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1. Einleitung

1.1 Bedeutung von Tumor-Nekrosefaktor-o im kardiovaskularen System

Im Jahr 1975 entdeckte Carswell ein Endotoxin-induziertes Protein, das wie
man erkannte, die Nekrose von Tumorzellen zu induzieren vermag und daher
spater als Tumor-Nekrosefaktor-o. (TNF-ot) bezeichnet wurde'. TNF-o. wurde
ursprunglich wegen seiner Isolierung bei Patienten mit starkem Gewichtsverlust
unter chronischen Erkrankungen auch als Kachektin bezeichnet und erst spater
als mit TNF-o identisch erkannt .

Es handelt sich um ein unglykosyliertes Polypeptid, das in einer
transmembranaren und einer I6slichen Form vorkommt. Aus der
Plasmamembran wird es durch eine Protease, genannt TACE, fur TNF-a
converting enzyme, freigesetzt und kommt dann in freier Form in der Regel als
51 kD Homotrimer vor. Beinahe alle kernhaltigen Zellen exprimieren TNF-o
Rezeptoren, von denen zwei Typen bekannt sind, TNFR1 (CD120a, p55) und
TNFR 2 (CD 120b, p75). TNFR1 ist der haufiger exprimierte und scheint fur die
Hauptsache der bislang bekannten Effekte verantwortlich zu sein. Beide
Rezeptortypen kdnnen auch als soluble Form (sTNFR1,2), deren Bedeutung
noch weitgehend unklar ist, aus der Plasmamembran freigesetzt werden > *°.
Lange Zeit ist TNF-oo nur im Rahmen seiner immunmodulierenden Funktion als
proinflammatorisches Zytokin betrachtet worden. Im weiteren wurde dann seine
Rolle im Zusammenhang mit der systemischen Organdysfunktion im klinischen
Komplex des ,septic shock syndrom* untersucht °. In den letzten Jahren wurde
nun die Bedeutung von TNF-a fur die Pathogenese verschiedenster akuter und
chronischer, primar nicht infektioser oder immunologischer Erkrankungen.
deutlich.  Wachsende Erkenntnisse um die physiologische und
pathophysiologische Funktion inflammatorischer Zytokine rickten TNF-o so
auch ins Blickfeld der Erforschung kardiovaskularer Erkrankungen.

Soweit bislang bekannt, spielt TNF-o eine Rolle in der Pathogenese diverser
kardialer Krankheitbilder, so des Myokardifarktes7, der chronischen
Herzinsuffizienz®?, der Myokarditis', der sepsisassoziierten

Myokarddysfunktion'', der myokardialen AllotransplantatabstoRung®, des



myokardialen Reperfusionsschadens'? und der Koronarsklerose '*. Gerade im
Fall der chronischen Herzinsuffizienz ist bislang noch nicht abschlielend
geklart, inwiefern die dabei peripher messbaren Plasmakonzentrationen auf die
Produktion im Myokard zurtckzufuhren sind.

Die bei den genannten Krankheitsbildern nachgewiesenen
Plasmakonzentrationen schwanken je nach Erkrankung interindividuell stark
und es konnte jeweils nur bei einem Teil der Patienten eine deutlich erhohte
TNF-oo Konzentration beobachtet werden. Die Spannweite der im Plasma
gefundenen Konzentrationen bewegt sich zwischen unter zehn pg/ml bei
Herzinsuffizienzpatienten mit niederen NYHA- Stadien bis zu Uber Tausend
pg/ml, bei Patienten mit Hypertrophischer Kardiomyopathie'. Weiter wurde
eine Korrelation zwischen den Konzentrationen von TNF-a und insbesondere
auch seinen loslichen Rezeptoren und dem Kklinischen Schweregrad der

Herzinsuffizienz beobachtet'®

und dabei gezeigt, dass diese Werte auch als
prognostische Marker dienen kdnnten.

In unterschiedlichen in vitro und in vivo Arbeiten konnte nachgewiesen werden,
dass Kardiomyozyten im Gegensatz zu vielen anderen Zelltypen TNF-a zu
exprimieren vermdgen®”'®'"1® " \wobei dafiir verschiedene Stimuli infrage
kommen.

Endotoxin (Lipopolisaccharid) fuhrt zu einer Beeintrachtigung der myokardialen
Funktion, gleichzeitig stellt es einen bedeutenden Stimulus fur die TNF-a

194, Fiir

Produktion und dadurch ausgeldoste myokardiale Dysfunktion dar
Lipopolisaccharid (LPS) konnte weiter gezeigt werden, dass es zu eine NF-
kappa B abhangigen Induktion der TNF-o. Expression bewirkt?®, was u.a. durch
den Toll-like receptor-4 vermittelt wird'”. Endotoxin bewirkt ahnlich wie TNF-o
Veranderungen des intrazellularen Kalziumhaushaltes und besitzt einen
negativen Einfluss auf die myokardiale Kontraktilitat?'. Die verringerte
myokardiale Kontraktilitdt nach Endotoxin induzierter TNF-o. Synthese ist dabei
mit erhohter Sphingosin- und Thromboxanproduktion verkn{pft®. Insgesamt
sind wohl wesentliche LPS Effekte auf kardiovaskularer Ebene uber die

Induktion von Zytokinen zu erklaren.



Ischdmie an sich stellt einen Stimulus fur die TNF-o Produktion im
Herzmuskelgewebe dar, wobei hier v.a. Nicht-Myozyten als Produzenten
identifiziet wurden®. Daneben kommt es im Rahmen von Ischamie-/
Reperfusions-Situationen am Herzen zur Freisetzung von TNF-a?*%. Gerade
die Reperfusion des zuvor transient ischamischen Gewebes scheinen hier
einen bedeutenden Stimulus darzustellen®. Solche Situationen sind sowohl im
Zusammenhang mit GefalRverschlissen im Rahmen der koronarer

27.28 yon Relevanz. Als

Herzkrankheit als auch bei kardiochirurgischen Eingriffen
zusatzlicher Trigger sind im Rahmen von ischamiebedingten Myokardschaden
die Komplementaktivierung und die Entstehung freier Radikale zu nennen. Im
infarzierten Gewebe kommt es so u.a. durch die proinflammatorische Wirkung
von TNF-o, zum AnstoR der Zytokinkaskade?.

Ein anderer Stimulus fur die TNF-o Expression und Freisetzung durch
Kardiomyozyten stellt mechanischer Stress dar. Schon nach 30-minutiger
Belastung von Muskelstreifenpraparaten mittels passiver Uberdehnung oder
nach Ligatur der Aorta ascendens in vivo kommt es akut binnen 90 bzw. 120
Minuten zum Anstieg von TNF-o. Protein und -Bioaktivitdt mit funktioneller
Signifikanz *. In einer Arbeit von Palmieri®’ wurde bereits nach zehnminiitiger
passiver Dehnung im Langendorff-Modell des isolierten Herzens eine de novo
TNF-o Produktion nachgewiesen. Chronische Belastung durch Aortenligatur
fuhrt akut zu einem Anstieg von TNF-oo m-RNA und Protein, der nach Tagen
nicht mehr nachweisbar ist'®.

Neben Kardiomyozyten stellen ortsstandige Makrophagen eine weitere wichtige
Quelle fur myokardiale TNF-o Produktion dar. Auf Endotoxin-Stimulation hin ist
das Myokard so in der Lage beinahe ebensoviel TNF-a pro Gramm Gewebe zu
produzieren, wie die Organe Leber und Milz, die im Korper sonst quantitativ die
Hauptquelle fiir dieses Zytokin darstellen*®2. Auch kénnen unter bestimmten
Bedingungen im Myokard Endothelzellen, Lymphozyten, Fibroblasten®® und

glatte Muskelzellen® TNF-o exprimieren.



1.2 TNF-a induzierte Effekte auf die myokardiale Funktion

TNF-a induziert die Apoptose von Kardiomyozyten, wobei Sphingosin als
Botenstoff identifiziert wurde**. Apoptose spielt im Myokard bei pathologischen
Umbauvorgange u.a. im Rahmen der chronischen Herzinsuffizienz, der
ischamischen Kardiomyopathie, der Myokarditis und der arrhythmieinduzierten
rechtsventrikuldren Dysplasie eine Rolle*. Neben funktionellen Veranderungen
bewirkt TNF-o. auch morphologische, auf der Ebene der Myokardgeometrie und
Histologie, als Remodelling bezeichnete. TNF-o flhrt im Tierversuch bei
kontinuierlicher Infusion zu einer linksventrikularen Dilatation verbunden mit
einer reduzierten Wanddicke und einer Abnahme der Myozytenzahl im
Gewebe®. Des Weiteren konnte eine stimulatorische Wirkung auf die
Fibroblastenpopulation und die extrazellulare Matrixproduktion im Infarktmodell
beobachtet werden® .

Jungst wurde gezeigt, dass TNF-o eine kardioprotektive Rolle hinsichtlich
ischamischer Schadigung spielt®. TNF-o, exogen zugefiihrt, ist in der Lage den
Effekt einer schamischen Prakonditionierung® (lschamietoleranzinduktion
durch vorangehende kurzfristige Ischamieepisoden), auf das Myokard
nachzuahmen. Parallel wurde nachgewiesen, dass TNF-a die InfarktgréRe nach
experimenteller Koronarligatur zu verringern vermag. Entsprechend verhindern
neutralisierende Antikorper im Tierversuch den Effekt der
Prakondizionierung®®%°. Sphingolipid Botenstoffe, wie Sphingosin, Sphingosin-
1-Phosphat oder Ceramid, scheinen auch hier bei der Vermittlung des Effekts
involviert zu sein®®.

Unter TNF-o Stimulation kommt es zu einer allgemeinen Depression der
mechanischen Funktion des Herzens®. Systemisch filhrt dies zu Hypotension
bei reduzierter Ejektionsfraktion und gleichzeitig verringertem GefalRwiderstand.
Dies geht mit einer verringerten Ansprechbarkeit der Kardiomyozyten
hinsichtlich der positiv inotropen Wirkung B-adrenerger Substanzen einher 40,
Die TNF-o vermittelte Verschlechterung der myokardialen Funktion wird
bislang, was schnelle Effekte angeht, im Wesentlichen auf Veranderungen des

Kalziummetabolismus zurtickgefuhrt. Als zugrunde liegende Signalwege



konnten dabei sowohl der NO*'*? als auch ein Sphingosin vermittelter*>**

Mechanismus gezeigt werden, Signalwege die beide dem TNFR1 Rezeptor
nachgeschaltet sind. Die Wirkung auf die Kontraktilitat scheint dabei biphasisch,
wobei die schnelle Reaktion eher Sphingosin zugeschrieben wird*. Unklar ist
dabei, inwiefern schnelle Effekte auch durch NO vermittelt werden kdnnen, was
bislang insbesondere in einer Arbeit von Finkel*' postuliert wurde.

Unlangst konnte gezeigt werden, dass es unter TNF-oo auch zu einer
Verschlechterung der myokardialen Energetik, gemessen an einem erhohten
Sauerstoffverbrauch, kommt**: An einem durch ein zweites Tier perfundierten
isolierten Kaninchenherzen erzeugten sehr hohe Konzentrationen von
humanem TNF-o. einen nur geringen transienten negativen Einfluss auf die
Kontraktilitat, bei gleichzeitiger deutlicher Erhdhung des Sauerstoffbedarfs. Bei
unveranderter Ansprechbarkeit auf Kalzium unter TNF-o Infusion schloss man
in dieser Arbeit auf eine verschlechterte chemomechanische Konversion als

Ursache fir die verschlechterte myokardiale Okonomie.

