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Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen zahlen zu den fiihrenden Todesursachen, deren Anteil an
jahrlichen Sterbefallen gegenwartig bei rund 40% liegt. Trotz substanzieller Fortschritte in
den Gebieten der Anatomie, Physiologie und Pathophysiologie des Herzens bestehen
weiterhin  zentrale  Wissensliicken. Insbesondere die  Komplexitat kardialer
Regulationsmechanismen und ihre Interaktionen mit anderen Gewebesystemen sind
bislang nur unzureichend erschlossen. Im Rahmen der Untersuchung bildet besonders die
Wechselwirkung zwischen Perikard, Myokard und Bindegewebe des Herzens ein zentrales
Element. Die vorliegende Dissertation adressiert drei eng miteinander verknUpfte
Untersuchungsgegenstande: (i) die propriozeptive Ausstattung des Perikards, (i) die
Verankerung der linksventrikuldren Papillarmuskeln (LVPM) und (iii) die viskoelastisch-
architektonischen Eigenschaften des Myokards. Das methodische Konzept umfasst
makroskopisch-anatomische Beobachtungen, Histologie und Immunhistochemie mit 3D-
Kartierungen und Clusteranalysen sowie magnetresonanztomographische Bildgebung
(MRI). Die Resultate der ersten Teilstudie offenbaren eine raumliche Akkumulation von
Ruffini-artigen Kdrperchen im fibrésen humanen Perikardanteil entlang der ventrikularen
Vorwolbungen sowie an den Abgangen der gro3en Gefalle. Dabei stitzt der ausbleibende
Nachweis von Calcitonin Gene-related Peptide (CGRP) die Einordnung dieser Rezeptoren
als primar propriozeptives, nicht nozizeptives Sensorsystem. Bezlglich der
Verankerungsklassen der LVPM wurden zwei verschiedene Auspragungen erschlossen:
eine direkte, trabekelfreie Muskelbasis (30%) und eine trabekular gepragte Verbindung
(70%). Die Typisierung ist innerhalb eines Herzens uberwiegend uniform und hat
Implikationen fur die Perfusionsarchitektur. Ex-vivo-Messungen an isolierten linken
Ventrikeln im Rahmen der Studie der viskoelastischen Eigenschaften des Myokards
offenbarten eine signifikante Abflachung des transmuralen Helix-Winkel-Gradienten
wahrend passiver Dilatation. Zudem wurde eine Verschiebung der Haufigkeitsmaxima der
Helix-Winkel in Richtung 0° verzeichnet, was eine spiralige, wandtiefenibergreifende
Kraftibertragung im postmortalen Myokard nahelegt. Schlussfolgernd offenbaren die drei
Teilstudien ein komplexes Zusammenspiel zwischen sensorischen, strukturellen und
mechanischen Komponenten der herzphysiologischen Funktion. Die Erkenntnisse betonen
die Relevanz einer systematischen Analyse der kardialen Mechanik, um die
Pathophysiologie kardialer Erkrankungen besser zu verstehen und spezifische

therapeutische Interventionen abzuleiten.



Summary

Cardiovascular diseases rank among the leading causes of death, currently accounting for
approximately 40% of annual mortalities. Notwithstanding considerable advances in the
domains of cardiac anatomy, physiology and pathophysiology, critical knowledge gaps
persist. In particular, the complex interplay between cardiac regulatory mechanisms with
other biological systems remains largely uncovered. Central to the investigation is the
interaction between the pericardium, myocardium, and connective tissue of the heart. The
present dissertation addresses three closely interrelated topics: (i) the proprioceptive
capabilities of the pericardium, (ii) the anchorage of the left-ventricular papillary muscles
(LVPM), and (iii) the viscoelastic and architectural properties of the myocardium. The
methodological framework integrates gross anatomical observations, histology, and
immunohistochemistry with three-dimensional mapping and cluster analyses, as well as
magnetic resonance imaging (MRI). Regarding the identification of Ruffini-like corpuscles
in the pericardium, spatial accumulations were revealed along the ventricular convexities
and at the origins of the great vessels. The absence of calcitonin gene-related peptide
(CGRP) provides support for the classification of these receptors as a primarily
proprioceptive, non-nociceptive sensory system. Concerning the classification of anchorage
classes of LVPM, two distinct patterns were identified: a direct, trabecula-free muscular
base (30%) and a connection via trabeculae (70%). The typology is predominantly uniform
within a heart and carries implications for perfusion architecture. Ex-vivo measurements on
isolated left ventricles revealed a significant flattening of the transmural helix-angle gradient
during passive dilation when studying the myocardium's viscoelastic characteristics.
Furthermore, the peaks of the helix-angle distributions shifted towards 0°, thus indicating a
spiral transmural transmission of forces in postmortem myocardium. When considered as
a whole, the three sub-studies reveal a complex interplay among sensory, structural, and
mechanical elements of cardiac physiological function. The findings emphasize the
importance of a systematic analysis of cardiac mechanics to enhance understanding of the

pathophysiology of cardiac diseases and to derive targeted therapeutic interventions.
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1. Einleitung

1.1 Allgemeine Einleitung

Das Herz stellt den wichtigsten Muskel des menschlichen Organismus dar und nimmt als
kontraktiles Organ eine zentrale Schlisselrolle in der Aufrechterhaltung lebensnotwendiger
physiologischer Prozesse ein. Kardiovaskuldre Erkrankungen bilden in Deutschland die
fuhrende Todesursache und sind fir etwa 40% aller jahrlichen Sterbefélle verantwortlich.
Darlber hinaus sind sie mit erheblichen individuellen Risikofaktoren assoziiert und tragen
in besonderem MalRe zur gesamtgesellschaftlichen Krankheitslast bei. Eine globale
Betrachtung zeigt eine kontinuierliche Zunahme der Inzidenz und Pravalenz
kardiovaskularer Krankheitsbilder, welche eine Belastung der nationalen wie
internationalen Gesundheitssysteme darstellt [1]. Trotz der Uber Jahrhunderte hinweg
gewonnenen Erkenntnisse hinsichtlich der Anatomie, Physiologie und Pathophysiologie
des Herzens ist das derzeitige Wissen in zentralen Aspekten noch unvollstandig. Die
kontinuierliche Zunahme wissenschaftlicher Publikationen im kardiovaskularen Bereich
verdeutlicht die Existenz noch unerschlossener Erkenntnislicken und erschwert
gleichzeitig eine systematische Zusammenfassung der verfigbaren Daten. Besonders die
Komplexitat kardialer Regulationsmechanismen und deren Wechselwirkung mit anderen
Organsystemen sind bislang nur unzureichend verstanden. Ein besonderes Defizit zeigt
sich bezlglich der funktionellen Interaktion zwischen Herz, Perikard und angrenzendem
Gewebe. Zudem besteht Forschungsbedarf im Bereich der propriosensorischen
Informationsverarbeitung, insbesondere hinsichtlich der Integration somatischer Signale in
die zentrale Regulation kardialer Ablaufe. Diese Zusammenhange sind im Kontext der
menschlichen bipeden Fortbewegung von besonderer Relevanz, da die aufrechte
Koérperhaltung spezifische biomechanische und physiologische Anforderungen an das
kardiovaskulare System stellt. In diesem Kontext ist die Ubertragbarkeit klassischer
tierexperimenteller Modelle daher nur in begrenztem Mal3e gegeben. Aus den genannten
Aspekten ergibt sich die wissenschaftliche Notwendigkeit einer vertiefenden, ganzheitlichen
Untersuchung des kardiovaskularen Systems unter Berlcksichtigung
humanphysiologischer Besonderheiten. Das Ziel besteht darin, die bestehenden
Wissensliicken zu schlieBen, um langfristig ein umfassenderes Verstandnis der
Funktionsweisen des Herzens zu erlangen und daraus innovative diagnostische und

therapeutische Strategien abzuleiten.



1.2 Kardiologische Grundlagen

1.2.1 Aufbau der Herzwand

Das Herz ist ein vierkammeriges Hohlorgan, das sich durch eine charakteristische,
vielschichtige Wandstruktur auszeichnet. Die innerste Schicht, das Endokard, besteht aus
einer glatten, diinnen Membran, welche die gesamte luminale Oberflache der Herzhéhlen
auskleidet. Diese Struktur gewahrleistet nicht nur eine hamodynamisch ginstige,
reibungsarme Oberflache fur den Blutfluss, sondern steht zudem in funktioneller Kontinuitat
mit den Herzklappen. Die aulierste Schicht der Herzwand wird als Epikard bezeichnet und
entspricht dem viszeralen Blatt des Perikards. Es grenzt das Myokard gegen die
Perikardhéhle ab, Ubernimmt mechanische Schutzfunktionen und ermdoglicht die
reibungsfreie Beweglichkeit des Herzens. Zwischen Endokard und Epikard befindet sich
das Myokard, welches die funktionell und strukturell dominante Schicht der Herzwand
darstellt. Es besteht aus Kardiomyozyten, die als funktionelle Grundeinheiten des
Herzmuskels in Form von Muskelketten organisiert sind. Diese Ketten formen ein
komplexes, dreidimensional angeordnetes Netzwerk [2]. Innerhalb dieser architektonischen
Organisation entfalten sich die tangential verlaufenden Kardiomyozytenketten kontinuierlich
und graduell zwischen Epikard und Endokard ohne signifikante Richtungswechsel oder
Diskontinuitaten [3]. Im subendokardialen Bereich lasst sich eine ausgepragte,
rechtshandige Spiralstruktur nachweisen, die sich in Richtung der Herzspitze fortsetzt und
in den subepikardialen Schichten in eine linkshandige Spiralform Ubergeht. In der
intermediaren Schichtregion verlaufen die Kardiomyozyten annahernd orthogonal zur
longitudinalen Herzachse. Die hochgradig organisierte myokardiale Faserarchitektur ist von

zentraler Bedeutung fir die mechanische Funktion des Herzens.

1.2.2 Aufbau des Perikards

Das humane Perikard ist eine komplex strukturierte, mehrschichtige Membran, welche den
Herzmuskel umschlie®t (Abb. 1). Im Rahmen des kardialen Zyklus gewahrleistet es die
reibungsarme Beweglichkeit des Myokards und erflllt zugleich eine Schutzfunktion
gegeniiber einer pathologischen Uberdehnung des Herzens. Aus morphologischer
Perspektive differenziert sich das Perikard in zwei voneinander abgrenzbare Anteile. Die
serése Komponente bedeckt als viszerales Blatt oder Epikard unmittelbar das Myokard und
kleidet gleichzeitig als parietales Blatt die Innenseite des fibrésen Perikardanteils aus [4, 5].
Der fibrose Anteil des Perikards charakterisiert sich durch drei differenzierte Subschichten,
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die primar aus kollagenem Bindegewebe mit eingelagerten elastischen Fasern bestehen
[4, 6-8]. Die biomechanische Eigenschaft und somit das Bewegungsausmal® und die
Dehnungsfahigkeit des Perikards hangen wesentlich vom Volumen der serésen Flissigkeit
im perikardialen Spaltraum ab. Dieses Volumen erreicht typischerweise Werte zwischen 15
und 60 ml [9, 10]. Neben der Gewahrleistung einer reibungsarmen Beweglichkeit des

Herzens kommt der perikardialen Kavitat zusatzlich die Rolle zu, mechanische Reize auf

das parietale Perikard zu Ubertragen.

Pericardium Pericardium
fibrosum -~ serosum ~\
-~ N
~ N -

. \ - . N
Cavitas 1 Lamina Cavitas Lamina
thoracica \‘ parietalis pericardiaca visceralis

§ | / (Epikard)

\ / s

/
Myokard = Endokard

Abb. 1: Aufbau des humanen Perikards. Das humane Perikard setzt sich aus einem serésen
Anteil, dem pericardium serosum, und einem fibrésen Anteil, dem pericardium fibrosum, zusammen.
Der serdse Anteil bedeckt das Herz mit seinem viszeralen Blatt (Epikard) und kleidet die Innenflache
des fibrosen Perikards mit seinem parietalen Blatt aus. Zwischen den beiden Blattern liegt die mit
Flussigkeit gefiillte Perikardhohle (cavitas pericardiaca). Der fibrose Perikardanteil, das pericardium

fibrosum, grenzt das Herz gegen die Brusthdhle (cavitas thoracica) ab. Quelle: Frau Opfermann-
Ringeler, Institut fir Anatomie |, Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf



1.2.3 Der Herzzyklus

Der kardiale Zyklus bezeichnet die rhythmische Abfolge von Kontraktion (Systole) und
Erschlaffung (Diastole) des Herzens und umfasst samtliche kardiale Vorgange, die wahrend
eines vollstandigen Herzschlags ablaufen. Die physiologische Grundlage der Pumpfunktion
des Herzens liegt in dem kontinuierlichen Auswurf von Blut in den arteriellen Blutkreislauf.
Dieser Prozess wird durch das intrinsische Erregungsbildungs- und leitungssystem des
Herzens initiiert und gesteuert. Die Systole Iasst sich aus funktioneller Perspektive in zwei
Phasen unterteilen. Wahrend der Anspannungsphase kommt es zur Kontraktion der
Ventrikel, was einen Druckanstieg zur Folge hat. Dieser Druckanstieg induziert den
Verschluss der atrioventrikuldren (AV-) Segelklappen. Im Anschluss erfolgt wahrend der
Austreibungsphase das Offnen der Taschenklappen, wodurch der Blutauswurf in den
pulmonalen und systemischen Kreislauf ermoglicht wird. Die Systole ist demnach als ein
aktiver, durch die Kardiomyozyten gesteuerter Vorgang zu betrachten. Ebenso lasst sich
die Diastole in zwei distinkte Phasen gliedern. In der Entspannungsphase kommt es zum
Rickgang der ventrikularen Kontraktion, welches mit dem SchlieRen der Taschenklappen
einhergeht. In der darauffolgenden Fillungsphase werden die AV-Klappen erneut gedffnet,
was den Blutfluss aus den Vorhdfen in die Ventrikel ermdglicht. Ein Diskussionspunkt ist,
ob es sich hierbei um einen primar passiven Vorgang handelt, der durch das elastische
Netzwerk des kardialen Bindegewebes, insbesondere das Elastin, reguliert wird, oder ob
aktive Prozesse eine Rolle spielen. Somit sind die zugrunde liegenden Mechanismen der

Diastole bislang nicht abschlieRend geklart.

1.2.4 Papillarmuskeln

Die Papillarmuskeln sind spezialisierte kardiale Muskelstrukturen, deren Ursprung bilateral
in den Trabeculae carneae sowie im Myokard liegt. Charakteristischerweise entspringen sie
im mittleren Drittel der ventrikularen Wand und erstrecken sich in den Innenraum des
Ventrikels. Nur in seltenen Fallen manifestieren sich die Muskeln aus dem oberen oder
unteren Drittel der Kammerwand [11-15]. Sie z&hlen zu den integralen Bestandteilen des
atrioventrikularen Klappenkomplexes, der sich zusatzlich aus dem Ostium, dem
Mitralanulus, den Klappensegeln sowie den chordae tendineae zusammensetzt [16-19].
Die Kontraktion der Papillarmuskeln erfolgt zeitlich prazise koordiniert vor der Kontraktion
des Ubrigen Ventrikelmyokards. Dadurch resultiert eine dynamische Stabilisierung der
Klappensegel und der chordae tendineae, insbesondere bei pldtzlichem intraventrikularem

Druckanstieg [20]. Daruber hinaus tragt ihre Kontraktion entscheidend zum vollstandigen



und effektiven Verschluss der AV-Klappen bei, was eine atrioventrikulare Regurgitation
wahrend der systolischen Austreibungsphase des kardialen Zyklus verhindert [21]. Der
rechte Ventrikel weist in der Regel drei Papillarmuskeln auf: den anterioren, den posterioren
und den septalen Papillarmuskel. Demgegenuber entspringen im linken Ventrikel
typischerweise zwei Papillarmuskeln, ein anteriorer und ein posteriorer Muskel, von der
freien ventrikularen Wand. Der anteriore Papillarmuskel erhalt unter physiologischen
Bedingungen eine duale arterielle Versorgung Uber Aste der linken Koronararterie,
wohingegen der posteriore Papillarmuskel lediglich durch eine einzige arterielle
Versorgung, entweder Uber die rechte Koronararterie oder den zirkumflexen Ast der linken
Koronararterie, perfundiert wird [22-25]. Die potenziell lebensbedrohlichen Komplikationen
infolge einer Fibrosierung der Papillarmuskulatur verdeutlichen die essenzielle Bedeutung
der intramuskuldren Faserstrukturen fir die Sicherstellung und Aufrechterhaltung der

integrativen kardialen Funktion [26, 27].

1.2.5 Helix-Winkel

Der Helix-Winkel (helix angle, HA) ist ein innovativer Parameter zur Beschreibung der
inneren Struktur des Herzens, der auf der architektonischen Organisation der
linksventrikularen Herzwand basiert. Er ist definiert als der Neigungswinkel der
Myokardfasern gegeniber der transversalen Herzebene und kann Werte zwischen -90 °
und +90 ° annehmen (Abb. 2). In diesem Zusammenhang wird die mittlere Schicht als 0°-
Achse definiert [28]. Tier- und humanmedizinische Studien zeigen jedoch, dass die HAs
unter normalen physiologischen Bedingungen in einem engeren Bereich von +60° liegen
[28-31]. Der potenzielle Wertebereich kann sich bei verschiedenen pathologischen
Veranderungen der Herzstruktur jedoch deutlich erweitern [32]. Hierbei wurden in einigen

Studien auch Winkel jenseits des physiologischen Spektrums von +60° ermittelt [31].
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Abb. 2: Definition des Helix-Winkels (helix angle, HA). Der HA wird im Kontext eines isolierten
linken Ventrikels definiert. Die Bestimmung des Winkels erfolgt anhand der dreischichtigen
Architektur der linken Ventrikelwand. Er wird durch den Winkel der &uReren (cyan) und inneren (griin)
Muskelschicht relativ zu der mittleren zirkuldren Schicht (gelb) definiert. Die Polaritat des HA ist
positiv, wenn sich die Myokardfasern im Uhrzeigersinn von der Basis zur Spitze (griin) winden, und
negativ, wenn sich die Kardiomyozyten gegen den Uhrzeigersinn von der Basis zur Spitze (cyan)
ausrichten. Unter physiologischen Bedingungen betragt der Wert des HA maximal £60°.

1.3 Propriozeptive Grundlagen

1.3.1 Propriozeption

Die Propriozeption vermittelt die unbewusste und bewusste Wahrnehmung des
Spannungszustandes sowie der Bewegung des Bindegewebes. Dabei werden
propriozeptive Reize aus der Peripherie an den parietalen Lappen des Gehirns afferent
zugeleitet. Der Begriff ,Propriozeption“ wurde erstmals 1907 von Charles Sherrington
verwendet, um diese aus dem Organismus selbst stammende Sinnesmodalitat von der
Exterozeption und der Interozeption abzugrenzen [33]. Letztere ist bis heute nicht eindeutig

definiert bzw. konzeptualisiert, leitet sich aber aus dem vegetativen System ab und wird



heute vor allem im Hinblick auf ihren Einfluss auf psychische Prozesse diskutiert [34].
Demgegentber beruht das propriozeptive System auf peripheren Kkorpuskularen
Rezeptoren. Bei diesen handelt es sich um Mechanorezeptoren der Tiefensensibilitat, die
der rdumlichen Selbstwahrnehmung des Kérpers dienen. Zu den Propriozeptoren zahlen
unter anderem Ruffini-, Vater-Pacini- und Golgi-Mazzoni-Kérperchen, Krause'sche
Endkolben, Golgi-Sehnenorgane sowie freie Nervenendigungen. lhre Funktionalitat
umfasst die Detektion diverser physikalischer GroRRen, darunter Dehnung, Zugspannung,

Vibration und Scherbewegungen.

1.3.2 Ruffini-Koérperchen

Die Ruffini-Kérperchen reprasentieren eine eigenstandige Klasse langsam adaptierender
Propriozeptoren, die sich durch einen elliptischen, kapselartigen Aufbau auszeichnen.
Ferner sind die topographische Nahe zu Nerven und GefalRen, die geringe Dichte von
Kollagenfasern im Rezeptor-Inneren sowie die Abgrenzung von der Umgebung durch
Elastin kennzeichnend fir diese Rezeptoren. lhre historische Einordnung reicht in die Mitte
des 19. Jahrhunderts zurlck, als der britische Arzt und Anatom Arthur Hassall initiale
morphologische Beschreibungen vornahm und diese irrtimlich als "Muskelspindel”
klassifizierte [35]. Im Jahr 1898 fiihrten die von August Ruffini durchgefiihrten gezielten
histologischen Untersuchungen zum Nachweis intrakorpuskularer Nervenfasern in den
Skelettmuskeln der Hauskatze [36]. Damit wurde der propriozeptive Charakter dieser
Strukturen eindeutig etabliert. Seither haben zahlreiche Studien die Prasenz und
Feinstruktur der Ruffini-Kérperchen in tierischen und menschlichen Geweben eingehend
untersucht [37-40]. Funktionell sind Ruffini-Kérperchen primar auf die Registrierung von
Dehnungsreizen spezialisiert, die als Relativbewegungen benachbarter Gewebeschichten
definiert werden [39, 41]. Aufgrund ihrer langsamen Adaptation tragen sie zur
kontinuierlichen Uberwachung statischer und dynamischer Spannungsénderungen bei, die
in spinalen und supraspinalen Zentren prozessiert werden. Ihre Rolle in inneren Organen
und eine mdgliche Beteiligung an pathophysiologischen Prozessen ist jedoch bislang

weitgehend unerforscht.



1.4 Methodische Grundlagen — Diffusion Tensor Imaging

Die Diffusionstensorbildgebung (Diffusion Tensor Imaging, DTI) stellt eine spezielle
magnetresonanztomographische Technik dar, mittels derer die Ausrichtung und
Mikrostruktur von Fasern in biologischen Geweben visualisiert und quantifiziert werden
kann [42, 43]. Die Methode basiert auf der Messung der Brown'schen Bewegung von
Wassermolekulen, deren gerichtete Diffusion in verschiedene Raumrichtungen quantifiziert
wird. Der resultierende Diffusionstensor, dargestellt als 3x3-Matrix, beschreibt die
Diffusionsstarke entlang der Hauptachsen. Der daraus abgeleitete Richtungsvektor
reprasentiert die gemittelte Verlaufsstrecke der Wasserbewegung im gewahlten
dreidimensionalen Raum. Hieraus lassen sich Ruckschlisse auf die Integritdt und
Organisation zellularer Strukturen schlielen [44]. Die Methode hat sich in der
Neuroanatomie als Standardverfahren fir die Analyse der weilten Substanz etabliert.
Mittels deterministischem und statistischem Fasertracking lassen sich Nervenbahnen
dreidimensional rekonstruieren und quantitative Vergleiche durchfiihren [45-47]. Auch in der
kardialen Bildgebung findet DTI zunehmend Anwendung. In diesem Kontext wird sie zur
Bestimmung der Orientierung von Herzmuskelfasern eingesetzt. Diesbezilglich geben
Helix- und Transversalwinkel im Myokard Aufschluss Uber die raumliche Anordnung der
Kardiomyozyten und deren funktionelle Eigenschaften [31, 32, 48] (Abb. 3).



Abb. 3: Diffusionstensorbildgebung (diffusion tensor imaging, DTI) mit anschlieBendem
Fasertracking eines Schweineherzens. Die Abbildung wurde anhand von DTI-Daten eines
Schweineherzens mit anschlieRendem Fasertracking generiert (Auflésung: 3mm isotrop). Dabei
reprasentieren die blauen Anteile die Richtung von kranial (Kr) nach kaudal (Ka), die roten Anteile
die Richtung von links (L) nach rechts (R) und die griinen Anteile die Richtung von anterior (A) nach
posterior (P). VD = ventriculus dexter, *** = subepikardiale AuRenschicht des linken Ventrikels, ** =
zirkulare Mittelschicht des linken Ventrikels, * = subendokardiale Innenschicht des linken Ventrikels,
cm = Zentimeter

1.5 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden dreiteiligen Studie ist die systematische Untersuchung des
menschlichen Herzens, einschlieBlich seines Perikards sowie der zugehorigen
intramuralen Verschiebeschichten. Der Schwerpunkt liegt auf der Identifikation und
Charakterisierung bislang unzureichend erforschter strukturell-funktioneller Interaktionen
kardialer Gewebe und deren klinischer Relevanz. Das Ziel dieser Untersuchung besteht
darin, ein differenzierteres und vertiefendes Verstandnis der physiologischen Mechanismen
zu erlangen, die unter anderem wahrend der diastolischen Phase des kardialen Zyklus
auftreten. Gegenwartig sind diese Prozesse noch Bestandteil wissenschaftlicher

Diskussionen. Hierbei istinsbesondere die Notwendigkeit einer ganzheitlichen Betrachtung
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der Herzphysiologie zu berticksichtigen, da die Funktion des Herzens nicht als isoliertes
Resultat einzelner Komponenten verstanden werden kann, sondern vielmehr als ein
komplexes, multifaktorielles System. Die drei Perspektiven - sensorisch, strukturell und
mechanisch -, welche den Teilstudien zugrunde liegen, sind untrennbar miteinander
verbunden und bilden die Grundlage fiir ein umfassendes Verstandnis der kardialen

Physiologie.

1.5.1 Ziel des ersten Studienabschnittes

Die initiale Phase der vorliegenden Untersuchung fokussiert sich auf die detaillierte Analyse
der afferenten Innervation des Perikards. Das Ziel besteht in der systematischen Erfassung
und topographischen Visualisierung der propriozeptiven Rezeptoren innerhalb des fibrésen
Perikardanteils. In diesem Kontext soll die Dichte der Propriozeptoren in Abh&angigkeit von
ihrer raumlichen Verteilung und relativen Haufigkeit analysiert werden, um eine
differenzierte propriozeptive Kartierung des Perikards zu generieren. Eine vergleichbare
Kartierung wird in der wissenschaftlichen Literatur bislang nicht aufgefihrt. Der bisherige
Forschungsstand zur Propriozeption konzentriert sich vorrangig auf das muskuloskelettale
System bei Menschen und hoheren Tieren [49-51]. Hinsichtlich der Prasenz und
funktionellen Bedeutung von Propriozeptoren in viszeralen Organen liegen lediglich
vereinzelte Studien vor, die sich vorwiegend auf den Thymus sowie das Pankreas
beschranken [52-56]. Es ist davon auszugehen, dass auch weitere innere Organe,
insbesondere das kardiovaskulare System, Uber sensorische Strukturen verfiigen missen,
um eine adaquate funktionelle Steuerung zu ermdglichen. Da im Myokard bisher keine
propriozeptiven Sensoren nachgewiesen wurden, richtet sich das methodische Interesse
auf das Perikard als potenziellen Trager entsprechender sensibler Afferenzen. Die
dokumentierten assoziativen Zusammenhange zwischen kongenitalen Anomalien des
Perikards und thorakalen Schmerzsyndromen legen nahe, dass dem Perikard Uber seine
bislang primar mechanisch verstandene Schutz- und Stitzfunktion hinaus eine integrative
Rolle in der kardiovaskularen Homéostase zukommt [57-65]. Eine potenzielle sensorische
Funktion des Perikards kénnte eine Schliisselrolle bei der kontinuierlichen Uberwachung
und adaptiven Regulation verschiedener Parameter im Rahmen des kardialen Zyklus
einnehmen. Die gewonnenen Erkenntnisse sollen einen wesentlichen Beitrag zur Klarung
grundlegender physiologischer Kontrollmechanismen der Herzaktion, zur
pathogenetischen Differenzierung kardialer Erkrankungen sowie zur gezielteren

Entwicklung therapeutischer Strategien leisten.

10



1.5.2 Ziel des zweiten Studienabschnittes

Der zweite Abschnitt der Studie beinhaltet eine vertiefende morphologisch-funktionelle
Analyse des anterioren und posterioren Papillarmuskels des linken Ventrikels. Trotz der
Vielzahl an vorgeschlagenen Klassifikationen der Papillarmuskeln in der Fachliteratur [11,
14-16, 66-72], bleibt die strukturelle Einbindung der Papillarmuskeln in die kompakte
Myokardwand, insbesondere hinsichtlich der Art und Tiefe ihrer Verankerung, bislang
weitgehend unbeachtet. Eine prazise Untersuchung dieser strukturellen Schnittstelle
erweist sich jedoch als essenziell, um die funktionelle Kopplung zwischen Papillarmuskeln
und Ventrikelwand zu verstehen. Zudem kommt der Papillarmuskelbasis eine besondere
klinische Relevanz zu, da sie sowohl die Eintrittspforte flir die arterielle Versorgung des
Muskels als auch das Areal der elektrischen Erregungsweiterleitung darstellt. In diesem
Kontext manifestiert sich die morphologische Charakterisierung der Verankerung nicht nur
fur das Verstandnis der physiologischen Myokardmechanik als essenziell, sondern auch flr
die Analyse pathophysiologischer Entwicklungen, die mit strukturellen Dysfunktionen in
dieser Ubergangsregion assoziiert sein kénnen. Eine detaillierte histomorphologische
Analyse der Papillarmuskelbasis soll die bislang sparlich dokumentierten radiologischen
Daten erganzen [73]. Folglich stellt die Analyse der papillarmuskuldren Verankerung einen
zentralen Beitrag zum Verstandnis kardialer Regulationsmechanismen dar und kdnnte

langfristig zur Entwicklung gezielter therapeutischer Interventionen fuhren.

1.5.3 Ziel des dritten Studienabschnittes

Im abschlieRenden Kapitel dieser Studie erfolgt eine detaillierte Diskussion der erhobenen
morphologischen Befunde im Kontext ihrer klinisch-praktischen Relevanz durch
Untersuchung der viskoelastischen Eigenschaften des Myokards. Das Ziel besteht darin,
eine fundierte Grundlage fir eine zuklinftige umfassende Analyse der Mechanismen der
Entstehung und Pathogenese des Takotsubo-Syndroms zu schaffen. Aufgrund der
Seltenheit und des transienten Charakters der Takotsubo-Kardiomyopathie ist die
Verfligbarkeit postmortaler Herzproben betroffener Patienten erheblich limitiert. Um diesem
methodischen Hindernis zu begegnen, soll im Rahmen dieser Studie ein experimentelles
Modell entwickelt werden, welches den Zustand eines apikal gedehnten linken Ventrikels
effektiv nachahmen soll. Die Beziehung zwischen der architektonischen Konfiguration des
Herzens und dessen funktioneller Leistungsfahigkeit scheint von erheblicher Komplexitat
gepragt zu sein. Diese bemerkenswerte Resilienz gegenuber eindeutigen Analysen ist nicht
nur auf die komplexe Struktur des myokardialen Fasersystems und des daraus

resultierenden dreidimensionalen Netzwerks zurlckzufihren, sondern auch auf die
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vielschichtige Natur der intramuralen Bewegungsablaufe innerhalb des Herzmuskels
selbst. Historische Studien dokumentieren bereits Fehler bei der Darstellung dieser
komplexen Zusammenhange [74, 75]. Selbst gegenwartig stitzt sich die Interpretation
myokardialer Funktionen primar auf hypothetische Modelle [76-80]. In der vorliegenden
Arbeit soll zunachst untersucht werden, ob die Spannung in postmortalen Herzproben
entlang der Hauptausrichtung der Fasern weitergeleitet wird. In vorangegangenen Studien
wurde die lokale Kraftmessung bei lebendigen, schlagenden Herzen bereits untersucht und
erfolgreich nachgewiesen [81, 82]. Zudem soll die HA-Verteilung zwischen gesunden
Ausgangsherzen und apikal ballonierten Herzen verglichen werden. Bislang existieren
keine vergleichbaren Studien, die dieses spezifische Untersuchungsdesign verfolgt haben.
Dadurch positioniert sich die vorliegende Arbeit in einem einzigartigen Forschungsfeld und
soll einen signifikanten Beitrag zum Verstandnis und zur Diagnose des Takotsubo-

Syndroms leisten.

1.6 Ethische Zustimmung

Alle menschlichen Gewebeproben wurden von Kdrperspender*innen des Kdrperspende-
programms der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf (HHU) gewonnen. Die vorliegende
Studie wurde von der Ethikkommission der medizinischen Fakultdt der HHU unter der
Nummer 2021-1565 genehmigt und erfolgte in Ubereinstimmung mit der Deklaration von
Helsinki sowie auf Grundlage einer schriftlichen Einwilligung der Spender*innen zur
Verwendung des Koérpermaterials fur Studien- und Forschungszwecke (World Medical
Association, 2013; Ethikkommission der HHU, 2021). Die fur die Versuchsreihen
verwendeten Schweineherzen wurden als regulare Schlachtprodukte aus der
Lebensmittelkette bezogen. Es erfolgte keinerlei Eingriff an lebenden Tieren, ebenso wurde
kein Tier zu wissenschaftlichen Zwecken getdtet. Die Organentnahme fand ausschlieRlich
im Rahmen des routinemaligen Schlachtprozesses statt. Somit liegt kein
genehmigungspflichtiger Tierversuch im Sinne des Tierschutzgesetzes vor, und eine

Prifung oder Zustimmung durch die Tierethikkommission ist nicht erforderlich.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Gerate und Programme sind im

Anhang unter den erganzenden Tabellen 1-3 zu finden.

