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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Herzinsuffizienz ist eine der Krankheiten, die im klinischen Alltag von grof3er Bedeutung
sind, deren Pathogenese und Pathophysiologie aber zu grof3en Teilen noch unklar ist. Dieses
Versténdnis ist jedoch unerldsslich fur die Entwicklung von Therapiemdglichkeiten, die die
Herzinsuffizienz urséchlich behandeln oder gar heilen konnen. Neben den bekannten
h&modynamischen Veranderungen und klinischen Symptomen der Herzinsuffizienz wurden
in den letzten Jahren auch funktionelle und molekulare Anderungen auf Myokardebene
entdeckt. Ein wesentliches funktionelles Charakteristikum der Herzinsuffizienz ist dabei die
Veranderung der Kraft-Frequenz-Beziehung. Die Kraft-Frequenz-Beziehung wurde erstmals
von Bowditch im Jahre 1871 beschrieben. Er beobachtete, dass die Kraftentwicklung der
Herzmuskulatur mit zunehmender Stimulationsfrequenz ansteigt. Er beschrieb dies damals
erstmalig beim Frosch, es zeigte sich aber im Verlauf, dass diese positive Kraft-Frequenz-
Beziehung bel fast allen Spezies, einschliefdlich des Menschen, unter physiologischen
Bedingungen vorherrscht. Beim gesunden menschlichen Herzen liegt der Bereich, in dem die
Kraft-Frequenz-Beziehung positiv ist, zwischen 30 und 150 Schldgen pro Minute (Pieske et
a. 1995). Beim insuffizienten Herzen ist das Optimum dieser Kraftentwicklung zu
niedrigeren Frequenzen (in der Regel zwischen 30 und 60/min) verschoben, wahrend bel
hoheren, in vivo eher vorherrschenden Frequenzen eine negative Kraft-Frequenz-Beziehung
zu beobachten ist, d.h., die entwickelte Kraft des Herzmuskels nimmt mit zunehmender
Stimulationsfrequenz ab (Mulieri et a. 1992, Pieske et al. 1995).

In den letzten Jahren beschéftigte sich die kardiologische Grundlagenforschung sehr intensiv
mit den molekularen Veranderungen im insuffizienten Herzen und konnte hier teilweise
erhebliche Erfolge erzielen. Ein Grofdeil dieser Ergebnisse wird im Folgenden zusammen-
gefasst. Weitgehend unbekannt ist hingegen, welche Mechanismen auf zelluldrer Ebene eine
Veranderung des Genexpressionsmusters, also die Entwicklung einer gesunden Herzmuskel-
zelle hin zu einer Zelle mit insuffizientem Phénotyp, induzieren. Gegenstand der hier
vorgestellten Arbeit ist es, ein Modellsystem zu entwickeln, welches die Untersuchung des
Zusammenhangs zwischen der Vor- und Nachlast und dem Genexpressionsverhalten von

Herzmuskelgewebe untersucht.

1.1 Der Mechanismus der elektromechanischen Kopplung

Calcium gspielt eine entscheidende Rolle bei der sog. elektromechanischen Kopplung.

Hierunter verstent man den Mechanismus, mit dem die elektrischen Impulse, die aus dem
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Sinusknoten Uber das Reizleitungssystem des Herzens an die einzelnen Herzmuskelzellen
welitergegeben werden, in eine Muskelkontraktion umgewandelt werden. Die Herzinsuffizienz
geht mit einer Veranderung der elektromechanischen Kopplung einher, so dass hier zundchst
deren grundlegende Mechanismen erlautert werden sollen (nach Eschenhagen und Well
1998).

Ca2+ Na*/Ca?*- Nat/K*-

° e o Aus(t'\'ilg;():her ATPase
[} ® [ I ]

[ X ) [
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Abbildung 1-1: Prinzip der eektromechanischen Kopplung im Herzmuskel. Ausschnitt aus einem
einzelnen Kardiomyozyten, Erlauterungen im Text. e : Ca2+-lonen, SERCA: Sarkoplasmastisches-
Retikulum-Calcium-ATPase, ATP: Adenosintriphosphat

Als Reaktion auf den elektrischen Impuls, der eine Herzmuskelzelle erreicht, 6ffnen sich
schnelle Na'-Kanale, tiber die Na'-lonen entlang des Konzentrationsgradienten in die Zelle
einstromen (Abb. 1-1). Sie verursachen eine Depolarisation, welche ab einem bestimmten
Schwellenwert die Offnung von langsamen Ca?*-Kanalen triggert, die sich wie die Natrium-
kandle auf der Zellmembran befinden. Dieser Calciumeinstrom reicht allerdings noch nicht
aus, eine hinreichende Kontraktion des kontraktilen Apparates auszulosen. In der Zelle
befinden sich im sarkoplasmatischen Retikulum (SR), das mit seinen Auslaufern bis dicht
unter die Zellmembran reicht, ausgedehnte Ca®*-Speicher. Die Calciumionen sind dort zum
groften Teil an das Calciumbindungsprotein Calsequestrin (CS) gebunden. Durch das
systolisch Uber die Zellmembran einflief3ende Calcium wird nun der — zumindest beim
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Menschen — quantitativ bedeutsamere Calciumeinstrom aus dem SR getriggert. Dieser
Einstrom erfolgt Gber Calciumkanéle in der SR-Membran, sogenannte Ryanodin-Rezeptoren,
die sich — aktiviert durch die Bindung von Ca’*-lonen — 6ffnen. Beim Menschen und beim
Kaninchen macht dieser Einstrom aus dem SR etwa 70% des gesamten systolischen
Calciumeinstromes aus (Bers 1993). Die Ca**-lonen binden nun an Troponin C und l8sen
somit eine Kontraktion der Myofilamente aus.

In der Diastole diffundieren die Calciumionen von ihren Bindungsstellen am Troponin C ab.
Es missen nun effektive Calciumeliminationsmechanismen greifen, um die Ca?*-lonen
innerhalb von wenigen Millisekunden wieder aus dem Zytosol zu entfernen. Dies geschieht
tber zwei Wege: Zum einen werden unter ATP-Verbrauch Ca’*-lonen durch die SR-Calcium-
ATPase (SERCA) in das sarkoplasmatische Retikulum zurtickgepumpt. Die im Herzmuskel
vorherrschende Isoform ist die SERCA2a (HasenfuRl 1998a). Uber die SERCA werden ca.
70% des systolisch in das Zytoplasma eingestromten Calciums eliminiert, dies entspricht dem
Anteil des aus dem SR eingestromten Calciums. Das zu Beginn der Systole von extrazellular
eingestromte Calcium muss allerdings auch wieder aus dem Zytoplasma nach aul3en
eliminiert werden, damit es nicht zu einer Ca?*-Uberladung der Zelle kommt. Dies geschieht
Uber den Natrium-Calcium-Austauscher (NCX). Er befordert ein Ca®*-lon gegen das
Konzentrationsgefalle nach extrazellular und transportiert dafir 3 Na'-lonen nach intra-
zellulér. Unter physiologischen Bedingungen transportiert der NCX ca. 30% des systolisch
eingestrémten Calciums aus der Zelle. Die Elimination durch die zellmembranstandige Ca®*-
ATPase spielt im Herzmuskel keine bedeutende Rolle (Bers 1993). Treibende Kraft fir den
Transport von Ca’*-lonen gegen einen Konzentrationsgradienten nach extrazellulér durch den
NCX ist das elektrische Potenzial Uber der Zellmembran, hauptsichlich bedingt durch die
extrazellular hohere Konzentration an Na'-lonen. Falls sich die intrazelluléare Na'-Konzentra-
tion erhoht (z.B. durch Hemmung der Na'/K*-ATPase, die 3 Na'-lonen im Austausch fiir 2
K*-lonen nach extrazelluléar befordert), transportiert der NCX ab einem bestimmten Punkt in
einem ,, Riickwartsmodus* Ca**-lonen in die Zelle hinein bzw. weniger aus der Zelle hinaus
(Ladilov et al. 1999, Eschenhagen und Weil 1998). Somit kommt es zu einer erhdhten Ca®'-
Konzentration in der Herzmuskelzelle und einer Erhéhung der Kontraktionskraft. Auf diesem
Mechanismus beruht beispielsweise die positiv inotrope Wirkung von Herzglykosiden,

welche die Na'/Ka'-ATPase hemmen.
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1.2 Stérungen des Ca®*-Stoffwechsels bei Herzinsuffizienz

1.2.1 Veranderungen der Ca?*-Konzentrationen

Durch die Messung von Ca*-Transienten in Myozyten mit Hilfe von Calciumindikatoren wie
Aequorin (Pieske et a. 1995) oder fura-2 (Beuckelmann et al. 1992) konnten neue Erkennt-
nisse Uber die Veranderung des Ca’*-Stoffwechsels bei Herzinsuffizienz gewonnen werden.
So wurde gezeigt, dass die Menge des zirkulierenden Calciums in insuffizienten mensch-
lichen Herzmuskelstreifen reduziert ist (Hasenful® et al. 1992). Weiterhin wurde an isolierten
humanen Myozyten gezeigt, dass es bel Herzinsuffizienz zu einem reduzierten maximalen
systolischen Calcium-Transienten, so wie zu einem erhohten diastolischen Calciumgehalt
kommt (Beuckelmann et al. 1992).

1.2.2 Stoérungen des sarkoplasmatischen Calciumricktransportes

Diese Befunde legen nahe, dass Storungen der diastolischen Ca**-Elimination und
insbesondere der diastolischen Wiederaufnahme von Calcium in das SR eine entscheidende
Rolle in der Pathogenese der Herzinsuffizienz darstellen. Durch die verminderte Wieder-
aufnahme von Calcium in das SR verbleiben einerseits mehr Ca*-lonen im Zytosol,
andererseits steht weniger Calcium im SR fUr die systolische Freisetzung zur Verfligung.

Es qilt mittlerweile durch viele Untersuchungen als gesichert, dass die Expression von
SERCA2a-mRNA (messenger-RNA) im insuffizienten menschlichen Herzen reduziert ist
(Uberblick siehe Hasenful? 1998c). Was die Proteinkonzentrationen von SERCA2a im
humanen insuffizienten Myokardium betrifft, so ergaben sich uneinheitliche Resultate. Einige
Arbeitsgruppen fanden eine Abnahme des SERCAZ2a-Gehaltes, andere hingegen keinen
signifikanten Unterschied im Vergleich zum gesunden Myokard (Uberblick siehe HasenfuR?
1998c). Mehrere Arbeitsgruppen fanden weiterhin eine Reduzierung der SERCA2a-Aktivitat
bzw. der Calciumwiederaufnahme in das SR (Schwinger et a. 1995, Hasenful? et al. 1994).

1.3 Mogliche Ursachen fiur die verminderte SERCA-Expression bei

Herzinsuffizienz

Eine zentrale Fragestellung ist nun, welche Mechanismen fir die Verdnderungen der
SERCAZ2a-Aktivitét bzw. -Menge verantwortlich sind. Wie aus Tab. 1-1 ersichtlich, wirken
viele verschiedene pathophysiologische Mechanismen bei der Herzinsuffizienz zusammen
(Eschenhagen und Weil 1998). Man kann grob unterscheiden in mechanische und

neurohumorale Einflussfaktoren.
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Pathophysiologische Veréanderungen bel Herzinsuffizienz
und Auswirkungen auf das Myokard
Erhohte Vorlast — erhohte diastolische Spannung

Erhdhte Nachlast — erhohte systolische Kraftentwicklung nétig

Erhéhte Sympathikus-Aktivierung — Herzfrequenzerhdhung, positive

Inotropie, Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldogteron-Systems

Erhéhte Angiotensin-l1-Ausschittung — periphere V asokonstriktion,

als Folge erhohter vendser Ruckfluss zum Herzen

Erhohte Aldosteronausschittung — renale Natrium- und
Wasserretention,

als Folge Erhohung des extrazelluldren FlUssigkeitsvolumens

Erhohte ANP/BNP-Konzentration — verstéarkte Diurese,
Vasodilatation, Verminderung der Sympathikusaktivitét

Gefligedilatation des Myokards — exzentrische Herzhypertrophie und
Kontraktionskraftverlust

Nekrotisierung und Fibrosierung — erhdhte Steifigkeit

Tabelle 1 (nach Eschenhagen und Well 1998)

Mechanische Einflussfaktoren sind Folgen von Verdnderungen der hamodynamischen
Situation bei Herzinsuffizienz im Sinne einer erhohten Vorlast bzw. Nachlast. Die Vorlast-
erhdhung entsteht durch das insuffiziente Herzschlagvolumen. Dies flihrt dazu, dass sich Blut
vor der Herzkammer staut (z. B. in der pulmonalen Strombahn bei Linksherzinsuffizienz,
klinisch manifestiert als Lungenddem, oder im venosen Niederdrucksystem, klinisch
manifestiert z.B. als periphere Odeme). Somit herrscht ein erhdhter Druck im Vorhof und
somit auch ein erhohter enddiastolischer Druck im Ventrikel. Dieser chronisch erhohte Druck
wird auch fur viele strukturelle Veranderungen am Herzmuskel im Rahmen der Herzinsuf-
fizienzentstehung (Gefligedilatation, Fibrosierung) verantwortlich gemacht.

Es stellt sich die Frage, ob das Zusammentreffen aller genannten (und vielleicht noch einiger

welterer, z. T. bisher unbekannter) Mechanismen und pathophysiologischen Veranderungen
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die SERCA-Aktivitét beeinflusst, oder ob es einzelne isolierte Einflussfaktoren sind, die fur
die Anderung der SERCA-Aktivitét verantwortlich sind. Ein Regulationsmechanismus fiir die
Anderung der SERCA-Aktivitét ist die Anderung der Genexpression. Eine erhohte Gen-
expression bedeutet eine erhdhte Menge an SERCA-Proteinen, so dal3 mehr enzymatische
Aktivitét zur Verfigung steht. Ein moglicher Ausloser fur die Expressionsdnderung ist die
gesteigerte Wandspannung bzw. Dehnung der Myozyten, bedingt durch die erhdhte Vorlast

im insuffizienten Herzen.

1.3.1 Der Einfluss von Dehnung auf die Genexpression

Gemald dem Laplace schen Gesetz gibt es in der Wand des Herzens eine Wandspannung.
Diese ist zum einen von dem in den Herzhohlen herrschenden Druck abhéngig, zum anderen
von dem Durchmesser des Ventrikels und der Wanddicke. Mehrere Modelle haben versucht,
die Starke der Wandspannung sowie ihre Verteilung Uber die Ventrikelwand anndhernd
quantitativ zu bestimmen (Yin 1981). Wong und Rautaharju etwa haben 1968 ein Modell
entwickelt, bei dem sie das Herz vereinfacht als dickwandigen ellipsoiden Hohlkorper
betrachten. Berechnungen mit diesem Modell zeigten, dass bel zunehmendem Druck in der
Hohle die Wandspannung zunimmt, und dass die Wandspannung an der Innenseite des
Herzens (also im Endokard) hoher ist als in weiter aul3en gelegenen Wandanteilen (also im
Epikard).

Prestle et al. haben nun 1999 gezeigt, dass die SERCA2a-mRNA- und Proteinexpression von
subepikardial nach subendokardial — also mit zunehmender Wandspannung — abnimmt,
wéhrend die Expression von NCX1 (der kardialen Isoform des NCX) unveréndert bleibt. Da
eine zunehmende Wandspannung gleichbedeutend mit zunehmender Dehnung der Muskel-
fasern ist, ergibt sich die These, dass Dehnung fir die Genexpression von SERCA2a, nicht
aber fur die von NCX von Bedeutung ist.

1.4 Fragestellung und Ziel dieser Arbeit

Zur Untersuchung des Einflusses von Dehnung auf die Genexpression, z. B. von SERCAZ2a,
steht ein etabliertes Langzeitkultursystem zur Verfigung, mit dessen Hilfe die Kultur von
kontrahierenden Kaninchenherzmuskelsteifen tber 48 Stunden moglich ist (Janssen et al.
1998, Janssen et a. 1999b). In diesem Versuchsaufbau lassen sich genaue Vorlasten defi-
nieren, so dass sich hier z. B. der Einfluss von Dehnung auf die Genexpression von SERCA2a

untersuchen |&sst.
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In dieser Kulturanlage lassen sich Muskelpréparate nur unter isometrischen Bedingungen
kultivieren, d. h. das Muskelpraparat erzeugt bei der Kontraktion eine Kraft, ohne sich zu
verkirzen. Physiologischerweise fuhrt das Herz jedoch keine rein isometrischen Kontrak-
tionen aus. Lediglich zu Beginn der Systole, bis zum Erreichen des diastolischen
Aortendruckes, kontrahiert es isometrisch. Nach der Offnung der Aortenklappe schlagt das
Herz anndhernd isotonisch, d.h., bei gleich bleibender Druckerzeugung verkirzen sich die
Muskelfasern und das Herz wirft aus. Es handelt sich somit um eine kombinierte Kontraktion

aus einem isometrischen und einem isotonischen Anteil (sog. auxotone Kontraktion).

Ziel dieser Arbeit ist es, ausgehend von dem vorhandenen Kultursystem einen Versuchs-
aufbau zu entwickeln, der es erméglicht, ein isoliertes Muskelprgparat isotonisch, d. h. bei
konstanter Vorlast ohne Nachlast, kontrahieren zu lassen. Dadurch wird neben einer rein
isometrischen Kontraktion auch eine isotonische oder auxotone Kontraktion madglich.
Wichtigstes Element hierflr ist ein Steuerungssystem, das die Verkirzung des Muskels so
steuert, dass die Nachlast konstant bleibt. Fir den vorhandenen Versuchsaufbau steht kein
geeignetes Steuerungssystem zur Verfligung, das kompatibel zum verwendeten System ist.
Wichtigster Bestandteil dieser Arbeit ist es nun, ein solches System zu entwickeln. Dessen
Entwicklung stellt erhebliche Anforderungen an die Geschwindigkeit von Hard- und
Software. Das System muss so konstruiert sein, dass ein Muskelpréparat dort geeignete und
konstante Kulturbedingungen vorfindet. Hierzu bietet sich der vorhandene Aufbau der im
ersten Teil verwendeten Langzeitkulturanlage an. Weiterhin muss die Steuerung des Systems
extrem schnell arbeiten. Die Kompatibilitdt mit bisherigen Versuchsaufbauten im Labor ist
ein weiterer wesentlicher Punkt, der bel der Entwicklung beachtet werden muss.

Zur Validierung der entwickelten Anlage sollen funktionelle Messdaten gewonnen werden
und mit denen aus der bekannten Kulturanlage fur isometrisch kontrahierende Préparate
verglichen werden. Weiterhin soll auch die Vergleichbarkeit biochemischer Messwerte
gezeigt werden. Hierzu soll die mRNA-Konzentration von SERCA2a in den kultivierten
Prgparaten untersucht werden. SERCA2a wurde gewdhlt, da sie — wie oben erwéhnt — das

Untersuchungsziel zukunftiger Genexpressionsuntersuchungen ist.



