Aus dem Institut fiir Pharmakologie
der Heinrich-Heine-Universitidt Disseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Jens W. Fischer

Auswirkung von Diabetes mellitus sowie transientem Verschluss
der linken vorderen Herzkranzarterie auf die aktive
Kraftentwicklung und Kalzium-Sensitivitit isolierter

Papillarmuskelpriparate

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitidt Diisseldorf

vorgelegt von
Katharina Charlotte Beck
2026



Als Inauguraldissertation gedruckt mit der Genehmigung der

Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf

gez.:
Dekan: Prof. Dr. med. Nikolaj Klocker
Erstgutachter: Prof. Dr. med. Joachim Schmitt

Zweitgutachterin: Prof. Dr. rer. nat. Martina Kriiger



«

., My courage always rises at every attempt to intimidate me.

— Jane Austen



Teile dieser Arbeit wurden verdffentlicht:

Funk F, Kronenbitter A, Isi¢ M, Flocke V, Gorre3en S, Semmler D, Brinkmann M, Beck K,
Steinhoff O, Srivastava T, Barbosa DM, Voigt K, Wang L, Bottermann K, Kétter S,
Grandoch M, Flogel U, Kriiger M, Schmitt JP, (2022), Diabetes disturbs functional
adaptation of the remote myocardium after ischemia/reperfusion. Journal of Molecular and
Cellular Cardiology, (173) 47-60



Zusammenfassung

Nach einem Myokardinfarkt (MI) kommt es nicht nur im infarzierten Gewebe, sondern auch
im nicht-ischdmischen Myokard (remote Myokard, RM) zu funktionellen Verdnderungen.
So zeigten Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe am Mausmodell, dass bereits 24 Stunden
nach Ischdmie und Reperfusion (I/R) die kontraktile Funktion des RM beeintrichtigt ist. Ein
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der myokardialen Kraftentwicklung des
RM im Anschluss an die akute inflammatorische Phase des Myokards, ca. 10 Tage nach I/R.
Hierzu wurde im Organbad an elektrisch stimulierten Papillarmuskeln aus Mausen 9-12
Tage nach einstiindiger Ligation der linken vorderen Herzkranzarterie die aktiv generierte
Kraft unter beta-adrenerger Stimulation mit Isoprenalin und unter steigender Vorspannung
des Muskels analysiert. Dariiber hinaus erfolgte die Untersuchung der Ca*"-Sensitivitit
sowie der passiven Kraft mittels Triton an gehéduteten Papillarmuskelfasern. Da Diabetes
mellitus ebenfalls zu pathophysiologischen Verdnderungen des Myokards und einem
Funktionsverlust im Sinne einer Kardiomyopathie fiihrt, wurde im Zuge dieser Arbeit auch
die Kraftentwicklung in Papillarmuskeln eines etablierten Mausmodells mit diabetischer
Stoffwechsellage (db/db) im Vergleich zu Tieren ohne Diabetes mellitus (db/+) untersucht.
9-12 Tage nach I/R zeigte sich die Kraftentwicklung der Papillarmuskeln unter basalen
Bedingungen sowie nach beta-adrenerger Stimulation unveridndert zu scheinoperierten
Maiusen. Die Fasermessungen ergaben eine moderate Linksverschiebung der Kraft-
Kalzium-Kurve, was auf eine tendenziell erhdhte, jedoch nicht signifikant verdnderte Ca**-
Sensitivitdt hinweist. Auch die passive Steifigkeit der Muskeln war unverdndert zur
Kontrollgruppe. Es zeigte sich insgesamt eine normale kontraktile Funktion im RM 9-12
Tage nach I/R. Im diabetischen Myokard war die Kraftentwicklung iiberraschenderweise
erhoht, sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach Stimulation mit Isoprenalin. Auch
die Ca**-Sensitivitdt der db/db-Gruppe war gesteigert und es zeigte sich eine deutliche
Linksverschiebung der Kraft-Kalzium-Kurve. Die passive Steifigkeit unterschied sich
hingegen nicht signifikant von der nicht-diabetischen Kontrollgruppe. Aus den Daten kann
abgeleitet werden, dass die erhdhte mechanische Belastung des RM nach I/R binnen
10 Tagen durch Anpassungsprozesse kompensiert und so die kontraktile Kraftentwicklung
stabilisiert werden kann. Im diabetischen Myokard war die Ca*'-Sensitivitit der
Myofilamente erhdht, was im isolierten Muskel sogar zu einer Uberkompensation eines
mutmaBlichen Kraftverlustes des db/db-Myokards fiihrte und als adaptiver Prozess dem

Auftreten einer diabetischen Kardiomyopathie entgegenwirken konnte.



Summary

After a myocardial infarction (MI), functional changes occur not only in the infarcted tissue,
but also in the non-ischemic myocardium (remote myocardium, RM). Preliminary studies
by the research group using a mouse model showed that the contractile function of the RM
is already impaired 24 hours after ischemia and reperfusion (I/R). One aim of the present
study was to investigate myocardial force development in the RM following the acute
inflammatory phase of the myocardium, approximately 10 days after I/R. For this purpose,
electrically stimulated papillary muscles from mice were analyzed in an organ bath 9-12
days after one hour of ligation of the left anterior descending coronary artery. Active force
generation under B-adrenergic stimulation with isoproterenol and increasing preload was
assessed. Additionally, calcium sensitivity and passive force were examined using Triton-
skinned papillary muscle fibers. Since diabetes mellitus also leads to pathophysiological
changes in the myocardium and functional loss in the form of cardiomyopathy, this study
also investigated force development in papillary muscles of an established mouse model with
a diabetic metabolic profile (db/db) compared to non-diabetic control animals (db/+). 9-12
days after I/R, papillary muscle force development under basal conditions and after -
adrenergic stimulation was unchanged compared to sham-operated mice. Fiber
measurements showed a moderate leftward shift of the force-calcium curve, indicating a
trend toward increased, but not significantly altered, calcium sensitivity. Passive stiffness of
the muscles was also unchanged compared to the control group. Overall, normal contractile
function was observed in the RM 9-12 days after I/R. In diabetic myocardium, force
development was surprisingly increased, both under basal conditions and after isoproterenol
stimulation. Calcium sensitivity in the db/db group was also elevated and a marked leftward
shift of the force-calcium curve was observed. However, passive stiffness did not differ
significantly from the non-diabetic control group. The data suggest that the increased
mechanical load on the RM after I/R can be compensated within 10 days through adaptive
processes, thereby stabilizing contractile force development. In diabetic myocardium,
increased calcium sensitivity of the myofilaments led to an overcompensation of an assumed
force deficit in db/db myocardium in isolated muscle, which might represent an adaptive

mechanism counteracting the development of diabetic cardiomyopathy.
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1 Einleitung
1.1 Akuter Myokardinfarkt

1.1.1 Klinische Bedeutung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen verursachten im Jahr 2022 19,8 Millionen Sterbefdlle und
stellten damit weltweit die fiihrende Todesursache dar (1). Auch in Deutschland fithren die
Herz-Kreislauf-Erkrankungen die Liste der Todesursachen an und waren im Jahr 2023 mit
348.312 Toten (2) fiir ca. ein Drittel aller Sterbefille (33,9 %) verantwortlich (siehe
Abbildung 1 [Abb.]) (3). Dazu gehort der akute Myokardinfarkt (MI), an dem laut Bericht
des Statistischen Bundesamtes im Jahr 2023 43.839 Menschen verstarben (2).

Todesursachen nach Krankheitsarten 2023

in %

Krankheiten des Kreislaufsystems N 33,9
Bosartigen Neubildungen (Krebs) _ 22,4

Krankheiten des Atmungssystems I 71

Psychische und Verhaltensstérungen _ 6,8

Verletzungen und Vergiftungen _ 4.8

Krankheiten des Verdauungssystems [ 4,4

sonstige I 20,7

© 11! Statistisches Bundesamt (Destatis), 2025

Abb. 1: Todesursachen nach Krankheitsarten 2023. Quelle: © Statistisches Bundesamt (Destatis), 2025 (3).
Die Abbildung zeigt die Todesursachen nach Krankheitsarten in Deutschland in Prozent. Krankheiten des
Kreislaufsystems machen 33,9 % aller Todesursachen aus und fiihren damit die Liste an.

Im Verlauf der Jahre zeigte sich eine Abnahme der Mortalitidt nach MI in Deutschland. Es
wird angenommen, dass die Abnahme der Sterblichkeit mitunter durch Verbesserungen in

Pravention, Therapie und Rehabilitation begriindet ist (4).

Ein Myokardinfarkt ist definiert als Nekrose eines umschriebenen Myokardareals aufgrund
einer Ischdmie (5). Urséchlich ist ein Verschluss einer Koronararterie, zumeist als Folge
einer fortgeschrittenen Atherosklerose (6). Die Atherosklerose ist eine Erkrankung des

arteriellen Gefaf3systems, die hauptsidchlich mittelgroBe und groBle Gefille betrifft (7). Die
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Erkrankung schreitet langsam voran und fiihrt allméhlich zur arteriellen Lumeneinengung.
Im Laufe der Zeit kommt es zunichst zur Akkumulation von Lipiden in der GefiBwand und
eine Entziindungsreaktion wird ausgeldst (8). Durch die fortschreitende Einlagerung von
Lipiden und stattfindenden nekrotischen Prozessen wird die Architektur der inneren
GefidBwand (Intima) zerstort. Die Lipideinlagerungen formieren sich zu sogenannten
Lipidkernen. Durch fibrotisches Gewebe entsteht eine fibrose Kappe, die den Lipidkern
bedeckt. Eine atherosklerotische Plaque ist entstanden (9). Atherosklerotische Plaques
konnen zur Einengung des Lumens (Stenosen) fiithren (10). Manifestiert sich die
Atherosklerose an den HerzkranzgefaBen, wird dies als koronare Herzkrankheit (KHK)
bezeichnet. Hierbei konnen Stenosen an den Koronararterien den Blutfluss limitieren und
zur verminderten Versorgung des Myokards mit Sauerstoff fithren (11). Wichtige
Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer KHK sind Hypertension, Rauchen, Diabetes,
erhdhte Cholesterinspiegel, Ubergewicht oder Adipositas, mangelnde korperliche Aktivitiit,
ungesunde Erndhrung und Stress sowie Geschlecht, Alter und Familiengeschichte (12). Im
Rahmen einer KHK kann ein Myokardinfarkt auftreten (11). Dieser kann durch eine
Plaqueruptur entstehen. Dabei reilt die fibrose Kappe der atherosklerotischen Plaque ein
und der Lipidkern mit seinem thrombogenen Material wird freigelegt. Dieser kommt mit
Blutbestandteilen in Kontakt und die Blutgerinnung wird aktiviert. Es bildet sich ein

Thrombus aus, der das Gefal3 okkludieren kann. Ein MI ist die Folge (6).

Leitsymptom eines Myokardinfarkts ist der akut auftretende, anhaltende Brustschmerz
(Angina pectoris), der in Hals, Unterkiefer, linke Schulter sowie linkem Arm ausstrahlen
kann. Begleitend kénnen vegetative Symptome wie Schwitzen, Erbrechen und Ubelkeit
auftreten (13). Zum Teil treten keinerlei Schmerzen auf und der Infarkt verlduft stumm. Dies

ist insbesondere bei Diabetikern der Fall (14).

Die Therapie des Myokardinfarkts stiitzt sich auf Mallnahmen der Reperfusion. Ziel ist es,
die Okklusion des betroffenen Gefiales zu beseitigen und eine Reperfusion des Myokards
herzustellen (15). Dabei ist die Zeit, bis der Patient einer Reperfusionstherapie zugefiihrt
wird, entscheidend (16, 17). Durch eine schnelle Reperfusion kann die Infarktgrofe reduziert

(16) und die klinische Prognose des Patienten verbessert werden (17).

Nach einem Myokardinfarkt konnen Komplikationen auftreten, die zum Tod des Patienten
fiihren konnen. Dabei kommt es in der frithen Phase haufig zu Herzrhythmusstérungen und
Patienten entwickeln eine akute Herzinsuffizienz mit Pumpversagen des Herzens (18). Eine

Herzinsuffizienz kann auch als Spatkomplikation auftreten und sich erst im weiteren Verlauf
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entwickeln (19). Relevant sind hier vor allem Prozesse im ischdmischen und nicht-
ischdmischen Myokard, die entscheidenden Einfluss auf die Herzleistung nach MI haben

(siehe Kapitel 1.1.4) (20).

1.1.2 Infarktheilung

Durch Verschluss einer Koronararterie kommt es zur Ischdmie im jeweiligen
Versorgungsgebiet und so zum Zelltod von Kardiomyozyten (Herzmuskelzellen) (21). Nach
einem MI kommt es zur Reparatur des ischdmischen Myokards und das geschidigte Gewebe
wird durch eine Narbe ersetzt. Dieser Umbauprozess kann in drei Phasen unterteilt werden,
die flieBend ineinander iibergehen (22). Es lassen sich die inflammatorische (Tag 1-3), die
proliferative (Tag 3-10) und die Reifungsphase (> Tag 10) unterscheiden (23). Dabei ist jede
Phase durch spezifische pathophysiologische Vorgénge und unterschiedlich vorherrschende

Zelltypen gekennzeichnet (22). Die einzelnen Phasen werden im Folgenden beschrieben.

e Inflammatorische Phase: In der inflammatorischen Phase stehen das Auslosen einer
Entziindungsreaktion und das Einwandern von Immunzellen im Vordergrund (22).
Durch Nekrose der Kardiomyozyten werden intrazelluldre Bestandteile der Zellen
freigesetzt und dadurch eine inflammatorische Reaktion initiiert. Dabei werden
sogenannte danger-associated molecular patterns (DAMPs) freigesetzt, die als
Gefahrensignale (danger signals) wirken und durch Bindung an foll-like-Rezeptoren
(TLR) intrazelluldre Signalkaskaden auslosen (24). Dies fiihrt zur Ausschiittung von
proinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-1B (IL), Tumornekrosefaktor-alpha
(TNF-a) und IL-6 sowie von Chemokinen. Daraus folgt eine vermehrte Expression von
endothelialen Adhdsionsmolekiilen und Leukozyten wandern vom Blut in das infarzierte
Gewebe ein. Dabei werden neutrophile Granulozyten und auch Monozyten rekrutiert,
welche sich im ischdmischen Gewebe teilweise von Monozyten zu Makrophagen
ausdifferenzieren. (25)

Die Immunzellen sind entscheidend am Abridumen von toten Zellen und Uberresten der
extrazelluliren Matrix beteiligt (4, 5). Hierflir setzen die neutrophilen Granulozyten
proteolytische Enzyme und reaktive Sauerstoffspezies frei (25). Die Makrophagen
konnen nekrotische Zellen phagozytieren (26). Die inflammatorische Reaktion fiihrt
damit durch Rekrutierung von Leukozyten zur Beseitigung von Zell- und

Gewebetriimmern und bildet die Grundlage fiir den Ablauf der proliferativen Phase (25).



e Proliferative Phase: Nach Bereinigung des infarzierten Gewebes folgt die proliferative

Phase und die inflammatorische Reaktion wird supprimiert (22). Dies wird mitunter
durch Makrophagen vermittelt, die apoptotische neutrophile Granulozyten
phagozytieren und dadurch antiinflammatorische Zytokine wie IL-10 und Transforming
growth factor-f (TGF-B) ausschiitten (25).
Ein weiterer wichtiger Vorgang in dieser Phase ist die Proliferation von Fibroblasten und
deren Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten (27). Myofibroblasten
produzieren strukturelle Proteine wie Kollagen und Fibronektin sowie matrizelluldre
Proteine, die gemeinsam die extrazelluldre Matrix erhalten (28). Ein neu gebildetes
Gefidlnetzwerk bildet die Grundlage fiir eine optimale Infarktheilung und dient der
Versorgung mit Sauerstoffen und Nahrstoffen. Am Ende der proliferativen Phase liegt
ein Granulationsgewebe im Infarktgebiet vor, das der weiteren Ausreifung unterliegt
(22).

e Reifungsphase: In der Reifungsphase finden weitere Alterationen in der strukturellen
und zelluldren Zusammensetzung des Gewebes statt und das Granulationsgewebe wird
allméhlich durch eine kollagenreiche Narbe ersetzt (22). Dabei kommt es zur vermehrten
Quervernetzung des Kollagens (29) und die Myofibroblasten gehen in Apoptose (22).
Der Prozess der Infarktheilung kann beim Menschen mehrere Wochen in Anspruch
nehmen und umfasst einen Zeitraum von mindestens fiinf bis sechs Wochen (30). Am

Ende der Reifungsphase liegt eine kollagenfaserhaltige Narbe vor (22).

1.1.3 Ischdmisches Myokard

Beim Myokardinfarkt kommt es durch Verschluss einer Koronararterie zur Ischdmie im
Myokard (31). Die anhaltende Ischimie hat den Zelltod der Kardiomyozyten zur Folge.
Dieser beginnt in den Innenschichten des Herzens und breitet sich allméhlich transmural bis
zu der dufleren Herzschicht aus (21). Nach einem Myokardinfarkt kommt es in der Regel
zum Untergang von iiber 1 Billionen Kardiomyozyten (32). Die Zellen sterben durch

Apoptose und Nekrose (33).

Der Verschluss des Gefdfles hat die Unterbrechung der Blutversorgung des jeweiligen
Herzareals zur Folge und fiihrt zur Unterversorgung des Myokards mit Sauerstoff und
Néhrstoffen. Darliber hinaus sammeln sich Stoffwechselendprodukte an, die nicht
abtransportiert werden kénnen (31). Aufgrund des Sauerstoffmangels verschiebt sich die

Energiegewinnung von der oxidativen Phosphorylierung zur anaeroben Glykolyse. Es fillt



Laktat an und der intrazelluldre pH reduziert sich (34). Es entsteht ein Mangel an ATP
(Adenosintriphosphat) (34) und die Zellen werden mit Natrium und Kalzium (Ca")
iiberladen (35). Durch die intrazelluldire Ansammlung von Natrium und Abbauprodukten
schwellen die Zellen an. Zuletzt werden apoptotische und nekrotische Signalwege aktiviert,
die den Zelltod auslosen (31). Aber nicht nur die Ischimie trdgt zum Zelltod von
Kardiomyozyten nach MI bei (36). Die Thrombolyse und die perkutane Koronarintervention
(percutaneous coronary intervention [PCI]) sind therapeutische Mallnahmen bei einem MI,
die eine Wiederherstellung des Blutflusses erzielen kénnen (37). So kann die Ischédmie
limitiert (31) und damit die InfarktgroBe reduziert werden (37). Jedoch fiihrt auch die
Reperfusion selbst zur Schadigung des Myokards und resultiert im weiteren Untergang von
Kardiomyozyten (36, 37). Dies wird als Reperfusionsschaden bezeichnet (36, 37). Es wird

angenommen, dass die Reperfusion des Myokards fiir 50 % der finalen Infarktgrof3e

verantwortlich ist (37).

1.1.4 Veranderungen im remote Myokard

Durch den infarktbedingten Zellverlust kommt es zu Umbauvorgédngen im ischdmischen
Bereich des Myokards, die unter dem Begriff Remodeling zusammengefasst werden kdnnen
(38). Neben den Prozessen im Infarktareal finden jedoch auch im remote Myokard, dem
nicht ischdmischen Bereich des Myokards, Verdnderungen statt (39). Diese
Anpassungsmechanismen dienen grundsétzlich der Aufrechterhaltung der Herzleistung und
kompensieren den Verlust des ischdmischen Herzmuskelgewebes (20). Dabei sind die
stattfindenden Prozesse nicht nur vorteilhaft, sondern kénnen langfristig im Sinne eines

maladaptiven Remodelings die Entwicklung einer Herzinsuffizienz férdern (39, 40).

Die Umbauvorgédnge sind durch Fibrose (41), Hypertrophie und Dilatation (38)
gekennzeichnet. Reguliert werden diese unter anderem durch neurohumorale Aktivierung

und hdmodynamische Faktoren (40).

Im Rahmen des Remodelings nach Myokardinfarkt kann es zur Ausdiinnung und Dilatation
des Infarktareals kommen und die systolische und diastolische Wandspannung steigt an (38).
Die erhohte Belastung des Herzens bewirkt eine kompensatorische Hypertrophie des nicht-
infarzierten Myokards (20). Die Hypertrophie der Kardiomyozyten reduziert die
Wandspannung und dient dem Erhalt einer ausreichenden Pumpfunktion (42). Auf lange
Sicht ist die Hypertrophie des remote Myokards zur Kompensation jedoch unzureichend. Es

kommt zur weiteren Dilatation des Ventrikels (20). In einer epidemiologischen Studie erwies



sich eine linksventrikuldre Hypertrophie als Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Morbiditit und
Mortalitit (43). Auch das Auftreten eines plotzlichen Herztods ist mit einem

hypertrophierten Myokard assoziiert (44).

Dartiber hinaus findet im Infarktareal im Rahmen der Infarktheilung eine reparative
Fibrosierung statt, die der Ausbildung einer Narbe dient. Die Fibrose fiihrt zur Stabilisierung
der Ventrikelwand und verhindert ihre Ruptur. Die Fibrosierung beschriankt sich jedoch
nicht auf das Infarktgebiet und so kommt es im remote Myokard zur reaktiven, interstitiellen
Fibrose. Die zunehmende Fibrose im remote Myokard bedingt eine Versteifung des
Ventrikels und hat so eine Beeintridchtigung der kardialen Funktion zur Folge (45). Des
Weiteren wirkt sich die Fibrose auf die elektrische Reizweiterleitung aus und fordert das
Auftreten von Arrhythmien (46). Die strukturellen Verdnderungen im remote Myokard
stellen zunéchst adaptive Prozesse im Rahmen des Remodelings dar, konnen aber langfristig
zur Abnahme der Herzleistung fiithren und den Ubergang in eine Herzinsuffizienz

begiinstigen (39, 40).

Neben diesen strukturellen Alterationen kommt es auch auf molekularer Ebene zu
Verinderungen in den Kardiomyozyten. Ein zentraler Aspekt ist der gestdrte Ca**-Kreislauf
nach MI (47). Ca*" spielt bei der Regulation der Muskelkontraktion eine entscheidende Rolle
(48), was in den folgenden Kapiteln naher erlautert wird. Es hat sich gezeigt, dass im remote
Myokard 24 h nach MI ein beeintrichtigter Ca**-Kreislauf vorliegt. So konnte in den
Kardiomyozyten ein gestorter Ca?*-Transport beobachtet werden, der mit geringeren Ca*'-
Transienten und reduzierten Geschwindigkeiten des zytosolischen Ca’?*-Anstiegs und -
Abfalls einherging. Als Ursache wurde eine verringerte Phosphorylierung des
Phospholambans (PLN), ein Ca?*-regulierendes Protein (siche Kapitel 1.3.1), identifiziert.
Insgesamt waren die Verdinderungen im Ca?'-Kreislauf mit einer verminderten

Kontraktionskraft assoziiert (47).

AbschlieBend zeigt sich, dass die Prozesse im remote Myokard entscheidend sind fiir die
Herzfunktion nach Myokardinfarkt. Ein besseres Verstindnis der ablaufenden Mechanismen
im remote Myokard konnte maBigeblich sein, um Behandlung und Prognose von Patienten
nach Myokardinfarkt zu verbessern. Dazu gehdren Erkenntnisse {liber die Kraftentwicklung

im remote Myokard.



1.2 Kontraktion und Ca?*"-Kreislauf der Kardiomyozyten

1.2.1 Kontraktiler Apparat und Querbriickenzyklus

Die Kontraktilitdit des Myokards wird mafBigeblich durch die Herzmuskelzellen, den
sogenannten Kardiomyozyten, bestimmt. Die Kardiomyozyten sind untereinander verzweigt
und bestehen aus einem Biindel von Myofibrillen. Die Myofibrillen sind aus
aneinandergereihten Sarkomeren aufgebaut (49). Das Sarkomer ist die kleinste kontraktile
Einheit im Herzmuskel (Abb. 2) (50). Dieses wiederum besteht aus den Myofilamenten,
Aktin und Myosin. Aktin und Myosin sind zueinander regelméfig angeordnet, sodass eine
Querstreifung entsteht. Aktin wird auch als diinnes Filament bezeichnet und wird durch
Verankerung an der Z-Scheibe in Position gehalten. Das dicke Filament, Myosin, ist in der
M-Bande verankert und tiber Titin elastisch mit der Z-Scheibe verbunden. Titin ist ein
groBes Molekiil, das sich von der Z-Scheibe bis zur M-Bande erstreckt und relevant ist fiir
die Steifigkeit bzw. Dehnbarkeit des Sarkomers (51). Ein Sarkomer erstreckt sich von Z-
Scheibe zu Z-Scheibe. In der Mitte des Sarkomers befindet sich die M-Bande (49). Die A-

Bande umfasst den Bereich, in dem Aktin- und Myosinfilamente iiberlappen (51).

Z-Scheibe A-Bande M-Bande A-Bande Z-Scheibe

Aktin  ——> —
1 —

Abb 2: Schematischer Aufbau eines Sarkomers. Ein Sarkomer wird von zwei Z-Scheiben begrenzt. Das
diinne Filament, Aktin, ist in der Z-Scheibe verankert, Myosin als dickes Filament in der M-Bande, in der Mitte
des Sarkomers. Titin verbindet Myosin elastisch mit der Z-Scheibe und erstreckt sich insgesamt von der Z-

Scheibe bis zur M-Bande. Aktin- und Myosinfilamente iiberlappen im Bereich der A-Banden (49, 51).

Angelagert an das Aktinfilament sind die Proteine Troponin und Tropomyosin. Der
Troponinkomplex besteht aus den drei Untereinheiten (UE), Troponin C (Ca**-bindende UE;
TnC), Troponin I (inhibitorische UE; Tnl) und Troponin T (Tropomyosin-assoziierte UE;
TnT) (49). Das Myosinfilament verfiigt {iber Myosinkopfe, die seitlich iiber das Filament



herausragen und iiber eine Bindungsstelle fiir Aktin verfiigen. Dies macht eine Interaktion

von dicken und diinnen Filamenten moglich (51).

Bei der Kontraktion gleiten Myosin und Aktin aneinander vorbei und es kommt zur
Verkiirzung des Sarkomers. Ausldser ist der Anstieg der Ca**-Konzentration im Zytosol der
Kardiomyozyte (51) (sieche Kapitel 1.2.2). Ca*" bindet an die TnC Untereinheit des
Troponins und fiihrt zu dessen Konformationsdnderung (52). Dies dndert die Affinitdt von
TnC und Tnl, sodass Tnl stirker gebunden wird. Dabei werden am Aktin Bindungsstellen
fiir die Myosinkdpfe frei und die Interaktion von Aktin und Myosin wird ermdglicht (48).
Der Querbriickenzyklus kann ablaufen (49). Dabei kommt es zum Abknicken der
Myosinkdpfe und Aktin und Myosinfilamente werden gegeneinander verschoben, wobei
ATP verbraucht wird. Durch mehrfache Wiederholung dieser Kippbewegung wird Aktin
immer weiter in Richtung Sarkomermitte gezogen. Das Sarkomer verkiirzt sich und es

kommt zur Kontraktion (52).

Der Abfall von Ca*" im Zytosol der Kardioymyozyte fiihrt zur Relaxation. Ca*" 18st sich
vom TnC und die Myosinbindungsstellen am Aktin werden blockiert. Dies verhindert die

weitere Interaktion von Aktin- und Myosinfilamenten (49).

1.2.2 Elektromechanische Kopplung

Die Ubersetzung einer elektrischen Erregung in eine mechanische Muskelkontraktion
bezeichnet man als elektromechanische Kopplung (53). Ca?* spielt dabei eine entscheidende
Rolle in der Signaliibertragung. Auch im Herzmuskel sind Ca’**-Strome bei der
elektromechanischen Kopplung relevant (48). Der kardiomyozytire Ca®’-Kreislauf ist in

Abb. 3 schematisch dargestellt.
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Abb 3: Schematische Darstellung des kardiomyozytiren Ca**-Kreislaufs. AC = Adenylatzyklase; ATP =
Adenosintriphosphat; beta-AR = beta-adrenerger Rezeptor; Ca?* = Kalziumion; G = stimulatorisches G-
Protein; Na* = Natriumion; NCX = Natrium-Kalzium-Austauscher; P = Phosphat; PKA = Proteinkinase A;
PLN = Phospholamban; PMCA = plasma membrane calcium ATPase; RyR2 = Ryanodin-Rezeptor 2; SERCA
= sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase; SR = sarkoplasmatisches Retikulum

Die Kardiomyozyten bilden zusammen ein funktionelles Synzytium, indem sie iiber Gap
Junctions miteinander in Verbindung stehen. Diese dienen der Weiterleitung der
elektrischen Signale von Zelle zu Zelle. Die Zellen verfiigen iiber Einstiilpungen der
Plasmamembran (Sarkolemm), die transversalen Tubuli (T-Tubuli), die eine Fortleitung des
Aktionspotentials ins Zellinnere moglich machen. Das sarkoplasmatische Retikulum (SR)
hingegen ist longitudinal ausgerichtet und steht iiber die terminalen Zisternen mit den T-
Tubuli in engem Kontakt. In der Zellmembran der T-Tubuli befinden sich die
Dihydropiridinrezeptoren. Dies sind Ca*'-Kanile vom L-Typ (49). Kommt es zur
Depolarisation der Zellmembran durch ein Aktionspotential, 6ffnen sich diese, was den
Einstrom von Ca*" ins Zytosol bewirkt (54). In unmittelbarer Nihe, gegeniiber der L-Typ
Ca?"-Kaniile, befinden sich die Ryanodin-Rezeptoren 2 (RyR2) in der Membran des SR (55).
Durch das einstrdomende Ca** werden die RyR2 aktiviert und setzen Ca*" aus dem Speicher

des SR frei (56). Es kommt zur Ca*'-induzierten Ca’'-Freisetzung und die Ca®'-
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Konzentration im Zytosol erhht sich von 10”7 Mol pro Liter (mol/l) auf 10~ mol/l (53). Das
nun intrazelluldr vorliegende Ca*" bindet an TnC und fiihrt durch Umlagerung zur Freigabe
des Querbriickenzyklus, wodurch es zur Kontraktion kommt (sieche Kapitel 1.2.1). Um die
Relaxation einzuleiten, muss die Ca**-Konzentration wieder auf unter 10”7 mol/l sinken und
Ca" aus dem Zytosol eliminiert werden (49). Dafiir wird ein GroBteil der Kalziumionen, ca.
70 %, tiber die sarkoplasmatische Kalzium-ATPase (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum
calcium ATPase [SERCA]) ins SR wiederaufgenommen. Der Natrium-Kalzium-
Austauscher (NCX) befordert Ca®>" im Austausch von Natrium in den Extrazellulirraum.
Dariiber hinaus wird ein geringer Anteil des Ca®" {iber die sarkolemmale Kalzium-ATPase
(plasma membrane calcium ATPase [PMCA]) und einem mitochondrialen Ca?"-Uniporter

aus dem Zytosol entfernt (54).

