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l. Einleitung

[. Einleitung

.1 Zellulare Grundlagen von Kontraktion und Relaxation

Die Pumpfunktion des Herzmuskels wird hauptsachdigith die koordinierte Kontraktion
und Relaxation der Myozyten bestimmt. Das Kontaldverhalten der Myozyten wird
wesentlich von Vorgangen der elektromechanischgrmpKmg bestimmt, die eine Umsetzung
der elektrischen Erregung der Zelle in die meclwm@dkontraktion bewirken:
Wiéhrend der Depolarisation der Zellmembran strofnigger‘- C&* tiber
spannungsabhangige sarkolemmal&'&anale (L-Typ-Ca'-Kanale oder Dihydropyridin-
Rezeptoren) ins Zellinnere und fuhrt dort zur Feang einer gréf3eren Menge an
,Speicher“-C&" aus dem sarkoplasmatischen Retikulunf{@zduzierte C&-Freisetzung
nach Fabiato, 1983). Das geschieht iibéf-Gareisetzungskanale, auch Ryanodinrezeptoren
genannt, die in enger raumlicher Beziehung zu d@gd-C&*-Kanalen stehen. Das
freigesetzte C& bindet an Troponin C und bewirkt somit eine Konfationsanderung des
Troponin- Tropomyosin-Komplexes mit Querbriickenaktiung zwischen Aktin und
Myosin. Das fuhrt zur Kontraktion des Myozyten (AbL).
Die Relaxation wird eingeleitet durch Dissoziatites C&" vom Troponin C und C&
Elimination aus dem Zytosol. Das kann auf vier Wegeschehen:

1. Wiederaufnahme durch ATP-abhéngige Pumpen isa@&eplasmatische Retikulum

(SERCA);

2. Elimination tiber den sarkolemmalen*’Get*-Austauscher (NCX);

3. Elimination Uber sarkolemmale ATP-abhangige Pemp

4. Aufnahme in die Mitochondrien tiber einerfGdniporter.
(Vergleiche auch Abb. 1.1). Wahrend der erste Wegnenschlichen Myokard einen Anteil
von etwa 70% und der zweite von etwa 30% hat, madieletzten beiden zusammen einen
ca. 1%igen Anteil aus und haben somit bezlglicretektromechanischen Kopplung keine
wesentliche Bedeutung (Bers 2002). Wahrend dert@esst der allergrof3te Teil des
intrazellularen C& gebunden oder in intrazelluldaren Organellen geseei. Der wichtigste
Speicher ist das sarkoplasmatische Retikulum (EREe Phosphorylierung des
Phospholambans, des inhibitorischen Proteins de€E&R Pumpen, die cAMP- oder
C&*/Calmodulin-abhangig erfolgen kann, fiihrt zur Seeimg der Pumpaktivitat der SR-
Cd*-ATPase (SERCA) und auf diesem Wege zu vermehytesalischer C&-Elimination
und gesteigerter GaBeladung des SR.
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Abb. I.1: Schemazeichnung des’Garansportes in einem ventrikuldren Myozyten.
ATP: ATPase. L-T.C4-K: L-Typ-C&*-Kanal. NCX: N&/Ca?*-Austauscher. PLB: Phospholamban. RyR:
Ryanodinrezeptor. SR: Sarkoplasmatisches Retikulum.

Veranderungen der zellularen‘Galomoostase kénnen zu Stérungen der Kontraktion und

Relaxation des Herzens fuhren. Klinisch resuldaraus am Ende eine Herzinsuffizienz.

|.2 Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz ist eine verbreitete interrgshe Erkrankung. Jenseits des 65.
Lebensjahres stellt sie den haufigsten Grund fanKenhauseinweisungen dar (Sackner-
Bernstein und Mancini, 1995). Weltweit wurde 1998 Anzahl der Patienten mit
Herzinsuffizienz auf ca. 15 Millionen geschatztikEson, 1995). Allein in den USA betragt
die Pravalenz in der Gesamtbevolkerung 5,2 Milllonéber 550 000 Neuerkrankungen sind
pro Jahr zu verzeichnen. Aus der Herzinsuffiziesultierten im Jahr 2004 1 099 000
Krankenhausaufenthalte, und 268 700 Menschen staidran. Fur das Jahr 2007 wird fur die
USA mit Behandlungskosten von 33,2 Mrd. US-$ gemetiiRosamond et al., 2007).
Pravalenz und Inzidenz sind deutlich altersabhangicilter zwischen 50 und 59 Jahren
litten nach der Framingham-Studie 0,8% der untétgicPersonen an Herzinsuffizienz, bei
30 Jahre éalteren Menschen waren schon 6,6% derévi@ama 7,9% der Frauen betroffen (Ho
et al., 1993a). Das Lebenszeitrisiko eines 40j&hnrigenschen fur Herzinsuffizienz wurde
nach der Framingham-Studie mit 21% (Manner) bzw3%0(Frauen) angegeben (Lloyd-
Jones et al., 2002).

Fur Deutschland gibt es zur Epidemiologie der Heuifizienz keine grof3en Studien. In

einer Studie zur Pravalenz der linksventrikulargssfDnktion der Allgemeinbevdlkerung in
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Deutschland hatten 2,8 % der Untersuchten im Zl@schen 25 und 75 Jahren eine
Ejektionsfraktion unter 48% (Mittelwert minus zwaxthe Standardabweichung). Eine
Aussage uber Symptome der Herzinsuffizienz finddt dort allerdings nicht (Fischer et al.,
2003). Fur die europaische Bevdlkerung existieenschiedene Studien zur Epidemiologie
der Herzinsuffizienz: In einer randomisierten esgiien Studie wurde bei 3,1% der
Untersuchten (Kollektiv Gber 45 Jahre) eine ,mastdeoder wahrscheinliche®
Herzinsuffizienz diagnostiziert (Davies M et al002). Die Rotterdam-Studie wies bei 3,9%
der Untersuchten im Alter von 65,7 = 7,4 Jahrerokaldiografisch eine Herzinsuffizienz

nach.

Mit einer mittleren Uberlebenszeit von 1,7 Jahi@nManner und 3,2 Jahren fir Frauen ist
die chronische Herzinsuffizienz eine Erkrankung imaiber Letalitat (Ho et al., 1993b),
vergleichbar mit einer malignen Erkrankung. In eisehottischen Studie stieg Uber einen
Zeitraum von 19 Jahren das mediane Uberleben &halif 1,64 Jahre aller mit der
Diagnose ,Herzinsuffizienz* hospitalisierten PersnnDie Autoren schreiben das einer
verbesserten medikamentdsen Therapie zu (Maclatyak, 2000). Das kann jedoch nicht
dariber hinwegtauschen, dal3 die Prognose der Ratient Herzinsuffizienz nach wie vor
schlecht ist. FUr Patienten mit terminaler Herzifizsienz liegt oftmals die letzte
Uberlebenschance in einer Herztransplantation.eDijstion ist allerdings begrenzt, heute in

erster Linie durch das geringe Spenderorganaufkamme

1.2.1 Definition, Symptome und Atiologie

Beim Gesunden ist die myokardiale Pumpleistung aepassungsfahig. Innerhalb kirzester
Zeit reagiert das Herz auf die unterschiedlichefoAterungen des Kreislaufs bei
wechselnder Belastung. Voraussetzung der optinfag@assung ist ein geordnetes
Zusammenspiel aller Teilfunktionen wie ErregungaahlKontraktilitat, Klappenspiel,
Durchblutung usw.

Die Herzinsuffizienz ist demgegeniuber gekennzeicoech das Unvermdgen des Herzens,
trotz ausreichenden vendsen Blutangebotes den Sngas seinen Bedurfnissen
entsprechend mit Blut zu versorgen. Klinisch ligghn eine Herzinsuffizienz vor, wenn
typische Symptome (Dyspnoe, Mudigkeit, Flissigketention) bestehen, denen urséachlich
eine kardiale Funktionsstérung zugrunde liegt (Aifidelines, Hunt et al., 2005).

Als Folge der primar myokardialen Erkrankung bétdfe Herzinsuffizienz schlief3lich den
gesamten Organismus. Die initiale Schadigung kamohdvermehrte Druck- oder
Volumenbelastung, segmentalen (z.B. Myokardinfaokigr diffusen (z.B. Myokarditis)
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Untergang von Herzmuskelzellen bedingt sein odeRahmen priméarer
Herzmuskelerkrankungen (dilatative Kardiomyopatkeiestehen. Im frihen Stadium der
Erkrankung besteht oft eine ventrikulare Dysfunktiaber noch kein klinisches Zeichen der
Herzinsuffizienz.

Im Verlauf kommt es friihzeitig zur Aktivierung ne@ndokriner
Gegenregulationsmechanismen auf lokaler, spatesyastémischer Ebene (Dzau et al., 1981;
Francis et al., 1990). Dazu gehoren die Stimulaties Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (Dzau et al., 1981), die Aktivierung deagathischen Nervensystems (Cohn, 1989)
und vasoaktiver Peptide wie Endothelin (Wei et94) oder Adrenomedullin (Jougasaki et
al., 1995) und die gesteigerte Freisetzung von pi@ssin. Diese haben kurzfristig die
Steigerung des Herzminutenvolumens und somit dieeBung der Organversorgung zum
Ziel, tragen aber durch Erh6hung des peripherereWidndes langfristig zur Progredienz der
Herzinsuffizienz bei (Packer 1988). Zusatzlich b#assen weitere Faktoren, wie die
Aktivierung proinflammatorischer Zytokine, schacigedas Myokard (Levine et al., 1990;
Ubersicht bei Pieske, 1998). In der Folge entwickieh schlieRlich das Vollbild der
chronischen Herzinsuffizienz. Daneben tragen weitédmbauprozesse wie Apoptose und
interstitielle Veranderungen zur progredienten IHaergkelschwache bei (Narula et al., 1996;
Ubersicht bei Pieske, 1998).

In der Herzinsuffizienz zeigen sich charakteristssbamodynamische Veranderungen mit
erhohten Fullungsdriicken, vermindertem Herzminutkmaen und erhéhten systemischen
und pulmonalen GefalR3widerstanden.

Die Ursachen der Herzinsuffizienz sind vielseittglwverandern sich in ihren Anteilen. In der
Framingham-Studie, die von 1948 bis 1987 im gleachiyen Ort im US-Bundesstaat
Massachusetts durchgefuhrt wurde, stieg der Adegiischamischen Herzerkrankungen als
Grund fur Herzinsuffizienz von 22% in den 1950édwréa auf 67% in den 1980ern. Im
gleichen Zeitraum sank der Anteil der Herzklappklde von 16 auf 10%. 74% der
Erkrankten wiesen eine Hypertonie auf (Ho et &193b).

1.2.2 Veranderung des myokardialen Kontraktionsverhaltens bei Herzinsuffizienz

Veranderungen auf der Ebene des Myokards betrdiéeHerzmuskelzelle selbst sowie das
Interstitium und kénnen in Abhangigkeit von derditigie auftreten (myozytare

Hypertrophie und diastolische Dysfunktion bei aeéer Hypertonie oder Aortenstenose;
Narbengewebe bei Myokardinfarkt; diffuser Untergang Myozyten bei Myokarditis;
mitochondriale Dysfunktion beim seltenen Kearnst8sysyndrom) oder unabhéngig von der
auslosenden Ursache als Ausdruck der Myokardschégligeobachtet werden.
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Obwohl die Ursachen sehr unterschiedlich sein kinsiad die funktionellen Charakteristika
des insuffizienten Myokards relativ einheitlich.eDE&*-Homéostase ist gestért. Eine
Verlangsamung der Kontraktion und Relaxation ume &erlangerung des Aktionspotentials
werden als erste Veranderungen festgestellt. Sfuil¢em dann die reduzierte
Kraftentwicklung der Muskelstreifen bzw. Verkurzuder Myozyten (Ubersicht bei Houser
et al., 2000).

Eine wichtige Beobachtung in vitro ist, daf3 niamdtffizientes und insuffizientes Myokard
sich unter bestimmten Bedingungen (langsame Scaklqggnz unter 0,5 Hz, niedrige
extrazellulare C3-Konzentration, fehlende Katecholaminstimulatian)tirem
Kontraktionsverhalten nicht wesentlich voneinangigerscheiden. Insbesondere die
maximale Verkirzung bzw. Kraft unterscheidet sidt bei physiologischen
Schlagfrequenzen (Harding et al., 1992; Davies C#l.1995; Ubersicht bei Houser et al.,
2000). Bei hoheren Frequenzen steigt in insuffisenMyokard die Auswurfleistung des
Herzens nicht an, sondern bleibt unverandert cidkrgar ab (Mulieri et al., 1992; Hasenfuss
et al., 1994a; Pieske et al., 1995; Pieske e1997; siehe auch Abschnitt 1.3.2). Die positiv
inotrope Antwort auf Katecholamine ist im insuféaten Myokard vermindert. Als Ursache
dieser Veranderungen wurde eine Herunterreguliedend’-Adrenozeptoren gefunden, die
moglicherweise auf die erhdhte Katecholaminstimoabei Herzinsuffizienz

zurtckzufuhren ist (Bristow et al., 1982; Pieskalet1997; siehe auch Abschnitt 1.3.4).

Die fundamentalen zellularen Veranderungen zeitgmeaine Erhaltung der Kontraktilitat bei
sehr niedriger Belastung und eine stark vermindenteéraktile Reserve (Ubersicht bei
Houser et al., 2000). Beuckelmann et al. (1992)éaran insuffizienten Myozyten, daf3 deren
zytosolischer Cd-Gehalt in Ruhe hoher, wahrend der Kontraktion aledriger war als
derjenige nicht insuffizienter Zellen. Aul3erdem & Zeit, die zur Absenkung des
zytoplasmatischen Gabenétigt wurde, bei den insuffizienten Zellen drh®araus

resultierte eine Verlangsamung der Relaxation. digf Unterschiede zwischen insuffizienten
und nicht insuffizienten Herzen in der Anpassunddatastungen wird in Abschnitt .3

genauer eingegangen.

.3 Regulation der myokardialen Kontraktion

Nach einem Vorschlag von Blinks und Endoh (1986)rign alle positiv inotropen
Interventionen in drei Gruppen aufgeteilt werder,sich auf die zentrale Rolle des Troponin
C in der elektromechanischen Kopplung beziehen:

,upstream* bedeutet, daR sich Amplitude oder &grtles C&-Transienten andern,
5
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- ,central“ werden sie genannt, wenn sich die Affihdes Troponin C fur Gaandert,
und als
- ,downstream*“- Mechanismen bezeichnet man schéielSolche, die die
Ansprechbarkeit der Myofilamente fiir eine gegeb@&é-Bindung am Troponin C
verandern.
Mit Hilfe intrazellularer C&*-Indikatoren kénnen ,upstream“-Mechanismen von aederen
beiden unterschieden werden. Diese sind am intdki@kard jedoch schwer zu
differenzieren, weshalb sie haufig unter dem Teumider erhthten EaAnsprechbarkeit der
kontraktilen Proteine zusammengefal3t werden.
Im Folgenden sollen einige Regulationsmechanisneemyokardialen Kontraktilitat naher
betrachtet werden:

1.3.1 Sensitivitat der Myofilamente

Frank (1895) und Starling (1918) beschrieben erstoles Phanomen, dafl? ein zunehmender
diastolischer Fullungsdruck (Vorlast) eine erh@ystolische Kontraktionskraft zur Folge
hat.

Zum Frank-Starling-Effekt bei menschlicher Herziffigienz liegen widersprichliche Daten
vor: Wahrend Schwinger et al. (1994b) den Verlest Brank-Starling-Mechanismus bei
terminaler Herzinsuffizienz postulierten, wieserhVat al. (1997), Holubarsch et al. (1996)
und Pieske et al. (1997) diesen auch bei schwezezibuffizienz weiterhin nach. Die
dehnungsabhangige Kraftzunahme in den Praparatgrdgbei mit einer nur minimalen
Erhohung des intrazellularen €&inher. Daraus wurde gefolgert, daR der Hauptegfek

eine Sensitivitdtszunahme der Myofilamente zurttikzten sei (Pieske et al., 1997). In
Experimenten mit ,skinned-fibers“-Praparaten, vemeh nur der kontraktile Apparat
erhalten war, konnte ebenfalls eine Sensitivitdtahme desselben fiir €anit zunehmender
Dehnung gezeigt werden (Vahl et al., 1997, Holutdaet al., 1996).

Die C&*-Sensitivitat der Myofilamente wird herabgesetztativAzidose, hohe Phosphat- und
Mg*-Spiegel, wie sie bei Ischamien auftreten. AuRerdetnziert R-adrenerge Stimulation
die C&*-Sensitivitat der Myofilamente (siehe 1.3.4), waideoffein, Imidazol- Derivate wie
Carnosin und n-acetyl-Histidin (Harrison SA et 4B86; Lamont und Miller, 1992) und
neuere Substanzen wie z.B. Levosimendan (Haseefads 1998) sie steigern. Auch milde
Hypothermie (31 bis 35°C) erhoht die‘G&ensitivitat der Myofilamente (Weisser et al.,
2001).
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1.3.2 Frequenzinotropie

Die Steigerung der Kontraktionskraft des Herzenslidhthere Frequenzen ist ein wichtiger
Regulationsmechanismus des gesunden Herzens. Biéfskrwurde 1871 erstmals
experimentell durch Bowditch am Froschherzen baésiobn und seither an verschiedenen
Tierspezies und am Menschen bestatigt (Bucklel;,@9&2; Mulieri et al., 1992; Hasenfuss
et al., 1994a; Pieske et al.,1995). Vielfach wirdliesem Zusammenhang von Kraft-
Frequenz- Beziehung (KFB) gesprochen, obwohl jé& mxperimentellem Ansatz entweder
entwickelte Kraft (Muskelstreifen), Zellverkirzufiginzelzellen) oder Druckentwicklung
(Ganzherzmodell) gemessen werden.

Die positive Inotropie beruht auf einer Zunahme idesizellularen C&-Transienten (Pieske
et al., 1995). Die Zunahme der Kontraktionskrafiblgt in zwei Phasen: Fur die erste werden
nur wenige Schlage bendétigt. Sie beruht auf eisemehrten Beladung des
Sarkoplasmatischen Retikulums (SR) mitGanen. Das dafiir nétige €zkann in die Zelle
gelangen, weil die Offenwahrscheinlichkeit der steknmalen C&-Kanale mit steigender
Stimulationsfrequenz ansteigt und die OffnungsdaeeiC&"-Kanale pro Zeiteinheit bei
hohen Frequenzen zunimmt (Piot et al., 1996). Bieite Phase, die im Minutenbereich wirkt
und zu einem langsameren Anstieg der Kontraktiaiskihrt, ist auf einen Anstieg des
intrazellularen Nazuriickzufiihren (Harrison SM et al., 1992). Sekuriikirt dies infolge
einer verminderten Elimination desCaurch den Natrium-Calcium-Austauscher (NCX) des

Sarkolemms wiederum zu einem Anstieg des intralze#n C4".

Am insuffizienten Herzen ist der Bowditch- Effekifgehoben oder sogar umgekehrt. Das
konnte sowohl in vitro (Feldman et al., 1988; Mtilet al., 1992; Pieske et al., 1992) als auch
in vivo (Feldman et al., 1988; Hasenfuss et al94H) nachgewiesen werden. Parallel zur
inversen Kraftentwicklung konnten Pieske et al.3.80ch abnehmende €& ransienten bei
zunehmenden Frequenzen zeigen.

Dieser Befund spricht filr einen Defekt des intrag&ten C4-Haushaltes als Grund fiir die
negative Kraft-Frequenz-Beziehung. Verschiedenevwut fanden in der Herzinsuffizienz
herunterregulierte SERCA auf mRNA- und Proteinebguoch nicht alle. Uber eine
mogliche Aktivitatsminderung besteht ebenfalls Wigkeit (Ubersicht bei Houser et al.,
2000; Hasenfuss et al., 1998a). Allerdings konhtasenfuss et al. (1994c) einen direkten
Zusammenhang zwischen dem Ausmalf der kontraktiysfubktion und der verminderten
Pumpenexpression zeigen. Neben der vermutlichemalibe der SERCA-Expression kann
zudem die Funktion seines Regulators PhospholamibarRolle spielen: Phospholamban ist

7
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in seiner mMRNA-Expression in der Herzinsuffizierumterreguliert, aber in geringerem
Male als SERCA (Meyer et al., 1999). Phospholanmtbasephosphorylierten Zustand
hemmt die SERCA, im phosphorylierten Zustand stegedie SERCA-AKktivitat. Im
Rahmen der gestorten 3-adrenergen SignaltransduseidHerzinsuffizienz konnte ein
reduzierter CAMP-Gehalt der Zelle demnach zu ermeeminderten Phosphorylierung des
Phospholambans fihren und daraus eine verstatktation der SERCA resultieren (Bohm
et al., 1994).