2.2. Methoden

2.2.1 Korperspenden

Alle im Rahmen dieser Studie untersuchten humanen Gewebe wurden von
Kdrperspenderinnen und Kdrperspendern gewonnen, welche am Koérperspendeprogramm
der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf (HHU) teilnahmen. Die Entnahme der Gewebe
erfolgte unter Berlcksichtigung einer maximalen postmortalen Zeitspanne von 48 Stunden,
um die Qualitat und Aussagekraft der Proben zu gewahrleisten. Samtliche experimentelle
Untersuchungen erfolgten unter Einhaltung der ethischen Grundsatze der Deklaration von
Helsinki. Darliber hinaus verfiigt das Institut Uber eine schriftliche Einwilligung der
betroffenen Spenderinnen und Spender gemall den geltenden Bestimmungen. Die
Aufbereitung und Verarbeitung der Korperspenden und die daraus gewonnenen
Gewebeproben erfolgte je nach Zielsetzung und methodischer Ausrichtung der einzelnen
Teilstudien, um den spezifischen Anforderungen der jeweiligen Untersuchungen gerecht zu

werden.

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Studie wurden humane perikardiale Gewebeproben
zur  Analyse propriozeptiver Afferenzen des  Perikards verwendet. Das
Untersuchungsmaterial wurde von acht unfixierten Kérperspender*innen (vier Manner, vier
Frauen; mittleres Alter: 82 * 6 Jahre) entnommen. Im Rahmen der Generierung
volumenbasierter sowie oberflachenbasierter Rendering-Modelle eines sogenannten
"Standard-Perikards" wurde erganzend das Herz einer weiteren, ebenfalls unfixierten,
weiblichen Korperspenderin (Alter: 91 Jahre) herangezogen. Die Selektion der geeigneten
Korperspender*innen erfolgte unter strikter Einhaltung folgender Auswahlkriterien, um die
Validitdit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten: 1) Ausschluss

chirurgischer Eingriffe in kardialer, mediastinaler oder thorakaler Nahe; 2) keine
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dokumentierten oder makroskopisch sichtbaren kardialen Erkrankungen; 3) kein
Herzschrittmacher oder andere invasive kardiovaskulare Interventionen; und 4) Ausschluss
primarer mediastinaler Neoplasien sowie sichtbarer Metastasen im thorakalen Bereich.
Eine umfassende Ubersicht der im Rahmen dieses Studienabschnittes berlicksichtigten

Kérperspender*innen mit zusatzlichen Informationen ist in Tabelle 1 aufgefihrt.

Korper- | Geschlecht | Todesalter | Gewicht | Perikard- | Anzahl
Spende- In Jahren | In kg lange Rezep-
nummer Incm toren
Rezeptoren | 41/18 weiblich 86 80 349 215
130/20 weiblich 83 55 249 151
39/21 mannlich 80 55 298 246
41/21 weiblich 79 28 232 126
43/21 weiblich 87 65 310 21
45/21 mannlich 90 45 263 137
65/21 mannlich 82 75 344 194
118/21 mannlich 70 62 225 196
Standard- | 49/18 weiblich 91 nicht nicht nicht
Perikard gemessen | gemessen gemessen

Tabelle 1: Ubersicht iiber die im ersten Studienabschnitt einbezogenen Kérperspender*innen

Im zweiten Teilabschnitt der Studie, welcher sich mit der Art und Tiefe der Verankerung der
linksventrikularen Papillarmuskeln befasste, wurden insgesamt 69 formalinfixierte
menschliche Herzen von Koérperspenderinnen und Koérperspendern herangezogen (35
Manner, 34 Frauen; mittleres Alter: 80 Jahre). Vor der weiteren Praparation wurden die
Korperspenden mit einer 10%igen Formaldehydlésung perfundiert, wodurch auf
Gewebeebene eine Fixierung von 4% erreicht wurde. In diesem Teil der Studie wurden
keine Kdrperspender*innen aufgrund von Alter, Geschlecht oder bekannten medizinischen
Vorerkrankungen ausgeschlossen, sofern die allgemeine Morphologie des Papillarmuskel-
Komplexes als physiologisch einzustufen war. Eine detaillierte Ubersicht der in diesem
Teilstudienabschnitt verwendeten Korperspender*innen einschlieRlich der jeweiligen
Todesursachen laut Totenschein ist in Tabelle 2 dargelegt. Gemall den Angaben der
vorliegenden Totenscheine verstarben 32% der Kdrperspender*innen an einer kardialen

Erkrankung.
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Komperspende-Nr. Geschlecht Todesalter
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#10
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#I5
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#27
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#31
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#36
#37
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#41
#42
#43
#44
#45
#45
#47
#4E
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85
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Im Rahmen des abschlieRenden Studienabschnittes erfolgte eine eingehende Analyse der
viskoelastischen Eigenschaften des postmortalen menschlichen Myokards, wobei sich der
Fokus auf potenzielle pathophysiologische Implikationen im Kontext des Takotsubo-
Syndroms richtete. Fir die vorliegende Analyse wurden sieben Herzen von unfixierten
Kérperspender*innen entnommen (drei Manner, vier Frauen; mittleres Alter: 84 + 5 Jahre).
Die Erhebung der Proben unterlag spezifischen Kriterien, um die Validitat und
Vergleichbarkeit der viskoelastischen Messungen zu gewahrleisten. Die Kriterien
umfassten folgende Punkte: 1) keine dokumentierten vorausgegangenen chirurgischen
Eingriffe im Bereich des Herzens oder Mediastinums; 2) das Fehlen makroskopisch
sichtbarer oder dokumentierter kardialer Vorerkrankungen; 3) keine implantierten
Herzschrittmacher oder anderweitige kardiale Interventionen; 4) keine makroskopisch
erkennbaren primaren Tumore oder Metastasen im mediastinalen Raum. Tabelle 3 liefert
eine Ubersicht tber die in diesem Studienanteil einbezogenen Kdrperspender*innen. Fiir
die Voruntersuchungen wurden drei zusatzliche Schweineherzen herangezogen, die am
Versuchstag frisch von einem Schlachthof bezogen wurden. Sie dienten der Validierung
und Reproduzierbarkeit der ergometrischen Untersuchungen unter standardisierten
Bedingungen und bildeten somit die methodische Grundlage fir die anschlieBende Analyse

des humanen Gewebes.

Korperspende-Nummer Geschlecht Todesalter in Jahren
96/22 mannlich 84
99/22 mannlich 85
106/22 weiblich 81
132/22 weiblich 77
52/23 weiblich 85
54/23 mannlich 95
57/23 weiblich 83

Tabelle 3: Ubersicht iiber die im dritten Studienabschnitt einbezogenen Kérperspender*innen

2.2.2 Makroskopische Gewebeprozessierung

Die weitere Aufbereitung der gewonnenen Gewebeproben erfolgte in den drei

Studienabschnitten jeweils nach spezifischen protokollierten Verfahren.

Fur die propriozeptive Analyse des Perikards wurden die kompletten Thoraces der acht

unfixierten Kérperspenden von den praparationstechnischen Assistenten entnommen und
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fur mindestens eine Woche lang bei -79 °C tiefgefroren. Im Anschluss erfolgte unter Aufsicht
der praparationstechnischen Assistenten flr jedes Exemplar die Anfertigung horizontaler
Schnitte von konstanter Dicke (10mm) entlang der gesamten Herzlange vom kranialen zum
kaudalen Pol (Abb. 4). Da Ruffini-artige Koérperchen (Ruffini-like corpuscles, RLCs) eine
Lange von mehreren Millimetern erreichen kénnen, wurde zur Pravention doppelter
Zahlungen eine zirkuldre Auswertung des Perikards in den genannten Abstandsintervallen
durchgefiihrt. Die gewonnenen Scheiben wurden nachfolgend freischwimmend Uber einen
Zeitraum von zwei Wochen in einer 4%igen Formaldehydlésung (Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe, Deutschland) fixiert. Im Anschluss wurde das Perikard mitsamt
benachbarten Strukturen aus jeder Scheibe entlang der gesamten Zirkumferenz des

Herzens exzidiert und fur die nachfolgende histologische Aufarbeitung konserviert.

ventral

Abb. 4: Makroskopische Gewebeprozessierung der Thoraxscheiben. Die tiefgefrorenen
kompletten Thoraces von acht Kérperspenden wurden mit einer Standsage entlang der Herzachse
von kranial nach kaudal in gleich breite horizontale Scheiben von 10mm geschnitten. Dabei stellt
Schnitt 1 die kraniale Begrenzung des Herzens dar. * = Lage des Herzens in der jeweiligen
Thoraxscheibe
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Fur die detaillierte morphologische Analyse der Verankerung der LVPM wurden die Herzen
nach Abschluss der Fixierung der gesamten Koérperspender®innen im Rahmen des
Praparierkurses durch prazises Entfernen der Rippen zuganglich gemacht und das Perikard
in sternformiger Konfiguration eréffnet. Im Anschluss daran erfolgte die vollstandige
Ablosung der Herzen am Auslass der grolten Gefalde innerhalb des Perikards, um eine
isolierte Betrachtung des kardialen Gewebes zu ermdglichen. Beide Ventrikel wurden
entlang des interventrikularen Septums eréffnet und anschlieBend mittels grindlicher
Spulung mit Leitungswasser von samtlichen verbliebenen Blutresiduen befreit. Zur
Erfassung der Morphologie und raumlichen Orientierung der Papillarmuskeln erfolgte eine
systematische fotografische Dokumentation jedes Muskels. AbschlieRend wurden die
LVPM mitsamt dem zugehdrigen Myokard aus den isolierten Herzen entnommen und fur
nachfolgende histologische Untersuchungen in einer 4%igen Formaldehydlésung (Carl

Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) bei Raumtemperatur gelagert.

Im finalen Studienabschnitt wurden die viskoelastischen Eigenschaften postmortaler
Herzproben analysiert. Zu diesem Zweck erfolgte die thorakale Exzision der Herzen
unfixierter Kérperspenden durch die praparationstechnischen Assistenten nach Erdffnung
der Brusthohle sowie des Perikards. Die enthommenen Herzen wurden bei 4°C gelagert,
um die Gewebeintegritat aufrechtzuerhalten. Anschliefiend wurden beide Vorhéfe und der
rechte Ventrikel reseziert, wahrend die verbliebenen linken Ventrikel mit flissigem Silikon
gefullt wurden, um die physiologische Ventrikelform fir  nachfolgende
magnetresonanztomographische Messungen (in Kooperation mit der MRT Core
Facility) zu stabilisieren (Abb. 5). Im Anschluss an die initiale MRT-Untersuchung wurde
der Silikonabdruck entfernt und durch eine Silikonkugel mit einem Durchmesser von
2,7cm substituiert, welche gezielt das apikale Drittel der Ventrikelhdhle dilatierte. Der
verbleibende, nicht dilatierte Hohlraum wurde erneut mit Silikon verschlossen, um die
Bildung von Luftinseln fiir eine erneute magnetresonanztomographische Messung zu

verhindern.
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Abb. 5: Nicht gedehnter und gedehnter Zustand der linken Ventrikel. Im Rahmen des
experimentellen Vorgehens wurden beide Atrien und der rechte Ventrikel der humanen Herzen
entfernt, sodass nur die linke Herzkammer fiir die Messungen mittels Resonanzbildgebung sowohl
im nicht gedehnten Zustand (links) als auch im gedehnten Zustand (rechts) erhalten blieb. Zur
Erlangung des gedehnten Zustandes wurde eine Silikonkugel mit einem Durchmesser von 2,7cm an
der Herzspitze positioniert, um eine Dehnung des apikalen Drittels des Ventrikels zu induzieren. cm
= Zentimeter

2.2.3 Histologischer Zuschnitt

Die im Rahmen der ersten und zweiten Teilstudie erhobenen Gewebeproben wurden einer
umfassenden histologischen Aufarbeitung unterzogen. Zu Beginn des Verfahrens erfolgte
eine prazise Schnittpréparation samtlicher Proben mit anfanglicher Unterstitzung und
Einarbeitung durch Prof. Filler, um gleichmaflige und reprasentative Gewebesegmente fiir

die weitere Verarbeitung zu erzielen.

Im ersten Abschnitt der Studie zur Quantifizierung und Lokalisierung der Propriozeptoren
des Herzbeutels wurden die fixierten Thoraxscheiben der acht Kérperspenden gemaR eines
validierten Standardprotokolls weiterverarbeitet. Zu diesem Zweck wurde das Perikard
mitsamt den angrenzenden Strukturen (z.B. Lunge, Diaphragma etc.) ringférmig entlang
der gesamten Flache der Herzzirkumferenz entnommen. Die Schnittebenen wurden auf
dem Objekttrager dabei senkrecht zur Gewebeoberflache ausgerichtet, um eine prazise

Unterscheidung der drei perikardialen Subschichten zu garantieren.

Im Rahmen des zweiten Untersuchungsabschnittes wurde eine prazise quantitative

Erfassung der Verankerungstiefe der LVPM in die drei morphologisch differenzierbaren
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Subschichten der Ventrikelwand vorgenommen. Die Analyse erfolgte auf der Grundlage von
60 LVPM, die aus 30 menschlichen Spenderherzen (15 Frauen und 15 Manner) stammten
und deren AV-Klappen-Komplexe makroskopisch unversehrt und einheitlich prapariert
waren. Aus jedem Herzen wurde der anteriore sowie der posteriore Papillarmuskel als
Homologe fiir die Studie enthommen. Die Praparationsprozedur beinhaltete die Entnahme
der Papillarmuskeln inklusive des unmittelbar angrenzenden Kammermyokards. Zur
differenzierten Darstellung der Papillarmuskelverankerung in die Wandarchitektur erfolgte
eine Langsschnittpraparation der resezierten Praparate entlang der Medianebene. Als
Resultat konnte der Verankerungskomplex am Ubergangsbereich zwischen Papillarmuskel
und Herzwand in-situ erhalten und visualisiert werden. Die resultierenden Schnittflachen

wurden in einer planparallelen Orientierung zum Objekttrédger ausgerichtet.

2.2.4 Histologische Gewebeprozessierung

Im Anschluss an die Makropraparation wurden die Gewebeproben durch Unterstitzung der
technischen Laborassistent*innen prozessiert. Zunachst wurden die Proben in einem
automatisierten Entwasserungssystem (Intelsint S.R.L., Turin, Italien) Gber einen Zeitraum
von mindestens funf Tagen unter Einsatz einer abgestuften Ethanolreihe (70% - 100%)
dehydriert, um eine vollstandige Extraktion des Wassers zu gewahrleisten und strukturelle
Artefakte zu minimieren. Im Anschluss wurde die Infiltration mit fliissigem Paraplast (Leica
Biosystems Richmond, Inc., Richmond, USA) durch einen Einbettungsautomaten (MEDITE
Medical GmbH, Burgdorf, Deutschland) unter konstanten Temperaturen von 58°C bis 60°C
durchgefuhrt. Zur Standardisierung des Einbettungsvolumens und einer gleichmaRigen
Durchdringung mit Paraffin wurden die Proben in daflir vorgesehene Metallformen
positioniert. Nach Abschluss der vollstandigen Polymerisation des Paraffins wurden die
Probenblocke bis zur Gewebeoberflache getrimmt. Unter Verwendung eines
Prazisionsmikrotoms (Leica Biosystems, Deer Park, USA) wurden nachfolgend
Schnittserien mit einer konstanten Schnittdicke von 7um von den technischen
Laborassistent*innen angefertigt. Die gewonnenen Schnitte wurden auf vorgewarmte,
beschichtete Objekttrager aufgezogen, um eine nachhaltige Haftung der Proben zu
gewahrleisten. Abschliellend erfolgte eine schonende Erwarmung der Objekttrager auf
einer Heizplatte bei etwa 40°C, um eine faltenfreie Applikation der Gewebeschnitte zu
gewabhrleisten. Die abschlieRende Eindeckung der Proben erfolgte mit dem Medium DePeX
(SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland).

Fir die Perikardstudie wurden aus jedem Probenblock funf histologische Schnitte

gewonnen, von denen einer mit einer standardisierten Elastica-van-Gieson-Farbung nach
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Romeis [83] behandelt wurde. In der Papillarmuskelstudie wurden zwei histologische
Schnitte pro Muskel angefertigt und die einzelnen Schnitte sowohl mit standardisierten
Elastica-Goldner- als auch mit Azan-Farbungen gemall den von Romeis vorgegebenen
Protokollen [83] gefarbt. Zur umfassenden Evaluierung der Verankerungsklasse iber den
gesamten Papillarmuskel hinweg wurden zusatzlich zehn vollstandige Papillarmuskeln in
Serien von Schnitten mit einem Abstandsintervall von 0,5mm angefertigt. Die Einfarbung
dieser Schnitte erfolgte gemaR der zuvor genannten Standardprotokolle durch das
Laborpersonal (Andrea Paas). Die detaillierten Anleitungen fir die drei Standardfarbungen

sind den Protokollen im Anhang (Farbeprotokolle 1-3) zu entnehmen.

Fur die propriozeptive Kartierung des Perikards wurden in weiteren Schnitten mittels
immunhistochemischer Verfahren die zuvor in der histochemischen Standardfarbung
identifizierten Korpuskel exemplarisch als Ruffini-Kérperchen validiert. Die Durchflihrung
der Immunhistochemien erfolgte durch das Laborpersonal (Robert Kubitza). In diesem
Kontext wurden die Verteilung von Nervenfasern sowie das Vorkommen freier Schwann-
Zellen als entscheidende Kriterien zur Evaluierung der Korpuskel herangezogen. Zu diesem
Zweck wurden primare Antikorper gegen pan-Neurofilament (pNF; BioLegend, #837904) in
einer Endkonzentrationen von 2ug/ml eingesetzt. Zur weiteren Spezifizierung der Ruffini-
Korperchen kamen zusatzlich Antikbrper gegen S100 (Dianova, #DNA-AB-179523;
Verdlnnung 1:200) als Marker sensorischer Nervenfasern und Gliazellen, Calcitonin Gene-
Related Peptide (CGRP; Abcam, #AB135271; 15ug/ml) als Indikator sensorischer Fasern
des peripheren Nervensystems, Transient-Receptor Potential Cation Channel 4 (TRPC4;
Invitrogen, #PA5-18987; 5 pug/ml) als nicht-selektiver Kalziumkanal sensorischer Fasern
und Tyrosinhydroxylase (Merck Millipore, #MAB318; 12ug/ml) zum Nachweis
sympathischer Efferenzen zur Anwendung. Fur die Visualisierung kamen sekundare
Antikérper (Anti-Maus-IgG, Vector, #BA-2000; Anti-Maus-IgM, BioLegend, #401102) in
einer Verdunnung von 1:250 zum Einsatz. Die Farbentwicklung erfolgte mittels Streptavidin-
HRP (BioLegend, #405210, 1:800), gefolgt von der Applikation des NovaRED-Farbstoffes
(Vector, #SK-4800). Die detaillierten Anleitungen der beschriebenen immunhistologischen

Untersuchungen sind den Farbeprotokollen 4 - 8 im Anhang zu entnehmen.

Samtliche histologischen Schnitte wurden fur die Auswertung mit einem Scanner (Motic®©,
MoticEasyScan Infinity 100) eingescannt und digital mit dem Programm QuPath (Version

0.5.1) ausgewertet.
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Abb. 6: Zusammenfassung der Arbeitsschritte. Die Abbildung demonstriert die einzelnen
Methodenschritte von der Probenentnahme der Gewebe aus den Kérperspenden bis hin zur digitalen
Auswertung der fertigen histologischen Schnitte.

2.2.5 Visualisierung der Rezeptoren

Zur detaillierten Analyse der raumlichen Verteilung und strukturellen Anordnung von
Propriozeptoren im menschlichen Perikard flr den ersten Studienabschnitt erfolgte die
Erstellung sowohl eines Volumen-Rendering- als auch eines Oberflachen-Rendering-
Modells eines Herzens durch resonanztomographische und photogrammetrische
Verfahren. Die dreidimensionalen Rekonstruktionen basieren auf einem sorgfaltig
praparierten Herz-Perikard-Komplex. Zu diesem Zweck wurde der Leichnam einer
weiblichen Koérperspenderin verwendet und samtliche an das Perikard angrenzende
Gewebestrukturen vom praparationstechnischen Personal (Kay Kdrner) prazise entfernt,
um das Herz mitsamt seiner anatomisch korrekten Aufhangung sowie des Zwerchfells in
der naturlichen in-situ-Position zu erhalten (Abb. 7). Zur Gewahrleistung der physiologisch
bedingten Auspragung der diaphragmalen Vorwdlbungen wurde ein speziell angefertigtes
Stitzgestell aus Epoxidharz eingesetzt. Das fertige Praparat, das fortan als Referenzmodell
("Standard-Perikard") diente, wurde anschlieBend mithilfe = magnetresonanz-
tomographischer sowie photogrammetrischer Verfahren dreidimensional aufbereitet und

digitalisiert.
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2.2.5.1 Volumen-Rendering-Modell/ MRT

Fir die Generierung eines volumenbasierten Rendering-Modells zur detaillierten
Darstellung der intrakardialen Strukturen sowie zur prazisen Zuordnung der acht
untersuchten Perikardpraparate zum Referenzmodell ("Standard-Perikard") wurde ein
hochaufgeloster dreidimensionaler Ganzherz-Datensatz inklusive Perikard des "Standard-
Perikards" verwendet, welcher mittels MRT in Kooperation mit der MRT Core Facility
erhoben wurde. Die Volumenvisualisierung resultierte aus einer zielgerichteten Zuweisung
von Farb- und Transparenzparametern zu den einzelnen Voxeln, die auf deren spezifischer
Signalintensitat basierte und mit der Software 3D Slicer (Version 5.1.0) durchgeflihrt wurde.
Die Datenakquisition fiir die dreidimensionale Volumendarstellung mittels MRT erfolgte an
einem 3-Tesla-Scanner (Magnetom Trio, Siemens AG, Healthineers, Erlangen,
Deutschland) unter Verwendung einer 12-Kanal-Kopfspule. Die bildgebenden Aufnahmen
des Herzens wurden mittels einer 3D Magnetization Prepared Rapid Gradient Echo (MP-
RAGE)-Sequenz realisiert, welche folgende technische Parameter erflllte: Echozeit
(TE)/Inversionszeit (Tl)/Repetitionszeit (TR) betrugen 3,35/900/1720ms; Flipwinkel 9°;
Akquisitionsmatrix von 384 x 384 x 256; isotrope VoxelgroRe von 0,5 x 0,5 x 0,5mm?;

Anzahl der Mittelungen 5; Gesamtdauer der Datenaufnahme 29:12 Minuten.

2.2.5.2 Oberfldchen-Rendering-Modell/ Photogrammmetrie

Zur Visualisierung der statistischen Ergebnisse wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Kay
Korner ein Oberflachen-Rendering-Modell mittels Photogrammmetrie erstellt. Zu diesem
Zweck wurden Uber 1000 Einzelbilder des "Standard-Perikards" aus diversen Perspektiven
mit einer Spiegelreflexkamera (Canon 750D, APS-C-Sensor, Objektiv mit 60mm Makro-
Brennweite) aufgenommen. Der Digitalisierungsprozess erfolgte gemaf dem nach Spiriev

et al. dokumentierten Vorgehen [84].

2.2.5.3 Ubertragung der Rezeptorlokalisationen auf das "Standard-Perikard"

Die digitale Kartierung sowie Visualisierung der Propriozeptoren erfolgte durch die
Ubertragung der exakten Positionen samtlicher Rezeptor-Korpuskel auf die volumetrischen
und oberflachenbasierten Rendering-Modelle des "Standard-Perikards" unter Verwendung
der Software 3D Slicer (Version 5.1.0 [85]). Die Zuordnung der prazisen raumlichen
Lokalisation der einzelnen Rezeptoren basierte auf detaillierten histologischen
Untersuchungen, wobei jeweils die angrenzende Umgebung sowie relevante anatomische

Landmarken als Referenz herangezogen wurden.
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Abb. 7: Praparation des "Standard-Perikards". Zur Visualisierung der Verteilung der Rezeptoren
wurde ein "Standardperikard" als Referenz herangezogen, auf das alle Rezeptoren der acht
untersuchten Perikardien Ubertragen wurden. Die Ubertragung der histologisch nachgewiesenen
Rezeptoren auf das "Standard-Perikard" erfolgte unter Beriicksichtigung anatomischer Landmarken
der angrenzenden Umgebung. Die Abbildung zeigt die Praparation des "Standard-Perikards" des
Herzens einer 91-jahrigen, weiblichen Koérperspenderin. Der Praparationsschritt wurde von Kay
Korner durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurde das gesamte Gewebe um das Perikard herum
sorgfaltig entfernt, um die natirliche Position des Herzens in-situ auf dem Zwerchfell zu erhalten.
Der vorliegende Malstab betragt 5cm. cm = Zentimeter (nach Piermaier et al. [86])

2.2.6 Ergometrie

Im Rahmen der Untersuchung des dritten Studienabschnittes zur Viskoelastizitat des
postmortalen Myokards wurden ergometrische Messungen als Vorversuche zusammen mit
Prof. Lunkenheimer durchgefuhrt. Zu diesem Zweck erfolgte in drei Schweineherzen jeweils
die Implantation von vier Nadelkraftsonden [87, 88] in die obere Wandregion des linken
Ventrikels (Abb. 8). Drei der Sonden wurden nahe der Basis des linken Ventrikels
positioniert, wobei lokale Kraftmessungen im subepikardialen Bereich, in der zirkularen
Mittelschicht sowie im subendokardialen Bereich des Myokards durchgeflihrt wurden.
Darlber hinaus wurde eine weitere Sonde in der Nahe der apikalen Dilatationsregion

platziert. Zur Dehnung des apikalen Drittels der Ventrikelwand wurde ein vierarmiger
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Spreizer in die linke Ventrikelhdhle eingeflihrt. Die kurzen Spreizplatten am distalen Ende
jedes Spreizerarms wurden im aufersten apikalen Bereich positioniert. Mittels manueller
Offnungs- und SchlieRbewegungen des Spreizers wurde eine zyklische Dehnung und
Entlastung der apikalen Wandregion induziert. Wahrenddessen wurden die lokalen Krafte
an der ventrikularen Basis im subendokardialen, subepikardialen und zirkularen
Mittelschichtbereich (Sonde 1-3) sowie nahe der apikalen Dehnungsstelle (Sonde 4)
kontinuierlich mit einem 4-Kanal-Oszilloskop (RIGOL Technologies EU GmbH, Gilching,

Deutschland) gemessen.

Abb. 8: Nadelkraftsonde. Die Abbildung demonstriert die Nadelkraftsonde mit einer Lange von
14mm und einer Dicke von 1,5mm, welche fir die ergometrischen Untersuchungen eingesetzt
wurde. Sie ist mit einem seitlichen Fenster (lateral window, LW) sowie einer integrierten Biegestange
ausgestattet, welche die seitliche Kraft misst, die durch das umgebende Myokardgewebe erzeugt
wird.

2.2.7 Magnet-Resonanz-Bildgebung

Fur den dritten Studienanteil Uber die Viskoelastizitat des postmortalen Herzens wurden
Diffusions-Magnetresonanztomographie-Messungen von den sieben entnommenen
humanen linken Ventrikeln an einem klinisch validierten 3-Tesla-MRT-System
(MAGNETOM Trio, TIM-System; Siemens Healthineers AG, Forchheim, Deutschland) in
Kooperation mit Dr. Eric Bechler der MRT Core Facility durchgefiihrt. Zur Gewahrleistung
eines optimalen Signal-Rausch-Verhaltnisses sowie einer homogenen Feldverteilung
wurde eine 12-Kanal-Kopfspule verwendet. Fir die Erfassung der mikrostrukturellen
Myokardeigenschaften wurde eine Pulsed-Gradient-Spin-Echo-Diffusionswichtung (PGSE-
DWI) gemall dem Protokoll von Mekkaoui et al. [32] angewendet. Die volumetrische
Bildgebung erfolgte mit einer isotropen VoxelgroRe von 2mm?® und einem Field of View
(FoV) von 168mm x 168mm?, verteilt auf 55 Schichten ohne Zwischenschichtabstand, um
eine vollstdndige Abdeckung des linken Ventrikels zu gewahrleisten. Zur quantitativen
Erfassung der Diffusionseigenschaften wurden sechs orthogonal angeordnete
Diffusionsgradienten mit einem b-Wert von 2000s/mm? verwendet. Die Diffusionszeit A

betrug 46ms, womit ein optimaler Kompromiss zwischen Diffusionssensitivitdt und

25



Signalintensitat erzielt wurde. Insgesamt wurden 24 Messdurchgange durchgefihrt, um das
Signal-Rausch-Verhaltnis zu erhéhen und statistische Ausreiller zu minimieren. Die
Sequenzparameter wurden auf eine Wiederholungszeit (TR) von 8430ms und eine Echozeit
(TE) von 96ms abgestimmt. Die Gesamtdauer der Datenakquisition betrug 24 Minuten und
5 Sekunden, einschliellich zweier gegensatzlicher Phasenkodierungsrichtungen (anterior-
posterior und posterior-anterior), zur Reduktion von Verzerrungen durch magnetische
Suszeptibilitatsgradienten. Die Rohdaten wurden einer umfassenden Vorverarbeitung
unterzogen, die Elemente der Rauschreduktion, der Bewegungs- und Verzerrungskorrektur
(u. a. mittels TOPUP-Algorithmus) sowie die Normalisierung an anatomische
Referenzmodelle umfasste. Im Anschluss daran wurden diffusionsbasierte KenngréRen wie
Mean Diffusivity und Fractional Anisotfropy berechnet, um Rickschlisse auf mdégliche

pathophysiologische Veranderungen der Myokardstruktur zu ziehen.

2.2.8 Berechnung der Helix-Winkel

Aus den gewonnenen MRI-Daten fur die Untersuchung der viskoelastischen Eigenschaften
des Myokards wurden HA mit selbstentwickelten MATLAB-Skripten (Version R2022a; The
MathWorks, Inc.) systematisch erfasst und ausgewertet. Die Skripte wurden von Janna
Steinebach im Rahmen ihrer Masterarbeit an der HHU entwickelt und in ihrer Arbeit erortert
[89]. Kurz zusammengefasst: als Datengrundlage dienten die kardialen DTI-Daten, deren
primarer Eigenvektor mittels der Funktion "dtifit" aus dem FMRIB's Diffusion Toolbox
bestimmt wurde [90, 91]. Dieser Vektor reprasentiert die bevorzugte Diffusionsrichtung der
Myokardfasern und liefert die Datengrundlage fur die Kalkulation des HA. Der primare
Eigenvektor wurde auf die lokale Tangentialebene des linken Ventrikels projiziert, um
ausschliel3lich tangentiale Faserinformationen ohne axiale Verzerrungen zu erhalten.
Anschlielend wurde der Winkel zur zirkumferenziellen Richtung berechnet und durch eine

180°-Rotation in den physiologisch relevanten Bereich von -90° bis +90° Uberfihrt.

Zur statistischen Analyse der HA-Verteilung wurden die Werte in segmentierte Klassen von
10° Breite (x 5° um den Klassenmittelpunkt) kategorisiert. Innerhalb jeder Klasse wurde die
Haufigkeit der Winkelwerte fir jeden Ventrikel auf eine Gesamtwahrscheinlichkeit von eins
normiert, um Varianzen durch unterschiedliche Voxelzahlen pro Probe auszugleichen. Im
Anschluss daran wurden die normalisierten Verteilungen Uber die Stichprobe von n=7
Ventrikeln gemittelt, um populationsbasierte Parameter der Myokardfaserausrichtung zu

quantifizieren.
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Fur die regionale Analyse wurde aus jedem Herzen eine reprasentative transversale
Schnittbildebene ausgewahlt, deren Schnittbild sowohl apikale als auch basale Anteile der
linken Herzkammer umfasste. Die vorliegende Ebene wurde in drei konzentrische
Segmente unterteilt: einen subendokardialen Ring, den mittlere Wandbereich ("mid-wall

circular cuff') und einen subepikardiale Ring.

In jedem Segment wurden die deskriptiven Kennwerte Mittelwert, Maximum und Minimum
des HA sowohl im nicht gedehnten als auch im gedehnten Zustand berechnet. Die
Ergebnisse wurden Uber alle sieben Herzen gemittelt, um schichtenspezifische
Unterschiede in der Faserarchitektur in Abhangigkeit vom Dehnungszustand zu

identifizieren.