1.3 Regulation der kardialen Kontraktion

1.3.1 B-adrenerge Stimulation

Die Menge an intrazellulir vorliegendem Ca®" bestimmt die Kontraktionskraft. Durch
Anderung der Ca?*-Konzentration im Zytoplasma kann die Kontraktilitit moduliert und die
Herzleistung den jeweiligen Erfordernissen des Organismus angepasst werden. Beta (B)-
adrenerge Signale flihren dazu, dass die kardiale Pumpfunktion kurzfristig einem steigenden

Bedarf angepasst wird und sich die kardiale Kontraktionskraft des Herzens erhoht (49).

Katecholamine binden dabei an die kardialen G-Protein-gekoppelten Beta-adrenergen
Rezeptoren (B-AR), stimulieren diese und fiihren zum Ablauf einer Signalkaskade (Abb. 3).
Uber das stimulatorische G-Protein (Gs) wird die Adenylatzyklase (AC) aktiviert und
cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) vermehrt gebildet. cAMP ist ein sekundirer
Botenstoff, der die Proteinkinase A (PKA) aktiviert. Die PKA phosphoryliert
Schliisselproteine mit Funktion im kardiomyozytiren Kontraktionsvorgang und wirkt so
regulierend auf Kontraktion und Relaxation (57, 58). Dazu gehoren die sarkolemmalen L-
Typ Ca**-Kanile. Werden diese von der PKA phosphoryliert, kommt es zum erhdhten Ca**-
Einstrom und folglich zum Anstieg der Kontraktionskraft (positiv inotrope Wirkung) (59,
60). Dariiber hinaus bewirkt eine [-adrenerge Stimulation auch eine beschleunigte
Relaxation des Herzmuskels (57). Vermittelt wird der positiv lusitrope Effekt durch die
Phosphorylierung von PLN durch die PKA (61, 62). PLN kann als Regulator der SERCA-
Aktivitdt betrachtet werden. Im unphosphorylierten Zustand inhibiert PLN die SERCA-
Aktivitét (63). Wird PLN phosphoryliert, wird die inhibitorische Wirkung des PLN auf die
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SERCA aufgehoben (63) und die Ca**-Aufnahme in das SR gesteigert (64). Bei B-adrenerger
Stimulation und Phosphorylierung von PLN durch die PKA ist dies mit einer beschleunigten

Relaxationsgeschwindigkeit assoziiert (61, 62).

Zusammenfassend kommt es nach Sympathikusaktivierung und folgender B-adrenerger
Stimulation zur Steigerung der Kontraktionskraft und beschleunigten Relaxation des

Herzmuskels.

1.3.2 Ca**-Sensitivitit

Zuvor wurde bereits beschrieben, dass eine erhhte zytoplasmatische Ca®*-Konzentration
mit einer erhohten Kraftentwicklung des Muskels einhergeht (49). Anderungen der
Kontraktionskraft sind aber nicht nur abhéingig von der absoluten Menge an Ca*" im Zytosol,
sondern auch von der Sensitivitit der Myofilamente fiir Ca®>" (65). Bei gegebener Ca**-
Konzentration kann die Kraftentwicklung daher durch Anderungen der Ca®’-Sensitivitiit
variieren (66). Eine erhohte Ca**-Sensitivitit bedingt eine gesteigerte Kontraktilitit des
Muskels, gleichzeitig kann jedoch auch die Relaxation erschwert sein, da Ca®" sich
langsamer vom Troponin C 18st (67). Faktoren, die Einfluss auf die Ca**-Sensitivitit nehmen
sind unter anderem die Sarkomerldnge (68, 69), der pH-Wert (70) und die Phosphorylierung

von Proteinen des Sarkomers (71, 72).

Es wurden bereits die P-adrenergen Signalwege dargestellt, die die Kontraktion und
Relaxation des Herzmuskels mafigeblich beeinflussen. Durch B-adrenerge Stimulation wird
auch die Ca**-Sensitivitit des Herzens moduliert. So kommt es durch Phosphorylierung des
kardialen Troponin I durch die PKA zur Reduktion der Ca**-Sensitivitit der Myofilamente.
Die Dissoziation von Ca** vom Troponin C wird erleichtert und triigt zu einer beschleunigten
Relaxation bei (73). Des Weiteren bedingt eine erhohte Sarkomerldnge eine Zunahme der
Ca?"-Sensitivitit (68, 69). Es wird angenommen, dass dies mitunter beim Frank-Starling-
Mechanismus eine Rolle spielt (74). Dabei kommt es bei Dehnung des Muskels zur
Steigerung der Kraftentwicklung. Dieser Mechanismus ist insbesondere bei einer

zunehmenden Ventrikelfiillung relevant (67).

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Ca*"-Sensitiviéit der Myofilamente maBgeblichen
Einfluss auf Kontraktion und Relaxation des Herzmuskels hat und auf unterschiedliche Art

und Weise moduliert wird.
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1.4 Titin und die passive Steifigkeit des Myokards

Zuvor wurde bereits beschrieben, wie Aktin- und Myosinfilamente im Rahmen des
Querbriickenzyklus interagieren und dadurch zur Kontraktion des Muskels fiihren (siche
Kapitel 1.2.1). Diese aktive Kraftentwicklung ist von der passiven Kraftentwicklung des
Muskels zu unterscheiden. Diese wird bei physiologischen Sarkomerlédngen vorrangig durch

ein drittes Filament im Sarkomer vermittelt, das Titin (75, 76).

Titin ist das groBte bekannte menschliche Protein (77). Sowohl in Herz- als auch
Skelettmuskel ist Titin Teil des Sarkomers (78) und erstreckt sich von der Z-Scheibe bis zur
M-Bande (75). Es wird durch ein einziges Gen auf Chromosom 2 codiert, welches 363 Exons
umfasst (79). Durch alternatives Spleilen entstehen verschiedene muskelspezifische
Isoformen des Titinmolekiils. Im Herzmuskel wird die kurze, steifere N2B (ca. 3 Megadalton
[MDa]) und die lange, elastischere N2BA-Isoform (ca. 3,3 MDa) exprimiert (75). Das
Verhiltnis in der Expression der beiden kardialen Isoformen ist nicht nur speziesspezifisch,

sondern auch abhingig von der Lokalisation innerhalb des Herzmuskels (80).

Funktionell sind vor allem die elastischen Eigenschaften des Titins entscheidend, die die
passive Steifigkeit des Myokards wesentlich beeinflussen (81). Titin verfligt liber eine
elastische Region in der [-Bande des Sarkomers, die wie eine molekulare Feder fungiert (82,
83). Wird das Sarkomer gedehnt, entsteht eine passive Spannung bzw. Kraft, die der
weiteren Dehnung des Sarkomers entgegenwirkt (83). Die passive Spannung ist
insbesondere fiir die diastolische Funktion des Herzmuskels relevant und beeinflusst so die
Ventrikelflillung und das Schlagvolumen (76). Titin spielt in diesem Zusammenhang auch
beim Frank-Starling-Mechanismus (siehe Kapitel 1.3.2) eine zentrale Rolle: Bei erhdhter
Vordehnung nimmt die Titin-vermittelte passive Spannung zu, wodurch die
Kraftentwicklung im Rahmen der lingenabhingigen Aktivierung gefordert wird (84, 85).
Neben Titin ist auch Kollagen als Bestandteil der extrazelluliren Matrix fiir die passive

Steifigkeit von Herzmuskelfasern verantwortlich (76).

Titin ibernimmt zusétzlich zu seinen elastischen Eigenschaften auch eine strukturgebende
Funktion. So sorgt Titin fiir Stabilitdt und garantiert durch die Positionierung von Myosin

im Zentrum des Sarkomers eine optimale aktive Kraftentwicklung (81, 86).

Die durch Titin vermittelte Elastizitdt ist variabel und kann sowohl unter physiologischen
Bedingungen als auch im Rahmen von Erkrankungen des Herzens moduliert werden. Eine

Mbglichkeit besteht in der Anderung des Expressionsverhiltnisses der beiden kardialen
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Isoformen. So zeigt sich beispielsweise bei Herzinsuffizienzen mit systolischer Dysfunktion
ein hoherer Anteil der elastischeren N2BA-Isoform und die kardiale passive Steifigkeit
nimmt ab. Kurzfristig konnen posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung und
Oxidation das Titinmolekiil verdndern. Diese Mechanismen haben allesamt Auswirkungen

auf das Titinmolekiil und bedingen Anderungen der passiven Steifigkeit des Myokards (81).

1.5 Diabetes mellitus

Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie der Myokardinfarkt gelten als die fithrende Todesursache
unter Diabetikern (87). Im Folgenden wird das Krankheitsbild des Diabetes mellitus ndher
beschrieben und die myokardialen Verdnderungen, die im Rahmen einer diabetischen

Kardiomyopathie auftreten, herausgestellt.

1.5.1 Epidemiologie, Klassifizierung und Pathophysiologie

Weltweit leben schitzungsweise mehr als 500 Millionen Menschen mit Diabetes (88). In
den vergangenen Jahren zeigte sich weltweit eine stete Zunahme der Privalenz und die Zahl
der Betroffenen vervierfachte sich beinahe innerhalb von 1980 bis 2014 (89). Die
International Diabetes Federation sagt voraus, dass die Zahl Betroffener sich im Jahre 2030
auf tiber 600 Millionen Menschen erh6hen wird (90). Im Jahr 2045 koénnten es iiber 700
Millionen sein (88). Dies zeigt die enorme Relevanz der Erkrankung, die eine bedeutsame
wirtschaftliche Belastung fiir das Gesundheitssystem darstellt (91, 92).

Der Diabetes mellitus beschreibt eine chronische Erkrankung des Stoffwechsels mit dem
Symptom der Hyperglykdmie, bedingt durch eine fehlerhafte Insulinsekretion und/oder
Insulinwirkung. Es werden verschiedene Diabetesformen unterschieden: Dazu gehoren der
Diabetes mellitus Typ 1 und 2 (93). Der Diabetes mellitus Typ 1 ist charakterisiert durch
einen autoimmunen Prozess, bei dem es zur Zerstorung der Insulin-produzierenden
Betazellen im Pankreas kommt (90). Daraus resultiert ein absoluter Insulinmangel (90). Eine
Insulintherapie ist daher fiir Patienten unverzichtbar und iiberlebenswichtig (94). Da die
Erkrankung héufig in der Kindheit und jungem Erwachsenenalter auftritt (90), wurde der
Diabetes mellitus Typ 1 friiher als insulinabhidngiger Diabetes oder auch juveniler Diabetes
bezeichnet (94). Der Diabetes mellitus Typ 2, ehemals als Altersdiabetes oder nicht-
insulinabhéngiger Diabetes bezeichnet (93), ist der hdufigste Diabetestyp und macht mehr
als 90 % aller Diabetesfdlle aus (90). Dieser ist gekennzeichnet durch eine Insulinresistenz.
Das bedeutet, dass Korperzellen ein verringertes Ansprechen auf das Hormon Insulin zeigen.

Kompensatorisch kommt es zur erhohten Insulinproduktion. Im Verlauf kann die erhohte
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Produktion durch Versagen der Betazellen im Pankreas nicht aufrechterhalten werden (90).
Neben einer familidren Pridisposition (95) sind vor allem Faktoren wie mangelnde
Bewegung und Ubergewicht in der Pathogenese relevant (96). Es sind vor allem iltere
Erwachsene betroffen (97). Global zeigt sich in den letzten Jahren jedoch ein gehduftes

Auftreten von Diabetes Typ 2 im jungen Erwachsenen- und auch Kindesalter (98, 99).

Durch die andauernde Hyperglykdmie beim Diabetes kann es zur Entwicklung von
lebensbedrohlichen Folge- und Begleiterkrankungen kommen. Betroffen sind verschiedene

Organsysteme wie Herz, Gefille, Augen, Nieren und Nerven (100).

1.5.2 Kardiovaskulédre Erkrankungen und diabetische Kardiomyopathie

Der Diabetes mellitus geht mit einem erhohten Risiko einher, eine kardiovaskuldre
Erkrankung zu entwickeln (101). Sie gelten als die fiihrende Todesursache unter Diabetikern
(87). Dazu gehort der Myokardinfarkt, der bei Menschen mit Diabetes hiufiger vorkommt
als in der Allgemeinbevdlkerung (102). Auch die Mortalitétsrate ist bei Diabetikern nach
Myokardinfarkt erhoht (103). Neben dem Myokardinfarkt sind aber auch die
Herzinsuffizienz (104) und der plotzlicher Herztod (105) bedeutsam und tragen

entscheidend zum Krankheitsbild vom Diabetiker bei.

Zusammenfassend zeigt sich, dass kardiale Erkrankungen beim Diabetiker eine
entscheidende Rolle in Morbiditdt und Mortalitét spielen. Es stellt sich somit die Frage,
welche wesentlichen Faktoren beim Diabetiker zu den Pathologien am Herzen beitragen.
Wichtig ist daher, genaue Kenntnis iiber grundlegende pathologische Verdnderungen und

Vorgéinge am Myokard des Diabetikers zu erlangen.

Eine Erkrankung des Myokards, die beim Diabetiker unabhingig von der koronaren
Herzerkrankung, dem arteriellen Hypertonus und Herzklappenerkrankungen auftritt, ist die
diabetische Kardiomyopathie (106). Sie geht mit strukturellen und funktionellen
Verdnderungen im Myokard des Diabetikers einher (107). Dabei ist insbesondere der
verdnderte kardiale Glucose- und Fettsdurestoffwechsel relevant (108). Zudem kommt es
zur Fibrose und kardialer Hypertrophie sowie zu einer Belastung durch oxidativen Stress,
Inflammation und Zelltod. Die kontraktile Dysfunktion wird mitunter durch Verédnderungen
im Ca*"-Kreislauf bedingt (109). Hier zeigte sich in Mausmodellen des Diabetes mellitus
Typ 2 ein gestorter Ca**-Transport der Kardiomyozyten, gekennzeichnet durch kleinere
Ca*"-Transienten und verringerte Geschwindigkeiten des zytosolischen Ca®"-Anstiegs und

Ca?"-Abfalls (Funk et al., 2022 (110)). Dariiber hinaus wurde eine verringerte SERCA-
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Aktivitit bei verstirkter Hemmung durch PLN identifiziert, die mit einer verminderten Ca?*-
Wiederaufnahme einhergeht und eine reduzierte Beladung des SR mit Ca®>" bedingt. Die
Verdnderungen im intrazelluldren Ca®*-Transport waren mit einer verringerten kontraktilen

Funktion sowie einer verlangsamten Relaxation der Kardiomyozyten assoziiert (111, 112).

Trotz ausgiebiger Forschung sind die pathophysiologischen Grundlagen der diabetischen
Kardiomyopathie noch unzureichend geklért (107). Erkenntnisse iiber zugrunde liegende
Ursachen und Mechanismen konnten wegweisend in der Entwicklung von
Therapiestrategien sein und so die Prognose von kardiovaskuldren Erkrankungen beim

Diabetiker verbessern (108).

Ein Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich mit der Frage, ob Diabetes Verdnderungen der
Ca?*-Sensitivitit bewirkt und welche Auswirkungen dieser auf Kontraktion, Relaxation und

passive Steifigkeit hat.

1.5.3 Mausmodell fiir Diabetes mellitus Typ 2

Zur Untersuchung von Diabetes mittels Tiermodellen werden héufig Nagetiere verwendet
(113). Ein etabliertes Tiermodell fiir den Diabetes Typ 2 ist die Leptinrezeptor-defiziente
homozygote Maus (db/db) (114). Dieses Tiermodell beruht auf einer spontan aufgetretenen
Mutation, die erstmalig in den Jackson Laboratories in Maine entdeckt wurde. Bei der db/db-
Maus liegt eine autosomal-rezessive Mutation vor (115). Das betroffene Gen codiert fiir den
Leptin-Rezeptor (116, 117). Leptin ist ein Hormon, das im Fettgewebe gebildet wird. Es
wirkt endokrin auf das Gehirn und reguliert Appetit, Nahrungsaufnahme und
Energieverbrauch (118). Homozygote db/db-Tiere, bei denen die Wirkung von Leptin
ausfillt, entwickeln daher Ubergewicht, Hyperinsulinimie und Hyperglykimie (119). Die
db/db-Maus zeigt schon ab der vierten Lebenswoche ein erhdhtes Korpergewicht (119) und
fallt durch grof3e Fettablagerung in der Axillar- und Leistengegend auf (120). Es kommt zur
schnellen Gewichtszunahme und db/db-Méuse erreichen nach zwei Monaten ein
Korpergewicht von ungefdhr 40 Gramm (g). Im Vergleich dazu liegt das Gewicht von
Wildtyp-Maéusen bei ca. 20 g. Zudem zeigen sich ab der vierten Woche erhohte Insulinwerte
im Blut der db/db-Maus. Die Hyperglykamie entwickelt sich innerhalb der vierten bis achten
Lebenswoche (119). db/db-Méuse weisen Blutzuckerkonzentrationen bis zu 300
Milligramm pro Deziliter (mg/dl) auf, wihrend in gesunden Miusen Konzentrationen von
130-160 mg/dl im Blut vorliegen. Altere diabetische Miuse erreichen sogar regelhaft
Blutzuckerkonzentrationen von 600 mg/dl (120). Die Hyperglykdmie geht mit Symptomen
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wie Glucosurie, Polyurie, Polydipsie und Polyphagie einher (115). Zudem kdnnen auf Ebene
des Pankreas zelluldre Verdnderungen beobachtet werden und die insulinproduzierenden
Beta-Zellen degranulieren (120). Die db/db-Maus entwickelt ein schwerwiegendes
diabetisches Syndrom mit verkiirzter Lebenszeit. Leptinrezeptor-defiziente heterozygote
Tiere (db/+) zeigen einen normalen Phanotyp und keine diabetische Stoffwechsellage (115).
In dieser Arbeit wurden Leptinrezeptor-defiziente homozygote db/db und als nicht-

diabetische Kontrollen heterozygote db/+-Méuse verwendet.
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1.6 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Kraftgenerierung im remote Myokard und im diabetischen

Myokard mit Hilfe von Mausmodellen zu analysieren.

Teil 1: Nach einem MI muss der Funktionsverlust des ischdmischen Gewebes durch das
remote Myokard kompensiert werden, um die Perfusion des Organismus aufrechtzuerhalten.
Es ist bekannt, dass bereits 24 Stunden nach 60-miniitiger Ischdmie Kontraktion und
Relaxation isolierter Kardiomyozyten des remote Myokards beeintrachtigt sind (47, 121).
Bisher ist jedoch unklar, ob sich die kontraktile Funktion im Anschluss an die akute
Inflammation nach I/R erholt und wie sich die aktiven und passiven Krifte im remote
Myokard verdndern. In dieser Arbeit wurde diesen Fragen mit Hilfe eines Mausmodells fiir
I/R durch 60-miniitige Ligation der linken vorderen Herzkranzarterie nachgegangen.
Untersucht wurden die isolierten Papillarmuskeln des linken Ventrikels 9-12 Tage nach I/R.
Beide Papillarmuskeln waren nicht von der Ischdmie betroffen. Zum Vergleich dienten
scheinoperierte Mause ohne I/R. Konkret wurden folgende Fragestellungen untersucht:
o Ist die aktive Kraftgenerierung im remote Myokard verdndert?
e Wie verdndert sich die aktive Kraftgenerierung im remote Myokard unter Stress (p-
adrenerge Rezeptor-Stimulation, Erh6hung der Vorspannung des Muskels)?
e Andert sich die Ca**-Sensitivitit im remote Myokard?

e Andern sich die passiven Krifte im remote Myokard?

Teil 2: Das Mpyokard von Diabetikern unterliegt Verdnderungen, die zu einer
Beeintrachtigung der myokardialen Kontraktilitdt fiihren koénnen (111, 112). In der
vorliegenden Arbeit wurden daher die aktive und passive Kraftentwicklung im diabetischen
Myokard Leptin-Rezeptor-defizienter Méuse untersucht. Auch hier wurden die beiden
Papillarmuskeln des linken Ventrikels isoliert. Im Fokus standen dabei folgende
Fragestellungen:

e Kommt es im diabetischen Myokard zu Verdnderungen in der aktiven Kraftgenerierung?
e Welchen Einfluss hat die f-adrenerge Rezeptor-Stimulation sowie die Erhohung der

Vorspannung?
e Ist die Ca**-Sensitivitit verindert?

e Wie verdndern sich die passiven Krifte im diabetischen Myokard?

17



2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Bei den Versuchen wurden 10-12 Wochen alte, ménnliche C57BL/6J Wildtyp-Mause (wt)
9-12 Tage nach Ischimie und Reperfusion untersucht (siche Kapitel 2.2.1). Zum Vergleich
wurden scheinoperierte Wildtyp-Mause ohne Myokardinfarkt betrachtet.

Als Tiermodell fiir den Diabetes mellitus Typ 2 wurden Leptin-Rezeptor defiziente,
homozygote  db/db-Méuse  verwendet.  Heterozygote, nicht-diabetische  db/+-
Geschwistermiuse dienten als Kontrollgruppe. Zur Uberpriifung des Phinotyps wurden die
db/db-Maiuse nach der Herzentnahme gewogen. Zudem wurde bei der Herzentnahme ein
Blutstropfen gewonnen und der Blutzucker mittels Blutzuckermessgerét bestimmt. In allen
Féllen bestand erhohtes Korpergewicht (> 35 g) und Hyperglykidmie mit einer
Blutglukosekonzentration von mindestens 300 mg/dl. Es wurden sowohl heterozygote als

auch homozygote Médnnchen und Weibchen in einem Alter von 10-12 Wochen untersucht.

Die Versuchstiere wurden in der Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf
versorgt und teilweise geziichtet. Ein Grof3teil der db/db und db/+-Tiere wurde bei Charles
River Laboratories (Wilmington, Massachusetts, USA) erworben. Alle C57BL/6J Wildtyp-
Tiere wurden bei Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) gekauft. Der zugehorige
Tierversuchsantrag wurde unter dem Aktenzeichen 84-02.04.2017.A145 vom Landesamt fiir
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz des Landes Nordrhein-Westfalen (LANUV)
genehmigt. Die Promovendin hat an der Vermittlung von notwendigen Kenntnissen und
praktischen Fidhigkeiten zum Toéten von Wirbeltieren der Spezies Maus und Ratte zu
wissenschaftlichen Zwecken nach § 4 Abs.l1 des geltenden Tierschutzgesetzes
teilgenommen. Bei Tierversuchen erfolgte der Umgang mit den Tieren bis zur Tétung durch
die auf dem oben bezeichneten Tierversuchsantrag gemeldeten Mitarbeitern der
Arbeitsgruppe. Fiir Organentnahmen aus getdteten Maiusen lautete das zugehorige

Aktenzeichen der ZETT 0O95/13.
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2.1.2 Chemikalien

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Ort

(—)-Isoprenalin-hydrochlorid

Sigma-Aldrich®

St. Louis, Missouri, USA

2,3-Butanedionmonoxid (BDM)

Sigma-Aldrich®

St. Louis, Missouri, USA

Adenosin-5'-triphosphorsaure-Dinatriumsalz

(Na»ATP) AppliChem Darmstadt, Deutschland

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, * 2H,0) Merck Darmstadt, Deutschland
™ e .

cOmplete™ Protease-Inhibitor-Cocktail Roche Basel, Schweiz

Tabletten

D(+)-Glucose Carl Roth® Karlsruhe, Deutschland

Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich®

St. Louis, Missouri, USA

tetraessigsdure (EGTA)

Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-N,N,N’,N'-

Sigma-Aldrich®

St. Louis, Missouri, USA

Glycerol Sigma-Aldrich® St. Louis, Missouri, USA
Imidazol Sigma-Aldrich® St. Louis, Missouri, USA
Kaliumchlorid (KCI) Merck Darmstadt, Deutschland
Kaliumchlorid (KCI) Sigma-Aldrich® St. Louis, Missouri, USA
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4) Merck Darmstadt, Deutschland
Kaliumhydroxid (KOH) Honeywell Fluka™ Charlotte, North

Carolina, USA

Kalziumchlorid (CaCl,) -Losung

Honeywell Fluka™

Charlotte, North
Carolina, USA

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Sigma-Aldrich®

St. Louis, Missouri, USA

Magnesiumchloridhexahydrat (MgCl, * 6H,0)

Sigma-Aldrich®

St. Louis, Missouri, USA

Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4 * 7 H,O) | Carl Roth® Karlsruhe, Deutschland
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth® Karlsruhe, Deutschland
Natriumcreatinphosphat (Na>CrP) Merck Darmstadt, Deutschland

Natriumfluorid (NaF)

Sigma-Aldrich®

St. Louis, Missouri, USA
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Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Merck

Darmstadt, Deutschland

Natriumorthovanadat (Na3;VOy)

Sigma-Aldrich®

St. Louis, Missouri, USA

10H,0)

Natriumpyrophosphate-Decahydrat (NasP,O7 *

Sigma-Aldrich®

St. Louis, Missouri, USA

Natronlauge (NaOH)

Carl Roth®

Karlsruhe, Deutschland

Protease-Inhibitor-Cocktail

Sigma-Aldrich®

St. Louis, Missouri, USA

Salzsdure (HCI)

Carl Roth®

Karlsruhe, Deutschland

(Tris-HCI)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid

Carl Roth®

Karlsruhe, Deutschland

Triton™ X-100

Sigma-Aldrich®

St. Louis, Missouri, USA

B-Glycerophosphat

Sigma-Aldrich®

St. Louis, Missouri, USA

2.1.3 Losungen

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Losungen

tetraessigsdure (EGTA)-Ldosung

Losung Zusammensetzung
Dithiothreitol (DTT)-Losung 1 MDTT
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'- 250 mM EGTA

500 mM Kaliumchlorid (KCI)

pH-Wert mit Kaliumhydroxid (KOH) auf 7,0
einstellen

Losung bei 4 °C lagern

Imidazol-Losung

1 M Imidazol

Kalzium-EGTA-L&sung

250 mM EGTA

250 mM einer Kalziumchlorid (CaCl,)-Losung

pH-Wert mit KOH auf 7,0 einstellen

L&sung bei 4 °C lagern

Magnesiumchlorid (MgCl,)-Lsung

100 mM MgCl2

NaMgATP-Losung

50 mM Adenosin-5'-triphosphat-Dinatriumsalz
(NaxATP)
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50mM Magnesiumdichloridhexahydrat (MgCl, *

6H,0)

pH-Wert mit KOH auf 7,0 einstellen

Losung bei -20 °C lagern

Phosphatase-Inhibitor-Cocktail

500 mM Natriumfluorid (NaF)

10 mM Natriumorthovanadat (Na3;VOy)

100 mM Natriumpyrophosphat-Decahydrat

(Na4P207 * 10H20)

100 mM B-Glycerophosphat

2.1.4 Verbrauchsmaterial

Tabelle 3: Ubersicht des verwendeten Verbrauchsmaterial

Material Bezeichnung Hersteller Ort
CELLSTAR® 6 Well Greiner Bio-One Kremsmiinster,
6-Loch-Platte Zellkultur Multiwell . s .
Platte International GmbH Osterreich

Ballonflasche mit

HDPE-Ballonflaschen

Kautex Textron GmbH

Bonn, Deutschland

Hahnanschluss mit Hahnanschluss 5 1 & Co. KG
Carbogenflasche Carbogen LAB, 200 bar | Linde Pullach, Deutschland
Johnson & Johnson Norderstedt
™ 7_, ]
Faden 1 Prolene™7-0 Ethicon Deutschland
Johnson & Johnson Norderstedt
™ 5_ ]
Faden 2 Prolene™5-0 Ethicon Deutschland
Faden 3 Seidenfaser 7-0 Resorba® Niirnberg, Deutschland
Gewebekleber Histoacryl® B. Braun Melsungen, Deutschland
Sterican®
Injektionskaniilen Standardkantile Gr. 2, | B. Braun Melsungen, Deutschland
0,80 x 40 mm
Mikrochirurgische Mikrochirurgische Manufactures D’Outils Montienez. Schweiz
Pinzetten Pinzetten Dumont SA ontighez, schiwe
Mikrochirurgische Mikrochirurgische A. Hartenstein Wiirzburg, Deutschland
Scheren Scheren
Minutiennadeln Al.lster.htz Insect Pins® ENTOMORAVIA Slavkov u Brna,
Minutiens @ 0,2 mm Tschechien
Objektmikrometer Objektmikrometer Leitz Wetzlar, Deutschland
Pinzetten Pinzetten Manufactures D’Outils Montignez, Schweiz

