Helligeschreiber gestartet. Nach einer
Minute Beobachtung wird unter Sicht das synthetische Medium (SM) gegen neues SM ausge-
tauscht. Wenn die Zellen dies ohne wesentliche Anderung ihres Schlagverhaltens iiberstehen,
wird nach weiteren zwei Minuten Beobachtung das SM gegen das jeweilige Versuchsmedium
ausgetauscht. Nach einer halben Stunde wird der Versuch beendet. Alle Seren werden fiir die

Versuche jeweils 1:2 mit SM verdiinnt.
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Abbildung 4: Bestimmung der Kontraktilititsparameter durch Ausmessen der vom Hellige-Schreiber
aufgezeichneten Kurven. Die oberste Linie dient der Zeitskalierung, jeder senkrechte Strich entspricht
einer Sekunde. Die obere der beiden Kurven stellt die Anderung der Lichtintensitit am Rand einer
sich kontrahierenden Zelle dar. Aus den Abstinden der einzelnen Kontraktionen ldsst sich die Perio-
dendauer und damit die Frequenz bestimmen. Die Pulsationsamplitude ergibt sich aus dem Abstand
zwischen Maximum und Basislinie. Die untere Kurve ist die erste Ableitung der oberen Kurve nach
der Zeit. Aus ihr lassen sich die maximale Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit ermitteln.
Die max. Kontraktionsgeschwindigkeit ergibt sich aus dem Abstand zwischen Kurvenmaximum und
Basislinie, die max. Relaxationsgeschwindigkeit aus dem Abstand zwischen Kurvenminimum und Ba-
sislinie.

2.4.3. Inkubation der Kardiomyozyten mit induzierten Antikérpern in

verschiedenen Verdiinnungen oder in verschiedenen Serumaufbereitungen

Bei der Untersuchung der Konzentrationsabhingigkeit der Wirkungen von induzierten Anti-
korpern oder der Wirkung verschieden aufbereiteter Seren wurde zur simultanen Erfassung
von moglichst vielen Kulturgefd3en ein anderer Versuchsautbau gewéhlt. Hierbei wurden die
spontanen Kontraktionsfrequenzen mit Hilfe eines Handzéhlers iiber eine Dauer von zehn Se-

kunden pro Gesichtsfeld ausgezéhlt.

Fiir die Versuche, bei denen die Wirkung der induzierten Antikorper in verschiedenen Ver-

diinnungen iiber 60 min. untersucht wird (siche 3.2.2.), wird nach einem genau festgelegten
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Zeitplan verfahren. Auf diese Weise werden etwaige Unterschiede durch verschiedenes Alter
der Zellen und/oder unterschiedliche Inkubationsdauer ausgeschlossen. Pro Kulturloch wird
je ein Gesichtsfeld ausgezdhlt, und zwar vor Zugabe der jeweiligen Serum-Medium-
Mischung und dann 15, 30, 45 und 60 min. danach. Auch das Fiittern der Zellen mit der je-
weiligen Inkubationslésung sowie das ,,Abstoppen® des Zellstoffwechsels erfolgt unter ge-
nauer Einhaltung des Zeitplans. Beim ,,Abstoppen‘ wird der Zellstoffwechsel durch Zugabe

von 4 ml eiskalter Stopplosung pro Kulturloch unterdriickt.

Der Einfluss von verschieden aufbereiteten Serumaliquots auf die Kontraktionsparameter {i-
ber 2 h (siehe 3.2.3.) wird nach demselben Muster untersucht, allerdings erfolgt eine Fre-
quenzbestimmung nur zu den Zeitpunkten t = 0 (vor Zugabe) und t = 2 h. Bei den eingesetz-
ten Proben handelt es sich um ausschlieBlich dialysiertes Serum (K-RHS und K-RZK) und
solches, das zusdtzlich bearbeitet wurde; und zwar durch Absorption der Antikdrper (K-

RHSa) oder Inaktivierung des Komplementsystems (K-RHS1).

Zur Untersuchung des Frequenzverhaltens iiber 4 h (siehe 3.2.4.) wird im wesentlichen gleich
vorgegangen. Eine Frequenzbestimmung erfolgt vor Zugabe der Serum-Medium-Mischung
und an diese anschlieBend bis einschlieBlich des Zeitpunktes t = 4 h alle 60 min.. Pro Kultur-

loch und Zeitpunkt werden je drei Gesichtsfelder ausgezéhlt.

An einem Versuchstag, an dem vergleichsweise viele Zellen aufgrund der natiirlichen Varia-
bilitdt iiberhaupt nicht schlagen, werden die Zellen durch Elektroden stimuliert. Diese werden
in das Inkubationsmedium in den Kulturlochern gehéngt. Es werden im Labor fiir andere Ver-
suche vorhandene Elektroden verwendet, die an einem sogenannten Perfusions-
Stimulationsadapter befestigt sind. Diese werden an einen Grass SD Stimulator angeschlos-
sen (100 V, Pulsdauer 5 msec, Stimulationsfrequenz 100/min). Die Zellen werden fiir wenige

Sekunden stimuliert, dann werden die Stimulationselektroden wieder entfernt.

Bei der Inkubation iiber 24 h (siehe 3.2.5.) wird die Frequenz vor Zugabe und zum Zeitpunkt
t =24 h in je drei Gesichtsfeldern pro Kulturloch bestimmt.
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2.5. Zytotoxizitatsparameter

2.5.1. Proteinbestimmung nach Lowry

Nach Ende der Inkubationszeit mit dem jeweiligen Serum werden die Zellen zweimal mit 0°C
kalter Stopplosung (sieche 2.9.2.) gespiilt, um den Stoffwechsel der Zellen zu fixieren. Auller-
dem werden auf diese Weise Serumreste und abgeldste Zellen entfernt. Dann wird 1 ml 0,2 M
NaOH auf die Zellen pipettiert, unabhingig davon, ob die Zellen sich in Flaschchen oder in
6er-Platten befinden. Die Zellen werden dann fiir 24-48 Stunden bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Wihrend dieser Zeit 16st die Natronlauge die Zellen komplett auf. Anschliefend
wird die Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry, 1951) durchgefiihrt. Die Standardkurve

wurde mit Rinder-Serumalbumin erstellt.

2.5.2. Kaliummessung

Einen sehr sensitiven Parameter zur Bestimmung der Zytotoxizitit stellt die Messung des am
Ende der Inkubation mit den jeweiligen Antikdrpern noch in den Zellen vorhandenen Kali-
ums dar. Das in der NaOH (Detergens) zur Proteinbestimmung nach Lowry enthaltene Kali-
um entspricht der Menge Kalium, die am Versuchsende noch intrazelluldr enthalten war.
Hieraus lassen sich Riickschliisse auf die Unversehrtheit der Zellmembran und des Energie-
stoffwechsels ziehen. Das Kalium wird mit Hilfe eines Eppendorf-Flammenphotometers ge-
messen. Zu diesem Zweck werden eine Nulllosung (1:10 mit Aqua bidest. verdiinntes Deter-
gens) und eine Kalium-Standardldsung (Nulllosung mit einer 37,5 pM KCl-Konzentration)
hergestellt. Die Eichung des Flammenphotometers erfolgt, indem nach Abgleichung des
Nullwertes auf der Kaliumskala des Photometers der Messwert fiir die Standardlosung mit 7,5
Einheiten gleichgesetzt wird. Die Kaliumkonzentration in den Proben (die vor der Messung

ebenfalls 1:10 verdiinnt werden) ergibt sich aus der Formel

Kt 37,5 *]7\4Seﬁwert [#M]

Als MaB der Zelldichte in dem jeweiligen Kulturgefdll werden die Messergebnisse auf die
jeweilige Proteinkonzentration bezogen, so dass man am Ende Kalium [nmol] pro Protein

[mg] erhélt.
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2.5.3. Messung von energiereichen Phosphaten mit der HPLC

Als Ausgangsmaterial dienen die Zellen von zwei 6er-Platten, von denen eine mit TAk-
haltigem Serum (K-RHS) in einer 1:2-Verdiinnung mit SM, die andere als Kontrollgruppe mit
SM befiittert wird; pro Well werden jeweils 2 ml der entsprechenden Losung eingesetzt. Die

Zellen werden anschliefend fiir zwei Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Um die Auswirkungen der induzierten Antikdrper auf die Produktion von energiereichen
Phosphaten in den Kardiomyozyten untersuchen zu konnen, wird nach der Inkubation eine
ATP-Extraktion durchgefiihrt. Hierzu werden nach dem Absaugen der jeweiligen Medien am
Ende der Inkubationszeit alle Wells dreimal mit je 2 ml 0°C-kalter Stopplosung gespiilt. Dann
werden die Zellen jedes Kulturlochs sorgfiltig mit je 400ul 8%iger Perchlorsédure (PCA) be-
netzt. Die Platten werden fiir zehn Minuten auf Eis gestellt und wéhrend dieser Zeit dreimal
geschwenkt. Nachdem aus jedem Well 350 pl in je ein Eppendorf-Cup pipettiert wurden, wird
die restliche PCA sorgfiltig abgesaugt und pro Well 1 ml 0,2 M NaOH zur Proteinbestim-
mung nach Lowry (siehe 2.5.1.) hinzugefiigt. Der pH der PCA-L6sung in den Cups wird mit
1,25 M und 0°C kalter K,COs auf einen Sollwert von pH 6-7 neutralisiert, was mittels pH-
Papier tiberpriift wird. Die Proben werden bei -20°C vorgefroren und anschlie3end bei -40°C

aufbewahrt.

Die Analyse des ATP-, CP- und GTP-Gehaltes der Proben erfolgt mittels ,,reverse phase*
Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC). Das HPLC-System besteht aus einer Pumpe
(LKB 2150 HPLC Pump), einem Detektor (LKB 2151 Variable Wavelength Monitor), einer
C14-Saule (Fa. Shandon) und einem Schreiber (LKB 2210 Recorder 1-Channel). Als mobile
Phase dient Ammoniumdihydrogenphosphat (75 mM, pH 5,75) mit einer Flussrate von 1,5
ml/min. Die Apparatur wird zuerst mit entgastem Methanol, dann mit entgastem und HPLC-
reinem Aqua bidest. und schlieBlich mit entgastem Puffer gespiilt. Zuerst werden die Stan-
dards injiziert und dann die Proben. Die Proben werden nach dem Auftauen fiir zwei Minuten
zentrifugiert. Fiir die Messung wird der Uberstand aus den Cups abgenommen, ohne das Pel-

let aufzuwirbeln.

2.5.4. Trypanblauféarbung

Eine sehr gebrduchliche, aber wenig sensitive Methode zur Untersuchung der Zytotoxizitét
stellt die Trypanblauausschlussmethode dar. Lebende Zellen sind fahig, Trypanblau aus dem

Zytoplasma aktiv auszuschleusen. Wenn die Zellmembran nicht mehr intakt ist, farben sich
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die Zellen an, so dass iiberlebende und tote Zellen farbetechnisch unterschieden werden kon-

nen.

Die Zellen, die sich in drei 6er-Platten befinden, werden mit drei unterschiedlichen Medien
bestiickt. Eine Platte wird mit humanem Serum (XS), die zweite mit [Ak-haltigem Serum (K-
RHS) und die dritte als Kontrolle mit SM befiittert. Pro Kulturloch werden 2 ml eingesetzt,
wobei die Seren vorher jeweils 1:2 mit SM verdiinnt werden. Die Zellen werden fiir zwei
Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Danach werden das Medium bzw. die Serum-
Medium-Mischung abgesaugt. Die Zellen werden dreimal mit PBSAG abgespiilt, um Serum-
reste zu entfernen, welche die Trypanblaufdrbung storen konnten, da Trypanblau eine hdhere
Affinitdt zu Serum- als zu Zellproteinen hat (Geschickter, 1936). Die letzte PBSAG-Ldsung
wird abgesaugt und 1:10 mit PBSAG-Losung verdiinntes Trypanblau auf die Zellen gegeben.
Nach einigen Minuten werden die Zellen unter dem Lichtmikroskop bei einer 12x10-fachen

VergroBerung betrachtet, und das Ergebnis wird photographisch festgehalten.

2.5.5. Elektronenmikroskopische Untersuchung

Die Elektronenmikroskopie erlaubt eine prézise ultrastrukturelle Beurteilung als Anhalt fiir
die Zellvitalitit. Fiir diese Untersuchung werden die Zellen in Zellkulturflischchen wie bei
der Trypanblaufarbung drei Gruppen (SM, XS und [Ak) zugeordnet und fiir zwei Stunden bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss daran wird das Medium aus den Flidschchen
abgesaugt, und die Zellen werden fiir weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur mit
6,25%iger Glutaraldehyd-Losung in Sorensen-Phosphat-Puffer fixiert. Nach Absaugen des
Glutaraldehyds werden die Zellen dreimal mit 1-2 ml Saccharosepuffer pro Fldschchen ge-
spiilt. Es werden pro Flaschchen nun 5 ml Saccharosepuffer zugegeben; so kdnnen die

Flaschchen bis zur Untersuchung im Kiihlschrank autbewahrt werden.

Die elektronenmikroskopische Untersuchung erfolgte freundlicherweise durch Herrn Prof.
Dr. Miiller-Hocker vom Pathologischen Institut der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miin-

chen.
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2.6. Einfluss von PNAk auf Kardiomyozyten bei Inkubation bis
zu 24 Stunden

2.6.1. Frequenzbestimmung

Es werden Zellen in Sechs-Loch-Platten verwendet. Zur Bestimmung der Frequenz werden
vor Zugabe der jeweiligen Serum-Medium-Mischung bzw. von SM (Kontrolle) und alle zwei
Stunden danach die Frequenzen von fiinf Gesichtsfeldern pro Well ausgezédhlt. Zum exakten
Zidhlen wird ein Handzdhler verwendet; eine Aufzeichnung und Auswertung der Kontraktio-
nen, wie in 2.4.2. beschrieben, ist bei diesen Versuchen nicht moglich, da dies den eng gestaf-
felten Zeitplan des Versuchsprotokolls, das eine simultane Frequenzmessung in vielen Platten
vorsieht, sprengen wiirde. Die Flitterung erfolgt nach Zdhlung der Ausgangsfrequenzen fiir
die jeweilige Platte. Die zeitliche Staffelung der Messzeitpunkte wird so vorgenommen, dass

die Inkubationsperioden fiir jedes Gefdl3 gleich lang sind.

2.7. Auswirkungen der PNAk auf den Stickoxid-Stoffwechsel

2.7.1. Versuchsaufbau

Stickoxid (NO) spielt als Mediatorsubstanz ubiquitir, vor allem auch am Herzen, eine wichti-
ge Rolle. Um zu untersuchen, welchen Einfluss xenogenes Serum auf die NO-Produktion der
Herzmuskelzellen hat, werden Versuche zur deren Abhéngigkeit sowohl von der Inkubations-
zeit als auch von der Serumkonzentration unternommen. Mit der jeweiligen Serum-Medium-
Mischung werden zum einen die Zellen befiittert, zum anderen wird je 1 ml in leere Fldsch-
chen gefiillt und fiir die gleiche Zeit im Brutschrank aufbewahrt wie die Zellen. Diese Serum-
Medium-Mischung dient als Nullwert bei der Bestimmung der NO-Produktion durch die Zel-
len. Am Ende des Versuches werden aus der Versuchs- und der Kontrollgruppe je zweimal
0,5 ml abgenommen und bei -20°C eingefroren. Sodann wird nach zweimaligem Spiilen mit
je 5 ml eiskalter Stopplosung 1 ml 0,2M NaOH auf die Zellen pipettiert und diese fiir die Pro-
teinbestimmung nach Lowry (siehe oben) weiterbehandelt. Dadurch, dass die NO-Produktion
auf die Proteinmenge pro Flidschchen bezogen wird, sind die Aussagen unabhingig von ver-

schiedenen Zelldichten miteinander vergleichbar.
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2.7.2. Nitritmessung

Die Messung des Nitrits als einem Endprodukt des NO-Stoffwechsels im Kulturiiberstand er-
folgte dankenswerterweise durch Herrn Dr. Stadler vom Klinikum Rechts der Isar, Miinchen.
Auf photometrischem Wege wird das Nitrit mittels der Griess-Reaktion bestimmt, bei der sich
die Losung bei Anwesenheit von Nitrit nach Zusatz von Nitritreagens rot farbt. NO reagiert
unter Bedingungen der Zellkultur in einem stochiometrischen Verhiltnis von 1:1 in Nitrit und

Nitrat weiter; der Nitritgehalt kann somit als Ma3 der NO-Produktion gelten.

2.8. Einfluss von Immunglobulinlésungen auf die

Herzmuskelzellen

Um zu zeigen, dass die Verdnderungen, die an den Herzmuskelzellkulturen festgestellt wer-
den, nicht durch speziesspezifische Antikdrper verursacht sind, werden die Zellen mit kom-
merziell erhéltlichen Immunglobulinlésungen inkubiert, die einen unterschiedlich hohen Ge-
halt an xenoreaktiven Antikorpern aufweisen. Diese wurden vor dem Versuch genau wie die
Seren dialysiert (siche 2.2.7.). Als IgG-Losung wurde Intraglobin F (Fa. Biotest, Dreieich; 50
mg Protein, davon Immunglobulin mindestens 95%) und als IgM-reiche Losung Pentaglobin
(Firma Biotest) eingesetzt. Der Ablauf und die Auswertung der Versuche erfolgten wie in

2.4.2. beschrieben.

2.9. Materialien und Inkubationslésungen

2.9.1. Verwendete Materialien

CMRL 1415 ATM - Fa. Biochrom, Berlin

Collagenase ,,Worthington* - Fa. Biochrom, Berlin

Dexamethason (Nr.: D 8893) - Fa. Sigma Chemie, Taufkirchen

Eisengesittigtes Transferrin - Fa. Boehringer Mannheim GmbH Biochemica, Mannheim
Fetales Kéilberserum - Fa. Biochrom, Berlin

Gernebcin 80 (Tobramycinsulfat) - Fa. Lilly Deutschland, Gie3en

Hepes (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethanolsulfonséure) - Fa. Serva Biochemica
Intraglobin F - Fa. Biotest, Deutschland

Pentaglobin - Fa. Biotest, Deutschland

Pferdeserum - Fa. Biochrom, Berlin
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Rinderserumalbumin (Nr.: 11920) - Fa. Serva Biochemica, Heidelberg

Rinderinsulin (Nr.: I 15500) - Fa. Sigma Chemie, Taufkirchen

Trypsin 1:250 (Nr.: 37290) - Fa. Serva Biochemica, Heidelberg

Alle tibrigen Chemikalien waren von analytischem Reinheitsgrad und kdnnen {iber die Firmen

Boehringer Mannheim GmbH Biochemica, Merck und Sigma bezogen werden.

2.9.2. Verwendete Inkubationslésungen

Serumfreies Ziichtungsmedium:

(= Synthetisches Medium, SM)

2,35 g/l CMRL 1415 ATM Medium 7,5 mM D-Glucose

135 mM NaCl 10 mM Hepes

5,4 mM KCl 25 mg/l Rinderalbumin

0,36 mM NaH,PO,4 x H,O 25 pg/ml Rinderinsulin

1,3 mM CaCl, x 2 H,O 0,1 uM Dexamethason

0,97 mM MgSO4 x H,O 0,25 ng/ml eisengesittigtes Transferrin
1,4 mM Na,HPO4x H,0O 0,02 mg/ml Gernebcin 80

pH-Wert-Einstellung mit 10 M NaOH auf pH 7,4

Serumhaltiges Ziichtungsmedium:

2,35 g/l CMRL 1415 ATM Medium 7,5 mM D-Glucose

135 mM NacCl 10 mM Hepes

5,4 mM KCI 10% Fetales Kalberserum

0,36 mM NaH,PO4 x H,O 10% Pferdeserum

1,3 mM CaCl, x 2 H,O 0,02 mg/ml Gernebcin 80

0,97 mM MgSO4 x H,O pH-Wert-Einstellung mit 10 M NaOH auf
1,4 mM Na,HPO4x H,O pH 7,4

PBSAG:

(phosphate buffered saline A/glucose, kalzium- und magnesiumfrei)
137 mM NacCl 10,6 mM Na,HPO, x 2 H,O

2,7 mM KCI 2,1 mM KH,POq4
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5 mM D-Glucose pH-Wert-Einstellung auf pH 7,4

Stopplosung:
1,8 mM CaCl, x H,O 10 mM Hepes
280 mM Sorbit pH-Wert-Einstellung mit 10 M NaOH auf

pH 7.4
Pufferlosung fiir die HPLC:
8,62 g/l (NH4)H,PO4
H,O bidest. (HPLC-rein)
pH-Wert-Einstellung auf pH=5,75 mit 3 M NH4,OH

Sodann den Puffer steril filtrieren und mit der Vakuumpumpe entgasen.

2.10. Statistische Methoden

Neben hdufig verwandten Testverfahren wie z.B. t-Test, y2-Test oder Kruskal-Wallis-Test
werden in der vorliegenden Arbeit auch seltenere statistische Verfahren eingesetzt. Hierbei
bin ich Herrn Prof. Dr. Schreiber vom Institut fiir Epidemiologie der LMU Miinchen fiir seine

Beratung zu grolem Dank verpflichtet. Dies sollen im folgenden kurz dargestellt werden:

2.10.1. Multiple Vergleiche nach Scheffe

Zum Vergleich der Proteinmenge in den bis zu fiinf Gruppen werden die multiplen Verglei-
che nach Scheffé zur Untersuchung der Unterschiede am Ende der Inkubation eingesetzt. Es

wird eine kritische Differenz nach der folgenden Formel (nach Sachs 1992) berechnet:

D= [s2(1/n,+1/n)k=1F . .

Dabei stellt s, das mittlere Quadrat des Versuchsfehlers dar, sowie n; und n; die Stichpro-

benumfinge der verglichenen Mittelwerte. Mit v ., wird die Anzahl der Freiheitsgrade fiir

n

das mittlere Quadrat des Versuchsfehlers bezeichnet.
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2.10.2. Varianzanalyse nach Hartley

Unter der Voraussetzung gleich groBler Stichprobengruppen wird die Nullhypothese auf
Gleichheit der Varianzen (0% =0% =...=0% =...6% =02 ) mit Hilfe folgender Formel getestet

(nach Sachs 1992):

7 grofite Stichproben —Varianz 5% max
max — =

* kleinste Stichproben — Varianz S min

Wenn das Ergebnis dieser Formel einen aus der Tabelle zu entnehmenden Wert iiberschreitet,
wird die Homogenitdtshypothese auf dem 1%-Niveau abgelehnt und dann die Alternativhypo-
these ungleicher Varianzen (c? # o2) filir bestimmte Gruppen akzeptiert. Die Grenzwerte
sind:

fiir 20 Stichproben 3,32,

fiir 30 Stichproben 2,63,

fiir 60 Stichproben 1,96

und fiir mehr als 60 Stichproben 1,00.

Die Varianz der Frequenzen ergibt sich aus der Formel:

oo 2T

n—1
2.10.3. U-Test nach Mann-Withney

Der Mann-Whitney-Test ist ein Rangzahlen-Test. Die zu testenden Werte werden der Grofle
nach geordnet, in dieser Arbeit wird mit den Standardabweichungen fiir die Frequenzen der
fiinf Gesichtsfelder pro Well so verfahren (siehe 3.4.2.). Jeder Standardabweichung wird eine
Rangzahl zugeordnet. Sodann werden die U-Werte fiir die beiden Gruppen (Kontrolle und

XS) nach folgenden Formeln berechnet:

nKo *(nKa + 1) _

— %
UKo - nKa nXs + RKo
2
*
ny *(n, +1)
_ % Xs Xs
UXS - nKo nXs + B - RXS

Hierbei ist n die GroBe der jeweiligen Gruppe und R die Summe der Rangzahlen. Die kriti-

schen Werte Uy werden einer Tabelle enthommen. Wenn einer der Werte U kleiner oder
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gleich ist wie der kritische Wert, wird die Nullhypothese Hy (die Standardabweichungen der
beiden Gruppen sind gleich grof3) abgelehnt.