2.2.9 Statistik

Im Rahmen der Analyse der propriozeptiven Kartierung des menschlichen Perikards
(Studienabschnitt 1) wurde eine Clusteranalyse von Patrick Brzoska durchgeflihrt, mittels
derer die Dichte der Rezeptor-Korpuskel pro Flache in Abhangigkeit von den relativen
Koordinaten der dreidimensionalen Perikardoberflache ermittelt wurde. Die Analyse erfolgte
unter Verwendung der Python-Bibliothek Scikit-learn [92], wahrend die Visualisierung der
dreidimensionalen Streudiagramme mittels der Plotly-Bibliothek [93] umgesetzt wurde. Zur
Abbildung der logischen Partitionierung der Daten wurde unter Verwendung des
hierarchischen agglomerativen Clusterverfahrens mit WARD-Linkage zunachst ein
Dendrogramm erstellt [94, 95]. In Ergdnzung zum hierarchischen Ansatz wurde das Mean-
Shift-Verfahren eingesetzt, um lokale Maxima der Nachbarschaftsdichte zu identifizieren
[96]. Fur jeden Datenpunkt berechnet der Algorithmus den Schwerpunkt innerhalb eines
definierten Fensterbereichs um den betreffenden Punkt. In der Folge verschiebt sich das
Fenster in Richtung des berechneten Schwerpunkts. Sobald keine weitere Verschiebung
notwendig ist, endet die Iteration und der Datenpunkt wird dem ermittelten Zentrum
zugeordnet. Die Bildung von Clustern erfolgt durch die Zusammenfassung von
Datenpunkten, die ein gemeinsames Zentrum teilen. Dabei reprasentiert das Zentrum den
Punkt hochster Dichte innerhalb des Clusters. Die Wahl der FenstergroRe hat einen
mafgeblichen Einfluss auf die Anzahl gefundener Cluster. Zur Schatzung des optimalen
Parameters der Bandbreite wurde die in Scikit-learn implementierte Funktion zur
Bandbreitenschatzung herangezogen. Im Anschluss wurde die erhaltene Dichteinformation
genutzt, um eine Heatmap zu erzeugen, in der jeder Datenpunkt entsprechend seiner

relativen Distanz zum zugehorigen Clusterzentrum eingefarbt wurde.
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Fur die statistische Auswertung der Verankerungsklassen der Papillarmuskeln
(Studienabschnitt 2) wurde das Programm IBM SPSS Statistics (Version 29; IBM Corp.,
Armonk, NY, USA) gewahlt. Zunachst erfolgte eine deskriptive Aufarbeitung der erhobenen
Variablen: Die Beschreibung der kategorialen Merkmale erfolgte mittels Haufigkeits- und
Prozentangaben, wahrend die kontinuierlichen Daten durch Mittelwerte (M) und
Standardabweichungen (SD) definiert wurden. Zur Analyse von Zusammenhangen
zwischen nominal- bzw. ordinalskalierten Variablen wurde der Chi-Quadrat-Test
angewendet. Eine Uberpriifung der Homogenitét der Varianzen erfolgte mittels Levene-
Test. Fur den Fall homogen verteilter Varianzen wurde ein ungepaarter Zweistichproben-t-
Test durchgefiihrt, um signifikante Differenzen zwischen den Gruppen zu identifizieren.
Samtliche inferenziellen Tests wurden als zweiseitige Prufungen konzipiert. Das
Signifikanzniveau wurde stringent auf p < 0,01 festgelegt, um das Risiko eines a-Fehlers

ZU minimieren.

Zur detaillierten Untersuchung der volumetrischen Zustandsanderungen der linken
Ventrikel (Studienabschnitt 3) wurde ein Wilcoxon-Test herangezogen, um den nicht
gedehnten Ausgangszustand mit dem gedehnten Zustand zu vergleichen. Die
Entscheidung fiir dieses nichtparametrische Verfahren wurde durch eine vorausgehende
Kolmogorov-Smirnov-Analyse gestitzt, welche eine signifikante Abweichung von der
Normalverteilung in den zugrunde liegenden Datensatzen aufzeigte. Des Weiteren wurde
eine Varianzanalyse (ANOVA) durchgefuhrt, um eine umfassende Evaluierung der
Messergebnisse aller sieben Ventrikel zu gewahrleisten. Diese ermittelt potenzielle
Unterschiede der Mittelwerte Uber mehrere unabhangige Gruppen hinweg. Im Falle einer
Ablehnung der Nullhypothese, was auf signifikante Gruppenunterschiede hindeutet, wurde

der Tukey-Kramer-Test durchgefihrt, um spezifische Paarvergleiche zu identifizieren.

2.2.10 Bildbearbeitung

Die Bildvorverarbeitung wurde unter Anleitung von Prof. Filler in Affinity Photo (Version 2.3;
Serif Europe Ltd., Nottingham, UK) und Skylum Luminar Neo (Version 1.20) vorgenommen
und beinhaltete die Anpassung des Weillabgleichs, die Optimierung des Kontrasts, die
adaptive Rauschreduktion sowie das Zuschneiden auf die relevanten Bildregionen. Die
anschlielende Komposition und Annotation der Mikrofotografien, einschlieBlich der
Malstabsbalken und Beschriftungen, erfolgte mithilfe der Programme Affinity Designer
(Version 2.3; Serif Europe Ltd., Nottingham, UK) und GIMP (Version 3.0.0). Die Auswertung
der MRT-Daten wurde in MATLAB (Version R2022a; The MathWorks, Inc.) ausgefihrt, und

die resultierenden Diagramme zur Bearbeitung in Inkscape (Version 1.4.2) exportiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse zum Studienteil 1: propriozeptive Kartierung
des Perikards (nach [86])

3.1.1 Definition zahlbarer Korpuskel

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt acht fibr6se humane Perikardien einer
eingehenden histologischen Analyse unterzogen, um das Vorhandensein und die Verteilung
von korpuskuldren Propriozeptoren zu bestimmen. In Anbetracht der variablen
morphologischen Auspragung propriozeptiver Korpuskel, in diesem Fall RLCs, wurde
zunachst ein stringenter Kiriterienkatalog entwickelt, der eine zuverldassige und
reproduzierbare Identifikation sowie quantitative Erfassung dieser perikardialen Rezeptoren
ermoglicht. Die Identifizierung von RLCs erfolgt standardmafRig anhand anerkannter

spezifischer histologischer Kriterien (Abb. 9):

1. Spindelférmige Gestalt der Rezeptoren
2. Vorkommen heller, epithelioider Zellen
3. Geringere Dichte der Kollagenfasern im Rezeptor-Inneren im Vergleich zum

umgebenden Gewebe
4. Abgrenzung von der Umgebung durch straff verlaufende elastische Fasern
5. Durchziehende Blutgefalle

Zusatzlich kann die histologisch nachweisbare topographische Nahe zu Nervenstrukturen
bzw. ein Nerveneinwuchs in das Korpuskel als weiteres Kriterium herangezogen werden.
Gemal den vorliegenden Kriterien wurden alle im Perikard lokalisierten Strukturen, die
neben der charakteristischen spindelférmigen Gestalt mindestens drei der genannten

histologischen Merkmale erfillten, als RLCs gewertet und in die Zahlung einbezogen.
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Abb. 9: Histologische Kriterien fiir Ruffini-artige Korpuskeln (Ruffini-like corpuscles, RLCs)
im menschlichen Perikard. Die histologischen Kriterien der RLCs umfassen das Vorhandensein
von gewundenen GefalRen und verteilten Nervenfasern, das Auftreten von blassen epithelioiden
Zellen, eine im Vergleich zur Umgebung geringere Dichte an Kollagenfasern sowie die Abgrenzung
von der Umgebung durch geradlinige, elastische Fasern. Da nicht zwangslaufig alle Indikatoren
eines RLC in einer histologischen Ebene ersichtlich sind, wird eine Auswahl von Rezeptoren
aufgefiihrt, um die zuvor genannten Kriterien zu visualisieren. In der vorliegenden Studie wurden alle
fusiformen Strukturen innerhalb des Perikards, die mindestens drei der histologischen
Anforderungen erfiillen, als RLCs eingestuft. A) Histologisches Bild (Schnittdicke: 7um; Farbung:
Elastica van Gieson; MaRstab: 50um) eines RLC im Perikard eines 80-jahrigen mannlichen
Spenders. Die Pfeilspitzen referieren auf die weniger dichten Kollagenfasern innerhalb des
Rezeptors im Vergleich zum umgebenden Gewebe. B) Schematische Darstellung des in A)
dargestellten RLC mit allen aufgefiihrten histologischen Kriterien. Die Pfeile verweisen auf die
entsprechenden Kriterien in den histologischen Bildern. C) Histologisches Bild (Schnittdicke: 7um;
Farbung: Elastica van Gieson; Maf3stab: 50um) eines RLC im Perikard einer 86-jahrigen Spenderin.
Die Pfeilspitzen zeigen auf die epithelioiden Zellen, wahrend die Pfeile die verzweigten Gefalle
kennzeichnen. D) Histologisches Bild (Schnittdicke: 7um; Farbung: Elastica van Gieson; Mal3stab:
50um) eines RLC im Perikard eines 80-jahrigen verstorbenen Mannes. Die Pfeilspitzen weisen auf
elastische Fasern hin, welche den Rezeptor vom umliegenden Gewebe separieren. E)
Histologisches Bild (Schnittdicke: 7um; Maf3stab: 50um) mit immunhistochemischer Farbung (Pan-
Neurofilament) eines RLC einer 83-jahrigen weiblichen Spenderin. Die Pfeilspitzen zeigen auf die in
den Rezeptoren vorliegenden Neurofilamente. * = Pericardium fibrosum, ** = Lamina parietalis
pericardii serosi, ym = Mikrometer (nach Piermaier et al. [86])

30



3.1.2 Histochemischer und immunhistochemischer Nachweis

In samtlichen analysierten Perikardpraparaten konnte eine hohe Anzahl von RLCs
identifiziert werden, wahrend andere klassische propriozeptive Mechanosensoren wie
Vater-Pacini-Korperchen, Golgi-Mazzoni-Korperchen, Krause'sche-Endkolben und Golgi-
Sehnenorgane in samtlichen Proben nicht nachweisbar waren. Die Gesamtzahl der
erfassten RLCs der acht vollstandigen Perikardien belief sich auf 1476 Exemplare. Die
Hochrechnung auf die gesamte Perikardoberflache impliziert folglich eine signifikant héhere
Dichte dieser Mechanorezeptoren, als die Analyse der standardisierten 10mm-Segmente

suggeriert.

Fir die detaillierte Evaluation der RLCs wurden vier weitere etablierte immunhisto-
chemische Marker verwendet, die jeweils zehnfach nach validierten Protokollen repliziert
wurden (Abb. 10). Die Ergebnisse der Farbungen zeigten durchgehend eine stark positive
Immunreaktion flir das Calcium-bindende Protein S100 und den Transient-Receptor-
Potential-Kanal TRPC4. Dieser Befund weist auf das Vorhandensein differenzierter
sensorischer Afferenzen in den Rezeptoren hin. Zusatzlich wurde Tyrosinhydroxylase als
spezifischer Marker sympathischer Efferenzen konstant nachgewiesen. Demgegeniber
zeigten die Farbungen fiur das Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP), ein
charakteristisches Neuropeptid peripherer sensorischer Fasern, ausschliellich negative

Testergebnisse.
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Abb. 10: Immunhistochemische Charakterisierung der Ruffini-artigen Kérperchen (Ruffini-
like corpuscles, RLCs) im humanen Perikard. Zur weiteren Bestatigung der Diagnose von RLCs
sowie zur Charakterisierung spezifischer neuronaler Komponenten innerhalb der Rezeptoren
wurden immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt, bei denen Antikérper gegen S-100 (ein
spezifischer Marker fur sensorische Fasern), Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP, ein von
sensorischen Fasern freigesetztes Peptid), Transient-Receptor Potential Channel 4 (TRPC4, ein
nicht-selektiver Kalziumkanal sensorischer Fasern) und Tyrosinhydroxylase (ein spezifischer Marker
fur efferente sympathische Fasern) herangezogen wurden. Ein positives Ergebnis signalisiert der
rote Farbstoff, der auf dem sekundaren Antikdrper appliziert ist. Die Ergebnisse der
Immunhistochemie gegen S-100 (oben), TRPC4 (Mitte) und Tyrosinhydroxylase (unten) indizieren
eine positive Reaktion. Die Reaktion gegen CGRP fiel in allen Fallen negativ aus. Die Farbung gegen
TRPC4 (Mitte) markiert zudem die Kalziumkanale der glatten Muskulatur der GefaRRe. Die Reduktion
der Umgebungssignalstarke bezweckt die Hervorhebung der Form und Ausdehnung der RLCs. pm
= Mikrometer (nach Piermaier et al. [86])

3.1.3 Lokalisation der Ruffini-artigen Korperchen

Der fibrése Perikardanteil weist eine dreischichtige Lamination auf, die bislang keiner
einheitlichen Terminologie unterliegt. Daher wird folgende Nomenklatur vorgeschlagen: die
dem pleuropulmonalen Raum zugewandte &uRerste Schicht ist als Lamina externa
definiert, die dem perikardialen Spaltraum direkt anliegende innere Schicht ist als Lamina
interna definiert und die dazwischenliegende Schicht ist als Lamina intermedia definiert.
Basierend auf dieser tripartiden Architektur lassen sich drei rezeptorspezifische

Lokalisationsklassen der RLCs differenzieren (Abb. 11):
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¢ Lokalisation I: zwischen Lamina interna und Lamina intermedia

e Lokalisation Il: zwischen Lamina intermedia und Lamina externa

o Lokalisation Ill: am peripheren Rand der Lamina externa
Die lichtmikroskopischen Untersuchungen demonstrierten eine bemerkenswerte
morphologische Homogenitat der drei Lokalisationsklassen, unabhangig von ihrer
topographischen Einbettung. Die quantitative Auswertung der Rezeptorzdhlungen ergab
die folgende Verteilung: die hdchste Rezeptordichte wurde flr Lokalisation Il mit n = 674
Rezeptoren (45,7%) detektiert, dicht gefolgt von den peripheren Rezeptoren der
Lokalisation Ill mit n = 617 Rezeptoren (41,8%). Die geringste Pravalenz an RLCs

manifestierte sich fur die Lokalisation | mit einer Anzahl von n = 185 Rezeptoren (12,5%).

Abb. 11: Lokalisation Ruffini-artigen Korperchen (Ruffini-like corpuscles, RLCs) innerhalb
des fibrosen Perikards. Die Klassifizierung der Lokalisierung von RLCs basiert auf der
histologischen Architektur des menschlichen fibrésen Perikards, das in drei Subschichten aus
Kollagenfasern unterteilt werden kann, die mit elastischen Fasern verwoben sind. GemaR der
vorliegenden Definition wird die der Brusthéhle zugewandte Perikardunterschicht als Lamina externa
(I klassifiziert, die mittlere Unterschicht als Lamina intermedia (II) und die die Perikardhéhle
kontaktierende Unterschicht als Lamina interna (1). Die histologische Organisation der RLCs war in
allen Lokalisierungen uniform. Rezeptoren, die sich auBerhalb des fibrésen Perikards erstrecken,
wurden in der vorliegenden Untersuchung nicht beriicksichtigt. A) Histologisches Bild (Schnittdicke:
7um; Farbung: Elastica van Gieson; Mal3stab: 50um) des Perikards einer 87-jahrigen weiblichen
Koérperspenderin. Die erste Rezeptorlokalisation befindet sich zwischen der Lamina interna (1) und
der Lamina intermedia (II) des Perikards. Die Position des RLC zwischen den Subschichten wird
durch die Pfeilspitzen markiert. Rezeptoren dieser Lokalisation sind von geringer Pravalenz (12,5%).
B) Histologisches Bild (Schnittdicke: 7um; Farbung: Elastica van Gieson; Malstab: 50um) des
Perikards eines 80-jahrigen mannlichen Korperspenders. Die zweite Rezeptorlokalisation liegt
zwischen der Lamina intermedia (lI) und der Lamina externa (lll) des Perikards. Die Position des
RLC wird durch die Pfeilspitzen markiert. Diese Rezeptorlokalisation manifestiert sich mit der
héchsten Frequenz (45,7%). C) Histologisches Bild (Schnittdicke: 7um; Farbung: Elastica van
Gieson; Malistab: 50um) des Perikards eines 70-jahrigen mannlichen Kérperspenders. Die dritte
Lokalisation wird durch RLCs zusammengefasst, die hauptsachlich als Teil des dufleren Randes der
Lamina externa (lll) die Brusthohle berihren. Die Position des RLC wird durch die Pfeilspitzen
markiert. RLCs dieser Lokalisationsklasse wurden am zweithaufigsten nachgewiesen (41,8%). CP =
cavitas pericardia, CT = cavitas thoracica, um = Mikrometer (nach Piermaier et al. [86])
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3.1.4 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Die resultierenden Pravalenzraten fir weibliche (703 von 1476 Rezeptoren; 47,6%) und
mannliche (773 von 1476 Rezeptoren; 52,4%) Korperspenden wurden als nahezu
aquivalent eingestuft. Zur Bestimmung der perikardialen Gesamtoberflache wurden anhand
von mafstabsgetreuen Aufnahmen der Herzen und Flachenberechnungen mittlere Werte
von 186¢cm? bei weiblichen und 184cm? bei mannlichen Korperspenden bestimmt. Diese
Befunde korrelieren mit den erhobenen Messdaten von Hort und Braun [97]. Eine
statistische Analyse ergab keine signifikante Abhangigkeit des Geschlechts hinsichtlich der

Relation der RLCs zur gesamten Perikardflache (p > 0,05).

3.1.5 Clusteranalyse und Visualisierung

Die abschlieRende Ubertragung sémtlicher Rezeptorlokalisationen auf das "Standard-
Perikard" erfolgte unter Berlcksichtigung anatomischer Referenzpunkte mit hdchster
Prazision. Bereits bei der Kalibrierung samtlicher Perikardien auf das Volumen-Rendering-
Modell des "Standard-Perikards" manifestierten sich topografische Unterschiede, die auf
potenzielle Hotspots hinwiesen (Abb. 12). Die anschliel’ende Clusteranalyse identifizierte
mogliche Gruppierungen und Regionen mit erhoéhter Dichte der perikardialen

Propriozeptoren.
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Abb. 12: Verteilung Ruffini-artiger Korperchen (Ruffini-like corpuscles, RLCs) im
menschlichen Perikard. Die Kartierung und Visualisierung der Propriozeptoren erfolgte durch
digitale Ubertragung aller RLCs der acht untersuchten Herzbeutel auf ein dreidimensionales
Volumen-Rendering-Modell des "Standard-Perikards". Das dreidimensionale Modell wurde mittels
Magnetresonanztomographie aus einem formalinfixierten Herzen einschlief3lich des Perikards einer
91-jahrigen weiblichen Koérperspenderin generiert. Die Ubertragung samtlicher Rezeptoren fand
manuell unter Verwendung der Software 3D Slicer (Version 5.1.0) statt. Die Positionierung jedes
Rezeptors erfolgte unter Berlicksichtigung anatomischer Orientierungspunkte unter Einbeziehung
der angrenzenden Umgebung und der Herztopografie. Die Symbole reprasentieren die drei
Perikardlokalisationen der RLCs (Dreieck = Lokalisation I, Kreis = Lokalisation 1l, Quadrat =
Lokalisation IIl). Insgesamt konnten 1476 RLCs nachgewiesen werden. A) Verteilung der RLCs aus
Sicht von der Vorderseite des Perikards. B) Verteilung der RLCs aus Sicht von der Rickseite des
Perikards. C) Verteilung der RLCs aus Sicht von der linken und unteren Seite des Perikards. D)
Verteilung der RLCs aus Sicht von oben auf das Perikard. cm = Zentimeter (nach Piermaier et al.
(86])
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Bei Verwendung eines Quantils von 0,1 lieRen sich vier Cluster identifizieren, deren
raumliche Verteilung der hierarchischen Clusteranalyse entspricht (Abb. 13). Die
segmentale Klassifikation wurde mittels eines dreidimensionalen Streudiagramms
visualisiert, wobei jeder Punkt entsprechend seiner algorithmisch bestimmten

Clusterassoziation farbkodiert reprasentiert ist (Abb. 14).

- Cluster 1 (blau): lokalisiert sich im Bereich des arteriellen Ausflusstrakts,
einschlie3lich der Aorta ascendens und des Truncus pulmonalis, sowie im rechten
Vorhof.

- Cluster 2 (rot): korreliert mit dem Myokard des rechten Ventrikels.

- Cluster 3 (grin): umfasst primar das linksventrikulare Myokard, erganzt um
marginale Anteile des linken Vorhofs.

- Cluster 4 (gelb): entspricht dem Hauptanteil des linken Vorhofs, einschlief3lich der

Mdndungszonen der Pulmonalvenen.

Die topographische Begrenzung zwischen den Ventrikeln wird primar durch das
Interventrikularseptum definiert, was sich in der klaren Abgrenzung zwischen Cluster 2
(rechte Kammer) und Cluster 3 (linke Kammer) manifestiert. Die Ventilebene entspricht der
Grenze zwischen dem rechten Atrium (Cluster 1) und dem rechten Ventrikel (Cluster 2)
sowie zwischen dem linken Ventrikel (Cluster 3) und dem linken Atrium (Cluster 4) und

verdeutlicht damit die Koharenz der algorithmischen Segmentierung.
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Abb. 13: Dendrogramm der hierarchischen agglomerativen Clusterbildung. Das vorliegende
Dendrogramm partitioniert die Daten in einer logischen Verteilung von Ruffini-artigen Korpuskeln
unter Verwendung hierarchischer agglomerativer Clusterbildung mit WARD-Verknipfung. Die
Auswahl der Clusteranzahl erfolgte unter Beriicksichtigung des Dendrogramms, wobei die schwarze
gestrichelte Linie als Referenz diente. Die x-Achse reprasentiert die Anzahl der Punkte in einem
spezifischen Knoten, wahrend die y-Achse die Clusterentfernung anzeigt. (nach Piermaier et al. [86])
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Abb. 14: Clusteranalyse moglicher Partitionen innerhalb der perikardialen Propriozeptoren.
Basierend auf ihren relativen Koordinaten wurden die Propriozeptoren mithilfe einer Clusteranalyse
in prospektive Partitionen und Bereiche mit hdherer Dichte unterteilt. Fir die Analyse wurde das
Python-Paket Scikit-learn verwendet, wahrend fir die 3D-Streudiagramme das Plotly-Modul zum
Einsatz kam. Zusatzlich zur hierarchischen Methode wurde das Mean-Shift-Clustering eingesetzt,
um die lokalen Maxima der Nachbarschaftsdichte zu ermitteln. Die Clusteranalyse resultierte in der
Identifizierung von vier potenziellen Partitionen und Bereichen mit erhdhter Dichte in den
perikardialen Propriozeptoren. Die Anordnung der Rezeptorpartitionen korreliert annahernd mit der
vierkammerigen Unterteilung des Herzens (blau: rechter Vorhof, rot: rechte Herzkammer, grun: linke
Herzkammer, gelb: linker Vorhof). A) Darstellung des "Standard-Perikards" aus ventraler
Perspektive, dessen vier Partitionen der perikardialen Propriozeptoren mittels Clusteranalyse
bestimmt wurden (blau = rechter Vorhof, rot = rechter Ventrikel, griin = linker Ventrikel). Das
interventrikuldre Septum trennt die beiden Ventrikel (rotes und griines Cluster), wahrend die
Klappenebene die Vorhdfe von den entsprechenden Ventrikeln trennt (blaues und rotes Cluster). B)
Darstellung des "Standard-Perikards" aus dorsaler Perspektive mit vier durch Clusteranalyse
identifizierten Partitionen perikardialer Propriozeptoren (blau = rechter Vorhof, griin = linker Ventrikel,
gelb = linker Vorhof). Die Klappenebene trennt die linken Vorhéfe (gelb) von den entsprechenden
linken Ventrikeln (griin). (nach Piermaier et al. [86])
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Die Analyse der generierten Heatmap durch Anwendung der Mean-Shift-Funktion
identifizierte Hotspots hoher und geringer Rezeptordichte innerhalb des Perikards. Bei
einem Quantil von 0,1 wurden vier Cluster ermittelt, deren Distributionsmuster mit dem des

hierarchischen Ansatzes vergleichbar ist (Abb. 15):

- Cluster 1: entspricht dem Abgang der grol3en Gefalle, hauptsachlich der Aorta und
partiell des Truncus pulmonalis.

- Cluster 2: korreliert mit der Ausbuchtung des rechten Ventrikels, wo der Umfang
des Herzens maximal ist.

- Cluster 3 betrifft die Ausbuchtung des linken Ventrikels, wo der Umfang des
Herzens maximal ist.

- Cluster 4 befindet sich in der Region des linken Atriums in der Nahe des

Zwerchfells, wo die Speiserthre den Herzbeutel beriihrt.

Demgegenuber befinden sich Areale mit sehr geringer Rezeptordichte entlang des
interventrikularen Septums und der Herzspitze. Die Herzbeutel-Segmente, welche die

Ubrigen Herzregionen umgeben, weisen eine mittlere Rezeptordichte auf.
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Abb. 15: Heatmap der perikardialen Propriozeptoren. Mittels einer Mean-Shift-Funktionsanalyse
der erstellten Heatmap konnten Hotspots mit hoher und geringer Rezeptordichte innerhalb des
Perikards identifiziert werden. Die Darstellung der vier Hotspots der Perikard-Propriozeptoren erfolgt
entsprechend den vier ausgewahlten Clustern. Die Legende veranschaulicht die Entfernung zum
Dichtezentrum. A) Heatmap der Verteilung perikardialer Propriozeptoren aus ventraler Perspektive.
Zwei Hotspots mit hoher Rezeptordichte sind evident: am Austritt der Aorta und des pulmonalen
Trunkus sowie an der Ausbuchtung des rechten Ventrikels, wo der Herzradius maximal ist. Eine
geringe Rezeptordichte findet sich entlang des interventrikuldren Septums und an der Herzspitze.
B) Heatmap der Verteilung perikardialer Propriozeptoren aus dorsaler Perspektive. Zwei weitere
Hotspots mit hoher Rezeptordichte sind deutlich zu identifizieren: an der Ausbuchtung des linken
Ventrikels, wo der Herzradius maximal ist, und im Bereich des linken Vorhofs an der Grenze zum
Osophagus. (nach Piermaier et al. [86]).
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3.2. Ergebnisse zum Studienteil 2: Klassifizierung der
Papillarmuskelverankerung

3.2.1 Kriterien der Klassifizierung

Im Rahmen dieser explorativen Untersuchung wurden insgesamt 69 menschliche Herzen
analysiert (34 weibliche und 35 mannliche Praparate, entsprechend 138 Papillarmuskeln),
um die Tiefe sowie die strukturellen Varianten der Verankerung der beiden LVPM in die
ventrikulare Wand morphologisch zu bestimmen. Zusatzlich zur makroskopischen
Einteilung konnte die Eindringtiefe der geradlinig verlaufenden Auslaufer der
Kardiomyozytenblindel, welche vom Papillarmuskel entspringen und innerhalb derselben
Ebene liegen, mittels histologischer Schnittpraparate evaluiert und entsprechend
kategorisiert werden. Auf der Grundlage der vorliegenden Befunde lassen sich zwei
distinkte Klassen der Papillarmuskelverankerung klassifizieren: die Klasse | und die Klasse
Il (Abb. 16).

Fir die Klasse | ist histologisch eine einheitliche, schrag-transmurale Orientierung der von
den Papillarmuskeln ausgehenden Kardiomyozytenbilindel durch alle drei Schichten des
linksventrikularen Myokards festzustellen, ohne dass eine signifikante Richtungsanderung
der Bindel erkennbar ist. Charakteristisch flir diese morphologische Variante ist die
unmittelbare  direkte  Befestigung der Papillarmuskeln am linksventrikularen
Kammermyokard ohne die Beteiligung trabekularer Strukturen. Aus diesem Grund wird
diese Variante als "feste Verankerung ohne Trabekel" klassifiziert. Die Eindringtiefe der
Wurzeln der LVPM nimmt kontinuierlich vom dufReren Rand zur Mitte hin zu, mechanisch

vergleichbar mit einer Schraubverbindung (Abb. 17).

Hingegen ist die Klasse Il durch eine deutliche Anderung der Verlaufsrichtung der
Kardiomyozytenblindel im Zuge ihrer Passage durch die myokardialen Subschichten
definiert. In der Folge bleibt die mittlere Myokardschicht, das so genannte Krehl'sche
Triebwerk [98], weitgehend intakt. Morphologisch &hneln diese Papillarmuskelbtindel
aufgrund ihrer Ausbiegungen und Verzweigungen in der Kammerwand einem oktopoden
Strukturmuster, wodurch biomechanisch eine multidirektionale Verteilung der Zugkrafte
ermoglicht wird. Bei samtlichen Praparaten, die diese histologischen Kennzeichen
aufwiesen, entsprang der Papillarmuskel den basal gelegenen trabekularen Strukturen.

