Aus dem

Institut fur Chirurgische Forschung im Walter-Brendel-Zentrum fir Experimentelle Medizin

Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Leiter: Prof. Dr. Daphne Merkus

Untersuchung von Kontraktionskraftveranderungen humaner
Myokardslices in biomimetischer Langzeitkultur auf
Katecholaminabhangigkeit

Dissertation

zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat
der Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen

vorgelegt von
Elisabeth Maria Anna Reiser, geb. Vogel

aus
Gréfelfing

Jahr
2024






Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat
der Universitat Mlnchen

Berichterstatter: Prof. Dr. Andreas Dendorfer

Mitberichterstatter: Prof. Dr. Alexander Bartelt

PD Dr. Sebastian Clauf3

Mitbetreuung durch den
promovierten Mitarbeiter:

Dekan: Prof. Dr. med. Thomas Gudermann

Tag der mindlichen Prifung: 21.11.2024



Abstract

Research on cardiovascular diseases employs various myocardial models, implicating individual ad-
vantages and disadvantages. In the present work, a long-term culture for 300 um thick myocardial slices
from failing left ventricular human myocardium in a biomimetic culture model optimised for this pur-
pose will be presented. During the culture period of 21 days, the contraction force of the slices was
measured after electrical stimulation. A characteristic course of the contraction force was observed,
with a decrease of approx. 95 % within the first 12 h in culture, followed by a subsequent increase
during the next weeks of culture. In order to investigate the possible causes of these effects, the force
measurements were complemented by the data acquisition of electromechanically relevant parameters
of the myocardium (refractory period, electrical stimulation threshold, force-frequency-relationship,
maximum frequency) and the determination of protein quantities and phosphorylation of various con-
tractile and regulatory proteins using Western blots. The central question was whether the observed
effects were triggered by the absence of catecholamine stimulation in the culture. To test this question,
either the Bi-agonist denopamine in two different doses or the B-blocker metoprolol were added to
some specimens.

As a non-failing comparison group, myocardium from baboons that received a xenotransplantation
with pig hearts was also examined in the same way.

The results of the investigations showed that a catecholamine deficiency with consecutive negative ino-
tropy was present at the beginning of the culture, but was not solely responsible for the loss of strength
of the human failing myocardium, as this could be attenuated but not prevented by adrenergic stimula-
tion using denopamine. Based on a degradation of SERCAZ2a and phsopholamban, a so-called “myo-
cardial stunning” as an ischaemia-reperfusion reaction without functional damage to the myocardium
appeared to play a greater causal role for the loss of strength. In the further course of culture, the
myocardial slices recovered from this state with re-expression of the degraded proteins and the prepa-
rations treated with denopamine showed a positive inotropic effect and a shortening of the refractory
period, as was to be expected.

For the non-failing baboon myocardial preparations, the effects in the course of the contraction force
measurement were much faster and generally attenuated, before a slow decrease of the force occurred
again. This demonstrated that the effects observed for human myocardium were not purely adaptive
reactions to the culture. It was also shown that “myocardial stunning” was not present in the baboon
preparations, so that a catecholamine deficiency seemed likely as the primary cause of the strength
curve. The main reason for the differences in the baboon myocardium may have been the non-failing
initial state of the baboon tissue.

Further interesting effects observed were a clear decrease in the phosphorylation of phospholamban at
the amino acid Ser-16 for all preparations as well as the force-frequency-relationship of the myocardial
slices becoming more and more positive, an effect accompanied by an increased phosphorylation at
Thr-17 of phospholamban.

Research into the causes of these observations, as well as further investigations of the above-mentioned
effects, e.g. by means of mRNA transcription data, open up opportunities for further studies, which

would also be conceivable on a larger scale with the culture technique presented.



Abstract

In der Forschung an kardiovaskuliren Erkrankungen wird mit verschiedenen Myokardmodellen gear-
beitet, die vielfiltige Vor- und Nachteile bieten. In der vorliegenden Arbeit soll eine Langzeitkultur fir
300 um dicke Myokardslices aus insuffizientem linksventrikuldrem humanem Myokard in einem dafiir
optimierten biomimetischen Kulturmodell vorgestellt werden. Wihrend der Kulturdauer von 21 Tagen
erfolgten Messungen der Kontraktionskraft der Slices nach elektrischer Stimulation. Hierbei fiel ein
charakteristischer Verlauf der Kontraktionskraft mit einem Abfall um ca. 95 % in den ersten 12 h in
Kultur mit anschlieBend folgendem Wiederanstieg in den nichsten Wochen der Kultur auf. Um die
moglichen Ursachen dieser Effekte zu untersuchen, wurden die Kraftmessungen um die Erhebung
elektromechanisch relevanter Kenngroflen des Myokards (Refraktirzeit, elektrische Reizschwelle,
Kraft-Frequenz-Abhingigkeit, Maximalfrequenz) und die Bestimmung von Proteinmengen und Phos-
phorylierungen verschiedener kontraktiler und regulatorischer Proteine mittels Western-Blots erginzt.
Dabei lag der Fokus auf der Fragestellung, ob die beobachteten Effekte durch das Fehlen einer Kate-
cholaminstimulation in der Kultur ausgel6st wurden. Zur Uberpriifung dieser Fragestellung wurden
einigen Priparaten entweder der Bi-Agonist Denopamin in zwei verschiedenen Dosierungen oder der
B-Blocker Metoprolol zugesetzt.

Als nicht insuffiziente Vergleichsgruppe wurde zudem Myokard von Pavianen, die eine Xenotransplan-
tation mit Schweineherzen erhielten, in gleicher Weise untersucht.

Die Resultate der Untersuchungen konnten zeigen, dass zu Beginn der Myokardkultur ein Katechola-
minmangel mit konsekutiver negativer Inotropie vorlag, der jedoch fiir die humanen insuffizienten
Myokardproben nicht alleinige Ursache des Kraftabfalls war, da dieser durch adrenerge Stimulation mit-
tels Denopamin abzuschwichen, aber nicht zu verhindern war. Anhand eines Abbaus von SERCA2a
und Phospholamban konnte als Kausalitit des Kraftabfalls dariiber hinaus ein sog. ,,myocardial stun-
ning* als Ischdmie-Reperfusionsreaktion ohne funktionelle Schidigung des Myokards vermutet werden.
Im weiteren Kulturverlauf zeigte sich einerseits eine Erholung der Myokardslices von diesem Zustand
mit Re-Expression der abgebauten Proteine, andererseits in den mit Denopamin behandelten Prapara-
ten auch, wie zu erwarten war, eine positive Inotropie und Verktrzung der Refraktirzeit.

Fir die nicht insuffizienten Pavian-Myokard-Praparate zeigten sich die Effekte im Verlauf der Kon-
traktionskraft-Messung mit einer wesentlich rascheren Kinetik und insgesamt abgemildert, bevor es im
weiteren Verlauf wieder zu einem langsamen Absinken der Kraft kam. Hierdurch lie3 sich nachweisen,
dass es sich bei den fiir humanes Myokard beobachteten Effekten eher nicht um reine Anpassungs-
reaktionen an die Kultur gehandelt hatte. Zudem lie3 sich zeigen, dass ein ,,myocardial stunning® in
den Pavianpriparaten nicht vorlag, sodass ein Katecholaminmangel als primire Ursache des Kraftver-
laufs wahrscheinlich schien. Die Ursache fir die Unterschiede im Pavianmyokard diirfte primir im nicht
insuffizienten Ausgangszustand des Gewebes gelegen haben.

Im Rahmen der Untersuchungen fielen als weitere interessante Effekte auch eine deutliche Abnahme
der Phospholamban-Phosphorylierung an der Aminosdure Ser-16 fiir alle Priparate sowie eine zunch-
mende Positivierung der Kraft-Frequenz-Abhingigkeit der Myokardpraparate auf, die mit einer ver-
mehrten Phosphorylierung an Thr-17 des Phospholambans einherging.

Die Erforschung der Ursachen dieser Beobachtungen bietet ebenso wie die weiterfiihrenden Untersu-
chungen obengenannter Effekte z.B. mittels mRNA-Transkriptionsdaten Anlass zu weiteren Studien,

die mit der vorgestellten Kulturtechnik auch in gréleren Dimensionen denkbar wiren.
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Einleitung und Hintergrund

1. Einleitung und Hintergrund

1.1 Hinfihrung

In der Antike sah man das Herz als Sitz der Seele und als Zentrum jeder Geftihls- und Sinneswahrneh-
mung an. Schon Aristoteles (384 v. Chr. - 322 v. Chr.) schrieb in seinem Werk ,,ITepi 8€ vedtntog xal
yMowe xad mepl Lwfic xad Oavdtov™ (Von Jugend und Alter, von Leben und Tod) Folgendes:

5,00t Bvéiyrn xad e el xad ,»90 muf3 denn sowohl das Prinzip der sensitiven wie

tiic Bpenndic Yuyfic &v T xepdie My Goyiy clvar tolg das der vegetativen Seele bei den Bluttieren im Herzen

évadjpoie: 8l yip 1BV By pogie Eoya meol Ty To0gTy sein. Denn die auf die Erndhrung beziiglichen Verrich-

Ny o aiam ANy .~ = tungen der anderen Teile sind um seiner Verrichtung
10D a0 1g Epyou YAty Eotls Bel pév Yo 10 ®0plov TEOS T0 0V
« T T T AN willen da. Denn das Herrschende und der mafligebende
Eveno Stotehely, GAL' oOx €v T01g T00TOL Evexa, olov 1atE0g
., e, , -, Faktor muf3 das Weswegen, den Endzweck, verfolgen,
nEO0¢ Ty Vyletav. AALA pMv 10 ye x0ptov 10V alotfoewy . . . .
L, L . , . o, L s nicht was des Zweckes wegen ist, so wie der Arzt mit
v 10t 10ic Evadpowg nloy: €v To0TM yop Gvayxaiov elvar . . .
1l " ety seinem Verfahren die Gesundheit als Zweck verfolgt.
10 Tty 1@y aicOnmoeley xovov aichnmetov. . . .
e e Nun haben ja aber alle Bluttiere das herrschende Prin-

zip der Sinne in ithm, dem Herzen, Denn dort muf3 das

allen Sensorien gemeinsame Sensorium sein.
Aristoteles, 335 v. Chr.; zitiert aus [1], v. 469a [2], v. 469a

Das Herz war also schon vor mehr als 2300 Jahren als zentrales und unverzichtbares Organ im Korper
erkannt worden. In den vergangenen Jahrhunderten entstanden zwar viele neue Erkenntnisse tiber des-
sen tatsichliche Funktion, auch heute kann jedoch natirlich kein Zweifel an der Relevanz dieses Organs

fir den Korper bestehen.

Erkrankungen des Herzens oder, allgemeiner gefasst, des Herz-Kreislauf-Systems sind daher auch in
unserer Zeit Faktoren, die schnell eine massive Einschrinkung der Lebensqualitit der Betroffenen zur
Folge haben kénnen. Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind jedoch keine Seltenheit, sie stellen im Gegen-
teil sogar global weiterhin die haufigste Todesursache [3] dar, auch wenn in den letzten Jahren ein Trend
hin zu einer fortschreitenden Diversifizierung der hdufigsten Todesursachen in Industrienationen zu

erkennen war [4,5].

Dies verdeutlicht die Notwendigkeit der Fortfithrung intensiver Forschung zu Herz-Kreislauf-Erkran-

kungen, wie sie sich in den letzten Jahrzehnten etabliert hat.

Wichtige Zielsetzungen dieser Forschung sind einerseits die physiologische und pathophysiologische
Grundlagenforschung zur Gewinnung neuer Erkenntnisse iiber die im gesunden und erkrankten Her-
zen herrschenden Zustinde, andererseits aber auch die Entwicklung neuer medikamentéser und nicht-
medikamentdser Therapicoptionen fir kardiale Erkrankungen sowie auch die Toxizititstestung ver-

schiedener Medikamente gegen andere Erkrankungen hinsichtlich kardialer Toxizitit.
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1.2 Myokardmodelle

Eine maligebliche Fragestellung ist, mithilfe welchen Modells man Vorginge am humanen Herzen am
zielfiihrendsten erforschen kann, da Inz-vivo-Studien am Menschen bei einem lebenswichtigen Organ
natirlich aus ethischen Griinden auf die Erprobung von zuvor gut auf anderen Wegen tiberpriften

Verfahren beschrankt sein mussen.

Theoretische computergestiitzte Simulationen von kardialen Prozessen sind fir verschiedene Fragestel-
lungen bereits entwickelt worden, beschrianken sich bisher jedoch meist auf einzelne Bereiche wie z.B.
die Elektrophysiologie [6], auch wenn es bereits Ansitze zur Integration verschiedener Modelle im
Sinne einer patientenspezifischen Analyse der diagnostischen Parameter zur Generierung einer indivi-

duellen Therapieempfehlung gibt [7].

Eine wesentlich bedeutendere Rolle spielen jedoch vielfiltige [n-vivo- und In-vitro-Modelle fiir die kardia-
le Forschung, iiber die im Folgenden ein Uberblick inklusive einiger Vor- und Nachteile der Methoden

gegeben werden soll.

Zur Einordnung der verschiedenen Modelle soll dabei insbesondere auf folgende Punkte eingegangen
werden (zum Folgenden vgl. [8]): Ein wichtiges Kriterium bei Myokardmodellen ist die pathophysiolo-
gische Relevanz der daraus zu gewinnenden Erkenntnisse im Hinblick auf die Ubertragbarkeit von In-
vitro-Ergebnissen auf den In-vivo-Zustand. Besonders bei Experimenten mit Herzen oder Kardiomyo-
zyten anderer Spezies ist ein weiteres Kriterium die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf menschliches
Gewebe. Zudem soll die Moglichkeit zu Hoch-Durchsatz-Experimenten betrachtet werden, die den
Vorteil der Beobachtung vieler verschiedener Bedingungen tiber einen lingeren Zeitraum mit sich brin-
gen. Ebenfalls wichtig zur Einordung von Myokardmodellen sind die Méglichkeiten der Beeinflussung
verschiedener Parameter und der Analysetechniken. Dabei sollten bei der Veranderung eines Einfluss-
faktors idealerweise moglichst wenig Nebeneffekte auftreten, um die Wirkung der Verdnderung leicht

erkennen und Kausalitaten feststellen zu konnen.
1.2.1  In-vivo-Tiermodelle

Ein klassischer und lang bewihrter Ansatz in der Herzforschung ist die Verwendung verschiedener
Tiermodelle. Solche Modelle bieten den Vorteil, dass das hochkomplexe Zusammenspiel verschiedener
Einflussfaktoren auf das Herz 77 vivo in einem Organismus nachvollzogen und untersucht werden kann.
Gerade im Hinblick auf die Untersuchung der Pathogenese kardialer Erkrankungen kénnen hier viele
Erkenntnisse gewonnen werden. So handelt es sich beispielsweise bei der Entwicklung einer kardialen
Hypertrophie oder Atrophie um Prozesse, bei denen multiple Faktoren wie neurohumorale Einflisse,
der Volumenstatus des Organismus oder auch genetische Pridisposition eine Rolle spielen, wodurch
eine enorme kardiale Plastizitit in Wachstumsprozessen entsteht [9]. Derartig komplexe Prozesse mit
vielen Finflussfaktoren sind nattrlich 7z vitro schwer zu simulieren und kénnen daher primir in Tier-
modellen beobachtet werden. Neben der Integration der Komplexitit eines ganzen Organismus bieten
Tiermodelle des Weiteren Méglichkeiten wie Langzeitstudien tber die komplette Lebensspanne eines
Tieres, tiber mehrere Generationen hinweg oder auch die Anwendung verschiedenster gentechnischer
Verfahren zur Hervorbringung gewisser Geno- und Phinotypen (vgl. auch [10]). Auch Auswirkungen

kardialer Erkrankungen auf andere Organsysteme wie die Nieren lassen sich im Tiermodell erforschen,
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hier gibt es zum Beispiel Modelle an Hunden oder Ratten [11]. Zudem lassen sich bei Tierversuchen
Operationen und Verfahren erproben, die aus ethischen Grinden beim Menschen nicht zu Forschungs-
zwecken durchgefithrt werden kénnten, wie heterotope Herztransplantationen zur Verminderung der
kardialen Beanspruchung [12—14]. Aufgrund dieser Vorteile haben sich Modelle verschiedenster kardia-
ler Erkrankungen fiir viele Tierarten etabliert: es gibt beispielsweise fir die Herzinsuffizienz Modelle
fiir einzelne pathogenetisch relevante Ursachen wie die Aortenstenose (Hund, Katze, Schwein, Schaf,
Maus) oder kardiale Ischimie (Nagetiere, Hund, Schaf, Schwein) [15]. Bei all diesen Modellen ist nach
Abschluss der klinischen Untersuchungen der Versuchstiere auch eine gezielte Totung und die Durch-

fithrung weitergehender Versuche auf z.B. zellulirer Ebene moglich [12—14,16].

Trotz all dieser Faktoren ergeben sich jedoch auch viele Schwierigkeiten und offene Fragen bei der
Verwendung von Tiermodellen fiir kardiale Erkrankungen: So ist aus ethischer Sicht zu hinterfragen,
welche Tiere in welchem Ausmal3 fiir Tierversuche verwendet werden sollen und diirfen, gerade wenn
die Versuchsdurchfihrung die gezielte Verursachung von potentiell beeintrichtigenden oder schmerz-
haften Erkrankungen oder die gezielte Tétung der Versuchstiere beinhaltet. Die Vielfiltigkeit der Ein-
flussfaktoren in einem vollstindigen Organismus erschwert zudem die Interpretation der Ergebnisse
aus Tiermodellen [10], sodass einzelne Effekte von Modulationen tibersehen oder unterschitzt werden
konnen. Fin weiteres Problem bei diesen Modellen ergibt sich aus dem Zeit- und Kostenaufwand
[10,17], der fir ihre Entwicklung und Validierung nétig ist — bei der Verwendung von grofleren Tieren
wie Schafen oder Schweinen ergeben sich hier viele Kosten im Rahmen eines Projekts und aufgrund
der relativ langen Tragezeit und Generationsdauer auch lange Planungszeitriume. Ein entscheidender
Nachteil von Tierversuchen liegt jedoch in der oft mangelnden Ubertragbarkeit der gewonnenen Et-
kenntnisse auf den Menschen und seine Erkrankungen — hierbei handelt es sich auch um eine hiufige
Ursache fur das Scheitern potentiell neuer therapeutischer Substanzen bei der Medikamentenentwick-
lung, da sich die im priklinischen Tierversuch vermuteten Wirkmechanismen in Studien an humanen
Probanden nicht reproduzieren lassen [17]. Hierfir gibt es verschiedenste Ursachen: so sind viele kar-
diale Erkrankungen das Ergebnis einer multifaktoriellen und iiber viele Jahre fortschreitenden Patho-
genese, die im Tiermodell nicht immer adiquat abgebildet werden kann [17]. Auch entsprechen die
Symptome und Krankheitsverldufe, die sich z.B. bei transgenen Tieren entwickeln, nicht immer den
human bekannten Krankheitsbildern [17]. Zudem ist bekannt, dass verschiedene Organismen auf ver-
schiedene Stimuli im Sinne einer Verinderung dul3erer Bedingungen oder der Verabreichung toxischer
Substanzen unterschiedlich reagieren [18-20], was eine Interpretation und Translation der aus Tierver-
suchen gewonnenen Ergebnisse auf den Menschen weiter erschwert. Daneben bewegen sich auch phy-
siologische KenngrofBlen, wie beispielsweise die Herzfrequenz [21,22], fur verschiedene Tierarten in
ganz anderen Grélenordnungen wie die fur Menschen bekannten Referenzbereiche, und auch wichtige
Regulationsprozesse wie das Verhalten der kardialen Kontraktionskraft bei unterschiedlichen Stimula-
tionsfrequenzen unterscheiden sich [18,23], was eine Interpretation weiter erschwert. Somit kann fiir
die Verwendung von Tiermodellen fiir Untersuchungen kardialer Prozesse festgestellt werden, dass es
sich fiir einige Fragestellungen um eine gute Modell-Auswahl handeln kann, sich jedoch im Hinblick

auf die Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen gravierende Probleme ergeben kénnen.
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1.2.2 Multizellulire Gewebe-Modelle aus Myokard

Eine weitere schon lang etablierte Technik in der Herzforschung ist die Verwendung isoliert perfundiert
schlagender Herzen als sogenannte Langendorff-Herzen [24-28]. Der originalen Beschreibung von
Oskar Langendorff von 1895 folgend [25], wird dazu das Herz eines narkotisierten Sdugetiers entnom-
men und die Koronarien werden mittels eines speziellen Aufbaus mit fibrinfreiem Vollblut Gber die
kaniilierte Aorta retrograd perfundiert. Die nach distal abgebundene Aorta wird tiber die Kaniile mit
dem Perfusat gefiillt, sodass die Aortenklappe durch den Druck der eingebrachten Flissigkeit geschlos-
sen bleibt und das Perfusat in die Koronarien gelangt. Dabei werden die Atrien und Ventrikel im Ori-
ginalaufbau nicht durchblutet. Derartige Versuchsaufbauten gibt es heute in vielfaltigen Variationen fir
die verschiedensten Tierarten, wie zum Beispiel fiir sehr kleine Sdugetierherzen z.B. von Miusen [20]
oder auch von groBlen Sdugetieren [28], aber auch fiir humane Priparate gibt es inzwischen geeignete
Modelle [29-31]. Auch Versionen des Verfahrens, bei denen eine Ventrikeldurchblutung erfolgt, wur-
den inzwischen entwickelt [32,33]. Der auf der Hand liegende Vorteil dieser Versuche liegt in der Be-
trachtung des gesamten Organs, jedoch 7 vzfro und damit frei von z.B. neurohumoralen Einflissen [27].
Die mechanische Funktion des Herzens ist dabei je nach Versuchsaufbau mehr oder weniger erhalten
(je nach Vorhandensein einer Kammerfillung) [25,27], das Herz kontrahiert ohne weitere externe elek-
trische Stimulation durch den Wegfall neurohumoraler Einflussfaktoren und die fehlende Perfusion des
Sinusknotens jedoch langsamer als 7z vivo [24]. Eine externe elektrische Stimulation mit direkter Ablei-
tung eines EKGs von der Herzoberfliche ist in einem solchen Aufbau natiirlich méglich [27]. Die
Schwierigkeiten und Nachteile dieser Herzmodelle liegen dabei vor allem in den teuren und hochkom-
plexen Versuchsaufbauten [8] sowie der Tatsache, dass pro Experiment nur ein ganzes Herz verwendet
werden kann — die Durchftihrung von Versuchsreihen, z.B. zur Testung neuer pharmakologischer Sub-
stanzen, im Hoch-Durchsatz-Bereich ist damit kaum moglich und mit humanem Gewebe aufgrund der
limitierten Verfigbarkeit nicht zu realisieren. Zudem ist die Versuchsdauer von Langendorff-Pripara-
tionen extrem beschrinkt, fir humane Herzen liegt sie bei etwa 4-5 h Perfusionsdauer [30]. Des Wei-
teren ist das Ergebnis, das nach der aufwendigen und zeitkritischen Priaparation [27] erreicht wird, in
den meisten Fillen keines, das dem In-vivo-Zustand in funktionellen Belangen entsprechen kénnte — in
den klassischen Priparationen bleiben die Herzhohlen wihrend des Versuches leer und erftllen nicht
ihre biologische Funktion [27]. Die Langendorff-Modelle mit erhaltener ventrikularer Perfusion [32,33]
sind jedoch in ithrem Aufbau noch wesentlich komplexer und teurer in der Durchfithrung und bleiben

daher speziellen Fragestellungen vorbehalten [27].

Betrachtungen kardialer Eigenschaften in einem kleineren Mal3stab ermdglichen In-vitro-Modelle, die
verschiedene Myokardstiicke verwenden: Etabliert sind hier Modelle mit ventrikuliren sog. ,,Wedges*
[8], also keilférmigen Myokardstiicken, die tiber ein vor Ort belassenes Gefil3 kunstlich perfundiert
werden. Die Verwendung kardialer ,,Wedges* erfolgt bisher beinahe ausschlieBlich fiir elektrophysio-
logische Studien [34-37], da dieses Modell den Vorteil bietet, alle Schichten der Ventrikelwand, also
Endokard, Myokard und Epikard im Gewebeverbund betrachten zu kénnen [36,37]. Als nachteilig er-
weisen sich bei dieser Technik der geringe Durchsatz [8,36], die relativ begrenzte mogliche Beobach-
tungsdauer von ca. 7 h [34] sowie die Erfolgsquote von ca. 50 % [36] bis ca. 80 % [35].

Des Weiteren gibt es die Moglichkeit, mit isolierten Papillarmuskeln oder Trabekelmuskeln aus den
Ventrikeln Untersuchungen durchzufiihren: hierfiir werden dinne und kurze (meist ca. 3 mm lange
4
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[38]) Priparate aus diesen Strukturen gewonnen und in speziellen Setups fixiert, die eine Dehnung
[38,39] und elektrische Stimulation [38,40] des Gewebes ermoglichen. Auf diese Weise wird eine gezielte
Modulation mechanischer [38,41] und elektrischer Bedingungen fiir den Versuchsaufbau méglich. Un-
ter diesen Bedingungen ist auch eine lingerfristige Kultur der Myokardpraparate, auch fiir humanes
Myokard, fir viele Stunden bis einige Tage [42] mdbglich. Eine Perfusion des Gewebes ist dabei nicht
erforderlich, die Versuchsaufbauten sehen eine Versorgung tiber ein einfaches Kulturmedium vor
[38,39], das regelmafig alle ca. 7-11 h ausgetauscht werden muss [38]. Die Sauerstoffversorgung erfolgt
durch eine Prioxygenierung des Kulturmediums und Diffusion ins Gewebe. Sofern die Gewebedicke
unter 400 um betrigt, ist dies meist gut méglich [43,44], bei dickeren Priparaten kann es hier jedoch zu
Ischamie kommen [8,38]. Diese Modelle ermdglichen eine einfache Zugabe verschiedenster Substan-
zen, beispielsweise zu testender pharmakologischer Agenzien [45], aber auch von z.B. Adenoviren fiir
Gentransfers [38]. Auch weitere Untersuchungen, wie z.B. eine parallele Messung der Kontraktionskraft
und der Ca**-Konzentrationsverinderungen sind in solchen Setups méglich [40]. Als vorteilhaft ist des
Weiteren zu erwihnen, dass trotz des kleinen MafB3stabs der Trabekelpraparate im Gegensatz zur Un-
tersuchung einzelner Kardiomyozyten (siche unten) alle im Herzen vorkommenden Zelltypen in den
Priparaten enthalten sind, also beispielsweise auch Fibroblasten [42], was dem physiologischen Zustand
natiirlich naher kommt. Als Nachteile der Trabekel- bzw. Papillarmuskelmethode sind zu erwahnen,
dass auch hier nur ein sehr beschrinkter Durchsatz méglich ist (pro Setup ein Datenset pro Woche
[38]), wobei die Erfolgsquote ebenfalls bei ca. 80 % liegt [38], und nur sehr endokardnahes Gewebe
verwendet werden kann [44]. Meist wird zudem eher rechtsventrikulires Gewebe verwendet, das nicht
notwendigerweise auf den linken Ventrikel tbertragbare Ergebnisse liefert [38,39]. Bei einer Kultivie-
rung sind zudem meist zusitzliche Substanzzugaben notig, um eine bakterielle Kontamination zu ver-
hindern [38].

1.2.3 Modelle unter Verwendung von Kardiomyozyten

Grundlegende kardiomyozytire Eigenschaften kénnen sehr gut an einzelnen Kardiomyozyten erforscht
werden, hier sind vielféltigste Untersuchungen auf einfache Art und Weise méglich [8]. Vorteile solcher
Experimente liegen vor allem in den hohen Kontrollméglichkeiten fiir verschiedene Parameter auf di-
rekte und indirekte Art und Weise. So ist es beispielsweise moglich, die Linge eines einzelnen Kardio-
myozyten zu verindern und die dadurch entwickelte Kontraktionskraft zu messen [46], oder auch die
Effekte einer Kultivierung von Kardiomyozyten in verschiedenen extrazelluliren Milieus und deren
Effekt zu untersuchen [16]. Dabei kénnen die Kardiomyozyten isoliert von Einflissen der extrazellu-
liren Matrix oder unter gezielter Verinderung derselben untersucht werden. Neben mechanischen Be-
dingungen sind aber auch Veridnderungen z.B. des chemischen Milieus, in dem sich die Zellen befinden,
durch Zugabe von Substanzen einfach méglich [8,47]. Zudem ist es von Vorteil, dass aus einem auch
verhiltnismiBig kleinen Myokardstiick (humanen oder tierischen Ursprungs) natiirlich sehr viele ein-
zelne Kardiomyozyten extrahiert werden kénnen, was Probleme der Verfiighbarkeit und des Durchsat-
zes minimiert und teilweise auch eine automatisierte Untersuchung hoher Probenzahlen ermoglicht [8].
Allerdings eignen sich solche Modelle primir fur kurzzeitige Experimente [8,10,46], auch wenn es ein-
zelne Langzeitversuche mit Kardiomyozyten durchaus gibt [48]. Zudem erschwert die Arbeit in einem
solch kleinen Mal3stab auf FEinzelzellebene sowohl den Aufbau von Versuchsanordnungen als auch die

Auswertung von Ergebnissen, da sich beispielsweise registrierte Kontraktionskrifte im Bereich weniger
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uN bewegen [46]. Der grofite Nachteil an Experimenten mit einzelnen Kardiomyozyten liegt jedoch
darin, dass die experimentellen Bedingungen sehr weit von einem physiologischen Zustand des Myo-
kards entfernt sind. Dies kommt einerseits durch die zur Gewinnung von Einzelzellen notwendige En-
zym-Verdauung der extrazelluliren Matrix zustande, die auch teilweise Zellschidden verursachen kann
[8,49—-51], andererseits durch die Verinderungen der Kardiomyozyten durch Kultivierung. Hierdurch
konnen grundlegende sowohl kontraktile als auch elektrische Eigenschaften der Zellen veridndert wer-
den [49,52]. Durch die somit unphysiologischen Bedingungen im Mikro- und Makro-Umfeld der Kar-

diomyozyten [9,53] kommt es oft zu einer Dedifferenzierung der Kardiomyozyten wihrend der Kultur

[48].
1.2.4  Modelle mit aus Stammzellen gewonnenen Kardiomyozyten

Auf zellulirer Ebene (und inzwischen auch in etwas gro3erem Mal3stab) sind jedoch auch Experimente
mit aus Stammzellen (meist aus Korperzellen durch Reprogrammierung gewonnen induzierten pluri-
potenten Stammzellen) entwickelten Kardiomyozyten und daraus zusammengesetzten Gewebekon-
strukten, sog. engineered heart tissue (EHT), moglich. Solche Ansitze bieten wie auch die Forschung
anhand von Kardiomyozyten Vorteile wie die einfache Modulierbarkeit verschiedenster Parameter und
die leichte Verinderbarkeit einer extrazelluliren Matrix, falls vorhanden, anhand biologischer oder syn-
thetischer Materialien [10]. Auch Experimente mit hohem Durchsatz sind mit dieser Technik moglich,
z.B. zur Testung neuer Therapeutika [54]. Dariiber hinaus ergeben sich aus diesem Ansatz aber noch
weitere Vorteile: So ist die Manipulation verschiedenster Gene in einem solchen Modell problemlos
moglich [10,55], was auch die Entwicklung verschiedenster Modellsysteme genetisch (mit-)bedingter,
kardialer Erkrankungen ermdglicht [56]. Zudem sind aufgrund der Moglichkeit, induzierte pluripotente
Stammzellen aus humanen, z.B. von Patientinnen und Patienten stammenden, Haut- oder Blutzellen
gewinnen zu konnen, sehr prizise Untersuchungen im Sinne einer personalisierten Medizin mdglich
[8,57,58]. An Zellen mit dem Genom von Patientinnen/Patienten, die z.B. ein neues Medikament er-
halten sollen, kénnen beispielsweise direkt Vertriglichkeitstestungen durchgefithrt werden. Als Ideal-
bild ergibt sich dabei die patientenspezifische Entwicklung voll-funktionsfahigen Myokards aus Stamm-
zellen [10] zur Verwendung zu therapeutischen Zwecken, z.B. als Zelltherapie-Ansatz gegen Narben-
gewebe nach Infarkten [59,60]. Hierfur sind natiirlich komplexe Konstrukte aus Kardiomyozyten notig
— solche 3D-Konstrukte sind auch zunehmend Ziel von Forschungsvorhaben und bieten bereits viel-
versprechende Méglichkeiten [55,61,62]. Dabei gelingt inzwischen auch die Schaffung selbst-organisie-
render Systeme, also die eigenstindige Organisation multizellulirer Konstrukte 7z vitro, z.B. sog. Cardi-
oide [63]. Dabei handelt es sich um ,,Organoide®, die wie auch sog. Heart-on-a-chip-Systeme aus ver-
schiedenen Zelltypen bestehen, um den physiologischen Bedingungen des Herzens und der Herzent-
wicklung méglichst nahe zu kommen [56,62,64]. Jedoch ergeben sich auch fiir diese Forschungsansitze
einige Nachteile: So ist die Vergleichbarkeit solcher Konstrukte aus Stammzellen untereinander und mit
dem physiologischen Zustand oft noch unklar und es kann sich eine hohe Beeinflussung durch artifi-
zielle Effekte ergeben [10]. Da es bisher wenig Standardprotokolle fiir die Entwicklung von kardiomyo-
zytiren 3D-Konstrukten aus aus Stammzellen gewonnenen Zellen gibt [64], muss die Vergleichbarkeit
mit bisherigen Experimenten und dem gewtinschten (patho-)physiologischen Ergebnis also bei Ent-
wicklung eines Modells stets untersucht werden [45]. Zudem ergeben sich bei solchen Ansitzen oft

Probleme wie die hohe Komplexitit der nétigen Prozeduren [55] oder die komplizierte Beeinflussung
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der sich entwickelnden Kardiomyozyten z.B. in Richtung eines atrialen oder ventrikuliren Phinotyps
[10], auch wenn es hier schon vielversprechende Ansitze gibt [59]. Die Kulturdauer fertiger Konstrukte
liegt bei diesen Methoden meist im Bereich von Tagen [10]. Die grof3te Schwierigkeit liegt bisher aber
im mangelnden Reife- und Differenzierungsgrad der entwickelten Kardiomyozyten — so zeigen die aus
Stammzellen gewonnenen Kardiomyozyten oft hinsichtlich Form, elektrischer Eigenschaften, Metabo-
lismus und vieler anderer Parameter ein von humanen adulten Kardiomyozyten deutlich abweichendes
Verhalten [10,58,65,66], die entwickelte Kontraktionskraft ist ebenfalls deutlich geringer als die adulter
Kardiomyozyten [58].

1.2.5 Kardiale Slice-Modelle

Eine schon lang in der Untersuchung verschiedener Gewebe [67—70] bewihrte Technik ist das Erstellen
von vitalen, dinnen tangentialen Schnitten, sog,. ,,Slices®, aus Gewebeblécken [51,71]. Dieses Verfahren
wurde auch schon frith fiir Myokardgewebe angewendet [69,70], findet aber erst in letzter Zeit vermehrt
Verbreitung und Beachtung in der Myokardforschung. An derartigen Slices, die meist nur einige Zell-
lagen in der Dicke umfassen, aber mehrere mm lang und breit sind [53], kénnen sowohl Kurzzeitexpe-
rimente [44,72] als auch langfristigere Untersuchungen durchgefithrt werden. Hierbei gibt es ver-
schiedenste experimentelle Aufbauten, die von der Kultivierung von Myokard-Slices auf einer einfachen
semipermeablen Filtermembran [73] bis hin zu komplexen Konstruktionen [74—77] reichen. Auch fiir
dieses Modell ergeben sich einige nachteilige Faktoren und Umstidnde, die hier zunichst beleuchtet

werden sollen, bevor auf die vielfiltigen Vorteile dieser Technik eingegangen wird.

So ergeben sich Schwierigkeiten bei der Forschung mit Myokard-Slices zum einen aus dem Fehlen
verschiedener Einflisse, denen Myokard 7 vivo ausgesetzt ist, wie z.B. hormoneller, (anti-) inflammato-
rischer oder neuronaler Stimuli [8]. Auch Faktoren wie das Fehlen von Gewebeperfusion [8] oder die
oft verwendete elektrische Feldstimulation zur Kontraktionserzeugung [8,74,77] entsprechen nicht den
physiologischen Bedingungen. Zudem scheinen sich bei Kultivierung von myokardialen Slices auch die
Proteinbiosynthese [53,74] und der Metabolismus [78] aufgrund des verinderten Nahrstoffangebots in
einer Kultur zu verindern. Dies sind jedoch Faktoren, die in jeder Kultur eines Gewebes grundsitzlich
auftreten kénnen. Auch mechanisch entsprechen die verwendeten experimentellen Bedingungen fiir
Myokardslices meist nicht dem Ir-vivo-Zustand, da eine Dehnung und Belastung des Gewebes praktisch
nur in 2D-Richtung erfolgen kann [8], wihrend % vivo eine dreidimensionale Belastung vorliegt. So wird
fir die Untersuchung von Myokardslices meist mit einer isometrischen, isotonischen oder auxotonen
Kontraktion des Gewebes gearbeitet, wihrend 77 vivo bei einer Herzkontraktion eine Abfolge verschie-
dener Kontraktionsarten zu beobachten ist [8]. All diese Faktoren kénnen in Kardiomyozyten potentiell
zu Verinderungen und auch unginstigen Remodeling- (Umbau-) Vorgingen fithren [8,48,49,52]. Ein
weiterer Einflussfaktor, der bei der Arbeit mit myokardialen Slices zu beachten ist, ist die Verschieden-
heit des Myokards von der epikardial bis zur endokardial gelegenen Seite, die bei Versuchen bertick-
sichtigt werden sollte [79].