2.10.4. Der Variationskoeffizient

Der Vorteil der Verwendung von Variationskoeffizienten besteht in einer besseren Vergleich-
barkeit der Streuung zweier Merkmale auch bei unterschiedlichen Mittelwerten, und zwar
durch Berechnung der relativen Streuung. Der Variationskoeffizient driickt den Streuwert in
Prozenten des arithmetischen Mittels aus, wobei V den Variationskoeffizienten, ¢ die Streu-

ung und p das arithmetische Mittel darstellen:

v =2%100.
7

2.10.5. Priifung der Gleichheit mehrerer Varianzen nach Cochran

Die Gleichheit mehrerer Varianzen kann auch nach Cochran bestimmt werden (Anwendung
siche 3.4.4.). Wenn die Stichprobenumfange nicht gleich sind, wird dazu ihr harmonisches

Mittel X, berechnet:

— n
Xy ="T"—"—""".
H
Lyl +L
X1 X2 *n

Hierbei ist n die Anzahl der Werte, aus denen der Mittelwert gebildet werden soll, und x steht
fiir die jeweiligen Werte. Das harmonische Mittel dient zur Bestimmung der Freiheitsgrade

v =X, —1. Mit Hilfe von v und k (Anzahl der Gruppen) kann aus der Tabelle die Signifi-

kanzschranke ermittelt werden. Die PriifgroBe ergibt sich aus folgender Formel:

2
S

é max

max 2 2 2
S8, +..+8;

2.10.6. Multiple Vergleiche nach Nemenyi

Falls sich im Kruskal-Wallis-Test ein signifikanter Unterschied mehrerer Gruppen ergeben
hat, kann man mittels der multiplen Vergleiche nach Nemenyi feststellen, welche der ver-
schiedenen Gruppen sich voneinander unterscheiden. Hierzu werden die Werte der Grofle

nach geordnet und Rangzahlen vergeben. Aus diesen wird fiir jede Gruppe eine Rangsumme
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gebildet. Deren absolute Differenzen werden gegen das aus einer Tabelle zu entnehmende

Quantil gepriift.
3. Ergebnisse

3.1. Kontrolle der Serumqualitat

3.1.1. Serumparameter vor der Dialyse

Eine Qualitdtskontrolle durch Ermittlung wesentlicher Serumparameter vor und nach Dialyse
ist aus drei Griinden erforderlich. Zum einen ldsst sich iiberpriifen, ob die Dialyse hinsichtlich
des Ausgleichs der fiir die Kontraktion wichtigen Ionen erfolgreich war. Zum anderen lésst
sich anhand der Hamagglutinationstiter feststellen, ob sich Ldcher in der Dialysemembran
befanden, die dessen Abfallen zur Folge hitten; es wiirde ein Ausgleich der
Antikorperkonzentrationen zwischen Serum und Dialysemedium erfolgen, der bei intakter
Membran nicht moglich wére. Auch eine Verdiinnung des Serums durch onkotische Effekte
konnte einen derartigen Abfall des Himagglutinationstiters bewirken. SchlieBlich fiele eine
Schwankung des Antikorpertiters zwischen zu unterschiedlichen Zeitpunkten entnommenen
Aliquots des humanen Serums (SHH) auf, welches immer von der gleichen Person stammte.
Allerdings war dies aufgrund fritherer Untersuchungen (Klein, 1994) nicht zu erwarten.
Analoge Qualitdtskontrollen wurden fiir alle weiteren eingesetzten antikorperhaltigen

Losungen durchgefiihrt (K-RZK, K-RHS, Pentaglobin und Intraglobin F).

Die Bestimmung der Serumparameter vor der Dialyse erbrachte folgende Ergebnisse (alle E-

lektrolytkonzentrationen in mmol/l):
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Serum Na* K* Ca®* HCOy Himaggltit.
SHH 1 1382+1,4 4,01£0,03 2,38+0,06 23,2 1:256
SHH 2 140,5+0,4 4,48%0,05 2,42+0,04 26 1:256
SHH 3 1423+0,8 436%+0,05 2,31+0,07 25,5 1:256
SHH 4 142,5+1,7 439+0,06 2,38+0,09 22,8 1:256
SHH 5 139,1+1,5 427+£0,04 2,35%0,02 23,7 1:512
SHH 6 1456 £ 1,2 442+0,05 2,46%0,05 24,6 1:512
SHH 7 146,3+0,6 4,25%£0,06 2,28+0,06 25,8 1:256
SHH 8 140,1 £1,1 4,38+£0,02 2,40£0,04 24,1 1:256
SHH 9 143,2+0,9 4,45%£0,05 2,40+0,10 25,9 1:128
K-RHS 132,7+0,6 4,38%£0,02 3,1+0,08 1:32 bis 1:64
K-RZK 133,7+£0,5 4,72+0,03 2,8+0,05 1:32 bis 1:64
Intraglobin F nicht bestimmt 1:8
Pentaglobin nicht bestimmt 1:512

Tabelle 1: Serumparameter vor der Dialyse (SHH: humanes Serum, K-RHS bzw. K-RZK: Serum eines

mit Rattenherzsediment bzw. HMZ aus Zellkultur immunisierten Kaninchens).

3.1.2. Serumparameter nach der Dialyse

Nach erfolgter Dialyse werden die gleichen Werte noch einmal bestimmt. Dadurch ist eine
Aussage tiber die Effekte der Dialyse beziiglich lonenkonzentration und Hamagglutinationsti-
ter moglich. Zusitzlich werden noch die Messwerte fiir diejenigen Seren angegeben, die wei-

terverarbeitet (inaktiviert, absorbiert oder beides) wurden. Dabei ergeben sich folgende Se-

rumparameter (Elektrolytkonzentrationen in mmol/l):

34




Serum Na" K" Ca® HCO;y Himaggltit.
SHH 1 135,5+2,0 545+0,18 1,33+0,11 1,3 1:512
SHH 2 137,1 £ 1,8 5,38+ 0,11 1,41 £ 0,05 1,5 1:256
SHH 3 136,8 +2,1 5,32+0,14 1,32 £ 0,08 0,8 1:256
SHH 3 ina.,abs. 140,2+1,9 5,39+0,17 1,36 £ 0,10 0,7 0

SHH 4 136,2+ 1,2 5,40 £ 0,21 1,35+ 0,08 0,9 1:256
SHH 5 136,9 + 1,6 5,36 £ 0,09 1,28 + 0,04 1,7 1:512
SHH 4+5 ina. 138,2+0,9 5,42 +0,14 1,32 £ 0,07 1,8 1:256
SHH 4+5 abs. 137,5+ 1,6 5,37+0,13 1,26 £ 0,12 1,7 0

SHH 4+5in.,ab 1389+ 1,3 5,34+0,16 1,33 £0,05 1,6 0

SHH 6 135,8 +2,6 5,42+0,13 1,27 £0,03 0,9 1:512
SHH 7 1382+ 1,5 5,47+0,11 1,36 + 0,07 0,5 1:256
SHH 8 138,3+0,7 5,33+0,14 1,30 £ 0,05 0,6 1:256
SHH 8 ina.,abs. 1372+1,2 5,41 0,12 1,28 + 0,09 0,8 0

SHH 9 137,4+22 5,35£0,05 1,34 £ 0,02 1,1 1:128
K-RHS 136,8 1,4 5,35+0,14 1,28 £ 0,04 1,1 1:32 bis 1:64
K-RHS ina. 137,2+1,2 5,37 £ 0,09 1,29 + 0,06 1,2 1:64
K-RZK 138,1 £0,6 5,42 +£0,11 1,31 £ 0,08 0,8 1:32 bis 1:64
Intraglobin F 139,0 £ 0,7 5,48 +£0,13 1,30+ 0,09 1:8
Pentaglobin 1364+ 1,5 5,39 £ 0,09 1,29£0,10 1:256
Referenz (SM) 136.,8 5.4 1,3 0 0

Tabelle 2: Serumparameter nach der Dialyse (Abkiirzungen siehe Tabelle 1)
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Zusammenfassend lasst sich also feststellen:

1. Die Ionenkonzentrationen im Serum werden durch die Dialyse weitgehend denjenigen im
SM angeglichen. Einfliisse auf die Kontraktilitit der HMZ durch Unterschiede in den lo-

nenkonzentrationen werden also ausgeschlossen.

2. Die Antikorperkonzentration in den Seren, ausgedriickt durch den Himagglutinationstiter,

wird durch die Dialyse nicht verdndert.

3. Der Hamagglutinationstiter wird durch die Hitzeinaktivierung des Komplementsystems

nicht veridndert.

4. Die Absorption der Seren fiihrt zu einer kompletten Elimination der gegen Rattenepitope

gerichteten Antikorper. Der Himagglutinationstiter ist Null.

3.2. Einfluss der induzierten Antikbrper
3.2.1. Kontraktilitatsparameter bei Inkubation bis 30 min.

3.2.1.1. Kontrollversuch

Es muss ausgeschlossen werden, dass die beobachteten Effekte auf mechanische Beeinflus-
sung beim Wechsel des Kulturmediums zuriickgehen. Deshalb wird vor jedem Versuch ein
Mediumwechsel vorgenommen, der unter den gleichen Bedingungen stattfindet wie der

Wechsel von SM auf das jeweilige Versuchsserum in den folgenden Versuchen.

Durch diesen Mediumwechsel soll keine Stérung der Kontraktionen (z.B. arrhythmisches
Schlagen, Stillstand 0.4.) hervorgerufen werden. Derartige Storungen fiihren im Falle ihres

Auftretens zum Ausschluss der jeweiligen Zellen aus den weiteren Versuchen.

AuBerdem wird durch die Beobachtung und Auswertung einer Kontrollgruppe iiber die ge-
samte Versuchsdauer eine Vergleichbarkeit der durch die Antikorper hervorgerufenen Effekte
mit dem Normalzustand erst moglich gemacht. Als Kontrolle wird ein Versuch durchgefiihrt,

bei dem statt eines Serums nur synthetisches Medium (SM) zugegeben wird.
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300 - i T

200 +

100 + M

Frequenz [Schldage/min]

1:00

00:00
01:00 -+
02:00 -+
03:00 |
04:00
05:00
09:00 -+
13:00 1
17:00 +
21:00 +
25:00 |

Zeit [min:sec]

Diagramm 1: Frequenzverlauf eines typischen Kontrollversuches. Der Pfeil markiert die Zugabe von
SM. Bis zum Zeitpunkt T wird die Frequenz alle 15 Sekunden bestimmt, danach einmal in der Minute.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Frequenz und die Standardabweichung, die aus Schwankungen
der Frequenz bei den jeweils sechs ausgewerteten Kontraktionen resultiert (s. 2.4.2.).

In Diagramm 1 kann man erkennen, dass es nach Zugabe von SM weder zu einem Stillstand
noch zu Arrhythmien der spontan schlagenden HMZ (erkennbar an den geringen Standard-
abweichungen an den einzelnen Messpunkten) kommt. Im Lauf der Zeit findet lediglich ein
geringer Frequenzabfall statt. Auch bei den {ibrigen Kontrollen (n=4) fallen kein Stillstand
oder andere auffillige Verdnderungen der Kontraktionsfrequenz auf. Ein Einfluss der Mecha-
nik des Mediumwechsels per se auf das Schlagverhalten des HMZ-Monolayers kann somit

ausgeschlossen werden.

3.2.1.2. Auswirkungen induzierter Antikorper auf die Chronotropie der HMZ

Die Auswirkungen induzierter Antikorper auf die HMZ sollen untersucht werden. Dialysier-
tes Serum mit induzierten Antikérpern (K-RHS und K-RZK) wird nach dem unter 2.4.2. be-
schriebenen Protokoll in einer Verdiinnung von 1:2 auf die spontan schlagenden HMZ gege-
ben. Es werden insgesamt 13 Versuche durchgefiihrt. In acht Versuchen wird dialysiertes Se-

rum verwendet, in fiinf nicht dialysiertes Serum.
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Diagramm 2: Typischer Frequenzverlauf eines Versuches mit dialysiertem K-RHS. Der Pfeil ent-
spricht der Serumzugabe. Bis Zeitpunkt T Frequenzbestimmung alle 15 Sekunden, danach einmal pro
Minute.

Kurz nach Einsetzen des Serums kommt es zu einem reversiblen Stillstand der Zellen, der je-
doch nur in 6 von 13 Versuchen auftritt. In fiinf dieser sechs Fille war die Inkubation der Zel-
len mit dialysiertem Serum erfolgt. Die Ak-Titer der Seren aller 13 Versuche unterscheiden
sich nicht. Der komplette Stillstand tritt frithestens 27" und spitestens 52" nach Serumzugabe
auf (Mittelwert 42 mit einer Standardabweichung von 9,3”). Die durchschnittliche Dauer des
Stillstandes betragt 121,8” (SD 61,0”). In sieben der 13 Versuche tritt kein voriibergehender
Stillstand der Zellen auf (Dia. 3).
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Diagramm 3: Typischer Frequenzverlauf der spontan schlagenden HMZ ohne Stillstand. Der Pfeil
markiert den Zeitpunkt der Serumzugabe (K-RHS). Bis zum Zeitpunkt T wird die Frequenz alle 15 Se-
kunden bestimmt, danach einmal in der Minute.

Nach friithestens 12,5 Minuten und spitestens 21 Minuten tritt in allen 13 Versuchen der end-
giiltige Stillstand der Spontankontraktionen der Zellen ein (Mittelwert 18’39 mit einer Stan-
dardabweichung von 2°44”). Dieser kann mit dem irreversiblen Funktionsverlust der Zellen

gleichgesetzt werden. Wenn undialysiertes Serum eingesetzt wird, ist der endgiiltige Still-
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stand etwas frither zu verzeichnen (MW 16’127, SD 2°59”) als unter dem Einfluss dialysier-

ten K-RHS (MW 20’117, SD 53”).

In einigen Féllen (n = 2 von 13) kommt es zudem zu einer vollstindigen Ablosung der Zellen
vom Boden des Kulturgefiaes. In beiden Fillen waren Costar-Plates statt der sonst {iblichen

Falcon-Plates als Kulturgefd3 benutzt worden.

Ein kurzfristiger Frequenzanstieg unmittelbar nach Serumzugabe, wie er unter dem Einfluss
von xenogenen AntikOrpern auftritt, ist nicht nachweisbar. Im Gegenteil, die durchschnittli-
che Kontraktionsfrequenz sinkt von 191 vor Serumzugabe um 49 auf 142 Schldge pro Minute
15 Sekunden danach ab. Bei einigen Versuchen steigt die Frequenz kurz vor dem endgiiltigen

Stillstand noch einmal an.

In Diagramm 4 sind die Kurven aller 12 Versuche, bei denen die Zellen mit K-RHS inkubiert
worden waren, libereinandergelegt. Es fillt auf, dass 21 Minuten nach Serumzugabe keine

Zellen mehr schlagen.
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Diagramm 4: Alle Frequenzverliufe (12 Kurven) der Inkubation mit K-RHS (Kurzzeitversuche bis 30
min.) in einem Diagramm iibereinanderprojiziert. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Serumzugabe.
Bis zum Zeitpunkt T wird die Frequenz alle 15 Sekunden bestimmt, danach einmal in der Minute.

In Diagramm 5 sind die Kurven jener vier Versuche dargestellt, in denen das Serum eines mit
kultivierten Kardiomyozyten immunisierten Kaninchens (K-RZK) verwendet wurde. Unter-
sucht wird, ob die Immunisierung mit einer reinen HMZ-Suspension im Vergleich zu einem

Gemisch aus Herzmuskelzellen, Fibrozyten und anderen Zellen zur Bildung spezifischerer
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Antikorper und damit moglicherweise zu einer starkeren Wirkung auf die Zellkulturen fiihrt.
In zwei Versuchen wird dialysiertes Serum, in den anderen nicht dialysiertes Serum verwen-

det.

300 T
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Zeit [min:sec]

Diagramm 5: Alle Frequenzverliufe (4 Kurven) der Inkubation mit K-RZK (Kurzzeitversuche bis 30
min.) in einem Diagramm iibereinanderprojiziert. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Serumzugabe.
Bis zum Zeitpunkt T wird die Frequenz alle 15 Sekunden bestimmt, danach einmal in der Minute.

Bei einem von 4 Versuchen kommt es zu einem intermedidren Stillstand mit einer Dauer von
99”, zwischen 4’38 und 16’30 tritt in allen Versuchen der endgiiltige Stillstand (MW 9°47”,
SD 4°57”) ein. Das ist hochsignifikant (0<0,001 mit T-Test) frither als unter Inkubation mit
K-RHS. Wieder tritt der Stillstand unter nicht dialysiertem Serum etwas frither auf, im Mittel
nach 9’ im Vergleich zu 10°34”. Die Hidmagglutinationstiter liegen fiir K-RHS und K-RZK

im gleichen Bereich.

3.2.1.3. Die Auswirkung der induzierten Antikorper auf weitere Kontraktionsparameter

Wie in 2.4. beschrieben, werden die Kontraktilititsparameter der Zellen fiir die oben darge-

stellten Versuche bestimmt. Dargestellt sind die Werte zu den folgenden Messzeitpunkten:
1. unmittelbar vor Zugabe des Ak enthaltenden Serums;
2. 45 Sekunden nach Serumzugabe bzw. letzter Wert vor dem Stillstand;

3. unmittelbar, nachdem die Zellen wieder zu schlagen begonnen haben (nur bei Versuchen,

in denen ein Stillstand auftrat);
4. zum Zeitpunkt des Maximums der Kontraktionsamplitude;
5. zum Zeitpunkt des Minimums der Amplitude nach Serumzugabe, aber vor Eintreten eines

endgiiltigen Sistierens der Spontankontraktionen.

40



Die Ergebnisse der Inkubation mit K-RHS sind getrennt von denen der Inkubation mit K-
RZK dargestellt. Beide Gruppen sind des weiteren aufgeteilt in Versuche, in denen es zu ei-

nem intermedidren Stillstand kam und solche, in denen dieses Phdnomen nicht auftrat.

In allen Gruppen sinkt die Frequenz nach Serumzugabe ab. Unter Inkubation mit K-RHS
vermindert sich in den Versuchen mit intermedidrem Stillstand die Amplitude nach der Se-
rumzugabe, und das Serum wirkt negativ ,,inotrop* und ,,lusitrop®. Selbst zum Zeitpunkt des
Amplitudenmaximums sind die Werte dhnlich dem Ausgangswert. In den Versuchen ohne
intermedidren Stillstand nimmt die Amplitude nach der Serumzugabe zu und auch Kontrakti-
ons- und Relaxationsgeschwindigkeit steigen (mit Ausnahme des Zeitpunktes der minimalen
Amplitude). Diese Verdnderungen sind vor allem zum Zeitpunkt ,nach Serumzugabe® bzw.
,vor dem Stillstand* zu beobachten. In vielen Féllen liegt das Amplitudenminimum kurz vor

dem endgiiltigen Stillstand.

Die Inkubation mit K-RZK fiihrt zu den gleichen Ergebnissen, allerdings fallen in den Versu-
chen ohne intermedidren Stillstand die Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit nicht

so deutlich wie unter K-RHS, sondern pendeln um das Niveau des Ausgangswertes.

2,5 +
Maximum

nach Stillstand Minimum

1.5 ~vor Serumzugabe vor Stillstand

relative Werte in Vielfachen des
Ausgangswertes

F A K R F A K R F A KR F A K R F A KR

Diagramm 6: Kontraktionsparameter der HMZ unter Inkubation mit K-RHS, der Versuche, in denen
ein intermedidrer Stillstand auftrat. (F = Frequenz, A = Amplitude, K = Kontraktionsgeschwindigkeit,
R = Relaxationsgeschwindigkeit). Dargestellt ist x+SD, n= 6.
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Diagramm 8: Kontraktionsparameter der HMZ unter Inkubation mit K-RZK des Versuches (n

dem ein intermedidrer Stillstand auftrat.



3,5 + Maximum

N

NN

vor Serum zugabe
Minimum

NV

NN

relative Werte in Vielfachen des Ausgangswertes

K

F A K R F A K R F A R F A K

Diagramm 9: Kontraktionsparameter der HMZ unter Inkubation mit K-RZK der Versuche, in denen
kein intermedidrer Stillstand auftrat. Dargestellt ist x£SD, n= 3.

Zusammenfassend kann man also sagen:

Nach Zugabe von Serum mit IAk sinkt die Frequenz; es kommt in jedem Fall zu einem irre-
versiblen Kontraktilitdsverlust, zuvor jedoch uneinheitlich zu einem voriibergehenden Still-

stand und Alternationen der Pulsationsparameter.

3.2.2. Frequenzverhalten bei Inkubation tiber 60 min. in Abhéangigkeit von der

Serumkonzentration

Wenn die zytotoxische Wirkung der Seren auf einem Zusammenspiel zwischen induzierten
Antikdrpern und dem Komplementsystem beruht, sollte eine Verdnderung der Serumkonzent-
ration und damit eine Verminderung des zytotoxischen Agens Auswirkungen auf die Latenz
des irreversiblen Funktionsverlustes haben. Um dies zu iiberpriifen, werden die Zellen mit

verschiedenen SM/Serumgemischen inkubiert.

Pro Gruppe wurden 24 Versuche zur Untersuchung des Frequenzverhaltens {iber eine Stunde
durchgefiihrt. In sechs Versuchen wurde das Komplementsystem inaktiviert. Pro Versuchstag
wurden die Zellen in jeweils sechs Kulturlochern untersucht. Es handelt sich also um die Da-

ten von vier Versuchstagen (Tabelle 3 und Diagramm 10).
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vor Zugabe 15 min. 30 min. 45 min. 60 min.
Gruppe | MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
Kontr. 2 11 25 12 23 11 22 10 21 12
1:2 18 9 18 11 7 11 6 10 5 9
1:4 2 9 18 12 14 15 12 14 9 14
1:8 19 10 15 10 17 12 17 12 15 16
1:16 20 12 19 10 16 11 17 11 17 12
1:32 20 14 16 12 20 13 17 13 19 13
1:2, ina. 19 14 21 9

Tabelle 3: Mittlere Frequenzen (MW) und Standardabweichungen fiir die Inkubation mit IAk.(n =24).

30

25

20 ;

15 +

10 -

0 f f f {
vor Zugabe 15 min. 30 min. 45 min. 60 min.

\+Kontro||e ——12 —&—1:4 —0—1:8 ——1:16 —x—1:32\

Diagramm 10: Graphische Darstellung der Mittelwerte der Frequenzen aus Tabelle 3.

Da es sich bei den verwendeten Zellen um spontan schlagende Kulturen in unterschiedlichen
Gefillen handelt, sind die Frequenzen teilweise stark unterschiedlich. Die daraus resultieren-
den hohen Standardabweichungen wiirden die Graphik uniibersichtlich machen und wurden
deshalb nicht eingetragen. Die hoheren Konzentrationen von induzierten Antikérpern fithren
zu einem eindeutigen Frequenzabfall. Unter der Serumverdiinnung 1:2 kommt es an drei von
vier Versuchstagen zu einem kompletten Stillstand aller Zellen nach einer Stunde. Dieser tritt
an zwei Tagen spdtestens nach 30 min. ein. Das bei 56°C iiber 30 min. inaktivierte Serum

(kein funktionsfahiges Komplementsystem mehr vorhanden) fiihrt zu keinem Frequenzabfall.
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3.2.3. Einfluss von unterschiedlichen Serumaufbereitungen auf die Zellen

Um zu untersuchen, welche Bestandteile des Kaninchenserums den Stillstand der HMZ be-
wirken, wird ein Versuchsprotokoll mit drei Gruppen erstellt. Die HMZ werden entweder mit
Serum inkubiert, das wie in den vorangegangenen Versuchen auller durch Dialyse nicht wei-
ter bearbeitet wurde. Zu einer zweiten Gruppe von HMZ wird inaktiviertes Serum zugegeben
(siehe 2.2.6.), um die Wirkung des Komplementsystems zu testen. Eine dritte Gruppe dient
der Inkubation mit Serum, dessen Antikorper vor der Dialyse absorbiert wurden (siehe 2.2.5.),
um in einem substraktiven Ansatz die Wirkung der gegen Ratte gerichteten Antikorper zu de-
finieren. Des weiteren wird untersucht, ob K-RZK einen anderen Effekt auf die Zellen hat als
K-RHS. Dies wire aufgrund der hoheren Spezifitit der Antikorper — in der verimpften Zell-
kultur sind praktisch keine Fibroblasten und andere ,,Verunreinigungen‘ enthalten — durchaus

moglich.

Die Zellen werden mit jeweils einer dieser Seren parallel fiir zwei Stunden inkubiert (Tabelle

4 und im Diagramm 11).

Oh 2h Anzahl

Kontrolle Mw 39 38 18
SD 20 18

K-RHS MW 37 0 18
SD 14 0

inakt. Mw 35 30 18
SD 22 9

absorb. MW 35 30 12
SD 20 8

K-RZK MW 31 0 6
SD 23 0

Tabelle 4: Mittlere Frequenzen und Standardabweichungen der verschiedenen Gruppen vor Serum-
zugabe und zwei Stunden danach.
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Diagramm 11: Graphische Darstellung der Mittelwerte der Frequenzen aus Tabelle 4.