Dumont SA
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Skalpell

Disposable Scalpel No.
15

Feather®

Osaka, Japan

2.1.5 Laborgerite

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Laborgerite

Geriit Bezeichnung Hersteller Ort
Anisthesiegas- Hugo Sachs Elektronik- March-Hugstetten,
. Fluovac Harvard Apparatus
Fortleitungssystem Deutschland
GmbH
Beatmungsgerit Minivent gtaifgvoars(;1 ‘XIS Eﬁﬁrsomk' March-Hugstetten,
£56 Microventilator pp Deutschland
GmbH
Blutzuckermessgerit Accu Chek Compact Roche Diabetes Care Basel, Schweiz
Plus GmbH
Briickenverstérker Bridge Amp FE221 ADlInstruments Dunedin, Neuseeland
Datenerfassungssystem | Power Lab 4/35 ADlInstruments Dunedin, Neuseeland
Doppelringelektrode Doppelringelektrode ADlInstruments Dunedin, Neuseeland
Hugo Sachs Elektronik-
Elektrokardiograph Elektrokardiograph Harvard Apparatus March-Hugstetten,
Deutschland
GmbH
Fasermessapparatur McMyoSkin MyoTronic UG Heidelberg, Deutschland
Feinwaage 1 2001 MP2 Sartorius AG Gottingen, Deutschland
Feinwaage 2 AE 163 Mettler-Toledo Greifensee, Schweiz

Thermomixer compact

Heizblock 5350 Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Kraftaufnehmer Force Transducer ADInstruments Dunedin, Neuseeland
MLT0420 ’
Magnetriihrer RCT classic IKA® Staufen, Deutschland
Mikroskop 1 Leica MZ9.5 Meyer Instruments Houston, Texas, USA
Mikroskop 2 Leica M50 Leica Microsystems Wetzlar, Deutschland
pH-Meter 1 pH 211 Hanna Instruments ysvlzgg’s%clsczt, Rhode
pH-Meter 2 MP 220 Mettler-Toledo Greifensee, Schweiz
Reinstwasseranlage Milli-Q Biocel Millipore Billerica, Massachusetts,

USA

22




Schiittler 1

Shaker DOS-20L

neoLab Migge GmbH

Heidelberg, Deutschland

. Schiittler . Bodelshausen,
Schilittler 2 Kombischiittler KL 2 Edmund Bithler GmbH Deutschland
Stereolupe Leica S8 APO Leica Microsystems Wetzlar, Deutschland
Stimulator Stimulator LE 12406 Panlab Barcelona, Spanien
Temperaturregler Thermostat LE 13206 Panlab Barcelona, Spanien
Vortex-Mischer 444-1372 VWR® Radnor, Pennsylvania,

USA
Zwei-Kammer- Two Chamber Organ .
Organbad Bath ML0126/10 Panlab Barcelona, Spanien
2.1.6 Software
Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Software
Software Hersteller Ort
Basic Data Acquisition Software | Harvard Apparatus Holliston, Massachusetts, USA

EndNote

Clarivate Analytics

London, Vereinigtes Konigreich

GraphPad Prism 9.5.1

GraphPad Software

San Diego, Kalifornien, USA

LabChart ADInstruments Dunedin, Neuseeland

Microsoft Excel Microsoft Corporation Redmond, Washington, USA

Microsoft Word Microsoft Corporation Redmond, Washington, USA

MyoDat MyoTronic UG Heidelberg, Deutschland
2.2 Methoden

2.2.1 Induktion eines Myokardinfarktes

Um bei den Wildtyp-Tieren einen Myokardinfarkt zu erzeugen, wurde die linken vordere
Herzkranzarterie (left anterior descending artery [LAD]) durch Ligatur verschlossen. Dies
erfolgte nach einem im Rahmen des Sonderforschungsbereichs 1116 etablierten Verfahren.
Dafiir wurden die Méuse von Prof. Dr. Schmitt voroperiert und nach einigen Tagen der

Infarkt durch 60-miniitige Ligatur der LAD ohne erneute Thoraxer6ffnung (sogenanntes
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Closed-chest Verfahren) von Dr. Simone Gorreflen induziert. Es folgte eine 9-12-tdgige
Phase der Reperfusion. Der chronologische Ablauf ist in Abb. 4 dargestellt. Die einzelnen

Eingriffe werden im Folgenden beschrieben.

Closed—c}.zest R fusi
Voroperation . LAD Ligation . Ischdmie . ;_pleer:;n
60 Minuten

Abb. 4: Schematische Darstellung der Abfolge zur Erzeugung einer Ischimie bei Wildtyp-Miusen. Die
Wildtyp-Méduse wurden einer Voroperation unterzogen, bei der die Ligaturfaden fiir die folgende LAD
Ligation angebracht wurden. Drei bis vier Tage spiter erfolgte die Closed-chest Ischdmie bzw. sham-Ischimie,

die 60 Minuten aufrecht erhalten wurde. 9-12 Tage nach Beginn der Reperfusion erfolgte die Totung der Tiere.
Voroperation

Die Voroperation diente der Umschlingung der LAD mit einem diinnen chirurgischen
Faden, die zum spéteren transienten Verschluss der Arterie genutzt wurden. Dafiir wurden
die Miuse drei bis vier Tage vor der Ischdmie-Induktion operiert. Bei der Voroperation
wurde durch eine intraperitoneale Injektion mit Ketamin (90 Milligramm pro Kilogramm
[mg/kg] Korpergewicht) und Xylazin (15 mg/kg Korpergewicht) die Anésthesie der Tiere
eingeleitet und eine ausreichende Anésthesietiefe abgewartet. Um perioperativ die
Korpertemperatur zu erhalten wurden die Tiere mit dem Riicken auf einer beheizten
Wirmeplatte (37 Grad Celsius [°C]) platziert. Es folgte eine Intubation und der Anschluss
an ein Beatmungsgerdt. Die Beatmung wurde mit einem Hubvolumen von 250 Mikroliter
(ul) und einer Beatmungsfrequenz von 140/Minute (min) realisiert. Das Atemgas setzte sich
aus 2/3 Raumluft und 1/3 Sauerstoff zusammen. Nach erfolgreicher Anédsthesieeinleitung

konnte die Operation erfolgen.

Fiir die Voroperation wurde ein Mikroskop 1 zu Hilfe genommen. Im ersten Schritt wurde
der Thorax zwischen der dritten und vierten Rippe eréffnet und nachfolgend das Perikardium
durchschnitten. Nach Auffinden der LAD konnte dann ein Faden 1 der Stirke 7-0 unter den
proximalen Bereich der Arterie unmittelbar unterhalb des rechten Herzohres gebracht
werden. Die Nadel wurde vom Faden entfernt und beide Fadenenden durch einen 1
Millimeter (mm) dicken Ring aus Polyethylen bestehend gefiihrt. So entstand um die LAD
eine lockere Schlaufe (Abb 5). Die beiden Fadenenden wurden aus dem Thorax gefiihrt,

verknotet und bis zur Ischidmie-Induktion in einer subkutanen Tasche rechts am Thorax
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platziert. AnschlieBend wurden der knocherne Thorax, die Muskulatur und die Haut
schichtweise verschlossen. Nach Riickkehr zur Spontanatmung wurde die Beatmung
abgestellt und das Tier extubiert. Zur perioperativen Analgesie diente Buprenorphin (0,05-1
mg/kg, subkutan), das erstmals 30 Minuten vor Beginn der Operation und dann bis zum 2.

postoperativen Tag alle 8 Stunden appliziert wurde.!
Closed-chest Ischimie-Induktion

Die Ischdmie-Induktion bzw. Schein-Ischdmie (sham) fand drei bis vier Tage nach der Vor-
Operation statt und diente der Erzeugung einer Ischdmie im Versorgungsgebiet der LAD.
Da der Thorax bei dieser Art der Ischdmie-Induktion nicht nochmals er6ffnet werden musste,
spricht man von einer Closed-chest Ischimie.

Dafiir wurden die Tiere initial mittels Isofluran 5 Volumenprozent (Vol.-%) iiber eine Maske
narkotisiert. Aufrechterhalten wurde die Narkose mit 2 Vol.-% Isofluran. Dabei wurde ein
Anisthesiegas-Fortleitungssystem  verwendet, das  gleichzeitig  iiberschiissiges
Andsthesiegas absorbierte. Zusitzlich wurden die Tiere mit einer Mischung aus 2/3

Raumluft und 1/3 Sauerstoff tiber die Maske beatmet.

Zuerst wurden die Tiere in Riickenlage auf einer beheizten Wiarmeplatte fixiert. Wahrend
des Eingriffs wurde eine Korpertemperatur von 37-37,5 °C angestrebt und mittels einer
rektal eingefiihrten Temperatursonde iiberwacht. Die Tiere wurden an einen
Elektrokardiographen angeschlossen und ein Elektrokardiogramm (EKG) abgeleitet, das zur
Kontrolle des Verschlusses der LAD diente. Das EKG wurde wihrend des gesamten

Vorgangs mit Hilfe der Basic Data Acquisition Software aufgezeichnet.

Dann konnte die Hautnaht der Voroperation eréffnet, die Ligaturfaden aus der subkutanen
Tasche vorsichtig mobilisiert und an jeweils zwei Magnethaltern befestigt werden, ohne Zug
auszuiiben. Die Faden wurden dann behutsam straffgezogen, bis sich im EKG eine ST-
Streckenhebung zeigte. Dies signalisierte einen Verschluss der LAD und eine folgende
Ischdmie des von ihr versorgten Gebietes (Abb. 5). Die Ischdmie wurde fiir 60 Minuten
aufrechterhalten. Die Reperfusion des Gewebes wurde nach Ablauf der 60 Minuten
eingeleitet, indem die Fédden durchgeschnitten und die LAD wiederer6ffnet wurde. Mittels
Nahtmaterial der Stirke 5-0 (Faden 2) wurde die Haut verschlossen. Die Zufuhr des

Narkotikums wurde schlieBlich gestoppt. Bei den Wildtyp-Tieren mit sham-Ischamie wurde

! Die Voroperationen wurden von Prof. Dr. Joachim Schmitt durchgefiihrt
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wiahrend der Narkose keine ST-Streckenhebung und somit keine Ischidmie erzeugt.

Ansonsten wurde gleichermafen vorgegangen.?

Vorderer und hinterer Papillarmuskel des linken Ventrikels sind nach Ligatur der LAD nicht
von der Ischdmie betroffen und kdnnen somit dem remote Myokard zugerechnet werden.
Die Papillarmuskeln wurden daher fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten

Messungen verwendet.

(A)

Abb. 5: Schematische Darstellung der Ischimie-Induktion durch LAD Ligatur. (A) Bei der Voroperation:
Ein Faden wird um die LAD geschlungen. Ligaturfaden und Ring bilden um die LAD eine lockere Schlaufe.
Die Perfusion ist intakt. (B) Bei der Ischdmie-Induktion: Durch Straffen der Fadenenden gelangt der Ring
ndher zur LAD und verschlieB3t das Gefal3. Die Perfusion ist gestort und es kommt zur Ischdmie. LAD = linke

vordere Herzkranzarterie

2.2.2 Kraftmessungen am Organbad

2.2.2.1 Versuchsaufbau Organbad

Ein Organbad ermoglicht es, isoliertes Gewebe in vitro iiber mehrere Stunden zu
untersuchen, indem ein konstantes physiologisches Milieu fiir die jeweilige Probe erzeugt
wird. In der vorliegenden Arbeit wurde durch elektrische Reizung die Probe stimuliert und
gleichzeitig das Kontraktionsverhalten gemessen. Auch der Einfluss von speziellen Stoffen

auf die Kontraktion, wie zum Beispiel von Medikamenten, kann gepriift werden

Fiir die Versuche wurde ein Zwei-Kammer-Organbad der Firma PanLab verwendet (Abb.
6). Dieses umfasste zwei Organbadkammern mit einem Fassungsvermogen von 10 Milliliter
(ml) innerhalb eines aus Plexiglas bestehenden Wasserbads. Dieses war mit destilliertem
Wasser (Aqua destillata [Aqua dest.]) gefiillt, welches auf 37 °C mittels Heizstab erwarmt
wurde. Durch eine Wasserpumpe wurde eine Zirkulation des erhitzten Wassers erzeugt und

damit eine gleichmiBige Verteilung der Wirme im gesamten Wasserbad gewihrleistet. Uber

2 Die Closed-chest Ischimie-Induktionen wurde von Dr. Simone GorreBen durchgefiihrt.
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einen externen Temperaturregler konnte die gewiinschte Temperatur ausgewéhlt und tiber
einen Temperaturfiihler iiberpriift werden, ob diese erreicht wurde. Eine 5 Liter (1)
Ballonflasche mit Hahnanschluss, die die Néhrlosung enthielt, war an ein Schlauchsystem
mit anschlieenden Reservoirspulen angeschlossen. Die Néhrlosung gelangte von dort zu
den Organbadkammern und wurde iiber ein weiteres Schlauchsystem abgeleitet. Bei den
Versuchen wurde Tyrode-Losung als Nihrlosung verwendet (siehe Kapitel 2.2.2.2). Uber
Druckkndpfe konnte das Fiillen und Leeren der Kammer mittels Elektroventilen gesteuert
werden. Die Reservoirspulen, die sich innerhalb des Wasserbads befanden, stellten sicher,
dass die Temperatur der Néhrlosung in der Gewebekammer nach dem Nachfiillen nicht
schwankte. Uber ein weiteres Schlauchsystem, das an eine Carbogenflasche angeschlossen
war und an einer Fritte am Boden der Organbadkammer endete, konnte die Kammer mit
Carbogen (5 % Kohlenstoffdioxid [COz], 95 % Sauerstoff [O2]) begast werden. Mittels eines
Durchflussreglers konnte die Gaszufuhr so reguliert werden, dass feine Bldschen in der
Kammer aufstiegen. Wenn der Gasfluss zu stark war, wurde das Muskelbiindel angestof3en
und die Messung gestort. In der Organbadkammer wurde so ein physiologisches Milieu fiir
ein Muskelbiindel mittels Tyrode-Losung und Oxygenierung erzeugt. Fiir die Versuche war

immer nur eine der beiden Organbadkammern in Gebrauch.
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Abb. 6: Schematischer Aufbau des Organbad-Systems. Die Organbadkammer befindet sich inmitten eines
Wasserbads mit destilliertem Wasser, das auf 37 °C erhitzt wird. Uber eine Fritte am Boden der
Organbadkammer wird die Kammer mit Carbogen begast. Eine Halterung dient zur Anbringung einer
Doppelringelektrode, die in die Kammer eingelassen werden kann. Der Kraftaufnehmer kommt oberhalb der
Kammer zum Liegen und wird {iber eine Mikrometerschraube ausgerichtet.

Uber eine Halterung konnte eine Doppelringelektrode in die Organbadkammer eingebracht
werden. Der isolierte Papillarmuskel (zur Préparation siehe Kapitel 2.2.2.3) wurde fiir die
Messungen zwischen den beiden Elektrodenringen platziert (Abb. 7). Die Halterung mit der
Doppelringelektrode besa3 zur unteren Fixierung des Muskelbiindels einen Haken. Das
Muskelbiindel wurde hier mittels einer Schlaufe fixiert. Uber Mikropositionierer wurde der
Kraftaufnehmer iiber der Kammer positioniert. Ein Draht, der mit dem oberen Teil des
Muskelbiindels iiber einen Faden verbunden war, wurde am Kraftaufnehmer eingehingt.
Das Muskelbiindel spannte sich schlieBlich zwischen den beiden Ringen der Elektrode auf
und konnte so optimal stimuliert werden. Die Position des Kraftaufnehmers konnte iiber eine
Mikrometerschraube verdndert werden. Durch Drehen an der Mikrometerschraube wurde
die Hohe des Kraftaufnehmers variiert, was mehr oder weniger Spannung auf Draht und
Faden und somit das Muskelbiindel erzeugte. So konnten unterschiedliche Vorspannungen

auf das Gewebe eingestellt werden und wirken. Dabei erzeugte ein Stimulator elektrische
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Impulse von 50 Volt pro Milliampere (V/mA) und einer Dauer von 10 Millisekunden (ms)
bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hertz (Hz), die auf die Elektrode iibertragen wurden.
Somit entstand ein elektrisches Feld, in dem sich der Muskel befand. Diese elektrische
Stimulation fiihrte zur Kontraktion und Relaxation des Muskels. Die entwickelte Kraft
wurde iiber Faden und Draht auf den Kraftaufnehmer iibertragen. Die gemessenen Signale
wurden an einen Briickenverstirker weitergeleitet und verstdrkt. Die generierten Daten
wurden an ein Datenerfassungssystem iibermittelt und konnten mit Hilfe der Software
LabChart auf einem verknilipften PC dargestellt werden. Dabei wurden die
Kontraktionsfrequenz (Hz), die Vorspannung (Millinewton [mN]), die Kraftamplitude (mN)
und die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs und -abfalls (Millinewton pro Sekunde [mN/s])
aufgezeichnet. Die Vorspannung, die auf den Muskel wirkte, konnte so abgelesen und

dementsprechend eingestellt werden.

_D_rm]]]]]]]]]m fmmmm——— Mikrometerschraube

Doppelringelektrode A NN A e H in!crcr
. Papillarmuskel
\“
. \\
~3
7
o o]
~ 00°%%

Organbadkammer ======< »
geftillt mit Tyrode Lésung IE

Carbogen (5% CO2, 95% 02)

Abb. 7: Schematischer Aufbau und Fixierung des Papillarmuskels in der Organbadkammer. An einem
Haken wurde das untere Ende des Papillarmuskels mittels einer Schlaufe befestigt. Das andere Ende wurde
iiber einen Faden an einem Draht fixiert, welcher mit dem Kraftaufnehmer verbunden war. Der Papillarmuskel
spannte sich so zwischen den Ringen der Doppelringelektrode auf. Die Organbadkammer war mit Tyrode-
Losung gefiillt und es erfolgte eine kontinuierliche Begasung mit Carbogen. CO, = Kohlenstoffdioxid; O, =

Sauerstoff
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Das Organbad wurde am Ende jedes Arbeitstages mit Aqua dest. durchgespiilt, um eine
Ablagerung von Salzen und dadurch entstehende Verunreinigungen zu verhindern. So

konnte gewihrleistet werden, dass reproduzierbare Ergebnisse generiert werden.

2.2.2.2 Physiologische Néhrlosung

Fiir die Versuche am Organbad wurde Tyrode-Losung als Nahrlosung verwendet. In Tabelle
6 ist die Zusammensetzung dieser dargestellt. Die Losung wurde an jedem Messtag frisch
angesetzt. Die Chemikalien wurden mit einer Feinwaage 1 abgewogen und mit 2 1
Reinstwasser der Reinstwasseranlage versetzt. Nach 10 Minuten Riihren mittels
Magnetriihrer und Riihrfisch wurde der pH-Wert mithilfe eines pH-Meters 1 gemessen und
dokumentiert. Dann wurde die Losung fiir 20 Minuten mit Carbogen (95 % Oz, 5 % CO»)
begast, um einen pH-Wert von 7,35-7,45 einzustellen und die Losung mit Sauerstoff zu
sattigen. Der Gasfluss musste dabei der Erfahrung nach so eingestellt werden, dass grof3e
Blasen erzeugt wurden. AnschlieBend wurde der pH-Wert mittels pH-Meter 1 gemessen und
dokumentiert. Zuletzt wurde Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, * 2H>0) hinzugefiigt und der
pH-Wert erneut gemessen und dokumentiert. Ein pH-Wert von 7,35-7,45 wurde angestrebt

und erreicht.

Tabelle 6: Zusammensetzung der Tyrode-Losung

Konzentration Chemikalie
118 mM NaCl

4,7 mM KClI

0,8 mM MgSO, * 7 H,0
25 mM NaHCO;

1,2 mM KH,PO4

10 mM D(+)-Glucose
2,5 mM CaCl, * 2H,0

2.2.2.3 Organentnahme und Priparation

Die Totung der Tiere erfolgte durch zervikale Dislokation. Fiir die Wildtyp-Tiere fand dies
9-12 Tage nach Beginn der Reperfusion statt. Die Tiere wurden anschlieBend auf den

Riicken gedreht und die Vorderbeine mit Nadeln auf einer Styroporunterlage fixiert. Mit
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einer Schere wurde im Bereich des Thorax auf Hohe der Rippenbdgen ein Querschnitt durch
die Haut gesetzt und die Haut manuell abgezogen, sodass der knocherne Thorax frei lag.
AnschlieBend wurde unmittelbar unterhalb des Xiphoids ein Querschnitt durch das
Diaphragma gesetzt. Es folgten zwei weitere Schnitte kaudal im Bereich der linken und
rechten vorderen Axillarlinie durch die Rippen und das Diaphragma. Danach konnte der
ventrale Teil des Thorax hochgeklappt und so Herz und Lunge gut exponiert werden. Das
Herz wurde von Perikard und umgebendem Lungengewebe freipripariert und auf Hohe der
Vorhofe abgesetzt und entnommen. Dabei wurden Teile der Vorhofe im Thorax belassen.
Das schlagende Herz wurde in eine Petrischale mit eisgekiihlter Tyrode-Losung iiberfiihrt.
Nach Ausblutung erfolgte die weitere Praparation mit Hilfe einer Schere und Pinzette. Dafiir
wurden gegebenenfalls die Vorhofe weiter entfernt, sodass die Ventilebene sichtbar wurde.
Anschlielend erfolgte ein Schnitt durch die freie Wand des rechten Ventrikels bis zum Apex.
Nachfolgend wurde das Septum ldngs bis zum Apex durchtrennt, sodass der linke Ventrikel
erdffnet wurde. Die weitere Préparation erfolgte unter dem Mikroskop 2 mit integrierter
Beleuchtung. Das Herz wurde nun in eine Petrischale mit diinnem Boden aus Silikon-
Kautschuk, die ebenfalls eisgekiihlte Tyrode-Ldsung enthielt, iiberfiihrt und mit zwei feinen
Injektionskaniilen fixiert (Abb. 8). Mit mikrochirurgischen Scheren und Pinzetten wurden
links und rechts vom hinteren Papillarmuskel Schnitte gesetzt und der hintere Papillarmuskel
zusammen mit bestehendem Myokard der linken Ventrikelwand isoliert. Mit einem feinen
Faden 3 aus Seide der Stirke 7-0 wurde das basale und apikale Ende des hinteren
Papillarmuskels angeschlungen. Die Préparation und anschlieBende Fixierung galt es ohne
Dehnung und Beriihrung der Muskeln innerhalb von 15 Minuten durchzufiihren, um die
Kontraktilitidt zu erhalten. Eine Vorbereitung aller bendtigten Materialien war daher wichtig.
Zudem wurde jedem Tier ein Stiick der Schwanzspitze fiir eine eventuell erneute
Genotypisierung entnommen. Bei den Wildtyp-Méusen wurde ein Stiick des Apex und ein
Stiick der Basis des Herzens isoliert. Nach LAD-Ligation gehorte der Apex zum infarzierten
Areal, wihrend die Basis von der Ischimie ausgespart blieb. Bei sham-operierten Mausen
durfte entsprechend kein infarziertes Gewebe zu finden sein. Obgleich das Vorliegen eines
Infarktes mikroskopisch gut beurteilt werden konnte, wurden die Proben fiir eine eventuell
spatere histologische Beurteilung entnommen. Von den db/db und db/+-Tieren wurde das
komplette Herz isoliert. Die isolierten Proben wurden kurzfristig in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und anschlieend bei -80 °C gelagert.
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Abb. 8: Sicht auf den aufgeklappten linken Ventrikel wihrend der Priiparation. Das Herz ist zur
Erleichterung der Priparation mit zwei Injektionskaniilen fixiert. Vorderer und hinterer Papillarmuskel kdnnen

so sicher identifiziert werden.

2.2.2.4 Versuchsprotokoll

e Fixierung des hinteren Papillarmuskels

e Vorspannung auf 1 mN

e Aquilibrierung fiir 10 Minuten

e Zweimaliges Spiilen

e Vorspannung auf 1 mN

e Aguilibrierung fiir 10 Minuten

e [-adrenerge Stimulation durch Isoprenalin
e Viermaliges Spiilen

e Aquilibrierung fiir 10 Minuten

e Erhohung der Vorspannung

Die Fixierung des hinteren Papillarmuskels im Organbad erfolgt am unteren Ende mit einer
Schlaufe, die an dem Haken der Doppelringelektrode befestigt wurde. Das obere Ende des
Muskels wurde fixiert, indem das Fadenende mittels Gewebekleber an einen Draht geklebt
wurde. Fiir eine gute Vergleichbarkeit wurden die Muskeln immerzu gleich ausgerichtet,

wodurch das apikale Ende unten und das basale Ende des Muskels oben zu liegen kam. Um
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den Muskel nicht zu schddigen und keine Spannung auf das Gewebe auszuwirken, wurde
der Muskel locker eingespannt. Die Gewebekammer war bis 10 ml mit Tyrode-Losung
gefiillt und wurde wihrend der gesamten Messung mit Carbogen versetzt und bei einer
Temperatur von 37 °C gehalten. Nachdem der Muskel eingehdngt und samt der
Doppelringelektrode in die Organbadkammer abgesenkt worden war, wurde durch Drehen
an der Mikrometerschraube der Muskel auf 1 mN vorgespannt. Anschliefend begann die
elektrische Stimulation, wodurch der Papillarmuskel zur Kontraktion angeregt wurde. Es
folgten eine Aquilibrierungsphase von ca. 10 Minuten und schlieBlich ein Wechsel der
Tyrode-Losung durch zweimaliges Spiilen. Da ein erheblicher Abfall der Vorspannung zu
beobachten war, wurde der Muskel erneut auf 1 mN vorgespannt. Es schloss sich eine
weitere Aquilibrierungsphase von 10 Minuten an. In diesen Aquilibrierungsphasen
verdnderte sich erfahrungsgemif das Signal des Muskels, wurde stirker und pendelte sich
auf ein konstantes Niveau ein. Ziel war es, konstante Signale der Kraftamplitude sowie der
Geschwindigkeit des Kraftanstiegs und -abfalls zu erhalten. Erst dann wurde mit der
Stimulation durch Isoprenalin begonnen. In den meisten Féllen waren 20 Minuten
ausreichend. Die Phase der Aquilibrierung wurde aber dementsprechend verlingert, wenn
noch kein konstantes Signal wahrnehmbar war. Bei der Auswertung der Daten wurde die
Kraftamplitude sowie die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs und -abfalls des

Papillarmuskels berticksichtigt. Dabei zeigen Abb. 9 und 10, wie diese erhoben wurden.

mM

Famp

b S UL

Abb. 9: Ausschnitt einer Originalmessung der Kraftamplitude. Abgebildet ist die vom Papillarmuskel
entwickelte Kraft gemessen in Millinewton (mN) bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hertz (Hz). Die
Kraftamplitude (Famp) ergibt sich durch Messung der maximal entwickelten Kraft. Die Signale wurden mit

Hilfe des Programms LabChart aufgezeichnet.
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Abb. 10: Ausschnitt einer Originalmessung der Geschwindigkeit des Kraftanstiegs und -abfalls. Die
Geschwindigkeit des Kraftanstiegs (+dF/dt) und die Geschwindigkeit des Kraftabfalls (-dF/dt) werden in
Millinewton pro Sekunde (mN/s) gemessen. Die +dF/dt wird am maximalen Punkt der Kurve und die -dF/dt
am minimalen Punkt der Kurve abgelesen. Die Signale wurden mit Hilfe des Programms LabChart

aufgezeichnet.

p-adrenerge Stimulation durch Isoprenalin

Adrenalin und Noradrenalin sind Katecholamine, die bei physiologischen oder
pathologischen Stressbedingungen vom Korper ausgeschiittet werden. Sie konnen auf die -
adrenergen Rezeptoren des Herzens wirken und die kardiale Kontraktilitdit modulieren.
Isoprenalin ist ein synthetisch hergestelltes Katecholamin und wirkt als Agonist auf -
adrenerge Rezeptoren des Herzens. In den Versuchen wurde die Wirkung des Isoprenalins
bei konstanter Kontraktionsfrequenz untersucht. Chronotrope Effekte des losprenalins

wurden daher nicht betrachtet.

Das Molekulargewicht von Isoprenalin betragt 247,72 Gramm pro Mol (g/mol). Um eine 10
Millimolar (mM) Isoprenalin-Losung zu erhalten, wurden 2,48 mg (—)-Isoproterenol
hydrochloride in 1 ml Aqua dest. gelost. Von dieser Losung wurden jeweils 10 pl in 0,2
Aliquots abgefiillt und bei -20 °C bis zur Verwendung eingefroren. Am Tag der Messung
wurde 1 Aliquot mit 10 pl Isoprenalin-Losung aufgetaut und verwendet. Um verschiedene
Konzentrationen in der Gewebekammer zu erreichen, wurde die 10 mM Isoprenalin-Lésung

mit Tyrode-Losung nach dem folgenden Schema verdiinnt (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Verdiinnungsreihe der 10 mM Isoprenalin-Losung

Epi-Nr. Isoprenalin 10 mM Tyrodelésung [pl] Konzentration [pM]
10 pl Original

1 1:100 990 100
10 pl aus Epi-Nr. 1

2 1:1000 %0 10
10 pl aus Epi-Nr. 1

3 1:10000 990 !

