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1. Einleitung

Zu dem umfassenden Gebiet der Herzmuskelpathologie gehort eine heterogene Gruppe von
Myokardverdnderungen, die unter dem Begriff der Kardiomyopathie zusammengefasst wird.
Bereits die Bezeichnung dieser Krankheitsgruppe weist auf die vielen, auch in der Ara der
Molekularpathologie noch ungeklirten Fragen beziiglich ihrer Atiologie und Pathogenese hin.
Erwartungsgemall findet sich in der Literatur eine nahezu uniibersehbare Vielzahl mehr oder
minder differierender Begriffsbestimmungen und Klassifizierungsversuche [1], [2], [3], [14] [33],
[38], [41], [47], [48], [60], [62], [63], [74], [75], [85]. Von den gebrauchlichen Definitionen sei die
der Amerikanischen Herzgesellschaft vom Konzil der Klinischen Kardiologie zitiert:
»Kardiomyopathien sind eine heterogene Gruppe von Krankheiten des Herzmuskels, die mit
mechanischen und/oder elektrischen Funktionsstérungen einhergehen und iiblicherweise (aber
nicht zwingend) eine unangemessene Hypertrophie oder Dilatation der Herzkammern
verursachen. Die Ursachen sind vielfdltig und héufig genetisch bedingt. Kardiomyopathien
begrenzen sich entweder auf das Herz oder sind Teil einer allgemeinen Systemerkrankung, fithren
oft zu kardiovaskuldr bedingten Todesfdllen oder einer fortschreitenden Behinderung durch
Herzversagen* [47].

Die Klassifikation betreffend, ist die Einteilung der Kardiomyopathien nach é&tiologischen
Gesichtspunkten seit den 1970er Jahren in eine primdre und in eine sekunddre Form allgemein
anerkannt [13], [20], [21], [25], [26], [27], [33], [34], [36], [41] [42] [50] [52], [60].

Die gebriuchliche Definition von MARON und Mitarbeitern [47] weist jedoch aufgrund der
Willkiir der Zuordnung einiger Unterscheidungsmerkmale zu der primédren oder sekundiren
Kardiomyopathie darauf hin, dass die Einteilung in primére oder sekundéire Kardiomyopathie in
einigen Féllen notwendigerweise auf die Beurteilung der klinischen Bedeutung und Konsequenzen
auf der Myokardarbeit beruhen sollte. Trotzdem werden die Kardiomyopathien weiterhin in zwei
Gruppen eingeteilt. Die eine Gruppe ist die primdre Form, welche laut Definition ausschlieBlich
auf den Herzmuskel begrenzt bleibt. Diese wird in 3 Untergruppen gegliedert: in die genetisch
bedingte, in die gemischte, welche sowohl genetisch, als auch nicht genetisch bedingt sein kann
und in die erworbene Form. Die andere Gruppe umfasst die sekundire Form, in welcher eine
pathologische Beteiligung des Myokards im Rahmen einer Vielzahl von generalisierten
systemischen Erkrankungen vorliegt (Tabelle 1). Der vielverwendete Begriff der ,,spezifischen
Kardiomyopathien* wurde in der zeitgemifB3en Klassifikation verlassen.



Tabelle 1: Klassifizierung der Kardiomyopathien nach Maron und Mitarbeitern, zusammengestellt aus
[12], [47]

Primére Kardiomyopathien
1. Genetisch bedingt
a. Hypertrophische Kardiomyopathie
b. Arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie/ Dysplasie
c. Linksventrikuldre Hypertrabekulation
d. Glykogenspeicherkrankheiten
e. Leitungsdefekte
f. Mitochondriale Myopathien
g. lonenkanaldefekte
h. Langes QT- Syndrom
i. Brugada- Syndrom
j. Katecholaminerge polymorphische ventrikuldre Tachykardie
k. Kurzes QT- Syndrom
1. Idiopathische ventrikulére Fibrillation
2. Gemischte, genetisch und nicht genetisch bedingte Form
a. Dilatative Kardiomyopathie
b. Restriktive (nicht hypertrophierte und nicht dilatierte Form)
3. Erworbene
a. Entziindlich bedingt (Myokarditis)
b. Stress provoziert (,, Tako- tsubo*)
c. Peripartal
d. Tachykardie- bedingt

e. Kinder von insulinpflichtigen Miittern



Sekundére Kardiomyopathien
1. Infiltrativ'
a. Amyloidose
b. Morbus Gaucher”
¢. Morbus Hurler”
d. Morbus Hunter’
2. Speicherkrankheiten3
a. Himochromatose
b. Morbus Fabry?
c. Glykogenspeicherkrankheit® (Typ II, Pompe)
d. Morbus Niemann-Pick?
3. Toxizitdt
a. Drogen, Hartmetalle, Chemikalien
4. Endomyokardial
a. Endomyokardiale Fibrose
b. Hypereosinophiles Syndrom (L&ffler-Endokarditis)
5. Entziindlich (granulomatds)
a. Sarkoidose
6. Endokrin
a. Diabetes mellitus®
b. Hyperthyreoidismus
c. Hypothyreoidismus
d. Hyperparathyreoidismus
e. Phdochromozytom
f. Akromegalie

7. Kardiofazial



a. Noonan Syndrom®
b. Lentiginose®
8. Neuromuskuldr/neurologisch
a. Friedreich- Ataxie
b. Muskulire Dystrophie Duchenne- Becker’
¢. Muskulire Dystrophie Emery- Dreifuss’
d. Myotone Dystrophie®
e. Neurofibromatose®
f. Tuberdse Sklerose’
9. Néhrstoffmangel
a. Beriberi (Thiamin), Pellagra, Skorbut, Selenium, Karnitin,
Kwashiorkor
10. Autoimmun/Kollagen- Krankheiten
a. Systemischer Lupus erythematodes
b. Dermatomyositis
c. Rheumatoide Arthritis
d. Sklerodermie
e. Periarteritis nodosa
11. Elektrolytische Entgleisung
12. Folge der Krebstherapie
a. Anthracycline: Doxorubicin (Adriamycin), Daunorubicin
b. Cyclophosphamide

c. Bestrahlung

1 Akkumulation von anormalen Stoffen zwischen den Myozyten (extrazelluldr)
2 Genetischer (familidrer) Ursprung
3 Akkumulation von abnormen Substanzen innerhalb der Kardiomyozyten (intrazelluldr)
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Traditionell wurde bis Mitte des letzten Jahrhunderts die Autopsie fiir die Erforschung von
ischdmischen Herzerkrankungen herangezogen. Man wurde sich jedoch friih der Grenzen dieser
Methode bewusst, die vorwiegend durch die postmortale Autolyse des Herzmuskels bedingt ist
[70]. Diese imitiert stark die frithen hypoxischen Verdnderungen am Myokard. Es sei erwihnt,
dass sich hypoxische Verdnderungen bereits wihrend des prifinalen Stadiums manifestieren. Die
Zeitspanne zwischen dem Eintreten des Todes und der Entnahme und Fixation von Gewebe ist
kritisch, um Autolyse-bedingte Artefakte zu vermeiden und die Beurteilung von Verdnderungen
auf ultrastrukturellem Niveau zu ermdglichen [69].

Seither haben experimentelle elektronenmikroskopische Studien die Basisinformation zur
Pathogenese von hypoxischen Herzerkrankungen geliefert [30].

Die angeborene dilatative Kardiomyopathie der kardiomyopathischen Linie von Hamstern wird
seit nahezu 40 Jahren als das geeignetste, gut reproduzierbare Modell betrachtet. Als Pioniere ihrer
Zeit agierten BAJUSZ und Mitarbeiter im Jahre 1967, als sie dieses Modell zur Erforschung der
kardialen Hypertrophie und/oder Dilatation nutzten [2], [4].

In der oben erwidhnten Arbeit kam der Stamm BIO 8262 zum Einsatz, welcher sich durch eine
100%-ige angeborene, autosomal rezessive Polymyopathie in beiden Geschlechtern auszeichnet.
Die pathologischen Verdnderungen in diesem spezifischen Hamsterstamm manifestierten sich
zunéchst in der Skelettmuskulatur. Erst darauthin waren Verdnderungen in der Herzmuskulatur
nachzuweisen. Dabei traten die ultrastrukturellen Befunde in der ersten postnatalen Woche in
Erscheinung, wihrend die histologischen Verdnderungen nicht frither als in der 6. postnatalen
Woche demonstriert werden konnten.

Beziiglich der Atiologie der humanen Kardiomyopathie und der angeborenen Kardiomyopathie
bei Hamstern gelang in den 90ger Jahren der Nachweis von Verdnderungen an den
X-Chromosomen. Die Daten wurden erstmalig auf der 61. Jahrestagung der Deutschen
Gesellschaft fiir Kardiologie (1995) in Mannheim vorgestellt. DAHMLOW konnte einen
Polymorphismus am Sarkomerprotein-Gen beta-MHC und Troponin T bei Patienten mit DCM
nachweisen [9]. Dieses B-MHC-Gen ist auf Chromosom 14 (14ql2) lokalisiert [49]. Nach
PETERMANN ist die dilatative Kardiomyopathie den lysosomal verursachten Herzerkrankungen
zuzuordnen, da dieser nachweisen konnte, dass Cathepsin L-defiziente Méuse innerhalb von 12
Monaten eine dilatative Kardiomyopathie entwickeln [58].

Es sind eine Reihe von Publikationen erschienen, welche die morphologischen und
ultrastrukturellen Verdnderungen der dilatativen Kardiomyopathie beschreiben [56], [76], [39].
Die quantitative Erfassung dieser Verdnderungen ist derzeit auch liickenhaft. Weiterhin ist es von
grofler klinischer Bedeutung, die Toleranz der durch Hypertrophie und/oder Dilatation
vorgeschéddigten Herzmuskulatur auf eine hypoxische Einwirkung ultrastrukturell zu untersuchen.
Im Hinblick darauf hat sich die angeborene Kardiomyopathie beim Hamster als experimentelles
Modell bewéhrt.
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2. Zielstellung

Als Zielstellung fiir die vorliegende Arbeit wurden folgende Schwerpunkte gesetzt:

1. Durch Untersuchungen zu ausgewéhlten Zeitpunkten der postnatalen Entwicklung sollte das
geeignetste Alter herausgearbeitet werden, in welchem die Ungleichheit in der Ultrastruktur
zwischen den Gruppen der gesunden und kardiomyopathischen Hamster am stdrksten ausgeprégt
ist.

2. Nach Bestimmung des geeignetsten Zeitpunktes sollten die Auswirkungen der Hypoxie auf das
Myokard der gesunden und kardiomyopathischen Hamster untersucht werden.

3. Die ultrastrukturellen Merkmale der Kardiomyozyten sollten bei der experimentellen
Kardiomyopathie mit und ohne hypoxische Einwirkung bei Hamstern qualitativ erfasst werden.

4. Mit Hilfe der konventionellen Morphometrie sollten die Verdnderungen in der Ultrastruktur der
Herzmuskelzellen als Reaktionsmuster, beziechungsweise Adaptationsversuch auf duflere und auf
innere Noxen, wie Hypoxie und Hypertrophie, bei erhohter Volumenbelastung quantitativ
erforscht werden.

5. Die Ergebnisse sollten hinsichtlich ihrer Signifikanz statistisch eingeordnet werden.

6. Die statistisch signifikanten Ergebnisse sollten hinsichtlich ihrer versteckten Information
ausgewertet werden.

7. Die morphometrischen Untersuchungsergebnisse sollten den biochemischen und weiteren
Befunden gegeniibergestellt werden.

8. Zwischen den Befunden aus der Literatur und den ermittelten ultrastrukturell-
morphometrischen Untersuchungsdaten unter den oben erwédhnten Gesichtspunkten sollte
vergleichend betrachtet werden.

10
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3. Material und Methoden

3.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 35 gesunde mannliche Hamster, unterteilt in 7 Kontrollgruppen im Alter
von 3 bis 540 Tagen, sowie 45 gleichaltrige kardiomyopathische Hamster mannlichen Geschlechts.

Die Hamster stammten von der Zuchtstation der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg. Sie
wurden unter Standardbedingungen gehalten und in 4 Versuchsgruppen eingeteilt, wobei pro
Versuchsgruppe jeweils mindestens 5 Tiere vorgesehen wurden.

Die Versuchsgruppen wurden wie folgt gebildet:
a) Kontrollgruppe, gesunde Hamster (35),

b) davon (aus der Kontrollgruppe der gesunden Hamster) wurden 5 Hamster einer akuten Hypoxie
ausgesetzt.

c¢) Kardiomyopathische Hamster des Stammes BIO 8262 (45),

d) davon (aus der Versuchsgruppe der kardiomyopathischen Hamster des Stammes BIO 8262)
wurden 7 Hamster einer akuten Hypoxie ausgesetzt.

Es wurden insgesamt 80 Hamster untersucht.

3.2. Experimentelle Hypoxie

Sieben kardiomyopathische und 5 gesunde Hamster wurden einer normobaren Hypoxie
ausgesetzt. Zu diesem Zweck wurde ein kommerzielles Narkosegerit eingesetzt, welches mit
einer Unterdruckkammer verbunden war. In diese wurde ein N,/O,-Gemisch zugefiihrt, wobei der
Sauerstoffgehalt innerhalb von 5 Minuten auf 5 Volumenprozent reduziert wurde, um dann in
dieser Konzentration 25 Minuten zu verbleiben.

11
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Abbildung 1: Versuchsanordnung normobare Hypoxie
3.3. Elektronenmikroskopie

Die Totung der Hamster erfolgte unter Athernarkose durch Genickschlag. Nach Thorakotomie
wurden je 5 Gewebeproben von der apikalen Region des Herzens jedes einzelnen Tieres
entnommen. Diese wurden in 5 Gewebsblocke eingebettet, in kalter Karnowski Losung mit
phosphatgepuffertem OsO, fixiert und nach Entwésserung mit Aceton in Durcupan ACM (R)
eingebettet. Je 3 Toluidinblau gefarbte Stufenschnitte pro Hamster dienten der histologischen
Untersuchung und der Orientierung fiir die ultrastrukturellen Untersuchungen. Je 5
Ultradiinnschnitte pro Versuchstier wurden mit Uranylacetat kontrastiert. Fiir ihre Auswertung
wurde ein Zeiss EM 900 genutzt. Pro Hamster wurden 75 Bildfelder in je 2 PriméirvergroBerungen
ausgewertet.

34. Morphometrie

34.1. Grundlagen der Morphometrie

Wie jede andere Gewebeart wird der Herzmuskel primédr anhand von histologischen Schnitten
untersucht. Bei der Anfertigung der Gewebsschnitte und der elektronenmikroskopischen Bilder ist
das Gewebe nicht mehr dreidimensional evaluierbar (Abbildung 2), sodass eine n-dimensionale
Zellstruktur als n”' dimensionale Struktur erscheint.

12
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Dabei erscheinen Strukturen, welche ein bestimmtes Volumen einnehmen, wie zum Beispiel
Mitochondrien, als Flichen. Dahingegen zeigen Flachen, wie beispielsweise die Membranen oder
Mpyofibrillen, Qualitidten wie Linien. Wenn die Linien wiederum quer angeschnitten werden, so
imponieren diese als Punkte. Punktformige Strukturen, wie zum Beispiel die Ribosomen, kdnnen
nach dem Prinzip der dimensionalen Reduktion unter Umstinden im Schnitt verloren gehen.
Letzteres ist zutreffend, wenn die Ribosomen nicht in der mathematischen Ebene (Schnittdicke)
erfasst werden. Diese Gegebenheit ist auch als stereologisches Problem bekannt. Eine der
gewichtigsten Fragen, welche mittels der Stereologie geldst werden konnte, ist die Beurteilbarkeit
von Grofle und Form einer dreidimensionalen Struktur anhand von Messungen an einem
zweidimensionalen histologischen Schnitt. Zum Zwecke der dreidimensionalen Evaluation kommt
die integrale Geometrie zum Einsatz. Dabei wird auf Messmethoden zuriickgegriffen, welche
sowohl prizise, als auch simpel in der Anwendung und Auswertung sind.

V= Volumen S= Oberfliche A= Fliche L= Linie P= Punkt

Abbildung 2: Verlust der dritten Dimension bei der Anfertigung von Gewebsschnitten

Die Grundidee des Einsatzes der Planimetrie zum Zwecke von Flichenmessungen an zwei-
dimensionalen Gesteinsschliffen und das Umsetzen der gemessenen Flichenrelationen in
Volumenrelationen wurde von einem franzdsischen Geologen namens DELESSE bereits im Jahr
1847 beschrieben [11]. Die Geologie machte sich dieses Verfahren zu Nutze, um die Rentabilitét
des Abbaus von Gesteinen zu bewerten. Dabei wurde die Flachenrelation zwischen den in dem
zweidimensionalen Gesteinsschliff enthaltenen Mineralien und dem zu diesem Zweck
hergestellten Gesteinsschliff selbst gebildet.

Diese Prinzipien wurden in die Medizin iibertragen und integriert.

Gesetzt den Fall, dass es sich bei dem auszuwertenden histologischen Schnitt um einen
Querschnitt des Gewebes handelt, ist es nach der Methode von DELESSE zuléssig, Volumen und
Oberflachen zu errechnen, indem die Fldchen und Durchschnittslangen der Membran oder des
Profils einer Struktur, respektive Organelle, mit der Standardstirke eines Ultradiinnschnittes
multipliziert werden. Die Standardstirke, respektive die Standarddicke eines Ultradiinnschnittes
wird auf lmm festgelegt. Somit kénnen mm” in mm® und mm in mm? umgerechnet werden. Es ist
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keine weitergehende Korrektur der Daten notwendig. Die errechneten Werte werden als
Volumendichte angegeben.

I\

AA A VV Pp A Vy LL Vv
Planimetrie Punktzihlverfahren Linienintegrations-
methode

Abbildung 3: Morphometrische Methoden fiir die Evaluation von Volumenrelationen

Fir die Evaluierung von Volumenrelationen stehen mehrere Methoden (Abbildung 3) zur
Auswabhl.

Jede dieser Methoden hat ihre Vorteile, jedoch sind sowohl die einfache Planimetrie, als auch die
Linienintegrationsmethode schwieriger in der Umsetzung. Letztere, erstmalig von ROSIVAL im
Jahr 1898 verwendet, setzt voraus, dass die Lénge der durch die Struktur eingeschlossenen Linie
(Li) in Relation zu der bekannten Gesamtldnge der Linie des Rasters (Lt) gesetzt wird [64].