1.3 TNF-a abhangige intrazellulare Signalwege in Kardiomyozyten

Fir die unter TNF-a beobachteten nicht transkriptionsabhangigen Effekte sind,
soweit bekannt, im Wesentlichen zwei intrazellulare Signalwege relevant:

NO als lipophile, sehr reaktive und auferst kurzlebige Signalsubstanz wird im
Herzen von mindestens drei NO-Synthase (NOS) Isoformen produziert. Bislang
nicht ganz klar ist, inwieweit TNF-o. die Aktivitat der konstitutiv aktiven
neuronalen (nNNOS) und endothelialen (eNOS) Isoform reguliert, und diese
damit fur schnelle TNF-o. Effekte verantwortlich sind. Die induzierbare Isoform
(INOS) wird u.a. durch Zytokin-Stimulation, auch TNF-o reguliert, exprimiert*®.
Weiterhin fuhrt TNF-o nach Bindung und Oligomerisierung von TNFR 1
Rezeptoren zur raschen Degradation von Sphingomyelin®’, einem in der
auReren Schicht der Plasmamembran, insbesondere in Mikrodomanen mit
Signaltransduktionsfunktion, wie z.B. Caveolae, verbreitet vorkommendem
Membransphingolipid. =~ TNF-o0 vermag die zellulare  Aktivitat von

Sphingomyelinasen und Ceramidasen zu stimulieren. Das dabei entstehende



Ceramid ist per se signalaktiv und liefert weiterhin die Ausgangssubstanz fir die
Signalsubstanzen Sphingosin und Sphingosin-1-Phosphat*®. Die Regulation
und abhangige Effekte dieser Signalkaskaden sind bislang nur luckenhaft
bekannt.

Beide TNF-o abhangige Signalwege modulieren wohl den zellularen
Kalziummetabolismus der Herzmuskelzelle und kdnnen somit potentiell zu einer

Depression der mechanischen Funktion fiihren 4490 .

1.4 Der myokardialen Energiestoffwechsel

Schon frih betrachtete man den Sauerstoffverbrauch als Parameter des
Energieumsatzes. Bereits 1912 konnte von Rohde®’ der Zusammenhang
zwischen dem Sauerstoffverbrauch und der mechanischen Kontraktion gezeigt
werden.

Wesentliche Grundlage fiur die Verwendung des Sauerstoffverbrauchs als
Parameter des Energieumsatzes ist die Tatsache, dass das humane Myokard
physiologisch beinahe ausschliel3lich unter aeroben Bedingungen arbeitet und
daher zwischen beiden GroRen ein annahernd linearer Zusammenhang
besteht®’. Normalerweise stellen freie Fettsduren den Hauptanteil an der
Energiegewinnung der Herzmuskelzelle, gefolgt von Glucose und Laktat. Der
Anteil der Substrate wird dabei Uber das Angebot reguliert. Die gemeinsame
Endstrecke aller Substrate bildet der Citratzyklus, in dem als Produkt des
oxidativen Abbaus NADH; als Reduktionsaquivalent gebildet wird. NADH; ist
wiederum Ausgangssubstrat der mitochondrialen Atmungskette, die als
Resultat der Oxidation des Wasserstoffes Adenosintriphosphat (ATP) liefert.
Uber die Kreatinkinasereaktion steht ATP mit Kreatinphosphat im
Gleichgewicht, das eine zusatzliche energiereiche Phosphatverbindung
darstellt. Kreatinphosphat bildet einen schnell mobilisierbaren Energiespeicher
und verhindert ein zu rasches Absinken der ATP Konzentration in Situationen
eines kurzzeitigen relativen Sauerstoffmangels. Kann unter aeroben
Bedingungen die mitochondriale Atmungskettenreaktion vollstandig ablaufen,
so ist der Sauerstoffverbrauch ein geeigneter Parameter des

Energieumsatzes®2. Unter anaeroben Stoffwechselbedingungen ist ein solcher



Zusammenhang nicht gegeben. Fur den Energiemetabolismus des Myokards

spielen anaerobe Stoffwechselwege allerdings annahernd keine Rolle®2.

1.5 Bestimmung des Myokardialen Energieumsatzes

Zur Messung des myokardialen Energieumsatzes wurden im Wesentlichen
bislang folgende Ansatze verfolgt:

In direkter Beziehung zum Energieumsatz steht die Konzentration an
energiereichen Phosphaten, ATP und Kreatinphosphat und den dazugehorigen
Abbauprodukten Adenosindi- und Monophosphat, sowie Kreatin. Diese lassen
sich mit biochemischen Methoden quantifizieren®®. Hierzu missen aber
Gewebeproben schockgefroren werden, um die Substanzen zu fixieren, was die
parallele Untersuchung verschiedener mechanischer und energetischer
Funktionszustande an einem Praparat unmaoglich macht.

Neuerdings bieten die Magnetresonanzphosphorspektroskopie® und die
Positronenemissionsmessung® alternative Mdglichkeiten zur Untersuchung des
myokardialen Energiemetabolismus in vivo. Die Verfugbarkeit dieser Methoden
ist wegen des Apparativen und finanziellen Aufwandes bislang allerdings sehr
eingeschrankt. Weiterhin sind hier keine Methoden zur Untergliederung der
einzelnen Beitrage zum Gesamtverbrauch etabliert.

Eine Registrierung der wahrend der Kontraktion freiwerdenden Warme mit Hilfe
von Thermoelementen erlaubt eine sehr hohe zeitliche Auflésung und die
differenzierte Bestimmung des Wirkungsgrades der mechanischen Herzarbeit>®.
Diese Methode basiert auf der Grundlage, dass unter aeroben Bedingungen
das energetische Aquivalent des verbrauchten Sauerstoffes sich aus der
Summe der freigesetzten Warme und der geleisteten Arbeit zusammensetzen.
Die in dieser Arbeit angewandten energetischen Betrachtungen basieren z.T.
auf den aus diesen Untersuchungen abgeleiteten Konzepten.

Neben Parametern des Energieverbrauchs, also Warme oder die Konzentration
energiereicher Phosphate, kdnnen die Substrate der Energiebereitstellung von
Interesse sein. Im isolierten Herzmodell wird durch die Perfusion mit *H und "*C
markierten Substraten eine Analyse der Substratutilisation unter definierten

Bedingungen méglich®’ .



Dem ,energetischen Input® des Systems, zumeist ausgedrickt als
Sauerstoffverbrauch, bzw. dessen energetisches Aquivalent (rund 20 J/ml je
nach Substrat®®) muss fiir energetische Betrachtungen ein entsprechendes
,output-Auivalent gegeniibergestellt werden. Der Energiebedarf des
arbeitenden Myokards setzt sich dabei im wesentlichen aus dem
Basalverbrauch flir homoostatische Prozesse (lonenpumpen, Proteinsynthese
etc.), dem Aufwand fur Kalziumpumpen im Rahmen der elektromechanischen
Kopplung und dem Energiebetrag, der auf myofilamentarer Ebene in potentielle
Energie und &uRere Arbeit umgewandelt wird. °®°® Hier stellt sich dass
Problem, eine GroRe zu definieren, welche die gesamte umgesetzte Energie,
unabhangig von Kontraktionsbedingungen (iso(volu)metrisch-isotonisch),
Dehnung, Kontraktionsfrequenz, Inotropieparametern und anderen
EinflussgréfRen, sicher erfasst. Im engeren Sinn leistet das Herz physikalische
Arbeit nur als Druck-Volumen-Arbeit. Wegen der zusatzlichen Beitrage zum
Gesamtenergieumsatz beschreibt diese aullere Arbeit den gesamten Umsatz
aber nur unvollstandig. Die verbreitetesten Malle zur Korrelation des
Sauerstoffverbrauch mit dem Gesamtumsatz sind die Druck-Volumen Flache
(PVA) nach dem Konzept von Suga, das v.a. im Rahmen von Experimenten an
in linken Ventrikeln vivo und in isolierten Herzpraparationen angewandt wird,
und andererseits das Kraft-Zeit-Integral (force-time-integral: FT1)*®*°. Obwohl

10 wird

FTI weitgehend unabhangig von den Kontraktionsbedingungen sein sol
dieses Mald v.a. fur Studien unter isometrischen Kontraktionsbedingungen
angewandt. Je nach Modell und Fragestellung lassen sich unterschiedlichste
Effizienzparameter fur den Energieumsatz definieren. Am haufigsten wird, dem
Konzept von Suga folgend, die Effizienz der Energieubertragung von MVO, zu
PVA (,contractile efficiency®), als Steigung der entsprechenden
Regressionsgeraden, und andererseits mit dem Mass FT| argumentierend, die
Okonomie des Kontraktionsprozesses (,economy of contraction), entsprechend
als Geradensteigung der MVO,—FTI Relation, betrachtet®®*°. Formal besitzt FTI
keine physikalische Einheit der physikalischen Energie bzw. der Arbeit
(Kraft-Weg), weswegen die Okonomie nicht in Prozentwerten des

Gesamtumsatzes, gemessen am Sauerstoffverbrauch, angegeben werden



kann. Beide Effizienzparameter sind ihrer physikalischen Definition folgend
nicht grundsatzlich miteinander korreliert und mussen eher unabhangig

voneinander diskutiert werden.

1.6 Sauerstoffverbrauch als Parameter myokardialen Energieumsatzes

1.6.1 Messung des myokardialen Sauerstoffverbrauchs

Seit den Arbeiten von Rohde wurden eine Vielzahl von Ansatzen zur
Quantifizierung des myokardialen Energieumsatzes mit Hilfe der Bestimmung
des Sauerstoffverbrauchs entwickelt.

Die Messung des myokardialen Sauerstoffverbrauches geschieht im intakten
Organismus Uber die simultane Registrierung von koronarem Blutfluss und, zur
Bestimmung der arteriovenésen Sauerstoffdifferenz, von arteriellem und
venosem Sauerstoffgehalt in Aorta ascendens und Sinus coronarius. Neben
den aufwendigen Versuchsbedingungen setzten Anderungen von Vor- und
Nachlast oder des Para- und Sympathikotonus, mit direktem Einfluss auf den
myokardialen Sauerstoffverbrauch, der Erforschung der myokardialen Energetik
in vivo insoweit Grenzen, als diese Einflussparameter schlecht kontrolliert
werden kdnnen.

Anhnliche Probleme treten bei Versuchen mit isolierten und von einem zweiten
,support“-Tier perfundierten Herzen auf. Hinzu kommt hier die Schwierigkeit der
Simulation der physiologischen Druck- und Volumenverhaltnisse mit in den
Ventrikel eingesetzten Gummiballons, was ebenso flur isolierte Herzen nach
dem Langendorff Modell gilt. Die beiden ersteren Modelle erlauben jedoch
Versuche unter den realitatsnaheren Bedingungen einer Perfusion des Herzens
mit Blut.

1.6.2 Messung des Sauerstoffverbrauchs an isolierten

Herzmuskelstreifenpraparaten

Die simultane Messung des Sauerstoffverbrauches und mechanischer
Parameter an isolierten Herzmuskelstreifenpraparaten ermdglicht die relativ

einfache Messung des myokardialen Energieumsatzes. Dabei kdénnen die



Kontraktionsbedingungen und die myokardiale Arbeit mittels Variierung von
Vordehnung und Stimulationsfrequenz frei definiert werden. Dies ist von
besonderer Bedeutung, da die verschiedenen Schritte des myokardialen
Energiestoffwechsels Uber die mechanische Arbeit und die entsprechende ATP
Utilisation geregelt werden. Dem Nachteil der fehlenden Blutperfusion des
Gewebes steht die Ausschaltung nicht kontrollierbarer systemischer humoraler
Faktoren, wie z.B. Hormone oder Zytokine, gegenuber. Des Weiteren wird die
freie Konzentration und Wirkung experimentell zugesetzter Pharmaka in
kristallinen Perfusionslésungen nur gering durch schwer Kkalkulierbare
pharmakokinetische Faktoren, wie z.B. Proteinbindung, verandert.