In die bis 10 ml gefiillte Organbadkammer wurden alle zwei Minuten schrittweise bestimmte

Mengen Isoprenalin hinzugefiigt, ohne dabei den Kraftaufnehmer oder den Draht zu

beriihren. So wurden Konzentrationen von 1 Nanomol pro Liter (nmol/l), 3 nmol/l, 10

nmol/l, 30 nmol/l, 100 nmol/l, 300 nmol/l und 1000 nmol/l in der Organbadkammer erreicht

(Tabelle 8).

Tabelle 8: Pipettierschema fiir verschiedene Kammerkonzentrationen von Isoprenalin

Pipettierte Menge pro 10 ml Kammerlosung

Erzielte Kammerkonzentration [nM]

10 pl aus Epi-Nr. 3

1

20 pl aus Epi-Nr. 3 3

70 ul aus Epi-Nr. 3 10
20 ul aus Epi-Nr. 2 30
70 pl aus Epi-Nr. 2 100
20 pl aus Epi-Nr. 1 300
70 pl aus Epi-Nr. 1 1000

Innerhalb der zwei Minuten stellte sich fiir jede Konzentration der vollstindige Effekt ein.

Die genauen Zeitpunkte der Isoprenalinzugabe wurden in dem Programm LabChart

festgehalten, um spéter die Signale entsprechend zuordnen zu kdnnen. Nachfolgend wurde
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Isoprenalin ausgewaschen, indem viermal manuell gespiilt wurde. Es folgte eine

Aquilibrierungsphase von ca. 10 Minuten.
Erhohung der Vorspannung

Die Vorspannung wurde manuell durch Drehen an der Mikrometerschraube schrittweise auf
1 mN, 2 mN, 3 mN, 5 mN und 7 mN erhdht. Dabei konnte die Vorspannung, die auf den
Muskel wirkte anhand des Programms LabChart abgelesen werden. Die Vorspannung wurde

zweimal in Folge auf die jeweilige Stufe eingestellt.

Der hintere Papillarmuskel wurde aus der Apparatur entnommen und unter dem Mikroskop
2 mit Hilfe mikrochirurgischer Scheren und Pinzetten von Fidden und Myokard der linken
Ventrikelwand befreit. AnschlieBend wurde mittels eines Objektmikrometers der
Durchmesser d an der diinnsten Stelle des Muskels bestimmt und der Muskel getrocknet.
Unter Annahme einer anndhernd runden Querschnittsfliche des Muskels konnte aus dem
Durchmesser die Querschnittsfliche A mittels folgender Formeln berechnet werden:
Radiusr=d:2

Querschnittsfliche A =17 =

Die gemessenen Parameter wurden mit der Querschnittsfliche ins Verhéltnis gesetzt. Zur

moglichen spiteren histologischen Beurteilung wurde der Muskel in 4 % Formalin fixiert.

2.2.3 Kraftmessungen gehduteter Muskelfasern

2.2.3.1 Gewinnung und Lagerung des vorderen Papillarmuskels

Der vordere Papillarmuskel wurde wihrend der Messung am Organbad prépariert und fiir
die Messung der aktiven und passiven Krifte vorbereitet. Dafiir wurden links und rechts vom
vorderen Papillarmuskel Schnitte gesetzt und der Muskel samt Myokard der linken
Ventrikelwand isoliert. AnschlieBend wurde der Muskel vom bestehenden Myokard
génzlich befreit. Der vordere Papillarmuskel wurde in einer Vertiefung einer mit Agarose
ausgegossenen 6-Loch-Platte gelagert. Dafiir wurde dieser an beiden Enden mittels 0,2 mm
dicken Minutiennadeln unter leichtem Zug angepinnt. Die Vertiefung wurde anschlie3end
mit 5 ml einer Lésung aus Puffer, Glycerol und zugefiigtem Protease-Inhibitor-Cocktail
aufgefiillt und bei -20 °C bis zur Messung gelagert (Tabelle 9). Der Muskel war so vor
Proteasen geschiitzt. Glycerol verhinderte die Bildung von Eiskristallen beim Einfrieren, die

die Zellen zerstoren.
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Tabelle 9: Puffer

Konzentration Chemikalie
75 mM KCl

10 mM Tris-HCI

2 mM MgCl,

2 mM EGTA

Der pH-Wert wurde mittels pH-Meter 2 auf 7,1 bei Raumtemperatur mit Salzsdure (HCI)
eingestellt. 24 ml des Puffers wurden mit 25 ml Glycerol vermischt. Eine Protease-Inhibitor-
Cocktail Tablette wurde mit 2 ml Aqua dest. versetzt und 1 ml fiir jeweils 49 ml des
Gemischs aus Puffer und Glycerol eingesetzt. Die Losung ist dann bei -20 °C fiir bis zu 12

Wochen stabil. Der Puffer wurde in groBeren Mengen angesetzt und bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.3.2 Hautungsvorgang und Priparation der Muskelfasern

Zum Héuten des Papillarmuskels wurde Triton verwendet. Triton wurde zusammen mit der
Relaxationslosung, der zuvor Protease- und Phosphatase-Inhibitor sowie Dithiothreitol
(DTT) hinzugefiigt wurde, angesetzt (Kapitel 2.2.3.4). Zunédchst wurden 2 ml einer
Relaxationslosung mit 10 % Triton angesetzt. Damit Triton sich 16sen konnte, wurde die
Suspension mittels Heizblock bei 60 °C unter regelméBigem Schwenken fiir ein bis zwei
Minuten schonend erhitzt. Aus der 10 %igen Tritonlosung und Relaxationslosung wurde
eine 0,5 %ige tritonhaltige Losung hergestellt. Mehrere vordere Papillarmuskeln konnten in
einer rechteckigen Plexiglaskammer mit Abdeckung und Agaroseboden mittels 0,2 mm
dicken Minutiennadeln angepinnt werden. Der Kammer wurden 4 ml einer 0,5 %ige
tritonhaltige Losung zugefligt und die Kammer abgedeckt. Die Kammer wurde auf Eis im
Kiihlraum bei ungefihr 0 °C gelagert und die Muskeln fiir 16-17 Stunden bei einer
Konzentration von 0,5 % Triton gehédutet. Die Kammer befand sich dabei auf einem
Schiittler 1, der garantierte, dass beim Hautungsprozess das Kalzium wegtransportiert wurde
und die Muskeln mit frischem Triton in Relaxationslésung umspiilt wurden. Nachdem der
Hautungsprozess abgeschlossen war, wurden die Muskeln von Triton befreit. Dafiir wurde
die Losung abgenommen, frische Relaxationslosung (Tabelle 10) hinzugegeben und fiir 15
Minuten auf einem Schiittler 2 geschwenkt. Dies wurde dreimal wiederholt. Die Muskeln

wurden auf Eis gelagert.
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Die Préparation des vorderen Papillarmuskels erfolgte unter einer Stereolupe mit externer
Beleuchtung (Schwanenhals) mittels feiner Pinzetten und einem Skalpell. Der gehéutete
Muskel wurde auf einem schwarzen Objekttriger in einem Tropfen Relaxationsldsung
(Tabelle 10) entlang des Faserverlaufs in Streifen geschnitten. Dabei wurde ein Durchmesser
von 200-300 Mikrometer (um) und eine Lange von 1-2 mm angestrebt. Die so entstandenen

Fasern wurden in einem mit Relaxationslosung gefiillten Behiltnis auf Eis gelagert.

2.2.3.3 Versuchsaufbau der Fasermessapparatur

Die aktive und passive Kraftmessung eines Muskels wurde an gehduteten Muskelfasern
sogenannten, skinned fibers, durchgefiihrt. Dabei wird die Membran der Muskelzelle
mechanisch oder chemisch zerstort (66) (siehe Kapitel 2.2.3.2). Die Myofilamente bleiben
erhalten und kontrahieren, wenn sie mit einer Losung aus Kalziumionen und ATP in Kontakt
kommen (122). Fiir die Versuche wurde eine Apparatur der Firma MyoTronic UG fiir
Messungen am gehduteten Muskel verwendet. Das Messinstrument bestand aus einem
Galvanometer-Motor und einem Kraftaufnehmer, die in einer Halterung positioniert wurden
(Abb. 12). Die Halterung ermoglichte eine genaue Positionierung der genannten Aggregate.
Der Galvanometer-Motor, der als Langengeber fungierte, wurde linksseitig befestigt und
konnte durch Drehen an Mikrometerschrauben in seiner waagerechten und senkrechten
Ausrichtung angepasst werden. Gegeniiberliegend war der Kraftaufnehmer angebracht, der
ebenfalls in der waagerechten, senkrechten und zusitzlich diagonalen Ebene mittels
Mikrometerschrauben ausgerichtet werden konnte. Durch Mikromanipulatoren konnten sehr
prazise Bewegungen der Aggregate erzielt werden. Der Galvanometer-Motor und der
Kraftaufnehmer verfiigten jeweils liber feine Pinzetten zur Fixierung der Muskelfaser (Abb.
11). Die Enden einer Muskelfaser wurden hier zwischen den beiden Spitzen der jeweiligen
Pinzette positioniert. Durch einen Ring, der die Pinzetten umschloss, wurden die beiden
Spitzen zusammendriickt und so das Faserende stabil befestigt. Die Faser wurde so locker
zwischen den beiden Aggregaten aufgespannt. Dies musste ziligig geschehen, da die Faser
sonst austrocknete und Schaden nahm. Die Fixierung der Faser in der Apparatur wurde
mittels eines liber den Aggregaten angebrachten Binokulars und einer externen Lichtquelle

realisiert. Die Faser wurde bei der Priaparation mit Hilfe feiner Pinzetten gefasst.
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---------- Pinzette Pinzette mmmmmma=a=3
des Galvanometer-Motors  des Kraftaufnehmers

Muskelfaser

Abb. 11: Fixierung der gehiuteten Muskelfaser in der Messapparatur. Die gehduteten Muskelfasern
wurden mittels Pinzetten in der Messapparatur fixiert. Dabei wurden mittels eines Ringes die Pinzettenspitzen
zusammengedriickt und das jeweilige Faserende dazwischen befestigt. Die Muskelfaser spannte sich so

zwischen Galvanometer-Motor und Kraftaufnehmer auf.

Unterhalb der Aggregate befand sich ein Kiivettensystem aus einem runden Drehtisch mit
insgesamt 10 Vertiefungen (Abb. 12). In diese konnten ca. 1 ml fassende runde Gefélle
eingebracht werden, die mit Losung befiillt wurden. Die Halterung samt Aggregaten befand
sich oberhalb des Drehtisches und konnte durch einen Hebel abgesenkt werden. Die
zwischen den Pinzetten fixierte Faser tauchte dabei in ein Gefdl mit Losung ein. Ein
schneller Wechsel der Losung wurde durch den speziellen Autbau des Kiivettensystems
ermoglicht. Indem die Halterung {iber den Hebel angehoben wurde, konnte der Drehtisch
rotiert werden bis das Gefd3 mit der gewiinschten Losung unterhalb der Faser zum Liegen
kam. Durch Absenken der Aggregate liber den Hebel wurde die Faser in die neue Losung
eingetaucht. Die Faser konnte so nacheinander verschiedenen Losungen, zum Beispiel
Losungen mit ansteigender Ca**-Konzentration, ausgesetzt werden. Der Versuch wurde bei

Raumtemperatur durchgefiihrt.
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Abb. 12: Schematischer Aufbau der Messapparatur fiir Fasermessungen. Die Messapparatur verfiigt iiber
ein Kiivettensystem, in das Gefafle mit Losungen eingelassen werden konnen. Durch Absenken der Aggregate
konnte die Muskelfaser in eine Losung eingetaucht werden. Ein Drehtisch ermdglichte das schnelle Wechseln
von Losung zu Losung. Durch Mikrometerschrauben konnten der Kraftaufnehmer und der Galvanometer-

Motor positioniert werden.

Der Kraftaufnehmer, welcher die entwickelte Kraft der Faser mal3, war mit einem Verstarker
verbunden, bei dem die Verstirkung der Messsignale angepasst werden konnte. Der
Verstiarker vermittelte die Signale an die Software MyoDat, die die entstandene Kraft
darstellte. Der Galvanometer-Motor konnte {iber die Software MyoDat angesteuert und die
Position des Motors sehr prézise verdndert werden. Der Motor konnte in der horizontalen
Ebene bewegt werden, wodurch die Faser gedehnt wurde. So konnte die Linge der

Muskelfaser kontrolliert und die Faser um ein bestimmtes Mal} gedehnt werden.

Jede Muskelfaser wurde zunéchst locker in der Apparatur fixiert. Durch Drehen an den
Mikrometerschrauben wurde der Abstand der Pinzetten vergroBert, bis die gemessene Kraft
gerade anzusteigen begann. Die Faser war dann weder gestaucht noch gedehnt, was als
Ruhesarkomerlidnge bezeichnet wird und bei der die Kraftentwicklung Null ist. Dies wurde
daher als Nullpunkt fiir die Kraftmessung festgelegt. Mittels eines Okularmikrometers
wurde die Faserlinge bestimmt, die mit der jeweiligen VergroBerung des Binokulars
multipliziert wurde. Anhand der errechneten Faserldnge konnte ermittelt werden, wie weit
der Galvanometer-Motor bewegt werden musste, um eine bestimmte prozentuale Dehnung

der Faser zu erreichen. Dies konnte in der Software MyoDat eingestellt werden.
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2.2.3.4 Versuchslosungen

Fiir die Messungen an gehiuteten Muskelfasern wurde eine Relaxationslosung (Tabelle 10)

und eine Aktivierungslosung angesetzt (Tabelle 11). Dafiir wurden die in Tabelle 2 vorab

angesetzten Losungen verwendet.

Tabelle 10: Zusammensetzung der Relaxationslésung

Konzentration Chemikalie 100 ml

10 mM Imidazol 1 ml der Imidazol-Losung

3 mM EGTA 1,2 ml der EGTA-L&sung

10 mM Na,MgATP 20 ml der Na,MgATP-Losung
3 mM MgCl, 3 ml der MgCl,-Losung

47.7 mM Na,CrP 1,22 g Na,CrP

2 mM DTT 200 pl der DTT-Losung

Tabelle 11: Zusammensetzung der Aktivierungslosung

Konzentration Chemikalie 100 ml

10 mM Imidazol 1 ml der Imidazol-Lésung

3 mM Ca?-EGTA 1,"2 ml der Kalzium-EGTA-
Losung

10 mM NaMgATP 20 ml der Na,MgATP-Losung

3 mM MgCl, 3 ml der MgCl,-Losung

47.7T mM Na,CrP 1,22 g NaxCrP

2 mM DTT 200 pl der DTT-Losung

Der pH-Wert der beiden Losungen wurde mittels pH-Meter 2 auf 6,85 bei Raumtemperatur
mit HCI oder Natronlauge (NaOH) eingestellt. Wenn eine der beiden Losungen eine grofere
Menge an HCI oder NaOH zur Einstellung benétigte, wurde der anderen Losung genau diese
Menge an Kaliumchlorid (KCl) zugefiigt. Dies ist wichtig, um in den beiden Ldsungen
gleiche ionische Krifte zu erhalten. KCl hatte dabei keinen Einfluss auf den pH-Wert der
Losung. Die Losungen wurden in grofleren Mengen angesetzt und bei -20 °C in 10 ml
Falcons gelagert. Vor jedem Experiment wurden die benétigten Mengen aufgetaut und

jedem 10 ml Falcon 100 pl Protease-Inhibitor-Cocktail (1:100), 400 pl Phosphatase-
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Inhibitor-Cocktail (1:25) sowie 20 upl einer 500 mM DTT-Losung zugesetzt. Der
Relaxationslosung, die fiir die passive Kraftmessung verwendet wurde, wurden zusétzlich
noch 3 Milligramm (mg) 2,3-Butandionmonoxim (BDM) hinzugefiigt, sodass eine

Konzentration von 30 mM vorlag.

2.2.3.5 Aktive Kraftmessungen

Bei der Aktivierung gehduteter Muskelfasern ist der Kalziumgehalt der Losung
entscheidend. Zur Darstellung des Kalziumgehalts einer Losung dient der pCa-Wert, der
dem negativen dekadischen Logarithmus der Ca**-Konzentration entspricht. Das bedeutet,
dass zum Beispiel ein pCa-Wert von 4,5 einer Ca**-Konzentration von 10*° mol/l
entspricht. So kénnen auch geringe Ca**-Konzentrationen vereinfacht dargestellt werden.
Bei einem pCa-Wert von 8 und entsprechend einer Ca**-Konzentration von 10" mol/l kann
keine Kraft generiert werden und man spricht von einer Relaxationslosung. Zur Messung
der Ca**-Sensitivitit gehiuteter Muskelfasern muss die Kraftentwicklung einer Faser in
Losungen mit unterschiedlichem Kalziumgehalt gemessen werden. Um Ldsungen mit
Konzentrationen von weniger als 10 mol/l herzustellen, wurden Aktivierungslosung und
Relaxationslosung in bestimmten Verhéltnissen gemischt. Dabei ging man bei der
Aktivierungslosung von einem Kalziumgehalt von 100 % aus, die durch Mischen mit
Relaxationslosung (Kalziumgehalt von 0 %) auf Losungen mit 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90
% und 95 % Kalziumgehalt verdiinnt wurde. Ziel war es, Losungen mit einem pCa von 5,96

(70 %) / 5,85 (75 %) / 5,72 (80 %) / 5,57 (85 %) / 5,37 (90 %) und 5,06 (95 %) zu erzeugen.

Die Vertiefungen des Kiivettensystems wurden mit 90 ul der verschiedenen Losungen
aufgefiillt, sodass die Faser nacheinander unterschiedlichen Losungen exponiert werden
konnte. Zunéchst wurde die Faser ausgehend von der Ruhesarkomerlénge um 20 % bzw. auf
120 % gedehnt. Zu Beginn lag die Faser vollstdndig relaxiert in Relaxationslosung mit einem
pCa von 8 vor und wurde dann mit Aktivierungslosung mit einem pCa von 4,5 maximal
aktiviert und nachfolgend wieder relaxiert. Dann wurde die Faser schrittweise mit
ansteigender Ca?*-Konzentration mit einem pCa von 5,96 / 5,85 /5,72 /5,57 / 5,37 / 5,06
und 4,5 aktiviert. Dies wird als Aktivierungsreihe bezeichnet. Fiir jede Ca?*-Konzentration
wurde ein Plateau der Kraftentwicklung abgewartet und so die fiir die jeweilige Ca®'-
Konzentration maximale Kraftentfaltung erreicht. Erst dann wurde die Faser in die Losung
mit der néichsthdheren Ca**-Konzentration iiberfiihrt. AbschlieBend wurde die Faser wieder

in Relaxationslosung gebracht und auf ihre Ruhesarkomerlidnge verkiirzt. Hier wurde auf
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eine mogliche Verschiebung der Nulllinie geachtet. Jede Faser durchlief den Messvorgang

einmalig. Abb. 13 illustriert den Ablauf des Messvorgangs.

aktive Kraft (mN)

Zeit (5)

Abb. 13: Schematische Darstellung des typischen Kurvenverlaufs der aktiven Kraftmessung. Aktive
Kraftentwicklung gemessen in Millinewton (mN) iiber die Zeit in Sekunden (s). Gezeigt wird die Aktivierung
der Faser mit pCa (negativ dekadischer Logarithmus der Kalziumkonzentration) 4,5 Aktivierungslosung,
anschlieBender Relaxation und folgender Aktivierungsreihe von pCa 8 bis pCa 4,5. Die Aufzeichnung der
Daten erfolgte mit Hilfe der Software MyoDat. Bei der Abbildung handelt es sich nicht um eine

Originalaufzeichnung.

Bei der Beschreibung der Kraft-Kalzium-Kurve empfiehlt sich die Darstellung relativer
Krifte im Vergleich zu Absolutwerten. Dafiir wurden die gemessenen Krifte der
Aktivierungsreihe mit der maximalen Kraft (Fiax) bei einem pCa von 4,5 in Relation gesetzt.
Fmax wird entsprechend als 100 % festgelegt und die submaximalen Kréfte bei einem pCa >
4,5 von 0-100 % dargestellt. Bei der graphischen Darstellung der Kraft-Kalzium-Beziehung
in einem halblogarithmischen Koordinatensystem ergibt sich so eine sigmoide Kurve. Das
Minimum liegt bei einem pCa von 8 mit 0 % und das Maximum bei einem pCa von 4,5 mit
100 %. Von dieser Kraft-Kalzium-Kurve kann die mittlere effektive Konzentration, die
ECso, abgeleitet werden. Die ECso bzw. der pCaso ist diejenige Ca’"-Konzentration bzw. der
pCa-Wert, bei dem ein halbmaximaler Effekt, also eine halbmaximale Kraftentfaltung
beobachtet werden kann. Der pCaso dient dabei als MaB fiir eine Links- oder
Rechtsverschiebung. Ein weiterer Parameter zur Beschreibung der Kraft-Kalzium-Kurven
ist der Hill-Koeffizient. Der Hill-Koeffizient gibt die Steigung der Kurve bei halbmaximaler
Kraftentfaltung an.
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2.2.3.6 Passive Kraftmessungen

Der Relaxationslosung, die fiir die passive Kraftmessung verwendet wurde, wurde BDM
hinzugefiigt. BDM ist ein Inhibitor der Myosin-ATPase (123) und verhindert die aktive
Kraftentwicklung (124). Die Faser wurde von der Relaxationslosung ohne BDM in
Relaxationslosung mit BDM iiberfiihrt und der Nullpunkt neu eingestellt. Die Faser wurde
in 5 Schritten um insgesamt 50 %, das heifit auf 150 %, gedehnt. Dabei wurde die Faser bei
jedem einzelnen Schritt um 10 % gedehnt und diese Vordehnung fiir 10 Sekunden gehalten.
Nach dem letzten Dehnungsschritt wurde die Faser wieder auf 100 % Faserldnge bzw.
Ruhesarkomerlidnge verkiirzt. Die passiven Kréfte wurde am Ende jedes Dehnungsschrittes
abgelesen, da zu Beginn jedes Dehnungsschrittes falsch hohe Krifte detektiert wurden. Jede
Faser durchlief den Messvorgang nur einmal. In Abb. 14 ist der Messvorgang der passiven

Kraftentwicklung dargestellt.
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Abb. 14: Schematische Darstellung des typischen Kurvenverlaufs der passiven Kraftmessung. Passive
Kraftentwicklung gemessen in Millinewton (mN) {iber die Zeit in Sekunden (s). Dabei wurde die Muskelfaser
ausgehend von 100 % der Faserlédnge stufenweise auf 110, 120, 130, 140, 150 % der Faserldnge gedehnt. Jeder
Dehnungsschritt wurde dabei 10 Sekunden aufrechterhalten. AbschlieBend wurde die Muskelfaser wieder auf
100 % Ausgangslidnge verkiirzt. Die Aufzeichnung der Daten erfolgte mit Hilfe der Software MyoDat. Bei der

Abbildung handelt es sich nicht um eine Originalaufzeichnung.

Abschlieend wurde die Faser aus der Halterung entfernt und im noch feuchten Zustand
mittels Objektmikrometer der Durchmesser d an der diinnsten Stelle der Faser bestimmit.
Unter Annahme einer anndhernd runden Querschnittsfliche der Faser konnte daraus die
Querschnittsfliche A mittels bereits oben genannter Formel berechnet werden. Die in mN

gemessenen Krifte wurden mit der jeweiligen errechneten Querschnittsfliche in Bezug
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gesetzt. Zudem mussten die Krifte durch die eingestellte Verstirkung der Messsignale
geteilt werden. Bei den Versuchen wurde eine Verstirkung von zwei eingestellt, weshalb

die gemessenen Krifte durch zwei geteilt wurden.

2.3 Statistische Auswertung

Die gemessenen Werte wurden in eine Excel-Tabelle iibertragen und mit der jeweiligen
Querschnittsfliche ins Verhiltnis gesetzt. Die statistische Auswertung und graphische

Darstellung erfolgten mit Graph Pad Prism 9.1.5.

Die Daten zeigten sich normalverteilt. Statistische Unterschiede zwischen Versuchs- und
Kontrollgruppe wurden mittels ungepaartem t-Test sowie durch Varianzanalyse durch Two-
way ANOVA sowie mixed-effects analysis ausgewertet. Anschliefend wurde der Sidak
multiple comparison Test als Post-Hoc-Test fiir multiple Vergleiche durchgefiihrt. Die
Irrtumswahrscheinlichkeit, das heif3t die Wahrscheinlichkeit, eine zutreffende statistische
Nullhypothese irrtiimlich zu verwerfen, ist als p-Wert angegeben. Eine statistische
Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen. Alle Werte sind als Mittelwert +

Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean [SEM]) dargestellt.

Die Kraft-Kalzium-Beziehung wurde mittels nichtlinearer Regression in sigmoiden Kurven

dargestellt. Grundlage dafiir war die folgende Formel:

[Ca?*]"
[pCaso] +([Ca?*]"))

F=100*
(

F = relative Kraft in % (0-100) bei jeweiliger Ca*’-Konzentration [Ca*']

pCaso = pCa-Wert bei halbmaximaler Kraftentwicklung

H = Hill-Koeffizient, der die Steigung der Kurve bei halbmaximaler Kraftentwicklung
angibt
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3 Ergebnisse
3.1 remote Myokard nach I/R

Die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe von Tiermodellen untersucht.
Hierzu wurden Wildtyp-Méduse nach 60-miniitiger Ischimie und Reperfusion von 9-12
Tagen (wt + I/R) mit Wildtyp-Méusen nach sham-OP (wt + sham) verglichen. Die Méuse
waren 10-12 Wochen alt. In den Versuchen wurden der vordere und hintere Papillarmuskel
des linken Ventrikels untersucht. Diese waren von der Ischdmie nicht betroffen und z&hlten

somit zum remote Myokard.

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der zuvor beschriebenen Versuche dargelegt werden.
Dafiir werden diese graphisch mittels x-y-Koordinatensystem dargestellt. Dabei ergibt sich
jeder Kurvenpunkt aus dem Mittelwert der entsprechenden Einzelwerte. Die Fehlerbalken
dienen der Darstellung des Standardfehlers der Mittelwerte. Die Anzahl an gemessenen
Muskeln (Organbadmessungen) und der gemessenen Fasern (Messungen der aktiven und

passiven Kraftentwicklung) wird mit n angegeben.

3.1.1 Kraftmessungen isolierter Papillarmuskeln am Organbad

3.1.1.1 Basale Bedingungen

Zur Untersuchung der Kontraktilitit des remote Myokards wurden Versuche am Organbad
durchgefiihrt. Dafiir wurde der hintere Papillarmuskel des linken Ventrikels isoliert,
prapariert und in einer mit Néhrlosung gefiillten Organbadkammer eingebracht. Durch
elektrische Stimulation wurde der Papillarmuskel zur Kontraktion angeregt. Auf diese Weise
konnte das Kontraktionsverhalten im remote Myokard von Wildtyp-Méusen 9-12 Tage nach
Myokardinfarkt zunédchst unter basalen Bedingungen untersucht werden. Zum Vergleich
dienten sham-operierte Wildtyp-Mause. Untersucht wurde die Kraftamplitude (Famp), die
Geschwindigkeit des Kraftanstiegs (+dF/dt) und die Geschwindigkeit des Kraftabfalls

(—dF/dt) bei konstanter Kontraktionsfrequenz von 1 Hz.

Die unterschiedlichen GruppengroB3en bei den Versuchen am Organbad resultierten zum
einen daraus, dass Priparation und Fixierung in der Organbadkammer bei manchen Muskeln
misslangen. Zum anderen lieen sich einzelne Muskeln von Beginn an nicht stimulieren oder

das Signal ging bereits nach kurzer Zeit verloren.
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Beim Vergleich der Kraftamplitude der wt + I/R Gruppe mit der wt + sham Gruppe konnte
unter basalen Bedingungen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p = 0,87,

ungepaarter t-Test). Die Kraftamplitude &nderte sich im remote Myokard nach I/R nicht
(Abb. 15).

Kraftamplitude
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Abb. 15: Relative Kraftamplitude der Papillarmuskeln von Wildtyp-Miusen nach I/R und sham-OP
unter basalen Bedingungen. Das Siulendiagramm zeigt die in der jeweiligen Gruppe gemessene
durchschnittliche Kraftamplitude (Famp) in Prozent (%) unter basalen Bedingungen. Verglichen wurde die
Kraftamplitude der Papillarmuskeln von Wildtyp-Mdusen 9-12 Tage nach Ischdmie und anschlieender
Reperfusion (wt + I/R) mit der von sham-operierten Wildtyp-Méusen ohne myokardiale Ischdmie (wt + sham).
Die Kraftamplitude ist normiert auf die durchschnittliche Kraftamplitude der wt + sham Gruppe unter basalen
Bedingungen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. wt + I/R (n = 12); wt + sham (n = 11). Statistischer
Vergleich der Gruppen mittels ungepaarten t-Tests.

Nach I/R dnderte sich die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs im remote Myokard nicht und
wt + I/R und wt + sham Gruppe zeigten keinen signifikanten Unterschied (p = 0,94;
ungepaarter t-Test) (Abb. 16).
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Abb. 16: Relative Geschwindigkeit des Kraftanstiegs der Papillarmuskeln von Wildtyp-Miusen nach
I/R und sham-OP unter basalen Bedingungen. Das Séulendiagramm zeigt die in der jeweiligen Gruppe
gemessene durchschnittliche Geschwindigkeit des Kraftanstiegs (+dF/dt) in Prozent (%) unter basalen
Bedingungen. Verglichen wurde die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs der Papillarmuskeln von Wildtyp-
Mausen 9-12 Tage nach Ischdmie und anschlieBender Reperfusion (wt + I/R) mit der von sham-operierten
Wildtyp- Méusen ohne myokardiale Ischdmie (wt + sham). Die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs ist normiert
auf die durchschnittliche Geschwindigkeit des Kraftanstiegs der wt + sham Gruppe unter basalen Bedingungen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. wt + I/R (n = 12); wt + sham (n = 11). Statistischer Vergleich der

Gruppen mittels ungepaarten t-Tests.