Im Falle der einfachen Planimetrie wird die Fliche des zu untersuchenden Objektes mit einem
Planimeter umrandet und die gemessene Fliche (Ai) im Vergleich zu der Gesamtfliche des
Gesteinsschliffes, beziehungsweise des histologischen Schnittes, gesetzt. Die beiden erlduterten
Methoden werden als zeitaufwendig und umsténdlich in der Umsetzung empfunden und sind
hiufiger mit Fehlern behaftet.

So war es wiederum ein Geologe namens GLAGOLEV, welcher 1933 das Punktzéhlverfahren
einfilhrte und somit die Planimetrie als Methode immens vereinfachte. Es ist weniger
zeitaufwendig und effektiver, Punkte zu zdhlen, als Fldachen und Linienldngen zu messen und
auszuwerten [24], [23]. Seither wird in den meisten Fillen das Punktz&hlverfahren als Methode
der Wahl favorisiert.

Die Methode ist simpel. So werden bei Nutzung eines doppelten quadratischen Rasters die
Kreuzungspunkte der Linien (Pi), welche auf die zu untersuchende Struktur fallen, in Relation zu
der Testpunktzahl des Rasters (Pr) gesetzt. Dabei werden bei Bildung von Flachenrelationen
Messvorgénge auf Zahlvorgange reduziert.
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Zur Durchfiihrung der direkten Planimetrie mit dem Punktzéhlverfahren wird ein quadratisches
Gitternetz auf das zu untersuchende Objekt, respektiv den histologischen Schnitt oder auf das
elektronenmikroskopische Bild gelegt. Dabei wird jeder Treffer (hit) und jeder nicht Treffer (non
hit) gezdhlt. Jeder Testpunkt verkorpert die Flidche eines kleinen Quadrates des Netzgitters
(Netzperiodez).

Das Schnittpunktzéhlverfahren wurde von dem Geologen SALTYKOV entwickelt und diente in
Kombination mit dem Punktzdhlverfahren der Bestimmung von Oberflichendichten,
beziehungsweise der Oberflichen-Volumenrelation [65]. Dabei werden die Schnittpunkte (cuts)
der Linienraster mit der Strukturbegrenzung, beziehungsweise Membranen (C;) gezdhlt und in
Relation mit der Testeinheit Gesamtlinienldnge (Lt) oder Objektfliche (Ar), anders gesagt
Zellflache, gesetzt.

Die konventionelle Morphometrie bedient sich sowohl einer Kombination aus Punkt- und
Schnittpunktzahlverfahren, als auch dem Auszédhlen von Strukturanschnitten.

Hiermit hat sich die konventionelle Morphometrie als die akkurateste, einfachste und schnellste
Methode bewihrt, um Messungen in optischen Schnitten durchzufiihren.

Sie ermdoglicht eine rasche und genaue Messung von Liangen und Flachen, einschlieBlich solchen
mit auBerordentlich uneinheitlichen Umrissen. Die Herzmuskelzelle zeichnet sich jedoch durch
eine einheitliche longitudinale Textur und Faserung aus, sodass die auszuwertenden diinnen
Gewebsschnitte weniger dick sind als die gesamte Lange der Herzmuskelfaser, deren Gesamtlange
sich die gemessenen Werte signifikant verdndern. Aufgrund dessen konnen die Messwerte aus
Gewebsquerschnitten umgehend in dreidimensionale Resultate umgerechnet werden. Um eine
geringe Fehlerquote zu erzielen, werden Serien von Ultradiinnschnitten angefertigt. Dies dient der
maximal mdglichen Minderung des Raumausmafles eines Gewebeschnittes. Die Ultradiinnschnitte
werden somit der Ebene eines Gitternetzes gleichgesetzt. Es ist wichtig festzustellen, dass sich
dabei zwei Freiheitsgrade ergeben. Ein Freiheitsgrad ist bestimmt durch die Richtung der
Schnittebene und der andere Freiheitsgrad ist mittels Bestindigkeit der Schnittrichtung die
Position der Strukturen. Der Gebrauch von Serienschnitten gewéhrleistet somit die Erfassung
samtlicher erdenklicher Lokalisationen einer Struktur. Gesetzt den Fall, dass die Materialprobe
grof3 genug ist und die zu untersuchende Struktur ein relativ willkiirliches Verteilungsmuster
innerhalb der Zelle aufweist, ist davon auszugehen, dass es sich um eine suffiziente Probe handelt.
Durch die Anwendung der Morphometrie, beziehungsweise Stereologie, welche auf den
Prinzipien der geometrischen Wahrscheinlichkeit beruht, ldsst sich die dritte Dimension zwecks
vergleichender Untersuchungen wiederherstellen. Hierfiir miissen weitere Voraussetzungen fiir die
Anwendung dieser Methode erfiillt sein. So ist es sinnvoll, dass die zu untersuchende Struktur
nicht nur homogen in der Zelle verteilt, sondern auch in ausreichender Anzahl vorhanden ist und
eine hinreichende Grof3e aufweist. Dies bedeutet, dass die Struktur eine GroBle von mindestens
einer Rastereinheit (Netzperiode) aufweisen sollte. Samtliche morphometrischen Messungen
haben weiterhin einer strengen Stichprobenauswahl (random sampling) vorauszugehen. Dies
bedeutet, dass die Gewebsprobe willkiirlich aus einem der zur Verfiigung stehenden Testareale

15



16

gewdhlt wurde. Weiterhin hat die gesamte zu untersuchende Struktur in dem Umfang der
Gewebsprobe zu liegen.

Bei der morphometrischen Untersuchung der Zellstrukturen werden Messvorginge auf
Zihlvorginge reduziert. Es werden die Punkte (Treffer) auf der Struktur (P;), die Schnittpunkte
(cuts) mit der Struktur (Ci) und die Anzahl der Strukturen pro Netzeinheit (Ni) gezéhlt.

34.1.1. Wahl des geeigneten Netzes

Die Entwicklung von Methoden zur Flichen- und Randldngenbestimmung haben die
Lichthistomorphometrie immens erleichtert. In das Okular eines Mikroskopes wird ein
kommerziell erhéltliches Gitterraster integriert (siche Abbildung 4). Damit koénnen
unterschiedliche Strukturen und Umfinge in jedem Feld gleichzeitig ausgewertet werden.

-C|= =5 c -
| |
— I — 1
1
.
< 2 4 Yz-ﬁ e
r-\__c ,.1.,.25C o 1 B ]

3 b
it | . I

Abbildung 4: Doppeltes quadratisches Raster nach Weibel a=c=Netzperiode.
Einfaches quadratisches Raster nach Weibel Sa=5c=Netzperiode

Fir die Wahl des geeigneten Netzes gilt die nachfolgende Grundregel. Die Netzperiode,
beziehungsweise der Abstand zwischen zwei benachbarten Punkten oder Linien, muss in etwa
dem Durchmesser (in Abbildung 4 als ,c* bezeichnet) der zu untersuchenden Struktur
entsprechen. Dies dient dem Zweck, dass die zu beurteilende Struktur im buchstéblichen Sinne
nicht ,,durch das Raster fdllt“ und fiir weitergehende Messungen auswertbar bleibt. Fiir die
Auswertung von Bildern in drei verschiedenen Vergrosserungsstufen wurde das doppelte
quadratische Raster gewéhlt (Abbildung 4).
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Fiir die Flichenmessung durch die Punktzdhlmethode wird ein Gitternetz mit einer gegebenen
Anzahl von willkiirlich verteilten oder geometrisch angeordneten Testpunkten benétigt. Die Ratio
der Punkte, welche in eine einzelne Strukturkomponente (Pi) fallen und die Gesamtpunktanzahl
im Testfeld (Pr) ergibt die Flichendichte (Aa) von dem jeweiligen Profil der Struktur, respektive
Organelle. Dieses entspricht nach DELESSE dem unverfilschten Schitzwert der Volumendichte
(Vv).

Pi/PT = AA:VV

Gitternetze mit geometrisch angeordneten Netzperioden sind kalibrierfahig, sodass Volumen und
Flichen in MaBeinheiten wie mm? und mm?® angegeben werden. In dieser Arbeit kam ein
Gitternetz mit quadratischen Netzperioden zum Einsatz. Somit représentiert jede Netzperiode den
Durchmesser im Quadrat (c?).

3.4.2. Morphometrisches Strukturmodell der Herzmuskelzelle

Die Herzmuskelzelle ist eine hochspezialisierte Zellart, deren Organellen und funktionsspezifische
Strukturen einer strengen Organisation, einer spezifischen Lokalisation und Orientierung
unterliegen. Herzmuskelzellen bilden das verzweigte Maschenwerk des Myokards. Die einzelnen
Zellen sind durch Glanzstreifen miteinander verbunden. Durch die Anordnung der intrazelluldren
Filamente erscheint die Herzmuskulatur im Lichtmikroskop quergestreift.

Wie bereits erwihnt, werden die Verdnderungen der Herzmuskelzelle in der tdglichen Routine
meist anhand von zweidimensionalen histologischen Gewebsschnitten evaluiert. Fiir
basisdiagnostische Zwecke ist dies sicherlich ausreichend. Somit wird oft die Tatsache
vernachléssigt, dass sich die Organellen bis iiber die Ebene des Gewebsschnittes und darunter
ausdehnen. Um mental ein korrektes Bild von der Herzmuskelzelle zu gewinnen, ist es notwendig,
verschiedene Strukturen, welche im zweidimensionalen Gewebsschnitt gezdhlt und gemessen
werden, prédzise in ein dreidimensionales Bild einzugliedern. In der Folge kdnnen spezifische
Erscheinungs- und Gliederungsmuster in einem zweidimensionalen Gewebsschnitt als Resultat
eines dreidimensionalen Vorganges besser ausgewertet und eingeordnet werden. Die
Stichhaltigkeit der stereologischen Auswertung beruht jedoch auf dem Wissen iiber die
dreidimensionale Anordnung dieser Strukturen und ihrer Evolution im dreidimensionalen Raum.

Daher ist es wichtig, im Vorfeld des Einsatzes eines morphometrischen Verfahrens eine genaue
Vorstellung {iber die zu untersuchenden Strukturen, deren Lokalisation, Form, GroBe, ihrer
Verteilung und Orientierung innerhalb der Herzmuskelzelle und tiber mdgliche Referenzsysteme
zu entwickeln. Dabei gilt es auch, sich iiber physiologische Abweichungen eines gegebenen
Parameters im Klaren zu sein. Dies bedeutet, dal bevor ein Wert als normwidrig und somit
statistisch bedeutend eingestuft wird, dieser zuverldssig mit den Normwerten fiir das
entsprechende Alter, die Lokalisation und das Geschlecht zu vergleichen ist.
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Abbildung 5: Stereologisches Modell der Herzmuskelzelle

Die Abbildung 5 veranschaulicht das stereologische Modell eines Kardiomyozyten, welches die
gegenwartige Vorstellung iiber rdumliche Verteilung, Form und Orientierung der einzelnen
Organellen und weiteren Strukturen wiedergibt. Die Myofibrillen sind die kontraktile Substanz der
Herzmuskelzelle. Sie durchziehen in parallel angeordneten, ortlich verzweigten balkenférmigen
Ziigen das Kardiomyozyt. Da die Myofibrillen gerichtete Strukturen darstellen, muss ein
spezifisches Verfahren zur Bestimmung ihrer Oberflichendichte Anwendung finden.

Die Energielieferanten der Zelle sind die Mitochondrien. Diese fiillen weitgehend den
intermyofibrilldren Raum aus und sind sowohl perinukledr, als auch dem Sarkolemm angrenzend
lokalisiert.
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Abbildung 7: Subsarkolemmal, intermyofibrillar und perinukleér lokalisierte Mitochondrien

Die iiberwiegende Anzahl der Mitochondrien sind intermyofibrillir gelegen. Diese sind
malgeblich fiir die Lieferung der Energie fiir die Herzmuskelkontraktion verantwortlich. Die
Mitochondrien werden in der Literatur als zylinderformiges Gebilde mit aufgetriebenem Mittelteil
und abgerundeten Enden beschrieben. Ihre Léingsachse verlduft parallel zu den Myofibrillen,
soda3 zumindest von den intermyofibrillir gelegenen Mitochondrien davon ausgegangen werden
kann, dass es sich um gerichtete Strukturen handelt.

MEYER und Mitarbeiter konnten jedoch feststellen, dass sich keine richtungsspezifischen
Unterschiede in der Oberflichendichte dieser Zellorganelle ergeben [51].

Tiefe Einstiilpungen des Sarkolemms, respektiv der Plasmamembran der Zelle, bilden das
transversale System des sarkoplasmatischen Retikulums (SR). Besagte sind t-Tubuli, welche
intrazelluldr vorwiegend in der Nédhe der Z-Streifen gelegen sind. Die t-Tubuli spielen bei der

elektromechanischen Kopplung eine wesentliche Rolle und konnen als anndhernd
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zylinderformiges Gebilde angesehen werden.

Das sarkoplasmatische Retikulum (SR) bildet zusammen mit den t-Tubuli die sogenannten Diaden
und Triaden. Dies sind intrazelluldre Strukturen, welche als runde, vakuolenformige oder
ausgezogene zylinderformige Anschnitte in dem Sarkoplasma erscheinen.

Das Sarkoplasma enthélt neben den t-Tubuli eine Reihe von kugelférmigen Gebilden, unter
anderem Lysosomen (Lys) und Fettropfen (Fett oder lip). Die schematische Darstellung eines
Kardiomyozyten (Abbildung 8) gibt diese Zusammenhinge wieder.

In der graphischen Darstellung (Abbildung 8) kann jede libergeordnete Struktur als Bezugssystem
fiir die darunterliegenden Strukturen dienen. So ist es moglich, die Volumen- oder die
Oberflachendichte der Cristae pro Mitochondrieneinheitsvolumen, pro Einheitsvolumen
intermyofibrillirer Raum (IMR), pro Einheitsvolumen Sarkoplasma oder Herzmuskelzelle, zu
berechnen und darzustellen.

Bei der Auswertung der Messwerte von gerichteten Strukturen ergeben sich in der strukturellen

Zusammensetzung unterschiedliche Quantitidten an Lings- und Querschnitten. Die Auswertung
der Daten betreffend, sind weitere Fehlerquellen, wie vermutungsbasierte Vorstellungen iiber die
Form und Grdéfe oder die Orientierung einer bestimmten Struktur zu vermeiden. Andere
Organellen, wie die t-Tubuli, welche aufgrund ihrer GréBe in Querschnitten schwer oder gar nicht
zu treffen sind, werden quantitativ unterschétzt.

Morphometrisches ultrastrukturelles Modell der
Herzmuskelzelle

n Kardiomyozyt
‘-
Zellkern Zytoplasma

Nukleolus l IMR |
'
e
i - . =
Sarkoplasma Mitochondrie Lysosome t-Tubuli SR Golgi
tropfen .
|i Cristae ii Matrix | [ Mpyofilament

Sarkomere

Abbildung 8: Morphometrisches Modell der Kardiomyozyten
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3.4.3. Ermittlung der Messwerte

Die morphometrische Auswertung erfolgte nach dem konventionellen Punkt-, beziehungsweise
Schnittpunktzéhlverfahren.

34.3.1. Treffer (hits) der Netzpunkte auf die Strukturen (P;)

Um die Treffer zu ermitteln, wird auf eine Struktur mit einer unbekannten Flache, welche meist
eine unregelméfBige Form aufweist, ein uniformes Netzgitter mit regelmafigen, in diesem Falle
quadratischen Netzperioden mit einer definierten Fliche gelegt. Die unbekannte Fliche ist somit
der definierten Flache, die sie im Netzgitter einnimmt, gleichgesetzt. Da die Netzgitterflache vorab
definiert wurde, ist die unbekannte Flache der Struktur bereits durch Umrechnung festgelegt. Bei
gleichartigen Abstinden zwischen den Netzgitterlinien entspricht jeder Kreuzungspunkt einem
bestimmten  Prozentsatz der  Netzgitterfliche, welches als der Kehrwert der
Gesamtkreuzungspunkte des Netzes definiert ist. Dabei werden Punkte, welche eindeutig in die
Struktur fallen, als ganze, und jene, welche die Strukturbegrenzung treffen, als halbe Punkte
erfasst. Gleichzeitig wird der benachbarten Struktur auch ein halber Punkt zugerechnet. Sind die
benachbarten Strukturen als gleichartig anzusehen, wie zum Beispiel zwei benachbarte
Mitochondrien, so wird dieser Struktur ein ganzer Punkt zugerechnet.

3.4.3.2. Schnittpunkte cuts (C;)

Fiir die Bestimmung der Schnittpunkte der Strukturen werden die Linien des Rasters benutzt.
Sobald eine Struktur eine Linie kreuzt oder beriihrt, wird ein Schnittpunkt fiir die entsprechende
Struktur registriert. Bei konvexen Strukturen werden in der Regel pro Linie und Struktur
(Organelle) 2 Schnittpunkte gezéhlt. Diese Regel ist giiltig, sofern die Linien die Struktur direkt
durchkreuzen. Im Falle, dass die Linie die Struktur tangential beriihrt oder innerhalb der Struktur
endet, wird ein Punkt registriert.

3.4.3.3. Anzahl der Strukturen (N;) in Einheitsfliiche Referenzsystem

Die Anzahl der Strukturanschnitte wird in einer durch das Netz definierten Flache (unbegrenztes
Objekt) gezahlt. Strukturen, welche vollstindig im Netz (Netzfliche) liegen, werden als ganze
Strukturen gezdhlt. Jene, welche aus der Randbegrenzung hinausragen, werden als halbe
Strukturen registriert. Vorausgesetzt, die zu untersuchenden Strukturen ragen gleichzeitig iiber
zwei Randbegrenzungen hinaus, so werden sie als ¥4 Strukturen gezdhlt. Um den Messvorgang zu
vereinfachen, ist es moglich, die aus dem oberen und linken Rand der Netzbegrenzung
herausragenden Strukturen als ganze Struktur zu registrieren und dagegen solche, welche die
rechte und/oder untere Randbegrenzung passieren, nicht zu beriicksichtigen.
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3.4.34. Messwertparameter im lichtoptischen Bereich

Folgende Messwerte wurden erhoben, beziehungsweise folgende Strukturbezeichnungen wurden
benutzt.