Demgemal wird diese Variante als "Verankerung mit Trabekeln" klassifiziert (Abb. 17).
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Abb. 16: Verankerungsvarianten der linksventrikularen Papillarmuskeln (LVPM). Auf
makroskopischer Ebene lassen sich zwei verschiedene Verankerungsklassen an LVPM
unterscheiden: eine feste Verankerung ohne Trabekel (Klasse I, A, B) und eine Verankerung mit
Trabekeln (Klasse Il, C, D). A) Abbildung eines gedffneten linken Ventrikels mit fester Verankerung
ohne Trabekel (Klasse |) des anterioren und posterioren Papillarmuskels. Die Papillarmuskeln
zeichnen sich durch ihre direkte Insertion in die Ventrikelwand ohne trabekulare Polsterung aus. B)
Darstellung der isolierten anterioren und posterioren Papillarmuskeln mit fester Verankerung ohne
Trabekel, die aus dem in A) dargestellten linken Ventrikel entnommen wurden. Die Exzision der
Papillarmuskeln wurde gemeinsam mit der angrenzenden Ventrikelwand durchgefiihrt. C) Abbildung
eines geodffneten linken Ventrikels mit einer Verankerung mit Trabekeln (Klasse Il) des anterioren und
posterioren Papillarmuskels. Diese Papillarmuskeln bilden keine direkte Verknlpfung mit der
Herzwand, sondern sind Uber Trabekel mit dieser assoziiert. D) Darstellung der isolierten anterioren
und posterioren Papillarmuskeln mit einer Verankerung mit Trabekeln, die aus dem in C)
dargestellten linken Ventrikel entnommen wurden. Die Exzision der Papillarmuskeln wurde
gemeinsam mit der angrenzenden Ventrikelwand durchgefihrt. Ma3stabe in A) — D): 1cm. * =
anteriorer Papillarmuskel, ** = posteriorer Papillarmuskel, AC = apex cordis, CT = chordae tendineae,
M = ventrikulares Myokard, TC = trabeculae carneae, VM = valva mitralis
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Abb. 17: Detailansicht der Insertion der linksventrikularen Papillarmuskeln (LVPM) in die
Ventrikelwand. Die beiden Verankerungsklassen (Klasse I: feste Verankerung ohne Trabekel; und
Klasse Il: Verankerung mit Trabekeln) der LVPM dringen unidirektional in unterschiedlicher Tiefe in
die Ventrikelwand ein (* = innere Schicht der Ventrikelwand, ** = mittlere Schicht der Ventrikelwand,
*** = dullere Schicht der Ventrikelwand). A) Histologisches Bild (Schnittdicke: 7um; Farbung: Azan)
eines LVPM mit fester Verankerung ohne Trabekel (Klasse 1). Die Verlangerungen der
Kardiomyozytenketten durchziehen alle drei Schichten des linksventrikularen Myokardmuskels in
einer Richtung und Uberlagern die mittlere Schicht (**). Diese Verankerung wurde in 30% der
untersuchten Proben gefunden. B) Histologisches Bild (Schnittdicke: 7um; Farbung: Azan) eines
LVPM mit einer Verankerung mit Trabekeln (Klasse II). Die Auslaufer der Kardiomyozytenketten des
Papillarmuskels erreichen die innere Schicht (*), bevor sie ihre Ausrichtung &ndern, wobei die mittlere
Schicht (**) weitgehend sichtbar bleibt. BG = Blutgefal3, E = Epikard, T = Trabekel, mm = Millimeter
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3.2.2 Verhaltnis der Verankerungsklassen

Durch die kombinierte Analyse auf makroskopischer und histologischer Ebene wurde bei
den insgesamt 138 untersuchten Papillarmuskeln aus den 69 Herzen eine Einordnung von
41 Papillarmuskeln (30%) zur festen Verankerung ohne Trabekel (Klasse |) getroffen,
wahrend 97 Muskeln (70%) der Verankerung mit Trabekeln (Klasse Il) zugeordnet werden
konnten. Die Verankerung mit Trabekeln (Klasse Il) lasst sich wiederrum in zwei Subtypen
unterteilen. In 51% der Falle, welche der zweiten Verankerungsklasse angehdren, findet
eine  Anderung der \Verlaufsrichtung der vom Papillarmuskel ausgehenden
Muskelfaserbundel innerhalb der inneren Muskelschicht der linksventrikularen Wand statt
(Subtyp 2). In den Ubrigen Fallen (49%) hingegen erfolgt ein Orientierungswechsel der vom
Papillarmuskel ausgehenden Kardiomyozytenziige erst innerhalb der mittleren Subschicht
der Ventrikelwand (Subtyp 1) (Abb. 18). Obwohl keine detaillierte histologische
Untersuchung durchgefiihrt wurde, lief3 sich eine Verankerung der prominenten superioren
und inferioren Papillarmuskeln des rechten Ventrikels ausschlief3lich der Verankerung mit

Trabekeln zuweisen (Klasse Il).
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Abb. 18: Histologische Validierung des Verankerungstyps der linksventrikularen
Papillarmuskeln (LVPM). Die makroskopische Unterscheidung zwischen einer festen Verankerung
ohne Trabekel (Klasse |) und einer Verankerung mit Trabekeln (Klasse IlI) der LVPM wurde einer
histologischen Uberpriifung an insgesamt 30 Herzen (60 Papillarmuskeln) unterzogen. Die
histologische Klassifizierung basiert auf der Schicht der linken Ventrikelwand, in die die Auslaufer
der Kardiomyozytenblindel, welche vom Papillarmuskel entspringen, unidirektional in die Wand
eindringen, ohne ihre Richtung zu &ndern (* = innere Schicht der Ventrikelwand, ** = mittlere Schicht
der Ventrikelwand, *** = auf3ere Schicht der Ventrikelwand). Die histologischen Befunde validieren
und erganzen die makroskopische Kategorisierung in die beiden Klassen, wobei Klasse Il noch
einmal in zwei Subtypen differenziert werden kann. A) Histologisches Bild (Schnittdicke: 7um;
Farbung: Elastica-Goldner) eines LVPM der festen Verankerung ohne Trabekel (Klasse I). Die
Kardiomyozytenketten des Papillarmuskels verlaufen unidirektional zur duf3eren Schicht (***) der
Ventrikelwand, ohne ihre Orientierung zu verandern. Diese Verankerung konnte bei 30% der
untersuchten Papillarmuskeln beobachtet werden. B) Histologisches Bild (Schnittdicke: 7um;
Farbung: Elastica-Goldner) des ersten Subtyps der LVPM mit einer Verankerung mit Trabekeln
(Klasse Il). Der vorliegende Subtyp weist eine unidirektionale Ausrichtung der vom Papillarmuskel
ausgehenden Kardiomyozytenketten ohne Richtungswechsel bis in die mittlere Schicht der
Ventrikelwand auf (**). C) Histologisches Bild (Schnittdicke: 7um; Farbung: Elastica-Goldner) des
zweiten Subtyps der LVPM mit einer Verankerung mit Trabekeln (Klasse Il). Bei diesem Subtyp
erstrecken sich die Kardiomyozytenketten des Papillarmuskels unidirektional ohne
Richtungswechsel nur bis in die innere Schicht der Ventrikelwand (*). BG = Blutgefal3, E = Epikard,
T = Trabekel, mm = Millimeter

45



3.2.3. Morphologische Variabilitat der Verankerungsklassen innerhalb

eines Ventrikels

Die systematische Analyse der morphologischen Variabilitédt der Verankerungsklassen der
Papillarmuskeln innerhalb eines linken Ventrikels ergab, dass in 90% der untersuchten
Herzen der anteriore und der posteriore Papillarmuskel desselben Ventrikels hinsichtlich
ihres Verankerungstyps homogen waren. Demgegenuber wurde in 10% der untersuchten
Praparate eine inkoharente Verankerungsstruktur zwischen den beiden Papillarmuskeln
beobachtet. Im Detail zeigten vier der untersuchten Herzen eine feste Verankerung ohne
Trabekel des anterioren Papillarmuskels, wahrend der posteriore Papillarmuskel in diesen
Fallen eine Verankerung mit Trabekeln aufwies. Gegenteilig dazu wurde bei drei weiteren
Praparaten das exakt kontrdre Verankerungsmuster dokumentiert. Eine detaillierte
Ubersicht der Haufigkeitsverteilung der beschriebenen morphologischen Varianten findet
sich in Abbildung 19.
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Abb. 19: Ubersicht iiber die Verteilung der Verankerungsklassen der linksventrikuliren
Papillarmuskeln (LVPM). Die Eindringungstiefe der LVPM in die Ventrikelwand determiniert die Art
der Verankerung, die in eine feste Verankerung ohne Trabekel (Klasse |, magenta) oder eine
Verankerung mit Trabekeln (Klasse Il, blau) unterteilt wurde. In 90% der Falle (62 Herzen) wiesen
der anteriore und posteriore Papillarmuskel innerhalb eines Ventrikels eine identische Verankerung
auf. Davon wiesen 65% (45 Herzen) eine beidseitig trabekulare und 25% (17 Herzen) eine beidseitig
feste Verankerung ohne Trabekel auf. Eine Diskrepanz in der Verankerung der beiden Muskeln
wurde bei sieben Proben (10%) verzeichnet. Vier Herzen zeigten eine feste Verankerung ohne
Trabekel des anterioren Papillarmuskels und eine Verankerung mit Trabekeln des posterioren
Papillarmuskels, wahrend drei Falle ein kontrares Befundmuster aufwiesen.
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3.2.4. Einfluss verschiedener Parameter auf die Auspragung der
Papillarmuskelverankerung

Die statistische Analyse offenbarte einen malgeblichen Einfluss der Position des
Papillarmuskels (anterior oder posterior) auf den Verankerungstyp des korrespondierenden
Papillarmuskels. Es konnte eine signifikante Korrelation (x? = 36,6; p<0,001; n= 69)
zwischen diesen beiden Testparametern festgestellt werden. Die beiden linken
Papillarmuskeln desselben Herzens weisen in der Regel die gleiche Verankerungsklasse
auf. Somit sind die Verankerungsklassen der beiden Papillarmuskeln des linken Ventrikels
statistisch nicht unabhangig voneinander, was auf eine koordinierte Entwicklung oder
funktionelle Kopplung der Papillarmuskeln hindeutet. Eine tabellarische Ubersicht tiber die
Haufigkeit und den Prozentanteil der Varianten der Papillarmuskelverankerung im

Verhaltnis zur Lokalisierung des Muskels ist in Tabelle 4 dargestellt.

posterior
Papillarmuskel ohne Trabekel mit Trabekel insgesamt
ohne 85,0% 8,2%
17 4
Trabekel 81,0% 19,0% 100,0%
anterior 15,0% 91,8%
mit Trabekel |3 45

6,3% 93,8% 100,0%

insgesamt 100,0% 100,0%

Tabelle 4: Ubersicht iiber die Hiufigkeit der Varianten der Papillarmuskelverankerung im

Verhaltnis zur Lokalisation

Daruber hinaus wurde der Einfluss des Geschlechts auf die Verankerungsklasse der LVPM
statistisch gepruft (Abb. 20). Bei der Analyse des weiblichen Geschlechts konnte eine feste
Verankerung ohne Trabekel in 13 Exemplaren (38%) des anterioren und in zehn
Exemplaren (29%) des posterioren Papillarmuskels verzeichnet werden. Demgegenuber
wurde die feste Verankerung ohne Trabekel beim mannlichen Geschlecht in acht Proben
(23%) des anterioren und in zehn Proben (29%) des posterioren Papillarmuskeln
beobachtet. Die statistische Analyse ergab keine signifikante Korrelation zwischen dem
Geschlecht und der Auspragung der Verankerungsklasse. Es lasst sich jedoch eine
augenscheinliche Tendenz einer hdheren Pravalenz der festen Verankerung ohne Trabekel

beim anterioren Papillarmuskel bei Frauen beobachten.
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Abb. 20: Einfluss des Geschlechts auf die Verankerungsklasse der linksventrikuldaren
Papillarmuskeln (LVPM). Die Grafik illustriert die Verteilung der festen Verankerung ohne Trabekel
(magenta) und der Verankerung mit Trabekeln (blau) der LVPM des anterioren (links) und posterioren
(rechts) Papillarmuskels kategorisiert nach Geschlecht. Obwohl keine statistisch signifikanten
Geschlechtsunterschiede hinsichtlich der Verankerung der beiden Papillarmuskeln evident waren,
zeigt sich dennoch ein auffalliger Trend im anterioren Papillarmuskel (links). Hierbei wurde eine feste
Papillarmuskelverankerung ohne Trabekel bei 38% der weiblichen Exemplare und lediglich bei 23%
der mannlichen Proben beobachtet.

Darlber hinaus wurde ein mdglicher Zusammenhang zwischen der Auspragung der
Papillarmuskelverankerung und dem Alter der Kdérperspenden statistisch ausgewertet.
Gemal dem Ergebnis des Chi-Quadrat-Tests fur qualitative Parameter zeigte sich keine
signifikante Korrelation zwischen diesen beiden Testparametern. Trotz der ausgepragten
Altersdisparitat innerhalb der Kohorte der Koérperspender®innen (Alter: 55-97 Jahre)
wurden keine statistisch relevanten Altersgruppen differenziert. Gleichermalen liefl3 sich
keine Abhangigkeit zwischen der Klasse der Papillarmuskelverankerung und dem Auftreten
kardialer Erkrankungen, die laut Totenschein bei 32% der Kdrperspenden diagnostiziert

wurden, statistisch signifikant nachweisen (Tabelle 2).

Letztlich ergab die statistische Auswertung eine signifikante Korrelation zwischen der
Verankerungsklasse der Papillarmuskeln und dem Ausmaly der Trabekularisierung des
inneren Reliefs des Ventrikels, welches ein breites Spektrum an strukturellen Variationen
aufweist (Abb. 21 und 22). Die Einteilung der Trabekularisierung unterlag einer individuellen
Einschatzung basierend auf dem Verhaltnis zwischen trabekuldren und festem Anteil des
Kammermyokards. Die Verankerung mit Trabekeln (Klasse Il) des anterioren und
posterioren Papillarmuskels geht korrelativ mit einem normalen (0) bis hohen Grad (+) der
Trabekularisierung des inneren Reliefs der linken Ventrikelwand einher (95% fur den
anterioren und 91% fir den posterioren Papillarmuskel). Demgegeniber wiesen die
Mehrzahl der linken Ventrikel mit einer festen Papillarmuskelverankerung ohne Trabekel
(Klasse 1) eine stark reduzierte Trabekularisierung (-) des inneren Kammerreliefs auf (85%
fir den anterioren und 83% fur den posterioren Papillarmuskel). Nach dem Ergebnis des

Pearson-Chi-Quadrat-Tests besteht zwischen den beiden genannten Testparametern eine
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signifikante Abhangigkeit (x?
Papillarmuskel]; p<0.001; n= 69).

41,1 [vorderer Papillarmuskel]; 33,2 [hinterer

Abb. 21: Auspragung der Verankerungsklasse der linksventrikularen Papillarmuskeln (LVPM)
in Abhangigkeit von der Trabekularisierung des inneren Reliefs des linken Ventrikels. Mittels
einer visuellen Kategorisierung wurde die Trabekularisierung des inneren linksventrikularen Reliefs
in drei Auspragungsformen differenziert, um eine Korrelation mit der Verankerungsklasse der
Papillarmuskeln zu priifen: A) eine hohe Trabekularisierung des inneren Reliefs (+), B) eine normale
Trabekularisierung des inneren Reliefs (0) und C) eine geringe Trabekularisierung des inneren
Reliefs (-). Die Verankerung mit Trabekeln ist in der Regel mit einem normalen (0) oder hohen (+)
Grad der Trabekelbildung des inneren Reliefs der linken Ventrikelwand verbunden (95% des
vorderen und 91% des hinteren Papillarmuskels; A) und B)). Demgegenlber wiesen die meisten
linken Ventrikel mit fester Papillarmuskelverankerung ohne Trabekel typischerweise eine geringe
Trabekelbildung des inneren Reliefs auf (85% des vorderen und 83% des hinteren Papillarmuskels;
C)).
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Abb. 22: Zusammenhang zwischen der Verankerungsklasse der linksventrikularen
Papillarmuskeln (LVPM) und dem AusmaB der Trabekularisierung des inneren Reliefs des
Ventrikels. Die grafische Darstellung visualisiert die Korrelation zwischen der festen Verankerung
ohne Trabekel (magenta) und der Verankerung mit Trabekeln (blau) der LVPM des anterioren (links)
und posterioren (rechts) Papillarmuskels hinsichtlich des Ausmales der Trabekelbildung des inneren
Reliefs der linken Ventrikelwand. Die vorliegende Korrelation ist fiir beide Papillarmuskelpositionen
statistisch hochsignifikant (p < 0,001). Gemal den Ergebnissen der Studie wiesen 95% der
anterioren und 91% der posterioren (durchschnittlich 93%) Papillarmuskeln eine normale oder
deutlich ausgepragte Trabekularisierung in Kombination mit einer Verankerung mit Trabekeln
(Klasse Il) auf. Demgegenlber wurde typischerweise eine schwache Trabekularisierung des
ventrikuldren inneren Reliefs bei der Mehrzahl der festen Papillarmuskelverankerung ohne Trabekel
(Klasse 1) registriert (85% der anterioren und 83% der posterioren Papillarmuskeln, durchschnittlich
84%).

49



3.3 Ergebnisse zum Studienteil 3: viskoelastische

Eigenschaften des postmortalen Myokards

3.3.1 Entwicklung eines ballonierten Herzmodells

In der Initialphase wurde zunachst ein experimentelles Modell eines ballonierten Herzens
konzipiert, bei dem die Ballonierung des linken Ventrikels als methodische Grundlage fur
die Messung der Spannungsverteilung und der viskoelastischen Eigenschaften des
Myokards diente. Darlber hinaus fungierte dieses Modell als Pilotansatz zur
experimentellen Rekonstruktion der Takotsubo-Kardiomyopathie unter kontrollierten
Bedingungen. Da die Takotsubo-Kardiomyopathie eine reversible Pathologie darstellt, die
nur in Ausnahmefallen einen letalen Verlauf nimmt, war der Einsatz postmortaler Takotsubo-
Herzen fur die anstehenden Versuchsreihen nicht umsetzbar. Im Rahmen der
Modellentwicklung wurden mehrere Konstruktionsansatze systematisch untersucht und
hinsichtlich ihrer Eignung evaluiert. Die Mehrzahl dieser Ansatze musste jedoch aufgrund
ihrer unzureichenden Eignung verworfen werden. Aufgrund der pragnanteren und strafferen
Bindegewebsarchitektur und der in der Folge besser erhaltenen physiologischen
Morphologie frischer Schweineherzen im Vergleich zu postmortalen humanen Praparaten,
wurde die Implementierung des Modells zunachst an Schweineherzen vorgenommen. Eine
Ballonierung der Herzspitze bedingt grundsatzlich einen Anstieg der Spannung in der
Aullen- und Innenschicht auf Hohe des Mittelgeschosses des Ventrikels bzw. der

Herzbasis. Dies lasst auf eine Kraftibertragung auf globaler Ebene rickschlieRen.

3.3.1.1 Ballonierung mit einer Saugglocke

Ein Ansatz zur Ballonierung des Herzens bestand in der Verwendung einer Saugglocke mit
perforierter Membran als funktioneller Perikardersatz, die mittels Unterdrucks betrieben
wurde (Abb. 23). Im Rahmen dieses Verfahrens wurde der linke Ventrikel in die Saugglocke
eingezogen und ballonartig expandiert, wobei der Rand der Glocke die fir die Takotsubo-
Myopathie charakteristische Einschniirung des mittleren Ventrikelabschnittes formte. Die
Evaluierung dieses Modells anhand initialer Spannungsmessungen ergab jedoch, dass es
den Anforderungen nicht gerecht wurde und daher nicht weiterverfolgt werden konnte. Ein
Spannungsanstieg in der basisnahen subepikardialen Schicht war lediglich in minimalem
Ausmald  quantifizierbar oder blieb vollstdndig aus. Diese unzureichende

Spannungstransmission in der aul3eren subepikardialen Spirale des Myokards resultierte
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aus der nahezu vollstandigen Unterbrechung der Kraftibertragung durch den
enganliegenden Ring der Saugglocke, wahrend die subendokardiale Schicht die Zugkrafte

unbeeintrachtigt weiterleitete.

Abb. 23: Ballonierung eines Herzens mit einer Saugglocke. Im Rahmen des experimentellen
Vorgehens wurde ein Schweineherz mit dem apikalen Drittel des linken Ventrikels voran in eine
Saugglocke (SG) platziert. Die Ventrikelspitze wurde unter Anwendung einer Unterdruckvorrichtung
(UV) in die Glocke hineingezogen und ballonférmig erweitert. Die Verwendung einer eingebauten
perforierten Membran in der Saugglocke verhinderte dabei die Uberdehnung des Myokards. AC =
apex cordis, AS = atrium sinistrum, VS = ventriculus sinister

3.3.1.2 Ballonierung mit einem Innensaum

Ein alternativer Ansatz beinhaltete die ringférmige Verspannung der Innenschicht des linken
Ventrikels eines Schweineherzens mittels einer Naht und die nachfolgende Fillung der
Ventrikelkammer mit Silikon, um einen Takotsubo-ahnlichen Zustand mit erweitertem apex
cordis und verschmalerter Ventrikeltaile zu induzieren. Die verifizierenden
Spannungsmessungen ergaben in diesem Fall Resultate, die den Messergebnissen der
Saugglocke (Absatz 3.3.1.1) entgegengesetzt waren. Im vorliegenden Zusammenhang
konnte eine erhebliche Zunahme der Spannung in der basisnahen subepikardialen Schicht
nachgewiesen werden, wahrend der Anstieg in der subendokardialen Spirale lediglich
marginal oder gar nicht nachweisbar war. Diese Befunde lassen sich durch die Blockade
der Kraftibertragung innerhalb der subendokardialen Schicht durch den innen gesetzten

Saum begriinden, wahrend die subepikardiale Schicht die Zugkrafte ungehindert
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weiterleiten konnte. Aufgrund der unzureichenden Spannungsibertragung der

subendokardialen Myokardschleife wurde auch diese Vorgehensweise verworfen.

3.3.1.3 Ballonierung mit einer Zugvorrichtung

Im Rahmen des nachsten Ansatzes wurden an vier Stellen am Apex der linken Herzkammer
vier Zugeinrichtungen aus einer Kordel und einem Knopf zur Befestigung implantiert. Das
Schweineherz wurde Uber diese an einer speziellen Holzvorrichtung aufgespannt (Abb. 24).
Die Kordeln waren so lange festzulegen, bis das Herz eine optimale Vorspannung aufwies.
Zur Imitation eines gedehnten Zustandes bzw. des Takotsubo-Syndroms wurden die
Kordeln rhythmisch nach aufien hin gespannt, wodurch eine Ballonierung der Herzspitze
induziert wurde. Eine Fixierung des Mittelgeschosses durch einen Lederriemen sorgte flr
eine Begrenzung der Dilatation auf den Apex. Die wiederholten Spannungsmessungen in
der Nahe der Herzbasis zeigten in allen drei myokardialen Unterschichten einen deutlichen
Anstieg der Kraft, der mit der Dehnung des Ventrikels simultan ablief. Dieser Ansatz wurde
jedoch auch verworfen, da die Implantation der Zugeinrichtungen die Integritat des linken
Ventrikels schadigte und die Fixierung des Mittelgeschosses durch den Lederriemen nicht
effizient aufrechterhalten werden konnte.

Abb. 24: Ballonierung eines Herzens mit einer Zugvorrichtung. Im Rahmen des experimentellen
Vorgehens wurde der apikale Anteil des linken Ventrikels eines Schweineherzens Uber eine zu
diesem Zweck konstruierte Zugvorrichtung gedehnt. Bei diesem Verfahren wurde das Herz an einem
Holzgestell aufgehangt und es wurden vier Seile apexnah an verschiedenen Stellen in den linken
Ventrikel implantiert. Die Ballonierung des Ventrikels wurde durch einen gleichmafigen Zug an allen
Seilen induziert, wobei der Lederriemen (LR) die isolierte Dehnung der Spitze sicherstellte. AC =
apex cordis, AD = atrium dextrum, AS = atrium sinistrum, S = Sonde, VS = ventriculus sinister
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3.3.1.4 Ballonierung mit einer Spreizvorrichtung

Dieser Ansatz hat sich flr die Durchfihrung der Spannungsmessungen als geeignet
erwiesen, da die Integritat des Ventrikels vollstandig erhalten blieb und die Methode
zuverlassig reproduziert werden konnte. Die Applikation eines vierarmigen Spreizers in die
linke Ventrikelhdhle Uber den linken Vorhof ermdéglichte die rhythmische Dehnung des
apikalen Drittels der Ventrikelwand (Abb. 25). Die Positionierung der kurzen Spreizplatten
am distalen Ende jedes Spreizerarms erfolgte im aufersten apikalen Bereich. Mittels
manueller Offnungs- und SchlieRbewegungen des Spreizers wurde eine zyklische Dehnung
und Entlastung der apikalen Wandregion induziert. Die parallel zur Apexdehnung
gemessenen Spannungen in allen drei Subschichten des Kammermyokards wiesen
erhebliche Spannungsanstiege auf (siehe Absatz 3.3.2). Fir die anschlieRenden
magnetresonanztomographischen Versuche musste jedoch ein zusatzliches Modell
entwickelt werden, da die Spreizvorrichtung aus Metall nicht fir die MRT-Untersuchung

nutzbar war.

Abb. 25: Ballonierung eines Herzens mit einer Spreizvorrichtung. Im Rahmen des
experimentellen Vorgehens wurde eine Spreizvorrichtung aus Metall bis zum Apex in den linken
Ventrikel eines Schweineherzens eingeflihrt. Die Initierung des spezifischen Mechanismus des
Spreizers resultierte in einer simultanen Separation der vier Beine der Vorrichtung, wodurch die
Ballonierung der Herzspitze ermdglicht wurde. AC = apex cordis, S = Sonde, SV = Spreizvorrichtung,
VD = ventriculus dexter, VS = ventriculus sinister
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3.3.1.5 Ballonierung mit einem Ballonkatheter

Der erste Versuch einer MRT-geeigneten Ballonierung wurde mittels eines Ballonkatheters
(Volumen: 20ml) induziert, welcher Gber den linken Vorhof in den linken Ventrikel eingeflhrt
wurde (Abb. 26). Zur Fixierung der Position des Katheters an der Ventrikelspitze wurde der
apex cordis punktformig erdffnet und die Spitze des Ballonkatheters vorsichtig
durchgeschoben. Ein quer zum Katheter eingesetztes Stlick aus Kunststoff verhinderte das
Verrutschen der Vorrichtung. Im Rahmen des Versuchs wurde zunachst der
Ausgangszustand des Herzens resonanztomographisch gemessen. Dem folgte eine
Wasserfiillung des Katheters, um das untere Drittel des Ventrikels zu dehnen und einen
optimalen Vergleich zwischen den beiden Zustédnden zu erzielen. Aufgrund mehrerer
Restriktionen wurde die Vorgehensweise jedoch verworfen. Die Ventrikelero6ffnung an der
Spitze resultierte in einer umfassenden Zerstérung der Integritdt des Ventrikels. Dariber
hinaus flihrte die Fillung des Ballonkatheters zu einer ungleichmafliigen, nicht
reproduzierbaren Ventrikeldilatation. Hinsichtlich der Materialbeschaffenheit des Katheters

wurde festgestellt, dass dessen Festigkeit nicht den Anforderungen der Studie entsprach.

Abb. 26: Ballonierung eines Herzens mit einem Ballonkatheter. Es wurde ein Ballonkatheter (BK)
Uber den linken Vorhof bis zum Apex des linken Ventrikels eines Schweineherzens eingefiihrt. Durch
die apikale Ero6ffnung des Ventrikels wurde die Spitze des Katheters durch einen quer zum Katheter
eingesetzten Plastikstab in Position gehalten. In der Folge konnte eine isolierte Dehnung des
apikalen Ventrikeldrittels durch die Fullung des Ballonkatheters mit Wasser erzielt werden. AC = apex
cordis, AS = atrium sinistrum, VS = ventriculus sinister
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3.3.1.6 Ballonierung mit einer Silikonkugel

Die Ballonierung durch die Silikonkugel erwies sich als geeignete Methode zur Dehnung
des linken Ventrikels fur resonanztomographische Messungen. In diesem Ansatz wurden
isolierte linke Ventrikel zunachst mit flissigem Silikon geflllt, um die physiologische
Ventrikelform des Ausgangszustandes fir nachfolgende MRT-Messungen zu
reproduzieren. AnschlieRend wurde der Silikonabdruck entfernt und durch eine Silikonkugel
mit einem Durchmesser von 2,7cm ersetzt, durch die zielgerichtet das apikale Drittel der
Herzkammer dilatiert wurde. Um die Bildung von Luftinseln flr eine erneute
magnetresonanztomographische Messung des gedehnten Zustandes zu vermeiden,
erfolgte eine erneute Verschlielung des verbleibenden, nicht dilatierten Hohlraums mit
Silikon. Diese Herangehensweise gewahrleistete den vollstandigen Erhalt der Integritat des
Ventrikels und gestattete eine reproduzierbare, gleichmaRige Ballonierung des Ventrikels

durch die Verwendung der genormten Silikonkugel.

3.3.2 Ergometrische Untersuchungen

Die lokal durchgefuihrten Kraftmessungen in der Umgebung der Basis des linken Ventrikels
der Schweineherzen belegen eine weitreichende, wandtiefenabhangige Kraftibertragung
(Abb. 27). An allen Messpunkten zeigte sich zunachst bei Spreizung des kardialen Apex
durch die Spreizvorrichtung (siehe Abschnitt 3.3.1.4) ein rascher Anstieg der gemessenen
Kraft bis zu einem maximalen Plateau, das bis zur Entlastung der Dehnung erhalten blieb.
Darauf folgte an samtlichen Messpunkten ein abrupter Abfall der Kraft, synchron mit der
Relaxation der Ventrikeldehnung. Es konnte ein geringer, jedoch stetiger Anstieg der Kraft
in der tiefen subendokardialen aufsteigenden Spirale des dreidimensionalen myokardialen
Netzwerkes (grine Kurve) registriert werden, wahrend die apikale Dehnung persistierte.
Der Vergleich der Zeitkonstante des Abklingens der fokalen Wandspannung ergab, dass
der Abfall der Spannung in der tiefen subendokardialen Schicht (griine Kurve) gegentber
dem Abklingen an der eigentlichen Dehnungsstelle (gelbe Kurve) und in der mittleren
Wandmanschette (blaue Kurve) zeitlich verzogert war. Die Kraftamplituden der mittleren
Myokardschicht (blaue Kurve) und der oberflachlichen subepikardialen Spirale (rote Kurve)

wiesen die hdchsten Spannungswerte auf.
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Abb. 27: Lokale Kraftmessungen an der Herzbasis bei apikaler Ventrikeldehnung. Die
Abbildung veranschaulicht die sequenzielle Verfolgung von drei Zyklen apikaler Ballonierung eines
linken Schweineventrikels bei abnehmenden Ausdehnungsamplituden unter dem Einfluss lokaler
Krafte. Die Kraftableitungen wurden in der Nahe der linken Ventrikelbasis durchgefiihrt (rot:
Subepikard, grin: Subendokard, blau: zirkulare Mittelwandmanschette) und die gelbe Kurve zeigt
den entsprechenden Bereich der apikalen Ausdehnung.

3.4.3 Helix-Winkel-Messungen

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde festgestellt, dass die HAs in finf
verschiedenen Schnittebenen von apikal nach basal innerhalb eines Ventrikels im nicht
gedehnten Zustand des Subendokards einen mittleren HA von 41,9° + 14,2° aufwiesen,
wahrend im gedehnten Zustand ein Mittelwert von 23,1° + 15,2° erfasst wurde (Abb. 28).
Der Verlust an Extremwerten ist ebenfalls im Subepikard zu verzeichnen, wo der mittlere
HA-Wert im nicht gedehnten Zustand -9,3° + 18,6° und im gedehnten Zustand 4,5° + 21,3°
betrug. Die zirkulare Manschette zeigte jedoch keinen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den beiden Zustanden mit 16,2° £ 11,3° (nicht gedehnt) bzw. 14,8° + 14,3°
(gedehnt). Die Resultate aller sieben Falle zeigten vergleichbare Ergebnisse. Zudem wurde

eine Reduktion der Wanddicke im gedehnten Zustand beobachtet, wobei die
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Unterscheidung zwischen den drei aufeinanderfolgenden Wandschichten weniger stark

ausgepragt war.

Distanz vom Apex 18 mm 22mm 26 mm 30mm 34 mm
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Abb. 28: Helix-Winkel (helix angle, HA)-Karten in fiinf Schichten eines beispielhaften Herzens.
Der gedehnte Zustand wies im Vergleich zum nicht gedehnten Zustand eine geringere Streuung der
HA-Werte auf. Darliber hinaus war die dreischichtige Ventrikelarchitektur des nicht gedehnten
Zustandes im gedehnten Zustand nicht mehr deutlich erkenntlich. mm = Millimeter

Die Analyse der Verteilung der HAs in den sieben Ventrikeln ergab eine erhebliche
Verschiebung der Messwerte zwischen dem gedehnten und dem nicht gedehnten Zustand
(Abb. 29). Im nicht gedehnten Zustand betrug der haufigste HA -10°, wahrend im gedehnten
Zustand ein Winkel von 0° am haufigsten auftrat. Eine visuelle Analyse der Verteilung der
HAs im nicht gedehnten Zustand lieR eine breitere Verteilung an Werten erkennen, mit einer
erhohten Anzahl von extremen HAs innerhalb der Bereiche von -60° bis -30° und von 30°
bis 80°. Es konnte jedoch lediglich bei den Winkeln -40°, 0° und 10° ein statistisch

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Zustanden bestimmt werden.
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Abb. 29: Relative Haufigkeit der Helix-Winkel (helix angles, HAs) iiber alle gemessenen
Herzen hinweg. Die HAs wurden in 10°-Intervalle unterteilt und anhand ihrer relativen Haufigkeit in
allen untersuchten Herzen grafisch dargestellt. Die Markierungen entsprechen dem arithmetischen
Mittel jedes Intervalls, wahrend die Fehlerbalken die Standardabweichung fiir den Mittelwert des
Intervalls (horizontal) oder die durchschnittliche Haufigkeit (vertikal) darstellen. Die Signifikanz wird
mit einem Sternchen (*) fir p < 0,05 angegeben.

Eine vergleichbare Tendenz lie} sich ebenfalls bei Betrachtung der mittleren HAs in den
drei anatomischen Regionen Endokard, Mittelschicht und Epikard feststellen (Abb. 30). Die
HAs zeigten fur beide Zustande eine lineare Abnahme der Werte vom Endokard zum
Epikard hin. Allerdings ist die Steigung im nicht gedehnten Zustand steiler (m = -34,4°) als
im gedehnten Zustand (m = -17,3°), was wiederum auf eine hohere Anzahl extremer HAs
im  Ausgangszustand  verweist. Beide  Modelle  wiesen  einen hohen
Bestimmungskoeffizienten mit R2 = 0,99 beim nicht gedehnten und R2 = 0,96 beim
gedehnten Zustand auf, wobei ein statistisch signifikanter Unterschied im Endokard und in

der Mittelschicht ermittelt wurde.
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Abb. 30: Darstellung des liber alle Herzen in einer einzelnen Schicht gemittelten Helix-Winkel-
Wertes. Der jeweils gewahlte Schnitt umfasste den breitesten Punkt der Silikonkugel. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung. Signifikante Unterschiede zwischen dem
nicht gedehnten und dem gedehnten Zustand sind mit einem Sternchen (*) fir p < 0,05
gekennzeichnet. n.s. = nicht signifikant

Abbildung 31 veranschaulicht die maximalen und minimalen HAs, die durch die Mittelung
Uber die sieben Herzen flir das Endokard, die Mittelschicht und das Epikard berechnet
wurden. Auch fir diesen Sachverhalt liegt eine steilere Neigung zwischen Endo- und
Epikard im nicht gedehnten Zustand (m = -28,6°) gegenuber dem gedehnten Zustand (m =
-7,1°) fur die maximalen HAs und m = 30,4° (nicht gedehnt) gegenliiber m = 14,2° (gedehnt)
fur die minimalen HA vor. Der maximale HA im nicht gedehnten Zustand erstreckte sich von
87° im Endokard bis 30° im Epikard. Im Vergleich dazu betrug der maximale HA im
gedehnten Zustand 75° im Endokard und 61° im Epikard. Der minimale HA wies im nicht
gedehnten Zustand einen Bereich von -8 bis -68° auf, wahrend er im gedehnten Zustand
Werte zwischen -31° und -59° annahm. Insgesamt nahm die Spannweite der HAs vom

Endokard zum Epikard bei Dehnung des Ventrikels ab.
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Abb. 31: Demonstration des maximalen und minimalen Helix-Winkel-Wertes gemittelt liber
alle Herzen in einem einzelnen Schnitt. Der jeweils gewahlte Schnitt umfasste den breitesten
Punkt der Silikonkugel. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung. Signifikante
Unterschiede zwischen dem nicht gedehnten und dem gedehnten Zustand sind mit einem Sternchen
(*) fir p < 0,05 gekennzeichnet. ged. = gedehnt, n.s = nicht signifikant
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4. Diskussion

Die vorliegende Dissertation thematisiert grundlegende Aspekte der physiologischen
Herzfunktion in umfassender und interdisziplindrer Weise und bezieht sich dabei auf offene
Fragen im Rahmen des physiologischen Ablaufes des Herzzyklus. Der Fokus der Arbeit
umfasst drei inhaltlich und methodisch ergadnzende Teilstudien, die spezifische
Komponenten des kardialen Funktionsgefliges untersuchen und folglich ein integratives
Gesamtverstandnis ermdglichen. Das Ziel der Untersuchung bestand in der Erfassung
neuer Erkenntnisse zur perikardialen propriozeptiven Rickkopplung, der explorativen
Analyse unbeschriebener Beobachtungen zur linksventrikularen Papillarmuskel-
verankerung sowie der Untersuchung myokardialer Viskoelastizitat und Kraftibertragung.
In ihrer Gesamtheit liefern die Ergebnisse einen substanziellen Beitrag zum Verstandnis
der mechanosensorischen, strukturellen und materialphysiologischen Grundlagen der
Herzfunktion und erdffnen neue Perspektiven fur die translationale Forschung im Bereich

kardiovaskularer Erkrankungen und Ansatze flr neue Therapiemdglichkeiten.