Die Geschwindigkeit des Kraftabfalls &dnderte sich wie auch die Geschwindigkeit des
Kraftanstiegs im remote Myokard nach I/R nicht. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der wt + I/R und wt + sham Gruppe (p = 0,98; ungepaarter t-Test)
(Abb. 17).
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Abb. 17: Relative Geschwindigkeit des Kraftabfalls der Papillarmuskeln von Wildtyp-Miusen nach I/R
und sham-OP unter basalen Bedingungen. Das Siulendiagramm zeigt die in der jeweiligen Gruppe
gemessene durchschnittliche Geschwindigkeit des Kraftabfalls (-dF/dt) in Prozent (%) unter basalen
Bedingungen. Verglichen wurde die Geschwindigkeit des Kraftabfalls der Papillarmuskeln von Wildtyp-
Mausen 9-12 Tage nach Ischdmie und anschlieBender Reperfusion (wt + I/R) mit der von sham-operierten
Wildtyp- Méusen ohne myokardiale Ischdmie (wt + sham). Die Geschwindigkeit des Kraftabfalls ist normiert
auf die durchschnittliche Geschwindigkeit des Kraftabfalls der wt + sham Gruppe unter basalen Bedingungen.
Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM. wt + I/R (n = 12); wt + sham (n = 11). Statistischer Vergleich der
Gruppen mittels ungepaarten t-Tests.

Zusammenfassend stellt sich unter basalen Bedingungen kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen der wt + I/R und wt + sham Gruppe beziiglich der Parameter der

Kraftentwicklung dar. Im Folgenden soll daher das Kontraktionsverhalten des remote

Myokards unter Stressbedingungen untersucht werden.

3.1.1.2 p-adrenerge Rezeptor-Stimulation mit Isoprenalin

Anschlieend wurde durch Zugabe von Isoprenalin in die Organbadkammer die kontraktile
Funktion unter Stressbedingungen untersucht. Isoprenalin kann als Agonist an B-adrenergen
Rezeptoren des Herzens die kardiale Kontraktilitdt modulieren. Es wirkt dabei stimulierend
auf das Herz, erhoht die Kontraktionskraft und fiihrt zur beschleunigten Kontraktion und
Relaxation. In den durchgefiihrten Versuchen wurde die stimulierende Wirkung des
Isoprenalins bei konstanter Kontraktionsfrequenz von 1 Hz betrachtet. Zu diesem Zweck
wurde die Kraftamplitude sowie die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs und -abfalls des
hinteren Papillarmuskels nach Stimulation mit Isoprenalin untersucht. Dafiir wurden in die
Organbadkammer nacheinander bestimmte Mengen Isoprenalin hinzu pipettiert, sodass in

der Kammer Konzentrationen von 1 nmol/l, 3 nmol/l, 10 nmol/l, 30 nmol/l, 100 nmol/I,
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300 nmol/l und 1000 nmol/l erreicht wurden. Damit sollte die Frage beantwortet werden, ob
nach B-adrenerger Rezeptor-Stimulation die Parameter der Kraftentwicklung im remote
Myokard 9-12 Tage nach Myokardinfarkt mit denen der Kontrollgruppe (sham-operierte
Wildtyp-Mause) vergleichbar sind oder ob Unterschiede bestehen.

Die generierten Messdaten von 12 Papillarmuskeln des remote Myokards nach I/R und 11
der sham-operierten Gruppe wurden bei der Auswertung beriicksichtigt. Mit zunehmender
Isoprenalinkonzentration konnten bei einigen Muskeln Extraschlige und Flimmern mit
Kontraktionen oberhalb der Stimulationsfrequenz von 1 Hz beobachtet werden. Dies
sistierte entweder spontan oder konnte erst durch Ausspiilen von Isoprenalin beendet
werden. Signale mit Extraschligen oder Flimmern konnten nicht verwertet werden, sodass
fiir manche Muskeln lediglich Daten bis beispielsweise 100 nmol/l generiert werden
konnten. In Abb. 18 ist die relative Anzahl der Papillarmuskeln mit Arrhythmien bei
zunehmender Isoprenalinkonzentration dargestellt. Vor allem die wt + I/R Gruppe zeigt bei
hoheren Isoprenalinkonzentrationen Extraschlige und Flimmern. Ab einer Konzentration
von 300 nmol/l Isoprenalin generieren 75 % der Papillarmuskeln nicht verwertbare
arrhythmische Signale. In der sham-operierten Gruppe fallen im Vergleich weniger

Papillarmuskeln mit Arrhythmien auf.
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Abb. 18: Papillarmuskeln mit Arrhythmien von Wildtyp-Méusen nach I/R und sham-OP bei B-
adrenerger Rezeptor-Stimulation mit Isoprenalin. Dargestellt ist die relative Anzahl der Papillarmuskeln
mit Arrhythmien (n) in Prozent (%) bei zunehmender Isoprenalinkonzentration (Iso) in Nanomol pro Liter
(nmol/l). Dabei wurde die Anzahl der Papillarmuskeln mit arrhythmischem Signal mit der unter basalen
Bedingungen gemessenen Papillarmuskeln ins Verhéltnis gesetzt. Verglichen wird die Anzahl der
Papillarmuskeln mit Arrhythmien von Wildtyp-Méusen 9-12 Tage nach Ischdmie und anschlieBender
Reperfusion (wt + I/R) mit denen von sham-operierten Wildtyp-M&ausen ohne myokardiale Ischdmie (wt +
sham). (n = 12 bei Iso von 0 nmol/l); wt + sham (n =11 bei Iso von 0 nmol/l).

Abb. 19 stellt die Anderung der Kraftampliude bei B-adrenerger Rezeptor-Stimulation mit
Isoprenalin dar. Es zeigt sich, dass mit zunehmender Isoprenalinkonzentration die
Kraftamplitude ansteigt. Dabei steigt die Kraftamplitude der wt + I/R und der wt + sham
Gruppe nahezu gleichartig an. Ab einer Konzentration von 300 nmol/l Isoprenalin konnte
eine Abnahme der Kraftamplitude der wt + I/R Gruppe festgestellt werden. Am ehesten ist
dies auf den Verlust von Muskel durch Flimmern und Extraschlége ab dieser Konzentration

zuriickzufiihren. Zwischen den beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied der

Kraftamplitude festgestellt werden (p = 0,61; mixed-effects analysis).
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Abb. 19: Anderung der Kraftamplitude der Papillarmuskeln von Wildtyp-M:usen nach I/R und sham-
OP unter p-adrenerger Rezeptor-Stimulation mit Isoprenalin. Aufgetragen ist die in der jeweiligen Gruppe
gemessene durchschnittliche Anderung der Kraftamplitude (AFamp) in Millinewton pro Quadratmillimeter
(mN/mm?) auf der y-Achse gegen die zunechmende Isoprenalinkonzentration (Iso) in Nanomol pro Liter
(nmol/l) auf der x-Achse. Verglichen wurde die Kraftamplitude der Papillarmuskeln von Wildtyp-Mausen 9-
12 Tage nach Ischiamie und anschlieBender Reperfusion (wt + I/R) mit denen von sham-operierten Wildtyp-
Maiusen ohne myokardiale Ischdmie (wt + sham). Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM. wt + I/R (n =12 bei
Iso von 0 nmol/l); wt + sham (n = 11 bei Iso von 0 nmol/l). Statistischer Vergleich der Gruppen mittels mixed-

effects analysis.
Die Stimulation mit Isoprenalin fiihrt auch zur Zunahme der Geschwindigkeit des
Kraftanstiegs (Abb. 20). So zeigt sich in der wt + I/R Gruppe und auch in der wt + sham
Gruppe ein beinahe konformer Anstieg der Geschwindigkeit. Die +dF/dt der wt + I/R
Gruppe nimmt ab einer Konzentration von 300 nmol/I Isoprenalin ab. Zwischen den beiden
Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied der Anderung der Geschwindigkeit des
Kraftanstiegs festgestellt werden (p = 0,64; mixed-effects analysis).
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Abb. 20: Anderung der Geschwindigkeit des Kraftanstiegs der Papillarmuskeln von Wildtyp-Miusen
nach I/R und sham-OP unter PB-adrenerger Stimulation mit Isoprenalin. Aufgetragen ist die in der
jeweiligen Gruppe gemessene durchschnittliche Anderung der Geschwindigkeit des Kraftanstiegs (A+dF/dt)
in Millinewton pro Sekunde (mN/s) geteilt durch die Querschnittsfliche des Muskels (Q) in Quadratmillimeter
(mm?) auf der y-Achse gegen die zunehmende Isoprenalinkonzentration (Iso) in Nanomol pro Liter (nmol/1)
auf der x-Achse. Verglichen wurde die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs der Papillarmuskeln von Wildtyp-
Mausen 9-12 Tage nach Ischdmie und anschlieBender Reperfusion (wt + I/R) mit denen von sham-operierten
Wildtyp-Méausen ohne myokardiale Ischdmie (wt + sham). Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM. wt + /R
(n = 12 bei Iso von 0 nmol/l); wt + sham (n = 11 bei Iso von 0 nmol/l). Statistischer Vergleich der Gruppen

mittels mixed-effects analysis.

Wie die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs nahm auch die Geschwindigkeit des Kraftabfalls
nach B-adrenerger Rezeptor-Stimulation mit Isoprenalin zu (Abb. 21). Es lieB sich
beobachten, dass die Geschwindigkeit des Kraftabfalls bei den beiden Gruppen bis
einschlieBlich 100 nmol/l nahezu gleichartig ansteigt. Danach fillt die -dF/dt der wt + I/R
Gruppe ab. Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen bestand nicht (p =
0,62; mixed-effects analysis).
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Abb. 21: Anderung der Geschwindigkeit des Kraftabfalls der Papillarmuskeln von Wildtyp-M:usen
nach I/R und sham-OP unter PB-adrenerger Stimulation mit Isoprenalin. Aufgetragen ist die in der
jeweiligen Gruppe gemessene durchschnittliche Anderung der Geschwindigkeit des Kraftabfalls (A-dF/dt) in
Millinewton pro Sekunde (mN/s) geteilt durch die Querschnittsfliche des Muskels (Q) in Quadratmillimeter
(mm?) auf der y-Achse gegen die zunehmende Isoprenalinkonzentration (Iso) in Nanomol pro Liter (nmol/l)
auf der x-Achse. Verglichen wurde die Geschwindigkeit des Kraftabfalls der Papillarmuskeln von Wildtyp-
Mausen 9-12 Tage nach Ischdmie und anschlieBender Reperfusion (wt + I/R) mit denen von sham-operierten
Wildtyp-Méusen ohne myokardiale Ischdmie (wt + sham). Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM. wt + I/R

(n = 12 bei Iso von 0 nmol/l); wt + sham (n = 11 bei Iso von 0 nmol/l). Statistischer Vergleich der Gruppen
mittels mixed-effects analysis.

Zusammenfassend ldsst sich schlieBen, dass sich die untersuchten Parameter der
Kraftentwicklung im remote Myokard 9-12 Tage nach I/R unter B-adrenerger Rezeptor-

Stimulation unverindert zeigen.

3.1.1.3 Erh6hung der Vorspannung

Im Folgenden wurde die Kraftentwicklung des remote Myokards bei zunehmender
Vorspannung untersucht. Ziel war es, durch Steigerung der Vorspannung Stress auf das
Muskelgewebe auszuiiben und den Einfluss auf die kontraktile Funktion zu beurteilen.
Hierzu wurde die Vorspannung des Papillarmuskels schrittweise auf 1 mN, 2 mN, 3 mN, 5
mN und 7 mN erhoht. Untersucht wurden die Parameter der Kraftentwicklung wie die
Kraftamplitude sowie die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs und -abfalls des
Papillarmuskels 9-12 Tage nach Myokardinfarkt und nach sham-OP.
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Es wurden die Messdaten von jeweils 11 Papillarmuskeln in beiden Gruppen ausgewertet.
Nicht alle Muskeln konnten jede Vorspannungsstufe erreichen. Denn die weitere Steigerung
der Vorspannung fiihrte zu nicht auswertbaren Signalen. Teilweise zeigten sich
arrhythmische Signale, aber auch ein kompletter Signalverlust und die Muskeln waren nicht
mehr stimulierbar. In manchen Féllen riss der Muskel bei Erhohung der Vorspannung. In
Abb. 22 ist die relative Anzahl an Papillarmuskeln mit Arrhythmien und Signalverlust bei
zunehmender Isoprenalinkonzentration dargestellt. So zeigt sich sowohl in der wt + I/R
Gruppe als auch in der wt + sham Gruppe, dass ein Grofiteil der Muskeln ab einer

Vorspannung von 7 mN arrhythmische Signale aufwies oder sich nicht mehr stimulieren
lieB3.

Papillarmuskeln mit Arrhythmien und Signalverlust

100
- wt+I/R
- wt+sham
75+
5
s
O
S 50+
>
=,
o
254
0 4 \ 4 T
1 2 3 5 7

Vorspannung [mN]

Abb. 22: Papillarmuskeln mit Arrhythmien und Signalverlust von Wildtyp-M:iusen nach I/R und sham-
OP bei zunehmender Vorspannung. Dargestellt ist die in der jeweiligen Gruppe gemessene relative Anzahl
an Papillarmuskeln mit Arrhythmien und Signalverlust (n) in Prozent (%) bei zunehmender Vorspannung in
Millinewton (mN). Dabei wurde die Anzahl an Papillarmuskeln mit arrhythmischen Signalen und Signalverlust
mit der Anzahl bei einer Vorspannung von 1 mN ins Verhéltnis gesetzt. Verglichen wird die Anzahl an
Papillarmuskeln mit Arrhythmien und Signalverlust von Wildtyp-Méusen 9-12 Tage nach Ischdmie und
anschlieBender Reperfusion (wt + I/R) mit denen von sham-operierten Wildtyp-Méusen ohne myokardiale

Ischdmie (wt + sham). wt + /R (n =11 bei 1 mN); wt + sham (n =11 bei 1 mN).

Die Kraftamplitude der Papillarmuskeln des remote Myokards 9-12 Tage nach I/R stieg
zunéchst mit zunehmender Vorspannung an (Abb. 23). Im Vergleich zur wt + sham Gruppe
stieg die Famp der wt + I/R Gruppe tendenziell nicht so stark an. Bei einer Vorspannung von

5 mN kam es zum Abfall der Kraftamplitude in beiden Gruppen. Es lieBen sich keine
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statistisch signifikanten Unterschiede zwischen wt + I/R und wt + sham feststellen (p =

0,8347; mixed-effects analysis).
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Abb. 23: Anderung der Kraftamplitude der Papillarmuskeln von Wildtyp-M:usen nach I/R und sham-
OP bei zunehmender Vorspannung. Aufgetragen ist die in der jeweiligen Gruppe gemessene
durchschnittliche Anderung der Kraftamplitude (AFamp) in Millinewton pro Quadratmillimeter (mN/mm?) auf
der y-Achse gegen die zunehmende Vorspannung des Papillarmuskels in Millinewton (mN) auf der x-Achse.
Verglichen wurde die Kraftamplitude der Papillarmuskeln von Wildtyp-Mausen 9-12 Tage nach Ischdmie und
anschlieBender Reperfusion (wt + I/R) mit denen von sham-operierten Wildtyp-Méusen ohne myokardiale
Ischamie (wt + sham). Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM. wt + I/R (n =11 bei 1 mN); wt + sham (n= 11
bei 1 mN). Statistischer Vergleich der Gruppen mittels mixed-effects analysis.

Es zeigt sich, dass die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs mit zunehmender Vorspannung in
beiden Gruppen abféllt (Abb. 24). Dabei fillt die +dF/dt des Papillarmuskels nach I/R
verglichen mit der +dF/dt nach sham-OP beinahe kongruent ab. Erst ab einer Vorspannung
von 5 mN zeigt sich ein deutlich geringerer Abfall der Geschwindigkeit des Kraftanstiegs
im remote Myokard. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen der wt + I/R und wt +

sham Gruppe lieBen sich nicht ermitteln (p = 0,55; mixed-effects analysis).
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Abb. 24: Anderung der Geschwindigkeit des Kraftanstiegs der Papillarmuskeln von Wildtyp-Miusen
nach I/R und sham-OP bei zunehmender Vorspannung. Aufgetragen ist die in der jeweiligen Gruppe
gemessene durchschnittliche Anderung der Geschwindigkeit des Kraftanstiegs (A+dF/dt) in Millinewton pro
Sekunde (mN/s) geteilt durch die Querschnittsfliche des Muskels (Q) in Quadratmillimeter (mm?) auf der y-
Achse gegen die zunehmende Vorspannung des Papillarmuskels in Millinewton (mN) auf der x-Achse.
Verglichen wurde die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs der Papillarmuskeln von Wildtyp-Mausen 9-12 Tage
nach Ischdmie und anschlieBender Reperfusion (wt + I/R) mit denen von sham-operierten Wildtyp-Méusen
ohne myokardiale Ischdmie (wt + sham). Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM. wt + I/R (n = 11 bei 1 mN);

wt + sham (n =11 bei 1 mN). Statistischer Vergleich der Gruppen mittels mixed-effects analysis.

Die Geschwindigkeit des Kraftabfalls nahm mit zunehmender Vorspannung in beiden
Gruppen ab (Abb. 25). Dabei zeigt sich im Vergleich zur wt + sham Gruppe ein tendenziell
geringerer Abfall der -dF/dt in der wt + I/R Gruppe. Statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen konnten nicht festgestellt werden (p = 0,60; mixed-effects

analysis).
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Abb. 25: Anderung der Geschwindigkeit des Kraftabfalls der Papillarmuskeln von Wildtyp-Miusen
nach I/R und sham-OP bei zunehmender Vorspannung. Aufgetragen ist die in der jeweiligen Gruppe
gemessene durchschnittliche Anderung der Geschwindigkeit des Kraftabfalls (A-dF/dt) in Millinewton pro
Sekunde (mN/s) geteilt durch die Querschnittsfliche des Muskels (Q) in Quadratmillimeter (mm?) auf der y-
Achse gegen die zunehmende Vorspannung des Papillarmuskels in Millinewton (mN) auf der x-Achse.
Verglichen wurde die Geschwindigkeit des Kraftabfalls der Papillarmuskeln von Wildtyp-Mausen 9-12 Tage
nach Ischdmie und anschlieBender Reperfusion (wt + I/R) mit denen von sham-operierten Wildtyp-Méusen
ohne myokardiale Ischdmie (wt + sham). Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM. wt + I/R (n = 11 bei 1 mN);

wt + sham (n =11 bei 1 mN). Statistischer Vergleich der Gruppen mittels mixed-effects analysis.

3.1.2 Aktive Kraftmessungen an gehduteten Muskelfasern

Die Messungen der aktiven Kraftentwicklung wurde an gehduteten Muskelfasern des
vorderen Papillarmuskels des linken Ventrikels durchgefiihrt. Hierzu wurden die
Papillarmuskeln einem Hautungsprozess unterzogen und aus ihnen Muskelfasern isoliert.
Die vorgespannte gehdutete Muskelfaser wurde anschlieBend Losungen mit
unterschiedlichem Kalziumgehalt bzw. unterschiedlichem pCa-Wert ausgesetzt und die
aktiven Krifte gemessen. Zunichst lag die Faser in Relaxationslosung (pCa 8) vor, wurde
anschlieBend mittels Aktivierungslosung mit einem pCa von 4,5 maximal aktiviert und
wieder relaxiert (pCa 8). Es folgte eine Aktivierungsreihe mit Losungen ansteigender Ca**-

Konzentrationen (pCa 5,96 / 5,85 /5,72 /5,57 / 5,37 / 5,06) bis zu einem pCa von 4,5.

Aufgrund von Problemen bei der Priparation und Fixierung in der Messapparatur konnte
nicht bei allen Muskelfasern die aktive Kraftentwicklung untersucht werden. Dies erklart die

unterschiedlichen Gruppengrof3en.
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3.1.2.1 Ca*"-Sensitivitit

Die Messung der aktiven Krifte in Losungen ansteigender Ca?*-Konzentrationen erlaubt es,
die Ca®*-Sensitivitit der Muskelfasern zu ermitteln. Auf diese Weise wurde untersucht, ob

das remote Myokard 9-12 Tage nach I/R eine verinderte Ca**-Sensitivitit aufweist.

Zur Ermittlung der Ca?*-Sensitivitidt wurden die Muskelfasern nacheinander Lésungen mit
ansteigender Ca®>*-Konzentrationen ausgesetzt, sodass eine Aktivierungsreihe entstand. Die
aktiv generierten Kréfte der Muskelfasern wurden dabei in Millinewton pro
Quadratmillimeter (mN/mm?) gemessen. Im Folgenden wurden die Krifte der
Aktivierungsreihe mit Fimax bei einem pCa von 4,5 in Bezug gesetzt. Dabei wurde Fiax als
100 % festgelegt und die Krifte der Aktivierungsreihe (bei pCa 8 / 5,96 / 5,85/ 5,72 /5,57
/5,37 / 5,06) als relative Krifte (F [%]) von 0-100 % dargestellt (Abb. 26). Als Fnax wurde
dabei immer die zweite maximale Aktivierung bei pCa 4,5 nach der Aktivierungsreihe
definiert. Dabei wurden gehdutete Muskelfasern des vorderen Papillarmuskels 9-12 Tage

nach Myokardinfarkt und nach sham-Op verwendet.

Der pCaso-Wert ist diejenige Ca**-Konzentration, bei der eine halbmaximale Kraftentfaltung
beobachtet werden kann und dient als MaB fiir eine Links- oder Rechtsverschiebung der
Kraft-Kalzium-Kurve. Beim Vergleich der pCaso-Werte der wt + I/R Gruppe mit der wt +
sham Gruppe zeigte sich ein tendenziell hoherer pCaso-Wert flir die Gruppe mit I/R,
allerdings ohne statistische Signifikanz (wt + I/R: 5,591 £ 0,04 vs. wt + sham: 5,510 £ 0,04;
p = 0,18; ungepaarter t-Test). Abb. 26 zeigt eine leichte Linksverschiebung der Kraft-
Kalzium-Kurve, was fiir eine tendenziell gesteigerte Ca*’-Sensitivitit der Muskelfasern der
wt + I/R Méuse spricht. Die Calciumsensitivitdt ist um 0,081 pCaso-Einheiten gesteigert.
Auch der Hill-Koeffizient, der die Steigung der Kurve bei halbmaximaler Kraftentfaltung
angibt, zeigte sich bei der wt + I/R Gruppe verglichen mit der wt + sham Gruppe erhoht (wt
+ sham: 4,12 £ 0,35 vs. wt + I/R: 4,86 = 1,19; p = 0,51; ungepaarter t-Test). Statistisch

signifikant war dieser Unterschied nicht.

59



Ca”"-Sensitivitit

1004

mé

= 754

> pC350:5.591

=,

< 504

<

2

()

é 254 - wt+I/R

® ¥ wt+ sham
O' T 1 1
6.5 6 5.5 5 4.5

Abb. 26: Ca?"-Sensitivitit gehiuteter Muskelfasern von Wildtyp-Miusen nach I/R und sham-OP.
Aufgetragen ist die normierte relative Kraft in Prozent im Bezug zur Maximalkraft (Fmax) von 100 % auf der
y-Achse gegen den negativ dekadischen Logarithmus der Kalziumkonzentration in der vorliegenden Losung
(pCa) auf der x-Achse. Eine sigmoidale Kraft-Kalzium-Kurve entsteht. Verglichen wurden die aktiven Kréfte
gehduteter Muskelfasern des Myokards von Wildtyp-Méusen 9-12 Tage nach Ischdmie und anschlieBender
Reperfusion (wt + I/R) mit denen von sham-operierten Wildtyp-Mausen ohne myokardiale Ischdmie (wt +
sham). Es zeigt sich eine leichte Linksverschiebung der Kraft-Kalzium-Kurve der wt + I/R Gruppe mit nicht
signifikant erhdhtem pCaso-Wert von 5,591 £ 0,04 der wt + I/R Gruppe im Vergleich zur wt + sham Gruppe
mit einem pCaso-Wert von 5,510 + 0,04 (p = 0,18; ungepaarter t-Test). pCaso-Differenz von 0,081. Dargestellt
sind die Mittelwerte = SEM. wt + I/R (n = 10); wt + sham (n = 12).

3.1.2.2 Maximale aktive Kraftentwicklung

Die maximal entwickelte aktive Kraft (Fmax) in mN/mm? der Muskelfasern wurde bei einem
pCa von 4,5 erreicht. Berticksichtigt wurde hier lediglich die zweite maximale Aktivierung
der Fasern am Ende einer Aktivierungsreihe. Die Ergebnisse werden als Mittelwerte + SEM

angegeben und sind in Abb. 27 dargestellt.

Die Fmax der wt + I/R Gruppe zeigte sich im Vergleich zur wt + sham Gruppe tendenziell
leicht erhdht. So erreichten die wt + I/R Gruppe im Mittel eine Fmax von 30 £ 6 mN/mm?. In
der wt + sham Gruppe ergab sich eine niedrigere Fmax von 26 +£6 mN/mm? Dieser

Unterschied war jedoch nicht signifikant (p = 0,68; ungepaarter t-Test).
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Abb. 27: Maximale aktive Kraftentwicklung gehiiuteter Muskelfasern von Wildtyp-Miusen nach I/R
und sham-OP. Das Sadulendiagramm zeigt die in der jeweiligen Gruppe gemessene maximal entwickelte aktive
Kraft (Fimay) in Millinewton pro Quadratmillimeter (mN/mm?) von gehiuteten Muskelfasern, die bei einem pCa
von 4,5 gemessen wurde. Verglichen wurde die Fnax gehduteter Muskelfasern des Myokards von Wildtyp-
Mausen 9-12 Tage nach Ischdmie und anschlieBender Reperfusion (wt + I/R) mit der von sham-operierten
Wildtyp-Méusen ohne myokardiale Ischdmie (wt + sham). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. wt + /R
(n=10); wt + sham (n = 12). Statistischer Vergleich der Gruppen mittels ungepaarten t-Tests.

3.1.3 Passive Kraftmessungen an gehduteten Muskelfasern

Um herauszufinden, ob ein Myokardinfarkt Einfluss auf die passive Steifigkeit des remote
Myokards hat, wurden Messungen der passiven Kraft an gehduteten Muskelfasern
durchgefiihrt. Dafiir wurden Muskelfasern des vorderen Papillarmuskels von Méusen 9-12
Tage nach I/R und von sham-operierten Mdusen ohne I/R untersucht. Die Messungen
wurden unter Relaxationsbedingungen durchgefiihrt. Die Muskelfaser lag dabei in
Relaxationslosung mit BDM vor und wurde in fiinf Dehnungsschritten auf 150 % der
Ausgangsldnge gedehnt. Die Ruhesarkomerldnge wurde als Ausgangsliange festgelegt. Jede
Faserlinge wurde dabei fiir 10 Sekunden aufrechterhalten. Die generierten Krifte wurden

am Ende jedes Dehnungsschrittes abgelesen.

Wie auch bei der Messung der aktiven Kraftentwicklung resultieren die unterschiedlichen
GruppengroBBen daraus, dass Préparation und Fixierung in der Messapparatur misslangen

und Daten fiir die passive Kraftentwicklung nicht generiert werden konnten.

Die passive Kraft der wt + I/R Gruppe zeigte sich im Vergleich zur wt + sham Gruppe
tendenziell erhoht (Abb. 28). Dabei zeigte sich die passive Kraft der wt + I/R Gruppe nicht

iiber den gesamten Kurvenverlauf erhdht, sondern stieg erst mit zunehmender Faserdehnung
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an. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden (p = 0,13; two-
way ANOVA). Zusammenfassend zeigte sich eine nicht signifikant erhohte passive

Steifigkeit des remote Myokards.
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Abb. 28: Passive Kraftentwicklung gehiuteter Muskelfasern von Wildtyp-Méusen nach I/R und sham-
OP. Aufgetragen ist die in der jeweiligen Gruppe gemessene durchschnittliche passive Kraft in Millinewton
pro Quadratmillimeter (mN/mm?) auf der y-Achse gegen die Dehnung der Muskelfaser in Prozent (%) auf der
x-Achse. Verglichen wurden die passiven Kréfte gehduteter Muskelfasern des Myokards von Wildtyp-Méausen
9-12 Tage nach Ischdmie und anschlieBender Reperfusion (wt + I/R) mit denen von sham-operierten Wildtyp-
Mausen ohne myokardiale Ischdmie (wt + sham). Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM. wt + I/R (n = 11);
wt + sham (n = 14). Statistischer Vergleich der Gruppen mittels two-way ANOVA.

3.2 Diabetisches Myokard

Die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe von Tiermodellen untersucht.
Hierzu wurden homozygote Leptinrezeptor-defiziente db/db-Miuse mit heterozygoten db/+-
Maiusen im Alter von 10-12 Wochen verglichen. Die db/db-Maiuse sind ein etablierteres
Tiermodell fiir den Diabetes mellitus Typ 2 (siehe Kapitel 1.5.3). Die db/+-Maiuse dienten
als Kontrollgruppe.