Bereits Fenn® unternahm 1927 erste Versuche, an isolieten Muskeln
Sauerstoffverbrauch und Kraftentwicklung gleichzeitig zu messen. Die direkte
Messung von Gaspartialdricken war aber noch nicht mdglich, weshalb man
sich mit der Messung der Druck- oder Volumenreduktion in gasgefillten
Kammern behelfen musste. Erst die Erfindung der polarographischen
Sauerstoffsonde durch Clark im Jahr 1953% erméglichte die direkte Messung
des Sauerstoffpartialdruckes in wassrigen Lésungen und damit Experimente mit
kirzeren Messintervallen und einer besseren zeitlichen Auflésung. Lee flhrte
mit dieser Elektrode Versuche durch und konnte dabei eine Abhangigkeit des
Sauerstoffverbrauchs von der Kontraktionsfrequenz ~ zeigen®®.  Eine
Verbesserung erfuhr die durch ihre Ungenauigkeit, v.a. wegen
Sauerstoffverlusten auf dem Weg von der Versuchskammer mit dem
Muskelstreifen zur nachgeschalteten Sonde, problematische Methode durch die
erstmalige Verwendung von ,Ruhrkammern® durch Lambert®. Die Clarksche
Sonde befand sich hier in der Versuchskammer in der Nahe des
Muskelstreifens. Zur Messung wurde die Perfusion der Kammer mit
sauerstoffgesattigter ~ Losung angehalten und der  Abfall des
Sauerstoffpartialdruckes registriert. Um eine Hypoxie des Muskelstreifens im
Inneren zu verhindern befindet sich in der Messkammer ein Magnetrihrer zur
homogenen Durchmischung der Losung. Problematisch und letztlich

unbefriedigend blieb bei dieser Methode die reibungsfreie und gleichzeitig
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gasdichte Verbindung des Muskelstreifens in der Kammer und der
mechanischen Kraftaufnehmer.

Meyer und Keweloh®® gelang schlieRlich die Entwicklung einer verbesserten
Methode, die ohne gasdichte Messkammer auskommt und zugleich kurzere
Messinterwalle bei hdherer Aufldsung erlaubt. Diese verbesserte Methode der
Sauerstoffverbrauchsmessung an isolierten isometrisch kontrahierenden

Herzmuskelstreifenpraparaten kam nun in der folgenden Arbeit zum Einsatz.

1.7 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war:

1. Die Etablierung der Methode im Kardiologischen Forschungslabor der
Medizinischen Universitatsklinik in Warzburg.

2. Den in der Arbeit von Miyano beobachteten Effekt hinsichtlich der
veranderten Energetik unter TNF-o an isolierten
Muskelstreifenpraparaten zu untersuchen.

3. Weiterfihrend sollte dann untersucht werden, welchen Mechanismen
den beobachteten Effekten bezuglich der Energetik zugrunde liegen.
Dabei wurde schon von Miyano*® spekuliert, dass eventuell NO eine
Rolle bei der beobachteten Erhéhung des Sauerstoffbedarfs spielt. Zum
anderen lieferten die aktuellen Erkenntnisse von Sugishita** und Oral*
hinsichtlich der Rolle von Sphingosin im Rahmen des schnellen negativ
inotropen Effekts von TNF-a die Grundlage auch diesen Signalweg
hinsichtlich seiner Relevanz fur energetische Veranderungen zu

untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1 Gewinnung von isolierten Muskelstreifenpraparaten

2.1.1 Anasthesie und Herzentnahme

Alle verwendeten Myokardstreifenpraparate entstammen mannlichen, 250-400g
schweren Wistar-Ratten, die von Fa. Charles River (Sulzfeld) bezogen wurden.
Zur Anasthesie wurden die Tiere in einen Topf mit gesattigter Etheratmosphare
verbracht und dort belassen, bis keine Schmerzreaktion an Pfoten und
Schwanz mehr auslésbar war. Sodann wurden die Tiere, unter
Aufrechterhaltung der Etherinhalation mittels eines Uber den Kopf gestllpten
etherhaltigen Gefalles, Uber einen medianen Schnitt thorako-laparatomiert.
Nach Darstellung der schlagenden Herzen wurde in die Vorhdfe rund 0,2 mi
Heparin injiziert um einen evtl. thrombembolischen Verschluss im Bereich des
koronaren Gefaldsystems zu verhindern. Sodann wurde das Herz rasch
entnommen und sofort in eine gekuhlte Krebs.Henseleit — Butane Dione
Monoxime (KHS-BDM) Lésung (Tab. 1) zur Konservierung verbracht. Die
dargestellten Schritte fanden zum Schutz vor inhalativer Etherbelastung des

Operateurs unter einem Abzug statt.

2.1.2 Praparation und Konservierung

Nach der Explantation wurden die Herzen in einer, mit Carbogen (95% O, 5%
COy) durchperlter KHS-BDM Loésung gefillten Schale mit eben dieser Lésung
blutleer gespult. Dazu wurde das Gewebe mit ungefahr 50 ml Losung retrograd
uber eine in die Aorta eingebrachte Knopfkanule perfundiert, bis sowohl das
Gewebe von aufllen makroskopisch gleichmaRig hell erschien, als auch kein
rotliches Efluat aus dem rechten Vorhof, bzw. den Vv. cavae mehr austrat.

Die anschlieRende Praparation der Muskelstreifen erfolgte unter frischer KHS-
BDM Ldésung unter einem Stereomikroskop bei 10- bis 25-facher Vergrolierung
mit Hilfe mikrochirurgischen Scheren und Pinzetten:

Nach der Entfernung des rechten Vorhofgewebes wurde die Ebene der
Trikuspitalklappe dargestellt. Diese wurde am Ansatz vom Ventrikelgewebe

abprapariert, so dass das Klappengewebe weitgehend an den Sehnenfaden
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verblieb. Sodann wurde die freie Wand des rechten Ventrikels nach einem
Schnitt langs der langen Achse hin zur Herzspitze mobilisiert, um Einblick in die
Kammer zu erlangen. Anschlielend wurde eine geeignete Region zur
Praparation von Herzmuskelstreifen von ungefahr 300-600 um Durchmesser
ausgewahlt. Die ausgewahlte Region wurde dann entsprechend freigelegt, so
dass sich Muskelstreifen mdglichst atraumatisch gewinnen lielken. Dabei sollte
unter moglichst geringer Manipulation, die zu Mikrotraumatisierung des
Gewebes v.a. durch Spannungsentwicklung durch Zug oder Stauchung fuhren
konnte, vorgegangen werden. Daher eigneten sich prinzipiell Papilarmuskeln
gut, soweit diese entsprechend dimensioniert vorgefunden werden konnten. Die
Haltbarkeit, d.h. die Tauglichkeit fur die nachfolgend dargestellten Experimente,
des Gewebes erwies sich unter optimalen Bedingungen, unter standiger
Durchperlung mit Carbogen der KHS-BDM Ldsung und Kuhlung auf Eis, als 3-5
Stunden nach Herzentnahme. Somit waren maximal zwei Versuche, d.h.

Streifen, pro Herz moglich.

NaCl 116,1 mmol/|
KCI 50 mmol/|
MgCl, (6 H,0) 1,2 mmol/l
Na,SO, 1,2 mmol/l
NaH,PO, (H,0) 2,0 mmol/l
NaHCO; 18,0 mmol/l
Glucose 11,2 mmol/|
BDM 30,0 mmol/l

Tab. 1 : Zusammensetzung der Krebs-Henseleit (KHS), KHS- 2,3 Butane Dione

Monoxime (BDM) Lésung. Chemikalien von Sigma (Deissenhofen)
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2.2 Versuchsaufbau flir mechanische Messungen

2.2.1 Haltevorrichtung, Perfusion, Stimulation und Dehnung

Eine schematische Ansicht der Messkammer mit der Position von
Muskelstreifen, Sauerstoffsonde und Perfusion ist in Abbildung 1
wiedergegeben. Soweit nicht anders angegeben, stammen die Komponenten
des Versuchsaufbaus von Scientific Instruments, Heidelberg.

Das Muskelpraparat wurde unter einem Stereomikroskop mit 10-facher
Vergroflerung, zwischen einem, in Muskelfaserachse Ilinks liegenden,
Kraftaufnehmer und einer rechtsliegenden Klemme, mittels Mikropinzetten
fixiert. Dabei wurde besonders darauf geachtet, dass der Streifen durch die
Manipulation beim Einspannen maglichst gering durch Spannungsentwicklung
traumatisiert wurde. Zugleich musste die Faser wahrend des gesamten
Experiments gegen LoOsung gesichert werden, was durch Vorschub eines
Klemmringes um die Pinzettenbranchen von Kraftaufnehmer und rechter
Klemmeinrichtung erreicht wurde.

Vom Vorgang des Einspannens an, bis zum Versuchsende befand sich der
Streifen allseits umspult in KHS-Perfusionslésung (Tab. 1). Diese wurde in
einem doppelwandigen Glasgefal® mittels einer Wasserbadheizung (Haake, DC
10) auf 39°C vorgeheizt und mit Carbogen durchperlt. Mit Hilfe einer
Rollenpumpe wurde das Perfusat (Gesamtvolumen 100 ml) der Messkammer
zugeleitet, der eine zweite Temperaturregeleinheit vorgeschaltet ist, die die
Perfusionslosung auf 37°C konstant einregelt. Der die Messkammer
umgebende Metallblock wird ebenfalls kontrolliert beheizt. Diese aufwendige
Temperaturregulation ist notwendig, um einerseits die Bildung von Gasblasen
zu verhindern und zum anderen den temperaturabhangigen Messvorgang der
Sauerstoffelektrode (s.u.) nicht zu beeinflussen.

Die Absaugung der Perfusionslosung zur Recyclierung erfolgte gegenlaufig
durch die gleiche Rollenpumpe, was einen konstanten Fluss garantiert. Zur
Feineinstellung der Flussgeschwindigkeit ist die Umlaufgeschwindigkeit der

Rollenpumpe stufenlos regelbar.
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Kraftaufnehmer Stimulation 1-5 Hz

Perfusionskiivette

~ Muskelstreifen D

Perfusion:
oxygenierte
KH-Lsg.
37°C

Sauerstoffsonde

L

Abb.1 Schema des Versuchsaufbaues

Nach dem Auswaschen des kardiopleg wirkenden BDM erfolgte die elektrische
Stimulation des Muskelstreifens Uber die Halteklemme. Bei einer primaren
Stimulationsfrequenz von 2 Hz wurde die Hohe des Rechteckimpulses auf 20%
uber der Reizschwelle eingestellt. Hierzu waren bei einer Reizdauer von 10 ms
Spannungen von 2- 4 V notwendig.

AnschlieBend wurden die Muskelstreifen vorsichtig schrittweise Uber eine
Mikrometerschraube an der beweglichen rechten Klemmeinrichtung vom
spannungslosen Grundzustand Ly bis zu einer optimalen Kraftentwicklung bei
Lmax (definiert durch die Lange, bei der nach Einstellung einer annahernd
konstanten Kraftentwicklung durch weiteres Dehnen kein nennenswerter
Zuwachs an entwickelter Kraft mehr beobachtet wurde) gedehnt. Zuvor wurde
der Kraftaufnehmer bezuglich des diastolischen Kraftniveaus bei Lo auf Null
geeicht. Der Faserdurchmesser konnte mittels einer im Okular befindlichen
Skalierung abgeschatzt werden, wobei fur die Berechnung der
Querschnittsflache eine kreisrunde Form angenommen wurde. Die
durchschnittliche Querschnittsflache betrug 0,13 + 0,06 mm? (n= 11).
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Fir die folgenden Versuche wurden nur Muskelstreifen eingeschlossen, die
bezlglich der Kraftamplitude einen konstanten ,steady state* Zustand

erreichten.