Pxmz Punkte, Treffer auf den Herzmuskelzellen

Pinter  Punkte, Treffer auf dem Interstitium

3.4.3.5. Messwertparameter im ultrastrukturellen Bereich

Bei der ultrastrukturellen Morphometrie wurden Mikrogramme bei 10.000- und 20.000- facher
Vergroferung ausgewertet.

Bei der 10000- fachen VergroBerung wurden folgende Messwerte erhoben:

P Punkte, Treffer auf den Mitochondrien

Prnyo Punkte, Treffer auf den Myofibrillen

P Punkte, Treffer auf dem Sarkoplasma

P, Punkte, Treffer auf dem sarkoplasmatischen Retikulum
Pitus Punkte, Treffer auf den t-Tubuli

Piip Punkte, Treffer auf den Fettropfen

Pac Punkte, Treffer auf den Vakuolen

Cn Schnittpunkte mit der MitochondrienauBenmembran
Cq Schnittpunkte mit dem sarkoplasmatischen Retikulum
Ci1ub Schnittpunkte mit den t-Tubuli

N Anzahl der Mitochondrien

Niip Anzahl der Fettropfen

Nyac Treffer auf den Vakuolen
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Bei der 20.000- fachen Vergroferung wurden folgende Messwertparameter erhoben:

P Treffer auf den Cristae mitochondrialis und der Mitochondrieninnenmembran
Pratr Treffer auf der Mitochondrienmatrix

Peg Treffer auf den geschéddigten Arealen der Mitochondrien

Co Schnittpunkte mit der Cristaemembran

Testeinheiten:

Pr Testpunkte = 180 Netzpunkte

At Testflache = Pr x a2 = 90cm?

Lt Testlinienlédnge Pt x a = 90cm

Konstante a = Netzperiode = Abstand zwischen 2 benachbarten Punkten = 0.5¢cm

Einheitsgrossen
Einheitsldnge = Ium
Einheitsflache =1pum?

Einheitsvolumen =1pm?

3.44. Bestimmung der Primirparameter
3.4.4.1. Volumendichte (Vv; em3/cm?)
VVi = Pi / PT

Dabei werden mit i1 die einzelnen Zellorganellen oder Myokardstrukturen bezeichnet.
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Die Volumendichte der folgenden Strukturen und Zellorganellen wurden berechnet:

VVimz Volumendichte der Kardiomyozyten

VVinter Volumendichte des Interstitiums

Vv Volumendichte der Mitochondrien

VVieg Volumendichte der degenerierten Mitochondrien
VViyo Volumendichte der Myofibrillen

VVar Volumendichte des Sarkoplasmas

Vv Volumendichte des sarkoplasmatischen Retikulums
VViTub Volumendichte der t-Tubuli

Vviip Volumendichte der Fettropfen

VVyac Volumendichte der Vakuolen

3.44.2. Oberflichendichten ( Svi pm™)

SVi = 2Ci/ (PT X a)

Es wurden folgende Oberflachendichten ermittelt:

Svin Oberflachendichte der Mitochondrien
Sva Oberflachendichte der Cristae mitochondrialis
3.44.3. Zellobjekte pro Einheitsfliche Bezugsstruktur (Na; um'z)

NAi = Ni/ (PT X a2)
Es wurde die Flichendichte von folgender Struktur errechnet:
NAm = Pm/(PT X az)

Nam Anzahl der Mitochondrien pro Einheit Fliche

3.4.5. Bestimmung der Sekundirparameter

Unter Verwendung der errechneten Primdrparameter ist es moglich, die
Sekundirparameter zu ermitteln.
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3.4.5.1. Spezifische Mitochondrienoberflichendichte (SVupo/VVpum™)
SVino/ Vi = 2Cio/ (Pm X @)
3.4.5.2. Spezifische Oberflichendichte der Cristae (Sve/Vver um'l)

Sve/ VVer = 2Ciner/Per X Q)

3.4.5.3. Oberfliachendichte der Cristae pro Mitochondrienvolumen (Sv¢,/Vvp)

Sver/ Vv = 2Ce/ (P X @)

3.4.54. Mitochondrien- Myofibrillenrelation (Pm/Pmyo)

Pm/Pmyo = Pm/Pmyo

3.4.5.5. Mittlere Anschnittfliche der Mitochondrien (Am pm?)

Am=Pnxa?
N

3.4.5.6. Numerische Dichte der Mitochondrien (Nvm cm'3)

Die numerische Dichte ist ein stereologischer Parameter, der die Anzahl der Strukturen im
Einheitsvolumen Referenzsystem wiedergibt. Dies setzt eine bekannte geometrische Form der
Objekte voraus, die nach Moglichkeit innerhalb der Population konstant bleiben soll und nur einen
geringen prozentualen Anteil von Variationen zuldBt. Die Bestimmung der numerischen Dichte
erfolgt aus der Anzahl der Strukturen (in diesem Falle Mitochondrien) pro Einheitsfldche
Referenzsystem (Nap) und ihrer Volumendichte (Vvm).

32
Nvm= Nam " " K
12
Vim ™ B

k = GroBenverteilungsfaktor, welcher aufgrund von der GroBenvariabiltit der Partikel in
biologischen Objekten beriicksichtigt werden muB.

B = Formfaktor
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3.4.5.7 Mittleres Einzelvolumen der Mitochondrien (Vm um3)

Das mittlere Einheitsvolumen der Mitochonrien wird aus ihrer Volumenf3 und numerischen Dichte
berechnet.

Vm=Yvm
Nvm
3.4.6. Statistische Analyse der morphometrischen Ergebnisse
3.4.6.1 Berechnung der Mittelwerte

Die Mittelwerte der morphometrischen Parameter wurden nach folgender Formel errechnet:
x = Z Xi/ n

x = Mittelwert
X; = Messwerte
n = Anzahl der Messwerte

3.4.6.2. Berechnung der Standardabweichung und der Standardfehler

Die Standardabweichung wurde nach folgender Formel berechnet:
Sd =+[1/(n-1) X (xi * /)%
Die Standardfehler wurden nach folgender Formel berechnet:

SE = Sd/n’»

3.4.6.3. Vergleich der Mittelwerte

Liegen zwei Stichproben medizinischer Daten vor, von denen man annimmt, dass sich die
Gesamtheit aller Daten der zwei Gruppen unterscheiden, so kann das mit statistischen Tests, den
Signifikanztests, iiberpriift werden. Die Aussage des Tests ist nicht zu 100% gesichert, sondern
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 1% bis 5% behaftet. Um einen Test durchfiihren zu
konnen, miissen die einzelnen Stichproben einen gewissen Umfang an Daten haben, welcher vom
Testverfahren abhdngt.

Oft kann man auf Grund des Verfahrens, mit welchem die Daten einer Stichprobe gewonnen
wurden, annehmen, dass die Daten der Stichprobe und auch die Daten der Gesamtmenge, aus
welcher die Stichprobe entnommen wurde, sich in einer bestimmten Art und Weise nach der
"Grofle" der Werte verteilen. Die Richtigkeit dieser Annahme kann mit Verteilungstests gepriift
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werden. Aber nicht immer kann eine bestimmte Verteilungsart der Stichprobe unterstellt oder
nachgewiesen werden.

Fiir einige Verteilungsarten sind sehr einfache und wirksame Signifikanztests entwickelt worden.
Da diese von der Art der Verteilung abhingen, werden sie als parameterabhingige Tests
bezeichnet.

t-Test nach Student:

Voraussetzung ist, dass beide Stichproben normal verteilt sind. Die Normalverteilung der
Stichproben kdnnte mit einem Verteilungstest, zum Beispiel dem Chi-Quadrat-Anpassungstest,
tiberpriift werden. Um zu {berpriifen, ob beide Stichproben der gleichen Grundgesamtheit
entnommen wurden oder anders gesagt, ob sich die Daten der Stichproben nicht wesentlich
voneinander unterscheiden, wird eine Irrtumswahrscheinlichkeit festgelegt (1% oder 5%, seltener
0,1%) und eine Testgrofe (t) berechnet. In die Berechnung dieser Testgrofle flieBen die
Mittelwerte, die Standardabweichungen und die Stichprobenumfinge beider Stichproben ein.
Dieser Testwert wird mit einem Wert aus einer t-Testtabelle verglichen, welcher von den
Stichprobenumfiangen und der Irrtumswahrscheinlichkeit abhédngt. Ist der Betrag des Testwertes
groBler als der Tabellenwert, so sind die Stichproben signifikant verschieden.

NiN,(Ny+ N,-2) X1 =X
t= .
N+ N, s s
t = t-Test-Wert nach Student
N1 = Stichprobenanzahl der Versuchsgruppe 1
N2 = Stichprobenanzahl der Versuchsgruppe 2
x; = Mittelwert der Vergleichsgruppe 1
%, = Mittelwert der Versuchsgruppe 2
s; = Standardabweichung der Vergleichsgruppe 1
s, = Standardabweichung der Vergleichsgruppe 2
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Wilcoxon-Test

Der Test ist parameterfrei, insbesondere miissen die Stichproben nicht normalverteilt sein. Daher
kann dieser Test auch auf medizinisch relevante Parameter angewendet werden, welche aus
anderen gemessenen Parametern errechnet wurden. Dieser Test ist nicht so "scharf" wie der t-Test,
aber in der Regel immer anwendbar.

U_—.

m-n
—_—— (m+n+1
\/ THE :

z:  ermittelter Testwert

u:  Anzahl der Invertierungen
m,n: Stichprobenumfang

Zum Testen werden Werte beider Stichproben gemeinsam nach der Grofe sortiert geordnet. Dann
wird die Anzahl der Werte der einen Stichprobe gezéhlt, welche vor jedem einzelnen Wert der
anderen Stichprobe liegt. Uber diese Anzahl wird erneut gezihlt. Diese Gesamtsumme ist der
Testwert. (siche Beispiel Seite 110 der Schrift "Repetitorium der Wahrscheinlichkeitsrechnung
und Statistik von Miihlbach, Verlag Binomi 2002 [53]).

Der Testwert wird wieder mit einem Tabellenwert verglichen und fiihrt zur Signifikanzaussage,
wenn dieser Testwert groBBer als der Tabellenwert ist.

3.4.7. Einsatz von Computerprogrammen

Vor dem breiten Einsatz von Computern in der medizinischen Forschung zur Unterstiitzung der
morphometrischen Parameterberechnung und ihrer statistischen Analyse wurde die Auswertung
der ermittelten Stichprobenwerte mit Hilfe von GroBrechnern durchgefiihrt [46]. Hierbei ging
jeder neuen Aufgabenstellung, beziehungsweise Auswertung der gemessenen oder gezéhlten
Primarparameterdaten, eine Neuprogrammierung des Computers voraus. In einigen
Forschungseinrichtungen wurden Programmgeneratoren eingesetzt, welche anhand der erfassten
Strukturen und Primérparameter (Punkte, Schnittpunkte und Objektanzahl) in wenigen Minuten
neue Programme generierten, welche die Sekundirparameter berechneten und die Verfahren der
mathematischen Statistik auf diese Sekundidrparameter anwendeten [77]. Die Struktur eines
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solchen Generators veranschaulicht die Abbildung 9.

Experimentelle
Messdaten

Anwender- Generator Nutzer-
bedarf programm

Algorithmus-

tabelle
Ergebnisse

Abbildung 9: Computerprogramm zur Berechnung der morphometrischen Parameter und zur statistischen
Analyse

Heutzutage ist eine breite Auswahl von Computerprogrammen erhéltlich, welche diese
Funktionalitdt bereits enthalten. Die Messwerte und die errechneten Primér- und
Sekundérparameter konnen sicher in einem Datenspeicher aufbewahrt und fiir eine spitere
Verarbeitung verwaltet werden [78].
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4. Ergebnisse

4.1. Gesunde und kardiomyopathische Hamster wihrend der gesamten
postnatalen Entwicklung

4.1.1. Qualitative lichtoptische Befunde

Bis zum ersten Monat der postnatalen Entwicklung waren auf lichtoptischer Ebene keine
morphologischen Unterschiede zwischen den gesunden und den kardiomyopathischen Tieren
feststellbar.

In spiteren Stadien der postnatalen Entwicklung sind bei den kardiomyopathischen Hamstern
degenerative Verdnderungen der Endothelzellen in Form von Zellodem und Blebbildung
nachgewiesen worden (Abbildung 11), wohingegen in der Kontrollgruppe keine
Strukturabweichungen zu beobachten waren (Abbildung 10).

Abbildung 10: Endothelzelle gesunder Hamster
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Abbildung 11: Endothelzelle kardiomyopathischer Hamster
4.1.2. Qualitative ultrastrukturelle Befunde

Unter Anwendung der Elektronenmikroskopie konnten unterschiedliche Stufen der Entwicklung
der Kardiomyozyten beobachtet werden.

So traten neugebildete, zum Teil mit Z-Streifen ausgestattete Myofibrillen innerhalb des
Sarkoplasmas in Erscheinung. Desweiteren waren tubuldre Strukturen des sarkoplasmatischen
Retikulums und Mitochondrien mit parallel angeordneten Cristae zu beobachten, welche entlang
von Myofibrillen gelagert waren. Weiterhin waren einige Ribosomen und Glykogengranula
erkennbar.

Die Differenzierung der Kardiomyozyten war am 45. Tag der postnatalen Entwicklung
abgeschlossen. Die Herzmuskelzellen wiesen regulir gestaltete Sarkomeren, reguldr positionierte
und strukturierte Mitochondrien, sowie normal entwickelte t-Tubuli und sarkoplasmatisches
Retikulum auf (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Kardiomyozyten gesunder Hamster, 70.Tag, x40000fach, intakte Mitochondrien,
t-Tubuli, sarkoplasmatisches Retikulum

Die Verdnderungen bei den kardiomyopathischen Tieren waren zu diesem Zeitpunkt wenig
ausgepragt.

Bei den kardiomyopathischen Hamstern wurden ein Zellddem und destruktive Verdanderungen der
Mitochondrien und der Myofibrillen beobachtet (Abbildung 13). Die destruktiven Verdnderungen
der Mitochondrien beinhalteten eine beginnende milde Schwellung mit gelegentlichem Nachweis
von frakturierten Cristae. Die Verdnderungen im sarkoplasmatischen Retikulum bestanden
vorwiegend aus dem Nachweis von einer beginnenden Schwellung, welche mit oder ohne
Dilatation assoziiert war.

Abbildung 13: Kardiomyozyten DCM Hamster, 42.Tag, x40000fach, erweitertes sarkoplasmatisches
Retikulum, frakturierte Cristae mitochondrialis
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Mit zunehmendem Alter nahmen bei den kardiomyopathischen Tieren die Lyse und die
Destruktion und Dislokation der Myofibrillen zu. Daneben waren geschéddigte Z-Streifen mit
subsarkolemmal akkumuliertem Z-Band- Material und degenerierten Mitochondrien zu
beobachten. Insbesondere nach dem ersten Monat der postnatalen Entwicklung zeigten Form,
Ausstattung und Lokalisation der Mitochondrien der kardiomyopathischen Tiere deutliche
Abweichungen von der Norm. Neben normal strukturierten Mitochondrien fand man solche mit
Kalkablagerungen, sowie kleine und Riesenmitochondrien. Desweiteren waren mit zunehmendem
Alter eine Schwellung der Mitochondrien, die konzentrische Anordnung der Cristae und die
Ausbildung von Myelinfiguren demonstrierbar. Das sarkoplasmatische Retikulum und die t-
Tubuli waren nach dem ersten Monat der postnatalen Entwicklung bei den kardiomyopathischen
Tieren oft stark dilatiert. Auf der Ebene der Kardiomyozytenkerne konnte bei manchen Zellkernen
eine Verklumpung des Chromatins nachgewiesen werden.

4.1.3. Quantitative lichtoptische Ergebnisse

Die Ergebnisse der im lichtoptischen VergroBerungsbereich durchgefiihrten morphometrischen
Untersuchungen der Kontroll- und der kardiomyopathischen Versuchstiere (DCM) wéihrend
ausgewdhlter Zeitpunkte der postnatalen Entwicklung, sind in der Tabelle 2 und in den
Abbildungen 14 und 15 dargestellt.

Der Durchmesser der Kardiomyozyten vergroBerte sich wéihrend der postnatalen Entwicklung
gleichsam bei den gesunden und bei den kardiomyopathischen Tieren, wobei der Anstieg bei
letzteren mit zunehmendem Alter stirker ausgepriagt war als in der Gruppe der Kontrolltiere.

Die Volumendichte der Kardiomyozyten wies sowohl zwischen den einzelnen untersuchten
Zeitpunkten der postnatalen Entwicklung (2., 6. und 27. Woche), als auch zwischen den gesunden
und den kardiomyopathischen Tieren zu den oben angefiihrten Zeitpunkten keine signifikanten
Unterschiede auf.

Der Kardiomyozytendurchmesser zeigte bei den 6 und bei den 27 Wochen alten Hamstern
signifikant hohere Werte im Vergleich zu den zwei Wochen alten Tieren auf. Dies bezog sich
sowohl auf die Kontrolltiere, als auch auf die kardiomyopathischen Tiere (Tabelle 2, Abbildung
14).
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Tabelle 2: Ergebnisse der lichtoptischen morphometrischen Untersuchungen der Kardiomyozyten (KMZ) und des Interstitiums der gesunden und
kardiomyopathischen Hamster zu ausgewihlten Zeitpunkten der postnatalen Entwicklung (Mittelwert + SD)

Parameter Bezeichnung | Dimension Vergleichs- Alter statistischer Vergleich
gruppen
2 Wochen 6 Wochen 27 Wochen 2und 6 6 und 27
Wochen Wochen

Durchmesser Dxwmz pm DCM 7.9£0.07 11.3+0.17 16.5+£0.15 p<0.01 p<0.01
der KMZ Kontrollen 8.4+0.09 10.2+0.14 12,2+0.14 p<0.05 p<0.05
Volumendichte Vvkmz pm?3/pm? DCM 0.85+0.002 0.78+0.006 0.73+0.007
der KMZ Kontrollen 0.84+0.005 0.82+0.009 0.85+0.007
KMZ/Interstitium- PKMZ/ PlNTER DCM 5.67 3.55 3.70
Relation Kontrollen 5.25 4.55 5.25
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Dieser Parameter lag bei den 27 Wochen alten Tieren erheblich hoher als bei den 6 Wochen
alten Tieren. Allein die Zunahme des Kardiomyozytendurchmessers war bei der
Versuchsgruppe DCM deutlich starker ausgeprigt als bei den gesunden Tieren (Tabelle 2,
Abbildung 14).