Die Inkubation mit induzierten Antikdrpern (K-RHS und K-RZK) fiihrt in allen Versuchen zu
einem anhaltenden Stillstand der Zellen, so dass zum Zeitpunkt t = 2 h keine schlagenden Zel-
len in den entsprechenden Kulturléchern gefunden werden konnen. Die absorbierten bzw. in-
aktivierten Seren dndern das Schlagverhalten der HMZ im Vergleich zur Kontrollgruppe
nicht. Sowohl ein funktionell intaktes Komplementsystem als auch die Anwesenheit spezifi-
scher Antikorper scheinen an der zum Sistieren der Spontankontraktionen fiihrenden zytoto-

xischen Wirkung beteiligt zu sein.

3.2.4. Frequenzverhalten bei Inkubation iiber vier Stunden in Abhédngigkeit von

der Serumkonzentration

Um erginzend zur Dosis-Wirkungsbeziehung bei Beobachtung iiber eine Stunde die Kinetik
des zytotoxischen Effektes zu analysieren, wird der Einfluss verschiedener Serumverdiinnun-
gen auf das Schlagverhalten der HMZ in einem weiteren Ansatz iiber vier Stunden untersucht.
Hier wird das zytotoxische Serum (K-RHS) in einer Verdiinnungsreihe von 1:2 bis 1:32 ein-
gesetzt. Die Zellen werden vor Serumzugabe und daran anschlieBend stiindlich bis einschlie3-
lich des Zeitpunktes t = 4 Stunden beobachtet. Dabei werden in je drei Gesichtsfeldern pro
Kulturloch fiir je 10 Sekunden die Frequenzen ausgezéhlt. Die Anzahl der untersuchten Kul-
turlocher (entsprechend funktionellen Synzytien) betrdgt pro Gruppe und Zeitpunkt fiir die
Serumverdiinnung 1:2 27, fiir die Verdiinnung 1:32 42 und fiir alle anderen Versuchsgruppen

45 (Ergebnisse in Tabelle 5 und in Diagramm 12).
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vor Zugabe 1h 2 h 3h 4h
Verd. 1:2 Mw 28,22 0 0 0 0
SD 24,53 0 0 0 0
Verd. 1:4 MW 22,44 1,86 1,08 0 0
SD 24,53 8,18 6,50 0 0
Verd. 1:8 MW 28,61 32,97 5,64 3,06 3,06
SD 22,80 23,61 16,22 12,78 12,78
Verd. 1:16 Mw 15,94 35,89 35,39 29,53 17,72
SD 22,44 21,53 25,49 26,95 24,54
Verd. 1:32 MW 16,00 23,78 14,03 29,69 24,81
SD 21,06 21,27 16,77 18,93 19,32
Kontrolle MW 29,00 18,11 13,67 13,50 13,53
SD 23,13 19,19 16,65 19,03 16,83

Tabelle 5: Ergebnisse der Frequenzzéihlungen fiir Inkubation mit K-RHS iiber 4h.

Schliige/10s
[\
S

0 —— o a
vor Zugabe lh 2 h 3h 4h
Zeitpunkt t

——1:2 <—1:4 —&—1:8 —0—1:16 —%— 1:32 —— Kontrolle

Diagramm 12: Graphische Darstellung der Werte aus Tabelle 6.

Aufgrund der Variabilitit der spontan schlagenden Zellen kann es manchmal vorkommen,
dass die Zellen in einem Kulturloch tiberhaupt nicht schlagen. An einem Versuchstag werden
diese Zellen durch in das Inkubationsmedium gehidngte Elektroden elektrisch stimuliert. Zel-
len, die vor Zugabe des Serums, also zum Zeitpunkt t = 0 h, nicht schlagen, sind elektrisch
stimulierbar. Teilweise schlagen die Zellen nach diesem kurzzeitigen ,,Pacing® auch wieder
spontan weiter. Bei der letzten Frequenzzihlung (t = 4 h) wird diese elektrische Stimulation
wiederholt. Zu diesem Zeitpunkt sind die nicht schlagenden (zwei von sechs Kulturldcher)

Zellen der Kontrollgruppe wie zu Beginn des Versuches stimulierbar und schlagen im An-
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schluss an das kurzzeitige ,,Pacing* spontan weiter. Zellen der Versuchsgruppen, die mit in-

duzierten Antikdrpern inkubiert wurden, sind elektrisch nicht stimulierbar.

Im Vergleich zur 60miniitigen Inkubation zeigt sich, dass die Serumverdiinnung 1:8 im Laufe
der langeren Einwirkungszeit auch zum Stillstand eines GroBteils der Zellen (43 von 45 Kul-
turlocher nach vier Stunden, 41 von 45 bereits nach zwei Stunden) fiihrt. Die Frequenzmit-
telwerte scheinen durch die beiden hochsten Verdiinnungen (1:16 und 1:32) etwas gesteigert
zu werden. Nach vierstiindiger Inkubation mit der Serumverdiinnung 1:16 schlagen allerdings
die Zellen in 30 von 45 Kulturlochern nicht. Nach Inkubation mit der Verdiinnung von 1:32
kontrahieren sich die HMZ immerhin noch in 13 von 42 Fillen. Viele der nach vier Stunden
noch schlagenden Zellen haben eine sehr hohe Frequenz (mehr als 55 Schlidge pro zehn Se-

kunden bzw. mehr als 330 Hertz).

Um sicherzugehen, dass die Dialyse keine wesentliche Abschwéchung der Zytotoxizitit spe-
ziell in hoheren Serumverdiinnungen bewirkt (z.B. durch Komplementverbrauch oder -verlust
wihrend der Dialyse), wird die vierstiindige Inkubation nach obigem Schema auch mit nicht
dialysiertem Serum durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieses Versuches sind in Diagramm 13 ab-

gebildet.

Schlagef10s

vor Zugabe nach1h nach2h nach3h nach4h

—®— Kontrolle —&— 1:2 —— 14 —— 18

116 132

Diagramm 13: Die Mittelwerte der Frequenzen bei Inkubation der Zellen mit nicht dialysiertem Serum
tiber 4 h. Anzahl n;.,= 27, n;.35= 42, alle iibrigen Gruppen n = 45.
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Im Vergleich zu dialysiertem Serum (Diagramm 12) wirkt das undialysierte Serum etwas
stiarker. In der Verdiinnung 1:8 stehen bereits nach einer Stunde sieben von neun funktionel-
len Synzytien, ab t=2h finden sich keine schlagenden Zellen mehr. Die hohere Serumverdiin-
nung 1:16 bewirkt nach vier Stunden in 2/3 (6 von 9) der Kulturlocher einen kompletten

Stillstand.

3.2.5. Verhalten der Zellen bei Inkubation iiber 24 Stunden bei hoher

Serumverdiinnung

Die HMZ werden mit K-RHS in einer Verdiinnungsreihe mit SM von 1:16 bis 1:256 {iber 24
Stunden inkubiert. Nach 24 Stunden schlagen die Zellen, die den beiden hochsten Serumkon-
zentrationen (1:16 und 1:32) ausgesetzt waren, nicht mehr und scheinen vom Boden der Kul-
turgefdle (6er-Plates) abgelost. Alle anderen HMZ, die mit hoheren Verdiinnungen inkubiert
waren, zeigen im Vergleich zur Kontrollgruppe, die mit reinem SM inkubiert wurde, keinen

Unterschied in der Kontraktionsfrequenz.

3.3. Zytotoxizitat der IAk und PNAk im Vergleich

3.3.1. Proteinbestimmung nach Lowry

Die Inkubation mit induzierten Antikorpern fiihrt zu keinen besonderen Anderungen im ge-
messenen Proteingehalt der Kulturgefile. Allenfalls ein leichter konzentrationsabhingiger
Abfall der Proteinmenge bei hoheren Konzentrationen von K-RHS ist aufféllig. Exemplarisch
sind die Daten der Inkubation mit K-RHS in Konzentrationen von 1:2 bis 1:32 {iber 4 h dar-

gestellt (aus je 12 Kulturlochern pro Verdiinnung).

Mittelwert SD

1:2 484 31
1:4 466 52
1:8 522 38
1:16 536 74
1:32 590 43
Kontrolle 595 18

Tabelle 6: Proteingehalt der Kulturiécher [ug] nach Inkubation iiber 4 h mit Seren, die induzierte
Antikérper enthalten. Angegeben sind serielle Verdiinnungen mit SM. Fiir alle Gruppen gilt n = 12.
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Diagramm 15: Graphische Darstellung der Proteinmessungen aus Tabelle 7. Es besteht kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den Gruppen.

Die Inkubation der HMZ mit humanem xenogenem Serum (XS) mit PNAk tiber 12 h fiihrt zu
einer signifikanten (a=0,01) Erhohung des Proteingehaltes pro Kulturloch im Vergleich zur
serumfreien Kontrolle. Die Zunahme der Proteinmenge bei ldngerer Inkubation diirfte auf ei-
ner Vermehrung der Fibroblasten unter dem Einfluss der mit dem humanen Serum zugefiihr-
ten Wachstumsfaktoren liegen. Xenogenes Serum, in dem sowohl das Komplementsystem
inaktiviert als auch die Anti-Ratten-Antikorper absorbiert wurden, fiihrt zu einem noch stér-

keren Zuwachs der Proteinmenge (a=0,05 bei multiplen Vergleichen nach Scheft¢).

Mittelwert  Standabw. Anzahl
Kontrolle 465 105 18
XS 568 116 18
XSia 637 53 6

Tabelle 8: Proteingehalt der Zellkulturgefifie [ug] nach Inkubation mit PNAk-haltigem Serum iiber
12 h. XS: humanes xenogenes Serum; XSia: xenogenes Serum nach Inaktivierung und Ak-Absorption .
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Diagramm 16: Graphische Darstellung des Proteingehaltes pro Kulturloch nach Inkubation iiber 12
Stunden (Gruppen und Werte siehe Tabelle 8). *: XS ist signifikant unterschiedlich zu Kont. und XSia
(a=0,01) und XSia zu den anderen beiden Gruppen (a=0,05).

Eine Zunahme der Proteinmenge im Uberstand tritt auch nach einer Inkubation mit XS iiber
24 h auf. In weiteren Versuchen, in denen die Zellen fiir sechs Stunden mit XS inkubiert wer-
den, in dem entweder nur die PNAk absorbiert (XSa) oder die Komplementfaktoren inakti-
viert (XSi) sind, flihrt dies in allen Fillen zu einer weiteren Zunahme der Proteinmenge im
Vergleich zur Inkubation mit unbehandeltem XS. XSa und XSi sind signifikant (a=0,01) un-
terschiedlich von XS und Kontrolle (multiple Vergleiche nach Scheffé).

Mittelwert  Standabw. Anzahl
Kontrolle 557 29 12
XS 568 36 12
XSa 700 37 12
XSi 674 40 12

Tabelle 9: Proteingehalt [ug] von Kulturlochern (Sechsloch-Platten) nach sechsstiindiger Inkubation
mit xenogenem Serum in verschiedenen Aufbereitungen im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Diagramm 17: Graphische Darstellung der Proteingehalte nach 6 h Inkubation mit xenogenem Serum
(Daten aus Tabelle 9) . XSa = xenogenes Serum, absorbiert; XSi = XS, Komplement hitzeinaktiviert.
*: XSa und XSi sind signifikant unterschiedlich von den anderen beiden Gruppen (a=0,01).

3.3.2. Kalium pro Protein

Die Bestimmung der Proteinmenge allein vermag eine zytotoxische Wirkung nicht zu bewei-
sen. Auch die Frequenzmessungen erlauben nicht, zwischen rein kardioplegischen und zyto-
toxischen Effekten der Antikorper zu differenzieren. Hier kann die Messung des zelluldren
Kaliumgehaltes helfen. Gemessen wird das Kalium, das am Ende der Inkubation in den noch
adhdrenten Zellen verblieben ist. Je stirker diese Zellen geschidigt werden, desto weniger

Kalium ist in den Restzellen noch vorhanden.

Das in den Zellen enthaltene Kalium, bezogen auf den jeweiligen Proteingehalt nach einstiin-
diger Inkubation mit induzierten Antikdrpern, ist im folgenden dargestellt. Hierbei werden die
Zellen einer seriellen Verdiinnungsreihe des Serums von 1:2 bis 1:32 ausgesetzt. Um den An-
teil des Komplementsystems zu untersuchen, wird ein Teil des Serums der Verdiinnung 1:2

inaktiviert und unter sonst gleichen Bedingungen eingesetzt.
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nungen. Aulerdem herrscht Signifikanz fiir die Verschiedenheit der Gruppen 1:8 und 1:32.

Die tibrigen Unterschiede sind nicht signifikant.

Es wird untersucht, ob verschiedene Serumaufbereitungen eine unterschiedlich starke Ver-

minderung der Kaliumkonzentration hervorrufen. Nach Vorversuchen wurde fiir diese Versu-

che eine Inkubationszeit von zwei Stunden gewdhlt, da sich nach dieser Zeitspanne ein noch

deutlicherer Kaliumabfall zeigt. Mogliche Erklarungen fiir diese vergleichsweise lange Zeit-

dauer liegen in einer langsamen Diffusion oder auch Auswaschung des Kaliums aus den ge-

storten Zellen. Bei Inkubation {iber zwei Stunden ergeben sich die in Tabelle 11 dargestellten

Werte.

Mittelwert Stabw. n

K-RHS 8 8 18
K-RZK 1 1 6
INA 189 13 18
ABS 189 16 12
Kontrolle 188 13 18

Tabelle 11: Kalium/Protein nach einer zweistiindigen Inkubation der Zellen mit K-RHS, weiter aufbe-
reitetem K-RHS (INA und ABS), K-RZK und einer Kontrollgruppe (SM).
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Diagramm 19: Die Kalium-pro-Proteinwerte nach zweistiindiger Inkubation der Zellen mit den ver-
schiedenen Seren (Daten aus Tabelle 11).*: Die ersten zwei Gruppen unterscheiden sich hochsignifi-
kant (a=0,001) von den drei letzten.
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Die Inkubation der Zellen mit induzierten Antikérpern (K-RHS und K-RZK) fiihrt zu einer
Schiadigung der Zellmembran und zu einem daraus resultierenden Ausstrom von Kalium aus
den Zellen. Die in den Zellen zuriickbleibende, gemessene Kaliummenge liegt nahezu bei
Null. Im Gegensatz dazu verliert das Serum sowohl durch die Absorption der Anti-
Rattenherz-Antikorper (ABS) als auch die Inaktivierung des Komplementsystems (INA) seine
Zytotoxizitit. Es zeigen sich im Vergleich zur Kontrolle keine Unterschiede in der Kalium-
menge pro Protein, die sich am Ende der Inkubation noch in den Zellen befindet. Die Kali-
um/Protein-Werte der Gruppen INA, ABS und Kontrolle sind hochsignifikant groBer als die
der Gruppen K-RHS und K-RZK (a=0,001).

Eine zytolytische Wirkung des Komplementsystems wiirde man schon nach relativ kurzer In-
kubationszeit erwarten. Deshalb wird eine Zeitkinetik iiber 30 min gemessen, die sich folgen-

dermaBen darstellt (Tabelle 12):

t [min] Kalium/Protein
5 211
10 191
15 148
20 154
25 139
30 126

Tabelle 12: Zeitkinetik iiber 30 Minuten von Kalium/Proteinwerten [nmol/mg] unter Inkubation mit K-
RHS.
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Diagramm 20: Graphische Darstellung der Werte aus Tabelle 12.
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Man beobachtet einen zeitabhdngigen Abfall des Kaliums pro Protein. Allerdings sinkt der
Wert auch zum Zeitpunkt t=30 min. nicht auf Null, sondern nur bis auf ca. 60% des Aus-

gangswertes.

Zusammenfassend kann man sagen: Die induzierten Antikdrper fiihren zu einem von der Dau-
er der Inkubation abhdngigen Riickgang der Kaliumkonzentration, d.h. die Zellen werden
geschédigt. Dieser Effekt wird durch Absorption der Antikorper oder Inaktivierung des Kom-

plementsystems aufgehoben.

Xenogenes Serum hat keinen vergleichbaren Effekt auf die Zellen. Selbst nach 24 Stunden
findet sich nur eine vergleichsweise geringe Anderung der Kaliumkonzentration pro Protein.
Die Werte betragen 193 nmol/mg (Standardabweichung von 47) fiir die Kontrolle und 169
nmol/mg (Standardabweichung 92) fiir 1:2 verdiinntes humanes xenogenes Serum. Diese Er-

gebnisse sind in Diagramm 21 dargestellt.

300
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)]
o o
I I

Kontrolle XS

Diagramm 21: Das nach 24stiindiger Inkubation mit PNAk noch in den Zellen verbliebene Kalium,
bezogen auf die Proteinkonzentration.

3.3.3. Messung der energiereichen Phosphate mit der HPLC

In den Zellen, die mit induzierten Antikorpern befiittert wurden, ist praktisch kein Adenosin-
Triphosphat (ATP), Creatinphosphat (CP) und Guanosin-Triphosphat (GTP) mehr nachweis-
bar. Im Vergleich dazu sind die Werte nach Inkubation mit SM (Kontrolle) noch deutlich ho-
her. Daraus lésst sich schliefen, dass die Kardiomyozyten durch den Einfluss der Antikorper
und des Komplementsystems zerstort wurden. Dies korreliert gut mit den Ergebnissen aus der

Kaliummessung und der Elektronenmikroskopie.
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Diagramm 22: Die nach der Inkubation noch in den Zellen enthaltenen energiereichen Phosphate CP,
GTP und ATP. Nach der Inkubation mit IAk sinken sie nahezu auf Null.

3.3.4. Trypanblauausschlussmethode

Bei der Trypanblauausschlussmethode farben sich einige abgerundete Zellen schon in der
Kontrollgruppe blau an. Dabei handelt es sich aber vermutlich um avitale, obenaufliegende
Zellen, die nicht zum Monolayer gehdren. Die Boden anhaftenden Zellen sind nicht geférbt.
Auch nach Inkubation mit PNAKk sind die meisten der am Boden anhaftenden Zellen nicht an-
gefirbt, was fiir vitale Zellen mit intakter Zellmembran spricht. Nach der Inkubation mit [Ak
sind nahezu alle Zellen kornig angefarbt. Aulerdem féllt die deutlich hohere Zahl avitaler ab-
gerundeter Zellen auf. Wie die Ergebnisse der anderen Methoden zur Bestimmung der Zyto-
toxizitdt deutet auch dieser Versuch auf eine deutlich stirkere Schadigung der Zellen durch

IAk im Vergleich zu PNAKk hin.
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Abbildung 5: Kontrollzellen nach der Einfirbung mit Trypanblau

Abbildung 6: Mit Trypanblau eingefdrbte Zellen nach Inkubation mit PNAk.
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Abbildung 7: Mit Trypanblau eingefirbte Zellen nach Inkubation mit 14k.

3.3.5. Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden dankenswerterweise durch Herrn Prof.
Dr. Miiller-Hocker vom Pathologischen Institut der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miin-

chen durchgefiihrt.

In den Kontrollen zeigt sich, wie nicht anders zu erwarten, eine regelhafte Feinstruktur der

Kulturzellen.

Im Gegensatz dazu sind die Kardiomyozyten nach der Inkubation mit induzierten Antikdrpern
(K-RHS) stark degenerativ verdndert und die Mitochondrien sind geschwollen, die
Matrixgranula groBteils verschwunden. Des weiteren sind ein deutliches intrazellulires Odem

und eine Degeneration von Myofibrillen zu sehen.

Die Inkubation mit PNAk hingegen hat keine so starken Auswirkungen auf die Zellen. In den
entsprechenden Flidschchen finden sich intakte Zellen, allerdings liegt auch hier ein intrazellu-
lirem Odem vor. Die Mitochondrien sind intakt, auch die Matrixgranula sind im Vergleich

zur Kontrolle unveréndert. Eine Degeneration der Myofibrillen ist nicht zu beobachten.
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Abbildung 8: Elektronenmikroskopische Aufnahme (Vergroferung 18500fach) der HMZ nach zwei-
stiindiger Inkubation mit SM (Kontrolle). Am unteren Bildrand ist ein Zellkern angeschnitten. Man
erkennt deutlich die Mitochondrien mit den Christae und Matrixgranula.
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Abbildung 9: Elektronenmikroskopische Aufnahme (Vergr. 21000fach) der HMZ nach zweistiindiger
Inkubation mit K-RHS (IAk). Am unteren Bildrand sieht man einen Zellkern. Die Mitochondrien sind
deutlich geschwollen und enthalten keine Matrixgranula.
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Abbildung 10: Elektronenmikroskopische Aufnahme der HMZ (10000fache Vergr.) nach zweistiindi-
ger Inkubation mit xenogenem Serum (PNAk). In dieser kleineren Vergrofferungsstufe sicht man im
unteren Bildbereich wieder den Zellkern, der Pfeil markiert einen Glanzstreifen.
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Abbildung 11: HMZ in einer elektronenmikroskopischen Aufnahme (Vergr. 18480fach) nach Inkubati-
on mit PNAk. Die fokale Zytoplasmanekrose (Pfeil) kann nicht auf die Antikorpereinwirkung zuriick-
gefiihrt werden, solche Verdnderungen finden sich auch in Kontrollkulturen. Die Umgebung der Ne-
krose entspricht dem Bild, das man auch in der Kontrolle (Abb.8) sieht.
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3.4. Einfluss der PNAk bei Inkubation bis zu 24 Stunden

3.4.1. Chronischer Effekt von xenogenem Serum auf die Frequenz

Es ist bekannt, dass es kurz nach Zugabe von xenogenem Serum zu den spontan schlagenden
Kardiomyozyten zu einem Frequenzanstieg und unmittelbar darauf zu einem reversiblen Still-
stand kommt (Klein D., 1994). Bei diesen Versuchen fiel auch auf, dass die Zellen, nachdem
sie erneut zu schlagen begonnen haben, sich asynchron kontrahieren. Offen blieb die Frage,
ob die PNAKk einen lidnger dauernden Einfluss auf das Schlagverhalten haben. Dauert die e-
lektrische Dysfunktion der HMZ nach Zugabe von xenogenem Serum bzw. nach Xe-
notransplantation nur wenige Minuten und ist damit gut {iberbriickbar, oder kommt es zu lan-
ger dauernden Storungen des Kontraktionsverhaltens, die eine erfolgreiche Xenotransplanta-

tion dann gefdhrden wiirden?

Wie in 2.6.1. beschrieben, werden die Frequenzen der Zellen unter der Inkubation mit xeno-
genem Serum bestimmt. Das xenogene Serum wird 1:2 mit synthetischem Medium verdiinnt.
Die Auswirkungen des xenogenen Serums auf die Kontraktionsfrequenz der spontan schla-
genden HMZ bis zu einer Beobachtungsdauer von 24 Stunden sind in Tabelle 13 und
Diagramm 23 dargestellt. Die relativ groen Standardabweichungen sind auf Ergebnisse von
unterschiedlichen Versuchstagen und damit auch unterschiedliche Zellpopulationen
zuriickzufithren. Hierdurch kommt es zu z.T. erheblichen Abweichungen auch schon der
Ausgangsfrequenzen untereinander. Es fillt auf, dass die Standardabweichung der
Kontraktionsfrequenz derjenigen Zellen, die mit xenogenem Serum inkubiert wurden, zu
jedem Zeitpunkt groBer ist als diejenigen der Kontrollgruppe. Es zeigt sich keine wesentliche
Anderung der mittleren Kontraktionsfrequenz der HMZ bei linger dauernder Inkubation mit

dem xenogenen Serum im Vergleich zur Kontrolle.
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Kontrolle XS

T Anzahl MW SD MW SD
Oh 110 28 7 30 7
2h 80 27 7 30 8
4h 80 29 7 32 11
6h 80 29 9 32 11
8h 80 28 9 31 11
10 h 80 27 9 29 12
12 h 110 27 8 27 13
14 h 55 31 8 29 14
16 h 55 31 9 30 14
18 h 55 32 9 30 15
20 h 55 32 11 27 15
22 h 55 33 12 33 15
24 h 55 33 11 34 12

Tabelle 13: Die Frequenzen [Schlige/10s] und die zugehorigen Standardabweichungen der HMZ im
Gesichtsfeld zu den Zeitpunkten t=0h (vor Zugabe) und bis zu 24 h danach fiir die Inkubation mit SM
(Kontrolle) und xenogenem Serum (XS). In der zweiten Spalte von links ist die jeweilige Anzahl der
beobachteten Zellen pro Zeitpunkt aufgefiihrt.