Neben diesen bei der Versuchsplanung zu beachtenden Faktoren ergeben sich aus der Myokardfor-
schung an Slices jedoch viele Vorteile: Es handelt sich um ein experimentelles Modell, bei dem Struktur
und Aufbau des Gewebes mitsamt der Extrazellulirmatrix erhalten bleiben, da ja dhnlich wie bei den

erwihnten Techniken fir ganze Herzen oder groBBere Herzstiicke keine Enyzmverdauung wie fir die
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Verwendung einzelner Zellen notwendig ist [8,80]. Es kénnen jedoch aus verhiltnismifig kleinen Myo-
kardproben durch die Schnitt-Technologie bis zu 30 einzelne Slices gewonnen werden [51], was im
Gegensatz zu einigen der zuvor beschriebenen Techniken einen deutlich héheren Durchsatz bedeutet
und die Moglichkeit fiir groBBer angelegte Parallel-Studien zum Vergleich z.B. verschiedener Kulturbe-
dingungen eroffnet. Es handelt sich zudem um ein gut validiertes Modell und der entscheidende Schritt
des Schneidens des Myokards ist automatisiert mittels sogenannter Vibratome moglich [8,73,81],
wodurch die Technik gut erlernbar und anhand von Protokollen standardisierbar ist [8,51,71]. Derartige
Slices kénnen fir vielfiltige Experimente kiirzerer oder auch lingerer Dauer verwendet werden, es
existieren verschiedene Ansitze, in denen mannigfaltige Einflisse auf das Gewebe sehr differenziert
gesteuert [8] und die Auswirkungen kontinuierlich tiberwacht werden kénnen [74]: so kénnen mecha-
nische Veranderungen durchgefithrt werden, ohne dafiir wie in Einzelzellexperimenten ein Mikroskop
zu bendtigen, aber auch elektrische Einflisse und Interaktionen zwischen beiden sind gut zu untersu-
chen [8,82]. Dabei zeigen die eigentlich dreidimensionalen Slices aufgrund ihrer geringen Dicke oft ein
Verhalten, das als ,,pseudo-zweidimensional® beschrieben wird, was gerade fiir elektromechanische
Versuche von Vorteil sein kann [8,81,83]. Aufgrund der guten Moglichkeiten zu Modulation und Ubet-
wachung eignet sich dieses Modell auch sehr gut fiir toxikologische Studien [69,70], sogar auch fiir
funktionell und erst iber lingere Expositionszeiten toxische Substanzen [74]. Ein groB3er Vorteil der
Forschung an Slices ist, dass anders als bei Verwendung ganzer Herzen oder gréBerer Myokardstiicke
keine Perfusion zur Sauerstoffversorgung des Gewebes notig ist [78], da die geringe Dicke der Slices
eine ausreichende Versorgung iiber Diffusion ermdglicht [8,51]. Des Weiteren konnen fur die Slicing-
Technologie verschiedene Gewebeproben genutzt werden. So kann neben der natiirlich auch vorhan-
denen Moglichkeit der Verwendung von Myokard verschiedener Versuchstiere mit humanem Gewebe
sowohl aus Transplantationen als auch aus vielen anderen Herzoperationen, z.B. der Implantation eines
linksventrikuldren Unterstiitzungssystems (LVAD) [44], gearbeitet werden [8,51,74]. Dabei ergibt sich
automatisch die Situation, dass am Zielgewebe z.B. fur die Entwicklung neuartiger Therapieformen
geforscht werden kann, da bei all diesen Varianten humanes insuffizientes Myokard Verwendung findet
[8]. Auch neuartigere Varianten und Veranderungsmdéglichkeiten sind bei der Verwendung myokardia-
ler Slices méglich, beispielsweise ein Gentransfer verschiedener Gene mittels viraler Vektoren. Im wei-
teren Kulturverlauf kann dann beobachtet werden, welche Auswirkungen sich daraus auf die elektri-
schen und mechanischen Eigenschaften des Myokards ergeben [75,80]. Ein gro3es Feld ergibt sich auch
aus der Moglichkeit der Cokultur von anderen Zelltypen wie embryonalen Stammzellen oder Fibroblas-
ten auf der Basis von Myokard-Slices zur Untersuchung z.B. der Interaktionen der verschiedenen Zellen
[81,84,85]. Dies ist besonders interessant, da ja inzwischen bekannt ist, wie viele nicht-myokardiale Zell-

typen einen relevanten Einfluss auf die myokardiale Funktion austiben [86].
1.3 Physiologische und pathophysiologische Hintergriinde

Fir das Verstindnis von Untersuchungen verschiedener Effekte in einer solchen Myokard-Slice-Kultur
soll nun ein Uberblick tiber die hierfiir relevanten zell- und gewebephysiologischen sowie pathophysio-

logischen Zusammenhinge im Myokard gegeben werden.

Das Ventrikelmyokard adulter humaner Herzen besteht aus zylindrisch geformten Kardiomyozyten mit
einer Linge von ca. 100 pm und einem Durchmesser von ca. 15 pm [87(Kap. 10.2.1)], die aneinander-

gereiht lange Herzmuskelfasern bilden. Die einzelnen Zellen sind dabei durch sog. Glanzstreifen, an
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denen Haft- und Kommunikationskontakte (,,gap junctions®) ausgebildet sind [87(Kap. 10.2.1)], ver-
bunden. Somit besteht eine elektrische Verbindung der Zellen, was eine rasche Fortleitung von Aktions-
potentialen tber lange Strecken ermdglicht (vgl. [87(Kap. 10.2.1)]). In den einzelnen Zellen befinden
sich als wichtiges mechanisches Element Myofilamente, die in sog. Sarkomeren als sich wiederholender
Organisationseinheit angeordnet sind und Myofibrillen bilden [87(Kap. 10)]. Um die Myofibrillen be-
findet sich ein Netz aus sog. terminalen Zisternen des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) [88(S. 169)],
das einen groBen intrazelluliren Ca**-Speicher in den Kardiomyozyten darstellt. In kurzen regelmiBigen
Abschnitten liegen parallel zu den terminalen Zisternen zusitzlich Einstiilpungen der Plasmamembran,
die als t-Tubuli bezeichnet werden und eine wichtige Funktion in der elektromechanischen Kopplung
der Herzmuskelzellen spielen [87(Kap. 10),89].

Elektrische Aktionspotentiale entstehen im Herzen im Sinusknoten und werden tiber das spezialisierte
Reizleitungssystem zum Arbeitsmyokard weitergeleitet, wo dann eine schnelle Ausbreitung tiber die gap
junctions erfolgt (vgl. [88(S. 201)]). Durch einen Kationeneinstrom kommt es dann an der Zellmembran
des Kardiomyozyten zu einer Depolarisation, die von einer partiellen Repolarisation durch einen Katio-
nenausstrom gefolgt wird (vgl. [88(S. 194 £.),89]). Parallel kommt es durch die Depolarisation zu einer
Aktivierung spannungsabhingiger L-Typ-Ca**-Kanile im Sarkolemm (der Zellmembran) an der Zell-
oberfliche und in den t-Tubuli [90]. Hierdurch kommt es zu einer Aktivierung der sog. Ryanodin-
Rezeptoren (RyR2) in der Membran des SR, wodurch ein Ca**-Ausstrom aus dem SR in das Zytosol
erfolgt — dieser Vorgang ist als Ca**-induzierte-Ca**-Freisetzung bekannt (vgl. [88(S. 199),89]). Durch
den Ca®*-Einstrom kommt es elektrisch zur sogenannten Plateauphase des Herzaktionspotentials: das
eingestromte Ca*" bindet an Troponin-C-Proteine, sodass durch Tropomyosin-Vermittlung eine Bin-
dung zwischen den Myofilamenten ausgeprigt wird, die zu einer Kontraktion der Muskelzelle unter
ATP-Verbrauch fihrt (vgl. [88(S. 172),89]). Durch negative Feedback-Mechanismen und eine zuneh-
mende Ca’"-Depletion des SR kommt der Ca**-Einstrom im weiteren Verlauf zum Erliegen [90] und
die Repolarisation schreitet fort. Im Anschluss erfolgt der Ca**-Riicktransport durch verschiedene Ka-
nile: zu ca. 30 % durch den Na*-Ca®*-Austauscher nach extrazellulir, zu ca. 70 % durch die sog. SERCA
(sarko-endoplasmatische-Retikulum-Ca®**-ATPase) ins SR, zu geringen Prozentanteilen iiber eine Ca**-
ATPase im Sarkolemm nach extrazelluldr und durch mitochondriale Transporter in die Mitochondrien
[90]. Durch den sinkenden intrazelluliren Ca®*-Spiegel kommt es zur Relaxation des kontraktilen Ap-
parats und durch die Repolarisation durch K'-Ausstrom stellt sich das Ruhepotential wieder ein
[88(S. 195)]. Bei diesem Vorgang der kardialen elektromechanischen Kopplung spielen also Ca*" und
der Ca**-Transport eine entscheidende Rolle, die Ca**-Menge ist dabei auch ein entscheidender Faktor
fir die Stirke der Kontraktion [89].

Auf diese grundlegenden Abldufe der Kontraktion der Kardiomyozyten und des ganzen Herzens wirkt
eine Vielzahl unterschiedlichster Regulationsmechanismen, um eine optimale Anpassung an die jewei-
ligen Gegebenheiten in verschiedenen Situationen zu erméglichen. Hier soll der Fokus auf die Mecha-
nismen gelegt werden, die sich fir den weiteren Verlauf dieser Arbeit als relevant erwiesen. Ein sehr
wichtiger Einflussfaktor ist dabei physiologisch die Wirkung des vegetativen Nervensystems. Wahrend
im Herz grofiteils nur die Atrien direkt parasympathisch innerviert sind, wodurch eine Beeinflussung

der Herzfrequenz ermoglicht wird [91], besteht im Ventrikelmyokard eine relevante direkte Einwirkung
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des sympathischen Nervensystems, die tiber Katecholaminspiegel vermittelt wird. Dies geschieht mit-
tels Bindung der endogenen Katecholamine an entsprechende Rezeptoren im Myokard — ein zentraler
Mechanismus im Myokard ist die Bindung von Adrenalin an 8;-Rezeptoren. Dies fithrt zur Aktivierung
eines stimulierenden G-Proteins [92], wodurch die Adenylylcyclase-Aktivitit ansteigt [93,94] und der
cAMP-Spiegel im Cytosol erhoht wird [90], der tiber die Aktivierung von Proteinkinasen verschiedene
Wege der intrazelluldren Signaltransduktion aktiviert oder deaktiviert. In Summe kommt es durch die
adrenerge Wirkung zu einer positiven Chronotropie (gesteigerten Herzfrequenz), Inotropie (gesteiger-
ten Kontraktionskraft), Lusitropie (beschleunigten Relaxation), Bathmotropie (gesenkten elektrischen
Reizschwelle) und Dromotropie (beschleunigten elektrischen Erregungsleitung) im Myokard [93,95].
Viele dieser Effekte werden durch die cAMP-abhingige Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) ver-
mittelt, die multiple Zielproteine phosphoryliert und dadurch in ihrer Aktivitit beeinflusst. Auf diese
Weise wird die Offnungswahrscheinlichkeit von L-Typ-Ca**-Kanilen erhéht, wodurch es zu einem
vermehrten Ca’"-Einstrom in die Kardiomyozyten kommt (vgl. [88(S. 170),93]). Da auch der Ca**-
Strom aus dem SR ins Zytosol uber RyR2 gesteigert wird [90,93], kommt es durch diese Faktoren zu
einem Anstieg der intrazelluliren Ca®*-Konzentration und in Folge dessen unter anderem auch zu einer
vermehrten Aktivierung der Ca®*/Calmodulin-abhingigen Kinase I (CaMKII). Ebenfalls durch die
PKA, aber auch durch die CaMKII, wird Phospholamban (PLN) jeweils an verschiedenen Aminosau-
ren phosphoryliert (Ser-16 fiir PKA, Thr-17 fir CaMKII), ein auf die SERCA inhibitorisch wirkendes
Protein, dessen SERCA-Inhibition durch die Phosphorylierung aufgehoben wird, wodurch es zu einer
vermehrten Ca*"-Wiederaufnahme ins SR und damit zu einer positiven Lusitropie kommt [90,93]. Auch
Troponin I wird durch die PKA phosphoryliert, hierdurch kommt es zu einer beschleunigten Abdiffu-
sion von Ca** vom Troposin-C-Tropomyosin-Komplex und dadurch ebenfalls zu einer positiven Lu-
sitropie (vgl. [88(S.171 und S. 183),90]. Weitere PKA-Targets sind z.B. auch das Myosin-bindende Pro-
tein C, der langsame K'-Kanal KCNQ1 oder die Myosin-Leichtketten-Kinase [88(S. 162),90,93], auch
kommt es zu einem vermehrten Einbau von L-Typ-Ca*"-Kanilen in die t-Tubuli [93,96]. Des Weiteren
werden durch die vermehrte PKA-Aktivitit andere inhibitorisch wirkende Mechanismen reduziert, so
wird die Aktivitdt der Proteinphosphatase 1 (PP1), die PLN und CaMKII dephosphoryliert und damit
die Wirkung von PKA antagonisieren wiirde, tiber die Aktivierung ihres Inhibitor-Proteins Inhibitor 1
(I-1) gehemmt [97,98].

Eine wichtige Rolle in der Regulation kardialer Funktionen auf zellulirer Ebene kommt der Regulation
der intra- und extrazelluliren Ionenkonzentrationen und dadurch der Ionenstréme zu, da das Aktions-
potential stark von diesen abhingig ist. Aufgrund ihrer Funktionen fiir Depolarisation, Repolarisation
und der Aufrechterhaltung des Ruhepotentials haben natiitlich Verinderung der Na*- und K'-Kon-
zentrationen einen groB3en Einfluss (vgl. [88 (S. 194 ££.),90]), eine zentrale Rolle spielt im Kardiomyozy-
ten jedoch das Ca**-Gleichgewicht. Die Ca*-Konzentration beeinflusst dabei die Funktion von Ionen-
kanilen, die elementar an der Kontraktion beteiligt sind, z.B. des Na"-Ca*"-Austauschers, der Ca**-
ATPase, der L-Typ-Ca**-Kanile oder des RyR2 [90]. Die Ca**-Konzentrationen im SR, das als Speicher
fir die folgenden Kontraktionen dient, und im Zytosol beeinflussen zudem die Kontraktionsstirke.
Des Weiteren aktiviert eine erhéhte intrazellulire Ca®*-Konzentration auch Proteinkinasen wie die
CaMKII [99], wodurch es zu einer Phosphorylierung und damit Inhibition des SERCA-Inhibitors PLN
kommt. Auch ein Feedback-Mechanismus, der der Wirkung von PKA entgegenwirkt, wird aktiviert,
indem es zu einer Aktivitatssteigerung der Proteinphosphatasen 2A und 2B kommt, wodurch I-1 und

PP1 dephosphoryliert werden [98].
10
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Weitere Einflussfaktoren, die die kardiale Funktion neben dem vegetativen Nervensystem und den
Ionenkonzentrationen relevant beeinflussen, sind beispielsweise jedoch auch Azidose, da hierdurch
Einfliisse auf die Ca**-Konzentration und die Aktivitit von Phosphatasen bestehen [99,100], posttrans-
lationale Modifikationen der an der Kontraktion beteiligten Proteine [101], Wirkungen anderer Hor-
mone, wie z.B. der Schilddrisenhormone [101], Einflisse durch vorangegangene Ischimie-Reperfu-
sions-Schidigungen [97,98,102] aber auch mechanische Faktoren. Hier sind vor allem zwei Mechanis-
men zu erwahnen: Deren erster ist der sog. Frank-Starling-Mechanismus, der eine Steigerung der Kon-
traktionskraft der Kardiomyozyten und damit der kardialen Pumpfunktion durch eine Steigerung der
Vordehnung der Zellen bis zu einem Optimum beschreibt. Als ursichlich wird eine verbesserte Ubet-
lappung der Myofilamente bei einer gewissen Dehnung sowie eine Ca**Sensitivierung des Myosins bei
Dehnung angesehen [88(S. 182)], auch weitere Mechanismen werden jedoch diskutiert [103]. Der zweite
relevante Mechanismus ist der sog. Bowditch-Effekt, der auch als Treppe-Effekt oder positive Force-
Frequency-Relationship bekannt ist. Dieser beschreibt die Tatsache, dass eine Steigerung der Herzfre-
quenz ebenfalls bis zu einem gewissen Optimum zu einer gesteigerten Kontraktionskraft fithrt. Der
dabei zugrundeliegende Effekt ist eine Steigerung der sog. Ca®*-Transienten, also der Ca**-Stréme, bei
steigender Herzfrequenz, da es insgesamt pro Zeiteinheit durch die gesteigerte Frequenz zu einem er-
héhten Ca®*-Einstrom ins Zytosol kommt [104], wodurch die Kontraktionskraft ansteigt. Zudem
kommt es auch zu einer Beschleunigung der Abldufe der Kontraktion und Relaxation hierdurch und zu

einer angepassten Ca” -Sensitivitit der Myofilamente [104,105].

Bei der Entwicklung einer Herzinsuffizienz treten in vielen dieser Regulationsmechanismen Verinde-
rungen auf. ,,Bei der Herzinsuffizienz ist das Herz nicht mehr in der Lage, den Organismus mit ausrei-
chend Blut und Sauerstoff zu versorgen, um einen stabilen Stoffwechsel unter Ruhe- oder Belastungs-
bedingungen zu gewihrleisten.” [106]. Die Ursachen der Herzinsuffizienz sind dabei vielfiltig, da die
Herzinsuffizienz die gemeinsame Endstrecke fortgeschrittener kardialer Pathologien darstellt [107]. Die
wichtigsten Mechanismen bestehen dabei in anhaltender Druckbelastung des Herzens, myokardialer
Ischimie oder Infarzierung, Volumeniiberladung oder genetisch bedingter oder erworbener Kardio-
myopathien [107,108]. Es existieren verschiedenste Einteilungen der Herzinsuffizienz, so kann nach
der zugrundeliegenden Erkrankung, zwischen Rechts- und Linksherzinsuffizienz oder akuter und chro-
nischer Herzinsuffizienz unterschieden werden. Die friher gebrauchlichste Einteilung [108] nach sys-
tolischer Insuffizienz, also einer Unfihigkeit des Ventrikels zur adidquaten Kontraktion gegen Volu-
menbelastung, und diastolischer Insuffizienz, also einer beeintrichtigten Fillung der Ventrikel, ist in-
zwischen ersetzt worden durch die Unterscheidung nach Herzinsuffizienz mit erhaltener (HFpEF) und
Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF) sowie einer dazwischenliegenden Herzin-
suffizienz mit mittlerer Ejektionsfraktion (HFmrEF) [109]. Die Charakteristiken der beiden Haupt-Va-
rianten stellt Tabelle 1 gegentber.

Eine wichtige Rolle in der pathophysiologischen Entwicklung der Herzinsuffizienz spielen Kompensa-
tionsmechanismen nach dem Eintreten einer Schidigung oder einer Verdnderung des initial bestehen-
den Gleichgewichts verschiedener Faktoren. Zwei dieser Kompensationsmechanismen sind die ver-
mehrte Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und eine Sympathikusaktivierung mit
erhohten Katecholaminspiegeln [108,109]. Wihrend diese Mechanismen z.B. durch eine Steigerung der

Kontraktionskraft durch die oben beschriebenen Katecholaminwirkungen kurzzeitig die Auswirkungen
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HFrEF HFpEF
Ejektionsfraktion <40 % > 50 %
Usrsachen Volumeniiberladung, Verlust an Druckiiberlastung, Beeintrichtigung
Kardiomyozyten, vermehrte Fib- der ventrikuldren Fillung und Relaxa-
rose tion, vermehrte Steifheit des Gewe-

bes, erhohter ventrikulirer Fillungs-
druck

Zugrundeliegende | Koronare Herzerkrankung, arteri- | Diabetes mellitus, arterielle Hyperto-

Herzerkrankungen | elle Hypertonie, Klappenvitien, Ar- | nie, Klappenvitien, hypertrophe Kar-

(Auswahl) rhythmie, Inflammation, idiopathi- | diomyopathie, restriktive Kardiomyo-
sche Kardiomyopathie, toxische pathie, Pericarditis constrictiva, Amy-
Kardiomyopathie loidose
Pathologisches Bild | Fibrose, Dilatation konzentrische Hypertrophie

Tabelle 1 Einteilung der Herzinsuftizienz, modifiziert nach [109]

von Schidigungen und Verinderungen kompensieren konnen, kommt es bei ihrer langfristigen Akti-
vierung zu einer neurohumoralen Dysregulation.

So fiihrt die katecholaminabhingige Steigerung der intrazelluliren Ca®*-Konzentration zwar zu einer
gesteigerten Kontraktionskraft, jedoch durch diese auch zu einem erh6hten Ox-Verbrauch des Gewe-
bes, zu einer verringerten kardialen Reserve fir Belastungssituationen und durch die veranderten Ionen-
konzentrationen zu einem erhéhten Arrhythmierisiko [91,109]. Weitere Auswirkungen chronisch er-
hohter Katecholaminstimulation sind auch eine funktionelle Desensitivierung gegeniiber adrenerger
Stimulation durch Entkopplung der B-Rezeptoren von den G-Proteinen, die der Wirkungsvermittlung
intrazelluldr dienen, und eine Verschiebung des Verhiltnisses von §i- und B.-Adrenozeptoren zuguns-
ten letzterer, was zu einer Verinderung der intrazelluliren Phosphorylierungsmuster und damit bei-
spielsweise der Ca*-Sensitivitit und der Aktivitit verschiedener Ionenkanile fithren kann [91,108]. Des
Weiteren kommt es auch zu einer Umverteilung der regionalen Durchblutung, zu Veranderungen der
Genexpression und zur Entwicklung von Hypertrophie [108,109]. Katecholamine sind zudem in héhe-
ren Konzentrationen myotoxisch, sodass es auch zu Zelltod kommen kann [91,108,109]. Infolge der
physiologischen Kompensationsmechanismen entsteht durch Langzeiteinwirkung oder tiberschieflende
Kompensation schlussendlich eine Gewebeschidigung. Dies ist nicht nur aufgrund von Katecholamin-
effekten der Fall, sondern auch aufgrund von mechanischen Verinderungen, die im Laufe der Entwick-
lung einer Herzinsuffizienz auftreten. Aufgrund von Umbauprozessen entwickelt sich vermehrt Fib-
rose, wodurch sich die Gewebebeschaftfenheit und -elastizitit verdndert. Teilweise entsteht auch Hyper-
trophie, unter anderem durch die vermehrte RAAS-Aktivierung, die initial eine Kraftsteigerung und
vermehrte Effektivitit bewirken soll, im Verlauf jedoch die Sauerstoff- und Energieversorgung des Ge-
webes weiter erschwert und dadurch zu einer progredienten Gewebeschidigung beitragt [108]. Im wei-
teren Verlauf der Pathogenese kommt es vermehrt zu Apoptose und Nekrose von Kardiomyozyten
und Fibroblasten sowie auch zu Schidigung des Endothels und der Extrazellulirmatrix, wodurch es zu
einer myozytiren Disorganisation und zu Dilatation des Gewebes kommen kann [109]. Zudem sind

auch wichtige intrazellulire Prozesse zunehmend verdndert: dies betrifft einerseits die Proteinexpres-
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sion und -modifikation, sodass z.B. die Expression von SERCA sinkt, ebenso wie die Menge an phos-
phoryliertem (inaktivem) PLN, wihrend beispielsweise vermehrt proinflammatorische Zytokine expri-
miert werden [108—110]. Andererseits kommt es durch die reduzierte Versorgung mit O, und energie-
reichen Substraten durch die erschwerte Durchblutungssituation auch zu einer Dysbalance im intrazel-
luliren ATP-Transfer und zu mitochondrialen Verinderungen, die myozytire Dysfunktionen, z.B.
durch verminderte Aktivitit von ATPasen wie der SERCA, zur Folge haben und langfristig Apoptose
begiinstigen [109]. Zudem entsteht durch diese Prozesse ein vermehrter oxidativer Stress fir die Kar-
diomyozyten, z.B. durch reaktive O,-Spezies (ROS), und damit kommt es zu weiteren Zellschidigungen
[91,109]. Durch all diese Faktoren kommt es somit zu grundlegenden Beeintrichtigungen der myozyti-
ren Funktion hinsichtlich Energieversorgung, mechanischen Prozessen, einer Ionen-Dysbalance und
elektrischen Verinderungen, sodass die elektromechanische Kopplung und die Kontraktionsmechanis-
men beeintrichtigt sind [108]. Zu erwihnen sind hier besonders die Verinderungen in der Ca**-Homé-
ostase, da es zu einem Anstieg des intrazelluliren Ca** kommt [109], was durch die vermehrte SR-Ca -
Beladung unter anderem auch die Entstehung plétzlicher Ca**-Stréme (sog. Sparks) aus dem SR be-
gunstigt, wodurch das Arrhythmierisiko ansteigt [108,111]. Somit sind grundlegende elektrische Eigen-
schaften des Myokards bei Insuffizienz beeintrichtigt, das Ruhepotential ist depolarisierter als im phy-
siologischen Zustand, die Aktionspotential-Dauer ist verlingert, wodurch die Relaxation verlingert ist,
und die elektrische Verbindung der Myozyten durch die gap junctions ist durch verminderte Expression
und vermehrten Zelltod beeintrachtigt [109,110]. Durch diese Faktoren steigt das Arrhythmierisiko im
insuffizienten Herzen weiter an. Die Auswirkungen dieser Verinderungen sind auch bei den oben be-
schriebenen Effekten zur Kraftsteigerung im Herzen in bestimmten Situationen sichtbar, z.B. in Form
einer Beeintrachtigung des Frank-Starling-Mechanismus, sodass erst bei stirkerer Dehnung noch ein
geringer Kraftanstieg moglich ist [108,109], und des Bowditch-Effekts, sodass eine Kraftsteigerung bei
Frequenzsteigerung nur noch sehr gering oder gar nicht mehr erfolgt [109]. Ursichlich fiir diese dann
teilweise sogar negative Kraft-Frequenz-Abhingigkeit bei Herzinsuffizienz ist einerseits die vermin-
derte Expression wichtiger Proteine wie der SERCA, andererseits die Verinderung funktioneller Regu-
lationsmechanismen wie des Phosphorylierungsgrads des PLNs und wiederum andererseits auch die
Verinderung von strukturellen Prozessen wie ein Umbau der t-Tubuli-Struktur [112,113]. Natirlich
haben die Verinderungen und Umbauprozesse im Herzen auch auf groBBerer Ebene vielfiltige Auswir-
kungen, z.B. auf die Druck-Volumen-Bezichungen im gesamten Organismus oder die gegenseitige Be-
einflussung von Herz- und Nierenfunktion [108,109] — Ausfithrungen zu diesen Themen sind jedoch

fur diese Arbeit nicht von unmittelbarer Relevanz.

In den letzten Jahren wurden weitere potentiell reversible und damit therapeutisch interessante Schadi-
gungsmechanismen des Myokards beschrieben, die 7 vivo, aber auch bei Schneideprozessen von Myo-
kard zur Kultivierung auftreten kénnen: das sog. myokardiale ,,stunning® und ,,hibernating®. , Hiber-
nating myocardium® bezeichnet dabei die Anpassung des Myokards an eine bestehende oder wieder-
holte Minderperfusion, die bei einer Verbesserung der Perfusion reversibel ist [114,115]. Unter ,,stun-
ning myocardium® versteht man eine temporire post-ischimische kardiomechanische Dysfunktion
nach kurzer Ischimie ohne histologisch nachweisbaren irreversiblen Gewebeschaden, bei der ein voll
oder teilweise reversibles Ungleichgewicht kontraktiler Funktionen besteht [114]. Die zugrundeliegen-
den Pathologien des ,,stunnings sind dabei vielfiltig und umfassen sowohl eine Gewebeischimie bei

koronarer Herzerkrankung als auch Situationen eines relativen O»-Mangels [116], also einem erhéhten
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O2-Bedarf ohne entsprechende Steigerung des Angebots, z.B. bei andauernder Katecholaminstimula-
tion bei Stress (klinisch bekannt als Tako-Tsubo-Kardiomyopathie) oder entziindlichen Erkrankun-
gen [114], mit anschlieBender Reperfusion bzw. Riickgang des O»-Bedarfs. Denkbar ist ein solcher Me-
chanismus jedoch auch durch eine Ischimie im Rahmen eines Schneidens und Kultivierens von Myo-
kard. Nach einem einmaligen Ischimieereignis mit voller Reperfusion kann es bis zu 24 h nach dem
Ereignis zu ,,stunning* kommen [116], nach teilweise irreversibler Ischimie oder einer lingeren Epi-
sode, z.B. mehreren Stunden, einer nur teilweisen Ischimie dauert das ,,stunning mehrere Tage bis
Wochen [115,116], bevor die Erholung von der Schidigung erfolgt. Die Mechanismen, die bei ,,myo-
cardial stunning® als transienter Schidigung durch Ischimie und Reperfusion auftreten, sind dabei vor
allem ein Anstieg reaktiver O,-Spezies (ROS) mit daraus resultierendem oxidativem Stress und oxidati-
ven Modifikationen myofibrillirer Proteine, eine Ca**-Uberladung der Myozyten mit daraus resultieren-
dem vermindertem Ansprechen der Myofilamente auf Ca** und einer Aktivierung z.B. der CaMKII,
eine elektromechanische Entkopplung und eine Dysfunktion des SR [114,115]. Auch eine Aktivierung
von Proteasen wie Calpain durch Ca’*-Uberladung mit anschlieBender Proteolyse myofibrillirer Prote-
ine wie z.B. Troponin I wird als Mechanismus diskutiert [115]. Zudem konnte auch eine Beeintrichti-
gung der koronaren Autoregulation der Gefillweite sowie der Reaktion auf Stimulation durch den Sym-
pathikus nachgewiesen werden: so erholt sich das Ansprechen auf Katecholaminstimulation erst ca.
24 h nach einer stattgehabten Ischdmie [115]. Ein Schliisselfaktor bei ,,myocardial stunning® und der
Erholung davon scheint die Phosphorylierung von PLN zu sein, das wihrend einer Ischdmie de- und
nach einer Reperfusion rephosphoryliert wird [114]. So konnte nachgewiesen werden, dass eine Phos-
phorylierung von PLN durch CaMKII an der Aminosdure Threonin an Position 17 des Proteins, z.B.
durch Ca**-Uberladung, sich als protektiv im Rahmen einer Erholung von einer Ischimie erwies [117].
Eine Beteiligung von Mechanismen des programmierten Zelltods, der Apoptose, wird dabei diskutiert,
da sich die Zelle durch Ischimie und Reperfusion in einem empfindlichen Gleichgewicht zwischen
Ubetleben und Apoptose befindet [114]. Interpretiert wird ,,myocardial stunning® im Allgemeinen als
Ausdruck einer reversiblen Schiadigung, nicht als protektiver Mechanismus [115]. Eine solche Schadi-
gung kénnte potentiell therapeutisch zuginglich sein, da z.B. eine Therapie mit Katecholaminen oder
positiv inotropen Agentien denkbar wire, wobei nach aktuellem Stand der Literatur keine negativen

Langzeitfolgen zu erwarten waren [114,115].

2. Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollen Myokard-Slices von humanem insuffizientem Myokard mithilfe einer
biomimetischen Langzeitkultur, die viele Einfluss-, Kontroll- und Messmoglichkeiten bietet, untersucht
und mit nicht insuffizienten Slices von Pavian-Myokard verglichen werden. Uber die gesamte Kultur-
dauer von 21 Tagen erfolgen dabei Messungen der Kontraktionskraft und anderer Kenngréen myo-
kardialen Gewebes. Dabei sollen die Ursachen eines Effekts untersucht werden, der sich in vorange-
gangenen Versuchen fir humanes insuffizientes Myokard gezeigt hatte: Wihrend unmittelbar zu Kul-
turbeginn eine starke Kontraktilitit der Kardiomyozyten beobachtet werden konnte, kam es in den
folgenden Stunden zu einem deutlichen Kraftabfall, bis nach ca. 24 h fast keine Kontraktionen mehr
messbar waren, bevor dann ein Wiederanstieg der Kontraktionskraft tiber die nichsten Wochen zu

erkennen wat.
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Eine mogliche Erklarung fiir diese Effekte konnte eine Anpassung des Myokards an die elektromecha-
nischen Bedingungen in der Kultur sein, dies ist fur Kraftabfall und Kraftanstieg gleichermal3en denk-
bar. Der Kraftabfall konnte jedoch auch durch das Fehlen von Hormonen wie z.B. Katecholaminen,
Energiequellen oder anderen Substanzen ausgelost werden, der Wiederanstieg der Kraft konnte dabei
eine Anpassung an das Fehlen derselben bzw. eine Kompensation des Mangels tber z.B. die Umstellung
von Stoffwechselwegen reprisentieren. Auch eine initiale Inflammationsreaktion mit Riickgang im Kul-
turverlauf oder eine Art ,,Schutzreaktion® des Gewebes zu Kulturbeginn mit anschlieBendem Riickgang
wiren denkbar. Die unmittelbar zu Kulturbeginn gemessene Kontraktionskraft kénnte jedoch auch
durch verschiedene Einflussfaktoren verfilscht sein, sodass die kaum messbare Kontraktionskraft nach
einigen Stunden den insuffizienten Zustand des Myokards widerspiegelt, wihrend es im Kulturverlauf
zu einer Erholung vom insuffizienten Zustand im Sinne einer reversen Pathogenese kommen konnte.
Dies wiirde einem ,reverse remodeling®, also einer Riickabwicklung der Verinderungen durch die
Herzinsuffizienz und damit einer erfolgreichen Herzinsuffizienz-Therapie iz vitro entsprechen. Eine
weitere Erklirung fir diese Beobachtung kénnte jedoch auch die Entwicklung des oben bereits niher
erlduterten ,,myocardial stunning® als Post-Ischimie-Reperfusions-Reaktion zu Kulturbeginn mit an-

schlieBendem Riickgang im weiteren Verlauf bei Reversibilitit des ,,stunnings® sein.

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit soll der Fokus auf der Annahme liegen, dass das in-
suffiziente Myokard durch die pathophysiologischen Prozesse und einen zusitzlichen therapeutischen
Einsatz von Katecholaminen 77 vivo hohen Katecholaminspiegeln ausgesetzt war, sodass der Wegfall
der Katecholaminstimulation im Rahmen der Kultivierung einen Kraftabfall ausloste. Fiir den Kraftan-
stieg im Kulturverlauf kommen dabei primir zwei Optionen in Betracht: ein Rickgang der unter ande-
rem (siche oben) durch Katecholaminstimulation mitbedingten Kaskade der Pathogenese der Herzin-

suffizienz oder der Anstieg des intrinsisch vorhandenen beta-adrenergen Spontantonus der Rezeptoren
[118—121] als Ursache des Kraftanstiegs.

Zur Uberpriifung dieser Thesen werden dabei in dieser Arbeit Versuche unter Zusatz der adrenerg
wirkenden Substanz Denopamin durchgefithrt, um einen eventuellen Katecholaminmangel auszuglei-

chen.
2.1 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit soll zeigen, welche Effekte die Kraftkinetik des humanen insuffizienten Myo-
kards in biomimetischer Langzeit-Kultur begleiten, und anhand von Substitution einer 3-adrenergen
Substanz (Denopamin) die Frage beantworten, ob die Verinderungen mit einem Wegfall der Kate-
cholaminstimulation in kausalem Zusammenhang stehen. Als Vergleichsmodell sollen dabei die Ergeb-
nisse einer Kultivierung von nicht insuffizientem Pavian-Myokard unter den gleichen Bedingungen die-

nen.

Somit soll untersucht werden, welche Mechanismen fiir die beobachtete Ab- und Zunahme der Kon-

traktionskraft im Verlauf der Langzeitkultur humanen insuffizienten Myokards verantwortlich sind.
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3. Technik und Methoden

3.1 Myokardkultur

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Kulturtechnik fiir humanes Myokardgewebe basiert auf den
bereits publizierten Ergebnissen der AG Dendorfer am Walter-Brendel-Zentrum fiir experimentelle

Medizin [71,74] und soll hier zunachst inklusive einiger Weiterentwicklungen dargestellt werden.
3.1.1 Herkunft der Myokardproben

3.1.1.1  Humrane Proben

Das in dieser Arbeit verwendete humane Myokard wurde im Rahmen von Kooperationen durch zwei
grof3e deutsche Transplantationszentren, der Klinik fiir Thorax- und Kardiovaskularchirurgie des Herz-
und Diabeteszentrums Nordrhein-Westfalen in Bad Oeynhausen und der Klinik fiir Herzchirurgie des

Klinikums der Universitdt Miinchen, gewonnen.

Die hier untersuchten humanen Herzgewebeproben stammten mit einer Ausnahme aus dem linken
Ventrikel von im Rahmen von Transplantationen explantierten Herzen der Transplantatempfinger.
Vertreten war auch ein Priparat, das im Rahmen einer Myoektomie nach Morrow entnommen wurde.
Somit handelte es sich bei jedem der Gewebe um insuffizientes Myokard. Es konnte jedoch aufgrund
der begrenzten Verfugbarkeit humaner Herzproben bei der Auswahl der Proben nicht nach Ursache
der Kardiomyopathie der jeweiligen Patientinnen/Patienten selektiert werden, sodass Gewebe von Pa-
tientinnen/Patienten untersucht wurde, bei denen verschiedene Atiologien der Herzinsuffzienz vorge-
legen hatten (vgl. Kapitel 4.1). Alle Patientinnen/Patienten, deren Gewebe im Rahmen dieser Studie
verwendet wurde, hatten zuvor schriftlich ihr Einverstindnis zur Verwendung ihres Myokards zu wis-

senschaftlichen Zwecken erklirt.

Die Entnahme eines linksventrikuliren Myokardabschnitts wurde dabei unter sterilen Bedingungen di-
rekt von den zustindigen Chirurgen (im Klinikum der Universitit Miinchen) oder der kooperierenden
AG Prof. Milting (im Herz- und Diabeteszentrum Nordrhein-Westfalen, Erich-und-Hanna-Kless-
mann-Institut) durchgefthrt. Direkt anschlieBend wurde die so gewonnene Probe wie unten beschrie-

ben gelagert und transportiert.

Dieses Vorgehen wurde von der Ethikkommission des Klinikums der Universitit Miinchen genehmigt
(Projektnummer 063-12 vom 04.07.2012) und im Einklang mit der Deklaration von Helsinki bzw. deren

spateren Revisionen durchgefihrt.
3.1.1.2  Primatenmyokard als nicht insuffizientes 1 ergleichsmodell

Das verwendete Primatenmyokard stammte aus den explantierten Herzen von Pavianen, deren Herz-
transplantation Teil eines Xenotransplantationsprojekts (AG Kardiale Xenotransplantation, TRR 127,
DFG) war. Diese Operationen wurden von der Arbeitsgruppe von PD Dr. Abicht im Walter-Brendel-
Zentrum Minchen durchgefiihrt, die Gewebeentnahme fir das vorliegende Projekt erfolgte durch den

jeweils explantierenden Chirurgen.
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3.1.2  Transport und Lagerung des Gewebes

Im unmittelbaren Anschluss an die Probengewinnung wurden die Myokardproben in ca. 70 ml 4 °C
kalte Transportlosung gegeben. Diese Pufferlosung (eine modifizierte Tyrode-Losung) enthielt
136 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 1 mM MgCl,, 0,33 mM NaH,PO4, 10 mM Glukose, 0,9 mM CaCl,, 30 mM
2,3-Diacetylmonoxim sowie 5 mM HEPES und wurde konstant bei einem physiologischen pH-Wert
von 7,4 stabilisiert [74]. In dieser Pufferlésung wurde das Myokard bis zur weiteren Verwendung gela-
gert. Wie Fischer et al. [74] zeigen, ist eine Lagerung auf diese Art und Weise bei 4 °C bis zu 36 h nach
Entnahme des Gewebes méglich. Dies ermoglichte den Transport auf Eis per Standard-Ubernacht-
Kurier vom Herz- und Diabeteszentrum Nordrhein-Westfalen nach Miinchen in das Walter-Brendel-
Zentrum. Die Proben aus dem Klinikum der Universitit Miinchen und der Xenotransplantations-
gruppe des Walter-Brendel-Zentrums wurden bis zur Verarbeitung in einem Kihlschrank bei 4 °C ge-

lagert und dann personlich abgeholt.
3.1.3 Priparation der Myokard-Slices

Die Herzgewebeproben wurden wie bei Fischer et al. [74], Hamers et al. [71] und Brandenburger et al.