2 Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Organentnahme und Prgparation

2.1.1 Tiere, Herkunft und Rasse

Fur die Durchfuhrung der Experimente wurden weibliche, adulte ,Chinchilla-Bastard*-
Kaninchen der Fa. Charles River Laboratories Deutschland verwendet. Die Tiere wogen

zwischen 1,5 und 2 kg, das Alter lag zwischen 3 und 6 Monaten.
2.1.2 Verwendete Losungen

2.1.2.1 Experimentierlosung (Krebs-Henseleit-L6sung)

Als Basislosung fur die Dissektion und die erste Phase der Inkubation der Trabekel vom
Stimulationsbeginn bis zum Ubergang auf das Kulturmedium wurde eine modifizierte Krebs-
Henseleit-Losung (KH-Losung) verwendet, im Folgenden sind die Konzentrationen der
einzelnen Substanzen angegeben (nach Zeitz 2001):

Konzentration

(in mmol/I)
Natriumchlorid NaCl 116,0
Kaliumchlorid KCl 50
Natriumdihydrogenphosphat NaH,PO, |2,0
Magnesiumchlorid MgCl, 1,2
Natriumsulfat N&xSO4 1,2
Natriumhydrogencarbonat NaHCO; |20,0
Glucose CeH1206 10,0
Calciumchlorid CaCl, 0,25
Tabelle2

Im Vorfeld der Versuche wurde als Vorrat eine 10fach konzentrierte Stammlésung aus den
obigen Zutaten mit Ausnahme von Natriumhydrogencarbonat, Glucose und Calciumchlorid
hergestellt. Diese Bestandteile wurden erst kurz vor Beginn des Versuches der einfach

konzentrierten L6sung zugeftgt.
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Firr die Experimente wurde eine Ca®*-Konzentration von 1,75 mM gewahlt. Ausgehend von
der 0,25-mM-Basislésung wurde diese wahrend des Experiments durch Zugabe von Calcium-
chlorid erreicht, wobel zur Schonung des Muskels die Konzentration allmahlich gesteigert
wurde (Naheres s. Kap. 2.3.1).

Zur Aufrechterhaltung eines physiologischen pH-Wertes von 7,4 enthielt die Experimentier-
l6sung einen Kohlensurepuffer. Zum Erreichen des Puffergleichgewichtes und zur
ausreichenden Versorgung mit Sauerstoff wurde die Ldsung vor und wahrend aller Versuche
mit Carbogengas (95% O,, 5% CO,) aquilibriert. Bei physiologischer Temperatur von 37° C,
so haben regelmaliige Stichproben gezeigt, ist somit der pH-Wert ideal eingestellt.

2.1.2.2 Dissektionslésung

Um das Myokard wahrend der Préparationsphase bis zur Wiederperfusion mit oxigenierter
Experimentierldsung vor Schadigungen durch Hypoxie oder Verletzung der Zellmembranen
zu schitzen, wurde der obigen Experimentierlésung 20 mM 2,3-Butandion-Monoxim (BDM)
zugefugt. Diese Substanz verhindert zum einen die Kontraktion des Muskels durch Unter-
bindung der Querbrickenbindung der Myofilamente und fihrt dadurch zu einem reduzierten
Sauerstoffverbrauch. Zum anderen vermindert sie die Ausbildung einer Kontraktur nach
Wiedererhdhung der extrazelluldren Ca?*-Konzentration zu Beginn des Experimentes und
schiitzt das Myokard vor Schéden durch eine eventuelle | schamiezeit wahrend der Perfusion
oder Prdparation (Sellin und McArdle 1994). Weiterhin wurde gezeigt, dass BDM Schaden
durch Schnittverletzungen wahrend der Prgparation verhindern kann (Mulieri L et al. 1989).

2.1.2.3 Kulturmedium

Fur die Inkubation der Trabekel Uber einen langeren Zeitraum ist die Krebs-Henseleit-Ldsung
ungeeignet, da hier wichtige physiologische Supplemente fehlen. Ohne entsprechende
Substrate (Nukleinsduren, Aminosauren) sind keine anabolen Zellvorgange maoglich, die
Untersuchung von Produkten dieser Vorgange it jedoch integraler Bestandteil dieser Arbeit.

Es wurde ein flissiges Zellkulturmedium M199 der Fa. Sigma-Aldrich, Minchen verwendet.
Es enthalt neben Nahrstoffen wie Glukose auch Aminosauren, Spurenelemente und Vitamine.
Die Calciumkonzentration betragt hier, wie auch am Ende in der Krebs-Henseleit-L6sung
(su.), 1,75 mM. Weliterhin enthdlt das Medium zur Aufrechterhaltung des physiologischen
pH-Wertes einen HEPES-Puffer, sowie Natriumhydrogencarbonat, das zusammen mit dem
Carbogen aus der Begasung einen Kohlensaurepuffer bildet. Im Medium enthaltenes

Phenolrot als Indikator lasst wahrend des Experimentes eine grobe pH-Abschéatzung zu und
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ermoglicht es, starke Abweichungen im pH durch etwaige Storfaktoren im System rasch zu
erkennen.

Damit im Medium alle physiologischen Aminoséuren vorhanden sind, wurden dem Medium
zusétzlich 2 mM L-Carnitin, 5 mM Kreatin, 5 mM Taurin, sowie 2 mM D,L-Glutaminséure
zugesetzt, aul3erdem 0,2% Rinder-Serumalbumin, 100 i.E./ml Penicillin, 0,1 mg/ml Strepto-

mycin, sowie 20 i.E./ml Humaninsulin (Insulin rapid® der Fa. Hoechst, Frankfurt).

2.1.3 Organentnahme und Pré&paration der Trabekel

2.1.3.1 Préparation des Herzens

Vor der Prgparation wurden die Tiere eingeschléfert. Dazu erhielten sie Uber eine Vene auf
der Ohrrickseite eine Injektion von 100 mg Thiopental in 10 ml isotonischer Kochsalzlsung,
sowie 5000 i.E. Heparin zur Antikoagulation. Sobald der Cornealreflex erloschen war, wurde
mit der Prgparation begonnen. Diese musste recht schnell erfolgen, da das Herz, das auch
unter der Anédsthesie weiter schlagt, durch das Fehlen der Atmung unzureichend oxygeniert
ist. Die Zeitspanne vom Beginn der Prdparation bis zur Wiederperfusion des Herzens mit
oxygenierter Losung (s. u.) sollte im Idealfall 30 Sekunden bis maximal 1 Minute betragen.
Nachdem im Bereich des Thorax und des oberen Abdomens das Fell grob entfernt wurde,
erfolgte ein medianer longitudinaler Bauchschnitt bis zum Xiphoid. Nachdem das Xiphoid
mit einer Klemme nach oben fixiert wurde, erfolgten transversale Schnitte entlang dem
Zwerchfell. Der Thorax wurde ertffnet, indem beidseitig die Rippen in der Axillarlinie
durchtrennt und anschlief3end das Zwerchfell von der vorderen Thoraxwand abprapariert
wurde. Darauf lief3 sich die vordere Thoraxhdlfte nach kranial aufklappen. Das Herz wurde
vom vorderen Mediastinum stumpf abprépariert und anschlief3end der Perikardbeutel an der
Herzspitze inzidiert und nach kranial er6ffnet. Die ventral vor den anderen Geféf3en liegende
Aorta ascendens wurde stumpf von den anderen Gefél3en getrennt und dargestellt.
Anschlief3end wurde die Aorta ascendens ca. 5 mm hinter der Aortenwurzel durchtrennt, die
Durchtrennung der Ubrigen Gefal3e erfolgte en bloc mit 1-2 Schnitten. Das entnommene Herz
wurde anschlief3end zur groben Splulung nacheinander in zwei Gefél3e mit BDM-haltiger
Dissektionslosung dberfihrt und anschlielfend zur Perfusion in die ebenfalls mit
Dissektionslosung gefiillte Préparierschale transferiert.
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2.1.3.2 Perfusion des Herzens

Die Perfusion des Herzens nach der Prgparation erfolgte mit in einem Vorratsgefald vor-
oxygenierter BDM-haltiger Experimentierlésung (0,25 mM Ca&*) bei Zimmertemperatur.
Dazu wurde das Herz in der Préparierschale tber eine in die Aorta gesteckte Kanule, deren
Aulendurchmesser in etwa der Groéf3e der Aorta entspricht, retrograd ca. 3-5 Minuten perfun-

diert, bis alles Blut aus den Koronarien und den Ventrikeln gespuilt war.

2.1.3.3 Préparation und Auswahl der Trabekel

Die nachfolgenden Praparationsschritte wurden mithilfe eines Stereomikroskops der Fa. Carl
Zeiss bel 2- bis 8-facher VergrolRerung durchgefihrt. Aufgrund der geringen Grole der ana-
tomischen Strukturen des Kaninchenherzens wurden Feinpinzetten und Mikrochirurgie-
scheren aus der Augenheilkunde der Fa. Aesculap, Tuttlingen verwendet.

Nach der Perfusion wurde der rechte Ventrikel mit einem Schnitt vom Truncus pulmonalis am
Septum entlang bis zur Herzspitze erdffnet, anschlieffend wurde die basale Seite des
Ventrikels durch Umschneidung der Aorta in der Ventilebene vom Septum aus in Richtung
der Trikuspidalklappe mobilisiert. Nach Durchtrennung der Chordae tendineae lief3en sich
nun Vorder- und Seitenwand des rechten Ventrikels nach lateral aufklappen.

Fur die Experimente wurden wandstandige Trabekel oder kleine Papillarmuskeln aus dem
rechten Ventrikel mit einer Lange zwischen 2 und 8 mm, im Mittel 3,63+0,31 mm (n = 16)
bei den isometrischen und 2,59+0,27 mm (n = 20) bei den isotonischen V ersuchen verwendet.
Der Querdurchmesser betrug zwischen 200 und 800 um, im Mittel 0,49+0,03 x 0,48+0,04
mm (n = 16) bei den isometrischen Versuchen und 0,39+£0,04 x 0,38+0,04 mm (n = 20) bei
den isotonischen Versuchen. Die Vermessung erfolgte in der Préparierschale im ungedehnten
Zustand mittels einer normierten Skala in der Optik des Binokulars. Es hat sich gezeigt, dass
bei Muskelstreifen, die deutlich dicker als die oben verwendeten waren, wahrend des 6
Stunden andauernden Versuchsablaufes haufiger Muskelschdden durch Hypoxie auftreten
(Janssen et al. 1998). Aus diesem Grund wurden auch routinemal3ig keine Trabekel oder
Papillarmuskel aus dem linken Ventrikel gewonnen, da diese in der Regel deutlich dicker als
die rechtsventrikul&ren sind.

Bei den nun folgenden Praparationsschritten musste genauestens darauf geachtet werden, die
gewahlten Trabekel weder zu beriihren noch sie zu dehnen, da schon geringste Verletzungen
der Trabekel die Préparate unbrauchbar machen kdnnen. Dies aul3ert sich dann darin, dass der
Muskelstreifen nach Stimulationsbeginn nicht bzw. nur unzureichend schlégt, oder dass er

wéhrend des Ablaufs des Experiments in Kontraktur geht und somit verworfen werden muss.
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Die Préparation der Trabekel erfolgte so, dass an beiden Enden noch ein Block aus Ventrikel-
wand ubrig blieb, um Schadigungen des kontrahierenden Teils der Trabekel durch das
Eingpannen in die Anlage zu verhindern (ter Keurs et a. 1980). Die Anzahl der gewonnenen
Trabekel war stark von den morphologischen Gegebenheiten des Herzens (Beschaffenheit der
Trabekelstruktur, ausreichendes Vorhandensein von diinnen Papillarmuskeln) abhangig, sie

schwankte zwischen null und etwa funf brauchbaren Praparaten.
2.2 Versuchsapparaturen

2.2.1 Geschlossene Anlage fur isometrische Kontraktionen

Es soll hier im Folgenden zunéchst die Langzeitkulturanlage fur die Kultur von Herzmuskel-
streifen unter isometrischen Bedingungen beschrieben werden, da sie als Basis fur die Ent-
wicklung des isometrischen Versuchsaufbaus diente und von ihr viele grundlegende Teile
(z.B. Stimulator, Kraftmesser, LabView®-Applikation) tibernommen werden. AuRerdem soll
sie weiterhin als Plattform dienen, in die zukinfig die entwickelte isotonische Steuerung

integriert werden soll.

2.2.1.1 Langzeitkulturanlage

Fur die Durchfiihrung der Experimente verwendeten wir eine etwas modifizierte geschlossene
ex-vivo-Muskel-Kulturanlage, die in unserer Arbeitsgruppe entwickelt (Janssen et al. 1998,
Janssen et al. 1999b) und erfolgreich verwendet wurde (Lehnart et al. 2000, Janssen et al.
2002), se ist schematisch in Abb. 2-1 dargestellt.

Kernstlick bilden 4 geschlossene Kulturkammern. In diesen befinden sich zum Einspannen
der Trabekel jewells auf der einen Seite ein Haken aus rostfreiem Stahl, auf der anderen Seite
eine nach oben gebogene Drahtschlinge aus Titan-Iridium-Draht, sie dient quasi als
»Korbchen* fur den Gewebsblock am einen Ende der Trabekel. Der Haken ist mit einer
verschlossenen Kantle verbunden, die aus der Kammer herausfuhrt. Am Ende dieser Ver-
langerung befindet sich eine Mikrometerschraube, die es erlaubt, die Position des Hakens
exakt und reproduzierbar zu verandern. Das Drahtkdrbchen ist Gber eine geknickte Kanile mit
einem Kraftaufnehmer verbunden (Modell KG4, Fa. Scientific-Instruments, Heidelberg).
Dieser eignet sich besonders flr diese Art von Experimenten, denn er ermoglicht es, Kréfte
im Bereich von wenigen mN zu messen. Trotz dieser hohen Messempfindlichkeit ist er

gegentiber mechanischen Manipulationen (z.B. beim Einspannen des Muskels) &uf3erst robust.
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Abbildung 2-1: Schematischer Aufbau der Langzeitkulturanlage (modifiziert nach Janssen et al. 1998).
Zur Vereinfachung ist hier nur eine Muskelkulturkammer eingezeichnet. Die fur die Versuche benutzte
Anlage bestand aus 4 in Reihe betriebenen Kulturkammern, d.h., der Gasausstrom der einen Kammer war
mit dem Gaseinstrom der néchsten Kammer verbunden, die Kraftmessung und Temperierung erfolgte fiir
jede Kammer getrennt.

Rechts oben eingefiigt: vergroRerte Draufsicht einer Muskekulturkammer ohne Deckd. Kr.-A.: Kraft-
aufnehmer, M.-S.: Mikroschraube

Die Offnungen in der Kammer fir die Kantilen mit Haken und Kdrbchen wurden vor Beginn
des Versuches mit niedrigviskoser Silikonmasse (Fa. Bayer, Leverkusen) abgedichtet.

Im Inneren der Kammern befindet sich ein Tefloneinsatz mit einem ausgefrasten Organbad,
das mit ca. 3 ml Kulturmedium gefillt wird, so dass der eingespannte Muskel vollsténdig mit
Flissigkeit bedeckt ist. Im Sockel der Anlage befindet sich ein motorgetriebener Magnet-
rahrer, durch den das Medium kontinuierlich mithilfe eines ca. 0,5 cm langen Magnetrihr-
stabes gerthrt werden kann, ohne die Kammer 6ffnen zu missen.

Nach oben hin wird die Kammer durch einen Metalldeckel mit einem glasernen Sichtfenster
verschlossen, der auf die Kammer geschraubt wird. In ihm befindet sich eine verschlief3bare
Einflll6ffnung, durch die wahrend des Versuches das Medium eingeflillt oder ausgetauscht
werden kann. Der Sockel mit dem Organbad sowie der Deckel konnen mithilfe von drei
Piezo-Heizelementen auf 37° C geheizt werden, um das Kulturmedium auf physiologischer
Temperatur zu halten.

Bei dieser Anlage wird anders als bei @hnlichen typischerweise verwendeten offenen
Versuchsanlagen (Zeitz 2001, Janssen et al. 1999a) auf eine Zirkulation des Mediums
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verzichtet, da sich dies in einem geschlossenen System nicht zufriedenstellend verwirklichen
lasst. Stattdessen zirkuliert befeuchtetes Carbogengas aus einem Vorratsbehdltnis durch in
Reihe verbundene Kammern (s. Abb. 2-1). Es stromt, angetrieben von einer Walzenpumpe,
durch Tygon®-Schlauche (Fa. Masterflex, Gelsenkirchen) tiber zwei Offnungen im Deckel in
die bzw. aus der Kammer. Am Ende der Reihe befindet sich ein im Nebenschluss angeschlos-
senes Behdltnis mit Wasser, das zur Luftbefeuchtung sowie zum Druckausgleich dient.

Die Stimulation erfolgt End-zu-End mit bipolarer Stimulation, d.h., die eine Elektrode ist am
Haken, die andere am Korbchen befestigt, die Stimulation erfolgt somit durch den Muskel
hindurch. Zur Erzeugung der Impulse wird ein Stimulator der Fa. Scientific-l1nstruments,
Heidelberg verwendet. Er erzeugt mit einer vorgegebenen Frequenz ein extern ableitbares
Triggersignal, das zugleich als Trigger fur die Datenaufzeichnung dient. Mit kurzer vorgege-
bener Verzégerung erzeugt er dann an bis zu 4 Ausgangen jeweils einen elektrischen I mpuls,
wobel die Parameter (Spannung, Impulslange) wiederum frei wéhlbar sind. In unserem Fall
betrug die Impulslange 3 ms und die Stimulationsspannung zwischen 1 und 4,5V (s. Kap.
2.3.2).

2.2.1.2 Kraftmessung und Datenaufzeichnung

Der Kraftaufnehmer liefert Uber das dazugehtrige Steuergerdt am Ausgang ein Gleich-
gpannungssignal, welches sich proportional zur gemessenen Kraft verhdlt. Bei der hier
gewahlten Einstellung entspricht 0,1 Volt Spannungsanderung einer Kraft von 1 mN. Dieser
Wert muss durch regelmaliige Kalibrierungen nach jedem Neuaufbau der Anlage mit defi-
nierten Gewichten, die an den Kraftaufnehmer gehangt werden, Gberpruft werden.

Das Spannungssignal wird mit einer in einen handelstblichen PC (Fa. Apple, Feldkirchen)
eingebauten Analog-Digital-Wandlerkarte (Modell PCI-1200 der Fa. National Instruments,
Miinchen) aufgezeichnet. Sie ist in der Lage, bei einem Messbereich von + 5V 10° Samples,
d.h. Spannungsanderungen pro Sekunde, aufzuzeichnen.

Die Datenerfassung erfolgte mit einer in unserer Arbeitsgruppe entwickelten Applikation, die
unter der Softwareumgebung LabView® der Fa. National Instruments lauft. Bei LabView®
handelt es sich um eine graphische Programmieroberflache, die besonders fir die Ent-
wicklung und die Ausfihrung von Programmen zur Steuerung und Datenerfassung geeignet
ist. In Verbindung mit der A/D-Wandlerkarte ermoglicht es die verwendete LabView® -
Anwendung, Kraftsignale aufzuzeichnen, zu speichern sowie Uber mehrere Kontraktionen

gemittelte Kraftsignale auszugeben. Die gemessene Kraft wird automatisch durch die
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Querschnittsflache — errechnet aus Hohe und Breite des Muskels — geteilt, so dass man den
korrigierten Kraftwert als mN/mn? Querschnittsflache erhélt.

Weiterhin ist es moglich, nach der Versuchsdurchfiihrung physiologische Parameter wie Zeit-
punkt der maximalen Kontraktion, Zeit bis zur 50%igen Relaxation und andere automatisch
Zu berechnen und in exportierbarer Form auszugeben. Der genauere Aufbau dieses Pro-
gramms ist von Zeitz 2001 detailliert beschrieben worden.