SchligelZeit [1/10s]

40

35

30

25

20

15

10

10

12 14
Zeit t [h]

‘+Kontro|le —e—humanes Serum

Diagramm 23: Graphische Darstellung der Kontraktionsfrequenzen von in den Gesichtsfeldern be-
findlichen HMZ bei Inkubation mit SM (Kontrolle) und humanem (xenogenem) Serum. Die Standard-
abweichungen sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht in das Diagramm eingetragen.
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3.4.2. Chronischer Effekt von xenogenem Serum auf die Synchronizitit des

Schlagverhaltens

Um zu untersuchen, ob die Synchronizitit des Schlagverhaltens durch die PNAk auch ldnger
gestort wird als bis zu 20 min. nach Serumzugabe (Klein, 1994), werden die Varianzen der
gemessenen Frequenzen verglichen. Hierzu dient die Varianzanalyse nach Hartley (Sachs,

1992), siehe hierzu 2.10.2.

Die sich ergebenden Werte fiir Kontroll- und Probengruppe sind mitsamt der jeweiligen Priif-

groBe F__in Tabelle 14 wiedergegeben. Fiir Werte, bei denen die Varianz der Probe signifi-

kant groBer ist als die der Kontrollgruppe, sind die Felder gepunktet.

Varianz Priifgrofle
T | Anzahl Kontrolle Probe
Oh 110 44 50
2h 80 50 60
4h 80 50 120
6h 80 &2 119
8h 80 76 129
10h 80 75 153
12h 110 64 174
14h 55 70 188
16h 55 73 208
18h 55 81 236
20h 55 131 229
22h 55 152 226
24h 55 129 135

Tabelle 14: Die Varianzen der Langzeitinkubation von HMZ iiber 24 Stunden mit SM (Kontrolle) und
xenogenem Serum im Vergleich. Die letzte Spalte enthdlt die Priifgrdfie fiir die Varianzanalyse nach
Hartley. Gepunktete Felder bedeuten, dass die Varianz der Probengruppe (XS) signifikant gréfer ist
als die der Kontrolle (p=0,01).

Die Varianzen der Langzeitinkubation sind schon vor Serumzugabe signifikant unterschied-
lich. Eine deutliche Zunahme des Varianzunterschiedes im Laufe des Versuches fillt auf.

Auch hier bedingen unterschiedliche Zellpopulationen an verschiedenen Tagen die relativ

grolen Varianzen zu Beginn des Versuches.

In Tabelle 15 sind die Varianzen und PriifgroBen fiir Versuche angegeben, bei denen im Ver-

gleich zu xenogenem Serum (XS) und der Mediumkontrolle (SM) Serumaliquots nach
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Hitzeinaktivierung des Komplementsystems und Antikorperabsorption (XSIA) eingesetzt
wurden. Mittels der Varianzanalyse nach Hartley werden die Kontrolle gegen XS bzw. XSIA

und die beiden Serumgruppen gegeneinander getestet.

Varianzen Priifgrofien
T | Awahl | XS4 Kontrolle XS K-XSIA KXS XSIA-XS
Oh 50 41 19 26 2.1 14 15
2h 50 10 16 ) 1,6 Lif il
4h 50 25 10 186 26 193 i
6h 50 18 12 161 14 il olf
8h 50 45 18 167 24 t il
10h | 50 49 15 201 1316 bl
2h | 50 4 16 216 il 110
14h | 20 37 7 163 nly Al
16h | 20 40 12 171 il D
18h | 20 41 17 » 24 il 22
20h | 20 57 61 129 1,1 2.1 23
2h | 20 50 38 60 13 1,6 12
24h | 20 o) 101 9 B 2l 22

Tabelle 15: Die Varianzen und Priifgrdfien fiir die Varianzanalyse nach Hartley (p=0,01). Gepriift
wurde xenogenes Serum (XS) sowie inaktiviertes und absorbiertes Serum (XSIA) jeweils gegen eine
Kontrollgruppe (SM). Vertikal gestreifte Felder bedeuten, dass die Varianz der Serumgruppe signifi-
kant héher ist als die der Kontrolle, in dem horizontal gestreiften ist es umgekehrt; wenn das Priifgro-
Jienfeld einen weiffen Hintergrund besitzt, zeigt sich kein signifikanter Unterschied der Varianzen. In
der letzten Spalte zeigen gestreifte Felder an, dass die Varianz unter XS signifikant grofier ist als unter
XSIA.

Vor Zugabe des Serums (t=0h) sind die Varianzen der einzelnen Gruppen gleich. Ab dem ers-
ten Messpunkt (t=2h) bis einschlieBlich des Zeitpunktes t=18h sind die Varianzen in der
Gruppe XS signifikant (p<0,01) groBer als die der Kontrollgruppe. Zum Zeitpunkt t=24h ist

hingegen die Varianz der Frequenzen der Kontrollgruppe groBer als die der anderen Gruppen.

Fiir die Zeitpunkte t=2h bis einschlieBlich t=16h sind auBerdem die Frequenzvarianzen der

Gruppe XS signifikant (p<0,01) groBer als die der Gruppe XSIA.

Dies bedeutet, dass das xenogene Serum die Varianz der Frequenzen zu einem bestimmten
Zeitpunkt vergrofert, also zu einer Dissoziation der Zellkontraktionen fiihrt. Diese bewirkt,
dass verschiedene Zellen im gleichen Well in unterschiedlichem Rhythmus schlagen, der
Monolayer also nicht mehr als synchron schlagendes funktionelles Synzytium funktioniert.
Eine Hitzeinaktivierung des Komplementsystems und Absorption der Antikdrper dieses Se-

rums hebt diesen Effekt teilweise auf.
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Die Tatsache, dass gegen Ende der 24-stiindigen Inkubation die Varianzen der Gruppe XS
nicht mehr signifikant groer sind als die der anderen beiden Gruppen, beruht zum Teil auf
einer steigenden Frequenzvarianz der letzteren. Andererseits nimmt die Dissoziation der Kon-
traktionen der mit XS inkubierten Seren im Laufe der Zeit ab, was Hinweis auf einen extra-

zellulér proteolytischen Abbau der Antikorper in der Zellkultur sein konnte.

250,00 + *

Varianz

Zeit t [H]

—o— XSIA & Kontrolle ——XS

Diagramm 24: Die Varianzen aus Tabelle 18 in einer graphischen Darstellung.

*: Signifikanter Varianzunterschied zwischen Kontrolle und XS;
$: Signifikanter Varianzunterschied zwischen XSIA und XS,
#: Signifikanter Varianzunterschied zwischen Kontrolle und XSIA.

Auch eine Testung auf Gleichheit der Standardabweichungen mittels eines U-Tests fiir unver-
bundene Stichproben (Mann-Whitney, nach Sachs 1992) ergibt eine Dissoziation des Schlag-
verhaltens durch das xenogene Serum fiir die getesteten Zeitpunkte 2 h bis 12 h. Zum Aus-
gangszeitpunkt t = 0 h ist eine solche Dissoziation nicht nachweisbar. Der Mann-Whitney-
Test ist ein Rangzahlen-Test, er wird fiir die Standardabweichungen der Frequenzen in den
fiinf Gesichtsfeldern pro Well durchgefiihrt. Die kritischen Werte Uy sind in diesem Fall 37
(Irrtumswahrscheinlichkeit o = 0,05) und 31 (o0 = 0,02).
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In Tabelle 16 sind diese Ergebnisse fiir den Zeitraum von t=0h bis einschlieBlich t=12h darge-
stellt. AuBBer zum Zeitpunkt t = 0 h ist die Standardabweichung der Serumgruppe (XS) jeweils
signifikant groBer als die der Kontrolle (p=0,02). Nur zum Zeitpunkt t = 8 h ist die Irrtums-
wahrscheinlichkeit grofer (p = 0,05).

Zeitpunktt Ugene.  Uxs

Oh 64,5 79,5  Annahme von Hj

2h 119 25 Ablehnung von Hy (a¢=0,02)
4h 140 4 Ablehnung von Hy (a=0,02)
6h 134,5 9,5  Ablehnung von Hy (¢=0,02)
8h 111 33 Ablehnung von Hy (¢=0,05)
10 h 117,5 26,5 Ablehnung von Hy (¢=0,02)
12h 139 5 Ablehnung von Hy (a=0,02)

Tabelle 16.: Die Ergebnisse des Mann-Whitney-Tests. Die Nullhypothese (Hy) besagt, dass die mitein-
ander verglichenen Standardabweichungen gleich sind.

Eine weitere Moglichkeit der Darstellung der Streuung in einer Gruppe stellt der Variations-

koeffizient dar (siche 2.10.4.).
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In Tabelle 17 und Tabelle 18 sind die Variationskoeffizienten fiir die gleichen Versuche dar-

gestellt, deren Varianzen sich in Tabelle 14 bzw. Tabelle 15 finden.

Variationskoeff.
T Anzahl Kontrolle XS
0h 110 23,38 23,44
2h 80 26,10 25,53
4 h 80 24,75 33,87
6 h 80 31,72 34,40
8 h 80 31,41 36,71
10 h 80 31,72 42,74
12 h 110 29,91 48,48
14 h 55 26,98 46,47
16 h 55 27,41 47,80
18 h 55 28,26 50,70
20 h 55 36,20 55,01
22 h 55 37,49 46,18
24 h 55 34,82 33,83

Tabelle 17: Die Variationskoeffizienten fiir der Frequenzen fiir XS und Kontrolle im Vergleich. Es
handelt dich um die gleichen Frequenzen wie in Tabelle 14.

Variationskoeffizienten
T Anzahl XSIA Kontrolle XS
Oh 50 19,70 13,53 14,74
2h 50 10,54 12,51 27,62
4h 50 16,02 9,26 42,34
6h 50 12,75 9,99 39,91
8h 50 22,82 12,87 42,70
10h 50 26,26 11,55 47,04
12h 50 26,31 11,85 45,46
14h 20 32,65 6,56 32,72
16 h 20 35,81 8,32 32,58
18 h 20 34,55 9,80 23,40
20h 20 38,06 17,51 27,10
22 h 20 68,44 13,28 17,64
24h 20 72,45 2342 16,14

Tabelle 18: Die Variationskoeffizienten der Frequenzen fiir die Langzeitinkubation mit XSIA, XS und
einer Kontrolle (SM) (gleiche Versuche wie in Tabelle 15)
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Das Diagramm 25 enthilt Scatterdiagramme t=0h sowie t=4h und t=12h. Hierbei findet sich
auf der X-Achse jedes Diagramms die Messpunktnummer, auf der Y-Achse die Frequenz in
Schlidgen pro zehn Sekunden. Jeder Punkt stellt eine Frequenzmessung dar, die fiinf Messun-

gen fiir ein Well befinden sich jeweils direkt hintereinander.

Die Messpunkte fiir XSIA und Kontrolle liegen jeweils auf einer Linie. Das heif3t, die Fre-
quenzen sind gleich. Daraus ldsst sich ableiten, dass sich die Zellen des Monolayers synchron
kontrahieren. Im Vergleich dazu kommt es unter dem Einfluss des xenogenen Serums zu ei-
ner Aufsplittung der Frequenzen. Die Messpunkte fiir ein Well liegen nicht mehr auf einer
Linie.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass das xenogene Serum zu einer Dysfunktion der
Zellen fiihrt. Diese dufert sich in einer Frequenzsteigerung unmittelbar nach Serumzugabe
und in einem reversiblen Stillstand kurz danach. Uber lingere Zeit hinweg kommt es zu einer
Dissoziation der Zellen des spontan schlagenden Monolayers. Diese Dissoziation setzt unmit-
telbar nach Serumzugabe ein und hélt fiir mindestens 18 Stunden an. Durch Hitzeinaktivie-
rung des Komplementsystems und Absorption der Antikorper ldsst sich diese Wirkung stark

abschwichen.
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3.4.3. Konzentrationsabhédngigkeit des dissoziierenden Effekts der PNAk

Da es sich bei der Dissoziation um einen Effekt des Serums bzw. der in ihm enthaltenen
PNAKk auf die HMZ handelt, stellt sich die Frage, ob die Dissoziation abhédngig von der Se-

rumkonzentration ist.

Um dies zu klédren, wird das xenogene Serum in Stufen von 1:2 bis 1:32 verdiinnt. Die Zellen
werden fiir 24 Stunden mit der jeweiligen Serum-SM-Mischung inkubiert. Vor Zugabe der
Seren und zum Zeitpunkt t = 24 h werden die Frequenzen mit Mittelwerten, Standardabwei-

chungen und Variationskoeffizienten bestimmt (Tabelle 19 und Diagramm 26).

Mittelwert SD VK
vor Zugabe
Ko 33,87 1,06 3,13
1:2 34,47 3,14 9,10
1:4 37,27 1,16 3,12
1:8 33,93 0,96 2,83
1:16 33,73 2,60 7,72
1:32 34,00 1,96 5,78
nach 24 h

Ko 16,80 5,75 34,21
1:2 9,00 9,39 104,32
1:4 27,53 17,76 64,50
1:8 52,73 6,54 12,40
1:16 39,47 11,11 28,15
1:32 32,33 12,29 38,00

Tabelle 19: Die Mittelwerte, Standardabweichungen(SD) und Variationskoeffizienten (VK) der Fre-
quenzen, mit denen die HMZ unter Inkubation mit verschiedenen Verdiinnungen des XS schlagen (n =
15, das heifit je drei Wells, 5 Gesichtsfelder pro Well).

Wie auch bei anderen Versuchen zu beobachten ist, kommt es nach 24-stiindiger Inkubation
unter dem Einfluss von XS zu einer elektrischen Dissoziation der HMZ, aber ebenfalls zu ei-
nem Anstieg des Variationskoeffizienten der Kontrollgruppe. Zu diesem Zeitpunkt sind die
Auswirkungen der elektrischen Dissoziation des Zellmonolayers unter XS wiederum deutlich
zu erkennen. Es kommt zur Zunahme des Variationskoeffizienten. Fiir die Serumverdiinnun-
gen 1:2 und 1:4 ist dies aus Tabelle 19 und Diagramm 27 ersichtlich. Die hoheren Verdiin-

nungen verursachen keine elektrische Dissoziation der Zellen.
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Diagramm 26: Graphische Darstellung der Variationskoeffizienten der Frequenzen fiir die 24stiindige
Inkubation der Zellen mit verschiedenen Verdiinnungen von XS.

3.4.4. Einfluss verschiedener Serumaufbereitungen der PNAk auf die Frequenz

Um herauszufinden, welche Bestandteile des xenogenen Serums die elektrophysiologischen

Eigenschaften der HMZ beeinflussen, so dass sie nicht mehr als synchroner Monolayer schla-

gen, werden die Zellen mit verschiedenen Serumpriparationen inkubiert. Dies sind

e xenogenes Serum (XS),

e xenogenes Serum (XSa), aus dem die Antikdrper absorbiert wurden (siche 2.2.5),

e xenogenes Serum (XSi), dessen Komplementsystem hitzeinaktiviert wurde (siehe 2.2.6.)
und

o synthetisches Medium (SM) als Kontrollgruppe.

Die Zellen werden fiir sechs Stunden mit dem jeweiligen Serum inkubiert. Die Frequenz wird

vor Serumzugabe (t = 0) und zwei, vier und sechs Stunden danach gemessen (Versuchsaufbau

sieche 2.6.1.). Die Versuche werden an zwei verschiedenen Tagen durchgefiihrt. Es wird zu

jedem Zeitpunkt und fiir jede Gruppe die in Tabelle 22 angegebene Zellzahl ausgewertet.

Die Mittelwerte und Standardabweichungen fiir beide Versuchstage zusammengefasst finden
sich in Tabelle 20 und Diagramm 27. Die Variationskoeffizienten aller Versuche sind in Ta-

belle 24 zusammengefasst.
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Kontr. XS XSa XSi
Zeitt | MW SD MW SD MW SD MW SD
Oh | 4240 5,67 | 42,75 498 | 4223 595 | 41,89 3,34
2h | 44,12 3,49 | 39,85 9,60 | 33,07 9,81 | 30,73 6,66
4h | 46,14 4,77 | 38,29 9,74 | 31,77 10,85 [ 30,98 9,98
6h | 49,16 3,69 | 37,73 10,73 | 31,77 11,37 | 32,15 10,44

Tabelle 20: Die Mittelwerte und Standardabweichungen fiir alle Zellen in einer Tabelle zusammenge-
fasst (n siehe Tab. 22).

40
30
20
10

Schlédge/10s

50 /././l
—8— Ko

O——

—*— XSa

0h

2h
Zeit t

4h

6h | o xsi

Diagramm 27: Die graphische Darstellung der Frequenzen fiir die sechsstiindige Inkubation mit ver-
schiedenen Aufbereitungen des xenogenen Serums.

Es kommt auch in diesem Versuch nicht zu nennenswerten Unterschieden in der Kontrakti-

onsfrequenz der spontan schlagenden Zellen wéhrend der Inkubation mit verschiedenen Auf-

arbeitungen des xenogenen Serums.

Variationskoeffizienten
Zeit t| Kontr. XS XSa XSi
Oh 13,38 11,65 13,76 7,97
2h 7,90 24,08 29,66 21,66
4 h 10,34 25,43 34,16 32,21
6h 7,50 28,45 35,79 32,48

Tabelle 21: Die Variationskoeffizienten aller Versuche in einer Tabelle zusammengefasst (n siche

Tab.22).
Ko XS Xsa Xsi
Versuch 1 25 30 30 30
Versuch 2 25 25 30 25
gesamt 50 55 60 55

Tabelle 22: Die Anzahl der pro Zeitpunkt beobachteten Zellen fiir jede Gruppe und jeden Versuchstag
getrennt aufgelistet.
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Versuch 1

Kontr. XS XSa XSi
MW SD MW SD MW SD MW SD
0h 37,72 4,34 38,87 3,19 36,93 3,57 39,40 2,14
2h 41,08 1,75 35,17 9,24 23,63 0,93 25,63 1,54

4h 41,92 1,91 31,77 4,83 21,10 0,96 22,43 2,14
6h 47,12 1,13 31,77 5,53 20,83 0,91 22,97 2,03
Versuch 2
Kontr. XS XSa XSi
MW SD MW SD MW SD MW SD
Oh 47,08 1,08 47,40 1,44 47,53 1,11 44,88 1,56
2h 47,16 1,57 45,48 6,60 42,50 3,28 36,84 5,05
4h 50,36 2,40 46,12 8,26 42,43 1,79 41,24 4,20
6h 51,20 4,22 44,88 11,16 42,70 3,85 43,16 2,94

Tabelle 23: Die Mittelwerte und Standardabweichungen der Frequenzen fiir die verschiedenen Se-
rumgruppen im Vergleich, getrennt nach Versuchstagen.

Versuch 1
Variationskoeffizienten
Zeit t Kontr. XS XSa XSi
Oh 11,52 8,21 9,67 5,44
2h 4,27 26,29 3,93 6,02
4 h 4,56 15,19 4,55 9,56
6h 2,40 17,39 4,38 8,82
Versuch 2
Variationskoeffizienten
Zeit t Kontr. XS XSa XSi
Oh 2,29 3,05 2,33 3,48
2h 3,33 14,52 7,71 13,70
4 h 4,76 17,91 4,23 10,17
6h 8,25 24,87 9,02 6,81

Tabelle 24: Die Variationskoeffizienten der Frequenzen fiir die verschiedenen Serumgruppen im Ver-
gleich, getrennt nach Versuchstagen.

Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse des Tests zur Priifung der Gleichheit mehrerer Va-
rianzen nach Cochran (siehe 2.10.5.).

Sowohl Absorption der Antikorper als auch Hitzeinaktivierung des Komplementsystems ver-
mindern die zur Dissoziation filhrende Wirkung des xenogenen Serums bzw. heben sie auf.
Dabei hat die Absorption der Antikorper einen stirkeren Einfluss als die reine Komplement-
inaktivierung. Dies ist neben den Tabellen auch anschaulich aus den Scatterdiagrammen (Dia-

gramm 29) abzulesen.
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Versuch 1
Varianz
XS XSa
10,19 12,75
85,45 0,86
23,29 0,92
30,53 0,83
Versuch 2
Varianz
XS XSa
2,08 1,22
43,59 10,74
68,19 3,22
124,61 14,84

Priifgrofie
XSi
4,59 0,41
2,38 0,93
4,60 0,72
4,10 0,83
Priifgrofie
XSi
2,44 0,30
25,47 0,53
17,61 0,72
8,64 0,75

Tabelle 25: Die Varianzen der Frequenz aller Versuche in einer Tabelle. Gepunktet unterlegte Felder
enthalten signifikant (p=0,01) unterschiedliche Varianzen (Testung nach Cochran, s. 2.10.5).

Varianz

Zeit t [h]

140
120 |
100 |
80 +

Varianz

60 |
40 |
20 |

Zeit t [h]

—®— Kontrolle —*—— SHH

—®— ABS —2— INA

Diagramm 28: Die Frequenzvarianzen der einzelnen Versuche. * markiert einen signifikanten Unter-

schied (p=0,01).
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3.5. Einfluss der PNAk auf den Stickoxidstoffwechsel

3.5.1. Die Stickoxidproduktion in Abhédngigkeit von der Zeit

Die 1:1-Mischung aus XS und SM enthélt bereits vor Inkubation deutlich mehr Nitrit als das
reine SM, und zwar in einer Konzentration von 10,88 uM versus 3,73 uM. Dies entspricht in
etwa dem Verhiltnis, das die Nitritwerte bis zu einem Zeitpunkt von sechs Stunden aufwei-
sen. Die Ausgangswerte konnen in der vorliegenden Darstellung nicht mit aufgenommen wer-
den, da sie nicht aus dem Uberstand inkubierter Zellen stammen und deshalb auch nicht auf
die zelluldre Proteinmenge bezogen werden konnen. Im Laufe der Zeit steigt die Stickoxid-
produktion der Zellen, die mit XS inkubiert werden, im Vergleich zur Kontrolle an. Zum
letzten Messzeitpunkt (t=24 h) ist in allen Versuchen die Stickoxidproduktion der HMZ unter
dem Einfluss des XS deutlich gréBer als die der Kontrollzellen. Dieses Ergebnis ist nicht sig-

nifikant, wahrscheinlich aufgrund der relativ kleinen Versuchsreihe.

XS Kontrolle
Zeit t Mittelwert SD Mittelwert SD
1/2h 10,69 6,96 4,79 0,28
2h 13,35 6,59 4,61 1,03
6h 14,23 5,88 5,42 0,17
12h 23,08 9,35 4,94 0,28
24 h 18,53 15,30 5,41 0,95

Tabelle 27: Nitritgehalt pro Protein [nmol/mg] nach der jeweils angegeben Inkubationsdauer (je vier
Fldschchen pro Gruppe).

Nitrit/Protein

e EXS

N Kontrolle

[nmol/mg]

1/2 h 2h 6h 12h 24 h
Zeit t [h]

Diagramm 30: Der Nitritgehalt der HMZ unter Inkubation mit XS und SM als Kontrolle nach unter-
schiedlich langer Inkubationsdauer.
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3.5.2. Die Stickoxidproduktion in Abhédngigkeit von der PNAk-Konzentration

Um zu priifen, ob die Stickoxidproduktion von der Antikorpermenge abhdngt, werden die
HMZ fiir 24 Stunden mit verschiedenen Verdiinnungsstufen (1:2 bis 1:32) des XS inkubiert.
Um den bereits initial in den verschiedenen Verdiinnungsstufen unterschiedlichen Nitritgehalt
auszugleichen und um etwaige Verdnderungen im Nitritgehalt durch die Inkubation an sich
auszuschalten, wird jeweils ein Aliquot der verschiedenen XS-Verdiinnungsstufen ohne Zel-
len fiir 24 Stunden mitinkubiert. Die gemessenen Nitritwerte werden dann auf die Werte der
jeweiligen Kontrollmischung bezogen, um die Nitritproduktion messen zu konnen. Die Nitrit-

menge nach 24 Stunden liegt fiir die Verdiinnung 1:2 bei 36 nmol/mg.

Wieder sind die Unterschiede zwischen den Versuchen relativ gro3. Es kommt zu einer im
Vergleich zur Kontrolle deutlich vermehrten NO-Produktion unter XS-Einfluss, die mit sin-

kender Konzentration abnimmt.

Nitritproduktion/Protein

nmol/mg
N
l—
—
HH

—

B2

Klﬁﬁllle 1:2 1:4 118 1:16

Diagramm 31: Die Stickoxidproduktion der HMZ unter Inkubation mit verschiedenen Verdiinnungs-
stufen der HMZ.