Neben der verminderten Aktivitdt der SERCA stelit dermehrte Expression und Aktivitat
des sarkolemmalen Ni&&*-Austauschers (NCX) am insuffizienten Myokard eimegiteren
wesentlichen pathophysiologischen Befund dar (Rlesal., 1996). Es wurde angenommen,
daR eine vermehrte Aktivitat des NCX einer zytasmiien C&-Uberladung - und somit einer
diastolischen Dysfunktion - entgegenwirkt (Hasesfesal., 1999). Da SERCA und NCX um
zytosolisches C4 konkurrieren, kénnte die gesteigerte NCX-Aktivigéich zu einer weiteren
Cd*-Verarmung des sarkoplasmatischen Retikulums IggitraAndererseits konnte gezeigt
werden, dal3 im terminal insuffizienten Myokard eieduzierte SERCA- und gesteigerte
NCX-Aktivitat zum C&*-Einstrom wahrend des verlangerten Aktionspotesitiald somit

zum langsameren Abfall des €aransienten beitragen (Weisser-Thomas et al., 2003
Piacentino et al., 2003).

.3.3 C&*- Erhdhung und Kontraktilitat

Trotz hoher extrazelluldrer €akonzentrationen von I¥mol/l liegt die diastolische G4
Konzentration in der Muskelzelle bei"1®is 10° mol/l und steigt systolisch bis auf"1énol/l
an. Es besteht also ein transsarkolemmaléi-Geadient von [C&,)/ [Ca®*]] von >1000. Das
verdeutlicht die Bedeutung funktionierender sarkoteler und intrazellularer €a
Stoffwechselprozesse.

Calcium spielt eine zentrale Rolle fur die myokaldiKontraktion. Mal3geblich fur die
Kontraktionskraft ist vor allem die kurzfristigetighung der zytosolischen €a

Konzentration unmittelbar nach der Depolarisatidiogan und Morgan, 1984). Fir eine
halbmaximale Kontraktion werden etwa 600 nmolfidseintrazellulares Gabenétigt (Bers
2002).

Durch eine Erhéhung der extrazellularerf @onzentration 1aRt sich der transsarkolemmale
C&*-Einstrom und sekundar die Beladung des SR nfit Gerart erhdhen, daR der maximal
erreichbare positiv inotrope Effekt (,kontraktileserve”) ausgeschopft wird. Dieser kann als
Bezugspunkt fur die Charakterisierung der inotropérkung anderer Interventionen am

Herzen dienen.
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1.3.4 3-Adrenozeptor-Stimulation

Die wichtigste Aufgabe des kardialen adrenergenesys besteht darin, die myokardiale
Funktion innerhalb kirzester ZeitrAume zu modifizie Es bewirkt so eine schnelle
Anpassung an kurzfristig erhéhten SauerstoffbediesfOrganismus.
3-Adrenozeptor-Stimulation stimuliert ihrerseita @TP- bindendes Proteing@as
wiederum die Adenylatzyklase (AC) anregt, CAMP #ddm. Dies aktiviert dann die
Proteinkinase A (PKA). Diese Kinase phosphorylie&. verschiedene Proteine, die in die
elektromechanische Kopplung involviert sind, daeafithospholamban, L-Typ-€aKanale,
Ryanodinrezeptoren und Troponin | (Greengard 19@8itzki 1988; Robishaw und Foster,
1989; Fleming et al., 1992; Ubersicht bei Bers 3082Rerdem beeinflult das-Brotein
direkt sarkolemmale G&Kanale (Yatani und Brown, 1989).

Uber eine Phosphorylierung des Phospholamban wgrdktivitat der SERCA erhoht und
daher das CAschneller ins SR zuriickgepumpt. Dieses und zureieringeren Teil die
Desensitivierung des Troponin | fur €aind fir den positiv lusitropen Effekt der -
Adrenozeptor-Stimulation verantwortlich (Li et £2000). Die schnellere &aAufnahme ins
SR tréagt zu einem héheren SR%G&ehalt bei. Darauf, und auf einem erhéhtef"Ca
Einstrom Uber die phosphorylierten L-Typ“G&anale, beruht hauptsachlich der positiv
inotrope Effekt der R-Adrenozeptoragonisten (B2@€2). Uber diese Kombination erhoht
sich der C&-Transient betrachtlich und tibertrifft in seinensipie inotropen Effekt den
negativ inotropen Effekt durch die Desensitivieraiey Myofilamente, der auf der
Phosphorylierung des Troponin | beruht (Kentiskhlgt2001).

Am kontraktilen Apparat steigert 3-Adrenozeptomtiation die Anzahl der aktivierten
Querbriicken pro Zeiteinheit und senkt das Kraft-Heegral des einzelnen
Querbriickenzyklus. Die Steigerung des Energievadhisiibersteigt die der positiven
Inotropie (Hasenfuss et al., 1994b).

Am gesunden menschlichen Herzen werdenubd 3-Adrenozeptoren in einem Verhaltnis
von etwa 75:25% exprimiert. In der terminalen Hesuziffizienz verschiebt sich das
Verhaltnis zu etwa 50:50%. Aul3erdem sind die véobleden Rezeptoren beider
Unterklassen signifikant desensitiviert. Das wird.\einer erh6hten 3-Adrenozeptor-
Phosphorylierung und einer Hochregulation des itdriischen Vermittlerproteins G
zugeschrieben (Port und Bristow, 2001).

Die Desensitivierung der R-Adrenozeptoren bei Her#fizienz ist bedingt durch anhaltend
erhohte Katecholaminspiegel im Rahmen der sympdtloargen Gegenregulation
gegenuber der verminderten Herzauswurfleistungdid@ser Stelle setzten Therapien mit 13-

9
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Adrenozeptor-Inhibitoren an, die die Mortalitat berzinsuffizienten Patienten drastisch zu
reduzieren vermochten (Bristow 2000).

Kubo et al. (2001konnten an explantiertem menschlichen Myokard nactem, dal3 bei
schwer herzinsuffizienten Patienten mit R-Adrent@epntagonisten-Therapie eine
Normalisierung des SERCA-Proteingehaltes und désTansienten gegeniiber einer
Gruppe ohne Vorbehandlung mit diesen Medikamentaraé Das wird als ein moglicher
Erklarungsansatz zur Wirkungsweise der [3-Adrenazefdtagonisten gesehen. Trotzdem
hatten die Patienten weiterhin eine derartig ngadEjektionsfraktion, dal3 eine
Transplantation unumganglich blieb.

Das in den Versuchen der vorliegenden Arbeit vedeesn Katecholamin Isoprenalin ist ein

reiner [3-Adrenozeptor-Agonist.

[.3.5 Isotonische und isometrische Kontraktion

Der Ablauf der Herzkontraktion besteht aus den Kongmten der isometrischen
Kraftentwicklung, durch die im Ventrikel Druck adigaut wird, und einer isotonischen
Verkirzung, durch die das Blut ausgeworfen wird Hrperiment wird haufig nur eine der
beiden Komponenten bericksichtigt. Beide Komponektanmen im experimentellen
Ganzherzmodell zum Zuge; bei Experimenten mit Mistkedfen wird i.d.R. die
isometrische, bei Experimenten mit Myozyten i.ddR. isotonische Komponente der
Kontraktion gemessen. Bei den in dieser Arbeit efiffigrten Experimenten ist nur die
isotonische Verkirzung gemessen worden. Zu den Wat-Nachteilen der Methode siehe
Kap. V.1.1.

[.4 Zellkultur von Herzmuskelzellen

Frisch isolierte Kardiomyozyten verschiedener Sgemerden heute in der Erforschung der
Herzinsuffizienz vielfach genutzt. Inzwischen werdamit auch zunehmend Studien
durchgefiuhrt, in denen Gentransfer eingesetzt wimdyeranderte Expressionsmuster der
verschiedenen Proteine zu studieren. Das setztisodald die Zellen 24 bis 48 Stunden in
Zellkultur gehalten werden mussen, damit die Pnetgiression des Transgens stattfinden
kann.

Oftmals sind inzwischen Kardiomyozyten in Zellkulgehalten worden, insbesondere
neonatale und adulte Zellen kleiner Arten. Etlicis¢siber funktionelle, metabolische und
elektrophysiologische Veranderungen im Verlaufddikultur bekannt (Mitcheson et al.,
1998; Pollack et al., 1991, Volz et al., 1991).tlas gelang es 1999 del Monte et al.,
isolierte humane Kardiomyozyten mit dem SERCA2a-@etransfizieren. Vielfach konnten

10
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Funktionsanderungen gesunden und insuffizientenklsgs durch Gentransfer erreicht
werden (z.B. Akhter et al., 1997; Hajjar et al.989Maurice et al., 1999). Durch
Manipulation der Regulation einzelner Proteine fesii sich Moglichkeiten, sich deren
Anteil am Krankheitsgeschehen des komplexen Phaneiderzinsuffizienz anzunahern.
Die Einflisse von Zellkultur und adenoviraler Infiek per se wurden aber an isolierten
menschlichen Myozyten nicht untersucht. Zur Belutey weiterer Studien waren

Untersuchungen Uber diese Auswirkungen auf die framkler Zellen wiinschenswert.

[.4.1 Primare Zellkultur

Primére Zellkultur mit embryonalen Herzzellen isit $955 mdoglich (Cavanough, 1955).
1977 gelang es Jacobson erstmals, isolierte adatidiomyozyten von Ratten in Kultur zu
halten. Adultes Gewebe hat trotz schwierigerer iiglitbarkeit VVorteile gegentber
neonatalen oder embryonalen Zellen, weil AnderurigeBxpressionsmuster der Proteine im
Laufe der Entwicklung die Ubertragbarkeit der Emjebe von neonatalen auf adulte Organe
problematisch erscheinen lassen (Mitcheson e1293).

Nach Jacobson und Piper (1986) gibt es grundsitziiei Ansatze, Myozyten zu kultivieren:

1) Das sogenannte ,rapid-attachment”- Modell, imdgch die Myozyten innerhalb
weniger Stunden an eine beschichtete Kulturflacinetien (bei adulten Myozyten
werden i.d.R. Laminin oder Kollagen Typ IV verwen{igorg und Terracio, 1990]). Sie
bendtigen keine Serumzugaben zum Medium und behaltge ihre Struktur, leben aber
nur bis 14 Tage.

2) Das ,redifferenzierte” Modell, bei dem dem Zeillikirmedium Serum beigemischt
werden muf3, und in dem keine Anheftungssubstaneemendet werden. Die Zellen
werden abgerundet und verlieren ihre Querstreiftiagh 2 bis 4 Tagen heften sie sich
an der Zellkulturschale an. Sie bekommen Auslauher &ndern ihre Ultrastruktur.
Schliel3lich tendieren sie zu spontanen Kontraktigihitcheson et al., 1998).

In dieser Studie wurden adulte Zellen gemal ded+afgpachment- Methode kultiviert. Da

menschliche Herzmuskelzellen schwierig zu kultietesind, wurde eine spezielle

Modifikation der tblichen Zellkulturverfahren angamdt (siehe Methoden).

Was sind die Eigenschaften kultivierter MyozytenViergleich zu frisch isolierten Zellen?

Bei frisch isolierten Zellen kommt es mdglicherveedurch die Isolation selbst zu
Membranschaden. Es konnte gezeigt werden, daletienfewisse Reparaturvorgange nach
der Isolation durchftihren (Borg und Terracio 19%Q)ltivierte Zellen sind tber den

Zeitrahmen fUr frisch isolierte Zellen (8 bis 12i&den) hinaus fir lAnger dauernde Studien
11
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brauchbar, was Experimente mit Manipulation des &ldds (z.B. Aufschlisselung
humoraler Einflisse) einschliel3t oder Gentrangi&if (Mitcheson et al., 1998). Zur
mefRbaren Veranderung der Proteinexpression bemirigiZelle mehrere Stunden.

Die Nachteile der Zellkultur bestehen darin, daf8Zllen sich den Kulturbedingungen
anpassen und das Ausmal} einer De-Differenzierurjnime einer Reversion zum fetalen
Phanotyp unklar ist. So wurde z.B. die Expressiom -MHC (die nur in fetalem Myokard
vorkommen) in verschiedenen Zellkulturen bestinfaie. waren teils erhoht (Bénardeau et
al., 1997, Medium enthielt Serum), teils nicht {iidlsen et al., 1993, serumfreies Medium).

|.5 Viral vermittelter Gentransfer

In den letzten Jahren wurden die technischen Miikgiten geschaffen, die an der
elektromechanischen Funktion des Herzens betailigteteine in ihrem Muster durch
virusgekoppelten Gentransfer zu verandern.
Drei Applikationsmoglichkeiten der Viren ins Myokbsind an Tieren beschrieben:

- die direkte intramyokardiale oder intraventrikeldnjektion (Hajjar et al., 1998; v.

Harsdorf et al., 1993)

- intrakoronare Perfusion im Ganzherz (Donahué.e1997)

- Infektion isolierter Myozyten (Hajjar et al., 19
Der in vivo Virus-gekoppelte Gentransfer ist eipesimentelles Verfahren, das fur den
Einsatz am Menschen noch nicht reif ist. Unter astestellen Immunabwehr sowie die
Notwendigkeit riesiger Virusmengen eine Schwelle daRerdem besteht die Gefahr, dal’
auch andere Zellen aul3er den gewtnschten Kardigitgyomfiziert werden. Experimentelle
in vitro Ganzherz-Virusperfusion ist wegen der emen bendtigten Virusmengen am
humanen Herzen ebenfalls nicht praktikabel - dateaur Zeit die Methode der Wahl,
anhand des virusgekoppelten Gentransfers in Eiryoadyten funktionelle Konsequenzen

veranderter Proteinmuster zu erforschen.

[.5.1 Verwendete Vektoren

Der ideale Vektor fur eine genetische Beeinflussieg Myokards wirde eine hohe Rate an
Zellen stabil Uber lange Zeit infizieren, Platz §iioRe Genprodukte bieten und keine
immunologischen oder toxischen Reaktionen herverruks sollte méglich sein, ihn
wahlweise intrakoronar oder intramyokardial zu apeten.

Momentan ist ein solcher Vektor nicht in Sicht.

Zu den gebrauchlichen Vektoren fur experimenteGemtransfer zahlen die rekombinanten
Adenoviren (im Folgenden: Ad), die nicht replikatsfahig sind. Rekombinante Adenoviren
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sind haufig genutzte Vektoren in der Grundlagerousg: sie sind relativ leicht zu
produzieren und lassen sich mit Transgenen bisreu &rofie von 7,5 kb (Kilobasen)
beladen. Sie werden sowohl fir die Infektion volikidturen (Donahue et al., 1997; del
Monte et al., 1999), von ex-vivo-Multizellularprapten (Lehnart et al., 2000) als auch fir in-
vivo-Versuche genutzt (Maurice et al., 1999). Hetrallerdings die Dauer des
nachzuweisenden Transgens begrenzt auf 2-3 Woebeln) (

Alternativen bestehen z.B. in rekombinanten Adesspaiierten Virus-Vektoren (AAV).
Diese DNA-Einzelstrangviren erméglichten im Mausrlbah vivo sowohl nach
intramyokardialer als auch nach intrakoronarer Agapion stabil tber 2-8 Wochen anhaltend
den Nachweis des Transgens; dieser betrug jedogimal25% der Effizienz der
adenoviralen Kontrollgruppe (Svensson et al., 1988Rerdem liegt die Kapazitat dieses
Vektors fur Transgene bei maximal 4,5 kb Lange.efudcheinen AAV einer raschen
molekularen Evolution zu unterliegen, die man somstvon RNA-Viren kennt (Gao et al.,

2003). Dies steht einer raschen in-vivo-Anwendurgmindest beim Menschen - entgegen.

|.5.2 AdLacZ

Bei dem in den Versuchen der vorliegenden Arbativeadeten Virus handelt es sich um ein
rekombinantes Adenovirus, das durch Deletion dgjidteEl seine Replikationsfahigkeit
verloren hat.

Das die E. coli-R-Galaktosidase kodierende Gen laed unter einem humanen CMV-
Promotor ebenfalls weitverbreitet in der Grundldgesthung eingesetzt, in der Regel als
Negativkontrolle neben Funktionsgenen (z.B. Mauetal., 1999). Vorteilhaft ist der

einfache Nachweis mittels Farbung; nachteilig isbewerten, daf sich erst im Anschluf3 an
das funktionelle Experiment an der toten Zelle duférbung nachweisen laR3t, dal3 die Zelle
transfiziert war. Andere Proteine, z.B. das gréeoréscent protein GFP, kdnnen hingegen im
vitalen Zustand auf erfolgte Infektion und Expressiles Transgens hin untersucht werden.
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lI. Fragestellung

Zunachst sollte der Einflu von primarer Zellkulfiber 24 und 48 h) auf das
Kontraktionsverhalten isolierter adulter Herzmugk#en von Menschen untersucht werden.
Dann sollte das Inotropieverhalten dieser Zelldmaad des Einflusses von
Frequenzerhéhung (0,25 bis 2,5 Hz), 3-Adrenozejauation (Isoprenalin) und Erhéhung
des extrazellularen Calciums (1,0 bis 15 mM) gi#prérden. Im dritten Schritt sollte ein
Adenovirus-gekoppelter Gentransfer des Vektors Lawizhgefihrt werden und das
Kontraktionsverhalten der so genetisch veranddvigoeyten dem Kontraktionsverhalten

ohne virusvermittelten Gentransfer gegenubergésteliden.

Die zugrundeliegende Hypothese dieser Arbeit wada&8 sowohl die primare Zellkultur per
se als auch der virusvermittelte Transfer einesoRemens Einflul3 haben auf das
Kontraktionsverhalten der humanen KardiomyozyteesP Veranderungen sollten flr den
Transfer eines funktionellen Gens und dessen Auswgen auf die Kontraktion

berticksichtigt werden.

14



1. Material & Methoden

[1l. Methoden

[11.1 Untersuchtes Gewebe

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 156 Kardiomyozytes 38 Herzen (14 ICM, 23 DCM, 1
HNOCM) untersucht.

Das verwendete humane Ventrikelmyokard stammteRadienten, die sich aufgrund einer
terminalen Herzinsuffizienz (NYHA Stadium 1V) einerthotopen Herztransplantation
unterziehen muf3ten. Wir bezogen es aus dem Herapeiordrhein-Westfalen in Bad
Oeynhausen sowie von den Unikliniken Géttingendedliserg und Freiburg.

Die Patienten konnten klinisch und durch Voruntehsungen (Herzkatheteruntersuchung,
Echokardiographie) und die daraus ermittelten &tihen Parameter (Ejektionsfraktion,
Herzindex, pulmonalkapillarer Verschluf3druck) detaddum NYHA IV zugeordnet werden.
Von den 38 herztransplantierten Patienten, derenddauntersucht wurden, waren 8 weiblich
und 30 ménnlich. Der Altersdurchschnitt betrug %6,T Jahre. Die durchschnittliche
Ejektionsfraktion der untersuchten Herzen lag 16&i728%, wobei diese bei 9 Patienten nicht
zu ermitteln war. Zum Zeitpunkt der Transplantatiatten die Patienten folgende
Vormedikation erhalten:

- 29 Patienten bekamen Diuretika,

- 25 Digitalis,

- 22 ACE-Inhibitoren,

- 7 AT-ll-Rezeptorblocker,

- 15 3-Adrenozeptorblocker,

- 5 Calciumantagonisten,

- 6 Phosphodiesterasehemmer,

- 6 Vasodilatanzien,

- 9 Antiarrhythmika (aul3er R-Blocker),

- 24 waren mit Antikoagulanzien vorbehandelt und

- 6 Patienten erhielten praoperativ Katecholamine.

Bei 4 Patienten war die Medikation nicht zu erunei@ Patienten waren mit einem
linksventrikuléaren assist-device-System ausgestéitee Tabelle der Patientendaten ist im
Anhang zu finden.

Die Untersuchungen waren durch die EthikkommissienUniversitat Gottingen gepruft und

genehmigt.
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[ll. 2 Tyrodelésungen

Es wurden vier unterschiedliche Losungen bendtigt:

- far Transport und Aufbewahrung des Myokards: HTsung nach Bretschneider

und eine modifizierte Krebs- Henseleit- Lésung (KHL

- fur die Isolierung der Zellen: modifizierte Kreldsenseleit- Losung (KHL 2) mit

wechselnden Zuséatzen
- im Versuch: modifizierte Medium- 199- Losungd®ia-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen; Nr. M-7528), im folgenden M 199 genanrgr Gehalt der L6ésung an

ionisiertem Calcium betrug 1,5 mmol/l.