4 .1 Diskussion zum Studienteil 1

4.1.1 Zusammenfassung und Einordnung der Ergebnisse

Die vorliegende Erstteilstudie umfasste die Identifizierung von korpuskularen
Propriozeptoren im humanen Perikard unter besonderer Berlcksichtigung ihrer Verteilung,
morphologischen Eigenschaften und potenzieller physiologischer Funktion. Die Analyse
ergab, dass ausschlieBlich RLCs in signifikanter Anzahl in allen untersuchten
Perikardproben detektiert wurden. Dabei wurden diese mechanosensitiven Rezeptoren
innerhalb der drei histologischen Unterschichten des fibrosen Perikards (hier Lamina
interna, Lamina intermedia und Lamina externa) nachgewiesen [4, 6, 8] und in drei
entsprechende Lokalisationsklassen eingeteilt. Demnach befand sich die Mehrzahl der
RLCs zwischen der Lamina intermedia und der Lamina externa (Klasse 2), wobei sich eine
zusatzliche Rezeptoranhaufung innerhalb der dufReren Lamina externa (Klasse 3)
beobachten lieR. Zwischen der Lamina interna und Lamina intermedia (Klasse 1) konnten
nur verhaltnismaRig wenige Korpuskel nachgewiesen werden. Diese Rezeptoranordnung
impliziert somit primar eine Registrierung von Verschiebungen innerhalb der fibrésen

perikardialen Subschichten (Klasse 1 und 2) und deren Interaktion mit angrenzenden

61



Strukturen in der Brusthohle (Klasse 3). Diese relativen Bewegungen kénnten durch
kardiale Parameter wie der Herzfrequenz, der Kontraktion und Entspannung,
Volumenverschiebungen (endsystolisches Volumen, enddiastolisches Volumen) und der
Auswurffraktion beeinflusst werden. Darliber hinaus lassen sich moglicherweise auch

Ubergeordnete Wahrnehmungen wie das kardiale Zeitbewusstsein ableiten [99].

4.1.2 Interpretation der Clusteranalyse

Die Ubertragung der Rezeptorverteilung auf das makroskopische Perikardmodell
offenbarte eine besonders ausgepragte Rezeptorhdufung in den Regionen der
ventrikularen Vorwoélbungen, wo der Herzdurchmesser maximal ist, sowie am Abgang der
grolen GefalRe, besonders der Aorta ascendens und dem Truncus pulmonalis. Die
Identifizierung der Rezeptor-Hotspots mittels Clusteranalyse deutet folglich darauf hin, dass
RLCs insbesondere auf volumenbedingte Dehnungen der perikardialen Subschichten
reagieren. Dies betrifft insbesondere die Regionen mit starkem Ausschlag der kardialen
Volumendynamik, wie die Austrittsstelle der Aorta ascendens bei Auswurf der
Ejektionsfraktion und die ventrikuldren Vorwoélbungen im Rahmen der maximalen Dilatation
des Herzens. Zudem konnte eine Rezeptorhaufung im Bereich des linken Vorhofs in der
Nahe des Osophagus festgestellt werden, die mdglicherweise im Zusammenhang mit
Volumenschwankungen beim Schluckakt stehen konnte. Die Anzahl der fir die
Registrierung der Verschiebungen erforderlichen perikardialen Rezeptoren ist demnach
umso grofder, je hoher die volumetrischen Schwankungen in der entsprechenden
Herzregion sind, wodurch die starksten Signale hervorgehoben werden. Die geringe
Rezeptordichte im Bereich des interventrikuldaren Septums Iasst sich durch dessen
aulRerordentliche Rolle in der Biomechanik des Herzzyklus begrunden [100].
Demgegenuber konnte das Fehlen von RLCs am kardialen Apex auf dessen begrenzte
Exposition gegenlber zyklischen Volumenanderungen zurtckzufuhren sein, da es wahrend
der ventrikuldren Herzaktion verhaltnismallig stationar bleibt [101]. Dementsprechend
scheint die Uberwachung kardialer Volumenanderungen durch perikardiale

Propriozeptoren an diesen Stellen weniger relevant zu sein.

4.1.3 Funktion viszeraler Ruffini-Korperchen

Im Gegensatz zu umfangreichen Studien Giber RLCs im muskuloskelettalen System [39, 41]
ist die elektrophysiologische Erforschung ihrer Bedeutung im viszeralen Bereich,

insbesondere im Perikard, bislang unzureichend [102]. Im Bewegungsapparat registrieren
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Ruffini-Kérperchen vor allem Dehnungen, d. h. die Verschiebungen und Bewegungen von
Gewebeschichten relativ zueinander [39, 41]. Hinsichtlich ihrer Funktion in den
Eingeweiden existieren jedoch gegenwartig keine gesicherten Erkenntnisse. lhre
Bedeutung bleibt daher unklar und kann nur durch Analogien abgeleitet werden [102]. Die
Detektion der Rezeptoren an den mechanisch exponierten Arealen des Perikards,
insbesondere an Ubergangsregionen und Gleitflachen, impliziert aber eine vergleichbare

funktionelle Relevanz wie im Bewegungsapparat.

Entsprechend der in der Fachliteratur dokumentierten Beobachtungen [103] konnte die
sympathische efferente Innervation der RLCs durch die immunhistochemische Farbung
gegen Tyrosinhydroxylase bestatigt werden, welche eine regulatorische Kontrolle der
Reaktionsschwellen auf adrenerge Reize nahelegt. Die Relevanz der autonomen
Innervation der RLCs auch im Bewegungsapparat bedarf jedoch weiterer Erforschung,
sodass keine direkten Analogien zur Senkung oder Erhéhung der Schwellenwerte bei
erhdhtem Sympathikotonus im Perikard abgeleitet werden konnen. Die Beteiligung
spezialisierter Mechanorezeptoren an der Schmerzempfindung wurde bereits in humaner
und tierischer Haut dokumentiert [104]. Unter bestimmten Umstanden wurde ein Auftreten
von Schmerzen im menschlichen Perikard beschrieben [105, 106]. Daher wird
angenommen, dass die RLCs zumindest partiell an der Schmerzwahrnehmung beteiligt
sind [107]. Dabei wurde die Prdsenz von Ruffini-Kdrperchen in der Nahe nozizeptiver
Fasern nachgewiesen [108, 109], was auf eine potenzielle indirekte Funktion bei der
Modulation von Schmerz durch ein propriozeptives Feedback hindeutet. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen [110] konnten in der
vorliegenden Studie jedoch keine nozizeptiven Fasern, welche bekanntlich an der
Schmerzwahrnehmung beteiligt sind [111], durch die immunhistochemische Farbung gegen
CGRP in oder nahe der RLCs identifiziert werden.

4.1.4 Weitere Klassen von Propriozeptoren

Da keine weiteren Klassen von Propriozeptoren im menschlichen Perikard nachgewiesen
werden konnten, erscheint eine perikardiale Uberwachung bestimmter Parameter als
unwahrscheinlich. Vater-Pacini- und Golgi-Mazzoni-Kérperchen vermitteln  die
Wahrnehmung unidirektionaler und multidirektionaler Vibrationen und von tiefem Druck in
Geweben [112-114]. Dabei reagieren Vater-Pacini-Kérperchen optimal auf Schwingungen
in einem Frequenzbereich zwischen etwa 250 und 465Hz [115, 116]. Diese Frequenz
Uberschreitet die physiologische Herzfrequenz von ca. 70 Schldgen pro Minute erheblich.

Daher erscheint die Erfassung hochfrequenter Schwingungen fur die perikardiale Funktion
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irrelevant. Krause'sche-Endkolben reagieren primar auf thermische Reize [117-119], einen
Reiztypus, der fir die perikardiale Aktivitat ebenfalls von untergeordneter Relevanz zu sein
scheint. Auch die Messung von Zugspannung, wie sie den Golgi-Sehnenorganen
zugeschrieben wird [120-122], erweist sich flr das Perikard offenbar als irrelevant, da diese
Rezeptorgruppe innerhalb des perikardialen Bindegewebes nicht nachgewiesen werden
konnten. Demzufolge scheint die sensorische perikardiale Informationsaufnahme
pradominierend in der Wahrnehmung der relativen Verschiebung von Geweben zueinander

zu liegen.

4.1.5 Ruffini-artige Korperchen als externer Kontrollmechanismus

Wie Sherrington bereits 1907 darlegte [33], existieren propriozeptive "Reflexbdgen”, bei
denen eine motorische Reaktion als Rickkopplungsmechanismus auf einen
propriozeptiven Stimulus beobachtet wird. Tuthill und Azim [123] evaluierten die Existenz
supraspinaler aufsteigender propriozeptiver Bahnen, die sich zusatzlich zu den
grundlegenden spinalen Reflexbahnen, deren Impulse direkt von den Propriozeptoren zu
den Interneuronen und Motoneuronen im Rickenmark weitergeleitet werden, erstrecken.
In diesem Zusammenhang konnten die perikardialen RLCs als externer
Kontrolimechanismus agieren, der die Dehnung des Herzens wahrend des Herzzyklus
registriert. Die Propriozeptoren des Herzbeutels sind jedoch nicht in der Lage, einen
vergleichbaren Kontrollbogen wie die extrinsischen Reflexe der Skelettmuskulatur zu
erzeugen, da das Herz keine direkte neuronale motorische Erregung aufweist. Dennoch
scheint es plausibel, dass die perikardialen Propriozeptoren eine Wahrnehmung und
Transmission kardialer Parameter wie Herzfrequenz, Kontraktion und Relaxation,
enddiastolisches sowie endsystolisches Volumen und Ejektionsfraktion leisten. Dabei zeigt
sich eine spezifische Anordnung der Rezeptorcluster entlang der anatomischen Grenzen
der vier Herzkammern (rechter Vorhof, rechter Ventrikel, linker Vorhof, linker Ventrikel), die
auf eine segmental gesteuerte Propriozeption des Perikards hindeutet. Das autonome
Nervensystem wirkt sich nachweislich auf die Herzleistung aus [124, 125]. RLCs
identifizieren Scherkrafte und Verschiebungen zwischen den perikardialen Subschichten
und zwischen Perikard und Umgebung und koénnten bei der kardialen Feedback-
Regulierung eine Rolle spielen, indem sie das sympathische und parasympathische
Nervensystem modulieren. Eine propriozeptive Uberwachung kénnte demnach
Veranderungen der Dromotropie, Lusitropie, Chronotropie, Inotropie und Bathmotropie
bewirken, entweder isoliert oder in kombinierter Form [124, 125]. Die Verschiebungen der

perikardialen Subschichten stehen jedoch in einer zeitlichen und 6rtlichen Relation zu
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volumetrischen  Veranderungen. Infolgedessen  (bertragen  Ruffini-Kérperchen
wahrscheinlich primar Informationen Uber die Herzfrequenz (Chronotropie) und das
Schlagvolumen (Inotropie und Lusitropie). Um diesbeziiglich jedoch gezieltere und validere
Rickschlisse zu erlauben, sind weiterfihrende Studien unter Verwendung

elektrophysiologischer Messverfahren erforderlich.

4.1.6 Vergleich der Ergebnisse mit tierexperimentellen Studien

Histologische, morphologische und physiologische Studien an Tiermodellen erbrachten den
Nachweis flr das Vorhandensein verschiedener Rezeptorelemente im Herzbeutel von
Tieren [126, 127]. Ergédnzende elektrophysiologische Studien an verschiedenen Tierarten
belegten die Existenz von neuronalen Plexus, welche auf eine mechanorezeptive
Eigenschaft des Perikards hindeuten [126, 128, 129]. Die Vergleiche mit tierexperimentellen
Studien offenbaren jedoch Differenzen in der Distribution der mechanosensiblen
Rezeptoren: wahrend bei der Untersuchung an Hunden eine Akkumulation der Korpuskel
entlang der Vorhéfe und atrioventrikularen Rillen nachgewiesen werden konnte [126],
konzentriert sich die Rezeptorverteilung beim menschlichen Organismus auf die
ventrikularen Ausbuchtungen und die Austrittsstelle der grolten Gefalie. Diese Disparitat
kann durch die aufrechte Korperhaltung des Menschen bedingt sein, welche mit
schwerkraftbedingten Volumenverschiebungen und einer besonderen Aufhangung des
Herzens im Thorax einhergeht [130]. Das menschliche Herz ist starker an den grof3en
GefalRen aufgehangt, wahrend es bei Vierbeinern hauptsachlich an den oberen oder
seitlichen Ventrikelwéanden angeheftet ist. Die Ubertragbarkeit tierexperimenteller Modelle
ist zudem durch die erheblichen morphologischen und viskoelastischen Abweichungen

zwischen tierischen und humanen Perikardien deutlich limitiert [130].

Weitere Untersuchungen widmeten sich der mdoglichen Rolle mechanosensitiver
Rezeptoren im Perikard sowie der Aktivitat propriozeptiver Neurone im Rickenmark und in
kortikalen Regionen bei der Verarbeitung mechanorezeptiver Signale [131]. Da die
identifizierten Studien jedoch ausschlieBlich an Tieren durchgefuhrt wurden, muss
bericksichtigt werden, dass derzeit nicht genligend morphologische Arbeiten vorliegen, um
durch vergleichende anatomische oder evolutionsbiologische Analysen ein vertiefendes
funktionales Verstandnis zu erzielen. Nichtsdestotrotz eréffnet die Bedeutung dieser
afferenten Kontrollkreise fir kardiale Dysfunktionen interessante therapeutische

Perspektiven.
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4.1.7 Klinische Bedeutung der perikardialen Propriozeptoren

Aus pathophysiologischer Perspektive ist eine beeintrachtigte propriozeptive Rliickmeldung
des Perikards bei verschiedenen kardialen Erkrankungen wie serdsen Ergissen,
Hamatoperikard, Perikardfibrosen oder nach chirurgischen Eingriffen wie einer
Perikardektomie anzunehmen. Akute Volumenveranderungen innerhalb der Perikardhéhle
induzieren potenziell eine UbermafRige Stimulation der Rezeptoren, was mit einer
UberschieRenden Feedback-Antwort assoziiert sein konnte. Demgegenuber kdnnten
chronische Dehnungsreserven oder perikardiale Adh&sionen, beispielsweise als
Folgeerscheinungen einer akuten oder chronischen Perikarditis, die Verschieblichkeit der
perikardialen Subschichten durch die verringerte perikardiale Elastizitat einschranken und
folglich die Rezeptoraktivitdt reduzieren. Die daraus resultierende unzureichende
propriozeptive Ruckmeldung kdnnte in der Folge Palpationen beglnstigen. Eine Stdrung
der Integritdt des Herzbeutels, beispielsweise bei einer Perikarderdffnung im Rahmen
chirurgischer Eingriffe, kdnnte ebenfalls zu einer Reduktion der Rezeptorempfindlichkeit
des Herzbeutels beitragen. Die partielle Perikardektomie, ein gangiger und etablierter
chirurgischer Eingriff zur Behandlung von Perikarditis, ist mit hohen perioperativen und
langfristigen Mortalitatsraten assoziiert [132-134]. Diese Befunde bekraftigen die Annahme,
dass das Perikard an der physiologischen Uberwachung der Herzfunktion involviert ist. Eine
Resektion des Perikards oder dessen Belassung in offener Konfiguration konnte zu einem
partiellen oder vollstdndigen Verlust des afferenten Schenkels der propriozeptiven
Ruckkopplung fuhren, was sich in lebensbedrohlichen Komplikationen auswirken kann. In
der wissenschaftlichen Literatur wird die pathophysiologische Relevanz des Perikards
bislang maRgeblich auf seine mechanische Funktion beschrankt, wohingegen sensorische
Komponenten nur unzureichend bertcksichtigt werden. Diese Diskrepanz kdnnte auf die
unzureichende Informationsgrundlage hinsichtlich der sensorischen Ruckmeldung des
Herzbeutels zurickzufihren sein. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie legen nahe,
dass die propriozeptive Informationsaufnahme aus dem Perikard ein integraler Bestandteil
der physiologischen Regulation des Herzens ist. Hieraus ergeben sich bedeutende

Konsequenzen flr die Diagnose und Therapie kardiovaskularer Dysfunktionen [135].

4.1.8 Zusammenfassung und Limitationen

Zusammenfassend weisen die Erkenntnisse dieser Studie darauf hin, dass das Perikard
eine bislang nicht ausreichend beriicksichtigte sensible Bedeutung einnimmt, mit den RLCs
als anatomischem Korrelat dieser Leistung. Das Perikard ist neben den bekannten

mechanischen Funktionen dementsprechend zusatzlich ein Sensor. Im Rahmen der Studie
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war die Nutzung von Perikardgewebe auf postmortale Korperspenden mit einem
durchschnittlichen Alter von 82 Jahren begrenzt. Es ist anzunehmen, dass die Anzahl und
die topographische Verteilung der RLCs in jiingeren Kohorten systematisch abweichen und
einer altersabhangigen Dynamik unterliegen. Fur das human- wie tierexperimentelle
muskuloskelettale System ist eine altersassoziierte kontinuierliche Abnahme der
Propriozeptorendichte beschrieben [136, 137]. Gleichzeitig wird Ruffini-Kérperchen ein
hohes regeneratives und remodellierendes Potential zugeschrieben [138], was auf
kompensatorische Prozesse im Kontext struktureller Plastizitat hindeutet. Angesichts dieser
Datengrundlage kdnnen weder die absolute Rezeptorzahl in jingeren Populationen valide
quantifiziert noch kdnnen verlassliche Aussagen zur zeitlichen Dynamik der Korpuskel
getroffen werden. Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse sind daher als
Momentaufnahme des Rezeptorbestandes und der Rezeptorverteilung einer alteren
Bevolkerungsgruppe zu interpretieren. Eine weitere Limitation resultiert aus der
unzureichenden Datenlage potenzieller Vorerkrankungen der Kérperspenden sowie der
haufig unvollstdndigen Dokumentation der Todesursache auf den ausgestellten
Todesbescheinigungen. Informationen zu kardialen Vorerkrankungen und Todesursachen
konnten daher ausschlief3lich den Totenscheinen entnommen und durch eine eingehende
makroskopische Begutachtung des Herzgewebes erganzt werden. Weiterhin war die
zuverlassige Identifikation von RLCs nur gewahrleistet, wenn ihre spindelférmige
Organisation in einem Langsschnitt erfasst wurde, die parallel zur Orientierung der
Kollagenfasern verlief. Es ist jedoch plausibel, dass zusatzlich korpuskulare Rezeptoren
orthogonal zwischen den perikardialen Subschichten angeordnet sind. Deren eindeutige
Zuordnung bleibt jedoch aufgrund der anders erscheinenden Architektur und ausgepragten
Schnittlagenabhangigkeit unklar. Angesichts der nicht eindeutig bestimmbaren raumlichen
Ausdehnung der Rezeptoren wurde daher auf eine Hochrechnung der RLCs auf die
gesamte Perikardoberflache verzichtet. Auch die Anzahl an Perikardien sollte in
Folgeuntersuchungen erhéht werden, um gezieltere Aussagen Uber die Verteilung
propriozeptiver Korpuskel zu erlauben. Dennoch wurden trotz des limitierten
Stichprobenumfanges charakteristische und Uber alle Praparate hinweg reproduzierbare

Foci der Rezeptorverteilung identifiziert.

67



4.2 Diskussion zum Studienteil 2

4.2.1 Zusammenfassung und Einordnung der Ergebnisse

Der zweite explorative Studienanteil fokussierte sich auf unzureichend beschriebene
Aspekte der Verankerung der LVPM in das Kammermyokard. Hinsichtlich der Morphologie
und Tiefe der Verankerung manifestierten sich zwei disparate Varianten: eine direkte und
feste Verankerung ohne Trabekel (Klasse |) sowie eine Verankerung mit Trabekeln (Klasse
II). Letztere lasst sich wiederum in zwei Subkategorien differenzieren. Im Rahmen der
vorliegenden Untersuchung wurde festgestellt, dass der Uberwiegende Anteil (70%) der
untersuchten LVPM der Verankerung mit Trabekeln (Klasse Il) entsprach. Diese Ergebnisse
korrespondieren weitgehend mit den Beobachtungen von Axel [73], der mittels Rdntgen-
Multidetektor-CT und interaktiver 3D-Rekonstruktion am lebenden Patienten feststellen
konnte, dass die Papillarmuskeln eher an den trabeculae carneae und nicht unmittelbar an
der festen Kammerwand verankert sind. Demgegenuber konnte in der vorliegenden Studie
in einer geringeren Anzahl von Fallen (30%) eine zusatzliche Verankerungsform ohne
Trabekel beobachtet werden, bei der die Papillarmuskeln direkt mit der Herzwand assoziiert
sind. Daruber hinaus zeigt die vorliegende Untersuchung keine geschlechtsspezifischen
Diskrepanzen bezuglich der beschriebenen Verankerungstypen, ein Parameter, der in der
Arbeit von Axel [73] unberlcksichtigt blieb.

4.2.2 Weitere Klassifikationen humaner Papillarmuskeln

In den zurtickliegenden Jahrzehnten wurden verschiedene Ansatzpunkte zur Klassifikation
der LVPM vorgeschlagen, wobei sich diese mafligeblich auf morphologische Aspekte wie
der generellen Form und Struktur der Muskeln konzentrieren [11, 14, 15, 66-69]. Weitere
Klassifikationen adressieren die Anzahl der Muskelképfe oder -basen [11, 14, 16, 67, 69-
72] oder die Verbindung der Papillarmuskeln zur Mitralklappe bzw. die Anzahl und
Konfiguration der zugehoérigen chordae tendineae [11, 68, 71, 72]. Die spezifische
Verankerung der Papillarmuskeln im ventrikularen Myokard blieb hingegen weitestgehend
unbeachtet. Victor und Nayak [11] definierten vier Subtypen von linksventrikuldren
Papillarmuskeln basierend auf ihrer Insertion in die Myokardwand sowie ihrer Protrusion in
die Ventrikelndhle. Auf eine detaillierte Erlauterung der spezifischen Verankerungs-
mechanismen zwischen Muskel und Herzwand wurde jedoch verzichtet. Auch
Ranganathan und Burch [69] widmeten sich der Verbindung der Papillarmuskeln zur

ventrikularen Wand und differenzierten zwischen "completely tethered papillary muscles",
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deren Befestigung Uber einige trabekulare Verbindungen am Myokard erfolgt, und
"fingerlike papillary muscles", welche nur wenige oder keine trabekularen Fixierungen zur
Ventrikelwand ausbilden. Obwohl diese Kategorisierung gewisse Analogien zur
vorliegenden Systematik aufweist, mangelt es in ihrer Darstellung an detaillierten
Informationen zur anatomischen und histologischen Charakteristik der Kontaktzone
zwischen Papillarmuskel und Kammermyokard. Die vorliegende Studie prasentiert eine
explorative Charakterisierung, die sowohl histologische Befunde als auch morphologische
Details der Verankerungsregion umfasst. Ferner erweitert die vorliegende Analyse den
bestehenden Kenntnisstand, indem die Verankerungstiefe der Papillarmuskeln innerhalb

der drei Subschichten des ventrikularen Maschenwerks untersucht wird.

4.2.3 Embryologische Formation der Papillarmuskeln

Die grundlegende morphogenetische Formation der Papillarmuskelverankerung ist
mutmalilich auf komplexe Prozesse der kardialen Embryogenese zurtuckzufihren [139].
Wahrend der pranatalen Herzentwicklung unterliegt das kardiale Gewebe einem
allometrischen Wachstum, welches durch unterschiedlich hohe Proliferationsraten der
involvierten Myokardkomponenten charakterisiert ist. In den frihen Entwicklungsstadien
sind die Ventrikelwande Uberwiegend durch trabekulare Strukturen gepragt, wohingegen
die kompakte Myokardschicht lediglich eine diinne periphere Zone formt [139, 140]. Im
weiteren Verlauf differenzieren sich trabekulare und kompakte Myokardanteile mit
unterschiedlichen GréRenentwicklungen, wobei die kompakte Schicht eine verhaltnismaiig
dominantere Expansion aufweist [141]. Dabei akquirieren die Papillarmuskeln funktionell
die Eigenschaften des kompakten Myokards, insbesondere hinsichtlich inrer kontraktilen
Kapazitaten [142].

Es wird allgemein angenommen, dass die Papillarmuskeln durch die Fusion embryonaler
Trabekel entstehen [143-145]. Diese trabekularen Vorlauferstrukturen differenzieren sich
nicht nur zu Papillarmuskeln, sondern auch zu weiteren funktionellen Komponenten, wie
den Trabekeln und den Purkinje-Fasern [146]. Die Genese der Papillarmuskeln ist demnach
eng mit der trabekularen Architektonik der embryonalen Ventrikelwand verknipft.
Unterschiedliche Delaminationsgrade innerhalb der trabekuldren Matrix tragen zur
variablen Auspragung des Mitralklappenkomplexes, einschlielilich der Papillarmuskeln, bei
[139]. Dennoch scheint diese erhebliche interindividuelle Variabilitdt keine Kklinisch
bedeutsame Auswirkung auf relevante funktionelle Parameter auszuiiben [140]. Die
Formation der trabekuldaren Papillarmuskelverankerung Iésst sich aus embryonaler

Perspektive schlissig erklaren. Die Ausbildung einer direkten, trabekelfreien Verankerung
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wirft hingegen wissenschaftliche Kontroversen auf. Die Hypothese, dass die
Papillarmuskeln durch das Zusammenschmelzen von Trabekeln entstehen, lasst die
kontinuierliche Durchsetzung ihrer Gewebestrange Uber samtliche Schichten der
kompakten Wand fraglich erscheinen. Mogliche Ursachen koénnten in genetischen
Modifikationen oder Gendefiziten liegen, welche die kardiale Morphogenese regulieren
[139, 147, 148]. Es ist bekannt, dass eine Stérung der Kompaktierung der trabekularen
Matrix potenziell in einer fehlerhaften Fusion der Papillarmuskeln resultiert, welche sich in
Hypertrophie oder multiplen Muskelstrangen &auflert. Dieser Zusammenhang wurde
experimentell an Mausmodellen mit Deletion des Nkx2-5-Gens nachgewiesen [149]. Auch
Transkriptionsfaktoren der Hand-Familie fungieren als zentrale Regulatoren der
kardiovaskularen Morphogenese und sind mit der Pathogenese kongenitaler
Herzanomalien assoziiert [147]. In diesem Rahmen steht insbesondere die Deletion von
Hand1 im Kontext von Entwicklungsstérungen der Papillarmuskulatur [148]. Darlber hinaus
werden weitere genetische Determinanten, wie das Nppa-Nppb-Gencluster, mit der
embryonalen Herzentwicklung und angeborenen Herzfehlern in Zusammenhang gebracht
[150, 151]. Die klinische Relevanz derartiger morphogenetischer Malformationen erstreckt
sich von funktionellen Defiziten der Papillarmuskulatur bis hin zu gravierenden Stérungen

des kardialen Leitungssystems und der Entwicklung einer Herzinsuffizienz [149].

Trotz der bestehenden embryologischen Diskrepanzen lasst sich allgemein jedoch
annehmen, dass eine verstarkte Proliferation der kompakten Myokardschicht wahrend der
embryonalen Entwicklung mutmalflich eine direkte Verankerung der Papillarmuskeln ohne
intermediare Trabekelstruktur begunstigt. Hingegen besteht eine wahrscheinliche
Korrelation zwischen einer UbermafRigen trabekuldaren Matrixexpansion und einer
indirekten, trabekularen Anbindung der Papillarmuskeln an das Ventrikelmyokard. Um
jedoch madgliche embryologisch bedingte Schlussfolgerungen der Papillarmuskel-
morphologie sicher ziehen zu kdnnen, muss das explorative Studiendesign an dieser Stelle
um weitere genetische und bildgebende Methoden erganzt werden. Eine zusatzliche
Validierung dieser Zusammenhange Uber die Lebensspanne hinweg ist derzeit nur mittels
hochauflésender Bildgebung am lebenden Herzen realisierbar. Gegenwartig ist deren
Einsatz auf tierexperimentelle Verfahren unter Verwendung von Methoden wie der Hip-CT
oder der Mikro-CT beschrankt [152-154].
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4.2.4 Auswirkung der Papillarmuskelverankerung auf den Herzzyklus

Die charakteristischen Auspragungen der Verankerungstypen der LVPM koénnten die
mechanische Dynamik des Herzzyklus beeinflussen. Gemal der Theorie des intrinsischen
Antagonismus von Lunkenheimer [155, 156] wird das Myokard als ein hochkomplexes
Netzwerk von Kardiomyozyten angesehen, das simultan zwei antagonistische Kraftverlaufe
generiert. Dabei wird zum einen eine entlastende Kraftkomponente (unloading) aktiviert,
welche die parallel zur Ventrikeloberflache orientierten Myozytenketten nutzt, um wahrend
der kardialen Auswurfphase kontinuierlich durch die Verkirzung dieser Ketten die
Auswurfleistung zu ermdglichen, wobei das Kraftmaximum sukzessiv abnimmt. Zum
anderen wird eine auxotonische Kraftkomponente erzeugt, welche durch das schrag
transmural verlaufende Netzwerk des Myokards entsteht und samtliche Muskelschichten
miteinander verknlpft. Die Verklirzung dieses auxoton arbeitenden Myokardnetzwerks ist
aufgrund systolischer Wandverdickung limitiert, sodass wahrend der Ejektionsphase eine
ansteigende Kraftentwicklung zu registrieren ist. Das Spitzen-Level der auxotonischen
Krafte Ubersteigt das der entlastenden Komponente und fungiert als treibende Kraft fir die
initiale endsystolische Ventrikelreexpansion. Die histologische Analyse der vorliegenden
Papillarmuskeln weist auf eine héhere Dichte des schrag transmuralen Netzes an der
Transitionszone zwischen Papillarmuskel und Ventrikelwand bei der direkten Verankerung
ohne Trabekel hin. Diese Korrelation kénnte darauf hindeuten, dass eine Erleichterung der
Initiation der endsystolischen ventrikularen Dilatation bei der Papillarmuskelverankerung
ohne Trabekel vorliegt. Eine Einflussnahme auf den Herzzyklus Iasst sich also nicht nur
durch die perikardialen Propriozeptoren als externer Kontrollmechanismus vermuten (siehe
Abschnitt 4.1.5), sondern auch durch die myokardiale Architektur einschlief3lich der
Papillarmuskeln selbst. Aufgrund der rein explorativ erhobenen Daten behalt diese
Annahme allerdings vorerst hypothetischen Charakter. Zur Validierung dieser Hypothese
bedarf es weiterfiihrender mechanischer in-vivo-Studien, in denen die Kraftentwicklung des
Herzens wahrend der Herzaktion fur beide Verankerungsformen systematisch erfasst und

verglichen wird.