Fur die geschlossene isometrische Anlage wurde ein modifiziertes Programm benutzt, das in
der Lage war, vier Kandle gleichzeitig aufzuzeichnen. Erfasst wurden von jeder Kontraktion
der maximale und der minimale Kraftwert (letzterer entspricht der diastolischen Spannung, im
Folgenden Fgi5). Die Differenz aus der maximalen Kraft und der diastolischen Kraft entspricht
der systolischen oder entwickelten Kraft, im Folgenden Fge,. Alle 30 Minuten bzw. nach
manueller Ausldsung wurde eine komplette Kontraktion aufgezeichnet, d.h. 900 Messwerte
Uber 900 ms nach dem vom Stimulator erzeugten Triggerimpuls. Um Storimpulse, z.B.
Druckschwankungen durch die Gaszirkulation oder durch den Magnetrihrer im Medium zu
verringern, zeichnete das Programm eine gemittelte Kontraktion aus den letzten 5

Kontraktionen auf.
2.2.2 Offene Anlage flr isotonische Kontraktionen

2.2.2.1 Kulturanlage
Die Grundlage der Anlage bildet die oben bereits erwéhnte und bei Zeitz 2001 beschriebene

offene Anlage zur Kraftmessung an Herzmuskeltrabekeln. Kraftmessung und Datenaufzeich-
nung funktionieren genau wie in der geschlossenen Anlage. Anders als bei dieser Anlage,
kommt hier zirkulierendes Medium zum Einsatz (Abb. 2-2). Es befindet sich in einem
beheizten, ca. 100 ml fassenden Vorratsgefad, in dem es mit Carbogengas Uber eine
Mikrofilterkerze (Fa. Schott) begast wird. Das Medium flief3t dann angetrieben von einer
Walzenpumpe durch einen Gegenstrom-Warmetauscher, in dem es nochmals auf 37° C
erwarmt wird, in ein ca. 1,5 ml fassendes, oben offenes Organbad. Anschlief3end wird es Uber
eine gebogene Kanile von der Oberflache des Organbades abgesaugt und durch einen
weliteren Schlauch wieder zuriick in das Vorratsgefald gepumpt. Die Fordergeschwindigkeit
betrégt in Zuflussrichtung etwa 10 mi/min. Die Pumpe fordert im Ruckflusstrakt etwa 20
mil/min. Diese doppelte Forderleistung dient dazu, sicherzustellen, dass selbst bel

Schwankungen im Zu- oder Ablauf das Organbad nie Uberlduft. Um Verdunstungen, die
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Abbildung 2-2: Aufbau der offenen isotonischen Kulturanlage. Man beachte den grof3ervolumigen Riick-
lauf des Kulturmediums. Dies bewirkt eine grofRere Rick- als Hinférdermenge. Damit ist gewahrleistet,
dass geringe Schwankungen in der Rickférderleistung (z. B. durch Verstopfung) nicht sofort zu einem
Uberlaufen des Organbades fiihren.

durch die lebhaft sprudelnde Begasung gefordert werden, zu vermeiden, wurde das Vorrats-
gefald moglichst luftdicht mit Parafilm verschlossen.

Die Stimulation erfolgt hier nicht End-zu-End durch den Muskel, sondern als bipolare
Feldstimulation Uber zwel parallel zur Trabekel im Organbad liegende Platinelektroden. Die
Stimulationsspannung liegt hier in der Regel etwas hoher als bei der End-zu-End-Stimulation,
etwazwischen 3,5und 4,5V.

Die Fixierung der Préparate im Organbad ist nahezu identisch mit dem fir die geschlossene
Anlage beschriebenen Verfahren. Im Unterschied zur isometrischen Anlage ist die Kanuile mit
dem Haken nicht mit einer Mikrometerschraube, sondern mit einem Linearmotor der Fa
Scientific-Instruments verbunden (s. Abb. 2-2). Dieser Motor kann einerseits den Haken im
Ruhezustand fest in einer Position fixieren, in Verbindung mit dem dazugehétrigen ange-
schlossenen Steuergeré kann der Haken jedoch auch aufRerst schnell tber eine Lange von
etwa 2 cm horizontal bewegt werden. Die maximale Langenanderungsfrequenz des Motors
betrégt etwa 1,5 kHz.
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2.2.2.2 Steuerung der Verklrzung

Die genaue Motorposition kann dem Steuergerét tUber ein analoges Spannungssignal vorge-
geben werden. Es verhdlt sich tber einen Bereich von £ 8 V Gleichspannung proportional zur
Position des Motors, wobei eine Verringerung der Spannung eine Bewegung des Motors in
Richtung des Kraftaufnehmers - also eine Muskelverkirzung - bedeutet. Die Steuerung
erfolgte aus Performancegriinden auf einem eigenen Rechner mithilfe eines selbst geschrie-
benen LabView® -Programmes. Die hier eingesetzte Wandlerkarte (Modell PCI-MIO 16E,
Fa. National Instruments, Miinchen) ist in der Lage, 5x10° Samples pro Sekunde (Eingang
und Ausgang zusammengenommen) zu verarbeiten.

Das Steuerungsprogramm, das in einer Endlosschleife (3000 Durchléufe/s) immer wieder
durchlaufen wird, benutzt als zentralen Steueralgorithmus einen sog. PID-Regler. Es erhalt
vom Benutzer einen Kraftsollwert Fs vorgegeben, welcher der zu haltenden diastolischen
Spannung entspricht. Weiterhin erhé@lt das Programm kontinuierlich von der Wandlerkarte den
aktuellen Kraftwert in Form eines Spannungssignals U;.

Das Programm errechnet nun drei Komponenten: einen proportionalen Anteil (P), einen
integralen Anteil (1), sowie einen differentialen Antell (D). Der P-Antell errechnet sich
einfach aus der Differenz von U; und Fs. Der I-Anteil ist das Integral unter der Kraftdifferenz-
Zeit-Kurve von U; - Fs Uber den Zeitraum At (entspricht einer vorgegebenen Anzahl von
Programmdurchlaufen). Im Idealfall sollte das Integral gegen null gehen, d. h., die gemessene
Kraft entspricht immer dem Referenzwert (damit ist Fge, = 0). Der D-Antell ist die Steigung
der Kraft-Zeit-Kurve von U; Uber den Zeitraum At. Im Idealfall sollte auch dieser Wert gleich
null sein, dadie Kraft immer konstant sein soll. Aus diesen drei Faktoren errechnet sich nach
der Formel K = aP + bl + cD der Korrekturwert K (Bottle et al. 1985). Ein K > 0 bedeutet,
dass die Spannung des Muskels in diesem Moment zu hoch ist, der Motor also den Muskel
verkirzen muss. Entsprechend bedeutet ein K < 0 eine unzureichende Spannung, der Motor
muss den Muskel dehnen. Die Parameter a, b und ¢ sind vorgegebene Faktoren, die die
Wichtung der drei Steueralgorithmen regeln. Empirisch wurden Wichtungsfaktoren vona= 1,
b = 0,001 und c = 0,5 ermittelt. Problematisch ist insbesondere eine hohe Gewichtung des |-
Anteils, da das Integral Uber einen langeren Zeitraum analysiert wird und plétzliche starke
Ausschldge des Kraftsignals bei zu hohem c Uber viele Kontraktionen eine Verschiebung des
Ausgangssignals in eine Richtung verursachen.

Als weiteren Parameter benttigt das Programm die Vorgabe der sog. Korrekturschrittgrofe s.

Wenn nun K > 0 ist, so zieht das Programm vom momentanen Wert der Ausgangsspannung
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(Uy), der as Variable in jeder Programmschleife mitlauft, den Wert s ab, falls K < 0, addiert
es s hinzu und gibt anschlief3end den neuen Spannungswert als U, an das Motorsteuergerét
aus.

Die richtige Wahl von s ist sehr wichtig fir eine optimale Steuerung. Wird s zu grol3 gewahlt,
ist der Motor zwar schneller, er bewegt sich aber in grofderen und damit auch ruckhafteren
Schritten, was eine unruhigere Kraftkurve und ein z. T. deutlich strkeres Rauschen des Kraft-
signals erzeugt. Wird s zu klein gewahlt, so ist das Kraftsignal zwar in der Regel ruhiger und
rauschfreier, der Motor bewegt sich dann allerdings zu langsam, was zu einer sichtbaren
Kraftentwicklung Fge, fuhrt. Es ist jedes Mal schwierig, s fir den entsprechenden Versuch

optimal zu wahlen.

2.2.2.3 Verkiurzungsmessung und Datenaufzeichnung

Die computergesteuerte Datenaufzeichnung erfolgte wiederum mithilfe der oben beschrie-
benen Wandlerkarte, sowie einer LabView® -Applikation. Hier konnen parallel zwei Kanéle
gemessen werden und jeweils in Echtzeit der Zeitverlauf der diastolischen und der ent-
wickelten Kraft (Fga und Fge,), vollsténdige aktuelle bzw. Uber die letzten Kontraktionen
gemittelte Kontraktions-Zeit-Kurven, sowie grundlegende errechnete Kontraktionsparameter
(z.B. der Zeitpunkt der maximalen Kraftentwicklung) gleichzeitig dargestellt und erfasst
werden. Dieses eigentlich nur fir die Kraftaufzeichnung entwickelte Programm l&sst sich
ohne grolRere Modifikationen auch zur Simultanmessung von Kraft und Verkirzung ver-
wenden.

Die Verkirzung wird Uber die aktuelle Motorposition bestimmt. Diese wird vom Steuergerét
tiber eine analoge Spannung ausgegeben. Dabei entspricht eine Anderung der Spannung um 1
V einer Langendnderung von 500 pm, Spannungszunahme bedeutet eine Verkirzung des
Muskels.

Wahrend auf dem Kraftkanal die aktuelle Kraft nach automatischer Umrechnung als
Kraft/mm? Querschnittsflache der Trabekel erfasst wird, wird auf dem Verkirzungskanal die
reine Eingangsspannung registriert. Diese kann anschlief3end in die Position des Motors
umgerechnet werden. Die Differenz zwischen maximaler und minimaler Position entspricht
der absoluten Verkirzung des Muskels. Da ein langer Muskel absolut viel stérker verkirzt als
ein kurzer Muskel, erfolgt die Angabe der Verkiirzung im Folgenden als sog. Verkirzungs-
fraktion (VF), d.h. absolute Verkirzung dividiert durch diastolische Ausgangslange der
Trabekel, angegeben in Prozent.
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Neben der VF wurden in unserem Fall noch die diastolische Lange (Lga), die Zeit bis zur
maximalen Verkurzung (TTP = time to peak) sowie die Zeit bis zu 50% Relaxation (RT50 =
relaxation time to 50%) erfasst.

Die genaue Verschaltung von Mess-, Steuerungsrechner und Motoreinheit ist noch einmal

zusammenfassend in Abb. 2-3 dargestellt.

Steuerungsrechner Messrechner

A
‘ .
,position in“ »position out* ,,force out*
,control and ® ® ® ,Force Transducer®-
Feedback“-Einheit Einheit

«—
I:'x_IMUSkd Kraftaufnehmer

Servomotor

Abbildung 2-3: Schema der Verschaltung von Steuerungs- und Messrechner mit den vorhandenen Steuer-
und Messeinheiten. Die direkte Weitergabe von U, vom Ausgang des Steuerungsrechners zum Eingang ist
innerhalb des Steuerungsalgorithmus realisert und hier nur zur Verdeutlichung des Prinzips als
physikalische Verbindung skizziert.

2.3 Versuchsdurchfihrung

2.3.1 Versuchsprotokoll isotonische Versuche

Vor dem Einspannen des Muskels wurde die Anlage mit 110 ml Experimentierlésung gefullt,
die begast und vorgewarmt durch die Anlage zirkulierte. Die Ca®*-Konzentration betrug hier
0,5 mM. Die wie in Abschnitt 2.1.3.3 beschrieben gewonnenen Trabekel bzw. Papillar-
muskeln wurden in die Versuchskammer Uberfihrt. Dies geschah bertihrungslos mittels einer
grof3lumigen Pipette, in die der Muskelstreifen zusammen mit etwas Dissektionslésung einge-

sogen wurde. Anschlief3end wurde der Muskel unter dem Stereomikroskop mittels zweier
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Feinpinzetten in die Anlage eingespannt. Dazu wurde der Gewebsblock bzw. der Sehnen-
fadenrest am einen Ende des Muskels von hinten durch das etwas aufgedehnte Drahtkdrbchen
gezogen und auf den Haken aufgespiefdt, wobei der Durchtrittspunkt des Hakens moglichst
weit von der eigentlichen Trabekel entfernt sein soll. Anschlief3end wurde das Drahtkérbchen
wieder vorsichtig zusammengebogen. Bei diesen Schritten gilt analog, die bereits bei der
Praparation erwahnten Vorsichtsmal3nahmen zu beachten, insbesondere darf der Muskel nicht
zu stark gedehnt werden und das Korbchen muss weit genug sein, um die Trabekel nicht zu
guetschen. Der Abstand zwischen Haken und Koérbchen wurde so eingestellt, dass der Muskel
frel und ungedehnt hangt, d.h. der Muskelblock dem Korbchen nicht direkt anliegt. Da beim
Transfer der Trabekel immer auch etwas BDM-haltige Dissektionslosung mit in das Organbad
gelangt, wurden nach Wiederbeginn der Zirkulation die ersten 10 ml aus dem Rucklauf
verworfen.

Nachdem der Muskel in der Anlage vermessen und die Dimensionen in das Messprogramm
eingegeben wurden, welches dann automatisch die Kraft pro Querschnittsflache errechnet,
wurde Uber einen Zeitraum von etwa 10 Minuten die Calciumkonzentration durch Hinzuftigen
von CaCl, in 0,25 mM-Schritten auf 1,75 mM Ca* erhoht. Hierbei war darauf zu achten, dass
der Muskel nicht in Kontraktur geriet, was bel vorhandenen Membranschadigungen wéhrend
der Ca?*-Erhdhung vorkommen kann. In diesem Fall muss der Muskel sofort stimuliert und
im weiteren Verlauf kritisch beobachtet werden. Bei einigen Préparaten kam es dann allméah-
lich zu einer Normalisierung der Kontraktionsparameter, andere Prgparate mussten schliefdlich
verworfen werden.

Bei unkomplizierter Calciumkonzentrationserhdhung wurde bei einer Calciumkonzentration
von 1,0 mM die Stimulation aktiviert und die Stimulationsspannung auf einen Wert von etwa
30% Uber der Reizschwelle geregelt. Anschlief3end wurde das Préparat leicht vorgedehnt,
sodass die Muskelblocke an Haken und Korbchen anlagen und eine minimale systolische
Kraftentwicklung nachweisbar war. Falls bel einzelnen Pr8paraten keine oder nur geringe
Kontraktionen messbar waren, wurden sie noch etwas weiter auf etwa 0,5 mN/mm? Fy,
gedehnt. Sollte es dann wéhrend der néchsten 10 Minuten auch unter Erhthung der
Stimulationsspannung zu keiner stabilen Kontraktion der Trabekel gekommen sein, so musste
der Muskelstreifen verworfen werden.

Sobald bei schlagenden Préparaten eine minimale Kraftentwicklung sichtbar war, wurde das
Steuerprogramm fur die Motorsteuerung gestartet und der Muskel kontrahierte von hier an
isoton. Nun wurde die Trabekel Gber etwa 15-20 Minuten schrittweise durch Erh6hung des

Kraftsollwertes Fs auf einen diastolischen Wert von etwa 4,7 mN/mm? vorgedehnt. Hierbei
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wurde auch die Korrekturschrittgrofle s nachreguliert (s. Kap. 2.2.2.2). Besonders bei langen
Muskeln musste sie z. T. deutlich erhoht werden, damit der Motor die starke absolute
Verkirzung schnell genug ausgleichen konnte.

Sobald sich der Muskel auf der endgultigen Dehnungsstufe stabilisiert hatte, wurde die
Experimentierlosung aus dem Vorratsgefdd abgesaugt und sofort durch M199 ersetzt.
Anschliel3end erfolgte eine kurze funfminitige Stabilisierungsphase.

Sobald der Muskel nun stabil kontrahierte, d. h. eine gleichbleibende diastolische Lange L ga
und Verkirzungsfraktion VF hatte, wurde die Datenaufzeichnung gestartet. Gleichzeitig
wurde die Lange des Muskels im gedehnten Zustand mithilfe des Stereomikroskops bestimmit.
Dies war notwendig, da sich die Positionsausgabe des Motors, die aufgezeichnet wurde, nicht
auf Null eichen lasst. Somit konnten wahrend des Versuches nur Positionsdnderungen
bestimmt werden, die auf die optisch gemessene Ausgangslénge bezogen werden mussten.
Nach 6 Stunden wurde der Versuch beendet. Préparate, die nach Ablauf der Versuchsdauer
deutlich schlugen und eine normale Verkirzung zeigten (keine Nachkontraktionen, keine
Oszillationen in der Diastole, keine Arrhythmien, keine Extrakontraktionen), wurden in die
Auswertung Ubernommen. Zuerst wurde die Stimulation und anschlief3end die Steuerung
abgeschaltet.

Nun wurden die Prgparate aus der Anlage entnommen und eingefroren. Dazu wurde das in der
Kammer vorhandene Medium durch BDM-haltige Losung ersetzt. Da fur die molekularbio-
logische Untersuchung nur die Teile der Trabekel interessant sind, die frei in der Kammer
geschlagen haben bzw. gedehnt waren, mussten die beidseitigen Muskelblocke abgetrennt
werden. Dies geschah in-situ unter mikroskopischer Kontrolle im Organbad. Anschlief3end
wurden die Trabekel sofort in ein kleines Kunststoffgefal3 tberfihrt und in fltissigem Stick-
stoff tiefgefroren. Bei Proben, die fir die RNA-Analyse vorgesehen waren, enthielt das Gefald
zusatzlich RNAse-inhibierenden Puffer (RNAlater®, Fa. Qiagen, Hilden). Bis zur molekular-
biologischen Aufarbeitung wurden die Proben bei —80° C aufbewahrt.

2.3.2 Versuchsprotokoll isometrische Versuche

Vor Beginn des Versuches wurden die gedffneten Kammern mit vorgewarmter und vorbe-
gaster BDM-haltiger Dissektionslosung geflillt. Der Aufbau und die Bestlickung der Anlage
erfolgte unter nichtsterilen Bedingungen, da sich im Verlauf der Experimente gezeigt hatte,
dass es wahrend der sechsstiindigen Versuchszeit in der Regel nicht zu relevanten bakteriellen
oder mykotischen Kontaminationen kommt. Aus Sicherheitsgriinden wurde die Anlage jedoch

nach 6 Versuchen zerlegt und autoklaviert. Die wie in Abschnitt 2.1.3.3 beschrieben gewon-
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nenen Trabekel bzw. Papillarmuskeln wurden wie in Kap 2.3.1 beschrieben in die Versuchs-
kammer Uberfuhrt. Der Abstand zwischen Haken und Koérbchen wurde wiederum so
eingestellt, dass der Muskel frei und ungedehnt hangt und der Muskelblock dem Korbchen
nicht direkt anliegt. Dieser Zustand wird im Folgenden als ,,ungedehnt” bezeichnet.
Anschlief3end wurden die Kammern verschlossen, die Rihrer aktiviert, das Gasreservoir mit
Carbogen geflillt und die Gaszirkulation eingeschaltet. Nun wurde die Dissektionsldsung
gegen BDM-freie Krebs-Henseleit-L 8sung ausgetauscht und die Ca’*-Konzentration von 0,25
mM in der Dissektionslosung auf 1,75 mM erhoht. Dies geschah Uber einen Zeitraum von
etwa 20 Minuten in mehreren Schritten. Dabei wurde mit einer Kanule durch die Einfull-
offnung jeweils so viel Losung abgesogen, dass der Muskel gerade noch vollstandig mit
Flissigkeit bedeckt war und anschlief3end durch die gleiche Menge wieder ersetzt. Konkret
benutzten wir Krebs-Henseleit-Losung mit Ca?*-Konzentrationen von 0,5 mM, 1 mM und
1,75 mM Ca&"* (in Form von Calciumchlorid), wobei jeder Schritt zweimal durchgefiihrt
wurde, insgesamt also 6 Losungswechsel.

Die Stimulation wurde direkt nach dem ersten Wechsel auf 0,5 mM Ldsung gestartet, d.h.,
sobald die kardiopleg wirkende BDM-L 6sung ausgetauscht wurde. Ublicherweise betrug die
Stimulationsspannung 2 - 4 V. Sobald eine Kontraktion in der Kraftaufzeichnung erkennbar
war, wurde die Spannung (nach Janssen et al. 1998) so eingestellt, dass sie etwa 30% Uber der
Stimulationsschwelle lag. Die Stimulation erfolgte mit einer Frequenz von 1 Hz.