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der zuvor beschriebenen Versuche dargelegt werden.
Dafiir werden diese graphisch mittels x-y-Koordinatensystem dargestellt. Dabei ergibt sich
jeder Kurvenpunkt aus dem Mittelwert der entsprechenden Einzelwerte. Die Fehlerbalken

dienen der Darstellung des Standardfehlers der Mittelwerte. Die Anzahl an gemessenen
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Muskeln (Organbadmessungen) und der gemessenen Fasern (Messungen der aktiven und

passiven Kraftentwicklung) wird mit n angegeben.

3.2.1 Kraftmessungen isolierter Papillarmuskeln am Organbad

3.2.1.1 Basale Bedingungen

Zur Untersuchung der Kontraktilitit des diabetischen Myokards wurden Versuche am
Organbad durchgefiihrt. Dafiir wurde der hintere Papillarmuskel des linken Ventrikels
isoliert, prépariert und in einer mit Néhrlosung gefiillten Organbadkammer eingebracht.
Durch elektrische Stimulation wurde der Papillarmuskel zur Kontraktion angeregt. Auf diese
Weise konnte das Kontraktionsverhalten im diabetischen Myokard von Méusen zunichst
unter basalen Bedingungen untersucht werden. Zum Vergleich dienten Maiuse ohne
diabetische Stoffwechsellage. Untersucht wurde die Kraftamplitude, die Geschwindigkeit

des Kraftanstiegs und -abfalls bei konstanter Kontraktionsfrequenz von 1 Hz.

Auch bei der db/db und der db/+-Gruppe konnten nicht alle im Organbad untersuchten
Papillarmuskeln bei der Analyse beriicksichtigt werden, sodass unterschiedliche
GruppengroBBen entstanden. Grund waren auch hier Probleme bei der Préparation und

Fixierung in der Organbadkammer. Zudem lieBen sich manche Muskeln nicht stimulieren.

Die Kraftamplitude der db/db-Gruppe zeigte sich im Vergleich mit der db/+-Gruppe
signifikant erhoht (p = 0,0193%*; ungepaarter t-Test). Dabei ist die relative Kraftamplitude
des hinteren Papillarmuskels diabetischer Mause um 186 + 73 % erhoht (Abb. 29).
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Abb. 29: Relative Kraftamplitude der Papillarmuskeln diabetischer (db/db) und nicht-diabetischer
(db/+) Miuse unter basalen Bedingungen. Das Siulendiagramm zeigt die in der jeweiligen Gruppe
gemessene durchschnittliche Kraftamplitude (Famp) in Prozent (%) unter basalen Bedingungen. Verglichen
wurde die Kraftamplitude der Papillarmuskeln diabetischer (db/db) und nicht-diabetischer (db/+) Mause. Die
Kraftamplitude ist normiert auf die durchschnittliche Kraftamplitude der db/+-Gruppe unter basalen
Bedingungen. Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM. db/db (n = 12); db/+ (n = 10). Statistische Signifikanz

ist mit einem Stern markiert. * entspricht p-Wert < 0,05. Statistischer Vergleich der Gruppen mittels
ungepaarten t-Tests.

Auch die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs zeigte sich bei der db/db-Gruppe im Vergleich
zur db/+-Gruppe signifikant erhoht (p = 0,0301%; ungepaarter t-Test). Die relative

Geschwindigkeit des Kraftanstiegs der Papillarmuskeln diabetischer Miuse ist dabei um 173
+ 74 % erhoht (Abb. 30).
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Abb. 30: Relative Geschwindigkeit des Kraftanstiegs der Papillarmuskeln diabetischer (db/db) und
nicht-diabetischer (db/+) Méuse unter basalen Bedingungen. Das Siulendiagramm zeigt die in der
jeweiligen Gruppe gemessene durchschnittliche Geschwindigkeit des Kraftanstiegs (+dF/dt) in Prozent (%)
unter basalen Bedingungen. Verglichen wurde die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs der Papillarmuskeln
diabetischer (db/db) und nicht-diabetischer (db/+) Méuse. Die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs ist normiert
auf die durchschnittliche Geschwindigkeit des Kraftanstiegs der db/+-Gruppe unter basalen Bedingungen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. db/db (n = 12); db/+ (n = 10). Statistische Signifikanz ist mit einem
Stern markiert. * entspricht p-Wert < 0,05. Statistischer Vergleich der Gruppen mittels ungepaarten t-Tests.

Beim Vergleich der Geschwindigkeit des Kraftabfalls der beiden Gruppen fiel eine erhdhte
-dF/dt der db/db-Gruppe auf. Die Geschwindigkeit des Kraftabfalls der Papillarmuskeln der
db/db-Maiuse war verglichen mit der der db/+-Miuse um 201 + 76 % signifikant erhoht (p
=0,0157*; ungepaarter t-Test) (Abb. 31).
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Abb. 31: Relative Geschwindigkeit des Kraftabfalls der Papillarmuskeln diabetischer (db/db) und nicht-
diabetischer (db/+) Miuse unter basalen Bedingungen. Das Séulendiagramm zeigt die in der jeweiligen
Gruppe gemessene durchschnittliche Geschwindigkeit des Kraftabfalls (-dF/dt) in Prozent (%) unter basalen
Bedingungen. Verglichen wurde die Geschwindigkeit des Kraftabfalls der Papillarmuskeln diabetischer
(db/db) und nicht-diabetischer (db/+) Miuse. Die Geschwindigkeit des Kraftabfalls ist normiert auf die
durchschnittliche Geschwindigkeit des Kraftabfalls der db/4+-Gruppe unter basalen Bedingungen. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SEM. db/db (n = 12); db/+ (n = 10). Statistische Signifikanz ist mit einem Stern markiert.
* entspricht p-Wert < 0,05. Statistischer Vergleich der Gruppen mittels ungepaarten t-Tests.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass sowohl die Kraftamplitude als auch die
Geschwindigkeit des Kraftanstiegs und -abfalls des diabetischen Myokards unter basalen

Bedingungen erhoht ausfallen. AnschlieBend sollte daher die kontraktile Funktion des

diabetischen Myokards unter Stressbedingungen untersucht werden.

3.2.1.2 p-adrenerge Rezeptor-Stimulation mit Isoprenalin

Im Folgenden wurde das Kontraktionsverhalten des diabetischen Myokards bei -adrenerger
Rezeptor-Stimulation mit Isoprenalin untersucht (siehe Kapitel 3.1.1.2). Hierzu wurden die
Kraftamplitude sowie die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs und -abfalls des hinteren
Papillarmuskels bei zunehmender Isoprenalinkonzentration von 1 nmol/l, 3 nmol/l, 10
nmol/l, 30 nmol/I, 100 nmol/l, 300 nmol/l und 1000 nmol/l gemessen. Damit sollte die Frage
beantwortet werden, ob nach p-adrenerger Rezeptor-Stimulation die Parameter der
Kraftentwicklung im diabetischen Myokard sich von denen der nicht-diabetischen

Kontrollgruppe (db/+) unterscheiden oder ob diese vergleichbar sind.

Die generierten Messdaten von 12 Papillarmuskeln der db/db-Gruppe und 10 der db/+-
Gruppe wurden bei der Auswertung beriicksichtigt. Auch bei diesen beiden Gruppen

66



konnten Flimmern und Extraschlége bei zunehmender Isoprenalinkonzentration beobachtet
werden (siehe Kapitel 3.1.1.2). Diese Signale konnten nicht verwertet werden. In Abb. 32
ist die relative Anzahl der Papillarmuskeln mit Arrhythmien bei zunehmender
Isoprenalinkonzentration dargestellt. Bei den db/db und db/+-Médusen zeigt eine

vergleichbare Anzahl an Papillarmuskeln arrhythmische Signale unter Stimulation mit

Isoprenalin.
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Abb. 32: Papillarmuskeln mit Arrhythmien diabetischer (db/db) und nicht-diabetischer (db/+) Miiuse
bei P-adrenerger Rezeptor-Stimulation mit Isoprenalin. Dargestellt ist die relative Anzahl der
Papillarmuskeln mit Arrhythmien (n) in Prozent (%) bei zunehmender Isoprenalinkonzentration (Iso) in
Nanomol pro Liter (nmol/l). Dabei wurde die Anzahl der Papillarmuskeln mit arrhythmischem Signal mit der
unter basalen Bedingungen gemessenen Papillarmuskeln ins Verhéltnis gesetzt. Verglichen wird die Anzahl
der Papillarmuskeln mit Arrhythmien diabetischer (db/db) und nicht-diabetischer (db/+) Méuse. db/db (n = 12
bei Iso von 0 nmol/1); db/+ (n = 10 bei Iso von 0 nmol/l).

Die Kraftamplitude der diabetischen und nicht-diabetischen Papillarmuskeln steigt mit
zunehmender Isoprenalinkonzentration an (Abb. 33). Die Kraftamplitude der db/db-Gruppe

nimmt dabei wesentlich stirker zu als die der db/+-Gruppe. Es besteht ein statistisch

signifikanter Unterschied der Kraftamplitude zwischen db/db und db/+ (p = 0.0091*%*;

mixed-effects analysis).
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Abb. 33: Anderung der Kraftamplitude der Papillarmuskeln diabetischer (db/db) und nicht-
diabetischer (db/+) Méuse unter f-adrenerger Rezeptor-Stimulation mit Isoprenalin. Aufgetragen ist die
in der jeweiligen Gruppe gemessene durchschnittliche Anderung der Kraftamplitude (AFamp) in Millinewton
pro Quadratmillimeter (mN/mm?) auf der y-Achse gegen die zunehmende Isoprenalinkonzentration (Iso) in
Nanomol pro Liter (nmol/l) auf der x-Achse. Verglichen wurde die Kraftamplitude der Papillarmuskeln
diabetischer (db/db) und nicht-diabetischer (db/+) Miuse. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM. db/db (n =
12 bei Iso von 0 nmol/l); db/+ (n = 10 bei Iso von 0 nmol/l). Statistische Signifikanz ist mit einem Stern

markiert. ** entspricht p-Wert < 0.01. Statistischer Vergleich der Gruppen mittels mixed-effects analysis.
Die Stimulation mittels Isoprenalin hat zudem Einfluss auf die Geschwindigkeit des
Kraftanstiegs und so nimmt diese sowohl in der db/db als auch in der db/+-Gruppe zu (Abb.
34). Die +dF/dt von Papillarmuskeln der db/db-Gruppe steigt dabei stirker an als die der
db/+-Gruppe. Es besteht ein statistisch signifikanter Unterschied der Geschwindigkeit des
Kraftanstiegs zwischen db/db und db/+ (p = 0,0069**; mixed-effects analysis).
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Abb. 34: Anderung der Geschwindigkeit des Kraftanstiegs der Papillarmuskeln diabetischer (db/db)
und nicht-diabetischer (db/+) Miuse unter B-adrenerger Rezeptor-Stimulation mit Isoprenalin.
Aufgetragen ist die in der jeweiligen Gruppe gemessene durchschnittliche Anderung der Geschwindigkeit des
Kraftanstiegs (A+dF/dt) in Millinewton pro Sekunde (mN/s) geteilt durch die Querschnittsfliche des Muskels
(Q) in Quadratmillimeter (mm?) auf der y-Achse gegen die zunehmende Isoprenalinkonzentration (Iso) in
Nanomol pro Liter (nmol/l) auf der x-Achse. Verglichen wurde die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs der
Papillarmuskeln diabetischer (db/db) und nicht-diabetischer (db/+) Miuse. Dargestellt sind die Mittelwerte =
SEM. db/db (n = 12 bei Iso von 0 nmol/l); db/+ (n = 10 bei Iso von 0 nmol/l). Statistische Signifikanz ist mit
einem Stern markiert. ** entspricht p-Wert < 0.01. Statistischer Vergleich der Gruppen mittels mixed-effects

analysis.

Wie die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs steigt auch die Geschwindigkeit des Kraftabfalls
nach B-adrenerger Rezeptor-Stimulation mit Isoprenalin in der db/db und der db/+-Gruppe
an (Abb. 35). Dabei steigt die -dF/dt von Papillarmuskeln der db/db-Méduse im Vergleich zur
-dF/dt von Papillarmuskeln der db/+ wesentlich stirker an. Zwischen db/db und db/+-
Gruppe besteht ein statistisch signifikanter Unterschied in der Anderung der
Geschwindigkeit des Kraftabfalls (p = 0,0036**; mixed-effects analysis).
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Abb. 35: Anderung der Geschwindigkeit des Kraftabfalls der Papillarmuskeln diabetischer (db/db) und
nicht-diabetischer (db/+) Méuse unter p-adrenerger Rezeptor-Stimulation mit Isoprenalin. Aufgetragen
ist die in der jeweiligen Gruppe gemessene durchschnittliche Anderung der Geschwindigkeit des Kraftabfalls
(A-dF/dt) in Millinewton pro Sekunde (mN/s) geteilt durch die Querschnittsfliche des Muskels (Q) in
Quadratmillimeter (mm?) auf der y-Achse gegen die zunehmende Isoprenalinkonzentration (Iso) in Nanomol
pro Liter (nmol/l) auf der x-Achse. Verglichen wurde die Geschwindigkeit des Kraftabfalls der
Papillarmuskeln diabetischer (db/db) und nicht-diabetischer (db/+) Miuse. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM. db/db (n = 12 bei Iso von 0 nmol/l); db/+ (n = 10 bei Iso von 0 nmol/l). Statistische Signifikanz ist mit
einem Stern markiert. ** entspricht p-Wert < 0.01. Statistischer Vergleich der Gruppen mittels mixed-effects
analysis.

Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass die db/db-Miuse verglichen mit den db/+-
Miusen ein stirkeres Ansprechen auf ansteigende Isoprenalinkonzentrationen zeigen.

Dieses Ergebnis war fiir die Kraftamplitude, die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs und -

abfalls statistisch signifikant.

3.2.1.3 Erhohung der Vorspannung

Anschliefend wurde die Kraftentwicklung des diabetischen Myokards bei zunehmender
Vorspannung untersucht. Hierzu wurde die Vorspannung des Papillarmuskels schrittweise
auf 1 mN, 2 mN, 3 mN, 5 mN, und 7 mN erhoéht. Untersucht wurden die Parameter der
Kraftentwicklung wie die Kraftamplitude, die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs und des
Kraftabfalls von Papillarmuskeln der db/db und db/+-Gruppe.

Die Messdaten von 11 Papillarmuskeln der db/db und 9 der db/+-Gruppe wurden

ausgewertet. Die zunehmende Steigerung der Vorspannung fiihrte teilweise zu nicht
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auswertbaren Signalen und so konnten nicht flir jede Vorspannungsstufe Messdaten
generiert werden. Auch hier waren arrhythmische Signale und komplette Signalverluste
mitunter durch Abriss des Muskels ursdchlich. In Abb. 36 ist die relative Anzahl an
Papillarmuskeln ~ mit  Arrhythmien  und  Signalverlust bei  zunehmender
Isoprenalinkonzentration dargestellt. Sowohl bei der db/db als auch bei der db/+-Gruppe
treten bei zunehmender Vorspannung arrhythmische Signale auf oder die Muskeln lassen

sich nicht mehr stimulieren.
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Abb. 36: Papillarmuskeln mit Arrhythmien und Signalverlust diabetischer (db/db) und nicht-
diabetischer (db/+) Méuse bei zunehmender Vorspannung. Dargestellt ist die in der jeweiligen Gruppe
gemessene relative Anzahl an Papillarmuskeln mit Arrhythmien und Signalverlust (n) in Prozent (%) bei
zunehmender Vorspannung in Millinewton (mN). Dabei wurde die Anzahl an Papillarmuskeln mit
arrhythmischen Signalen und Signalverlust mit der Anzahl bei einer Vorspannung von 1 mN ins Verhéltnis
gesetzt. Verglichen wird die Anzahl an Papillarmuskeln mit Arrhythmien und Signalverlust diabetischer

(db/db) und nicht-diabetischer (db/+) Mause. db/db (n = 11 bei 1 mN); db/+ (n = 9 bei 1 mN).

Es lasst sich feststellen, dass sowohl die Kraftamplitude des diabetischen Myokards als auch
des nicht-diabetischen Myokards mit zunehmender Vorspannung abfiel (Abb. 37). Im
Vergleich zur db/+-Gruppe zeigten die Papillarmuskeln der db/db-Gruppe einen tendenziell
starkeren Abfall der Famp. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen db/db und
db/+-Gruppe (p = 0,26; mixed-effects analysis).
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Abb. 37: Anderung der Kraftamplitude der Papillarmuskeln diabetischer (db/db) und nicht-
diabetischer (db/+) Méuse bei zunehmender Vorspannung. Aufgetragen ist die in der jeweiligen Gruppe
gemessene durchschnittliche Anderung der Kraftamplitude (AFamp) in Millinewton pro Quadratmillimeter
(mN/mm?) auf der y-Achse gegen die zunehmende Vorspannung des Papillarmuskels in Millinewton (mN) auf
der x-Achse. Verglichen wurde die Kraftamplitude der Papillarmuskeln diabetischer (db/db) und nicht-
diabetischer (db/+) Méuse. Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM. db/db (n = 11 bei 1 mN); db/+ (n =9 bei

1 mN). Statistischer Vergleich der Gruppen mittels mixed-effects analysis.

Wie die Kraftamplitude fiel auch die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs bei zunehmender
Vorspannung ab (Abb. 38). Verglichen mit der db/+-Gruppe fiel die +dF/dt der
Papillarmuskeln der db/db-Gruppe tendenziell stirker ab. Ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen beiden Gruppen ergab sich nicht (p = 0,10; mixed-effects analysis).
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Abb. 38: Anderung der Geschwindigkeit des Kraftanstiegs der Papillarmuskeln diabetischer (db/db)
und nicht-diabetischer (db/+) Miiuse bei zunehmender Vorspannung. Aufgetragen ist die in der jeweiligen
Gruppe gemessene durchschnittliche Anderung der Geschwindigkeit des Kraftanstiegs (A+dF/dt) in
Millinewton pro Sekunde (mN/s) geteilt durch die Querschnittsfliche des Muskels (Q) in Quadratmillimeter
(mm?) auf der y-Achse gegen die zunechmende Vorspannung des Papillarmuskels in Millinewton (mN) auf der
x-Achse. Verglichen wurde die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs der Papillarmuskeln diabetischer (db/db)
und nicht-diabetischer (db/+) Méause. Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM. db/db (n =11 bei 1 mN); db/+

(n =9 bei 1 mN). Statistischer Vergleich der Gruppen mittels mixed-effects analysis.
Es konnte beobachtet werden, dass durch Erhohung der Vorspannung die Geschwindigkeit
des Kraftabfalls in der db/db und in der db/+-Gruppe abfillt (Abb. 39). Dabei zeigt sich ein
stairkerer Abfall der -dF/dt der Papillarmuskeln der Maiuse mit diabetischer
Stoffwechsellage. Es besteht ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen db/db und
db/+-Gruppe beziiglich der Geschwindigkeit des Kraftabfalls (p = 0,0493*; mixed-effects

analysis).
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Abb. 39: Anderung der Geschwindigkeit des Kraftabfalls der Papillarmuskeln diabetischer (db/db) und
nicht-diabetischer (db/+) Miuse bei zunehmender Vorspannung. Aufgetragen ist die in der jeweiligen
Gruppe gemessene durchschnittliche Anderung der Geschwindigkeit des Kraftabfalls (A-dF/dt) in Millinewton
pro Sekunde (mN/s) geteilt durch die Querschnittsfliche des Muskels (Q) in Quadratmillimeter (mm?) auf der
y-Achse gegen die zunehmende Vorspannung des Papillarmuskels in Millinewton (mN) auf der x-Achse.
Verglichen wurde die Geschwindigkeit des Kraftabfalls der Papillarmuskeln diabetischer (db/db) und nicht-
diabetischer (db/+) Méuse. Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM. db/db (n = 11 bei 1 mN); db/+ (n =9 bei
1 mN). Statistischer Vergleich der Gruppen mittels mixed-effects analysis.

3.2.2 Aktive Kraftmessungen an gehduteten Muskelfasern

Analog zu den Versuchen am Wildtyp-Herzen wurde auch die aktive Kraftentwicklung der
db/db und db/+-Gruppe untersucht (siehe Kapitel 3.1.2). Dazu wurde die gehéutete
Muskelfaser Losungen mit unterschiedlichem Kalziumgehalt bzw. unterschiedlichem pCa-

Wert ausgesetzt und die aktiven Kréifte gemessen.

Auch bei der db/db und db/+-Gruppe fiihrten Schwierigkeiten bei der Priparation und
Fixierung in der Messapparatur dazu, dass fiir manche Muskeln keine Daten erhoben werden

konnten.

3.2.2.1 Ca**-Sensitivitit

In den vorherigen Versuchen am Organbad hat sich bereits herausgestellt, dass das
diabetische Myokard bei Stimulation mit Isoprenalin ein stirkeres Ansprechen auf die -
adrenerge Rezeptor-Stimulation mit Isoprenalin zeigt (siche Kapitel 3.2.1.2). Ein Grund

dafiir konnte eine gesteigerte Sensitivitit der Myofilamente fiir Kalzium sein, weshalb diese
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im Folgenden untersucht wurde. Die Messung der aktiven Krifte in Losungen ansteigender
Ca”"-Konzentrationen erlaubt es, die Ca®*-Sensitivitit der Muskelfasern zu ermitteln. Auf
diese Weise wurde untersucht, ob das diabetische Myokard eine veréinderte Ca®"-Sensitivitit

aufwelist.

Zur Ermittlung der Ca**-Sensitivitit wurden die Muskelfasern nacheinander Losungen mit
ansteigender Ca®*-Konzentrationen ausgesetzt, sodass eine Aktivierungsreihe entstand. Die
aktiv generierten Krifte der Muskelfasern wurden dabei in mN/mm? gemessen. Im
Folgenden wurden die Kréfte der Aktivierungsreihe mit Fiax bei einem pCa von 4,5 in Bezug
gesetzt. Dabei wurde Fmax als 100 % festgelegt und die Kréfte der Aktivierungsreihe (bei
pCa 8 /596 /5,85 /5,72 /5,57 /5,37 / 5,06) als relative Kréfte (F [%]) von 0-100 %
dargestellt (Abb. 40). Als Fnax wurde dabei immer die zweite maximale Aktivierung bei pCa
4,5 nach der Aktivierungsreihe definiert. Verwendet wurden gehdutete Muskelfasern des

vorderen Papillarmuskels aus db/db und db/+-Méuseherzen.

Der Vergleich zeigte eine unterschiedliche Ca**-Sensitivitit gehduteter Muskelfasern der
db/db und db/+-Gruppe. Es fiel eine deutliche Linksverschiebung der Kraft-Kalzium-Kurve
der db/db-Gruppe im Vergleich zur db/+-Gruppe auf (Abb. 40). Die db/db-Gruppe zeigte
signifikant hohere pCaso-Werte (db/db: 5,529 + 0,03 vs. db/+: 5,386 + 0,03; p = 0,0041*%*;
ungepaarter t-Test). Dies l4sst auf eine hohere Ca**-Sensitivitit der Muskelfasern der db/db-

Tiere schliefen. Die Differenz der pCaso-Werte betrug 0,14.

Der Hill-Koeffizient der db/db-Gruppe war niedriger als der der db/+-Gruppe (db/db: 2,73
+ 0,22 vs. db/+: 3,28 + 0,37; p = 0,21; ungepaarter t-Test). Dieses Ergebnis war allerdings
nicht signifikant.
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Abb. 40: Ca**-Sensitivitit gehiuteter Muskelfasern von Miusen mit diabetischer (db/db) und ohne
diabetische Stoffwechsellage (db/+). Aufgetragen ist die in der jeweiligen Gruppe gemessene aktive relative
Kraft in Prozent (%) im Bezug zur Maximalkraft (Fimax) von 100 % bei einem pCa von 4,5 auf der y-Achse
gegen den negativ dekadischen Logarithmus der Kalziumkonzentration in der vorliegenden Lésung (pCa) auf
der x-Achse. Eine sigmoidale Kraft-Kalzium-Kurve entsteht. Verglichen wurden die aktiven Krifte gehéduteter
Muskelfasern des Myokards von Miausen mit diabetischer (db/db) und ohne diabetische Stoffwechsellage
(db/+). Es zeigt sich eine Linksverschiebung der Kraft-Kalzium-Kurve der db/db-Gruppe mit signifikant
erhohtem pCaso-Wert von 5,529 + 0,03 im Vergleich zu db/+-Gruppe mit einem pCaso-Wert von 5,386 = 0,03

(p = 0,0041**; ungepaarter t-Test). pCaso-Differenz von 0,14. Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM. db/db
(n=13); db/+ (n=12).

3.2.2.2 Maximale aktive Kraftentwicklung

Die maximal entwickelte aktive Kraft (Fmax) in mN/mm? der Muskelfasern wurde bei einem
pCa von 4,5 erreicht. Berticksichtigt wurde hier lediglich die zweite maximale Aktivierung
der Fasern am Ende einer Aktivierungsreihe. Die Ergebnisse werden als Mittelwerte + SEM

angegeben und sind in Abb. 41 dargestellt.

Der Vergleich von Fnax der db/db und db/+-Méuse ergab keinen signifikanten Unterschied
(db/db: 20 + 4 mN/mm? vs. db/+: 21 £+ 4 mN/mm?; p = 0,90; ungepaarter t-Test).
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Abb. 41: Maximale aktive Kraftentwicklung gehiuteter Muskelfasern diabetischer (db/db) und nicht-
diabetischer (db/+) Miuse. Das Sdulendiagramm zeigt die in der jeweiligen Gruppe gemessene maximal
entwickelte aktive Kraft (Fmax) in Millinewton pro Quadratmillimeter (mN/mm?) von gehéuteten Muskelfasern,
die bei einem pCa von 4,5 gemessen wurde. Verglichen wurde die Fn.x diabetischer (db/db) und nicht-
diabetischer (db/+) gehéduteter Muskelfasern des Myokards. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. db/db (n
= 13); db/+ (n = 12). Statistischer Vergleich der Gruppen mittels ungepaarten t-Tests.

3.2.3 Passive Kraftmessungen an gehduteten Muskelfasern

Um herauszufinden, ob der Diabetes Einfluss auf die passive Steifigkeit des Myokards hat,
wurden Messungen der passiven Kraft an gehduteten Muskelfasern durchgefiihrt. Dafiir
wurden Muskelfasern des vorderen Papillarmuskels von Tieren mit (db/db) und ohne
diabetische Stoffwechsellage (db/+) untersucht. Die Messungen erfolgten analog zu den

Versuchen am Wildtyp-Herzen (siehe Kapitel 3.1.3).

Wie auch bei der Messung der aktiven Kraftentwicklung resultieren die unterschiedlichen
GruppengroBen daraus, dass Prédparation und Fixierung in der Messapparatur misslangen

und Daten fiir die passive Kraftentwicklung nicht generiert werden konnten.

Es konnte beobachtet werden, dass die passive Kraft der Fasern der db/db-Gruppe
vergleichbar mit der der db/+-Gruppe ist. Dabei zeigte Abb. 42 einen anndhernd gleichen
Kurvenverlauf der passiven Kraftentwicklung fiir die beiden Gruppen in Abhéngigkeit der
Faserdehnung. Es lag kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen vor (p = 0,88; two-way ANOVA). Zusammenfassend zeigt sich die passive
Steifigkeit gehduteter Muskelfasern der db/db-Gruppe unverédndert.
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Abb. 42: Passive Kraftentwicklung gehiuteter Muskelfasern von Miusen mit (db/db) und ohne
diabetische Stoffwechsellage (db/+). Aufgetragen ist die in der jeweiligen Gruppe gemessene
durchschnittliche passive Kraft in Millinewton pro Quadratmillimeter (mN/mm?) auf der y-Achse gegen die
Dehnung der Muskelfaser in Prozent (%) auf der x-Achse. Verglichen wurden die passiven Kréfte gehduteter
Muskelfasern des Myokards von Miusen mit diabetischer (db/db) und ohne diabetische Stoffwechsellage
(db/+). Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM. db/db (n = 16); db/+ (n = 15). Statistischer Vergleich mittels
two-way ANOVA.

78



4 Diskussion

Im Folgenden werden die erzielten Ergebnisse kurz zusammengefasst und diskutiert.
AnschlieBend werden die verwendeten Tiermodelle sowie Methoden kritisch beurteilt.
Abschliefend werden Schlussfolgerungen abgeleitet und ein Ausblick fiir mogliche

zukiinftige Forschungsthemen gegeben.

4.1 remote Myokard nach I/R

Nach einem Myokardinfarkt kommt es zu Umbauprozessen im Myokard (Remodeling), die
nicht nur das infarzierte Gewebe betreffen, sondern auch den nicht-ischdmischen Bereich,
das remote Myokard (39). Der Prozess des Remodelings kann negative Auswirkungen auf
die Herzleistung haben und zur Funktionseinschrinkung fithren (39, 40). Bislang wurde das
remote Myokard nur unzureichend untersucht, obwohl es eine zentrale Rolle fiir das
Uberleben des Organismus nach MI spielt und bereits in der frithen Phase nach I/R

funktionell beeintrichtigt ist (47, 125).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob sich die Funktion des remote Myokards im
weiteren Verlauf erholt. Dazu wurde an isolierten Papillarmuskeln aus Méauseherzen 9-12
Tage nach einstiindigem LAD-Verschluss die myokardiale Kraftentwicklung des remote
Myokards analysiert. Dabei zeigte sich die Kraftamplitude sowie die Geschwindigkeit des
Kraftanstiegs und -abfalls unter basalen Bedingungen im Vergleich zur Kontrollgruppe
unverandert. Auch nach B-adrenerger Rezeptor-Stimulation mit Isoprenalin und nach
Erhohung der Vorspannung zeigten sich die Parameter der Kraftentwicklung im remote
Myokard 9-12 Tage nach I/R unveriindert. Bei Messung der Ca®"-Sensitivitit an gehiuteten
Muskelfasern zeigte sich eine leichte Linksverschiebung der Kraft-Kalzium-Kurve mit
tendenziell erhohtem, aber nicht signifikant verandertem pCaso-Wert der wt + I/R Gruppe.
Auch die maximale aktive Kraftentwicklung zeigte sich statistisch nicht signifikant
verdndert, aber fiel tendenziell leicht erhoht aus. Die passive Steifigkeit des remote

Myokards zeigte sich nicht signifikant erhoht.