4.2.5 Klinische Relevanz der Papillarmuskelbasis

Die Untersuchung der Papillarmuskelbasis eroffnet wesentliche Einblicke in ihre Funktion
als Verbindungspunkt fur die vaskulare Versorgung und die Erregungsleitung des Herzens.
Ranganathan und Burch [69] Kklassifizierten zwei verschiedene Kategorien von
intramyokardialen Gefalarchitekturen. Bei der ersten Variante, die als "Zentralarterie"

klassifiziert wird, handelt es sich um longitudinal verlaufende GefalRstamme mit geringem
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Verzweigungsgrad, die ein mittleres Lumen von ca. 900um aufweisen. Zweitens wurden
"Kapillarnetzwerke" identifiziert, die aus stark verzweigten Gefalstrukturen mit Lumina
zwischen 160 und 320um bestehen und die peripheren Papillarmuskelanteile segmental
und disseminiert versorgen. Estes et al. [157] differenzierten in analoger Richtung zwei
arterielle Klassen von Arborisationen. Typ A ist gekennzeichnet durch ein feingliedriges
Mikrogefallbett mit hoher Anastomosefrequenz, wahrend Typ B sich durch makrovaskulare
Gefalkbahnen mit minimalem Verzweigungsgrad kennzeichnet, deren Kaliber bis zum Apex
der Papillarmuskeln konstant bleibt. Es ist davon auszugehen, dass trabekelfreie
Papillarmuskel-Basalanteile durch die robusten Zentralarterien (Typ B nach Estes)
perfundiert werden, wahrend trabekular strukturierte Muskelareale auf ein tributdres Netz
feinster Arterienziige (Typ A nach Estes) angewiesen sind. Papillarmuskeln stellen
grundlegend die terminale Perfusionseinheit ventrikularer Myokardareale dar und weisen
dadurch ein natlrlich erhéhtes Risiko transmuraler Hypoperfusion auf [158]. Darlber hinaus
moduliert die Morphologie der papillarmuskularen Verankerung die mechanische
Rupturresistenz unter pathophysiologischen Bedingungen. Es lasst sich vermuten, dass die
tiefe Vernetzung der festen Papillarmuskelverankerung ohne Trabekel eine hdhere
Widerstandsfahigkeit gegenuber einer vollstdndigen Ruptur aufweist als die trabekulare
Variante. In Folgeuntersuchungen miuisste validiert werden, ob das arterielle
Versorgungmuster mit der Auspragungsform der Papillarmuskelverankerung korreliert.
Hierdurch kénnte das Ischamie- und Rupturrisiko des Papillarmuskels in Abhangigkeit von

der Morphologie der Verankerungsstelle klinisch beurteilt werden.

4.2.6 Zusammenfassung und Limitationen

Zusammenfassend schlagt die vorliegende explorative Teilstudie eine neuartige
funktionelle und pathophysiologisch relevante Klassifizierung der Verankerungstypen der
LVPM vor. Die gewonnenen Erkenntnisse bedirfen jedoch weiterer Folgestudien, die die
erhobenen Daten erganzen und verifizieren. Dadurch kdnnten neue Grundlagen zur
Interpretation kardialer Bildgebung, zur Risikoeinschatzung bei Rupturverdacht, sowie zur
besseren Einordnung kongenitaler Fehlbildungen geschaffen und neue therapeutische
Ansatze ermdglicht werden. Dartber hinaus sind zusatzliche Limitationen dieser Studie zu
berlcksichtigen, neben den bereits in Abschnitt 4.1.8 beschriebenen Einschrankungen, die
sich aus dem Alter der Koérperspenden sowie aus der eingeschrankten Verfligbarkeit von
Informationen zu den jeweiligen Todesursachen ergeben. Da die Anlage und Auspragung
der Papillarmuskeln hoéchstwahrscheinlich embryologischen Ursprungs ist, wird eine

altersbedingte Auspragung des Verankerungstyps grundsatzlich als unwahrscheinlich

72



erachtet. Eine wesentliche methodische Einschrankung resultiert aus der fehlenden
Steuerbarkeit des myokardialen Kontraktionszustandes der untersuchten Herzen.
Postmortale Herzen ohne Behandlung mit Kkardioplegischen Ldsungen zeigen
erfahrungsgemaf eine auspragte Kontraktion [159], wodurch die analysierten Praparate
wahrscheinlich eher einen kontrahierten als einen relaxierten Zustand aufwiesen. Wie Axel
darlegte [73], ist die trabekulare Anheftung an der Basis der Papillarmuskeln wahrend der
Systole weniger klar zu identifizieren. Zudem demonstrierte eine jungere Studie zur
Ventrikeltrabekularisierung an postmortalen humanen Herzen, dass das Ausmal} der
trabekularen Schicht in makroskopischen Praparationen im Vergleich zur in-vivo
Bildgebung tendenziell unterschatzt wird [145]. In Anbetracht dessen erscheint es mdglich,
dass die in der vorliegenden Arbeit beschriebene, makroskopisch erfasste Variabilitat
(Klasse | vs. Klasse Il) der Papillarmuskelverankerung zumindest teilweise als Artefakt des
unkontrollierten Kontraktionszustandes zu interpretieren ist. Eine weitere Einschrankung
ergibt sich aus der begrenzten Auflosung und Dimensionalitdt der konventionellen
Lichtmikroskopie. Zwar lassen sich Fragmente von Kardiomyozytenblindeln, deren
Urspriinge in den Papillarmuskeln liegen und die sich durch die Ventrikelwand hindurch
erstrecken, Uber mehrere Schnitte hinweg longitudinal nachverfolgen, die Methode
gestattet jedoch keine llckenlose, dreidimensionale Rekonstruktion kontinuierlicher
Myozytenketten ohne Informationsverlust. Die Beobachtung von Faserbiindeln in der
Schnittebene des Muskels erbringt daher nicht zwangslaufig den Nachweis eines

kontinuierlichen Verlaufs.

4.3 Diskussion zum Studienteil 3

4.3.1 Zusammenfassung und Einordnung der Ergebnisse

Die dritte Teilstudie widmete sich der Analyse der myokardialen Viskoelastizitat sowie der
intramuralen Kraftibertragung unter ex-vivo Bedingungen. Ziel war es, die mechanische
Anpassungsfahigkeit und Plastizitat des postmortalen Myokards zu Uberprifen sowie seine
Eignung als funktionelles Modell fiir die kardiale Dynamik und fiir die Takotsubo-Myopathie
zu evaluieren. Die in den nicht gedehnten Herzen im Ausgangszustand ermittelten HAs
korrelieren weitgehend mit den in der Literatur aufgefihrten Verteilungen: die
Haufigkeitsdichte der HA-Verteilung konzentrierte sich primar auf den Bereich von -40° bis
+50°, mit einem Schwerpunkt bei -10° [31]. Die im Vergleich zu den in-vivo erhobenen

Messungen von Ferreira et al. [31] geringfligig verschobene Verteilung ist mutmafRlich
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methodisch bedingt und resultiert aus den ex-vivo Bedingungen der vorliegenden Studie.
Als potenzielle Fehlerquellen kommen zudem eine exzentrische Position des Silikonballs
sowie eine von den in-vivo-Lage abweichende Orientierung der Ventrikel innerhalb der
Silikonform in Betracht. Auch die histologischen Befunde an kaninen Herzen von Streeter,
Spotnitz et al. [28] zeigten HAs in einer Grofienordnung, die mit den vorliegenden
Beobachtungen Ubereinstimmt. Die Vergleichbarkeit mit tierexperimentellen Studien ist wie
in Abschnitt 4.1.6 erlautert jedoch eingeschrankt, da u.a. der bipede Gang des Menschen
einzigartige Volumen- und Belastungsdynamiken erfordert, die sich grundlegend von denen
quadrupeder Spezies unterscheiden. Die geringen Extremwerte des vorliegenden
Datensatzes, sowohl im Bereich der Minima als auch der Maxima, lassen sich neben den
evolutionsbedingten Unterschieden durch die begrenzte raumliche Auflésung der
Messanordnung (Voxelvolumen: 2mm?3) plausibel erklaren. Dennoch weisen die Resultate
auf eine physiologisch konsistente Richtungsdnderung der HAs hin und belegen einen
nachweisbaren Rlckgang der HAs bei intrakavitédrer Dilatation. Die Analyse der
intramuralen Spannungsiubertragung ergab die langstreckige Transmission myokardialer
Zugkrafte Uber die spiralférmige Geometrie der postmortalen Herzwand. Selbst bei
maximaler apikaler Distension konnte eine marginale Steigerung der Spannung in den tief
subendokardialen Spiralziigen festgestellt werden. Diese Beobachtung stutzt die

Hypothese einer langsamen elastischen Kopplung entlang der Kraftibertragungsstrecke.

4.3.2 Einflussgrofien der ventrikularen Leistungsfahigkeit

Die ventrikulare Leistungsfahigkeit wird im Wesentlichen durch drei Determinanten gepragt,
die in weiterfihrenden Untersuchungen als potenzielle Ursachen systematischer
Diskrepanzen gezielt zu kontrollieren sind. Erstens Iasst sich eine Zunahme der Steifigkeit
der Kardiomyozyten im postmortalen Gewebe beobachten, die mit dem Ausmal der
Totenstarre einhergeht. In den vorliegenden Praparaten war die Totenstarre jedoch
vollstdndig aufgehoben. Zweitens bedingen fibrotische Umbauprozesse und
Speichererkrankungen die myokardiale Wandsteifigkeit in heterogenen Mustern. Beide
Konstellationen wurden in der vorliegenden Untersuchung durch Zuhilfenahme des
Totenscheins und einer detaillierten Inspektion der Herzen bestmdglich ausgeschlossen.
Drittens basiert die ventrikuldre Plastizitdt auf dem schichtweisen Gleit- und
Schervermdgen des tangential orientierten myokardialen Fasergeflechts, das durch
myokardiale Hypertrophie substanziell moduliert wird. Dieser Punkt konnte aufgrund des
fortgeschrittenen Alters der Kérperspenden nicht komplett ausgeschlossen werden, da mit

hohem Alter haufig eine leichte Form der Hypertrophie einhergeht. In Kombination
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determinieren diese Faktoren sowohl den mechanischen Handlungsspielraum des
Ventrikels als auch zentrale StorgrofRen, die die Interpretation experimenteller Befunde

mafgeblich beeinflussen kénnen.

4.3.3 Organisation des Myokards

Das Konzept des biventrikularen Globus sieht eine sowohl strukturell organisierte als auch
funktionell antagonistische Interaktion als Kontinuum interagierender kardialer
Komponenten vor. Diese Organisation ist daher nicht nur fur die strukturelle Verankerung
der Papillarmuskeln im Kammermyokard von Bedeutung (siehe Abschnitt 4.2.4), sondern
auch fir die grundlegenden viskoelastischen Myokardeigenschaften. Dabei weist jede
Komponente eine spezifische rdumliche Orientierung, eigene Kopplungsbedingungen und
damit ein charakteristisches Vor- und Nachlastprofil auf [160, 161]. Dies erfordert die
Analyse myokardialer Funktionsstérungen mittels diagnostischer Verfahren, die eine
regionale und insbesondere wandtiefenspezifische Aufldsung ermoglichen. Ein Beispiel fur
heterogene Pathomechanismen ist der Uberproportionale Beitrag des Subendokards zur
globalen ventrikularen Hypertrophie, obwohl nach dem Laplace'schen Gesetz die hdchste

Wandspannung im Subepikard zu erwarten ist [162, 163].

Die vorliegenden Befunde legen nahe, dass die ventrikulare Gesamtgeometrie im toten
Herzen eine adaquate Plastizitat beibehalt. Dies dulert sich in Veranderungen der HAs
unter ventrikuldrer Dilatation, deren Ausmall mit den wahrend des physiologischen
Herzzyklus beobachteten Veranderungen vergleichbar ist [164, 165]. Daruber hinaus
erlaubt die langstreckige Kraftibertragung entlang der drei Schenkel des ventrikuldren
Looping-Systems den Rickschluss auf ein fortbestehendes Gleitpotenzial im postmortalen
Herzen, dessen Erhalt fur die mechanische Anpassungsfahigkeit von zentraler Bedeutung
ist. Die Heterogenitat der Fernkraftverteilung stitzt die Hypothese, dass eine
Segmentierung der ventrikularen Gesamtgeometrie in funktionelle Kompartimente plausibel

erscheint.

4.3.4 Klinische Anwendung

Eine Kardiomyopathie mit reversibler apikal begrenzter Erweiterung des linken Ventrikels
ist das Takotsubo-Syndrom. Bei dieser Myopathie handelt es sich um eine neurokardiogene
Form einer akuten, regionalen linksventrikuldren systolischen und diastolischen

Dysfunktion, die haufig mit emotionalem oder physischem Stress einhergeht [166]. Die
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Herzinfarkt-ahnlichen Symptome dieser Pathologie kdénnten in Zusammenhang mit der
durch die apikale Dilatation einhergehenden Perikardiberdehnung und folglich der
eingeschrankten perikardialen propriozeptiven Rulckkopplungsschleife stehen (siehe
Abschnitt 4.1.7). Das generierte Modell des gedehnten Ventrikelapex kann als erster
Entwurf einer Modellierung dieser rein mechanischen Komponente der Takotsubo-
Kardiomyopathie angesehen werden. Veranderungen in der Verteilung myokardialer HAs
sind fur verschiedene kardiovaskulare Erkrankungen dokumentiert. Beim Myokardinfarkt
und der hypertrophen Kardiomyopathie konnten signifikante Verschiebungen in der HA-
Verteilung beobachtet werden [31, 32], deren Muster jedoch von den vorliegenden
Ergebnissen abweichen. Angesichts der einzigartigen Pathogenese des Takotsubo-
Syndroms ist es plausibel, dass die Differenzen der HA-Verteilung zwischen gesunden
Herzen und dem initialen Takotsubo-Modell von denen anderer Kardiomyopathien
abweichen. Einen weiteren Vergleich bietet eine DTI-Studie zur dilatativen Kardiomyopathie
(DCM), einer Pathologie, die sich durch eine verminderte Dicke der Ventrikelwand
auszeichnet. Die Ergebnisse der Studie legen nahe, dass gesunde Kontrollen eine héhere
Frequenz nicht extremer HAs aufwiesen als die pathologischen DCM-Herzen [167].
Demgegentber wurde beim vorliegenden Modell ein invertiertes Muster mit einer héheren
Pravalenz von extremen HAs bei den Kontrollherzen im Vergleich zu den apikal dilatierten
Herzen nachgewiesen. Diese Diskrepanz lasst sich durch verschiedene Faktoren erklaren.
Einerseits unterscheiden sich die Messbedingungen, da die vorliegende Untersuchung ex-
vivo erfolgte. Zudem beeinflussen Unterschiede in der Vor- und Nachlast, der Perfusion und
der Gewebeeigenschaften mutmallich die DTl-ermittelte HA-Schatzung. Insgesamt weisen
die Erkenntnisse darauf hin, dass HA-Veranderungen krankheitsspezifische Merkmale
aufweisen und nicht unmittelbar auf andere Kardiomyopathien Ubertragbar sind. Zur
Validierung des diagnostischen Potentials der HA-Verteilung beim echten Takotsubo-
Syndrom sind weiterfihrende Studien erforderlich, die idealerweise eine Kombination aus

in-vivo- und ex-vivo-Methoden umfassen.

4.3.5 Zusammenfassung und Limitationen

Zusammenfassend zeigt das postmortale Herz eine residual erhaltene Arbeitsfahigkeit, die
den physiologischen Freiheitsgraden der Bewegung, besonders in Bezug auf die
ventrikulare Rotation, weitgehend entspricht. Das Ventrikelmyokard verfligt Uber
strukturelle Eigenschaften, die eine gerichtete, kontrollierte Kraftverteilung ermdglichen. Die
Interaktion zwischen intramuraler Plastizitat, spiraliger Faserarchitektur und regionaler

Kraftkopplung bildet einen essenziellen Bestandteil der kardialen Leistung. Die
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vorliegenden Daten demonstrieren eine begrenzte, gleichwohl konsistente Ahnlichkeit der
mechanischen Eigenschaften, einschliellich intramuraler Remodellierung und gerichteter
Kraftlibertragung. Folglich qualifiziert sich das postmortale Herz im moderaten Rahmen als
ein plausibles Surrogat des vitalen Herzens und die apikale Dilatation als erster Ansatz zur
Generierung eines Modells des Takotsubo-Syndroms. In diesem Zusammenhang ist zu
betonen, dass die vorliegenden Interpretationen der Ergebnisse einen hypothesen-
generierenden Charakter aufweisen und auf Basis einiger Limitationen erhoben wurden.
Das bereits diskutierte Alter der Koérperspenden und die geringe Informationslage zu
Vorerkrankungen (Abschnitt 4.1.8) kdnnte die Aussagekraft der Ergebnisse begrenzen, da
mit zunehmendem Alter die Steifheit des linken Ventrikels deutlich zunimmt, wohingegen
dessen Elastizitdt abnimmt [168]. Dieser Umbau der Matrix geht haufig mit fibrotischen
Erscheinungen einher und konnte die Veranderung der HAs bei linksventrikularer Dilatation
bedingen. Ferner ist die vorliegende Studie rein postmortal, aufgrund dessen sich die
Aussagekraft und Ergebnisse nicht direkt auf in-vivo Messungen Ubertragen lassen. Eine
wesentliche Limitierung betrifft zudem die isotrope Voxelgréfle von 2mm?3. In Anbetracht
einer durchschnittlichen myokardialen linksventrikularen Wanddicke von ca. 10mm stehen
folglich Uber die gesamte Transmuraltiefe lediglich rund flnf Voxel zur Verfliigung. Die
begrenzte raumliche Auflésung des Scans bedingt eine erhdhte Anfalligkeit flr partielle
Volumenartefakte und erschwert die prazise Erfassung transmuraler Gradienten des HA.
Dariiber hinaus konnen Segmentierungsunsicherheiten bei dieser VoxelgroRe die
Berechnung von HAs zusatzlich beeinflussen. Das methodische Ziel einer weiteren
Verkleinerung der Voxelgrofle zur Erhéhung der Auflésung ist jedoch mit einer deutlichen
Zunahme der erforderlichen Akquisitionszeiten bzw. der Notwendigkeit zusatzlicher
Mittelungen verbunden, die ihrerseits das Signal-Rausch-Verhaltnis (SNR) weiter
verschlechtern wirden. Dennoch verdeutlichen die Daten eine erhaltene mechanische
Reaktionsfahigkeit des postmortalen Herzens, vergleichbar mit der beim lebenden Herzen
beobachteten HA-Dynamik wahrend des kardialen Zyklus [164, 165], was auf eine
hinreichende Sensitivitdt der Messmethodik flir Verdnderungen der myokardialen
Architektur hinweist. Dies erlaubt es, das postmortale Herz als ein begrenzt belastbares
Modell fir die Analyse myokardialer Mechanik zu nutzen - insbesondere fiir die Validierung

digitaler oder rechnerischer Simulationen intramuraler Kraftflisse.
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4.4 Zusammenhangende Bedeutung der Ergebnisse

Zusammenfassend zeigen die drei Teilstudien der vorliegenden Arbeit ein komplexes
Zusammenspiel zwischen sensorischen, strukturellen und mechanischen Komponenten
der herzphysiologischen Funktion. Die perikardiale Propriozeption deutet auf essenzielle
sensorische Ruckmeldungen zur autonomen Regulation hin, wahrend die strukturelle
Integritat der Papillarmuskeln entscheidend flir die mechanische Stabilitdt des ventrikularen
Apparates zu sein scheint. Gleichzeitig gewahrleistet die viskoelastische Eigenschaft des
Myokards die effektive Kraftibertragung innerhalb der Ventrikelwand. Diese Erkenntnisse
unterstreichen die Notwendigkeit einer ganzheitlichen Betrachtung der kardialen Mechanik,
um die Pathophysiologie kardialer Erkrankungen besser zu verstehen und gezielte
therapeutische Interventionen abzuleiten. Demnach ist das Herz ein hochgradig fein
abgestimmtes Organ, dessen Funktionsfahigkeit unter anderem auf der Koordination von

Ruckkopplung, Struktur und Kraftiibertragung basiert.

In ihrer Gesamtheit liefern die Befunde wichtige zusammenhangende Erkenntnisse zu
bisher unzureichend geklarten Ablaufen hinsichtlich des physiologisch regulierten
Herzzyklus. Die Studie zur perikardialen Propriozeption offenbarte die Existenz und
regionale Konzentration von korpuskularen Rezeptoren im Perikard, deren héchste Dichte
in den ventrikularen Vorwoélbungen und am Abgang der Aorta zu verzeichnen ist (siehe
Abschnitt 4.1.2). Die RLCs registrieren hochstwahrscheinlich volumenbedingte
Dehnungszustande sowie Relativbewegungen zwischen den perikardialen Subschichten
und zwischen Perikard und Brusthdhle. Im Rahmen des Herzzyklus bedeutet dies, dass die
perikardialen RLCs kontinuierlich Informationen wie enddiastolisches und endsystolisches
Volumen, Schlagvolumen und Wandspannung an das zentrale Nervensystem liefern
konnten. Auf dieser Grundlage ware eine dynamische Regulation durch das autonome
Nervensystem mdglich, die sich beispielsweise in der Anpassung kardialer Parameter, wie
der Chronotropie und Inotropie, dulRert (siehe Abschnitt 4.1.5). Insbesondere beim Wechsel
von Diastole zur Systole, bei dem es zu einer plotzlichen volumetrischen Umverteilung
kommt, scheinen diese Sensoren als afferentes System einer bislang unbericksichtigten
und unterschatzten viszeralen Ruckkopplungsschleife zu fungieren. GemaR dieser
Uberlegung wird der Herzzyklus grundséatzlich Uber einen extern ausgelagerten
Kontrollmechanismus in Form der perikardialen propriozeptiven Korpuskel Uberwacht und
moduliert. Die zweite Teilstudie zur Verankerung der Papillarmuskeln ergab entscheidende
neue Erkenntnisse hinsichtlich der mechanischen Stabilitdt des Herzens und der

Kontraktionskoordination innerhalb der Ventrikelwand. Papillarmuskeln mit direkter
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Verankerung ohne Trabekel deuteten auf eine starkere Einbindung in das transmurale,
auxoton arbeitende Muskelfasergeflecht hin, das gemall dem Modell des "intrinsischen
Antagonismus" am Ende der Systole einen aktiven Dilatationsimpuls einleitet [155, 156]
(siehe Abschnitt 4.2.4). Dieser Faktor ware von entscheidender Bedeutung fir das rasche
Umschalten von der konzentrischen Systole in die frilhe Diastole, in der die
Fullungseffizienz durch die schnelle Entfaltung des Ventrikels determiniert wird. Die
Morphologie der Verankerung der LVPM kénnte demnach malfigeblich an der aktiven
diastolischen Relaxation beteiligt sein. Die Einleitung der dilatatorischen Phase des
Herzzyklus wird nach dieser Uberlegung folglich durch eine aktive Dilatation der schrag
transmural verlaufenden Muskelketten bedingt, deren Dichte in den verschiedenen
Verankerungsvarianten der Papillarmuskeln zu variieren scheint. Die dritte Teilstudie zur
Viskoelastizitat und intramuralen Kraftiibertragung demonstrierte, dass selbst postmortale
Herzen eine spezifische Reaktion auf veranderte Volumenbelastung aufweisen. Die
gemessenen Veranderungen im HA bei intrakavitarer Dilatation verdeutlichen, dass die
spiralféormige Architektur des Myokards im Wesentlichen zur longitudinalen und
transversalen Spannungsausbreitung beitragt (siehe Abschnitt 4.3.3). Wahrend der Systole
erfolgt Gber die tangential verlaufenden Myozytenketten die konzentrische Kraftentwicklung
zur AusstoBung des Schlagvolumens. Darlber hinaus lasst die nachgewiesene
Ubertragung mechanischer Signale (iber weite intramurale Distanzen vermuten, dass sich
lokale Wandspannungsschwankungen Uuber den gesamten Ventrikelkérper hinweg
koordinierend auswirken. Dieser Aspekt tragt zu einer homogenen Kontraktionsdynamik
wahrend des Herzzyklus bei und legt gleichzeitig die Hypothese nahe, dass eine
Segmentierung der ventrikularen Gesamtgeometrie in funktionelle Kompartimente plausibel

erscheint.

Die Kombination aus sensorischer Erfassung, struktureller Stabilitdt und mechanischer
Integration bildet die Grundlage der kardialen Ejektions- und Fullungsdynamik. Klinisch
ergibt sich daraus eine neue Perspektive auf kardiale Dysfunktionen. Kardiale
Erkrankungen kénnen nicht isoliert betrachtet werden, sondern wirken sich Gber mehrere
funktionelle Ebenen des Herzzyklus hinweg aus. Die Befunde dieser Arbeit legen nahe,
dass zukiinftige Diagnostik und Therapie nicht nur auf makroskopische Pumpfunktionen
abzielen sollten, sondern auch propriozeptive Rlickkopplungen, strukturelle Verankerungen
und viskoelastische Gewebeantworten als integrale Bestandteile der kardialen Physiologie

bericksichtigen mussen.
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4.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die vorliegende topographische Kartierung korpuskularer Propriozeptoren des Perikards
erschliet substanzielle, bislang unbeschriebene Einsichten in dessen funktionelle
Integration in die kardiale Sensorik und Mechanotransduktion. Hervorzuheben ist eine
auffallende raumliche Clusterbildung der Rezeptoren, deren Verteilungsmuster die
vierkammerige Morphologie des Herzens reflektiert. Aufgrund der heterogenen und
methodisch nur eingeschrankt vergleichbaren Datenlage lasst sich die physiologische
Bedeutung dieser Organisation gegenwartig nicht abschlieBend beurteilen.
Nichtsdestotrotz implizieren die hohe Rezeptordichte und die geordnete Topografie eine
erhebliche funktionelle Relevanz. Die vorliegende Datenbasis stellt eine substanzielle
Grundlage flr weiterfihrende funktionelle Analysen dar. Um die Ergebnisse zu validieren
und zu konkretisieren, ist zunachst eine erweiterte histomorphologische Folgestudie an
einer héheren Anzahl postmortaler menschlicher Herzen angebracht. Da entsprechende
Untersuchungsmethoden am lebenden Herzen nicht durchfihrbar sind, sollten zunachst
weitere elektrophysiologische Ableitungen in-vivo am Tiermodell und spater an Probanden
durchgefiihrt werden. Hierdurch liee sich die propriozeptive Leistungsfahigkeit des
Perikards quantitativ erfassen, wobei eine altersbezogene Stratifizierung sowie ein
Vergleich zwischen gesunden Herzen und solchen mit definierter kardialer Pathologie
moglich ware. Aufgrund der ganzlich neuen Betrachtung der Funktionsweise des Perikards
sollten die daraus resultierende Erkenntnisse einen maf3geblichen Beitrag zur Entwicklung

neuer diagnostischer Verfahren und zielgerichteter therapeutischer Interventionen leisten.

Im Rahmen der durchgefuhrten Studie Uber die Verankerung der LVPM konnte die
Kontaktzone zwischen Muskel und Kammerwand histomorphologisch in zwei Klassen
unterteilt werden. Diese unterscheiden sich in (i) dem Vorhandensein bzw. Fehlen lokaler
Trabekel an der Insertionsstelle und (ii) der Tiefe, mit der die von den Papillarmuskeln
ausgehenden Kardiomyozytenblindel ohne Richtungswechsel in das Kammermyokard
ausstrahlen. Die Aussagekraft dieser Einteilung ist jedoch gegenwartig durch die
methodischen Grenzen der konventionellen Lichtmikroskopie limitiert. Zwar kann
beobachtet werden, ob die von den Muskeln entspringenden Faserbiindel die Herzwand
ohne Richtungswechsel durchziehen oder ihre Orientierung vorzeitig verandern, jedoch ist
die Verfolgung kompletter Muskelfasern und ein Nachweis von Kontinuitatsabbriichen
einzelner Kardiomyozytenketten damit nicht moglich. Kunftige Analysen sollten demnach
hochauflésende, dreidimensionale Bildgebungsverfahren implementieren, um die

vollstandige 3D-Trajektorie kontinuierlicher Myozytenketten abzubilden. HiP-CT und Mikro-
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CT eignen sich insbesondere flir diese Fragestellung, wobei der Einsatz dieser Verfahren
bislang vornehmlich an Tiermodellen etabliert ist [152-154]. Dabei sollte die quantitative
Auswertung mittels automatisierter Faser-Tracking-Ansatze erfolgen, um eine
reproduzierbare, unbeeinflussbare Validierung der vorgeschlagenen Klassifikation zu
gewahrleisten. Uber die bildgebenden Verfahren hinaus sind weiterfilhrende
Untersuchungen erforderlich, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit aus zeitlichen
Gesichtspunkten nicht realisiert werden konnten. Da der Verankerungstyp der
Papillarmuskeln mutmaflich durch frihembryonale Entwicklungsprozesse gepragt wird,
sollten genetische Analysen auf die Korrelation zwischen bestimmten Genvarianten bzw.
Allelmutationen und den beobachteten Verankerungsmustern hin gepruft werden.
Ausgangspunkt ist dabei die Analyse der Gene, die nachweislich an der Formation der
Papillarmuskeln involviert sind. Zusatzlich sind offene genomische Screenings zur
Identifikation weiterer relevanter Loci zu erwagen. Fir eine valide Beurteilung der Gultigkeit
der Klassifizierung ist zudem eine in-vivo-Validierung an umfassenden, altersstratifizierten
Kohorten erforderlich. Da das Gewebematerial der Untersuchung aus alteren
Korperspenden stammt, ist ein vollstdndig physiologischer Herzstatus nahezu
auszuschlie®en. Es ist daher plausibel, dass die beobachteten Verankerungsklassen,
ebenso wie die Auspragung des endokavitaren trabekularen Reliefs, zum Teil krankheits-
oder altersassoziierte = Remodelling-Effekte  widerspiegeln. Bei der festen
Verankerungsklasse ohne Trabekel ist differenzialdiagnostisch an restriktive bzw.
hypertrophe Kardiomyopathien zu denken, die mit ausgepragter Wandverdickung
einhergehen und trabekulare Strukturen potenziell maskieren kdnnen. Als Beispiel sei die
hypertrophe obstruktive Kardiomyopathie (HOCM) angefuhrt, welche sich durch eine
linksventrikulare Wanddicke von = 15mm in Abwesenheit erklarbarer Druck- oder
Volumenbelastung sowie einer dynamischen Ausflusstraktobstruktion von = 30mmHg
kennzeichnet. Die autosomal-dominante Vererbung von HOCM wird durch Uberwiegend
pathogenetische Varianten in den Genen sarkomerarer Proteine begrindet [169]. Fur den
Verankerungstyp mit Trabekeln, der in dem vorliegenden Forschungskollektiv mit einer
deutlich trabekulierten Ventrikelhdhle korrelierte, ist eine altersassoziierte Auspragung der
Left Ventricular Non-Compaction (LVNC) in Erwégung zu ziehen. LVNC manifestiert sich
als eine primar genetisch bedingte Kardiomyopathie, die sich durch prominente Trabekel
und tiefe intertrabekuldre Rezessionen charakterisiert. Diese Veranderungen resultieren
aus einem gestorten Entwicklungsprozess der normalen Myokardkompaktion, der in der
funften bis achten Gestationswoche der Embryonalperiode stattfindet [170, 171]. Hieraus
ergeben sich mdgliche sekundare Einflisse auf das morphologische Profil der betrachteten
Verankerungszone. Die systematische Prifung demografischer und genetischer Variablen

sowie die potenzielle Interaktion beider Einflussfakioren ist eine notwendige
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Voraussetzung, um die Tragfahigkeit und klinische Relevanz der hier vorgeschlagenen

Klassifikation der linksventrikularen Papillarmuskelverankerung zu validieren.

Die DTl-basierte Auswertung der HA-Veranderung im linken Ventrikel ermdglichte eine
signifikante Unterscheidung zwischen nicht gedehnten und gedehnten Konfigurationen.
Diese Befunde betonen das Potenzial der DTI, mechanisch induzierte myokardiale
Faserumlagerungen nichtinvasiv zu erfassen und quantitativ zu beschreiben. Die
Interpretation der Ergebnisse erfolgte vor dem Hintergrund der postmortalen
Untersuchungsbedingungen sowie der limitierten raumlichen Auflésung des verwendeten
Scans. Um die Aussagekraft der Befunde zu steigern und zuverlassige Schlussfolgerungen
zu gewabhrleisten, sollten nachfolgende Studien eine umfangreichere Stichprobengréfe
bertcksichtigen. Methodisch lasst sich die transmurale Auflésung durch beschleunigte
Bildgebung (z.B. Parallelbildgebung, Compressed Sensing), super-resolution-basierte
Rekonstruktionen sowie den Einsatz hochfeldiger MRT-Systeme erwartungsgemal weiter
optimieren. Dies gestattet eine prazisere Abbildung von feineren HA-Gradienten. Dartber
hinaus sind in-vivo-Studien erforderlich, um die diagnostische Relevanz der DTI zu
Uberprifen und den potenziellen Beitrag zur Substitution invasiver bzw. strahlenbelastender
diagnostischer Verfahren zu bewerten. Ferner ermdglichen in-vivo-Untersuchungen die
Charakterisierung eventueller altersabhangiger Unterschiede der HA-Verteilung sowie die
Ableitung von Orientierungswerten fur verschiedene Kohorten. Zukinftig koénnten
kardiologische Erkrankungen, darunter dilatative Kardiomyopathien und pathologische
Zustande wie das Takotsubo-Syndrom, anhand in-vivo erfasster HA-Veranderungen
bestimmt werden. Mit dieser Entwicklung ware eine erhdhte diagnostische Sicherheit

erzielbar.