Funf Minuten nach Abschluss der Ca’*-Konzentrationserhthung und einer anschlielenden
Nachflllung des Carbogenreservoirs erfolgte, ebenfalls in zwei Schritten, ein Wechsel auf
ebenfalls vorbegastes und vorgewarmtes Medium M199 (s. Kap 2.1.2.3). Anschlief3end
erhielten die Muskeln — alle im ungedehnten Zustand — eine Stunde Zeit, um sich zu stabili-
sieren und zu &quilibrieren.

Nach der Stabilisierungsphase wurden Préparate ausgewahlt, die gedehnt werden sollten. Dies
geschah nach dem Zufallsprinzip, mit der Einschrénkung, dass versucht wurde, eine gleiche
Anzahl gedehnter und ungedehnter Praparate zu erhalten. Auch wurde mdglichst darauf
geachtet, dass morphologisch ahnliche Préparate (im Bezug auf Lange und Durchmesser)
paarweise beiden Gruppen zugeordnet wurden.

Die fur die Dehnung vorgesehenen Prdparate wurden Uber einen Zeitraum von ca. 30-45
Minuten auf etwa 95% der maximalen Sarkomerldnge (Lmax) gedehnt (s. Kap. 4.1.2). Dies
erfolgte in einzelnen kleinen Schritten, danach erhielt der Muskel jeweils Zeit, sich zu
stabilisieren. Erst danach war es mdglich, den durch die Dehnung erzeugten sofortigen

(Frank-Starling-Mechanismus) und den verzogerten Kraftanstieg (sog. Anrep-Effekt, Nichols
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et al. 1988) zu beurteilen, um das Erreichen von L.ax — gekennzeichnet durch ausbleibenden
systolischen Kraftanstieg in Verbindung mit deutlich erhdhtem diastolischen Spannungs-
anstieg — zu erkennen. Nach Abschluss der Dehnung wurde die Datenerfassung aktiviert.
Sechs Stunden nach Beginn der Datenaufzeichnung wurde der Versuch beendet. Davor wurde
eine visuelle Beurteillung der evtl. noch vorhandenen Kontraktionen sowie der Morphologie
der Préparate (bes. im Hinblick auf mdgliche Hyperkontrakturen) vorgenommen. Pr8parate,
die hier Zeichen einer Schédigung oder Hyperkontraktur aufwiesen, wurden verworfen.
Ebenso wurden gedehnte Proben, deren entwickelte Kraft Fge, um mehr als 50% gegentiber
dem Versuchsbeginn abgefallen war, verworfen.

Zuerst wurden die Kammern eréffnet. Dann wurde das in der Kammer vorhandene Medium
durch BDM-haltige L6sung ersetzt. Dies fuhrte rasch zum Erliegen der Kontraktionen.
Anschliel3end wurden die Prgparate wie im vorherigen Kapitel beschrieben geborgen und in

flissigem Stickstoff tiefgefroren.

2.4 SERCAZ2a-RNA-Analyse mittels NASBA-Reaktion

2.4.1 Prinzip der NASBA-Reaktion
Die Analyse der Muskelstreifen erfolgte mithilfe der NASBA-Methode (Abkirzung fur engl.

nucleic acid sequence-based amplification). Dabei handelt es sich um ein Verfahren zur
isothermalen RNA-Amplifikation um das bis zu 10'-fache der Ausgangsmenge. Diese
Amplifikation ist RNA-spezifisch und funktioniert auch in Gegenwart von DNA. Dies
ermoglicht eine direkte Analyse von aus Zellen gewonnener RNA, ohne dass Reste von
genomischer DNA vorher aufwendig eliminiert werden mussen. Mit diesem Verfahren ist es
maoglich, die geringe mMRNA-Menge einer Muskeltrabekel von typischerweise etwa 550 ng zu
amplifizieren und semiquantitativ zu untersuchen. Das Verfahren ist von Compton 1991 und
Heim et al. 1998 genauer beschrieben worden. Das Prinzip soll im Folgenden kurz dargestel It
werden.

Die Reaktion besteht aus einer initialen nichtzyklischen und einer anschlief3enden zyklischen
Phase. Beide Phasen laufen zeitgleich in einem Reaktionsgefal? ab. Die Amplifikation erfolgt
bei einer konstanten Temperatur von 41° C, anders als z. B. bei einer PCR, wo nacheinander
mit unterschiedlichen Temperaturen inkubiert werden muss. Das Schema der Reaktion ist in
Abb. 2-4 dargestellt.
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Abbildung 2-4: Prinzip der NASBA-Reaktion, modifiziert nach: RNAmplifier Handbook 2001, S. 7

Fur die Reaktion werden zwel Primer von etwa 20 Basenpaaren Lange bendtigt, die spezifisch
einen Abschnitt der Sequenz der zu untersuchenden mRNA flankieren. Der Primer (P1), der
das 3'-Ende der gesuchten Sequenz (hier 250 Basenpaare lang) flankiert, enthalt zusétzlich
am 5'-Ende als Uberhang die T7-Promotorsequenz aus 31 Nukleotiden (AAT TCT AAT ACG
ACT CAC TAT AGG GAG AAG GQ), er ist also insgesamt 51 Basenpaare lang. Weiterhin
werden fur die Reaktion neben einer ausreichenden Menge Nukleosidtriphosphaten als Sub-
strate drei Enzyme benttigt: T7-RNA-Polymerase (aus dem Bakteriophagen T7), E.coli-
RNase-H, sowie AMV-reverse-Transkriptase.

Vor der ergten, nichtzyklischen Phase erfolgt vor Zugabe der Enzyme eine Inkubation bel 65°
C, um vorhandene RNA-Sekundéarstrukturen aufzubrechen und somit eine optimale Bindung
der Primer zu ermdglichen. Diese Temperatur ist gewéhlt, damit es noch nicht zu einer

Denaturierung von Doppelstrang-DNA (dsDNA) kommt, an die die Primer binden kénnten.
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Die néchsten Schritte erfolgen alle in einem Reaktionsgefald bei 41° C. Zuerst bindet der
Primer P1 am 3'-Ende der Vorlage-RNA. Nach der Primerbindung wird dieser am 3'-Ende
durch die AMV-reverse-Transkriptase verlangert. Es entsteht ein Strang copy-DNA (cDNA)
in Form eines RNA:DNA-Hybrids. Die RNase-H kann nun die RNA aus dem Hybrid l16sen
und verdauen. Entscheidend ist, dass RNase-H nur RNA aus DNA:RNA-Hybriden verdaut
und keine Einzelstrang-RNA (ssRNA), sonst wére es unmoglich, ssRNA als Reaktions-
endprodukt zu erhalten. An die entstandene einzelstréngige cDNA bindet nun am 3’-Ende der
Primer P2. Die reverse Transkriptase synthetisiert anschlief3end einen komplementaren DNA-
Strang. Als Resultat dieser ersten Reaktionen ist eine dsDNA mit der gesuchten Sequenz
entstanden, die zusétzlich die T7-Promotorsequenz enthélt. Das dritte Enzym der Mischung,
die T7-RNA-Polymerase, kann nun beginnend von der fir sie spezifischen Promotorsequenz
aus eine zu der dsDNA komplementéare ssRNA transkribieren, pro Molekil etwa 100 Kopien.

In der zweiten, sog. zyklischen Phase, bindet der Primer P2 zunéchst an jedes der entstan-
denen ssRNA-Molekille und wird von der reversen Transkriptase verlangert. Es entsteht
wieder ein DNA:RNA-Hybrid, aus dem die RNase-H die RNA herauslésen und verdauen
kann. An die entstandene ssDNA kann wieder der Primer P1 binden und die reverse Trans-
kriptase eine dsDNA mit aktiver T7-Promotorsequenz erzeugen. Hiervon kann dann
anschliefend die T7-RNA-Polymerase neue ssRNA-Molekile bilden, die wieder als
Ausgangsprodukt fur die zyklische Phase dienen konnen.

Auf diese Weise ist es maglich, innerhalb von 90 Minuten eine hohe Anzahl Kopien des

gewtnschten RNA-Abschnittes, allerdings als antisense-RNA, zu erhalten.

2.4.2 RNA-Isolation

Die Isolation erfolgte mithilfe eines RNeasy®-Mini-Kits der Fa. Qiagen, Hilden. Das Ver-
fahren wurde entsprechend dem Protokoll durchgefiihrt, das dem Produkt beigefligt ist. Zuerst
wurden die Proben in gefrorenem Zustand homogenisiert. Anschlief3end erfolgte ein Protein-
verdau mit Proteinase K. Das gewonnene Lysat wurde durch eine Sdule mit einer Silikamatrix
zentrifugiert. In dieser Saule wurde die RNA gebunden. Eventuell ebenfalls gebundene DNA
wurde durch zwischenzeitliche Zugabe von DNase auf die Saule verdaut. Nach mehreren
Wasch- und Zentrifugierschritten lief3 sich schlief3lich die gewonnene RNA mit destilliertem
Wasser aus der Séule herauslosen.

Die genaue Bestimmung der gewonnenen RNA-Menge erfolgte durch Extinktionsmessung im
Photometer. Die Ausbeute an RNA pro Muskel schwankte von Prgparation zu Pr8paration, sie
lag im Mittel etwa bei 10 ng/ul Lysat. Diese gewonnene Menge RNA reicht aus, um sowohl
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die Gene fur SERCA, as auch in einer weiteren Reaktion die fur Calsequestrin zu

untersuchen.

2.4.3 RNA-Amplifikation und quantitative Analyse

Die gewonnene RNA wurde mithilfe der oben beschriebenen NASBA-Methode amplifiziert.
Dies geschah mit dem RNampliFire®-Kit der Fa. Qiagen gemald dem im Handbuch ange-
gebenen Protokoll, welches dem von Heim et al. 1998 vorgestellten Protokoll entspricht. Die
fir jede Reaktion eingesetzte Menge an RNA betrug 1 ng.

Die Primer wurden so gewéhlt, dass Amplifikate von 250 Basenpaaren entstehen, die spezi-
fische Ausschnitte der mRNA-Sequenzen von SERCA2a bzw. Calsequestrin sind.

Die direkte quantitative Analyse der RNA-Menge ist mit diesem Verfahren nicht moglich, da
es unmoglich ist, den genauen Amplifikationsfaktor zu bestimmen. Hier hilft eine semi-
guantitative vergleichende Bestimmung mithilfe eines Standards. Hierfir wurden RNA-
Sequenzen synthetisiert, die genau wie die zu untersuchenden RNA-Molekile am 3'- bzw. 5'-
Ende die fur die Primer P1 und P2 spezifischen Bindungssequenzen besitzen, jedoch 100
Basenpaare kirzer sind.

Wenn nun die zu untersuchende RNA zusammen mit einer genau definierten Menge dieses
Standards in einen NASBA-Ansatz kommt, so konkurrieren beide Molekile kompetitiv um
die zur Verfigung stehenden Primer. Je nach Konzentration der eingesetzten RNA-Moleklle
wird entweder die RNA der Probe oder der Standard vermehrt amplifiziert. Durch die unter-
schiedliche Lange der Fragmente lassen sich diese anschlief3end mittels Gelelektrophorese
voneinander unterscheiden.

Jede NASBA-Reaktion wurde in acht parallelen Ansétzen mit unterschiedlichen Standard-
mengen durchgefiihrt. Bei der Untersuchung von SERCA waren das 1x10°, 5x10°8, 1x10°,
5x10’, 1x10’, 5x10° und 1x10° bei der Untersuchung von Calsequestrin 1x10’, 8x10°, 5x10°,
3x10°, 1x10°, 8x10°, 5x10° und 3x10° Molekiile Standard pro Ansatz.

Nach der NASBA-Reaktion wurden die einzelnen Proben mithilfe eines mit Ethidiumbromid
gefarbten 2,5%igen Agarosegels elektrophoretisch getrennt. Durch den Langenunterschied
des Standards ist dieser gut als eigene Bande unter der des zu untersuchenden Gens zu
identifizieren.

Die Intensitét der einzelnen Banden wurde anschlief3end mittels Photoimager bestimmt.
Anschlief3end wurde der Quotient aus den Intensitdten der Bande der Probe und des Standards
gebildet. Durch Auftragung der Logarithmen aller Quotienten gegen die Logarithmen der

Menge an eingesetztem Standard lief3 sich eine Funktionsgerade extrapolieren. Wenn nun der
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Logarithmus des Quotienten gleich null gesetzt wurde (der Quotient also gleich 1 ist), konnte
anhand der ermittelten Funktionsgleichung die Anzahl der in der Probe enthaltenen Moleklle
der Ziel-RNA ermittelt werden.

2.5 Darstellung der Ergebnisse und statistische Auswertung

2.5.1 Physiologische Datenauswertung

Bei den isometrischen Versuchen wurde pro Kanal alle 30 Minuten ein komplettes, aus den
letzten 5 Kontraktionen gemitteltes Kraft-Zeit-Diagramm einer Kontraktion Gber 900 ms
aufgezeichnet. Bei den isotonischen Versuchen erfolgte die Mittelung aus den letzten 20
Kontraktionen. Zusétzlich zum Kraft-Zeit-Diagramm wurde auch ein Langen-Zeit-Diagramm
aufgezeichnet. Innerhalb der ersten Stunde wurde hier zusétzlich ale 15 Minuten eine
gemittelte Kontraktion aufgezeichnet.

Ausgewertet und grafisch dargestellt wurden bei allen gedehnten isometrischen Versuchen die
diastolische Spannung (Fgia) in mN/mm? Muskelquerschnittsflache zu Beginn des Versuches,
sowie Uber die gesamte Versuchslaufzeit die entwickelte Kraft (Fgey), €benfalls in mN/mmz,
sowie die Zeit bis zum Erreichen von Fg, (TTP) und die Zeit von Fg, bis zur 50%igen
Relaxation (RT50), jeweils in Millisekunden. Bei den isometrischen Versuchen wurde Uber
die gesamte Laufzeit Fga, Fgev, die diastolische Lange (Lga) in pm, sowie die Verkirzungs-
fraktion (VF) in Prozent angegeben, ferner TTP und RT50, diesmal jedoch bezogen auf die
Verkirzung.

Die Darstellung erfolgte als Mittelwert aus allen in die Untersuchung einbezogenen
Praparaten, die Schwankungsbreite wurde als Standardmessfehler angegeben. Zur Signifi-
kanzprifung wurde ein gepaarter t-Test benutzt. Falls die Stichproben nicht normal verteilt

waren, kam der Wilcoxon-Vorzeichen-Test zur Anwendung.

2.5.2 Biochemische Datenauswertung

Es hat sich gezeigt, dass es zwischen einzelnen Préparaten in Bezug auf die Grof3enordnung
der gemessenen RNA-Molekil-Anzahl in der NASBA-Reaktion erhebliche Schwankungs-
breiten gibt. Aus diesem Grund wurden bei den isometrischen Versuchen, bei denen gedehnte
und ungedehnte Proben miteinander vergleichbar sein sollten, nur Pr8parate in die Aus
wertung mit einbezogen, bei denen sich aus einem Kaninchen jeweils ein ungedehntes sowie
ein gedehntes Praparat untersuchen lief3en. Wenn fir eine Gruppe innerhalb eines Versuches

mehr als eine Probe gewonnen werden konnte, so wurde der aus allen Werten berechnete
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Mittelwert verwendet. Die Angabe der RNA-Menge erfolgt als Quotient aus SERCA- zu
Calsequestrin-Kopienanzahl. Calsequestrin gilt im Herzmuskel als ,,housekeeping gene®, was
bedeutet, dass es in sehr konstanten Mengen im Gewebe vorkommt und damit eine sinnvolle

BezugsgroRe darstellt. Zur Signifikanzbestimmung wurde der gepaarte t-Test benutzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Entwicklung der isotonischen Kulturanlage, funktionelle

Ergebnisse

3.1.1 Zahl der verwendeten Proben

Insgesamt wurden 20 Trabekel an der isotonischen Anlage kultiviert. Ein Préparat wurde
verworfen, da der Muskel nach 6 h nur noch sehr schwache Kontraktionen mit deutlicher
Relaxationsstorung durchftihrte. Zwei Proben und die dazugehdrigen physiologischen
Messdaten mussten aus technischen Grunden verworfen werden. Somit kamen insgesamt 17
Proben in die physiologische Auswertung. Fur die mRNA-Analyse wurden 9 Proben

verwendet.

3.1.2 Funktion der Steuerung (entwickelte und diastolische Krafte)

Im ldealfall sollte ein isotonisch schlagender Muskel eine konstante diastolische Spannung
(Faia) aufweisen. Weiterhin sollte keine entwickelte Kraft (Fqey) Nnachweisbar sein. Letzteres
liefd sich bei unseren Versuchen anndhernd vollstéandig verwirklichen.

Abb. 3-1 zeigt ein typisches, aus 10 gemessenen Kontraktionen gemitteltes Kraftsignal tber
den Zeitraum von 900 ms nach einer Stimulation. Die Mittelung war erforderlich, da das
Rohsignal einen hohen Rauschgrad aufweist, der es z. T. schwierig macht, die noch vor-
handene Kontraktion sicher zu erkennen. Besonders ausgepragt ist dieses Rauschen in der
diastolischen Phase nach Beendigung der Kontraktion (in Abb. 3-1 ab etwa 300 ms).

Man erkennt in der Abbildung zu Beginn einen minimalen Gipfel von Fye,, gefolgt von einem
kurzen spitzen Abfall der diastolischen Spannung. Dieses Phanomen tritt auf, da die Steuer-
ung offensichtlich eine etwas zu langsame Reaktionszeit hat. Somit kann sie den Beginn der
Kontraktion nicht schnell genug ausgleichen, es kommt zu einer geringen entwickelten Kraft.
Sie lag in den durchgefiihrten Experimenten zwischen 0,3£0,05 mN/mm? (t = 345 min) und
0,5£0,06 mN/mm? (t = 30 min), im Mittel bel 0,4+0,02 mN/mm2. Fremdversuche in einer
identisch aufgebauten Anlage zeigen, dass isometrisch schlagende Muskelprdparate unter
identischen Versuchsbedingungen eine durchschnittliche Kraft von 25,1+2,6 mN/mn? ent-
wickeln (Daten nicht gezeigt). Dies bedeutet, dass es durch die isotonische Steuerung moglich

ist, Feev auf weniger als 2% der isometrisch entwickelten Kraft zu reduzieren.
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Abbildung 3-1: Aufzeichnung des Kraftverlaufes einer Kontraktion in der isotonischen Anlage, gemittelt
Uber 10 Kontraktionen. Die Stimulation erfolgte 20 ms nach dem Triggerimpuls. Das Signal wurde Uber 900
ms aufgezeichnet, in den letzten 100 ms bis zum néchgten Trigger erfolgte die Verarbeitung der Daten
(Mittelung, grafische Darstellung, Errechnung der Kontraktionsparameter).

Ebenso reagiert die Steuerung etwas zu spét auf das Ende der Kontraktion, es kommt somit zu
einem Abfall von Fg,, den die Steuerung aber schnell ausgleicht. Im Folgenden bezieht sich
Faia daher nicht auf diesen kurzen Abfall, sondern auf den Kraftwert in der funktionellen
Diastole des Préparates (in diesem Beispiel beginnend etwa bei 300 ms). Aus Abb. 3-2 wird
ersichtlich, dass es gelungen ist, Fg4a anndhernd konstant zu halten. Der Wert schwankt
zwischen 4,71+£0,06 mN/mm?2 (t = 75 min) und 4,69£0,07 mN/mm? (t = 30 min), die Schwan-
kung um den Sollwert von 4,7 mN/mm? liegt im Rahmen der maximal moglichen Mess-
genauigkeit der Anlage. Dies zeigt, dass die hier entwickelte Steuerung in der Lage ist, Fga

auf einem vorgewahlten Wert konstant zu halten.