2.2.2 Kraft-Zeit-Integral

Es konnte gezeigt werde, dass unter isometrischen Kontraktionsbedingungen
das Integral der Uber die Zeit registrieten Kraft (Abb. 1) dem
Sauerstoffverbrauch proportional, und linear mit diesem korreliert ist®®®® . Fir
gesundes Myokard ohne aktive diastolische Spannungserzeugung gilt dies fur
das Integral der systolisch entwickelten Kraft FTI, in Abbildung 2 mit FTI
bezeichnet.

Da sich isometrisch kontrahierende Muskelstreifen per definitionem nicht
verklrzen, verrichten sie im physikalischen Sinn keine Arbeit (Kraft-Weg
Produkt). Trotz fehlender physikalischer Arbeit ist der Energieumsatz bei
isometrischer Kontraktion gegentber Ruhebedingungen erhéht und man spricht
hier von ,Haltearbeit. Das Kraft-Zeit-Integral stellt dabei einen
Surrogatparameter zur Erfassung der Arbeit bei isometrischer Kontraktion dar.
Das Auswertungsprogramm ,twitch“ (Scientific Instruments) errechnet aus der
Mittelung einer variablen Anzahl von Kontraktionen den Wert dieses Integrals

bezogen auf die Zeit und die Querschnittsfliche des Streifens als mN-s/ s -mm?.

F[mn]

T [ms]

Abb.2: Kraft-Zeit-Integral (FTI)
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2.2.3 Aufzeichnung der mechanischen Daten und Versuchsdurchfihrung

Der verwendete Kraftaufnehmer besitzt einen Messbereich von 0 — 100 mN und
zeichnet die isometrische Spannungsentwicklung des Muskelstreifens auf. Die
aufgenommenen mechanischen Daten wurden Uber ein Interface mit Hilfe des
Programms ,twitch® (Scientific Instruments) simultan aufgezeichnet und auf
einer graphischen Benutzeroberflache dargestellt. Zugleich wurden die
Kraftamplitude und das Sondensignal (s.u.) mit einem Flachbettschreiber (Kipp
& Zonen, BD 41) aufgezeichnet. Die gemessene Kraft wurde auf den
Streifenquerschnitt bezogen als uN/ mm? angegeben.

Nach Erreichen einer  konstanten Kraftentwicklung unter  der
Stimulationsfrequenz 2 Hz konnte mit dem Versuchsprotokoll begonnen
werden: Die mechanische Arbeit pro Zeiteinheit wurde Uber die
Stimulationsfrequenz von 1-5 Hz (60-300 Schlage / min) in 1Hz Schritten
gesteigert. Entsprechend steigt der Sauerstoffverbrauch an. Nach Erreichen
einer konstanten Kraftentwicklung wurde fir jede Stimulationsfrequenz der
Sauerstoffverbrauch (s.u.) aufgezeichnet, sowie wahrend des 25-sekiindigen
Messintervalls die entwickelte Kraft und FTI mit Hilfe der speziellen Software
Lwitch® registriert und gemittelt gespeichert.

Die Versuche waren alle paarig angelegt. Das bedeutet, dass jeder Streifen in
zwei Durchgangen jeweils von 1-5 Hz stimuliert wurde. Zuerst unter
Kontrollbedingungen, sodann nochmals nach Zugabe einer Substanz zur
Perfusionslosung. Ausgeschlossen wurden solche Streifen, die nach Wechsel
von 5 auf 1 Hz das urspringliche Niveau der anfangs bei 1 Hz entwickelten

Kraft deutlich unterschritten.

2.3 Versuchsaufbau fur Sauerstoffverbrauchsmessungen

2.3.1 Aufbau und Messprinzip

Grundlage der Sauerstoffverbrauchsmessung ist die Aufzeichnung des
Sauerstoffpartialdruckes in der Messkammer mit Hilfe einer Clarkschen

Sauerstoffsonde (Abb.3). lhr Messprinzip basiert auf einer Redoxreaktion,
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deren Reaktionsgeschwindigkeit von der Menge des an der Kathode zur
Verfligung stehenden und durch die Membran diffundierenden Sauerstoffs
abhangt.

Die Sauerstoffsonde besteht aus einem Golddraht mit ungefahr 50 pm
Durchmesser, der in eine Glaskapillare eingeschmolzen ist. Diese befindet sich
in einem Silberréhrchen, aus dem sie an der Spitze etwa 500 ym hervorragt.
Die Oberflache der Kapillare ist mit einem Kunststoff Uberzogen, der fur kleine
Moleklle, wie Sauerstoff selektiv permeabel ist.

Sauerstoffmolekile diffundieren abhangig vom Sauerstoffpartialdruck in der
Perfusionslosung durch die Kunststoffmembran und werden an der
Goldkathode reduziert, dabei entsteht Wasser und in geringer Menge als
Nebenreaktion Wasserstoffperoxid. An der Silberanode wird zugleich Silber
oxidiert und unterhalt somit die Reduktion des Sauerstoffs. Der dabei flieRende
Strom ist proportional zum Sauerstoffpartialdruck in der die Sondenspitze
umgebenden Losung. Dieser Messstrom wird als Sondensignal aufgezeichnet.
Die Elektrode verbraucht selbst kontinuierlich geringe Mengen Sauerstoff. Dies
wird relevant, wenn zur Messung des Sauerstoffverbrauchs des Muskelstreifens
die Perfusion mit sauerstoffhaltiger Losung kurz abgestellt wird. In der
stehenden Losung bildet sich dann um die Kathode (Sondenspitze) ein
diffusionsabhangiger Sauerstoffpartialdruckgradient. Folglich ist das Messsignal
solcher polarographischer Sonden bei gleichem Sauerstoffgehalt in flieRender
Losung etwas hoher.

Wahrend des Messintervalls erzeugt das Myokardgewebe durch seinen
Sauerstoffverbrauch einen konstanten Abfall des Sauerstoffpartialdruckes in der
umgebenden Lésung. Dieser Abfall Uberlagert sich mit dem Verbrauch der
Sonde, so dass der registrierte Abfall primar nicht linear ist. Dieser Effekt wird
als ,Rihreffekt* °® bezeichnet. Der initiale nichtlineare Abfall des Messstroms
wurde jeweils vor Versuchsbeginn zum Ausschluss dieses genannten
systematischen Fehlers wahrend einer Probemessung erfasst und dauerte

jeweils zwischen 2 und 15 Sekunden.
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am v Kunststoffmembran
PR N I E Kathode

B O.+ 4 H* + 4e -> 2 H,0
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Abb.3: Schema einer Clarkschen Sauerstoffelektrode

2.3.2 Messvorgang und Auswertung des Messsignals

Zur Messung des Sauerstoffverbrauchs wahrend des Experiments wird der
Verlauf des Sauerstoffpartialdruckabfalls, gemessen am Sondenstrom in einem
definierten Abstand von der Muskelstreifenoberflache, 50-200 um, eingestellt an
einer Mikrometerschraube, in einem Intervall von 25 Sekunden aufgezeichnet.
Dabei ist die Perfusion abgestellt; dies bedeutet, die Ldsung in der
Messkammer ruht und die Sauerstoffverteilung ist nur diffusionsabhangig. Je
grolRer der Sauerstoffverbrauch des Muskelstreifens, desto steiler ist nun der
Abfall des Messsignals (Abb.4).
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Mit Kenntnis des Loslichkeitskoeffizienten, des Messkammervolumens und des
Sauerstoffpartialdruckes im  Perfusat, bestimmt mit einem externen
Blutgasanalysator (Radiometer, Kopenhagen), laft sich die
Sauerstoffkonzentration der Losung errechnen. Die Steilheit des Sondensignals
im zweiten Teil der Kurve ist dabei dem Sauerstoffverbrauch proportional.

Von Prof. K. Guth (Scientific Instruments) wurden mit Hilfe des Fickschen
Diffusionsgesetzes fur definierte Verbrauchswerte Sauerstoffpartialdruckprofile,
in Abhangigkeit vom Abstand zur Mitte des Streifens, errechnet (Abb.5, Fig. 1).
Aus diesen ergibt sich wiederum der zeitliche Verlauf des Partialdruckabfalles
fur bestimmte Sondenabstande (Abb. 5, Fig. 2).

Diese Partialdruckprofile und die abgeleiteten Partialduckkurven sind im
Programm ,oxc“ (Scientific Instruments) hinterlegt. Unter Vorgabe des
Muskelstreifendurchmessers, des Abstandes der Sondenspitze von der
Oberflache des Muskelstreifens, des Sauerstoffpartialdruckes im Perfusat und
der Dauer des ,Ruhreffektes” wird vom Programm durch Kurvenanpassung aus
der aufgezeichneten Kurve der Sauerstoffverbrauch errechnet. Die aktuell
aufgezeichnete Kurve wird dabei mit den gespeicherten Kurven verglichen,
wobei zur Kurvenanpassung nur der zweite Teil des Messsignals (Abb.4)
berlcksichtigt wird, nachdem vor Versuchsbeginn die Dauer des Ruhreffektes
aus dem Messsignal bestimmt und dem Programm eingegeben wurde. Der

systematische Fehler durch den Eigenverbrauch der Sonde wird so vermieden.

Sondensignal

\

Ruhreffekt

0 5 10 15 20 25 t[s]

Abb.4: Abfall des Sondensignals nach Anhalten der Perfusion
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Abb. 5:

Sauerstoffkonzentrationsprofile fir den Verbrauch 0,06 ml/ml/min. Die 200 um Linie stell
die Muskelstreifenoberflache dar. Das Zeitintervall zwischen den Profilen betragt jeweils
5 s (Figure 1). Daraus ergeben sich abstandsabhangige Sauerstoffpartialdruckkurven

(Figure 2). (aus: “manual for the muscle research system”, Scientific Instruments)
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Die Angabe des Sauerstoffverbrauchs erfolgt in ml [0,/ mm?® /min.

Bei zu geringen kalkulierten Sauerstoffpartialdricken im Zentrum des
Muskelstreifens warnt das Programm ,preparation hypoxic®. Dies kann bei zu
dicken Streifen auftreten, da hier bei abgestellter Perfusion die Diffusion nicht

mehr zur Versorgung des zentralen Gewebeanteils ausreicht.

2.4 Versuchsprogramm

2.4 .1 Effekte von Tumornekrosefaktor-o,

Zur Untersuchung der Effekte von TNF-o auf Mechanik und Energetik des
Muskelstreifenpraparates wurde rekombinanter Ratten- TNF-o. (R&D Systems)
verwandt. Das Zytokin wird als Lyophilisat geliefert und wurde gemaf}
Herstellerangaben in PBS-Lésung mit mindestens 0,1 % Serum Albumin Anteil
geldst und danach portioniert eingefroren (-20 °C).

Im Verlauf der Versuche wurde nach dem ersten Frequenzdurchgang diese
TNF-o Losung in entsprechender Menge dem KHS-Perfusat zugegeben, um
die Endkonzentrationen von 50 pg/ml und 5 ng/ml zu erzielen. Zur Festlegung
dieser Konzentrationen wurden zuvor Dosisversuche unternommen, wobei sich
bei geringeren Konzentrationen kein stabiler Effekt zeigte. Die Perfusionslésung

wurde nach Durchfluss der Messkammer rezykliert (s.o.).

2.4.2 Blockierung der NO-Synthasen

Um die NO Produktion des Muskelstreifengewebes zu blockieren wurde ein
unspeziefischer Inhibitor ®® der NO-Synthasen, N-nitro-L-argininmethylester (L-
NAME) verwandt. L-NAME wurde in 500 yM Konzentration der KHS-Losung
zugegeben und der Streifen so wunter Kontraktionsbedingungen vor
Versuchsbeginn jeweils eine Stunde inkubiert. Ein zweiter Messdurchgang

erfolgte unter zusatzlicher TNF-o. Stimulation.
2.4.3 Blockierung der Ceramidasen

N-oleoylethanolamin (NOE) inhibiert die TNF-o abhangige

Ceramidaseaktivitat*>’®. Die Substanz wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO)
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geldést in 5 uM Konzentration der KHS-Perfusionslésung zugegeben und der
Streifen ebenfalls unter Kontraktionsbedingungen jeweils eine Stunde inkubiert.
Die Konzentration von DMSO im Perfusat blieb dabei unter 0,1%.
Konzentrationen von Uuber 0,1% DMSO wirken negativ inotrop auf
Muskelstreifenpraparate (unveroffentlichte Untersuchung der Arbeitgruppe von
Dr. Bonz).