Bei der Inkubation mit induzierten Antikérpern konnte keine reproduzierbare Verdnderung im
Nitritgehalt der Serum-Medium-Mischung festgestellt werden. Dies hdngt vermutlich mit

dem raschen Absterben der Zellen zusammen.
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3.6. Einfluss von Immunglobulinlésungen auf die

Herzmuskelzellen

3.6.1.1. Auswirkungen der Inmunglobulinlésungen auf die Chronotropie

Die HMZ werden mit unspezifischen Antikdrperlosungen inkubiert, um die Wirkung von IgG
(Intraglobin F) und IgM (Pentaglobin) auf das Schlagverhalten der Zellen zu untersuchen.
Wie die xenogenen Antikorper konnten diese Immunglobuline moglicherweise einen inter-
medidren Stillstand verursachen. In den Versuchen zeigt sich jedoch kein derartiger Effekt.

Im Laufe der Zeit nehmen sowohl unter Inkubation mit Pentaglobin als auch mit Intraglobin F

die Frequenzen geringfiigig ab.

200 v

150 T } } } } I - I I I
-1:00 00:00 01:00 02:00 03:00 04:00 05:00 09:00 13:00

Zeit [min:sec]

Frequenz
[Schlage/min]

Diagramm 32: Darstellung der Kontraktionsfrequenzen unter Inkubation mit Intraglobin F. Bis zum
Zeitpunkt T erfolgte die Frequenzmessung alle 15 s, danach einmal pro Minute.

|

Frequenz
[Schldage/min]

0 1 1 1 1 1 \ \ \
-1:00 00:00 01:00 02:00 03:00 04:00 05:00 09:00 13:00

Zeit [min:sec]

Diagramm 33: Darstellung der Kontraktionsfrequenzen unter Inkubation mit Pentaglobin. Bis zum
Zeitpunkt T erfolgte die Frequenzmessung alle 15 s, danach einmal pro Minute.
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3.6.1.2. Auswirkungen der Immunglobulinlosungen auf die Kontraktilititsparameter

Wie in den Versuchen mit den IAk (siehe 3.2.1.) werden die Kontraktilitdtsparameter Fre-
quenz, Amplitude, Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit gemessen. Dies geschieht
zu folgenden Messzeitpunkten:

1. unmittelbar vor Serumzugabe;

2. 45 Sekunden nach Serumzugabe;

3. zum Zeitpunkt des Maximums der Amplitude;

4. zum Zeitpunkt des Minimums der Amplitude.

Wihrend Intraglobin F, eine Losung mit sehr niedrigem Gehalt an PNAK, keine augenfilligen
Alterationen der Kontraktilitit auslost, werden die Kontraktionsparameter durch Pentaglobin
im Sinne einer verstirkten Streuung (zum Zeitpunkt des Maximums) beeinflusst.

Die Messungen der Proteinmenge in den Kulturlochern nach Ende der Inkubation und des zu
diesem Zeitpunkt noch in den Zellen vorhandenen Kaliums brachten fiir beide Gruppen keine

von den Kontrollen abweichenden Ergebnisse.

1.4 - nach Serumzugabe Maximum

Vor Serumzugabe Minimum

Werte in Vielfachen des
Ausgangswertes

Diagramm 34: Kontraktilititsparameter unter Inkubation mit Intraglobin F. (F = Frequenz, A=
Amplitude, K=Kontraktionsgeschwindigkeit, R=Relaxationsgeschwindigkeit.
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Maximu
m

1,8 +

1,6 L
vor Serumzugabe nach Serumzugabe

Minimum
1,2 +

0,8

0,4 4

Werte in Vielfachen des Ausgangswertes
|
T

0,2

Diagramm 35: Kontraktionsparameter der Zellen unter Inkubation mit Pentaglobin.
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4. Diskussion

4.1. Aktive Bestandteile und Qualitat der Seren

4.1.1. Serenauswahl und -aufbereitung

In der vorliegenden Arbeit werden die Wirkungen von praformierten und induzierten Anti-
korpern auf Kardiomyozyten untersucht. Hierzu wird humanes xenogenes Serum und Serum
mit induzierten Antikdrpern von Kaninchen verwendet. Der Einfluss xenogener Seren ver-
schiedener Spezies mit praformierten natiirlichen Antikérpern wurde bereits berichtet. Dabei
wurden keine qualitativen Unterschiede zwischen den Seren verschiedener diskordant xeno-
gener Spezies festgestellt (Miiller-Werdan et al. 1994, Zander 1994). Zur besseren Vergleich-
barkeit wird fiir die hier berichteten Experimente nur das humane Serum einer Person einge-
setzt. Dadurch werden interindividuelle Abweichungen im Serum als Ursache fiir verschiede-
ne Ergebnisse ausgeschlossen. Das Serum der Versuchsperson zeichnet sich durch relativ ho-

he Titer xenogener Antikorper aus (Klein 1994a).

Die Membran, iiber die die Seren dialysiert werden, hat eine Porengrofle von 10 kD. Sie ist
somit fiir Elektrolyte, Glucose und andere niedermolekulare Substanzen leicht durchgingig.
Hohermolekulare Stoffe, z.B. Albumin (66 kD) kénnen die Membran nicht passieren. Insbe-
sondere Faktoren des Komplementsystems (24 bis 410 kD) und Antikdrper, deren kleinste
(IgG) ein Molekiilmasse von 150 kD besitzen, konnen nicht aus dem Serum in die Dialyse-
fliissigkeit Ubertreten. Um mogliche Verdnderungen der Serumzusammensetzung auszu-
schlieBen, werden die Himagglutinationstiter vor und nach der Dialyse gemessen. Solche Un-
terschiede konnten unter anderem durch starke Volumenverschiebungen zwischen Serum und
Dialysiermedium aufgrund onkotischer Effekte oder durch Locher in der Dialysemembran
auftreten. Dies ist in den hier berichteten Untersuchungen nicht der Fall. Der Ausgleich der
Elektrolytkonzentrationen auf die Werte von SM ist wichtig, da potentielle Verdnderungen
derselben per se schon zu Abweichungen im Schlagverhalten der HMZ nach einem Medium-

wechsel fiihren konnten.
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4.1.2. PNAk

Die PNAKk sind ein Bestandteil der unspezifischen Immunabwehr. Sie sind Teil eines entwick-
lungsgeschichtlich alten Abwehrsystems, das moglicherweise in der Entwicklung frither Viel-
zeller entstanden ist, um eine ,,Zellmischung® zwischen diesen Organismen zu verhindern
(Samuelsson et al. 1994). Zu ihrer Entstehung ist kein Antigenstimulus notwendig (Boyden
1966). Natiirliche Antikérper konnen allen Immunglobulinklassen angehoren, im wesentli-
chen handelt es sich aber um IgM (Hammer 1989, Hammer et al. 1992b, Lillevang et al.
1994), die zur Fixierung und Aktivierung des Komplementsystems vor allem iiber den klassi-
schen Aktivierungsweg fahig sind (Bergmann et al. 1990). Die PNAk vom Typ IgM scheinen
zu einer Ak-Familie anzugehoren, zu der unter anderem auch die Isohdmagglutinine gehoren
(Parker et al. 1996). Sie zeichnen sich durch hohe Aviditdt, aber geringe Spezifitit der Anti-
gen-Antikorper-Bindung aus (Hammer 1987) und sind im Gegensatz zu den spezifischen in-
duzierten Ak polyreaktiv, d.h., ein Antikorper kann jeweils mit mehreren Epitopen reagieren
(Poncet et al. 1988, Turman et al. 1991). Auch bei der HXAR sind hauptsdchlich Ak vom Typ
IgM beteiligt (Lindman et al. 1992, Kroshus et al. 1996, Parker et al. 1996); PNAk vom Typ
IgG binden zwar auch an die Zellen, reichen alleine aber nicht zur Induktion einer funktionel-
len Zytotoxizitdt aus (Xu et al. 1994). Jede Spezies besitzt ein spezieseinheitliches Repertoire
von PNAk (Pozzetto 1990). PNAKk sind nicht gegen Antigene der eigenen zoologischen Fami-
lie gerichtet, und je weiter entfernt die phylogenetische Verwandtschaft zweier Spezies ist,
desto mehr PNAk gegen die jeweils andere existieren (Hammer et al. 1973). Bei neugebore-
nen Kindern finden sich keine signifikanten Level xenoreaktiver Anti-Schwein-Ak, im
Schwein-auf-Pavian-Modell ist die Uberlebenszeit des Transplantates bei neugeborenen Emp-
fangern langer (Kaplon et al. 1995b). Menschliche Neugeborene erhalten PNAk {iber Co-
lostrum, Muttermilch, durch eigene Produktion und auch aus dem miitterlichen Serum durch
aktiven und passiven Transfer iiber die Plazenta (Hammer 1993). Der wesentliche Ausldser
der selbstindigen PNAk-Bildung sind lebende Bakterien, bei gnotobiotisch - also keimfrei -

aufgezogenen Tieren ist diese deshalb verzogert (Hammer & Hingerle 1992).

Die PNAk werden von CD5- und CD6-positiven B-Lymphozyten produziert, welche ca. 10-
25% der B-Zellen ausmachen (Zola 1987). Diese, auch B1-Zellen genannten Lymphozyten,
sind fiir die erste, T-Zell-unabhéngige, Immunantwort zustindig (Casali 1989, Kasian 1991,
Hardy 1991) und stellen eine gro3e Zahl eher unspezifischer Antikorper her (Ueki 1990). Im

weiteren Verlauf der Immunantwort werden sie von CD5-negativen B-Lymphozyten abgelst,
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die hochspezifische Antikorper gegen das jeweilige Antigen produzieren (Ueki 1990). Die
PNAk werden in den B1-Zellen durch V-Gene kodiert, ihre polyreaktiven Antigenbindungs-
eigenschaften werden im wesentlichen durch die H-Kette CDR3 bestimmt (Casali & Schetti-
no 1996). Auch ohne die Anwesenheit von Komplementfaktoren kénnen PNAk zur Aktivie-

rung von xenogenen Endothelzellen fithren (Naziruddin et al. 1996).

PNAk wird unter anderem auch eine Rolle bei der Beeinflussung von Immunprozessen (Tu-
rano et al. 1992), bei Autoimmunprozessen (Garzelli et al. 1994, Casali & Schettino 1996)
und der Regulierung von Tumorwachstum (Heberman 1995) zugeschrieben. Allein ihre Bin-
dung an Epitope kann unter Umsténden schon zur Aktivierung oder auch Hemmung ver-
schiedener Zellarten (z.B. Leukozyten oder Endothelzellen) fiihren (Sanfilippo & Baldwin
1997).

Die stirkste Bindung der PNAk erfolgt an Oligosaccharide mit einem a-Galaktose-Rest
(Cooper 1994, Satake et al. 1994), v.a. an Galo(1,3)Gal Epitope (Sandrin et al. 1993, Sandrin
94). Diese Oligosaccharide stellen eine hdufige Oberflachenstruktur an Sédugetierzellen dar,
z.B. auch an Schweine-Endothelzellen. Auf Zellen von Menschen, Menschenaffen und Alt-
weltaffen (Spiro & Bhoyroo 1984, Galili et al. 1987, Galili & Swanson 1991) kommen sie
allerdings nicht vor, da bei diesen das Enzym o(1,3)Galaktosyltransferase nicht exprimiert
wird (Galili 2001). Fiir die Xenotransplantation stellen diese Epitope und die gegen sie ge-
richteten PNAk ein groB3es Hindernis dar (Platt et al. 1990b, Galili 1993, Platt 2001). Aber
auch andere Strukturen der Zelloberflache kénnen von den PNAk erkannt werden und kénn-
ten quasi eine zweite Barriere gegen die Xenotransplantation darstellen (Oriol 1994, Cooper
2003). Im Gegensatz zur Allotransplantation spielt der ,,major histocompatibility complex*

als Antigen bei der HXAR keine wesentliche Rolle (Campos et al. 1995).

Es gibt mehrere Moglichkeiten, die PNAk-vermittelte HXAR zu vermeiden. Zum einen wire
eine Verminderung der Antigene vorteilhaft. Durch gentechnische Manipulation lassen sich
beim Spender zusétzliche Gykosyltransferasen exprimieren, die durch kompetitive Produktion
anderer Molekiile die Ausprigung von Galo(1,3)Gal reduzieren (Galili 2001, Platt 2003).
Durch Expression von a-Galaktosidase wird der terminale Zucker des Galoy(1,3)Gal-Epitopes
abgespalten (Platt 2003). Des weiteren kann man die Auspriagung der Gala(1,3)Gal Epitope
im Gewebe des Spenders verhindern, indem die Bildung des zu ihrer Synthese notwendigen
Enzyms, der a(1,3)Galactosyltransferase durch genetische Manipulation in vivo gestort wird

(Gustafsson et al. 1994). Die Gal-Epitope kdnnen bei Mausen durch Gen ,.knock out™ zerstort
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werden, eine Technik, die seit kurzem auch fiir Schweine verfiigbar ist (Phelps et al. 2003,
Polejaeva et al. 2000). Andere Strategien schlieBen die enzymatische Zerstérung der Oligo-
saccharide oder ihre Verdnderung ein (McKenzie et al. 1997). Die zellvermittelte Zytotoxizi-
tat, die von PNAk vom Typ IgG vermittelt wird, ldsst sich durch die Entfernung der endstén-
digen aGal-Epitope nicht verhindern (Watier et al. 1996). Mdglicherweise stiege bei al,3-
Gal-negativen Schweinen auch das Risiko einer Ubertragung von PERV an, da deren Partikel

dann auch negativ fiir diese Epitope wéren (Platt 2000).

Zum zweiten ist es mittels verschiedener Verfahren gelungen, die natiirlichen Ak oder Anti-
Endothel-IgM aus dem Serum des Empfingers zu entfernen und somit die Uberlebensdauer
von Xenografts zu verldngern (Linn et al. 1968, Fischel et al. 1990, Gianello 1994, Latinne et
al. 1994). Zu diesen Methoden gehoren die Elimination der PNAk durch Plasmapherese, Ab-
sorption an Schweineorganen oder Séulen, die Galaktoseal,3Galaktose-Epitope enthalten, die
Blockierung durch Peptide oder Antikorper und auch eine gewisse Protektion der Parenchym-
zellen durch die in-vivo-Absorption der Ak an anderen Zellen (Astarcioglu et al. 1995, Mc-
Kenzie et al. 1997, Schussler et al. 1997). Andererseits fiihrt die Tilgung der PNAk nicht in
allen Experimenten zur Verlingerung der Uberlebenszeit des Transplantats, wofiir vor allem

das Komplementsystem verantwortlich gemacht wird (Pruitt et al. 1993).

SchlieBlich konnen die Bildung von PNAk durch hochdosierte Cyclophosphamid-Gabe und
die dadurch verursachte Suppression der B-Zellen vermindert werden (Morschheuser et al.
1997), und die Zeit bis zur AbstoBung von Xenotransplantaten durch verschiedene immun-

suppressive Therapieschemata verldngert werden (Steinbriichel et al. 1994).

Unter ,,Accommodation® versteht man das Phinomen, dass das gefaBBversorgte Transplantat
trotz des Vorhandenseins von Ak gegen das Endothel nicht geschidigt wird (Platt et al.
1990a, Bach et al. 1991). Erklarungsversuche beinhalten eine Abnahme der Wechselwirkung
zwischen Ak und Antigen, eine geringer werdende Empfindlichkeit der Endothelzellen oder
die Erholung des Organs von der Schidigung durch die Transplantatentnahme beim Spender
und die Reperfusion, wihrend das Empfangerserum frei von Ak und/oder Komplement ist.
Neuere Erklarungsversuche beinhalten den EinfluB von Apoptose-Inhibitions-Genen (Platt
2003). Bei einem spdteren Wiederauftreten von Ak und/oder Komplement ist das Endothel

dann stark genug um standzuhalten (Platt 1994).
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4.1.3. 1Ak

Die TAk werden nach Antigenkontakt im Laufe der humoralen Immunantwort gebildet und
sind spezifisch fiir das auslosende Antigen. Sie konnen auch eng verwandte Antigene binden,
allerdings mit einer geringeren Bindungsenergie. Gegen ein Antigen werden normalerweise
viele verschiedene Ak aus verschiedenen Gruppen und Klassen gebildet. Ein Ak kann aller-
dings strukturell unterschiedliche Determinanten binden und zwar auch an verschiedene Bin-
dungsstellen der antigenbindenden Region (Richards et al. 1975). In der frithen Phase der
Immunantwort werden vor allem IgM, spéter liberwiegend IgG durch die B-Lymphozyten
gebildet. In der Transplantationsimmunologie spielen sie in zwei wesentlichen Féllen eine
wichtige Rolle. Entweder der Empféanger hatte friither schon einmal Kontakt mit einem Anti-
gen des Spenderorgans. Dann kann es zur hyperakuten AbstoBung (Sanfilippo & Baldwin
1997) oder zumindest zu hdufigeren AbstoBungsepisoden (Latif et al. 1995) kommen. Oder
aber der Empfénger bildet nach der Transplantation de novo Antikorper gegen das fremde
Gewebe. Auch dies fiihrt im Endeffekt zur Abstoung des Transplantats. Auch hierbei spielen
im Falle einer Xenotransplantation die stark immunogenen a(1,3)Gal-Epitope neben anderen
Antigenen eine wichtige Rolle (Galili 2001, Cooper 2003). Eine zumindest weitgehende
Supprimierung der Antikorper-Produktion ist mittels zahlreicher Methoden mdglich (Cooper

et al. 2002), auf die hier nicht ndher eingegangen werden soll.

4.1.4. Komplementsystem

Der Begriff Komplementsystem wurde von Ehrlich eingefiihrt, um die Aktivitét eines Serums
zu beschreiben, das unter dem Einfluss spezifischer Ak Bakterien lysierte. Das Komplement-
system ist ein System hochmolekularer Proteine, die im Blutplasma und in anderen Korper-
fliissigkeiten vorkommen. Nach Aktivierung dient es der Opsonierung, der Aktivierung von
Leukozyten und der Zytolyse. Die einzelnen Komponenten liegen als inaktive Vorstufen vor,
die unter bestimmten Bedingungen durch proteolytische Spaltung oder Protein-
Komplexbildung kaskadenartig aktiviert werden. Wenn Spaltprodukte entstehen, wird das
kleinere Fragment meist mit a, das groflere mit dem Suffix b bezeichnet. Die Komplementak-
tivierung l1duft zum einen iiber den klassischen, zum anderen iiber den alternativen Aktivie-
rungsweg. In beiden Féllen kommt dem Faktor C3 eine Schliisselrolle bei der Aktivierung der

Kaskade zu.
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Zur Auslosung des klassischen Weges bedarf es eines IgM- oder mindestens zweier 1gG-
Molekiile, die als Ag-Ak-Komplex vorliegen. Er verlduft iiber die Faktoren Clq, Clr, Cls,
C4, C2 und C3. Nach Bindung von Clq an den Ag-Ak-Komplex erfolgt die Ca*"-abhingige
Zusammenlagerung eines Komplexes aus einem Molekiil Clq und je zwei Molekiilen Clr

und Cls (Roitt et al. 1995). Uber Spaltung von C4 und C2 entsteht schlieBlich der aktivierte

Komplex C 4b2b , die sogenannte C3-Konvertase.

Der alternative Aktivierungsweg wird unter Beteiligung der Komponenten D (Proaktivator-
Konvertase), B (Proaktivator), Properdin und C3b in Gang gesetzt. Durch eine stindige ge-
ringgradige Spontanhydrolyse wird stindig natives C3 gespalten. Unter Beteiligung der Fak-
toren B und D wird auch auf dem alternativen Weg eine Kaskade aktiviert, die von der Bin-
dung von C3b an eine Oberfliche abhingig ist. Diese Bindung wird normalerweise von spe-

ziellen Oberflachenmolekiilen der Zelle verhindert.

Beide Wege miinden in eine gemeinsame Endstrecke, die zur Membranschadigung durch ei-
nen Komplex der Komponenten C5b-9 fiihrt, den sogenannten ,,membrane attack complex‘

(MAC). Dessen Bildung wird durch enzymatische Spaltung von C5 durch die Konvertasen

des klassischen (C 4b2a3b ) oder alternativen Weges (C 3bBb3b ) initiiert. Konsekutiv la-

gern sich C6 und C7 an und der Komplex wird in die Zellmembran eingebaut. An diesen
membranstindigen Komplex binden dann C8 und bis zu vierzehn C9-Molekiile (Roitt et al.

1995).

Spaltprodukte des Komplementsystems (C1q, Bb, C3b, C3dg, C3a, C5a) beeinflussen sowohl
die Lokalisation und Aktivierung als auch die Effektor-Funktionen von Granulozyten, Lym-
phozyten, Monozyten und Thrombozyten, indem sie als Liganden fiir spezifische Rezeptoren

dieser Zellen fungieren (Baldwin et al. 1995).

Das Komplementsystem spielt sowohl bei der akuten als auch bei der antikorpervermittelten
hyperakuten Abstoflungsreaktion allogener Transplantate eine Rolle (Brauer et al. 1995). Es
ist ein wesentlicher Faktor fiir die HXAR (Platt & Bach 1991). Die Bedeutung des Komple-
mentsystems fiir das Uberleben xenogener Transplantate zeigt sich durch mehrere Tatsachen
(Platt 1994): Erstens sinken nach der Anastomosierung eines Xenografts an das Gefdf3system
des Empfingers die Komplementlevel im Blut des Empfangers ab. Dies beruht vermutlich auf
einem Verbrauch im Transplantat. Zweitens kommt es zu einer raschen Ansammlung von

Komplement in abgestoBenen Xenotransplantaten. SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass
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sich die Uberlebenszeit xenogener Organe verlingert, wenn die Transplantation auf Empfin-
ger erfolgt, die einen Defekt des Komplementsystems besitzen (Zhow et al. 1990) oder wenn
das Komplementsystem im Serum des Empfingers inaktiviert wird (Moberg et al. 1971).
Auch bei anderen Krankheiten, z.B. Myokarditis, ist das Zusammenspiel von Ak und Kom-

plement von Bedeutung (Drude et al. 1991).

Praformierte Antikorper aktivieren den klassischen Weg der Komplementkaskade (Bergmann
et al. 1990). Im Xenotransplantationsmodell Schweineorgan auf Primaten wird das Komple-
ment im wesentlichen auf diese Weise in Gang gesetzt (Dalmasso & Platt 1993, Kaplon et al.
1995). Das Komplementsystem wird dafiir verantwortlich gemacht, dass eine Elimination der
PNAKk nicht in allen Experimenten zur Verlingerung der Uberlebenszeit des Transplantats
fiihrt (Pruitt et al. 1993). In der Abwesenheit von Ak gegen die xenogene Zelloberfldche
kommt es in einigen Modellen zu einer zumindest teilweisen HXAR. Diese wird durch eine
direkte Aktivierung des Komplementsystems an der fremden Oberfléche liber den alternativen
Weg verursacht (Platts-Mills & Ishizaka 1974, Miyagawa et al. 1988, Johnston et al. 1991,
Zhao et al. 1994). Bei der Perfusion von Lungen von o(1,3)Gal-Knock-out-Méusen mit hu-
manem Serum ist ein dem Wildtyp vergleichbarer Perfusionsabfall als Ausdruck einer HXAR
erst durch Komplenentinaktivierung vermeidbar (Miyata & Platt 2003). Auch Ischdmie, Re-
perfusion eines Gewebes nach ldngerer Unterbrechung der Blutzufuhr, Infektionen und Dys-
regulation konnen eine Aktivierung der Komplementkaskade auslosen (Sanfilippo & Baldwin

1997).