Kardiomyozytendurchmesser (Dkmz)

16 -

12 -+

pm 10 -

KMZ-DCM

KMZ-Kontrollgruppe

2Wo 6 Wo 27 Wo

Alter

B KMZ-Kontrollgruppe  ® KMZ-DCM

Abbildung 14: Kardiomyozytendurchmesser zu ausgewéhlten Zeitpunkten der postnatalen
Entwicklung
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Kardiomyozyten/Interstitium
Relation

H KMZ-
Kontrollgruppe

H KMZ-DCM

2Wo 6Wo 27Wo
Alter

Abbildung 15: Kardiomyozyten/Interstitiumrelation

Die Kardiomyozyten/Interstitiumrelation nahm bei den kardiomyopathischen Tieren im
Gegensatz zu denen der Kontrollgruppe ab.

Der Kardiomyozytendurchmesser lag bei den 27 Wochen alten Tieren signifikant hoher als
bei den 6 Wochen alten Tieren. Lediglich die Zunahme des Kardiomyozytendurchmessers
war in der Versuchsgruppe DCM deutlich stirker ausgeprigt als bei den gesunden Tieren
(Tabelle 2, Abbildung 14).

Da die Volumendichte der Kardiomyozyten unverdndert blieb, der Durchmesser derselben
jedoch zunahm, ldsst sich schlussfolgern, dass die Volumendichte des Interstitiums stirker
anstieg als der Volumenanteil der Herzmuskelzellen. Demzufolge verldngerte sich der
Perfusionsweg des Sauerstoffs.
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4.14. Quantitative ultrastrukturelle Ergebnisse

Die Volumendichte des Sarkoplasmas (Vvg,) zeigte eine leichte Abnahme von primédr 0.11
bei den jungen gesunden und kardiomyopathischen zwei Wochen alten Tieren, auf 0.09 in
der Gruppe der 390 Tage alten kardiomyopathischen Tiere und auf 0.08 in der
Kontrollgruppe der Tiere desselben Alters.

Bei den 100 Tage alten erwachsenen kardiomyopathischen Hamstern stellte sich die
Volumendichte des Sarkoplasmas im Vergleich zu den gesunden Tieren als nahezu doppelt
so grof} dar (siche Tabelle 4).

Eine konstante Zunahme der Volumendichte der Myofibrillen (Vvpy,) konnte in den beiden
Vergleichsgruppen bis zur dritten Woche der postnatalen Entwicklung illustriert werden.
Danach zeigte sich die Volumendichte der Myofibrillen bis zum 540. Tag bei den
kardiomyopathischen Tieren, verglichen mit den Kontrolltieren, stetig niedriger. Diese
Differenz war zwischen dem postnatalen 100. und 200. Tag am deutlichsten ausgeprigt und
verschmdlerte sich bei den 540 Tage alten Tieren.

Die Volumendichte der Mitochondrien (Vv,,) stieg in den beiden Gruppen initial an, fiel
hernach auf ein vergleichbares Niveau in den beiden Gruppen ab und erreichte nach dem 70.
Tag hohere Werte in der Gruppe der kardiomyopathischen Tiere.

Die numerische Dichte der Mitochondrien (Nv,,) verringerte sich zwischen der 2. Woche
und dem 390. Tag der postnatalen Entwicklung von 0.85 auf 0.6 bei den
kardiomyopathischen Tieren und von 0.74 auf 0.40 in der Kontrollgruppe.

Das mittlere Volumen der Mitochondrien nahm langsam, aber signifikant von 0.55 auf 0.62
bei den kardiomyopathischen Tieren und von 0.74 auf 0.87 bei den Tieren der
Kontrollgruppe zu.

Wenn man die jungen Tiere aus der Analyse ausschlieft, so unterscheiden sich die
korrespondierenden Werte dieses Parameters signifikant voneinander.

Die Volumendichte des sarkoplasmatischen Retikulums (Vvg,) und der t-Tubuli (Vvire)
betreffend, war ein Anstieg bis zum vierten Monat in beiden Gruppen zu verzeichnen. Eine
Verkleinerung derselben konnte mit steigendem Alter festgestellt werden. Besonders bei den
Tieren mittleren Alters war das Niveau dieses Parameters in der kardiomyopathischen
Gruppe signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. Die Volumendichte des
sarkoplasmatischen Retikulums und der t-Tubuli glichen sich jedoch bei dlteren
kardiomyopathischen Tieren der Kontrollgruppe an.

Als die beiden mitochondrialen Parameter, welche die Verdnderungen bei der dilatativen
Kardiomyopathie am besten widerspiegeln, sind die Volumendichte der Cristae (Vv,;) und
die degenerierten (strukturlosen oder vakuolisierten) Areale der Mitochondrien (Vvige) zu
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nennen. Beide Werte beziehen sich auf das Mitochondrieneinheitsvolumen. Nach dem ersten
Monat konnten héhere Werte der Volumenfraktion der Cristae in der Kontrollgruppe (~0.30)
im Gegensatz zu der kardiomyopathischen Gruppe (~0.1) nachgewiesen werden. Die
degenerierten Mitochondrienareale wurden vermehrt in der kardiomyopathischen Gruppe
(~0.1) dargestellt, als diese in der Kontrollgruppe gezéhlt wurden. In beiden Gruppen verhielt
sich die Volumendichte der mitochondrialen Matrix umgekehrt proportional zu denen der
Cristae. Die Oberflachendichte der Cristae entsprach dem der Volumenfraktion und war
bedeutend hoher in der Kontrollgruppe (~4.9) als bei den kardiomyopathischen Tieren (~2.8).
Eine Ausnahme bildete die Gruppe der sehr alten Tiere. Die Volumenfraktion der dulleren
mitochondrialen Membran sank kontinuierlich mit steigendem Alter der Tiere von 0.23 auf
0.17 ab, wéhrend sich diese in der Kontrollgruppe relativ gleichbleibend verhielt (von 0.17
bis 0.18). Nach der dritten Woche erreichte die Mitochondrien- Myofibrillenrelation
(Pm/Pmyo) ein bedeutend hoheres Niveau in der kardiomyopathischen Gruppe (~1.1 im
Vergleich zu ~0.8 in der Kontrollgruppe). Mit steigendem Alter der Tiere sank die
Mitochondrien/Myofibrillenrelation (Py/Pmyo) auf Werte von ~0.8 beziehungsweise ~0.6. Die
spezifische Cristaeoberflichendichte (Sv/Vvy,) nahm bei den kardiomyopathischen Tieren
bis zum 14.Tag auf 8.5 zu, gefolgt von einem Riickgang in der Ser Skala. In der
Kontrollgruppe dauerte der Anstieg bis zum 45. Tag auf einen groBeren Wert (9.1) an als in
der kardiomyopathischen Gruppe und reduzierte sich hierauthin auf ~7.0.

4.2. Kardiomyopathische Hamster zu ausgewihlten Zeitpunkten der postnatalen
Entwicklung

Die  quantitativen  ultrastrukturellen = Ergebnisse = an  den  Herzmuskelzellen
kardiomyopathischer Hamster in der 2., 6., und 27. Woche der postnatalen Entwicklung sind
in der Tabelle 3 zusammengestellt.

Hierbei fillt auf, dass die Volumendichte der Mitochondrien erst in der 27. Woche der
postnatalen Entwicklung signifikant abfiel.

Ungeachtet dessen, dass das mittlere Mitochondrienvolumen in der 6. Woche signifikant
erhoht war, ist in der 27. Woche kein weiterer bedeutsamer Anstieg zu verzeichnen.

Weiterhin war festzustellen, dass die Zentrum- zu Zentrumdistanz der Mitochondrien nur in
der 6. Woche der postnatalen Entwicklung zunahm.

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass sich die Mitochondrienpopulation der
kardiomyopathischen Tiere in der 6. und in der 27. Woche aus einer geringeren Anzahl
groBerer, weiter auseinander liegenden Mitochondrien zusammensetzte als im Vergleich zu
der 2. Woche der postnatalen Entwicklung. Dies ist durch das stirkere Wachstum
(Hypertrophie) der Herzmuskelzellen selbst zu erkldren. Diese Behauptung wurde durch den
Durchmesser der Kardiomyozyten belegt (Abbildung 14, Tabelle 2).
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Die Anzahl der Schnittpunkte der Cristae pro Mitochondrion zeigte in der 6. und 27. Woche
der postnatalen Entwicklung im Vergleich zu der 2. postnatalen Woche eine signifikante
Abnahme, wobei sich die Anzahl der Schnittpunkte der Cristae in der 6. und 27. Woche
nahezu gleichbleibend zeigten.

Die Volumendichte der Cristac zeigte eine ausgepridgte Abnahme zur 6. Woche der
postnatalen Entwicklung und blieb bis zur 27. Woche nahezu konstant. Dies bedeutet, dass
die VergroBerung des Einzelvolumens des Mitochondrion nicht synchron mit seiner
Cristacausstattung einherging. Es manifestierte sich zwangsldufig in einer Diskrepanz
zwischen den energieproduzierenden (Cristae) und den energieverbrauchenden Strukturen
(Myofibrillen). Diese Feststellung wird durch die Abnahme der Mitochondrien-
Myofibrillenrelation unterstiitzt und hatte als Konsequenz, dass eine stetig zunehmende
energieverbrauchende Myofibrillenmasse einer stetig abnehmenden Energie- produzierenden
Membranausstattung der Cristaec mitochondrialis gegeniiberstand.

Als weiterer Parameter veranschaulicht die Volumendichte der Mitochondrienmatrix den
Zustand der Mitochondrien kardiomyopathischer Tiere. Dabei konnte sowohl in der 6., als
auch in der 27. Woche eine signifikante Erhohung der Werte dieses Parameters festgestellt
werden.

Dahingegen hatten sich die geschddigten Bereiche der Mitochondrien in der 6. Woche nahezu
halbiert und in der 27. Woche wiederum mehr als verdoppelt. Wie erwartet, nahm die Anzahl
der geschiadigten Mitochondrien pro Einheitsfliche Herzmuskelzelle mit steigendem Alter
stetig zu.

Wenn diese verdnderte Mitochondrien-Myofibrillen-Konstellation ~ bei den
kardiomyopathischen Tieren im Zusammenhang mit dem verldngerten Perfusionsweg durch
die Zunahme des Volumenanteils des Interstitiums (Kardiomyozyten/Interstitiumrelation,
siche Abbildung 15) in Zusammenhang gebracht wird, so flihrt dies zwangsldufig mit der Zeit
zu einem Sauerstoff-, Substrat- und Energiedefizit, was wiederum zur Schéddigung der
Myofibrillen fithren kann.

Wie vorab dargelegt, dullerte sich diese Alteration in Lyse, Destruktion und Dislokation der
Myofibrillen, sowie in einer Schidigung der Z-Streifen.
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Tabelle 3: Ergebnisse der ultrastrukturellen morphometrischen Untersuchungen kardiomyopathischer
Tiere in der 2., 6. und 27. Woche der postnatalen Entwicklung (Bezugsgrof3e
Mitochondrienvolumen)

Parameter | Bezeichnung | Dimension Alter statistische Analyse
2 Wochen | 6 Wochen | 27 Wochen 2-6 6-27

Mitochondrien Wochen | Wochen

Flichen- | Nam pm” 1.0289+ | 0.8044+ 0.8083+ p<0.01 n.s.

dichte 0.0433 0.0238 0.249

Volumen- | Vv, pm3/pm? 0.4080+ 0.4094+ 0.3749+ n.s p<0.5

dichte 0.0149 0.0115 0.0106

Volumen Vi pm? 0.1943+ 0.2881+ 0.3047+ p<0.01 n.s
0.0107 0.0140 0.0141

Abstand DCC pum 1.1086+ 1.2174+ 1.2352+ p<0.01 n.s
0.0273 0.0167 0.0231

Cristae

Cristae/ Ciw/Niy -—-- 3.6329+ 2.4918+ 29107+ p<0.01 n.s.

Mito 0,2421 0.1803 0,2107

Volumen Ve um3/pum?3 0.2308+ 0.1073% 0.1266+ p<0.01 n.s.

dichte 0.0119 0.0067 0.0080

Weitere Parameter

Matrix VVinmatr pm3/pm? 0.4458+ 0.6560+ 0.5301+ p<0.01 p<0.01
0.0127 0.0068 0.0104

geschadig- | VymaGesen um3/um3 0.1464+ 0.0727+ 0.1726% p<0.01 p<0.01

te Areale 0.0111 0.0056 0.0091

Membran | VVyen um3/um3 0.1848+ 0.1639+ 0.1607+ p<0.05 n.s.
0.0076 0.0061 0.063

Anzahl Namgesch pum™ 0.3643+ 0.4568+ 0.5634+ p<0.01 p<0.01

geschadig- 0.0388 0.0417 0.0313

ter Areale

Mito/Myo | P/Prnyo - 1.1644+ 1.0619+ 0.8630+ n.s. n.s.

Relation 0.1120 0.0753 0.0342
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4.3. 100 Tage alte gesunde und kardiomyopathische Hamster

Ausgehend von der morphologischen und morphometrischen Feststellung, dass die
ultrastrukturellen Verdanderungen bei den kardiomyopathischen Tieren zwischen dem 3. und
7. Monat der postnatalen Entwicklung am stirksten ausgepragt erschienen, wurden 100 Tage
alte Tiere fiir weitergehende vergleichende Untersuchungen zwischen gesunden und
kardiomyopathischen Hamstern herangezogen.

4.3.1. Qualitative lichtoptische Befunde

Die unter 3.1.1. beschriebenen lichtoptischen Befunde waren bei den kardiomyopathischen
Hamstern im Alter von 100 Tagen am deutlichsten ausgepragt.

4.3.2. Qualitative ultrastrukturelle Befunde

Bei den 100 Tage alten kardiomyopathischen Hamstern manifestierten sich im Vergleich zu
den gesunden Kontrolltieren eine Verbreiterung des Sarkoplasmas (intermyofibrilldre,
subsarkolemmale und perinukledre Rdume), eine Schwellung der t-Tubuli und des
sarkoplasmatischen Retikulums.

Auf dem Niveau der Mitochondrien waren sowohl Cristolyse als auch Frakturierung der
Cristac zu beobachten. Desweiteren war eine deutliche Zunahme der degenerierten
Mitochondrienareale demonstrierbar.

Die kontraktile Substanz liess die Lyse der Myofibrillen und eine Schidigung der Z-Streifen
erkennen.

4.3.3. Quantitative ultrastrukturelle Ergebnisse

Die Ergebnisse der vergleichenden ultrastrukturellen morphometrischen Untersuchungen von
100 Tage alten gesunden und kardiomyopathischen Hamstern sind in der Tabelle 4 und in
den Abbildungen 16 und 17 dargestellt.
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Abbildung 16: Volumendichte der Kardiomyozytenstrukturen von gesunden und
kardiomyopathischen Hamstern

Die Volumendichten der unterschiedlichen Organellen der Herzmuskelzelle wiesen
gesamtheitlich die selbe Wachstumstendenz auf. Dabei konnten grundsitzlich hohere Werte
der t-Tubuli, des sarkoplasmatischen Retikulums, des Sarkoplasmas, der Lipide, der
Mitochondrien, der  Mitochondrienmatrix und der  degenerativ  verdnderten
Mitochondrienanteile bei den kardiomyopathischen Hamstern, im Vergleich zu den gesunden
Tieren, festgestellt werden (Abbildung 16 und 17; Tabelle 4).
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Abbildung 17: Volumendichte von weiteren Kardiomyozytenstrukturen von gesunden und
kardiomyopathischen Hamstern
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Abbildung 18: Weitere Mitochondrienparameter von gesunden und kardiomyopathischen Hamstern

Die numerische Dichte der Mitochondrien (Nv,,,) war bei den kardiomyopathischen Hamstern
im Vergleich zu den Kontrolltieren nur geringgradig erhoht (Abbildung 18, Tabelle 4). Die
nahezu doppelt so groBe Volumendichte des Sarkoplasmas bei den kardiomyopathischen
Tieren glich die Unterschiede bei der numerischen Dichte und der Volumendichte dieser
Zellkomponente aus (Abbildung 16, Tabelle 4).

Das mittlere Volumen der Mitochondrien (Vm) ist bei den kardiomyopathischen Tieren im
Vergleich zu den gesunden Hamstern erhoht (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Ultrastrukturelle morphometrische Parameter der Kardiomyozyten bei 100 Tage alten
gesunden und kardiomyopathischen Hamstern (Mittelwert £SD)

Parameter Bezeichnung | Dimension gesunde DCM Hamster | statistische
Hamster Analyse

Volumendichten

Myofibrillen VVinyo um?3/um3 0.564 + 0.009 0.458+0.011 p<0.05

Sarkoplasma VVar um?3/um3 0.043 £ 0.041 0.087+0.111 p<0.05

t-Tubuli VVituw um3/um3 0.010 £0.001 0.017+0.002 n.s.

Sarkoplasma- Vv um?/pum3 0.023 +£0.013 0.03+0.002 n.s.

tisches

Retikulum

Fettropfen Vi pm3/pum? 0.014+£0.013 0.003+0.001 p<0.01

Mitochondrien | Vv, um?3/um? 0.322+0.012 0.381+0.013 p<0.05

weitere Mitochondrienparameter

Matrix VVinmatr um3/um3 0.577 £ 0.010 0.530+0.060 n.s.

degenerierte VVindeg um?3/um3 0.050 £ 0.020 0.173+0.009 p<0.05

Areale

numerische Nym um’3 0.612 +0,019 0.641+0.027 n.s.

Dichte

mittleres Vi um? 0.554 £0.31 0,678+0.036 p<0.05

Volumen

spezifische SVino/ Vi um’l 6.655+ 0,580 6.471+1.4 n.s.

Oberflachen-

dichte

spezifische Sv/ Vv um'l 38.60+1.4 43.88+2.4 n.s.

Cristacober-

flichendichte
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Obwohl sich die Mitochondrienpopulation in der Gruppe der kardiomyopathischen Tiere aus
einer vermehrten Anzahl groerer Mitochondrien zusammensetzte, ergab sich in den beiden
Vergleichsgruppen eine gleichgrole Oberflaichen/Volumenrelation der Mitochondrien
(Tabelle 4).