[73] beschrieben pripariert.

Diese gesamte Praparation der Myokard-Slices wurde unter sterilen Bedingungen in der oben beschrie-

benen 4 °C-kalten Pufferlésung durchgefihrt.

Zunichst wurde vom vorliegenden Herzgewebe soweit méglich mit Pinzette und Schere die gesamte
endokardiale Trabekelschicht abgetragen und epikardial gelegenes Fett entfernt, sodass das reine Myo-
kard wie in Abbildung 1 (a) gezeigt tbrigblieb.

AnschlieBend wurde das Gewebestlick mittels vierer Kantilen auf ein kleines Stick Gummi fixiert
(Abbildung 1 (b)) und mit einer Rasierklinge ein Gewebeblock mit einer Grundfliche von ca. 8x8 mm
aus der Probe herausgeschnitten (Abbildung 1 (c), (d)). Dabei wurden die Rinder des urspriinglichen
Stiickes gemieden, um durch den chirurgischen Schneideprozess moglicherweise geschidigte Myokard-
abschnitte nicht zu verwenden. Ein solcher Myokard-Quader wurde nun in vierprozentige in oben be-
schriebener Pufferlésung geloste schnell schmelzende Agarose eingebettet und diese durch Abkiihlung
zum Aushirten gebracht, sodass bei Verwendung von zwei Myokardstiicken das in Abbildung 1 (e)

gezeigte Ergebnis entstand.

Dieser Myokard-Agarose-Quader wurde nun mittels Histoacryl® -Gewebekleber (B.Braun) mit der epi-
kardialen Seite auf den Schneideteller eines Schneidegerits (Vibratom VT1200S von Leica Biosystems)
geklebt (vgl. Abbildung 2 (a)). Meist konnten zwei Gewebeblocke des gleichen Herzens parallel fixiert
werden. Der Teller wurde nun mit den darauf befindlichen Agarose-Blocken in das 4 °C kalte Schnei-
debad des Vibratoms transferiert, das mit oben beschriebener Pufferldsung gefiillt war. Die Temperatur
wurde durch eine kontinuierliche Kithlung des Schneidebads mithilfe einer dauerhaften Wandperfusion

des Beckens mit 4 °C kaltem Wasser konstant gehalten.

So konnte das Myokard tangential von endo- nach epikardial fortschreitend geschnitten werden
(Abbildung 2 (b)). Die Schichtdicke betrug jeweils 300 um, die Vorschubgeschwindigkeit der in das
Gerit eingespannten Rasierklinge (Gilette® Silver Blue™) betrug 0,07 mm/s. Die so entstandenen
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1T
Abbildung 1 Priparation des Myokards: Frisches Myokard (a) wird mithilfe mehrerer Kaniilen in definiertem
Abstand auf ein Gummistiick fixiert (b) und mithilfe einer Rasierklinge zugeschnitten (c). Der entstehende
Myokardblock (d) wird in Agarose eingebettet (¢), meist zusammen mit einem zweiten. Abbildungen modifiziert
nach Fischer et al. [74], aufgenommen von Prof. A. Dendorfer

Myokard-Slices konnten, wie in der Abbildung erkennbar, zunichst in der Agarose-Einbettung in der

gekiihlten Schneidewanne belassen werden.

Zur Vorbereitung zur Kultivierung der Gewebeschnitte wurden diese aulerhalb der Lésung auf dem
Deckel einer Standard-Plastik-Kulturschale aus der Agarose gelést (Abbildung 2 (c), (d)), wobei darauf
geachtet wurde, das Gewebe méglichst wenig zu berithren oder zu strapazieren. AnschlieSend konnte
solch ein Schnitt mittels einer kleinen Menge Histoacryl® an kleine sterilisierte Plastikdreiecke (aus der
Kopierfolie MGW5504 von MGW Biirobedarf) mit vorgebohrten Lochern angeklebt werden (siche
Abbildung 2 (e)).
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Abbildung 2 Schneiden des Gewebes und Vorbereitung zur Kultivierung: Die in Agarose eingebetteten
Myokardquader werden mit Histoactyl® auf einen Schneideteller geklebt (a) und mithilfe eines Vibratoms in
300 um dicke Slices geschnitten (b). Die Schnitte werden aus dem Schneidebad genommen (c) und von der
Agarose befreit (d). AnschlieBend werden kleine Plastikdreiecke an das Gewebe geklebt (e) und tiberschissiges
Gewebe entfernt (f). Abbildungen modifiziert nach Fischer et al. [74], aufgenommen von Prof. A. Dendorfer

Dies erfolgte so, dass die Faserrichtung des Myokards moglichst parallel genau zwischen den beiden
Dreiecken verlief, tiberstehendes Gewebe wurde mit einem Skalpell entfernt (Abbildung 2 (f)). Das
Konstrukt wurde dann zuriick in das Schneidebad gegeben. Dies ermdglichte die Lagerung der fertig
praparierten Slices tiber wenige Stunden, sodass der Kulturbeginn fiir alle Priparate gleichzeitig erfolgen

konnte.

Die so entstandenen, an die Dreiecke montierten Myokard-Schnitte konnten nun, wie Abbildung 3

zeigt, in die unten beschriebenen Kulturkammern transferiert werden.
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Abbildung 3 Einhingen eines Slices in die Kulturkammer, Bild aufgenommen von Prof. A. Dendorfer

3.1.4 Kulturtechnik

3.1.4.1  Aufban der Kulturkammern

Die hier verwendeten Kulturkammern (vgl. zum Folgenden Abbildung 5) wurden aus Polystyrol spritz-
gegossen und waren wie folgt aufgebaut: Zur Aufhingung des Gewebe-Konstrukts (Abbildung 5 (3))
dienten auf der einen Seite ein diinner Federdraht (Federkonstante 75 N/m) (Abbildung 5 (1)), an des-
sen einem Ende ein kleiner Magnet festgeklebt war, und auf der anderen Seite ein Stahldraht (Abbildung
5 (4)), der Uber einen mit Silikon abgedichteten Kanal mit einer Schraubvorrichtung verbunden war.
Uber diese Schraube konnte der Stahldraht in seiner Linge reguliert werden und damit die Vorspannung
des aufgehingten Priparats eingestellt werden. An den Seiten neben der Myokardprobe befanden sich
kleine Graphitelektroden (Abbildung 5 (2)), die an Drihten befestig waren, die aus der Kammer geleitet
und an einer Platine befestigt werden konnten. Als Deckel wurden die Deckel von 25 mm-Kulturscha-
len verwendet. An die Kunststoffkammer wurde eine Platine (Abbildung 5 (5)) angeschraubt, die zur
elektrischen Verbindung der Elektrodendrihte mit der Grundplatte diente. Die Platine enthielt auch
einen Magnetsensor, der aullerhalb der Kammer direkt gegeniiber dem Magneten des Federdrahts zu
liegen kam. Somit wurde die Messung der Auslenkung des Magneten tiber den Sensor und die Weiter-

leitung des Signals ermdglicht.
3.1.4.2  Aufban der Setup-Platten

Als Grundlage einer Kultursetup-Platte diente eine Leiterplatte, die Anschlussmoglichkeiten fir acht
Kulturkammern bereithielt. Diese konnten tber einfache Steckverbindungen mit der Platte verbunden

werden (vgl. zum Folgenden Abbildung 4).
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Abbildung 5 Aufbau der Kulturkammern in Schema (a) und Photo (b): Zwischen einem Federdraht mit Magnet
am freien Ende (1) und einem starren lingenregulierbaren Draht (4) wird der Slice mithilfe der Plastikdreiecke
eingehidngt (3). Die elektrische Stimulation erfolgt ausgehend von der Stromquelle Giber zwei Graphitelektroden
(2) auf beiden Seiten des Gewebes, die an einer Platine (5) befestigt werden. Die Kammer ist mit Kulturmedium
gefiillt. Abbildungen modifiziert nach Fischer et al. [74]
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Abbildung 4 Aufbau des Kultur-Setups als Schema (a) und Photo (b): Die Kulturkammern werden auf eine
Leiterplatte gesteckt und mit dieser elektrisch verbunden. Von dieser Platte aus fithren Verbindungen tiber einen
Mikrokontroller zu einem PC aullerhalb des Brutschrankes und von diesem PC ebenfalls tUber den
Mikrokontroller zu einer Stromquelle. Von dieser Stromquelle aus werden mithilfe eines Multiplexers die
elektrischen Stimulationsimpulse fur die Kammern abgegeben. Zudem befindet sich auf der Grundplatte ein
Motor, der es mithilfe einer Stangenverbindung ermdglicht, die Leiterplatte mit den Kulturkammern alternierend
zu kippen. Abbildung (a) modifiziert nach Fischer et al. [74]
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Eine solche Platte wurde auf eine Konstruktion montiert, die es ermoglichte, die Platte kontinuierlich
longitudinal zu kippen (Frequenz 1 Hz), um durch die Bewegung des Kulturmediums eine verbesserte
Oxygenierung in den Kammern zu erreichen. Dieser Aufbau konnte nun in einen Zellkultur-Inkubator
(Temperatur 37 °C, CO,-Konzentration 5 %, O»-Konzentration 20 %, Luftfeuchtigkeit 80 %) tiberfiihrt

werden.

Zur Registrierung der Signale aus den Kammern und zur kontrollierten elektrischen Stimulation der
Priparate wurde auf der Basisplatte ein Mikrokontroller befestigt, von dem aus ein USB-Kabel aus dem
Brutschrank herausgeleitet und mit einem externen Laptop verbunden werden konnte. Das Kabel zur

Stromversorgung des Setups wurde mit diesem gemeinsam in den Schrank geleitet.
3.1.4.3  Die MyoDish-Software

Die in der AG Dendorfer des Walter-Brendel-Zentrums entworfene und programmierte MyoDish-
Software ermoglichte eine kontinuierliche Messung der Kontraktionen der einzelnen Myokardschnitte
und eine elektrische Stimulation derselben. Die Benutzeroberfliche bestand aus einer Kontrolleinheit
(Abbildung 6 (a)) und drei Oszilloskop-Anzeige-Fenstern (Abbildung 6 (b)), in denen die Signale der
Magnetsensoren graphisch dargestellt werden konnten. Uber die Kontrolleinheit konnten sowohl eine
komplette Speicherung der Rohdaten im .raw-Dateiformat als auch die Steuerung der elektrischen Sti-
mulation der einzelnen Kulturkammern erfolgen. Dabei konnten einzelne Stimulationsparameter wie
Frequenz oder Stromstirke und elektrische Pulsdauer eines bipolaren elektrischen Impulses variiert
werden. Zudem war es moglich, ganze Stimulationsabliufe in Form einer in Excel erstellten .csv-Datei

zur Variation dieser Parameter zu verwenden.
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Abbildung 6 Das MyoDish-Programm: Bedienoberfliche (a) und eines der drei Oszilloskop-Fenster (Aus-
schnitt) (b). Die Bilder wurden von Prof. A. Dendorfer zur Verfigung gestellt.
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3.1.4.4  Beginn einer Myokardkultur

Vor jeder neuen Myokardkultur wurden die Kulturkammern in 100 % Isopropanol gereinigt und die
Graphitelektroden und Plastikdreiecke autoklaviert. Das Kulturmedium M199 wurde mit Insulin,
Transferrin, Selen (ITS-G Supplement, Gibco®, Verdinnung 1:100 direkt in Kulturmedium), Penicillin
(100 U/ml) und Streptomycin (100 ng/ml) (Penicillin-Streptomycin, Sigma-Aldrich®) versetzt und bei
4 °C gelagert. Kurz vor dem Einsatz wurde 8-Mercaptoethanol (50 uM, PanReac AppliChem) als Anti-

oxidans zugesetzt und das Medium auf 37 °C erwirmt.

Nach der Reinigung der Kammern wurden diese zum beschriebenen Aufbau zusammengesetzt und mit
je 2,4 ml Kulturmedium befiillt. So wurden sie in den Inkubator auf die oben vorgestellten Leiterplatten
gestellt, um weiter vorgewirmt zu werden und mithilfe der CO,-Konzentration im Brutschrank einen

pH-Wert von 7,4 zu erreichen.

Nach der Priparation der Gewebekonstrukte wurden diese in die Kulturkammern tberfihrt und dort
ohne Vorspannung eingehidngt. Nach dem Transfer der Kammer in den Brutschrank auf das Setup
konnte die Vorspannung der Priparate auf jeweils 1 mN eingestellt werden. Es wurde sofort mit der
elektrischen Stimulation des Gewebes mit 0,5 Hz begonnen. Jeder Stimulationsimpuls bestand aus zwei
Einzelimpulsen (je 1 ms, 50 mA) mit gegensitzlicher Polaritit, die durch eine Pause von 1 ms Dauer
getrennt wurden. War dies nicht fir eine gleichmal3ige Stimulation ausreichend, wurde eine Stromstirke

von 75 mA und ein Pulsablauf von 3 ms — 1 ms — 3 ms gewahlt.

Auf diese Weise wurden alle Schnitte in die Kammern eingehingt und vorgespannt, anschlieend folgte
eine Adaptationsphase von 30-60 min Dauer, um die Gewebestiicke an die neuen Bedingungen zu
gewOhnen. Da in dieser Phase eine unterschiedlich starke tonische Hyperkontraktion zu beobachten
war, wurden anschlieBend die Konstrukte wieder vollstindig entspannt und erneut auf die definierte

Vorspannung von 1 mN eingestellt.
3.1.4.5  Aufrechterhaltung der Kultur

Nach Uberfiihrung der Gewebeschnitte in die Kulturkammern konnte eine solche Kultur bis zu 4 Mo-
nate aufrecht erhalten werden [74]. In der vorliegenden Arbeit wurde die Kulturdauer auf 21 (in einigen
Fallen 22) Tage beschrinkt. Dies geschah einerseits aus Kapazititsgriinden, andererseits hatte sich in
vorhergehenden Untersuchungen gezeigt, dass ungefihr in diesem Zeitraum ein stabiler Zustand er-

reicht worden wat.

Das Kulturmedium wurde alle zwei Tage gewechselt, dabei wutrden jedoch nur 2/3 des Volumens, also
1,6 ml, ausgetauscht. Vorversuche [74] hatten gezeigt, dass dies eine ausreichende Nihrstoffversorgung
des Gewebes sicherstellen konnte, ohne das Myokard zu hohem Stress durch ein neues Milieu auszu-
setzen. Dazu wurde M199, das bereits mit Insulin, Transferrin, Selen, Penicillin, Streptomycin und Mer-
captoethanol in den oben genannten Dosierungen versetzt worden war, auf 37 °C angewarmt und je-
weils 1,6 ml des Volumens in den Kammern ausgetauscht. AnschlieBend wurden, soweit erforderlich,
wieder die gewtinschten Substanzen je nach Kulturbedingungen zugesetzt, um die Konzentration dieser

konstant zu halten.
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An den Kulturtagen 1 (also dem Tag nach Beginn der Kultur), 3, 5 und 7 wurden die Priparate zudem

auf die zuvor eingestellte Vorspannung nachjustiert, falls sich eine Entspannung des Gewebes zeigte.
3.1.4.6  Ende der Kulturperiode

Fir weiterfithrende Untersuchungen an Myokard im initialen Kulturzustand nach 24 h wurden erste
Proben der zu untersuchenden Bedingungen nach diesem Zeitraum entnommen. Dafiir wurde das Ge-
webe zunichst noch einmal auf die urspriinglich eingestellte Vorspannung justiert, anschlieBend aus
dem Brutschrank entnommen und vollstindig entspannt, um die Entnahme zu ermoglichen. Nach Ab-
trennen der Plastikaufhingungen wurden die Schnitte unverziiglich bei -80 °C eingefroren und damit
fir die weiteren Analysen konserviert. Mit der gleichen Vorgehensweise wurden zum Kulturende auch
die linger kultivierten Myokardproben behandelt, das Nachjustieren auf die urspriingliche Vorspan-

nung entfiel hierbei jedoch.
3.1.4.7  Umgang mit auftretenden Problemen

Im Laufe der vorliegenden Arbeit bestanden zum einen technische Schwierigkeiten, die durch Software-
oder Hardware-Uberarbeitungen zu beheben waren, zum anderen typische Herausforderungen der
Zell- und Gewebekultur: Konnte einer Besiedlung durch Bakterien durch steriles Arbeiten und dem
Zusatz von Penicillin/Streptomycin zum Kulturmedium entgegengewirkt werden, so war dies bei Pil-
zen nicht der Fall. Da auf einen generellen Zusatz von Antimykotika verzichtet wurde und einzelne
Bestandteile der Kulturkammern (beispielsweise der Magnet am Ende des flexiblen Drahtes) in den
verwendeten Versionen nicht autoklavierbar waren, kam es in einigen Praparaten zu einer Pilzbesiede-
lung. Bei erkennbarem Pilzbefall wurden die entsprechenden Priparate verworfen und die Kultur nicht
betroffener Slices der gleichen Priparation unter Zusatz von Amphotericin B (0,25 pg/ml, Antibiotic
Antimycotic Solution, Sigma-Aldrich®, Verdinnung 1:100, Einsatz anstatt des Penicillin-Streptomycin-
Supplements) fortgesetzt. So behandelte Proben wurden, sofern ein sichtbarer Pilzbefall ausblieb, in

der Auswertung berticksichtigt.
3.1.5 Moglichkeiten zur Variation der Kulturbedingungen

3.1.5.1  Variation mittels Substanzgzugabe

Um verschiedene Kulturbedingungen zu schaffen, wurden den Kulturkammern verschiedene unten
beschriebene Substanzen zugesetzt. Diese wurden (wenn nicht anderes angegeben) mit dem Losungs-
mittel DMSO auf eine Konzentration von 10 mM gel6st und als Stammlésung bei -80 °C gelagert,
anschlieBend in PBS (phosphatgepufferte physiologische Salzlosung) auf die 1000-fache Konzentration
der gewtiinschten vorverdinnt und dem Medium dann in einer 1:1000-Verdiinnung zugesetzt. Die End-
konzentration von DMSO lag dadurch bei 0,1 %o. Die Lagerung der Vorverdiinnungen erfolgte bei

-20 °C, diese wurden jeweils vor Verwendung aufgetaut und erwirmt. Der Zusatz der Substanzen er-
folgte zu Beginn der Kultur nach 60-90 min Kulturdauer oder nach 20 h Kulturdauer bei den spit
beginnenden Behandlungen. Zudem wurde nach jedem Mediumwechsel 2/3 der urspringlichen Menge

erginzt, um die gewiinschte Konzentration der Substanz aufrecht zu erhalten.
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3.1.6 Verwendete Kulturbedingungen

3.1.6.1  Kontrollgruppen

Vor Beginn der Kultur wurden je ein Gewebestiick und einige Gewebeschnitte kryokonserviert. Kon-
trollpriparate wurden immer in méglichst groB3er Zahl mitkultiviert, sodass auch bei jedem geplanten
Entnahmezeitpunkt fiir behandelte Proben ein Kontroll-Gewebestiick mit entnommen werden konnte.

Fir diese Proben wurden keine zusitzlichen Substanzen zugesetzt.

3.1.6.2  Bi-Stimulation

Zur Bi-adrenergen Stimulation des Myokards wurde die in einigen Lindern, z.B. Japan [122], auch kli-
nisch eingesetzte Substanz Denopamin (CAS 71771-90-9, Sigma-Aldrich®) verwendet. Denopamin ist
ein sehr selektiver 3;1-Agonist mit wenig Wirkung auf 3,- und Bs-Rezeptoren [123], zeigt im Vergleich

zu Isoproterenol jedoch nur einen Partialagonismus [124].
Eingesetzt wurden folgende Endkonzentrationen: 1000 nM; 100 nM.

In einer Gruppe wurden diese Bedingungen direkt 60-90 min nach Kulturbeginn gestartet, in einer

weiteren erst nach ungefihr 20 h Kulturdauer sowie der ersten Nachjustierung der Vorspannung.

Als Negativkontrolle wurde eine mit einem B-Blocker (Metoprolol 100 nM; Sigma-Aldrich®) inkubierte

Kammer mitgefithrt, wobei hier Losung und Verdiinnung der Substanz in M199 erfolgt war.
3.1.7 Datenerhebung

3.1.7.1  Kontinuierliche Kraftmessung

Uber die oben beschriebene Konstruktion der Kulturkammern konnte eine kontinuierliche elektrische
Stimulation des eingespannten Myokards und eine ebenso kontinuierliche Messung der Auslenkung des
Magneten und damit der erzeugten Kraft erfolgen. Dies geschah mit einer Messfrequenz von 500 Da-
tenpunkten pro Sekunde. Die so aufgezeichneten Kraftabliufe konnten einerseits simultan an einem
Bildschirm visualisiert und andererseits als .raw-Datei abgespeichert werden. Aus den Kurven der Mag-
netauslenkung konnte durch Messung der Amplitude einfach die Kontraktionskraft abgelesen werden.
Nach entsprechender Fichung der Kulturkammern konnten die Messwerte fir die Kontraktionskraft
in mN abgelesen werden. Somit war es moglich, Giber mehrere Tage und Wochen eine fortlaufende
Darstellung der Kontraktionskraft der Myokardproben zu erhalten. Auf diese Weise konnten sowohl
die langfristige Kraftentwicklung Giber diesen Zeitraum als auch kurzfristige Effekte nach beispielsweise
Mediumwechseln oder sogar einzelne Kontraktionen des Gewebes beurteilt werden. Kurzfristige Pau-
sen in der Registrierung kamen durch das Beenden einer Datei und Start einer neuen oder in einzelnen

Fallen durch technische Defekte zustande.

3.1.7.2  Stimulationsprotokolle

Der Einbau eines Mikrokontrollers ermoglichte nicht nur die gezielte fortlaufende Stimulation der Pri-
parate mit den gewlinschten Stimulationsimpulsparametern und Frequenz, sondern auch die Program-
mierung einzelner Impulse oder Frequenzabliufe. Uber die Verwendung von .csv-Dateien konnten

auch lingere und deutlich komplexere Abliufe von Stimulationsimpulsen programmiert werden. Diese
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programmierten Anderungsabliufe der Stimulation sollen im Folgenden als Stimulationsprotokoll be-
zeichnet werden. Das hier verwendete Protokoll enthilt die Messung vierer wichtiger Parameter zur

Charakterisierung der Myokardfunktion:

(1) Die Refraktirzeit, also die Zeit, in der nach einer erfolgten Kontraktion keine erneute Kontrak-
tion der Myozyten auslosbar war

(2) Die Reizschwelle, also die elektrische Stromstirke, die n6tig war, um eine Kontraktion auszu-
l6sen

(3) Die sog. Kraft-Frequenz-Abhingigkeit (auch Force-Frequency-Relationship genannt, kurz
FFR), also eine Messung der Kontraktionskraft bei verschiedenen Simulationsfrequenzen

(4) Die maximal mogliche Frequenz, bei der eine 1:1-Umsetzung von einer Kontraktion pro Sti-

mulationsimpuls erfolgen konnte

Um eine engmaschige Erhebung dieser Parameter zu erreichen und gleichzeitig das Gewebe nicht zu
hohen Belastungen durch zu hiufiges Durchlaufen dieses Ablaufs auszusetzen, wurde dieses Protokoll
alle 24 h durchgefithrt. Dabei wurde vor jedem Mediumwechsel (also ca. alle 48 h) manuell ein Pro-
gramm gestartet, das das Stimulationsprotokoll sofort und erneut exakt 24 h spiter startete. Der unten

beschriebene Ablauf des Protokolls beanspruchte jeweils eine Dauer von ca. 37 min.

Aus technischen Griinden wurden diese Stimulationsprotokolle mit einer Grundfrequenz von 0,2 Hz
durchgefithrt. Um Effekte des Frequenzwechsels auszuschlielen, wurde zu Beginn jedes Stimulations-
protokolls eine dreiminiitige Gewohnungsphase mit 0,2 Hz einprogrammiert. Abbildung 7 zeigt als
Ubersicht den Ablauf eines solchen Protokolls.

3.1.7.2.1  Refraktirzeit

Unter der Refraktirzeit wird die Zeit verstanden, in der ein Kardiomyozyt nach erfolgter Stimulation
und Kontraktion durch Blockade der Ionenkanile absolut unerregbar ist (absolute Refraktirzeit) oder
nur durch stark iberschwellige Stimulation erregbar ist (relative Refraktirzeit). Um diese Zeit messen
zu kénnen, wurden im hier verwendeten Versuchsautbau bei gleichbleibenden elektrischen Pulseigen-
schaften zwei Impulse kurz nacheinander abgegeben, zu Beginn mit einem Abstand von 1 s. Die grund-
satzliche Frequenz blieb dabei stabil bei 0,2 Hz (vergleiche Abbildung 8). Nach je 30 s wurde nun der
Abstand zwischen erstem und zweitem Impuls jeweils verringert, bis nach 12,5 min ein Abstand von
0,2 s erreicht war (siche Abbildung 7 und Tabelle 2).

3.1.7.2.2  Reszschwelle

Nach der Messung der Refraktirzeit wurde die elektrische Reizschwelle des Gewebes bestimmt. Dazu
wurde bei sonst gleichbleibenden Bedingungen die Stromstirke auf 0 mA gesetzt, 30 s spiter dann auf
10 mA. AnschlieBend wurde die Stromstirke alle 30 s um 2,5 mA gesteigert, bis nach ca. 14 min ein
Wert von 80 mA erreicht war (siche Abbildung 7 und Tabelle 3).

3.1.7.2.3  Kraft-Frequenz-Abbdngigkeit und Maximalfrequenz,

Zur Bestimmung der Kraft-Frequenz-Abhingigkeit und der Maximalfrequenz war eine Steigerung der
Stimulationsfrequenz nétig. Alle anderen Parameter wurden konstant belassen. Die Steigerung erfolgte

dabei nach dem in Tabelle 4 gezeigten Schema. Fir die héheren Frequenzen wurden dabei kiirzere
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Zeitintervalle gewihlt, um das Gewebe nicht zu tiberlasten. Nach Ende dieses Abschnitts des Protokolls

wurden die Stimulationsparameter auf die vor Protokollstart verwendeten Ausgangswerte zurickge-
setzt.

Refraktdrzeit Reizschwelle Kraft-Frequenz-Abhdngigkeit

1000 ms 80 mA

Stimulations-

Intervall der "o Frequenz [bpm]
Doppelpulse s -
-I
1 m-_- |
4008+ l 12 iE- | |
st f
S0 - |
4 e |
1 * ! Post-Pausen-
: ' ' Potenzierung | J ! | | | t
| PhEAAR
| | | ! ! Refraktdrzeit = || I
I ; A
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Abbildung 7 Veranschaulichung des Ablaufs eines Stimulationsprotokolls: Darstellung des zeitlichen Ablaufs
cines Stimulationsprotokolls anhand einer beispiclhaften Kontraktionskraftdarstellung eines Myokardschnitts.
Als erstes wird mithilfe von immer niher zusammenriickenden Doppelimpulsen die Refraktirzeit bestimmt,
anschlieBend mittels schrittweiser Steigerung der Stromstirke nach einer kurzen Phase ohne Stimulation die
clektrische Reizschwelle. Zuletzt folgt die Messung der Kraft-Frequenz-Abhingigkeit und der Maximalfrequenz

durch stufenweise Steigerung der Stimulationsfrequenz. Abbildung zur Verfiigung gestellt von Prof. A.
Dendortfer, leicht modifiziert.

SS Start 58 1 S

Abbildung 8 Start der Refraktirzeitbestimmung: Nach einer Fingewohnungsphase bei 0,2 Hz beginnen die
Doppelimpulse mit einem Abstand von je 1 s bei gleichbleibender Grundfrequenz von 0,2 Hz. Im Verlauf wird
der Abstand zwischen den Doppelimpulsen immer geringer, bis der zweite Impuls nicht mehr zu einer
Kontraktion fuhrt, also der Abstand die Refraktarzeit unterschreitet.
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Refraktirzeit Reizschwelle
Zeit seit Protokollbeginn Abstand Zeit seit Protokollbeginn Reizstirke
(min) (ms) (min) (mA)
3:00 1000 16:30 0,0
3:30 900 17:00 10,0
4:00 850 17:30 12,5
4:30 800 18:00 15,0
5:00 750 18:30 17,5
5:30 700 19:00 20,0
6:00 675 19:30 225
6:30 650 20:00 25,0
7:00 625 20:30 27,5
7:30 600 21:00 30,0
8:00 575 21:30 32,5
8:30 550 22:00 35,0
9:00 525 22:30 37,5
9:30 500 23:00 40,0
10:00 475 23:30 425
10:30 450 24:00 45,0
11:00 425 24:30 47,5
11:30 400 25:00 50,0
12:00 375 25:30 52,5
12:30 350 26:00 55,0
13:00 325 26:30 57,5
13:30 300 27:00 60,0
14:00 275 27:30 62,5
14:30 250 28:00 65,0
15:00 225 28:30 67,5
15:30 200 29:00 70,0
29:30 72,5
30:00 75,0
30:30 77,5
31:00 80,0

Tabelle 2 Stufen der Abstinde zwischen den Doppel- Tabelle 3 Stufen der Anhebung der Reizstirke im
impulsen der Refraktirzeitbestimmung im Zeitablauf Zeitablauf des Stimulationsprotokolls
des Stimulationsprotokolls
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Kraft-Frequenz-Abhingigkeit

Schritt | Dauer des Schritts (s) Frequenz (Hz) | bpm
1 60 0,20 12
2 60 0,33 20
3 40 0,50 30
4 30 0,75 45
5 30 1,00 60
6 20 1,33 80
7 20 1,67 100
8 20 2,00 120
9 20 2,50 150
10 15 3,00 180
11 15 3,50 210

Tabelle 4 Schritte der Anhebung der Stimulationsfrequenz in Hz und bpm (beats per minute, also Schlige pro
Minute)

3.1.8  Analyse der Daten

3.1.8.1  Probenselektion

Eine erste Probenselektion erfolgte im Rahmen der Gewebepriparation: es konnte aus Kapazititsgriin-
den nicht jedes verfiighare Gewebe pripariert werden und es wurden aus vielen angefertigten Myokard-
slices die makroskopisch homogenen mit dem gré3ten Anteil an reinem Myokard (also mit wenig Fib-
rose oder Gefillanschnitten) ausgewiahlt. Zudem wurden in die Auswertung nur die Daten von Proben
einbezogen, die bis zum Ende der angestrebten 21-tigigen Kulturdauer auf jeden Stimulationsimpuls

hin messbare Kontraktionen (= 0,1 mN) zeigten.

Im Rahmen der Auswertung der Proben wurde eine Selektion anhand der vorhandenen Behandlungs-
bedingungen nétig, da nicht zu jeder Patientenprobe Daten zu allen geplanten Kulturbedingungen vor-
handen waren. Dabei wurden Myokardproben ausgeschlossen, zu denen nur Daten von behandelten

Priparaten ohne unbehandelten Schnitt als Vergleich vorlagen.

Diese Kriterien galten fiir die Auswertung des Kraftverlaufs und der Parameter aus den Stimulations-
protokollen, wobeti fiir letztere darauf geachtet wurde, dass fiir die Proben auch die Daten der Kontrak-

tionskraft Beriicksichtigung gefunden hatten.
3.1.8.2  Visualisierung der Daten

Zur Betrachtung und Auswertung der Daten wurden die erzeugten .raw-Dateien mittels einer in der
AG Dendorfer am Walter-Brendel-Zentrum entwickelten Software (MakeADIbin) in .bin-Dateien um-
gewandelt, wobei eine Komprimierung der Daten um den Faktor fiinf (durch Medianbildung tber je
finf Messwerte) erfolgte. Dabei war es méglich, auch mehrere urspringliche Dateien aneinanderzufi-

gen und damit einen lingeren Zeitverlauf fortlaufend darzustellen. Die so erzeugten Dateien konnten
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mit der Open-Source-Version des Programms LabChart®Reader von ADInstruments angezeigt und

ausgewertet werden.
3.1.8.3  Auswertung des Kraftverlanfs

Einerseits konnte der Kraftverlauf der Myokardschnitte iiber einen lingeren Zeitraum direkt im Lab-
Chart®-Reader-Programm visualisiert werden (Abbildung 9), andererseits wurde die entwickelte Kon-
traktionskraft zu definierten Zeitpunkten nochmals manuell mithilfe des Programms vermessen und
quantifiziert. Dies erfolgte wie in Abbildung 10 gezeigt. Als Zeitschema wurde dabei das in Tabelle 5
gezeigte verwendet. Dabei wurden in Zeitriumen, in denen sich in Vorversuchen grof3e Anderungen
der Kontraktionskraft gezeigt hatten, die Messzeitpunkte enger gewiahlt. Um zu vermeiden, dass durch
die Vermessung einzelner Kontraktionen Verzerrungen oder Verfilschungen entstanden, wurde pro
Messung jeweils der Mittelwert tiber eine stabile Phase von ca. 40 Minuten gebildet. Soweit méglich,
wurde der Messzeitpunkt dabei vor und nicht nach einem Mediumwechsel gewihlt, um Einflisse durch

die damit einhergehende Milieuverinderung und Gewebebelastung auszuschlieBen.

1 Woche

Abbildung 9 Beispielhafte Darstellung des Kraftverlaufs eines Myokardschnitts tiber einen Zeitraum von drei
Wochen. Die erkennbaren hohen Peaks entstehen durch die Entnahme einer Kulturkammer zum Medium-
wechsel.

\
I 2.5 M Amplitude

a | {

I Grundlim'e-

i | - 8 ] TR M L A

Abbildung 10 Veranschaulichung des Ausmessens der Kontraktionskraft: Angezeigt wurden als Ordinate im
LabChart®Reader-Programm zunichst Units, die pN entsprachen und in der weiteren Datenanalyse in mN
umgerechnet wurden
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Kraftmessung
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Tabelle 5 Zeitpunkte, zu denen die Kontraktionskraft in der Aufzeichnung mithilfe des Programms
LabChart®Reader vermessen wutde.

3.1.8.4  Auswertung der Stimulationsprotokolle
3.1.84.1 Refraktirzeit

Zur Bestimmung der Refraktirzeit wurden immer niher zusammenriickende Doppelimpulse verwen-
det. Um nun den Wert der Refraktirzeit zu ermitteln, wurde der Zeitpunkt in der Datenregistrierung
gesucht, an dem der doppelte Stimulationsimpuls keine doppelte Kontraktion des Gewebes mehr aus-
l6sen konnte. Anhand des Zeitablaufs aus Tabelle 2 konnte der entsprechende Abstand zwischen den
zwei Impulsen abgelesen werden, der ungefihr der Refraktirzeit des Gewebes entsprach. Dabei wurde
eine im Vergleich zum Ruhezustand verbreiterte Kontraktion mit ,,Schulter (ein Beispiel zeigt Abbil-
dung 11) als noch nicht refraktir gewertet, eine einzige Doppelkontraktion zu Beginn eines neuen Ab-
standes jedoch gerade noch als refraktir akzeptiert. Diese Messung wurde bei jedem reguliren Stimu-
lationsprotokoll (alle 24 h) durchgefiihrt.

Nachste

Stufe /\

Abbildung 11 Auswertung der Refraktirzeitbestimmung: Wihrend die links gezeigte Doppelstimulation noch
zur Ausbildung einer ,,Schulter” in der Kontraktion fithrt (Refraktirzeit noch nicht erreicht), ist dies beim
nichstkleineren Abstand der beiden Impulse (rechts gezeigt) nicht mehr der Fall, der zweite Impuls fillt vor Ende
der Refraktirzeit ein und 16st keine Kontraktion mehr aus. Die tatsichliche Refraktirzeit liegt zwischen den
beiden gezeigten Abstandsstufen und kann auf diese Weise gut abgeschitzt werden.

3.1.8.4.2  Reszschwelle

Die Reizschwelle konnte aus der Registrierung des Stimulationsprotokolls abgelesen werden, indem der

Zeitpunkt bestimmt wurde, an dem die neu eingestellte Stromstirke zu regelmiBigen Kontraktionen
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fihrte. AnschlieBend konnte anhand des Zeitablaufs aus Tabelle 3 die entsprechende Stromstirke ab-
gelesen werden. In Fillen, in denen der Wiederbeginn der regelmifBigen Kontraktionen nicht gleich mit
voller Kontraktionskraft erfolgte (wie Abbildung 12 zeigt), wurde vermerkt, dass kein ,,Alles-oder-
Nichts-Prinzip* vorlag. Dennoch wurde hier der erste Beginn regelmiBiger Kontraktionen als Uber-

schreiten der Reizschwelle gewertet. Auch diese Messung wurde alle 24 h durchgefihrt.

b

Abbildung 12 Auswertung der Reizschwellentestung: Wihrend im oben gezeigten Beispiel (a) die Kontraktionen
von Beginn an mit voller Kraft erfolgen (die erste starke Kontraktion ist als ,,Post-Pausen-Potenzierung® durch
Ca?*-Akkumulation wihrend der Pause zu werten, vgl. [132]) erfolgt beim unten abgebildeten Beispiel (b) ein
kontinuierlicher Anstieg der Kraft mit dem ansteigen der Stimulationsstirke. Somit liegt in (a) ein ,,Alles-oder-
nichts-Prinzip® vor, nicht jedoch in (b).