3.1.3 Physiologische Parameter

3.1.3.1 Verkirzungs- und Langenparameter

Der wichtigste Parameter zur Beurteilung der Kontraktionsfahigkeit ist fir isotonische

Versuche die Verkurzungsfraktion (VF). Hierunter versteht man die prozentuale Verkirzung
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Abbildung 3-2: Entwickelte (Fg,) und diastolische Kraft (Fgs) in den isotonischen Versuchen ber einen
Zeitraumvon 6 h (n = 17).

des Muskelpréparates, d. h. den Quotienten aus absoluter Verkirzung geteilt durch die
diastolische Ausgangslange vor der Kontraktion multipliziert mit 100. Die Normalisierung
auf die Ausgangslange ist notwendig, da ein langerer Muskel eine grofRere absolute Ver-
kirzung erreicht als ein kiirzerer.

In unseren Versuchen betrégt VF zu Beginn 7,9+£0,7% und fallt, wie aus Abb. 3-3 ersichtlich,
waéahrend der sechsstiindigen V ersuchsdauer auf 5,5+1,0% ab, diesist ein Abfall auf 70% des
Ausgangswertes. Dieser Abfall ist bereits nach 45 min signifikant (p < 0,05; signifikante
Unterschiede zu anderen Zeitpunkten s. Abb. 3-3), das Minimum liegt bel 5,5+0,9% (t = 285
min).

Ein Mal3 fur die diastolische Funktion ist die diastolische Lange (Lga). Kommt es wahrend
des Versuches — z. B. durch eine Membranschadigung — zu einer Kontraktur des Praparates,
so auldert sich dies in einer deutlichen Verkirzung des Muskels, da die diastolische Spannung
konstant gehalten wird.

Bei den vorliegenden Versuchen verhielt sich L, ausgesprochen konstant (Abb. 3-4). Aus-
gehend von der Lange zu Beginn von 2560+267 um steigt Lga nur leicht an, bis auf ein

Maximum von 2679+277 um bei t = 225 min (dies entspricht 104,7% der Ausgangslange).

31



3 Ergebnisse
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Abbildung 3-3: Verkiirzungsfraktion (VF), d. h. prozentuale Verkirzung in Bezug auf die diastolische
Lange, in den isotonischen Versuchen (ber einen Zeitraum von 6 h (n = 17). *: p < 0,05 vs. t = 0 min,

§:p<0,01vs.t=0min, °: p<0,005vs. t=0min, # p< 0,001 vs.t=0min.
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Abbildung 3-4: Diastolische Lange (L4i,) der Préparate in den isotonischen Versuchen Uber einen Zeitraum
von 6h (n=17). *: p<0,05vs. t=0min, § p<0,01vs. t=0min, °: p<0,005vs. t = 0min, #: p< 0,001

vs. t=0min.
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Anschliel3end fallt Ly, wieder leicht ab, auf 2631+260 um nach 6 h. Der relativ grol3e
Standardmessfehler dieser Messreihe deutet nicht auf eine grof3e Streuung der Messdaten hin,
sondern begrtindet sich vielmehr aus der Streuung der unterschiedlichen Ausgangslangen der
Praparate. Zur Verdeutlichung ist in Abb. 3-5 die relative diastolische Lange bezogen auf die

Ausgangslange der Prdparate abgebildet, hier zeigt sich die vergleichsweise kleine Streuung
der Langenanderungen.
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Abbildung 3-5: Prozentuale Verénderung der diastolischen Lange (Lgs) der Préparate in den isotonischen
Versuchen Uber einen Zeitraum von 6 h bezogen auf die jeweilige Ausgangsiange zum Zeitpunkt t = 0 min
(n=17).

3.1.3.2 Zeitparameter der Verklrzung

Als weitere physiologische Parameter wurden die Zeit bis zum Maximum der Kontraktion
(time to peak — TTP), sowie die Zeit vom Maximum der Kontraktion bis zur 50%igen
Relaxation (relaxation time 50% - RT50) erfasst. Der Zeitverlauf dieser Parameter ist aus
Abb. 3-6 ersichtlich.

Die Zeit bis zum Maximum der Verkirzung (TTP) als Mal3 fur die systolische Funktion steigt
Uber die Versuchdauer kontinuierlich an, von 145+2 ms zu Versuchsbeginn bis auf 185+5 ms
nach 6 h (p < 0,001, s. auch Abb. 3-6). Dies entspricht einem Anstieg auf etwa 128%. Dieser
Anstieg ist ab t = 45 min signifikant (p < 0,005).
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Abbildung 3-6: Zeit bis zum Maximum der Kontraktion (TTP) und Zeit bis zur 50%igen Relaxation
(RT50) in den isotonischen Versuchen (bezogen auf die Verkirzungsfraktion) tber einen Zeitraum von
6h(n=17).*: p<0,05vs. t=0min, § p<0,01vs. t=0min, °: p<0,005vs. t=0min, # p < 0,001
vs. t=0min.

Die Zeit bis zur 50%igen Relaxation (RT50) kann als Mal3 fur die Relaxationsgeschwindig-
keit genommen werden. Eine Zunahme kann z. B. durch eine gestorte diastolische Calcium-
elimination verursacht werden. Vom Ausgangswert von 49+2 ms nimmt sie nach einem
anfanglichen geringen Abfall (bei t = 45 min bzw. t = 75 min signifikant, (p < 0,05)) gegen
Ende des Versuches leicht zu, auf schliefdlich 66£6 ms (p < 0,001). Dieser Anstieg uber-
schreitet den Ausgangswert erst nach 255 min und ist ab t = 285 min signifikant (p < 0,05). Er
entspricht einem maximalen Anstieg gegentiber dem Ausgangswert auf 134%.

3.2 Funktionelle Messwerte der isometrisch kultivierten

Herzmuskelstreifen

3.2.1 Zahl der verwendeten Proben

Von den insgesamt durchgefiihrten 25 Experimenten waren nach physiologischer Auswertung
und visueller Beurteillung der Prégparate auf morphologische Verénderungen und Hinweise fur
Schédigungen (s. Kap 2.3.2) noch 17 Experimente verwertbar. Bel diesen konnte jeweils

mindestens ein gedehntes und ein ungedehntes Prgparat gewonnen werden. Davon mussten
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vier weitere Experimente aus der Auswertung genommen werden, da alle gedehnten Proben
einen zu hohen Abfall der entwickelten Kraft zeigten (Uber 50%, siehe Kap. 2.3.2). Somit
mussten auch die dazugehotrigen ungedehnten Prgparate verworfen werden (s. Kap. 2.5.1).
Bei zwei weiteren V ersuchen konnten die Proben aufgrund technischer Probleme nicht weiter
verarbeitet werden. Von den urspriinglich vorgesehenen Experimenten verblieben somit 11,
far die MRNA-Bestimmung wurden die Proben aus 7 Experimenten verwendet.

Ein Muskel, der laut unserer Definition ungedehnt schlégt, hat keine messbare diastolische
Spannung und erzeugt keine messbhare entwickelte Kraft. Das heil3t, dass fur die ungedehnten
Praparate keine physiologischen Messwerte registriert werden konnten. Somit bezieht sich die
gesamte physiologische Auswertung der isometrischen Versuche nur auf die gedehnten
Proben. Fir diese Auswertung wurden die Messwerte aller verwendeten Proben zusammen-
gefasst. Zusammen mit den zwei oben erwdhnten Experimenten, deren Proben aus tech-
nischen Griinden biochemisch nicht analysiert werden konnten, ergaben sich somit fir alle

folgenden Ergebnisse jeweils 13 physiologische M esswerte.
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3.2.2 Physiologische Parameter

3.2.2.1 Diastolische Spannung und entwickelte Kraft

Die diastolische Spannung (Fgis) der gedehnten Proben wurde unmittelbar nach Beendigung
der Vordehnung gemessen. Sie lag bei 3,3+0,4 mN/mm?.

Die entwickelte Kraft (Fgey) der gedehnten Proben wurde tber den gesamten V ersuchsablauf
aufgezeichnet. Dieser Zeitverlauf ist in Abb. 3-7 dargestellt. Fgey Sank von 7,3£1,5 mN/mm?
bei Versuchsbeginn auf 5,6x1,19 mN/mm? nach 6 h ab, dies entspricht einem Abfall auf 76%
der Ausgangskraft. Dieser Abfall ist bereits nach 150 min signifikant (p < 0,05), nach 300 min
ist p < 0,01. Der Haupttell dieses Abfalls fand in den ersten 180 min des Versuches statt (auf
79%), danach sank Fg, nur noch in einem geringen Mal3e bzw. stieg zwischenzeitlich kurz-

zeitig an (t = 270 min).

Fdev [MN/mm?]

0 30 60 9 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Zeit seit Versuchsbeginn [min]

Abbildung 3-7: Entwickelte Kraft (Fg,) in den isometrischen Versuchen Uber einen Zeitraum von 6 h
(n=13). *: p< 0,05vs.t =0 min, 8 p<0,0Lvs. t=0min, °: p< 0,005 vs. t=0min, # p < 0,001 vs.
t=0min.
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3.2.2.2 Zeitparameter der Kraftentwicklung

Als weitere physiologische Parameter wurden die Zeit bis zum Maximum der Kontraktion
(time to peak — TTP), sowie die Zeit vom Maximum der Kontraktion bis zur 50%igen
Relaxation (relaxation time 50% - RT50) erfasst.

Bei den isometrischen Experimenten zeigte sich ein kontinuierlicher Anstieg der TTP von
132+6,8 ms zu Beginn der Versuche auf 152+9,5 ms nach 6 h (s. Abb. 3-8), das ist ein
Anstieg auf 115% des Ausgangswertes. Ab 210 min ist dieser Unterschied signifikant (p <
0,05), ab t =330 min ist p < 0,005.Wie aus Abb. 3-8 ersichtlich, nimmt auch die RT50 Uber
die Versuchsdauer zu, von initial 75+3,6 ms auf 85+4,1 ms nach 6 h. Dieser Anstieg auf
114% des Ausgangswertes verlauft eher ungleichmaldig und ist erst nach 270 min signifikant

gegenuber dem Ausgangswert (p < 0,05).
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Abbildung 3-8: Zeit bis zum Maximum der Kontraktion (TTP) und Zeit bis zur 50%igen Relaxation
(RT50) in den isometrischen Versuchen (ber einen Zeitraum von 6 h (n = 13). *: p < 0,05 vs. t = 0 min,
§:p<0,01vs.t=0min, °: p<0,005vs. t=0min, # p< 0,001 vs.t=0min.
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3.3 Vergleich von isotonischen und isometrischen

Kulturbedingungen

3.3.1 Zusammenfassung und Vergleich der funktionellen Ergebnisse

Es wurde gezeigt, dass es mit der hier entwickelten Steuerung moglich ist, Muskelstreifen
Uber 6 Stunden unter isotonischen Bedingungen in Kultur zu halten. Wéahrend der gesamten
Versuchslaufzeit wurde die diastolische Spannung konstant gehalten. Es gelang, die noch
verbleibende entwickelte Kraft auf maximal 1,9% der Ublicherweise unter isometrischen
Bedingungen entwickelten Kraft zu reduzieren.

Es zeigt sich sowohl bei den isotonisch, als auch bei den isometrisch kultivierten Herzmuskel-
streifen ein signifikanter Abfall der Verkirzungsfraktion bzw. der entwickelten Kraft. Dieser
Abfall ist unter isotonischen Bedingungen etwas hoher (auf 70% des Ausgangswertes vs. auf
76% isometrisch, dieser Unterschied ist nicht signifikant), insgesamt ist das Verhalten aber
vergleichbar. Zu beachten ist in diesem Zusammenhang, dass — bedingt durch technische
Grinde — bei den isotonischen Versuchen eine hohere diastolische Spannung Fga benutzt
wurde (4,7 mN/mm? vs. 3,3 mN/mm? bei den isometrischen Versuchen).

Die Verkirzungsparameter TTP und RT50 nahmen in beiden Versuchsreihen wahrend 6 h zu,
auf 128% (TTP) bzw. 134% (RT50) des Ausgangswertes bei den isotonischen Versuchen.
Dieser Anstieg ist etwas hoher als bei den isometrischen Versuchen (115% bzw. 114% fir
TTP bzw. RT50).

3.3.2 SERCA2a-mRNA-Level in isotonisch bzw. isometrisch kultivierten

Herzmuskelstreifen

In Abb. 3-9 sind die Messwerte fir die mRNA-Menge von SERCAZ2a im Verhdltnis zur
Calsequestrin(CS)-Menge im selben Préparat dargestellt. Der Quotient aus den mRNA-
Leveln von SERCA2a und CS betrégt fur die gedehnten isotonischen Proben 31,3+4,3 (n =
9), fur die gedehnten isometrischen Proben 58,8+11,6 und fur die ungedehnten isometrischen
Proben 28,2+6,2 (jeweils n = 7). Somit ist der SERCA2a-mRNA-Gehalt in den gedehnten
isometrischen Proben gegentiber den ungedehnten um etwa das 1,8-fache, gegeniiber den
isotonischen um etwa das 2,1-fache erhoht. Diese Unterschiede sind signifikant (p < 0,05).
Der Wert der isotonischen Proben liegt etwa auf dem Niveau der ungedehnten isometrischen

Praparate, signifikante Unterschiede bestehen nicht.
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Abbildung 3-9: Vergleich des MRNA-Gehalts von SERCAZ2a in isotonischen Versuchen, verglichen mit
den isometrischen Werten der isometrisch kultivierten gedehnten bzw. ungedehnten Proben, jeweils
normalisert auf den mRNA-Gehalt von Calsequestrin (CS). #: p < 0,05 vs. gedehnt
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4 Diskussion

4.1 Auswahl geeigneter experimenteller Bedingungen zur

Untersuchung

Bei der Planung von Experimenten zur Untersuchung der Genexpression, hier von SERCA2a,
gilt es zunéchst einmal, bestimmte experimentelle Bedingungen im Voraus zu klaren. Zum
Beispiel muss die Frage geklart werden, welcher Versuchsaufbau am geeignetsten fur die
Untersuchung der konkreten Fragestellung ist. Weiterhin muss ein experimentelles Protokoll
gefunden werden, welches die Beantwortung der gestellten Fragen ermdglicht. Fur diese
Arbeit ist konkret die Frage des ausreichenden Mal3es an V ordehnung von Bedeutung, so dass
diese im Folgenden diskutiert werden soll.

Schliefdlich wird noch auf die Kriterien zur Auswahl einer geeigneten biochemischen
Methode zur RNA-Analyse und ihre speziellen Probleme eingegangen. Abschlief3end werden
noch generelle technische Schwierigkeiten und Probleme bei der Prgparation und Hand-
habung von Muskelstreifenpréparaten diskutiert.

4.1.1 Wahl des geeigneten Versuchsaufbaus

Experimente an menschlichem Myokard sind aufgrund der schlechten Verfugbarkeit von
geeignetem Material problematisch und langwierig. Wahrend fur Versuche an insuffizientem
humanem Myokard Proben aus Herzen gewonnen werden kénnen, die im Rahmen von Herz-
transplantationen explantiert wurden, ist die Gewinnung von gesundem humanem Myokard
nur moglich, wenn Herzen, die zur Organtransplantation entnommen wurden, aus technischen
Grinden nicht verwendet werden kdnnen (Prestle et al. 1999, Pieske et a. 2002). Esist somit
von grofsem Vorteil, tierische Modelle zur Verfiigung zu haben, welche die Verhéltnisse im
humanen Myokard annghernd widerspiegeln. Von den vielen bisher etablierten Modellen (u.a
Ratte, Maus, Hund, Kaninchen, siehe Hasenful3 1998b), erschien das Kaninchen fir die
Fragestellung dieser Arbeit dae geeignete Tier, weil die Vorgange im Rahmen der elektro-
mechanischen Kopplung in Kaninchenmyokard denen des Menschen gleichen. Ahnlich wie
beim Menschen ist auch beim Kaninchen die Sarkoplasmatisches-Retikulum-Ca?*-ATPase
(SERCA) fur ca 70% der diastolischen Calciumelimination verantwortlich (Bers 1993).
Somit eignet sich das Kaninchenmodell gut fur die Untersuchung von Verénderungen der

elektromechanischen Kopplung.
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Solche Untersuchungen konnten im Iebenden Organismus oder am isolierten perfundierten
Herzen durchgeftihrt werden. Untersuchungen am lebenden Herzen in situ sind fir phano-
typische Untersuchungen hilfreich, z. B. fur die Entwicklung von tierischen Insuffizienz-
modellen (Hasenful3 1998b). Der Vorteil hierbel ist, dass die physiologische Situation am
besten abgebildet ist; einzelne einwirkende Faktoren lassen sich aber nicht untersuchen.
Weiterhin wurden Experimente an isolierten, retrograd perfundierten Herzen durchgefthrt
(sog. Langendorff-Perfusion, siehe Doring 1990). Hier lassen sich z. B. Vorlast und Druck-
entwicklung oder Koronarperfusion untersuchen, ohne dass das Herz von ubergeordneten
Zentren hormonell beeinflusst wird (z. B. durch erhéhte Katecholaminausschiittung). Jedoch
gpielen hier auch mehrere Faktoren zusammen, z. B. Einfluss von nicht myokardialem
Gewebe — wie etwa Bindegewebe — auf das Kontraktions-/Relaxationsverhalten oder die
Wirkung von Gewebemediatoren auf die Genexpression.

Somit stellt sich fir den Untersucher die Aufgabe, experimentelle Methoden zu finden,
welche die isolierte Betrachtung einzelner Einflussfaktoren ermdglichen. Hierzu bieten sich
priméar zwei Moglichkeiten an: die Untersuchung von isolierten Muskelstreifen oder Trabe-
keln sowie die Zellkultur von isolierten Myozyten. Letztere haben sich besonders fir die
Bestimmung der Expression von Genen bzw. deren Produkten oder fir die adenovirus-
induzierte Uberexpression von Genen (Wagner et al. 2003) als geeignet erwiesen. Versuche
mit isolierten Muskelstreifen haben den Vorteil, dass hier ein intakter Zellverband vorhanden
ist. AulRerdem bietet diese Methode die Moglichkeit, Herzgewebe gezielt und reproduzierbar
zu dehnen und so eine definierte Vorlast bzw. Nachlast vorzugeben. Dies ist z. B. bei
Myozyten nur schwierig und aufwendig moglich (Fink et al. 2000). Daher wurden die Unter-
suchungen fir diese Arbeit an isolierten Herzmuskelstreifen durchgefthrt.

Die Untersuchung von isolierten Herzmuskelstreifen unter elektrischer Stimulation ist eine
schon seit vielen Jahren etablierte Methode (Bodem und Sonnenblick 1975). Durch die
Moglichkeit der direkten Messung von diastolischer Spannung und entwickelter Kraft ist man
mit dieser Methode in der Lage, genau definierte Kréfte (d.h. Vordehnung) auf den Muskel-
streifen wirken zu lassen und die Kontraktionen (entwickelte Kraft oder Verkiirzung) genau
zu quantifizieren. Somit lassen sich sehr gut phanotypische und funktionelle Untersuchungen
— z.B. Uber Veranderungen bel Herzinsuffizienz (Mulieri L et al. 1992, Pieske et al. 1995)
oder Uber den Effekt von pharmakologischen I nterventionen auf kontrahierende Herzmuskel-
streifen (Janssen et a. 2000, Zeitz 2001) — durchfUhren.

Um Anderungen der Genexpression messen zu kénnen, muss eine Moglichkeit geschaffen

werden, kardiale Muskelstreifenpréparate tber einen langeren Zeitraum zu kultivieren. Hierzu
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bietet sich die von Janssen et al. 1998 entwickelte Langzeitkulturanlage an. Mit ihr ist es
maoglich, Trabekel oder Papillarmuskeln Uber einen Zeitraum von bis zu 48 Stunden vital in
Kultur zu halten und wahrenddessen kontinuierlich die Kontraktionskraft sowie den Verlauf

der Kontraktion zu messen.