Die vorliegenden Erkenntnisse betonen die Notwendigkeit einer ganzheitlichen Betrachtung
der kardialen Mechanik, um die Pathophysiologie von Herz-Kreislauf-Erkrankungen
praziser zu verstehen und daraus gezielte therapeutische Interventionen abzuleiten. Fur
die Entwicklung tragfahiger und innovativer Therapieansatze ist es unerlasslich, samtliche
anatomische und physiologische Komponenten des Herzens integrativ zu bericksichtigen.
Es besteht insbesondere die Notwendigkeit einer systematischen Untersuchung weiterer
kardialer Strukturelemente, beispielsweise des elastischen Bindegewebes und der
Verteilungsstruktur der Lymphgefale, um weiterfihrende Aussagen bezuglich der
physiologischen Mechanismen der Herzaktion zu erlangen. Erste Befunde zur elastischen
Komponente weisen darauf hin, dass jede Kardiomyozyte hochstwahrscheinlich einzeln
von einer elastischen Faser umwickelt ist. Die wahrend der Kontraktion im Elastin
gespeicherte Energie konnte einen Beitrag zur Ruckfuhrung der Kardiomyozyten in den

relaxierten, diastolischen Zustand leisten und somit die rhythmische Aktivitat des Myokards
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unterstitzen. Obwohl das Herz seit Jahrhunderten Gegenstand intensiver Forschung ist,
bleiben wesentliche Fragestellungen zu diesem Organ weiterhin bestehen. Die
Wissenschaft muss sich auch zukilnftig in erheblichem MalRe der Vertiefung des

Verstandnisses der Herzfunktion widmen, um die komplexen Zusammenhange dieses

Organs weiter zu ergriinden.
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Anhang

Tabelle 1: Ubersicht Chemikalien

Tabelle 2: Ubersicht Geréate

Tabelle 3: Ubersicht Programme

Farbeprotokoll 1: Standardfarbung Elastica van Gieson

Farbeprotokoll 2: Standardfarbung Azan

Farbeprotokoll 3: Standardfarbung Masson-Goldner

Farbeprotokoll 4: Immunhistochemie pan-Neurofilament

Farbeprotokoll 5: Immunhistochemie S-100

Farbeprotokoll 6: Immunhistochemie Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP)

Farbeprotokoll 7: Immunhistochemie Transient-Receptor Potential Channel 4 (TRPC4)

Farbeprotokoll 8: Immunhistochemie Tyrosinhydroxylase

Publikation: Piermaier LM, Caspers S, Herold C, Wolf-Vollenbréker M, Brzoska P,
Bechler E, Filler TJ. Proprioceptors of the human pericardium. Basic Res
Cardiol. 2024 Dec;119(6):1029-1043. doi: 10.1007/s00395-024-01075-9. Epub

2024 Aug 9. PMID: 39120717; PMCID: PMC11628447.
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Tabelle 1: Ubersicht Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Bestellnummer

2-Propanol (Isopropylalkohol)

Walter-CMP GmbH & Co. KG, Kiel,

Deutschland

WAL116001 9030

AEC Substrate Kit,

Vector Laboratories, Inc., Newark,

SK-4200

Heidelberg, Deutschland

Peroxidase USA

Anilin Merck KGaA, Darmstadt, 8.22256.0100
Deutschland

Anilinblau WS Merck KGaA, Darmstadt, 5284956
Deutschland

Antigen Unmasking Solution | Vector Laboratories, Inc., Newark, H-3300
USA

Azocarmin G Merck KGaA, Darmstadt, A1091
Deutschland

Azophloxin Merck KGaA, Darmstadt, 210633
Deutschland

DePeX SERVA Electrophoresis GmbH, 18243

Eisen(lll)-chlorid-Hexahydrat

Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

1.03943.0250

Essigsaure 100%

Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

K24788763

Ethanol 99%

Walter-CMP GmbH & Co. KG, Kiel,

Deutschland

WALG642 9030

Deutschland

Formaldehydl6sung 37% Carl Roth GmbH + Co. KG, 7398.2
Karlsruhe, Deutschland
Hamatoxylin krist. Merck KGaA, Darmstadt, 1.04302
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Hamatoxylinlésung nach Gill Il | Carl Roth GmbH + Co. KG, T864.2
Karlsruhe, Deutschland

Lichtgrin gelblich Merck KGaA, Darmstadt, L5382
Deutschland

Lithiumkarbonat VWR International GmbH, 25006.293
Darmstadt, Deutschland

NovaRED™ Peroxidase Vector Laboratories, Inc., Newark, SK-4800

Substrate Kit USA

Orange G CERSTISTAIN® Merck KGaA, Darmstadt, K1020125
Deutschland

Pikrinsaure krist. Merck Schuchardt oHG, K1071921
Hohenbrunn, Deutschland

Ponceau S Merck KGaA, Darmstadt, K4806566
Deutschland

Primar-Antikorper Calcitonin Abcam, Cambridge, Vereinigtes AB135271

Gene-Related Peptide Kodnigreich

Primar-Antikorper pan- BioLegend, San Diego, USA 837904

Neurofilament

Primar-Antikérper S100

Dianova BIOZOL Diagnostica
Vertrieb GmbH, Hamburg,

Deutschland

DNA-AB-179523

Primar-Antikorper Transient- | Invitrogen Fisher Scientific GmbH, | PA5-18987
Receptor Potential Channel 4 | Schwerte, Deutschland

Primar-Antikdrper Merck KGaA, Darmstadt, MAB318
Tyrosinhydroxylase Deutschland

Resorcin-Fuchsin nach Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster, | 2E-030
Weigert Deutschland

Roticlear® Carl Roth GmbH + Co. KG, A538.3

Karlsruhe, Deutschland
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Roti®-Mount Aqua Carl Roth GmbH + Co. KG, 2848.2
Karlsruhe, Deutschland

Salzsaure 25% Carl Roth GmbH + Co. KG, 6331.3
Karlsruhe, Deutschland

Saurefuchsin Merck KGaA, Darmstadt, 6357083
Deutschland

Sekindar-Antikérper Anti- Vector Laboratories, Inc., Newark, BA-2000

Maus-IgG USA

Sekundar-Antikorper Anti- BioLegend, San Diego, USA 401102

Maus-IgM

Sekundar-Antikérper Anti- Vector Laboratories, Inc., Newark, BA-9500

Ziege-lgG USA

Streptavidin-HRP BioLegend, San Diego, USA 405210

Surgipath Paraplast Plus Leica Biosystems Richmond, Inc., 39602004

Richmond, USA

Wasserstoffperoxid 30%

Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

1.07210.1000

Wolframatophosphorsaure-
Hydrat

Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

B229583
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Tabelle 2: Ubersicht Gerate

Deutschland

Gerat Hersteller Artikelnummer
12-Kanal-Kopfspule Siemens Healthineers AG, Forchheim, | MAGNETOM Trio
Deutschland
3-Tesla-MRT-System | Siemens Healthineers AG, Forchheim, | MAGNETOM Trio,
Deutschland TIM System
4-Kanal-Oszilloskop RIGOL Technologies EU GmbH, DS1104
Gilching, Deutschland
Deckglaser MENZEL-GLASER, Braunschweig,
Deutschland
Einbettungsgerat MEDITE Medical GmbH, Burgdorf, TES Valida
Deutschland
Entwasserungsgerat | Intelsint S.R.L., Turin, Italien ETP
Fume Adsorber MEDITE Medical GmbH, Burgdorf, DE | TAZ 19
Heizplatte Medax Medizintechnik GmbH, Oyten,
Deutschland
Kihlschrank Liebherr, Bulle, Schweiz
Mikrotom Leica Biosystems, Deer Park, USA RM2255
Mikrotom-Klingen Feather, Osaka, Japan N35
Objekttrager Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, 1100620
Lauda-Kénigshofen, Deutschland
Scanner Motic© Deutschland GmbH, Wetzlar, EasyScan Infinity 100

Spiegelreflexkamera

Canon, Tokio, Japan

750D

Tiefkthler -20 °C

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA

Tiefkuhler -79 °C

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA

mbH, Burgwedel, Deutschland

Warmeschrank Memmert GmbH + Co. KG, UN30, UN30pa
Schwabach, Deutschland
Wasserbad GFL Gesellschaft fur Labortechnik 1052
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Tabelle 3: Ubersicht Programme

Programm Entwickler Version
3D Slicer image Verschiedene 5.1.0
computing platform
Affinity Designer Serif Europe Ltd., Nottingham UK 2.3
Affinity Photo Serif Europe Ltd., Nottingham, UK 2.3
EasyScanner Motic
FMRIB Software Library Oxford Centre for Functional MRI of the 6.0.7.10
(FSL) Brain, the University of Oxford, Oxford,
England
GIMP (GNU Image The GIMP Team 3.0.0-1
Manipulation Program)
Inkscape Inkscape-Entwicklerteam 14.2
MATLAB The MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, | R2022a
USA
Plotly Plotly Entwickler-Team, Montreal, Kanada 5.22.0
QuPath QuPath developers, the University of 0.5.1
Edinburgh, Edinburgh, Schottland
Skikit-learn Skikit-learn Entwicklerteam 1.5.0
Skylum Luminar Neo Skylum, Kyjiw, Ukraine 1.20
SPSS Statistics IBM Corp., Armonk, NY, USA 29
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Elastica Hiimatoxylin van Gieson Firbung (El1 HvG)

Elagtica-Ldsg.

10 g Resorcin-Fuchsin in
1000 ml 80% Alkohol unter Erwidrmen 1dsen (nicht kochen!)
Nach Erkalten 20 ml konz. HCI zusetzen und filtrieren.

Alternativ:
40 m! Resorcin-Fuchsin Lésung (Fa. Chroma 2E 030, 1000 ml)
120 mi Salzs#ure-Alkohol (1000 ml Athylalkohol plus 4 ml 25% Salzséure)

Weigert’sches Eisenhimatoxylin

Losg. A: 1 g Himatoxylin in 100 ml 96% Athanol 18sen.
Diese Losung muss 1 Woche reifen!
Losg. B: 4 ml 29% Eisen III-chlorid
1 ml 25% HCI
95 ml aqua bidest.

Vor Gebrauch diese beiden Lsungen A plus B zu gleichen Teilen zusammenfligen; sie sind nur 1 Woche
haltbar. Die getrennten Ldsungen sind monatelang haltbar.

van Gieson Ldsung

Zu 100 ml gesattigter wéssriger Pikrinsdure fligt man
7,5 ml 1% S#urefuchsin hinzu.

Fiirbung:

Entparaffinierte Schnitte aus dem 70% Alkohol in

1) Elastica Losg. A & ¥eeVin
2) abspiilen in Leitungswasser bis Wasser klar ist

3) Kemfirbung mit Weigert’schem Eisenh&matoxylin 5 Min
4) flieend wéssern 5 Min.

5) spiilen in aqua bidest.

6) van Gieson Losung genau 1 Min.
7) 2 x kurz spiilen in aqua bidest., nicht parken!

8) 2 x 96% Alkohol nicht parken! 2 x 100% Alk., Xylol, (je 2 Min.) DePeX

Zu 7) + 8): Aqua bidest. und niedrig konz. Alkohole kénnen die van Gieson Losung auswaschen!

Ergebnis: Elastische Elemente: schwarz-violett
Kollagenes Bindegewebe: rotlich
Keme: blau-schwarz
Muskulatur : gelb
Epithelgewebe: hellbraun



Azanfirbung nach Heidenhain

Bendtigte Chemikalien :
;A_gc_)lf:armin G (C.1.50085), Anilinblau (C.1.42755), Orange G (C.1.16230), Eisessig, Ethanol 90%ig,
Anilin, Wolframatophosphorséure, Isopropanol, Xylol

Bemerkung :

A_m_ besteq gelingt die Farbung nach Fixierung in sublimathaltigen Fliissigkeiten, chromhaltige
Fixiergemische vermeiden. Schnittdicke unter 10pum

Arbeitsablauf :
1. Schnitte entparaffinieren und in Wasser bringen (evtl. Sublimatniederschlige entfernen)
2. Schnitte kurz in Anilinalkohol einstellen 5andan
3. Farben in vorgewarmter Azokarminldsg. im Wirmeschrank bei 56°C ~6=-15 min.
4. AbspileninAquadest. i aLon SURRLRSES
5. Differenzieren in Anilinalkohol bis nur noch die Zellkerne gefirbt sind. (evil. geringer Aqua
dest. Zusatz) s i
6. Kurz auswaschen in essigsaurem Alkohol .7 . ..., ¥ - 1 min.
(falls Gewebe noch zu stark rot, zuriick in den Anilinalkohol)
7. Abspiilen in Aqua-dest:” R
8. 5%ige Wolframatophosphorsiure zum Entfirben und Beizen des Bindegewebes ca. 2 Std. ™7 v
9. Kurzabspilen-in-Aqua-dest-
10. 1 Teil Anilinblau-Orange-Gemisch + 2 Teile Aqua dest. 1-28td. AZ s
11. Kiitz-abspiilen=in-Aquadest.
12. Differenzieren mit 96%igem Ethanol bis Gewebebestandteile scharf hervor treten (evtl.

mikroskopische Kontrolie),
bei Verwendung von 96%igem Isopropanol lauft der Differenzierungsprozess verlangsamt
ab.

13. Entwissern in abs. Isopropanol

14. Xylol, DePeX

Ergebnis :

Kollagenes und retikuléires Bindegewebe auBerordentlich scharf blau, Chromatin rot,
Muskelgewebe je nach Fixierung rétlich bis orange, Erythrocyten rot, Gliafasern rot, Schleim blau,
Zellgranula gelb, rot oder blau.

Ansitze :

« Azokarminlésg.: 0.1g Azokarmin G wird in 100 ml Aqua dest. aufschwemmen, kurz
Aufkochen und durch ein nicht gehtirtetes Filter abfiltrieren dann je 100 ml Filtrat 1ml
Eisessig zugeben.

« Anilinblau-Orange-Gemisch : 0.5 g Anilinblau, 2 g Orange G in 100ml Aqua dest. 16sen
und 8 ml Eisessig zugeben, kurz aufkochen und nach dem Erkalten filtrieren.

« Anilinalkohol: 100 ml 90%iger Ethano! werden mit 0.1 ml Anilin versetzt.

« essigsaurer Alkohol: 100 ml 96%iger Ethanol werden mit 1 ml Eisessig versetzt.



Masson-Goldner-Féarbung

Bendétigte Chemikalien :

Eisenhimatoxylin nach Weigert, Azophloxin (C.1.18050), Séurefuchsin (C.1.42685), Ponceau de Xylidine
{C.1.16150), Orange G (C.1.16230), Lichtgriin SF (C.1.42095) oder Anilinblau ws (C.I. 42755), Eisessig,
Molybdatophosphorsaure oder besser Wolframatophosphorsgure, abs. Ethanol oder Isopropanol, Xylot

Bemerkung :

Die Farbung gelingt besonders gut nach Fixierung mit Bouin.
Das Lichtgriin SF kann auch durch Anilinblau wasserlosl. ersetzt werden.

Literatur : HistTech S.115/MT68 §1540

Arbeitsablauf :

Weigert's Eisenhamatoxylin  1-2 min ! Nicht Uberfarben !
Spiilen in flieBendem Wasser 10-15 min.
Ponceau-Sdurefuchsin-Azophloxin  5-7 min

Abspiilen in 1%iger Essigsiure

A

Differenzieren in Molybdatophosphorsdure-Orange oder Wolframatophosphorsédure-
Orange bis zur volligen Entfarbung des Bindegewebes. (gewdhnlich geniigen einige
Minuten)

Kurz abspiilen in 1%iger Essigsdure

6
7. Gegenfirbung mit Lichtgriin (bzw. Anilinblau) 5 min.
8. Auswaschen in 1%iger Essigsdure 5 min.

9

rasch entwissern in abs. Alkohol (abs. Isopropanol)
10. Xylol, DePeX

Ergebnis :
Kerne braunschwarz, Cytoplasma schwachorange bis rot, Erythrocyten leuchtend rot, Bindegewebe und Schleim
griin, Muskelgewebe blafirot

Ansitze :

e  Masson-Losung : 0.2g Ponceau de Xylidine, 0.1g Saurefuchsin in 300ml Aqua dest. kurz kochen, dann
0.6ml Eisessig zugeben und filtrieren.

e  Azophloxin-Lisg.: 0.5g Azophloxin werden in 100ml Aqua dest., das mit 0.2ml Eisessig versetzt
wurde, geldst.

e Ponceau-Siurefuchsin-Azophloxin ;: 88ml 0.2%ige Essigsaure mit 7ml Masson-L&sung und 2ml
AzophloxinlSsung versetzen,

¢ Molybdatophosphorsiiure-Orange : 3-5g Molybdatophosphorsiure und 2g Orange G in 100ml Aqua
dest. 16sen.

e  Wolframatophosphorsiure-Orange : 3-5g Wolframatophosphorséure und 2g Orange G in 100ml
Aqua dest. 16sen.

¢ Lichtgriin : 0.1-0.2g Lichtgriin SF in 100m] Aqua dest., das mit 0.2ml Eisessig versetzt wurde, ldsen.
Statt Lichtgriin kann auch Anilinblau ws verwendet werden.



Losungen zu Goldner:

Weigertsches Eisenhdmatoxylin: ‘
Losung A : 1 g Himatoxylin in 100 ml 96% EtOH
Losung B : 98 ml bidest
1 ml 25 % HCI
1.16 g Eisen - III - Chlorid
Unmittelbar vor Gebrauch : Mischung A:B =1:1 (8 Tage haltbar)

Ponceau - Sdurefuchsin - Azophloxin
3 Teile Ponceau ( 1% ) 7.5 ml
1 Teil Saurefuchsin (1% ) 2.5 ml
2 ml Azophloxin 0.5 %
88 ml 0.2 % Essigsaure ( Ansatz nach Romeis )

Phosphormolybdénsédure - Orange -
4 ¢ Phosphormolybdinsaure (Molybdatophosphorsaure -Hydrat)
100 ml bidest
2 g Orange G

Lichtgriin
0.1 g Lichtgriin
100 ml bidest ~
0.2 ml Eisessig

Alternative fur Goldner :
Kernfiarbung : Himalaun

Kernechtrot
BG: luxol fast blue



Immunhistochemical Staining for pan Neurofilament
on human tissue (21.03.2018)

Paraffin embeded human sections (4-10um) on Glasslides (HistoBond, SuperFrost+ etc.)

1. Fixation by baking the slides in a oven at 70°C for 1-2 hours

2. Deparaffinization in roticlear 2x10 min->100% alcohol 3 min -> 90% alcohol 3 min-> 50% alcohol 3 min-> distilled water

3. High temperature antigen unmasking in a pressure cooker for 5 min. [VECTOR Antigen Unmasking Solution, # H-3300]

4. PBS 3 min

5. 0,6% H202 in PBS, 10 min., RT

6. PBS 1-5 min.

7. Label and make PAP circles (let them dry )

8. purified anti h pNF (2jug/ml) [BioLegend # 837904]
and Mouse IgG1 + IgM for negativ control (2ug/ml - both together concentration) [BioLegend # 401402 + #401102]
in 3-5% horse serum over night at RT

9. PBS 3x5 min.

10. Biotinylated anti-Mouse IgG + IgM in PBS 1:250, 75 min. RT [VECTOR # BA-2000 + BioLegend # 406504]

1. PBS 2x5 min.

12.  Streptavidin HRP (1:750) incubation for 60 min. at RT [BioLegend # 405210]

13.  PBS 2x5 min.

14, NovaRED substrate development, around 1-3 min. at RT (control under microscope) [VECTOR # SK-4800]

15. PBS or water wash

16. Hematoxylin (Gill. Il - filter before use !) counterstain, 15 sec.

17. Water wash 5x1min

18.  Saturated lithium carbonate (Li2COs3) solution, 30-90 sec.

19.  Short water wash

20.  Short steps in 70% Alcohol, 96% Alcohol, 100% Alcohol, 3xXylene then coverslip with DePeX or Rotimount



30.11.2021

Paraffin embedded human sections (4-10um) on Glasslides (HistoBond, SuperFrost+ etc.)

©® N o g k&

10.
11,
12,
13,
14,
15,
16.
17.
18.
19
20.

Fixation by baking the slides in a oven at 70°C for 3 hours
Deparaffinization in xylene 2x5 min->100% alcohol 5 min -> 90% alcohol 5 min
-> 70% alcohol 5 min-> distilled water
High temperature antigen unmasking (pH9) in a pressure cooker for 5 min.
VECTOR Antigen Unmasking Solution, # H-3301]
Gently cool down to RT
PBS 3 min
0,5% - 1% H202 in PBS, 10 min., RT
PBS, Label and make PAP circles (PAP-Pen - Keep the tissue in PBS while drying the PAP circles /)

Monoclonal anti S-100 (1:200) - real concentration is unknown ! [Dianova # DNA-AB-179523]
and Mouse 1gG2a for negativ control (1:500) [BioLegend # 401502]
in 3-5% horse serum for 75 min. at RT

PBS 3x5 min.

Biotinylated horse anti-Mouse IgG in PBS (1:250), 45 min. RT [VECTOR # BA-2000]
PBS 2x5 min.

Streptavidin HRP (7.800) incubation for 35 min. at RT [BioLegend # 405210]
PBS 2x5 min.

AEC substrate development, around 5-45 min. at RT (conirol under microscope) [VECTOR # SK-4200]

PBS or water wash

Hematoxylin (Gill. Il - filter before use !) counterstain, 2-5 sec.
Water wash 2x3 min

Saturated lithium carbonate solution, 30-120 sec.

Short water wash

coverslip with Roti-Mount Aqua (or other agueous mounting medium !)



Immunhistochemical Staining for CGRP on human tissue  (29.07.2019)

Paraffin embeded human sections (4-8um) on Glasslides (HistoBond, SuperFrost+ etc.)

© N oo ke w2

10.
1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

Fixation by baking the slides in a oven at 70°C for 1 hour

Deparaffinization in Roticlear 20 min.— descending alcohol concentration (each 3-5 min.) — distilled water

High temperature antigen unmasking (pH 6) in a pressure cooker for 5 min.  [VECTOR Antigen Unmasking Solution, # H-3300]

Cool down and wash in PBS 3 min.

0,6-1% H202 in PBS, 10 min., RT

Wash in PBS for 5 min.

Label and make PAP circles (let them dry for 3-5 min.)

Polyclonal anti CGRP-Antibody (stored at -20°C) (15 pg/ml = 1:70)

and Rabbit IgG1 for negative control (15 pg/ml = 1:70)

in PBS with 1% Triton X and 3-5% goat serum -> incubation for 90 min. at 36°C
Wash in PBS, 3x5 min. RT

Biotinylated goat anti-rabbit IgG in PBS with 1% Triton X 1:250, incubate for 45 min. at RT
Wash in PBS, 3x5 min. RT

Streptavidin HRP (1:800 in PBS with 0,5% Triton X), incubate for 35 min. at RT
Wash in PBS, 3x5 min. RT

NovaRED substrate development, around 3 min. at RT

PBS or water wash

Hematoxylin (Gill. Il - filter before use !?) counterstain, 1-3 sec.

Water wash 3-5min.

Saturated lithium carbonate (Li2CO3) solution, 1-3 min.

Water wash 1min.

[abcam # ab135271]

[BIO-RAD # PRABPO1]

[VECTOR # BA-1000]

[BioLegend # 405210]

[VECTOR # SK-4800]

fast (15-30 sec. each) ascending alcohol concentration up to xylene, -— mount with DePeX (or similar) and coverslip



Immunhistochemical Staining for TRPC4 on human tissue

Paraffin embedded human sections (4-10um) on glasslides (HistoBond, SuperFrost+ etc.)

©w

© N o o &

10.
1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

Fixation by baking the slides in a oven at 70°C for 1-2 hours

(02.03.2022)

Deparaffinization in Roticlear 2x10 min.— descending alcohol concentrations (each 3-5 min.) — distilled water

High temperature antigen unmasking (pH 6) in a pressure cooker for 5 min.  [VECTOR Antigen Unmasking Solution, # H-3300]

PBS 1 min.

0,6% H202 in PBS, 8-10 min., RT

PBS 5 min.

Label and make PAP circles

polyclonal anti TRPC4 (5 ug/ml = 1:100)

and goat IgG for negativ control (5 pg/mi)

in 3-5% horse serum for 90 min. at 35°C

PBS 3x5 min.

Biotinylated horse anti-goat IgG in PBS (1:250), 1 h. RT
PBS 3x5 min.

Streptavidin HRP (7:800) incubation for 40 min. at RT
PBS 3x5 min.

AEC substrate development, around 5-45 min., RT
PBS or water wash

Hematoxylin (Gill. Il - filter before use !) counterstain, 1-5 sec.
Water wash 2x3min.

Saturated lithium carbonate (Li>COs) solution, 1-2 min.

Water wash 3x1min.

coverslip with aqueous mounting medium (eg. C.ROTH Aqua-Mount or similar).

[SIGMA Antigen Retriever, # C9999]

[Invitrogen # PA5-18987]

[Thermo # 31245]

[VECTOR # BA-9500]

[BioLegend # 405210]

[VECTOR # SK-4200]



Immunhistochemical Staining for (23.04.2015)

Tyrosine Hydroxylase on human tissue

Paraffin embeded human sections (4-10um) on Glasslides (HistoBond, SuperFrost+ etc.)

© N o o &

10.
11,
12.
13.
14,
15,
16.
17.
18.
19.
20.
21,

Fixation by baking the slides in a oven at 70°C for 3 hours
Deparaffinization in xylene 2x5 min->100% alcohol 5 min -> 90% alcohol 5 min
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Abstract

In the human organism, all functions are regulated and, therefore, require a feedback mechanism. This control involves a
perception of the spatial tensile state of cardiac tissues. The presence and distribution of respective proprioceptive corpuscles
have not been considered so far. Therefore, a comprehensive study of the entire human fibrous pericardium was conducted to
describe the presence of proprioceptors, their density, and distribution patterns. Eight human pericardial specimens gained
from our body donation program were used to create a three-dimensional map of proprioceptors in the pericardium based on
their histological and immunohistochemical identification. The 3D map was generated as a volume-rendered 3D model based
on magnetic resonance imaging of the pericardium, to which all identified receptors were mapped. To discover a systematic
pattern in receptor distribution, statistical cluster analysis was conducted using the Scikit-learn library in Python. Ruffini-
like corpuscles (RLCs) were found in all pericardia and assigned to three histological receptor localizations depending on
the fibrous pericardium’s layering, with no other corpuscular proprioceptors identified. Cluster analysis revealed that RLCs
exhibit a specific topographical arrangement. The highest receptor concentrations occur at the ventricular bulges, where
their size reaches its maximum in terms of diameter, and at the perivascular pericardial turn-up. The findings suggest that
the pericardium is subject to proprioceptive control. RLCs record lateral shearing between the pericardial sublayers, and
their distribution pattern enables the detection of distinct dilatation of the heart. Therefore, the pericardium might have an
undiscovered function as a sensor with the RLCs as its anatomical correlate.

Keywords Pericardium - Proprioception - Ruffini-like corpuscles - Distribution pattern

Introduction

Proprioception serves the unconscious and conscious per-
ception of connective tissues’ tensile state and motion. The
term “proprioception” was introduced in 1906 by Charles
Sherrington [60], who differentiated this sense emanating
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humans has primarily focused on the musculoskeletal sys-
tem [7, 12, 51]. Basically, mechanosensing is also present in
the internal organs, and proprioceptors are already described
for the pancreas [8, 22, 26, 63] and the thymus [71]. There
is a lack of published research on corpuscular receptors for
the pericardium. However, these sensors could be relevant
in the sensory consideration of tamponade, pain, pericardial
inflammation, or heart enlargement pathophysiology. It is
challenging to obtain information for the assignments of the
different sensors, e.g., physiological conduction of a single
corpuscle, as neither their presence nor their exact location
and distribution is known. Even the publications describing
cortex-evoked responses only assume which mechanosen-
sory receptors' specific impulse patterns are recorded [43,
53].

The fibrous pericardium consists of three sublayers of
collagenous connective tissue interwoven with elastic fibers
[17, 29, 30, 73]. Contrary to the common conception that
the pericardium only operates under high diastolic volumes,
it naturally couples diastolic ventricular pressure—volume
relationships [24]. Movement and extension of the human
pericardium depend on the amount of synovial filling of the
pericardial gap, ranging between 15 and 60 ml [36, 72], and
the dimension of the heart. The pericardial cavity not only
enables gliding motion but also facilitates the transmission
of mechanical stimuli to the parietal pericardium.

Whereas proprioceptive sensation is mediated by the
somatic nervous system, the myocardium itself is supplied
only by autonomic fibers [35, 38, 66, 70]. Kostreva and
Pontus describe mechanosensory afferents via the phrenic
nerve [37]. Still, the source of these sensorics in the
pericardium remains unclear. Animal studies indicate that
the phrenic nerve contains sensory components making up
30-45% of its composition [39, 40, 47]. This sensory portion
of the phrenic nerve may transmit propriosensory afferents.
Such afferents are discussed to play a role in pericardial
pain perception [25, 76]. However, the specific receptors
responsible for this nociception are unknown.

Normally, corpuscular proprioceptors are present in
all connective tissue, and the human heart possesses an
evident collagenous exoskeleton known as the pericardium.
Furthermore, embryologic malformations with congenital
absence of the pericardium can cause notable cardiac
dysfunction, such as abnormalities in the conduction system,
arrhythmias, and chest pain [23, 48, 49, 52, 55-57, 59, 67].
The severity of the pathology depends on the type and extent
of the congenital absence. This implies that the pericardium
maintains normal cardiac function beyond its mechanical
functions, which have been considerably summarized by
different authors [30, 33]. On the other hand, a missing
pericardium does not necessarily lead to mechanical
problems of the heart itself [15, 16]. Since the pericardium
may not impact the heart's mechanical function, it could
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serve an additional function. Given the reported sensation
of pericardial pain, it may be involved in perceiving sensitive
impulses. We, therefore, aimed to identify the neural
feedback components of the human pericardium.

To determine whether the pericardium functions as
a receptor to control cardiac dynamics, we investigated
the presence and types of proprioceptors occurring in the
human pericardium. Receptors may be associated with the
histological organization of the fibrous pericardium and
could display a potential topographic system (i.e., density
and distribution pattern) throughout the pericardium.

Methods
Body donation

Human pericardial tissue was obtained from eight body
donors participating in the body donation program of the
Heinrich-Heine-University Diisseldorf (HHU). The heart of
a ninth female body donor was taken to create the volume-
rendering and surface-rendering models of the “standard-
pericardium”. The selected specimens had to cover the
following conditions:

1. No surgical procedures near the heart or mediastinum/
within the chest;

2. No known or visible heart disease;

No pacemaker or other interventions; and

4. No macroscopic primary tumor or metastasis in the
mediastinal area

et

This study was approved by the Ethics Committee of
the medical faculty of the University of Diisseldorf with
the number 2021-1565, adhering to the following criteria:
Declaration of Helsinki and written consent for the use of
body materials for study and research purposes.

Macroscopical sectioning

The entire thoraces of eight human cadaveric donors (four
female and four male specimens) were fresh-frozen at — 79
degrees Celsius for at least 1 week. Horizontal sections of
equal thickness (10 mm) were drawn along the entire heart
length from cranial to caudal for each specimen. Since
Ruffini-like corpuscles (RLCs) can grow up to several mil-
limetres in length, we chose a circumferential evaluation of
the pericardium from cranial to caudal at these intervals to
avoid double-counting of the same RLC. The obtained sec-
tions underwent free-floating fixation in 4% formaldehyde
(MORPHISTO®) for 2 weeks. Afterwards, the pericardium
with adjacent structures was harvested from each section
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around the entire heart circumference for further histologi-
cal processing.