3.1.84.3  Kraft-Frequenz-Abbingigkeit und Maximalfrequenz

Die Kraft-Frequenz-Abhingigkeit wurde bestimmt, indem bei jeder der oben genannten Frequenzen
Grundlinie und Amplitude tber sieben Kontraktionen gemittelt bestimmt wurden. Es wurden jeweils
die letzten sieben Kontraktionen vor einem Frequenzwechsel verwendet, da hier der stabilste Zustand
vorlag. Ausgewertet wurden dabei alle Frequenzen, bei denen in mindestens 75 % des entsprechenden
Zeitraums eine 1:1-Umsetzung der Stimulationsimpulse in Kontraktionen stattfand. Somit wurde die
Maximalfrequenz definiert als die letzte Frequenz, bei der in weniger als 25 % der Zeit keine entspre-
chende Umsetzung gegeben war. In einigen Fillen lag die Maximalfrequenz jedoch héher als die maxi-
mal getestete Frequenz, somit wurde in diesen Fillen die tatsdchliche Maximalfrequenz nicht bestimmt.
Durchgefithrt wurde auch diese Erhebung tiglich, ausgewertet wurde dabei ein solches Protokoll je-
doch nur alle vier Tage, aus Griinden der Ubersichtlichkeit sollen in der vorliegenden Arbeit exempla-
risch drei Zeitpunkte betrachtet werden: Woche 1 (Tag 3-6), Woche 2 (Tag 12-15), Woche 3 (Tag 19-
22). Es wurden Zeitspannen und nicht festgelegte Zeitpunkte gewihlt, da aufgrund technischer Schwie-
rigkeiten bei den hohen Stimulationsfrequenzen nicht in allen Versuchsreihen an einem festgelegten

Tag ein verwertbares Protokoll existierte.
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3.2 Analyse der Proben nach Kulturende

3.2.1 Western-Blot

Zur Untersuchung verschiedener Proteinmengen wurden einige der bei -80 °C konservierten Myokard-
schnitte fir eine Western-Blot-Analyse vorbereitet. Hierfiir war eine Homogenisierung bzw. ein Gewe-
beaufschluss notig. Dies geschah mithilfe von Homogenization-Tubes (Lysis Tubes P, Difficult samp-
les, innuSPEED, Analytik Jena; die Hilfte der Kugeln wurde zuvor entfernt). In diese Tubes wurden
jeweils 200 ul Pierce® RIPA Puffer (Thermo Scientific™) sowie 2 ul Halt™ Protease- und Phosphatase-

Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific™)

zusammen mit der Hilfte eines angetauten Myokardslices ge-
geben. In einem Schlagschiittler (SpeedMill PLUS von Analytik Jena) erfolgte dann zweimal fir je eine
Minute (mit einer Minute Pause dazwischen) der Gewebeaufschluss. Anschlieend wurden die Proben

fir 10 min bei 4 °C mit 12000 rpm zentrifugiert.

Aus dem Uberstand wurde die Proteinmenge mittels eines BCA Protein Assay Kits (PierceTM BCA

Protein Assay Kit von Thermo Scientific™)

bestimmt. Mit einer definierten Proteinmenge (5 pg fiir
PLN-, Serca2a-, p-Thr-17-, p-Ser-10-Blot, 15 pg fiir p-Ser-16-Blot) wurde eine Gelelektrophorese zur
Auftrennung der Proteine nach Gréf3e und Ladung durchgefiihrt. Dies erfolgte auf nUView Tris-Glycin
NG21-816 Gradientengelen mit einem Gradienten zwischen 8 % und 16 % Acrylamid. Die Laufzeit

betrug dabei 68 min bei 25 mA.

Mithilfe eines Semi-Dry-Blot-Verfahrens erfolgte der Proteintransfer auf eine Nitrocellulose-Membran,
es wurde ein 10 %-Methanol enthaltender Transferpuffer verwendet. Die Dauer hierfiir betrug 100 min
bei 54 mA. Zur Blockierung unspezifischer Proteinbindungsstellen wurden die Membranen in
Odyssey” Blocking Buffer (1:2 mit Waschpuffer verdiinnt) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inku-
biert. Nach dreimaligem fiinfmintitigem Waschen wurden die Blots vor der Antikérperinkubation dann

geteilt.

Nach Inkubation mit den Primiérantikérpern in den angegebenen Verdiinnungen (siche Tabelle 6) bei

4 °C uber Nacht folgten erneut drei Waschschritte fir je 5 min.

Antikorper gegen Spezies Firma Verdiinnung

Actin Kaninchen Sigma Aldrich® 1:1000 in 3 % BSA
Phospholamban (PLN) gesamt | Maus Badrilla 1:5000 in 3 % BSA
Serca2a Kaninchen Badrilla 1:20000 in 3 % BSA
p-Ser-10 des PLNs Kaninchen Badrilla 1:1000 in 3% BSA
p-Ser-16 des PLNs Kaninchen Badrilla 1:500 in 3 % BSA
p-Thr-17 des PLNs Kaninchen Badrilla 1:5000 in 3 % BSA

Tabelle 6 Verwendete Primarantikérper

Danach konnte die Inkubation mit den in Tabelle 7 aufgefithrten Sekundarantikbrpern fir eine Stunde

bei Raumtemperatur angeschlossen werden.
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Antikorper Verdiinnung

Anti-mouse 680RD 1:10000 in Waschpuffer
Anti-rabbit 800 CW 1:10000 in Waschpuffer
Anti-rabbit 680RD 1:10000 in Waschpuffer

Tabelle 7 Verwendete Sekundirantikrper

Nach viermaligem Waschen fiir je 5 min wurden die Signale mithilfe des Odyssey” Imaging Systems

(Near infrared western blot detection) detektiert.
3.3 Statistische Methoden

Zur Analyse der Ergebnisse mit statistischen Methoden wurde zur gleichmifBligen Gewichtung der Myo-
kardproben bei Vorhandensein von zwei oder mehr Gewebeschnitten der gleichen Kulturbedingung
vom gleichen Patienten der arithmetische Mittelwert der Messwerte gebildet und dieser als Wert in den
Analysen gleichberechtigt zu den nur in einfacher Messung vorliegenden Daten verwendet. Kam es in
solchen Fillen von Mehrfachbestimmungen zu technischen Ausfillen in einem der entsprechenden

Priparate, wurde nur der Mittelwert der verbleibenden Proben verwendet.

Zudem wurden nur Ergebnisse zu Stimulationsprotokollparametern und Western Blots inkludiert, die

von Priparaten stammten, deren Daten auch in der Kraftverlaufsauswertung reprasentiert waren.

Im Falle der Western Blots erfolgte die zusitzliche Einschrinkung, dass nur Priparate einbezogen wur-
den, bei denen das Gewebe der unkultivierten Vergleichsbedingung auf demselben Blot untersucht
worden war wie die Proben aus kultiviertem und behandeltem Myokard. So konnten Einflisse durch

verschiedene Blots minimiert werden.

Die Angabe der Ergebnisse erfolgt jeweils unter Angabe der Priparatezahl n als Angabe des arithmeti-
schen Mittels der Gruppe = SEM (Standardfehler), in den Grafiken ist ebenfalls der SEM abgebildet.

Zur Signifikanztestung beztiglich Behandlungseffekten im Zeitverlauf wurde fir den Kraftverlauf ein
zweidimensionaler ANOVA eingesetzt (Behandlungsgruppen, Zeit), wobei alle behandelten Proben je-
weils mit der Kontrollgruppe verglichen wurden. Die verschiedenen Zeitpunkte desselben Priparats
wurden dabei als gepaart betrachtet. Verglichen wurden die Mittelwerte der jeweiligen Gruppen. Das
Signifikanzniveau lag bei p < 0,05, es erfolgte eine Korrektur fiir multiple Vergleiche mit dem Dunnett-

Test, ebenso wurden die p-Werte fur multiple Vergleiche adjustiert.

Fir die Untersuchung von Behandlungseffekten auf die Stimulationsprotokollparameter wurden mul-
tiple t-Tests fir die verschiedenen Zeitpunkte (oder Frequenzen im Falle der FFR) fiir den Vergleich
einer Behandlungsgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe verwendet. Auch hier wurden jeweils die Mit-
telwerte verglichen. Der Vergleich wurde als ungepaarter Test durchgefiihrt, es wurde keine konsistente
Standardabweichung angenommen und der p-Wert lag bei < 0,05. Die Korrektur fiir multiple Verglei-
che erfolgte dabei mit dem Holm-Sidak-Test.

Zur Untersuchung der Verinderung der FFR im Laufe der Kulturdauer wurden die Mittelwerte der

jeweiligen Gruppen zu den jeweiligen Zeitpunkten mit einem zweidimensionalen ANOVA verglichen
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(Zeitpunkte, Frequenzen), wobei die Ergebnisse als ungepaart betrachtet wurden und das Signifikanz-
niveau bei p < 0,05 lag. Die Ergebnisse fiir Woche 2 bzw. 3 in Kultur wurden mit denen der ersten
Kulturwoche verglichen. Fine Korrektur fiir multiple Vergleiche erfolgte auch hier mit dem Dunnett-

Test, ebenso wurden die p-Werte adjustiert.

Im Falle der Western-Blot-Ergebnisse wurden alle Werte auf den Actin-Gehalt der jeweiligen Gewebe-
probe normiert, um einen Einfluss durch unterschiedliche Proteinmengen zu eliminieren. Zudem
wurde immer der Bezug zum frischen unkultivierten Gewebe aus dem jeweiligen Herz hergestellt. Fur
die Gruppe von Priparaten, die tiber 21 Tage eine Behandlung erhalten hatten, wurden die Priparate
zusammengefasst, die die gleiche Dosis Denopamin direkt nach Kulturbeginn oder erst nach einem
Tag Kultur erhalten hatten, da davon auszugehen war, dass dieser Unterschied im Startzeitpunkt nach
20 bis 21 weiteren Tagen in Kultur nicht mehr relevant war. Auch hier wurden dabei die Werte von
multiplen Bestimmungen der gleichen Behandlung aus Geweben des gleichen Individuums wie oben
beschrieben gemittelt und als ein Wert einbezogen. Zum FEinsatz kam dann ein eindimensionaler
ANOVA der ungepaarten Mittelwerte der verschiedenen Gruppen. Dabei wurden jeweils folgende
Gruppen untersucht:
- Wert des einen Tag lang kultivierten Gewebes vs. Wert des 21 Tage lang kultivierten Gewebes
der jeweils gleichen Behandlungsbedingung
- Wert des einen Tag lang kultivierten Gewebes vs. Wert des unkultivierten Gewebes
- Wert jeder behandelten Gruppe vs. Wert der Kontrollgruppe jeweils am ersten und 21. Tag in
Kultur

Eine Korrektur fiir multiple Vergleiche erfolgte in diesem Fall mithilfe des Sidak-Tests, ebenso wurden
die p-Werte auch hier adjustiert.

Fir die Kennzeichnung, auf welchem Niveau die dargestellten Ergebnisse eine Signifikanz ergeben hat-

ten, wurde folgende Kennzeichnung verwendet:
*p < 0,033, % p < 0,002, ¥* p < 0,0001

Das Vorgehen fiir die Patienten- und Primatenproben war identisch.
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4. Ergebnisse der Untersuchung von insuffizientem humanem Myokard

4.1 Probenstatistik

Zunichst soll ein Uberblick tiber die Herkunft der in dieser Studie untersuchten Myokardpriparate

gegeben werden.

Von insgesamt 26 im Rahmen der vorliegenden Untersuchung kultivierten Proben erfiillten 14 die Ein-
schlusskriterien und wurden in die Auswertung einbezogen. Daraus ergibt sich eine Einschlussquote
von 54 %. Die im Folgenden gemachten Angaben beziehen sich nur auf die in die Auswertung einbe-

zogenen Proben.

9 (64 %) der eingeschlossenen Myokardproben stammten aus der Klinik fir Herzchirurgie des Klini-
kums der Universitit Miinchen, die restlichen 5 (36 %) aus dem Herz- und Diabeteszentrum Bad Oeyn-
hausen. 10 (71 %) der Gewebeproben stammte von minnlichen Patienten, 4 (29 %) von Patientinnen.
13 der Priparate stammten aus Gewebe von Herztransplantationen, wovon es sich bei einer der Ope-
rationen bereits um eine Retransplantation gehandelt hatte, das kultivierte Gewebe stammte in diesem
Fall somit von einem ehemaligen Spenderherz. Ein weiteres Praparat wurde aus Gewebe gewonnen,
das aus einer Myektomie nach Morrow stammte. Die jeweilige Atiologie der Herzinsuffizienz der Pa-

tientinnen/Patienten wurde ebenfalls ethoben (Tabelle 8).

Atiologie der Herzinsuffizienz Anzahl der Myokardproben

Dilatative Kardiomyopathie

Ischamische Kardiomyopathie

Restriktive Kardiomyopathie

Kardiomyopathie in Folge von Myokarditis

Hypertroph-obstruktive Kardiomyopathie

Hypertroph-nicht-obstruktive Kardiomyopathie

—| = —] W] —~| W] »

Kardiomyopathie infolge Ventrikelseptumdefekt

Tabelle 8 Atiologie der Herzinsuffizienz der Patientinnen/Patienten, von denen die Myokardproben dieser Stu-
die stammten. Ein Patient litt unter einer dilatativen Kardiomyopathie infolge einer Myokarditis und ist daher in
beiden Kategorien beriicksichtigt.

4.2 Beobachtete Verinderungen der Kontraktionskraft

4.2.1 Verlauf der Kontraktionskraft ohne pharmakologische Beeinflussung

Bei der Betrachtung des Verlaufs der Kontraktionskraft der 14 Proben der Kontrollgruppe (ohne Zu-
satz von pharmakologisch wirksamen Substanzen im Kulturmedium) zeigte sich eine gleichférmige
Abfolge von Verinderungen in den gleichen Zeitraumen. Dabei konnten verschiedene Prozesse unter-
schieden werden: Zum einen zeigten sich kurzfristige Verinderungen mit einer Dauer im Minutenbe-
reich, beispielsweise durch eine Abkiihlung oder eine Verinderung des CO»-Gehalts, z.B. bei Offnen

der Brutschranktir oder Herausnehmen einer Kulturkammer. Die Ruckkehr zum Zustand vor Eintre-
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ten dieser Verinderung war innerhalb weniger Minuten nach Normalisierung der Bedingungen zu er-
kennen. Zum anderen lieBen sich jedoch auch mittelfristige Verdnderungen der Kontraktionskraft be-
obachten: so war nach einem Mediumwechsel ein rascher Kraftabfall zu beobachten, der innerhalb

weniger Stunden jedoch voll reversibel war.

In dieser Arbeit soll der Fokus auf den langfristigen Verdnderungen der gemessenen Parameter liegen,

die mit einer Kinetik im Bereich mehrerer Stunden bis Tage zu beobachten waren.

Abbildung 13 zeigt den durchschnittlichen Verlauf der Kontraktionskraft der Kontrollgruppe. Dabei
lisst sich erkennen, dass tber die Kulturdauer von 21 Tagen deutliche Verinderungen stattfanden: Zu
Beginn der Kulturperiode konnte eine durchschnittliche Kontraktionskraft von 6,2 mN (£ 1,1 mN)
gemessen werden. Innerhalb weniger Stunden sank diese jedoch massiv ab und erreichte nach ca. 12 h
ein Minimum von durchschnittlich 0,3 mN (F 0,04 mN). Dies entspricht einem Abfall auf ca. 5 % des

Ausgangswerts.

Im weiteren Verlauf war anschlieBend, beginnend ungefihr nach 24 h Kulturdauer, ein kontinuierlicher
langsamer Wiederanstieg des Kraftniveaus zu erkennen, zum Ende der Kultur wurden dann durch-
schnittlich 3,4 mN (£ 0,9 mN) erreicht. Eine Erholung vom Minimalzustand war in allen betrachteten

Proben zu sehen.
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Abbildung 13 Kraftverlauf der unbehandelten Kontrollproben tiber die Kulturdauer von 21 Tagen (entspre-
chend 504 h)

4.2.2  Einflisse der eingesetzten Pharmaka auf die Kontraktionskraft

Bei Betrachtung der verschiedenen Arten von Verinderungen des Kraftverlaufs fiel bei Vergleich der
behandelten Proben mit der Kontrollgruppe auf, dass die kurz- und mittelfristigen Abldufe als Reaktion
auf dulere Einfliisse (Offnen der Tiir, Mediumwechsel) sich nicht von den unbehandelten Proben un-
terschieden, wihrend im langfristigen Verlauf Giber drei Wochen zum Teil deutliche Unterschiede fest-

stellbar waren.
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Die Ergebnisse der mit Denopamin ab Kulturbeginn behandelten Proben zeigt Abbildung 14 im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe. Bei der niedrigeren Dosierung (100 nM, n=0), ist kein signifikanter Unter-
schied im Verlauf zur Kontrollgruppe feststellbar. Obwohl diese Gruppe insgesamt zu Beginn eine
signifikant stirkere Kontraktionskraft als die Kontrollen zeigte (durchschnittlich 10,1 mN * 3,1 mN),
fiel diese im gleichen Zeitraum wie in der Kontrollgruppe auf einen #hnlichen Wert
(0,3 mN * 0,08 mN) ab. Der Wiederanstieg der Kraft fiel durchschnittlich in dieser Gruppe schwicher
aus, der Endwert lag bei durchschnittlich 2,3 mN (£ 0,6 mN). Durch die Behandlung mit der hohen
Dosierung des Medikaments (1000 nM) kam es zu deutlichen Verinderungen: Zu Kulturbeginn lag die
Kontraktionskraft in dieser Gruppe (n=4) in einem leicht héheren Bereich als in der Kontrollgruppe
(7,8 mN * 1,6 mN). Der Kraftabfall erfolgte langsamer (Erreichen des Minimums bei 18 h) und deut-
lich abgeschwicht: der Minimalwert dieser Gruppe lag bei durchschnittlich 2,5 mN (+ 0,9 mN), was
einem Abfall auf 36 % entspricht. Im weiteren Verlauf stieg die Kontraktionskraft dieser Proben eben-
falls deutlich an und liegt im Bereich von 48 h bis 456 h (19 Tage) signifikant tiber dem Kraftniveau der
unbehandelten Kontrollen. Mit Erreichen des Kulturendes nach 21 Tagen liegt die Kontraktionskraft
der Denopamin-1000 nM-Gruppe mit durchschnittlich 6,2 mN (£ 2,4 mN) weiterhin tendenziell iiber

dem Niveau der Kontrollen, jedoch nicht mehr signifikant.
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Abbildung 14 Kraftverlauf der mit Denopamin behandelten Proben beider Konzentrationen im Vergleich zur
Kontrollgruppe (blau); der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Zugabe von Denopamin; die Denopamin-100 nM-
Gruppe unterschied sich zum Zeitpunkt 0 h signifikant von der Kontrollgruppe; die Signifikanzangaben beziehen
sich auf den Vergleich zur Kontrollgruppe

Fir die nach ca. 20 h erstmals mit Denopamin behandelten Myokardproben wurden ebenfalls Versuche
mit niedriger (100 nM, n=9) und mit hoher (1000 nM, n=8) Dosierung der Substanz durchgefiihrt.
Beide zeigten in der Zeit vor Beginn der Behandlung den gleichen Verlauf wie die Kontrollgruppe, da
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ja in diesem Zeitbereich noch keine adrenergen Substanzen zugesetzt worden waren. Fur die Denopa-
min-100 nM-spit-Gruppe ergeben sich ein Startwert von 6,2 mN (£ 1,7 mN) und ein Minimum von
0,3 mN (£ 0,07 mN). Nach Behandlungsbeginn kam es zu einem stirkeren und schnelleren Anstieg der
Kontraktionskraft als ohne Behandlung, das Maximum der Kontraktionskraft wurde nach 72 h mit
durchschnittlich 2,6 mN (+ 0,5 mN) beobachtet. AnschlieBend war ein Verbleiben der Kraft auf unge-
fahr diesem Niveau zu beobachten, der Endwert lag nach 21 Tagen bei 1,8 mN (£ 0,3 mN). Sehr dhn-
liche Ergebnisse ergaben sich auch fiir die Gruppe, die zum spiten Zeitpunkt die hohe Dosis der Subs-
tanz erhielt: Bei einem niedrigeren Startwert von 4,8 mN (+ 1,3 mN) lag das Kraftminimum im gleichen
Bereich wie bei den anderen Gruppen (nach 12 h bei 0,3 mN * 0,09 mN). Schon wenige Stunden nach
Beginn der Behandlung zeigte sich hier ein deutlicher Kraftanstieg, nach 48 h Gesamtkulturdauer wurde
ein im Vergleich zur Kontrolle signifikant hoheres Maximum (3,9 mN * 0,9 mN) erreicht. Anschlie-
Bend war fir diese Behandlungsbedingung ein erneuter leichter Krafteinbruch in den nichsten zwei
Kulturtagen zu beobachten, bevor sich die Kontraktionskraft dann am Kulturende auf
2,3 mN (£ 0,7 mN) stabilisierte (siche auch Abbildung 15).
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Abbildung 15 Kraftverlauf der erst nach 20 h mit Denopamin beider Dosierungen behandelten Proben im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (blau); der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Zugabe von Denopamin;
die Signifikanzangabe bezieht sich auf den Vergleich zur Kontrollgruppe

Als gegenteilige Behandlung zur Denopamin-Gabe wurden einige Priparate auch mit dem 3-Blocker
Metoprolol, fiir den eine invers agonistische Funktion nachgewiesen ist [118—121], in der Dosis 100 nM
behandelt (vgl. Abbildung 16). Lag der Startwert mit 8,3 mN (£ 2,4 mN) noch héher, zeigte sich das
Minimum mit 0,2 mN (* 0,04 mN) nach 6 h im Vergleich zur Kontrolle frither, aber in dhnlichem
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Kraftbereich. Der Kraftanstieg begann in dieser Gruppe schneller, endete aber bei einem zur Kontroll-
gruppe vergleichbaren Endwert (2,5 mN * 0,7 mN). Im Verlauf zeigten sich fir diese Gruppe keine

signifikanten Unterschiede zu den Kontrollproben.
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Abbildung 16 Kraftverlauf der Myokardslices unter B-Blockade mit Metoprolol im Vergleich zur Kontroll-
gruppe; der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Zugabe von Metoprolol

4.3 Entwicklung der funktionellen Messgrof3en

431 Refraktarzeit

Die Kontrollproben zeigten eine tiber den Kulturverlauf von 21 Tagen stabile Refraktirzeit, die zwi-

schen Mittelwerten von minimal 318 ms (+ 14 ms) bis maximal 375 ms (+ 16 ms) und damit in einem

relativ engen Korridor schwankte (Abbildung 17 (a)).

Bei Betrachtung der Refraktirzeiten der von Kulturbeginn an mit Denopamin behandelten Proben fiel
im Durchschnitt eine zu Beginn tendenziell lingere Refraktirzeit auf, die im Verlauf mit zunehmender
Dauer der Behandlung kiirzer wurde. Dabei konnte eine leichte Dosisabhingigkeit dieses Effekts fest-
gestellt werden: Mit Denopamin in der Dosis 100 nM sank der Mittelwert dieses Parameters bis auf
283 ms (* 14 ms), um gegen Ende der Kulturzeit wieder auf 325 ms (£ 17 ms) anzusteigen, wihrend
bei der Dosis von 1000 nM ein Abfall bis auf durchschnittlich 254 ms (£ 29 ms) zu beobachten war,
bevor es auch hier zu einem Anstieg auf 300 ms (+ 33 ms) kam (Abbildung 17 (b)).

Wurde die Behandlung mit der katecholamindhnlichen Substanz erst nach 20 h begonnen, konnte ein
Abfall des Parameters auf kiirzere Zeiten in den behandelten Gruppen (Dosis 100 nM bis 284 ms
(* 12 ms), Dosis 1000 nM bis 246 ms (£ 11 ms) beobachtet werden, gegen Ende der Kulturperiode
kam es auch in dieser Gruppe zu einem leichten Anstieg der Refraktirzeit (Abbildung 17 (c)). Im Un-

terschied zur friher beginnenden Behandlung zeigt sich hier im Bereich 12-15 Tage mit der hohen
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Dosierung des Medikaments ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe. Denopamin 1000 nM

reduzierte somit in diesem Zeitraum signifikant die Refraktirzeit der Proben.

Auch fir die mit Metoprolol behandelten Myokardpriparate wurde die Refraktirzeit tiglich erhoben.
Diese Behandlung fiihrte jedoch zu keiner feststellbaren Anderung im Vergleich zu den Werten ohne
Behandlung, lediglich die Schwankungen waren ein wenig stirker, was auf die geringere Probenanzahl
zurickzufthren sein dirfte (Abbildung 17 (d)).
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Abbildung 17 Refraktirzeit der Myokardproben im Zeitverlauf unter verschiedenen Behandlungsbedingungen:
(a) zeigt die Ergebnisse der Kontrollgruppe allein, (b) die Ergebnisse der von Beginn an mit Denopamin behan-
delten, (c) die Ergebnisse der erst nach 20 h mit Denopamin behandelten und (d) die Ergebnisse der mit Me-
toprolol behandelten Priparate im Vergleich zur Kontrollgruppe

4.3.2 Reizschwelle

Als nichstes soll die Reizschwelle der Kontrollpriparate im Kulturverlauf betrachtet werden
(Abbildung 18 (a)): die Reizschwelle lag hier zu Kulturbeginn bei durchschnittlich 14 mA (£ 1 mA),
stieg dann tiber die nichsten 21 Tage leicht an und lag am Ende bei im Mittel 20 mA (* 2 mA).

Die ab Kulturbeginn mit Denopamin behandelten Proben zeigten im Verlauf der elektrischen Reiz-
schwelle keinen signifikanten Unterschied zu den unbehandelten Proben (Abbildung 18 (b)), die mit
der hoheren Dosierung behandelte Gruppe liegt in der Zeitspanne von Tag 7 bis Tag 12 in ihrem
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Niveau unterhalb dessen der Kontrollen. Auch zeigen sich in den behandelten Gruppen etwas stirkere

Schwankungen, was auf die geringere Anzahl der betrachteten Proben zuriickzufithren sein durfte.

In den erst spat mit dem B-Agonisten in Kontakt gekommenen Proben (Abbildung 18 (c)) ldsst sich ein
ahnliches Ergebnis erkennen. Die mit 100 nM Denopamin behandelten Priparate zeigen einen den
Kontrollen sehr dhnlichen Verlauf, die hohere Dosis fithrt hier scheinbar zu viel stirkeren Schwankun-
gen (bis zu einem Maximum von 35 mA (* 5 mA)), was auf einige wenige Myokardslices zurtickzufiith-
ren ist, deren Reizschwellenniveau stirker anstieg als das der Gbrigen. Zudem ist hier zu erwiahnen, dass
aus technischen Griinden in einigen Proben lediglich alle zwei Tage die Durchfiihrung eines Stimula-
tionsprotokolls méglich war, was in Zusammenhang mit obengenannten Abweichungen einiger weni-

ger Proben zu einem scheinbar stark undulierenden Verlauf der Messergebnisse fithrt.

Unter Behandlung mit der antagonistischen und invers agonistischen Substanz Metoprolol lag die ge-
messene Reizschwelle stabil leicht unter dem Niveau der Kontrollproben und zeigte keine groB3eren

Entwicklungen und Verinderungen im betrachteten Zeitraum (Abbildung 18 (d)).
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Abbildung 18 Elektrische Reizschwelle der Proben unter verschiedenen Kulturbedingungen im Zeitverlauf: (a)
zeigt die Ergebnisse der Kontrollgruppe allein, (b) die Ergebnisse der von Beginn an mit Denopamin behandel-
ten, (c) die Ergebnisse der erst nach 20 h mit Denopamin behandelten und (d) die Ergebnisse der mit Metoprolol
behandelten Priparate im Vergleich zur Kontrollgruppe
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4.3.3 Maximalfrequenz und Kraft-Frequenz-Abhangigkeit

Die Maximalfrequenz des untersuchten Myokards dndert sich im Zeitverlauf nur sehr wenig und auch
die verschiedenen Kulturbedingungen haben keinen signifikanten Einfluss auf diesen Parameter
(Abbildung 19). Die maximale Stimulationsfrequenz, die noch zu einer adiquaten 1:1-Umsetzung in

Kontraktionen fiihrte, lag dabei in allen Gruppen im Bereich von ungefahr 3 Hz.
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Abbildung 19 Maximalfrequenzen der verschiedenen Behandlungsgruppen (Denopamin verschiedener Dosie-
rungen und Startzeitpunkte links, Metoprolol rechts) fir jeweils drei Zeitpunkte (1., 2., 3. Woche in Kultur) im
Vergleich zu unbehandelten Slices (blau)

Zur Entwicklung der Kraft-Frequenz-Abhingigkeit zu den drei oben genannten Zeitpunkten (Woche
1, 2, 3 in Kultur) ist als wichtige Vorbemerkung zu erwihnen, dass die Abweichungen der Messwerte
mit ansteigender Stimulationsfrequenz deutlich und zum Teil stark anzusteigen scheinen — dies liegt
darin begriindet, dass die Kraft-Messwerte von Proben, deren individuelle Maximalfrequenz bereits
Uberschritten worden war, fiir die Messwerte der dartiberhinausgehenden Frequenzen wegfielen. Somit
ist bei einer Stimulationsfrequenz von z.B. 3,5 Hz die Anzahl n der untersuchten Proben zum Teil
geringer als sie am Anfang bei 0,2 Hz noch gewesen war, was einzelne gewebe- und patientenabhingige
Unterschiede viel stirker hervorhebt. Die in der Legende angegebene Anzahl n bezeichnet dabei immer

die gesamte Gruppengrofle zu Beginn der jeweiligen Protokolle.

Im Vergleich der verschiedenen Behandlungsgruppen mit der Kontrollgruppe ergaben sich hier fir alle
Zeitpunkte keine signifikanten Unterschiede, wihrend fiir die jeweiligen Gruppen hingegen ein deutli-
cher Zeiteffekt im Verlauf feststellbar war (vgl. zum Uberblick Abbildung 20).
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Abbildung 20 Vergleich der Kraft-Frequenz-Abhingigkeit (FFR) zu verschiedenen Zeitpunkten im Kulturver-
lauf fir die unterschiedlich behandelten Myokardslices. Die Signifikanzangaben beziehen sich auf den Vergleich

zum jeweiligen Verlauf in Woche 1.

44



Ergebnisse der Untersuchung von insuffizientem humanem Myokard

In der ersten Kulturwoche (jeweils blau dargestellt) wird in den Priparaten die héchste prozentuale
Kraft noch zu Beginn des Ablaufs bei niedrigen Frequenzen (< 1 Hz) erreicht, bei Erhéhung der Sti-

mulationsfrequenz kommt es zu einem stetigen Kraftabfall.

Eine Verinderung in diesem Verhalten bei verschiedenen Frequenzen wird schon in Kulturwoche 2
erkennbar (jeweils schwarz dargestellt). Es zeigt sich eine Verschiebung der Frequenz, bei der das Kraft-
maximum erreicht wird: Ist dies zu Beginn der Kultur noch bei sehr niedrigen Frequenzen zu verorten,
liegt es in der zweiten Woche nun schon deutlich in einem Bereich der physiologischen Herzfrequenz
bei 1-2 Hz und erreicht 121 (* 6) % des Wertes bei 0,2 Hz. Bei hoheren Frequenzen kommt es dann
wieder zu einem Kraftabfall. Dies ist fur alle Gruppen sehr dhnlich, lediglich bei Behandlung mit Deno-
pamin in der hohen Dosierung erst ab 20 h Kulturdauer wird dieses Maximum bei einer noch hoheren

Frequenz (2,5 Hz) erreicht.

Dieser Effekt verstirkt sich in der dritten Woche in Kultur (jeweils in rot dargestellt) noch einmal,
wobei die Frequenz, bei der ein Kraftmaximum erreicht wird, dabei im Vergleich zu Woche 2 gleich-
bleibt. Allerdings liegt dieses Maximum deutlich iiber dem in der zweiten Woche erreichten (fur die
Kontrollgruppe liegt dieses nun bei 138 (* 7) % des Ausgangswertes), sodass eine annahernd parabel-
tormige Kurve entsteht. Auch dieses Verhalten ldsst sich in nahezu allen Behandlungsgruppen zu die-
sem Zeitpunkt finden, lediglich die erst spit mit Denopamin der Dosis 1000 nM behandelten Proben
zeigen wie schon in der zweiten Kulturwoche ein Maximum bei einer héheren Frequenz (2,5 Hz) als

die ibrigen Gruppen und erreichen dabei auch ein hoheres Kraftniveau.

Ab der zweiten Woche in Kultur kommt es also in der Kontrollgruppe, der Metoprolol-Gruppe und
den beiden Denopamin-spit-Gruppen zu einer signifikanten Verdnderung der FFR von einem negati-
ven Verlauf hin zu einer Positivierung, der Effekt zeigt sich in der dritten Woche verstirkt, lediglich fir
die niedrigsten und héchsten getesteten Frequenzen bestehen keine derart groen Unterschiede zum
Verhalten zu Kulturbeginn. Fir die Denopamin-frih-Gruppen lieBen sich bei teilweise grofleren
Schwankungen mit einer Ausnahme keine signifikanten Unterschiede feststellen, die erkennbare Ten-

denz war jedoch die gleiche wie fiir die anderen Gruppen.
4.4 Ergebnisse der Western-Blot-Analyse

4.4.1 Proteinmenge der SERCA2a

Bei der Betrachtung der Proteinmenge der SERCA2a (Abbildung 21), sollen zunichst die Unterschiede
zwischen den zu verschiedenen Zeitpunkten aus der Kultur entnommenen Myokardproben betrachtet
werden: Vergleicht man die Proteinmenge im unkultivierten Gewebe mit den Werten nach einem Tag
Kulturdauer, fillt ein deutlicher Abfall derselben auf 26 (£ 6) % bis 43 (£ 6) % des Ausgangswertes in
allen Behandlungsgruppen auf. Fir die Kontrollgruppe ist dieser Abfall statistisch signifikant. Im wei-
teren Verlauf beim Vergleich der Werte vom ersten Tag mit den Werten der jeweiligen Behandlungs-
gruppe 20 Tage spiter, ist ein deutlicher Wiederanstieg, der zum Teil auch etwas tber das Ausgangsni-
veau hinausgeht (95 (£ 28) % bis 141 (x 27) %) festzustellen, der fur die Kontrollgruppe und die mit

der hohen Dosis Denopamin behandelten Myokardslices als statistisch signifikant zu beurteilen ist. So-
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mit ist ein deutlicher Einfluss der Kulturdauer auf diesen Parameter feststellbar, der Vergleich der ver-
schiedenen Behandlungsgruppen zu den jeweiligen Zeitpunkten gegeneinander lisst im Gegensatz dazu

keine signifikanten Unterschiede erkennen.
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Abbildung 21 Proteinmenge der SERCA2a zu verschiedenen Kulturzeitpunkten und nach Zusatz von Denopa-
min wihrend der Kultur

4.4.2  Proteinmenge des Phospholambans (PLN)

Als nichstes soll die Proteinmenge des Phospholambans (PLN) im Gesamten sowie die Mengen der
Monomet- und Pentamer-Form desselben im Zeitverlauf und nach den verschiedenen Behandlungen
dargestellt werden (Abbildung 22). Die Gesamtmenge an PLN (Abbildung 22 (a)) zeigt wie die Protein-
menge der SERCA eine deutlich sinkende Tendenz vom unkultivierten Zustand zu dem nach einem
Tag in Kultur, es zeigt sich ein Abfall auf 27 (* 7) % bis 68 (£ 17) % des Ausgangswertes. Auch hier
kommt es dann im Verlauf der nichsten 20 Kulturtage zu einem Wiederanstieg auf 110 (£ 40) % bis
178 (£ 56) %, der in der Kontrollgruppe als signifikant zu beurteilen ist. Zwischen den verschieden
pharmakologisch behandelten Gewebeproben ist zu beiden Zeitpunkten (1 Tag und 21 Tage) kein sig-

nifikanter Unterschied erkennbar.

Betrachtet man die Proteinmenge des als Monomer vorliegenden Phospholambans (Abbildung 22 (b))
allein, ist im Zeitverlauf keine derart klare Tendenz zum Abfall dieses Werts zu erkennen (nach 1 Tag
Kultur 52 (£ 28) % bis 123 (£ 10) % des Ausgangswerts), wihrend eine deutliche Zunahme im Bereich
der nichsten 20 Kulturtage durchaus zu beobachten ist. Am Ende der dreiw6chigen Kultur liegt der
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Abbildung 22 Proteinmenge an Phospholamban (PLN) gesamt (a), sowie der Monomer-Form (b) und der Pen-
tamer-Form (c) zu verschiedenen Zeitpunkten und nach unterschiedlicher Behandlung

Wert auf 152 (£ 44) % bis 271 (+ 66) % des Werts vom jeweiligen unkultivierten Gewebe. Dies ent-
spricht fir die Kontrolle einem signifikanten Anstieg im Vergleich zwischen erstem und 21. Kulturtag.
Beim Vergleich der Behandlungsgruppen ist lediglich festzustellen, dass die Verdnderungen in der
Gruppe mit der niedrigen Dosis des Denopamins weniger stark ausgeprigt scheinen, ein signifikanter
Unterschied zu den einzelnen Zeitpunkten ldsst sich aber im Hinblick auf die pharmakologische Beein-

flussung nicht erkennen.

Die Proteinmenge des als Pentamer-Form vorliegenden PLNs (Abbildung 22 (c)) zeigt im Vergleich
dazu einen wesentlich stirkeren Abfall innerhalb des ersten Kulturtages fir alle Gruppen (auf
15 (* 5) % bis 29 (= 10) %), bevor es auch hier bis zum Kulturende zu einem deutlichen Wiederanstieg
auf 73 (£ 29) % bis 140 (£ 57) % kommt, der fiir die Kontrollgruppe als signifikant zu beurteilen ist.
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Ein Unterschied in diesem Verhalten fiir die verschieden behandelten Proben ist dabei nicht klar zu

erkennen.