Es stellt sich die Frage, tUber welchen Zeitraum Herzmuskelstreifen einer definierten Dehnung
ausgesetzt werden missen, um einen Effekt auf die Genexpression nachweisen zu koénnen.
Shanker et al. haben 1987 mittels zweidimensionaler Elektrophorese die mMRNA-Synthese in
Herzen von hyperthyreoten Ratten nach Gabe des Schilddriisenhormons T3 quantifiziert und
herausgefunden, dass es bereits nach einer Stunde zu einem deutlichen Anstieg der RNA-
Menge fur bestimmte Gene kommt. Weiterhin sind im Rahmen der Herzhypertrophie-
Entwicklung sog. , early response”-Gene, wie c-fos, c-jun, egr-1 oder c-myc beteiligt, die als
Transkriptionsfaktoren wirken und deren Induktion (auf mMRNA-Ebene) innerhalb von
Minuten erfolgen kann (Eschenhagen und Weil 1998). Dies zeigt, dass im Herzmuskel
Anderungen der Genexpression als akute Reaktion auf bestimmte Reize prinzipiell sehr
schnell moglich sind. Die Folge einer Anderung der mRNA-Konzentration ist tiblicherweise
auch eine Anderung der Menge des kodierten Proteins. Wenn man sich den Mechanismus der
Proteinbiosynthese vor Augen hélt, so wird deutlich, dass zur Messung von Anderungen der
Proteinsynthese langere Beobachtungszeitraume vonndten sind. Auch ist eine Abnahme der
Proteinmenge abhangig von der Lebensdauer der Proteine, d.h. von der Geschwindigkeit des
physiologischen Proteinabbaus.

Die fur diese Arbeit gewahlte Versuchsdauer von sechs Stunden berticksichtigt neben dem
eben genannten auch technische Aspekte des Versuchsaufbaus. Vorversuche haben gezeigt,
dass Experimente in der Langzeitkulturanlage bis zu einer Dauer von etwa sechs Stunden
unter nichtsterilen Bedingungen moglich sind. Danach kommt es mit zunehmender Versuchs-
dauer vermehrt zu einer Infektion des Kulturmediums mit Bakterien und Pilzen, was die
Herzmuskelstreifen schadigt. Fur Versuche, die langer als sechs Stunden dauern, ist es somit
unerlésslich, unter sterilen Bedingungen zu arbeiten. Dies bedeutet aber einen erheblichen
zeitlichen sowie materiellen Mehraufwand, da nach jedem Versuch die Anlage demontiert,
gereinigt, serilisiert, seril aufgebaut, sowie anschlief3end neu kalibriert werden muss.

Die fur diese Untersuchung gewahlte Versuchsdauer von sechs Stunden ermdglicht die
Durchfihrung von Experimenten mit vertretbarem Aufwand und scheint — wie aus den
Ergebnissen dieser Arbeit ersichtlich ist — fur die Untersuchung eines akuten Effektes von

Dehnung auf die SERCA2a-Expression auf mRNA-Ebene ausreichend zu sein. Weitere
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Untersuchungen Uber einen kirzeren Zeitraum konnten interessante Hinweise bringen, ab

welchem Zeitpunkt es zu einer SERCA 2a-Expressionsénderung kommt.

4.1.2 Wahl der Vordehnung

Es ist lange bekannt, dass bel zunehmender Vorlast des Herzens und damit verbundener
hoherer diastolischer Spannung der Herzmuskelzellen die Kontraktionskraft und somit das
Auswurfvolumen zunimmt. Dieser sog. Frank-Starling-Mechanismus (erstmalig von Frank
1895 und Starling 1918 beschrieben) lasst sich auch in vitro nachweisen (Holubarsch et al.
1996). Die Stérke der Kontraktionskraft korreliert dabei eng mit der Lange der Sarkomere. Es
wurde gezeigt, dass es im Skelettmuskel des Frosches bei Erhthung der Sarkomerléange zu
einer Zunahme der isometrischen Kontraktionskraft kommt (sog. positive L angen-Spannungs-
Beziehung). Bei einer Lange von etwa 2,0 — 2,2 um liegt das Maximum der Kontraktions-
kraft. Diese Sarkomerldnge wird allgemein als L. bezeichnet. Mit weiterer Dehnung, und
damit Erhdhung der Sarkomerlénge, kommt es zu einer stetigen Abnahme der Kontraktions-
kraft (Gordon et a. 1966). Dieser gesamte Mechanismus gilt, was den Bereich unterhalb von
Lmax @ngeht, analog fur Herzmuskelzellen (Wohlfart et al. 1977, ter Keurs et al. 1980). L max
liegt hier etwabei 2,3 — 2,4 um.

Im Gegensatz zum Skelettmuskel kommt es aber ab einer Sarkomerlange von ~ 2,3 um bei
Zunahme der Dehnung zu keiner weiteren Langenzunahme mit Abfall der Kontraktionskraft,
sondern zu einem steilen Anstieg der diastolischen Spannung, wéhrend die Kontraktionskraft
zunéchst weitgehend konstant bleibt (Pollack und Krueger 1976). Dies ist auf eine Reihe von
Faktoren zurtickzuflihren, beispielsweise die relativ steife kollagene Matrix, die ab einem
gewissen Grad der Dehnung starken passiv elastischen Widerstand erzeugt. Somit wird ver-
hindert, dass bel vermehrter Volumenbelastung des Herzens die Sarkomerléange in Bereiche
kommt, in denen die Kontraktionskraft wieder abnimmt, ein Zustand, der zu einer fatalen
Dekompensation der Pumpfunktion fuhren wirde. Tatsachlich arbeiten die Sarkomere im
schlagenden Herzen in vivo, das haben Messungen von Rodriguez et al. 1992 und Guccione

et al. 1997 gezeigt, in Bereichen von 1,9 — 2,25 um.

Diese Ergebnisse zeigen, dass es sinnvoll igt, fur die Untersuchung des Einflusses maximaler
Dehnung auf Herzmuskelstreifen die Préparate bis in den Bereich von Ly 0der sogar dariiber
hinaus zu dehnen. Da eine genaue Einstellung der Dehnung auf L max aufgrund des Plateaus in
der Kraft-Sarkomerlangen-Kurve, die sich proportional zur Kraft-Muskellangen-Beziehung
verhdlt (Wohlfart et al. 1977), schwierig ist, wurde fur diese Studie eine Dehnung gewahlt,
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die etwa 95% von L entspricht. Diese Dehnung lief3 sich bel den isometrischen Versuchen
durch langsames Vordehnen und Kontrolle des Kraftsignals erkennen (siehe Kap. 2.3.2). Bei
den isotonischen Versuchen war aus technischen Griinden die individuelle Einstellung des
geeigneten Dehnungswertes nicht moglich, daher wurde im Vorfeld ein geeigneter Wert
festgelegt, auf den dann die Pr8parate vorgedehnt wurden. Hierdurch ergibt sich als Mal3 fur
die Vordehnung bei den isotonischen Versuchen ein hoherer Wert der diastolischen Spannung
Faia (4,7 mN/mm? vs. 3,3 mN/mnm? bei den isometrischen Versuchen). Das Verhalten der
Muskeln nach der Vordehnung auf den hdheren Wert bei den isotonischen Versuchen deutet

jedoch nicht darauf hin, dass Lax hier deutlich Gberschritten wird.

4.1.3 Wahl der geeigneten Methode zur biochemischen

Probenuntersuchung

Zur Bestimmung der mRNA-Expression musste eine geeignete Methode gefunden werden,
die isolierte MRNA-Menge einzelner Trabekel — die bei etwa 550 ng liegt — so zu amplifi-
Zieren, dass sie mittels Elektrophorese quantifizierbar ist. Hierzu bietet sich die NASBA
(,hucleic acid sequence-based amplification®) an. Mithilfe dieser Methode ist es moglich,
RNA spezifisch um den Faktor 10'° zu amplifizieren (Compton 1991).

Aufgrund moglicher Unterschiede bel der mRNA-Isolation sowie interindividueller
Schwankungen der mRNA-Menge bei einzelnen Tieren kann nicht immer die gleiche Menge
an mMRNA gewonnen werden. Somit ist ein direkter Vergleich der absoluten Werte der
SERCA2a-mRNA-Menge nicht moglich. Es wurde daher der Quotient aus Menge der
SERCA2a-mRNA zur Menge der Calsequestrin-mRNA gebildet. Calsequestrin ist ein
Protein, welches im sarkoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist und einen Grofdteil des
gespeicherten Calciums bindet (Eschenhagen und Weil 1998). Mehrere Arbeiten haben
gezeigt, dass Calsequestrin bei hypertrophierten oder insuffizienten Herzen, in denen es zu
einer Abnahme der SERCAZ2a-Expression kommt, unverandert exprimiert wird (Hasenfuld
1998c, Arai et a. 1993, Arai et a. 1996, Schotten et a. 1999). Somit ist anzunehmen, dass die
Regulation der Calsequestrinexpression unabhéngig von der SERCA2a-Expression ist. Daher
wurde die Calsequestrin-mRNA-Menge hier as interner Standard verwendet.

4.1.4 Technische Probleme

Der erste kritische Schritt bei der Durchfiihrung von Experimenten mit Muskelstreifen ist die
Praparation der Muskeltrabekel. Nach intraventser Injektion von Thiopental kommt es bei

den Kaninchen rasch zu einer tiefen Narkose und zum Stillstand der Atmung. Da das Herz
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welter schlagt, entwickelt sich rasch eine kardiale Ischamie. Probleme und V erzogerungen bei
der Herzpraparation konnen also Auswirkungen auf das Uberleben und die Qualitat der
Muskelpréparate haben.

Die Préparation der Trabekel bzw. Papillarmuskeln selber muss sehr vorsichtig erfolgen. Es
ist darauf zu achten, den freien Teil des Prgparates (d.h. den Bereich zwischen den beiden
Muskelblocken) unter keinen Umstanden mit den Praparationswerkzeugen zu bertihren. Dies
fahrt namlich in den meisten Fallen dazu, dass das Prdparat in Kontraktur geht, sobald die
extrazelluldre Ca?*-Konzentration erhdht wird. Dies l&sst sich am ehesten dadurch erkléren,
dass durch die Beriihrung Schaden an der Zellmembran verursacht werden, durch die Ca®*-
lonen in die Zelle einstromen kdénnen und durch Bindung an den kontraktilen Apparat eine
Kontraktur auslosen. Da die Myozyten untereinander durch sog. gap junctions verbunden
sind, kdnnen die Calciumionen in das gesamte Préparat diffundieren.

Weiterhin muss bei der Préparation darauf geachtet werden, die Muskelstreifen nicht zu
dehnen. Besonders ruckhafte, heftige Dehnung (z.B. durch die unruhige Hand des
Experimentators) fuhrt haufig dazu, dass das Préparat nach Stimulationsbeginn nicht zu
schlagen beginnt. Ein genauer Mechanismus hierfir 18sst sich nicht ohne weiteres bestimmen.
Denkbar wére, dass es durch die unkontrollierte Dehnung, die weit tber dem physiologischen
Bereich liegt, zu strukturellen Schadigungen der Zellen kommt.

Fur die Auswahl der geeigneten Trabekel oder Papillarmuskeln wurden strenge Kriterien
gesetzt (sehe Kapitel 2.1.3.3). Das hatte zur Folge, dass manche Herzen keine oder nur grenz-
wertig geeignete Préparate enthielten. Hier stellt sich nun dem Experimentator die Frage, ob
es gerechtfertigt ist, das gesamte Herz zu verwerfen (was einem gettteten Tier entspricht),
oder ein vielleicht nicht ganz optimales Préparat fir die Langzeitkultur zu verwenden. Falls
solch ein Préparat Verwendung fand, so wurden hier bei der Beurtellung am Ende der
Versuchslaufzeit besonders strenge Mal3stdbe angesetzt, so dass einige Préparate und u. U.

ganze Experimente aus der Auswertung herausgenommen wurden.

4.2 Entwicklung einer Versuchsanlage zur Messung von Dehnung
an isotonisch kontrahierenden Muskelstreifen

Wie bereits in Kapitel 1 berichtet, ist das langfristige Ziel, zu dem diese Arbeit einen Beitrag

liefern mochte, die Untersuchung des Einflusses von Dehnung auf die Expression von

SERCA2a. Dies erfordert eine Langzeitkultur von kontrahierenden Herzmuskelstreifen.

Hierflr steht wie bereits erwéhnt eine etablierte Kulturanlage zur Verfligung, die es ermbg-

licht, Muskelpréparate unter isometrischen Bedingungen zu kultivieren. So lasst sich der
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Einfluss einer Anderung der Vorlast auf die Genexpression untersuchen. Um jedoch
zusatzlich den Einfluss der Nachlast zu studieren, missen Experimente unter isotonischen
Bedingungen durchgefihrt werden. Hierdurch lésst sich die physiologische Situation im
menschlichen Herzen, hier findet eine Mischform von isometrischer und isotonischer
Kontraktion, eine sog. auxotonische Kontraktion statt, noch besser abbilden. Es ist nun Ziel
dieser Arbeit, eine Steuerung zu entwickeln, mit der sich auch isotonische Experimente in der
Langzeitkulturanlage durchfihren lassen.

Im Folgenden soll auf die Anforderungen an die zu entwickelnde Steuerung, die bisher vor-
handenen Modelle sowie die Wahl der geeigneten Steuerungsmethode eingegangen werden.

Anschlief3end werden die Ergebnisse bezliglich der Funktion der Steuerung diskutiert.

4.2.1 Vorhandene Modelle

Seit mehreren Jahren wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen Versuche mit isotonisch
kontrahierenden Muskelstreifenpréparaten durchgefiihrt. Dabei kamen unterschiedlichste
Versuchsaufbauten zur Anwendung. Fir die DurchfUhrung von Langzeitversuchen mit
isotonisch kontrahierenden Muskelprgparaten ergaben sich im Vorfeld dieser Arbeit ver-
schiedenste Anforderungen, welche die zu verwendende Steuerung erfillen musste. Die hier
geplante Integration in die Langzeitkulturanlage erfordert eine horizontale Anordnung der
Muskelstreifen. Zudem sollte die Steuerung mit den vorhandenen Mess- und Steuerelementen
kompatibel sein bzw. die gleichen Schnittstellen zur Weitergabe der Signale benutzen.

Die bisherigen Messprogramme wurden alle mit LabView® realisiert (s. Kap 2.2.1.2). Dabei
handelt es sich um eine grafische Programmieroberflache, bel der verschiedene sog. virtuelle
Instrumente (V1) miteinander verbunden werden und sich so, dhnlich wie auf einem Schalt-
plan, eine Applikation visuell entwickeln l&sst. Die Umsetzung in das lauffahige Programm
wird von der LabView®-Umgebung tlbernommen, d. h. es entstehen keine eigenstandig
lauffahigen Programme. Die Vorteile von LabView® sind einerseits die leichte Erlernbarkeit
der Programmierung und andererseits die grol3e Vielseitigkeit und damit verbunden eine
erhebliche Kostenersparnis. Durch die Vielfalt der vorhandenen virtuellen Instrumente lassen
sich sehr viele verschiedene Applikationen zur Steuerung und Messung mit einem
herkdmmlichen PC realisieren.

In der Vergangenheit wurden verschiedentlich Versuche mit analogen Steuereinrichtungen
durchgefthrt (z. B. Brutsaert et al. 1971, Bodem und Sonnenblick 1975, Peterson et al. 1989
oder Holubarsch et al. 1998). Hierfur waren jedoch aufwendige und kostspielige Apparaturen

notwendig. AulRerdem wurden viele Experimente bei Temperaturen < 37°C durchgefuhrt
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(beispielsweise 24°C bei Peterson et al. 1989 oder 29°C bel Brutsaert et al. 1971). In der
Arbeit von Holubarsch et al. (1998) wurde ein System benutzt, das auf Komponenten auf-
baute, die mit dem hier verwendeten Kraftmessungs- und Stimulationssystem kompatibel
waren. Allerdings lief3 sich dort nur der systolische Teil der Kontraktion isotonisch steuern,
die Relaxation des Muskels erfolgte mit einer vorgegebenen Geschwindigkeit.

Die digitale Steuerung bietet gegentiber einem analogen System einige Vorteile. Neben der
hoheren Flexibilitdt und Geschwindigkeit bietet sie auch die Mdglichkeit, komplexere
Kontraktionen (z. B. auxotone Kontraktionen als Kombination von isometrischer und
isotonischer Kontraktion) nachzubilden. Serhus et a. entwickelten 2000 eine Steuerungs-
anlage, die dies ermoglichte; zugleich waren auch rein isotonische Kontraktionen moglich.
Kern der Steuerung bildete ein programmierbarer digitaler Signalprozessor (DSP). Die
Programmierung eines solchen ist jedoch nur in komplexen Programmiersprachen moglich
(hier ANSI C), diese zu erlernen erfordert ein nicht zu unterschétzendes Mal3 an
informatischer Vorbildung. Hier bietet LabView® eindeutige Vorteile, da die Program-
mierung ausschlief3lich mithilfe der grafischen Benutzeroberflache erfolgt und kein Quelltext
manuell eingegeben werden muss.

Die Entscheidung, die Steuerung mittels einer LabView®-Applikation zu verwirklichen,
beruht letztlich auf den zwel grofl3en Vorteilen dieses Ansatzes. Zum einen ist die I ntegration
in die Langzeitkulturanlage aufgrund der vorhandenen LabView®-Architektur deutlich
erleichtert. Beispielsweise konnte zur parallelen Messung von Kraft und Verklrzung das
vorhandene 2-Kanal-Kraftmessprogramm zur gleichzeitigen Aufzeichnung von Kraft und
Verkirzung verwendet werden. Einzige notige Modifikation war die Veranderung der
Umrechnungsfaktoren, damit das Eingangssignal anstatt in Kraftwerte in Langenwerte
umgerechnet werden konnte, sowie eine invertierte Darstellung der Eingangswerte, da die
Lange ja bis zum Maximum der Kontraktion abnimmt und nicht, wie die Kraft, zunimmt. Der
andere grof3e Vorteil sind die geringen Kosten der Steuerung. Aul3er einem handelstiblichen
PC, einer Analog/Digital-Wandlerkarte sowie dem Linearmotor mit Steuergeré waren keine
weliteren Anschaffungen nétig.

Zur Entwicklung der Steuerung wurde bewusst eine offene Kulturanlage benutzt. In diesem
Aufbau sind alle Teile sowie das Prégparat frei zuganglich und einsehbar, so dass kleine
Umbauten oder Modifikationen schneller durchfihrbar waren. Auch ist die offene Anlage
weniger anfdllig fir Stérungen des Kraftsignals, z. B. durch Druckschwankungen im System
oder durch vom Magnetrihrer verursachte Verwirbelungen, die eine Beurteilung der Funktion

der Steuerung in der Entwicklungsphase erschweren.
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4.2.2 Eigenschaften und Funktion der entwickelten isotonischen

Steuerung

Die hier gewonnenen physiologischen Messwerte zeigen, dass es mit der entwickelten
Steuerung moglich ist, Muskelstreifen tber sechs Stunden stabil und ohne Anzeichen flr eine
Schédigung schlagen zu lassen. Letzteres erkennt man vor allem an der diastolischen Lange,
die Uber die gesamte Versuchslaufzeit weitestgehend konstant bleibt und zwischenzeitlich nur
um maximal 5% zunimmt. Besonders bedeutend ist aber, dass sich die Préparate nicht wesent-
lich verkirzen oder eine Kontraktur entwickeln, was — wie oben erwahnt — ein Zeichen fur
eine Schadigung der Prgparate wére.