4.1.1 Unveranderte Kontraktilitit des remote Myokards nach I/R

9-12 Tage nach I/R stellte sich die vom remote Myokard generierte Kraft unter basalen
Bedingungen unveridndert dar. Gemessen wurde dabei die kontraktile Funktion des hinteren

Papillarmuskels des linken Ventrikels im Organbad.
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Es hat sich bereits gezeigt, dass die kontraktile Funktion des remote Myokards in der frithen
Phase nach MI bei der Maus reduziert ist. So konnte in einer in vitro Messung an
Maiusepapillarmuskeln 24 h nach I/R, sprich in der Frithphase nach MI, eine tendenziell
geringere Kraftentwicklung des remote Myokards beobachtet werden. Dabei wurde die
Stimulationsfrequenz im Organbad schrittweise gesteigert, was in einer nicht signifikant
reduzierten Kraftamplitude des remote Myokards resultierte (121). Dariiber hinaus hat eine
Studie von Kronenbitter et al. (47) die Sarkomerfunktion der Kardiomyozyten von Wildtyp-
Maiusen 24 h nach I/R untersucht. Dabei fiel eine reduzierte kontraktile Amplitude auf. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass ein gestdrter Ca?*-Kreislauf in den Kardiomyozyten
vorliegt und fiir die kontraktile Dysfunktion verantwortlich gemacht wird (47). Aber auch in
vivo konnten Epstein et al. (125) mittels Magnetresonanztomographie (MRT) eine
kontraktile Dysfunktion des remote Myokards einen Tag nach MI bei der Maus nachweisen.
Die vorliegende Arbeit stellte 9-12 Tage nach I/R eine erhaltene kontraktile Funktion im
remote Myokard fest. Zu diesem Zeitpunkt haben bereits kardiale Umbauprozesse
eingesetzt, die den Funktionsverlust nach MI zu kompensieren versuchen (22). Es ldsst sich
vermuten, dass im Rahmen des Remodelings adaptive Prozesse stattfinden, die dazu
beitragen, dass sich die kontraktile Funktion des remote Myokards im Verlauf stabilisiert.
Hier werden insbesondere Anderungen der passiven Steifigkeit beschrieben (126), auf die
in Kapitel 4.1.5 ndher eingegangen wird. Vergleichbares zeigte eine Studie von Binek et al.
(127), die die kontraktile Funktion von Schweineherzen nach I/R zu verschiedenen
Zeitpunkten mittels MRT untersuchte. Hier zeigte sich friih, das heifit 120 Minuten und 24
Stunden nach I/R, eine reduzierte Kontraktilitit des remote Myokards. 7 Tage nach I/R war
die kontraktile Funktion dagegen erhalten (127). Binek et al. (127) fiihrten dies auf Prozesse

des Remodelings zuriick.

Zusammenfassend lief sich 9-12 Tage nach I/R eine erhaltene kontraktile Funktion im
remote Myokard feststellen. Interessant wire es zu wissen, wie sich die Kontraktilitit des
remote Myokards im weiteren Verlauf des Remodeling-Prozesses verhilt. Weiterfiihrende

Studien konnten hier ansetzen.

4.1.2 Unverdnderte Kontraktilitit des remote Myokards nach I/R nach B-
adrenerger Rezeptor-Stimulation

Nachdem sich unter basalen Bedingungen eine unverdnderte kontraktile Funktion des
remote Myokards dargestellte, wurde anschlieend der Einfluss von Isoprenalin untersucht.

Isoprenalin wirkt als Agonist an den B-adrenergen Rezeptoren des Herzens (128). Uber eine
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Signalkaskade wird die PKA aktiviert, die wiederum Ca®'-regulierende Proteine
phosphoryliert (128, 129). Insgesamt geht die B-adrenerge Stimulation mit einer gesteigerten
Kontraktionskraft und beschleunigten Relaxation einher (129) (siehe Kapitel 1.3.1). Nach -
adrenerger Rezeptor-Stimulation mittels Isoprenalin stellte sich das Kontraktionsverhalten
des remote Myokards 9-12 Tage nach /R im Vergleich zur sham-operierten Méusen
unverdndert dar. Die Kraftamplitude sowie die Geschwindigkeit des Kraftanstiegs und -

abfalls des remote Myokards zeigen sich in dieser Arbeit unveréndert.

Eine Studie von Clozel et al. (130) erzielte vergleichbare Ergebnisse. Dabei zeigte sich die
Kraftentwicklung nach Stimulation mit Isoprenalin im remote Myokard von Ratten drei
Wochen nach MI erhalten. Des Weiteren konnte keine Anderung der Expression von f-
adrenergen Rezeptoren festgestellt werden (130). Wihrend in der vorliegenden Arbeit die
Kraftentwicklung der Papillarmuskeln nach I/R betrachtet wurde, erzeugten Clozel et al.
(130) den Myokardinfarkt durch eine permanente LAD-Ligatur und untersuchten den
Einfluss von Isoprenalin auf die Kraftentwicklung der Papillarmuskeln. Auch der Zeitraum

der Postinfarktphase deckt sich nicht genau (130).

Betrachtet man die friihe Postinfarktphase, so zeigte eine Studie an Meerschweinchen von
Baumann et al. (131), dass 3 Tage nach MI das remote Myokard eine verringerte
Ansprechbarkeit auf die B-adrenerge Rezeptor-Stimulation durch Isoprenalin aufweist.
Dabei wurde die Kontraktilitit von ex vivo perfundierten Herzen nach MI durch permanente
Ligatur einer Arterie untersucht. Neben der verringerten -adrenergen Ansprechbarkeit des
remote Myokards wurden zudem 3 Tage nach MI eine reduzierte Zahl und auch Affinitét
der B-adrenergen Rezeptoren festgestellt. Es wird abgeleitet, dass nach MI die erhohte
Sympathikusaktivitit erhohte Katecholaminspiegel bedingt, die im Folgenden zur
verminderten Expression und Affinitét der B-adrenergen Rezeptoren fithren und so in einer
verminderten Ansprechbarkeit des remote Myokards auf Isoprenalin resultieren (131).
Baumann et al. (131) zeigten dariiber hinaus, dass die Kontraktilitit nach Stimulation mit
Isoprenalin 6 Tage nach MI unverindert zur Kontrollgruppe ist. Interessanterweise zeigt sich
somit 6 Tage nach MI eine erhaltene Ansprechbarkeit des remote Myokards auf die B-
adrenerge Rezeptor-Stimulation (131). Dies suggeriert, dass die Zeitspanne, die seit dem MI
vergangen ist, entscheidend ist und dass das [-adrenerge System regenerativen
Verinderungen unterliegt. Moglicherweise finden Prozesse statt, die im Verlauf wieder zum
Erhalt der B-adrenergen Ansprechbarkeit beitragen. Beachtet werden muss, dass in der

Studie Meerschweinchenherzen untersucht wurden (131), wogegen in der vorliegenden
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Arbeit ein Mausmodell verwendet wurde. Weiterfithrende Studien konnten sich darauf
konzentrieren, die B-adrenerge Ansprechbarkeit des remote Myokards der Maus nach I/R zu

verschiedenen Zeitpunkten der Infarktheilung zu untersuchen.

Im Gesamten betrachtet scheint nicht nur die kontraktile Funktion des remote Myokards 9-
12 Tage nach I/R unter basalen Bedingungen erhalten zu sein, sondern auch nach (-
adrenerger Rezeptor-Stimulation mit Isoprenalin zeigt sich die Ansprechbarkeit des remote
Myokards unverédndert. In zukiinftigen Studien konnten die Expression und Affinitdt von -
adrenergen Rezeptoren sowie Proteine des [-adrenergen Signalwegs ndher betrachtet

werden. Zudem sollten verschiedene Zeitpunkte untersucht werden.

4.1.3 Unverinderte Kontraktilitit des remote Myokards nach I/R bei
zunehmender Vorspannung

Im Anschluss wurde das Kontraktionsverhalten des remote Myokards 9-12 Tage nach I/R
bei zunehmender Vorspannung untersucht. Dabei stellten sich die Parameter der
Kraftentwicklung des remote Myokards gegeniiber der sham-operierten Gruppe unverandert

dar.

Eine Erhéhung der Vorspannung kann durch optimale Uberlappung der diinnen und dicken
Myofilamente zur erh6hten Kraftentwicklung beitragen (132). Dies spielt am Herzen fiir den
Frank-Starling-Mechanismus eine entscheidende Rolle und ist fiir die Regulation des
Herzvolumens essentiell (133) (siehe Kapitel 1.3.2). Bei den Messungen der Kontraktilitat
der Papillarmuskeln fiihrte die Erhéhung der Vorspannung anfanglich zur Zunahme der
Kraftamplitude in beiden Gruppen, was darauf schlieBen ldsst, dass vorab keine optimale
Uberlappung der Myofilamente und damit auch keine optimale Kraftentwicklung
vorherrschte. Im Verlauf kommt es durch die zunehmende Vorspannung zur Uberdehnung
der Papillarmuskeln, diese werden geschidigt und die kontraktile Funktion nimmt ab. In
einer 2024 veroffentlichten Arbeit von Dreblow (121), die das remote Myokard 24 h nach
I/R untersuchte, konnte bei zunehmender Vorspannung eine tendenziell geringere
kontraktile Amplitude des remote Myokards beobachtet werden. Im weiteren Verlauf, 9-12
Tage nach I/R, scheint die Kraftentwicklung des remote Myokards hingegen erhalten zu
sein. Moglicherweise spielen auch hier adaptive Prozesse nach MI im Rahmen des
Remodelings eine Rolle, die zur funktionellen Stabilisierung des Myokards unter erhdhter

mechanischer Belastung beitragen.
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4.1.4 Unverdnderte Ca*"-Sensitivitéit des remote Myokards nach I/R

Die Ca*"-Sensitivitit des remote Myokards wurde 9-12 Tage nach I/R an gehiuteten
Muskelfasern des vorderen Papillarmuskels gemessen. Dabei zeigte sich eine leichte
Linksverschiebung der Kraft-Kalzium-Kurve mit tendenziell erhohtem, aber nicht

signifikant verdndertem pCaso-Wert der wt + I/R Gruppe.

In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass das nicht-infarzierte Myokard nach MI
eine erhohte Ca®*-Sensitivitit aufweist (134-136). Eine Studie von Avner et al. (134) an
Maéusen hat 3 Tage nach permanenter LAD-Ligatur die Sensitivitit der Myofilamente fiir
Ca’?" betrachtet. Analog zur vorliegenden Arbeit wurden auch hier Muskelfasern eines
Papillarmuskels des remote Myokards gehiutet und untersucht. Es fiel eine erhdhte Ca'-
Sensitivitit des remote Myokards auf. Passend dazu stellte sich eine verdnderte
Phosphorylierung von Proteinen des Sarkomers dar (134). Es ist bekannt, dass durch
posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung von Proteinen die Ca®’-Sensitivitit
verandert werden kann (71, 72). Avner et al. (134) wiesen eine verringerte Phosphorylierung
des Tnl nach, was urséchlich fiir die erhohte Ca®*-Sensitivitit sein konnte. Auch van der
Velden et al. (135) stellten eine erhohte Ca®'-Sensitivitit des remote Myokards fest.
Gleichzeitig lag hier ebenfalls eine reduzierte Phosphorylierung des Tnl vor. Allerdings
wurden in diesem Fall Kardiomyozyten von Schweineherzen drei Wochen nach MI
untersucht (135). Venkataraman et al. (136) beschéiftigten sich zudem mit dem
Zusammenhang von Ca**-Sensitivitit und Arrhythmien im Myokard. Sie schlossen, dass die
erhdhte Ca®*-Sensitivitit im remote Myokard die Entstehung von Arrhythmien begiinstigt
(136). Dies konnte die in dieser Arbeit beobachtete erhohte Arrhythmieneigung des remote
Myokards nach Stimulation der Papillarmuskeln mit Isoprenalin erkldren (siehe Kapitel

3.1.1.2).

Im Gegensatz dazu stellten Li et al. (137) eine erniedrigte Ca?*-Sensitivitiit bei Ratten 7 Tage
nach MI durch Ligatur der linken Koronararterie fest. Passend dazu zeigte sich eine erh6hte
Phosphorylierung des Tnl (137). Die vorliegende Arbeit konnte keinen statistisch
signifikanten Unterschied feststellen, auch wenn die Ca**-Sensitivitiit des remote Myokards

tendenziell erhoht erschien.

Es ist moglich, dass die unterschiedlichen Ergebnisse durch speziesspezifische oder auch
methodische Unterschiede zu erkldren sind. Methodisch féllt auf, dass die genannten Studien

zur Induktion eines MI bevorzugt eine permanente Ligatur von Arterien durchfiihren (134-
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137), wihrend die vorliegende Arbeit den Zustand nach I/R betrachtet. Auch der Zeitpunkt
nach MI scheint Einfluss zu nehmen und konnte die Abweichung der Ergebnisse erkliren.
Hinweise darauf gibt eine Studie, die nachgewiesen hat, dass die posttranslationale
Modifikation von Proteinen des Sarkomers nach MI zeitlich variiert. Dies konnte Einfluss

auf die Ca%*-Sensitivitit nehmen und jene modulieren (138).

Viele Studien deuten auf eine erhdhte Ca**-Sensitivitit des remote Myokards hin (134-136),
obgleich sich auch Studien finden, die widerspriichliche Ergebnisse zeigen (137). Die
vorliegende Arbeit konnte keinen statistisch signifikanten Unterschied beziiglich der Ca'-
Sensitivitit feststellen. Im Gesamten betrachtet fehlen Studien, die verschiedene Zeitpunkte

betrachten und sich in Tiermodell sowie Methodik entsprechen.

4.1.5 Tendenziell erhohte passive Steifigkeit des remote Myokards nach I/R

Die passive Steifigkeit des remote Myokards 9-12 Tage nach I/R zeigte sich tendenziell
erhoht. Es bestand jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Gruppen.

Die passiven mechanischen Eigenschaften eines Muskels werden durch die extrazelluldre
Matrix und durch das Titinmolekiil vermittelt (76, 81) (siehe Kapitel 1.4). Titin ist ein grof3es
Molekiil, das sich innerhalb eines Halbsarkomers von der Z-Scheibe bis zur M-Bande
erstreckt und elastische Eigenschaften aufweist (75). Die durch Titin vermittelte Elastizitét
ist wichtig fiir die Herzfunktion und kann Einfluss auf Ventrikelfiillung und -auswurf
nehmen (76). Die passiven Eigenschaften des Titins konnen durch posttranslationale

Modifikation, beispielsweise durch Phosphorylierung, moduliert werden (81).

Kotter et al. (126) konnten zeigen, dass die passive Steifigkeit im remote Myokard 3 Tage
nach MI deutlich erhoht ist. Es wird angenommen, dass dadurch der mechanische Stress
kompensiert wird, der durch den Verlust von funktionellem Myokardgewebe entsteht. Die
zunehmende Versteifung stellt damit einen schnellen Adaptationsmechanismus dar, der die
Herzleistung aufrechterhilt, bis sich eine Infarktnarbe ausgebildet hat. Gestiitzt wird dieses
Ergebnis dadurch, dass die Phosphorylierung der PEVK-Region des Titins signifikant erhoht
war, welche ursdchlich flir die modifizierte passive Steifigkeit sein konnte. Passend dazu
stellte sich auch eine Kinase, die Proteinkinase C-alpha, erhdht dar. Interessanterweise zeigte
sich nach 10 Tagen ein Abfall der passiven Steifigkeit und auch das Niveau der Kinase sank.
Die passive Steifigkeit im remote Myokard stellte sich jedoch weiterhin erhoht gegeniiber

der sham-operierten Kontrollgruppe dar. Es wurde abgeleitet, dass die strukturgebende
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Wirkung des Titins nun nicht mehr erforderlich ist, da zu diesem Zeitpunkt die
Narbenbildung im infarzierten Gewebe schon weit vorangeschritten ist. Aus der Studie
wurde daher geschlossen, dass die durch Titin vermittelte passive Steifigkeit am frithen
kardialen Remodeling nach einem Myokardinfarkt beteiligt ist. Im weiteren Verlauf ist
dieser adaptive Prozess nicht mehr vonndten und die passive Steifigkeit reduziert sich wieder
(126). Die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse der passiven Steifigkeit des remote
Myokard 9-12 Tage nach I/R stellen sich statistisch nicht signifikant verdandert dar, jedoch
zeigte sich ein Trend zur erhohten passiven Steifigkeit. Zu beachten ist, dass die zuvor
beschriebenen Ergebnisse im Mausmodell 3 oder 10 Tage nach permanenter LAD-Ligatur
erhoben wurden (126), wihrend in der vorliegenden Arbeit eine 60-miniitige Ischdmie und
anschlieBende 9-12-tdgige Reperfusion in der Maus erfolgte. Die angewandte Methodik und
der Zeitpunkt der Erhebung variiert also, was die Abweichung der Ergebnisse erklidren
konnte. Eine mogliche Erklarung konnte sein, dass die Infarktgebiete sich nach permanenter
LAD-Ligatur héufig grofer darstellen als nach I/R (139). Dies konnte zu einer
ausgeprigteren mechanischen Belastung des remote Myokards fithren, wodurch die passive

Steifigkeit kompensatorisch stirker ansteigt als nach I/R.

Zu den Annahmen von Kotter et al. (126) passt, dass die in dieser Arbeit gemessene
Kontraktilitit des remote Myokards 9-12 Tage nach I/R erhalten ist, was auf Prozesse des
Remodelings zurlickgefiihrt werden kann. Weiterfiihrende Studien konnten die passive

Steifigkeit zu einem fritheren Zeitpunkt nach I/R untersuchen.

4.2 Diabetisches Myokard

Der Diabetes mellitus Typ 2 gilt als bedeutender Risikofaktor fiir die Entwicklung einer
kardiovaskuldren Erkrankung (101). Genaue Kenntnis iiber pathologische Verdnderungen
und Vorgédnge am Myokard des Diabetikers sind daher von groBem Interesse. Aus diesem
Grund wurde in der vorliegenden Arbeit das myokardiale Kontraktionsverhalten im

diabetischen Myokard untersucht.

4.2.1 Gesteigerte Kontraktilitit des diabetischen Myokards

Es konnte ein gesteigertes Kontraktionsverhalten des diabetischen Myokards unter basalen
Bedingungen beobachtet werden. Gemessen wurde dabei die kontraktile Funktion des

hinteren Papillarmuskels des linken Ventrikels im Organbad. Es stellten sich eine gesteigerte
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Kraftamplitude sowie eine gesteigerte Geschwindigkeit des Kraftanstiegs und -abfalls der

db/db-Méuse dar.

Auch Belke et al. (111) untersuchten die Kontraktilitdt von db/db und db/+-Tieren im Alter
von 12 Wochen. Dabei stellten sie jedoch eine reduzierte kontraktile Funktion des
diabetischen Herzens fest. Sie postulierten, dass ein gestdrter intrazellulirer Ca**-Kreislauf
die Ursache sei (111). Vergleichbares hat sich bereits in anderen Studien mit Tiermodellen
fiir den Diabetes mellitus Typ 1 gezeigt, bei denen Verinderungen im Ca?’-Kreislauf
auffielen, die fiir eine reduzierte Kontraktilitdt verantwortlich gemacht wurden (140, 141).
Es ist zu beachten, dass die Versuche von Belke et al. (111) am isoliert perfundierten Herzen
durchgefiihrt wurden und eine verlangsamte Kontraktion und Relaxation durch Messung des
linksventrikuldren Drucks festgestellt wurde. In dieser Arbeit hingegen wurde die

Kontraktilitit einzelner Papillarmuskeln im Organbad untersucht.

Die von Belke et al. (111) beobachteten Verinderungen im Ca**-Kreislauf stellen sich durch
verinderte Ca®’-Strdme sowie durch eine vermehrte Expression des PLN und einer leicht
reduzierten Expression der SERCA dar. Die SERCA ist verantwortlich fiir den
Riicktransport des Ca*" ins SR (54) und wird durch PLN reguliert (63) (siche Kapitel 1.3.1).
Im unphosphorylierten Zustand inhibiert PLN die SERCA-Aktivitdt (63). Liegt vermehrt
PLN im unphosphorylierten Zustand vor, bedingt dies eine reduzierte SERCA-Aktivitat, die
fiir die verinderten Ca®-Transienten und schlieBlich die reduzierte kontraktile Funktion

verantwortlich gemacht wird (111).

Beriicksichtigt man die in der Literatur beschriebenen Veriinderungen im Ca**-Kreislauf, so
konnte es sein, dass diese durch eine erhdhte Ca**-Sensitivitit kompensiert werden. In der
vorliegenden Arbeit konnte eine erhdhte Sensitivitit der Myofilamente fiir Ca?*
nachgewiesen werden, worauf in Kapitel 4.2.4 ndher eingegangen wird. Dies konnte
erkldren, warum das diabetische Myokard trotz reduzierter Ca**-Kinetik eine erhaltene bzw.
gesteigerte kontraktile Funktion aufweist. So zeigten auch Untersuchungen, die die
Sarkomerfunktion der Kardiomyozyten von db/db-Médusen darstellten, eine unverdnderte
kontraktile Amplitude sowie eine unverinderte Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeit im Vergleich zur nicht-diabetischen Kontrollgruppe (110).
Bisher unbekannte Faktoren konnten dazu beitragen, dass die im Rahmen dieser Arbeit
gemessene Kontraktilitidt der db/db-Maiuse nicht nur erhalten, sondern sogar gesteigert ist.
Hier konnten beispielsweise metabolische Faktoren relevant sein, denn diabetische Herzen

generieren fast ausschlieBlich mittels f-Oxidation freier Fettsduren Energie (142). Eine
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Studie von Abdurrachim et al. (143) zeigte, dass Verdnderungen des kardialen Stoffwechsels
der db/db-Maus sich positiv auf die Herzfunktion auswirken konnen und vor der Ausbildung

einer Herzinsuffizienz schutzen.

Es ldsst sich folgern, dass Studien unterschiedliche Ergebnisse liefern, was die
Kraftentwicklung im diabetischen Myokard von db/db-Méusen angeht. Zukiinftig konnten

einheitliche Methoden eine bessere Vergleichbarkeit ermoglichen.

4.2.2 Gesteigerte Kontraktilitit des diabetischen Myokards nach B-adrenerger
Rezeptor-Stimulation

Nachdem sich unter basalen Bedingungen eine gesteigerte Kontraktilitit gezeigt hat, wurde
der Einfluss der B-adrenergen Rezeptor-Stimulation auf die Kraftentwicklung der im
Organbad untersuchten Papillarmuskeln betrachtet. Nach [-adrenerger Rezeptor-
Stimulation konnte ein stirkeres Ansprechen des diabetischen Myokards auf die ansteigende

Isoprenalinkonzentration nachgewiesen werden.

In der Literatur finden sich dazu widerspriichliche Aussagen. So untersuchte eine Studie von
Jiang et al. (144) die Kraftentwicklung der Papillarmuskeln von Ratten mit einer
diabetischen Stoffwechsellage (Zucker-Diabetic-Fatty Ratten). Hier zeigte sich nach
Stimulation mit Isoprenalin eine reduzierte Kraftentwicklung der diabetischen Tiere im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Des Weiteren wurde beobachtet, dass die Expression der Pi-
Adrenozeptoren und B2-Adrenozeptoren im diabetischen Rattenherz herunterreguliert war
und fiir die verringerte Ansprechbarkeit auf Isoprenalin verantwortlich gemacht wurde
(144). Es wird angenommen, dass der Diabetes mellitus mit einer erhohten
Sympathikusaktivitit einhergeht (145) und so erhohte Katecholaminspiegel zur
verminderten Expression von -adrenergen Rezeptoren beitragen konnten (146). Jiang et al.
(144) gehen jedoch davon aus, dass zugleich verdnderte P-adrenerge Signalwege den
Einfluss von Isoprenalin auf das diabetische Myokard modulieren. Auch andere Studien mit
Tiermodellen fiir den Diabetes mellitus Typ 1 stellten eine verringerte [-adrenerge

Ansprechbarkeit des diabetischen Myokards fest (147-149).

Dagegen zeigten Ratten nach Induktion eines Diabetes mellitus mittels Injektion von
Streptozotocin eine verstédrkte B-adrenerge Reaktion auf Isoprenalin (150). Die Studie von
Sellers und Chess-Williams (150) wurde am isoliert perfundierten Rattenherz durchgefiihrt,
bei denen die diabetische Stoffwechsellage lediglich fiir zwei Wochen bestand. Sie

schlossen, dass Abweichungen in den Literaturdaten am ehesten auf die unterschiedliche
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Dauer der diabetischen Stoffwechsellage zuriickzufiihren sind (150). Unterstiitzt wird diese
Annahme von einer Studie, die eine gesteigerte Reaktion auf Isoprenalin der
Papillarmuskeln von Ratten nach zweiwdchiger, nicht aber nach zwolfwdchiger
Diabetesdauer feststellten (151). Die von Sellers und Chess-Williams (150) beobachtete
verstirkte Ansprechbarkeit auf die B-adrenerge Rezeptor-Stimulation konnte daher nicht von
Dauer sein und nur voriibergehend auftreten. Es ist moglich, dass Vergleichbares auch bei
der db/db-Maus stattfindet. So konnte die in dieser Arbeit gemessene gesteigerte
Ansprechbarkeit des diabetischen Myokards auf die -adrenerge Rezeptor-Stimulation auch
nur transient sein und mit dem Alter der Méuse bzw. der Dauer der diabetischen
Stoffwechsellage zusammenhingen. Zukiinftige Studien konnten diese Hypothese

untersuchen.

Eine plausible Erkliarung fiir die verstirkte Reaktion nach [-adrenerger Rezeptor-
Stimulation liefert die in dieser Arbeit gemessene gesteigerte Ca’'-Sensitivitit des
diabetischen Myokards (siche Kapitel 4.2.4). Wie bei den Wildtyp-Médusen bereits erldutert
(siche Kapitel 4.1.2), fiihrt der f-adrenerge Agonist Isoprenalin {liber eine Aktivierung der
PKA zur Phosphorylierung von Ca*'-regulierenden Proteinen und die im Zytosol
vorliegende Ca?*-Konzentration erhoht sich (128, 129). Liegt eine erhdhte Ca®*-Sensitivitit
des diabetischen Myokards vor, kann dies den stirkeren Anstieg der Kontraktionskraft nach

B-adrenerger Rezeptor-Stimulation im Vergleich zum nicht-diabetischen Myokard erkldren.

Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass in der Literatur unterschiedliche Aussagen
beziiglich der Reaktion des diabetischen Myokards auf die [B-adrenerge Rezeptor-
Stimulation bestehen. Im Gesamten ist die gesteigerte Ansprechbarkeit auf die f-adrenerge
Rezeptor-Stimulation mit anderen Befunden der vorliegenden Arbeit vereinbar und passt zu

der erhdhten Ca?’-Sensitivitit des diabetischen Myokards.

4.2.3 Tendenziell verringerte Kontraktilitit des diabetischen Myokards bei
zunehmender Vorspannung

Mit zunehmender Vorspannung zeigte sich ein tendenziell stirkerer Abfall der
Kraftamplitude sowie der Geschwindigkeit des Kraftanstiegs des diabetischen Myokards
ohne statistische Signifikanz. Die Geschwindigkeit des Kraftabfalls fiel mit zunehmender

Vorspannung stirker ab als bei der Kontrollgruppe mit statistischer Signifikanz.

Wie bei den Wildtyp-Méusen bereits erldutert, kann die Erh6hung der Vorspannung durch

optimale Uberlappung der diinnen und dicken Myofilamente zur erhdhten Kraftentwicklung
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beitragen (132), was fiir den Frank-Starling-Mechanismus essentiell ist (133) (sieche Kapitel
1.3.2). Bei den Messungen der Kontraktilitit der Papillarmuskeln fiihrte die Erhdhung der
Vorspannung zur Abnahme der kontraktilen Funktion. Dies ldsst darauf schlie3en, dass die
Muskeln iiber die optimale Sarkomerlinge hinaus gedehnt wurden, die Uberlappung der
Filamente vermindert ist und die Querbriickenbildung erschwert (132). Die Muskeln wurden
durch die zunehmende Vorspannung iiberdehnt und durch die mechanische Belastung

geschidigt, was die Abnahme der kontraktilen Funktion erklért.

Interessanterweise zeigte das diabetische Myokard unter basalen Bedingungen eine
gesteigerte Kraftentwicklung, wihrend es bei Belastung durch Erh6hung der Vorspannung
eine verringerte Kontraktilitdt aufwies. Dabei konnten verschiedene pathophysiologische
Verinderungen im diabetischen Myokard eine Rolle spielen. Bei einer starken Dehnung des
Muskels ist vor allem die durch die extrazelluldre Matrix vermittelte passive Steifigkeit des
Myokards relevant (152). Es hat sich gezeigt, dass das Myokard von db/db-Mé&usen durch
erhohte Kollagenablagerung zur Fibrose neigt (153). Die dadurch bedingte Anderung der
passiven Steifigkeit konnte erkldren, warum die Kontraktilitit der db/db-Méuse tendenziell
starker abfillt als die der nicht-diabetischen Gruppe. Ein weiterer Aspekt ist die Umstellung
des Stoffwechsels der Kardiomyozyten von der Glykolyse hin zur B-Oxidation von
Fettsduren (154). Dies ist mit einem erhohten Sauerstoffverbrauch im Myokard verbunden
(155) und fiihrt dariiber hinaus zur Ansammlung von reaktiven Sauerstoffspezies, was die
Zellen schidigt (156). Diese metabolischen Verdnderungen sind mit einer kontraktilen
Dysfunktion assoziiert (157) und koénnten eine Erkldrung fiir die eingeschrinkte

Anpassungsfahigkeit des diabetischen Myokards unter Belastung liefern.