Die Zusammensetzung der Losungen ist in Tabellk alifgefuhrt:

Inhaltsstoffe (mmol/l)

LOsung n.
Bretschneider

KHL-1

KHL-2

Zusatze zu M
199

NaCl

15

127

130

KCI

9

2,3

5,4

MgSO,

0,6

1,2

MgClox 6H,0

4

Histidin-HCIx1H,O

18

Histidin

180

Tryptophan

2

Mannitol

30

CaCb

0,015

0,2

KOH-2-Oxopentandioat

1

NaHCO

25

KH,PO,

1,3

Pyruvat

2,0

Glucose

11,2

12,5

HEPES

5,0

Phenolrot

0,05

Lactat (flussig)

1,0

2-,3-Butandionmonoxim

30

20

Taurin

10

D,L-Carnitin

Kreatin

L-Glutamin

N(ﬂl\)m

Penicillin

100 L.LE./ml

Streptomycin

0,1 mg/ml

Altinsulin

5LE.JI

Tabelle 111.1: Zusammensetzung der verwendetenrgisuin mmol/l. Fir M199 sind nur die Zusatze

aufgefihrt.

KHL 1 und M 199 wurden mit Carbogen (95%, 8% CQ) Uber Glasfritten begast, KHL 2

mit O,. Bei KHL 2 muf3te au3erdem der pH-Wert auf 7,4 estellt werden.
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[11.2.1. 2-,3-Butandionmonoxim (BDM)

Wahrend Transport und Isolation wurde den Losurtjerihosphatase BDM zur
Myokardprotektion beigefligt. Aus friheren Unterswaden ist bekannt, daf3 sie durch
Blockierung der Cd2 Bindungsstellen am Troponin C und der C#&anéle die
elektromechanische Kopplung und daraus resultier&whtraktionen bzw. Kontrakturen
konzentrationsabhangig vermindert bzw. verhinded so den Sauerstoffbedarf senkt.
Dadurch wird das Myokard wahrend der Transporgesichitzt. Verletzungen von Zellen
wéhrend scharfer Praparation fuhren ebenfalls veerigm Absterben benachbarter Zellen.
Die BDM-Wirkung ist zudem durch Auswaschen revesk{Mulieri et al., 1989; Schwinger
et al., 1994a).

[11.3. Entnahme des Herzens und Myokardtransport

Nach der Explantation des terminal insuffizientesrzéns im Rahmen der
Herztransplantation wurde das Myokard unverztighch°C kalte kardioplegische Losung
nach Bretschneider gegeben und restliches Bluteavesschen. Das war erforderlich, weil die
warme Ischamiezeit nach Explantation zur Myokartigkioon so kurz wie mdglich gehalten
werden muf3te. Ein Kontakt mit den BDM enthaltendésungen sollte erst nach der dann
folgenden Entnahme von Proben fur molekularbioldgesUntersuchungen der Arbeitsgruppe

erfolgen.

Zur weiteren Aufbewahrung und zum Transport insdrakurde das Gewebe nach 5- 20
Minuten in 4- 10° C kalte, BDM-haltige KHL 1 gegeheavelche zur pH-Wert-Einstellung
und Oxygenierung mit Carbogen (95%, 6% CQ) durchperlt wurde.

[11.4. Myozytenisolation

Ein linksventrikulares Myokardareal mit versorgemd€oronarast (mogl. RD1 oder RM1)
wurde exzidiert. Der Koronarast wurde mit einer ¥everweilkantle (Vasofix, Braun,
Melsungen) der GroRRe 16- 20 G, je nach Gefal3kalkaeriliert und diese mit chirurgischem
Nahtmaterial (Mersilene 4 metric SH, Ethicon) amdwgrd fixiert. In einem stiitzenden
Kunststofftrichter wurde das Myokard nun in eintbstgefertigte Perfusionsanlage
eingehangt (siehe Abb. Ill.1). GefaRRaste und srakereale wurden am Rand des
Myokardsttickes mit Ligaturclips (Titan, Gro3e: mittPilling-Weck) verschlossen, bis das
Myokard gut perfundiert war. Die Perfusion wurde & C mit einer Geschwindigkeit von
10 ml/min nach dem folgenden Regime durchgefuhrt:

- 300ml KHL 2 (20-30min), nominell G&frei, nicht rezirkulierend
17
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- 100ml KHL 2 mit 180 Units/ml Collagenase und 50ql/l C&* rezirkulierend fiir 30 min
- 150ml KHL 2 mit 200 umol/l C& (10 min), nicht rezirkulierend

Abb. IIl.1: Anlage zur Myozytenisolation;
1: Flussigkeitsreservoir, 2:Luftfalle, 3:Behaltérfdas Myokard. 4:Rollenpumpe zum Transport der
Isolationslosungen. 5:Wasserbad mit Umwalzupumpemivdie Behalter 1-3 vor.

Das so behandelte Myokardstiick wurde nun in KHLit2260mM C&* und 2% Albumin
(bovines Serumalbumin, Sigma) gegeben. Mit eidie8 wurde das Stlck in der Mitte
durchgeteilt, alle angedauten Teile vorsichtig begeschabt und mit einer weitlumigen
Pipette dissoziiert. Der so gewonnene Zellbrei wurdn wieder mit obiger KHL-
Zubereitung aufgeschwemmt und durch einen Gazefiilteeiner Maschenweite von 0,4 mm
gegeben. Die lUbrigen Teile wurden verworfen.

Die Myozytensuspension wurde in 50-ml-Réhrchendd@) aufgefangen und sedimentiert.
Nach 5- 15 min hatte sich am Boden der RéhrcheRellet aus Myozyten gebildet. Der
Uberstand wurde abpipettiert und frische Losungidageben. Dieser Waschvorgang wurde
3-5mal wiederholt.

Der Anteil lebender Zellen in der Suspension bebiggzu 60%, meist jedoch um 10%.

Die Zellen fiir die Akutversuche wurden bei Raumteragur in KHL 2 mit 200mM C& und

2% Albumin aufbewahrt und mit Sauerstoff begast.
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[11.5. Zellkultur

[11.5.1 Beschichtung der Kulturplatten

Die Schalchen, in denen die Zellen kultiviert updter auch gemessen wurden, waren mit
Laminin in einer Verdiinnung von 50 umol/l beschéthDies geschah unter sterilen
Bedingungen mit etwa 0,5 ml pro Schéalchen (Durclsge35mm, Falcon). Nachdem die
Flussigkeit ganz getrocknet war, konnten die imausrbeschichteten Platten bei —20°C
aufbewahrt werden. Vor Gebrauch muf3te das Lamadiglich einmal mit Medium M199

angespult werden.

[11.5.2 Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden schrittweise mit modifiziertem dliem M199 versetzt, um den €a

Gehalt der Losung nicht zu rasch anzuheben. Abbamay der Zellausbeute in der
Suspension wurden sie danach noch einige Male h&#9Wewaschen, um den Anteil toter
Zellen zu senken. Danach wurde die Anzahl pro neimer Neubauer- Zahlkammer bestimmt
und etwa 6000 Zellen pro Schélchen ausplatierthdac zwei Stunden wurde das M199
durch frisches ersetzt, wobei die nicht angeheftZadlen und Zelltrimmer abgewaschen
wurden. Die Platten wurden in einem Zellkulturscikraei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und
einem CQ- Gehalt von 5% aufbewahrt.

[11.6. Adenoviral vermittelter Gentransfer

Eine Gruppe von Zellen wurde einem Adenovirus-véetien Gentransfer mit einem Nicht-
Funktionsprotein (3-Galaktosidase, 3-Gal) untermoBamit sollten die Auswirkungen
viraler Infektion und verénderter ProteinexpresgienZelle auf ihre kontraktilen
Eigenschaften gepruft werden. Es wurde ein rekoarttes Adenovirus Typ 5 verwendet, das
das bakterielle LacZ-Gen unter einem CMV-Promotqarniert (Ad-CMV-LacZ). Die

Viren wurden freundlicherweise bereitgestellt van ID Prestle, Arbeitsgruppe Prof. G.
Hasenfuss, Gottingen. Sie waren nach Standardverfajeneriert und aufgereinigt worden
(Graham und Prevec, 1991).

Zwei Stunden nach Ausbringen der Zellen auf dian@&rten Kulturschalen wurden diese mit
den Adenoviren infiziert. Die multiplicity of inféion (MOI, Menge der infektiosen Partikel
pro Zelle) betrug 500 oder 1000 pfu/Zelle. Nackeeiginwirkzeit von zwei Stunden wurden
die Zellen zweifach mit frischem Medium M 199 abgj@s und fur 48 Stunden kultiviert.
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Die erfolgte R-Gal- Expression konnte histochemisathgewiesen werden mit einer Farbung
mit 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-R-D-Galaktopyranogid-Gal) fur eine Stunde bei 37°C
(Baudet et al., 2001).

[11.7. Kontraktilitdtsmessung
[11.7.1. Versuchsaufbau

[11.7.1.1. MelRapparaturen

Die Messungen wurden unter einem Inversionsmikmpgkoaphot 300, Nikon) bei 400-

Abb. I1.2: Mikroskop mit Zellbad.

1 Mikroskop, 2 Zellbad, von dem nach rechts urkkli@chlauche zum beheizenden Wasserbad abgehen. Ube
einen seitlichen optischen Ausgang ist die Kam@&yaligeschlossen. Auf der Abbildung fehlen die
Perfusionsschlauche und Elektroden im Zellbad.

facher VergroRerung durchgefiihrt. Uber eine Kan€favl 800, Philips) wurde die zu
vermessende Zelle auf einem Monitor sichtbar gemath mit einem Video-edge-detection-
System (Crescent Electronics, Utah) vermessen.

Ein parallelgeschalteter Videorecorder (HV-MX1 Aimzaichnete den Versuch auf und

machte eine ggf. erforderliche Nachauswertung rabigbie Mel3signale wurden an den PC
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(Pentium 166 MHz MMX- Prozessor, Pyramid, Freibuggleitet, wo sie mit einem speziell
fur dieses Labor geschriebenen Programm (Profsdahswf Basis einer Labview- Software
(National Instruments, Texas) visualisiert und agrglaar gemacht wurden. Aus jeweils funf
aufeinanderfolgenden Verkirzungen wurde ein Mitegtverrechnet, der gespeichert werden
konnte. Die Auswertung erfolgte mit einem auf Lawibasierenden Programm, mit Excel
7.0 (Microsoft) und Sigma Plot, Version 2.0 (Jah&elentific).

11.7.1.2. Zellbad

Das Zellbad (HCB 101, Crescent Electronics, EastigdJtah) hatte austauschbare
Grundplatten (Glasplattchen, rund, Durchmesseci®,5Krannich, Gottingen), die mit
Laminin (siehe auch 1I1.5.1.) Gberzogen und mitiwéleitendem Silikon im Bad befestigt
waren. Das Zellbad wurde tber ein Wasserbad au€3yéheizt. Der Zu- und Abflul3 von
Versuchslosungen wurde tber eine Rollenpumpe (&thgesteuert. Die Vorratsbehalter
(Schott), in denen die Lésungen auch begast wurkderden genau wie die zufihrenden
Schlauche lUber das Wasserbad beheizt. Die Tempara#ellbad wurde mit einem
Mel3fuhler kontrolliert und betrug 36° bis 37° C.

[11.7.1.3. Stimulation

Zur Messung wurden die Myozyten Uber eine bipo&mulationsanlage (RAP
Montgomery, London) mit Titanelektroden stimuliektn Stimulator waren Spannung und
Frequenz wahlbar. Die Myozyten wurden mit einerrsppag von etwa 20 % Uber
Erregbarkeitsschwelle stimuliert, in der Regel bfit 20 mV. Die Messungen mit
Pharmakaintervention wurden bei 0,5 Hz durchgefiatet Verkirzungs- Frequenz-

Beziehungs- Versuche mit 0,25 bis 2,5 Hz.

[11.7.2 Versuchsdurchfihrung

Etwa 0,5 ml Myozytensuspension wurde mit ca. 2 199 in das Zellbad gegeben. Nach
ungefahr 5 min, wenn sich die Zellen abgesetztamgkheftet hatten, wurde die Perfusion
gestartet. Nach weiteren 5 min, in denen das BD&yewaschen worden war, konnten der
Perfusionskreislauf und die Stimulation gestartetden. In 40-facher Vergrol3erung wurde
nun eine Zelle ausgewahlt, die morphologisch intedt Als Kriterien galten: erkennbare
Querstreifung, klare, glatte Randstruktur, keineeenbaren Membranvakoulen. Auf
funktionelle Intaktheit wurde geschlossen, wennzsée bei Stimulation konstant

kontrahierte.
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Bei einer nach obigen Kriterien ausgewahlte Zelledg nun bei 400-facher Vergréf3erung
der Mel3vorgang gestartet. Wenn die Zelle in ihregrkiirzungsverhalten einsteady state
erreicht hatte, konnte das Experiment beginnen.

Alle Versuche wurden bei 35,5° bis 37,5° C durchipef Als Perfusionsmedium wurde

M199 mit den in Tabelle 1ll.1 genannten Zusatzenubzt.

[11.7.2.1. Messungen an frisch isolierten und an kliivierten Zellen

Mit den nachfolgenden Versuchen sollte das Verhaltsn humanen Kardiomyozyten vor
und nach Kultivierung tber zwei Tage charakterisiarden. Diese Versuche sollten
Grundlage eventueller Langzeitexperimente mit erdeg Peptiden sein und eine Basis fur
die Interpretation von Gentransfer- Experimenterstaden.

Die Messungen erfolgten direkt nach der Isolatjonh() sowie nach 24 und 48 Stunden.

[11.7.2.1.1. Verkirzungs- Frequenz- Beziehung

Der Versuch begann mit einer Frequenz von 0,25ndzas wurden jeweils nach Erreichen
dessteady staté&requenzen von 0,5/ 1/ 1,5/ 2/ 2,5/0,5 Hz gewahlt.

[11.7.2.1.2.Calcium Konzentrations- Wirkungs- Kurve

Ausgehend von der basalen?GKonzentration von 1,5 mmol/l im M 199 wurde diese
folgendermal3en gesteigert (in mmol/l): 1,85/ 2,2/ 8,6/ 7,2/ 9/ 12/ 15.

[11.7.2.1.3.1soprenalin

Es wurde teils als Konzentrations- Wirkungs- Kuadglitiv, teils als Eindosisexperiment,
Isoprenalin in Konzentrationen zwischen 1 nmoldl 1® pmol/l auf die Zellen gegeben.
Nach einer Einwirkungszeit von 3-5 Minuten wurde Werénderung der Kontraktion und

Relaxation registriert.

[11.8. Auswertung

[11.8.1. Auswertung der Daten

Die Auswertung der Daten erfolgte ebenfalls mieeirspeziell fir dieses Labor von Prof.
Janssen geschriebenen Programm, das auf einerekal®voftware (National Instruments,
Texas) basierte. Jeweils drei Messwerte (die jadsifiinf Einzelmessungen gemittelt waren)
wurden in einer Excel- Datei zu einem Mittelwertreehnet. Diese Werte wurden in eine
Sigma- Plot Datei Ubertragen, in der die grafiddaestellung erfolgte.

Es wurden fir jede Kontraktion tiber maximal 0,9 8&len die folgenden Parameter erfalit:
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-Absolute Zellverkirzung (um)

-Verkurzungsfraktion (in % der Zellange)

-Verkirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit (um/s)

-Zeit bis zur maximalen Kontraktionsamplitude (titogpeak shortening, TPS; ms)

-Zeit bis zur 50%igen Relaxation (B¥; ms).

Um die Zellverkiirzung bei unterschiedlich groRefieZeinnerhalb der verschiedenen
Versuchsreihen vergleichbar zu machen, wurde dikiveungsfraktion als relativer

Parameter (in % der Zellange) gewahlt.

[11.8.2. Statistische Auswertung

Bei der statistischen Auswertung half freundlicheise Herr Sebastian Domhof vom Institut
fur Medizinische Statistik der Universitat Gottimg@irektor Prof. Brunner). Die Statistik
wurde im Programm SAS nach folgendem Vorgehen bheedc

[11.8.2.1. Mittelwerte und Standardabweichung

Fur alle Beobachtungen unter einer bestimmten Beuatig (Intervention mit gleich alten
Zellen) und einer bestimmten Intervention wurde Mételwert Xy, k=1,.....n berechnet.
Dabei stand der Indekfiir die verschiedenen Herzen, umd/ar somit die Anzahl der
Herzen, an denen Beobachtungen unter der betracedingung und Intervention
vorlagen. Der ErwartungswartE(Xy) wurde geschétzt durch das ungewichtete Mittel

ﬁz'X".:%ZXk.
k=1

Als Schatzer fur die Standardabweichung vinwurde wie tblich verwendet

%\I 3 (X —X)2.

111.8.2.2. Paarvergleiche

Paarvergleiche wurden fur Vergleiche nach unteestiith langer Zellkulturdauer benétigt.
Diese Berechnung wurde dadurch komplizierter, d#eMerte von Beobachtungen an
Herzen in zwei ,Stufen moglich waren: Fir jedegHkonnte ein Paar von Mittelwerten
(Xk1, Xk2) (z.B. frisch isolierte Zellen vs. 24h kultivierZellen aus dem selben Herzen) oder

nur einer der Mittelwerte X oder X%, vorliegen (aus diesem Herzen z.B. nur frisch estéi
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Zellen gemessen). Zur Kennzeichnung, welcher Fealag, wurden die Variabléxs,

k=1,...n, s= 1,2, eingefuhrt, die durch

N — 0: Xjs wurde nicht beobachtet,
ke 1: Xis wurde beobachtet,

definiert waren. Zu testen war die Hypothese

Ho MU — Mo = E(Xkl) - E(ng) =0.

Die Teststatistik beruhte daher auf dem Schéatzer

n

 n” = = 1 1 <«
ul_uz:X'l_X’2:)\_.1ZX“_EZXW

fur die Differenzps-po. Dabei bezeichnetés fir s = 1,2 die Anzahl der Herzen, an denen

Beobachtungen in Stutevorlagen, das hiel3
Aa= Kis -
k=1

Bei der Schatzung der Variaro® = Var(fii — fi2) muRte die Abhangigkeitsstruktur der

Beobachtungen bertcksichtigt werden. Somit ergab si

1 ¢ - 2 n _
0= Xp — Xq)2— —— _
=5 ;( k1 — X.1) o k§1 (Xp1 — X 1) (Xi2 — X2)

Ak1=1 Ak1=xk2=1

1 « -
+ — ( Xk — X.2)2 .
3 2
Ak2=1

Der Test beruhte dann auf der asymptotischen Staindiamalverteilung der Teststatistik
1 =l

T=——,
o

das hiel3, dal3 sich als zweiseitigaVert
2min{®(T),1 — &(T)}
ergab, wobe® die Verteilungsfunktion der Standardnormalvertaguvar.

Die angegebenen Werte sind MittelwetiBtandardfehler des Mittelwertes. Als signifikant
angesehen wurden Unterschiede mit einem p<0,05.
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IV. Ergebnisse

IV.1 Patientendaten

Fir diese Arbeit wurden insgesamt 156 Zellen aud&&en, 30 mannlich und 8 weiblich,
mit ischamischer (n=14) und mit dilatativer (n=28wie hypertropher nicht-obstruktiver
(n=1) Kardiomyopathie untersucht. Der Altersdurd¢imstt der Patienten betrug 56,1 + 9,7

Jahre.

IV.2 Morphologie und funktionelle Intaktheit der My ozyten

IV.2.1 Frisch isolierte Zellen

Als Kriterien fur die morphologische Intaktheit ddyozyten galten klar erhaltene
Zellgrenzen, eine sichtbare Querstreifung und @dwed von Vakuolen und
hyperkontrahierten Zellarealen. Abb. V.1 zeigteeraprasentative Zelle.

Abb. IV.1: Frisch isolierter humaner Kardiomyoz@xiginalgrof3e ca 100um. Zellgrenzen und Querstrajfu
sind klar erkennbar, Membraneinstilpungen nichtworden.

Die funktionelle Intaktheit der Zelle war durch iglemafige Kontraktionen unter elektrischer
Feldstimulation und das Fehlen von Spontankonwakt definiert. In die Auswertung
gingen nur Zellen mit einer Verkirzungsfraktion vamdestens 2 % der Ruhezellénge ein,
die aul3erdem Uber eine Einschlagphase von 5 Mirkatestante Kontraktionen zeigten. Die
so ausgewahlten Zellen wurden direkt fur Experiraemtrwendet.

IV.2.2 Zellkultur
Es gelang, nach 24 und nach 48 Stunden in prinZaé#ultur morphologisch und

funktionell intakte Zellen zu untersuchen. Nacha@@n in Zellkultur waren noch 0,1-10 %
der Zellen nach den o.g. Kriterien morphologisct tumktionell funktionstichtig.
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Abb. IV.2:Humaner Kardiomyozyt nach 48 Stunderrimgrer Zellkultur; Lange ca 150 um. Zellgrenzerdun
Querstreifung sind erkennbar, Membraneinstilpungjeht vorhanden.

Die Querstreifung allerdings war teilweise etwasiger klar zu sehen und die Zellgrenzen
zeigten leicht ausflieRende Rander. Abb. 1V.2 zeigtreprasentatives Bild einer Zelle nach
48 Stunden in primarer Zellkultur.