Nach einem ersten Frequenzdurchgang erfolgte wiederum ein zweiter unter

zusatzlicher TNF-o. Stimulation.

2.4 4 Effekt von exogenem Sphingosin

Zur Nachahmung des Effekts von TNF-o. wurde D-Sphingosin gel6st in DMSO
in 1 yM Konzentration dem Perfusat nach einem ersten Frequenzdurchgang
zugegeben. Diese Konzentration entspricht in etwa der intrazellular zu

erwartenden unter TNF-o. Stimulation *3"

. Die Inkubationszeit betrug 15
Minuten.
Alle Konzentrationen wurden gewahlt, nachdem sich in Vorversuchen unter

diesen ein stabiler Effekt zeigte.

2.5 Auswertung

Die Auswertung der gemessenen Werte geschah mit Hilfe des
Tabellenkalkulationsprogramms ,Exel” (Microsoft). Das Programm twitch”
(Scientific Instruments, Heidelberg), das zur Aufzeichnung der mechanischen
Daten verwandt wurde, liefert hierfir exportfahige Dateien. Die
Sauerstoffverbrauchswerte zu den gespeicherten mechanischen Werten
wurden vom Programm ,oxc* (Scientific Instruments, Heidelberg) auf einem
gesonderten Rechner hinterlegt und sind manuell ausgelesen worden. Als
zusatzliche Kontrolle dienten dabei die analogen Aufzeichnungen des
Sondensignals mittels des Schreibers.

Eine lineare Korrelation zwischen myokardialem Sauerstoffverbrauch und dem
Kraft-Zeit-Integral der aktiv entwickelten Kraft konnte fur intaktes humanes

Myokard gezeigt werden °2. Entsprechen lassen sich beide GréRen in einem x-
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y-Koordinatensystem in Beziehung setzen und eine Regressionsgerade
errechnen. Aus dieser lassen sich jeweils zweierlei Befunde ableiten:

Der y-Achsenabschnitt der Gerade, d.h. FTI gleich Null, kann als ein Mal far
den Ruhesauerstoffverbrauch des Gewebes betrachtet werden. Die Steigung
der Regressionsgerade stellt ein inverses MaR fir die Okonomie des aktiven
Kontraktionsprozesses, der chemo-mechanischen Konversion, dar’®"2,

Der Quotient Sauerstoffverbrauch/FTI, also der spezifische Sauerstoffverbrauch
eines Muskelstreifens unter definierten Kontraktionsbedingungen, wurde
dagegen diese Differenzierung in kontraktionsbezogenen und
Basalenergieumsatz allein nicht erlauben.

Die Regressionsgeraden fur die lineare Beziehung zwischen FTI und
Sauerstoffverbrauch wurden mit den entsprechenden Funktionen von ,Exel®

(Microsoft) errechnet.

2.6 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Exel ,add-in“
WInSTAT (Beneke&Schwippert).

Verbundene Daten wurden mittels Wilcoxon Test, unverbundene mittels Mann-
Whitney-U-test untersucht. Wiederholte Messungen am gleichen Praparat
wurden durch Varianzanalyse (ANOVA for repeated measurements) verglichen.
Werte p< 0,05 wurden dabei jeweils als signifikant erachtet.

Alle Daten sind als Mittelwert + Standartfehler (SEM) angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Effekte von Tumornekrosefaktor-o

Zugabe von 5 ng/ ml TNF-a fuhrten zu einem raschen negativen Effekt auf die
aktiv entwickelte Kraft der Muskelstreifen unter den durchwegs gewahlten
isometrischen Kontraktionsbedingungen. Im Rahmen der Umlaufzeit der
Perfusionslosung von etwa einer Minute war die Wirkung auf die Mechanik
rasch, d.h. in einem Zeitraum kleiner funf Minuten zu beobachten. Nach zehn
Minuten TNF-o. Stimulation wurde mit der Messung des Frequenzdurchganges
1-2-3-4-5 Hz begonnen. Abbildung 6 zeigt die frequenz-abhangige Reduktion
der isometrisch entwickelten Kraft im Vergleich zu Kontrollbedingungen fur die
Konzentrationen 5 pg/ ml, 50 pg/ ml und 5 ng/ ml. Die Reduktion der
entwickelten Kraft betrug, Gber den gesamten Frequenzbereich gemittelt, unter
5 ng/ ml TNF-a 39 + 3 % (n= 11). Die deutlich geringeren Konzentrationen von
50 pg/ ml und 5 pg/ ml erzeugten ebenfalls einen signifikanten negativ inotropen
Effekt. Die Kraft-Frequenz Beziehung blieb unter allen TNF-a. Konzentrationen
qualitativ unverandert. TNF-o. zeigte neben dem Einfluss auf die Mechanik eine
deutliche Wirkung auf die myokardiale Energetik. TNF-o. Konzentrationen von
50 pg/ml und 5 ng/ml bewirkten dosisabhangig eine signifikante Erhéhung des
spezifischen Sauerstoffverbrauchs (MVO,/FTI) (Abb. 7). Der Auftrag der
einzelnen Messpunkte bei unterschiedlichen Frequenzen zeigt (Abb. 8D, dass
diese Erhdhung des Energieumsatzes auf eine deutliche Verschlechterung der
Okonomie des aktiven Kontraktionsprozesses, abzulesen an der steileren
Regressionsgerade, zurlckzufihren ist. Fur die sehr niedrige TNF-a
Konzentration von 5 pg/ ml war dieser Effekt auf die Steigung, im Gegensatz zu
zur rein  mechanischen Wirkung nicht signifikant (Abb. 8A). Der
Basalsauerstoffverbrauch, gemessen am y-Achsenabschnitt der
Regressionsgeraden, blieb unter allen Konzentrationen unverandert. Unter
Kontrollbedingungen wie nach TNF-o Stimulation bestand jeweils ein
hochgradig linearer Zusammenhang zwischen MVO; und FTI (r*>>0,80 fur

Einzelexperimente und r?>0,95 fur kumulative Betrachtung).
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Auf Grund des signifikanten Effektes auf Mechanik und Energetik wurden die
folgenden Experimente unter einer TNF-o Konzentration von 5 ng/ ml
durchgefuhrt.
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Abb.6: TNF-o. in den Konzentrationen, 5pg/ ml (schwarz, 9,94 + 0,55 mN/mm? (1 Hz),
7,97 + 0,40 (2 Hz), 8,39 + 0,29 (3 Hz), 8,69 + 0,44 (4 Hz), 8,60 + 0,53 (5 Hz), n=7),
50 pg/ ml (dunkelgrau; 7,29 + 0,37 mN/mm? (1 Hz), 7,53 + 0,53 (2 Hz), 9,20 + 1,00 (3
Hz), 11,38 + 1,38 (4 Hz), 12,93 + 1,55 (5 Hz), n= 7) und 5 ng/ ml (hellgrau; 10,84 +
1,34 mN/mm? (1 Hz), 9,34 + 1,24 (2 Hz), 9,40 + 1,54 (3 Hz), 11,49 + 1,54 (4 Hz), 13,33
+ 1,92 (5 Hz), n= 11) bewirkten je einen signifikant negativ inotropen Effekt gegenlber
Kontrollstreifen (weif3; 15,88 + 1,94 mN/mm? (1 Hz), 13,44 + 1,71 (2 Hz), 14,67 + 2,08
(3Hz), 17,81 + 2,42 (4 Hz), 17,86 + 2,24 (5 Hz); n= 10), ( - p<0,05 je vs. Kontrolle).
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Abb.7: TNF-o. erhohte dosisabhangig den spezifischen Sauerstoffverbrauch (MVO,/ FTI

[mI/N-s-m]) unter Konzentrationen von 5 pg/ ml (hellgrau; n= 7, - p< 0,05), 50 pg/ ml
(mittelgrau; n= 8, « p< 0,05) und 5 ng/ ml (dunkelgraun= 11, - p< 0,05) gegenuber
Kontrollbedingungen (weif} , n= 11).
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Abb. 8: Achsenabschnitt (wei’e Balken) und Steigung der Regressionsgeraden (-1000)
(graue Balken) jeweils unter Kontrollbedingungen (linke Saulenpaare) und TNF-a (A:
5pg/ml, B: 50pg/ml, C: 5ng/ml). 50pg/ml (n= 7) und 5ng/ml TNF-a (n= 7) bewirkten einen
signifikanten Effekt auf die Steigung (- p<0,05), wahrend der Basalverbrauch jeweils
unverandert blieb.

D: Exemplarisches Experiment vor und nach 5 ng/ml TNF-a..
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3.2 Blockierung der NO Synthasen

Inhibition der NO-Synthasen mittels L-NAME (500 pM) fuhrte nach einstundiger
Inkubation zu einer deutlichen Reduktion der entwickelten Kraft um 31 + 6 %
(n=10) gegenulber Kontrollbedingungen (Abb 9). Die Kraft-Frequenz Beziehung
blieb dabei unverandert. Neben der Wirkung auf die Mechanik war unter L-
NAME ein erhohter Sauerstoffverbrauch zu beobachten. Dies war auf eine
signifikante Erhohung des Basalverbrauches zurlickzuflihren, wahrend die
Okonomie der aktiven Krafterzeugung unverandert blieb (Abb. 10).

Zugabe von TNF-o in einer Konzentration von 5 ng/ml fuhrte nur im
Frequenzbereich von 4 und 5 Hz noch zu einem tendenziellen, aber nicht
signifikanten zusatzlich negativ inotropen Effekt. TNF-o bewirkte unter L-NAME
eine signifikante Erhdhung des Sauerstoffverbrauches, die wie Abbildung 9
zeigt, wiederum auf eine verschlechterte Okonomie des Kontraktionsprozesses
zurtuckzufihren ist. Eine weitere Veranderung des Ruheenergieumsatzes

gemessen am Basalsauerstoffverbrauch war nicht zu beobachten.

3.3 Blockierung der Ceramidasen

Der Ceramidase-Inhibitor NOE reduziert nach einstundiger Inkubation die
entwickelten Kraft um durchschnittlich 45+ 4 % (Abb. 12).

Nach Inhibition der Sphingosinproduktion aus Ceramid mittels NOE (5 uM) zeigt
TNF-a weiterhin einen signifikanten negativ inotropen Effekt auf die
vorinkubierten  Muskelstreifen, in Form einer zusatzlichen mittleren
Kraftreduktion von 31 + 5% (n=11) (Abb.12).

TNF-a bewirkt unter NOE keine Erhéhung, sondern eine signifikante
Erniedrigung der Steigung der Regressionsgerade. Dabei zeigte sich im
Vergleich mit den Kontrollexperimenten, dass NOE die Steigung signifikant
erhoht. TNF-oo macht also den Effekt des Ceramidaseinhibitors qualitativ
ruckgangig. Weiterhin erhohte sich unter NOE nach Zugabe von TNF-o der
Basalverbrauch (Abb. 13).
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Abb. 9: Entwickelte Kraft von Kontrollstreifen (weil3, n=20), L-NAME (500uM)
inkubierten (hellgrau, n=19) und zusatzlich TNF-o. (5 ng/ml) stimulierten Streifen
(dunkelgrau, n= 11). L-NAME bewirkte einen signifikant negativ inotropen Effekt (12,85
+ 1,44 vs 9,80 + 1,62 mN/mm? (1 Hz), 11,33 + 1,22 vs 7,81 + 1,58 mN/mm? (2 Hz),
12,56 + 1,53 vs 7,34 + 1,33 mN/mm? (3 Hz), 14,58 + 1,85 vs 10,74+ 4,11 mN/mm? (4
Hz), 14,84 + 1,81 vs 10,06 + 1,41 mN/mm? (5 Hz), - p<0,05).