Somit ist bei gemeinsamer Betrachtung obengenannter Verinderungen fiir das Protein PLN zu be-
obachten, dass innerhalb des ersten Kulturtages eine deutliche Abnahme der Proteinmenge stattfindet,
wobei vor allem die als Pentamer vorliegenden Einheiten abnehmen. Im weiteren Kulturverlauf kommt
es dann zu einem Wiederanstieg dieses Proteins, wobei in dieser Entwicklung sowohl die PLN-
Monomere als auch die Pentamere zunehmen, die Monomere jedoch stirker. Diese Beobachtung un-
terscheidet sich dabei nicht fiir die mit Denopamin stimulierten und die unbehandelten Myokardpro-

ben.
4.4.3 Phosphorylierung an der Aminosaure Ser-16 des PLNs

Betrachtet man nun den Anteil des PLN-Monomers, das an der Aminosaure Serin 16 phosphoryliert
ist, zu den verschiedenen Zeitpunkten und unter den verschiedenen Kulturbedingungen (Abbildung 23
(a)), ist die grofite Verdnderung zwischen dem unkultivierten Zustand und dem nach einem Tag Kultur
festzustellen: es kommt hier zu einem signifikanten Abfall der Phosphorylierung des Monomers inner-
halb eines Tags. Der tibrigbleibende phosphorylierte Anteil unterscheidet sich dabei zwischen den Be-
handlungsgruppen: Wihrend in der Kontrollgruppe lediglich 0,8 (£ 0,5) % der Ausgangsphosphorylie-
rung zu messen sind, liegt dieser Wert fir die Behandlung mit 100 nM Denopamin bei 2 (£ 2) % und
bei 1000 nM bei 20 (+ 20) %. Im weiteren Kulturverlauf ergeben sich dann keine deutlichen Anderun-
gen mehr, der Phosphorylierungsstatus verbleibt auf dem niedrigen erreichten Niveau, wobel einzig bei

der Hochdosis-Denopamin-Gruppe die Tendenz einer weiteren Abnahme besteht.
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Abbildung 23 Anteil des an Ser-16 phosphorylierten Mono- (a) und Pentamers (b) des PLNs im Vergleich zum
unkultivierten Gewebe
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Ein ahnliches Ergebnis ergibt sich bei der Messung des entsprechend phosphorylierten Anteils des
PLN-Pentamers (Abbildung 23 (b)): Auch hier ist in allen Kulturgruppen ein hochst signifikanter Riick-
gang der Phosphorylierung innerhalb des ersten Kulturtages zu verzeichnen, wobei, wihrend fiir die
Kontrollgruppe kein Wert mehr messbar ist, fiir die behandelten Gruppen noch 8 (+ 5) % (Denopa-
min 100 nM) bzw. 12 (£ 12) % (Denopamin 1000 nM) des Ausgangswertes festzustellen sind. Im wei-

teren Verlauf kommt es dann zu keinen deutlichen weiteren Verinderungen mehr.
4.4.4  Phosphorylierung an der Aminosaure Thr-17 des PLLNs

Untersucht man auf gleiche Weise die an Threonin 17 phosphorylierten Anteile des PLN-Monomers
und -Pentamers (Abbildung 24), ist festzustellen, dass hier keine so massiven Anderungen des Phos-

phorylierungsniveaus erfolgen.

Es zeigt sich jedoch fiir den an dieser Stelle phosphorylierten Anteil des Monomers eine klare Tendenz
einer Reduktion innerhalb des ersten Kulturtages auf 74 (£ 50) % des Ausgangswertes fiir die Kontroll-
gruppe, 63 (+ 28) % fur die Denopamin 100 nM-Gruppe und 11 (+ 11) % fur die Denopamin-1000 nM-
Gruppe. Anschliefend kommt es zu einem starken Anstieg in allen Gruppen auf 187 (£ 78) % bis
315 (£ 113) % des Ausgangswertes.

Fir den Phosphorylierungsstatus des Pentamers lasst sich allerdings keine derart klare Tendenz erken-
nen, lediglich ein Anstieg zwischen dem ersten und letzten Kulturtag scheint in allen Gruppen in un-

terschiedlichem Ausmal3 vorzuliegen.
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Abbildung 24 Anteil des an Thr-17 phosphorylierten Mono- (2) und Pentamers (b) des PLNs im Vergleich zum
unkultivierten Gewebe

4.4.5 Phosphorylierung an der Aminosaure Ser-10 des PLNs

Ebenso soll nun der Anteil der PLN-Monomere und -Pentamere betrachtet werden, der an der Ami-

nosiure Serin 10 phosphoryliert war: Hier zeigen sich keinerlei signifikante Anderungen im Vergleich
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der verschiedenen Zeitpunkte und auch Kulturgruppen. Dies trifft sowohl fiir die Monomere als auch
tir die Pentamere zu (Abbildung 25).
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Abbildung 25 Anteil des an Ser-10 phosphorylierten Mono- (a) und Pentamers (b) des PLNs im Vergleich zum
unkultivierten Gewebe

5. Ergebnisse der Untersuchung des nicht-insuffizienten Pavianmyokards

5.1 Statistik der Pavianproben

In diese Betrachtung miteinbezogen wurden anhand der Ein- und Ausschlusskriterien drei von finf
kultivierten Myokardproben, die Einschlussquote lag mit 60 % also etwas hoher als fir die humanen
Priparate. Alle der Praparate stammten von bis zur Operation gesunden Pavianen, die im Rahmen einer
Xenotransplantationsstudie ein Schweineherz implantiert bekamen. Fir die Untersuchung der Proben

erfolgte die Erhebung der gleichen Parameter wie fiir die humanen Priparate.
5.2 Verianderungen der Kontraktionskraft im Pavianmyokard

Als Erstes soll auch hier in gleicher Weise wie fir die humanen Myokardslices eine Untersuchung des
Kraftverlaufs in Kultur als zentralem Parameter erfolgen. Grundsitzlich sind dabei ebenfalls Verin-
derungen in verschiedenen Zeitbereichen zu beobachten: kurz- und mittelfristige Verinderungen im
Bereich von Minuten (z.B. nach dem Offnen der Tiir) oder wenigen Stunden (nach den Mediumwech-
seln) waren hier in dhnlicher Form wie fur die humanen Proben zu beobachten und sollen auch von
den Primatenproben in dieser Arbeit nicht nidher untersucht werden. Der Fokus liegt auch hier auf den
langfristigen Veranderungen im Verlauf mehrerer Tage. Abbildung 26 zeigt diese Kraftverliufe der Pa-

vianproben unter den gleichen pharmakologischen Behandlungen wie fiir die humanen Proben: Fur
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unbehandelte Pavian-Myokardslices (Abbildung 26 (a)) ist zu Kulturbeginn eine durchschnittliche Kon-
traktionskraft von 3,2 mN (£ 0,4 mN) messbar, die innerhalb der ersten 6 h auf ein Minimum von
1,1 mN (£ 0,05 mN) abfillt (Reduktion auf ca. 34 % des Anfangswerts). Innerhalb der nichsten Stun-
den kommt es zu einem starken Wiederanstieg auf das Startniveau der Kraft, das Maximum ist dabei
mit 3,3 mN (£ 0,4 mN) nach 48 h Kulturdauer erreicht. Es folgt eine stabile Phase auf diesem Niveau,
bevor es ab ungefihr 216 h (9 Tagen), zu einem langsamen Absinken auf einen Endwert von
0,8 mN (£ 0,2 mN) (ca. 24 % des Anfangswertes) kommt.
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Abbildung 26 Kraftverlauf der Pavian-Myokardslices unter verschiedenen Behandlungsbedingungen: (a) zeigt
die Ergebnisse der Kontrollgruppe allein, (b) die Ergebnisse der ab Kulturbeginn, (c) die der ab 20 h in Kultur
mit Denopamin behandelten Priparate; die Pfeile markieren den Zeitpunkt der Zugabe von Denopamin; die
Signifikanzangaben beziehen sich auf den Vergleich zur Kontrollgruppe

Setzt man den Kulturkammern direkt nach Kulturbeginn die Substanz Denopamin in Konzentrationen
von 100 nM und 1000 nM zu (Abbildung 26 (b)), liegt bei Zusatz der niedrigeren Menge der Substanz
die Kontraktionskraft mit einem Wert von durchschnittlich 2,8 mN (+ 0,5 mN) zu Beginn zwar unter-
halb dessen der Kontrolle, mit einem Minimum von 2,0 mN (£ 1,0 mN) und damit ca. 71 % des An-
fangswerts nach 6 h in Kultur jedoch ist erkennbar, dass die verbleibende Kraft doppelt so grof3 ist wie
ohne Behandlung. Bei dem anschlieBenden Wiederanstieg wird mit 4,7 mN (£ 1,7 mN) nach 24 h
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Kulturdauer ein hoheres Niveau erreicht als zu Beginn, das langsame Abfallen nach einer Plateauphase
ist stirker ausgeprigt als in der Kontrollgruppe, der Endwert liegt bei durchschnittlich
0,6 mN (£ 0,2 mN) nach 21 Tagen. Dabei ist erkennbar, dass das Absinken der Kraft nach Erreichen

des Maximums kontinuierlich erfolgt.

Stirker ausgeprigt sind die Unterschiede bei der héheren Konzentration des Denopamins bei Sofort-
einsatz (Abbildung 26 (b)). Der Anfangswert der Kontraktionskraft liegt mit 2,9 mN (* 0,4 mN) im
Durchschnitt in einem den anderen Gruppen vergleichbaren Bereich, es zeigt sich jedoch im Unter-
schied zu diesen kein Abfallen auf ein Minimum in den ersten Stunden, sondern ein direkter starker
Anstieg der Kraft auf ein Maximum von 7,9 mN (+ 0,6 mN) und damit ca. 272 % des Anfangswerts
nach 24 h. AnschlieBend findet sich auch hier ein kontinuierliches Absinken der Kraft tiber die restliche
Kulturdauer, bis ein Endwert von 1,1 mN (£ 0,3 mN) erreicht wird. Damit liegt ein signifikanter Un-
terschied zur Kontrollgruppe durch diese Behandlung im Bereich 6 h bis 96 h in Kultur vor.

Bei den nach 20 h Kulturdauer erstmalig mit der niedrigen Dosierung behandelten Proben (Abbildung
26 (c)), deren Startwert mit durchschnittlich 2,0 mN (+ 0,01 mN) unter dem der Kontrollgruppe liegt,
zeigen sich wie dort ein Minimum von 0,7 mN (£ 0,0 mN) (ca. 35 % des Ausgangswertes) nach 6 h
sowie ein Wiederanstieg auf zunichst 1,4 mN (+ 0,2 mN) vor Behandlungsbeginn (nach 18 h Kultur).
Unter Behandlung kommt es nach eciner Plateauphase dann zu einem Anstieg bis auf
5,0 mN (£ 2,8 mN) nach 144 h (6 Tagen) in Kultur. AnschlieBend fillt die Kontraktionskraft dann
langsam auf einen Wert von 0,9 mN (£ 0,2 mN), der dem der Kontrollgruppe sehr vergleichbar ist, ab.

Die spit mit der hoheren Dosierung Denopamin behandelte Gruppe beinhaltet lediglich ein Praparat.
Fir dieses ist ein Startwert von 2,7 mN und ein Minimum von 1,9 mN (ca. 70 % des Anfangswertes)
nach 6 h zu erheben, bevor es auch hier zu einem Anstieg bis auf 3,5 mN nach 18 h Kulturdauer kommt.
Somit liegt fur dieses Praparat der Anfangswert zwar unterhalb dessen der Kontrollgruppe, der Kraft-
abfall fillt jedoch auch vor Behandlungsbeginn deutlich schwicher aus als dort, bevor nach 18 h ein
nur noch leicht héherer Wert als das Kontrollniveau, das zu diesem Zeitpunkt bei 3,1 mN liegt, erreicht
wird. Kurz nach Behandlungsbeginn kommt es dann zu einem sehr starken Anstieg auf maximal
12,5 mN. In zwei Phasen, zwischen denen ein Plateau liegt, kommt es dann tber die nichsten Tage
auch hier zu einem Abfall der Kontraktionskraft auf lediglich 0,8 mN zu Kulturende. Somit liegt fiir
dieses Praparat ein signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrollgruppe im Zeitraum 24 h bis 96 h

mit einer Ausnahme beim 72 h-Wert vor.
5.3 Entwicklung der funktionellen Messgrof3en im Pavianmyokard

5.3.1 Refraktirzeit

Die Refraktirzeit der nicht pharmakologisch beeinflussten Pavian-Proben (Abbildung 27 (a)) schwankt
in den ersten Kulturtagen in einem den humanen Proben grundsitzlich vergleichbaren Bereich zwi-
schen 292 ms (£ 0 ms bei n=1) und 414 ms (£ 73 ms), ab ungefihr dem 12. Kulturtag kommt es dann

zu einem allmihlichen Absinken bis auf 254 ms (* 4 ms) gegen Kulturende.

Bei Einsatz von Denopamin beider Dosierungen gleich zu Kulturbeginn (Abbildung 27 (b)) zeigt sich,

mit lediglich stirkeren Schwankungen, ein Verhalten, das dem der Kontrollgruppe sehr dhnlich ist.
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Bei spaterem Beginn dieser Behandlung (Abbildung 27 (c)) zeigt sich fiir die niedrige Dosierung eben-
falls ein den Kontrollen dhnliches Verhalten. Die mit der hohen Dosierung behandelte Probe zeigt

generell eine etwas niedrigere Refraktirzeit, die iiber die Kulturdauer stabil bleibt.
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Abbildung 27 Refraktirzeit der Pavian-Proben im Zeitverlauf unter den verschiedenen Kulturbedingungen: (a)
zeigt die Ergebnisse der Kontrollgruppe allein, (b) die Ergebnisse der von Beginn an mit Denopamin behandel-
ten und (c) die Ergebnisse der erst nach 20 h mit Denopamin behandelten Priparate im Vergleich zur Kontroll-

gruppe
5.3.2 Reizschwelle

Ebenso soll auch die elektrisch notige Reizschwelle zum Auslosen gleichmifiger Kontraktionen fir
diese Proben dargestellt werden (Abbildung 28).

Es ist hier zu erkennen, dass die initial 14 mA (£ 2 mA) fir die Kontrollgruppe betragende Reizschwelle
unter sehr starken Schwankungen tendenziell generell leicht ansteigt — fiir genauere Erlduterungen zu

den Schwankungen siche Abschnitt 6.3.2.
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Abbildung 28 Elektrische Reizschwelle der Pavian-Proben im Zeitverlauf unter den verschiedenen Bedingun-
gen: (a) zeigt die Ergebnisse der Kontrollgruppe allein, (b) die Ergebnisse der von Beginn an mit Denopamin
behandelten und (c) die Ergebnisse der erst nach 20 h mit Denopamin behandelten Priparate im Vergleich zur
Kontrollgruppe

Fir die von Tag 0 an mit Denopamin behandelten Slices zeigt sich in der niedrigen Dosis das gleiche
Verhalten wie ohne diese Behandlung, fiir die hohere Dosis liegt der Wert der elektrischen Reizschwelle
im Bereich 5-10 Kulturtage noch unter dem der anderen beiden Gruppen, bevor auch hier ein Anstieg

zu verzeichnen ist.

Ahnlich verhilt es sich bei den spit pharmakologisch beeinflussten Priparaten: Die niedrige Dosie-
rungsgruppe zeigt keine nennenswerten Unterschiede zum Zustand ohne die Behandlung. Die mit
1000 nM Denopamin versetzte Probe liegt mit ihrem Messwert hier tiber die gesamte Kulturdauer hin-

weg unter dem Niveau der Kontrollen.
5.3.3 Kraft-Frequenz-Abhingigkeit

Auch fir die Pavian-Myokardslices wurde das Verhalten der Kontraktionskraft bei verschiedenen Sti-
mulationsfrequenzen in drei Kultur-Zeitabschnitten untersucht (vgl. Abbildung 29).
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Abbildung 29 Verinderungen der FFR des Pavian-Myokards im Zeitverlauf unter verschiedenen Behandlungen:
(a) zeigt die Ergebnisse der unbehandelten, (b) die der mit Denopamin 100 nM und (c) die der mit Denopamin
1000 nM behandelten Priparate; (d) und (e) zeigen die Ergebnisse fiir die erst nach 20 h mit Denopamin behan-
delten Priparate. Die Signifikanztestungen beziehen sich auf den Vergleich zum jeweiligen Verlauf in Woche 1
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In der ersten Kulturwoche (jeweils blau dargestellt) bewirkt eine Steigerung der Frequenz fiir die Kon-
trollgruppe nur unwesentliche Verinderungen der Kontraktionskraft. Im Vergleich dazu ldsst sich bei
initialem Einsatz von Denopamin der Dosis 100 nM eine deutliche Kraftsteigerung bei einem Fre-
quenzoptimum von 2 Hz erkennen, bevor es bei hoheren Frequenzen wieder zu einem Absinken
kommt, wohingegen die 10-fach stirker behandelte Gruppe das gleiche Verhalten wie die unbehandel-
ten Proben zeigt. Fur die erst im Verlauf mit der Substanz versetzten Slices lasst sich ebenfalls ein der
Kontrollgruppe ahnliches Verhalten erkennen, lediglich die 1000 nM-Dosis scheint hier zu einer leich-
ten Kraftsteigerung im Bereich 1,33 Hz zu fthren.

In der zweiten Kulturwoche (jeweils schwarz dargestellt), ist fiir die Kontrollgruppe ausgehend vom
0,2 Hz-Wert ein leichter Kraftanstieg bei 0,5 Hz zu erkennen, bevor es zu einem Abfallen der Kontrak-
tionskraft bei steigender Stimulationsfrequenz kommt. Die Priparate, die Denopamin 100 nM von
Tag 0 an erhielten, zeigen hier bei niedrigen Frequenzen einen ausgeprigteren Kraftanstieg als die Kon-
trollproben bevor es auch hier wieder zu einem Abfall bei héheren Frequenzen kommt. Die ab Kultur-
beginn behandelte 1000 nM-Gruppe zeigt hingegen fiir alle Frequenzen eine nahezu konstante Kraft.
Eine erst nach 20 h in Kultur beginnende pharmakologische Intervention bewirkt fir beide Dosierun-
gen ein Kraftniveau unterhalb dessen der unbehandelten Slices mit einer niherungsweise konstanten

Kontraktionskraft fiir die untersuchten Frequenzen.

In der letzten Kulturwoche (jeweils in rot dargestellt) verstirkt sich in der Kontrollgruppe der in der
Vorwoche beginnende Effekt, die Kontraktionskraft steigt nun deutlich bis auf 246 (£ 44) % des
0,2 Hz-Ausgangswertes bei 1,33 Hz und 1,67 Hz, ein Niveau das bis zu 3,5 Hz als héchster untersuchter
Frequenz gehalten werden kann. In der Denopamin-100 nM-frith-Gruppe zeigt sich dieser Effekt ver-
starkt, die Kontraktionskraft bleibt ebenfalls bei einem Vielfachen des Ausgangswerts stabil, wihrend
die hoherdosiert behandelten Priparate lediglich einen kontinuierlichen Kraftanstieg bei sehr hohen
Frequenzen zeigen. Die erst einen Tag spater mit der Substanz versetzten Proben schlief3lich lassen das

gleiche Kraftverhalten wie die Kontrollproben erkennen.

Betrachtet man hier wie fir das humane Myokard die jeweiligen Verinderungen im Zeitverlauf, fallt
auf, dass es auch hier zu einer deutlichen Positivierung der anfinglich eher flachen FFR-Kurve kommt,
diese Entwicklung aber erst in der dritten Kulturwoche signifikant (fiir die Kontrollen und die frihe
Denopamin-Behandlung) zu erkennen ist. Fur die spit beginnende Denopaminbehandlung zeigten sich
bei n=2 fiir die niedrige Dosis bei gleicher Tendenz grof3e Schwankungen, fiir die hohe Dosis existierte

lediglich ein Praparat, das ebenfalls eine signifikante Positivierung in Woche 3 zeigte.
5.4 Western-Blot-Analysen

Auch fur die Pavian-Myokardproben wurden die gleichen Western Blots zur Untersuchung der Pro-
teinmengen und des Phosphorylierungsstatus durchgefithrt wie fiir das humane Herzgewebe. Eine Zu-
sammenfassung der jeweils mit Denopamin direkt von Beginn an und erst im Verlauf behandelten
Priparate zu einer Denopamin-Dosis-Gruppe erfolgte dabei analog zum Vorgehen bei den humanen
Proben (vgl. Abschnitt 3.3).
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5.4.1 SERCAZ2a-Proteinmenge

Im Vergleich der Proteinmenge der SERCA2a fir die verschiedenen Gruppen und Zeitpunkte
(Abbildung 30) ist zu erkennen, dass keine signifikanten Unterschiede sowohl zwischen den einzelnen
Zeitpunkten als auch zwischen den verschiedenen Behandlungen festzustellen sind. Es ist auch keine

klare Tendenz einer Verinderung in eine bestimmte Richtung oder in einer bestimmten Gruppe zu
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Abbildung 30 Proteinmenge der SERCA im Pavian-Myokard unter verschiedenen Kulturbedingungen und zu
verschiedenen Zeitpunkten

erkennen.

5.4.2  PLN-Proteinmenge

Ein dhnliches Ergebnis wie fiir die SERCA-Proteinmenge findet sich im Primatenmyokard auch fiir die
Phospholamban (PLN)-Gesamtmenge (Abbildung 31), es sind keine signifikanten Anderungen im Zeit-
verlauf festzustellen. Eine leichte Tendenz zeigt sich lediglich im Behandlungsgruppen-Vergleich, hier
scheint die Kontrollgruppe fiir die komplette Kulturzeit stabil bei dem Wert von frischem Myokard zu
bleiben, wihrend die Denopamin-behandelten Priparate schon ab dem ersten Kulturtag nur noch ca.

die Halfte dieses Wertes erreichen.

Auch fiir die Menge des PLN-Monomers (Abbildung 31 (b)) ist kein signifikanter Unterschied zwischen
den verschiedenen Bedingungen und Zeitpunkten erkennbar, auffillig ist jedoch, dass die Kontroll-
gruppe im Langzeitverlauf (Wert nach 21 Tagen Kultur) doppelt so viel PLN-Monomere aufweist wie

noch zu Beginn nach einem Tag Kultur oder im frischen Myokard.

57



Ergebnisse der Untersuchung des nicht-insuffizienten Pavianmyokards

Fir die Pentamer-Form des Phospholambans (Abbildung 31 (c)) ldsst sich lediglich eine leichte Ten-
denz erkennen, dass die mit Denopamin behandelten Gruppen zu beiden Zeitpunkten einen etwas
niedrigeren Wert aufweisen als die Kontrollgruppe, sonst ergeben sich keine klaren oder signifikanten

Unterschiede.
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Abbildung 31 Proteinmenge des PLNs im Pavian-Myokard unter verschiedenen Kulturbedingungen und zu
verschiedenen Zeitpunkten; (a) zeigt die Gesamtmenge, (b) die Menge des PLN-Monomers und (c) die Menge
des Pentamers

5.4.3 Ser-16-Phosphorylierung des PLNs

Untersucht man auf gleiche Weise den Phosphorylierungsstatus des PLN-Monomers an der Amino-
sdure Ser-16 (Abbildung 32 (a)) zeigt sich ein signifikanter Abfall dieser Phosphorylierung in allen Grup-
pen innerhalb eines Tages Kulturdauer ohne Unterschied zwischen den behandelten und unbehandel-

ten Praparaten. Im Vergleich dieses ersten Kulturtages mit dem Status nach 21 Tagen ist keine deutliche
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Verinderung mehr wahrzunehmen, es kommt also auch nicht zu einem Wiederanstieg der Phosphory-

lierung an dieser Position im Zeitverlauf.

Auf dhnliche Weise fallt auch die Ser-16-Phosphorylierung des entsprechenden PLN-Pentamers inner-
halb eines Tages Kulturdauer signifikant stark ab (vgl. Abbildung 32 (b)), jedoch fiir die mit Denopamin
1000 nM behandelte Gruppe lediglich auf 21 (£ 1) % des Initialwertes, in den anderen Gruppen stirker.
Im weiteren Verlauf kommt es zu einem nahezu vollstindigen Verschwinden dieser Phosphorylierung
im Pentamer. Auch in der Hochdosis-Denopamin-Gruppe kommt es zu einem weiteren signifikanten
Abfall. Im Vergleich der verschiedenen Kulturgruppen im Hinblick auf Behandlungseffekte ist damit
ein signifikanter Unterschied im Vergleich des 1-Tages-Wertes von Kontrollen und Denopa-
min 1000 nM-Priparaten zu beobachten - die behandelte Gruppe lésst einen doppelt so hohen Phos-

phorylierungsstatus im Pentamer zu diesem Zeitpunkt erkennen.
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Abbildung 32 Ser-16-Phosphorylierung im PLN-Monomer (a) und -Pentamer (b) des Pavian-Myokards

5.4.4 Thr-17-Phosphorylierung des PLN's

Bei der Betrachtung der Phosphorylierung des Phospholambans an der Aminosiure Thr-17 ergeben
sich folgende Erkenntnisse (vgl. Abbildung 33):

Fir die Monomer-Form ist eine Tendenz eines Abfalls innerhalb eines Tages Kulturdauer zu erkennen,
im weiteren Verlauf wird der initiale Wert jedoch dann wieder erreicht und sogar teilweise iiberschritten.
Dieser grundsitzliche Verlauf ist dabei in allen Gruppen zu beobachten, in der Ausprigung jedoch
ergeben sich Unterschiede: In der Kontrollgruppe kommt es zu einem Abfall auf 30 (£ 30) %, nach
21 Tagen werden dann jedoch 151 (£ 89) % des Initialwertes vor Kultur erreicht. In der mit niedrig
dosiertem Denopamin behandelten Gruppe liegen diese Werte bei 5 (£ 5) % und 238 % (n=1), in der
mit héher dosiertem Denopamin behandelten bei 68 (£ 68) % und 87 (£ 41) %. Somit sind bei starken
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Schwankungen der niedrigen Dosis die stirksten und der hohen Dosis die geringsten Verdnderungen

im Zeitverlauf zuzuordnen.

In den PLN-Pentameren ist grundsitzlich ein dhnliches Ergebnis zu erheben, hier ist ebenfalls ein star-
kes Absinken der Thr-17-Phosphorylierung innerhalb des ersten Kulturtages und ein Anstieg innerhalb
der nichsten 20 Tage zu erkennen, die Ausprigung dieses Verhaltens ist jedoch nicht so stark wie fiir

die Monomer-Form. Eine Tendenz im Sinne von Behandlungseffekten lisst sich daher hier nicht klar

erkennen.
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Abbildung 33 Thr-17-Phosphorylierung im PLN-Monomer (a) und Pentamer (b) des Pavian-Myokards

5.4.5 Ser-10-Phosphorylierung des PLNs

Der Phosphorylierungsstatus des Phospholambans an der Aminosdure Ser-10 wiederum zeigt fir die
Monomer-Form (Abbildung 34 (2)) nahezu keine Anderung im Kulturverlauf oder zwischen den ver-

schieden pharmakologisch behandelten Gruppen.

Betrachtet man die Ser-10-Phosphorylierung der Pentamer-Form (Abbildung 34 (b)), fillt fiir die Kon-
trollgruppe und die mit 100 nM Denopamin behandelte Gruppe ein leichtes Abfallen der Phosphory-
lierung auf, wihrend fir die mit 1000 nM der Substanz behandelte Gruppe ein leichter Anstieg zu
verzeichnen ist. Im weiteren Verlauf erreicht der Wert fir die Kontrollen wieder sein Initialniveau, in
den behandelten Priparaten kommt es eher zu einem Absinken. Ein signifikanter Unterschied besteht
dabei zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen lediglich bei den Werten vom ersten Kulturtag:
hier ist die mit der hohen Dosis Denopamin behandelte Gruppe mit 109 (£ 19) % des Initialwerts
deutlich stirker phosphoryliert als die Kontrollgruppe mit 67 (* 4) %.
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6. Diskussion

0.1 Eignung von Myokard und Kulturbedingungen

6.1.1  Eignung des Myokards

Die 14 Myokardproben dieser Arbeit unterschieden sich in vielerlei Hinsicht (vgl. Kapitel 4.1): Es han-
delte sich um Proben, die von terminal herzinsuffizienten Patientinnen/Patienten unterschiedlicher
Krankheitsitiologie entnommen wurden. Die Vormedikation der Patientinnen/Patienten unterschied
sich, da sich die medikament6sen Therapieansitze bei Herzinsuffizienz unterscheiden und keine Be-
rucksichtigung von Nebendiagnosen etfolgte. Eine genauere Selektion der Patientinnen/Patienten war
aufgrund der Knappheit an humanem Herzgewebe nicht durchfithrbar, da die Zahl der in Deutschland
durchgefithrten Herztransplantationen zwar in den letzten 15 Jahren stabil bei ca. 300-400 pro Jahr
liegt, im europaweiten Vergleich damit aber unterdurchschnittlich ist [125-127]. Eine Gruppierung der
Proben nach Alter, Geschlecht, Herzinsuffizienzitiologie oder Ahnlichem wire daher nur in einem

multizentrischen Setting, gegebenenfalls auch lindergrenzeniibergreifend, denkbar.

Aufgrund der geringen Gewebeverfligbarkeit mit resultierend geringer Probenanzahl eignen sich die
vorgestellten Ergebnisse durch interindividuelle Unterschiede des Gewebes nur bedingt fiir statistische
Signifikanztestungen, sodass hier neben den statistisch relevanten Unterschieden auch klare Tendenzen

einzelner Behandlungs- oder Zeiteffekte Betrachtung finden.

Eine Beschrinkung bei der Gewebeauswahl auf ein Merkmal zur Vergleichbarkeit war moglich: es
wurde ausschlieBlich linksventrikuldres Myokard verwendet, einerseits aufgrund der gré3eren Dicke des
Myokards im linken Ventrikel (15 mm im linken vs. 5 mm im rechten Ventrikel (vgl. [128(S. 277)])),
andererseits, da sich die elektrischen und mechanischen Bedingungen und auch die Ionenstrome zwi-
schen linkem wund rechtem Ventrikel bzw. den Atrien doch sehr unterscheiden (vgl.
[87(Kap. 10.2),88(Kap. 5)]).

Grundsitzlich ist trotz aller patientenspezifischen Unterschiede im Myokard aufgrund der anfangs an-
gefithrten Hintergriinde zur Pathophysiologie der Herzinsuffizienz darauf hinzuweisen, dass es sich bei
der terminalen Herzinsuffizienz um die Endstrecke vieler Pathologien handelt [107], sodass sich Ver-
inderungen im Gewebe und auch Therapieansitze bei terminaler Insuffizienz weniger unterscheiden

als bei beginnender.

Generell ist feststellbar, dass sich das verfiighare terminal insuffiziente Gewebe fur einige Studien inso-
fern gut eignet, dass hier im Modell untersucht werden kann, wie und ob beispielsweise neue Pharmaka
tatsdchlich die erwlnschte Wirkung am erkrankten Gewebe zu erzielen vermégen. Dabei ist davon
auszugehen, dass in einer Transportzeit von maximal 36 h unter den eingesetzten Bedingungen keine
relevanten Verinderungen am verwendeten Gewebe auftreten [74], das Gewebe zu Kulturbeginn also

reprasentativ den Zustand im Patienten/in der Patientin zum Entnahmezeitpunkt widerspiegelt.

Auch wenn es sich beim insuffizienten Myokardgewebe um das Zielgewebe fiir entsprechende phar-
makologische Studien handelt, wire es fiir die Etablierung der Methode fiir solche Zwecke nattrlich

interessant, zu wissen, wie sich gesundes, nicht insuffizientes Myokard unter den gleichen Bedingungen

62



Diskussion

verhalten wiirde. Derartige Studien konnten noch in den 1990er-Jahren auch in Deutschland mit hu-
manem Gewebe aus Spenderherzen, die sich nicht fur die Verwendung im Rahmen einer Transplanta-
tion eigneten, durchgeftihrt werden [113,129—133]. Dies ist heute in Deutschland aufgrund gesetzlicher

Bestimmungen nicht mehr moglich.

Als eigene Vergleichsgruppe mit gesundem Myokard konnte daher lediglich auf Primatenmyokard zu-
ruckgegriffen werden — da eine Xenotransplantationsstudie im gleichen Institut durchgefihrt wurde,

war dieses Gewebe leicht verfiigbar.
6.1.2 Zellverband

Die Gewebezusammensetzung aus verschiedenen Zelltypen, beispielsweise Kardiomyozyten, Fib-
roblasten, Gefid3endothel, blieb in der vorliegenden Studie bei Verwendung von intaktem, vitalem hu-

manem Herzgewebe erhalten und bildet so die pathologischen Verinderungen der Herzinsuffizienz ab.

Abweichungen vom intakten Gewebe finden sich priparationsbedingt in den Schneidezonen des Ge-
webes aufgrund von Verletzungen der Grenzschicht. Es entstehen Zellschiden mit elektrophysiologi-
schen Verinderungen (z.B. durch Ionenverlust tber geschidigte Zellen). Diese Schidigungen dirften
bei der hier verwendeten Schneidetechnik durch das tangentiale Schneiden der Myokardblécke von
subendokardial nach subepikardial, wie fir einen sehr dhnlichen Slicing-Prozess bereits beschrieben
(I8,51]), im niedrigen Prozentbereich liegen und sich auf die oberste und unterste Kardiomyozyten-

Schicht jedes Slices beschrinken, sodass die restlichen Zellschichten intakt blieben.

Im Vergleich zu anderen humanen Myokardmodellen wie Studien an Kardiomyozyten aus induzierten
pluripotenten Stammzellen [45,57,134] oder Streifen aus Trabekelmyokard [38,40,129,133,135], kann
im verwendeten Modell somit in gréf3eren Dimensionen humanes Myokard betrachtet werden. Im Ge-
gensatz zu Ansitzen mit aus Stammezellen hervorgegangenen Myozyten [55,58,60] besteht zudem der
Vorteil, dass es sich um voll ausgereifte Zellen handelt. Im Vergleich zu Myokardmodellen gré3eren
Maf3stabs, wie Langendorff-Modellen oder kardialen Wedge-Priparationen [31,37], kann zwar keine
vollstindige Abbildung des In-vivo-Zellverbunds gewihrleistet werden, dafiir konnen mittels Slice-Kul-
tur im vorliegenden Modell viele gut vergleichbare Proben aus demselben Herz gewonnen werden und

Uber einen langen Zeitraum kultiviert werden.
6.1.3  Sauerstoffversorgung

Die Obergrenze der Diffusionsstrecke fiir Sauerstoff in ein Gewebe, bei der noch eine suffiziente Oo-
Versorgung gewihrleistet wird, betragt 200 um [1306], somit ist bei der in den Versuchen fiir diese Arbeit
verwendeten Gewebedicke von 300 um eine ausreichende Sauerstoffversorgung gegeben, da die Diffu-

sion ins Gewebe ja von der Ober- und Unterseite der Slices aus erfolgen kann.

Wichtigste Voraussetzung fiir eine optimale Sicherstellung einer gleichmifigen Sauerstoffkonzentration
im Kulturmedium war neben einer ausreichenden O»-Konzentration im Inkubator die gleichmifige
Kippbewegung der Kulturkammern. Bei Stoppen dieser Bewegung kam es innerhalb weniger Minuten
zu einem deutlichen Absinken der Kontraktionskraft der Myozyten [74], nach Wiederbeginn aber auch

wieder zu einer raschen Erholung auf das vorhergehende Niveau.
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In anderen Myokardmodellen wird die Sauerstoffversorgung bei Verwendung grof3er Myokardstiicke
oder ganzer Herzen mittels Perfusion mit oxygenierter, teilweise erythrozytenreicher Losung gewahr-
leistet [31,37], wihrend bei Verwendung von Zellkulturen die Kultivierung in einem Inkubator mit aus-
reichender O,-Konzentration geniigt [45,52]. In anderen Slice-Modellen [77] wird eine kontinuierliche
Begasung des Kulturmediums eingesetzt, dhnlich ist dies auch fiir Trabekelkulturmodelle mit zusétzli-
cher Mediumagitation durch Riithren beschrieben. Die in dieser Arbeit verwendete Methode kombiniert
die technisch einfache Verwendung eines Inkubators mit entsprechender O,-Konzentration mit einer
Mediumagitation durch sanftes Kippen des Kulturaufbaus. Die Simulation eines O»-Mangels fir Ischi-
miemodelle wire durch Verminderung der Oz-Konzentration im Inkubator oder Anhalten der Kipp-

bewegung moglich.
6.1.4 pH-Wert

Die Regulation des pH-Werts erfolgte tiber den konstanten CO,-Gehalt der verwendeten Brutschrinke.
Im Kulturmedium befand sich ein pH-Indikatorfarbstoff (Phenolrot), sodass anhand der Mediumfarbe
eine Aussage iiber den herrschenden pH-Wert im Medium getroffen werden konnte. Im ILaufe einer
Kulturperiode von zwei Tagen ohne Mediumwechsel zeigte sich dabei meist eine leichte Verfirbung

des Medium-Indikators im Sinne einer leichten Azidisierung aufgrund von Stoffwechselprodukten.

In dhnlicher Form wie in dem hier verwendeten Modell erfolgt auch fiir andere Myokardkulturmodelle
die Regulation des Gewebe-pH-Werts tiber das CO»-Puffersystem und tber die verwendete Gaskon-
zentrationen in der Perfusionslésung, der Begasung oder den Inkubatoren [31,37,45,52,77].

6.1.5 Medikamentenzusatze

Beim Zusatz der verwendeten medikamentdsen Substanzen (Denopamin und Metoprolol) wurde da-
rauf Wert gelegt, méglichst geringe Konzentrationen von Losungsmitteln mit in die Kulturkammern
einzubringen. Im Fall von Metoprolol gelang dies aufgrund der guten Wasserlslichkeit der Substanz
gut, hier konnte der Ansatz der bendtigten Verdiinnung nach Lésung der pulverférmigen Ausgangs-
substanz in PBS (phosphatgepufferter Salzlosung) im Kulturmedium erfolgen. Im Falle des verwende-
ten Denopamins war dies aufgrund der geringen Hydrophilie der Substanz nicht méglich. Daher wurde
die Stamml6sung in DMSO angesetzt, die weiteren Verdiinnungen erfolgten dann in PBS. Es ergab
sich aus diesem Vorgehen eine maximale Endkonzentration von 1 %0 DMSO in den Kulturkammern.
Eine derartige (oder hohere) Konzentration von DMSO ist in vielen Experimenten iblich
[34,44,55,137], teilweise wird DMSO sogar iz vivo [138] angewendet. Laut einer Untersuchung [139] hat
DMSO bis zu einer Konzentration von 3 %o keinen Einfluss auf Kardiomyozyten. Somit wurde in den

Kontrollpriparaten auf den Zusatz von DMSO verzichtet.