IV.2.3 Adenovirus-gekoppelter Gentransfer des R-Gaktosidase-Gens

Auch die primare Zellkultur Gber zwei Tage mit zzsghem Adenovirus-gekoppelten
Gentransfer mit dem AdLacZ-Virus lieferte morphaosmip einwandfreie Zellen, wie Abb.
IV.3 zeigt.

Abb. IV.3: Reprasentative morphologisch intaktdeZehch Transfektion mit AdLacZ-Virus und 48h Zétik;
Lange ca. 110um. Die Blauféarbung ist bedingt dutizhX-Gal-Farbung zum Nachweis der erfolgreichen

Transfektion . (Der Nachweis der erfolgreich durefidirten Transfektion wurde mit einer Anfarbung ider

eukaryoten Zellen normalerweise nicht exprimiefleGalaktosidase erbracht (X-Gal- Farbung).)

IV.3 Basale Funktionsparameter

Die untersuchten Zellen wurden zunachst mit eimeqéenz von 0,5 Hz elektrisch stimuliert.
Untersteady-statdedingungen wurde dann die basale Kontraktionl{getlirzung)
untersucht.

Die frisch isolierten Zellen hatten in Relaxatianeemittlere Zellange von 1264um. Nach
24 und 48 Stunden in Zellkultur unterschieden siehZellen in ihrer mittleren Zellange
davon nicht signifikant; allein diejenigen Zellehe einem Adenovirus-vermittelten
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Gentransfer unterzogen und 48 Stunden kultivierten waren, wiesen eine signifikant
grof3ere diastolische Zellange auf als die frisohagen. Die genauen Werte zeigt Tabelle
V.1.

Die mittlere Verklrzungsfraktion der frisch isotien Myozyten bei einer Frequenz von 0,5
Hz lag bei 4,7 £ 0,2 % der Ruhezellange, die Zeim\&timulationsimpuls bis zur maximalen
Verkurzung (TPS) bei 251 £ 10 ms. Die halbmaxinRédaxation (R¥os) betrug im
Durchschnitt 108 + 9 ms.

Im Vergleich dazu betrug die Verkirzungsfraktiommainem Tag in Zellkultur
durchschnittlich 3,7 + 0,3 % (p<0,01), die TPSgteif 327 + 19 ms (p<0,01) und die 4z}
auf 194 + 22 ms (p<0,01).

Nach 48-stundiger Zellkultur belief sich die Verkiingsfraktion auf 4,1 £ 0,5 % (n.s.
gegenuber den frisch isolierten Zellen). Die TP$ awd 306 + 18 ms (p<0,01) und die &%
auf 173 = 17 ms (p<0,01) angestiegen. Obwohl aksd/drkirzungsfraktion nur relativ
wenig abnahm, kam es zu signifikanten Verlangerarsgsvohl der Kontraktions- als auch
der Relaxationszeiten.

Bei den Zellen, die mit dem AdLacZ-Virus transfizieorden waren, lag die basale
Verkirzungsfraktion bei 2,8 £ 0,4 % (p<0,01 verdB8k-Zellkultur und frisch isolierten
Zellen). Die Zeiten waren mit einer TPS von 3333t14ds (n.s. gegentber 48h-Zellkultur und
p<0,01 versus frisch isolierten Zellen) und ein@sd%, von 236 + 29 ms (n.s. gegenuber 48h-
Zellkultur und p<0,01 versus frisch isolierten £el) tendentiell angestiegen. Es wird
deutlich, daf3 auch die Infektion mit dem Adenovieusen merklichen Einfluld vor allem auf
die Kontraktionsamplitude der Myozyten hatte.

In Abb. IV.4 sind die Originalregistrierungen vaweils einer Zelle aus jeder Gruppe

dargestellt. Es sind repréasentative Registrierurgesnvier verschiedenen Herzen abgebildet.
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—_nach BGal-Transfektion
und 48h Zellkultur

nach 24h Zellkultur

4% (Verkirzung in % der Ausgangslénge)

| < frisch isolierter Myozyt

500 ms

Abb. IV.4: Reprasentative Originalregistrierungesnwier Zellen aus verschiedenen Herzen nach
unterschiedlich langer Zellkulturdauer bzw. R-Gatansfektion. Die x-Achse gibt die Zeit an, digghse
reprasentiert die Anderung der Zellange in % deh&zellange.

Die Mittelwerte der beschriebenen Parameter sirichivelle 1V.1 noch einmal
zusammengefal3t. Hier zeigt sich weiterhin, dafammiehmender Verkirzungsfraktion und
zunehmenden Verkirzungs- und RelaxationszeiteMdi@malgeschwindigkeit von

Kontraktion und Relaxation abnahm.

Gruppe Frisch isoliertf 24 h Zellkultuf 48 h Zelllwd | 3-Gal-transfiziert &48k
Zellkultur

Anzahl Herzen | 37 20 11 2

FS 4,7+0,2 3,7+0,3 ** 4,1+0,5 2,8+0,4 ** $$

TPS 251+10 327419 ** 306+18 ** 333+49

RTs00% 11849 194422 ** 17317 ** 236+29 **

-dL/dt -137+13 -O7+13 * -99+13 * -00+7 **

+dL/dt 144+14 94415 ** 99+17 * § 70£1 **

mittl. Zellange |[126+4 1285 13968 1490,4**

Tab. IV.1: Mittelwerte +SEM der basalen Kontraktiisparameter.

*= p<0,05; **= p<0,01 jeweils versus Ausgangswefs= p<0,05 versus 24h Zellkultur; $$= p<0,01 versus
48h Zellkultur. FS= Verkirzung in % der Ruhezel&@ngS% =Verkirzung in % des Ausgangswertes; TPS=
Zeit bis zur maximalen Kontraktion (ms); dEDauer der Relaxation auf 50% (ms); -dL/dt=
Verkirzungsgeschwindigkeit (um/s); +dL/dt= Relasasigeschwindigkeit (um/s); mittl. Zellange =mittler
Zellange in Relaxation (um)
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Abb. IV.5 zeigt zur besseren Visualisierung dieabers Funktionsparameter als

Balkendiagramme.
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Abb.IV.5: Balkendiagramm zur besseren Visualisigrdar oben genannten Kontraktionsparameter voregell
nach unterschiedlich langer Zellkulturdauer. Rate#tt nach Isolation; blau: nach 24h Zellkultur;ign: nach
48h Zellkultur; pink: nach Adenovirus-vermittelt&entransfer und 48h Zellkultur.

*= p<0,05; **= p<0,01 jeweils versus AusgangsweBs p<0,05 versus 24h Zellkultur; $$= p<0,01 versih
Zellkultur. FS= Verkirzung in % der RuhezellangBS= Zeit bis zur maximalen Kontraktion (ms);
RTsqs=Dauer der Relaxation auf 50% (ms); -dL/dt= Verkiimgsgeschwindigkeit (um/s); +dL/dt=

Relaxationsgeschwindigkeit (um/s)

IV.4 Einflul® der Zellkultur auf die Verkirzungs-Fre quenz-Beziehung

Zur funktionellen Charakterisierung der kultiviert®lyozyten wurden schrittweise

Erhéhungen der Stimulationsfrequenz von 0,25 H2aHz vorgenommen. Damit sollte die
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Frequenzinotropie der Myozyten untersucht werdenbdi Herzinsuffizienz in der Regel

negativ ist (siehe Kapitel 1.3.2).

IV.4.1 Verkirzungs-Frequenz-Beziehung in menschliadn insuffizienten Myozyten

Es wurden 34 frisch isolierte Zellen aus 28 Hemzetersucht (,,Frischexperiment®).

Abb. IV.6 zeigt die Verklurzungs-Frequenz-Beziehemges frisch isolierten Myozyten aus
einem terminal insuffizienten menschlichen Herzisireprasentatives Beispiel. Die
Verkirzungsfraktion nahm bis 0,5 Hz zu, dann mitte&vezunehmender Frequenz ab

(negative oder inverse Verklrzungs-Frequenz-Bernghu

4% (Verkirzung in % der Ausgangslénge)

500 ms

Abb. IV.6: Reprasentative Originalregistrierung eirVerkirzungs-Frequenz-Beziehung an einem frisch
isolierten Myozyten aus insuffizientem humanen lsligbk

In Abb. IV.7 sind die Mittelwerte fur die Experimienan frisch isolierten Myozyten
aufgefuhrt. Bei den gemessenen Zellen kam es rhiititmg der Stimulationsfrequenz nach
einem initialen Anstieg bei 0,5 Hz zu einer kontarlichen und signifikanten Abnahme der
Verkurzungsfraktion von 4,9 + 0,3 % bei 0,25 Hz 2 + 0,3 % bei 2,5 Hz (p<0,01). Ab 1,0
Hz war die Abnahme signifikant verschieden vom Aarggswert (Abb. IV.7a). Bei einer

Normalisierung der Verkirzungswerte relativ zum garsgswert war ebenfalls der
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anfangliche Anstieg der Verklrzungsfraktion auf #3® % zu sehen (Abb. IV.7 b). Er ging
mit einer Abnahme der Rdy, von116 + 10 ms auf 108 £ 7 ms einher (p<0,05) (AWbr.c).
Mit der weiteren Abnahme der Verkirzung bis zu 5% traten auch signifikant kirzere
Zeitparameter auf. Dennoch sanken Verkirzungs-Reldxationsgeschwindigkeit
signifikant ab; die kirzeren TPS und 4gdf resultierten also nicht nur aus der geringeren
Verkurzungsfraktion, sondern sind auch ein Indizdén gestorten Calcium-Metabolismus,

der bei hbheren Frequenzen verstarkt zu Tage tritt.
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Abb. IV.7: Verkirzungs-Frequenz-Beziehung frisoierter Myozyten (n=34). Gezeigt sind die Mittefte
+SEM. Nach statistischer Testung entsprig¢htp<0,05 und * »* p<0,01gegeniber dem jeweiligen

Ausgangswert.

a: Verklrzungsfraktion in % der RuhezellangeMerkirzung relativ zur AusgangsverkirzungZeit bis zur
maximalen Zellverkirzung (TPS, time to peak shortgrund Dauer der Relaxation auf 50% der Ruhengia
(RTs009); d: Verkiirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit
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Tabelle 1V.2 zeigt die Mittelwerte der fur die Vérzungs-Frequenz-Beziehung untersuchten

Zellen:

Frequenz (Hz) 0,25 0,5 1 15 2 2,5
Anzahl Herzen 28 28 28 28 26 20

FS 4,9+0,3 5,1+0,3 4,6+0,3*| 3,7#0,3*F 2,9+0,3 *12,5+0,3 **
FS% 100 106+3 * 93+4 7515 ** 5845 ** 4645 **
TPS 243+9 24219 224+7 ** | 20846 ** 18945 ** | 180+4 **
RTs00 116+10 108+7 * 100+6 ** | 96%6 ** 86+5 ** 82+3 **
-dL/dt -187+25 -152+15 * | -135+14 %7 117+£12* -1@AQ3 ** |[-97+11 **
+dL/dt 179126 149415 139+14 124+15*f 107+15*F HIP **

Tab. IV.2: Mittelwerte +SEM der Kontraktilitatspamseter fur die Verkirzungs-Frequenz-Beziehung vieahfr
isolierten Myozyten (34 Kardiomyozyten aus 28 Herz&=p<0,05, **=p<0,01. FS= Verkiirzung in % der
Ruhezellange; FS%= Verkirzungsfraktion relativ Z2msgangswert; TPS= Zeit bis zur maximalen Kontrakti
(ms); REw=Dauer der Relaxation auf 50% (ms); -dL/dt= Verkiimgsgeschwindigkeit (um/s); +dL/dt=

Relaxationsgeschwindigkeit (um/s)

IV.4.2 Verkirzungs-Frequenz-Beziehung bei tiber 24t8nden kultivierten Zellen

Nach 24 Stunden in primarer Zellkultur wurde anz28en aus 19 Herzen das kontraktile

Verhalten in der Verkirzungs-Frequenz-Beziehungegsan.
Mit steigender Frequenz nahm die Verkirzungsfrakséib. Das zeigt Abb. 1V.8 fur die
Mittelwerte: Die Verklrzungsfraktion sank von iait4,0 £ 0,3 % auf 2,5 £ 0,2 % bei 2,5 Hz,

was bei einer Normalisierung des Ausgangswerted @6 einer Abnahme auf 62 + 6 %

entspricht (Abb. IV.8 a und b). Bereits ab 1 Hz dWese Abnahme gegeniber dem

Ausgangswert statistisch signifikant.

Die Verkirzungs- und die Relaxationsgeschwindigkkében nahezu unverandert (Abb.

IV.8 d). Daraus ergab sich eine Abnahme der gemess€ontraktionszeiten (Abb. 1V.8 c),
fur die TPS von 316 + 23 ms auf 214 + 8 ms (p<001g fur die Relaxation von 156 + 22 ms
auf 106 = 5 ms. Nach einem Tag in Zellkultur zemgtiee Zellen also eine deutlich negative

Verkirzungs-Frequenz-Beziehung.
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Abb. IV.8: Verkurzungs-Frequenz-Beziehung von Kengiozyten nach 24h in primarer Zellkultur. Gezsigtl
Mittelwerte £SEM. Nach statistischer Testung entdprt= p<0,05 und * * p<0,01gegeniiber dem jeweiligen

Ausgangswert.

a: Verklrzungsfraktion in % der RuhezellangeMerkirzung relativ zur AusgangsverkirzungZeit bis zur
maximalen Zellverkirzung (TPS, time to peak shortgrund Dauer der Relaxation auf 50% der Ruhengia
(RTs009); d: Verkirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit
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Tabelle IV.3 gibt einen Uberblick tiber die Mittelwe

Frequenz (Hz) 0,25 0,5 1 15 2 2,5
Anzahl Herzen 19 19 19 19 16 12

FS 4,0£0,3 3,9+0,3 3,6£0,3* 3,2+0,3* 3,0+0,3 *12,5+0,2 **
FS% 100 98+2 91+4 * 8145 ** 7146 ** 6216 **
TPS 316+23 310+20 290+17 *| 276x16*f 243+12*F 2Bi¥
RTs500 156+22 182423 162+18 146+14 11446 * 1065 **
-dL/dt -119+19 -103+15 -96+10 -111+10 -106+18 -117T+
+dL/dt 117424 102+17 99+12 115413 110+17 10714

Tab. IV.3: Mittelwerte +SEM der Kontraktilitatsparseter fur die Verkirzungs-Frequenz-Beziehung nddh 2
Zellkultur (23 Kardiomyozyten aus 19 Herzen).

*= p<0,05, *=p<0,01. FS= Verkirzung in % der Ruhgiinge; FS%= Verkirzungsfraktion relativ zum
Ausgangswert; TPS= Zeit bis zur maximalen Kontak{ims); R¥,~=Dauer der Relaxation auf 50% (ms); -
dL/dt= Verkirzungsgeschwindigkeit (um/s); +dL/dtel&ationsgeschwindigkeit (um/s)

IV.4.3. Verkirzungs-Frequenz-Beziehung bei 48 Stureh kultivierten Zellen

Auch nach 48stuindiger Zellkultur wurde der Einfild Frequenzerhéhung auf das
kontraktile Verhalten der Myozyten gemessen. Eddenirl2 Zellen aus 10 Herzen
untersucht.

Nach einer zwischen 0,25 und 0,5 Hz nicht veraedevierkirzungsfraktion sah man eine
Abnahme der Verkirzungsfraktion, die im hoherergkemzbereich sehr steil verlief, wie
Abb. IV.9 fUr die Mittelwerte zeigt. Zu beachtem, idal3 am Ende des Experiments nur noch
Zellen aus zwei der 10 Herzen funktionstiichtig wacke Parameter der 2,5 Hz-Darstellung
also eher Richtwerte als ein statistisch vergleacbb Kollektiv darstellen.

Die Verkirzungsfraktion sank mit Steigerung dergjaenz von 4,5+0,5 % bei 0,25 Hz auf
2,3 £0,4 % bei 2 Hz (p<0,01) und auf 0,6 + 0,1 8045 Hz (Abb. IV.9a). Auf den
Ausgangswert normalisiert ergab sich somit eineallome der Verkirzungsfraktion auf 54 +
7 % (p<0,01) bei einer Frequenz von 2 Hz und auimehr 21 £ 9 % bei einer Frequenz von
2,5 Hz (Abb. IV.9b). Die Abnahmen der Verkirzunggraab 1,5 Hz statistisch signifikant
unterschiedlich gegentiber dem Ausgangswert. Disistall von Verkirzungs- und
Relaxationsgeschwindigkeit ging einher mit verkérzZeitparametern: Die TPS sank von
306 + 20 ms auf 263 £ 12 ms (p<0,05) bei 2 Hz Rilggy,von 167 £ 17 ms auf 131 £ 9 ms
(p<0,01). Auch nach zwei Tagen in Zellkultur blelso die Verkirzungs-Frequenz-

Beziehung negativ.
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Abb. 1V.9: Verkirzungs-Frequenz-Beziehung von Kengozyten nach 48h in primérer Zellkultur. Gezsigtl
Mittelwerte £SEM. Nach statistischer Testung entdpm= p<0,05 und * > p<0,01gegeniiber dem jeweiligen
Ausgangswert. ( )=statistisch signifikant getebtweniger als 5 Herzen.

a: Verkurzungsfraktion in % der RuhezellangeVerkirzung relativ zur AusgangsverkurzungZeit bis zur
maximalen Zellverkirzung (TPS, time to peak shortgrund Dauer der Relaxation auf 50% der Ruhengii
(RTs009); d: Verkirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit
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Einen Uberblick Uiber die Mittelwerte gibt Tabellé.4.

Frequenz (Hz) 0,25 0,5 1 15 2 2,5
Anzahl Herzen 10 10 10 10 9 2

FS 4,5+0,5 4,5+0,5 4,2+0,6 3,1+0,4 *f 2,3%0,4 *f o&0,1 **
FS% 100 100+3 96+6 72+6 ** 5547 ** 2149 **
TPS 306+20 300+18 288+13 263+14 *F  263+12 A 241+¥22
RTs500 16717 162+17 145412 **| 148%12 13149 * 109417 *
-dL/dt -103+10 -104+12 -117+34 -86+11 -64+8 ** -20%
+dL/dt 105+16 107+18 112430 84+14 * 7512 * 2944 **

Tab. IV.4: Mittelwerte +SEM der Kontraktilitdtspamaeter fur die Verkirzungs-Frequenz-Beziehung n&dh 4
Zellkultur (12 Kardiomyozyten aus 10 Herzen).
*=p<0,05, **= p<0,01 FS= Verkirzung in % der RuhdiZamge; FS%= Verkurzungsfraktion relativ zum

Ausgangswert; TPS= Zeit bis zur maximalen Kontmak{ims); R¥,,~=Dauer der Relaxation auf 50% (ms); -
dL/dt= Verkirzungsgeschwindigkeit (um/s); +dL/dtel&ationsgeschwindigkeit (um/s)

IV.4.5 Vergleich der Verkirzungs-Frequenz-Beziehungn bei verschiedener

Zellkulturdauer

Alle untersuchten Myozytengruppen, ob vor oder néelikultur, zeigten grundsatzlich eine

inverse VFB. Uns interessierte, ob und welche Weteede zwischen den Gruppen

existierten. In Abb. IV.10 wurden die einzeln schm@mkannten Mittelwerte der

Untersuchungen direkt nach Isolation, nach 24 @8tinden Zellkultur zum besseren

Vergleich in eine Grafik gebracht.

Direkt nach der Isolation schlugen die frischerletemit einer Ausgangsverkirzung bei 0,25

Hz von 4,9 £ 0,3 % am kraftigsten. Die nach eineag iemessenen Zellen unterschieden

sich mit 4,0 = 0,3 % signifikant (p<0,01), davoie dach zwei Tagen durchschnittlich

erreichte Ausgangsverkirzung von 4,5 = 0,5 % défezn von keinem der beiden anderen in

signifikanter Weise.

Der weitere Abfall der Verkurzungsfraktion gesttdtsich in den unterschiedlichen Gruppen

verschieden: Die 24h kultivierten Zellen hattetediy die geringste Funktionseinbuf3e und

somit ab 1,5 Hz eine groRere Verkirzungsfraktiernda 48h- Gruppe. Die

Verkirzungsfraktion der 48h kultivierten Zellen hefrbis 2 Hz etwa parallel zu den frisch

isolierten Zellen und fiel dann sehr steil ab.