Tissue processing and staining

In order to identify the number and location of the proprio-
ceptors, the pericardial samples were processed using paraf-
fin histology. The orientation of the slides was perpendicular
to the surface to differentiate the pericardial sublayers. The
sections were sliced at a thickness of 7 pm and stained with
Elastica von Gieson staining to identify RLCs. Additional
immunohistochemistry in subsequent sections exemplarily
verified the plausibility that the corpuscles counted in the
histochemical staining were Ruffini corpuscles. The distri-
bution of nerve fibers and the occurrence of free Schwann
cells were set as criteria. For this purpose, primary Anti-
bodies against pan-Neurofilament (pNF; BioLegend [#
837904]) and Myelin Basic Protein (MBP; BioLegend [#
836504]) were used at concentrations of 2 pg/ml (pNF) and
1 pg/ml (MBP). To further confirm the diagnosis of Ruffini
corpuscles, antibodies against S100 (Dianova [# DNA-
AB-179523]; dilution: 1/200), a marker for sensory nerve
fibers, Calcitonine Gene-Related Peptide (CGRP; abcam [#
AB135271]; concentration: 15 mg/ml), a peptide released
by certain sensory fibers in the peripheral nervous system,
Transient Receptor Potential Channel 4 (TRPC4; Invitro-
gen [# PA5-18987]; concentration: 5 mg/ml), a non-selective
calcium channel of sensory fibers, and tyrosine hydroxy-
lase (Merck Millipore [# MAB318]; concentration: 12 pg/
ml), to demonstrate the sympathetic-efferent innervation of
RLCs, were applied. Secondary antibodies (anti-mouse IgG,
VECTOR [# BA-2000] and anti-mouse IgM, BioLegend [#
401102] at a concentration of 1:250 for pNF and anti-mouse
IgG, VECTOR [# BA-2000] at a concentration of 1:300 for
MBP) and streptavidin HRP (BioLegend [# 405210]) at a
concentration of 1:800 were used to label the NovaRED
dye (VECTOR [# SK-4800]). The detected neuronal supply
ensures that the corpuscle is equipped with the expected
neuronal components, i.e., scattered nerve fibers within the
RLCs along the longitudinal axis of their fusiform shape
(Fig. 1). The positive finding of MBP was used to assign the
pale epithelioid cells to Schwann cells.

Data collection

The histological samples were scanned with a slice scanner
(Motic EasyScan Infinity 100) and digitally analyzed using
the QuPath software (Version 0.2.3[6]). It is generally
accepted that RLCs cover the following histological criteria
and are graphically summarized in Fig. 1:

— Spindle-shaped receptor arrangement
— Occurrence of pale epithelioid cells

Fig. 1 Histological criteria of Ruffini-like corpuscles (RLCs) in the
human pericardium. Histological criteria of these receptors are the
presence of meandered vessels and scattered nerve fibers, the occur-
rence of pale epitheloid cells, a minor density of collagenous fibers
compared to the surrounding area, and demarcation from the environ-
ment by straightened elastic fibers. Since not all criteria of an RLC
are always in one histological plane, we show a variety of receptors to
demonstrate all previously mentioned criteria. All fusiform structures
within the pericardium that fulfill at least three of the histological cri-
teria were counted as RLC. A Histological image (section thickness:
7 pm; stain: Elastica van Gieson; scale bar: 50 pm) of an RLC in the
pericardium of an 80-year-old male donor. The arrowheads indicate
the less dense collagen fibers within the receptor than the surrounding
area. B Schematic drawing of the RLC shown in A) with all histologi-
cal criteria depicted. The arrows point to the corresponding criteria
in the histological images. C Histological image (section thickness:
7 pm; stain: Elastica van Gieson; scale bar: 50 pm) of an RLC in the
pericardium of an 86-year-old female donor. The arrowheads direct to
the epitheloid cells, and the arrows to the meandering vessels. D His-
tological image (section thickness: 7 pm; stain: Elastica van Gieson;
scale bar: 50 pm) of an RLCs in the pericardium of an 80-year-old
deceased man. The arrowheads indicate elastin fibers, which demar-
cate the receptor from the surrounding tissue. E Histological image
(section thickness: 7 pm; scale bar: 50 pm) with immunochemi-
cal staining (pan-Neurofilament) of a RLC of an 83-year-old female
donor. The arrowheads point to the receptors, specifically stained
scattered nerve filaments. * = pericardium fibrosum, ** =lamina pari-
etalis pericardii serosi

— A lower density of the collagen fibers compared to the
surrounding tissue,

— And demarcation from the surroundings by straightened
elastic fibers

— Vessels meandering through the corpuscle

Histologically visible topographic proximity to nerves or
nerve ingrowth into the corpuscles can be considered an
additional criterion.

All structures within the pericardium that fulfilled three
or more of the histologic criteria in addition to the shape
were counted as RLCs.
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Statistics

To detect any systematics in the distribution of RLCs, we
used cluster analyses that analyzed the density of corpuscles
per area according to the relative coordinates of the three-
dimensional pericardial surface. This analysis was conducted
using the Scikit-learn library [19] in Python, while the Plotly
library was used for 3D scatter plots [1].

With the help of hierarchical agglomerative clustering
with WARD linkage, a dendrogram was created to partition
the data logically [50, 74]. The resulting dendrogram
displays the distance between merged clusters to facilitate
detecting equitable partitions.

In addition to the hierarchical approach, we applied mean
shift clustering to identify local maxima of neighborhood
densities [10]. For each data point, the algorithm calculates
the center of mass within a window surrounding that point.
The window is then shifted towards this new center. When
the need for shifting ceases, the iteration stops, and the
data point is assigned to the identified center. Data points
assigned to the same center form a cluster, and the center
represents the point of the highest density.

When estimating the window size, which has a significant
impact on the number of clusters found, the bandwidth
estimation function available in the scikit-learn library
was utilized. We then employed the density information
to generate a heatmap, where each data point is colored in
accordance with its relative distance from its corresponding
center.

Visualization

A surface rendering and a volume rendering model were
created to visualize the distribution and arrangement of
proprioceptors in the human pericardium. These three-
dimensional models were imaged from a heart, including
the pericardium. For this purpose, a female body donor
was fixated with 4% formaldehyde (MORPHISTO®) in
its entirety. All tissues surrounding the pericardium were
precisely removed to preserve the heart, together with its
contiguous suspension and diaphragm, in their natural
in situ arrangement. An epoxy frame maintained the natural
diaphragmatic protrusions caused by the liver and stomach
into the thoracic cavity. This heart, used as the “standard-
pericardium”, then underwent scanning using magnetic
resonance imaging and photogrammetry.

MRI
A 3D whole heart (with pericardium) MRI dataset was
used for the volume rendering model in order to visualize

the heart's internal and to match the eight pericardia to the
"standard pericardium". Volume rendering was performed by
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specifying the color and opacity for each voxel based on its
image intensity using 3D Slicer (https://slicer.readthedocs.
io/en/latest/user_guide/modules/volumerendering.hl). Data
acquisition for the three-dimensional volume rendering
model was performed on a 3 T scanner (Magnetom Trio,
Siemens AG, Healthineers, Erlangen, Germany) using a
12-channel head coil. Data of the heart was acquired using a
3D Magnetization Prepared Rapid Gradient Echo (MP-RAGE)
sequence with the following parameters: echo time (TE)/
inversion time (TT)/ repetition time (TR)=3.35/900/1720 ms;
flip angle =9°; acquisition matrix =384 X 384 X 256; voxel
size=0.5x0.5%0.5 mm>; number of averages =3; acquisition
time =29:12 min.

Photogrammetry

The surface rendering model for visualizing the statistical
outcomes was generated using photogrammetry. More than
1000 photos were taken from all angles of the “standard
pericardium” using a reflex camera (model: Canon 750D
with APS-C sensor, lens: 60 mm macro). We followed Spiriev
et al.’s [62] digitization process. In brief: the images were
transferred to photogrammetry software, which generated
a dense point cloud that was used to calculate a coordinate
system. Next, a three-dimensional mesh was created, and
textures were overlaid. Finally, the finished 3D model was
converted to Blender software.

Mapping and visualization of the proprioceptors were
accomplished by digitally transferring all receptors found
onto the volume rendering and surface rendering model of the
"standard pericardium" using the 3D-slicer software (Version
5.1.0[21]). Each receptor position was determined as precisely
as possible based on the histological findings, considering the
adjacent environment and anatomical landmarks.

Image presentation

The images were digitized using a slice scanner (Motic
EasyScan Infinity 100) and corresponding software. Image
processing, including white balancing, contrast correction,
noise reduction, and cropping, was performed using Affinity
Photo (version 2.3). Image composition and labeling were
created using Affinity Designer (version 2.3).

The utilization of large language models served to
ascertain the grammatical and syntactical correctness of
the text, as well as to identify alternative terms or phrases.

Results

A total of eight fibrous pericardia were examined for the
presence and distribution of proprioceptors. RLCs were
found in large numbers at all pericardia. However, no
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Vater-Paccinian- or Golgi-Mazzoni-corpuscles, Krause end
bulbs, or Golgi tendon organs were found in any specimens.
In all eight pericardia, we found a sum of 1476 RLCs. The
number of receptors is much higher when considering the
total surface of the pericardium, as opposed to solely analyz-
ing our selected 10 mm intervals.

The histochemical and immunohistochemical identifica-
tion of RLCs was verified using four additional different
markers that usually occur in Ruffini corpuscles, repeated
ten times, following typical protocols for Ruffini corpus-
cles (Fig. 2). Sensory nerve fibers (S100) and nerve fibers
equipped with calcium channels (TRP, specifically TRPC4)
were consistently observed. An efferent sympathetic inner-
vation (tyrosine hydroxylase) was reliably detected. Stain-
ings for CGRP (a peptide secreted by peripheral sensory
fibers) were negative.

The histological organization of the fibrous pericardium
reveals three sublayers. As there is no established
nomenclature for these sublayers, we propose the following
labels: the outermost layer facing the thoracic cavity will be
referred to as the lamina externa, the inner layer adjacent
to the pericardial cavity as the lamina interna, and the layer
between the two as the lamina intermedia.

We categorized three localization classes of RLCs
according to the tripartite histological organization of the
fibrous pericardium (Fig. 3). The st receptor localization is
between the lamina interna and the lamina intermedia, while
the 2nd one is positioned between the lamina intermedia
and the lamina externa. The 3rd localization is summarized
by RLCs mainly as part of the outer border of the lamina
externa, touching the thoracic cavity. The histological struc-
ture of RLCs was uniform through all localizations (Fig. 3).
Receptors between the lamina intermedia and lamina externa
were most abundant (total: 674 (45.7%)), closely followed
by those as part of the lamina externa (total: 617 (41.8%)).
However, RLCs between the lamina interna and lamina
intermedia were definitely rare (total: 185 (12.5%)).

RLCs were found in comparable proportions in both sexes
(female: 703/1476 (47.6%), male: 773/1476 (52.4%)). Using
scaled photographs and calculations, we approximated the
mean pericardial surface of our body donations to be about
186 cm? in females and 184 cm? in males. This estimation
aligns with the results measured by Hort [31]. There is
no significant difference between the sexes regarding the
dependency of corpuscles on the total pericardial surface.

Fig.2 Immunohistochemical characterisation of the pericardial
Ruffini-like corpuscles (RLCs). To further confirm the diagnosis of
RLCs and to characterise specific neuronal components within the
receptors, immunohistochemical stainings were performed using
antibodies against S-100 (a specific marker for sensory fibers), Cal-
citonine Gene-Related Peptide (CGRP, a peptide released by sen-
sory fibers), Transient Receptor Potential Channel 4 (TRPC4, a non-
selective calcium channel of sensory fibers), and tyrosine hydroxylase

(a specific marker for efferent sympathetic fibers). A positive result
is indicated by the red dye, labeled on the secondary antibody. The
immunohistochemistries against S-100 (top), TRPC4 (middle), and
tyrosine hydroxylase (bottom) yielded positive results. Staining
against TRPC4 (middle) also marked the calcium channels of the
smooth muscle of all vessels. The intensity of the surrounding envi-
ronment was reduced to highlight the shape and extent of the RLCs
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Fig.3 Localization of Ruffini-like corpuscles (RLCs) within the
fibrous pericardium. Classification of the localization of RLCs is
based on the histological organization of the human fibrous pericar-
dium, which can be divided into three sublayers of collagenous fib-
ers interwoven with elastic fibers. By our definition, the pericardial
sublayer facing the thoracic cavity is the lamina externa (III), the
middle sublayer is the lamina intermedia (II), and the sublayer touch-
ing the pericardial cavity is the lamina interna (I). The histological
structure of RLCs in all localizations was identical. Receptors outside
the fibrous portion of the pericardium were not considered. A His-
tological image (section thickness: 7 pm; stain: Elastica van Gieson;
scale bar: 50 pm) of the pericardium of an 87-year-old female body
donor. The 1st receptor localization is between the lamina interna
(D) and the lamina intermedia (II) of the pericardium. Arrowheads

Each receptor position was accurately transferred to the
"standard pericardium" (Fig. 4). Topographical differences
with potential hotspots were already evident when all peri-
cardia were matched to the volume rendering model (Fig. 5).
Cluster analysis identified possible partitions and higher
density areas within the pericardial proprioceptors.

We identified a cluster count of four and illustrated the
distinct clusters as points of divergent color in a 3D scatter-
plot (Figs. 6 and 7A, B). One cluster (blue) corresponds to
the outflow of the aorta and pulmonary trunk, as well as the
right atrium. A second cluster (red) is located in the region
of the right ventricle. A third cluster (green) comprises the
left ventricle area and a small section of the left atrium. The
remaining cluster (yellow) covers most of the left atrium,
including the pulmonary veins. The interventricular septum
roughly delineates the boundary between the right ventricle
(red cluster) and left ventricle (green cluster). The valvular
plane approximately corresponds to the border between the
right atrium (blue cluster) and right ventricle (red cluster),
as well as between the left ventricle (green cluster) and left
atrium (yellow cluster).

Analysis of the generated heatmap using the Mean shift
function reveals hotspots of both high and low receptor
density within the pericardium (Fig. 7C, E). A quantile
of 0.1 resulted in four clusters with a distribution similar
to the hierarchical approach: First, at the exit of the great
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point to the RLC positioned between these layers. Receptors of this
localization are rare (12.5%). B Histological image (section thickness:
7 pm; stain: Elastica van Gieson; scale bar: 50 pm) of the pericar-
dium of an 80-year-old male body donor. The 2nd receptor localiza-
tion is between the lamina intermedia (II) and the lamina externa (IIT)
of the pericardium. Arrowheads direct to the RLC at this location.
This receptor localization is most abundant (45.7%). C Histological
image (section thickness: 7 pm; stain: Elastica van Gieson; scale bar:
50 pm) of the pericardium of a 70-year-old male body donor. The 3rd
localization is summarized by RLCs mainly as part of the outer bor-
der of the lamina externa (III), touching the thoracic cavity. Arrow-
heads indicate the RLC inside the outermost pericardial sublayer.
RLC:s at this spot were detected second most (41.8%)

vessels (mainly the aorta and partly the pulmonary trunk).
Second, at the bulge of the right ventricle (at the largest
circumference of the heart). Third, at the bulge of the left
ventricle (at the largest circumference of the heart). Fourth,
in the region of the left atrium close to the diaphragm where
the esophagus touches the pericardium. In contrast, regions
of very low pericardial receptor density are located along
the interventricular septum and the apex of the heart. The
portions of the pericardium covering the remaining heart
regions exhibit moderate receptor density.

Analysis of the generated heatmap using the Mean shift
function reveals hotspots of both high and low receptor
density within the pericardium (Fig. 7C, E). A quantile
of 0.1 resulted in four clusters with a distribution similar
to the hierarchical approach: First, at the exit of the great
vessels (mainly the aorta and partly the pulmonary trunk).
Second, at the bulge of the right ventricle (at the largest
circumference of the heart). Third, at the bulge of the left
ventricle (at the largest circumference of the heart). Fourth,
in the region of the left atrium close to the diaphragm where
the esophagus touches the pericardium. In contrast, regions
of very low pericardial receptor density are located along
the interventricular septum and the apex of the heart. The
portions of the pericardium covering the remaining heart
regions exhibit moderate receptor density.
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Fig.4 Visualization of Ruffini-like corpuscles (RLCs) in the human
pericardium. To visualize the distribution of RLCs, all receptors of
the eight pericardia examined were matched to a “standard-pericar-
dium”. Using the histologically detected corpuscles with the adjacent
environment and magnetic resonance imaging of the “standard-per-
icardium” in all three spatial planes, the receptors were transferred
to the “standard-pericardium” by matching prominent anatomical
landmarks. A Anatomical preparation of the heart within pericar-
dium dissected from a 91-year-old formalin-fixed female body donor,
which was utilized as the “standard-pericardium”. All tissue around
the pericardium was carefully removed to maintain the heart’s natu-
ral in situ position on top of the diaphragm. An epoxy resin frame
ensured the natural form of the diaphragm, whereas hard fixation and
filling stabilized the heart within its pericardium to allow radiologi-
cal 3D reconstruction by MRI and photogrammetry. Scale bar: 5 cm.

Discussion

The objective of this study was to monitor proprioceptors
in the human pericardium. RLCs were the only corpuscles

B Exemplary histological image (section thickness: 7 pm; stain:
Elastica van Gieson; scale bar: 800 pm) of the pericardium of an
80-year-old male body donor. All discovered RLCs within the peri-
cardium (center) were matched to the corresponding position on the
“standard-pericardium,” considering the myocardial topography (left)
and the surrounding tissue (right). C Radiological volume rendering
model of the “standard-pericardium” (top), to which all RLCs were
assigned using the 3D Slicer program. The three forms of the yel-
low dots represent the different localizations of the RLCs within the
fibrous pericardium (triangle= Ist localization, circle=2nd localiza-
tion, quadrate=3rd localization). The three spatial planes included
in the radiological sequence (bottom) were used for orientation in
the “standard-pericardium” to achieve the most anatomically correct
transfer of the receptors. Scale bar: 5 cm

detected in substantial quantities. According to their position
within the three pericardial sublayers, the RLCs were
assigned to three localization classes (Fig. 3). We were able
to verify the tripartite histological organization of the fibrous
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Fig.5 Distribution of Ruffini-like corpuscles (RLCs) in the human
pericardium. Mapping and visualization of the proprioceptors were
performed by digitally transferring all RLCs of the eight pericardia
studied to a three-dimensional volume-rendering model used as a
"standard- pericardium”. This three-dimensional model was acquired
by magnetic resonance imaging from a formalin-fixated heart, includ-
ing the pericardium and diaphragm of a 91-year-old female body
donor. Transfer of all receptors was implemented using 3D-Slicer
software. Each receptor location was mapped according to anatomi-
cal landmarks and relative to size, considering the adjacent environ-

pericardium in all specimens studied in accordance with the
literature [29, 30, 73]. Most RLCs were located between the
lamina intermedia and lamina externa (class 2), and second
most at the outer border of the pericardium within the lamina
externa (class 3). We transferred the proprioceptors detected
in the fibrous pericardial portions of all eight pericardia to
macroscopic models (Fig. 5). Cluster analysis revealed the
highest receptor density in the region of the ventricular
bulges and at the outlet of the great vessels (Fig. 7). It can
be inferred from these findings on pericardial propriosensing
that displacements within the fibrous pericardial sublayers
(class 1 and 2) and expansions at the outer pericardial
border to the environment (class 3) are registered. These
relative movements are affected by cardiac parameters,
such as heart rate, contraction/relaxation, volume shifts

@ Springer

ment and cardiac topography. Symbols represent the three pericardial
localizations of corpuscles (triangle=1st localization, circle=2nd
localization, quadrate=3rd localization). A total number of 1476
RLCs was detected. Scale bars: 5 cm. A Distribution of RLCs as seen
from the front of the pericardium. B Distribution of RLCs as seen
from the posterior side of the pericardium. C Distribution of RLCs as
seen from the left and lower sides of the pericardium. D Distribution
of RLCs seen from above the pericardium

(end-systolic volume, end-diastolic volume), and ejection
fraction. Besides, even higher level perceptions such as time
awareness [3] could be deduced.

In the musculoskeletal system, Ruffini corpuscles
primarily register stretching, i.e., displacements or
movements of tissue layers relative to each other [9,
27]. However, nothing can be found on their function
in the viscera. Because they have yet not been studied
electrophysiologically in internal organs, their relevance
remains unclear and can only be assumed by analogies [75].
To date, no mechanoreceptors have been studied directly
and precisely in either animal or human pericardium. We
detected most receptors between the lamina intermedia and
lamina externa and within the lamina externa bordering
the thoracic cavity. Consequently, local gliding is likely to
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Fig.6 Dendrogram of hierarchical agglomerative clustering. A den-
drogram partitioning the data in a logical distribution of Ruffini-like
corpuscles using hierarchical agglomerative clustering with WARD
linkage. We chose a cluster number of four based on the dendrogram,

be particularly important at these sites, whereas the small
number of receptors found between the lamina interna
and lamina intermedia probably reflects a subordinate
role in relative movements of the pericardial sublayers.
Furthermore, this arrangement allows distinguishing
displacements between the outer fibrous pericardial
sublayers, i.e., of the pericardium itself and displacements of
the pericardium against the adjacent tissues. We suggest that

as indicated by the black dashed line. The x-axis displays the number
of points in a given node, while the y-axis shows the cluster distance

Ruffini corpuscles primarily register displacements between
pericardial sublayers and between the pericardium and its
adjacent structures. Yet, interpretation of the importance of
the localization classes is limited as detailed biomechanical
studies on the significance of the three pericardial sublayers
are lacking.

As documented in the literature [58], we confirmed the
sympathetic efferent innervation (tyrosine hydroxylase) of
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Distance to density center

Fig.7 Cluster analysis of possible partitions and hotspots within
the pericardial proprioceptors. Based on their relative coordinates,
proprioceptors were divided into prospective partitions and areas of
higher density using cluster analysis. The Python Scikit-learn pack-
age was utilized for this analysis, while the Plotly module was used
for the 3D scatter plots. We used mean shift clustering in addition to
the hierarchical method to find the local maxima of neighborhood
density. Cluster analysis found four potential partitions and regions of
increased density in the pericardial proprioceptors. The arrangement
of pericardial receptor partitions correlates to the compartmentaliza-
tion of the heart into four different chambers (blue: right atrium, red:
right ventricle, green: left ventricle, yellow: left atrium). Hotspots of
high and low receptor density within the pericardium were discovered
by Mean shift function analysis of the created heatmap. Four hot-
spots of pericardial proprioceptors are exposed according to the four
selected clusters. A “Standard pericardium” shown from a ventral
perspective, displaying four partitions of pericardial proprioceptors
determined through cluster analysis (blue=right atrium, red=right
ventricle, green=Ileft ventricle). The interventricular septum sepa-
rates the two ventricles (red and green clusters), while the valvular

the RLCs, presumably allowing for regulatory control of the
response thresholds to adrenergic stimuli. The significance
of autonomic innervation of RLCs in the musculoskeletal
system is poorly understood. Therefore, no direct analogies
can be drawn regarding lowering or raising thresholds under
increased sympathetic tone. Nevertheless, threshold rise
has been documented for sympathetic activation, lowering
pain perception [14]. Overall, it is believed that RLCs are
at least involved in pain perception [64]. This is confirmed
by the presence of Ruffini corpuscles alongside nociceptive
fibers [34, 45], suggesting a potential indirect role in

@ Springer

0,5

plane separates the atria from the corresponding ventricles (blue and
red clusters and green and yellow clusters (not visible from this side).
Scale bar: 5 cm. B “Standard pericardium” viewed from a dorsal per-
spective with four partitions of pericardial proprioceptors identified
by cluster analysis ((blue=right atrium, green=Ileft ventricle, yel-
low =left atrium). The valvular plane separates the left atria (yellow)
from the corresponding left ventricles (green). Scale bar: 5 cm. C)
Heat map of the distribution of pericardial proprioceptors from a ven-
tral perspective. Two hotspots of high receptor density are evident: at
the exit of the aorta and pulmonary trunk and the right ventricular
bulge, where the cardiac radius is widest. A low receptor density is
found along the interventricular septum and at the cardiac apex. D
Legend of the heat map shown in C and E. The legend displays the
distance to the density center. E Heat map of the distribution of peri-
cardial proprioceptors from a dorsal perspective. Two more hotspots
of high receptor density are distinct: at the left ventricular bulge,
where the cardiac radius is widest, and in the area of the left atrium
touching the esophagus

modulating pain through proprioceptive feedback. However,
in accordance with others, we could not demonstrate CGRP-
positive fibers in RLCs [65], which are typically involved in
pain perception [32].

Kostreva and Pontus [37] also reported mechanoreceptor
conduction in the canine pericardium. However, unlike
our findings in the human pericardium, these receptors are
concentrated along the atria and atrioventricular grooves.
We observed that receptors were concentrated in the area of
the ventricular bulges and at the outlet of the great vessels.
Evolutionarily, this discrepancy may be attributed to the
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bipedal walk. Human’s erect posture causes a significant
amount of blood volume to enter the heart following the
force of gravity and be ejected upward against the force of
gravity. This results in different volume dynamics compared
to pumping blood perpendicular to gravity. Furthermore,
the human heart is more suspended on its great vessels due
to upright gait, while in quadrupeds, it resides primarily on
its superior or lateral ventricular walls. Besides, Lee and
Boughner [41] demonstrated that there are discrepancies
in the thickness and viscoelastic properties of the human
and canine pericardium. Consequently, the animal model's
validity for humans is restricted.

The knowledge regarding the mechanoreceptors in the
pericardium of animals is notably limited. Morphological
and electrophysiological studies have identified nerve
fibers or plexuses in a few animals, which suggests a
mechanoreceptive function of the pericardium [18, 37,
61]. Some studies have investigated the potential role of
mechanosensors in the pericardium and the activities of
proprioceptive neurons in the spinal cord and cortical regions
in processing mechanoreceptive information [43]. However,
as we only identified studies that were likely derived from
RLC-equipped pericardia of dogs or guinea pigs, it has to be
stated that there are not sufficient morphological studies to
improve functional understanding by comparative anatomy
or evolutionary analyses. Nevertheless, the impact of these
control circuits on the afferent side on heart dysfunctions
offers interesting possibilities for therapy.

Our cluster analysis revealed four potential partitions
and four hotspots of high density among the pericardial
proprioceptors (Fig. 7). The clustering of pericardial receptor
partitions corresponds to the heart's compartmentalization
into four distinct chambers (in Fig. 7A, B, blue =right
atrium, red =right ventricle, green =left ventricle,
yellow =left atrium). Cluster boundaries are located at the
anatomical borders of the heart between the four chambers.
The interventricular septum separates the two ventricles (red
and green cluster), while the valvular plane isolates the atria
from the corresponding ventricles (blue and red cluster and
green and yellow cluster). Although we see four separate
measurement zones, it can be assumed that shifts in the
pericardium at one location lead to signaling at the others.

Four pericardial proprioceptor hotspots (Fig. 7C, E) are
exposed using the ward function. A prominent cluster of
RLCs is located at both ventricular bulges, where the radius
perpendicular to the longitudinal axis of the heart is the
widest, indicating the outermost extension of the ventricles.
Additionally, receptors accumulate at the outlet of the great
vessels, particularly around the ascending aorta, where the
visceral sheet of the serous pericardium transitions to the
parietal sheet. These regions undergo significant volume
changes during the cardiac cycle. Pronounced volume-
related stretching of the pericardial layers is, therefore,

sensed by a particularly large number of RLCs, emphasizing
the most robust signals. For the hotspot surrounding the
outlet of the great vessels, the fluctuation in diameter of the
aorta and the pulmonary trunk (i.e., Windkessel function)
must be considered. Volume fluctuations during swallowing
may explain the additional receptor hotspot in the region of
the left atrium bordering the esophagus. The low receptor
density in the region of the interventricular septum may be
attributed to its extraordinary role in the biomechanics of the
cardiac cycle [68], whereas the missing receptors in the apex
may be due to its limited exposure to volumetric changes,
as it remains more stationary during the cardiac actions of
the ventricles [28]. Accordingly, monitoring cardiac volume
changes through pericardial proprioceptors does not appear
relevant at these sites.

Sherrington [60] described proprioceptive “reflex arcs”,
in which a motor response was observed as a feedback
mechanism to a proprioceptive stimulus. Tuthill and Azim
[69] reviewed the existence of supraspinal ascending
proprioceptive pathways, in addition to the basic spinal
reflex pathways that directly signal from proprioceptors
to interneurons and motoneurons in the spinal cord.
Ruffini corpuscles might serve as an external control
mechanism capable of perceiving the stretching of the
heart during cardiac cycle. However, proprioceptors in
the human pericardium cannot provide the same level of
control arc as extrinsic reflexes of skeletal muscles, as the
heart lacks direct neuronal motor excitation. Nonetheless,
proprioceptors likely modulate various cardiac parameters.
It is generally accepted that the autonomic nervous system
has an influence on cardiac output [11, 54]. RLCs detect
shifts between pericardial sublayers and could be relevant
for cardiac feedback by modulating the sympathetic or
parasympathetic nervous system. Proprioceptive monitoring
may, therefore, lead to changes in dromotropy, lusitropy,
chronotropy, inotropy, and bathmotropy, either individually
or in any combination. However, relative to each other, shifts
of the pericardial sublayers depend on volume changes in
time, location, and rate. As a result, Ruffini corpuscles would
primarily provide information on heart rate (chronotropy)
and stroke volume (inotropy and lusitropy).

Potentially disturbed pericardial feedback could play a
critical role in the pathogenesis of several diseases. Changes
in movement and distension of pericardial regions may cause
significant alterations in sensory signaling. This could,
for example, be attributed to an increase in the amount
of pericardial fluid, such as in cases of pericardial serous
effusion or hemorrhage. In such instances, the rapidly
developing hemorrhage leads to greater receptor excitement
resulting from the fast displacement of pericardial sublayers
than it would occur during a slower increase in serous fluid
production. On the other hand, an existing effusion, by
utilizing the stretching reserve combined with a smaller
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extension of the heart, leads to fewer displacements of the
pericardial layers. This will likely result in less contrasted
feedback, negatively impacting cardiac regulation. The
subsequent inadequate proprioceptive feedback may
contribute to palpitations.

Fibrotic remodeling of the pericardium following
pericarditis or intervention-induced scar formation reduces
elasticity, causing the pericardial sublayers to adhere to
one another. This adhesion limits or entirely prevents the
expansion and relative sliding of the pericardial sublayers.
Consequently, the afferent limb of the pericardial loop
becomes inadequate.

Disrupting the pericardium’s integrity, such as in
pericardial opening during surgical procedures or
pericardiectomy, may lead to decreased sensitivity.
Particularly pericardiectomy, implemented as a treatment
for pericarditis, is associated with high perioperative and
long-term mortality rates [4, 20, 46]. This may indicate
that the pericardium performs mechanical functions and is
also involved in feedback to monitor cardiac function. A
resection of the pericardium or cases where the pericardium
is left open could lead to a partial or complete loss of the
afferent proprioceptive pericardial limb. This might be
associated with life-threatening symptoms.

It is relevant to note that in the context of pericardial
diseases in the scientific literature, the pathophysiology is
mainly reduced to mechanical consequences, and others, e.g.
sensory functions, are not taken into account. This may be
due to the lack of information about sensory feedback from
the pericardium. However, it is crucial to consider impaired
regulation as another relevant factor in the pathophysiology
of constrictive pericarditis, cardiac tamponade, and
pericardial integrity disturbances. This perspective also
suggests potential avenues for therapeutic interventions [2].

The use of pericardial tissue exclusively from body
donors, with an average age of 82 years, led to limitations
of this study. Potentially, the number and distribution of
RLCs may differ in younger age cohorts and change with
aging. It has been observed in both human and animal
musculoskeletal systems that the number of proprioceptors
tends to decline with age [5, 42, 44]. However, Ruffini
corpuscles have a unique capacity for regeneration [77].
Therefore, objective evaluations of the receptor number in
younger populations and their possible dynamics cannot
be conducted. Furthermore, only RLCs can be accurately
identified when their fusiform shape is cut longitudinally
parallel to the orientation of the collagen. It is plausible
that there may exist corpuscles running vertically between
the pericardial sublayers, but their identification remains
uncertain. Since the extent of this component is unclear,
we have refrained from extrapolating the total amount of
RLC:s to the entire pericardial surface. Despite the limited
number of pericardia, we observed clear foci in the receptor
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distribution that were consistent throughout all specimens.
Because of the limited comparable literature, there is
no further support for explaining this striking spatial
distribution. These observations thus serve as a foundation
for following functional studies and provide a suitable basis
for digital experiments.

Our study demonstrated the existence of RLCs within
the fibrous pericardium. Confirmation with other methods,
such as electrophysiological studies or evidence of feedback
mechanisms, would be required for further evidence.
However, the high number of receptors suggests significant
implications. Therefore, we suggest that pericardium serves
an undiscovered function as a sensor with the RLCs as its
anatomical correlate.

Essentials

(1) RLCs are present in large numbers in the human
pericardium, (2) Based on the tripartite histological
organization of the human pericardium, they can be
classified into three localization groups, (3) The receptor
distribution follows a distinct pattern with highest density
in the region of the largest ventricular diameter and at
the transition to the large vessels, and (4) No sex-specific
differences in the number or distribution of receptors can
be detected.

Inferential, the human pericardium is subject to neural
proprioceptive control.
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