Die Oberflaichen/Volumenrelation der Cristae war bei den kardiomyopathischen Tieren im
Vergleich zu den gesunden Tieren deutlich groBer (Tabelle 4). Dies deutete auf eine
Verschmilerung der Cristae, beziehungsweise auf ein kleineres Volumen des intracristiren
Raumes hin. Es ist anzunehmen, dass die Umstrukturierung der Cristac bei den
kardiomyopathischen Tieren eine Reaktion auf die Hypertrophie der Mitochondrien,
namentlich auf die Verldngerung ihrer Zentrum- zu Zentrumdistanz durch die Vergroferung
des relativen Gesamtvolumens des Sarkoplasmas widerspiegelte (Tabellen 3 und 4).

4.4. Einfluss der Hypoxie auf das Myokard gesunder Hamster

4.4.1 Qualitative lichtoptische Befunde

Nachdem die Kontrolltiere einer akuten normobaren Hypoxie ausgesetzt wurden, konnte eine
Verbreiterung des Interstitiums beobachtet werden. Die Endothelzellen der Kapillaren zeigten
Verinderungen wie Odembildung sowie die Bildung von Blebs, Faltungen und Protrusionen
des Zytoplasmas. Extrazelluldrer Debries konnte nachgewiesen werden (Abbildung 19).

Abbildung 19: Endothelzellen gesunder Hamster vor und nach Hypoxie
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4.4.2. Qualitative ultrastrukturelle Befunde

Die folgenden qualitativen ultrastrukturellen Befunde der Kardiomyozyten gesunder Tiere
nach Hypoxie konnten herausgearbeitet werden.

Die Kardiomyozyten wiesen ein intrazellulires Odem auf. Dies fiihrte zu einer Zunahme des
Zellanteiles des Sarkoplasmas.

Uberdies waren die hypoxischen Verdnderungen durch das Auseinanderweichen der
intermyofibrillairen Rdume charakterisiert.

Ferner konnten sowohl die Schwellung der Mitochondrien und derer Cristae illustriert
werden, als auch die Erweiterung des sarkoplasmatischen Retikulums.

4.4.3. Quantitative lichtoptische Ergebnisse

Morphometrisch waren signifikante Veranderungen am Myokard von Hamstern, welche einer
akuten Hypoxie unterzogen wurden, gegeniiber den Kontrolltieren feststellbar. Diese
Unterschiede duflerten sich in einer Zunahme des relativen Volumenanteils des Interstitiums.
Die Vermehrung des relativen Volumenanteils des Interstitiums bei Tieren, welche einer
Hypoxie ausgesetzt wurden, lag bei 13%, wihrenddessen sich der Volumenanteil der
Kardiomyozyten entsprechend verringerte.

4.4.4. Quantitative ultrastrukturelle Ergebnisse

Die Ergebnisse der quantitativen ultrastrukturellen Untersuchungen des Einflusses der
Hypoxie auf die Herzmuskelzellen gesunder Tiere sind in der Tabelle 5 zusammengefasst.
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Tabelle S: Ergebnisse der ultrastrukturellen morphometrischen Untersuchungen an gesunden
Hamstern vor und nach Hypoxie (Mittelwert = SD)

Parameter Bezeichnung | Dimension | gesunde Hamster gesunde Statistische

Hamster& Analyse
Hypoxie

Volumendichten

Myofibrillen VVinyo um?/um3 0.564+0.009 0.538+0.049 n.s.

Sarkoplasma VVr um?3/um3 0.043 £ 0.041 0.069 +£0.031 | p<0.05

Sarkoplasma- Vv um?3/um3 0.023+0.013 0.027+0.009 n.s.

tisches

Retikulum

t-Tubuli VViTuw pm?®/pm? 0.010+0.001 0.011+0.003 n.s.

Fettropfen Vviip um?/um3 0.014+0.013 0.015+0.011 n.s.

Mitochondrien | Vv, um?3/um? 0.322+0.012 0.337+0.060 n.s.

weitere Mitochondrienparameter

Matrix VVinmatr um?3/um? 0.577+0.010 0.541+0.098 p<0.01

degenerierte VVindeg um?3/um3 0.050+0.020 0.079+0.010 p<0.01

Areale

Spezifische SVino/ Vi pm'l 6.655+0.580 6.008+0.010 p<0.05

Oberflachen-

dichte

mittleres Vi pum? 0.554+0.312 0.688+0.322 n.s

Volumen

numerische Nvp pm 0.612+0.019 0.346+0.024 p<0.01

Dichte

Parameter der Cristaec mitochondrialis

spezifische Sve/ Ve pm’’ 38.60+1.4 8.34+3.1 p<0.01

Oberflachen-

dichte
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Unter dem Einfluss der Hypoxie konnte bei den Kontrolltieren eine leichte, jedoch
signifikante Zunahme gleichermalBlen in der Volumendichte des Sarkoplasmas, als auch in
den t-Tubuli demonstriert werden.

Ebenso wurde eine signifikante Zunahme der Volumendichte der degenerierten
Mitochondrienareale  festgestellt. Die Mitochondrienmatrix zeigte dagegen eine
Verminderung der Volumendichte.

Wihrend sich die Oberflichen-Volumenrelation der Mitochondrien nur unmalgeblich
verringerte, nahm die Oberflichen-Volumenrelation der Cristae deutlich ab.

Die oben angefiihrte Feststellung driickt aus, dass gleichermallen das Volumen der
Mitochondrien und das Volumen der intracristdren Rdume zunahmen.

Auch eine Verringerung der numerischen Dichte der Mitochondrien konnte bestdtigt werden.
Dieses Ergebnis ldsst darauf schlieBen, dass sich die Mitochondrienpopulation unter den
Bedingungen der Hypoxie aus einer geringeren Anzahl groBBerer Mitochondrien
zusammengesetzt hat.

4.5. Hypoxieeinwirkung auf das Myokard kardiomyopathischer Hamster

4.5.1. Qualitative lichtoptische Befunde

Nach einem 25-miniitigen akuten hypoxischen Ereignis waren bei den Endothelzellen des
Myokards kardiomyopathischer Hamster ein ausgeprigtes Zellodem, sowie die Ausbildung
von Blebs, Faltenbildung und Protrusionen des Zytoplasmas in das Kapillarlumen zu
beobachten.

Im Vergleich zu der Kontrollgruppe, welche gleichfalls einer akuten Hypoxie ausgesetzt

wurde, waren die Verdnderungen bei den kardiomyopathischen Tieren stirker ausgeprégt
(Abbildung 19).
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w1

Abbildung 20: Endothelzellen kardiomyopathischer Tiere vor und nach Hypoxie

4.5.2. Qualitative ultrastrukturelle Befunde

Nach einem akuten hypoxischen Geschehen traten bei dem durch dilatative Kardiomyopathie
vorgeschidigten Myokard der Hamster ausgedehnte ultrastrukturelle Verdnderungen auf.
Diese beinhalteten das gehdufte Auftreten von Fettvakuolen. Weiterhin waren gleichsam der
Kontrollgruppe, jedoch stirker ausgepréigt, eine Schwellung der Mitochondrien und die
Zunahme der degenerativen Mitochondrienareale zu beobachten. Dabei konnten sowohl eine
Schwellung der Cristae und Cristolyse, als auch die Frakturierung der Cristae dokumentiert
werden. Uberdies zeigte sich eine Erweiterung des sarkoplasmatischen Retikulums.

LT B

Abbildung 21: Herzmuskelzellen kardiomyopathischer Tiere vor und nach Hypoxie
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4.5.3. Quantitative lichtoptische Ergebnisse

Morphometrisch war eine Zunahme des relativen Volumenanteils des Interstitiums
festzustellen. Die Vermehrung des relativen Volumenanteils des Interstitiums lag um 20%,
wiéhrenddessen sich dieser der Kardiomyozyten entsprechend verringerte.

4.54. Quantitative ultrastrukturelle Ergebnisse

Die Ergebnisse der quantitativen ultrastrukturellen Untersuchungen des Myokards
kardiomyopathischer Hamster, bevor und nachdem sie einer Hypoxie ausgesetzt wurden, sind
in der Tabelle 6 zusammengefasst.

Die quantitativen Verdnderungen in der Ultrastruktur der Kardiomyozyten nach Hypoxie

waren bei den durch dilatative Kardiomyopathie vorgeschiadigten Herzmuskelzellen
akzentuiert bei den Mitochondrien vorzufinden.
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Tabelle 6: Einfluss der Hypoxie auf die durch dilatative Kardiomyopathie vorgeschiadigten

Kardiomyozyten

Parameter Bezeich- Dimension DCM DCM& Hypoxie | statistische
nung Auswertung

Volumendichten
Myofibrillen VVinyo pm?/pum? 0.458+0.011 0.419+0.075 n.s
Sarkoplasma VVr pum?3/um3 0.087+0.111 0.099+0.051 p<0.05
t-Tubuli VViTuw pm?/pm? 0.017+0.002 0.019+0.012 n.s
Sarkoplasma- Vv pm?3/pum? 0.031+0.002 0.033+0.013 n.s
tisches
Retikulum
Fettropfen Vviip um3/um3 0.003+0.001 0.016+0.013 p<0.01
Mitochondrien Vv pm?3/pum? 0.381+0.013 0.444+0.106 p<0.01
weitere Mitochondrienparameter
Matrix VVinmatr pm3/pm? 0.530+0.060 0.41240.090 p<0.01
degenerierte VVindeg pum3/um3 0.173+0.009 0.193+0.009 p<0.05
Areale
spezifische Svi/ Vv | pm?/cm? 6.471 £1.44 4.726+1.10 p<0.01
Oberfliachen-
dichte
mittleres Vi pm? 0.678+0.036 1.835+0.620 p<0.001
Volumen
numerische Nvy um 3 0.641+0.027 0.237+0.095 p<0.001
Dichte
Parameter der Cristae mitochondrialis
spezifische Svo/Vvy | m¥cm? 43.88 +2.4 11.16 £1.6 p<0.01
Oberfliachen-
dichte
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Nach dem hypoxischen Geschehen setzte sich die Mitochondrienpopulation der
kardiomyopathischen Hamster aus einer verminderten Anzahl stark vergroBerter
Mitochondrien zusammen. Dies wurde, im Vergleich zu der Kontrollgruppe, welche nicht der
Hypoxie ausgesetzt wurde, aus dem nahezu verdoppelten mittleren Mitochondrienvolumen
und aus der starken Abnahme der numerischen Dichte der Mitochondrien ersichtlich. Diese
Aussage wird auch durch die erhebliche Abnahme der spezifischen Oberflichendichte der
Mitochondrien gestiitzt. Die starke Abnahme der Oberflichen-/Volumenrelation der Cristae
quantifiziert die Schwellung der Cristae mitochondrialis.

Volumendichte, numerische Dichte und
mittleres Volumen

I,o"|'Jm3,-‘pm3 pm-3 pma pm®/um?®

2
1.8
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1
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Vvm Nvm Vm Vvmde

H Kontrolle ® Kontrolle+Hypoxie & DCM H DCM+Hypoxie

Abbildung 22: Mitochondrienparameter von gesunden und kardiomyopathischen Tieren vor
und nach Hypoxie

Diese spezielle Form der Mitochondrienzusammensetzung fiihrt unter Einfluss der Hypoxie,
insbesondere bei den kardiomyopathischen Tieren, zu einer Verlingerung des
Perfusionsweges des Sauerstoffs von der Kapillare zu den Mitochondrien und ihren Cristae
(dem Ort der oxydativen Phosphorylierung und Energiegewinnung). Dementsprechend
verschlechtert sich die Energieversorgung der kontraktilen Substanz stetig.
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Zusammenfassend ist zu verzeichnen, dass die Volumendichten der unterschiedlichen
Organellen, wenn auch im unterschiedlichen Mal}, zunahmen. Dabei kristallisierten sich
lediglich quantitative Unterschiede heraus. Wéhrend eine markante Zunahme der
Volumendichte der Mitochondrien (Abbildung 21) und des intrazelluldren Fettes (Abbildung
22) nachzuweisen waren, nahm die Volumendichte der degenerierten Mitochondrienanteile
geringgradig, jedoch signifikant zu (Abbildung 22).

Letztere Aussage trifft auch auf die Volumendichte des Sarkoplasmas zu.

4.6. Hypoxieeinwirkung auf das Myokard der gesunden und
kardiomyopathischen Hamster

4.6.1. Vergleichende quantitative ultrastrukturelle Untersuchungen

Die Ergebnisse der vergleichenden morphometrischen Untersuchungen zwischen gesunden
und kardiomyopathischen Tieren, gleichsam nach einer 25-miniitigen hypoxischen Phase,
sind in der Tabelle 7 und Abbildung 22 und 23 zusammengestellt.
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Abbildung 23: Volumendichte von Kardiomyozytenstrukturen der gesunden und
kardiomyopathischen Hamster vor und nach Hypoxie
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Tabelle 7: Ultrastrukturelle morphometrische Ergebnisse der Kardiomyozytenstrukturen der
gesunden und kardiomyopathischen Hamster nach Hypoxie

Parameter Bezeich- | Dimension gesunde DCM& Statistische

nung Tiere& Hypoxie Auswertung
Hypoxie

Volumendichten

Myofibrillen VVinyo pum?®/pm? 0.538+0.049 0.419+0.075 n.s

Sarkoplasma VVar um?/pum3 0.069+0.031 0.099+0.051 n.s

t-Tubuli VVitus pm3/pm? 0.011+0.003 0.019+0.012 n.s

sarkoplasmatisches Vv um?3/um3 0.027+0.009 0.033+0.013 n.s

Retikulum

Fetttropfen Vvii pum?*/pm? 0.015+0.011 0.016+0.013 n.s

Mitochondrien Vv um?/um? 0.337+0.060 0.444+0.106 n.s

weitere Mitochondrienparameter

Matrix VVimnmatr pm®/pum? 0.541+0.098 0.412+0.090 n.s

degenerierte Areale VVindeg pm?3/pum? 0.079+0.010 0.193+0.009 p<0.01

spezifische SVine/ Vv | m*cm? 6.008+0.010 4.726%1.10 p<0.05

Oberflachendichte

mittleres Volumen Vi pm? 0.688+0.322 1.835+ 0.620 p<0.01

numerische Dichte Nvp um 3 0.346+0.024 0.237+0.095 n.s.

Parameter der Cristae mitochondrialis

spezifische Sve/Vvg m?/cm? 8.34+3.1 11.16+1.6 n.s.

Oberflachendichte
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Nachdem die Hamster einer normobaren Hypoxie ausgesetzt wurden, war bei den an DCM
erkrankten Tieren ein groferes relatives Gesamtvolumen der Mitochondrien in den
Herzmuskelzellen im Vergleich zu den gesunden Tieren festzustellen. Dies ist als Ergebnis
des sich nahezu verdoppelten Mitochondrieneinzelvolumen anzusehen. Die numerische
Dichte dieser Zellorganelle war nach einem 25-miniitigen hypoxischen Ereignis bei den
Tieren mit DCM geringer, gemessen an denen der gesunden Tiere, welche gleichwie einer
normobaren Hypoxie ausgesetzt wurden. Weiterhin konnte herausgearbeitet werden, dass die
spezifische Oberfldchendichte der Cristae der DCM-Hamster erheblich groBer war als bei den
gesunden Tieren.

Mittels der oben angefiihrten Ergebnisse ldsst sich veranschaulichen, dass die
Mitochondrienpopulation der Hamster mit DCM folglich aus einer geringeren Anzahl
eminenterer Mitochondrien bestand, welche jedoch eine kleinere Oberflichen-
Volumenrelation und einen prominenteren Anteil an degenerierten Mitochondrienarealen
aufwiesen. Uberdies waren deren intracristire Riume gegeniiber denen der gesunden Tiere
verschmalert.

Ferner konnte eine merklich groere Volumendichte des Sarkoplasmas bei den Hamstern mit
DCM im Vergleich zu den gesunden Tieren aufgezeigt werden. Zusitzlich war das relative
Gesamtvolumen der Myofibrillen der Herzmuskelzellen der kardiomyopathischen Hamster,
gemessen an dem gesunder Tiere, drastisch dezimiert.

Nicht zuletzt spiegelten sich die Verdnderungen in der Kardiomyozytenstruktur nach einer
Hypoxieexposition in einer Zunahme der Volumendichte des sarkoplasmatischen Retikulums
und der t-Tubuli, in erhdhtem Maf3e bei dem DCM-vorgeschéddigten Myokard, wider.

57



58

5. Diskussion

5.1. Das experimentelle Modell dilatative Kardiomyopathie (DCM)

Gegenwirtig wird die dilatative Kardiomyopathie als die zweithdufigste zur Herzinsuffizienz
fiihrende Erkrankung angesehen.

Infolgedessen ist auch momentan ein reges Interesse an einem geeigneten Modell zur
Darstellung derselben zu verzeichnen, weswegen an Losungen zur Materialgewinnung bei
erkrankten Individuen gearbeitet wird.

Der kardiomyopathische Hamsterstamm BIO 8262 hat sich seit nunmehr 40 Jahren als ein
geeignetes und gut reproduzierbares Modell fiir die Materialgewinnung bei den
experimentellen DCM-Studien behauptet.

Als weiteres tierexperimentelles Modell ist der Stamm der Cathepsin L-defizienten Miuse zu
benennen, bei welchem sich innerhalb von 12 Monaten eine DCM manifestiert [58]. Damit
ordnet sich die DCM in die Gruppe der lysosomal- verursachten Herzerkrankungen ein.

Entsprechend den bekannten zur DCM fiihrenden é&tiologischen Faktoren, wie zum Beispiel
infektiose (Viren), toxische (Alkohol), ischdmische (Infarkte, Mikroangiopathie),
metabolische(Beri-Beri, Untererndhrung), endokrine (Hypothyreose und Hyperthyreose) und
valvulédre (Vitien), wurden verschiedenartige experimentelle Modelle entwickelt, um DCM-
dhnliche Bedingungen zu schaffen. Es ist untersucht und bewiesen worden, dass die Hyper-
oder Hypothyreose, der Alkoholabusus, die koronare Herzkrankheit, Herzvitien, Infekte und
genetische Faktoren bei Menschen zur DCM fiihren konnen.

Fiir die humane Materialgewinnung bei der DCM stehen ausschlieBlich drei ungleichartige
Verfahren zur Verfligung. Diese sind namentlich

1. die Herztransplantation,
2. die Endomyokardbiopsie und
3. die Autopsie,

welche in Anspruch genommen werden, um einen Eindruck iiber die ultrastrukturellen
Verdanderungen bei diesem Krankheitsbild zu gewinnen. Die Untersuchung von
Autopsiematerial fiihrt aufgrund der postmortal einsetzenden Autolyse nur in einem sehr
engen Zeitrahmen, zum Beispiel nach rascher Entnahme nach einem plétzlichen Herztod, zu
auswertbaren Ergebnissen.