Dies wird gut ersichtlich in der auf 100% des Ausgmvertes normalisierten Darstellung

(Abb. IV.10 a).
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Die Mittelwerte der Zeitparameter zeigten jeweilse@ ahnlichen Verlauf, waren aber
dadurch, dal3 die kultivierten Zellen in ihren Ausgswerten mit einer TPS von 316 + 23
(24h) bzw. 306 + 20 (48h) gegenuber den ,Frischerpnten” mit einer TPS von 243 £ 9
ms (p<0,01) begannen, parallel verschoben. Dasia3auch anhand der R{, zeigen: die
frisch isolierten Zellen bendtigten bei 0,25 Hz #1600 ms, die 24h kultivierten Zellen 165 +
22 ms (p<0,05) und die 48h kultivierten Zellen #6¥7 ms (p<0,05 versus frisch isolierte
Zellen), um 50% ihrer Ruhezellange wieder zu eheic Bei Steigerung der Frequenz
kontrahierten sich die 48 h alten Zellen ab 2 Hmstler als die 24 h kultivierten; TPS und
RTso9 dieser beiden Gruppen unterschieden sich aber signhifikant (Abb. 1V.10 b und c).
Die Verkiurzungsgeschwindigkeit war bei 0,25 Hz hdbtes den frischen Zellen im Vergleich
zu den 24h kultivierten Zellen (-187 + 25 pm/s usrd 19 + 19 um/s; (p<0,05)). Dasselbe
galt fur die Relaxationsgeschwindigkeit (179 + 28sus 117 + 24 um/s; (p<0,05)).

Die 48h kultivierten Zellen unterscheiden sichtiren Ausgangswerten der TPS mit —103 £
10 um/s (p<0,01) bzw der Boh, mit 105 £ 16 pm/s (p<0,05) ebenfalls signifikanhvden
frisch isolierten Zellen.

Ab einer Frequenz von 1,5 Hz unterschieden sicl2dliekultivierten Zellen gegeniiber denen
mit einer Kulturdauer von 48h in der Verkirzungsdmendigkeit signifikant. In der
Relaxationsgeschwindigkeit fielen letztere beidnd 2,5 Hz ebenfalls signifikant ab (Abb.
IV.10 d).
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Abb. 1V.10: Verkiirzungs-Frequenz-Beziehung frisolierter (geschlossene Kreise, rote Linie24 Stunden
(graue Kreise, blaue Linien) und 48 Stunden (oftéredse, griine Linien) kultivierter Myozyten. Ggtsind
Mittelwerte £SEM. Nach statistischer Testung entdprt= p<0,05 und »* >* p<0,01 im Vergleich zwischen
frisch isolierten und 24h kultivierten Zellen; #=@,05 und ##<0,01 im Vergleich zwischen frischimsaén und
48h kultivierten Zellen; § p<0,05 und §8<0,01 imrileich zwischen 24h und 48h kultivierten Zelleei B
Versuchszahlen unter n=5 sind die Signifikanzze&ich&lammern gesetzt

a: Verkurzung relativ zur AusgangsverkirzungZbit bis zur maximalen Zellverkirzung (TPS, timpdak
shortening);_c:Dauer der Relaxation auf 50% der RuhezellangedfgiTd: Verkiirzungs- und
Relaxationsgeschwindigkeit
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IV.5 EinfluR® der Zellkultur auf die Isoprenalin-KWK

Das Protokoll dieser MefR3reihe bestand nach eirsaléa Messung bei 0,5 Hz in einer
kumulativen Erhéhung der Isoprenalin- Konzentration 10° bis 10° mol/l bzw.

Einzeldosisversuchen im genannten Konzentratioesgier

IV.5.1 Wirkung von Isoprenalin auf frisch isolierte Myozyten

In diese Untersuchungsreihe gingen insgesamt 38rzals 28 Herzen ein.

Isoprenalin wirkte an frisch isolierten Zellen deedhéngig positiv inotrop (Abb. 4 12 a). Die
Verkiirzungsfraktion stieg unter der maximalen Isojtin-Konzentration von 170mmol/l

von 4,7 £ 0,3 % (basal) auf 7,7 £ 1,1 % (p<0,01) an

Normalisiert auf den Ausgangswert der Kontraktieh(Q0%) ergab dies eine Zunahme der
Verkirzungsfraktion auf 205 + 27 % (Abb. IV.11 Djese Kontraktionszunahme war schon
ab einer Isoprenalinkonzentration vori®I@mol/l signifikant unterschiedlich vom
Ausgangswert.

Bei starker Zunahme der Verkurzung verlangerte gieliKontraktionszeit nur unwesentlich.
Bei hoheren Isoprenalin- Konzentrationen {¥fmol/l) nahm sie von initial 234 + 10 ms auf
221 + 10 ms ab (p<0,05) (Abb. IV.11 c). Dementspesd stieg die maximale
Verklrzungsgeschwindigkeit von —148 + 18 um/s (has# —249 = 50 um/s an
(Konzentration von 1O mmol/l (p<0,01)). Obwohl die Kontraktionsamplieidoch gleich
groRR war, fiel bei einer Isoprenalinkonzentratimm 10° mmol/| die
Verkirzungsgeschwindigkeit wieder leicht ab (AbBb.111 d).

Die halbmaximale Relaxationszeit (Rd,) wurde unter Isoprenalin tendentiell kiirzer, ohne
jedoch Signifikanzniveau zu erreichen (Abb. IV.11n0) Gegensatz dazu stieg die
Relaxationsgeschwindigkeit von initial 164 + 23 gralf 272 + 69 um/s (p<0,05) bei 10
mmol/l , fiel dann aber bei einer htheren Isoprierdonzentration von I® mmol/l wieder
ab (Abb. 1V.11d). Als Grund dafir kann eine zunehdeCalciumuberladung der Zelle

angenommen werden.
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Abb. IV.11: Isoprenalin-KWK an frisch isolierterybkyten. Gezeigt sind Mittelwerte £SEM. Nach diatiker
Testung entspricht= p<0,05 und * % p<0,01gegeniber dem jeweiligen Ausgangswert.

a: Verkurzungsfraktion in % der RuhezellangeVerkirzung relativ zur AusgangsverkurzungZeit bis zur
maximalen Zellverkirzung (TPS, time to peak shortgrund Dauer der Relaxation auf 50% der Ruhengia
(RTs009); d: Verkiirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit
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Einen Uberblick Uiber die beschriebenen Verandemagegt Tabelle IV.5:

Isoprenalin 0 10° 10° 10° 10° 10°
(mmol/1)

Anzahl Herzen 28 13 19 25 12 8

FS 4,7+0,3 4,9+0,5 5,7+0,4 * 6,5+0,4 *{ 7,7+1,0 *17,7+1,1 *
FS% 100+0 99+3 124+10* | 151+#10*{ 185%24 *f 205+37
TPS 234+10 246+19 244+14 221+10%  232+17 231420
RTs0% 117416 112413 10248 9948 115416 97+13
-dL/dt -148+18 | -153+20 | -180#33 | -249+50 % -220+35 | 182+19
+dL/dt 164423 170430 197+40 272469 *|  234+34 23326

Tab. IV.5: Mittelwerte +SEM der Kontraktilitatsparseter fur die Isoprenalin-KWK (30 frisch isolierte

Kardiomyozyten aus 28 Herzen) .

*= p<0,05, **= p<0,01. FS= Verkirzung in % der Rubellange; FS%= Verkirzungsfraktion relativ zum
Ausgangswert; TPS= Zeit bis zur maximalen Kontmak{ims); R¥,~=Dauer der Relaxation auf 50% (ms); -
dL/dt= Verkirzungsgeschwindigkeit (um/s); +dL/dtel&ationsgeschwindigkeit (um/s)

IV.5.2 Wirkung von Isoprenalin nach 24 Stunden Zekultur

In diese Mel3reihe gingen 18 Zellen aus insgesarhietden ein.

Auch nach 24 h in Zellkultur zeigte sich ein pasitiotroper Effekt des Isoprenalins. Die

Verkiirzungsfraktion stieg von 4,0 + 0,4 % auf 7,4, % an (Isoprenalin Ténmol/I;

p<0,05). Bei noch héheren Konzentrationen nahnveiiirzungsfraktion wieder ab (Abb.

IV.12a). Dies entsprach einem Anstieg auf 245 + §p%®,05 vs. basal) und einem
folgenden Abfall auf 143 % (p<0,01 vs. basal beirgger Versuchszahl) (Abb. IV.12 b). Mit
dem Anstieg der Verkirzungsfraktion ging eine leacWerktirzung der TPS und ks,
einher, die bei IBmmol/l fiir die RTEos mit 114 + 9 ms signifikant unterschiedlich (p<0,05

zum Ausgangswert (160 + 16 ms) war. Bei Isoprentlitmmol/l nahmen die Zeiten wieder

zu (Abb. IV.12 c).

Das spiegelte auch der Verlauf der Verkirzungs-Reldxationsgeschwindigkeiten wider:

Sie stiegen bis zu einer Isoprenalinkonzentratimm 10° mmol/l an (signifikant schneller bei
107 und 10°), um danach abzufallen (Abb. IV.12 d). Als Gruradigt kann eine Calcium-

Uberladung der Zellen angenommen werden.
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Abb. IV.12: Isoprenalin-KWK an humanen Myozyterhn24 h priméarer Zellkultur. Gezeigt sind Mittelwert
+SEM. Nach statistischer Testung entsprig¢htp<0,05 und * »* p<0,01gegeniber dem jeweiligen

Ausgangswert.

a: Verkurzungsfraktion in % der RuhezellangeVerkirzung relativ zur AusgangsverkurzungZeit bis zur
maximalen Zellverkirzung (TPS, time to peak shortgrund Dauer der Relaxation auf 50% der Ruhengi

(RTs009); d: Verkiirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit
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Tabelle IV.6 zeigt die Mittelwerte im Uberblick:

Isoprenalin 0 10° 10° 10° 10° 10°
(mmol/1)

Anzahl Herzen 14 3 9 12 6 2

FS 4,00,4 6,1+1,4 4,7+0,7 6,9¢0,6 *f 7,4¥1,3% 5D
FS% 100+0 125+13 114+9 17711 *F 245+65* 14340 **
TPS 312422 306+31 277+19 302422 294+24 349+56
RTs0% 160+16 171434 145+17 142415 114+9* | 183%27
-dL/dt -96+16 -113+12 | -137#39 | -176+24 % -248+791-97+2
+dL/dt 97+17 103+11 133443 176226 *f 265+77 *| 72+10

Tab. IV.6: Mittelwerte +SEM der Kontraktilitatspamseter fur die Isoprenalin-KWK nach 24h Zellkul(u8
Kardiomyozyten aus 14 Herzen).

*= p<0,05, **= p<0,01. FS= Verkirzung in % der Rubellange; FS%= Verkirzungsfraktion relativ zum
Ausgangswert; TPS= Zeit bis zur maximalen Kontmak{ims); R¥,~=Dauer der Relaxation auf 50% (ms); -
dL/dt= Verkirzungsgeschwindigkeit (um/s); +dL/dtel&ationsgeschwindigkeit (um/s)

IV.5.3 Wirkung von Isoprenalin nach 48 Stunden Zekultur

In diese Gruppe gingen die Mel3werte von 6 Zellen@Hlerzen ein.

In Abb. IV.13 sind die Mittelwerte bei ansteigend&sprenalin-Konzentration zu sehen.
Wieder war ein dosisabhangiger positiv inotropdelfzu beobachten. Abb. IV.13 a zeigt
den Anstieg der Verkiirzungsfraktion von 3,9 + 0,&8bein Plateau von 7,4 + 1 % bei‘10
mmol/l und 7,6 + 1 % bei IDmmol/l. Bei einer Normalisierung auf den Ausgangswvurde
sichtbar, daR das Wirkmaximum bei einer IsopreRatizentration von I®mmol/l mit 222
+ 58 % (p<0,05) erreicht war. Eine weitere Isopl@n@ugabe brachte keinen weiteren
Effekt; die Verkirzung sank auf 189 % des Ausgargsas (Abb. [V.13).

Die Verkiirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeitenhmen leicht zu und waren bei 10
mmol/l (Relaxation) bzw. bei 10mmol/l (Verkiirzung) signifikant héher als der
Ausgangswert (Abb. 1V.13d).
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Abb. IV.13: Isoprenalin-KWK bei Kardiomyozyten ndé in priméarer Zellkultur. Gezeigt sind Mittelvier
+SEM. Nach statistischer Testung entsprig¢htp<0,05 und * »* p<0,01gegeniber dem jeweiligen
Ausgangswert. ( )=statistisch signifikant getebtweniger als 5 Herzen.

a: Verklrzungsfraktion in % der RuhezellangeMerkirzung relativ zur AusgangsverkirzungZeit bis zur
maximalen Zellverkirzung (TPS, time to peak shortgrund Dauer der Relaxation auf 50% der Ruhengia
(RTs009); d: Verkiirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit
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Tabelle V.7 verschafft einen Uberblick tiber diettdiwerte der Versuchsreihe:

Isoprenalin 0 10° 10° 10° 10° 10°
(mmol/1)

Anzahl Herzen 6 2 5 5 4 1

FS 3,9+0,6 5,2+0,9 58+1,1* 7,4+1,0* 7,6+1,0*7,5

FS% 100+0 99+0 141414 **| 215+33*{ 222458 *| 189
TPS 323+42 285159 286+31 345+44 324+41 2600
RTs0% 194+44 149+46 154426 183+31 168+16 120+0
-dL/dt -99+25 119433 | -152452 | -179+44+ -136+32| 420
+dL/dt 98+28 105+30 139+46 163+56 126+33 2250

Tab. IV.7: Mittelwerte +SEM der Kontraktilitatsparseter fur die Isoprenalin-KWK nach 48h Zellkult6r (
Zellen aus 6 Herzen).

*= p<0,05, **= p<0,01. FS= Verkirzung in % der Rubellange; FS%= Verkirzungsfraktion relativ zum
Ausgangswert; TPS= Zeit bis zur maximalen Kontmak{ims); R¥,~=Dauer der Relaxation auf 50% (ms); -
dL/dt= Verkirzungsgeschwindigkeit (um/s); +dL/dtel&ationsgeschwindigkeit (um/s)

IV.5.4 Vergleich der Isoprenalinwirkung bei frisch isolierten Zellen und
Zellkulturdauer von 24h bzw. 48h

Alle untersuchten Gruppen zeigten eine deutlictitpoinotrope Antwort auf Isoprenalin.

Um Unterschiede der Isoprenalinwirkung herauszugmezeigt Abb. IV.14 die Mittelwerte
der Experimente direkt nach Isolation, nach 24 ¢hnexch 48 h in einer Graphik
zusammengefalit.

In der auf den Ausgangswert normalisierten Verkigafraktion stiegen zuerst die Werte der
48 h in Zellkultur befindlichen Myozyten steil andierreichten schon bei den
Konzentrationen T0und 10° mmol/l ihr Kontraktionsmaximum von 215 + 33 % b2@2 +

58 %. Eine weitere Erh6hung der Isoprenalinkonzgioin konnte dann keine weitere positive
Inotropie bewirken; die Verklrzungsfraktion fiel abf 189 %.

Nach 24 h in Zellkultur erreichten die Myozyten Kontraktionsmaximum von 245 * 65 %
erst bei 18 mmol/l Isoprenalin. Danach erfolgte ebenfalls Abfall auf 143 %.

Bei den frisch isolierten Zellen dagegen nahm deekurzungsfraktion langsamer zu und
hatte bei 10 mmol/l mit 205 + 27 % ihr Maximum noch nicht ibefsitten (Abb. V. 14a).
Die Wirksamkeit des Katecholamins wurde grol3er:Edigyy, Stieg im Vergleich zwischen
frisch isolierten Zellen und denen nach 48 Sturideéfellkultur um das 4,5-Fache an von
5.16x 10°mol/l (C.I., 1.89x 1 - 1.40x 10" mol/l) in frisch isolierten Zellen auf 1.12x $0
mol/l (C.1., 4.38x 10 - 2.86x 10° mol/l) in 48h kultivierten (p<0.05 vs. frisch isett).
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Abb. IV.14: Isoprenalin-KWK an frisch isoliertegeschlossene Kreise, rote Lipig4 Stunden (graue Kreise,
blaue Linie) und 48 Stunden (offene Kreise, griine). kultivierten Myozyten. Gezeigt sind MittetigetSEM.
Nach statistischer Testung entspright p<0,05 und »* »* p<0,01 im Vergleich zwischen frisch isolierten und
24h kultivierten Zellen; #= p<0,05 und ##<0,01 inefdleich zwischen frisch isolierten und 48h kuétitén
Zellen; § p<0,05 und §8<0,01 im Vergleich zwiscl2di und 48h kultivierten Zellen. Bei Versuchszakhieter
n=5 sind die Signifikanzzeichen in Klammern geset¥terkirzung relativ zur AusgangsverkirzungZbit bis
zur maximalen Zellverkirzung (TPS, time to peaktshing); c: Dauer der Relaxation auf 50% der
Ruhezellange (Rdy); d: Verkiirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit
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Es wird also deutlich, dal3 die Zellkultur zu eib@rksverschiebung der Isoprenalin-KWK
fuhrt. Dabei war die maximal erreichte Isoprenalikwng nicht verandert, die
Empfindlichkeit der Zellen fur Isoprenalin nahm ¢eth signifikant zu.

Die basale TPS war fir die frischen Zellen mit 2340 ms signifikant kiirzer als fir die
kultivierten mit 312 £ 22 ms (24h; p<0,01 vs. figdzw. 323 £ 42 (48h; p<0,05 vs. frisch).
Sie nahm unter Isoprenalin fir die kultiviertenl&elzunéchst ab, zeigte aber bei’ Tomol/l
Isoprenalin wieder eine signifikante Verlangeruegeniber den frisch isolierten Zellen
(Abb. IV.14b).

Auch die Relaxationszeit (Rde) war bei den kultivierten Zellen langer als in desch
isolierten. Die 24h kultivierten Zellen zeigten demtiell eine Abnahme der Bgb, bei
ansteigender Isoprenalin-Konzentration, bis aulsb@renalin-Hochstkonzentration, wo auch
die Relaxation wieder verlangert war. Auch nach Z8Hkultur war die RToy, Sowohl basal
als auch unter Isoprenalin gegentber den friscledierzverlangert (Abb. IV.14c).

Eine dazu analoge Tendenz zeigten VerkirzungsRatakationsgeschwindigkeit: Sowohl
basal als auch bei niedrigen Isoprenalin-Konzeiotmah bis 10 mmol/l Isoprenalin waren
die Geschwindigkeiten der kultivierten Zellen nigér, stiegen dann aber parallel zu denen
der frischen Myozyten ebenfalls an (Abb. IV.14d).

V.6 Einflul der Zellkultur auf die Calcium-KWK

In dieser Versuchsreihe wurde die Wirkung anstelgefonzentrationen von
extrazellularem Calcium beobachtet. Die KWK umfafiteen Bereich von 1,5 bis 9,0 mmol/|

Calcium.

IV.6.1 Die Calcium-Wirkung an frisch isolierten Zellen

Hier wurden 11 Zellen aus 8 Herzen gemessen.
Abb. IV.15 zeigt die Mittelwerte der gemessenen taktionsveranderungen. Calcium hatte
einen dosisabhéngigen positiv inotropen Effekt. YDaeklirzungsfraktion zeigte einen
Anstieg von 4,3 + 0,7 % auf bis zu 7,5 + 0,8 % %6 mmol/l C&". Bereits ab einer
Erh6hung des extrazellularen Calciums auf 1,8 mimalf die Zunahme der
Verkirzungsfraktion signifikant unterschiedlich gagber dem Ausgangswert (Abb. 1V.15
a).
Die Normalisierung des Ausgangswertes auf 100%eeigmen kontinuierlichen Anstieg der
Verkiirzungsfraktion auf bis zu 241 + 54 % bei 9@offl C&* (Abb. IV.15 b).
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Mit steigender Verkirzung bei héheren Calcium- Kamteationen ging eine Zunahme der
TPS einher, die ab 4,0 mmol/l €anit 332 + 30 ms gegeniiber initialen 286 + 32 ms
Signifikanzniveau erreichte. Die Bab, stieg ebenfalls an: beginnend bei 119 + 21, diteic
sie ab 5,6 mmol/l G4 mit 145 + 19 einen signifikanten Unterschied getpm dem

Ausgangswert (Abb. 1V.15 c).
Verkiirzungs- und Relaxationszeit nahmen bis 5,6 ii@e** zu, um dann unter das

Ausgangsniveau abzufallen (Abb. IV.15 d).
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Abb. IV.15: Calcium-KWK an frisch isolierten Mytay. Gezeigt sind Mittelwerte +SEM. Nach stati$tesc
Testung entspricht= p<0,05 und * % p<0,01gegeniiber dem jeweiligen Ausgangswert.

a: Verklrzungsfraktion in % der RuhezellangeMerkirzung relativ zur AusgangsverkirzungZeit bis zur
maximalen Zellverkirzung (TPS, time to peak shortgrund Dauer der Relaxation auf 50% der Ruhengia
(RTs009); d: Verkirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit
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Eine Zusammenfassung der Mittelwerte zeigt TalB:IV.