Die Steuerung erflllt alle an sie gestellten Anforderungen. Die zu Beginn gewdhlte
diastolische Spannung (Fqa) soll Uber die gesamte Versuchsdauer konstant gehalten werden.
Dies ist, wie aus den Ergebnissen ersichtlich, gut gelungen. Es gibt verschiedene mogliche
Ansétze, wie Fg, konstant gehalten werden kann. Bei der hier verwendeten Steuerung wird
ein fester Wert fir die diastolische Spannung angegeben. Eine Verénderung dieses Sollwertes
ist nur durch das Eingreifen des Experimentators moglich. Die eigentliche Steuerung erfolgt
Uber einen Regelkreis mit der vorgegebenen diastolischen Spannung als Sollwert.

Peterson et al. entwickelten 1989 eine Steuerung, bei der das Steuerungssignal aus zuvor
gemessenen isometrischen Kontraktionen errechnet wird. Dieses Verfahren liefert eine sehr
gute Steuerungsleistung, hat allerdings den Nachteil, dass zu Beginn des Versuches einige
isometrische Kontraktionen durchgeftihrt werden missen. Wahrend dies fir funktionelle
Messungen problemlos ist, verbietet sich dieser Ansatz fir das Vorhaben dieser Arbeit, in der
Veranderungen der Genexpression im Vergleich von Isometrisch zu Isotonisch untersucht
werden. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass selbst einzelne isometrische Kontrak-
tionen die Genexpression beeinflussen.

Entscheidender Nachteil fir die Durchfihrung von Langzeitexperimenten ist, dass in dem
Ansatz von Peterson et a. 1989 von einer Uniformitét der Kontraktionen ausgegangen wird.
Wie jedoch bereits in den isometrischen Ergebnissen gezeigt, verandert sich die Gestalt der
Kontraktion wahrend des sechsstiindigen Versuchsablaufes (Zunahme von TTP und RT50,
die Dauer der Kontraktion nimmt also zu). Somit wére es erforderlich, immer wieder wahrend
der Versuchslaufzeit isometrische Kontraktionen durchzuftinren, um den Steueralgorithmus
neu zu berechnen. Dies wirde allerdings sehr wahrscheinlich, wie oben erwéhnt, die Gen-
expression derart beeinflussen, dass sich die gemessenen Daten deutlich von denen rein

isotonisch kontrahierender Prgparate unterscheiden.
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Ein weiterer moglicher Ansatz bestiinde darin, nur den Sollwert fur Fga dynamisch anzu-
passen. Dazu misst man nach dem Ende jeder Kontraktion —wenn also der Muskel in Ruhe ist
— den aktuellen Wert fur Fgaund nimmt diesen als Sollwert fur die ndchste Kontraktion. Die
Kontraktion selber 1&uft dann dhnlich wie in der hier benutzten Anlage tber einen Regelkreis
ab. Der Vorteil dieses Ansatzes gegeniber einem fest eingestellten Sollwert ist, dass diese
Steuerung besser auf exogen verursachte Anderungen der Grundeinstellung reagiert. Wenn es
beispielsweise zu einer allméhlichen Nullwertverstellung des Kraftaufnehmers kommt, so
folgt die Steuerung der scheinbaren Veranderung der diastolischen Spannung und hélt weiter-
hin die diastolische Lénge konstant, so dass nicht die Gefahr besteht, dass der Muskel falsch-
licherweise Uberdehnt wird. Ein entscheidender Nachteil dieses Ansatzes ist jedoch, dass die
Steuerung ebenso auf Verédnderungen des Muskels reagiert. Wenn sich z. B. der Muskel-
streifen verlangert und damit entdehnt, so folgt die Steuerung dieser Entdehnung und als
Folge sinkt die diastolische Spannung Fga. Dies l&sst sich jedoch mit der hier verwendeten
Steuerung vermeiden. Durch die fest vorgegebene Solldehnung ist gewéhrleistet, dass der
Muskelstreifen Uber die gesamte Versuchsdauer die gleiche definierte Dehnung erfahrt.

Wenn man sich die einzelne aufgezeichnete Kontraktion ansient (Abb. 3-1), so erkennt man,
dass es sich nicht exakt um eine ideale isotonische Kontraktion handelt, bel der das Kraft-
signal eine gerade Linie auf Hohe der diastolischen Spannung wére. Dies zu erreichen ist
jedoch praktisch unmdglich, da jedwede Regelung Veranderungen des Sollwertes nicht anti-
zipieren, sondern nur auf messhbare Abweichungen vom Sollwert reagieren kann. Man erkennt
in Abb. 3-1 zuerst einen geringen Kraftanstieg im Sinne einer noch vorhandenen entwickelten
Kraft (Feev). Wie bereits erwahnt, liegt dieser Rest an Kraftentwicklung bei weniger als 2%
der unter isometrischen Bedingungen typischerweise entwickelten Kraft (s. Kap. 3.1.2).
Dieser geringe ,Fehler® erscheint verglichen mit der deutlich hoheren Nachlast in iso-
metrischen Versuchen vernachl&ssigbar, zumal eine rein isotonische Kontraktion auch nicht
vollstandig den physiologischen Bedingungen entspricht.

Weiterhin erkennt man im Anschluss an den leichten Gipfel des Kontraktionssignals einen
steilen Abfall und Wiederanstieg der gemessenen Kraft. Dies l&sst sich dadurch erkléren, dass
die Steuerung verspétet auf das Erreichen des Gipfels der Kontraktion reagiert. Wenn man
sich die Situation im Herzen in vivo ansieht, so kommt es auch im physiologischen Kontrak-
tionszyklus zu Beginn der Relaxation zu einem plotzlichen Abfall des Ventrikeldruckes und
damit der myokardialen Vordehnung. Erst zum Ende der Diastole nach vollstandiger

Ventrikelfullung wirkt wieder die maximale Vorlast auf das Herzmuskelgewebe. Dies legt
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nahe, dass die oben erwahnte Uberrelaxation in den hier durchgefiihrten Versuchen zu keinen
relevanten Veranderungen in der Genexpression fuhrt, verglichen mit der physiologischen

Situation im schlagenden Herzen.

Alles in allem zeigt sich, dass die hier entwickelte Steuerung die an sie gestellten Anforde-
rungen erfllt hat. Es war moglich, Muskel prgparate Uber einen Zeitraum von sechs Stunden

anndhernd isotonisch bei definierter Vorlast schlagen zu lassen.

4.3 Bewertung und Vergleich der Ergebnisse

Nachdem im vorherigen Abschnitt gezeigt wurde, dass die Steuerung in der Lage ist, sowohl
die diastolische Spannung also auch die entwickelte Kraft zu regulieren, gilt es nun zu klaren,
ob sich das Verhalten eines isometrisch kultivierten Muskelstreifenprdparates von dem eines
isotonisch kultivierten unterscheidet. Es geht dabei zunéchst um funktionelle Messwerte. Hier
konnten sich bereits Hinweise auf eventuelle Schadigungen oder Belastungen der Préparate
ergeben, die mit der Art und Weise der Steuerung einhergehen. Auch soll versucht werden,
maogliche Erklérungen fir Veradnderungen der physiologischen Parameter zu finden, die
wahrend der Versuchslaufzeit auftraten.

Um Schédigungen der isotonisch kultivierten Préparate wéhrend der Versuchslaufzeit
beurteilen zu konnen, reicht es jedoch nicht aus, sich auf Hinweise aus méglichen Ande-
rungen der funktionellen Parameter gegentber isometrisch kultivierten Prgparaten zu
verlassen. Fur die Untersuchung der Genexpression ist vielmehr eine erhaltene Protein-
biosynthese erforderlich. Um auch hier erste Hinweise zu erhalten wurde die SERCAZ2a
MRNA-Expression von isotonisch und isometrisch kultivierten Préparaten verglichen. Aus
groReren Unterschieden zwischen den beiden Versuchsansétzen lief3en sich moglicherweise

Hinweise fur Limitationen eines Ansatzes gewinnen.

4.3.1 Vergleich von funktionellen isotonischen und isometrischen
Ergebnissen

Wahrend bei isometrisch kontrahierenden Muskelprdparaten die entwickelte Kraft (Fgey) as

Mal3 fur die Kontraktionsfahigkeit gemessen wurde, tritt bei isotonisch kontrahierenden Mus-

keln die Verkirzungsfraktion (VF) — also das Verhdltnis von maximaler Kontraktion zu

diastolischer Lange des Préparates — an ihre Stelle. Wie in Kap. 3 beschrieben, fallen in den

isotonischen Versuchen VF und Fqge, Uber die Versuchslaufzeit ab.
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Abb. 4-1 zeigt die relative Veranderung von VF (isotonische Versuche) und Fgey
(isometrische Versuche), bezogen auf den Wert bel Versuchsbeginn. Dies ermdglicht es, den
Zeitverlauf der beiden Parameter miteinander zu vergleichen. Hier erkennt man, dass VF und
Feev €inen sehr dhnlichen Abfall tber die Versuchslaufzeit zeigen, der bel Fy, etwas spater
(nach 30 min) einsetzt und nicht so ausgepréagt ist (76% vs. 70%, der Unterschied ist nicht
signifikant). Dieses anndhernd gleiche Verhalten legt eine direkte Vergleichbarkeit der
physiologischen Funktion von isometrisch und isotonisch schlagenden Herzmuskelstreifen
nahe. Mdglicherweise ist der leichte Unterschied im Ausmal? des Abfalls durch die Unter-
schiede zwischen offener (isotonisch) und geschlossener Kulturanlage (isometrisch) zu

erkldren. Hier muss sicherlich auch die unterschiedliche Vordehnung bei den isotonischen
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Abbildung 4-1: Vergleich desrelativen Verlaufs der Verkiirzungsfraktion (isotonisch) und der entwickelten
Kraft (isometrisch), bezogen auf den jeweiligen Wert bei Versuchsbeginn. Die Unterschiede zwischen den
Kurven sind nicht signifikant. VF: Verkurzungsfraktion, Fye,: entwickelte Kraft.

bzw. isometrischen Versuchen erwahnt werden. Die hohere diastolische Spannung bei den
isotonischen Versuchen allein mag vielleicht den stdrkeren Abfall von VF erklaren.

Die Kontraktionsparameter TTP (Zeit bis zur maximalen Kontraktion) und RT50 (Zeit bis zur
50%igen Relaxation) als Mal3 fur die Geschwindigkeit der Kontraktion bzw. der Relaxation
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verhalten sich @hnlich wie VF und Fge,. Sowohl in den isometrischen, als auch in den iso-
tonischen Versuchen kam es zu einer etwa &dhnlichen Verlangerung der Zeitintervalle.
Auffallig ist, dass bei den isotonischen Versuchen TTP schon zu Beginn der Versuchslaufzeit
langer ist als bei den isometrischen Versuchen (144 ms vs. 132,5 ms). Dies lasst sich jedoch
methodisch erklaren. Bei den isotonischen Versuchen bezieht sich TTP auf die Antwort der
Steuerung. Diese hinkt aber der Kontraktion etwas hinterher (siehe Kap. 4.2.2, Abb. 3-1), d.h,,
das Maximum der Muskelverkiirzung ist etwas friher als das Maximum der Steuerung. Dies
fuhrt zu der oben beschriebenen Uberrelaxation, da die Steuerung den Muskel noch etwas
verkirzt, wahrend dieser schon begonnen hat zu relaxieren.

Das Zeitintervall von RT50 in den isotonischen Versuchen hingegen ist schon zu Versuchs-
beginn kirzer als bei den isometrischen Versuchen (49 msvs. 75 ms). Dies lasst sich auch mit
oben Gesagtem erklaren. Wie der Kontraktion, so hinkt die Motorsteuerung auch der
Relaxation des Muskelstreifens hinterher. Dies gleicht sie durch eine beschleunigte Langen-
anderung aus. Die Verdnderung von RT50 wéahrend der Versuchslaufzeit zeigt, dass die
Motorsteuerung zum Zeitpunkt der 50%igen Relaxation ihren initialen ,RUckstand® weit-
gehend aufgeholt hat und die Messwerte fir VF die Relaxation des Préparates widerspiegeln.
Wenn die Steuerung nicht schnell genug reagieren konnte, so dass sie zum Zeitpunkt von
RT50 dem Préparat weiter hinterherliefe, so ware RT50 Uber die ganze Versuchslaufzeit
konstant und hier dann ein Mal3 fir die maximal mogliche Relaxationsgeschwindigkeit der
Steuerung.

Wenn nun das Maximum der Verkirzung der Steuerung zeitlich hinter dem Maximum der
Verkirzung des Muskels liegt und der Zeitpunkt von RT50 von Steuerung und Muskel
identisch sind, so ist ersichtlich, dass das aus dem Steuerungssignal gemessene Zeitintervall
von RT50 kirzer ist als das tatséchliche. Somit ist anzunehmen, dass in Wirklichkeit der Wert
fir RT50 bel den isotonischen und den isometrischen Versuchen annahernd gleich ist. Abge-
sehen hiervon zeigen beide Versuchsansétze (isotonisch und isometrisch) einen anndhernd
gleichen Abfall von RT50 Uber die Versuchslaufzeit.

Zusammenfassend kann man Folgendes feststellen: In der hier entwickelten Anlage lassen
sich Muskelstreifenprdparate tber sechs Stunden unter isotonischen Bedingungen kultivieren.
Das hier gemessene physiologische Kontraktionsverhalten entspricht annéhernd dem im iso-
metrischen Versuchsaufbau (VF, TTP, RT50). Die im Vergleich zu den isometrischen Ver-
suchen verkirzten Zeitintervalle von TTP und RT50 in den isotonischen Versuchen lassen

sich durch die Arbeitsweise der Steuerung erklaren.
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4.3.2 Interpretation der Messwerte

4.3.2.1 Verklrzungsfraktion bzw. entwickelte Kraft und diastolische

Spannung

Die hier durchgefihrten Messungen zeigen einen signifikanten Abfall der Verkirzungs-
fraktion (VF) sowie der entwickelten Kraft (Fge,) Uber sechs Stunden. Dies scheint Uber-
raschend, wenn man von der These ausgeht, dass bel einer vermehrten SERCA2a-Expression
eher eine Erhdhung der Kontraktionskraft zu erwarten ware, da nun diastolisch mehr Ca?*-
lonen in das sarkoplasmatische Retikulum gepumpt werden konnten, so dass in der néchsten
Systole mehr Ca?* zur Verfiigung stiinde.

Der festgestellte Kraftabfall ist allerdings in Einklang mit den Arbeiten von Janssen et a., die
sowohl beim Kaninchen, als auch beim Menschen wahrend der Langzeitkultur einen Abfall
von Fge, innerhalb der ersten 12 Stunden nachwiesen, der allerdings bel langerer Versuchs
dauer reversibel war (Janssen et al. 1998, Janssen et al. 1999b, Janssen et al. 2002).

Beim Vergleich der Ergebnisse der RNA-Analyse zeigt sich eine durch Dehnung induzierte
SERCA2a-Uberexpression. Somit ist der festgestellte Kraftabfall nicht durch eine Verminder-
ung der SERCA2a-RNA-EXxpression durch den Einfluss von Dehnung zu erklaren.

Eine Hypothese zur Erkldrung des Phadnomens der verminderten Kontraktiliat liefert die
Arbeit von Donald et al. Diese Autoren haben 1980 festgestellt, dass sich das zentrale
Segment eines praparierten Papillarmuskels, der dhnlich wie hier unter elektrischer Stimula-
tion kultiviert wird, auch bei isometrischen Kontraktionen (d. h. bei konstanter Muskellange)
minimal kontrahiert. Als Ursache wurden Schaden an den Muskelenden durch die Préparation
und die Befestigung in der experimentellen Anlage festgemacht. Daher wurden nun Versuche
durchgeftihrt, bei denen mittels Langenanderung der Prdparate nicht die Muskellange,
sondern die Lange des zentraen Muskelsegments konstant gehalten wurde. Es zeigte sich,
dass die Préparate bei dieser Art der isometrischen Kontraktion eine signifikant hohere
maximale Kraft als bei der herkommlichen Methode (Konstanthalten der Muskellange)
entwickelten. Dies bedeutet, dass die geschédigten Enden der Prgparate weniger zur Kontrak-
tion beitragen als das intakte zentrale Segment. Weiterhin zeigten die Autoren eine verkirzte
Zeit bis zur maximalen Kontraktion unter isometrischer Kontrolle der Segmentlénge.

Aus diesen Erkenntnissen l&sst sich folgern, dass der Abfall der Verkirzungsfraktion bzw. der
entwickelten Kraft, von TTP und auch von RT50 mdglicherweise in einer zunehmenden
Schédigung der Praparatenden begriindet ist. Dies passt auch zu der von Janssen et al. 2002
festgestellten gesteigerten Apoptoserate in gedehnten Muskelstreifenprgparaten. Eine Schadi-
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gung der Prgparatenden ist sicherlich nicht unerwartet, denn trotz sorgféltigster Prgparation
und Wahl der Versuchsbedingungen handelt es sich immer noch um ein artifizielles System,
das die Bedingungen im lebenden Organismus immer nur bis zu einem gewissen Grad nach-
bilden kann. Selbst mit sorgféltiger Préparation lasst sich das Mal3 der schnittbedingten
Zellschédigung nur minimieren, aber nicht eliminieren. Es ist durchaus vorstellbar, dass im
intakten zentralen Segment des Muskels tatsachlich eine verbesserte Kontraktilitdt und eine
erhohte Kontraktionskraft messbar ist, wie bel einer Erhthung der SERCA2a-Expression zu
erwarten ware, dies aber durch einen in hdherem Mal3e zunehmenden Verlust an Kontrak-
tilitdt in den Endsegmenten ausgeglichen wird. Eine zunehmende Steifigkeit der Prdparat-
enden, z. B. durch eine partielle Kontraktur, kénnte den verlangsamten Anstieg sowie die
verlangsamte Relaxation, verursacht durch eine mangelnde Elastizitét des Praparates,
erklaren. Um diese Hypothese zu bestétigen, ware, falls experimentell Uberhaupt moglich,
eine Messung der zentralen Segmentlange Uber den gesamten Versuchszeitraum in der
Langzeitkulturanlage interessant. Moglicherweise lief3e sich auf diesem Wege die erwartete
Kontraktilitatssteigerung nachweisen.

Bei den isotonischen Versuchen wurde die diastolische Lange bestimmt (Lgia). Eine deutliche
Abnahme von Lgi, ist ein Zeichen fir eine Kontraktur des Muskels und damit — wie oben
beschrieben — fur eine Schadigung. Wie aus Abb. 3-4 ersichtlich ist, verhédlt sich L, jedoch
Uber die gesamte Versuchslaufzeit anndhernd konstant, es kommt sogar zu einer dauerhaften
Verlangerung des Muskels um maximal 4,7%. Erklaren l&sst sich dieses Verhalten z. B. durch
eine mogliche beginnende Dehnung des bindegewebigen, nicht kontraktilen Anteils des

Muskelprdparates, der fir die Stabilitdt des Muskels verantwortlich ist.

4.3.2.2 Zeitparameter der Kontraktion

Der Anstieg der Zeit bis zur maximalen Kontraktion (TTP) deutet auf eine abnehmende
Kontraktilitdt der Préparate Uber die Versuchsdauer hin. Dies kann nun einerseits an einer
Stoérung der elektromechanischen Kopplung liegen, oder aber an Zellsch&den, die eher an den
Enden der Prgparate zu erwarten sind (s. oben). Wie oben erwadhnt kdnnte ebenso eine erhdhte
Steifigkeit der Préparatenden oder des gesamten Muskels den Anstieg von TTP erklaren.

Die Zunahme der Zeit bis zur 50%igen Relaxation (RT50) deutet auf Stérungen der diasto-
lischen Ca?*-Elimination, z. B. verursacht durch eine Abnahme der SERCA2a-Aktivitét, hin.
Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der RNA-Analyse, welche eine erhthte
SERCA2a-RNA-Expression zeigen. Unter der Voraussetzung, dass eine erhtohte SERCA2a-
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RNA-Expression auch eine erhthte SERCA 2a-Protein-Expression nach sich zieht, wére hier
demnach eher eine erhohte SERCA2a-Aktivitéat zu erwarten.