In unserer Diskussion werden wir Resultate, welche aus den oben erwihnten Verfahren
gezogen wurden, mit einbeziehen.
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5.2. Dilatative Kardiomyopathie zu ausgewéihlten Zeitpunkten der postnatalen
Entwicklung
5.2.1. Qualitative lichtoptische Befunde

Die qualitativen Befunde von an DCM erkrankten Tieren waren bei den 2 Wochen alten
Tieren am geringsten und bei den 100 Tage (14 Wochen) alten erwachsenen Hamstern am
starksten ausgepragt.

Hierbei waren in unserem Material die Hypertrophie der Kardiomyozyten, die Verbreiterung
des Interstitiums und das Auftreten von degenerativen Verdanderungen der Endothelzellen,
welche in Form von Blebbildung und Vakuolisierung des Zytoplasmas auftraten, zu nennen.

BART, welche humane Endomyokardbiopsien auf ultrastrukturelle Verdnderungen
untersucht hat, bezeichnet die interstitielle Fibrose und die Abnahme des Myofibrillengehalts
des Myokards als die zwei Hauptmerkmale der dilatativen Kardiomyopathie [5]. Deren
Kriterien sind nach HOPF und Mitarbeitern und BUSCH die Hypertrophie der Muskelfaser,
vergroflerte polymorphe Kerne mit peripheren Authellungszonen und groBen aktiven
Nukleolen [33], [8]. NISHIKAWA und Mitarbeiter demonstrierten bei Herzbiopsien von
Kindern mit DCM diverse degenerative Verdnderungen der Myofibrillen und eine
ausgeprigte interstitielle Fibrose [54]. HELLER konnte gleichwohl eine ausgepréigte
interstitielle Fibrose und ebenso eine Hypertrophie der Kardiomyozyten ab dem 280. Tag bei
den an DCM erkrankten Hamstern nachweisen [32].

5.2.2. Qualitative ultrastrukturelle Befunde

Im Allgemeinen stimmen die Ergebnisse unserer qualitativen elektronenmikroskopischen
Untersuchungen mit denen in der Literatur beschriebenen Ergebnisse iiberein.

Die frithesten myolytischen Lésionen von Herzmuskelzellen konnten wir am 14. und 22.
postnatalen Tag, in Ubereinstimmung mit den Daten von PATERSON und Mitarbeitern,
demonstrieren [56]. Eine offenbare Myolyse kam in dem 2. postnatalen Monat zur
Darstellung. Ab diesem Zeitpunkt wurden typische mottenfraihnliche Léasionen der
Myofibrillen und die atypische Anordnung der Myofibrillen beobachtet. Darauffolgend
waren auch die Desintegration oder Verklumpung der Z-Linien, ein Odem des Sarkoplasmas
sowie einige Kontraktionsbander, wie bei GALLE und Mitarbeitern beschrieben,
demonstrierbar [22]. Hypertrophierte Kardiomyozyten konnten wir seit der 6.Woche,
ausgepragter in der 27.Woche, veranschaulichen. WEISMAN wies erste Zeichen der
Hypertrophie bereits bei jiingeren Tieren nach [80].

Einigen Autoren zufolge ist Nekrose im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung nur
partiell auf ein erhohtes Katecholaminniveau zuriickfithrbar [57]. In unserem Material waren
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Nekroseherde nur spérlich auszumachen.

Die Fibrose, welche nach TAKEDA und Mitarbeitern, als ,,Ersatzfibrose® nach einer
entziindlichen Infiltration der nekrotischen Areale mittig des linken Ventrikels und Septums
angesehen wird, ist im Material unserer Versuchstiere in zu vernachlissigender Quantitét
reprasentiert [73].

Seit der dritten postnatalen Woche =zeigten ein Teil der Mitochondrien der
kardiomyopathischen Hamster Hypertrophie und verstirkte Desorientierung der Cristae.
Diese Mitochondrienkomponente wurde von einem Anteil von kleineren, intakt
erscheinenden Mitochondrien begleitet.

Ausgeprégte intrazelluldre Schiden der Herzmuskelzellen demonstrierten wir vom 390. Tag
an. Hierbei zeigten einige der geschwollenen Mitochondrien eine ausgeprigte
Kalkablagerung, wie auch bei PERENNEC und Mitarbeitern beschrieben [57].

In der Literatur sind auch die vollige Vakuolisierung der Mitochondrien und das
gelegentliche Vorkommen von Myelinfiguren beschrieben.

Wie auch von PATERSON und Mitarbeitern festgestellt, beobachteten wir weiterhin eine,
vermutlich auf die Kalziumiiberladung zuriickzufiihrende, Dilatation des sarkoplasmatischen
Retikulums und der t-Tubuli [56].

In der péadiatrischen Patientenpopulation mit DCM werden Abweichungen der
Kardiomyozytenstruktur ~ in ~ Form  von  Fragmentierung der  Myofibrillen,
Mitochondrienstrukturverinderungen und intrazellulirem Odem beschrieben [54].

BART berichtet von ultrastrukturellen Befunden bei DCM Patienten, namentlich von einer
groBeren Anzahl kleinerer Mitochondrien in Kernndhe, von Erweiterung und Proliferation
des sarkoplasmatischen Retikulums und der t- Tubuli, von Kontraktionsbdndern und
irreguldrer Z-Streifenanordnung [5].

HELLER berichtet iiber Nekrosen im myozytiren Bereich von DCM Hamstern ab dem 2.

Lebensmonat. Die nekrotischen Areale werden im Verlauf fibrotisch umgebaut [32].

5.2.3. Quantitative lichtoptische Ergebnisse

Unsere Ergebnisse weisen auf eine Hypertrophie der Kardiomyozyten und eine Verbreiterung
des Interstitiums hin. Diese Schlussfolgerung ergibt sich aus der signifikanten Zunahme des
Kardiomyozytendurchmessers und der Abnahme der Kardiomyozyten-Interstitiumrelation
(Tabelle 2, Abbildung 14 und 15).

SCHWARZ und Mitarbeiter fanden unter Anwendung der lichtoptischen Morphometrie an
Endomyokardbiopsien bei den Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie und
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Herzinsuffizienz einen niedrigeren Volumenanteil der Myofibrillen, gemessen an jener von
gesunden Patienten [69]. In Hinblick auf die Zunahme der Volumenanteile der interstitiellen
Fibrose werden diese beiden Verdnderungen von den Autoren als das Korrelat fiir die
Dysfunktion des linken Ventrikels bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie betrachtet.

Andererseits konnten BURULJANOVA und Mitarbeiter in dem Reizleitungssystem des
Herzens ohne bekannte Herzerkrankungen mit zunehmendem Alter der Patienten eine
Zunahme der Volumendichte des Bindegewebes und eine Abnahme des relativen
Gesamtvolumens des Muskelgewebes nachweisen [7].

5.24. Quantitative ultrastrukturelle Ergebnisse

Um die krankheitsbedingten strukturellen ~Abweichungen bei der dilatativen
Kardiomyopathie besser quantifizieren zu kdnnen, wurde es zur Aufgabe gemacht, das
geeignetste Alter herauszuarbeiten, bei welchem die Unterschiede zwischen den gesunden
und kardiomyopathischen Tieren am deutlichsten ausgeprégt sind. Zu dem herausgearbeiteten
Zeitpunkt der postnatalen Entwicklung wurde mit dem FEinsatz zusétzlicher Noxen
experimentiert. Hernach wurden altersbezogene morphometrische Parameter der von uns als
bedeutend erachteten zelluldren und subzelluldren Strukturen vom kardiomyopathischen und
gesunden Myokard bestimmt. Wihrend der frithen postnatalen Periode erhdhte sich das
Fraktionsvolumen von den meisten Organellen wachstumsbedingt auf ein vergleichbares
Niveau in beiden Gruppen der Hamster, welches mit den Daten von KAPP und DAVID und
Mitarbeitern iibereinstimmt [37], [10]. Wie von SMITH und PAGE demonstriert, waren
myofibrillire und mitochondriale Lisionen rar, obschon bereits pridnatal winzige
pathologische Verdnderungen gesehen wurden [71]. Dies wurde auch in Untersuchungen
weiterer Forschungsgruppen bestitigt [39], [76]. Die Untersuchungen von KAPP haben
gezeigt, dass der Kalziumgehalt der Kardiomyozyten im frithen Lebensabschnitt bei
gesunden und kardiomyopathischen Hamstern auf dem selben Niveau lag, wobei dieser in 70
Tage alten Hamstern finf bis zehnfach erhoht war [37]. Diese Feststellung konnte die
wachsenden Unterschiede in vielen ultrastrukturell-morphometrischen Parametern zwischen
gesunden und kardiomyopathischen Hamstern erkldren, die in unserem Material nach den
ersten Lebensmonaten dargestellt werden konnten.

Unsere vergleichenden morphometrischen Untersuchungen an 2, 6 und 27 Monate alten
kardiomyopathischen Hamstern zeigten, dass bereits nach 6 Wochen postnataler Entwicklung
die Mitochondrienpopulation aus einer geringeren Anzahl groferer Mitochondrien im
Vergleich zu der 2.Woche der postnatalen Entwicklung bestand, deren Zentrum- zu Zentrum-
Distanz weiter auseinander lagen. Diese Ergebnisse stellten mdglicherweise eine
kompensatorische Reaktion auf die Hypertrophie der Herzmuskelzellen dar, welche
quantitativ durch die GroBenzunahme der Kardiomyozytendurchmesser (Tabelle 2,
Abbildung 14) belegt wurde und ein unverdndertes relatives Gesamtvolumen der
Mitochondrien zur Folge hatte. Eine Verringerung der Mitochondrienanzahl, die nahezu
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Verdoppelung des  Mitochondrienvolumens  bei  unverdnderter =~ Mitochondrien-
Mpyofibrillenrelation, sowie eine leichte Abnahme der Oberflichendichte der
Mitochondrieninnenmembran beschrieben MALL und Mitarbeiter bei der experimentellen
alkoholischen = Kardiomyopathie = [44].  Gleichartige =~ Verdnderungen in  der
Mitochondrienpopulation hinsichtlich der Anzahl und GroBe der Mitochondrien zeigten
WASSILEW und Mitarbeiter bei Untersuchungen an Féllen von plotzlichem Herztod und
alkoholischer Kardiomyopathie [79].

WIRTH erbrachte bei einer experimentell erzeugten Hyperthyreose bei Hamstern nach
einmonatiger Hormonsubstitution den Nachweis, dass die Mitochondrienpopulation aus einer
kleineren Anzahl groBerer Mitochondrien bestand. Sowohl die Oberflachendichte der Cristae,
als auch ihre spezifische Oberflichendichte, wiesen tendenziell hohere Werte bei der durch
Hyperthyreose erzeugten Kardiomyopathie in Relation zu der Kontrollgruppe auf [83].

Ab der 27. postnatalen Woche fiihrte die weitere Zunahme des Durchmessers der
Kardiomyozyten (Abbildung 14) zu einer wesentlichen Abnahme der Volumendichte der
Mitochondrien (Tabelle 3). Die Hypertrophie der einzelnen Mitochondrien wurde von einer
kennzeichnenden kleineren Cristaecausstattung (CM/Nm) begleitet, welche wiederum partiell
durch die signifikante Abnahme des relativen Volumens der Mitochondrienauflenkammer
und der Cristae kompensiert wurde. Diese Verdnderung wurde durch die ausgeprigte
Abnahme der Volumendichte der Cristae dokumentiert (Tabelle 3). Eine stetige signifikante
Zunahme sowohl nach 6 als auch nach 27 Wochen der postnatalen Entwicklung, zeigte die
Anzahl und die Volumendichte der geschiddigten Mitochondrienareale auf. Die insbesondere
in der 27. Woche erkennbare Tendenz zur Abnahme der Mitochondrien-Myofibrillenrelation
war in der Abnahme des relativen Gesamtvolumens der Mitochondrien begriindet (Tabelle 3).
WIRTH und WASSILEW fanden bei experimentellen Untersuchungen an Myxddemherzen
nach einer einjdhrigen hypothyreoten Phase eine Mitochondrienpopulation vor, welche aus
einer grofleren Anzahl (23%) kleinerer Mitochondrien bestand, deren Anschnittfliche um
11% geringere Werte gegeniiber denen der Kontrollgruppe der Kaninchen aufwies [84].
Sowohl die Oberflachendichte der Cristae, bezogen auf Einheitsvolumen Herzmuskelzelle,
als auch ihre spezifische Oberflachendichte, bezogen auf das Mitochondrieneinheitsvolumen,
zeigten nach einjéhriger Hypothyreose geringere Werte auf, als die der gesunden Kaninchen.

Die beschriebenen ultrastrukturellen quantitativen Befunde bei den 100 Tage alten DCM-
Hamster veranschaulichten, dass im Laufe des Alterungsprozesses und mit dem Fortschreiten
der Erkrankung eine stetig zunehmende energieverbrauchende Kardiomyozyten- und
Myofibrillenmasse einer bestdndig abnehmenden energieproduzierenden Cristae- und
Mitochondrienmembranoberfliche  entgegenstand, deren funktionell —minderwertige
(degenerierte) Areale an Anzahl und Volumen zunahmen.

Unter Einbeziehung der Zunahme des Volumenanteils des Interstitiums in die Befunde,
welcher in unserem Material durch die Abnahme der Kardiomyozyten/Interstitiumrelation
(Tabelle 2) dokumentiert wurde, liess sich, wie bereits erwéhnt, in geringerem Malle bei den
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6 und ausgeprigter bei den 27 Wochen alten kardiomyopathischen Hamstern, sowohl ein
langerer Perfusionsweg fiir die Sauerstoff- und Substratversorgung erkennen, aber auch eine
verringerte Kapazitit der Energiegewinnung.

Bei den élteren gesunden und kardiomyopathischen Hamstern verringerten sich
gleichermaflen die quantitativen Unterschiede der einzelnen Kardiomyozytenstrukturen
zwischen den jeweiligen Kontroll- und Versuchsgruppen.

Die verdnderte Korrelation der Messwerte zwischen den Versuchsgruppen ist jedoch
plausibel begriindbar. Kardiomyopathische Tiere mit einer nicht vollstindig ausgeprigten
genetischen Mutation und somit assoziierten Verdnderungen haben eine ldngere Lebensdauer
als jene, bei welchen die Mutation vollstindig ausgeprigt ist.

Andererseits ist aus der Literatur ersichtlich, dass im Laufe des Alterungsprozesses
Verdnderungen, wie zum Beispiel die Zunahme des Bindegewebsgehalts und die Abnahme
des relativen Gesamtvolumens des Muskelgewebes, auch das Reizleitungssystem des
Herzens nicht aussparen [7]. Die vorgenannte Verdnderung ist auch bei den
kardiomyopathischen Tieren nachweisbar.

5.3. 100 Tage alte gesunde und kardiomyopathische Hamster

5.3.1. Qualitative lichtoptische Befunde

Gemessen an der Kontrollgruppe, zeigten die lichtoptischen Befunde bei den
kardiomyopathischen 100 Tage alten Tieren die Zeichen der Hypertrophie der
Kardiomyozyten auf. Hierbei sind die Verbreiterung des Interstitiums, die interstitielle
Fibrose sowie die Verinderungen an den Kapillaren mit Auftreten von Blebs, Debries,
Protrusionen und Faltungen des Zytoplasmas der Endothelzellen zu nennen. Als typische
lichtoptische Befunde bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie wurden die
VergrofBerung des Kardiomyozytendurchmessers, die vergroferten und polymorph
konfigurierten, beziechungsweise strukturierten Kerne, sowie die feinnetzige Vermehrung
kollagener Fasern und kleinen Narben im Interstitium angefiihrt [33], [5].

5.3.2. Qualitative ultrastrukturelle Befunde

Zu den ultrastrukturellen Befunden, welche bei der dilatativen Kardiomyopathie beschrieben
wurden, gehdren ein verminderter Gehalt an Myofibrillen, sowie ein vermehrter Gehalt an
Mitochondrien mit auffélliger GroBen-und Formvariabilitdt [32]. Diese Befunde konnten
durch die morphometrischen Untersuchungen nicht vollstindig belegt werden, da die
Zunahme der Volumendichte des Sarkoplasmas die Verdnderungen in dem relativen
Gesamtvolumen der Mitochondrien und der Myofibrillen iiberdeckte.
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5.3.3. Quantitative lichtoptische Ergebnisse

SCHWARZ und Mitarbeiter fanden unter Anwendung der lichtoptischen Morphometrie an
Endomyokardbiopsien bei den Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie und
Herzinsuffizienz einen niedrigeren Volumenanteil der Myofibrillen im Vergleich zu
gesunden Patienten [69]. Im Zusammenblick mit der Zunahme des Volumenanteils der
interstitiellen Fibrose wurden diese beiden Verdnderungen von den Autoren als das Korrelat
fiir die Dysfunktion des linken Ventrikels bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie
betrachtet. MALL und Mitarbeiter fanden bei Untersuchungen von Endomyokardbiopsien
von Patienten mit DCM und einer niedrigeren Auswurffraktion (EF) von < 45% eine hohere
Volumendichte der interstitiellen Fibrose und eine niedrigere Volumendichte der
Myofibrillen im Vergleich zu Patienten mit einer mittelgradigen Auswurffraktion von >45 bis
60, oder von EF >60 [45]. Die Autoren fanden weiterhin eine genauere Korrelation zwischen
der Auswurffraktion, der Volumendichte der Myofibrillen und der Mortalitit der erkrankten
Patienten. Dies bedeutet, dass das Ausmall der Myokarddegeneration das Stadium und die
Mortalitdt der Erkrankung préziser reprisentiert, als der Grad der Muskelfaserhypertrophie.
RAUCHFUSB [61] konnte, bei einer suffizienten Anzahl von Endomyokardbiopsien, die an
DCM erkrankten von gesunden oder an hypertonischen Kardiomyopathie erkrankten
Patienten anhand morphometrischer Parameter, wie dem minimalen
Kardiomyozytendurchmesser, der Lange der Sarkomeren, der Dicke des subendokardialen
Bindegewebes und der Lamina elastica, sowie anhand planimetrischer Parameter, wie der
Wand-Lumenrelation der Arteriolen und dem  Verhéltnis von perivaskuldrer
Bindegewebe/Arteriolenfldche, sicher trennen [18].