TNF-a zeigte keinen weiteren signifikanten Effekt gegenuber L-NAME inkubierten

Streifen.
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Abb. 10: Achsenabschnitt (weilte
Balken) und Steigung der
Regressionsgeraden (-1000)
(graue Balken) unter Kontrolle
und 500 pM L-NAME: Der
Achsenabschnitt stieg signifikant
an (0,037 vs 0,056 ml/ mm?3/ min,
n= 10, p<0,05), wahrend die
Okonomie (Steigung 0,114, vs
0,106) unverandert blieb.

Abb. 11: Achsenabschnitt (weil’e
Balken) und
Regressionsgeraden (-1000) (graue
Balken) unter L-NAME (500 uM)
Vorinkubation und zusatzlicher TNF-
o (5ng/ml)  Stimulation: TNF-q
bewirkte unter L-NAME einen
signifikanten Effekt auf die Okonomie

Steigung der

des Kontraktionsprozesses (Steigung
0,057 vs 0,073, n=12, p< 0,05),
wahrend der Basalverbrauch
unverandert blieb. (0,051 vs. 0,052

ml/mm?3/min).
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Abb. 12: NOE (5 upM) bewirkte einen negativ inotropen Effekt gegeniber
Kontrollbedingungen (weif3, n=20). (6,90+ 0,83mN/mm? vs 12,85 + 1,44 mN/mm? bei 1
Hz; 5,88 + 0,71 mN/mm? vs 11,33 + 1,22 mN/mm? bei 2 Hz; 6,60 + 0,70 mN/mm? vs
12,56 + 1,53 mN/mm? bei 3 Hz; 8,04+ 0,85 mN/mm? vs 14,58 + 1,85 mN/mm? bei 4
Hz; 9,19 + 1,15 mN/mm? vs 14,84 + 1,81 mN/mm? bei 5 Hz; # p< 0,05). Unter NOE
(hellgrau, n=11) fluhrte TNF-o. (dunkelgrau, n=11) zu einer weiteren signifikanten
Reduktion der entwickelten Kraft. (6,90 + 0,83mN/mm? bei 1 Hz, 5,88 + 0,71 mN/mm?
bei 2 Hz, 6,60 + 0,70 mN/mm?® bei 3 Hz, 8,04+ 0,85 mN/mm? bei 4 Hz, 9,19 + 1,15
mN/mm? bei 5 Hz, n=11, § p<0,05).
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0.3 Abb. 13 : Achsenabschnitt (weile

Balken) und  Steigung  der
0.25 Regressionsgeraden (grau) (-1000)
unter NOE (5uM) Vorinkubation
und zusatzlicher TNF-o (5ng/ml)
Stimulation: Unter NOE erhoht
TNF-o. den Basalverbrauch (0,029
015+ L * %%k vs 0,042 [ml/ mm® min], n= 11, -

0.2 1

p<0,05) und erniedrigt die Steigung
01 (n= 11, - p<0,05). Die Steigung der

Regressionsgeraden ist unter TNF-
o (0,195 vs 0,084) erniedrigt (n=
11, ~  p<0,05), gegenuber

——

005

HH

HH

Kontrollbedingungen ohne NOE

0 (nicht dargestellt) unverandert.

3.4 Effekt von exogenem Sphingosin

Exogenes Sphingosin bewirkt ein analoges Muster mechanoenergetischer
Veranderungen wie TNF-o: Die Zugabe von D-Sphingosin (1 pM) zur
Perfusionslosung bewirkte einen signifikanten negativ inotropen Effekt. Die
mittlere entwickelte Kraft war unter Sphingosin um 58 + 5 % (n= 8) verringert
(Abb. 14). Weiterhin bewirkte exogenes Sphingosin einen Effekt auf die
Energetik der  Muskelstreifen:  Bei  unverandertem  Basalverbrauch
verschlechterte sich die Okonomie des aktiven Kontraktionsprozesses,
gemessen an der vergrolierten Steigung der Regressionsgerade, signifikant
(Abb. 15).
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Abb. 14: D-Sphingosin (1 uM) bewirkte eine signifikante Reduktion der entwickelten
Kraft 4,96 + 4,29 mN/mm? (Kontr. 9,83 + 0,42 mN/mm? bei 1 Hz, - p<0,05), 4,29 +
0,48 mN/mm? (Kontr. 7,58 + 0,63 mN/mm? bei 2 Hz, - p<0,05), 4,84 + 0,79 mN/mm?
(Kontr. 8,37 + 0,98 mN/mm? bei 3 Hz, p<0,05), 5,23 + 0,90 mN/mm? (Kontrolle 9,74 +
0,13 mN/mm? bei 4 Hz, - p<0,05), 6,42 + 0,91 mN/mm? (Kontrolle 9,07 + 0,15
mN/mm?bei 5 Hz, -p<0,05; n= 8).
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Abb. 15: Achsenabschnitt (weil3e
Balken) und

Regressionsgeraden (-1000) (graue

Steigung der

Balken) unter Kontrollbedingungen und
exogenem  Sphingosin (1 pM):
Sphingosin bewirkte einen
signifikanten Effekt auf die Okonomie
des Kontraktionsprozesses, gemessen
an der Steigung der
Regressionsgerade. (0,059 vs. 0,157,
n= 8, p< 0,05, wahrend der
Basalverbrauch unbeeinflusst blieb
(0,039 vs. 0,046 ml/mm?/min).



4. Diskussion

4.1 Sauerstoffverbrauchsmessung, Limitationen der Methode

Die Validierung der hier angewandten Methode zur Bestimmung des
Sauerstoffverbrauchs an isolierten Herzmuskelstreifen und der daraus
abgeleiteten Schlisse auf den myokardialen Energieumsatz wurde von
Keweloh und Meyer® durchgefiihrt. Die Methode erlaubt die simultane
Bestimmung von Sauerstoffverbrauch und mechanischen Parametern. Das
Modell der kristallin perfundierten Muskelstreifenpraparate vermeidet dabei die
Nachteile von in vivo Messungen, insbesondere den Einfluss von endogenen
und pharmakokinetischen Faktoren im in vivo blutperfundierten Myokard und
eignet sich daher besonders fir Versuche mit pharmakologisch wirksamen
Substanzen. Zugleich ist die mechanische Funktion des Muskelstreifens
wahrend der Versuche frei definierbar, so dass energetische Untersuchungen
unter verschiedenen kontrollierbaren Funktionszustanden maoglich werden.

In vivo spielen Fettsauren als Energiequelle eine bedeutende Rolle fur den
myokardialen Metabolismus. Das hier verwandte Modell verzichtet allerdings
auf die Perfusion mit komplexen Substratmischungen, um Veranderungen des
Sauerstoffverbrauchs allein aufgrund von Verschiebungen im relativen Anteil
der metabolisierten Substrate, mit unterschiedlichen respiratorischen
Quotienten, ausschlieen zu konnen.

Die Bestimmung der Sauerstoffverbrauchswerte beinhaltet im Wesentlichen
zwei mogliche Fehlerquellen: 1. Werte sind jeweils auf das Gewebevolumen
bezogen  angegeben. Die dazu notwendige  Bestimmung des
Muskelstreifenquerschnittes mittels der Skalierung im Okular ist allerdings
durch Ablesefehler und die nicht absolut kreisrunde Querschnittsflache der
Streifen etwas ungenau. Dies betrifft ebenso die Angabe der entwickelten Kraft
pro Querschnittsflache.

2. Es ist hier technisch nicht mdglich das polarographische System gegenuber
einem externen aulieren Standart zu eichen.

Diese Einschrankungen betreffen ausdricklich nur Aussagen bezuglich der

absoluten Sauerstoffverbrauchswerte bzw. Kraftwerte; die Angaben der
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vorliegenden Arbeit sollten folglich nur auf der Basis von Relativwerten
betrachtet werden. Entsprechend wurden auch die wesentlichen Messungen
paarig als Konsekutivmessungen an je einem Muskelstreifen, deren Anzahl
jeweils mit ,n“ angegeben ist, durchgefuhrt und so statistisch ausgewertet.
Somit schranken diese Limitationen die qualitative Aussagekraft der hier
dargestellten Ergebnisse keineswegs ein, da sich die wesentlichen Aussagen
von konsekutiven Messungen an einem Streifen ableiten.

FUr isolierte Rattenherzen konnte gezeigt werden, dass es nach
einhundertminitiger ex vivo Perfusion im Langendorff-Modell zu einer
signifikanten Verschlechterung der Effizienz kommt "°. Dieser Effekt wird durch
die Bildung von Peroxynitrit, auf der Basis einer iNOS Expression im isolierten
Herz bewirkt und konnte mittels Cycloheximid, einem Proteinsynthese Inhibitor,
aufgehoben werden. Die Autoren der Studie spekulieren, dass es unter den
Versuchsbedingungen zu einer Zytokin- und dadurch wiederum ausgelost,
starken INOS Expression kommt. Ein solcher Mechanismus kdénnte auch im
Streifenmodell als systemischer Fehler den TNF-o Effekt beeinflusst haben.
Dagegen fand sich in der vorliegenden Arbeit aber keine Beeinflussung der
myokardialen Okonomie unter L-NAME, einem unspezifischen NOS-Inhibitor.
Weiterhin konnte in Vorversuchen und nach Erfahrungen der Arbeitsgruppe
Keweloh (Universitat Gottingen) unter Kontrollbedingungen keine Veranderung
der Okonomie Uber die Zeit festgestellt werden. Dennoch sollte auch in
zukunftigen Studien dieser Effekt beachtet werden und die Versuchsdauer im
Streifenmodell zeitlich auf den hier gewahlten Rahmen begrenzt bleiben.
Direkte Messung des Sauestoffverbrauchs von reversibel mechanisch
beeintrachtigtem (,stunned®) post-ischamischem Myokard sowohl an isolierten
Herzen, als auch in vivo, zeigten eine verringerte Effizienz bzw. Okonomie der
myokardialen Arbeit’*"®. Diese energetischen Veranderungen sind z.T. mit dem
in zahlreichen Studien beobachteten gestdértem Kalziummetabolismus und

verringerter Kalziumsensitivitat vereinbar’>""",

Es ist grundsatzlich nicht
auszuschlief3en, dass durch die Praparation das Gewebe ein solches ,stunning®
erfahren hat und somit auch ein systemischer Fehler bei allen

mechanoenergetischen Messungen aufgetreten ist. Der Einsatz von BDM und
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die Praparation in oxygenierter Losung sollten eine potentielle ischamische
Beeintrachtigung minimieren, dennoch lasst sich eine kurzfristige Ischamie
wahrend der Herzentnahme aus dem anasthesierten Tier nicht vermeiden.

Die Versuche wurden aus praparationstechnischen Grinden durchgangig mit
Gewebe des rechten Ventrikels durchgefuhrt. Es existieren nur wenige
Veroffentlichungen zur Physiologie des rechten Ventrikels. In energetischer
Hinsicht wurde der rechte Ventrikel von der Arbeitsgruppe von Suga unter dem

PVA-Konzept untersucht’®

. Es zeigten sich keine relevanten Unterschiede zum
mechanoenergetischen Verhalten des linken Ventrikels. Daher werden in der
vorliegenden Arbeit alle Konzepte, die aus Studien am linken Ventrikel

abgeleitet wurden, auf rechtsventrikulares Myokard Ubertragen.