Calcium |1,5 1,8 2,5 3,2 40 5,6 7,2 9,0
(mmol/1)
Anzahl |8 8 8 8 8 5 5 5
Herzen
FS 4.3+0,7 | 4,9+0,45,7+0,8 |6,2+0,8 |6,6+0,6 |7,5+0,8 [6,7+1,0 |6,6+1,3
*% *% *% *% *% *
FS% 100 121+7 |140+12 |[153+18 [170+22 (204436 |207+42 |241+54
*% *% *% *% *% * *%
TPS 286+32 | 288+31 299+30 303+2)/ 332+3854+31 [357+42 [357+39
*%* *%* *% *%
RTs00 119421 | 117421 112+13| 123+17 12511 145+]1947+22 |160+22
* *% *%
-dL/dt -102+20| -111+21-134+28 | -120+23|-127+17 | -162+452| -97+11| -95+14
*
+dL/dt 123+31 | 141433 162+36|150+31 |150+24 | 200+54 | 121427 112+24

**

**

3

Tab. IV.8: Mittelwerte +SEM der Kontraktilitatspamseter fur die Calcium-KWK an frisch isolierten Myten
(11 Kardiomyozyten aus 8 Herzen) .
*=p<0,05, **= p<0,01 FS= Verkirzung in % der RuhdiZage; FS%= Verkurzungsfraktion relativ zum

Ausgangswert; TPS= Zeit bis zur maximalen Kontmak{ims); R¥y~=Dauer der Relaxation auf 50% (ms); -
dL/dt= Verkirzungsgeschwindigkeit (um/s); +dL/dtel&ationsgeschwindigkeit (um/s)

I\VV.6.2 Die Calcium-Wirkung an 24h kultivierten Myozyten

In diese Versuchsreihe gingen die Daten von 6 Migzgus 5 Herzen ein.

Abb. IV.16 zeigt die Mittelwerte der Versuche. Weedm wirkte Calcium dosisabhangig

positiv inotrop und erzielte in der Verkirzungstiak einen Anstieg von 3,6 + 0,4 auf 7,0 +
0,2 % bei 9,0 mmol/l G4 (Abb. IV.16 a). Das entsprach einer Zunahme vdd@uf 237 +
63 % (Abb. IV.16 b). Bereits bei 1,8 mmol/l €avar die Zunahme signifikant
unterschiedlich zum Ausgangswert.
Anfangs stieg die TPS von 287 + 30 ms auf bis ZU882 ms (p<0,01) bei 3,2 mmol/l €a

an, um dann wieder auf 329 £ 71 ms (n.s.) abzusinRe RTsqe zeigte ein &hnliches

Phanomen. Durch das Herausfallen einiger Zellerdau¥ersuchsreihe (Arrhythmien,
Kontraktur) bei 5,6 mmol/l A ergibt sich nur scheinbar ein Abfall der &% Es handelt

sich also um ein methodisches Problem, nicht uene@&*-Effekt.
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Abb. IV.16: Calcium-KWK an humanen Myozyten nach pdmarer Zellkultur. Gezeigt sind Mittelwerte
+SEM. Nach statistischer Testung entsprightp<0,05 und * > p<0,01gegeniiber dem jeweiligen

Ausgangswert.

a: Verklrzungsfraktion in % der RuhezellangeMerkirzung relativ zur AusgangsverkirzungZeit bis zur
maximalen Zellverkirzung (TPS, time to peak shortgrund Dauer der Relaxation auf 50% der Ruhengia
(RTs009); d: Verkiirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit
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Die Relaxationsgeschwindigkeit anderte sich dunttoBung der extrazellularen

Calciumkonzentration kaum. Die Verklrzungsgeschigkeit nahm anfangs von —86 *

23pm/s auf —98 + 20 pm/s (p<0,05) bei 3,2 mmolA*@a und naherte sich dann wieder dem

Ausgangswert an.

Tabelle 1V.9 verschafft einen Uberblick tiber dietteliwerte:

Calcium |1,5 1,8 2,5 3,2 40 5,6 7,2 9,0

(mmol/1)

Anzahl |5 5 5 5 3 2 2 2

Herzen

FS 3,6+0,4 | 4,5+0,3/5,0+0,6 [5,8+0,4 |6,2+0,5 |6,4+0,4 |6,8+0,5 |7,0+0,2
*%* *% *% *% *%* *% *%

FS% 100 134412146412 |178+22 |174+25 |209+38 |222+40 |237+63
*% *% *% *% *% *% *

TPS 287+30 | 308+35|363+48 | 367+42 | 343453 | 329+67 | 32670 329+71
* *%

RTs00 154429 | 178+32 |208+40 [210+39 |225+73 | 123+19| 151+34| 169453
* * *%

-dL/dt -86+23 | -95+22 ¥-87+16 | -98+20 % -81+5 -73 -82+1 -81+7

+dL/dt 74+18 7510 74+11 95+23 6948 82+7 9048 8315

3

Tab. IV.9: Mittelwerte +SEM der Kontraktilitatsparseter fur die Calcium-KWK nach 24 h Zellkultur (6
Myozyten aus 5 Herzen). *= p<0,05, **= p<0,01. FSferkirzung in % der Ruhezellange; FS%=
Verkurzungsfraktion relativ zum Ausgangswert; TRZ®it bis zur maximalen Kontraktion (ms); fgFEDauer
der Relaxation auf 50% (ms); -dL/dt= Verkirzungstegndigkeit (um/s); +dL/dt= Relaxationsgeschwirldig

(um/s)

IV.6.3 Die Calcium-Wirkung an Myozyten nach 48 h Zdkultur

Die folgenden Versuche wurden an 7 Myozyten aug&éh durchgefuhrt.

In Abb. IV.17 sind die Mittelwerte der Versuche abddet. Wie erwartet, zeigte sich ein

dosisabhangiger positiv introper Effekt.

Er erreichte sein Maximum bei 4,0 mmol/ICanit einem Anstieg der zellularen

Verkirzungsfraktion von initial 2,4 £ 0,1 % auf &3.,7 % (p<0,05 bei n=4). Anschlie3end
fiel die Verkirzungsfraktion auf 5,6 £ 1,4 % (p<®,0ei n=2) ab (Abb. IV.17 a).
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Abb. IV.17:Calcium-KWK bei Kardiomyozyten nach #8primérer Zellkultur. Gezeigt sind Mittelwerte EM.

Nach statistischer Testung entspright p<0,05 und »* * p<0,01 gegeniiber dem jeweiligen Ausgangswert.

()=statistisch signifikant getestet bei weniges &lHerzen.

a: Verklrzungsfraktion in % der RuhezellangeMerkirzung relativ zur AusgangsverkirzungZeit bis zur
maximalen Zellverkirzung (TPS, time to peak shortgrund Dauer der Relaxation auf 50% der Ruhengia
(RTs009); d: Verkiirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit
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Auf den Ausgangswert normalisiert, bedeutete das 2unahme von 100 % auf 296 + 68 %
(p<0,01 bei n=4) mit anschlieRender Abnahme auf272 % (p<0,05 bei n=2). Die TPS
wies bis 5,6 mmol/l C4 einen Anstieg von 274 + 20 ms auf 371 + 23 m9(Px vs.
Ausgangswert) mit anschlieBendem Abfall auf 31841 (p<0,01 vs. Ausgangswert) auf.
Die RTso9, Stieg kontinuierlich von 174 £ 31 bis auf bis2&b + 99 ms an (Abb.IV.17 c).
Verkurzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit velrmeaten eine Zunahme, die bei 4,0
mmol/l C&* maximal war.

Eine Ubersicht Uiber die Mittelwerte gewahrt Tab&ig 0.

Calcium |1,5 1,8 2,5 3,2 4,0 5,6 7,2
(mmol/1)

Anzahl 5 5 S 5 4 4 2
Herzen

FS 2,4+0,1 3,6+0,7 4,1+0,64,9+1,3 * | 6,5+1,7 *| 5,9+1,1*45,6+1,4*
FS% 100 151+26 170+20%211+44* | 296+68** | 277+61** | 272+77*
TPS 27420 281+19 303+12% 328+221870+£38** | 371+23** | 318+18**
RTs500 174431 185+29 200+31*| 204+35*217+38** [ 239+45** | 265+99
-dL/dt -59+5 -83+19 -92+13* -108+214-139+2% [-117+30 | -85+7**
+dL/dt 5218 1727 81+19* 112423*126+18** [ 115+31* | 76125

Tab. IV.10: Mittelwerte +SEM der Kontraktilitdtspameter fur die Calcium-KWK nach 48h Zellkultur (7
Kardiomyozyten aus 5 Herzen).

*= p<0,05, **= p<0,01. FS= Verkirzung in % der Rubellange; FS%= Verkirzungsfraktion relativ zum
Ausgangswert; TPS= Zeit bis zur maximalen Kontmak{ims); R¥,~=Dauer der Relaxation auf 50% (ms); -
dL/dt= Verkirzungsgeschwindigkeit (um/s); +dL/dtel&ationsgeschwindigkeit (um/s)

IV.6.4 Einflu® der Zellkultur auf die Calcium-Wirku ng
Calcium hatte bei allen drei Gruppen eine positatiope Wirkung. Abb. IV.18 zeigt die

Kurvenverlaufe der Gruppen zusammengefalit.

Es bestand ein hochsignifikanter Unterschied inAdesgangsverkirzung der 48h kultivierten
Zellen gegeniber den anderen Gruppen. Wurde diesein die Normalisierung der
Ausgangswerte auf 100% aufgehoben (Abb. IV.18eyte sich ein ahnlicher Anstieg der
Verkirzungsfraktion in den frisch isolierten undd®t h kultivierten Zellen; demgegenuber
stieg die Verkirzungsfraktion der 48 h kultivier@ellen schneller und starker an. Sie
erreichte bei 4,0 mmol/l Ca mit 296 + 68 % ihr Maxim. An diesem Punkt schlugen die
frisch isolierten Zellen 170 + 22% (n.s. vs. 48hyluie 24 h kultivierten 174 £+ 25 % vom
Ausgangswert (p<0,05 vs.48h bei n<b).
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Abb. 1V.18: Calcium-KWK an frisch isolierten (gkkssene Kreise, rote Linie24 Stunden (graue Kreise,
blaue Linie) und 48 Stunden (offene Kreise, griing) kultivierten Myozyten. Gezeigt sind MittelteetSEM.
Nach statistischer Testung entspright p<0,05 und »* »* p<0,01 im Vergleich zwischen frisch isolierten und
24h kultivierten Zellen; #= p<0,05 und ##<0,01 inefdleich zwischen frisch isolierten und 48h kuéitén
Zellen; § p<0,05 und §8<0,01 im Vergleich zwiscl2di und 48h kultivierten Zellen. Bei Versuchszakhieter
n=5 sind die Signifikanzzeichen in Klammern gesetzt

a: Verkirzung relativ zur AusgangsverkirzungzZbit bis zur maximalen Zellverkiirzung (TPS, timpdak
shortening);_c:Dauer der Relaxation auf 50% der RuhezellangedfgiTd: Verkiirzungs- und
Relaxationsgeschwindigkeit
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In der TPS ergaben sich keine signifikanten Unteeste zwischen den Gruppen.

Die halbmaximale Relaxationszeit R, war bei den kultivierten Zellen langer als bei den
Frischzellen. Der plotzliche Abfall der Bobs ist, wie in IV.6.1 dargelegt, auf ein
methodisches Problem zurtickzufuhren.

Die Verkirzungs- und die Relaxationsgeschwindigkeiren in den 48 h kultivierten
Myozyten signifikant niedriger als in den Frischerl Dagegen zeigte sich bei 4,0 mmol/l
cd”, daR die Geschwindigkeit der 24 h kultiviertenl@elsignifikant langsamer war als die

der anderen Gruppen.

IV.7 Funktionelle Versuche bei Zellen nach Adenoviis-gekoppeltem Gentransfer und
48 Stunden Zellkultur

Die folgenden Versuche wurden mit geringen Zellealdurchgefihrt. Daher kdnnen die
Resultate nur als vorlaufige Anhaltspunkte betreichverden; weitere Untersuchungen mit

gré3eren Fallzahlen sind notwendig.

IV.7.1 Einflul® von Adenovirus-gekoppeltem Gentransér auf die Verkirzungs-

Frequenz-Beziehung

Zur funktionellen Charakterisierung der kultiviertilyozyten wurden wiederum schrittweise

Erh6hungen der Stimulationsfrequenz von 0,25 H2aiHz vorgenommen.

IV.7.1.1 Verkirzungs-Frequenz-Beziehung nach Adenamus-gekoppeltem Gentransfer
und 48 Stunden Zellkultur

Nach adenoviralem Gentransfer und anschlieRBendgiidd@ger Zellkultur konnten die
Ergebnisse von 4 Zellen aus zwei Herzen ausgeweetelen. Fur die Frequenzen von 1,5 Hz
waren es 3 Zellen aus 2 Herzen, flr 2 Hz 2 Zelien2aHerzen, und bei 2,5 Hz wurde sogar
nur eine Zelle aus einem Herzen vermessen. $atistMethoden sind hier nur
eingeschrankt aussagekraftig. Trotzdem sind gtatist Tests durchgefuhrt worden; die
Ergebnisse werden aber eingeklammert aufgefihrt.

In Abb. IV.19 sind die Mittelwerte der Versuche gestellt.

Von einer Verkirzung von 2,8 + 0,3% ausgehenddlag/erkirzungsfraktion bei 0,5 Hz bei
2,9 £ 0,5 %. Mit héherer Stimulationsfrequenz felgann ein stetiger Abfall auf schlief3lich
0,5% bei einer Frequenz von 2,5 Hz (Abb. IV.19R®8)lativ zum Ausgangswert ausgedrtckt
entsprach dies einem Abfall von 100 % bei 0,25 #f22 % bei 2,5 Hz(Abb.IV.19 b).
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Abb. IV.19: Verkirzungs-Frequenz-Beziehung von iargozyten nach adenoviralem Gentransfer und 48h in
primarer Zellkultur. Gezeigt sind Mittelwerte £SEMach statistischer Testung entsprick}t p<0,05 und

(#>) p<0,01gegeniuber dem jeweiligen Ausgangswert.

a: Verklrzungsfraktion in % der RuhezellangeMerkirzung relativ zur AusgangsverkirzungZeit bis zur
maximalen Zellverkirzung (TPS, time to peak shortgrund Dauer der Relaxation auf 50% der Ruhengia
(RTs009); d: Verkiirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit
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Mit recht langer TPS von 338 + 56 ms bei einer kezg von 0,25 Hz beginnend, nahm diese
bis auf 229 ms ab. Die Rdylag initial bei 254 + 45 ms und sank auf 100 ms)8iHz

(Abb. IV.19 c).

Tabelle 1V.11 zeigt die Mittelwerte noch einmal aomsnengefal3t:

Frequenz (Hz) 0,25 0,5 1 15 2 2,5
Anzahl Herzen 2 2 2 2 1 1
FS 2,8+0,3 2,9+0,5 2,5+0'% ) [1,940,2%+) [ 1,2 0,5
FS% 100 10348 89+3+) |78+6%+) |51 22
TPS 338456 325482 ) | 2994520+ ) [263+40™*) | 198 229
RTs00 254445 227+3%+*) [213+30%+) | 16742 135 100
-dL/dt 121430 | -11845 -87+0 -89+10 -66 -43
+dL/dt 89120 83+1 7945 88+10 76 49

Tab. IV.11: Mittelwerte £SEM der KontraktilitAtspameter fur die Verkirzungs-Frequenz-Beziehung nach
adenoviralem Gentransfer und 48 h Zellkultur (4damyozyten aus 2 Herzen).

*= p<0,05, **= p<0,01 bei n=2. FS= Verklrzung in %er Ruhezellange; FS%= Verkirzungsfraktion relativ
zum Ausgangswert; TPS= Zeit bis zur maximalen kKabtitsn (ms); Riw.=Dauer der Relaxation auf 50% (ms);
-dL/dt= Verkirzungsgeschwindigkeit (um/s); +dL/dRelaxationsgeschwindigkeit (uLm/s)

I\V.7.1.2 Vergleich der Verkurzungs-Frequenz-Beziehngen mit und ohne Gentransfer

Um eventuelle Veranderungen in der kontraktilenk&ion durch einen Gentransfer mit
einem Nicht-Funktionsprotein, in diesem Falle n@trdAdLacZ- Virus, herauszuarbeiten,
wurden diese Zellen mit den nicht-transfizierterh48ultivierten Zellen verglichen. Wie
bereits erwahnt, finden statistische Tests durelgdringe Zahl der gemessenen Zellen keine
sinnvolle Anwendung und sind deshalb eingeklammui@rgestellt.

Wie Abb. IV.20 zeigt, hatten die transfizierten [Baleine basale Verkirzungsfraktion von
2,8 £ 0,3%. Diese unterschied sich wesentlich vamba@salen Verkirzungsfraktion der nicht
transfizierten Zellen mit gleicher Inkubationszdits + 0,5 %). In beiden Gruppen nahm die
Verkirzungsfraktion im weiteren Verlauf bei Steigey der Frequenz ab auf 0,5 % (3-Gal)
bzw. 0,6 + 0,1 % (48 h) bei 2,5 Hz. Auf den Ausgamgrt normalisiert, ergaben sich keine
wesentlichen Unterschiede zwischen den beiden @rupibb. 1V.20 a), d.h. die
Abnahmerate der Kontraktion bei Steigerung der i@aq war vergleichbar.

In der Kontraktionszeit (TPS) unterschieden sigh\dersuchsreihen nicht erheblich (3-Gal
338 = 56 ms vs. nichttransfiziert 306 + 20 ms h2b0Hz und 3-Gal 229 ms vs.

nichttransfiziert 241 =+ 22 ms bei 2,5 Hz; Abb. 10).
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Abb. IV.20: Verkirzungs-Frequenz-Beziehung 48 &tukdltivierter Myozyten ohne (offene Kreise, griine
Linie) und mit (Dreiecke, Linie in Pink) vorangeggmem adenoviralen Gentransfer. Gezeigt sind Miggk
+SEM. Nach statistischer Testung entsprigéhtp<0,05 und * * p<0. Wegen der geringen Versuchszahlen
unter n=5 sind die Signifikanzzeichen in Klammeeseajzt aVerkirzung relativ zur Ausgangsverkiirzung; b:
Zeit bis zur maximalen Zellverkiirzung (TPS, timpdak shortening); cDauer der Relaxation auf 50% der
Ruhezellange (Rdy); d: Verkiirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit
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Die RTs00, War anfangs bei den AdLacZ-transfizierten Zelleh2d5 + 45 ms gegenuber den
kultivierten Zellen ohne Gentransfer mit 167 + 13 werlangert; ab 1,5 Hz naherten sich die
Gruppen einander sehr an (Abb. 1V.20 c).

Verkirzungs- und Relaxationszeiten zeigten einén &enlichen Verlauf (Abb. IV.20 d).

IV.7.2 Einflu® von Adenovirus-gekoppeltem Gentransér auf die Isoprenalinwirkung

Das Protokoll dieser MefR3reihe bestand nach eirsaléa Messung bei 0,5 Hz in einer
kumulativen Erhdhung der Isoprenalin- Konzentration 10° bis 10° mol/l bzw.

Einzeldosisversuchen im genannten Konzentratioesgier

IV.7.2.1 Wirkung von Isoprenalin nach adenoviral vemitteltem Gentransfer und

48stindiger Zellkultur

In diese Anordnung gingen die Ergebnisse von Z2Bellus 2 Herzen ein, die hier
dargestellten Ergebnisse zeigen also nur einewfay&Tendenz (s.0.).

Isoprenalin vermittelte in den untersuchten Ze#leren positiv inotropen Effekt, der die
Verkiirzungsfraktion von initial 2,6 + 0,1 % auf 3&bei 16 mmol/l ansteigen lieR (Abb.
IV.21a). Auf den Ausgangswert normalisiert, erga@saine maximale Zunahme von 25%
(Abb. IV.21 b).

Die TPS verlangerte sich vom Basalwert (349 + 43ahs10° mmol/l deutlich auf
schlieRlich 517 ms bei Tommol/l. Isoprenalin beschleunigte die RelaxatiBiig von 256 +
7 ms basal auf 218 + 10 bei Isoprenaliff Hmol/l (Abb. IV.21 c)).
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Abb. IV.21: Isoprenalin-KWK bei Kardiomyozyten naglenoviralem Gentransfer und 48h Zellkultur. Ggtzei
sind Mittelwerte £SEM. Nach statistischer Testunggpricht (*)= p<0,05 bei geringer Fallzahl von n=2.

a: Verklrzungsfraktion in % der RuhezellangeMerkirzung relativ zur AusgangsverkirzungZeit bis zur
maximalen Zellverkirzung (TPS, time to peak shortgrund Dauer der Relaxation auf 50% der Ruhengia

(RTs009); d: Verkiirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeit
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Tabelle 1V.12 zeigt die Werte zusammenfassend:

Isoprenalin 0 10° 10° 10° 10°
(mmol/1)

Anzahl Herzen 2 1 2 1 1
FS 2,6+0,1 2,5 2,940 (¥) 3,5 3,3
FS% 100+0 107 114+7 (*) 125 118
TPS 349+43 300 35157 465 517
RTs0% 2567 244 21810 (**) | 228 234
-dL/dt -62+12 -68 7522 -65 -81
+dL/dt 42+2 45 53+7 (¥) 93 44

Tab. IV.12: Mittelwerte +SEM der Kontraktilitatspameter fur die Isoprenalin-KWK nach adenoviralem
Gentransfer und 48 h in primarer Zellkultur (2 Kawthyozyten aus 2 Herzen).