5.34. Quantitative ultrastrukturelle Ergebnisse

Das entstandene Defizit der Sauerstoffversorgung filihrte bei den erwachsenen
kardiomyopathischen Tieren belegbar primdr zur reaktiven Verschmdlerung der
Mitochondrienaulenkammer und der intracristiren Riume, wodurch die Oberfldche der
mengenmafig verringerten Cristaemembran vergrof3ert wurde.

In unserer Studie wurden die strukturellen Unterschiede zwischen den 100 Tage alten
gesunden und kardiomyopathischen Hamstern durch die vermehrte Anzahl von tendenziell
leicht vergroBerter Mitochondrien bedingte groflere Oberflachen-Volumenrelation der Cristae
bei den kardiomyopathischen Tieren ausgewiesen. Dies war auf die Zunahme der
degenerativen Areale mit der dadurch assoziierten deutlichen Volumenzunahme der
Mitochondrien zuriickzufiihren (Tabelle 4). Als weitere strukturelle Befunde waren die
Zunahme des relativen Gesamtvolumens des Sarkoplasmas, der t-Tubuli und des
sarkoplasmatischen Retikulums zu benennen, welche sich gleichermallen negativ auf die
intrazelluldre Transportfunktion, auf den intrazelluldren Kalziumgehalt und auf die
elektromechanische Kopplung auswirkten. Mit dem Fortschreiten der Erkrankung fiihrte das
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Sauerstoff- und Substratdefizit bei den Sauerstoffmangel-empfindlichen Mitochondrien zur
strukturellen Schidigung der Kardiomyozyten-, Mitochondrien- und der Cristaemembran.
Uberdies lieB sich die Zunahme der Anzahl und das relative Gesamtvolumen der
geschidigten Mitochondrienareale, gefolgt von funktionellen Ausféllen in der Sarkolemm
und in den Mitochondrienmembranen, in Form von Kalziumeinstrom in den Kardiomyozyten
und Mitochondrien illustrieren. In der Folge spiegeln sich die vorgenannten Verdnderungen
in der Einschrinkung der oxydativen Phosphorylierung, gefolgt von dem Abfall des
respiratorischen Quotienten wider [35]. Die Myofibrillen reagierten mit Kontraktion, welches
in der Entstehung von Kontraktionsbandern und Kontraktionsnekrosen resultierte und ferner
zur funktionellen Einschrinkung der diastolischen Relaxationstfdhigkeit des linken Ventrikels
fiihrte. Zusammenfassend ist zu konstatieren, dass die beschriebenen quantitativen
strukturellen Verdanderungen der Kardiomyozyten bei den erwachsenen 100 Tage alten
kardiomyopathischen Hamstern, begleitet von einem durch einen verldngerten
Sauerstoffperfusionsweg verursachten Sauerstoffdefizit und verstidrkt durch den erhohten
Katecholamingehalt der Kardiomyozyten [57] zur Membranschidigung und zu einem
erhohten Kalziumgehalt in der Herzmuskelzelle und in den Mitochondrien fiihrten. Daraus
resultierend waren die Einschrinkung der oxydativen Phosphorylierung und der Abfall des
respiratorischen Quotienten zu verzeichnen. Gemessen an den gesunden Tieren konnte die
deutlich  verringerte = Volumendichte des intrazelluliren Fettgehalts bei den
kardiomyopathischen Tieren auf einen alternativen Weg der intrazelluldren
Energiegewinnung hinweisen.

Im spéteren Stadium der Erkrankung und im Laufe des Alterungsprozesses ist mit dem
Auftreten von Myokardnekrosen sowie mit einer Abnahme der Volumendichte der
Mpyofibrillen und der Mitochondrien zu rechnen, welches sich in Narbenbildung und
interstitieller Fibrose manifestiert und letztendlich in Dysfunktion und Insuffizienz des linken
Ventrikels resultiert. Den ultrastrukturellen Untersuchungen von RAUCHFUSB [61] zufolge,
stellte sich die Volumendichte der Myofibrillen, bezogen auf das subendokardiale
Arbeitsmyokard bei der DCM signifikant niedriger dar, als bei der hypertensiven
Kardiomyopathie (HCM). Ein mehr der Oberflichendichte der Mitochondrien ist bei der
DCM im Gegensatz zu der HCM erkennbar.

5.4. Hypoxische Myokardverinderungen bei gesunden erwachsenen Hamstern

54.1. Qualitative lichtoptische Befunde

Ahnliche Verinderungen wie in unserer Studie nach einer normobaren Hypoxie beschrieben
FITZL [15], FITZL und Mitarbeiter [18] und LUKAS [43].

Diese Verdnderungen beinhalteten die Bildung von Blebs, Zytoplasmafaltungen und
Protrusionen sowie das Auftreten von extrazelluldren Debries.
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HAUSAMEN und POCHE unterzogen maénnliche Albinoratten einem 30-miniitigen
Unterdruckversuch [30]. Als Ergebnis lieBen sich histologisch ein Glykogenschwund und
hyaline Querbander am Herzmuskel der Versuchstiere nachweisen. Beobachtet wurde, dass
sich die Lichtung zahlreicher Blutkapillaren durch eine Schwellung der Endothelzellen
hochgradig einengte. WEISSMANN und Mitarbeitern zufolge, traten als Reaktion auf eine
akute und/oder eine intermittierende Hypoxie vordergriindig eine Verkleinerung des
Kapillarlumens und eine pulmonale Vasokonstriktion auf, welche in eine
Rechtsherzhypertrophie miinden kénnen [81]. Dies entspricht lichtoptisch und ultrastrukturell
Veranderungen, welche aufgrund einer erhohten Widerstandsarbeit des Myokards zu
beobachten sind, wie zum Beispiel bei einer Aortenstenose. Mittels einer langfristigen Gabe
von Stickstoffoxid ist es moglich, der Rechtsherzhypertrophie entgegenzuwirken.

FITZL konnte einen protektiven Effekt auf die Endothelzellen nach Anwendung von Ginkgo
biloba feststellen [15].

Einer kardioplegischen Ischdmie nachfolgend, konnten KOCH und Mitarbeiter eine deutliche
Schwellung der Endothelzellen darstellen [40]. Letztere konnte auch nach einer 30- bis 60-
miniitigen Reperfusion nachgewiesen werden. Eine Zuriickbildung der Schwellung der
Endothelzellen war erst eine Woche nach der Herztransplantation belegbar.

5.4.2. Qualitative ultrastrukturelle Befunde

Elektronenmikroskopisch traten eine Aufhellung des Grundsarkoplasmas bis zum Zellédem,
eine Schwellung oder auch eine Verdichtung der Mitochondrien, eine Erweiterung des
endoplasmatischen Retikulums und vereinzelt eine Aufsplitterung und partielle Auflosung
der Myofilamente oder Kontrakturen auf (HAUSAMEN und POCHE [30]). Nach einer 30-
miniitigen reinen Ischimie fand BRETSCHNEIDER eine Uberkontraktion der Sarkomeren
und das Auftreten von Kontraktionsbandern, welche von erheblichen Verédnderungen in den
Organellen, tiberwiegend in Form von Schwellung, begleitet wurden [6].

SCHNABEL und Mitarbeiter [68] konnten nach einer 30-miniitigen absoluten Ischdmie in
dem Myokard eine deutliche Schwellung der Mitochondrien darstellen.

5.4.3. Quantitative ultrastrukturelle Ergebnisse

Eine 25-miniitige akute normobare Hypoxie bewirkte im ultrastrukturellen Bereich bei den
gesunden Hamstern eine signifikante Zunahme des relativen Gesamtvolumens des
Sarkoplasmas. Bei unverdndertem relativem Gesamtvolumen setzte sich die
Mitochondrienpopulation aus einer signifikant kleineren Anzahl tendenziell vergroferter
Mitochondrien zusammen. Letztere wiesen eine deutlich kleinere spezifische
Oberfldchendichte auf. Verglichen mit den Kontrolltieren, welche keiner Hypoxie ausgesetzt
wurden, zeigte die spezifische Oberflichendichte der Cristae bei Hypoxie- exponierten
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Tieren niedrigere Werte auf, welches auf eine Verbreiterung der intracristaeren Riume
hinwies. Unseren Ergebnissen entsprechend, fanden OGATA und Mitarbeiter auf eine 9-
wochige hypobare Hypoxie folgend, einen vergrofBerten Oberflachen- und Flachenanteil der
Cristae vor [55].

Uber gleichartige Verinderungen im Anschluss an eine akute normobare Hypoxie des
Rattenmyokards berichteten FITZL [15] und FITZL und Mitarbeiter [17], [19]. Eine dhnliche
Verdnderung der Zusammensetzung der Mitochondrien, mit einer kleineren Anzahl groferer
Mitochondrien beschriecben GUSKI und Mitarbeiter in einer Studie, in welcher eine
chronisch-intermittierende hypobare Hypoxie als Methode favorisiert wurde [28].

Dieselben Zeichen der Umstrukturierung fanden die Autoren bei den t-Tubuli, welche nach
einer intermittierenden Hypoxie eine signifikant kleinere Fldchendichte und eine signifikant
grofere Anschnittfliche aufwiesen.

Unsere Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen von WELT und Mitarbeitern gut {iberein,
welche die Wirkung einer normobaren Hypoxie auf das Myokard von gesunden Tieren
untersuchten [82]. Nach einer akuten 25-miniitigen normobaren Hypoxie stellten die Autoren
eine Umstrukturierung der Mitochondrienpopulation in eine geringere Anzahl groBerer
Mitochondrien mit einer verldngerten Zentrum- zu Zentrumdistanz und vergrofertem
relativen Gesamtvolumen fest, wobei die letztere Verdnderung teilweise auf die tendenziell
verringerte Volumendichte des Sarkoplasma zuriickzufithren wire. Der Anteil der
geschidigten Mitochondrienareale nahm nach Hypoxie auch bei Rattenkardiomyozyten zu.
SCHMALBRUCH fiihrte ultrastrukturelle quantitativ-morphologische Untersuchungen an
normalen und hypoxischen Herzmuskelzellen aus der Wand des linken Ventrikels der Ratte
an Langsschnitten nach Perfusionsfixierung durch [67]. In normalen Zellen errechnete er eine
mittlere Sarkomerenldnge von 2,2 um und eine Testfldche, die zu 55% von Myofibrillen, zu
27% von Mitochondrien und zu 18% von Grundplasma und Retikulum eingenommen wurde.
Nach 20-miniitiger Hypoxie stellte er eine Zunahme der relativen Schnittfliche der
Mitochondrien um etwa 16% und eine beginnende Kontraktur der Myofibrillen
(Sarkomerenlédnge von 2.0 pum) fest, die nach einer 30-miniitigen Hypoxie noch stirker
ausgeprigt ausfiel (Sarkomerenldnge 1.7 um).

SCHAPER und Mitarbeiter konnten eine Korrelation zwischen den Mitochondrienparametern
feststellen, welche die Strukturschiddigung und die biochemische Funktionsminderung dieser
Zellorganelle charakterisierten [66].

Bei den von uns durchgefiihrten Untersuchungen wurde die Zunahme der Volumendichte der
Mitochondrien durch die Zunahme der Volumendichte des Sarkoplasmas ausschlieBlich bei
Versuchstieren, welche einer Hypoxie ausgesetzt wurden, verdeckt. Daraus resultierte ein
unverdndertes relatives Gesamtvolumen der Mitochondrien, wéhrenddessen bei den
Untersuchungen von WELT und Mitarbeitern nach Hypoxie die Volumendichte des
Sarkoplasmas abnahm und dadurch die Volumendichte der Mitochondrien signifikant hohere
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Werte im Vergleich zu den Kontrolltieren erreichte [82].

FITZL und Mitarbeiter konnten einen protektiven Effekt von Ginkgo biloba auf die durch
Hypoxie erzeugten Verdnderungen des sarkoplasmatischen Retikulums und der Cristae
mitochondrialis herausarbeiten [17], [19].

5.5. Hypoxieeinwirkung auf die Kardiomyozyten kardiomyopathischer Hamster

5.5.1. Qualitative lichtoptische Befunde

Nach einem akuten hypoxischen Ereignis waren in den Endothelzellen des Myokards
kardiomyopathischer Hamster ein starkes Zellddem, sowie die Bildung von Blebs,
Faltenbildung und Protrusionen des Zytoplasmas in das Kapillarlumen zu beobachten. Diese
Verdanderungen waren stirker ausgeprdgt in Korrelation zu den Verdnderungen in den
Herzmuskelzellen der Kontrollgruppe der gesunden Tiere, welche einer akuten Hypoxie
ausgesetzt wurden. Diese Unterschiede waren auf den erhdhten Sauerstoffbedarf und
Sauerstofftkonsum der hypertrophierten Herzen der DCM-Hamster zuriickzufiihren.
SZEKERES und Mitarbeiter stellten fest, dass sich die auf Hypoxie zuriickzufiihrenden
Veranderungen sowohl am nach LANGENDOREFF isolierten Herzen, als auch am Herz-
Lungen-Priparat, respektive am Herzen in situ in der linken Herzkammer, frither und in
ausgepragterem Malle manifestierten, als in der rechten Herzkammer und somit die linke
Herzkammer mit einem erhohten Risiko der Insuffizienz behaftet war [72].

5.5.2. Qualitative ultrastrukturelle Befunde

Als auf elektronenmikroskopischem Niveau detektierbare Hypoxie-bedingte Verdnderungen
bei den kardiomyopathischen und gesunden Tieren waren gleichermallen eine Aufhellung des
Grundsarkoplasmas, ein Zellodem, eine Schwellung und/oder eine Verdichtung der
Mitochondrien, eine Erweiterung des endoplasmatischen Retikulums und vereinzelt eine
Aufsplitterung und partielle Auflésung der Myofibrillen anzusehen (FITZL [15], FITZL und
Mitarbeiter [17], WELT und Mitarbeiter [82]).

5.5.3. Quantitative ultrastrukturelle Ergebnisse

Die quantitativen Verdnderungen der Kardiomyozytenstrukturen der kardiomyopathischen
Tiere nach Hypoxie waren dieselben, wie bei den gesunden Hamstern, welche bei einigen
Strukturparametern stirker ausgepridgt darstellten. Das relative Gesamtvolumen des
Sarkoplasmas und der Mitochondrien nahmen signifikant zu, wobei die Zunahme der
Volumendichte der Mitochondrien auf das sich mehr als verdoppelte mittlere Volumen des
einzelnen Mitochondrions zuriickzufiihren war, weil die Anzahl dieser Organelle stark

abnahm. Die Zusammensetzung der Mitochondrienpopulation aus einer kleineren Anzahl
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groBBerer Mitochondrien fiihrte nach Hypoxie zu einer kleineren spezifischen
Oberfldchendichte der Mitochondrienaullenmembran, verglichen mit den
kardiomyopathischen Hamstern. Derartige Verdnderungen fand man gleichsam nach Hypoxie
bei den durch Diabetes mellitus vorgeschidigten Herzen [15], [19] und nach kardioplegischer
Ischidmie bei der dilatativen Kardiomyopathie [29].

5.6. Wirkung der Hypoxie auf das Myokard von gesunden und kardiomyopathischen
Hamstern

Der Vergleich der quantitativen ultrastrukturellen Ergebnisse der gesunden und
kardiomyopathischen Hamster, welche einer akuten isobaren Hypoxie ausgesetzt wurden,
zeigte, dass die an DCM erkrankten Tiere eine Mitochondrienpopulation aufwiesen, welche
sich aus einer kleineren Anzahl stark vergroBerter Mitochondrien zusammensetzte. Die
Mitochondrien der an DCM erkrankten Hamster wiesen eine groBere Volumendichte und
eine kleinere spezifische Oberflichendichte der AuBBenmembran, eine groBere spezifische
Oberflachendichte der Cristae und ein groferes relatives Gesamtvolumen an geschédigten,
oder auch degenerierten Mitochondrienarealen auf. Die Volumendichte des
sarkoplasmatischen Retikulums und der t-Tubuli lagen bei den kardiomyopathischen
Hamstern nach Hypoxie hoher, als diese der gesunden Tiere, welche den gleichen Hypoxie-
bedingungen ausgesetzt waren. HAAG stellte gleichermallen fest, dass die subendokardialen
Kardiomyozyten aus dem Biopsiegut der an DCM erkrankten Patienten auf eine globale
kardioplegische Ischimie empfindlicher reagierten, als diese von Patienten mit chronisch-
ischamischer Herzkrankheit [29].

5.7.  Umstrukturierungsvorginge in den Kardiomyozyten unter den Bedingungen der
dilatativen Kardiomyopathie und der isobaren Hypoxie

Das Mitochondrion ist ein Organell, in dem die gesamtheitlichen Zellatmungsfunktionen, das
heifit der Citrat-Cyclus, die Elektronentransportkette und die oxydative Phosphorylierung,
zusammengefasst sind. Da die Mehrzahl der biochemischen Reaktionen des
Energiestoffwechsels in den Mitochondrien lokalisiert ist, werden sie bildhaft auch als die
"Kraftwerke" der Zelle bezeichnet. In unseren Untersuchungen erfuhr diese Organelle oft
eine GroBenzunahme. Als Beispiele sind hierfiir die Gré8enzunahme der Mitochondrien bei
DCM-erkrankten Tieren wihrend der 6. und 27. Woche der postnatalen Entwicklung, bei den
100 Tage alten DCM-Hamstern und bei den gesunden und kardiomyopathischen Hamstern
nach 25-miniitiger Hypoxie anzufiihren. Diese Grof3enzunahme, respektive Hypertrophie des
Mitochondrions leitet sich aus der Tatsache ab, dass die Mitochondrien iiber eine DNA (so
genannte mtDNA) und somit iiber ein eigenstindiges Genom (Chondrom) verfiigen, welches
als ringférmiges Molekiil in der Matrix lokalisiert ist.
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Abbildung 24: Schematische Darstellung eines Mitochondrions

Die "Cristae" verbreitern sich mittig in der Zelle zu lang gestreckten Schlduchen. Der
Eingang oder die Pore, auch als "Cristaeverzweigung" bekannt, ist dabei schmal genug, um
den zentral liegenden intracristaeren-Raum abzugrenzen. Dort werden Signalproteine, wie
etwa das Zytochrom c, gespeichert, welche den programmierten Zelltod (Apoptose) einleiten.
Um das Zytochrom c in das Zytosol zu entlassen, weiten sich die Poren.