4.2 Effekte von TNF-o. auf Mechanik und Energetik

Der Hersteller des hier verwandten rekombinanten Zytokins gibt flir Assays
unter Zellkulturbedingungen eine ECso von 10-20 pmol/ml an. Es konnte in der
vorliegenden Studie mit diesem Produkt gezeigt werden, dass TNF-o ab einer
Konzentration von 50 pg/ ml binnen Minuten zu einer signifikanten
Verschlechterung der Okonomie des myokardialen Kontraktionsprozesses fiihrt.
Die tatsachlich erreichte Konzentration an den Myozyten des Streifengewebes
sollte wegen der schlechteren Diffusionsbedingungen und potentieller
unspezifischer Bindung an Komponenten des Versuchsaufbaues allerdings
etwas geringer sein, als formal angegeben. Die in der vorliegenden Arbeit
verwandten Konzentrationen liegen jeweils rund um den Faktor zehn bis
hundert Uber den Mittelwerten der unter den Bedingungen der chronischen
Herzinsuffizienz und bei Patienten mit hypertrophischer Kardiomyopathie in
humanem Plasma beobachteten Werte. Die beiden Erkrankungen zeigten in
einer Untersuchung von Matsumori'® die niedrigsten bzw. die héchsten
systemischen TNF-o Konzentrationen, welche bei Herzerkrankungen gefunden
werden. Gerade hinsichtlich der sehr hohen Konzentrationen in der Arbeit von

|.45

Miyano et al.”®, im Rahmen der erstmals ein energetischer Effekt von TNF-o

beobachtet wurde, sollen diese Angaben verdeutlichen, dass die hier
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beobachteten Effekte durchaus unter in vivo Bedingungen relevant sein
kénnen. Ubertragen auf das Tiermodell Ratte wurden quantitativ vergleichbare
Konzentrationen von mehreren pg/ml im Infarktmodell bis zu einigen ng/ml nach
Lipopolysaccharidinfusion beobachtet”'. Beziiglich der wirksamen TNF-a.
Konzentrationen ist bislang allerdings nicht befriedigend geklart, wie hoch die
tatsachlichen Konzentrationen oder Aktivitaten in vivo lokal im Myokardgewebe
anzusetzen sind und inwieweit andererseits die Plasmaspiegel Ausdruck der
myokardialen TNF-o. Expression und Wirkung sind. Es ist aber anzunehmen,
dass im Rahmen der lokalen Expression im Gewebe weitaus hohere
Konzentrationen wirksam werden. Andererseits modulieren freie TNF-o
bindende Proteine, so die solublen TNF-o. Rezeptorformen, in unbekannter Art
die Bindung und Wirkung von TNF-o. an seinen Zelloberflachenrezeptoren*#°.

Der Auftrag gegen FTI erlaubt es den Sauerstoffverbrauch als Parameter des

Energieumsatzes weiter zu untergliedern. Grundsatzlich setzt sich dieser aus

drei maRgeblichen Beitragen zusammen®: |. Dem Basalverbrauch des
Gewebes, Il. dem Energieaufwand fur den Kalziumumsatz im Rahmen der
elektromechanischen Kopplung und Ill. dem fur die Kraft- bzw.

Spannungserzeugung auf myofilamentarer Ebene. Die beiden letzteren
Faktoren machen zusammen den Hauptanteil aus und variieren unter
verschiedenen Kontraktionsbedingungen und pathologischen Bedingungen®®.
Die inverse Steigung der MVO,-FTI Regressionsgerade stellt ein Mal} fur die
Okonomie der mechanischen Arbeit dar. Der suprabasale Sauerstoffverbrauch
setzt sich aus dem Aufwand fiur die elektromechanische Kopplung, also im
Wesentlichen die Kalziumextrusion aus dem Zytosol mittels der
sarkoplasmatischen Kalzium-ATPasen und des Natrium-Kalzium Austauschers
der Plasmamembran, und dem Energieumsatz fur die aktive
Spannungserzeugung auf Querbrickenebene zusammen. Daher lasst sich
Okonomie des Kontraktionsvorganges auch fiir jede Frequenz als Quotient aus
FTI und suprabasalem Sauerstoffverbrauch ausdricken. .

Aus der Beobachtung, dass TNF-oo die Steigung der MVO,-FTI
Regressionsgeraden vergroRert, 1alt sich also ableiten, dass der erhdhte

Sauerstoffverbrauch bei, wegen des gleichzeitig beobachteten negativ
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inotropen Effektes, verringerter mechanischer Arbeit, auf einer verschlechterten
Okonomie der chemomechanischen Konversion beruht. Die Okonomie des
Kontraktionsprozesses wird von Faktoren bestimmt, die den spezifischen
Energiebedarf der Querbrickenaktivitdt oder des Kalziumstoffwechsels
beeinflussen®. Verdnderungen auf der Ebene der mitochondrialen ATP-
Bereitstellung und des Basalumsatzes der Zelle konnen also die hier
beobachteten Veranderungen nicht erklaren. Dies entspricht der Beobachtung

I.45, die bei Versuchen an einem isolierten

von Arbeit von Miyano et a
blutperfundierten Kaninchenherzen eine unveranderten Steigung der MVO,-
PVA Relation bei erhohtem Achsenabschnitt beobachteten. Da im Rahmen des
PVA-Konzeps, der Achsenabschnitt den Basalumsatz und den
spannunsunabhangigen Sauerstoffaufwand widerspiegelt, schloss man auf eine
Veranderung im Bereich des Erregungs-Kontraktions-Zyklus als Ursache flr
den erhohten spezifischen Sauerstoffverbrauch. In der genannten Studie
wurden allerdings etwa tausendfach hohere Konzentrationen von humanem
TNF-o. kontinuierlich infundiert, wobei sich darunter kein deutlicher Effekt auf
die Kontraktilitat zeigte. Weiterhin beobachtete man®' an Kardiomyozyten nach
chronischer Exposition mit TNF-a (> 24 h) einen Effekt auf den mitochondrialen
Atmungskettenkomplex | verbunden mit einem verringertem Sauerstoffumsatz.
Gerade diese Arbeit weist darauf hin, dass mdglicherweise unter langerfristiger
TNF-o. Exposition nicht nur beztglich der mechanischen Effekte, sondern auch
der Energetik, zusatzliche Mechanismen relevant werden konnen - hier sei v.a.
die iINOS Expression genannt. Solche potentiellen Auswirkungen chronischer
Zytokinstimulation wurden in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.

Mechanoenergetische Veranderungen auf der Ebene der Okonomie des
aktiven Kontraktionsprozesses wurden bislang insbesondere fur insuffizientes
Myokardgewebe untersucht®>. Hier konnte gezeigt werden, dass eine
Veranderung der Myosin- und Troponinisotypenexpression, sowie ein
verandertes  Troponin-Phosphorylisierungsmuster mit  Alterationen  der
myokardialen Okonomie einhergehen®®. Gerade die Entdeckung, das die
Proteinkinase ASK-1, ein Bestandteil TNF-o abhangiger Signalwege, Troponin-

T phosphorylieren kann und so zur mechanischer Dysfunktion fuhrt, konnte
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neben dem madglicherweise veranderten Kalziumumsatz einen weiteren
Ansatzpunkt fur die Erklarung der in der vorliegenden Arbeit beobachteten
Effekte liefern.

Die Energetik unter TNF-a sollte auf der Ebene der energiereichen Phosphate
weiter untersucht werden. Um diese mittels HPLC quantifizieren zu kdnnen
mussen die Proben schockgefroren werden, was mit den Streifenpraparaten
aus technischen Grinden nicht mdglich ist. Daher wurden mit Rattenherzen
Versuche in einer Langendorff Apparatur unternommen und das Gewebe dann
per ,freez-clamp® schockgefroren. Die HPLC-Analyse der ATP/ADP- und
Phosphokreatin/ Kreatin- Ratio erbrachte keine signifikante Veranderung nach
TNF-o. Stimulation. Da aber gleichzeitig auch unter hohen Konzentrationen kein
signifikanter mechanischer Effekt nachgewiesen werden konnte, ist es
wahrscheinlich, dass TNF-a nicht in wirksamer Konzentration im Myokard
vorhanden war. Moglicherweise kommt es an den vergleichsweise grossen
Oberflachen des Perfusionssystems der Langendorff-Apparatur zur Adsorption
des zugesetzten Zytokins. Daher wurde auf eine weitere Darstellung im

Ergebnisteil verzichtet.

4.3 NO-vermittelte Effekte

Der negativ inotrope Effekt von TNF-o wird, soweit bislang bekannt, in der
Herzmuskelzelle durch zwei Signaltransdukionswege vermittelt *. Oral ** konnte
zeigen, dass die schnelle Wirkung durch Sphingosin vermittelt wird. Daneben
scheint, wie schon langer bekannt, NO bei der Vermittlung verzdgerter Effekte
eine Rolle zu spielen. Auf der Basis der bisherigen Veroffentlichungen bleibt
unsicher, inwieweit der schnelle Effekt auf die Mechanik auch NO-vermittelt ist,
was von Finckel et al.* beobachtet wurde. Insbesondere ist hierbei unklar, ob
und wie durch TNF-o konstitutiv aktive NO-Synthasen reguliert werden. Eine
unuberprifte Hypothese ware, dass durch die Veranderungen des
intrazellularen Kalziummetabolismus, die fur den mechanischen Effekt

ursachlich zu sein scheint, kalziumsensitive NO-Synthasen beeinflusst werden.
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In den vorliegenden Versuchen bewirkte TNF-o keinen statistisch signifikanten,
aber bei Stimulationsfrequenzen von 4 und 5 Hz tendenziell sichtbaren Effekt
auf die Krafterzeugung des Herzmuskelstreifens nach Inkubation mit dem
unselektiven NOS Inhibitor L-NAME. Daraus kann hinsichtlich der Relevanz von
NO fur den schnellen negativ inotropen Effekt keine abschlielende Aussage
getroffen werden. Die nicht signifikante weitere Kraftreduktion bei hohen
Frequenzen, nach Inhibition der NO-Synthasen koénnte flr eine nicht
vollstandige Hemmung der NOS, andererseits aber fur einen zusatzlichen NO-
unabhangigen Effekt sprechen. Eventuell ist die schnelle Kraftreduktion also
durch mehrere, evil. frequenzabhangige Mechanismen bedingt. So konnte in

t8 der mechanische Effekt von TNF-a, sowohl mittels NOE,

einer weiteren Arbei
als auch L-NAME beeinflusst werden.

Die relativ hohe, negativ inotrop wirkende Konzentration von L-NAME wurde
gewahlt um fur die energetische Untersuchung eine moglichst vollstandige
Inhibition der NO Produktion zu erreichen. Anderweitig wurde ebenfalls gezeigt,
dass die pharmakologische Inhibition der konstitutiven NO Synthese zu einer
verschlechterten mechanischen Funktion filhrt “°. Es handelt sich also bei der
hier beobachteten Kraftreduktion unter L-NAME wohl nicht um einen
substanzspezifischen toxischen Effekt, sondern um einen wirkungsspezifischen
Effekt der NOS Inhibition.

Auf der Ebene des Sauerstoffverbrauchs fuhrte die L-NAME Inkubation alleine
zu einer signifikanten Erhohung des Basalverbrauchs und steigerte so den
spezifischen Sauerstoffverbrauch des Herzmuskelstreifens. Dabei ist bekannt,
dass das hoch diffusible NO den Energiestoffwechsel der Herzmuskelzelle
beeinflusst. Als Quelle kommt dabei neben den NOS der Herzmuskelzelle v.a.
endotheliale NO Produktion in Frage 8 _In friheren Studien wurde sowohl ein
inhibitorischer als auch ein steigernder Effekt auf den Sauerstoffverbrauch
beobachtet. Der Einfluss scheint dabei Uber Veranderungen der
Substratutilisation®® und durch direkte Wirkung auf die mitochondriale
Atmungskette®” zustande zu kommen. Die Erkenntnisse hierzu sind allerdings
schwer zu interpretieren, da in vivo NO insbesondere auch Kontraktilitat und

regionale Perfusion moduliert. Mehrere in vivo und in vitro Studien konnten
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zeigen, dass NOS Inhibitoren den basalen Sauerstoffverbrauch des Gewebes
steigern und andererseits NO einen attenuierenden Einfluss auf die
mitochondriale Funktion besitzt 5°.