Zur Hemmung des Komplementsystems stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung (Mc-
Kenzie 1997). Cobra venom factor dezimiert das Komplementsystem in vitro und in vivo und
verlangert die Zeit bis zur TransplantatabstoBung (Gewurz et al. 1967, Leventhal et al. 1993),
wirkt in vivo aber zumindest in hoheren Dosen toxisch. Monoklonale Ak gegen C3 sind in
der Lage, die Uberlebenszeit von Xenotransplantaten zu verlingern, konnen aber zu Blutun-
gen flihren (Kemp et al. 1994). Mit Hilfe des Antikomplement-Wirkstoffes K76 COOH, der
vor allem die C5-Aktivierung behindert, ldsst sich die Lebensdauer von Fremdorganen eben-
falls verlangern. Dies gelingt vor allem, wenn gleichzeitig auch durch Chemotherapeutika
(Cyclophosphamid und FK506) die Antikdrperbildung verhindert wird (Tanaka et al. 1995).
Das Komplementsystem ist hitzelabil und ldsst sich in vitro durch 30miniitiges Erwérmen des

Serums auf 56°C inaktivieren.
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Eine weitere Mdglichkeit der Komplementinaktivierung stellen Regulationsproteine dar. Da-
bei handelt es sich um Faktoren der Zellmembran, die speziesspezifisch sind (Lachmann
1991). Zu diesen Faktoren gehoren DAF (CDS55), MCP (CD46) und CD59 (Cozzi & White
1995). ,,Decay accelerating factor (DAF) ist ein Regulationsprotein des klassischen und al-
ternativen Weges der Komplementaktivierung, das die Bindung von C2 und C4b hemmt, die
Dissoziation des C3bBb-C3-Konvertaseenzyms beschleunigt und somit die Komplementkas-
kade auf dem Niveau von C3b blockiert (Roitt et al. 1995, Rosengard et al. 1995). ,,Membra-
ne cofactor protein“ (MCP) und CRI sind ebenfalls bedeutsam fiir die Verhinderung der
Komplementaktivierung. CD59 und der homologe Restriktionsfaktor (HRF) sichern korperei-
gene Zellen vor der Lyse durch den MAC (Roitt et al. 1995). Transgene Tiere bzw. Zellen fiir
einen oder mehrere dieser Faktoren existieren. Diese Zellen sind dadurch vor der Lyse durch
das Komplementsystem geschiitzt (Wang et al. 1991, Dalmasso et al. 1991, White et al. 92,
Oglesby et al. 1992). Organe von transgenen Schweinen zeigen lingere Uberlebenszeiten und
ndhren die Hoffnung auf einen praktischen Einsatz der Xenotransplantation (Braidley et al.
1996, White & Calne 1996). Bei diesen Versuchen werden entweder Schweine geziichtet, bei
denen der Bauplan fiir die Faktoren in das Genom integriert wurde (Fodor et al. 1994,
Schmockel et al. 1996) oder transgene Erythrozyten iibertragen die Faktoren wéhrend der Per-
fusion auf die Endothelzellen des xenogenen Organs (McCurry et al. 1995). Bei der xenoge-
nen Lebertransplantation kommt ein anderes Phdnomen zum Tragen. Durch diese Transplan-
tate wird von der neuen Leber spenderspezifisches Komplement gebildet, und auf diesem
Wege die Uberlebenszeit auch anderer Xenotransplantate verlingert (Starzl et al. 1994, Val-

divia et al. 1995).

Ein durch den MAC des Komplement geformter Kanal hebt die funktionelle Impermeabilitét
der Zellmembran fiir Kationen auf (Fries & Frank 1987, Morgan 1989). Dies kann die Lyse
der Zellen verursachen. Bei kernhaltigen Zellen fiihrt ein Angriff des MAC nicht wie z.B. bei
Schaferythrozyten in allen Fillen zur Lyse. Zur Lyse kernhaltiger Zellen sind im Gegensatz
zur Aufldsung von Erythrozyten mehrere C6-Molekiile bzw. mehrere durch den MAC ge-
formte Kanéle notwendig (Koski et al. 1983). In sublytischen Konzentrationen hingegen wird
das intrazelluldre Ionengleichgewicht voriibergehend gestort. Es resultieren verschiedene in-

trazelluldre Antworten:

1. Vermutlich iiber G-Proteine vermittelt, steigt die Adenylatcyclase-Aktivitit und damit die

intrazellulire cAMP-Konzentration an. Auflerdem kommt es zu einer Vermehrung von
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Proteinkinase C (Carney et al. 1990). Das cAMP hat einen protektiven Effekt auf die Zel-
len, diese konnen durch Inkubation mit cAMP vor der Lyse geschiitzt werden (Lo & Boyle
1972).

2. Das intrazelluldre Kalzium steigt, sowohl durch einen Einstrom von auflen als auch durch
eine Freisetzung aus intrazelluldren Speichern (Morgan 1989, Cybulsky et al. 1990, Berger
et al. 1993). Dadurch steigt auch die Kontraktionsamplitude adulter Ratten- und Meer-
schweinchen-Ventrikelzellen signifikant an, wobei die Ursache keine unspezifische Schi-
digung und Permeabilititssteigerung der Zellmembran ist, sondern eine selektive und re-
versible Anderung der Ca*"-Durchlissigkeit (Berger et al. 1993). Es resultiert eine gestei-
gerte intrazellulare Kalziumkonzentration und eine Aktivierung der Phospholipasen C und
A, , die eine Freisetzung von Diacyglycerol und Inositol-1,4,5-Triphosphat nach sich zie-
hen (Wiedmer et al. 1987, Casey & Gilman 1988, Morgan 1989, Cybulsky et al. 1990).
Daraus resultiert eine Vermehrung der Proteinkinase C, die zum Schutz der Zellen vor Ly-

se durch das Komplementsystem beitrdgt (Cybulsky et al. 1990).

3. Auch der Eikosanoid-Stoffwechsel wird angeregt (Hansch et al. 1988). DAG kann den
Arachidonsdurestoffwechsel aktivieren (Forth et al. 1992). Es wurde nachgewiesen, dass
Einfligen des MAC in die Membran in sublytischen Konzentrationen die Synthese und die
Freisetzung von Metaboliten der Arachidonsdure stimuliert, unabhéngig von den Kompo-

nenten C3a, C3b, C5a (Hartung et al. 1983, Imagawa et al. 1987).

Die Wirkung der Anaphylatoxine C3a, C4a und C5a auf HMZ hingegen ist weitgehend unge-
klart (Werdan et al. 1993). Aktivierte Bestandteile der Komplementkaskade und der MAC
16sen die Produktion von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Eikosanoiden und die Vermeh-
rung von Zellmolekiilen wie Selectinen, Integrinen und MHC aus (Sanfilippo & Baldwin
1997). Die durch das Komplement verursachten Ereignisse fithren vor allem bei den klinisch
relevanten Schwein-auf-Mensch-Modellen nur selten zum Zelltod (Platt et al. 1991c). Viel-
mehr kommt es zur Aktivierung der Endothelzellen und Ausschiittung von Heparan-Sulfat
(Platt et al. 1991a, Platt et al. 1991b), zur Anderung der Zellform von Endothelzellen (Saadi
et al. 1994) und zur Ausbildung von Prothrombinase-Komplexen. Dies resultiert schlieBlich

in einer AbstofBung des Transplantats.
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4.2. Einfluss der induzierten Antikérper im in-vitro-Modell eines

xenogenen Systems
4.2.1. Kontraktilititsparameter bei Inkubation bis 30 min.

4.2.1.1. Kontrollversuch

Wenn beim Medienwechsel unter dem Mikroskop, wie er in 2.4.2 beschrieben ist, nur SM als
Kontrolle eingesetzt wird, kommt es in keinem Fall zu einem Stillstand oder anderen auffalli-
gen Verdnderungen der Kontraktionsfrequenz, was im iibrigen auch schon frither (Klein
1994) gezeigt werden konnte. Ein Einfluss des mechanischen Versuchsablaufs per se auf das
Schlagverhalten des HMZ-Monolayers kann somit ausgeschlossen werden. Dies stellt eine
wichtige Kontrolle dar um auszuschlieen, dass Phidnomene als seruminduziert gewertet wer-
den, die lediglich durch Scherkrifte der Medien bei Absaugen und Hinzupipettieren oder
durch das kurzzeitige Fehlen der Umspiilung mit Medium wéhrend des Wechsels verursacht

werden.

Die Tatsache, dass die Kontraktionen einer Zelle als reprédsentativ fiir den gesamten Monolay-
er ausgewertet werden konnen, wurde ebenfalls in fritheren Untersuchungen gezeigt (Klein
1994). Die Zellen haben zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfiihrung, d.h. 48 bis 72 Stunden
nach Kultivierungsbeginn, einen synchron schlagenden Monolayer im Sinne eines funktionel-

len Synzytiums gebildet (Werdan & Reithmann 1987, Werdan & Erdmann 1989).

4.2.1.2. Auswirkungen der IAk auf die Chronotropie der HMZ

In allen 13 Versuchen mit K-RHS kommt es innerhalb von maximal 21 Minuten zu einem
anhaltenden Stillstand. Dabei spielt es keine Rolle, ob dialysiertes oder undialysiertes Serum
verwendet wird. Daraus ldsst sich schlieflen, dass die verantwortlichen Serumbestandteile die
Dialysemembran nicht passieren konnen, ihr Molekulargewicht also groBer als 10000 Dalton
ist. Der Hadmagglutinationstiter von K-RZK ist nicht messbar hoher als der von K-RHS.
Trotzdem horen die Zellen unter der Inkubation mit K-RZK signifikant frither endgiiltig auf

zu schlagen. Dafiir kommen im wesentlichen drei Ursachen in Frage:

1. Das Serum K-RZK enthélt zusétzlich zu den Ak weitere Faktoren, die in K-RHS nicht oder

in geringerer Menge vorhanden sind.
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2. Der Hamagglutinationstiter stellt kein ausreichend genaues Mal} dar, um die Menge der
spezifischen Ak wirklich zu messen. Das Kaninchen, das mit Ratten-HMZ aus Kultur im-
munisiert wurde, hat méglicherweise mehr Ak gebildet als diejenigen, die mit dem Homo-

genisat aus gesamten Herzen immunisiert wurden.

3. Die Ak, die nach Immunisierung mit reinen HMZ ohne andere Zellen, wie z.B. Fibrozyten,
Endothelzellen usw., gebildet wurden sind mdglicherweise spezifischer, deshalb bindet ei-
ne groflere Zahl von HMZ-spezifischen Antikdrpern und der finale Stillstand tritt frither

auf.

Hypothese eins erscheint unwahrscheinlich, da in etwa gleich alte Kaninchen der selben Ras-
se immunisiert wurden, die im selben Stall aufgezogen wurden. Um zwischen den Hypothe-
sen zwei und drei zu differenzieren, bediirfte es aufwendiger Bindungsstudien, die den Rah-
men der vorliegenden Arbeit sprengen wiirden. Aufgrund des stirkeren Effektes und eines
vergleichbaren Aufwandes in der Herstellung bietet es sich fiir zukiinftige Untersuchungen

jedoch an, mit HMZ aus Kultur zu immunisieren.

Die Frage, ob der endgiiltige Stillstand durch kardiodepressive Faktoren bedingt ist, die ledig-
lich die Kontraktionen der HMZ verhindern, oder durch den Tod der Zellen, kann durch nur
funktionelle Parameter nicht beantwortet werden. Thr wird durch die Untersuchungen zur Zy-
totoxizitdt der Antikorper nachgegangen. Eine Zerstorung der Zellen durch die IAk und eine
Aktivierung des Komplementsystems als Ursache des endgiiltigen Stillstands erscheint jeden-

falls wahrscheinlich.

Zu einer Ablosung der noch schlagenden HMZ vom Boden der Kulturlocher, wie sie aus frii-
heren Versuchen beschrieben ist (Zander 1994), kam es nur in zwei Fillen. In beiden wurden
Costar-Plates als Kulturgefda3 benutzt, in denen die HMZ etwas schlechter am Boden haften.
Als Ursachen fiir diese Anderung im Verhalten der Zellen kommt eine Veriinderung der Kol-
lagenbeschichtung des Kulturlochbodens durch den Hersteller in Frage, so dass die Zellen
besser haften. Dafiir spricht auch, dass eine Losung einzelner Zellausldufer vom Boden oder

in Einzelfillen auch ganzer Zellen in allen Versuchen beobachtet werden kann.

Der intermedidre Stillstand mit dem anschlieBenden spontanen erneuten Schlagbeginn tritt in
sechs von 13 Versuchen mit K-RHS und in einem von vier Versuchen mit K-RZK auf. Er ist
ein Phidnomen, das von der Inkubation der Zellen mit PNAk bekannt ist (Klein 1994, Miiller-
Werdan et al. 1994). Die Zeit bis zum Auftreten des Stillstandes betrigt fiir [Ak (K-RHS)
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42,0” (SD 9,3”) und fiir PNAk 62,3” (SD 31,5”) (Klein 1994), die Dauer des Stillstandes fiir
[Ak (K-RHS) im Mittelwert 121,8” (SD 61,0”), fiir PNAk 144,5” (SD 88,2”) (Klein 1994).
Die Ahnlichkeit des Phinomens sowie auch die Ubereinstimmung in zeitlichem Auftreten
und Dauer legt die Vermutung nahe, dass die Ursachen fiir den Stillstand durch die TAk die
gleichen sind wie bei PNAk. Es konnte also zu einer unspezifischen Erh6hung des Eingangs-
widerstandes und einem Riickgang der Erregbarkeit der Zellen kommen. Eine eingehende
Diskussion dieses Phianomens findet sich unter Punkt 4.7.2. Der Grund dafiir, dass der inter-
medidre Stillstand nicht einmal in der Hilfte der Falle auftritt, konnte darin zu suchen sein,
dass IgG ,,schlechter isolieren* als IgM. Moglicherweise sind aber auch weitere Unterschiede

der Seren und der Wirkungsweise der unterschiedlichen Ak von Bedeutung.

Die Tatsache, dass nach Zugabe der IAk keine Frequenzsteigerung beobachtet wird, sondern
ein Abfall der Frequenz, legt nahe, dass das Komplementsystem mit seinem MAC in diesem
Fall nicht nur in sublytischen Konzentrationen an den Zellen angreift (weitere Erklarung siehe

auch 4.7.2).

4.2.1.3. Kontraktionsparameter

Nach Zugabe der IAk kommt es durchweg zu einer Abnahme der Frequenz. Dies steht im
Gegensatz zu der positiv chronotropen Wirkung der PNAk. Dies deutet auf grundsatzliche
Unterschiede im Wirkungsmechanismus hin. Als Erklérung fiir den Frequenzabfall konnte die
vergleichsweise schwerere Schiadigung der Zellen dienen. Dazu gehort die nachgewiesene
Verarmung an energiereichen Phosphaten als Energiequelle der Zelle, wie sie bei der kom-
plementvermittelten Lyse von Zellen auftritt (Morgan 1989). Auch andere zytotoxische Ein-
flisse auf die HMZ, z.B. Sauerstoffradikale, fiihren zu einer Verminderung der spontanen

Kontraktionsfrequenz (Wagenknecht et al. 1989).

Der Verlauf der anderen Parameter richtet sich danach, ob ein intermedidrer Stillstand auftritt
oder nicht. Tritt ein Stillstand auf, so fallen alle drei Kontraktilititsparameter ab, ansonsten
steigen sie nach Serumzugabe an. Der Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen ist aller-
dings nicht signifikant, die Standardabweichungen innerhalb der einzelnen Gruppen relativ
grof3. Ein guter Teil der Zunahme der maximalen Kontraktions- und Relaxationsgeschwindig-
keit bei einer Steigerung der Kontraktionsamplitude diirfte durch die Abnahme der Frequenz

erklarbar sein.
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Insgesamt unterscheidet sich das Schlagverhalten nach Zugabe von Serum mit [Ak deutlich
von dem Verhalten nach Zugabe von Serum mit PNAk (Klein 1994). Bei den [Ak {iberwiegt
wohl eine unspezifische zytotoxische Wirkung gegeniiber potentiellen Einfliissen auf Erre-

gungsbildung und -leitung oder Botensysteme der HMZ.

4.2.2. Einfluss der IAk auf die Frequenz in Abhédngigkeit von der Konzentration

Die Tatsache, dass der 30min-Wert der Frequenz fiir Serum mit Ak in der niedrigsten Ver-
diinnung (1:2) nicht bei Null liegt, erklirt sich daraus, dass einzelne Zellen in den Wells zu
finden sind (n = 6 von 24, alle an einem Versuchstag), die noch schlagen. Bei vierstiindiger
Inkubation schlugen schon nach einer Stunde bei dieser Verdiinnung in insgesamt 27 Kultur-
16chern keine Zellen mehr. Diese Ergebnisse belegen die starke Zytotoxizitdt der IAk. Die
Frequenzsteigerung bei vierstiindiger Inkubation mit den Verdiinnungen 1:16 und 1:32 trotz
des Stillstandes einiger Zellen deutet moglicherweise auf Effekte des Komplementsystems in
sublytischer Konzentration hin, die auch fiir die Verdnderungen des Schlagverhaltens durch

XS verantwortlich sein konnten (siehe 4.7).

Es gibt in allen Versuchen und an allen Versuchstagen immer einmal wieder Kulturlocher, in
denen die Zellen nicht schlagen. Normalerweise lassen sich die Kontraktionen der Zellen aber
elektrisch stimulieren, bei den mit zytotoxischen Ak inkubierten Zellen gelingt dies nicht.
Aus der unterschiedlichen Reaktion der Zellen auf externe elektrische Stimulation kann man
schlieflen, dass die Ursache des Stillstandes unter der Inkubation nicht einfach nur das Fehlen
eines geeigneten Schrittmachers oder erschwerte Ausbreitung der Erregung tiber den Zellra-
sen ist. Sehr lange dauernde Inkubation (24 h) mit den Antikérpern fithrt auch in hoheren
Verdiinnungen (1:16 und 1:32) noch zu einem Stillstand bzw. sogar zur Ablosung der Zellen
vom Boden der Kulturlocher. Eventuell erschopfen sich die Kompensationsmechanismen der

Zellen gegen Serum mit induzierten Ak im Laufe der Zeit.

Die Tatsache, dass eine Inaktivierung des Komplementsystems den frequenzmindernden bzw.
kontraktionsverhindernden Effekt aufhebt, zeigt eine entscheidende Mitwirkung des Kom-
plements fiir diese Effekte an. Es sind also moglicherweise verschiedene Serumkomponenten
an den Wirkungen von Serum mit [Ak beteiligt. Herauszufinden, welche dies sind, bedarf

weiterer Untersuchungen.
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Unter diesem Aspekt ldsst sich die etwas stirkere Wirkung der nicht dialysierten Seren mog-
licherweise aus einer geringen Verminderung von Komplementfaktoren oder deren Aktivie-

rung und Verbrauch durch die Dialyse herleiten.

4.2.3. Einfluss unterschiedlicher Serumgruppen der IAk

Sowohl K-RHS als auch K-RZK bewirken nach zweistiindiger Inkubation einen kompletten
Stillstand der Zellen. Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die Kontraktionsfrequenzen der
HMZ unter inaktiviertem oder absorbiertem Serum praktisch nicht von der Kontrolle. Es be-
darf also der Anwesenheit von IAk und Komplement, um den kompletten Stillstand der HMZ
zu verursachen. Somit kann eine durch die an die Zellen bindenden [Ak ausgeldste Zytotoxi-

zitdt des Komplementsystems als Grund fiir den Stillstand der Zellen angenommen werden.

Es stellt sich fiir weitere Versuche also die Frage, inwiefern sich die zellschiadigende Wirkung
der PNAKk und der 1Ak, die beide an den HMZ binden und Komplement aktivieren konnen,

unterscheiden.

4.3. Zytotoxizitat der IAk und PNAk im Vergleich

4.3.1. Diskussion der Ergebnisse der Proteinbestimmung

Eine Methode des Zytotoxizitdtsnachweises stellt die Bestimmung des am Ende der Inku-
bationszeit in den Kulturlochern enthaltenen Proteins dar. Ein Absterben der Zellen sollte sich
durch ein Absinken der Proteinwerte bemerkbar machen. Die Ergebnisse weisen jedoch Un-
terschiede zwischen den Gruppen aus: Die Inkubation mit [Ak in verschiedenen Aufbereitun-
gen iiber zwei Stunden fiihrt zu keinen signifikanten Anderungen der Proteinkonzentration.
Erst nach vierstiindiger Inkubation zeigt sich ein leichter konzentrationsabhéngiger Abfall der
Proteine. Lange dauernde Inkubation mit PNAk iiber 6, 12 oder 24 h bewirkt im Gegensatz
dazu sogar eine Erhohung der Proteinkonzentration pro Kulturloch, die nach Absorption der

Ak bzw. Inaktivierung des Komplements noch deutlicher ausfillt.

Die Zunahme der Proteinmenge bei ldngerer Inkubation mit PNAk diirfte auf einer Vermeh-
rung der Bindegewebszellen unter dem Einfluss der mit dem Serum zugefiihrten Wachstums-
faktoren liegen. Dies deckt sich mit friiheren Beobachtungen (Klein 1994). Die normale
Ziichtung der HMZ erfolgt vor allem deswegen in serumfreiem Medium, weil sich der Prote-

ingehalt der Kultur wihrend der dreitdgigen Kultivierungsphase in serumhaltigem Medium
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durch eine Proliferation von Bindegewebszellen um 90% steigern wiirde. Bei der Ziichtung in
serumfreiem Medium erhoht sich der Proteingehalt in dieser Zeit aufgrund geringerer Ver-

mehrungsfahigkeit der Bindegewebszellen nur um 3% (Werdan & Reithmann 1987).

Fiir die weitere Proteinvermehrung nach Inaktivierung des Komplementsystems und/oder Ab-
sorption der Ak kdnnen im wesentlichen zwei mdgliche Erkldrungen angeboten werden. Zum
einen konnten die PNAk unter Aktivierung des Komplementsystems eine gewisse zytotoxi-
sche Wirkung ausiiben, welche durch die Zunahme der Fibroblasten in der Kultur allerdings
mehr als kompensiert wiirde. Die zweite Moglichkeit wire, dass die Zellteilungsbedingungen
fiir die Fibroblasten unter Anwesenheit von PNAk und Komplementsystem schlechter sind als
in deren Abwesenheit. Auch die Tatsache, dass nach sechsstiindiger Inkubation mit XS die
Zunahme des Proteins noch nicht signifikant ist, lieBe sich mit diesen beiden Mdglichkeiten

erklaren.

Die proliferative Wirkung von Serum wird durch die IAk aufgehoben. Allerdings wire die
Beobachtungszeit von zwei Stunden fiir eine deutliche Vermehrung der Bindegewebszellen
moglicherweise auch zu kurz, wie man sie zumindest fiir inaktiviertes und absorbiertes Serum
erwarten wiirde. Aus dem konzentrationsabhingigen Abfall der Proteine nach vierstiindiger
Inkubation kann noch keine Zytotoxizitdt nachgewiesen, allenfalls vermutet werden. Als Er-
klarungen bieten sich an: Entweder die [Ak wirken nicht zytotoxisch. Dagegen sprechen aber
die Ergebnisse der Chronotropiemessungen. Oder die Zellen bleiben auch nach ihrem Tod
zunédchst weiter am Boden des Kulturgefdfles haften, so dass sich die Proteinkonzentration
trotz Zytotoxizitdt der Ak nicht &dndert. Zur weiteren Abkldrung bedarf es also weiterer Me-

thoden zur Zytotoxizitdtsbestimmung.

4.3.2. Kaliumgehalt

Da die Proteinmessungen keine eindeutigen Aussagen iiber die Zytotoxizitit der Ak zulassen,
sind feinere Methoden zum Nachweis oder Ausschluss der Zytotoxizitit erforderlich. Eine
etablierte Methode stellt die Messung des Kaliums dar, welches nach Beendigung der Inkuba-

tion noch in den Zellen enthalten ist.

Die Inkubation mit induzierten Antikorpern in abnehmenden Verdiinnungen fiihrt zu einem
konzentrationsabhéngigen Abfall der Konzentration von Kalium/Protein. Nach Auswaschen
des Uberstandes und Auflosung der Zellen in Natronlauge findet sich nur noch eine vermin-

derte Kaliummenge. Ein moglicher Grund ist eine Schadigung der Zellmembran und damit
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ein Ausstrom von Kalium aus den Zellen. Eine andere Erkldrung bietet eine Storung der zel-
luldren Mechanismen zur Aufrechterhaltung der Elektrolythomdostase, z. B. eine Hemmung
oder Stérung der Na'/K'-ATPase. In jedem Fall deutet eine Erniedrigung des Kaliums auf
eine Schéddigung der Zellen hin, ein Abfall bis gegen Null zeigt den Tod der Zellen an. Die
Verminderung des Kaliumwertes ist abhingig vom Grad der Zellschidigung bzw. dem Anteil

der geschédigten Zellen am Monolayer.

Es stellt sich die Frage, ob verschiedene Serumaufbereitungen eine unterschiedlich starke
Verminderung der Kaliumkonzentration hervorrufen. Wenn eine Aktivierung des Komple-
mentsystems durch die IAk die Ursache der Zellschddigung darstellen sollte, dann miisste
sowohl eine Entfernung der Ak als auch eine Inaktivierung der Komplementfaktoren die
Verminderung des intrazelluldren Kaliums verhindern. Dies ist, wie unter Punkt 3.3.2 be-

schrieben, der Fall.