Bei den verwendeten Medikamentenzusitzen lag der Fokus darauf, auch 7 vzvo angewendete Praparate
zu wihlen. Denopamin wurde aufgrund der hohen Selektivitit fiir 81-Rezeptoren und langanhaltenden

Effekts trotz seltenen klinischen Einsatzes gegentiber anderen B-Agonisten vorgezogen [123,124].
6.1.6  Authingung und Kontraktion

Durch die verwendete flexible Aufhingung der Myokardschnitte an einem Federdraht auf der einen

Seite und einem stabilen Draht auf der anderen Seite konnte eine den physiologischen Bedingungen
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nahekommende auxotone Kontraktion erreicht werden. Im Gegensatz zu den in anderen Modellen
[45,60,66] hiufig verwendeten isometrischen oder isotonischen Kontraktionsformen, bei denen sich
entweder nur die Spannung im Kardiomyozyten ohne Lingeninderung (isometrisch) oder nur die
Linge des Kardiomyozyten bei gleichbleibender Spannung (isotonisch) dndern kann, war in diesem
Modell also eine gleichzeitige Anderung von Linge und Spannung des Gewebes moglich. Anhand des
stabilen Drahts konnte die Vorspannung des Gewebes in Form einer Dehnung auf eine bestimmte
Linge eingestellt werden. Durch die Federhirte des verwendeten Federdrahts hingegen konnte der Wi-
derstand fir das Gewebe bei der Kontraktion definiert werden. Um moglichst physiologische Bedin-
gungen zu erreichen, wurden beide Parameter auf die im normalen, gesunden humanem Myokard vor-
liegenden Werte [74,140] adjustiert: die Federhirte des Federdrahts betrug 75 mN/mm, um eine phy-
siologische Wandspannung des linken Ventrikels von 15 kN/m?” bei ca. 6 % Verkiirzung eines iiblichen
Myokard-Slices simulieren zu kénnen. Die Vorspannung durch Dehnung des Gewebes wurde parallel

dazu auf 1 mN eingestellt, um eine Wandspannung von ca. 0,66 kN/m” zu erreichen.

Experimente zur tatsichlichen Grof3e und Dehnung der einzelnen Myozyten, z.B. im Hinblick auf die

tatsdchliche Sarkomerlinge, sind mit dieser Kulturtechnik somit méglich [112].

Vergleicht man die hier verwendete Technik mit anderen Ansitzen in der Myokardforschung, sind Ex-
perimente an derartigen mechanischen Parametern des Myokards in Tiermodellen oder Modellen mit
gro3en Gewebestiicken nur sehr eingeschrinkt moglich. Fir einzelne Kardiomyozyten existieren Ver-
suchsaufbauten fiir mechanische Verinderungen und Messungen [406], diese sind aufgrund des notwen-
digen Maf3stabs bei Einzelzellexperimenten jedoch komplex in der Handhabung und kénnten nur mit-
hilfe von Mikroskopen eingesetzt werden. Fir adulte oder aus Stammzellen gewonnene Kardiomyozy-
ten existieren Modelle, die fiir Zellverbinde oder mehrere auf einer Matrix angesiedelte Zellen mecha-
nische Beeinflussungen oder Messungen erlauben [60,141]. Fir Trabekelmuskel-Kultur existieren dhn-
liche Aufbauten wie fiir Modelle mit kardialen Slices [38,42] in einem angepassten Mal3stab. Fir kardiale
Slices wurden auch durch andere Arbeitsgruppen bereits Dehnungsaufbauten entwickelt (vgl. z.B. [77]),

jedoch ohne kontinuierliche Kraftmessung wihrend der Verdnderungen der Dehnung.
0.1.7  Kulturmedium und Energieversorgung

Bei der verwendeten Zusammensetzung des Kulturmediums wurde auf eine bewihrte Formulierung
fir Zellkulturen zurtickgegriffen [73,77,80]. Medium M199 wurde Insulin, Selen und Transferrin, Peni-
cillin, Streptomycin und in einigen Versuchsrethen Amphotericin zugesetzt. Ein Unterschied zum phy-
siologischen Milieu von Kardiomyozyten ergab sich aus der Abwesenheit jeder Hormonstimulation
aufler Insulin im Basis-Medium. Physiologisch haben Hormonkonzentrationen Einfluss auf die Myo-
kardfunktion, abgesehen von Katecholaminen beispielsweise auch Triiodthyronin (T3) [142], Gluko-
kortikoide [143] und Sexualhormone [144-140].

Die Energieversorgung erfolgt durch Glukose, deren Aufnahme in die Zellen durch Insulinzusatz ver-
starkt wird. Im Unterschied dazu wird die Energieversorgung des Herzens physiologisch zu 50-70 %
tber die $-Oxidation von Fettsduren gewahrleistet [147], zu geringeren Anteilen dienen auch Glykolyse
und Verwertung von Ketonkérpern und Aminosiuren als Energiequellen [88(S. 191),148,149]. Insuffi-
zientes Herzgewebe, wie es in der vorliegenden Studie verwendet wurde, niitzt zu groBeren Anteilen

Ketonkoérper als Energiequelle [150].
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Im Hinblick auf die Schichtdicke von 300 um der verwendeten Gewebeschnitte zeigte sich kein Hinweis

auf einen Mangel an Energielieferanten (vgl. [74]).

Fir Myokardmodelle grélerer Mal3stibe sind beztglich der verwendeten Kulturmedien verschiedene
Ansitze, z.B. Perfusion mit Donor-Erythrozyten und weiteren Zusitzen [31], einem Gemisch aus Salz-
16sung mit Vollblut [29,30] oder Tyrode’s Solution, einer Salzlosung, mit Zusatz von Glukose und In-
sulin [37] bekannt. In Zellkulturmodellen, Trabekelmodellen oder Slice-Kulturen wird meist wie hier
Medium M199 mit verschiedenen Zusitzen verwendet, wobei auch Ansitze mit Serum [49], Amino-
sauren [38] oder weiteren Zusitzen wie auch Wachstumsfaktoren [75] zum Einsatz kommen. Hinsicht-
lich der Energieversorgung stellt die Umstellung auf Glukose-Metabolismus eine hiufige Basis fiir Myo-
kardmodelle kleineren Mal3stabs dar [38,52,77].

Da der Fokus dieser Arbeit auf der Auswirkung von Katecholaminstimulation der Gewebeschnitte im
Modell liegt, wurden fiir diese Studie Ansitze mit anderen Mediumzusitzen oder alternativen Energie-
quellen auler Acht gelassen und es wurde mit der bisher bewihrten Mediumzusammensetzung gear-
beitet. Weitere speziell auf die Effekte einer Mediumverinderung des Grundmediums durch Hormon-

zusatz oder andere Energielieferanten ausgerichtete Studien sind aber moglich.
6.1.8 Elektrische Stimulation

Physiologisch erfolgt die elektrische Erregung der Kardiomyozyten gerichtet ausgehend von den Struk-
turen des Reizleitungssystems und unidirektional aufgrund der langen Refraktirzeit der Kardiomyozy-
ten. Im Gegensatz dazu erfolgt die elektrische Stimulation des Myokards im hier verwendeten Kultur-
modell tber eine elektrische Feldstimulation ausgehend von zwei seitlich zum Myokard angebrachten
Elektroden, sodass eine Seite der Kardiomyozyten de- und die gegeniiberliegende hyperpolarisiert wird.
Eine Weiterleitung der entstehenden Aktionspotentiale im Gewebe tiber gap junctions ist wahrschein-
lich, eine unidirektionale Impulsweiterleitung ist aufgrund Impulsform und -richtung eher nicht mog-
lich. Die Verwendung zweier Impulsanteile mit entgegengesetzter Polaritit ist nétig, um potentiell

schiadliche elektrochemische Prozesse durch das Uberwiegen des Anteils einer Polaritat zu vermeiden
(vgl. [141]).

Andere Myokardmodelle setzen verschiedene elektrische Stimulationstechniken ein, dies reicht von ex-
terner Stimulation des Sinusknotens bei Langendortf-Herzen [30] tber elektrische Feldstimulation fiir
Myokardmodelle kleinerer Maf3stibe [55,60,141] bis hin zu optischer Stimulation oder optogenetischen
Ansitzen [141]. In anderen Slice-Modellen kommt meist eine ungerichtete Stimulation mittels Einzel-

elektrode in einem mediumgefillten Raum zum Einsatz [75,77].

Die basal verwendete Stimulationsfrequenz von 30 bpm ist im Vergleich zur humanen Ruhefrequenz
von 60-80 bpm niedrig. Die Entscheidung fir den Einsatz dieser Frequenz erfolgte zur Sicherstellung
der Energie- und Sauerstoffversorgung und im Einklang mit anderen Myokardmodellen [38,75,77] und
stellt im Vergleich zu vorherigen Anwendungen der hier vorgestellten Technik mit 12 bpm [74] eine
physiologischere Frequenz dar. Studien zur weiteren Steigerung der Stimulationsfrequenzen sind im

vorliegenden Modell aber grundsitzlich zukinftig einfach moglich.
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0.2 Bedeutung der Ergebnisse der insuffizienten humanen Myokardproben

In Zusammenschau der Ergebnisse der humanen Myokardproben wird nun den zu Beginn formulierten
Fragen auf den Grund gegangen und untersucht, welche Aussagen die Ergebnisse tiber den Zeitverlauf
der Kontraktionskraft und dessen Ursachen zulassen. Dabei werden die Ergebnisse dahingehend be-
trachtet, ob ein Fehlen von Katecholaminstimulation fur die beobachteten Effekte des kultivierten

Myokards ursichlich ist, oder ob andere Mechanismen daftr verantwortlich sind.
6.2.1 Interpretation des Verlaufs der Kontraktionskraft

Die Kontraktionskraft von Kardiomyozyten ist eine wichtige Messgrof3e, die in einem Messaufbau wie
dem hier verwendeten einfach und kontinuierlich longitudinal iberwacht werden kann. Thre klinische
Relevanz ergibt sich aus dem klinisch messbaren Parameter der Ejektionsfraktion, der auch fir die

Stadieneinteilung der Herzinsuffizienz relevant ist.

Den Betrachtungen ist voranzustellen, dass sich aufgrund der Verwendung ausgewihlter Zeitpunkte
zur Kraftmessung fir die einzelnen Versuchsreihen unterschiedliche Abstinde dieser Zeitpunkte zu
markanten Ereignissen des Kulturverlaufs wie Mediumwechseln, die wie beschrieben meist von mittel-
fristigen leichten Veranderungen der Kontraktionskraft gefolgt waren, ergaben. Es wurde dabeti fiir den
Auswertungszeitpunkt moglichst ein Zeitpunkt vor einem Mediumwechsel gewihlt, dies war aus orga-
nisatorischen Griinden nicht fur alle Priparate moglich. Damit unterscheiden sich auch die zeitlichen
Abstinde zwischen Messungen und den Substanzzugaben fiir die Versuchsreihen in Einzelfillen. Daher
liegt fur die erst im spiteren Kulturverlauf mit Denopamin versetzten Proben der Behandlungsbeginn
nicht immer genau bei 20 h nach Kulturbeginn und der 24 h-Messwert fir die Kontraktionskraft be-
findet sich fir diese Proben meist nach, in Einzelfillen aber auch vor Beginn der Denopaminbehand-
lung. Daher war bei diesem Messpunkt eine hohere Fehlerquote als bei den tbrigen Priparaten zu
beobachten, weshalb in der Auswertung des Denopamineffekts der Fokus nicht auf Effekte im Minu-

tenbereich gelegt werden soll.

Mit einer gro3en Konstanz lief3 sich in den unbehandelten humanen Myokardproben der schon in den
Vorversuchen aufgefallene Effekt eines raschen initialen Kraftabfalls mit anschlieBendem langsamem
Wiederanstieg beobachten. Kausal in Betracht fir diesen Verlauf kommen primir die bereits genannten
Moglichkeiten: So kann es sich generell bei dem gesamten Verlauf um eine reine Anpassung an die
Kulturbedingungen handeln, wobei zu erwarten wire, dass alle kultivierten Myokardslices dieses Ver-
halten zeigen. Fir den Kraftabfall kommen aber kausal auch ein Fehlen wichtiger Substanzen z.B. Hor-
monen oder Energielieferanten, eine inflammatorische Reaktion des Gewebes sowie eine Schidigung
der Kardiomyozyten durch den Kultivierungsprozess im Sinne eines Ischimie-Reperfusionsschadens
in Betracht, der dem bekannten Modell des ,,stunning myocardium® [114,115,151] entsprechen kénnte.
Auch eine Art ,,Schutzreaktion® des Gewebes im Sinne einer Reduktion der Kontraktionskraft zuguns-
ten gewisser notiger Anpassungsprozesse ist grundsitzlich denkbar. Da es sich beim verwendeten Ge-
webe um insuffizientes Myokard handelte, kommt aber auch die These in Frage, dass moglicherweise
der nach einigen Stunden erreichte Zustand geringer Kontraktionskraft die tatsichliche Kraftentwick-
lung, die dem Myokard zuletzt im Gesamtverband des insuffizienten Patientenherzen moglich war, wi-

derspiegelt, wihrend die deutlich stirkeren Schlige der ersten Kulturzeit auf Verfilschung durch den
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Kulturbeginn zuriickgehen. Fiir den Wiederanstieg der Kontraktionskraft kommen anhand dieser Uber-
legungen ebenfalls verschiedene Mdéglichkeiten in Betracht: so kann es sich um eine Anpassung des
Gewebes an einen bestehenden Mangelzustand fiir bestimmte Substanzen im Sinne beispielsweise ver-
anderter Abbauwege oder verstirkter Produktion mancher Stoffe handeln. Alternativ kommt natiirlich
auch die Erholung von einem eventuell initial erlittenen Schaden oder einer Inflammationsreaktion so-
wie die Reversibilitit einer Schutzreaktion in Frage. Ebenfalls moglich ist aber auch eine Art ,,Reverse
Remodeling* [152], also einer Art Gegenprozess zu den Abldufen, die 7z vivo auf Gewebeebene zu einer
Herzinsuffizienz beitragen bzw. beigetragen hatten. In diesem Fall kime es durch die Kultivierung des
Myokards zu einer Erholung von der bei den Patientinnen/Patienten votliegenden Herzinsuffizienz

und einer Verinderung von einem pathologischen zu einem funktionell physiologischeren Zustand.

Da n vivo die hormonelle Stimulation durch Katecholamine einen entscheidenden Einflussfaktor fiir
die Regulation der kardialen Kontraktionskraft darstellt, diese in Kultur aber vollstindig fehlt, entstand
die Hypothese, dass der Katecholaminmangel fiir den Effekt ursachlich sein kénnte. Um diese Hypo-
these zu untersuchen, wurde einigen Proben der 3-Agonist Denopamin zugesetzt. Da sich eine grund-
satzliche Wirkung von Denopamin unter anderem im Sinne einer Kraftsteigerung in Vorversuchen
schon hatte zeigen lassen, galt es, zu Uberpriifen, ob es sich um additive Effekte, also um eine kate-
cholaminihnliche Wirkung parallel zu den anderen Effekten im Kraftverlauf, oder eine tatsichlich kau-
sal ansetzende Wirkung, also ein Auftheben des in den unbehandelten Kontrollen beobachteten Effekts,
handelte. Um Dosiseffekte zu berticksichtigen, wurden zwei Dosierungen gewahlt. Der Zusatz erfolgte
zu zwei verschiedenen Zeitpunkten (kurz nach Kulturbeginn und 20 h spiter), da die Méglichkeit denk-
bar war, dass im insuffizienten Grundzustand des Myokards zu Beginn eine Desensitivierung gegeniiber
Katecholaminstimulation aus dem Ir-vivo-Zustand vorgelegen hatte. Zur Resensitivierung gegentiber
einer entsprechenden Stimulation wurde also in der Denopamin-spat-Gruppe eine 20-stiindige Kate-
cholaminpause vorgesehen und die Behandlung erst im Anschluss begonnen. Somit sollte in der Deno-
pamin-frith-Gruppe mit Behandlungsbeginn zu Kulturbeginn tberpriift werden, ob sich der Kraftabfall
der Proben durch die Intervention autheben und sich der Kraftanstieg beschleunigen lie3, wihrend in
der Denopamin-spit-Gruppe der Fokus auf der Frage lag, ob der Kraftanstieg in potentiell Katechola-
min-resensitivierten Proben gleich oder schneller ablaufen wiirde. Zudem sollte mithilfe dieser Gruppe
tberpriift werden, ob im Vergleich zur Denopamin-frih-Gruppe die gleichen oder geringere Effekte
zu erzielen waren, um zu tberpriifen, ob eine Denopaminstimulation wihrend der Kraftverlustphase

Auswirkungen hatte, die sich mit spiter beginnender Stimulation nicht mehr bewirken lie3en.

In den Priparaten der Denopamin-frith-Gruppe zeigte sich nur fiir die héhere Dosierung (1000 nM)
ein Effekt, dies steht im Einklang mit der vermuteten initialen Desensitivierung des Gewebes fir Ka-
techolaminstimulation. Fiir die Phase des Kraftabfalls zeigt sich hier eine klare Tendenz einer Abschwi-
chung des Kraftabfalls, sodass das Kraftminimum bei deutlich héheren Werten liegt und etwas verzo-
gert wird. Fir die folgende Phase zeigt sich ein weiterer Kraftanstieg mit anschlieBend stabiler Kraft.
Dies unterstiitzt die These, dass ein Katecholaminmangel ursichlich fiir den Verlauf in den unbehan-
delten Praparaten ist, da die Behandlung den Effekt des Kraftabfalls deutlich reduziert. Der Dosisun-
terschied ldsst vermuten, dass ein voller Effekt der Verhinderung jeglichen Kraftabfalls mit einer noch

hoéheren Denopamin-Dosis méglich wire. Das in der stabilen Phase erreichte Kraftniveau liegt in einem
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ihnlichen Bereich wie das der Kontrollproben gegen Ende der Kultur. Daraus ergibt sich die Uberle-
gung, dass sich der Kraftanstieg der unbehandelten Proben auf einen Anstieg des auch bei vélliger
Abwesenheit von Katecholaminstimulation vorhandenen Spontantonus der 3-Rezeptoren, wie er auch
fir B1-Rezeptoren bekannt ist [118—121], zurtickfihren lassen konnte. Dieser wiirde dabei am Ende der
Kulturdauer eine dhnlich starke Wirkung zeigen wie eine Stimulation mit Denopamin der Dosierung
1000 nM.

Fir die Denopamin-spat-Gruppe der Priparate ergab sich ein dhnliches Kraftminimum wie fir die
Kontrollen, da die Behandlung erst nach Erreichen des Minimums begonnen wurde. Die erkennbare
Tendenz eines starkeren Kraftanstiegs nach Behandlungsbeginn mit der 100 nM-Dosierung des Deno-
pamins mit anschlieBend dhnlichem Verlauf wie fiir die frihe Denopamin-1000 nM-Gruppe unterstiitzt
die These eines initial katecholamindesensitivierten Zustands der Myozyten. Dieser scheint in Form
einer Resensitivierung bei lingerer Abwesenheit des Stimulus in den ersten Stunden in Kultur wieder
aufgehoben zu werden, da die Kardiomyozyten in diesem Zustand wieder auf eine geringe 3-Stimulation
zu reagieren scheinen. Dieser Effekt nach der spaten Denopamin-Gabe war in den mit der hohen Do-
sierung behandelten Priparaten verstirkt nachzuweisen, hier kam es zu einem stirkeren Kraftanstieg
kurz nach Beginn der Behandlung und einem hoheren Kraftmaximum, die Stabilisierung der Kontrak-
tionskraft in den folgenden Tagen erfolgte jedoch auf ein dhnliches Niveau wie bei den Praparaten, die
die niedrigere Dosierung erhalten hatten. Interessant ist hier somit, ob gegen Ende der Kultur nach
21 Tagen tatsichlich noch eine $-adrenerge Wirkung des Denopamins vorlag und beide Dosierungen
lediglich gleich stark wirkten, oder ob zu diesem Zeitpunkt keine Denopamin-verursachten Effekte auf
die Kontraktionskraft mehr zu beobachten waren und daher alle Gruppen eine dhnliche Kraft zeigten.
Diese Frage lisst sich jedoch rein anhand der beobachteten Kontraktionskraft nicht beantworten, und

bedarf daher der Betrachtung der weiteren Messgrof3en.

Zuvor fallt jedoch in der Denopamin-spit-Gruppe ein weiterer interessanter Effekt auf: es kommt in
beiden Dosierungs-Gruppen zu einem leichten und spiter reversiblen Kraftabfall zum Messzeitpunkt
96 h. Ungefihr zu diesem Zeitpunkt erfolgte meist der zweite Mediumwechsel nach Kulturbeginn und
damit die Applikation der dritten Denopamin-Dosis fiir die Praparate. Dieser Kraftabfall konnte durch
eine erneute Desensitivierung der Myokardslices fir Katecholaminstimulation zustande kommen, die
Wirkung des Denopamins kénnte daher zu diesem Zeitpunkt nachgelassen haben oder gar aufgehoben
sein — dann wire der folgende Kraftverlauf mit einer leichten Erholung und der anschlieBenden stabilen
Phase womoglich im Rahmen eines dhnliches Prozesses zu sehen, wie der Kraftanstieg bei den unbe-
handelten Proben. Alternativ kime theoretisch auch eine mogliche Schidigung durch eine womdéglich
zu hohe Denopamindosis in Frage, gegen diese These spricht jedoch deutlich, dass der Effekt auch bei
der niedrigen Dosis der Substanz auftrat und auch bei spiteren Gaben nicht erneut zu beobachten war.
Etwas wahrscheinlicher ist daher ein Effekt durch eine Entfernung z.B. méglicherweise entstandener
Stoffwechselprodukte mit einem eventuell protektiven Effekt fiir die Kontraktionskraft im Rahmen des
ersten oder zweiten Mediumwechsels oder eine durch die Denopamin-Behandlung hervorgerufene ge-
ringere Toleranz des Gewebes gegen den ,,Stress* des Mediumwechsels im Sinne einer reduzierten
Anpassungstihigkeit an die leichte Verinderung des Kulturmediums. Gerade der erstgenannte Effekt
einer Entfernung protektiver Substanzen misste aber gleichermal3en in den Kontrollpriparaten zu be-

obachten sein, was nicht der Fall war. Moglich ist aber auch ein Verfilschungs-Effekt der Ergebnisse
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zu diesem Zeitpunkt eben durch den erfolgten zweiten Mediumwechsel: da es im Rahmen mittelfristiger
Verinderungen nach Mediumwechseln meist zu einem vortbergehenden Kraftabfall kam, ist es mog-
lich, dass in einigen Priparaten der Erhebungszeitpunkt trotz des Versuchs der Vermeidung solcher
Effekte der Messzeitpunkt des 96 h-Kraftwertes nach dem zweiten Mediumwechsel und nicht davor
lag. In diesem Fall wiirde es sich um einen Denopamin-unabhingigen Effekt handeln und der vortiber-
gehende Kraftabfall wire durch den Mediumwechsel bedingt. In den Behandlungsgruppen wiirde ein
derartiger Effekt in unglinstigen Fillen aufgrund der geringen Priparatezahlen womoglich stirker ins
Gewicht fallen als in der Kontrollgruppe, in der durch die statistische Mittelung von mehr Proben ein

derartiges Problem geringer ausfiele.
0.2.2 Interpretation der Verinderungen funktioneller Parameter

6.2.2.1  Refraktireit

Die Refraktirzeit auf zellulirer Ebene entspricht in etwa der 7z vivo im EKG erhobenen QT-Zeit. Die
Referenzbereiche liegen fiir diesen Parameter bei < 450 ms fur Manner und < 460 ms fiir Frauen
[153(S. 110)]. Die klinische Relevanz dieses Messwertes liegt unter anderem in der Abschitzung eines
Arrhythmierisikos durch beispielsweise vorzeitige Erregungen, da bei einer verkiirzten Refraktirzeit
z.B. erneut elektrische Erregungen des Kardiomyozyten moglich sind, da die Zelle nicht mehr refraktar
ist [154]. In der hier verwendeten biomimetischen Kulturtechnik wurden schon in der Vergangenheit
mit Erfolg Versuche tiber Verinderungen der Refraktirzeit durchgefithrt, es hatte sich eine gute Eig-

nung der Technik fir die Untersuchung dieses Parameters ergeben [74].

In den unbehandelten Gewebeschnitten konnte in Kultur fiir die Refraktirzeit eine sehr stabile Situation
beobachtet werden, von Beginn an lag die Refraktirzeit dieser Proben zudem im Referenzbereich der
QT-Zeit tir beide Geschlechter. Das spricht fiir eine gut erhaltene elektrische Funktionsfihigkeit des
untersuchten Myokards, denn im Falle einer deutlichen Veridnderung des elektrischen Systems im Kar-
diomyozyten, zum Beispiel durch eine Dedifferenzierung oder eine Anpassung an unphysiologische
Stimulationsbedingungen, wiren Abweichungen und Verinderungen zu erwarten gewesen. Solche Ver-
anderungen treten 7z vivo beispielsweise bei der Entwicklung eines ,,remodelings® bei Entstehung einer
Herzinsuffizienz auf [110,111], es kommt zu einer Verlingerung des Aktionspotentials und der Relaxa-
tion [111,155] und damit auch der Refraktirzeit. Somit spricht die stabile Refraktirzeit gegen eine Scha-
digung des Myokards.

Der Effekt von Katecholaminen 7z vivo auf die Refraktirzeit besteht in einer Verktrzung derselben
[154,156], um bei Sympathikus-Aktivierung eine hohere Herzfrequenz zu erméglichen (durch die kir-
zere Refraktirzeit kann der nichste elektrische Impuls schneller verarbeitet werden). Somit wire als
Effekt eines Katecholaminmangels, wie er als Ursache des initialen Kraftabfalls vermutet wurde, zu-
ndchst mit einer Verlingerung der Refraktirzeit zu rechnen gewesen. Im Falle der Entwicklung eines
Anstiegs des adrenergen Spontantonus der unbehandelten Kardiomyozyten wire im Laufe der Kultur
also eine Verkiirzung das erwartete Ergebnis gewesen. Keine dieser beiden Entwicklungen kann jedoch

tatsachlich beobachtet werden, ein Indiz also, das gegen diese Theorien spricht.

Durch die Zugabe von Denopamin in die Kulturkammern ist durch die 8-Rezeptor-Stimulation eben-

falls mit einer Verkiirzung der Refraktirzeit zu rechnen. Ein derartiger Effekt ldsst sich auch tatsichlich
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in der Denopamin-frih-Gruppe beobachten — es ist eine fortschreitende Tendenz zur Verkiirzung der

Refraktirzeit erkennbar, bei der héheren Dosis in stirkerem Malf3e.

Bei der spiter beginnenden Behandlung mit Denopamin lésst sich eine dhnliche Entwicklung beobach-
ten, vor allem die hohere Dosierung des Medikaments bewirkt eine signifikante Verkiirzung der Re-
fraktarzeit gegentiber den Kontrollproben. Interessant ist hier, dass es bei den mit 1000 nM Denopamin
ab Tag 1 behandelten Proben zu einem relativ starken voriibergehenden Anstieg des Parameters am
zweiten Kulturtag kommt. Dies konnte ein Zeichen fiir die Entwicklung sogenannter Nachdepolarisa-
tionen der Priparate in diesem Zeitraum sein, hierbei handelt es sich um ein Phanomen, das ein deutli-
ches Arrhythmierisiko darstellt und bei der Applikation von Katecholaminen beobachtet werden kann
[157]. Durch eine solche Nachdepolarisation kommt es zur Entwicklung einer zusitzlichen Depolari-
sation gegen Ende der Repolarisierungsphase eines Kardiomyozyten und dadurch zu einer verlingerten
Refraktirzeit fur die nichste externe elektrische Stimulation. Um dies zu tberpriifen, wiren gezielte

Auswertungen der Aktionspotentiale notig, was eine Méglichkeit fir weitere Studien darstellt.

Somit kann in Zusammenschau der Ergebnisse der Refraktirzeitmessungen der humanen Proben ein
Effekt der Denopamin-Gaben beobachtet werden, der jedoch eher wie ein additiver Effekt wirkt, da in
den Kontrollpriparaten keine Verinderungen zu erkennen waren, die die These eines initialen Kate-
cholaminmangels, oder eines sich im Verlauf verstirkenden adrenergen Spontantonus unterstiitzen
wurden. Der erkennbare Denopamineffekt tritt erst langsam und im Verlauf mehrerer Tage ein,
wodurch der Schluss nahe liegt, dass womoglich strukturelle Anpassungen, z.B. der Proteinmengen von
Ionenkanilen, an die adrenerge Stimulation zu Grunde liegen kénnten — 7 vivo tritt eine Verktrzung
der Refraktarzeit iber PKA- und CaMKII-Aktivierung bei Sympathikusaktivierung innerhalb kiirzester
Zeit auf, um moglichst rasch eine Anpassung an die verdnderte Situation zu ermoglichen. So ist bereits
nach 5 Minuten einer Infusion mit dem adrenerg wirkenden Isoprenalin eine deutliche Verkirzung der

Refraktirzeit 7 vivo zu beobachten [158].
6.2.2.2  Elektrische Reizschwelle

Die elektrische Reizschwelle des Myokards ist ein wichtiges Maf3 fiir die elektrische Integritit des Ge-
webes, da eine koordinierte und gleichzeitige Kontraktion aller Myozyten im Gewebeschnitt ermdglicht
wird durch die Verbindung der einzelnen Zellen tiber gap junctions — es entsteht ein sog. funktionelles
Synzytium [87(S. 61),159]. Kommt es beispielsweise durch vermehrte Apoptose von Kardiomyozyten,
wie sie bei einer Schidigung durch die Kultivierungsvorginge grundsitzlich denkbar wire, zu einer
elektrischen Isolation von Kardiomyozyten, ist es moglich, dass im Slice verschiedene voneinander ent-
koppelte Areale mit unterschiedlichen elektrischen Reizschwellen entstehen. Auf gleiche Weise kidme
es zu einer elektrischen Entkopplung der Areale bei Entwicklung einer starken Fibrose durch die im
Gewebe enthaltenen Fibroblasten. Eine derartige elektrische Entkopplung durch Fibrose spielt 7z vivo
beispielsweise eine relevante Rolle bei der Entwicklung von Arrhythmien nach kardialen Infarkten
[160,161]. Somit kann bei einer stabilen elektrischen Reizschwelle ohne Entkopplung einzelner Areale
von einem elektrisch stabilen Gewebezustand und geringer Entwicklung von Apoptose oder Fibrose
ausgegangen werden. Wie bereits in Abschnitt 3.1.8.4.2 beschrieben, wurde daher darauf geachtet, ob
bei Wiedereinsetzen der Kontraktionen bei der Bestimmung der Reizschwelle ein ,,Alles-oder nichts-

Prinzip® vorlag, also ob die Kontraktionen gleich ab Erreichen der Reizschwelle mit voller Kontrak-
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tionskraft erfolgten. Bei einer elektrischen Entkopplung wiirde sich stattdessen eine Art treppenférmi-
ger Anstieg der Kontraktionskraft bei steigender Stimulationsstirke zeigen. Ein derartiges Phinomen
war bei einigen Praparaten im Laufe der Kulturdauer zu beobachten und wurde zunichst erfasst, da
dies aber in der Regel auch mit einem generellen Anstieg der elektrischen Reizschwelle einherging, wur-
den diese Daten nicht weiter ausgewertet, sondern der Fokus im Sinne der Ubersichtlichkeit auf den

Absolutwert der elektrischen Reizschwelle gelegt.

Zu Beginn der Kulturdauer zeigte sich in den Kontrollpraparaten eine stabil niedrige Reizschwelle, dann
folgte ein leichter Anstieg, bevor der Parameter dann fir den weiteren Kulturverlauf stabil blieb. Dies
lisst sich interpretieren als ein guter Erhalt der elektrischen Mechanismen der Kardiomyozyten und
eine geringe elektrische Entkopplung durch z.B. Apoptose und Fibrose. Der leichte Anstieg innerhalb
der ersten Kulturwoche konnte ein Indiz fir eine vulnerable Phase des kultivierten Myokards sein, in
der Apoptose oder Fibrose vorkommen kénnen, die dann aber nach kurzer Zeit nicht weiter fortschrei-
ten. Alternativ konnte es sich bei diesem Anstieg auch um eine Anpassung an die verinderten Stimula-
tionsbedingungen im Vergleich zum In-vivo-Zustand handeln, die durch strukturelle Umbauten langsam

tber mehrere Tage fortschreitet.

Adrenerge Stimulation durch einen vermehrt vorhandenen adrenergen Spontantonus der Kardiomyo-
zyten oder eine Stimulation mit Denopamin wiirde erwartbar eine positive Bathmotropie bewirken [95],

also ein Absinken der elektrischen Reizschwelle.

In der Denopamin-frih-Gruppe ist fir die niedrige Dosierung kein Effekt der Behandlung zu erkennen,
dies parallelisiert die fehlende Wirkung auf die Kontraktionskraft in derselben Gruppe. Fiir die hohere
Dosierung zeigt sich ein Ausbleiben des in den Kontrollproben beobachteten Anstiegs der Reizschwelle
innerhalb der ersten Kulturwoche, dies kann einerseits fir eine typisch adrenerge positiv bathmotrope
Wirkung sprechen, kénnte aber auch auf ein Ausbleiben des Prozesses, der fiir den Anstieg in der

Kontrollgruppe verantwortlich ist, hindeuten.

Eine etwas andere Aussage lisst sich jedoch fiir die Denopamin-spit-Gruppe treffen, auch hier hat die
niedrigere Dosierung keinen Effekt, allerdings im Gegensatz zu einem sichtbaren leichten Effekt bei
der Messung der Kontraktionskraft, wihrend die hohere Dosierung hier einen dem erwarteten Effekt
entgegengesetzten hervorbringt: die elektrische Reizschwelle steigt vor allem in einigen Priparaten re-
lativ stark an. Als ursichlich hierfiir kimen beispielsweise die Moglichkeit einer Schidigung im Sinne
z.B. von Apoptose durch eine adrenerge Uberstimulation (vgl. [162]) oder die stindigen Anpassungs-
vorginge durch eine Re- und anschlieBende erneute Desensitivierung in Frage. Parallel zu dieser poten-
tiellen elektrischen Entkopplung zeigt sich zu einem dhnlichen Zeitpunkt der Kultur auch in der Kraft-
entwicklung ein Einbruch der Kontraktionskraft dieser Gruppe. In Zusammenschau der Befunde ent-
steht hier also der Verdacht, dass es in diesem Zeitfenster zu stirkeren, potentiell ungiinstigen, Verin-

derungen in den auf diese Weise behandelten Myokardschnitten kam.
6.2.2.3  Maximalfrequenz

Auch bei der maximal méglichen Stimulationsfrequenz, die noch die Umsetzung der Stimulationsim-
pulse 1:1 in eine kardiomyozytire Kontraktion erlaubt, handelt es sich um einen Parameter mit klini-

scher Relevanz. Bei Stimulationsfrequenzen, die diese Maximalfrequenz tiberschreiten, kommt es zum
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Auftreten von unkontrollierten Kontraktionen, vergleichbar mit Arrhythmien, oder zu einer reduzierten
Umsetzung von Impulsen in Kontraktionen (z.B. 2:1 oder 3:1). Dies kommt dadurch zustande, dass
nach einer Kontraktion der niachste oder die nichsten beiden Stimulationsimpulse noch in die Refrak-

tarzeit des Gewebes fallen und somit keine Kontraktion auslosen konnen.

Die physiologischen Referenzwerte fiir die maximale Herzfrequenz bei Belastung werden abhingig von
verschiedenen Faktoren wie Lebensalter oder Geschlecht mittels Formeln errechnet und liegen durch-
schnittlich bei Werten um 110-150 Schlidgen pro Minute iz vivo [163,164].

Bei Betrachtung dieser Maximalfrequenz fiir die untersuchten Gruppen fiir verschiedene Zeitpunkte
zeigte sich hier kein relevanter Unterschied fir die verschiedenen Behandlungsbedingungen 77 vitro, der
Wert liegt durchgehend bei durchschnittlich 3 Hz, also 180 Kontraktionen pro Minute. Dies lasst ei-
nerseits positive Ruckschlisse auf die Sauerstoff- und Energieversorgung des Gewebes zu, da diese
Voraussetzungen damit nicht limitierend (bzw. nicht limitierender als 7z vivo physiologisch) fiir die Um-
setzung hoherer Stimulationsfrequenzen in Kontraktionen sind, da ein dhnliches Spektrum méglich ist
wie zn vivo. Zudem spricht diese Beobachtung auch fiir den Erhalt der elektromechanischen Strukturen
der untersuchten Kardiomyozyten, da auch hohe Kontraktionsfrequenzen gegen Ende der Kultur noch
genauso gut umgesetzt werden kénnen wie zu Beginn der Kultur, ohne ein erhéhtes Arrhythmierisiko
zu bewirken. Andererseits spricht der fehlende Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen gegen
eine starke adrenerge Wirkung des eingesetzten Denopamins, da bei Katecholaminstimulation der Ef-
fekt einer verkiirzten Refraktirzeit hohere Maximalfrequenzen ermoglichen wiirde. Ein derartiger po-
sitiver Effekt konnte hier zwar auf Einzelkontraktions-Ebene bei der Messung der Refraktirzeit durch-
aus gezeigt werden (vgl. 6.2.2.1), dieser scheint sich aber bei der Bestimmung der Maximalfrequenz

nicht zu bestitigen oder nicht stark genug fiir einen deutlichen Unterschied zu sein.
6.2.24  Kraft-Frequenz-Abbdngigkeit

In gesundem humanem Myokard kann eine sogenannte positive Kraft-Frequenz-Abhingigkeit beo-
bachtet werden, die erstmals von Henry Bowditch 1871 beobachtet werden konnte [165]: bei steigenden
Herzfrequenzen steigt bis zu einem gewissen Optimum die entwickelte Kontraktionskraft kontinuier-
lich an [18,133,160]. Dies stellt einen wichtigen Effekt fir die kardiale Reserve bei Sdugetieren dar, in
Stresssituationen kann auf diesem Weg dem Kreislauf ein gréleres Herzminutenvolumen zur Verfi-
gung gestellt werden, da Frequenz und Kontraktionskraft pro Schlag ansteigen. Andere Tierarten gene-
rieren ihre kardiale Reserve oft durch alternative Mechanismen, z.B. einer ausschlief3lichen maximalen
Frequenzsteigerung bei unverinderter Kraft [18]. Beim Menschen liegt die Frequenz, die eine optimale
kardiale Kraftentwicklung erméglicht, im gesunden Zustand bei ca. 2,5 Hz bis 3 Hz [132,133,160]. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass sich diese Relation von Kraft und Frequenz im Rahmen der Ent-
wicklung einer Herzinsuffizienz verindert und bei insuffizientem Myokard stark abgeflacht oder sogar
ins Gegenteil verkehrt auftritt — bei steigenden Stimulationsfrequenzen kommt es also zu einer gleich-
bleibenden oder absinkenden Kontraktionskraft [112,129,130,132,166,167].

In der ersten Kulturwoche war ein Force-Frequency-Relationship- (FFR-) Verlauf zu beobachten, wie
er als typisch fiir insuffizientes humanes Myokard beschrieben wurde [129,133,166]: die maximale Kon-

traktionskraft wurde bei den minimalen Stimulationsfrequenzen erreicht, Frequenzsteigerungen fithrten
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zu einer Abschwichung der Kraft. Dies passt sehr gut zur vorangegangenen Pathologie des verwende-

ten humanen Myokards, da es sich ja durchgehend um terminal insuffizientes Gewebe handelte.