4.2.4 Erhohte Ca?*-Sensitivitit des diabetischen Myokards

Die Messung der Ca®'-Sensitivitiit erfolgte an gehiuteten Muskelfasern des vorderen
Papillarmuskels. Es zeigte sich eine deutliche Linksverschiebung der Kraft-Kalzium-Kurve
mit einem erhohten pCaso-Wert, was fiir eine erhdhte Ca”*-Sensitivitit des diabetischen

Myokards spricht.

Eine Studie von Greenman et al. (158) untersuchte die Ca®*-Sensitivitit in Kardiomyozyten
von Ratten, die durch eine Mutation im Leptinrezeptor eine diabetische Stoffwechsellage
entwickelten (Zucker-Diabetic-Fatty Ratten). Dabei wurde eine gesteigerte Sensitivitit der
Myofilamente fiir Ca®>* mit einem erhdhten pCaso-Wert festgestellt (158). Bekannt ist, dass

die Ca**-Sensitivitit durch Phosphorylierung von Myofilamentproteinen moduliert werden
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kann (71, 72). Greenman et al. (158) untersuchten daher den Phosphorylierungsstatus von
verschiedenen Proteinen, darunter Tnl. Tnl ist die inhibitorische Untereinheit des
Troponinkomplexes und besitzt an Serin 23 und Serin 24 jeweils eine
Phosphorylierungsstelle. Wird Tnl an beiden phosphoryliert, reduziert sich die Ca®'-
Affinitit der Ca**-bindenden Untereinheit TnC und die Ca®*-Sensitivitit nimmt ab (159).
Bei den Versuchen stellten sie eine reduzierte Phosphorylierung des Tnl an den genannten
Phosphorylierungsstellen fest, was die erhohte Sensitivitit der Myofilamente fiir Ca®"
erklaren wiirde. Sie untersuchten auch den Phosphorylierungsstatus von anderen
Myofilamentproteinen, die sich jedoch unveréndert darstellten (158). Auch in db/db-Miusen
zeigten Funk et al. (110) eine verminderte Expression des an Serin 23 und 24
phosphorylierten Tnl. Dies kdnnte die in der vorliegenden Arbeit beobachtete erhdhte Ca?*-
Sensitivitit erkldren. Beachtet werden muss, dass auch andere Mechanismen potentiell
Einfluss auf die Ca**-Sensitivitit nehmen kdnnen. Zukiinftige Studien konnten analog zu
den Versuchen von Greenman et al. (158) auch in db/db-Miusen den

Phosphorylierungsstatus anderer Proteine untersuchen.

Weitere publizierte Literaturdaten liefern widerspriichliche Ergebnisse, was die Sensitivitit
der Myofilamente fiir Ca®" angeht. So zeigte sich in anderen Tiermodellen eine unverinderte
(160) oder auch reduzierte Ca**-Sensitivitit (161) im diabetischen Myokard. Auch beim
Menschen bestehen Hinweise darauf, dass die Ca**-Sensitivitit im Myokard des Diabetikers
erniedrigt ist. Dabei muss angemerkt werden, dass diese Patienten bereits eine diastolische
Dysfunktion und damit Anzeichen einer diabetischen Kardiomyopathie gezeigt hatten (162).
Beachtet werden muss, dass die Ca**-Sensitivitit lingenabhingig ist (67) und die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse von Studien dadurch limitiert wird, dass unterschiedliche

Vordehnungen der Muskelfasern bzw. Kardiomyozyten erfolgten.

Eine erhdhte Ca®*-Sensitivitit geht mit einer gesteigerten Kontraktilitit einher, kann aber
auch die Relaxation des Muskels erschweren (67). Greenman et al. (158) leiteten ab, dass
die erhdhte Sensitivitit der Myofilamente fiir Ca** dabei hilft, die kontraktile Funktion des
Myokards zu erhalten, und damit einen Mechanismus darstellt, der die verinderte Ca**-
Kinetik kompensieren konnte. Im Hinblick auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann
die erhdhte Ca?*-Sensitivitit eine Erklirung fiir die erhaltene Kontraktilitiit des diabetischen
Myokards liefern. In diesem Fall ist die kontraktile Funktion des diabetischen Myokards
unter basalen Bedingungen nicht nur erhalten, sondern stellt sich gegeniiber den nicht-

diabetischen Méusen erhoht dar. Hier spielen womdoglich noch andere Faktoren eine Rolle
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(siche Kapitel 4.2.1). Beriicksichtigt man die Ergebnisse der Studie am Menschen, bei denen
eine diastolische Dysfunktion sowie eine erniedrigte Ca®’-Sensitivitit im diabetischen
Myokard vorlagen (162), kann eine Hypothese formuliert werden. Es ldsst sich vermuten,
dass die erhdhte Ca**-Sensitivitit vor Ausbildung einer diabetischen Kardiomyopathie zum
Erhalt der kontraktilen Funktion beitrdgt. Im weiteren Verlauf geht dieser Mechanismus
womdglich verloren, die Ca’'-Sensitivitit reduziert sich und eine diabetische
Kardiomyopathie bildet sich aus (110). Dabei muss beachtet werden, dass hier Ergebnisse
von Studien mit Myokard von Mensch und Maus verglichen werden. Weitere Studien sollten
sich darauf fokussieren, die Sensitivitit der Myofilamente fiir Ca?" in #lteren db/db-Miusen

zu untersuchen, bei denen sich bereits eine diabetische Kardiomyopathie manifestiert hat.

Zuvor wurde bereits eine gesteigerte Kraftentwicklung des diabetischen Myokards bei -
adrenerger Rezeptor-Stimulation durch Isoprenalin beschrieben (siche Kapitel 4.2.2). Die

erhohte Ca?*-Sensitivitit stellt eine plausible Erklirung dafiir dar.

Zusammenfassend machen verschiedene Studien unterschiedliche Aussagen iiber die
Sensitivitit des diabetischen Myokards fiir Ca** (158, 160-162). Die von Funk et al. (110)
erhobenen Befunde einer verringerten Expression des phosphorylierten Tnl stellen sich aber
passend zu der in der vorliegenden Arbeit gefundenen erhdhten Ca**-Sensitivitit in db/db-
Maiusen dar. Auch die Daten der Kontraktilititsmessungen im Organbad dieser Arbeit
passen mit der erhdhten Ca?’-Sensitivitit zusammen und koénnen durch diese zum Teil
erkliart werden. Es empfiehlt sich, weitere Studien beziiglich Ursache und Auswirkung einer
erhdhten Ca®'-Sensitivitit durchzufiihren. Zudem scheint der Zeitpunkt im
Erkrankungsverlauf eine Rolle zu spielen, weshalb die zeitliche Entwicklung néher

beleuchtet werden sollte.

4.2.5 Unveranderte passive Steifigkeit des diabetischen Myokards

Die passive Steifigkeit des diabetischen Myokards wurde an gehduteten Muskelfasern des
vorderen Papillarmuskels untersucht. Es wurden db/db sowie db/+-Miuse im Alter von 10-
12 Wochen verwendet. Dabei zeigte sich die passive Steifigkeit des diabetischen Myokards

gegeniiber der nicht-diabetischen Kontrollgruppe unveréndert.

In der publizierten Literatur hingegen finden sich Daten, die auf eine erhohte passive
Steifigkeit des diabetischen Myokards hindeuten (110, 163-165). So untersuchte eine Studie
von Hamdani et al. (163) die Kardiomyozyten von db/db-Mausen und stellte eine erhohte

passive Steifigkeit im Vergleich zu db/+-M4iusen fest. Es ist bekannt, dass das Titinmolekiil
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durch Phosphorylierung modifiziert werden kann, was wiederum Auswirkungen auf die
passive Kraftentwicklung eines Muskels hat (166). In der von Hamdani et al. (163)
durchgefiihrten  Studie konnte ein  verdnderter = Phosphorylierungsstatus  mit
Hypophosphorylierung der N2B-Isoform des Titins festgestellt werden, welcher fiir die
veranderte Steifigkeit verantwortlich gemacht wurde. Im Gegensatz zur vorliegenden
Arbeit, bei der Muskelfasern untersucht wurden, wurden in der Studie einzelne
Kardiomyozyten isoliert und analysiert. Zudem waren die Mduse 16 Wochen alt (163). Auch
in Bezug auf den Menschen bestehen Hinweise darauf, dass sich beim Diabetiker eine
erhohte passive Steifigkeit des Herzmuskels ausbildet. So zeigte eine Studie, bei der
Biopsien von Patienten mit Diabetes und vorliegender Aortenklappenstenose untersucht
wurden, dass die Kardiomyozyten im Vergleich zu Patienten ohne Diabetes eine erhohte
passive Kraft entwickeln. Gleichzeitig wurde hier auch eine geringere Phosphorylierung der
steiferen N2B-Isoform des Titins festgestellt, die als ursédchlich angesehen wurde (164). Dies
deckt sich mit den Ergebnissen von Hopf et al. (165), die ebenfalls eine erhohte passive
Steifigkeit in Kardiomyozyten von Diabetikern sowie eine verdnderte Phosphorylierung des
Titins nachwiesen. Zu beachten ist, dass die Patienten Medikamente erhielten, die Einfluss
auf den Phosphorylierungsstatus nehmen. Zudem wurde hier nicht zwischen Diabetes

mellitus Typ 1 und 2 unterschieden (165).

Es wird angenommen, dass eine erhohte kardiale Steifigkeit beim Diabetiker zur
Entwicklung einer diastolischen Dysfunktion beitrégt. Diese ist mit dem Risiko assoziiert,
eine Herzinsuffizienz zu entwickeln (167). Eine beim Diabetiker auftretende diastolische
Dysfunktion wird auch als Erstmanifestation einer diabetischen Kardiomyopathie
verstanden (168). Eine erhohte passive Steifigkeit des Myokards konnte dabei einen Beitrag
leisten (167). In der vorliegenden Arbeit wurden die diabetischen Mauseherzen im Alter von
10-12 Wochen untersucht. Dies ist ein Zeitpunkt, zu dem erfahrungsgemifl noch keine
diabetische Kardiomyopathie vorliegt. Dies hat eine Studie von Funk et al. (110) gezeigt,
die db/db und db/+-Tiere im Alter von 10-12 Wochen mittels MRT untersuchten. In diesem
Alter lieB sich demnach noch keine reduzierte Herzfunktion der diabetischen Tiere
feststellen. Daneben zeigte sich ebenfalls eine erhohte passive Kraftentwicklung der
diabetischen Tiere (110). Funk et al. (110) leiteten aus ihren Versuchen ab, dass die erhchte
passive Steifigkeit im diabetischen Myokard die myokardiale Kraftentwicklung unterstiitzt
und daher einen Mechanismus darstellt, die gestorte Ca?’-Homdostase (siehe Kapitel 4.2.1)

im diabetischen Mauseherz zu kompensieren.
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Die Literatur scheint eindeutig, was die passive Steifigkeit des diabetischen Myokards
betrifft. So zeigte sich in vielen Studien eine erhohte passive Steifigkeit im diabetischen
Myokard (110, 163-165). Dies konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Den
Annahmen von Funk et al. (110) nach scheint eine erhohte passive Steifigkeit jedoch nicht
immer nachteilig fiir die Herzfunktion, sondern konnte insbesondere beim Diabetiker dazu
beitragen, die kontraktile Funktion zu erhalten. Ob diese Annahme zutrifft, muss in weiteren

Untersuchungen tiberpriift werden.

4.3 Kritische Beurteilung der verwendeten Tiermodelle und
Methoden

4.3.1 Myokardiale Ischdmie und Reperfusion im Mausmodell

In dieser Arbeit wurden Wildtyp-Méuse verwendet, bei denen durch Ligatur der LAD ein
Myokardinfarkt erzeugt wurde. Die Ischdmie wurde dabei fiir 60 Minuten aufrechterhalten,
gefolgt von einer 9-12-tdgigen Phase der Reperfusion. Das genaue Vorgehen wurde in
Kapitel 2.2.1 beschrieben. Die Ligatur eines Koronargefdes und anschlieBende Reperfusion

ist eine etablierte Methode fiir die Induktion eines Myokardinfarktes (169-171).

Im Vergleich zum Modell der permanenten LAD Ligatur wird beim
Ischdmie/Reperfusionsmodell die Perfusion im infarzierten Gewebe wiederhergestellt (139).
Dies stimmt mit dem klinischen Vorgehen {iberein, denn nach den Leitlinien der European
Society of Cardiology sollen Patienten mit Myokardinfarkt schnellstmdglich einer
Reperfusionstherapie zugefiihrt werden (18). Das Modell eignet sich daher gut, um die

klinische Situation darzustellen (172).

Der Myokardinfarkt des Versuchstiers wird durch Ligatur der Koronararterie kiinstlich
erzeugt. Beim Menschen hingegen entsteht der Myokardinfarkt als akutes Ereignis durch
bestehende Risikofaktoren, die zum thrombotischen Verschluss der Arterie fithren (6, 173).
Dies kann im Tiermodell schlecht dargestellt werden. Die verwendeten Versuchstiere sind
abgesehen von dem Infarkt gesund und haben keine Komorbidititen, wie sie hdufig beim
Patienten mit Myokardinfarkt vorliegen (174). Dies ist vorteilhaft, da die Effekte der
myokardialen Ischdmie so unabhingig von Begleiterkrankungen, vor allem unabhingig von

der Atherosklerose, untersucht werden konnen.
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Die Ligatur des Gefdf3es erfolgte stets an der gleichen Lokalisation und auch Ischdmie und
Reperfusion erfolgten zu vorab klar definierten Zeitpunkten. Dies macht die Ergebnisse

reproduzierbar und sorgt fiir eine gute Vergleichbarkeit.

Im Gesamten stellt das Tiermodell also eine gute Mdglichkeit dar, Fragestellungen im
Zusammenhang mit einem Myokardinfarkt zu untersuchen. Vorteilhaft ist vor allem die
Ahnlichkeit des Closed-chest Modells mit atraumatischer Ischimie und Reperfusion zur

klinischen Situation.

4.3.2 Diabetes mellitus Typ 2 im Mausmodell

Homozygote Leptinrezeptor-defiziente db/db-M4iuse sind ein etabliertes Tiermodell fiir den
Diabetes mellitus Typ 2 (114). In Kapitel 1.5.3 wurde das Tiermodell mit seinen
metabolischen Charakteristiken bereits beschrieben. Im Folgenden soll beurteilt werden,
inwiefern das Modell das Krankheitsbild des Diabetes mellitus Typ 2 beim Menschen

widerspiegelt und welche Limitationen bestehen.

Die Stoffwechselverdnderungen bei der db/db-Maus entstehen durch eine monogenetische
Verdnderung (115). Die Entstehung des Diabetes mellitus Typ 2 beim Menschen hingegen

ist multifaktoriell und umfasst neben genetischen Faktoren auch Umweltfaktoren (175).

Wie auch beim Menschen entwickelt die db/db-Maus eine diabetische Stoffwechsellage, die
durch Hyperglykamie, Hyperinsulindmie sowie Insulinresistenz gekennzeichnet ist (90, 113,
119). Dariiber hinaus weist sie ein ausgeprigtes Ubergewicht auf (119), was auch beim
Menschen mit dem Auftreten von Diabetes mellitus Typ 2 assoziiert ist (176). Auch die
zelluldren pankreatischen Verdnderungen der diabetischen Tiere (120) dhneln denen von

Typ 2 Diabetikern, bei denen sich eine Beta-Zell-Dysfunktion ausbildet (177).

Die Hyperglykdmien sind bei der db/db-Maus sehr ausgepriagt (121). Im Vergleich dazu
zeigen sich beim Diabetiker durchschnittlich niedrigere Blutglukosespiegel (178). Auch der
zeitliche Verlauf der metabolischen Verdnderungen variiert und so entwickeln diabetische
Maiuse schon im frithen Alter eine diabetische Stoffwechsellage (119). Beim Typ 2
Diabetiker handelt es sich eher um einen schleichenden Verlauf, der sich oft erst im

fortgeschrittenen Alter manifestiert (94).

Wihrend Diabetiker hdufig eine ausgeprigte Dyslipiddmie mit erniedrigtem High-Density-
Lipoprotein-Cholesterin aufweisen (179), konnten bei der db/db-Maus erhohte High-
Density-Lipoprotein-Cholesterinwerte festgestellt werden (180). Zudem zeigte sich, dass die
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db/db-Maus im Vergleich zu heterozygoten nicht-diabetischen Tieren ein geringeres Risiko
fiir atherosklerotische Verdnderungen aufweist (181). Beim Diabetiker hingegen sind durch
die Atherosklerose bedingte makrovaskuldre Komplikationen eine haufige Folgeerkrankung

des Diabetes (182).

Ein weiterer Punkt, den es zu bedenken gilt, ist die limitierte Verfiigbarkeit von db/db-
Mausen (113). Dies liegt daran, dass die db/db-Weibchen infertil sind (183), was die Zucht
der Tiere erschwert. Die Verwendung von db/db-Mausen in der Diabetesforschung ist daher
kostenintensiv (113) und auch tierschutzrechtlich zu bedenken. Die Lebenspanne der db/db-
Maiuse ist auBerdem stark verkiirzt (115). Studien, die langfristige Effekte beobachten sind
daher nicht durchfiihrbar.

Zusammenfassend lédsst sich schlussfolgern, dass das Tiermodell nicht in der Lage ist das
komplexe Krankheitsbild des Diabetes mellitus Typ 2 allumfassend abzubilden. Jedoch
bestehen zwischen einem Typ 2 Diabetiker und der db/db-Maus durchaus Parallelen. Das
Tiermodell eignet sich daher fiir die Beantwortung von Fragestellungen im Zusammenhang

mit dem Diabetes mellitus Typ 2.

4.3.3 Kraftmessungen am Organbad

Organbadmessungen sind eine etablierte Methode, um die Kontraktilitdt von Organen in
vitro zu untersuchen (184-186). Bei den Messungen am Organbad wurde der hintere
Papillarmuskels des linken Ventrikels untersucht. Dabei wurden die Papillarmuskeln isoliert
und in die Gewebekammer eingebracht, die mit einer physiologischen Néhrlosung gefiillt

war.

Bei den Versuchen am Organbad ist die Prédparation ein entscheidender und kritischer
Vorgang. Zum einen musste die Priparation des Papillarmuskels sehr schnell erfolgen. Zum
anderen musste diese sehr behutsam durchgefiihrt werden. In jedem Fall galt es, starken Zug
auf das Gewebe zu vermeiden. Die Muskeln erfuhren so bei Préparation und Fixierung in
der Gewebekammer mehr oder weniger mechanische Belastung, was Auswirkungen auf die
Kraftentwicklung haben kann. Zu beachten ist, dass die Methodik daher nur fiir Gelibte in
der Préparation zugénglich ist. Des Weiteren konnte beim Préparieren der Papillarmuskel
nicht gédnzlich vom ventrikuldirem Myokardgewebe befreit werden. Auch dies kann

Auswirkungen auf die Kraftentwicklung haben.

Auch die optimale Vorbereitung der Néhrlosung ist ein kritischer Schritt. Es ist essentiell,

dass die Temperatur und der pH-Wert der verwendeten Nihrlosung konstant gehalten
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werden. Zudem muss beriicksichtigt werden, dass die Versorgung des Gewebes in der
Organbadapparatur mit Sauerstoff und Néhrstoffen durch Diffusion limitiert ist. Eine

verminderte Oxygenierung konnte sich negativ auf die Kraftentwicklung auswirken (187).

Versuche am Organbad bieten generell den Vorteil, dass die Messungen unabhingig von
hdmodynamischen Faktoren wie Vor- und Nachlast oder der Herzfrequenz sind. Diese
konnen sogar gezielt variiert und der Einfluss gemessen werden (187). Ferner besteht die
Moglichkeit der direkten pharmakologischen Stimulation mit verschieden Substanzen.
Jedoch muss bedacht werden, dass die Versuche an isolierten Papillarmuskeln nicht die in
vivo Situation widerspiegeln konnen. So werden die im Organismus physiologisch
herrschenden Bedingungen vernachlissigt, wie beispielsweise hormonelle Wirkungen oder
nervale Innervation (187). Auch die kontraktile Funktion des Herzens als Ganzes kann nicht
dargestellt werden. Nichtsdestotrotz eignen sich gerade die Papillarmuskeln fiir die
Organbadmessungen, weil diese einerseits reproduzierbar identifiziert werden konnen und
sie andererseits flir Messungen der Kontraktilitit aufgrund ihrer parallelen

Muskelfaseranordnung ideal sind.

4.3.4 Kraftmessungen gehiuteter Muskelfasern

Die aktive und passive Kraftentwicklung wurde an gehduteten Muskelfasern durchgefiihrt.
Dabei handelt es sich um eine etablierte Methode, um die Ca®*-Sensitivitit (188, 189) und

auch die passive Steifigkeit (190) von Muskelpriparaten zu untersuchen.

Durch einen mechanischen oder chemischen Hautungsprozess besteht ein direkter Zugang
zu den Myofilamenten der Muskelzelle. Jedoch bildet dies nicht die Situation im lebenden
Organismus ab. Der Hautungsprozess der Fasern geht neben dem Verlust der Zellmembran
auch mit dem Wegfall von intrazelluldiren Komponenten wie den Zellorganellen einher. Es
wird angenommen, dass insbesondere die Ca®*-Sensitivitit durch verschiedene Kinasen und
Proteasen moduliert werden kann (67). Auch die Ca?*-Sensitizer Taurin und Carnosin gehen
verloren und es resultiert eine niedrigere Ca**-Sensitivitit (191). Die Kraftmessungen von
gehduteten Muskelfasern bilden daher nicht die Kraftentwicklung in vivo ab.
Nichtsdestotrotz kommt es durch den Hautungsprozess zum Wegfall von Einflussfaktoren
und die Sarkomerfunktion kann unabhéngig von diesen betrachtet werden. Das komplexe
System wird so auf die wesentlichen Komponenten reduziert und erlaubt die eindeutige

Charakterisierung der Sarkomerantwort (67).
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Es war wichtig, die Messungen bei einer konstanten Temperatur durchzufiihren, da
Anderungen der Ca?"-Sensitivitit auch durch Temperaturschwankungen hervorgerufen

werden konnen (192). Die Messungen wurden daher stets bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Beim Zuschneiden der Muskelfasern mussten Préparate mit einem geringen
Faserdurchmesser hergestellt werden. Dies war essenziell, um eine ausreichende Diffusion
von ATP aus den Versuchslosungen zu gewihrleisten (193). Die gemessenen Krifte wurden

auf die Querschnittsfliche der jeweiligen Faser bezogen und die Werte damit normalisiert.

Die passiven Krifte wurden durch schrittweise Dehnung der Faser erzeugt und auch bei der
aktiven Kraftmessung wurde die Muskelfaser vorgedehnt. Dazu wurde die
Ruhesarkomerldnge manuell eingestellt und die Faserlinge bestimmt. Durch
Ungenauigkeiten kann es im Folgenden dazu kommen, dass die Muskelfaser mehr oder

weniger gedehnt wird als eigentlich erwiinscht.

4.4 Schlussfolgerungen

remote Myokard:

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass die kontraktile Funktion des
remote Myokards 9-12 Tage nach I/R unter basalen Bedingungen sowie nach p-adrenerger
Stimulation unveréndert ist. Dabei scheint sich die initial verminderte Kontraktionskraft des
remote Myokards nach MI im Verlauf der inflammatorischen und proliferativen
Postinfarktphase zu stabilisieren, was auf eine Erholung des kontraktilen Apparates
zwischen Tag 1 und Tag 10 hindeutet. Es ldsst sich vermuten, dass hier Prozesse des
myokardialen Remodelings in Kraft treten und die erhohte mechanische Belastung nach MI
kompensiert wird. Diese adaptiven Vorginge konnten im beschriebenen Zeitraum zum
Erhalt der kontraktilen Funktion beitragen und so die Herzfunktion aufrechterhalten. Ferner
konnten die Versuche zur Fasermessung eine tendenziell erhohte, jedoch nicht signifikant
verinderte Ca”*-Sensitivitit sowie passive Steifigkeit zeigen. Passend dazu postulieren
Kotter et al. (126), dass eine erhohte passive Steifigkeit des remote Myokards frith nach MI
einen entscheidenden Beitrag zum Remodeling leistet. Im weiteren zeitlichen Verlauf fallt
diese ab, was darauf schlielen ldsst, dass die erhohte passive Steifigkeit als Mechanismus,
der die kardiale Funktion erhélt, nicht mehr erforderlich ist (126). In der vorliegenden Arbeit
zeigte sich 9-12 Tage nach I/R eine unverdnderte passive Steifigkeit, was die Hypothese von

Kotter et al. (126) stiitzt.

97



Abschliefend ldsst sich sagen, dass das remote Myokard 9-12 Tage nach I/R fahig ist, seine
kontraktile Funktion zu erhalten. Am ehesten sind hier Anpassungsmechanismen im

Rahmen des Remodelings relevant.
Diabetisches Myokard:

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse sprechen dafiir, dass der Diabetes mellitus Typ 2
bereits vor dem Auftreten einer diabetischen Kardiomyopathie mit Verdnderungen des
Myokards einhergeht, die die kardiale Funktion beeinflussen konnen. So kommt es auf
molekularer Ebene sowohl zu maladaptiven als auch kompensatorischen Alterationen der
Sarkomerfunktion. Ein zentraler Mechanismus ist der Ca**-Kreislauf mitsamt der Ca*'-
regulierenden Proteine und der Ca**-Sensitivitit. Die in dieser Arbeit gemessene erhdhte
Ca*"-Sensitivitit scheint einen Mechanismus darzustellen, der die verinderte Ca®*-Kinetik
im diabetischen Myokard kompensiert und somit die kontraktile Funktion erhilt (158). Im
weiteren Verlauf der Erkrankung konnte diese Kompensation jedoch verloren gehen, die
Ca?"-Sensitivitit reduziert sich, was zur konsekutiven Ausbildung einer diabetischen
Kardiomyopathie beitrdgt (110). In der vorliegenden Arbeit zeigt das diabetische Myokard
unter basalen Bedingungen nicht nur eine erhaltene, sondern sogar eine gesteigerte
kontraktile Funktion. Auch findet sich eine erhohte B-adrenerge Ansprechbarkeit des
Myokards bei den db/db-Miusen. Die erhdhte Ca®*-Sensitivitit des diabetischen Myokards
bietet eine plausible Erkldrung dafiir. Die passive Steifigkeit des diabetischen Myokards
stellte sich in dieser Arbeit unveridndert dar. Die Auswirkungen der in der Literatur
beschriebenen erhohten passiven Steifigkeit scheinen noch nicht eindeutig geklért zu sein.
Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass eine erhohte passive Steifigkeit analog zur Ca?'-
Sensitivitdt vor Ausbildung einer diabetischen Kardiomyopathie die Kraftentwicklung des
diabetischen Myokards fordert. Somit konnte es sich um einen adaptiven Prozess handeln,

der dem gestdrten Ca**-Kreislauf entgegentritt (110).

4.5 Ausblick

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit als

Ausgangspunkt fiir vertiefende Analysen dienen konnen.

Interessant wire es, in zukiinftigen Studien verschiedene Zeitpunkte nach I/R zu betrachten,
um darzustellen, wie sich die kontraktile Funktion, die B-adrenerge Ansprechbarkeit, die
Ca’"-Sensitivitit sowie die passive Steifigkeit des remote Myokards im Verlauf verindern.

Zudem konnten fiir ein besseres Verstindnis die molekulare Expression und Affinitit von
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B-adrenergen Rezeptoren sowie Proteinen des B-adrenergen Signalwegs ndher betrachtet
werden. Auch die damit einhergehende Verinderung der Ca?*-Sensitivitit ist ein
Ansatzpunkt. Ein besseres Verstindnis dieser Vorgénge und Adaptationsmechanismen in
den Kardiomyozyten konnte auch einen klinischen Nutzen liefern und fiir Patienten nach M1

relevant sein.

Es zeigt sich auBerdem ein Bedarf an weiterfiihrenden Untersuchungen des Ca**-Kreislaufs
bei db/db-Méusen. Hier ist eine Identifizierung der Mechanismen bzw. Proteine, die eine
erhohte Ca®*-Sensitivitit des diabetischen Myokards bedingen, naheliegend. Dariiber hinaus
scheint eine genaue Evaluierung der myokardialen Verdnderungen der db/db-Méuse im
zeitlichen Verlauf erforderlich, um die Auswirkungen einer diabetischen Kardiomyopathie

sowie der Dauer diabetischen Stoffwechsellage zu beleuchten.

Vor dem Hintergrund, dass Diabetiker hdufig einen MI erleiden (102) und dieser mit einer
schlechten Prognose assoziiert ist (103), konnen auch Studien relevant sein, die die
kontraktile Funktion des remote Myokards beim Diabetiker untersuchen. Zukiinftige

Projekte konnten hier ansetzen, um neue therapeutische Ansitze zu entwickeln.
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