*= p<0,05, *= p<0,01 bei n=2. FS= Verkirzung in %ed Ruhezellange; FS%= Verkirzungsfraktion relativ
zum Ausgangswert; TPS= Zeit bis zur maximalen Kabtitsn (ms); Riy.=Dauer der Relaxation auf 50% (ms);
-dL/dt= Verkirzungsgeschwindigkeit (um/s); +dL/Relaxationsgeschwindigkeit (um/s)

IV.7.2.2 Isoprenalinwirkung an Myozyten nach Adeneirus-gekoppeltem Gentransfer

des LacZ-Gens

Eine Zusammenstellung der Mittelwerte der tber 48ltivierten Zellen mit und ohne
vorausgegangenen Gentransfer sollte Unterschietelzen diesen Gruppen aufzeigen.

Die Verkiurzungsfraktion war bei den AdLacZ-behatetelZellen vermindert (basal 2,6 +
0,1 % fur die infizierten Zellen vs. 3,9 £ 0,6 % fiie nicht infizierten; p<0,05; cave: geringe
Fallzahl). Wurde diese Differenz durch eine Norsialiung des Ausgangswertes auf 100 %
aufgehoben, offenbarten sich dennoch sehr untexdiathie Verlaufe unter Isoprenalin-
Einflul3: Wahrend die nicht- infizierten Zellen eimaximale Verkirzungsfraktion von 222 +
58 % bei 10 mmol/l Isoprenalin zeigten, wiesen die mit AdLadofzierten Myozyten dort
125 % als maximal mégliche Zunahme der Verkirzwagisbn auf.

Die TPS zeigte bis Zbmmol/l Isoprenalin einen parallelen Verlauf. Darahm sie bei den
nicht-infizierten Myozyten ab auf 260 ms und sty dem infizierten Myozyten auf 517 ms
an.

Die RTs00 War mit initial 256 £ 7 ms gegenuber 194 + 44 rasder nicht-infizierten Gruppe
verlangsamt und blieb das tGiber den gesamten Versuch

Auch die Verkirzungs- und Relaxationsgeschwindigkewaren gegeniber den nicht-

infizierten Zellen verlangsamt.
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Abb. IV.22: Isoprenalin-KWK an 48 Stunden kultitéerMyozyten ohne (offene Kreise, griine Linie) mitd
(Dreiecke, Linie in Pink) vorangegangenem adendeirdentransfer. Gezeigt sind Mittelwerte £SEM. Nac
statistischer Testung entsprickt]= p<0,05 und (¢ %) p<0,01 bei Versuchszahlen von n=2.

a: Verkurzung relativ zur AusgangsverkirzungZbit bis zur maximalen Zellverkirzung (TPS, timpdak
shortening);_c:Dauer der Relaxation auf 50% der RuhezellangedfaTd: Verkiirzungs- und
Relaxationsgeschwindigkeit

Wiederum muf3 betont werden, dal3 diese Ergebnissiebeeringen Versuchszahlen von

n=2 fur AdLacZ unter Vorbehalt zu betrachten sind.
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V. Diskussion

Zellkultur und Adenovirus-vermittelter Gentransé&md Techniken, die weitreichende
Untersuchungen veranderter Genexpression und Aktlan ermdglichen. Jedoch beeinflul3t
schon die Zellkultur an sich das biologische Veadrater Zellen. An humanen Myozyten
liegen bisher kaum Daten Uber diese Veranderungen v

Die wichtigsten Befunde der vorliegenden Arbeittbben darin, dai3

1. durch enzymatische Zellisolation mittels Korgraafusion aus terminal insuffizienten
menschlichen Herzen funktionstiichtige Myozyten eriitaltener inotroper Kompetenz
gewonnen werden kénnen,

2. die primére Zellkultur méglich ist, wobei die Kiaktionsamplitude leicht reduziert
und die Kontraktions- und Relaxationsparameterdvgrért werden,

3. Zellkultur die Empfindlichkeit fiir Isoprenalimteht, nicht aber die maximale
Ansprechbarkeit, wahrend sich die Antwort auf stage Stimulationsfrequenzen
gegenuber frisch isolierten Zellen nicht grundséltizverandert,

4. die relative Zunahme der Verkirzungsfraktiorctudie Erhéhung des extrazellularen
Cd" gesteigert werden kann

5. Adenovirus-vermittelter Gentransfer des Repgees LacZ auch an humanen
Myozyten effizient méglich ist, und daf der Gensfan per se die kontraktile
Funktion und die Ansprechbarkeit auf das Katechoildsoprenalin ebenfalls zu

beeinflussen scheint.

V.1 Humanes Myokard

Untersuchungen der myokardialen Funktion und desrmpakologischen Ansprechens auf
verschiedene Substanzen mit dem Ziel positiverdpoe stehen seit Jahren im Mittelpunkt
der Herzinsuffizienzforschung. In neuerer Zeit waudie Methode des viral vermittelten
Gentransfers in der Herzinsuffizienzforschung e¢ab{Donahue et al., 1997; Akhter et al.,
1997; Hajjar et al., 1998; del Monte et al., 1998 2002; Lehnart et al., 2000). Neueste
Uberlegungen betreffen nun auch die Transplantaiobryonaler und adulter Stammzellen
(Dowell et al., 2003; Passier und Mummery, 2003).
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Die physiologische Herzkontraktion besteht aus etoischer Kraftentwicklung (um Druck

im Ventrikel zu erzeugen) und aus isotonischer \Wezking (um das Blut auszuwerfen). In
vitro wird meist nur eine dieser Bedingungen etfidlaher kdnnen die unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden Teilaspekte der kardialenr&kiilitat erfassen. Es stellt sich
immer die Frage, welche Methode fiur die vorliegeRdegestellung die geeignete ist, welche
Vor- und Nachteile sie bietet und inwieweit die &bvgisse auf den Gesamtorganismus
Ubertragbar sind.

Untersuchungen in vivo, in denen die klinischeraRaater ,Herzzeitvolumen® (HZV),
Jlinksventrikulare Ejektionsfraktion“ (EF) und ,maxrale Druckanstiegsgeschwindigkeit*
(dP/dtnay als Parameter der Kontraktilitat sicher erfalltdee konnen, scheinen fir die
Ubertragbarkeit auf den Gesamtorganismus am sitstenl Abgesehen davon, daf
Untersuchungen dieser Art fir die schwer krankdreRen nicht zumutbar sind, spielen hier
stets verschiedene EinflugréRen mit hinein: Abatkaktilen Mechanismen zeigen eine
Abhangigkeit von der Vor- und Nachlast des Herz&mnsse wiederum werden durch den
Gefaldtonus und die Inotropie bestimmit.

In-vitro-Methoden minimieren diese extrakardialexktéren und machen dazu bestimmte
Untersuchungen, die Patienten nicht zumutbar sibefhaupt erst méglich.

Die Verwendung von humanem Myokard unterliegt dilegs mehreren Beschrankungen:
Es fehlt an gesundem Vergleichsmaterial, denn Migbkéht- insuffizienter Herzen steht
nur dann zur Verfligung, wenn das Herz eines zua@gende bereiten und zugelassenen
Patienten aus technischen Grinden nicht transptamterden kann. Erstens tritt dieser Fall
aufgrund des enormen Spenderorganmangels seltaimeiizweitens sind bei solchen Herzen
kardiale Veranderungen nicht auszuschlief3en, wierOat al. zeigen konnten (1999). Das
macht die Einstufung als ,,gesund” fragwdrdig.

Auch terminal insuffizientes Myokard ist nur in besankter Menge verfugbar, so daf3 hier
neben den explantierten Herzen aus der Unikliniki@gen auch Herzen aus den
Herzzentren Bad Oeynhausen, Heidelberg und Freimigysucht wurden. Daraus ergab sich
eine Transportzeit von bis zu 10 Stunden bis zugirBeder Isolation. Die Verwendung von

carbogengesattigter Krebs-Henseleit-Tyrode mit desatz von 2,3-Butandion-Monoxim
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(BDM) loste dieses logistische Problem weitgehdidM vermindert den Sauerstoffbedarf
des Herzens und schutzt vor Kontraktur. Diese Edféleten schnell ein und sind durch
Auswaschen voll reversibel (Mulieri et al., 1989).

Als eine weitere Limitation der Methode muf3 angefilerden, dal’3 das Herzmaterial, mit
dem die Versuche durchgefiihrt wurden, nicht - wiB.zm Tierversuch ublich -
standardisiert war bezuglich Alter, Geschlecht Gndndkrankheit.

Die Verwendung ventrikularer Myokardpraparate aysdantierten menschlichen Herzen ist
trotz des eingeschréankt verfligbaren Untersuchunigsials und der recht komplizierten
Beschaffungslogistik von grof3em Vorteil. Wie Hasesf (1998b) zusammenfalt, haben
Untersuchungen zur Herzinsuffizienz an Kleinsaugaber auch an Hunden und Schafen
Limitationen in ihrer Ubertragbarkeit auf den Memsg. Somit scheint die direkte
Untersuchung von humanem Material notwendig uniit stieei allen methodischen

Nachteilen - die pathophysiologische Situation astén dar.

V.1.1 Myozyten versus multizellulare Muskelstreifepraparate

Experimentelle Untersuchungen in vitro kbnnen aadesolierten Ganzherzen entweder am
Muskelstreifen-Préparat oder an der isolierten &relle durchgefuhrt werden.

Die Vorteile der Muskelstreifen-Préparate liegerirdadal® durch kontrollierte Dehnung des
Praparates die Vorlastbedingungen konstant eirldesézden konnen.

Der Vorteil der isolierten Myozyten besteht dadaf3 das Medium die Zelle direkt umspult
und daher eine optimale Versorgung mit Nahrstoffiett Sauerstoff gewahrleistet ist. Auch
die Applikation von Pharmaka erfolgt sicher, undgaine Faktoren z.B. aus dem Endothel
sind eliminiert. AuRerdem gibt es bei der Gewinnuag linksventrikularen Trabekeln oft
technische Probleme, so dal3 haufig rechtsventrésil@ewebe benutzt wird.

Es gibt daher Griinde, warum sich die Ergebnissersetteiden konnten, z.B. die Art der
Kontraktion - isoton versus isometrisch - , dieyenatische Isolation - gibt es hier ein
,Uberleben der Starksten“? - bei den Myozyten;én dhultizellularen Praparationen

parakrine Faktoren und der Einflu von extrazeted@®atrix. Wenn Myozyten als Modell
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fur kontraktiles Verhalten brauchbar sein solleapmmussen die Ergebnisse mit denen
multizellularer Praparationen vergleichbar sein.

Brixius et al. (2001) konnten anhand von Experiraergn Myozyten und Muskelstreifen aus
denselben Herzen zeigen, dal’ deren Ergebnisselicbztiger Frequenzinotropie
vergleichbar sind. Harding et al. (1991) wiesereaiargleichbare kontraktile Antwort von
Myozyten und Muskelstreifen aus jeweils denselberzkin auf extrazellulare €aErhéhung
nach, fanden aber auf Isoprenalin eine starkeraiZme der Kontraktilitat in Myozyten. Die
Temperatur der Myozytenversuche lag allerdings3®itC deutlich unter der der
Muskelstreifen (37° C).

V.2 Methoden

V.2.1 Isolation

1981 gelang es Powell et al. erstmals, humane &augbzyten aus Kinderherzen
enzymatisch zu isolieren, die sich durch Feldstanoh zum Kontrahieren anregen liel3en.
Ein Jahr spater waren Bustamante et al. (1982) iaudér Isolation calciumtoleranter
Humanmyozyten von Erwachsenen erfolgreich. In aégehden Jahren wurde die
enzymatische Isolation der Humanmyozyten vielfadigegriffen und weiterentwickelt,
wobei verschiedene Enzyme wie Kollagenase (Powall. €1981; Silver et al., 1983),
zusatzlich Protease (Bustamante et al., 1982) wiidne Zusatze wie Hyaluronidase (Peeters
et al., 1995) zum Einsatz kamen.

Die Isolation von Myozyten aus menschlichen Helgemit verschiedenen Problemen
behaftet. Das ist teils der starken Fibrose desebewanzulasten, die einen aggressiveren
Einsatz von Enzymen als beispielsweise in Kleihgezen erfordert. Dazu kommen starke
interindividuelle Gewebsunterschiede, die immerdereneue Einwirkzeiten der Enzyme
erfordern. AulRerdem ist es oft schwierig, eine @iakend grol3e Menge an Gewebe zu
bekommen, wie sie fur das in der vorliegenden Arbenutzte Protokoll erforderlich ist.
Dann hilft die sogenannte ,Chunk“- Methode weitezi der kleine Stickchen Myokard in

68



V. Diskussion

Enzymloésung inkubiert werden. Bei uns ergab auekalMethode funktionstiichtige Zellen,
allerdings in geringerer Anzahl.

Das fur diese Arbeit angewandte Protokoll ist éftwaifikation der Verdffentlichungen von
Mattiello et al. (1998) und Silver et al. (1983)duergab morphologisch sehr gute Zellen, die
physiologische Calcium-Konzentrationen des AulRenuamesl und physiologische

Temperaturen tolerierten.

V.2.2 Versuchsbedingungen

Wenn schon rein isometrisch oder isotonisch korgreande Praparate immer nur eine
Komponente der Herzkontraktion wiedergeben konseliten die tbrigen
Versuchsbedingungen maglichst nah an physiologis&aametern orientiert sein.
Untersuchungen an isolierten Myozyten werden héwgiguinphysiologisch niedrigen
Temperaturen von 32° C durchgefihrt (Davies CH.efl895; Harding et al., 1991; Davia et
al., 1997), oder sogar bei Raumtemperatur (Piak £1996). Weisser et al. (2001) konnten
zeigen, dalR milde Hypothermie (bis 31° C) in Merschund Schweinemyokard positiv
inotrope Effekte hat. Sie schrieben das v.a. ésegisitivierung der Myofilamente zu. Die
vorliegenden Versuche wurden bei Temperaturen heis85,5 und 37,5 ° C durchgefuhrt,
um derartige Einflisse moglichst auszuschalten.

V.2.2 Zellkultur

Primare Zellkultur ist die Vorbedingung fur eineifevon experimentellen Protokollen, z.B.
solchen, die mit vektorvermitteltem Gentransferegdn. Wie Mitcheson et al. (1998) in einer
Ubersicht darlegen, sind die meisten Versuche anatalen Myozyten durchgefiihrt worden.
Es ist allerdings schwierig, diese Experimenteeamfachsene Organismen zu Ubertragen.
Aul3erdem gibt es Probleme in der Extrapolierung Studien an Kleinsdugern auf humanes
insuffizientes Myokard.

Abhangig von Spezies und Kulturbedingungen isZaikkultur von Kardiomyozyten mit
zellularen Veranderungen behaftet. Dazu gehoreBifierenzierung und Anderung
mechanischer und elektrischer Eigenschaften (Begalr, 1994, lkeda et al., 1990; Piper et
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al., 1990). An menschlichen isolierten HerzmusHKédnesind solche Veranderungen bisher
nicht beschrieben.

Fur die Zellkulturen in dieser Studie wurde serwes Kulturmedium benutzt (siehe auch
1.4.1), weil die Funktionsmessungen bei méglichehig entdifferenzierten Zellen stattfinden
sollten. Wir benutzten Medium M199 mit Zusatzer, idi &hnlicher Zusammensetzung schon
in anderen Studien gute Resultate in den Uberledtamsder Zellen zeigten (Volz et al.,
1991).

V.2.3 Adenoviral vermittelter Gentransfer

Verschiedene Anderungen auf molekularer Ebenefgingienschliche insuffiziente Herzen
beschrieben, z.B. die reduzierte Expression d&(GR2a (Hasenfuss et al., 1994c) oder der
[}-Adrenozeptoren (Bristow et al., 1982). Ein Gengfansolcher Funktionsproteine in
insuffizientes Myokard scheint nitzlich, um den éihtler jeweiligen Veranderung am
Krankheitsgeschehen abschéatzen zu kénnen.

In Kaninchenmyokard konnte durch gelungenen adealovérmittelten Gentransfer mit einer
Uberexpression des R-Adrenozeptors die R-adrederiyeort potenziert werden (Akhter et
al., 1997; Drazner et al., 1997; Maurice et al99)9Die Uberexpression des SERCA2a-Gens
bewirkte verbesserte Kontraktions- und Relaxatiostidken (Giordano et al., 1997; Hajjar et
al., 1997; Meyer et al., 1999).

Zusatzlich sorgte der Gentransfer von Ublicherweist im Myokard exprimierten

Proteinen wie dem Vasopressin-Rezeptor fur eine erhdhte Kontraktilitat in
Rattenmyozyten durch eine Modulation der endogawemylatzyklase-vermittelten
Signaltransduktion (Laugwitz et al., 1999). Auch @ieansfer des normalerweise im
Skelettmuskel exprimierten SERCA1-Gens in Ratterayiygm bewirkte einen Anstieg der
SR-C&*-Aufnahme und eine Beschleunigung der Kontraktioms Relaxationskinetik
(Chossat et al., 2001).
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Del Monte et al. (1999) konnten erstmals einenmggdmen Gentransfer mit einem
Funktionsprotein in menschliche Kardiomyozyten mieten. Sie zeigten, dafl} eine
adenoviral vermittelte Uberexpression der SERCAZginer erhthten GaAufnahme des
SR und einer besseren Kontraktilitat bei hohereamBationsraten resultierte. Allerdings
wurden weder alle kontraktilen Parameter benaroah nlie genaue Infektionsrate und
-effizienz bei einer MOI von 100 pfu pro Zelle. Auder Einflu® der Zellkultur und der der
adenoviralen Infektion als solcher wurden nichewsiicht. In einer anderen Studie von del
Monte et al. (2002) wurden menschliche insuffizéelblyozyten entweder mit SERCA2a,
antisense-Phospholamban oder zum Vergleich mitildeportergen LacZ transfiziert.
Wiederum verbesserten die funktionellen Verandezardje Kontraktionsamplitude und
Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeiten. Bisgangsbedingungen der frisch
isolierten Zellen wurden aber ebenso wenig benaretlie Kontraktilitatsdnderungen auf
erhohte Stimulationsfrequenzen.

Williams et al. (2004) malRen an humanen Zellenzabs Herzen nach 24 Stunden Zellkultur
den Einfluss von 3-AdrenozeptorKinase-1 (RARK-T1)Hbmerung mittels Gentransfer. Nach
0.g. Kultivierungszeit liel3 sich zwischen lediglictltivierten und AAGFP-transfizierten
Zellen kein signifikanter Unterschied in der Koktransamplitude und der Antwort auf 3-
Stimulation durch Isoprenalin erzielen. Uber Ausgsbredingungen, Temperatur und

Stimulationsfrequenz findet sich keine Aussage.

V.3 Funktionsmessungen

V.3.1 Basale Kontraktion frisch isolierter und kultivierter Zellen

Die ventrikularen Zellen dieser Studie verkirztam $m Mittel um 4,7+0,2% ihrer
Ruhezellange bei 0,5 Hz. Das entspricht etwa deriaWedie Dipla et al. (1999) in einer
Studie mit 5,21+0,61 angaben. In anderen Untersugdtuvariierte die Verkirzungsfraktion
bei 0,5 Hz von 8,1+0,5% (Brixius et al., 2001) B&f C bis 2,88+0,42% (Harding et
al.,1991), ebenfalls bei 32° C.

Nach 24 bzw. 48 Stunden in Zellkultur zeigten sfgméanderungen im Kontraktionsverhalten

der kultivierten gegenuber frisch isolierten ZeilBme Verkirzungsfraktion sank nach 24
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Stunden in Zellkultur um 21%. Dabei stiegen dieRéezungs- und Relaxationszeiten an und
die Verkirzungs- und Relaxationsgeschwindigkeiterangsamten siciNach 48-stiindiger
Kulturdauer liel3 sich in der Verkurzungsfraktiorggetber den frisch isolierten Zellen kein
signifikanter Unterschied ausmachen; die Verkirzaumogd Relaxationsparameter

verlangsamten sich aber samtlich gegentber dendrnisid isolierten Zellen.