Im Verlauf der folgenden Kulturwochen war eine deutliche Verinderung dieses Verhaltens zu erken-
nen: die initial negative FFR entwickelte sich hin zu einer deutlichen positiven FFR, also dem Ablauf,
den gesundes humanes Myokard physiologisch zeigt. Die stirkste Kontraktionskraft wurde mit einer
Frequenz zwischen 1 Hz und 2,5 Hz bei einer etwas niedrigeren Frequenz als fiir nicht insuffizientes
Myokard beschrieben erreicht. Diese Entwicklung ist sehr interessant und bietet Anlass fur ver-
schiedenste Uberlegungen: Die Positivierung spricht deutlich gegen eine Erhaltung des insuffizienten
Ausgangszustands des Myokards und auch gegen eine Dedifferenzierung des Gewebes. Auch ein Feh-
len dringend bendétigter Substanzen im Kulturmedium oder Gewebe erscheint angesichts dieser Ent-
wicklung unwahrscheinlich. Ursdchlich fir die Entwicklung dieses Parameters von pathophysiologi-
schen Bereichen in einen physiologischen Bereich kénnte natiirlich eine Anpassung an verschiedene
Bedingungen der Kultivierung wie die verdnderte Energieversorgung oder die im Vergleich zum In-vivo-
Zustand reduzierte Stimulationsfrequenz sein. Eine Anpassung an niedrigere Frequenzen wirde auch
erkliren, warum die maximale Kontraktionskraft bei niedrigeren Frequenzen als physiologisch zutref-
fend entwickelt wurde. Zudem kommt aber als fiir die Verdnderung im Zeitverlauf ursichlich auch ein
Katecholamineffekt im Sinne eines Anstiegs des intrinsischen adrenergen Spontantonus in Frage, aller-
dings finden sich in der Literatur widerspriichliche Angaben tiber die Méglichkeit einer Normalisierung
der negativen FFR durch adrenerge Stimulation [130,137]. Des Weiteren wire aber auch ein Vorgang
als Ursache dieser Veranderung denkbar, der im Allgemeinen als ,,reverse remodeling® bezeichnet wird,
in dessen Rahmen also die pathophysiologischen Effekte der Umbauvorginge bei der Entwicklung
einer Herzinsuffizienz funktionell antagonisiert werden kénnten. Neue Erkenntnisse unterscheiden da-
bei ein ,,reverse remodeling® von einer Gesundung vom insuffizienten Zustand, da bei einem ,,reverse
remodeling* die molekularen Verinderungen nicht in den physiologischen Ausgangszustand zurtickzu-
kehren scheinen [152]. Eine Aussage, ob ein derartiger Vorgang im Sinne eines ,,reverse remodeling*
oder sogar einer Gesundung des Gewebes tatsichlich vorliegt, diirfte nur anhand der Auswertung von
mRNA- und Proteinexpressionsdaten moglich sein, die Positivierung der FFR als Verinderung eines
zentralen und komplexen Vorgangs der Herzerregung bietet hier jedoch schon ein zentrales Indiz fir

eine funktionelle Verinderung.

Die adrenerge Stimulation mit Denopamin bewirkte bei der Untersuchung der FFR im Zeitverlauf kei-
nen erkennbaren Effekt. Daraus lasst sich lediglich ableiten, dass die Substanz eine potentielle Erholung
des Gewebes, wie sie anhand des Kraftanstiegs und der Positivierung der FFR zu vermuten ist, im
Hinblick auf die FFR nicht beschleunigt, aber auch nicht durch fortgesetzte adrenerge Stimulation des
eine hohe adrenerge Stimulation gewohnten Gewebes den insuffizienten Zustand des Myokards weiter

zu erhalten scheint.
6.2.3 Interpretation der Proteindaten zur Regulation des intrazelluliren Ca2+—Transports

Zur genaueren Betrachtung der oben aufgestellten Thesen auf Proteinebene wurden die Proteinmengen
und der Phosphorylierungsstatus ausgewihlter wichtiger Proteine der Regulation kontraktiler Vorginge

untersucht.
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Eine zentrale Funktion im kardialen Kontraktionszyklus nimmt das Enzym SERCA ein. Die im Herz
vorherrschende Isoform dieses Transporters ist SERCAZ2a [97], deren Proteinmenge hier fiir die Myo-
kardschnitte aus den zuvor beschriebenen Versuchen bestimmt wurde. Die primire Funktion dieses
Transporters ist die Wiederaufnahme von Ca®* in das SR des Kardiomyozyten nach erfolgter Kontrak-
tion [168,169]. Dies ermdglicht die Relaxation der Zelle und fiir die nichste Kontraktion erneut eine
Ausschiittung einer fiir die Aktivierung des kontraktilen Apparats ausreichenden Ca**-Menge [168,169].
Durch diese Vorginge ergibt sich ein enger Zusammenhang zwischen Menge und Aktivierungsstatus
der SERCA und der entwickelten Kontraktionskraft der Kardiomyozyten [113]. Anhand dieses Zusam-
menhangs werden bereits erste Studien zu einer méglichen Gentherapie zur Uberexpression von
SERCAZ2a zur Verbesserung der kontraktilen Funktion von Myokard durchgefiihrt [169-171].

Die erhobenen Daten zur SERCA2a-Proteinmenge der untersuchten Myokardproben zeigen einen gut
mit diesen Erkenntnissen vereinbaren Effekt: Parallel zum beobachteten Kraftabfall der Myokardslices
lisst sich hier auch im Vergleich der SERCA2a-Menge des unkultivierten Gewebes und der nach einem
Kulturtag entnommenen Praparate ein starker Einbruch um 74 % (fiir die Kontrollproben) innerhalb
dieses einen Tages erkennen. Interessant ist hierbei, dass die physiologische Halbwertszeit der SERCA
bei 4,9 Tagen liegt [101], somit kommt als Mechanismus fir diesen starken Abfall neben einer massiven
Apoptose von Kardiomyozyten vor allem ein induzierter Abbau dieses Proteins in diesem Zeitraum in
Frage. Eine massive Apoptose von mehr Zellen als den an der Schnittfliche unmittelbar betroffenen
Zelllagen erscheint angesichts der oben gezeigten guten Erhaltung der elektrischen KenngréBen des
Myokards unwahrscheinlich, zudem misste in diesem Fall die Gesamtproteinmenge im Gewebe
gleichermal3en abnehmen. Da die Messergebnisse fir die SERCA2a-Menge jedoch auf den Aktin-Ge-
halt des jeweiligen Pridparats normiert wurden, ist ein solcher Effekt nahezu auszuschlieBen. Somit
kommt primir ein induzierter Abbau der SERCAZ2a, beispielsweise durch Proteasen wie Calpain oder
Matrix-Metalloproteinase 2 [114,172,173], fiir diese Beobachtung in Frage. Derartige Prozesse sind Teil
einer Entwicklung von sogenanntem ,,stunned myocardium®, also Myokard, das histologisch keine
nachweisbare Schidigung aufweist, jedoch trotz normaler Perfusion eine reversibel eingeschrinkte
Kontraktionsfahigkeit aufweist [114]. Diese Entwicklung kann vielfiltiger Ursache sein [114], der wich-
tigste Mechanismus ist jedoch die Ausbildung dieses Phinomens nach einem Ischimie-Reperfusions-
schaden [114,174]. Auch der zeitliche Verlauf passt gut zu dieser Uberlegung, da sich ,,stunned myo-
cardium® innerhalb weniger Stunden nach Eintritt des Ischimie-Reperfusionsschadens entwickelt
[114]. Passend zu der These, dass es sich somit bei dem beobachteten Kraftabfall um ,,stunned myo-
cardium® handelt, einem voll reversiblen Zustand also, steigen sowohl Kontraktionskraft als auch
SERCA2a-Gehalt im weiteren Kulturverlauf wieder an. Daher diirfte davon auszugehen sein, dass die
Proteinsynthese von SERCA2a zwischen Tag 1 und Tag 21 der Myokardkultur gegeniiber einem stabi-
len Zustand deutlich verstirkt sein dirfte, was sich in zuktnftigen Experimenten mithilfe von mRNA-

Expressionsdaten tiberpriifen lie3e.

Die adrenerge Stimulation mittels Denopamin zeigte beztglich der Proteinmenge der SERCA2a keinen
Effekt, dies korreliert gut mit der beschriebenen Wirkung adrenerger Stimuli auf die kontraktilen Vor-
ginge primir iber die Modifikation regulatorischer Wege durch beispielsweise Phosphorylierung
[92,175].
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Neben der absoluten Proteinmenge der SERCA2a spielen fiir den Kontraktionszyklus eines Kardio-
myozyten vielfiltige Regulationsmechanismen fiir deren Aktivitit eine grof3e Rolle [97,168]. Das wich-
tigste dafiir relevante Protein ist Phospholamban (PLN), das bei Bindung an SERCA2a deren Aktivitit
reduziert und dessen Aktivitit wiederum durch Phosphorylierung reguliert wird [18,97,168,176-178].
Die Gesamtmenge des PLNSs zeigt in der vorliegenden Studie einen Effekt, der sich parallel zu dem der
Menge an SERCAZ2a verhilt — es kommt zunichst zu einem massiven Abfall, dann zu Kulturende zu
einer Wiederzunahme. Da SERCA2a und PLN einen Komplex in der Membran des sarkoplasmatischen
Retikulums bilden [179] und beide Proteine durch Proteasen wie Calpain abgebaut werden kénnen
[114], liegt die Vermutung nahe, dass beide Proteine als Komplex abgebaut werden und sich daher
initial gleichsinnig verindern. Dabei ldsst sich vermuten, dass die Abnahme des PLN-Gehalts aus dem
Grund eines gleichbleibenden Mengenverhiltnisses keinen funktionellen Effekt auf die SERCA2a be-
wirkt — bei einer isolierten PLLN-Abnahme wire eine Funktionszunahme der SERCA2a zu erwarten.
Anhand der Daten der vorliegenden Mengen von PLN-Monomeren und -Pentameren lésst sich fest-
stellen, dass es vor allem zu einem Verlust an Pentameren zu kommen scheint, wihrend ein Anstieg zu
Kulturende besonders stark bei den Monomeren ausgeprigt zu sein scheint. Somit lige die Vermutung
nahe, dass vor allem Pentamere als Komplex mit SERCA2a abgebaut werden, dann aber im Rahmen
der Proteinsynthese Monomere nachgebildet werden, die dann zu Pentameren werden konnten. Uber
die spezifische Funktion der Monomere und Pentamere des PLNs existieren viele Vermutungen, aktuell
werden meist die Monomere als aktive, inhibitorische Form des PLNs beschrieben, die Pentamere sol-
len als Reserve und regulatorische Variante zum Aufrechterhalten eines Phosphorylierungsgleichge-
wichts dienen [97,179,180]. Folgt man dieser These, werden also primir die regulatorischen und Re-
serve-Molektle des PLLNs abgebaut, nachgebildet werden dann primar die inhibitorisch aktiven Mono-
mere. Sollte dies der Fall sein, diirfte die verschobene Relation der Monomere und Pentamere den
Effekt eines initialen Kraftabfalls der Myokardpriparate noch weiter verstirken, da vor allem die inhi-
bitorisch wirksamen Einheiten tibrigblieben und die SERCAZ2a inhibieren kénnten. Beim Wiederanstieg
der Kraft wiirden dann auch in héherem Malle inhibitorisch wirksame Monomere nachgebildet, ein
Teil der Kraftzunahme konnte dann dem Ubergang der Monomere in inaktive Pentamere zuzuschrei-

ben sein.

Bei einer adrenergen Stimulation wire, da diese primir tUber eine Phosphorylierung wirken soll, zu-
nichst kein Effekt auf diese Vorginge zu erwarten. Jedoch gibt es in der Literatur die These, dass der
Trigger fir die Bildung von PLN-Pentameren aus Monomeren eine Phosphorylierung der Monomere
sei [97]. Neuere Erkenntnisse widersprechen dieser Vermutung jedoch, da die hohere Rate an phos-
phoryliert vorliegenden Pentameren als Phosphorylierungspuffer zu verstehen sei und nicht in kausalem
Zusammenhang mit der Bildung eines Pentamers stehe [179]. Somit wire bei Zutreffen ersterer Ver-
mutung eine Verinderung im Verhiltnis der Monomere und Pentamere durch adrenerge Stimulation
zu erwarten, bei letzterer Hypothese jedoch nicht. In der Analyse der hier untersuchten Myokardproben
zeigt sich kein klarer Effekt im Vergleich zu den Kontrollen, die Menge des als Monomer vorliegenden
PLN scheint sich tendenziell nicht von den Werten der Kontrollgruppe zu unterscheiden, lediglich fiir
die mit 100 nM Denopamin behandelten Priparate fehlt der Abfall der PLN-Monomere am ersten
Kulturtag — hier liegt ein kontinuierlicher Anstieg zwischen unkultiviertem und 21 Tage lang kultivier-
tem Gewebe vor. Dieser Effekt lisst sich aber keiner der beiden oben vorgestellten Thesen gut zuord-

nen, die Bedeutung bleibt daher fraglich. Die zeitliche Entwicklung des PLN-Pentamer-Gehalts der
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Gewebeschnitte zeigt ebenfalls keine Unterschiede zur Kontrollgruppe. Somit sind die erkennbaren
Auswirkungen einer Denopaminstimulation auf die Proteinmenge der verschiedenen PLN-Formen
eher gering — dies spricht fiir die These, dass die Pentamere nicht durch den Trigger der Phosphorylie-
rung aus Monomeren gebildet werden, sondern eine eigene regulatorische Wirkung erfiillen. Alternativ
wire natiirlich denkbar, dass die Denopaminstimulation trotz erkennbaren Effekten auf Ebene der in
den Stimulationsprotokollen erhobenen Parameter und der Kontraktionskraft keine auf Proteinebene

messbaren Effekte bewirkt.

Zur Uberpriifung eines molekularen Effekts adrenerger Stimulation, der unter anderem iiber eine Phos-
phorylierung des PLNs an der Aminosdure Serin an Position 16 (Ser-16) zustande kommen soll
[18,97,168,175-178], folgt nun die Diskussion der Ergebnisse der an Ser-16 phosphorylierten PLN-

Mengen der verschiedenen Gruppen.

Fir die unbehandelten Priparate war hier fir den an Ser-16 phosphorylierten Anteil sowohl der Mo-
nomere als auch der Pentamere ein massiver Abfall gegentiber dem unkultivierten Zustand festzustellen,
auch zu Kulturende kam es zu keiner Verinderung mehr. Dies entspricht den erwarteten Ergebnissen
der Auswirkungen eines Katecholaminmangels in diesen Proben. Diese Entwicklung eines starken
Rickgangs der Phosphorylierung geht mit einer Aktivierung des Phopholambans einher, da mehr Pro-
teine in der unphosphorylierten, aktiv inhibierenden Form vorliegen. Physiologisch liegt hier ein gewis-
ses Gleichgewicht zwischen Proteinkinasen (hier z.B. PKA) und Phosphatasen (fir PLN z.B. Protein-
phosphatase 1, PP-1 [97]) vor. Bei Riickgang der PKA-Aktivitit durch Katecholaminmangel erklart sich
der Kraftabfall zu Kulturbeginn zusitzlich zur Reduktion der SERCA-Proteinmenge durch SERCA2a-
Inhibition durch vermehrte PLN-Aktivierung. Trotz anhaltend niedriger PLN-Ser-16-
Phosphorylierung kommt es jedoch in weiterer Kultur in der Kontraktionskraft zu einem Wiederan-
stieg, diese Beobachtung widetlegt die initiale Hypothese eines Anstiegs des adrenergen Spontantonus
als Ursache dieses Kraftanstiegs. Fiir diese Entwicklung durften also andere Mechanismen verantwort-

lich sein.

Da es sich bei der Phosphorylierung an PLN-Ser-16 um einen zentralen Effekt einer $i-adrenergen
Stimulation handelt, sind bei Denopamin-Stimulation hier entsprechende Auswirkungen zu erwarten.
Fir die an Kulturtag 1 untersuchten Denopamin-behandelten Priparate ldsst sich eine stirkere Ser-16-
Phosphorylierung im Vergleich mit den Kontrollen lediglich als Tendenz vermuten, erklirt also eine
stirkere Kontraktionskraft dieser Priparate nicht. Bei Betrachtung der Daten vom letzten Kulturtag
zeigt sich ein weiterer Riickgang dieses Effekts, eine adrenerg bedingte PLN-Phosphorylierung liegt
hier nicht mehr vor. Aus diesen Ergebnissen ergibt sich ein lediglich schwacher Denopamin-Effekt am
ersten Kulturtag, der nach weiteren 20 Tagen nicht mehr nachweisbar ist. Der schwach nachweisbare
Effekt am ersten Tag konnte fir einen Teil der in diesen Gruppen stirkeren Kontraktionskraft verant-
wortlich sein, die im Verlauf nicht mehr nachweisbare Phosphorylierung spricht fir eine Desensitivie-
rung des Gewebes gegeniiber diesem Stimulus. Daraus lisst sich ableiten, dass lediglich ein geringer Teil
des Kraftabfalls auf den Katecholaminmangel zuriickzufithren ist, der in Kombination mit der Ent-
wicklung eines ,,stunned myocardium®“-Zustands auftrat. Fiir ,,stunned myocardium® ist eine erhaltene

Wirkung positiv inotrop wirkender Substanzen auch in der Literatur beschrieben [114].
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Die Tatsache, dass die adrenerge Stimulation den Abfall der Ser-16-Phosphorylierung nicht starker ver-
hindern kann, kénnte jedoch auch dadurch hervorgerufen oder verstirkt werden, dass das Gewebe
vivo deutlich hoéhere (therapeutische) Katecholaminstimulation gewohnt gewesen sein kénnte und die
hier verwendeten Dosen somit zu gering waren. Zudem ist ein katecholaminunabhingiger Mechanis-
mus als Ursache fiir diesen Effekt denkbar, da ein Uberwiegen einer Dephosphorylierung des PLN's
auch durch andere Griinde zustande kommen konnte, da diese auch beispielsweise durch Protein-
kinase C, Azidose, Ca*"-Gehalt des Kardiomyozyten oder Heat-shock-protein-20 (Hsp-20) verstirkt
wird [97,100].

Neben der Phosphorylierung des PLNs an Ser-16 findet die Regulation dieses Proteins auch tGber eine
Phosphorylierung an der Aminosiure Threonin an Position 17 (Thr-17) durch die Calcium-Calmodulin-
abhingige Proteinkinase II (CaMKII) statt [97,98,102,178]. Wihrend hier in der Literatur zunichst eine
von der Ser-16-Phosphorylierung unabhingige Phosphorylierung beschrieben worden war [181], wurde
spiter festgestellt, dass Thr-17 konsekutiv erst nach einer Ser-16-Phosphorylierung phosphoryliert wer-
den konnte [182]. In letzter Zeit konnten jedoch zusitzliche von einer Ser-16-Phosphorylierung unab-
hingige Mechanismen festgestellt werden: so wird davon ausgegangen, dass fiir die CaMKII-abhingige
Phosphotylierung von Thr-17 ein erhohter intrazellulirer Ca® -Spiegel und eine Inhibition der PP-1,
die PLN auch an Thr-17 dephosphoryliert, notwendig sind — beide Mechanismen kénnen dabei auch
durch einen erhohten intrazelluliren cAMP-Spiegel z.B. bei adrenerger Stimulation hervorgerufen wer-

den [98].

Fir die hier untersuchten unbehandelten Myokardpriparate zeigt sich kaum ein Riickgang der Thr-17-
Phosphorylierung innerhalb des ersten Kulturtages. Am 21. Kulturtag zeigt sich ein starker Anstieg, der
das Ausgangsniveau des unkultivierten Myokards tbertrifft. Der initiale minimale Riickgang fir Thr-17
steht im Gegensatz zum starken Riickgang der Ser-16-Phosphorylierung, was in Zusammenschau mit
dem Anstieg der Thr-17-Phosphorylierung zu Kulturende ohne Verinderung der Ser-16-Phosphorylie-
rung fir das Vorliegen von unabhingigen Mechanismen der Aktivierung der CaMKII spricht. Hierfr
sind verschiedene Méglichkeiten beschrieben worden, beispielsweise eine intrazellulire Ca**-Erhohung,
eine PP-1-Inhibition durch vielfiltige Regulationsmechanismen oder eine Azidose [98—100]. Eine Funk-
tion der Thr-17-Phosphorylierung wurde auch fiir protektive Vorginge nach einem Ischimie-Reperfu-
sions-Vorgang im Rahmen eines ,,myocardial stunning®, wie es sich hier anhand der SERCA-Daten
vermuten lieB3, beschrieben [117]. Jedoch sind diese Zusammenhinge nur fiir die ersten Minuten des
,»stunnings beschrieben, was wiederum der These widerspricht, dass 24 h nach Kulturbeginn noch
eine relevante Auswirkung erkennbar ist. Des Weiteren wurde auch ein Zusammenhang der Thr-17-
PLN-Phosphorylierung mit der sogenannten ,,frequency dependent acceleration of relaxation® (FDAR)
beschrieben [102], einem Vorgang der beschleunigten Relaxation von Kardiomyozyten bei erhéhter
Stimulationsfrequenz, der essentieller Bestandteil der Vorginge der Regulierung der Kraft-Frequenz-
Abhingigkeit ist [104,105]. Diese Daten korrelieren gut mit der im Laufe der Kultur immer stirker
ausgepragten positiven Kraft-Frequenz-Abhingigkeit der untersuchten Priparate, es liegt jedoch auch
die Vermutung nahe, dass die Entnahme der Slices am 21. Kulturtag unmittelbar nach der Durchfih-
rung eines FFR-Assessments im Rahmen des Stimulationsprotokolls aufgrund dieser Zusammenhinge

die Thr-17-Phosphorylierungs-Ergebnisse beeinflusst haben konnte. Hierzu ist noch anzumerken, dass
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eine Thr-17-Phosphorylierung fur die erfolgreiche FDAR-Regulation nicht als erforderlich gilt, sodass
die Relevanz fraglich scheint [183,184].

Fir eine adrenerge Stimulation wurde ein dosisabhingiger Effekt auf das Zusammenspiel zwischen
Ser-16- und Thr-17-Phosphorylierung beschrieben [185], wobei die Ursachen dieser Dosisabhangigkeit
vermutlich in der Wirkung der adrenerg aktivierten PKA auf die die CaMKII dephosphorylierende PP-1
liegen [98,185]. Die hier erhobenen Daten fiir die Thr-17-Phosphorylierung der Denopamin-behandel-
ten Priparate zeigen fiir die PLN-Monomere tendenziell einen stirkeren Riickgang innerhalb des ersten
Kulturtags, dann einen ahnlichen Anstieg wie die Kontrollgruppe, fiir die Pentamer-Form einen reinen
Anstieg an Tag 1 und Tag 21 in der Denopamin-100 nM-Gruppe, ansonsten einen der Kontrollgruppe
dhnlichen Effekt. Passend zur Vermutung, dass die hier eingesetzten Denopamin-Dosen womdoglich zu
gering fir eine starke Ser-16-Phosphorylierung waren, kommt es in den behandelten Gruppen also vor
allem fiir die Monomere zu einem stirkeren Riickgang der Thr-17-Phosphorylierung — bei zu geringen
Dosen konnte also die Aktivierung der PP-1 iiberwiegen, die dann Thr-17 dephosphorylieren wiirde.
Denkbar sind jedoch auch hier, vor allem fiir den Anstieg der Thr-17-Phosphorylierung im Kulturver-
lauf ohne damit einhergehende Ser-16-Phosphorylierung, katecholaminunabhingige Effekte, wie sie fir

die Kontrollgruppe beschrieben wurden.

Phospholamban weist noch eine dritte Phosphorylierungsdomine fiir Proteinkinase C auf, die Amino-
sdure Serin an Position 10, hier wurde jedoch bisher ein reiner In-vitro-Effekt auf subzellulirer Ebene
ohne In-vivo-Korrelation beschrieben [186]. In Einklang mit diesen Beobachtungen war fir die hier
untersuchten Proben kein Unterschied in der Ser-10-Phosphorylierung zwischen den verschiedenen
Zeitpunkten oder Behandlungsbedingungen erkennbar, die biomimetischen Bedingungen dieser Kul-
turmethode scheinen also eher den In-vivo-Zustand als den subzelluliren In-vitro-Zustand widerzuspie-

geln.
6.2.4 Fazit: Interpretation der Ergebnisse fur insuffizientes humanes Myokard

Betrachtet man diese vielfiltigen Uberlegungen und Ergebnisse nun zusammengefasst im Hinblick auf
die zu Beginn formulierten Moglichkeiten fiir das beobachtete Phinomen der Kontraktionskraft, ergibt
sich fir die Kausalitit des Kraftabfalls eine Kombination aus Katecholaminmangel und ,,myocardial
stunning®: im Minimum der Kontraktionskraft zeigt sich bei Denopamin-Zugabe eine deutliche Ten-
denz einer adrenergen Wirkung in Richtung Aufhebung des Minimums, auf molekularer Ebene zeigt
sich jedoch nur ein schwacher Effekts des zugegebenen Denopamins. Damit korrelierend lisst sich
auch der Kraftabfall in den behandelten Proben nicht vollstindig verhindern. Da sich funktionell wie
molekular jedoch Indizien fiir einen dosisabhingigen Effekt ergaben, bleibt nattrlich die Moglichkeit
offen, dass die eingesetzte Dosis fiir eine vollstindige Kompensation des Katecholaminmangels zu ge-
ring war. Dagegen spricht jedoch, dass relevante Verinderungen auf Proteinebene, nimlich der nach-
weisbare deutliche Abbau von SERCA2a und PLN in allen Gruppen behandlungsunabhingig auftraten.
Diese Verinderungen diirften einen groen Anteil an der Kraftreduktion haben und werden durch die
adrenerge Stimulation nicht beeinflusst. Diese Effekte stehen in Einklang mit Betrachtungen zum
,myocardial stunning* im Sinne eines deutlichen Riickgangs der Kontraktionskraft durch veranderte

Ca*-Strome ohne itreversible Schidigung nach einem Ischimie-Reperfusionsvorgang [114]. Dieser
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Verdacht wird erhirtet anhand der Daten zu elektrischer Reizschwelle und Refraktirzeit der Proben,

die eine weitestgehende elektrische Stabilitdt der Priparate vermuten lassen.

Fir den weiteren Kulturverlauf zeigte sich in einigen der untersuchten Parameter ein nachweisbarer
Effekt fir Denopamin in der erwarteten Weise: eine positive Inotropie und Verkirzung der Refraktar-
zeit sind nachweisbar, die positive Bathmotropie ist eher fraglich, da dieser Effekt nur teilweise beo-
bachtet werden konnte. Diese Effekte lieBen sich primir im mittleren Zeitbereich des Kulturverlaufs
nachweisen, flir den keine Western-Blot-Daten vorlagen. Nach Kulturende, wobei hier einige der ge-
nannten Beobachtungen nur noch einen geringen Unterschied zur Kontrollgruppe aufwiesen, war auf
Proteinebene kein Effekt einer adrenergen Stimulation auf die Ser-16-Phosphorylierung des PLNs mehr
nachweisbar. Zur genaueren Untersuchung der molekularen Effekte adrenerger Stimulation im mittle-
ren Zeitbereich der Kultur mussten in Zukunft Versuchsreihen mit Western-Blot-Analysen zu weiteren

Zeitpunkten durchgefithrt werden.

Der vermutete Anstieg eines adrenergen Spontantonus als Ursache der Kraftzunahme der unbehandel-
ten Kontrollproben erscheint anhand der Untersuchungsergebnisse als unwahrscheinlich. In den erho-
benen KenngrofBlen zeigte sich kein Hinweis auf einen derartigen Vorgang, wihrend fiir eine externe
adrenerge Stimulation Effekte nachweisbar waren. Auch die Western-Blot-Daten lassen einen relevan-
ten derartigen Spontantonus nicht vermuten. Untermauert wird die Ablehnung dieser These durch die
weitestgehend fehlenden Auswirkungen einer Metoprolol-Gabe, die daher hier auch nicht einzeln dis-
kutiert werden sollen, auf die Messkurven — im Falle eines Spontantonus wire ja eine Unterdriickung

dieses Tonus durch den inversen Agonismus am Bi-Rezeptor zu erwarten.

Wihrend zu Kulturbeginn also eine Kombination aus ,,myocardial stunning® und Katecholaminmangel
einen Einbruch der Kontraktionskraft verursachen, zeigt sich die anschlieBende langsame Erholung als
Reversibilitit des ,,stunnings® ohne Verstirkung eines adrenergen Spontantonus. Denopamin wirkt im
»stunned myocardium®, wenn auch molekular mit nur geringem Effekt auf die Ser-16-Phosphorylie-
rung des PLNs.

Sehr interessant ist in der Erholungsphase des Myokards die Verinderung der Kraft-Frequenz-Abhin-
gigkeit von einer typischen Charakteristik insuffizienten Myokards zu Beginn hin zu einer typischen
Charakteristik nicht insuffizienten Myokards gegen Ende der Kultur. Es scheint also im Rahmen der
Erholung des Gewebes vom ,,stunning* auch zu einer weiteren Entwicklung zu kommen, die eine Art
»reverse remodeling® im Sinne einer Verdnderung des Zustands hin zu einem weniger pathologischen
vermuten lasst. Dazu korrelierend zeigt sich ein Anstieg der Thr-17-Phosphorylierung des PLNs, wie
er fiir frequenzabhingige Prozesse bereits in der Literatur beschrieben wurde. Die Fragestellung, auf
welche konkreten Verinderungen im Rahmen der Kultur diese Effekte jedoch zurtickzufthren sind,

bietet Anlass fiir weitere Untersuchungen.

Zur Uberpriifung, in wieweit sich die gezeigten Effekte bei Verwendung nicht insuffizienten Myokards
verhielten, soll nun beleuchtet werden, wie sich Myokard gesunder Paviane in der gleichen Kultur ver-
hielt und welche Parallelen und Unterschiede sich hierbei zum humanen Myokard ergeben. Anhand
deutlicher Unterschiede zu den bisher betrachteten Proben kann auch gezeigt werden, dass nicht gene-

rell kultiviertes Myokard als Anpassungsreaktion derartige Effekte zeigt.
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6.3 Bedeutung der Ergebnisse der Primatenmyokardproben

6.3.1 Vergleichende Interpretation der Verinderungen der Kontraktionskraft

Im Verlauf der Kontraktionskraft zeigte sich fiir die ohne Substanzzugabe kultivierten Pavian-Myo-
kardschnitte mit einem weniger stark ausgeprigter Kraftabfall nur im 6 h-Messwert, der schon weitere

6 h spiter wieder ausgeglichen war, eine deutlich andere Kinetik als fiir das menschliche Myokard.

Der erste Unterschied zum Verhalten des humanen Myokards lag dabei in der Stirke der Kraftabnahme
auf ca. 34 % Restkontraktionskraft vs. ca. 5 % bei humanem Myokard. Im Hinblick auf die oben ver-
muteten Verdnderungen des menschlichen Gewebes im Sinne einer Entwicklung eines ,,stunning myo-
cardium® durch ein Ischimie-Reperfusions-Ereignis als Ursache des Kraftabfalls wire als Ursache fiir
die andere Kinetik des Pavian-Gewebes zu vermuten, dass nicht vorgeschidigtes Gewebe sich deutlich
widerstandsfihiger gegentiber solchen Ereignissen und potentiellen Schidigungen zeigt und daher diese
Entwicklung hier nicht so ausgeprigt war. Zudem lisst sich vermuten, dass das Pavian-Myokard ten-
denziell einer kiirzeren warmen Ischimie-Zeit zwischen Herzexplantation und Gewebeentnahme der
Myokardprobe und Kiithlung dieser ausgesetzt war als humanes Myokard, da im Unterschied zum Vor-
gehen bei einer menschlichen Herztransplantation hier ein eigenes Team zur raschen Prozessierung des
entnommenen Herzens im OP bereitstand. Eine positiv inotrope Wirkung der Denopaminstimulation
lief3 sich auch fiir die Pavian-Priparate erkennen. Dabei lie3 sich wie in den humanen Priparaten eine
Dosisabhingigkeit feststellen, der Kraftanstieg nach Denopaminstimulation war fur die hohe Dosis
starker ausgepragt als fir die niedrige, fiir die ab Kulturbeginn mit der hohen Dosis behandelte Gruppe
war sogar kein Kraftminimum mehr nachweisbar. Dabei war hier eine iiber das Ausgleichen des Kraft-
minimums hinausgehende Steigerung der Kontraktionskraft zu erkennen, eine Beobachtung, die fiir
eine teilweise einen Ausgleich des moglichen Mangels tbersteigende additive adrenerge Wirkung

spricht.

Der zweite Unterschied zeigte sich in der Kinetik der folgenden Kraftzunahme, die im Pavian-Myokard
wesentlich rascher ablief als im humanen Myokard. Hier ist nattirlich einerseits zu berticksichtigen, dass
der Kraftabfall auch schwicher ausgeprigt war und daher eine geringere Differenz bis zum Erreichen
der Ausgangskraft zu tiberbriicken war, andererseits ist auch zu vermuten, dass gesundes Myokard mehr
Regenerationsmoglichkeiten fiir eine erlittene Beeintrachtigung aufweist. Zudem besteht die Moglich-
keit, dass die verwendeten Kulturbedingungen fiir nicht vorgeschidigtes Myokard eine weniger starke

Anpassungsreaktion erforderten, sodass sich die verinderte Kinetik daraus ergeben hitte konnen.

Der dritte erkennbare Unterschied im Kraftverlauf der Primatenproben war ein kontinuietlicher Kraft-
abfall fur alle Gruppen ab ungefihr dem 9. Kulturtag bis zum Kulturende, der so bei humanen Proben
nicht beobachtet werden konnte. Eine adrenerge Stimulation veridnderte dabei nichts an dieser erfol-
genden Kraftreduktion in der zweiten Kulturhalfte. Zu den Ursachen dieses Effekts gibt es mehrere
Hypothesen: Zum einen kénnte ein initialer ,,Schutzmechanismus® fehlen, woméglich ist die Entwick-
lung eines ,,stunnings* und die darauffolgenden Umbauprozesse relevant fiir eine anschlieBende lang-
fristige Erhaltung einer stabilen Kontraktionskraft. Zum anderen kénnte das nicht insuffiziente Pavi-

anmyokard langfristig anfilliger fir bestimmte Verinderungen durch die Kultivierung sein, auch die
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primire Anpassung der Kulturbedingungen an die Erfordernisse humaner Proben, wie z.B. Vorspan-
nung des Gewebes oder Stimulationsfrequenz, konnte hierbei eine Rolle gespielt haben. Zudem kénn-
ten die fiir das humane Myokard vermuteten Umbauvorginge im Sinne eines ,,reverse remodeling® fiir

ein gesundes Myokard eher schiadliche Auswirkungen (im Sinne eines ,,remodeling®) haben.

Aus diesen Betrachtungen lasst sich schlieBen, dass Denopamin auch fiir Pavian-Kardiomyozyten eine
positiv inotrope Wirkung aufweist, eine Kausalitdt beztglich eines Katecholaminmangels als Ursache
des initialen Kraftabfalls lisst sich daraus noch nicht ableiten, hier miissen die Daten der Proteinexpres-
sion mit einbezogen werden. Der im humanen Myokard vermutete Effekt des ,,stunnings® scheint fiir

Pavianmyokard hingegen anhand der Kontraktionskraftdaten nicht vorzuliegen.
0.3.2  Vergleichende Interpretation der Ergebnisse funktioneller Parameter

Fir die Einbeziehung der Daten aus den Stimulationsprotokollen der Pavian-Myokardslices ist zunichst
auf die deutlich groBBeren Schwankungen und Abweichungen zwischen den einzelnen Priparaten und
den Zeitpunkten hinzuweisen. Diese kamen dadurch zustande, dass zum einen die Zahl der verfiigharen
Priparate in jeder Gruppe deutlich geringer war und dadurch Schwankungen einzelner Proben deutlich
starker in der Gesamtheit ins Gewicht fielen. Zum anderen war die Durchfiihrung der Stimulationspro-
tokolle aufgrund technischer Schwierigkeiten fiir einige Priparate nur jeden zweiten Tag méglich und
dies fir die verschiedenen Myokardproben im Wechsel, sodass die sichtbaren deutlichen Unterschiede
von Tag zu Tag eher auf dieses technische Problem und damit auf stirkere interindividuelle Unter-

schiede der einzelnen Gewebeschnitte zuruckzufihren waren.

Fir die Refraktirzeit der Pavian-Proben zeigte sich ohne Denopamin-Stimulation zunachst eine Undu-
lation um einen den humanen Priparaten dhnlichen Mittelwert, der etwa in dem fur gesunde Paviane
bekannten Bereich lag. In der Literatur finden sich hier fir gesunde Paviane Werte um eine QT-Zeit
von ca. 200 ms (vgl. [187]) bis zu einer Aktionspotentialdauer von ca. 420 ms fiir subendokardiales
Myokard (vgl. [188]). Ab ungefihr dem zwoélften Kulturtag war dann jedoch ein recht einheitlicher
Rickgang dieses Messwerts auf geringere Werte zu beobachten, der ungefahr parallel zu dem im selben
Zeitraum auffilligen Kraftabfall erfolgte. Diese Entwicklung ist ein Indiz fiir elektrische Veranderungen
im Gewebe im Kulturverlauf, die auf diese Art in humanen Gewebeproben nicht beobachtet werden
konnten. Dieses Phinomen kénnte fiir einen verstirkten adrenergen Spontantonus der unbehandelten
Proben sprechen, allerdings stellt sich die Frage, warum dies erst abrupt ab diesem Zeitpunkt erfolgen
sollte und nicht von einer positiven, sondern einer negativen Inotropie begleitet sein sollte. Auch denk-
bar wiren Anpassungsvorginge an die durch die Kultivierung verinderten Stimulationsbedingungen
oder eine Entstehung dieses Effekts im Rahmen von Umbauvorgingen im Sinne einer Art ,,remode-

ling*.