Auf mit L-NAME inkubierte Muskelstreifen Ubt TNF-a in der vorliegenden Studie
einen qualitativ ahnlichen energetischen Effekt aus, wie auf natives Gewebe.
Dies erlaubt den Schluss, dass der energetische Effekt von TNF-o nicht NO
vermittelt zu sein scheint. Gegen eine NO abhangige Wirkung spricht auch,
dass man auf der Basis der bisherigen Studien zum Einfluss von NO auf die
myokardiale Energetik hier eher einen erhdhten spezifischen Energiebedarf auf
Grund einer Beeinflussung der Kreatinkinase®’, der mitochondrialen Funktion
oder der vorgeschalteten Substratutilisation*® — alles Faktoren die tendenziell
den Basalverbrauch verandern sollten — erwarten wurde.

Im Weiteren wurde daher die mdgliche Rolle des Sphingosin Signalweges
hinsichtlich seiner Bedeutung fur die Regulation des Sauerstoffverbrauchs

untersucht.

4.4 Sphingolipid-vermittelte Effekte

TNF-ao  stimuliert die Bildung von Ceramid aus membranstandigem
Sphingomyelin und darlber hinaus dessen intrazellulare Metabolisierung zu
Sphingosin; die intrazellularen Konzentrationen von Ceramid und v.a.
Sphingosin sind unter TNF-o. Stimulation rasch erhéht*>. Beide Substanzen
besitzen regulatorische Funktion in der Herzmuskelzelle*®. Sphingosin inhibiert
ebenso wie TNF-o° L-Kalziumstrome und verkiirzt die monophasische
Aktionspotentialdauer an Kardiomyozyten®®. Oral et al.** konnten sowohl den
schnellen negativ inotropen Effekt an Kardiomyozyten durch den Ceramidase
Inhibitor NOE aufheben, als auch diesen mit exogenem Sphingosin
nachahmen. Stamm?' et al. induzierten myokardiale TNF-a. Expression durch
Lipopolysaccharid Infusion und konnten die dadurch erzielte mechanische
Funktionsbeeintrachtigung und Reduzierung des systolischen Kalziums an
Rattenherzen mit NOE beeinflussen. Beide Arbeiten schlossen auf eine

Sphingosin vermittelte Beeinflussung der Kalziumtransienten als Ursache fur
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den negativ inotropen Effekt. Gleichzeitig zeigte die Arbeit von Oral, dass das
Phosphorylierungsprodukt von Sphingosin, Sphingosin-1-Phosphat fir diese
Effekte keine Rolle spielt.

NOE selbst wirkt dosisabhangig negativ inotrop, wobei unbekannt ist, ob dieser
Effekt auf die Hemmung des Ceramid Abbaues zurlickgeht, was zu einer
gewissen Ceramid-Akkumulation flhren diirfte®®, oder es sich hier um einen
anderen unspezifischen toxischen Effekt der Substanz handelt. Hierbei ist zu
erwahnen, dass Ceramid per se, ahnlich wie Sphingosin, bei der Inhibition von
L-Typ Kalziumstrdmen eine Rolle zu spielen scheint®®. Die gewahlte NOE
Konzentration stellt einen Kompromiss zwischen unerwinschtem Einfluss auf
die kontraktile Funktion und inhibitorischer Aktivitat dar, nachdem unter einer 1
MM NOE Konzentration eine Reduktion der TNF-a abhangigen
Sphingosinproduktion um 75 %, mit einem konsekutiven Anstieg der
intrazelluldren Ceramid Konzentration, beobachtet wurde**. Es bleibt zu
diskutieren, warum in der vorliegenden Arbeit eine Kraftreduktion auch unter
der Konzentration von 5 yM NOE, also einer potentiell starkeren Ceramidase
Inhibition bestehen blieb. Im Zusammenhang mit dem aufgehobenen Effekt
unter L-NAME spricht dies fur eine Beteiligung von NO fur die Vermittiung des
raschen mechanischen Effekts. Dieser Befund stimmt mit den Ergebnissen von
Finkel*! (iberein. Cain® dagegen konnte die negativ inotrope Wirkung sowohl
mit NOE als auch mit L-NAME aufheben.

Versuche mit NOE sind grundsatzlich wegen der in seiner Bedeutung schwer
einzuschatzende Ceramid-Akumulation schwierig zu interpretieren. Hier fehlen
bislang fir die weitere differenzierte Auklarung des signalaktiven Sphingolipid
Abbauweges selektive Sphingomyelinase Inhibitoren. Somit lieRe sich auch die
unerwiinschte Ceramidakkumulation*® unter NOE vermeiden.

Ceramid interagiert mit den mitochondrialen Atmungskettenenzymen in
Herzmuskelzellen. Die bislang verodffentlichten Erkenntnisse zur Wirkung von
Ceramiden sind aber insofern interpretationsbedurftig, als die Wirkung von
exogenen, kurzkettigen und damit zellpermeablen, Ceramiden mdoglicherweise
nicht den langerkettigen biologisch relevanten entspricht®. Weiterhin zeigte

unlangst eine Arbeit, dass der negativ inotrope Effekt von zellpermeablem C,-
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Ceramid durch den Ceramidaseinhibitor NOE aufgehoben werden kann*®. Dies
deutet darauf hin, dass die unter C,-Ceramid beobachtete Wirkung eher auf
daraus gebildetes Sphingosin zurtckzufuhren ist und somit Untersuchungen mit
exogenem Ceramid von eingeschrankter Aussagekraft waren. Daher wurde
auch hier auf Experimente mit exogenem Ceramid verzichtet. Der Einfluss auf
die mitochondriale Funktion kénnte aber den tendenziellen, nicht signifikanten
Anstieg des Basalverbrauchs unter NOE und v.a den signifikanten Anstieg nach
zusatzlicher TNF-o. Stimulation erklaren.

Nach Inkubation mit NOE besitzt TNF-o keinen signifikanten Effekt auf die
Steigung der Regressionsgerade mehr. Dies gilt sowohl im Vergleich zu NOE
als auch zur unabhangigen Kontrollgruppe. Allerdings besitzt NOE an sich
einen signifikanten Einfluss auf die Steigung der Regressionsgerade, der durch
TNF-o qualitativ gegenteilig beeinflusst wird.

Des Weiteren konnte erstmals gezeigt werden, dass, neben dem mechanischen
Effekt, auch der auf die Steigung der Regressionsgeraden, also auf die
Effizienz der chemomechanischen Konversion, durch exogenes Sphingosin
qualitativ und quantitativ nachgeahmt wird. Die Konzentration an exogenem
Sphingosin entspricht in etwa der in TNF-a stimulierten Zellen*®. Daher kann
aus den vorliegenden Ergebnissen geschlossen werden, dass Sphingosin als
Mediator fur die Vermittlung des energetischen Effektes von TNF-a eine
zentrale Rolle spielt. Bislang ist nur wenig Uber Angriffspunkte flir Sphingosin
bekannt. Sphingosin scheint v.a. inhibitorisch auf die Kalziumfreisetzung zu
wirken, was den negativ inotropen Effekt erklaren wiirde®. Verringerte
intrazellulare Kalziumtransienten implizieren aber keine Veranderung der
Okonomie des Kontraktionsprozesses. Von Seiten des Kalziummetabolismus
kann sich aber durchaus ein veranderter Energiebedarf ergeben, da die
endsystolische Kalziumextrusion aus dem Zytoplasma hohe Mengen an ATP
verbraucht. Als die beiden wesentlichen Effektoren missen hier die
sarkoplasmatische Kalzium-ATPase und der plasmamembranstandige NA™/
Ca®*- Austauscher genannt werden, die mit unterschiedlicher ATP/ Ca®
Stochiometrie arbeiten. In energetischer Hinsicht wurde deren Einfluss,

insbesondere fur insuffizientes Myokard, im wesentlichen nur theoretisch
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erortert °°'. Veranderungen der myokardialem Okonomie werden andererseits
hauptsdchlich mit Vorgangen auf myofilamentirer Ebene korreliert™.
Sphingolipid-vermittelte Veranderungen der kontraktilen Proteine sind allerdings
bisher noch nicht bekannt. Die Untersuchung, ob Sphingolipide kontraktile

Elemente regulieren bietet daher ein Feld fur weitere Forschung.

4.5 Relevanz der Ergebnisse fur in vivo Situationen

Inwieweit sind solche akuten TNF-o Effekte, wie sie in der vorliegenden Studie
untersucht wurden in vivo relevant? Hierzu wurde in der Einleitung schon
dargestellt, dass es im Myokard unter verschiedenen Bedingungen sehr rasch
zur Expression bzw. Freisetzung des Zytokins kommt. Allen voran sind hier
Ischamie-/ Reperfusionsvorgange zu nennen. Hierbei kommt es zur akuten
Freisetzung von TNF-o. im Myokard’. Ein Vorgang, der vermutlich nicht nur zur
Entwicklung des Zellschadens im Ischamiegebiet beitragt, sondern auch zu
einer mechano-energetischen  Funktionsbeeintrachtigung des  vitalen
Restmyokards fuhrt. Entsprechend konnte jingst im Infarktmodell der Ratte
gezeigt werden, dass anti-TNF-o Therapie (einmalige Gabe von sTNF-RII) u.a.

die mechanische Dysfunktion in der ersten Woche giinstig beeinflusst®.

Zeitgleich mit Fertigstellung der vorliegenden Arbeit zeigten Thielmann et al.%,
dass es nach experimenteller Mikroembolisation am Hundeherzen in vivo zu
einer akuten mechanischen Funktionsstorung kommt. Dabei konnte im
Myokardgewebe eine signifikante Erhdhung der TNF-o und Sphingosin
Konzentrationen gemessen werden. Die Autoren schlieRen aus ihren Befunden,
dass es dabei zu einer Signalkaskade kommt, innerhalb der NO TNF-a
vorgeschaltet und Sphingosin dem Zytokin nachgeschaltet ist.

Beide Studien unterstreichen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass
TNF-o.  ein nicht zu vernachlassigender Mediator der akuten mechanischen
Dysfunktion im Myokard darstellt. Neben direkt negativ inotroper Wirkung wurde
hier ein weiterer Mechanismus gezeigt, durch den es, insbesondere unter
limitiertem Sauerstoffangebot, zu zusatzlicher mechanischer Funktionsstérung

kommt. Damit erscheint die hier gezeigte Signalkaskade durchaus ein
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relevantes Ziel flr therapeutische Interventionen unter solchen pathologischen

Situationen zu sein.

5. Zusammenfassung

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass TNF-o in pathophysiologisch
relevanten Konzentrationen neben seiner bekannten negativ inotropen Wirkung,
einen deutlichen Effekt auf die myokardiale Energetik im Myokard der Ratte
besitzt. Dieser  wurde anhand des Sauerstoffverbrauchs an
Muskelstreifenpraparaten quantifiziert. Der erhdhte Energieumsatz bei
gleichzeitig reduzierter myokardialer Arbeit, d.h. der gesteigerte spezifische
Sauerstoffverbrauch, basiert auf einer verschlechterten Okonomie des
Kontraktionsprozesses. Diese schnelle Wirkung auf die myokardiale Energetik
ist durch einen Sphingolipid-Signaltransduktionsweg vermittelt. Dagegen spielt
wohl fir den mechanischen Effekt von TNF-a sowohl NO, als auch Sphingosin

eine Rolle.
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