Aus diesen Ergebnissen folgt, dass es sich bei der Ursache fiir die Kaliumverminderung um
eine Zytolyse handelt, die vom Komplementsystem einerseits und von den induzierten Anti-

korpern andererseits abhéngt.

Aufgrund des endgiiltigen Stillstandes der Zellen nach maximal 21 min. wiirde man erwarten,
dass nach dieser Zeit der Zelltod eintritt und kein Kalium mehr in den Zellen gehalten werden
kann bzw. das Kalium aus den durch Zerstorung der Zellmembran ,,offenen* Zellen ausgewa-
schen wird. Die Tatsache, dass es in den ersten 30 min. des Beobachtungszeitraumes zu ei-
nem Abfall der Kaliumwerte kommt, der nicht bis auf Null reicht, kann damit erklart werden,
dass nach der Zellschiddigung das Kalium erst langsam aus den Zellen herausdiffundiert bzw.
ausgewaschen wird, weil keine komplette Zytolyse stattfindet. Dazu passt auch die Beobach-
tung, dass sich in diesem Zeitraum die Morphologie der Zellen unter dem Phasenkontrastmik-
roskop nicht grundlegend dndert, abgesehen von der Ablosung einzelner Zellen oder Zellaus-
laufer. Auch bei der Schiadigung von HMZ durch Sauerstoffradikale tritt der Stillstand gering-
fligig vor dem Absinken des K'-Gehaltes der Zellen auf (Wagenknecht et al. 1989).

Die PNAk hingegen induzieren keinen vergleichbaren Effekt auf die Zellen. Sie wirken folg-

lich selbst bei Inkubation tiber 24 Stunden nicht zellzerstorend.
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4.3.3. Messung der energiereichen Phosphate

Falls die Zellen durch Inkubation mit IAk abgetotet werden, sollte man erwarten, dass auch
der Gehalt der Zellen an energiereichen Phosphaten abnimmt. Bei diesen handelt es sich um
Molekiile, die sowohl im Energichaushalt der Zellen als auch als sogenannte second-
messenger eine wichtige Rolle spielen. ATP entsteht bei der oxidativen Phosphorylierung in
den Mitochondrien und dient als Energieressource bei vielen Zellvorgéngen, z.B. bei der Auf-
rechterhaltung der Elektrolythomdostase oder auch bei der Kontraktion und Relaxation von
Muskelfasern. Des weiteren spielt es als Transmitter und Kotransmitter an Nervenendigungen
eine Rolle, sowie als Ausgangsstoft fiir die Synthese des second-messengers cAMP (Forth et
al. 1992). GTP ist das Triphosphat des Guanosins und spielt vor allem als second messenger
bzw. als Vorstufe zu deren Bildung eine Rolle im Zellstoffwechsel. Kreatinphosphat (CP)

dient in den Zellen, vor allem in Muskelzellen, als Energiespeicher.

In Ubereinstimmung mit den Resultaten aus der Kaliumbestimmung ist nach Ende der zwei-
stiindigen Inkubation der HMZ mit IAk nahezu kein CP, GTP oder ATP mehr in den Zellen
vorhanden. Dies stellt einen weiteren Beweis fiir die These dar, dass die IAk unter Beteili-

gung des Komplementsystems zytotoxisch wirken.

Der Abfall der organischen Phosphate kann au3erdem auch als Erklarung fiir die nachlassen-

de Kontraktionsfrequenz unter dem Einfluss von [Ak und Komplement herangezogen werden.

4.3.4. Trypanblau

Wenn wirklich ein Unterschied hinsichtlich der Zytotoxizitit zwischen IAk und PNAk vor-
handen sein sollte, worauf die Bestimmungen der biochemischen Parameter der Zytotoxizitét
iibereinstimmend hinweisen, sollte dieser auch morphologisch nachzuvollziehen sein. Eine
etablierte Methode zum lichtmikroskopischen Nachweis der Vitalitit von Zellen ist die Try-
panblauausschlussmethode (Patterson 1979, Philipps 1973). Sie beruht darauf, dass lebende
Zellen den Farbstoff nicht aufnehmen, wihrend tote gefdrbt werden. Trypanblau besitzt eine
hohere Affinitdt zu Serum- als zu Zellproteinen (Geschickter 1936, Phillips 1973). Deshalb

ist es wichtig, die Zellen nach der Inkubation griindlich von Serumresten zu befreien.

Sowohl die Veridnderung der noch am Boden haftenden Zellen als auch die deutlich hohere
Anzahl der dem Monolayer aufliegenden abgerundeten Zellen spricht fiir die eine zytotoxi-

sche Wirkung der IAk. Dieser optische Befund erklirt auch, warum der erwartete Abfall der
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Proteinmenge pro Kulturloch trotz Absterben der Zellen nicht eintritt. Die Zellen sterben

zwar ab, 16sen sich aber in den meisten Féllen nicht vom kollagenbeschichteten Untergrund.

4.3.5. Elektronenmikroskopie

Die im Vergleich zur Lichtmikroskopie deutlich hohere Auflosung bei der Elektronenmikro-
skopie erlaubt die optische Beurteilung nicht nur der Zellen als ganzes, sondern auch einzel-
ner Zellorganellen. So sind die Mitochondrien mit ihren Matrixgranula sowie die Glanzstrei-

fen deutlich zu erkennen. Zu Einzelheiten des Aufbaus der HMZ siehe 4.7.

Auch die Ergebnisse der Elektronenmikroskopie beweisen die deutliche Zytotoxizitit der
IAk. Allerdings zeigt sich hier, dass auch die PNAk eine gewisse schidigende Wirkung auf
die HMZ haben, die zu einem intrazelluldren Odem fiihrt. Die Bedeutung dieser Beobachtung

wird weiter unten (4.7) diskutiert.

4.4. Einfluss der PNAk im in-vitro-Modell eines xenogenen

Systems bei Inkubation bis zu 24 Stunden

4.4.1. Chronischer Effekt von xenogenem Serum auf die Frequenz

Der positiv chronotrope Einfluss des XS, der direkt nach Zugabe des Serums einsetzt und vor
allem von der Anwesenheit von PNAk im Serum abhéngt (Klein 1994), ist nach zwei Stunden
nicht mehr nachweisbar. Es handelt sich also um einen reversiblen Effekt. Das konnte zum
einen daraus resultieren, dass Antikdrper nach zwei Stunden nicht mehr auf den Zellen zu
finden sind. Zum anderen ist es auch moglich, dass eine Adaptation der Zellen an die verén-

derten Bedingungen stattgefunden hat, die die chronotrope Wirkung authebt.

4.4.2. Chronischer Effekt von xenogenem Serum auf die Synchronizitit des

Schlagverhaltens

Die Tatsache, dass gegen Ende der 24stiindigen Inkubation die Varianzen der Gruppe XS
nicht mehr signifikant groBer sind als die der anderen beiden Gruppen, beruht zum Teil auf

einer steigenden Frequenzvarianz der letzteren.

Diese resultiert moglicherweise einerseits auf einem Verbrauch der metabolischen Substrate
des Kultivierungsmediums und einer daraus resultierenden Arrhythmie. Unter anderem nimmt

bei sinkendem pH, wie er im Medium nach lidngerer Inkubation auftritt, die ,,Offenwahr-
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scheinlichkeit® der flir die Synchronisation entscheidenden Gap-junctions ab (Noma & Tsu-

boi 1987).

Andererseits nimmt die Dissoziation der Kontraktionen des mit XS inkubierten HMZ-
Monolayers im Laufe der Zeit ab. Dies deutet darauf hin, dass die Wirkung des XS reversibel
ist. Entweder verbraucht sich die fiir die Desynchronisation verantwortliche Serumkomponen-
te (z.B. durch eine extrazelluldre Proteolyse), oder die HMZ werden gegen diese Wirkung

resistent.

Absorption und Inaktivierung des XS schwichen den desynchronisierenden Einfluss ab. Folg-
lich braucht man fiir diesen Effekt das Komplementsystem und/oder PNAk. Um dies genauer

zu klédren bedarf es der Untersuchung des Einflusses verschiedener Serumaufbereitungen.

4.4.3. Konzentrationsabhangigkeit

Mit zunehmender Verdiinnung des Serums nimmt die Dissoziation der Zellen ab. Bei einer
Verdiinnung von 1:8 ist sie nicht mehr nachzuweisen. In dieser Verdiinnung fiihren die PNAk
auch nicht mehr zu einem intermediéren Stillstand der HMZ (Klein 1994). Mdglicherweise
sind also auch fiir die Dissoziation wie fiir den voriibergehenden Stillstand der Zellen im we-
sentlichen die PNAk verantwortlich. Wenn dem so wére, handelte es sich bei Dissoziation
und Stillstand eventuell um zwei Aspekte des selben Phdnomens. Um dies zu tiberpriifen
werden verschiedene Serumaufbereitungen hinsichtlich ihres Einflusses auf die Synchronizi-

tat der Kontraktionen untersucht.

4.4.4. Einfluss verschiedener Serumaufbereitungen

Die Kontraktionsfrequenzen der spontan schlagenden HMZ unterscheiden sich fiir die ver-
schiedenen Gruppen nicht wesentlich voneinander. Dies entspricht den Erwartungen, die sich
daraus ergeben, dass das XS nach zwei Stunden keine Frequenzédnderung im Vergleich zur
Kontrolle mehr hervorruft. Interessanterweise heben sowohl die Absorption der Antikdrper
als auch die Inaktivierung der Komplementfaktoren die dissoziationsférdernde Wirkung des
XS Serums auf. Im Gegensatz dazu lésst sich der intermedidre Stillstand durch die Inaktivie-
rung des Komplements nicht verhindern. Wéhrend also der intermediére Stillstand im wesent-
lichen auf dem Einfluss der PNAk beruht, moglicherweise zusammen mit weiteren Serumfak-

toren, sind fiir die Dissoziation der Kontraktionen der Zellen das Komplementsystem und die
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PNAKk von elementarer Bedeutung. Fiir die Dissoziation und den temporiren Stillstand ist also

vermutlich nicht ein und dasselbe Phidnomen verantwortlich.

4.5. Einfluss der PNAk auf den Stickoxidstoffwechsel

4.5.1. HMZ und NO-Produktion

Stickoxid (NO) entspricht dem ,,endothelial derived relaxing factor* und wird durch die
Stickoxid-Synthase aus L-Arginin produziert. Die biologischen Effekte von Stickoxid werden
zum Teil durch cGMP vermittelt, das durch Stimulation der Guanylatzyklase produziert wird
(Kitakaze et al. 1995, Ebihara et al. 1996). Ahnlich wie die kardialen Nicht-Muskelzellen sind
auch die HMZ zur NO-Produktion befdhigt (Werdan et al. 1994).

Die Nitritproduktion kann mit Hilfe der Griess-Reaktion gemessen werden, da NO unter Zell-
kulturbedingungen in einem ziemlich stabilen Verhdltnis zu gleichen Teilen zu Nitrat und

Nitrit weiterreagiert (Werdan et al. 1994).

NO wirkt negativ inotrop, aber auch zytotoxisch (Kitakaze et al. 1995, Satoh et al. 1997). Die
negative Inotropie wird moglicherweise iiber eine Abschwichung des Ca®"-Transienten ver-
mittelt (Ebihara et al. 1996). NO spielt vermutlich sowohl eine Rolle bei der Hypoxie von
HMZ (Kitakaze et al. 1995) und dem Schutz des Herzens vor Sauerstoffradikalen (Maulik et
al. 1996), als auch bei der Schadigung des Herzens durch bakterielle Endotoxine (Werdan et
al. 1994) und bei der dilatativen Kardiomyopathie (Satoh et al. 1997).

4.5.2. Stickoxidproduktion in Abhédngigkeit von Zeit und Konzentration des XS

Nach Inkubation tiber 24 Stunden ist die Nitritproduktion der HMZ unter Inkubation mit XS
deutlich groBer als in der Kontrollgruppe. Die nach 24 Stunden Inkubation in den Kultur-
flischchen vorhandene NO-Menge ist mit sinkender Konzentration von XS riickldufig. Die
Tatsache, dass die NO-Zunahme erst nach zwolf Stunden zu verzeichnen ist, kann dadurch
erklart werden, dass die Transkription und Translation der induzierbaren Stickoxid-Synthase,
die vermutlich der verstirkten NO-Produktion zugrunde liegt, mehrere Stunden bendtigt.
Wihrend die konstitutiv in Kardiomyozyten exprimierte NO-Synthase nur geringe Mengen an
NO bildet, fiihrt die induzierbare NO-Synthase zu stark vermehrter NO-Freisetzung. Fiir ei-
nen definitiven Beweis einer Vermehrung der induzierbaren NO-Synthase bedarf es weiterer

Untersuchungen.
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Bei der Inkubation mit induzierten Antikorpern kann keine Verdnderung im Nitritgehalt der
Serum-Medium-Mischung festgestellt werden, was aufgrund der Tatsache, dass diese Anti-

korper schnell zytotoxisch wirken, erklart ist.

4.6. Einfluss von Immunglobulinlésungen auf die HMZ

Die kommerziell vertriebenen Immunglobulinpréparate Intraglobin F und Pentaglobin sollten
spezifische Antikorperwirkungen an den isolierten Kardiomyozyten zeitigen. Anders als mit
den Spenderseren kommt es nicht zu einem passageren Kontraktionsstillstand. Jedoch resul-
tiert die Inkubation mit Pentaglobin, das einen hohen Gehalt an PNAk hat (Hdmagglutina-
tionstiter 1:256), zu einer vermehrten Streuung der Messwerte der Kontraktionsparameter,
analog zu den Ergebnissen mit xenoreaktivem humanem Serum. Intraglobin F dagegen fiihrte
zu keiner fassbaren Verdnderung der Kontraktilitit. Der Gehalt an praformierten Antikorpern
gegen Ratte ist bei diesem Priparat sehr gering (Hdmagglutinationstiter gegen Rattenerythro-
zyten 1:8). Es kommen mehrere Erkldrungsmoglichkeiten in Frage:

1. Die Ak in den Immunglobulinlésungen sind wirkungslos oder durch das Aufbereitungs-
und Reinigungsverfahren verdndert.

2. Die im Versuch erreichte Ak-Konzentration ist zu niedrig.

3. Die Antikorper zeigen ein anderes Bindungsverhalten als diejenigen, die fiir die Versuche
verwendet wurden.

4. Fiir die Wirkungen sind weitere Serumbestandteile notwendig.

5. Aufgrund der relativ geringen Stiickzahlen konnte ein — im Vergleich zu den humanen Se-
ren deutlich schwécherer Effekt — durch die Variabilitit der Zellkulturpriparationen mas-
kiert werden.

Zu 1. Gegen die Hypothese einer Wirkungslosigkeit spricht, dass Immunglobulinlésungen in

einer Reihe von klinischen Anwendungen eingesetzt werden und wirksam sind. Dies gilt so-

wohl fiir Intraglobin F (Bitzan et al. 1993, Boger et al. 1993, Sheth et al. 1993, Haque et al.

1995) als auch Pentaglobin, das ein IgM-angereichertes Immunglobulin darstellt (Poynton et

al. 1992, Pilz et al. 1994, Behre et al. 1995). Auch in der Xenotransplantationsforschung sind

Immunglobuline erfolgreich eingesetzt worden, um die Uberlebenszeit von Xenotransplanta-

ten zu verldngern (Schussler et al. 1997). Ob andere Eigenschaften der Molekiile als die pro-

totypisch immunologischen verdndert sind, ist nicht genau untersucht.
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Zu 2. Sowohl Pentaglobin als auch Intraglobin F enthalten 5g Plasmaprotein pro 100ml
(>95% Immunglobuline), so dass die Endkonzentration im Kulturgefa3 nicht zu niedrig sein

sollte.

Zu 3. Nicht alle humanen Seren haben eine gleich starke Wirkung auf die HMZ. Diese Wir-
kung korreliert auch nicht in allen Fillen mit dem Himagglutinationstiter (Zander 1994). Eine
mogliche Erklarung konnte ein unterschiedliches Bindungsverhalten der Ak und damit die
Abdeckung verschiedener Epitope oder ein unterschiedliches Verteilungsmuster der gebun-
denen Ak auf der Zelloberfliche sein. Da es sich bei Immunglobulinlésungen aber um
gepoolte Ak von vielen Spendern handelt, sollten interindividuelle Unterschiede im
Serumrepertoire weitgehend aufgehoben sein. Auch dieser Erklarungsversuch kann also das

Ausbleiben von Verdnderungen des Schlagverhaltens der HMZ nicht vollstandig erklaren.

Zu 4. Fir die zytotoxische Wirkung der [Ak ist die Aktivierung des Komplementsystems
vonnéten. Auch ein erheblicher Teil der Wirkungen der PNAk wird durch Komplementfakto-
ren bestimmt oder zumindest verstérkt (siehe 4.7). Zusétzlich spielen bei der relativ unspezifi-
schen ,,Isolierung™ der HMZ durch die PNAk moglicherweise weitere Serumbestandteile wie
z.B. Proteine, die die Faltung der Antikorpermolekiile stabilisieren, eine Rolle. Durch die
Aufbereitung der Immunglobulinpréparate sind so eventuell manche Eigenschaften der Mole-

kiile verdandert und manche Eigenschaften der nativen Seren nicht mehr vorhanden.

4.7. Uberlegungen zum Wirkungsmechanismus der PNAk

Um die folgenden Uberlegungen zum Wirkungsmechanismus der PNAk auf die HMZ ver-
standlich zu machen, sollen zunéchst einmal die Physiologie der HMZ im allgemeinen und
der Kulturen aus HMZ neonataler Ratten im speziellen erldutert werden. Gestiitzt auf diese
Grundlagen soll versucht werden, den PNAk und dem Komplementsystem anhand der oben

dargestellten Ergebnisse ihre Rolle bei den beschriebenen Effekten zuzuordnen.

4.7.1. Physiologie der HMZ

4.7.1.1. Aufbau der HMZ und der HMZ-Kulturen

Der Herzmuskel stellt eine Sonderform der quergestreiften Muskulatur dar. Das Membransys-
tem der HMZ besteht aus dem die Zellen auBen umgebenden Sarkolemma und intrazelluldren

Membransystemen, im wesentlichen dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) und den T-
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Tubuli. Das SR entspricht einer spezialisierten Form des glatten endoplasmatischen Retiku-
lums, das in allen Zellen vorkommt. Bei den T-Tubuli handelt es sich um tubulére, quer zu
den Myofibrillen verlaufende Einstiilpungen der Zellmembran. Sie sind meist auf Hohe der Z-
Streifen lokalisiert, die die Grenze zwischen je zwei Sarkomeren darstellen. Knapp 85% des
Zellvolumens von erwachsenen HMZ werden von Myofibrillen und den meist in deren unmit-
telbarer Néhe liegenden, der Energieversorgung dienenden Mitochondrien eingenommen
(Katz 1992). Neonatale HMZ zeichnen sich durch einen im Vergleich dazu prominenten Zell-
kern aus (Cohen & Lederer 1988). Die in HMZ besonders zahlreichen Mitochondrien sind
von einer doppelten Membran umgeben. Die innere Oberfldche der Mitochondrien wird durch
Cristae, das sind Einstiilpungen der inneren Membran, vergréfert. In der Matrix der Mito-
chondrien kann man Matrixgranula, Elementarpartikel und Ribosomen finden (Bucher &
Wartenberg 1997). In den HMZ-Kulturen lassen sich verschiedene Arten von HMZ unter-
scheiden. Neben Schrittmacherzellen finden sich vorhof- und ventrikelartige Zellen. Durch
Kontakte der Zellen untereinander entsteht eine synchron pulsierende Einzelzellschicht, deren
Kontraktionsfrequenz von den Schrittmacherzellen bestimmt wird (Schanne 1972, Werdan &
Reithmann 1987). Die Ventrikelzellen sind dabei nicht selbst spontan aktiv (Schanne et al.
1990).

4.7.1.2. Das Aktionspotential der HMZ

Das Ruhemembranpotential neonataler Ratten-HMZ wird in der Literatur mit ca. -80 mV an-
gegeben (Couch et al. 1969). Es wird durch die in der Diastole hohe K'-Permeabilitit der
Membran bestimmt. HMZ neonataler Ratten sind nicht schon bei Priparation spontan aktiv,
sondern entwickeln den Automatismus erst in Kultur. Zumindest eine Ursache dafiir ist ein
Riickgang der K'-Leitfahigkeit, die zu einem Riickgang des Ruhemembranpotentials bis auf
ca. -46 mV flihrt (Schanne et al. 1990). Mit Entstehung des Automatismus steigt auch der
Membranwiderstand, der im wesentlichen die Summe der Leitfihigkeiten der einzelnen K'-

Leitfahigkeiten widerspiegelt (Schanne et al. 1990).

Ein Ca’"-Einstrom und ein Na'-Einstrom durch zwei verschiedene Kanile sind fiir die Depo-
larisation der Zellen verantwortlich (Schanne et al. 1979). Bei Erreichen des Schwellenpoten-
tials 6ffnen sich die Na'-Kanile und ein schneller Na'-Einstrom 18st die Depolarisation der
Plasmamembran durch das Aktionspotential aus. Durch die Depolarisation werden auflerdem
spannungsabhingige K'-Kanile geschlossen. Darauf folgt die Phase der friihen Repolarisati-

. . + . . . + .
on, die durch ein Ende des Na'-Einstroms, einen transienten K -Ausstrom und einen kurz-
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fristigen Chlorid-Einstrom gekennzeichnet ist. Die Plateauphase des Aktionspotentials, die
langer als 100 Millisekunden dauert, entsteht durch einen langsamen Ca*"-Einstrom. Die Re-
polarisation erfolgt durch den auswirtsgerichteten Gleichrichter, einen K -Ausstrom aus der
HMZ und ein SchlieBen der Na'- und Ca*"-Kanile. Einen verzogerten gleichrichtenden Strom

gibt es in neonatalen Ventrikel-HMZ von Ratten Zellen nicht (Fermini & Schanne 1991).

Die Schrittmacheraktivitit in den HMZ-Kulturen wird durch einen langsamen Einstrom von

Na“ und Ca®" bestimmt (Dudel & Trautwein 1958, Schanne et al. 1975, 1977).

Die myokardiale Kontraktilitdt hingt von der intrazelluliren Ca®’-Konzentration ab. Der

Ca2+-Anstieg in der HMZ entsteht zum einen durch einen schnellen transsarkolemmalen Ein-

strom von auflen, zum anderen durch eine langsamere Freisetzung aus dem SR (Chin et al.

1990). Der transsarkolemmale Ca**-Einstrom hat in den HMZ fiinf bedeutende Funktionen

(Katz 1992):

1. die schon erwdhnte Beteiligung an der Depolarisation und der Bestimmung der Plateau-
phase des Aktionspotentials;

2. eine Aktivierung von K'-Kanilen und damit eine Einleitung der Repolarisation;

3. die Bereitstellung von Ca”", das fiir spitere Kontraktionen im SR gespeichert wird;

4. die Auslosung der Ca®'-Freisetzung aus dem SR, woher die fiir die elektromechanische
Kopplung entscheidende Ca**-Menge kommt;

5. und schlieBlich bindet auch eine geringe Menge dieses Ca”" direkt an das Troponin C.

Bei neonatalen HMZ sind die Kontraktionen stirker vom transsarkolemmalen Ca”"-Einstrom

abhingig als bei adulten HMZ. Das kann dadurch erklirt werden, dass die neonatalen HMZ

weniger Ca®" aus dem SR freisetzen als die adulten (Chin et al. 1990). Im Anschluss an die

Kontraktion muss das Ca®" gegen seinen Konzentrationsgradienten wieder aus der Zelle her-

austransportiert werden. Dafiir stehen zwei Pumpen zur Verfligung. Zum einen existiert eine

ATP-abhingige Ca*"-Pumpe, die vor allem in der Membran des SR vorkommt. Zum anderen

gibt es einen Na"/Ca®"-Austauscher, der ein Ca*-Ion im Austausch gegen drei Na™-Ionen aus

der Zelle hinausbefordert und seine Energie iiber den von der Na'/K'-ATPase aufrechterhal-

tenen Na'-Gradienten bezieht. Dieser Austauscher hat die groBere Kapazitit (Katz 1992).