RABL und Mitarbeiter typisierten ein Protein, welches sie Fcjl ("Formation of crista junction
protein 1") nannten [59]. Es ist in der inneren Membran im Bereich der Poren der Cristae
lokalisiert. Eine Vermehrung in der Zahl der Poren ist zu verzeichnen, wenn sich die
Expression dieses Proteins steigert. In Abwesenheit des Proteins schwinden auch die Poren.
In letzterem Falle sind in der inneren Cristac-Membran eine Reihe aufeinander gereihter
Bléschen oder Vesikel dokumentierbar.

Die an der Produktion von ATP beteiligte FIFO-ATPase ist im innersten Bereich des
intracristaeren-Raumes, gewissermallen an der Spitze der Cristae gelegen. Dieses Protein ist
hingegen nur in geringem Malle im Bereich der Poren nachweisbar. Fcjl und die F1FO-
ATPase haben gegensétzliche Funktionen. So schwécht Fcjl zum Beispiel die Bildung von
F1F0-ATPase Superkomplexen. Es ist anzunehmen, dass die Funktion des Fcj1 darin besteht,
der Membran eine positive Kriimmung zu erméglichen, wihrend der F1FO-Superkomplex
eine negative, also entgegengesetzte Biegung verursacht.

Im Licht der oben angefiihrten wissenschaftlichen Errungenschaften aus jiingerer Zeit lassen
sich einige Verdnderungen der Christaeparameter unter experimentellen Bedingungen
eindeutiger interpretieren.

So deuten die geringere Anzahl der Schnittpunkte der Cristae pro Mitochondrion und ihre
kleinere Volumendichte pro Mitochondrieneinheitsvolumen bei den kardiomyopathischen 6
Wochen alten Versuchstieren auf eine Verschmailerung des intracristaeren Raumes hin.

Gleichartige Verdnderungen, wie die Verkleinerung der spezifischen Oberflachendichte der
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Cristae, konnten wir sowohl bei den gesunden, als auch bei den kardiomyopathischen
Hamstern nach Hypoxie belegen, welches gleichwohl auf eine Verschmilerung des
intracristaeren Raumes hindeutet.

Es ist anzunechmen, dass auf die Ausweitung der Poren und die daraus resultierende
Ausschiittung des Zytochrom C in das Zytosol primér der Untergang, respektiv die Apoptose
der Mitochondrien folgt.

Es kann davon ausgegangen werden, dass der zuvor erwédhnte Prozess in einer verringerten
numerischen Dichte der Mitochondrien resultiert. Als Beispiel sind hierfiir die 6 Wochen
alten DCM-Hamster im Vergleich zu den zwei Wochen alten kardiomyopathischen
Versuchstieren zu nennen.

Nach einer 25-miniitigen isobaren Hypoxie war sowohl bei den DCM-Tieren, als auch bei
den gesunden Hamstern eine Reduktion der numerischen Dichte der Mitochondrien zu
beobachten.

Die Abnahme der Mitochondrienanzahl wurde durch die Zunahme der
Kardiomyozytendurchmesser und des relativen Gesamtvolumens des Sarkoplasmas
vorgetduscht.

Schwer zugénglich ist der Ansatz zur Erkldrung der Zunahme der Mitochondrienanzahl,
hierbei vielmehr ihrer numerischen Dichte, wie bei den 100 Tage alten kardiomyopathischen
Hamstern im Vergleich zu den gesunden Tieren. Teilungsfiguren der Mitochondrien wurden
von uns nicht gesichtet und finden auch in der Literatur selten Erwéhnung.
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6. Schlussfolgerungen

Aus den Ergebnissen der experimentellen Untersuchungen liessen sich folgende
Schlussfolgerungen ziehen:

1. Die stirkere Léingenzunahme des Durchmessers der Herzmuskelzellen in der
Versuchsgruppe der DCM-Hamster wihrend der postnatalen Entwicklung war,
verglichen mit dieser der gesunden Versuchstiere, ein quantitatives Merkmal der
Hypertrophie der Herzmuskelzellen der DCM-Tiere.

2. Die kleinere Kardiomyozyten/Interstitiumrelation in  der  Gruppe  der
kardiomyopathischen Hamster war ein Ausdruck der Verbreiterung des Interstitiums
und der Verldngerung des Perfusionsweges des Sauerstoffs.

3.  Die Verdnderungen der Mitochondrien in den Herzmuskelzellen der Hamster in der 6.
postnatalen Woche waren, verglichen mit der 2. postnatalen Woche, als quantitativ
erfassbare und statistisch gesicherte Verdnderungen dokumentierbar. Dazu zéhlen die
Verringerung der Fliachendichte, die VergroBerung des Einzelvolumens, die
Verldngerung ihrer Zentrum- zu Zentrumdistanz und die VergroBerung ihrer
Volumendichte (27. Woche). Desweiteren nahm die Cristaecausstattung und das relative
Gesamtvolumen der intracristaeren Rdume pro Mitochondrieneinheitsvolumen ab; im
Gegensatz dazu war eine Zunahme in der Anzahl der degenerativen
Mitochondrienareale zu verzeichnen.

4.  Verglichen mit den gleichaltrigen gesunden Tieren wiesen die 100 Tage alten
kardiomyopathischen Hamster quantitative Unterschiede in der ultrastrukturellen
Zusammensetzung der Kardiomyozyten, wie eine groBere Volumendichte des
Sarkoplasmas, eine tendenziell gesteigerte numerische Dichte, eine gestiegene
Volumendichte der Mitochondrien, ein erhdhtes Mitochondrieneinzelvolumen, eine
groflere Volumendichte und eine gesteigerte Anzahl an degenerativ verdnderten
Mitochondrien auf. Mittels der groferen spezifischen Oberflichendichte der Cristae
konnte eine Verschmélerung der intracristacren Rdume quantitativ herausgearbeitet
werden. Die Volumendichte der Myofibrillen und des intrazelluliren Fettgehaltes
waren verringert, diese der t-Tubuli und des sarkoplasmatischen Retikulums hingegen
vergrofert.

5. Nach einer 25-miniitigen isobaren Hypoxieeinwirkung kristallisierte sich in der Gruppe
der gesunden Hamster im Vergleich zu den Kontrolltieren eine VergroBerung der
Volumendichte des Sarkoplasmas, der t-Tubuli und des sarkoplasmatischen Retikulums
heraus.

Es konnte der Nachweis einer Mitochondrienpopulation gefiihrt werden, welche sich
aus einer reduzierten Anzahl tendenziell groBerer Mitochondrien zusammensetzte.
Diese charakterisierte sich durch eine zunehmend groBere Volumendichte, eine
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dezimierte Oberflichendichte der AuBenmembran und durch eine niedrigere
spezifische Oberflichendichte der Cristae. Die Volumendichte der degenerierten
Mitochondrienareale zeigte nach einer Hypoxie eine bedeutsame Steigerung auf.

Das relative Gesamtvolumen der Myofibrillen wies eine tendenzielle Verringerung auf,
welches die Zunahme des Volumenanteils des Sarkoplasma widerspiegeln konnte.

Nach einer 25-miniitigen isobaren Hypoxieeinwirkung auf Hamster mit dilatativer
Kardiomyopathie war im Vergleich mit den DCM-Hamstern, welche keiner
Hypoxieeinwirkung ausgesetzt wurden, gleichermallen eine Vergroferung der
Volumendichte des Sarkoplasmas, der t-Tubuli und des sarkoplasmatischen Retikulums
belegbar.

Es fand sich eine, aus einer geringeren Anzahl deutlich vergréBerter Mitochondrien
bestehende, Mitochondrienpopulation, welche sowohl eine signifikant groBere
Volumendichte, eine kleinere Oberflichendichte der Auflenmembran, als auch eine
erhohte spezifische Oberflachendichte der Cristae aufwies. Der Volumenanteil der
degenerierten Mitochondrienareale war nach Hypoxie bei den an DCM erkrankten
Hamstern signifikant erhoht.

Die morphometrisch erfassten Veranderungen in der Ultrastruktur der Kardiomyozyten
nach Hypoxie waren bei dem durch die DCM vorgeschadigten Herzen stérker
ausgepragt, als bei den gesunden. Diese verminderte Toleranz auf Sauerstoffmangel der
an DCM erkrankten Tiere war einerseits auf den groBeren, durch die Hypertrophie
bedingten  Sauerstoffbedarf, @ und  andererseits auf den  verldngerten
Sauerstoffperfusionsweg zuriickzufiihren.
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7. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels qualitativer und quantitativer Untersuchungen zu
ausgewdhlten Zeitpunkten der postnatalen Entwicklung den Zeitpunkt herauszuarbeiten, in
welchem die Unterschiede in der Ultrastruktur der Kardiomyozyten zwischen den Gruppen
der gesunden und kardiomyopathischen Hamster am stirksten reprdsentiert sind, um zu
diesem Zeitpunkt die Auswirkungen der Hypoxie auf die Kardiomyozyten in beiden Gruppen
zu untersuchen. Als Versuchstiere dienten 35 gesunde ménnliche Hamster, unterteilt in 7
Kontrollgruppen im Alter von 3 bis 540 Tagen, sowie 45 gleichaltrige kardiomyopathische
Hamster minnlichen Geschlechts in den Kontrolltieren. Aus der Versuchsgruppe der
kardiomyopathischen Hamster wurden 7 Tiere, und aus der Kontrollgruppe 5 gesunde
Hamster einer 25-miniitigen normobaren Hypoxie ausgesetzt. Die Tiere wurden unter
Athernarkose durch Genickschlag getdtet. Nach Thorakotomie wurden Gewebeproben von
der apikalen Region des Herzens jedes einzelnen Tieres entnommen und histologisch und
elektronenmikroskopisch  untersucht Fiir die Ermittlung der Messwerte der
Kardiomyozytenstrukturen wurden sowohl das konventionelle Punktzihlverfahren, als auch
das Schnittpunktzihlverfahren sowie das Auszéhlen von Strukturanschnitten genutzt

Bis zum 1. Monat der postnatalen Entwicklung konnten auf lichtoptischer Ebene keine
morphologischen Unterschiede zwischen den gesunden und den kardiomyopathischen Tieren
festgestellt werden. Erst zum 45. Tag der postnatalen Entwicklung traten bei den
kardiomyopathischen Hamstern qualitative ultrastrukturelle Verdnderungen in Form von
Zellodem und destruktiven Verdnderungen der Mitochondrien und der Myofibrillen auf. Mit
zunehmendem Alter traten geschéddigte Z-Streifen und degenerierte Mitochondrien hervor.
Form, Ausstattung und Lokalisation der Mitochondrien zeigten deutliche Abweichungen von
der Norm, wie Kalkablagerungen, kleine, geschwollene und Riesenmitochondrien und solche
mit konzentrischer Anordnung der Cristae und Ausbildung von Myelinfiguren. Das
sarkoplasmatische Retikulum und die t-Tubuli waren nach dem ersten Monat der postnatalen
Entwicklung oft stark dilatiert. In einigen Kardiomyozytenkernen lieBen sich
Chromatinverklumpungen nachweisen. Die  Ergebnisse der im lichtoptischen
VergroBerungsbereich durchgefiihrten morphometrischen Untersuchungen zeigten, dass der
Durchmesser der Kardiomyozyten bei den kardiomyopathischen Tieren mit zunehmendem
Alter stirker als bei den Kontrolltieren anstieg. Dahingegen nahm die
Kardiomyozyten/Interstitiumrelation bei den kardiomyopathischen Tieren ab. Die
ultrastrukturellen morphometrischen Untersuchungen an 2, 6 und 27 Wochen alten
kardiomyopatischen Hamstern ergaben, dass sich in der 6. und 27. Woche die
Mitochondrienpopulation, verglichen mit der 2. Woche der postnatalen Entwicklung, aus
einer geringeren Anzahl groferer, weiter auseinander liegender Mitochondrien
zusammensetzte. Dies war als Folge der stirkeren Vergroferung der Kardiomyozyten selbst
anzusehen, welche quantitativ durch die Zunahme des Durchmessers der Kardiomyozyten
ausgewiesen war. Sowohl die Anzahl der Schnittpunkte der Cristae pro Mitochondrion, als
auch die Volumendichte der Cristae nahmen signifikant ab, welches auf eine Verschmélerung
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der intracristaeren Rédume hinwies. Das relative Gesamtvolumen der geschadigten Bereiche
der Mitochondrien zeigte sich in der 6. Woche nahezu halbiert, um sich in der Woche 27
wiederum mehr als verdoppelt darzustellen. Wie erwartet, nahm die Anzahl der geschiadigten
Mitochondrienareale pro Einheitsfliche Kardiomyozyt stetig zu. Gemessen an den zwei
Wochen alten Tieren, wies die Mitochondrien/Myofibrillenrelation sowohl bei den 6 Wochen
alten, als auch bei den 27 Wochen alten Tieren geringere Werte auf, welches als Ausdruck
der Hypertrophie der Myofibrillen anzusehen ist. Der ultrastrukturelle quantitative Vergleich
zwischen den 100 Tage alten gesunden und kardiomyopathischen Hamstern zeigte, dass die
numerische Dichte der Mitochondrien bei den kardiomyopathischen Tieren tendenziell
groBer war als im Vergleich zu den gesunden Tieren. Die nahezu doppelt so grofle
Volumendichte des Sarkoplasma bei der kardiomyopathischen Versuchsgruppe wirkte sich
ausgleichend auf die Unterschiede in der numerischen und Volumendichte der Mitochondrien
aus. Das mittlere Volumen der Mitochondrien war gleichwohl bei den kardiomyopathischen
Tieren in Relation zu den gesunden Hamstern erhdht. Die Mitochondrienpopulation setzte
sich bei den kardiomyopathischen Tieren aus einer vermehrten Anzahl groBerer
Mitochondrien zusammen. Daraus resultierend, waren die Oberfldchen-/Volumenrelation der
Mitochondrien gleichsam in beiden Gruppen auf ein und demselben Niveau anzutreffen. Die
Oberfldchen/Volumenrelation der Cristae war bei den kardiomyopathischen Tieren deutlich
gesteigert. Dies wies auf eine Verschmilerung der Cristae hin. Diese Umstrukturierung der
Cristae war bei den kardiomyopathischen Tieren mdglicherweise als eine Reaktion auf die
Hypertrophie der Mitochondrien, diesbeziiglich auf die Verldngerung ihrer Zentrum- zu
Zentrumdistanz durch die VergroBerung des relativen Gesamtvolumens des Sarkoplasmas,
anzusehen. Ein ausgeprigt groferes relatives Gesamtvolumen und eine eminent vermehrte
Anzahl der degenerativen Mitochondrienareale waren in der Gruppe der
kardiomyopathischen Tiere, gemessen an der Kontrollgruppe, feststellbar. Als Folge der
Hypoxie war eine Steigerung des relativen Gesamtvolumens des Sarkoplasma und der t-
Tubuli in beiden Gruppen der Hamstern belegbar. Die Mitochondrienpopulation setzte sich in
beiden Gruppen aus einer geringeren Anzahl vergroferter Mitochondrien zusammen, welche
durch eine verkleinerte spezifische Oberflaichendichte der AuBenmembran und der Cristae
charakterisiert waren. Hypoxie- bedingt, war in beiden das relative Gesamtvolumen der
degenerierten Mitochondrienareale, verglichen mit den Versuchsgruppen, welche keine
hypoxische Exposition erfahren haben, signifikant erhoht.

Die Hypoxie exponierten gesunden Hamster, mit den Hypoxie exponierten
kardiomyopathischen Hamstern in Relation setzend, war bei den an DCM Tieren ein groBeres
relatives Gesamtvolumen der Mitochondrien, ein nahezu verdoppeltes
Mitochondrieneinzelvolumen und eine kleinere numerische Dichte sowie Steigerung war bei
der spezifischen Oberflichendichte der Cristae dieser Zellorganelle erkennbar. Die
Mitochondrienpopulation in der Gruppe der Hamster mit DCM und Hypoxieexposition
bestand demzufolge aus einer geringeren Anzahl groBerer Mitochondrien, welche durch eine
kleinere spezifische Oberflichendichte und einen groBeren Anteil an degenerierten
Mitochondrienarealen charakterisiert waren und deren intracristire Rdume, gemessen an den
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gesunden Tieren, deutlich verschmélert imponierten. Die Volumendichte des Sarkoplasma
war bei den Hamstern mit DCM nach Hypoxie deutlich groBer und das relative
Gesamtvolumen der Myofibrillen deutlich kleiner im Vergleich mit den gesunden Hamstern
nach Hypoxie.
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Tabellenverzeichnis

Klassifizierung der Kardiomyopathien nach Maron und Mitarbeitern, zusammengestellt

aus [12], [47] 6
Ergebnisse der lichtoptischen morphometrischen Untersuchungen der Kardiomyozyten

und des Interstitiums der gesunden und kardiomyopathischen Hamster zu ausgewéhlten
Zeitpunkten der postnatalen Entwicklung (Mittelwert + SD) 34
Ergebnisse der ultrastrukturellen morphometrischen Untersuchungen kardiomyopathischer
Tiere in der 2., 6. und 27. Woche der postnatalen Entwicklung (Bezugsgrofie
Mitochondrienvolumen) 40
Ultrastrukturelle morphometrische Parameter der Kardiomyozyten bei 100 Tage alten
gesunden und kardiomyopathischen Hamstern (Mittelwert £SD) 45
Ergebnisse der ultrastrukturellen morphometrischen Untersuchungen an gesunden
Hamstern vor und nach Hypoxie (Mittelwert = SD) 48
Einfluss der Hypoxie auf die durch dilatative Kardiomyopathie vorgeschiadigten
Kardiomyozyten 52
Ultrastrukturelle morphometrische Ergebnisse der Kardiomyozytenstrukturen

der gesunden und kardiomyopathischen Hamster nach Hypoxie 56
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9.3. Abkiirzungsverzeichnis

DCM dilatative Kardiomyopathie

ATP  Adenosintriphosphat

9.3.1. Struktureinheiten
sar Sarkoplasma (kernlose Herzmuskelzelle)
imr Intermyofibrillarer Raum ohne kontraktile Substanz (Myo)

KS Kontraktile Substanz

m Mitochondrien

mat  Mitochondrienmatrix

cr Cristae

deg  degenerierte Mitochondrienareale
myo  Myofibrillen, kontraktile Substanz
kmz  Kardiomyozyt

lip Fettropfen

sr=Is  sarkoplasmatisches Retikulum=longitudinales System

9.3.2. Statistische Parameter

X Mittelwert

SD Standardabweichung

SE Standardfehler

F F-Test

T t-Test nach Student

Tw Student t-Test korrigiert nach Welch

n.s. nicht signifikant
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