Eine Behandlung der Myokardschnitte mit Denopamin zeigte hier im Unterschied zu der beobachteten
leichten Verkirzung der Refraktirzeit im humanen Gewebe eher keine derartige Auswirkung. Die ge-
messene Refraktirzeit der behandelten Proben lag zwar in einigen Untergruppen tendenziell leicht unter
den Werten der Kontrollen, aber auler fiir das einzige mit Denopamin 1000 nM nach 20 h versetzte
Priparat, das deutlich unterhalb der Werte der anderen Gruppen anzusiedeln war, ldsst sich keine klare

Aussage treffen. Dieser weitestgehend fehlende Effekt ldsst sich womdéglich auf eine Verschleierung
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eines Effekts durch die starken Schwankungen oder einen speziesabhingigen Wirkungsunterschied er-
kliren. Eine zu geringe Denopamin-Dosis kommt als Ursache eher nicht in Frage, da sich in der Kon-
traktionskraft eine deutliche positiv inotrope Wirkung erkennen hatte lassen. Interessanterweise wurde
der Abfall der Refraktirzeiten in der zweiten Kulturhilfte ebenso wenig durch Denopamingabe verin-
dert wie der parallel dazu erfolgende Kraftabfall. Dies spricht fiir einen katecholaminunabhingigen Me-
chanismus als Ursache dieses Phinomens und somit gegen die These, in der Kontrollgruppe kénnte
ein Anstieg des adrenergen Spontantonus ursichlich dafiir sein. In Frage kimen hier also eher Umbau-

vorginge oder elektrische Verinderungen.

Abgesehen von den oben beschriebenen starken Schwankungen im Messverlauf zeigte sich fiir die Er-
hebung der elektrischen Reizschwelle der unbehandelten Pavianherzproben ein dhnlicher Ablauf wie
fir die humanen Priparate, auch die Absolutwerte lagen dabei in dhnlichen Bereichen. Im Hinblick auf
die durch diesen Parameter erfassten elektrischen Verdnderungen scheinen sich also die ablaufenden
Mechanismen zwischen den beiden Teilen der Studie nicht zu unterscheiden, Speziesunterschiede oder
Unterschiede zwischen insuffizientem und nicht insuffizientem Myokard scheinen hier nicht zum Tra-
gen zu kommen. Dies stellt ein Indiz fiir eine generelle kulturbedingte Anpassungsreaktion fiir beide

Myokardarten dar, deren Ursachen weiterer Abklirung bediirfen.

Wihrend die Behandlung der Pavian-Myokardproben mit Denopamin der niedrigen Dosierung
(100 nM) weder bei frithem noch spiatem Behandlungsbeginn eine Verinderung der Reizschwelle ge-
geniiber den Kontrollproben erkennen lie@3, zeigte sich fir die ab Kulturbeginn mit 1000 nM Denopa-
min versetzten Priparate ein sehr dhnlicher Effekt wie fiir die humanen Proben der gleichen Gruppe.
Zwischen Tag 5 und Tag 10 in Kultur lag die elektrische Reizschwelle dieser Gruppe deutlich unter der
der Kontrollgruppe, dies konnte wie bei den humanen Proben ein Hinweis auf eine positiv bathmotrope
Wirkung sein, wie sie bei adrenerger Stimulation zu erwarten wire. Anschlieend kam es in den Prima-
tenproben jedoch zu einem starken Anstieg der elektrischen Reizschwelle auf das Niveau der Kontrol-

len, wofir potentiell ungiinstige elektrische Verinderungen ursichlich sein kénnten.

Fir die Kraft-Frequenz-Abhingigkeit (FFR) des unbehandelten Pavian-Myokards zeigt sich schon zu
Kulturbeginn ein Unterschied zum Verhalten des humanen Myokards: wie fiir nicht insuffizientes Ge-
webe zu erwarten [129,133,160], zeigte sich keine Abnahme der Kontraktionskraft bei Steigerung der
Stimulationsfrequenz. Es zeigte sich jedoch auch keine stark positive FFR, sondern eine weitestgehend
gleichbleibende Kraft bei allen Stimulationsfrequenzen — dies kénnte ein Indiz fiir eine Anpassung des
Gewebes an die fir Primatenmyokard relativ geringe Grundstimulationsfrequenz sein, denn die physio-
logische Herzfrequenz eines Pavians liegt bei ca. 120 Schligen pro Minute, also 2 Hz [21], diese Fre-
quenzen werden auch unter den Bedingungen einer Xenotransplantation erreicht [189]. Im Kulturver-
lauf zeigt sich auch fir das Pavianmyokard eine starke Verinderung der FFR hin zu einem massiven
Kraftanstieg bei steigender Stimulationsfrequenz in der dritten Kulturwoche. Die grof3te Kontraktions-
kraft wird dabei bei etwas hoheren Frequenzen erreicht als im humanen Gewebe, allerdings kommt es
bei weiterer Steigerung der Frequenz nicht zu einem erneuten Abfall der Kraft, sondern zu einer Pla-
teauphase. Dies konnte mit der GewShnung des Pavianmyokards an physiologisch 7z vivo hohere Herz-
frequenzen zu begriinden sein. Aus dieser Beobachtung ldsst sich ableiten, dass die Verschiebung der

FFR im Sinne einer Positivierung auch fiir die humanen Priparate eher ein Anpassungseffekt an Kul-
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turbedingungen zu sein scheint, da er fiir beide Spezies unabhingig von einer vor der Myokardprapa-
ration vorliegenden Herzinsuffizienz auftritt. Alternativ kime die Verstirkung eines adrenergen Spon-
tantonus als ursachlich in Frage, dies erscheint aufgrund der bereits beschriebenen Griinde jedoch als

eher unwahrscheinlich.

Berticksichtigt man die in der zweiten Kulturhalfte stark zurtickgehende Kontraktionskraft der Pavian-
Myokardslices, ist ersichtlich, dass im Unterschied zum humanen Myokard, fir das die Positivierung
der FFR von einem Kraftanstieg begleitet wird, hier eine Positivierung der FFR bei sinkender Kraft
unter stabilen Kulturbedingungen einhergeht. Dies ldsst eine stirkere Schiadigung des Pavian-Myokards
im Sinne einer Apoptose oder Nekrose unwahrscheinlich erscheinen. Wahrscheinlicher liegt eine funk-
tionelle Hemmung bzw. Einschrinkung der Kraftentwicklung des Primatenmyokards im Rahmen der
Kultur vor, z.B. durch die fir einen Pavian unphysiologisch niedrige basale Stimulationsfrequenz, so-
dass aber fur eine Kraftentwicklung bei héheren Frequenzen eine grof3ere kardiale Reserve verfiighar

ist. Um diese Thesen zu tberpriifen, bedarf es weiterer gezielter Untersuchungen.

Denopamin bewirkt, wie auch in den Ergebnissen des humanen Myokards ersichtlich, keinen relevanten
Effekt auf die Entwicklung der Kraft-Frequenz-Abhingigkeit und deren Verinderungen im Laufe der
Kulturzeit. Da sich durch Denopamin-Stimulation keine negative FFR fiir die Primatenproben ergab,
ist davon auszugehen, dass eine langfristige Denopaminstimulation keine 7 vitro entstehende Herzin-
suffizienz fiir diese Proben auslost. Relevant ist damit vor allem, dass der Effekt einer FFR-
Positivierung im Verlauf der Kultur sich auch fiir alle Pavian-Proben zeigen lie3, und dieser damit ten-

denziell als kulturbedingte Anpassungsreaktion zu entlarven ist.
6.3.3 Vergleichende Interpretation der Proteindaten zum intrazelluliren Ca**-Transport

Fir die Proteinmenge der SERCA2a zeigte sich fiir alle Gruppen unabhingig von einer Substanzzugabe
eine wesentliche Abweichung gegeniiber den Daten der humanen Proben: es war sowohl am ersten als
auch letzten Kulturtag eine konstante Proteinmenge dieses Proteins nachweisbar, die fur humane Pra-
parate beobachtete deutliche Reduktion an Tag 1 und der Wiederanstieg an Tag 21 fehlten dabei. Dies
korreliert gut mit dem nur leichten und schnell reversiblen Kraftabfall dieser Priparate, wobei ein even-
tuell fiir den Krafteinbruch verantwortlicher SERCA2a-Abbau aufgrund der gewihlten Zeitpunkte wo-
moglich verschleiert worden sein konnte, da das Kraftminimum bei ca. 6 h in Kultur erreicht war,
wihrend die SERCA2a-Daten von ca. 24 h nach Kulturbeginn stammten. Tendenziell ist aber aufgrund
der raschen Kinetik am chesten von einem SERCA2a-Proteinmengen-unabhingigen Effekt (z.B. Ka-
techolaminmangel) fir den Krafteinbruch der Pavian-Myokardslices auszugehen. Weiterhin ldsst sich
aus den SERCA2a-Daten der Primatenproben ableiten, dass ein genereller Anstieg des SERCAZ2a-
Levels nicht als reine Kulturanpassung aufzutreten scheint, da er fiir die lang kultivierten Praparate nicht
festzustellen ist. Somit scheint es sich bei dem parallel zum Kraftverlauf der humanen Proben auftre-
tenden auf Proteinebene nachweisbaren Effekt um einen spezifischen Effekt fiir insuffizientes oder
auch allgemein fir humanes Myokard zu handeln, wobei hier die Vermutung eines ,,myocardial stun-
nings®, das bei insuffizientem Myokard auftritt, wihrend es bei nicht vorgeschidigtem Gewebe aus-

bleibt, gut zu den beobachteten Phinomenen passt.

84



Diskussion

Der nur fur die Primaten-Praparate auftretende langsame Kraftabfall in der zweiten Kulturhilfte wird
interessanterweise nicht von einer signifikanten SERCA2a-Reduktion begleitet, hier scheinen also an-

dere Griinde, womoglich eine verinderte Regulation der kontraktilen Mechanismen, vorzuliegen.

Fir eines der wichtigsten regulatorischen Proteine der SERCAZ2a, PLN, lief3 sich wie fiir die humanen
Proben auch fir die Pavian-Proben ein groB3tenteils parallel zu den SERCA2a-Daten verlaufendes Ver-
halten feststellen. Fur die Gesamtmenge des PLNs zeigte sich fiir die Pavian-Kontrollproben eine kon-
stante Proteinmenge fiir alle Messzeitpunkte. Dies korreliert gut mit der fiir die humanen Priparate
vermuteten These, dass SERCA2a und PLN als Komplex vorliegen (wie auch bereits in der Literatur
beschrieben [179]) und auch als solcher abgebaut werden oder vorhanden bleiben. Fir die Pentamer-
Form des PLNs ergibt sich fiir die Kontrollgruppe keine Verinderung, wihrend bei der Monomer-
Form ein Anstieg an Kulturtag 21 festzustellen ist, bei dem es sich um eine Anpassung an Kulturbedin-

gungen handeln kénnte.

Sowohl die PLN-Gesamtmenge als auch die Monomer- und Pentamer-Daten zeigen fiir eine Denopa-
minbehandlung keinen Unterschied im Zeitverlauf, wie das fir die humanen Priparate parallel zu den
dortigen Kontrollen festzustellen gewesen war. Generell liegen die Proteinmengen des PLNs in allen
Erhebungen jedoch eher unterhalb des Niveaus der Kontrollen, dies konnte einerseits ein individueller
Effekt der einzelnen Priparate dieser (kleinen) Gruppen sein, andererseits kommt auch ein Behand-
lungseffekt im Sinne von durch die Denopamin-Zugabe angeregte Umbau- oder Abbau-Prozesse in
Frage. Da sich diese Unterschiede schon am ersten Kulturtag zeigten, wire hierbei aber von einer rasch
einsetzenden und dann sehr konstanten Verinderung in den behandelten Gruppen auszugehen, dies
erscheint anhand der Daten der Stimulationsprotokollparameter, die Verinderungen im elektrischen
System des Myokards auch erfassen hitten miissen, allerdings unwahrscheinlich — hier ist kein fiir alle
Denopamingruppen massiv von den Kontrollen unterschiedlicher, dann aber konstanter Verlauf fir
einen der Parameter erkennbar. Daher erscheint es plausibler, dass sich die Praparate der verschiedenen
Gruppen in den individuellen Ausgangswerten unterschieden hatten, dann aber ein ebenso konstantes
Verhalten zeigten wie die Kontrollpriparate. Da ein starker Anstieg der Monomer-Form des PLNs, wie
er fir die Kontrollgruppe an Tag 21 zu vermerken war, fiir die behandelten Gruppen ausblieb, ist eher

nicht davon auszugehen, dass dies eine grundsitzlichen Anpassung an die Kulturbedingungen darstellte.

Aufgrund der weitgehend unveranderten Proteinmengen der SERCA2a und des PLNs fiir das Pavian-
Myokard ist interessant, wie sich die regulatorisch relevante Phosphorylierung des PLNs fiir die ver-

schiedenen Gruppen und Phosphorylierungsstellen verhielt.

Ahnlich wie fiir die humanen Priparate kam es auch fiir die Kontrollproben des Pavianmyokards zu
einem fast vollstindigen Riickgang der Phosphorylierung an Ser-16 des PLNs zwischen Kulturbeginn
und Tag 1, der auch bis Tag 21 keine relevante Verinderung mehr zeigte und fir Monomere und Pen-
tamere gleichermallen vorlag. Dies lie(3e sich mit dem vollstindigen Wegfall der adrenergen Stimulation
erkliren. Bei zunichst weitestgehend gleichbleibender SERCA2a- und PLN-Proteinmenge wire durch
den Wegfall der PLN-Inhibition durch Wegfall der Ser-16-Phosphorylierung mit einer negativ inotro-
pen Wirkung auf die Kontraktionskraft zu rechnen. Ein derartiger Effekt kann anhand des Kraftabfalls
in den ersten Stunden vermutet werden, zum Messzeitpunkt der Proteinverinderungen nach 24 h Kul-

turdauer war jedoch kein Kraftverlust mehr erkennbar. Daher ist davon auszugehen, dass der Effekt
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entweder zu gering war, um zu diesem Zeitpunkt sichtbare Auswirkungen auf den Kraftverlauf hervor-
zurufen, oder aber durch andere, rasch nach Kulturbeginn einsetzende kraftsteigernde Mechanismen

uberdeckt worden wat.

Eine adrenerge Stimulation zeigte als einzigen Effekt fiir die mit der hohen Denopamindosis versetzten
Priparate eine signifikante Wirkung auf die Ser-16-Phosphorylierung der PLN-Pentamere im Vergleich
zu den Kontrollen an Tag 1, nicht mehr jedoch an Tag 21 der Kultur. Dieses Phinomen ist erklirbar
durch die oben erwihnte regulatorische Funktion der PLN-Pentamere [179], wobei die Pentamere die
Phosphorylierung der Monomere regulieren und dabei zunichst selbst deutlich mehr phosphoryliert
werden als die Monomere. Somit wird die schnell in der Kontraktionskraft erkennbare Auswirkung von
Denopamin der hohen Dosis auch auf Proteinebene sichtbar, gegen Ende der Kultur lag, wie auch in
der Kontraktionskraft, kein Unterschied zur Kontrollgruppe mehr vor. Die These, dass zur genauen
Uberpriifung der Denopamin-Wirkung auf PLN-Phosphorylierungsebene mehr Western-Blots zu wei-
teren Zeitpunkten der Kultur nétig wiren, wird dadurch untermauert. Nur anhand der Daten weiterer
Zeitpunkte kann eine Aussage getroffen werden, wie lang eine adrenerge Stimulation durch Denopamin

erkennbare Effekte zeigt.

Im Unterschied zu den humanen Proben ist fir die Pavian-Proben ein stirkerer und auch signifikanter
Effekt des Denopamins der hohen Dosierung auf die Ser-16-Phosphorylierung nachweisbar, waht-
scheinlich, da das menschliche insuffiziente Gewebe aufgrund vorangegangener In-vivo-Katecholamin-
gabe bereits gegeniiber einer -adrenergen Stimulation desensitiviert war. Bei langfristiger adrenerger
Stimulation des Pavian-Myokards kénnte es ebenfalls zu einer derartigen Desensitivierung gekommen
sein, was die fehlende Denopamin-Wirkung zu Kulturende auf Kraft- und Proteinebene erkliren wiirde.
Da sich trotz einer adrenergen Stimulation mit nachweisbarem molekularem Effekt der Riickgang der
Ser-16-Phosphortylierung nicht verhindern lie3, erscheinen als Ursache fiir den Grofteil des Phospho-
rylierungsrickgangs der humanen und Primaten-Proben gleichermal3en katecholaminunabhingige Me-
chanismen wahrscheinlicher. Die schon erwihnten Einflussfaktoren auf die PP-1, wie Azidose, Hsp-20
oder Proteinkinase C kommen dabei als ursichlich in Frage. Dies lieBe sich anhand weiterfithrender

Untersuchungen dieser Faktoren tberprifen.

Fir die Thr-17-Phosphorylierung des PLNs im Pavian-Myokard lie3 sich die gleiche Tendenz eines
behandlungsunabhingigen Riickgangs der Phosphorylierung der Mono- und Pentamere innerhalb des
ersten Tages mit anschlieBendem Anstieg beobachten wie fiir das menschliche Gewebe. Die fehlenden
Auswirkungen einer adrenergen Stimulation auf diese Verdnderungen sind dabei weitere Indizien, dass,
wie auch fiir die humanen Priparate vermutet, ein katecholaminunabhingiger Mechanismus fiir diese
Phosphorylierung im Rahmen der vorliegenden Kulturmethode verantwortlich war. Im Zusammen-
hang mit der auch fir die Primatenproben deutlich positiveren FFR und den schon oben erwihnten
Hinweisen in der Literatur, dass die Thr-17-Phosphorylierung in einer engen Verbindung mit frequenz-
abhingigen Prozessen stehen soll, ergibt sich also der Verdacht, dass ein diesbeziiglicher Effekt hier zu
beobachten war. Da sich dieser Effekt fur insuffizientes wie fiir nicht insuffizientes Myokard gleicher-
mallen zeigte, besteht allerdings die Vermutung, dass es sich hier um eine Auswirkung gewisser Kultur-

bedingungen oder der Entnahme der Praparate direkt nach einem FFR-Stimulationsprotokoll handelte.
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Die Phosphorylierung an Ser-10 des PLNs zeigte fiir die Kontrollproben keinen Unterschied, fir die
mit 1000 nM Denopamin versetzten Proben zeigte sich fir den ersten Kulturtag hier eine signifikant
stirkere Phosphorylierung an dieser Stelle fiir die PLN-Pentamere, wihrend alle anderen Gruppen wie
die Kontrollgruppe keine Unterschiede erkennen lieBen. Aufgrund der in der Literatur festgestellten
tehlenden In-vivo-Relevanz dieser PLN-Phosphorylierung [186], bleiben Grinde und Auswirkungen die-
ses Unterschieds jedoch unklar und fraglich.

0.3.4 Fazit: Interpretation der Ergebnisse fiir nicht-insuffizientes Pavianmyokard

Vergleicht man nun zusammengenommen die Ubetlegungen und Ergebnisse der Primatenproben mit
den beobachteten Effekten des humanen Myokards, lassen sich einige Schlussfolgerungen ziehen. So
zeigt sich fir die Kontraktionskraft der Pavian-Proben ein deutlich abweichender Verlauf im Vergleich
zu den humanen Proben. Die Kraftreduktion zu Beginn erfolgt schneller, schwicher und kiirzer, der
Wiederanstieg im Anschluss ebenfalls schneller. In Zusammenschau mit den Western-Blot-Daten des
Pavian-Myokards, die keine Reduktion der SERCA2a und des PLNs zeigen, erscheint ein ,,myocardial

stunning®, wie es fur die humanen Proben als Effekt wahrscheinlich scheint, hier nicht vorzuliegen.

Eine Denopaminzugabe bewirkte fiir die Primatenproben wie auch fiir die humanen Proben eine posi-
tiv inotrope Wirkung, die den Kraftabfall auszugleichen vermochte. Auf Proteinebene war als Wirkung
von Denopamin lediglich eine stirkere PLN-Ser-16-Phosphorylierung der PLN-Pentamere am ersten
Kulturtag bei Stimulation mit 1000 nM Denopamin erkennbar. Aus diesen Beobachtungen lisst sich
die These ableiten, dass der schwache Kraftabfall der Primatenproben durch Katecholaminmangel be-
dingt war, die adrenergen Effekte bei Denopaminzugabe dabei jedoch auch in gro3erem Ausmal3 tiber
PLN-Phosphorylierungs-unabhingige Mechanismen zustande kamen. Fiir eine genauere Uberpriifung
der denopaminabhingigen Phosphorylierungsprozesse waren daher Western-Blots zu weiteren Zeit-
punkten der Kultur sowie im Hinblick auf weitere Phosphorylierungsziele bei adrenerger Stimulation
noétig. Untersucht werden konnten ebenso weitere molekulare Ziele einer adrenergen Stimulation auch

hinsichtlich der Proteinmengen von z.B. Ionenkanilen.

Festzustellen ist des Weiteren, dass eine deutliche Ser-16-Dephosphorylierung des PLLNs am ersten
Kulturtag auch fir die Primaten-Praparate durch adrenerge Stimulation nicht zu verhindern war, somit
sind hier katecholaminunabhingige Ursachen zu vermuten. Méglich wire beispielsweise, dass durch
bestimmte Einflisse in der Kultur ein Ungleichgewicht zwischen Phosphorylierung mittels Kinasen
und Dephosphorylierung mittels Phosphatasen entstanden war, sodass die Phosphatase-Aktivitit tiber-
wog. Diese These konnte beispielsweise durch die Zugabe von Phosphatase-Inhibitoren zum Kultur-
medium weiter Uberpriift werden. Die Mechanismen der raschen Erholung der Kontraktionskraft auf

das Ausgangsniveau fiir die Pavianproben trotz PLN-Dephosphorylierung bleiben bisher unklar.

Generell ldsst sich anhand der Unterschiede im Vergleich der Daten von humanem und Primaten-Myo-
kard erkennen, dass es sich weder bei dem beschriebenen Effekt eines initialen Abfallens der Kontrak-
tionskraft mit anschlieBendem Wiederanstieg noch bei den fiir SERCA2a und PLN untersuchten Pro-
teinmengenverinderungen um eine reine Auswirkung von Anpassungen an die Kultur handelt, da die
beiden Gruppen deutliche Unterschiede erkennen lieBen. Diese Unterschiede knnen dabei speziesspe-
zifisch sein oder aber dadurch bedingt sein, dass es sich beim humanen Gewebe um insuffizientes Myo-

kard handelte, wihrend das Pavian-Myokard nicht insuffizient war. Anhand der Effekte adrenerger
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Stimulation ldsst sich konstatieren, dass entsprechend zu den Primaten-Daten auch fiir das humane
Myokard nur ein untergeordneter Teil des Kraftabfalls durch Katecholaminmangel bedingt war, die

dartiber hinausgehende Kraftreduktion damit einem ,,myocardial stunning* zuzuschreiben ist.

Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen ist zu vermuten, dass es sich bei dem Effekt eines leichten
Anstiegs der elektrischen Reizschwelle im Kulturverlauf um eine Kulturanpassungsreaktion handelt, da

sich dieser Ablauf in gleicher Weise fiir Myokard beider Spezies erkennen liel3.

Als Ursache der Positivierung der FFR wurde fiir die humanen Priparate ein ,,reverse remodeling mit
Umbauprozessen hin zu einem weniger pathologischen Zustand als einem insuffizienten Gewebe in
Betracht gezogen. Fin derartiges Phinomen einer FFR-Positivierung ist jedoch auch fiir die Priparate
des Pavian-Myokards zu beobachten und wurde ebenfalls durch Thr-17-Hyperphosphorylierung des
PLNs begleitet. Dadurch ist dieser Effekt zwar tatsdchlich als Indiz fir das Vorliegen von Umbaupro-
zessen und funktionellen Verinderungen zu werten, allerdings dirfte kausal eher eine Anpassung an
Kulturbedingungen vorliegen als ein Riickgang des initial pathologischen Zustands des humanen Myo-
kards. Da zudem keine Beeinflussung der Thr-17-Phosphorylierung durch einen Zusatz von Denopa-
min erfolgte, kommen hier also primir katecholaminunabhingige Mechanismen dieser Phosphorylie-
rung in Frage. Anhand der parallelen Entwicklung der Myokardproben der verschiedenen Spezies ldsst
sich des Weiteren auch schlussfolgern, dass fur die Positivierung der FFR keine Erholung vom Zustand
eines ,,myocardial stunning® noétig ist. Dabei scheint es, wie auch am leichten Anstieg der Reizschwelle
zu erkennen, zu einer Verinderung der elektrischen Abldufe im Myokard zu kommen, die von funktio-
nellen Anpassungen begleitet werden. Die genauere Untersuchung dieses Phinomens konnte Gegen-

stand weiterer Studien sein.

Anders als fur das menschliche Myokard zeigte sich fur Affen-Myokard als weiterer Effekt behand-
lungsunabhingig eine deutlich ausgeprigte langsame Kraftreduktion in der zweiten Kulturhilfte, die
von einem Absinken der Refraktirzeit begleitet wurde. Abbauprozesse erscheinen als Ursache der
Kraftreduktion unwahrscheinlich, da funktionell eine deutliche Kraftsteigerung moglich war. Dies
spricht in Zusammenschau mit der sinkenden Refraktirzeit fir eine katecholaminunabhingige Verin-
derung der regulatorischen Prozesse, die fir die humanen Myozyten nicht zu beobachten ist, wobei die
Moglichkeit in Frage kommt, dass das initial vermutlich vorliegende ,,myocardial stunning* und die
anschlieBende Erholung davon das Myokard vor derartigen Veranderungen der Kontraktionsregulation

im Sinne eines protektiven Effekts bewahren.

Diese Ubetlegungen und ihre Ergebnisse zeigen, dass anhand des Vergleichs der Ergebnisse von insuf-
fizientem humanem Myokard und nicht insuffizientem Pavian-Myokard eine wesentlich genauere Ein-
ordnung der beobachteten Phinomene in das Feld von Speziesunterschieden, Kulturanpassungsreak-

tionen und pathophysiologischen Prozessen moglich wird.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen an einem biomimetischen Langzeitkulturmodell
myokardialer Slices durchgefiihrt. Dabei handelte es sich um eine der ersten Anwendungen dieses Mo-
dells fiir humanes Myokard. Es konnte somit gezeigt werden, dass eine stabile Langzeitkultur humanen
Herzgewebes unter Anwendung der hier beschriebenen MyoDish-Kulturtechnik méglich ist und viel-
faltige Versuchsansitze erlaubt. Dies wird durch die Modifizierbarkeit und wichtiger Kenngréf3en und
Einflussfaktoren in diesem Modell begunstigt. So kénnen mechanische Faktoren wie die Vorspannung
des Gewebes oder der Widerstand gegen den eine Kontraktion erfolgt ebenso modifiziert werden wie
elektrische Einfliisse durch Anpassung der Stimulationsfrequenz oder der Stromstirke oder auch me-
tabolisch-chemische Einfliisse wie die zur Verfiigung stehenden Energiequellen des Gewebes oder der
pH-Wert. Die Verdnderung dieser Parameter ist dabet fiir jeden Myokardschnitt aufgrund des Designs
des Kultursetups individuell gezielt méglich. Die Kulturtechnik kann daher auch fiir Gewebe verschie-
dener Spezies oder verschiedener Pathologien optimiert werden. Zudem ermdoglicht die verwendete
Kulturtechnik iiber die gesamte Kulturdauer eine engmaschige Uberwachung jeder einzelnen Kontrak-
tion der kultivierten Slices und damit eine Betrachtung von Effekten verschiedener Kinetiken als Reak-
tion auf verschiedene Einflussfaktoren. Kombinieren ldsst sich die Kultivierung von Myokard und
Uberwachung der Kontraktionskraft dabei mit der Durchfithrung von Analytik am eingesetzten Ge-
webe nach Beendigung der Kultur.

Untersucht wurde in der hier vorliegenden Arbeit ein Effekt, der sich im Zeitverlauf mehrerer Tage fiir
humanes Myokard gezeigt hatte. Als méogliche Ursachen des beobachteten Effekts einer initialen Re-
duktion der Kontraktionskraft mit anschlieBendem Anstieg derselben waren mehrere Faktoren vermu-
tet worden. Anhand der durchgefithrten Untersuchungen an insuffizientem humanem und nicht insuf-
fizientem Primaten-Myokard soll nun der Versuch unternommen werden, die zu Beginn gestellte Frage
zu beantworten, ob die Verinderungen der Kontraktionskraft der Myokard-Slices in Kultur mit dem
Fehlen einer Katecholaminstimulation in kausalem Zusammenhang stehen oder ob andere Faktoren als

wahrscheinlichere Ursachen fiir diese Kinetik angenommen werden sollten.

Da sich der untersuchte Effekt fiir Pavian-Myokard nur in wesentlich geringerem Ausmaf} und mit einer
rascheren Kinetik als fiir humanes Myokard nachweisen lief3, handelte es sich bei den Beobachtungen

fir humanes Myokard nicht um eine systematische Anpassungsreaktion an Kulturbedingungen.

Anhand des Vergleichs mit dem Primatenmyokard und der Ergebnisse der Proteinanalysen lie3 sich
zeigen, dass der Kraftabfall der humanen Proben auf eine Kombination aus ,,myocardial stunning* als

Ischamie-Reperfusions-Reaktion und Katecholaminmangel zuriickzufiihren ist.

Sowohl fir humanes Myokard als auch fiir Pavian-Myokard konnte bei der Betrachtung verschiedener
KenngroBlen wie der Kontraktionskraft eine Wirkung der eingesetzten Denopaminstimulation beo-
bachtet werden, hinsichtlich der PLN-Phosphorylierung zeigte sich jedoch im Kraftminimum nur ein
geringer und zu Ende der Kultur kein relevanter Unterschied zwischen den verschiedenen Behand-
lungsgruppen. Somit diirften die funktionell nachweisbaren Effekte durch adrenerge Stimulation grof3-

teils auf andere Mechanismen zuriickzufithren sein. Die Entwicklung eines adrenergen Spontantonus
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konnte weder anhand der Ergebnisse der Kontraktionskraft-Beobachtungen noch der Proteinphospho-
rylierungs-Untersuchungen nachgewiesen werden und erscheint somit nicht als relevant fiir den beo-

bachteten Kraftanstieg im humanen Myokard.

Anhand der Ergebnisse aus den Bestimmungen der Proteinmengen fiir die kardiale Kontraktion rele-
vanter Proteine lief3 sich jedoch eine Hypothese aufstellen, welche Ursache den Grof3teil des Kraftver-
laufs der humanen Proben verursachte: die festgestellte deutliche Reduktion der Proteinmengen von
SERCA2a und PLN korreliert gut mit dem Kraftabfall und lisst in Zusammenschau mit den grund-
satzlich gut erhaltenen elektrischen Eigenschaften des Myokards die Entwicklung eines ,,myocardial
stunning® bei Kultivierung humanen Myokards mit anschlieBender Erholung von dieser Entwicklung
wahrscheinlich erscheinen. Fir das untersuchte Pavian-Myokard zeigte sich dieser Effekt deutlich
schwicher. Hierfur durfte neben mdéglichen Unterschieden in den Ischimiezeiten aufgrund der Ent-
nahmebedindungen des Gewebes ursichlich sein, dass es sich bei dem verwendeten humanen Gewebe
um terminal insuffizientes und damit vorgeschidigtes Myokard handelte, wihrend das Pavian-Gewebe

von gesunden Versuchstieren aus einem Xenotransplantationsprojekt stammte.

Bei den durchgefiihrten Experimenten konnten zudem tiber die Fragestellung hinaus auch noch weitere
Effekte festgestellt werden, die sich jedoch ceher als durch die mit der Kultivierung einhergehenden
Anpassungen bedingt entlarven lielen: so war ein leichter Anstieg der elektrischen Reizschwelle im
Kulturverlauf festzustellen, was mit einer zumindest teilweisen elektromechanischen Entkopplung im
Gewebe in Zusammenhang stehen kann, und es zeigte sich eine starke Reduktion der Phosphorylierung
von PLN an der Aminosiure Ser-16, was ein Ungleichgewicht von Kinasen und Phosphatasen waht-
scheinlich erscheinen lisst. Zudem war eine deutliche Verinderung des Verhaltens der Kontraktions-
kraft bei kurzfristiger Steigerung der Stimulationsfrequenz zu beobachten: es zeigte sich ein stirker
werdender Anstieg der Kraft bei Frequenzsteigerung im Verlauf der Kultur, der von einer Hyperphos-
phorylierung der Aminosaure Thr-17 des PLNs begleitet wurde. Ein Zusammenhang dieser Faktoren
wird in der Literatur kontrovers diskutiert, welche Faktoren hier ursichlich fir diese Entwicklung sind,

ist bisher jedoch noch unklar.

Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Experimente bieten vielfiltige Ansatz-
punkte fir kiinftige weitere Untersuchungen: Im Hinblick auf den hier untersuchten Effekt eines Kraft-
abfalls und Kraftanstiegs im Verlauf der Kultur sollte der Fokus kiinftig vor allem auf der Durchfiihrung
von mRNA-Sequenzierungen an zu verschiedenen Zeitpunkten aus der Kultur entnommenen Gewebes
unter verschiedenen Kulturbedingungen liegen. Idealerweise konnte dabei ein sog. Transkriptom des
kultivierten Myokards zu verschiedenen Zeitpunkten erstellt werden, wodurch die Analyse simtlicher
im Laufe der Kultur eintretender Verdnderungen der Proteinexpression erméglicht wiirde. Dies wiirde
beispielsweise Aussagen tiber die stattfindenden Verinderungen im Stoffwechsel der Kardiomyozyten
durch die verinderten Bedingungen oder auch tiber weitere Auswirkungen des Wegfalls der Hormon-
stimulation im Gewebe, z.B. des Katecholaminmangels, erlauben. Hiermit kénnten weitere Indizien fir
die Bestitigung der oben genannten Thesen gesammelt werden, dass ein Katecholaminmangel nicht
allein ursachlich fir den stattfindenden Kraftabfall ist, wihrend ein ,,myocardial stunning® eine gré3ere
Rolle zu spielen scheint. Hinsichtlich dieser Thesen sollten zudem die hier bereits vorgestellten Unter-
suchungen der aus den Transkriptionsverinderungen resultierenden Proteinmengen und Phosphorylie-
rungszustinden mittels Western-Blot-Verfahren zu noch weiteren Kulturzeitpunkten und hinsichtlich
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weiterer Proteine durchgefiihrt werden, da sich anhand der erhobenen funktionellen Daten der Stimu-
lationsprotokolle Verdnderungen auch im Bereich zwischen den hier untersuchten Zeitpunkten erken-

nen lieBen, die weiterer Erforschung bediirfen.

Allgemein kann fir zukiinftige Experimente mit humanem oder nicht-humanem Myokard in der hier
vorgestellten Kulturtechnik an einer Feinjustierung der Kulturbedingungen fiir das jeweilige Gewebe
gearbeitet werden, was die Kulturtechnik grundsitzlich hinsichtlich sehr vieler Faktoren leicht ermég-
licht. Beispielsweise sollte die eingesetzte Stimulationsfrequenz dem jeweiligen physiologischen Bereich
des Gewebes weiter angenihert werden, fir humanes Myokard wire also eine Anhebung auf 1 Hz vor-
zuschlagen, fir Pavianmyokard auf 2 Hz. Auch Experimente mit dem Einsatz verschiedener Energie-
quellen fiir die Kardiomyozyten sind sicher aussichtsreich, so konnte mit dem Zusatz verschiedener
Lipide zusitzlich zu oder anstelle von Glukose als Energiequelle gearbeitet werden. Weiterfithrende
Versuche konnten zudem eine Modifikation der Gewebedehnung beinhalten, entweder, um mdglichst
physiologische Bedingungen fiir das jeweilige Gewebe (z.B. Pavianmyokard oder murines Myokard) zu
erreichen oder aber um verschiedene pathophysiologische Bedingungen zu simulieren. Auch weiterfiih-
rende elektrophysiologische Untersuchungen sind denkbar und interessant, so konnte mit einer Modi-
fikation der hier eingesetzten Stimulationsprotokolle beispielsweise eine Analyse der sog. Post-Pausen-
Potenzierungen im Myokard erfolgen, wodurch weitere Aussagen iiber den Ca**-Haushalt der Kardio-
myozyten moglich wiirden. Auch die Analyse von im Gewebe ablaufenden Inflammationsprozessen

béte Ansatzpunkte fir weitere Experimente.

Dartber hinausgehend kann jedoch mit der MyoDish-Kulturtechnik auch in gréfleren MaB3stiben ge-
dacht werden, eine Ausweitung auf multizentrische Studien ist gerade aufgrund der limitierten Gewe-
beverfiigbarkeit in Deutschland ein naheliegender Schritt. Aufgrund der Méglichkeit, humanes Gewebe
bis zu 36 h zu transportieren, sind sogar Transporte von entnommenem humanem Myokard per Luft-
transport grundsitzlich weltweit denkbar. Dies wiirde eine deutliche Erweiterung der Méglichkeiten zu
mannigfaltigen Untersuchungen bedeuten und potenziell auch die Kultivierung von in Deutschland

nicht verfugbarem nicht insuffizientem humanem Myokard erlauben.

Derartige Studien in groBeren MaB3stiben wiirden vielfaltige Einsatzmdglichkeiten fiir die hier vorge-
stellte Kulturtechnik bieten, deren Eignung fiir verschiedene Forschungsbereiche bereits gezeigt wer-
den konnte: so existieren bereits Ansitze fiir die Entwicklung von aus Stammzellen gewonnenen Kar-
diomyozyten mithilfe einer leicht abgewandelten Technik [190,191], auch Experimente mit murinem
Myokard [192] wurden durchgefiihrt. Des Weiteren eignet sich eine derartige biomimetische Kultivie-
rung von Myokard jedoch auch fiir vielfltige Experimente mit z.B. viraler Transduktion, Versuchen
mit dem Einsatz von miRNA [193] oder auch zur Untersuchung von Auswirkungen viraler Infektionen,
z.B. des Sars-CoV2-Virus [194] auf Kardiomyozyten. Auch eine Kokultur mit z.B. aus Stammzellen
gewonnenen kardialen Progenitorzellen ist moglich [195] und erlaubt beispielsweise Experimente zur

Migration solcher Zellen in ein zz vitro erzeugtes Narbengewebe.

Es bieten sich somit vielfiltige Einsatzmoglichkeiten fir die hier vorgestellte und im Rahmen dieser
Arbeit fir die Kultivierung humanen Myokards weiter optimierte biomimetische Kulturtechnik, die
gerade durch die zahlreichen Modifikationsmoglichkeiten einen wichtigen Platz unter den vielfiltigen

Myokardmodellen einnimmt und viele Vorteile anderer experimenteller Ansitze in sich vereinen kann.
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Weiterfithrende Optimierungen sind, wie auch die vorliegende Arbeit zeigen konnte, sowohl hinsicht-
lich der Bedingungen der Gewebeentnahme als auch verschiedener Kulturbedingungen méglich und
erlauben dann den Einsatz dieser Technik in vielen Bereichen der Myokardforschung, die aufgrund der

Haufigkeit kardiovaskulirer Erkrankungen auch in Zukunft ein wichtiges Forschungsgebiet darstellen
wird.
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