4.7.1.3. Die elektromechanische Kopplung und der Kontraktionsmechanismus

Die Kontraktion der Zellen wird durch die Hypothese der gleitenden Filamente erklért. Diese

besagt, dass die diinneren Aktin-Filamente durch die Myosin-Kopfchen der dicken Filamente
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zwischen diese gezogen werden. Myosin besteht im Herzmuskel aus zwei schweren und
zweimal zwei leichten Proteinketten, kann in einen ,,Schwanz* und einen ,,Kopf™ aufgeteilt
werden und ist zur Hydrolyse von ATP fahig. Aktin ist ein globuldres Protein, das in den Fi-
lamenten als Polymer vorliegt, die ATPase des Myosin aktivieren kann und Bindungsstellen
fiir die Myosinkopfchen aufweist. Die Interaktion von Aktin- und Myosinfilamenten wird
durch Tropomyosin und die Troponine (I, T und C) reguliert. Troponin T dient der Bindung

des Troponinkomplexes an das Tropomyosin.

Die Kopplung von Erregung und mechanischer Kontraktion erfolgt durch Ca*", das vor allem
aus dem SR freigesetzt wird. Die lokale Erhohung der Ca*"-Konzentration durch den trans-
sarkolemmalen Einstrom fithrt zur Ca**-Freisetzung aus dem SR an der Grenze zu den T-
Tubuli in sogenannten ,,sparks* (Funken, Entladungen) (Cheng et al. 1996). Die Bindung des
Ca®" an Troponin C hebt den inhibierenden Effekt von Troponin I und Tropomyosin auf.
Durch eine Anderung der Position dieser Regulationsproteine am Aktin werden dessen aktive

Stellen einer Bindung durch die Myosinkopfchen zuginglich (Katz 1992).

Die Kontraktionsfahigkeit der Muskelfibrillen ist auf die Anwesenheit von ATP angewiesen.
In einem ersten Schritt erfolgt die Hydrolyse des myosingebundenen ATP-Molekiils, bevor in
Schritt zwei der aktive Aktin-Myosin-Komplex gebildet wird. Im dritten Schritt fiihrt die Dis-
soziation der Hydrolyse-Produkte ADP und P; vom Aktomyosin zu einer Konformationsinde-
rung des Myosins und damit zur Kontraktion, die durch Ziehen der Aktin- zwischen die Myo-
sinfilamente zustande kommt. Im vierten Schritt kommt es schlielich zur Dissoziation von
Aktin und Myosin unter der Bindung von ATP an das Myosin. Der Prozess kann erneut ab-
laufen. Eine ATP-Verarmung fiihrt zum Rigor, weil die ATP-Konzentration, die zur Ermdégli-
chung der Dissoziation von Aktin und Myosin notwendig ist, groBer ist als diejenige zur Sub-
stratstellen-Sattigung des Myosins. Es kommt also zu einer Bindung und Kontraktion, die

nicht mehr aufgehoben werden kann.

ATP wird durch Glykolyse und oxidative Phosphorylierung in der Atmungskette synthetisiert,
die in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert ist. Dabei ist ATP nicht nur der wich-
tigste Energielieferant fiir viele Zellvorgédnge, sondern dient auch als Vorstufe bei der Bildung
von Second-Messenger-Molekiilen (siche auch 4.7.1.5). Die als energiereiche Phosphate oder
auch bei der Bildung von Second-Messengern vorkommenden Molekiile Adenosin, Inosin
und Guanosin sind die Verbindung der entsprechenden Purinnukleotide mit dem Zucker Ri-

bose.
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4.7.1.4. Kommunikation der Zellen untereinander

Die zytoplasmatischen Ausldufer zweier HMZ beginnen bei Kontakt, eine den Disci interca-

lati dhnliche Struktur zu bilden (Borisov 1991). Diese Disci intercalati entsprechen den licht-

mikroskopisch sichtbaren Glanzstreifen, die fiir den Herzmuskel spezifisch sind und stets am

Ort von Z-Streifen liegen (Bucher & Wartenberg 1997). Im Bereich dieser Disci intercalati

finden sich im wesentlichen drei die Zellen verbindende Strukturen: die Fascia adhaerens, die

Macula adhaerens und der Nexus, auch ,,gap-junction genannt. Wéhrend die beiden ersteren

der mechanischen Verbindung der Zellen dienen, stellen die Gap-junctions Kandle fiir die in-

terzellulire Kommunikation der Zellen dar. Der Herzmuskel ist kein tatsdchliches, sondern
nur ein funktionelles Synzytium. Daraus folgt: Die elektrische Erregung, welche die Depola-
risation ausldst, muss von einer Zelle zur anderen transferiert werden. Dies geschieht {iber die

Gap-junctions. Diese spezialisierten Proteinbereiche der Zellmembran sind besonders wichtig

fiir die Synchronisation der Kontraktionen. Sie formen Kanile, die fiir lonen und Molekiile

bis zu einer GroBe von ca. 1 kD durchléssig sind (Saffitz 1992). Sie werden aus je sechs Con-
nexin-Molekiilen gebildet. Diese lagern sich zu einer Pore zusammen. Die Leitfdhigkeit der

Gap-junctions wird von folgenden Parametern bestimmt:

1. Sie nimmt ab, wenn die intrazellulire Ca* Konzentration steigt und der pH sinkt (Noma &
Tsuboi 1987). Das SchlieBen bei niedrigem pH wird durch das Connexin 43 geregelt, das
als sogenanntes ,,gating particle” fungiert (Ek-Vitorin et al. 1996);

2. Sie geht ebenfalls zurlick, wenn ungesittigte Fettsduren (inklusive Arachidonsédure ) zu-
nehmen (Aylsworth et al. 1986, Burt 1989). Arachidonséure entkoppelt somit HMZ neona-
taler Ratten (Valiunas et al. 1997).

3. Die Phosphorylierung der Proteine der Gap-junctions fungiert ebenfalls als Regulations-

mechanismus (Crow et al. 1990, Swenson et al. 1990).

4.7.1.5. Beeinflussung der HMZ durch verschiedene Regelkreise

Verschiedenste Stoffe haben einen Einfluss auf das Kontraktionsverhalten der HMZ. Hierzu
zdhlen die Arachidonsdure-Derivate. Zu dieser wegen ihrer 20 Kohlenstoffatome nach dem
griechischen Wort fiir zwanzig auch als Eikosanoide bezeichneten Gruppe gehdren die
Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene (Loffler & Petrides 1990). Prostaglandine ver-
ursachen eine Verminderung der Na'/K'-ATPase-Aktivitdt und sind somit positiv inotrop.

Prostazyklin wirkt in niedrigen Dosen positiv, in hohen negativ inotrop (Wagenknecht et al.
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1989). Prostaglandin E; beeinflusst die Kontraktilitit von HMZ positiv, PGF,, hingegen ne-
gativ (Werdan et al. 1993).

Nach aj-adrenerger Stimulation der HMZ wird vermehrt Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat in die Spaltprodukte Inositoltriphosphat (IP3) und Diacyglycerol (DAG) hydroly-
siert (Hanem et al. 1996). Dies geschieht durch eine phosphatidylinositolspezifische Phospho-
lipase C, die iiber G-Proteine aktiviert wird. In der Folge steigt die Ca*"-Affinitit der entspre-
chenden Rezeptoren des kontraktilen Apparates. AuBerdem wirkt IP; Ca®’-mobilisierend
(Werdan et al. 1994). DAG aktiviert die Proteinkinase C. In HMZ verursacht isoliertes DAG
eine biphasische Antwort mit einer positiv inotropen Phase, die von einer negativ inotropen
Phase gefolgt wird (Huang et al. 1996). IP; wird durch drei Phosphatasen zu Inositol ver-
stoffwechselt. Fiir den Abbau von DAG existieren mehrere Wege: zu Phosphatidséure, zu

Glyzerin und Fettsduren oder zu Eikosanoiden (Stryer 1994).

Die kontraktilititssteigernde Wirkung von [;-Adrenozeptor-Agonisten wird vom entspre-
chenden Rezeptor iiber G-Proteine und eine Aktivierung der Adenylatzyklase-Aktivitit ver-
mittelt (Mercadier et al. 1996). Es resultiert eine Vermehrung von cAMP. Das stimulierende
Gs-Protein (guanylnucleotidbindendes Protein), das den Hormonrezeptor und die Adenylat-
zyklase koppelt, verstiarkt die Antwort durch Vervielfachung. Am G-Protein resultiert aus ei-
nem Austausch von GDP durch GTP eine Dissoziation der a-Untereinheit, die die Adenylat-
zyklase aktiviert. Diese synthetisiert cAMP aus ATP unter der Abspaltung von Pyrophosphat
und eines Wasserstoffions. Das cAMP aktiviert diverse Proteinkinasen und stimuliert u.a. die
Phosphorylierung von Phospholamban durch die Proteinkinase A; dessen inhibierende Wir-
kung auf den Ca*"-Transport wird dadurch aufgehoben. Auch andere Verbindungen (z.B.
TNF oder reaktive Sauerstoffverbindungen) kdnnen in diese Regulationsmechanismen ein-
greifen (Werdan et al. 1991). Es resultiert eine positiv inotrope und lusitrope Beeinflussung
der HMZ. Die Kontraktionsfrequenz von HMZ wird durch cAMP ebenfalls gesteigert (el-Ani
et al. 1996). Das cAMP wird in der Zelle stindig durch eine Phosphodiesterase zu AMP und

einem Wasserstoffion hydrolysiert.

Opiate und o-adrenerge Hormone verursachen iiber Gi-Proteine eine vermehrte Hydrolyse

von GTP und eine Verminderung der zelluldren cAMP-Konzentration (Stryer 1994).
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Eine Steigerung der ATP-Konzentration in der Zelle fiihrt sowohl zu einer vermehrten Ca*'-
Freisetzung als auch Wiederaufnahme aus dem bzw. in das SR. Azidose hat negativ inotrope

Auswirkungen.

4.7.2. Auswirkungen der PNAk und des Komplementsystems

Zur Erliduterung moglicher Wirkungsmechanismen der PNAk und des Komplementsystems

sollen zuerst einmal die Ergebnisse fritherer Untersuchungen (Klein 1994) zusammengefasst

werden. Diese ergaben:

1. Nach Serumzugabe erfolgt zunéchst eine teilweise enorme Zunahme der Frequenz.

2. Innerhalb kurzer Zeit kommt es dann zu einem reversiblen Stillstand der Zellen.

3. Durch Inaktivierung des Komplementsystems kdnnen weder die positiv chronotrope Wir-
kung des Serums noch der Stillstand verhindert werden.

4. Der Stillstand ist durch elektrische Stimulation der Zellen nicht zu verhindern.

5. Wenn das Serum verdiinnt wird bzw. die Antikorper absorbiert werden, bleibt der Still-
stand aus, die Frequenzsteigerung fillt geringer aus.

6. Die PNAk haben eine positiv ,,inotrope* und positiv ,,lusitrope” Wirkung auf die HMZ

7. Die intrazelluldre Kalziumkonzentration wihrend des Stillstandes ist gleichbleibend ca. 0,6
uM, nach dem Stillstand sind die Ca*"-Werte in der Zelle wihrend der Relaxation hoher
als vor dem Stillstand. Der Stillstand lédsst sich durch eine Erhéhung der extrazelluldren
Kalziumkonzentration verhindern.

8. Noch 10 bis 15 min. nach Beginn der Inkubation, also deutlich nach Ende des Stillstandes,
haften die PNAk auf der Oberfliche der HMZ.

9. Direkt im Anschluss an den Stillstand schlagen die Zellen asynchron.

Im folgenden soll der Versuch unternommen werden, diese friiheren Resultate und die Ergeb-
nisse der vorliegenden Arbeit in einem Modell der Wirkungsweise von PNAk und Komple-

ment zu kombinieren.

4.7.2.1. Stillstand und Verinderung der Kontraktionsparameter

Der Stillstand wird am wahrscheinlichsten durch eine generelle Abnahme der Erregbarkeit
der HMZ, nicht durch eine Hemmung spezifischer lonenkanéle, verursacht. Versuche durch
Prof. Koidl in Graz in Zusammenarbeit mit unserer Arbeitsgruppe, in denen das Membranpo-
tential mit einer Patch-Elektrode gemessen wurde, brachten folgende Ergebnisse: Unter dem

Einfluss des xenogenen Serums geht die Erregbarkeit von Herzventrikelzellen vom Meer-
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schweinchen zuriick, der Eingangswiderstand erhoht sich. Die Bereitschaft der Zellen, auf

Strome zu reagieren, wie sie das sich ausbreitende Aktionspotential darstellt, wird geringer.

Man kénnte vermuten, dass somit das Schwellenpotential fiir die Offnung der schnellen Na'-
Kaniile, die fiir die Fortleitung des Aktionspotentials notwendig ist, moglicherweise nicht er-
reicht wird. Nach Absorption der PNAKk tritt dieser Effekt trotz Inkubation mit dem ansonsten
gleichen Serum nicht mehr auf (Miiller-Werdan et al. 1997).

Auch die positiv chronotrope Wirkung der PNAk wére durch die Erh6hung des Membranwi-
derstandes erkldrbar. Das Ohmschen Gesetz besagt, dass das Membranpotential E das Produkt
aus dem Membranwiderstand R und dem flieBenden Strom I ist (E= R*I). Nach diesem Ge-
setz fiihrt ein gleichbleibender langsamer Ca®-Einstrom, wie er bei der langsamen Depolari-
sation auftritt, bei erhohtem Membranwiderstand zu einer groBeren Potentialdinderung. Da die
Ionenstrome durch einen héheren Membranwiderstand nicht behindert werden, wird also das
Schwellenpotential in den Schrittmacherzellen schneller erreicht. Die Kontraktionsfrequenz

steigt.

Als Erklarung fiir den Stillstand kann folgende Hypothese dienen: Wird die Erhohung des
Widerstandes durch Bindung weiterer PNAk zu grof3, kann sich das Aktionspotential nicht

mehr im Zellmonolayer ausbreiten. Es kommt zum Stillstand.

Dieses Modell einer vergleichsweise unspezifischen elektrischen Isolation der HMZ durch die
PNAKk erklirt auch, warum eine Dekomplementierung von XS keine signifikante Anderung
des Eintretens und der Lénge des Stillstands und der positiv chronotropen Wirkung bringt.
Die Auswirkungen auf Inotropie und Lusitropie der HMZ konnten nach Absorption der
PNAk moglicherweise deswegen geringer sein (Klein 1994), weil in Abwesenheit der PNAk
keine oder weniger Komplementaktivierung stattfindet. Der MAC des Komplements alleine
wirkt auf HMZ positiv inotrop, vermutlich iiber eine Erhohung des intrazelluliren Ca*" sowie
von DAG und IP; (Berger et al. 1993, siehe auch 4.4.4). ,,Inotropie* und ,,Lusitropie* bei der
Inkubation mit XS werden also vermutlich {iber eine Komplementaktivierung durch die

PNAK vermittelt. Auch die Erh6hung des basalen zytosolischen Ca”" ist damit erklirbar.

Das spontane Wiederauftreten der Kontraktionen in den Zellkulturen wird unter Umstinden
durch diese Zunahme des intrazelluldren Ca®" verursacht. Diese Zunahme bewirkt eine Ver-
schiebung des Membranpotentials hin zu positiveren Werten, also ndher zum
Schwellenpotential. Dadurch kann das Schwellenpotential trotz der Erhohung des

Membranwiderstandes erreicht werden. Da die Steigerung des extrazelluldren Ca®" iiber einen
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erreicht werden. Da die Steigerung des extrazelluliren Ca®" iiber einen vergroBerten Konzent-
rationsgradienten auch einen verstirkten Ca*"-Einstrom bedeutet, ist somit auch die Verhinde-
rung des Stillstandes unter diesen Umsténden erklérlich. Da die PNAk noch 10-15 min. nach
Serumzugabe auf den HMZ nachweisbar waren, erscheint eine Entfernung der PNAk durch
Endo- oder Exozytose als Ursache der Reversibilitdt des Stillstandes in diesem Zusammen-

hang nicht wahrscheinlich.

Auch die elektronenmikroskopische Untersuchung der Zellen nach der Inkubation mit PNAk
deutet darauf hin, dass sich die PNAk nicht nur auf die Oberflédche der Zellen legen, sondern
dass das XS auch Einfliisse auf das Innere der HMZ hat. Das beobachtete intrazellulire Odem
passt gut zu einer sublytischen Komplementwirkung und einem resultierenden vermehrten

Einstrom von Elektrolyten und Wasser in die Zellen.

4.7.2.2. Desynchronisation

Die Desynchronisation durch XS ist durch eine Storung der Erregungsausbreitung iiber den

Monolayer zu erkldren. Dafiir kommen verschiedene Ursachen in Frage:

1. Eine Anderung der Zellform unter dem Einfluss von PNAk und Komplement wird fiir En-
dothelzellen beschrieben. Dies fiihrt zu einer Liickenbildung im Zellrasen (Saadi et al. 94,
Platt 1994). Fiir ein solches Verhalten der HMZ findet sich allerdings in der Elektronen-
mikroskopie kein Anhalt.

2. Eine unspezifische Erh6hung des Membranwiderstandes konnte nicht nur Ursache des
temporidren Stillstandes sein, sondern iiber eine erschwerte Ausbreitung des Aktionspoten-
tials auch fiir die Desynchronisation verantwortlich sein. Gegen diese Hypothese spricht,
dass eine Dekomplementierung des XS den Stillstand nicht verhindert, die Desynchronisa-
tion aber weitgehend authebt.

3. Auch ein Schlieen der Gap-junctions wiirde die elektrische Entkopplung des Monolayers
begriinden. Dies kénnte iiber eine Erhdhung der intrazelluliren Ca®’- und Arachidonsiure-
konzentration, sowie durch eine Phosphorylierung der Connexine durch von einer cAMP-
Vermehrung aktivierte Proteinkinasen ausgeldst werden. All diese Phidnomene konnen
durch eine Integration des MAC in die Zellmembran verursacht werden. Zu dieser Theorie
passt auch, dass noch 20 min nach Serumzugabe eine erhohte intrazellulire Ca’'-

Konzentration festgestellt wurde (Klein 1994).
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Der Hauptmechanismus der Beseitigung des MAC aus der Zellmembran bei neutrophilen
Granulozyten (Morgan et al. 1987b, Morgan 1989), humanen Pléttchen (Sims & Wiedmer
1986), humane Synovialzellen (Morgan et al. 1988a), Glomerulumzellen der Ratte (Camussi
et al. 1987) und Ratten-Oligodendrozyten (Scolding et al. 1989b) ist endo- und exozytotische
Vesikelbildung. HMZ sind grundsétzlich zur Endo- und Exozytose befdhigt (Katz 1992). Die
Endozytose anhaftender Antikorper konnte ein mdglicher Mechanismus sein, tiber den die
neonatalen Ratten-HMZ sich regenerieren. Andererseits konnten die Antikorper iiber eine
extrazellulire Verdauung durch zellstindige Proteasen abgebaut werden. Daraus wére dann
der nach vielen Stunden einsetzende Riickgang der Desynchronisation moglicherweise zu er-

klaren.

4.8. Vorschlage fiir weiterfliihrende Arbeiten
Fiir weiterfithrende Arbeiten stellt sich eine Reihe interessanter Fragen:

e Lésst sich die Desynchronisation durch Stimulation von auBlen verhindern? Dies wiirde
eine Mitwirkung der Gap-junctions als Mechanismus der Erregungsausbreitung von Zelle
zu Zelle wahrscheinlicher machen.

e Lisst sich eine Desynchronisation auch durch aktiviertes Komplement ohne Ak auslosen?

e Ist die Konzentration von Ca*" in den Zellen iiber lingere Zeit als 20 min erhoht? Geht die-
se Erhohung im Laufe der Zeit zuriick?

o Steigt die cAMP-Konzentration oder die Konzentration von Arachidonsdure-Metaboliten
in den Zellen nach der Gabe von XS an?

e Sind {iber ldngere Zeit ein oder mehrere MACs in der Zellmembran nachweisbar?

e An welchen Oberflachenstrukturen der neonatalen HMZ binden die PNAk genau?
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5. Zusammenfassung

Fragestellung:

Die klinische Herz-Xenotransplantation scheint aufgrund vielfaltiger wissenschaftlicher Fort-
schritte wahrscheinlicher zu werden, jedoch konnten priaformierte natiirliche Antikorper, die
ohne vorausgegangene Sensibilisierung im Blut vorhanden sind und Antigene fremder Spe-
zies erkennen, auch bei therapeutischer Bewiltigung der initialen hyperakuten AbstoBungsre-
aktion zur anhaltenden Transplantatdysfunktion fiihren. Tage bis Wochen nach Antigenerst-
kontakt kéime es im xenogenen System zusétzlich zur Bildung induzierter Antikorper, die ge-

gen das Fremdgewebe gerichtet sind.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist, an spontan kontrahierenden Kardiomyozyten das Wirkungs-
profil praformierter natiirlicher Antikdrpern im Vergleich mit induzierten Antikérpern (durch
Verimpfung von Rattenherzgewebe oder Rattenherzzellen in Kaninchen gewonnen) zu unter-

suchen.

Methodik:

Zu Kulturen spontan kontrahierender, neonataler Rattenkardiomyozyten werden Seren zuge-
geben, die priformierte oder induzierte Antikdrper enthalten (dialysierte, Elektrolyt-, pH-,
thermoéquilibrierte, mit Medium verdiinnte Seren). Im Vergleich zu den nativen Seren wer-
den dieselben Seren nach Entfernung der xenoreaktiven Antikdrper aus den Seren (messbar
durch den Hiamagglutinationstiter gegen Rattenerythrozyten) und/oder Inaktivierung der
Komplementkomponenten untersucht. Zum Einsatz kommt einerseits humanes Serum mit ei-
nem hohen Gehalt an priaformierten xenoreaktiven Antikorpern; Spenderserum wird hierbei
im Vergleich mit kommerziell erhéltlichen Humanimmunglobulinpriparationen eingesetzt.
Andererseits wird Serum mit einem hohen Gehalt an spezifischen induzierten Antikorpern
gegen Rattenherzepitope in den Inkubationsexperimenten verwandt. Das Serum wurde nach

Verimpfung von Rattenherzgewebe oder Rattenherzzellen in Kaninchen gewonnen.

Die Kontraktionen werden iiber ein Phasenkontrastmikroskop mittels eines photoelektrischen
Systems registriert und videotechnisch dokumentiert. Als Parameter der Kontraktilitit dienen
die Frequenz, Amplitude und Kontraktions-/Relaxationsgeschwindigkeit. Das Ausmal} der

synzytialen Kopplung im Zellverband wird als Streuung der Kontraktionsfrequenzen (Varia-
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tionskoeffizienten, Tests nach Hartley, Mann-Whitney und Cochran, Scatterdiagramme) er-
mittelt. Als Zytotoxizititsparameter werden der zelluldre Gehalt an Kalium und Protein sowie
an energiereichen Phosphaten, die Trypanblauaufnahme und die elektronenmikroskopisch
erfassbare Ultrastruktur bestimmt. Der Nitritgehalt des Kulturiiberstands als Endprodukt des

Stickoxidmetabolismus fungiert als ein MaB fiir die Zellaktivierung.

Ergebnisse:

(1) Spontane Zellkontraktionen neonataler Rattenkardiomyozyten kommen nach Gabe von
Seren mit praformierten natiirlichen Antikdrpern - einem stereotypen, reproduzierbaren Mus-
ter eines gednderten Schlagverhaltens folgend - zu einem passageren Stillstand, der {iber eini-
ge Minuten anhdlt und spontan reversibel ist. Die Kontraktionen bleiben anschlieBend iiber
Stunden desynchronisiert in Gegenwart der pridformierten natiirlichen Antikdrper im Sinne
einer Entkopplung des funktionellen Synzytiums der Zellmonolayer; dabei bleiben die Kardi-
omyozyten vital, jedoch kommt es zu einer Zellaktivierung, kenntlich an einer vermehrter zel-
luldren Nitritproduktion. Absorption der spezifisch gegen Rattenepitope gerichteten
xenoreaktiven Antikorper, nicht aber Dekomplementierung der Seren verhindert die

Desynchronisation.

(2) Seren mit induzierten Antikorpern fiihren dagegen zeit- und konzentrationsabhingig zur
Zytotoxizitdt bis zum Zelltod der neonatalen Rattenkardiomyozyten. Hierfiir sind sowohl

Komplementkomponenten als auch induzierte xenoreaktive Antikorper erforderlich.

Schlussfolgerungen:

Praformierte natiirliche Antikorper konnten in vivo eine Dysfunktion xenogener Herztrans-
plantate im Sinne einer fehlenden synzytialen Koordination der Kardiomyozyten auslosen.

Induzierte Antikorper haben eine zytotoxische Wirkung, die die Zellintegritét gefihrdet.
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