Fir die Anderung von RT50 — sowie auch von TTP — kann aber auch eine Veranderung der
Aktivierung der kontraktilen Proteine verantwortlich sein, z. B. eine Abnahme der Aktin-
Myosinkomplexe, was zu einer verlangsamten Kontraktion bei unverdnderter SERCAZ2a
Aktivitét fuhren wirde.

4.3.3 SERCA2a-mRNA-Expression unter isotonischen und isometrischen
Bedingungen
Um die Funktion der isotonischen Steuerung zu validieren, wurden im vorherigen Abschnitt
die funktionellen Messwerte von isotonischen und isometrischen Kontraktionen verglichen.
Dadas Ziel der Untersuchungen jedoch letztlich die Anderung der Genexpression ist, scheint
es erforderlich, einen Vergleich auch auf biochemischer Ebene anzustellen. Hierzu wurde die
MRNA-Expression von SERCA2a mittels NASBA-Analyse bestimmt. Um zu erkennen, ob
Unterschiede in Vor- oder Nachlast fur eine Veranderung der SERCA2a-Expression verant-
wortlich sind, wurde die mRNA-Menge sowohl in gedehnten, als auch in ungedehnten
isotonisch kultivierten Muskelstreifen bestimmt und mit der von isometrisch kultivierten
verglichen.
Es zeigte sich, dass die SERCA2a-mRNA-Menge in den gedehnten isometrischen Muskel-
streifen signifikant hoher ist als in den ungedehnten, d. h., dass es durch Dehnung zu einer
Uberexpression von SERCA2a-mRNA kommt. Dies ist interessant, gibt es doch bisher noch
keine Berichte Uiber eine Anderung der SERCA2a-Expression als Reaktion auf isolierte akute
Dehnung. Es stellt sich hierbei natiirlich die Frage, ob die Uberexpression auch mit einer
Aktivitatserhbhung einhergeht.
Im Vergleich zu den isometrisch kultivierten Proben, befindet sich die SERCA2a-mRNA-
Menge der isotonisch kultivierten Muskelpréparate in etwa auf dem Niveau der ungedehnten
isometrischen Proben. Dies zeigt zum einen, dass die mMRNA-Synthese in isotonisch kulti-
vierten Pr8paraten noch voll funktionstlichtig ist, was z. B. gegen eine ausgepragte Schadi-
gung der Préparate durch die isotonische Langzeitkultur spricht. Zum anderen deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass nicht allein Dehnung, sondern vielmehr eine Erhdhung der
Nachlast fir eine SERCA2a-mRNA-Expressionsanderung verantwortlich ist.
Aufgrund der hier benutzten unterschiedlichen Vordehnung in isotonischen bzw. iso-
metrischen Versuchen lasst sich diese Frage jedoch nicht eindeutig beantworten, da eine

unterschiedliche Vordehnung allein schon die mMRNA-Expression beeinflussen konnte. Gegen
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einen Einfluss der unterschiedlichen Vordehnung spricht, dass die SERCA2a-mRNA-Menge
in den isotonischen Versuchen, bei denen eine hdhere Vordehung benutzt wurde, niedriger ist
als bel den schwacher vorgedehnten isometrisch kultivierten Proben. Sie entspricht — wie
erwahnt — eher der mRNA-Menge der ungedehnten Versuche. Um diesen Fragenkomplex
abschlief3end beantworten zu kdnnen, sind jedoch sicherlich noch weitere Untersuchungen

notig, die den Rahmen dieser Arbeit sprengen wiirden.

Abschlief3end lasst sich jedoch in Bezug auf die oben gestellte Frage aus den Ergebnissen der
funktionellen sowie der mRNA-Untersuchungen folgern, dass die Ergebnisse aus Versuchen
mit der entwickelten isotonischen Steuerung mit denen aus der isometrischen Langzeitkultur-
anlage vergleichbar sind. Insbesondere ergeben sich keine Hinweise fir eine vermehrte
Muskelschadigung in der isotonischen Versuchsanlage. Zu beachten ist auch die sehr geringe

Ausfallguote an Pr8paraten in den isotonischen Experimenten.

4.4 Moglichkeiten und Grenzen der isotonischen Steuerung

Wie erwahnt zeigt sich an den erhobenen Daten, dass die hier entwickelte Steuerung in der
Lage ist, isotonisch kontrahierende Muskelstreifen tber sechs Stunden zu kultivieren. Die
Regelungsgeschwindigkeit hat sich als ausreichend erwiesen, die vordefinierte diastolische
Spannung wurde Uber die gesamte Versuchsdauer konstant gehalten. Das Maximum und der
Zeitverlauf der Verkirzung sind mit den an der isometrischen Anlage gemessenen Werten
vergleichbar. Biochemisch hat sich gezeigt, dass die mRNA-Synthese von SERCA2a erhalten
blieb, so dass auf eine weitestgehend intakt erhaltene Zellfunktion geschlossen werden kann.
Die offene isotonische Versuchsanlage eignet sich sehr gut fir Versuche, bei denen z. B. der
Einfluss von pharmakologischen oder physikalischen Interventionen auf Muskelstreifen-
préparate unter definierten Lastbedingungen untersucht werden soll. Solche Arbeiten sind an
einer vom Aufbau identischen Anlage unter isometrischen Bedingungen u. a. von Janssen et
al. 2000, Hermann et al. 2002 oder Zeitz et al. 2002 durchgefiihrt worden. Es ist moglicher-
welse interessant, diese Versuche auch unter isotonischen Bedingungen durchzufihren.

Zur Untersuchung der Genexpression ist es jedoch eher notwendig, Versuche tber langere
Zeitraume als sechs Stunden durchzufiihren. Wie oben erlautert sind langer andauernde
Experimente in einer offenen Kulturanlage nicht moglich, sondern missen in einem geschlos-
senen System unter sterilen Bedingungen durchgefuinrt werden. Es ist daher als néchster
Schritt unerl&sslich, die Steuerung fur die Durchfiihrung von isotonischen Versuchen in die

geschlossene Kulturanlage zu integrieren.
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Ein besonderer Aspekt der hier verwendeten Steuerung ist die direkte Verarbeitung der
Eingangssignale durch den Steueralgorithmus ohne vorherige Filterung. Dies erméglicht zwar
eine ungemein schnelle und genaue Steuerung, hat allerdings den Nachteil, dass es leicht zu
Oszillationen des Steuerungssignals als Folge von Phasenverschiebungen und Zeitverzoge-
rungen im Regelkreis kommen kann (Peterson et al. 1989). Diese sind bedingt durch eine
gewisse Zeitverzogerung von Kraftmessung und resultierendem Steuerimpuls sowie durch
den experimentellen Aufbau an sich (z. B. Compliance von Muskel und kraft- bzw.
bewegungsiibertragendem Apparat). Die Folge ist ein stark verrauschtes Kraftsignal, das erst
nach Mittelung von mehreren Messungen eine auswertbare — dann allerdings gut repro-
duzierbare — Kraft-Zeit-Kurve ergibt (s. Abb. 3-1). Das Verkirzungssignal in den hier durch-
gefuhrten Versuchen ist jedoch sehr sauber und es zeigen sich in der diastolischen Phase
keine deutlichen Ausschlége oder Schwingungen dhnlich denen im Kraftsignal. Die nachweis-
baren minimalen Ausschlage lagen im Bereich der Grenze der Messgenauigkeit und sind
nicht vom normal vorkommenden Grundrauschen der Messeinrichtung zu unterscheiden. Dies
deutet darauf hin, dass es sich bei den Stérungen im Kraftsignal tatsachlich nur um verstérkte
Schwingungen handelt, die sich kaum auf die Funktion der Steuerung auswirken. Ein Einfluss
auf die Genexpression erscheint somit sehr unwahrscheinlich.

Im Hinblick auf die Integration in die Langzeitkulturanlage ist das Verhalten der Steuerung
allerdings kritisch zu bewerten. Durch die Rotation des Magnetrihrers in der Kulturkammer
sowie durch die pulsatile Gaszirkulation — verursacht durch die Walzenpumpe (s. Kap. 2) —
existieren in der geschlossenen Anlage eine Reihe von Storfaktoren, die das Kraftsignal
beeinflussen kdnnen. Diese Beeinflussungen sind sehr gering und stellen bel isometrischen
Versuchen kein grol3es Problem dar. Anders ist dies jedoch bei isotonischen Versuchen, da
sich die Stérungen Uber die Ruckkopplung durch die Steuerung verstdrken und ein Ausmal3
erreichen konnen, das die Ergebnisse signifikant beeinflussen wirde. Die Silikonabdichtung
der Kammer, durch die sowohl der Arm vom Kraftmesser zum Muskel, als auch der Arm vom
Linearmotor bzw. der Mikrometerschraube gefuhrt wird, wirkt diesem Effekt moglicherweise
entgegen, da sie hochfrequente Schwingungen dampft. Allerdings besteht die Gefahr, dass
durch die Viskositdt des Materials die Bewegung des Linearmotors abgebremst wird und sich
somit die Steuerungsgeschwindigkeit verlangsamt. Alle diese Probleme sind durch leichte
Modifikationen des Versuchsaufbaus beherrschbar, jedoch nicht sicher vollstandig zu elimi-
nieren. Hier bieten sich als mogliche L6sung weitreichende Eingriffe in das Steuerungssystem
an. Eine Mdglichkeit ist die Implementierung eines Algorithmus zur Filterung der Signale, so

dass hochfrequente oder periodisch wiederkehrende Storungen aus dem Signal eliminiert
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werden. Dies ohne einen digitalen Signalprozessor zu verwirklichen, erfordert ein zusétz-

liches Mal3 an Rechenleistung, die dann wieder fir den eigentlichen Regelungsprozess fehit.

Problematisch kann sich bei isotonischen Versuchen in der Langzeitkulturanlage ein Driften
des Kraftaufnehmers erweisen. Es zeigt sich gelegentlich eine Veranderung des Nullwertes
Uber die Versuchsdauer, moglicherweise verursacht durch Schadigungen des Kraftaufnehmers
wahrend des Auf- oder Abbaus der Anlage. Diese lassen sich jedoch durch vorsichtiges Vor-
gehen minimieren, zudem sind die verwendeten Kraftaufnehmer bezogen auf ihren Messbe-
reich und ihre Empfindlichkeit aul3erst robust gegentiber einwirkenden Kréaften. Es hat sich
aber gezeigt, dass sich trotz der Driftneigung die interne Kalibration kaum verandert, so dass
nicht alle Messdaten aus dem betroffenen Versuch verworfen werden missen.

Bei der Verwendung der isotonischen Steuerung tritt nun das Problem auf, dass das Steue-
rungsprogramm die artifizielle Herkunft der Kraftveranderung nicht erkennen kann und somit
mit einer Langenanderung entgegensteuert, um die diastolische Spannung konstant zu halten.
Bei den GrofRenordnungen, die teillweise als Kraftaufnehmerdrift auftraten, fuhrt dies
unweigerlich zu einer Schadigung des Praparates oder zu einer fast volligen Entdehnung, je
nachdem in welche Richtung der Drift auftritt. Wie in Kapitel 4.2.1 bereits diskutiert, gibt es
zwei prinzipiell verschiedene Ansdtze zur isotonischen Steuerung, deren Vorzlige oben bereits
aufgefuhrt wurden. Aber auch die Verwendung des anderen Ansatzes, bei dem der aktuelle
diastolische Kraftwert direkt vor der Stimulation als Sollwert fur die Steuerung benutzt wird,
ist hier nicht ganz problemlos. Es besteht zwar nicht die Gefahr, dass der Muskel artifiziell
gedehnt oder entdehnt wird, da die Steuerung sich kontinuierlich an den Drift anpasst, auf der
anderen Seite wird allerdings eine Dehnung oder Entdehnung des Préparates durch Langen-
anderungen (z. B. Kontraktur) ebenfalls nicht ausgeglichen. Dies lasst sich jedoch nach-
traglich an der Veranderung der Verkirzungsfraktion erkennen, da gemdld dem Frank-
Starling-Mechanismus eine Entdehnung einen Abfall der Verkirzungsfraktion bedeutet. Da
hier jedoch eine Veréanderung der vorher definierten Vordehnung auftritt, kénnen solche
Praparate nicht fur die biochemische Analyse verwendet werden. Es ist jedoch hier, wie
eigentlich bei allen Ansétzen, eine kritische Analyse der Messwerte im Hinblick auf lhre
Validitdt durch den geschulten Experimentator erforderlich, um artifizielle Veranderungen
von wirklichen und ergebnisrelevanten zu unterscheiden. Im Zweifelsfall muss bei festge-

stelltem Nullwertdrift der entsprechende Versuch verworfen werden.
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Abschliel3end kann man feststellen, dass die entwickelte Steuerung in dem verwendeten
Versuchsaufbau bei Versuchen unter sechs Stunden sehr gut fur die Untersuchung von
isotonisch kontrahierenden Muskelstreifenpréparaten geeignet ist. Die Integration in die
Langzeitanlage scheint prinzipiell ohne grof3ere Modifikationen moglich, es muss jedoch
dafir gesorgt werden, ein Driften des Kraftaufnehmers durch vorsichtiges Arbeiten und
regelmaiiges Kalibrieren zu vermeiden. Auch ist eine kritische Begutachtung der Préparate
auf artifizielle Dehnungsanderungen erforderlich. Um Stérungen der Steuerung durch Eigen-
resonanz oder externe Einflussfaktoren zu minimieren, ware die Implementierung eines

digitalen Filters fur hochfrequente Schwingungen zu erwagen.

4.5 Weitere Forschung

Wie oben erwahnt, muss ein néchstes Ziel die Integration der isotonischen Steuerung in die
Langzeitkulturanlage sein. Nur so ist es moglich, vergleichbare Daten tiber die Anderung der
SERCAZ2a-Expression in isometrisch bzw. isotonisch schlagenden Prgparaten zu erhalten.
Durch diese Versuche lief3en sich weiter gehende Erkenntnisse tiber einen moglichen Einfluss
der Nachlast auf die SERCA2a-Expression gewinnen. Welterhin erscheinen auch Versuche
mit unterschiedlicher Nachlast zur Quantifizierung eines moglichen Einflusses der Nachlast
auf die SERCA2a-Expression sinnvoll.

Von Interesse sind auch Versuche mit kirzerer oder langerer Versuchslaufzeit, um Erkennt-
nisse Uber den zeitlichen Verlauf einer SERCA2a-Expressionsanderung zu erhalten. Versuche
mit langer andauernder Dehnung (z. B. bel chronischer Druckbelastung durch Aorten-
konstriktion, siehe Miyamoto et al. 2000) haben gezeigt, dass es im Verlauf zu einem Abfall
der SERCAZ2a-Expression kommt. Ob dieser Abfall jedoch bereits innerhalb der ersten 48h —
dem maximal in der Langzeitkulturanlage experimentell zu erreichenden Zeitraum — auftritt,
waére zu untersuchen.

Neben der Untersuchung der SERCA2a-mRNA-Expression ist es selbstverstandlich auch
notwendig, die SERCA2a-Expression auf Proteinebene zu untersuchen. Eine Anderung der
mRNA-Expression bedeutet nicht automatisch auch eine entsprechende Anderung der
Proteinexpression. Letztere ist jedoch ausschlieRlich fiir die funktionellen Anderungen ver-
antwortlich. Eine erhthte mRNA-Expression, die nicht in eine erhthte Proteinexpression
umgesetzt wird, bleibt funktionell wirkungslos.

Weiterhin zu untersuchen wére die SERCAZ2a-Aktivitdt, da eine vermehrte SERCAZ2a-
Expression nicht automatisch zu einer erhbhten Aktivitét flhrt. Esist z.B. moglich, dass nicht

alle vermehrt gebildeten SERCA2a-Proteine (so diese Uberhaupt vermehrt exprimiert werden)
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4 Diskussion

an der Membran des SR lokalisiert sind, sondern sich moglicherweise in Zellkompartimenten,
die an der elektromechanischen Kopplung unbeteiligt sind, befinden. Zu beachten ist auch die
Regulation der SERCAZ2a-Aktivitat durch Phospholamban. Es ist moglich, dass sich funktio-
nelle Anderungen des Kontraktionsverhaltens aus einer durch Phospholamban veranderten
SERCAZ2a-Aktivitét erklaren. Solche Untersuchungen wirden allerdings den Rahmen dieser
Arbeit sprengen.
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5 Zusammenfassung

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, eine Steuerung zu entwickeln, mit der es moglich ist, in
der vorhandenen isometrischen Langzeitkulturanlage Muskelstreifenpréparate unter isoto-
nischen Bedingungen zu kultivieren. Dieses wirde es ermoglichen, neben der Untersuchung
des Einflusses von Dehnung auf die Expression von SERCAZ2a in isolierten Kaninchen-
Herzmuskel préparaten auch differenziert den Einfluss von Vor- oder Nachlast zu untersuchen.
Diese Untersuchungen kdnnten maoglicherweise wichtige Hinweise auf die Regulations-
mechanismen der SERCA2a-Expression bel kardialer Hypertrophie oder Herzinsuffizienz

liefern.

Ausgehend von einer offenen Muskelkulturanlage wurde eine praktikable und unkomplizierte
Steuerung mittels eines PID-Reglers in der grafischen Programmieroberflache LabView®
realisiert. Anhand der Messwerte (Lgia, Foev, Fdia, EYKl&rung s. Kap. 3.1.2) zeigte sich, dass die
Steuerung die an sie gesetzten Anforderungen erflllte und die Herzmuskelstreifen in einer
offenen Kultur Gber sechs Stunden isotonisch kontrahierten. Zur Validierung der Anlage
wurden die funktionellen Messwerte (VF, TTP, RT50, s. Kap 3.2.3) mit denen aus Versuchen
mit in der Langzeitkulturanlage isometrisch kultivierten Muskel préparaten verglichen. Diese
Werte verhielten sich anndhernd so, wie die entsprechenden Parameter bel den isometrisch
kontrahierenden Muskelstreifen. Dies zeigt, dass die entwickelte Steuerung ein geeignetes
Modell fUr die isotonische Langzeitkultur von Herzmuskelstreifen Uber sechs Stunden
darstellt.

Zur weiteren Validierung und zur Uberpriifung eines maglichen Einflusses von isotonischer
Dehnung auf die Genexpression wurde die SERCA2a-mRNA-Konzentration in isotonisch
kultivierten Muskelstreifen mit der von gedehnt bzw. ungedehnt isometrisch kultivierten
Praparaten verglichen. Dabei zeigte sich eine signifikante Uberexpression von SERCA2a-
MRNA in Préparaten aus gedehnten isometrischen Versuchen gegeniiber den ungedehnt
isometrisch bzw. isotonisch kultivierten Préparaten; die letzteren beiden zeigten eine beinahe
identische SERCA2a-mRNA-Expression. Dies zeigt, dass isometrische Dehnung Uber 6
Stunden zu einer SERCA2a-Uberexpression auf mRNA-Ebene fuhrt. Im Vergleich von
isotonisch und isometrisch kultivierten Préparaten ergeben sich Hinweise auf eine SERCA2a
Expressions-regulation durch den Einfluss der Nachlast. Der Stellenwert dieser ersten

Ergebnisse muss jedoch noch in Zukunft durch weitere Experimente tberprift werden.
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5 Zusammenfassung

Somit ist es gelungen, eine Steuerung zu entwickeln, die es ermdglicht, Muskelstreifen-
préparate Uber einen Zeitraum von 6 Stunden unter isotonischen Bedingungen zu kultivieren.
Die gewonnenen funktionellen sowie biochemischen Messwerte sind mit denen aus

isometrisch kultivierten Muskelpréparaten vergleichbar.
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