Das Umfeld kultivierter Myozyten unterscheidet sathrk von dem in vivo. Es ist bekannt,
daf in Kultur gehaltene Zellen einen Teil ihrer Kahtilitat einblfRen: an
Kaninchenmyozyten, die Gber 72 Stunden kultiviestaden waren, beobachteten Meyer et al.
(1999) eine Reduktion der Verkurzungsfraktion urfedmd einen Anstieg der Bgh, um

34%. Bei adulten Rattenmyozyten bewegte sich dasnal der Funktionseinbul3e nach 72
Stunden in Zellkultur bei 30 bis 50% sowohl fir dierkiirzungsfraktion wie auch fir die
Verkirzungsgeschwindigkeit (Berger et al., 1994)raen sie in der Zellkultur elektrisch
stimuliert, war das nicht der Fall. Die kultivienteend mit 3 Hz stimulierten Zellen
unterschieden sich in keinem der untersuchten Raeairrelative Verkirzung, Verkirzungs-
und Relaxationszeiten und —geschwindigkeiten) 8lgmt von den frisch isolierten
Vergleichszellen. Dabei unterschieden sich stimmdiand unstimulierte Zellen gleicher
Kulturdauer im Phasenkontrastmikroskop morpholdgisicht voneinander. Mit Hilfe von
Verapamil wurde in dieser Versuchsreihe ein TeilMgozyten elektromechanisch
entkoppelt. Diese Zellen zeigten trotz Stimulatiieselben Funktionseinbul3en wie die
nichtstimulierten. Daraus schlossen die Autorefs, dier Funktionserhalt mit der Kontraktion
der Zellen an sich und nicht nur mit der Erreguag£elimembran verknipft ist.
Entsprechende Vergleichsversuche zwischen frissdtersen und kultivierten menschlichen
Myozyten sind in der Literatur nicht zu finden; mend entsprachen unsere Ergebnisse aber

den oben erwahnten Tierversuchen.

Eine weitere mogliche Erklarung fur die herabgdsetontraktilitt findet sich bei Pollack et
al. (1991), die feststellten, daf3 alleine die Adbréisler Zellen an eine mit Laminin

vorbehandelte Oberflache bei Katzenmyozyten zur gj@engeren und verlangsamten
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Kontraktion fiihrte. Allerdings wurde bei uns auoh, jFrischexperiment” Laminin als
Anheftungshilfe fur die Zellen verwendet, so da@sdiicht das gesamte Ausmall an
Kontraktilitatseinbul3e erklaren kann.

In der vorliegenden Studie wiesen die mit R-Gahsfizierten Zellen nach 48 Stunden
Zellkultur eine Verklrzungsfraktion von 2,8+0,4%f ddiese lag somit deutlich unter der
Verkurzungsfraktion frischer Zellen, stimmte jedonh Befunden von del Monte et al.
(2002) Uberein, die ebenfalls an humanen Myozytesi Zage nach Infektion mit 3-Gal-GFP
eine Verkirzungsfraktion von 2,7+1% fanden. UberEigenschaften der frisch isolierten
Zellen im Vergleich wurde bei del Monte et al. jedanichts berichtet. Dieser Vergleich war
ein Schwerpunkt dieser Arbeit.

Die Relaxationszeit und die Verklrzungs- und Relaxageschwindigkeit verlangerten sich
gegenuber den frisch isolierten Zellen. Im Verdiaiait den nicht transfizierten (und gleich
lang kultivierten) Zellen zeigten sich aulRer in ¥erklrzungsfraktion keine Unterschiede.
Bei der Beurteilung dieser Daten ist wichtig zu dd&dm, dal® nur sechs Zellen aus zwei
Herzen in die Untersuchung eingingen, so dal3 degebnisse vorlaufigen Charakter haben.
An Kaninchenmyozyten, die mit AdRGal infiziert werdwaren, fanden Meyer et al. (1999)
gegenuber nichtinfizierten Vergleichsmyozyten kdilmgerschiede im kontraktilen
Verhalten. Lehnart et al. (2000) konnten in Kangmtinabekeln, die entweder mit AdLacZ
oder adenoviral ohne Reportergen infiziert wordanen, nach 48 Stunden, die diese
schlagend kultiviert worden waren, ebenfalls keimterschiede in allen gemessenen
Kontraktilitatsparametern feststellen. Auch Williamt al. (2004) konnten in Zellen aus funf
Humanherzen nach 24 Stunden Inkubation mit AdGHRekeUnterschied in der
Verkurzungsfraktion nachweisen.

Insofern bleibt abzuwarten, ob eine gréRere Versarcbahl den Unterschied der
Verkirzungsfraktion in LacZ-infizierten gegenubéim infizierten Myozyten nivellieren

kann.
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V.3.2 Verkirzungs-Frequenz-Beziehung

Die Steigerung der myokardialen Kontraktionskraift znonehmender Herzfrequenz - nach
dem Erstbeschreiber Bowditch-Effekt genannt -listdie Regulation der Myokard- und
Kreislauffunktion ein wichtiger physiologischer Memismus. Katecholaminunabhangig
kann so das Herzminutenvolumen bei Belastung gesteverden. Bei herzinsuffizienten
Patienten ist dieser Mechanismus aufgehoben oder sovers. Feldmann et al. (1988) und
Hasenfuss et al. (1994a) konnten diesen Effekivio xeigen, und zahlreiche Untersuchungen
wiesen ihn in vitro nach, z.B. Feldmann et al. @9®ieske et al. (1992) und Hasenfuss et al.
(1994c) an isolierten Muskelstreifenpraparaten Dadies CH et al. (1995) an isolierten
Muskelzellen aus menschlichen Herzen.

An den Myozyten dieser Arbeit zeigte sich, dal3 &rehung der Stimulationsfrequenz von
0,25 Hz auf 2,5 Hz zu einer hochsignifikanten Abmalder relativen Verkirzung auf 46 £ 5
% des Ausgangswertes fuihrte. Obwohl die absolusrkiYzungs- und Relaxationszeiten

abnahmen, sanken die maximalen Verkirzungs- unakBebnsgeschwindigkeiten.

Davies CH et al. (1995) fanden in insuffizientertinmyozyten bei 37° C und ,maximal
stimulierendem C&“ einen Abfall der prozentualen Verkiirzung von #,8,4 % bei 0,2 Hz
auf 3,9 + 0,4 % bei 1,42 Hz; Brixius et al. (20818llten bei 32° C und 2,0 mmol/l Ezinen
Abfall der relativen Verklrzung auf 62,2 + 11,5 % biner Erhéhung der Frequenz von 0,5
Hz auf 2 Hz fest. Trotz nicht ganz vergleichbarerstchsbedingungen zeigten alle
Experimente dieselbe Tendenz.

Fur humane Myozyten in Zellkultur existieren bigldteine Veroffentlichungen, die die
Verkirzungs-Frequenz-Beziehung Uber die Zeit qtiamtien. Janssen et al. (1999)
kultivierten adulte insuffiziente Humantrabekel tiBe6 Tage und konnten wahrend der
ersten 5 Tage keine signifikanten Veranderungeteren Kraft-Frequenz-Beziehung
feststellen. Die Trabekel wurden allerdings diezgaBeit Gber mit 0,5 Hz elektrisch

stimuliert.
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Auch in der vorliegenden Studie zeigten sich infdsguenzabhangigen Abnahme der
Verkurzungsfraktion keine Unterschiede, wenn man\drkirzung auf den Ausgangswert
normalisierte und somit die festgestellte genei@liektionseinbul3e der nicht stimulierten
Zellen durch die Kultur eliminiertd.PS und R verliefen bei den kultivierten Zellen
parallel verschoben zu denen der frisch isolieztelten, d.h., die kultivierten Zellen
bendttigten von Beginn an mehr Zeit fur Kontraktiord Relaxation, reagierten aber im
Verlauf grundsatzlich gleich. Diese parallelverdmdioen Verlaufe beobachteten auch Berger
et al. (1994) bei Rattenmyozyten im Vergleich zWwest elektrisch dauerstimulierten und

nicht stimulierten Zellkulturen.

V.3.3 Isoprenalinwirkung an humanen Myozyten

Isoprenalin wirkt am Myozyten Uber eine Stimulataer (3-Adrenozeptoren und vermittelt
v.a. Uber eine Erh6hung des intrazellularen cAMSitpoinotrope und lusitrope Wirkung
(siehe auch Kap 1.3.4). Diese geht mit einer llmprtionalen Erhéhung des €a
Transienten (Pieske et al., 1997) und einem endkpral erhdhten Energieverbrauch einher
(Hasenfuss et al.,1994b). Der positiv inotrope KEfist bei Herzinsuffizienz vermindert
(Pieske et al., 1997; B6hm et al., 1992).

Die untersuchten Myozyten zeigten ein inotropespkachen auf 3-Rezeptoren-Stimulation.
Dabei nahm die Verkirzungsfraktion bei frisch isdin Zellen bei einer
Isoprenalinkonzentration von $hol/l um maximal 105% des Ausgangswertes zu und die
Verkurzungs- und die Relaxationsgeschwindigkegigen signifikant an.

In einer Untersuchung von Harding et al. (1991yen die Reaktionen von Myozyten und
Muskelstreifen auf Isoprenalin untersucht wurdeingwie Verkirzungszunahme der
Myozyten auf ,maximal aktivierendes Isoprenalin‘trd63% angegeben. Absolut
ausgedruckt erreichten die Zellen allerdings naoe &lerkirzungsfraktion von 7,04 = 1,06 %
(in dieser Studie: 7,7 £ 1,1 %); der Ausgangswet bei Harding et al. mit 2,88 £ 0,42 %
wesentlich niedriger als in dieser Untersuchung 0,3 %). Aul3erdem unterschieden sich
die Mel3bedingungen: es wurde bei 32°C und 0,2 lHeegeen (hier: 37° C, 0,5 Hz). Die bei
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Harding et al. gleichzeitig bei 0,5 Hz gemessenaisiIstreifen zeigten nur eine Zunahme
um 78 % ihrer Ausgangskraft.

Die RTs00, der Myozyten sank bei Harding et al. signifikdntder vorliegenden Studie
konnte eine signifikante Zunahme der Verkirzungst Belaxationsgeschwindigkeit
verzeichnet werden.

Die Zellkultur beeinflul3te die maximal inotrope Amrt auf Isoprenalin nicht. Allerdings
wurde die Wirksamkeit des Katecholamins grol3erEdfigyo, stieg im Vergleich zwischen
frisch isolierten Zellen und denen nach 48 Sturidefellkultur um das 4,5-Fache an. Pollack
et al. (1991) konnten an Katzenmyozyten nach 5 T ag&ellkultur ebenfalls eine erhéhte
Empfindlichkeit auf Noradrenalin feststellen, unadeson et al. (1997) beschrieben an
Kaninchenmyozyten einen Anstieg im L-Typ“G&anal-Strom auf Isoprenalinstimulation
hin, allerdings nur nach 24 Stunden und nicht Faclagen.

Maglicherweise hangt die grolRere Sensibilitat fatdCholamine in den hier untersuchten
Myozyten mit einer Erholung von den standig erhbltatecholaminspiegeln und somit
einer verbesserten Ansprechbarkeit der 3-Adrenormptder herzinsuffizienten Patienten
zusammen.

Janssen et al. (1999) fanden nach 48 Stunden &geolden humanen Trabekeln keine
Anderung der Isoprenalinantwort, so daf? eine Erwtier R-Rezeptoren wahrscheinlich
nicht das einzige Erklarungsmodell bleiben kann.

V.3.4 Calciumwirkung an humanen Myozyten

Calcium ist die gemeinsame Endstrecke wesentligchgsiologischer
Regulationsmechanismen der myokardialen KontréktilMalgeblich ist dabei das wahrend
der Systole freiwerdende €a das durch die Bindung an das Troponin C zu einer
Aktivierung der kontraktilen Proteine fihrt. Wahdetie Wirkung des Isoprenalins von der
Anzahl und Funktion der B- Rezeptoren abhangt,tv@ek" direkt. Durch eine Aufladung des
SR mit C&" kann der maximal erreichbare positiv inotrope Efferzielt werden (,kontraktile

Reserve").
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Die frisch isolierten Myozyten dieser Untersuchueggten bei einer Erhéhung des
extrazellularen C& von 1,5 auf 9 mmol/l eine Steigerung ihrer Verkiing um 141 + 54 %
relativ zum Ausgangswert. Das ist wiederum geriraggin der oben erwahnten
Untersuchung von Harding et al. (1991), in der ¥ghmmol/l auf ,maximal aktivierendes
C&™ eine Zunahme um etwa 200 % im Vergleich zum Auggavert dokumentiert wurde.
Die Versuchstemperatur lag dort bei 32° C, die &eeg bei 0,2 Hz. Auch Davies CH et al.
(1995) erwahnen eine stéarkere Zunahme auf ,maxitiraulierendes C&* bei 32° C als bei
37° C, ohne dies jedoch naher zu quantifiziere® Biar eine Sensitivierung der
Myofilamente durch Hypothermie (Weisser et al., 208ine Rolle spielte, ist nicht

auszuschlief3en.

Beuckelmann et al. (1992) wiesen in insuffizientyozyten ein héheres diastolischesCa
nach als in nicht-insuffizienten. Bei einer Erhébutes extrazellularen €akann dieses
ohnehin erhéhte diastolische®Cau einer diastolischen Dysfunktion filhren bis him
Zellkontraktur. Diese und auftretende Spontankdimaen zwangen hier in einigen
Experimenten oberhalb von 4 mmol/l€aum Versuchsabbruch. Kaum eine Zelle tolerierte
mehr als 9 mmol/l extrazellulares TaVidglicherweise wére bei einem besser erhaltenen
C&*-Stoffwechsel der Zelle die maximal zu erzielemtetiope Wirkung an den
Myofilamenten noch grél3er gewesen.

Durch die Zellkultur ergab sich eine verbessertattaktile Antwort auf ansteigendes
extrazellulares CGa Allerdings wurde die Ga Toleranz der 48 h kultivierten Zellen
geringer: keine tolerierte mehr als 7,2 mmol/fQm AuRenmedium, ohne in Kontraktur zu

gehen.

77



VI. Zusammenfassung

VI. Zusammenfassung

Adenoviral vermittelter Gentransfer ist heutzutagee verbreitete Methode, um die
Auswirkungen veranderter Proteinexpression aufidi@ttionen zu erforschen. Wenig ist
allerdings daruber bekannt, ob und inwieweit alailiie Bedingungen der dazu nétigen
Zellkultur und der viralen Infektion als solcheedtunktion des insuffizienten
Humanmyokards modifizieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher das Verlnakselierter, terminal insuffizienter
humaner Kardiomyozyten direkt nach Isolation unteu#ellkulturbedingungen nach 24 und
48 Stunden sowie nach adenoviral vermitteltem Gester von 3-Galaktosidase ([3-Gal)
untersucht. Das Kontraktionsverhalten wurde unsesabedingungen (37° C, 0,5 Hz) und
unter ansteigenden Stimulationsraten sowie untgraper Stimulation mit dem 3-
Adrenozeptoragonisten Isoprenalin als auch unteiteen extrazellularen €aSpiegeln
getestet.

Mittels enzymatischer Digestion via Koronarperfuskmnnten funktionsttichtige Zellen
gewonnen werden, die bei physiologischen Tempematund physiologischen €a
Konzentrationen unter elektrischer Stimulation gtgbtonisch kontrahierten.

Nach einem bzw. zwei Tagen in primarer Zellkultanbtigten die Zellen mehr Zeit fur
Kontraktion und Relaxation, und die Amplitude dasalen Kontraktion verringerte sich
geringflgig, wie es aus Tierversuchen mit nichhatierten, kultivierten Kardiomyozyten
vorbekannt ist. Die Isoprenalin-Konzentrations-Wings-Kurve war durch die Zellkultur
linksverschoben. Das war bei Tiermyozyten, nicld@rddei humanen Muskelstreifen
vorbeschrieben. In der Reaktion auf héhere Fregrennd erhohtes extrazellularesCa
zeigte sich keine grundsatzliche Anderung der Weltien gegeniiber den frisch isolierten
Zellen.

Der Adenovirus-vermittelte Gentransfer resultienteiner histochemisch nachweisbaren 13-
Gal-Expression. Die basale Kontraktionsamplitudgjéaloch deutlich unter der der nicht-

infizierten Zellen, wahrend sich die Gbrigen Parganaicht signifikant unterschieden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3daskichtige humane Kardiomyozyten
aus insuffizientem Myokard sowohl fir direkt durafithrende Experimente als auch fur
solche, die Zellkultur benétigen, gewonnen werd@mnen. Die Bedeutung von Zellkultur,
viraler Infektion und verénderter ProteinexpresatmEinflul3faktoren auf das kontraktile
Verhalten darf jedoch nicht aul3er Acht gelassererer
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VII. Anhang: Patientendaten
Tabelle VII.1:

Daten der Patienten, deren Herzen in die vorliegerndhtersuchungen eingingen

Alter | Geschl. | Atiol. |PCW|LVEDP|EF |HZV | CI Medikation
63 m ICM 0 90 26 ACE, DIG, DIU, AAR,KOA
38 m DCM 20 13 18§ 6,6 RBL, ACE, DIG, DIU, KOA
57 m DCM 12 63 30 3,2 ACE, DIG, CAL, DIU
57 m ICM 3 24 24 34
68 m ICM 28 35 34| 1,7 RBL,ACE,DIG,DIU,KOA
30 m DCM 11 4 15 DIG,DIU,PDE,KOA
66 w DCM 23 26 2,9 RBL,ACE,DIG,DIU,VASDIL,KOA
59 m ICM 24 24 3 AT1,CAL,VASDIL,
59 m ICM 18 414 3,4 DIU,KOA,
64 m DCM RBL,ACE,DIU,KAT,PDE,AAR,KOA
45 m ICM RBL,CAL,DIU,KAT,PDE
65 m ICM 30 35 36| 1.4 3BL,DIG,DIU,KOA
66 m ICM 20 29 3 AT1,DIG,DIU,VASDIL,KOA
65 m ICM 20 27 2,2 RBL,ACE,DIU,KAT,PDE,AAR,KOA
55 m ICM 33 29 21 48 ACE,DIG,VASDIL,KAT, PDE,AARQA
49 m DCM 10 3,3 1.8 RBL,ACE,DIG,AAR,KOA
53 m DCM 15 RBLACE,DIG,DIU,KOA
46 w DCM 21| 31| 1,7 RBLACE,DIG,DIU
50 m DCM DIU,KOA,
59 m DCM 19 1,7 RBL,ACE,KOA,
49 m ICM 10 6,5 4,6 DIG,CAL,DIU,KOA
62 w DCM 8 15| 3,3 2 ACE,DIG,DIU,KOA
42 m DCM 28 2,2 ACE,DIG,DIU,KOA
66 m DCM 12 300 34 19 n.bek.
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41 w DCM 8 8 25 3,5 RBL,ACE,DIG,DIU
Alter | Geschl. | Atiol. | PCW|LVEDP| EF |HZV | CI Medikation
52 w DCM 18 6 10 3,7] 2,2 RBL,ACE,DIU,KOA
56 w DCM 30 25 2,2 AT1,DIG,DIU,KOA
66 m ICM 28 36 1,9 AT1,DIG,CAL,DIU,VASDIL, AAR
63 m ICM 21 28 1,5 AT1,DIG,DIU
69 m DCM 27 27 2,1 AT1,DIG,VASDIL,KOA
66 m DCM 21 18 2,2 ACE,DIG,DIU,KAT,PDE, AAR,KOA
68 m DCM 14 30 1,9 RBL,ACE,DIG,DIU,AAR, KOA
55 w DCM 18 3,5 3BL,ACE,DIG,DIU
39 w HNOCM| 30 47 2 DIG, DIU, ACE, KAT
50 m DCM 10 10 23 2,1 n.bek.
61 m DCM 30 30 39 43 275 ACE, AT1,DIG,DIU, AAR,KOA
57 m ICM 13 16 19 4 2,1 ACE,DIU
m DCM 24 n.bek.
56,1 18,9 27,3 26 4,1 23 MITTELWERT
9,7 86| 251 7,? 1,1 | 0,7 Standardabweichung
Abklrzungen:

Parameter:PCW: Pulmonalkapillarer Wedge-Druck (mm Hg); LVEDRkhksventrikularer enddiastolischer
Druck (mm Hg); EF: Ejektionsfraktion (%); HZV: Heitvolumen (I/min); Cl: Cardiac index

Atiologie: DCM: dilatative Kardiomyopathie; ICM: ischamisckardiomyopathie; HNOCM: hypertrophe
nicht-obstruktive Kardiomyopathie.

Medikation: BBL: 3-Adrenozeptorantagonisten; ACEgidtensin-Converting-Enzym-Inhibitoren; AT1:
Angiotensin-1l- Rezeptor-Antagonisten; DIG: Digitgjlykoside; DIU: Diuretika; CAL: Calciumantagonést;
AAR: Antiarrhythmika (auf3er 3-BL und CAL); PDE: Bpbodiesterasehemmer; VASDIL: Vasodilatanzien;
KOA: Antikoagulanzien; KAT: Katecholamine; n. balcht bekannt
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